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특허청구의 범위

청구항 1 

생체내 유전자 발현을 저해하기 위한 조성물로서, 

키토산, 및 상기 유전자에 대한 RNAi-유도성 핵산 서열을 포함하며, 

상기 키토산의 분자량 (Mn)은 5 kDa 내지 200 kDa이며, 탈아세틸화율 (degree of deacetylation, DDA)은 80%

내지 95%이고, 

상기 핵산 포스페이트에 대한 상기 키토산 아민의 비율 (N:P)은 20 미만인, 조성물.

청구항 2 

제1 항에 있어서,

상기 키토산의 분자량이 5 kDa 내지 15 kDa이며, 

상기 DDA가 90% 내지 95%이고,

상기 N:P 비율이 2 내지 10인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 3 

제1 항 또는 제2 항에 있어서,

상기 키토산의 분자량이 10 kDa이며, 

상기 DDA가 92%이고,

상기 N:P 비율이 5인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 4 

제1 항에 있어서,

상기 키토산의 분자량이 10 kDa, 40 kDa, 80 kDa, 150 kDa 또는 200 kDa인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 5 

제1 항 내지 제4 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 키토산이 아세틸기의 블록 분포(block distribution) 또는 화학적 개질을 포함하는 것을 특징으로 하는,

조성물.

청구항 6 

제1 항 내지 제5 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 키토산의 다분산성(polydispersity)이 1.0 내지 7.0인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 7 

제1 항 내지 제6 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 10개 내지 50개의 뉴클레오타이드로 이루어진, 이중 가닥의 선형 데옥시리보핵산

또는 리보핵산 서열인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 8 

제1 항 내지 제7 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 헤어핀 구조의 데옥시리보핵산 또는 리보핵산 서열인 것을 특징으로 하는, 조성
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물.

청구항 9 

제1 항 내지 제8 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 당(sugar) 백본, 포스페이트 백본 및/또는 뉴클레오타이드 염기 고리에서 화학적

으로 개질되는 것을 특징으로 하는, 조성물. 

청구항 10 

제1 항 내지 제9 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 짧은 간섭 RNA, 짧은 헤어핀 RNA 또는 RNAi-유도성 벡터인 것을 특징으로 하는,

조성물.

청구항 11 

제1 항 내지 제10 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 II형 당뇨병, 죽상동맥경화증 또는 암의 발병과 관련 있는 유전자들을 표적으로

하는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 12 

제1 항 내지 제10 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 종양 발병, 전이 또는 내화학성의 유도와 관련 있는 유전자를 표적으로 하는 것

을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 13 

제1 항 내지 제11 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 당조절 단백질을 표적으로 하는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 14 

제13 항에 있어서,

상기 당조절 단백질이 인크레틴 분해 효소(incretin degrading enzyme)인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 15 

제13 항에 있어서,

상기 인크레틴 분해 효소가 다이펩티딜펩티다제-IV (DPP-IV)인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 16 

제1 항 내지 제11 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 아테롬원성(atherogenic) 단백질을 표적으로 하는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 17 

제16 항에 있어서,

상기 아테롬원성 단백질이 아포지질단백질 B (ApoB), 아포지질단백질 E (ApoE), 아포지질단백질 B 100 (ApoB

100), 아포지질단백질 B 48 (ApoB 48), 호중구 젤라티나제-연관 리포칼린 (Neutrophil gelatinase-assoicated

lipocalin, NGAL), 매트릭스 메탈로프로테아제-9 (MMP-9), 또는 콜레스테릴 에스테르 전달 단백질 (CETP)인 것

을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 18 
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제1 항 내지 제12 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 헬리카제 단백질, RNA 헬리카제, P68, DDX5, DDX32, DDX1, Akt, PKB, ABC 수송

체의 구성원, MDR1, MRP, RAS 단백질 패밀리에 속하는 구성원, SRC, HER2, EGFR, Abl, 또는 Raf를 표적으로 하

는 것을 특징으로 하는, 조성물. 

청구항 19 

제18 항에 있어서,

상기 헬리카제 단백질이 헬리카제의 RecQ 패밀리에 속하는 구성원인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 20 

제18 항 또는 제19 항에 있어서,

상기 헬리카제 단백질이 RecQL1 DNA 헬리카제인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 21 

제18 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 MDR1을 표적으로 하는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 22 

환자에서, 당뇨병 및 이와 관련된 증상, 죽상동맥경화증 및 이와 관련된 증상, 또는 암 및 이와 관련된 증상을

치료하기 위한, 제1 항 내지 제21 항 중 어느 한 항에 따른 조성물.

청구항 23 

제22 항에 있어서,

상기 당뇨병 관련 증상이, 인슐린 의존성 당뇨병 (I형 당뇨병), 인슐린 비-의존성 당뇨병 (II형 당뇨병), 인슐

린 내성, 고인슐린혈증, 당뇨병-유도성 고혈압, 비만, 혈관 손상, 안 손상(damage to eyes), 신장 손상, 신경

손상, 자율신경계 손상, 피부 손상, 결합조직 손상, 및 면역계 손상인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 24 

제22 항에 있어서,

상기 죽상동맥경화증 관련 증상이 심혈관 질환인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 25 

제24 항에 있어서,

상기 심혈관 질환이 관상동맥심장질환, 급성 관상동맥 증후군 또는 협심증인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 26 

제22 항 내지 제25 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 조성물이 혈장내 ApoB 농도(ApoB plasma level)를 낮추는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 27 

제22 항 내지 제25 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 조성물이 GLP-1 생체이용률을 높이는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 28 

제22 항 내지 제27 항 중 어느 한 항에 있어서,
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상기 조성물이 상기 환자에서 포도당 대사 조절을 추가로 강화하는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 29 

제22 항 내지 제28 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 조성물이 상기 환자에서 혈중 포도당 농도를 추가로 낮추는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 30 

제22 항 내지 제29 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 조성물이 환자에서 콜레스테롤 농도를 추가로 낮추는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 31 

 제22 항 내지 제30 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 조성물이 상기 환자에서 저밀도 지질단백질 농도를 추가로 낮추는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 32 

제22 항 내지 제31 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 조성물이 상기 환자에서 체중 증가를 추가로 감소시키는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 33 

제22 항 내지 제32 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 조성물이 혈장내 ApoB 농도를 35% 이상 낮추며, LDL/VLDL 콜레스테롤 농도를 20% 이상 감소시키는 것을 특

징으로 하는, 조성물.

청구항 34 

제22 항 내지 제32 항 중 어느 한 항에 있어서,

인슐린, 글루코시다제 저해제, 설포닐우레아, DPP-IV 저해제 또는 혈당강하 화합물을 추가로 포함하는 것을 특

징으로 하는, 조성물.

청구항 35 

제22 항 내지 제34 항 중 어느 한 항에 있어서,

적절한 전달 시약, 인슐린 또는 혈당강하 화합물과 동시에 투여하도록 제형되는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 36 

제35 항에 있어서,

상기 적절한 전달제가 Mirus Transit TKO
®
 친지성 시약, lipofectin

®
, lipofectamine™, cellfectin

®
, 폴리양

이온(polycations) 또는 리포좀인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 37 

제35 항에 있어서,

상기 혈당강하 화합물이 메트포르민(metformin), 아카보스(acarbose), 아세토헥사마이드(acetohexamide), 글리

메피라이드(glimepiride), 톨라자마이드(tolazamide), 글리피자이드(glipizide), 글리부라이드(glyburide), 톨

부타마이드(tolbutamide),  클로르프로파마이드(chlorpropamide),  티아졸리딘다이온(thiazolidinedione),  알파

글루코시다제 저해제, 바이구아닌다이엔(biguanindiene) 유도체, 트로글리타존(troglitazone), 또는 이들의 혼

합물인 것을 특징으로 하는, 조성물.
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청구항 38 

제34 항에 있어서,

상기  설포닐우레아가  톨부타마이드(tolbutamide),  톨라자마이드,  글리속세파이드(glisoxepide),  글리미페이드

(glimipeide) 또는 글리보무라이드(glibomuride)인 것을 특징으로 하는, 조성물. 

청구항 39 

제34 항에 있어서,

상기  DPP-IV  저해제가  시타글립틴(sitagliptin),  빌다글립틴(vildagliptin)  또는  삭사글립틴(saxagliptin)인

것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 40 

제22 항에 있어서,

상기 암이 유방암, 신경교종, 대장암, 폐암, 소세포 폐암, 위암, 간암, 혈액암, 뼈암, 췌장암, 피부암, 두경부

암, 피부 또는 안내 흑색종(cutaneous or intraocular melanoma), 자궁육종, 난소암, 직장암 또는 결장직장암

(rectal  or  colorectal  cancer),  항문암,  결장암,  난관암종(fallopian  tube  carcinoma),  자궁내막암종

(endometrial carcinoma), 자궁경부암, 외음부암, 편평세포암종, 질암종, 호지킨 질환(Hodgkin's disease), 비

-호지킨 림프종, 식도암, 소장암, 내분비암, 갑상선암, 부갑상선암, 부신암, 연조직 종양(soft tissue tumor),

요도암, 음경암, 전립선암, 만성 또는 급성 백혈병, 림프구성 백혈병, 방광암, 신장암, 수뇨관암, 신장 세포암

종, 신우암종, CNS 종양, 신경교종, 별아세포교종, 다형성아교모세포종, 원발성 CNS 림프종, 골수 종양, 뇌간

신경교종, 뇌하수체 선종, 포도막 흑색종, 고환암, 구강암, 인두암, 췌모세포종(pdiatric neoplasms), 백혈병,

신경모세포종, 망막모세포종, 신경교종, 횡문근모세포종(rhabdomyoblastoma) 또는 육종인 것을 특징으로 하는,

조성물.

청구항 41 

제22 항 또는 제40 항에 있어서,

적절한 전달 시약 및 항암 화합물 중 하나 이상과 동시에 투여하도록 제형되는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 42 

제41 항에 있어서,

상기 적절한 전달제가 Mirus Transit TKO
®
 친지성 시약, Lipofectin

®
, Lipofectamine™, Cellfectin

®
, 폴리양

이온 또는 리포좀인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 43 

제22 항, 제 41 항 또는 제42 항 중 어느 한 항에 있어서,

적절한 항암 치료법을 수행하는 동안에 동시에 투여하도록 제형되는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 44 

제43 항에 있어서,

상기 항암 치료법이 수술적 처치, 화학요법, 호르몬 요법 및 국소적인 방사선요법(localization radiation) 중

하나 이상인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 45 

제1 항 내지 제44 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 조성물이 1 mg/kg의 용량으로 주입하도록 제형되는 것을 특징으로 하는, 조성물.
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청구항 46 

제1 항 내지 제45 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 조성물이 투여 시, 간 독성을 유도하지 않는 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 47 

제1 항 내지 제46 항 중 어느 한 항에 따른 조성물을 세포와 접촉시키는 단계를 포함하는, 핵산 서열을 세포에

전달하는 방법.

청구항 48 

제47 항에 있어서,

상기 세포가 1차 배양세포(primary cell), 형질전환된 세포, 또는 불멸화된(immortalized) 세포인 것을 특징으

로 하는, 방법.

청구항 49 

당뇨병, 죽상동맥경화증 또는 암 치료용 조성물을 제조하는 방법으로서, 

산성 배지에서 키토산 및 RNAi-유도성 핵산 서열을 혼합하는 단계를 포함하며, 

상기 키토산의 분자량 (Mn)은 5 kDa 내지 200 kDa이며, 탈아세틸화율 (DDA)은 80% 내지 95%이고, 

상기 핵산 포스페이트에 대한 상기 키토산 아민의 비율 (N:P)은 20 미만인, 방법.

청구항 50 

제49 항에 있어서,

상기 키토산을 염산에서 용해시킨 후, RNAi-유도성 핵산 서열과 혼합하는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 51 

제50 항에 있어서,

상기 키토산을, 비율이 1:1인 글루코사민: HCl에서 용해시키는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 52 

제49 항 내지 제51 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 키토산의 Mn이 10 kDa이며, 

상기 DDA가 80% 내지 92%이고, 

상기 핵산 포스페이트에 대한 상기 키토산 아민의 비율 (N:P)이 5 내지 10인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 53 

제49 항 내지 제52 항 중 어느 한 항에 있어서,

키토산과 RNAi-유도성 핵산 서열의 혼합으로, 크기가 200 nm 미만인 구형 나노입자가 생성되는 것을 특징으로

하는, 방법.

청구항 54 

제53 항에 있어서,

상기 나노입자의 크기가 45 nm 내지 156 nm인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 55 
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환자에서 당뇨병, 죽상동맥경화증 또는 암을 치료하는 방법으로서, 

환자에게, 키토산 및 RNA-유도성 핵산 서열을 포함하는 조성물을 유효량으로 투여하는 단계를 포함하며, 

상기 키토산의 분자량 (Mn)은 5 kDa 내지 200 kDa이며, 탈아세틸화율 (DDA)은 80% 내지 95%이고, 

상기 핵산 포스페이트에 대한 상기 키토산 아민의 비율 (N:P)은 20 미만인, 방법.

청구항 56 

제55 항에 있어서,

상기 키토산의 분자량이 5 kDa 내지 15 kDa이며, 

상기 DDA가 90% 내지 95%이고,

상기 N:P 비율이 2 내지 10인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 57 

제55 항에 있어서,

상기 키토산의 분자량이 10 kDa이며, 

상기 DDA가 92%이고,

상기 N:P 비율이 5인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 58 

제55 항에 있어서,

상기 키토산의 분자량이 10 kDa, 40 kDa, 80 kDa, 150 kDa 또는 200 kDa인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 59 

제55 항에 있어서,

상기 키토산이 아세틸기의 블록 분포 또는 화학적 개질을 포함하는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 60 

제55 항에 있어서,

상기 키토산의 다분산성이 1.0 내지 7.0인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 61 

제55 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 10개 내지 50개의 뉴클레오타이드로 이루어진, 이중 가닥의 선형 데옥시리보핵산

또는 리보핵산 서열인 것인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 62 

제55 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 헤어핀 구조의 데옥시리보핵산 또는 리보핵산 서열인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 63 

제55 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 당 백본, 포스페이트 백본 및/또는 뉴클레오타이드 염기 고리에서 화학적으로 개

질되는 것을 특징으로 하는, 방법. 
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청구항 64 

제55 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 짧은 간섭 RNA, 짧은 헤어핀 RNA 또는 RNAi-유도성 벡터인 것을 특징으로 하는,

방법.

청구항 65 

제55 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 II형 당뇨병, 죽상동맥경화증 또는 암의 발병과 관련 있는 유전자를 표적으로 하

는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 66 

제55 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 종양 발병, 전이 또는 내화학성의 유도와 관련 있는 유전자를 표적으로 하는 것

을 특징으로 하는, 방법.

청구항 67 

제55 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 당조절 단백질을 표적으로 하는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 68 

제67 항에 있어서,

상기 당조절 단백질이 인크레틴 분해 효소인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 69 

제68 항에 있어서,

상기 인크레틴 분해 효소가 다이펩티딜펩티다제-IV (DPP-IV)인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 70 

제55 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 아테롬원성 단백질을 표적으로 하는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 71 

제70 항에 있어서,

상기 아테롬원성 단백질이 아포지질단백질 B (ApoB), 아포지질단백질 E (ApoE), 아포지질단백질 B 100 (ApoB

100), 아포지질단백질 B 48 (ApoB 48), 호중구 젤라티나제-연관 리포칼린 (NGAL), 매트릭스 메탈로프로테아제-9

(MMP-9), 또는 콜레스테릴 에스테르 전달 단백질 (CETP)인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 72 

제55 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 헬리카제 단백질, RNA 헬리카제, P68, DDX5, DDX32, DDX1, Akt, PKB, ABC 수송

체의 구성원, MDR1, MRP, RAS 단백질 패밀리에 속하는 구성원, SRC, HER2, EGFR, Abl, 또는 Raf를 표적으로 하

는 것을 특징으로 하는, 방법. 

청구항 73 

제72 항에 있어서,
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상기 헬리카제 단백질이 헬리카제의 RecQ 패밀리에 속하는 구성원인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 74 

제72항에 있어서,

상기 헬리카제 단백질이 RecQL1 DNA 헬리카제인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 75 

제55 항에 있어서,

상기 RNAi-유도성 핵산 서열이 MDR1을 표적으로 하는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 76 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 혈장내 ApoB 농도를 낮추는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 77 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 GLP-1 생체이용률을 높이는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 78 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 상기 환자에서 포도당 대사 조절을 추가로 강화하는 것을 특징으로 하는, 방법. 

청구항 79 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 상기 환자에서 혈중 포도당 농도를 추가로 낮추는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 80 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 환자에서 콜레스테롤 농도를 추가로 낮추는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 81 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 상기 환자에서 저밀도 지질단백질 농도를 추가로 낮추는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 82 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 상기 환자에서 체중 증가를 추가로 감소시키는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 83 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 혈장내 ApoB 농도를 35% 이상 낮추며, LDL/VLDL 콜레스테롤 농도를 20% 이상 감소시키는 것을 특

징으로 하는, 방법.

청구항 84 

제55 항에 있어서,
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상기 조성물이 인슐린, 글루코시다제 저해제, 설포닐우레아, DPP-IV 저해제 또는 혈당강하 화합물을 추가로 포

함하는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 85 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 적절한 전달 시약, 인슐린 또는 혈당강하 화합물과 동시에 투여되는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 86 

제85 항에 있어서,

상기 적절한 전달제가 Mirus Transit TKO
®
 친지성 시약, lipofectin

®
, lipofectamine™, cellfectin

®
, 폴리양

이온 또는 리포좀인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 87 

제85 항에 있어서,

상기 혈당강하 화합물이 메트포르민, 아카보스, 아세토헥사마이드, 글리메피라이드, 톨라자마이드, 글리피자이

드, 글리부라이드, 톨부타마이드, 클로르프로파마이드, 티아졸리딘다이온, 알파 글루코시다제 저해제, 바이구아

닌다이엔 유도체, 트로글리타존, 또는 이들의 혼합물인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 88 

제84 항에 있어서,

상기 설포닐우레아가 톨부타마이드, 톨라자마이드, 글리속세파이드, 글리미페이드 또는 글리보무라이드인 것을

특징으로 하는, 방법. 

청구항 89 

제34 항에 있어서,

상기 DPP-IV 저해제가 시타글립틴, 빌다글립틴 또는 삭사글립틴인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 90 

제55 항에 있어서,

상기 암이 유방암, 신경교종, 대장암, 폐암, 소세포 폐암, 위암, 간암, 혈액암, 뼈암, 췌장암, 피부암, 두경부

암, 피부 또는 안내 흑색종, 자궁육종, 난소암, 직장암 또는 결장직장암, 항문암, 결장암, 난관암종, 자궁내막

암종, 자궁경부암, 외음부암, 편평세포암종, 질암종, 호지킨 질환, 비-호지킨 림프종, 식도암, 소장암, 내분비

암, 갑상선암, 부갑상선암, 부신암, 연조직 종양, 요도암, 음경암, 전립선암, 만성 또는 급성 백혈병, 림프구성

백혈병, 방광암, 신장암, 수뇨관암, 신장 세포암종, 신우암종, CNS 종양, 신경교종, 별아세포교종, 다형성아교

모세포종, 원발성 CNS 림프종, 골수 종양, 뇌간 신경교종, 뇌하수체 선종, 포도막 흑색종, 고환암, 구강암, 인

두암, 췌모세포종, 백혈병, 신경모세포종, 망막모세포종, 신경교종, 횡문근모세포종 또는 육종인 것을 특징으로

하는, 방법.

청구항 91 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 적절한 전달 시약 및 항암 화합물 중 하나 이상과 동시에 투여되는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 92 

제41 항에 있어서,

상기 적절한 전달제가 Mirus Transit TKO
®
 친지성 시약, Lipofectin

®
, Lipofect아민™, Cellfectin

®
, 폴리양
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이온 또는 리포좀인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 93 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 적절한 항암 치료법을 수행하는 동안에 동시에 투여되는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 94 

제43 항에 있어서,

상기 항암 치료법이 수술적 처치, 화학요법, 호르몬 요법 및 국소적인 방사선요법 중 하나 이상인 것을 특징으

로 하는, 방법.

청구항 95 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 1 mg/kg의 용량으로 주입되는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 96 

제55 항에 있어서,

상기 조성물이 투여 시, 간 독성을 유도하지 않는 것을 특징으로 하는, 방법.

명 세 서

기 술 분 야

관련 출원들에 대한 교차-참조 [0001]

본 출원은 2011년 5월 24일에 출원된 미국 가출원 번호 제61/489,306 호 및 2011년 5월 24일에 출원된 미국 가[0002]

출원 번호 제61/489,302 호를 우선권으로 주장하며, 이들은 그 전체가 원용에 의해 본 명세서에 포함된다.

기술분야[0003]

본 발명은 특정한 키토산을 기재로 하는 나노복합체를 사용해 치료학적 RNAi-유도성 핵산을 효과적으로 전달하[0004]

기 위한 조성물 및 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

siRNA (짧은 간섭 RNA)에 의한 유전자 침묵화(gene silencing)는 생물학에서 개발 중에 있는 분야로서, 치료적[0005]

잠재력을 가진 새로운 전사-후 유전자 침묵화 전략으로 진화되었다.  인간 게놈의 서열분석 및 질환들의 분자적

인 원인들에 대한 이해를 토대로, 병원성 유전자를 자유자재로 턴오프(trun off)시킬 수 있다는 가능성은 당뇨

병, 죽상동맥경화증 및 암과 같이 매우 다양한 임상적 질환들을 치료하기 위한 매력적인 방법이다.  siRNA를 이

용함으로써, 질환에 기여하는 인간 게놈상의 유전자들은 사실상 모두 조절가능해지게 되어, 약물을 개발할 수

있는 기회를 열어 준다.  국소 투여되는 siRNA는 이미 1상 임상 시험에 돌입한 반면, siRNA를 성공적으로 전신

전달하는 방법은 아직 임상전 개발 단계에 머물러 있다.

II형 당뇨병[0006]

II형 당뇨병 (T2DM)은 다양한 병적 증상을 가진 진행성 대사 장애로서, 종종 지질 대사 장애 및 당 대사 장애와[0007]

관련이 있다 (Bell et al., 2001, Nature, 414:788-791 ).  II형 당뇨병은 근육, 지방 조직 및 간과 같은 주변

조직에서 인슐린 작용에 대해 내성을 가지는 것을 특징으로 한다.  이는 또한, 췌장의 β-세포의 인슐린 분비

능력이 점차 저하되는 것을 특징으로 한다.  당뇨병의 장기적인 영향은, 이의 혈관 합병증; 미세혈관 합병증,

망막병증, 신경병증 및 신증(nephropathy)으로 인한 것이다.  거대혈관 합병증 또한, II형 당뇨병과 연관이 있

으며, 심혈관 및 뇌혈관 합병증을 포함한다.

현재로서 알려진 항-당뇨병 약물의 주 클래스(class)는 하기와 같다.  비구아나이드(biguanide)는 간의 포도당[0008]

생성을 저해하고, 소장에서의 흡수를 감소시키며, 주변의 포도당 흡수를 증대시킴으로써, 혈중 포도당 조절을
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돕는 약물 클래스이다.  이러한 클래스로는, 포도당 및 혈중 트리글리세라이드 농도를 둘 다 저하시키는 약물인

메트포르민(metformin)을 포함한다.  설포닐우레아는 췌장의 β-세포로부터 내인성 인슐린의 방출을 자극함으로

써, II형 당뇨병을 조절 또는 제어하는 데 일조하는 약물의 클래스이다.  이러한 클래스로는, 특히 톨부타마이

드(tolbutamide),  톨라자마이드(tolazamide),  글리속세파이드(glisoxepide),  글리미페이드(glimipeide)  및 글

리보무라이드(glibomuride)를 포함한다.  글리코시다제 저해제는 췌장 세포로부터 인슐린 방출을 자극하여, 혈

당 농도를 저하시키며, 이로는 레파글리나이드(repaglinide) 및 나테글리나이드(nateglinide)를 포함한다.

아쉽게도,  이들  치료  요법들은,  심지어  조합해서  사용되는  경우에도,  안전성,  관용성(tolerability),  체중[0009]

증가, 부종 및 위장 비관용성(gastrointestinal  intolerance)에 의해 종종 제약을 받는다 (Drucker  et  al.,

2010, Nat Rev Drug Discov, 9:267-268; Nauck et al., 2009, Diabetes Care, 32:84-90; Ng et al., 2010,

Prim Care Diabetes, 4:61 -63; Truitt et al., 2010, Curr Med Res Opin, 26: 1321-1331; 및 Wajcberg and

Tavaria, 2009, Expert Opin Pharmacother, 10: 135-142).  또한, 질병이 진행되고 β-세포의 기능이 쇠퇴함에

따라, 현행 치료법의 효능은 저하된다 (Turner et al., 1999, JAMA, 281 :2005-2012).

인크레틴 효과의 발견은, 부작용을 최소화한 채 T2DM을 조절할 수 있는 치료제 중 일 클래스를 사용하는 새로운[0010]

치료 방안을 제공하였다.  인크레틴 효과는, 인슐린 분비의 자극을 통해 식후 혈중 포도당 농도를 조절하는 글

루카곤 유사 펩타이드 1 (GLP-1)에 의해 주로 매개된다.  GLP-1은 또한, 동물 모델에서 나타난 바와 같이, 위

배출(gastric emptying)의 지연, 중추 신경계에 대한 영향을 통한 포만감의 촉진, β-세포 성장의 촉진, 및 β-

세포의 세포자멸사의 저해와 같은, 간접적인 효과를 가지기도 한다 (Nauck et al., 2002, J Clin Endocrinol

Metab, 87: 1239-1246; 및 Creutzfeldt et al., 1996, Diabetes Care, 19:580-586).  그러나, 임상에서 GLP-1

의 잠재성은, 유비퀴틴성 세린 프로테아제 다이펩티딜 펩티다제 IV (DPP-IV)에 의해 빠르게 분해됨으로 인해,

방해를 받았다.  DPP-IV가 GLP-1의 N-말단 영역에서 His:Ala:Glu 서열을 절단한다는 것을 발견함으로써, DPP-IV

에 대해 내성인 GLP-1 유사체 및 DPP-IV 저해제를 개발할 수 있었다.

DPP-IV 저해제는 다이펩티딜 펩티다제 IV의 단백분해 활성을 저해하는 새로운 클래스의 약물이다.  DPP-IV의 단[0011]

백분해 활성은 인크레틴로서 알려진 당조절성 펩타이드의 혈중 농도를 낮춘다.  따라서, 다이펩티딜 펩티다제

IV의 저해는 이들 인크레틴, 특히 글루카곤 유사 펩타이드 1 (GLP-1)의 작용을 강화시킨다.  이들 저해제로는,

시타글립틴(sitagliptin),  빌다글립틴(vildagliptin)  및 삭사글립틴(saxagliptin)을 포함하며, 매일 1회 경구

투여된다.

죽상동맥경화증[0012]

죽상동맥경화증은 동맥에 죽상동맥경화성 플라크가 형성되어 생기는 만성 질환이다.  죽상동맥경화증은 관상동[0013]

맥 심장 질환, 급성 관상동맥 증후군 및 협심증과 같은 다수의 심혈관 질환을 나타낸다 (Lloyd-Jones et al.,

2010,  Circulation,  121  :e46-e215).   미국에서, 2010년 동안 죽상동맥경화증에 대해 예측한 경제적 비용은

5030억 US 달러로, 주로 직접적인 의료 비용 및 간접적인 생산 비용으로 인한 것이다 (Lloyd-Jones et al.,

2010, Circulation, 121 :948-954).  죽상동맥경화증을 야기하는 원인적인 인자들에 대해 알려진 바는 없지만,

이 질환의 발병에 있어서 이상지질혈증, 고지질혈증 및 염증의 역할이 크다는 것을 제안하는 증거들은 늘어나고

있다 (Hanson et al., 2006, Nat Rev Immunol, 6:508-519; Montecucco and Mach, 2008, Clin Interv Aging,

3:341 -349).  현재, 죽상동맥경화증 및 관련 병적 상태 - 심혈관 질환 (CVD) - 로 인한 질병률 및 사망률의 감

소는 주로, 3-하이드록시-3-메틸글루타릴 조효소 A (HMG-CoA) 리덕타제 저해제를 임상에서 공격적으로 사용함 -

보편적으로  스타틴-기재의  치료법이라고  지칭함  -  으로  인한  것이다  (Vermissen  et  al.,  2008,  BMJ,

337:a2423).  이들 치료법은 저밀도 지질단백질 콜레스테롤 (LDL-C)을 감소시킨다.  개입 연구들에서, 지질 저

하 치료제를 투여한 경우, CVD 질병률 및 사망률의 위험도가 감소한 것으로 나타났다.  부가적으로는, 질병률/

사망률의 감소 및 LDL-C 저하는 로그-선형 관계인 것으로 나타나 있다 (Law et al., 1994, BMJ, 308:367-372).

LDL-C를 저하시켜 죽상동맥경화증을 감소시키는 대안적인 방법은, 간으로부터 초저밀도 지질단백질 (VLDL)이 분[0014]

비되는 것을 저해하거나 또는 차단하는 것이다.  이러한 저해는 아포지질단백질 B (ApoB)를 표적으로 함으로써

달성될 수 있는데, ApoB가 VLDL 분비에 필요하기 때문이다 (Rutledge et al., 2010, Cell Biol, 88:251 -267).

ApoB는 인간에서는 주로 간세포 및 장세포에 의해 발현된다.

인간에서, ApoB 유전자는 2번 염색체 (2q)에 위치하고, 43kb에 걸쳐 이어진다(span).  ApoB mRNA는 28개의 인[0015]

트론과 29개의 엑손으로 이루어져 있으며, 반감기가 16시간인 것을 특징으로 한다 (Ludwig et al., 1987, DNA,

6:363-372; Scott, 1989, Curr Opin Cell Biol, 1 : 1 141 -1 147).  ApoB mRNA의 번역으로, 아미노산 갯수가

4,536개이고 겉보기 분자량(apparent molecular weight)이 517-550 kDa인 단백질이 수득되며, 이는 가장 큰 단
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량체성 단백질 중 하나이다.  죽상동맥경화증 및 관련 CVD에 대한 대체 요법으로서의 ApoB 저해의 중요성은,

ApoB가 이의 β-시트 도메인을 통해 인지질, 콜레스테롤 및 콜레스테릴 에스테르와 같은 지질과 물리적으로 반

응하여, 간에서는 큰 지질단백질 입자, 즉, VLDL을, 장에서는 유미입자(cholymicron)를 형성하는 능력에 기인한

다 (Rutledge et al., 2010, Biochem Cell Biol, 88:251-267을 리뷰).

암[0016]

전형적인 암 치료법은, 1종 또는 2종 이상의 화학치료 약물의 사용을 포함한다.  이들 치료법은, 이들 약물의[0017]

비-특이성으로 인한 독성 및 심각한 부작용과 관련이 있다.  화학요법과 관련된 또 다른 큰 문제점은 시간이 지

나면서 생기게 되는 내화학성이다.  예를 들어, 화학요법에 대한 내성은, 유방암 관리와 관련된 큰 문제점들 중

하나이다.

암 세포는 1종 이상의 화학치료제에 대해 내성을 획득하기 위해 다수의 메커니즘들을 이용한다.  약물 내성의[0018]

주 메커니즘으로는, (1) 가용성 약물의 세포내 흡수의 저하, (2) 원하는 세포 손상을 야기하는 약물의 능력을

변화시키는, 세포의 유전적 및 표현형적 변화, 및 (3) 다중약물 내성 (MDR)을 초래하는, 세포-표면 수송체에 의

한 약물의 유출의 증가를 포함한다.  이러한 모든 경우에서, 단일 화학치료 물질에 대한 내성은 항상, 다른 화

학치료제에 대한 광범위한 약물 내성 패턴과 관련이 있다.

가장 보편적이면서 연구되었던 내성 메커니즘 중 하나는, 약물이 작용 부위에 도달하기도 전에 수송체 단백질이[0019]

약물을 세포 밖으로 펌프질함으로써 세포내 약물 농도가 감소하며, 이로 인해 세포는 약물-유도성 세포 사멸을

겪지 않으면서 저농도의 약물에 적응하게 되는 것이다.  이들 수송체의 대부분은 ATP-결합 카세트 막관통 단백

질 슈퍼패밀리에 속한다.

현재까지, 인간에서는 48개의 ABC 유전자 (ATP-결합 카세트 패밀리의 유전자)가 동정되었다.  유방암에서, 현재[0020]

까지 보고된 사실상 모든 MDR 내성은 하기 중 하나와 밀접한 관계가 있다: p-당단백질 (P-gp), 다중약물 내성-

관련 단백질 (MRP), 및 유방암 내성 단백질 (BCRP).

P-gp는 여러 가지 암 조직에서 약물의 ATP-의존성 유출과 관련 있는 가장 보편적인 단백질이다.  한때, P-gp의[0021]

과발현이 포유류의 종양 세포에서 MDR을 부여할 수 있는 유일한 단백질인 것으로 여겨졌었다.  유방암에서, 화

학요법으로 치료된 환자 중 52%는 치료법으로 인해 이들의 P-gp가 상향조절되었다.  P-gp를 코딩하는 유전자를

ABCB1 (mdr1)이라고 명명하며, 이는 7번 염색체에서 q21.12 위치에 존재한다.  ABCB1은 28개의 엑손으로 이루어

져  있으며,  이의  산물은  1.2  kb  mRNA이다.   P-gp의  단백질  서열을  분석하면,  2개의  세포질외  도메인이

존재하며,  각각은  6개의  추정상(putative)  막관통  세그먼트,  및  ATP-결합  칸센서스  모티프(ATP-binding

consensus motif)를 포함한다.

더욱이, 게놈의 고유성(genomic integrity) 및 안정성의 유지와 관련된 대상(interesting) 효소 중 한 클래스는[0022]

DNA  헬리카제이다.   이들  단백질은,  손상되었거나  또는  잘못  짝지어진  DNA에  대해  복구  머시너리(repair

machinery)가 접근할 수 있도록 게놈의 이중 가닥을 푸는 ATP 의존성 메커니즘에 의해, DNA 복제, 복구, 재조합

및 전사에서 중요한 역할을 한다. 

예를 들어, 헬라카제 중 RecQ 패밀리는 재조합, 복구 및 홀리데이 접합(Holliday junction) 형성에서 중요한 역[0023]

할을 하는 것으로 나타나 있다.  보다 최근에는, 이들 헬리카제는 전사-후 유전자 침묵 과정과 연관 있는 것으

로 나타나 있다 (Cogoni and Macino, 1999, Science, 286:2342-2344).  이러한 과정에서, 헬리카제는, 혼성화

및 침묵 메커니즘을 개시하기 전에, 이중 가닥으로 된 DNA를 분리하는 데 필요하다.  이 패밀리의 단백질의 다

른 역할들도 제시되어 있다.  예를 들어, RecQL1은, 2가지 하이브리드 스크리닝에서 나타난 바와 같이 핵 위치

화 신호로서 작용하는 QIP1 및 QIP2 단백질 둘 다와 상호작용하기 때문에, 핵 단백질 수송에서 역할을 하는 것

으로 여겨진다 (Seki et al., 1997, 234:48-53).

RecQ 패밀리는 5가지의 구성원으로 이루어져 있으며, 카르복시-말단 기 또는 아미노-말단 기를 추가로 포함하는[0024]

지의 여부에 따라, 2개의 군으로 분류될 수 있다.  이들 유전자의 돌연변이는 암 뿐만 아니라 다른 생리학적 비

정상의 발생률을 증가시킨다 (Karow  et  al.,  2000,  Curr  Opin  Genet  Dev, 10:32-38; Kawabe et al., 2000,

Oncogene,  19:4767-4772).   이러한 비정상은 블룸증후군 (Blooms  syndrome,  BLM),  베르너 증후군(Werner's

syndrome, WRN) 및 로스문트-톰슨 증후군(Rothmund-Thompson syndrome, RecQ4)을 포함한다.  인간 RecQL1 유전

자는 동정되는 이 패밀리 중 제1 인간 구성원이었으며, 에스케리키아. 콜라이(E.coli) DNA 헬리카제, RecQ와 광

범위한 상동성을 가지는 것으로 나타났으며, 염색체 12p11에 존재한다 (Puranam and Blackshear, 1994, J Biol

Chem, 269:29838-29845; Puranam et al., 1995, Genomics, 26:595-598).

공개특허 10-2014-0051182

- 14 -



AsPC1, A549 및 LS174T와 같은 암세포에서 RecQL1의 과발현은, 이들 암세포에서 높은 재조합률을 보상하여 세포[0025]

자살을 방지하기 위해 구동되는 것으로 생각된다 (Futami et al., 2008, Cancer Sci, 99:71 -80).  이들 세포

주 또는 쥣과 이종이식 모델에서, 특정한 siRNA를 사용한 RecQL1 유전자 침묵은 암세포 사멸을 증가시키고 종양

크기를 감소시킨다 (Futami et al., 2008, Cancer Sci, 99:71 -80). 

항상성의 안정성 및 기능성의 고유성 유지에 관여하는 효소들의 또 다른 클래스는 RNA 헬리카제이다.  이들 효[0026]

소는 "헬리카제 도메인"의 중심에 위치하는 것을 특징으로 하며, 8개의 보존된 모티프로 이루어진다.  이들 모

티프를 토대로, RNA 헬리카제는 패밀리들로 분류된다.  이들 보존된 모티프는 NTP 가수분해 및 RNA 풀림 기능을

수행하는 데 필요하다 (Linder et al., 2001, Trends Biochem Sci., 26:339-341 ; Tanner and Linder, 2001,

Mol  Cell,  8:251  -262).   RNA  헬리카제와  관련이  있는  또  다른  기능은  RNA-단백질  상호작용의  분열

(disruption)이다 (Jankowsky et al., 2001, Science, 291 : 121-125).  이들 효소는 NTPase 및 헬리카제 활성

을 둘 다 조절할 수 있는 분자 복합체들의 구성원이다 (Silverman et al., 2003, Gene, 312: 1 -16).  이들 헬

리카제의 본질적인(intrinsic) 특징은, RNA 2차 구조의 조정이 스플라이싱과 같은 단계를 조절하기 때문에, 전

사-후 현상 (Balvay et al., 1993, Bioessays, 15: 165-169) 및 번역에서 중요한 역할을 한다 (van der Velden

and Thomas, 1999, Int J Biochem Cell Biol, 31 :87-106).

RNA 헬리카제와 같은 RNA 프로세싱 분자의 이상조절(dysregulation)은 인간에서 병리학적 상태 및 암 발병과 연[0027]

관이 있다.  인간의 병리학적 상태와 연관이 있는 이들 헬리카제의 예로는, 특히 DDX1/5/6/9/10 및 DHX32를 포

함한다 (Abdelhaleem, 2004, Anticancer Res, 2004, 24:3951-3953; Abdelhaleem, 2004, Biocim Biophys Acta,

1704:37-46).   이들  헬리카제는  특징적인  DEAD  박스  도메인을  포함하며,  대부분의  암에서  상향조절된다

(Abdelhaleem,  2004,  Anticancer  Res,  2004,  24:3951-3953;  Abdelhaleem,  2004,  Biocim  Biophys  Acta,

1704:37-46).

현재에도, 생체내에서 siRNA 전달을 유지함으로써, 대체 요법을 제공하는 것이 계속적으로 요구되고 있다.  특[0028]

히, II형 당뇨병, 죽상동맥경화증 및 암을 치료하기 위한 대안 방법을 제공되는 것이 매우 바람직할 것이다.

발명의 내용

본 발명의 일 목적은 키토산 및 RNA-유도성 핵산 서열을 포함하는 조성물을 제공하는 것으로서, 상기 키토산의[0029]

분자량 (Mn)은 5 kDa 내지 200 kDa이며, 탈아세틸화율 (DDA)은 80% 내지 95%이고, 상기 핵산 포스페이트에 대한

상기 키토산 아민의 비율 (N:P)은 20 미만이다.

본 발명의 또 다른 목적은 환자에서 당뇨병, 죽상동맥경화증 또는 암 및/또는 관련 증상을 치료하기 위해, 본원[0030]

에서 기술되는 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명에 따라, 키토산 및 RNA-유도성 핵산 서열을 산성 배지에서 혼합하는 단계를 포함하는, 당뇨병, 죽상동[0031]

맥경화증 또는 암 및/또는 관련 증상을 치료하기 위한 조성물을 제조하는 방법을 제공하며, 상기 키토산의 분자

량 (Mn)은 5 kDa 내지 200 kDa이며, 탈아세틸화율 (DDA)은 80% 내지 95%이고, 상기 핵산 포스페이트에 대한 상

기 키토산 아민의 비율 (N:P)은 20 미만이다.

본 발명에 따라, 환자에서 당뇨병, 죽상동맥경화증 또는 암 및/또는 관련 증상을 치료하기 위한; 또는 환자에서[0032]

당뇨병, 죽상동맥경화증 또는 암 및/또는 관련 증상을 치료하기 위한 약제의 제조에 있어서, 본원에서 기술되는

조성물의 용도를 제공한다.

본 발명의 일 목적은 환자에서 암을 치료하거나 또는 내화학성을 역행시키거나 또는 둘 다를 위해, 본원에서 기[0033]

술되는 조성물을 제공하는 것이다.  본 발명에 따라, 암을 치료하거나, 또는 전형적인 화학요법에 내화학성인

암을 감수성 상태로 만들거나, 또는 둘 다를 위한 조성물을 제조하는 방법을 제공한다.

본 발명의 또 다른 목적은, 환자에게 본원에서 기술되는 조성물, 특히 키토산 및 RNA-유도성 핵산 서열을 포함[0034]

하는 조성물을 유효량으로 투여하는 단계를 포함하는, 환자에서 당뇨병, 죽상동맥경화증 또는 암 및/또는 관련

증상을 치료하는 방법을 제공하며, 여기서, 상기 키토산의 분자량 (Mn)은 5 kDa 내지 200 kDa이며, 탈아세틸화

율 (DDA)은 80% 내지 95%이고, 상기 핵산 포스페이트에 대한 상기 키토산 아민의 비율 (N:P)은 20 미만이다.

또한, 본원에서 기술되는 조성물을 세포와 접촉시키는 단계를 포함하는, 핵산 서열을 세포에 전달하는 방법도[0035]

제공한다.

일 실시 양태에서, 키토산의 분자량은 5 kDa 내지 15 kDa이며, DDA는 90% 내지 95%이며, N:P 비율은 2 내지 10[0036]
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이고; 바람직하게는 키토산의 분자량은 10 kDa이며, DDA는 92%이며, N:P 비율은 5이다.

다른 실시 양태에서, 키토산의 분자량은 10 kDa, 40 kDa, 80 kDa, 150 kDa 또는 200 kDa이다.[0037]

또 다른 실시 양태에서, 키토산은 아세틸기의 블록 분포(block distribution) 또는 화학적 개질을 포함한다.[0038]

다른 실시 양태에서, 키토산의 다분산성(polydispersity)은 1.0 내지 7.0이다.[0039]

다른 실시 양태에서, RNA-유도성 핵산 서열은 10개 내지 50개의 뉴클레오타이드로 이루어진, 이중 가닥의 선형[0040]

데옥시리보핵산 서열이며; RNA-유도성 핵산 서열은 10개 내지 50개의 뉴클레오타이드로 이루어진, 이중 가닥의

선형 리보핵산 서열이며; RNA-유도성 핵산 서열은 헤어핀 구조의 데옥시리보핵산 또는 리보핵산 서열이며; 및/

또는 RNA-유도성 핵산 서열은 짧은 간섭 RNA, 짧은 헤어핀 RNA 또는 RNAi-유도성 벡터이다.

또 다른 실시 양태에서, RNAi-유도성 핵산 서열은 당(sugar) 백본, 포스페이트 백본 및/또는 뉴클레오타이드 염[0041]

기 고리에서 화학적으로 개질된다.

바람직하게는, RNA-유도성 핵산 서열은 II형 당뇨병, 죽상동맥경화증 또는 암의 발병과 관련 있는 유전자; 예를[0042]

들어,  종양 발병,  전이 또는 내화학성의 유도나 획득과 관련 있는 유전자,  당조절 단백질 또는 아테롬원성

(atherogenic) 단백질; 예를 들어, 인크레틴 분해 효소(incretin degrading enzyme); 예를 들어, 다이펩티딜펩

티다제-IV (DPP-IV); 예를 들어, 아포지질단백질 B (ApoB), 아포지질단백질 E (ApoE), 아포지질단백질 B 100

(ApoB  100),  아포지질단백질  B  48  (ApoB  48),  호중구  젤라티나제-연관  리포칼린  (Neutrophil  gelatinase-

associated lipocalin, NGAL), 매트릭스 메탈로프로테아제-9 (MMP-9), 또는 콜레스테릴 에스테르 전달 단백질

(CETP)을 표적으로 한다.

또 다른 실시 양태에서, RNAi-유도성 핵산 서열은 헬리카제 단백질, RNA 헬리카제, P68, DDX5, DDX32, DDX1,[0043]

Akt, PKB, ABC 수송체의 구성원, MDR1, MRP, RAS 단백질 패밀리에 속하는 구성원, SRC, HER2, EGFR, Abl, 또는

Raf를 표적으로 한다.

또 다른 실시 양태에서, 헬리카제 단백질은 RecQL1 DNA 헬리카제와 같은 헬리카제의 RecQ 패밀리에 속하는 구성[0044]

원이다.  부가적으로는, RNAi-유도성 핵산 서열은 MDR1을 표적으로 한다.

또 다른 실시 양태에서, 당뇨병 관련 증상은 인슐린 의존성 당뇨병 (I형 당뇨병), 인슐린 비-의존성 당뇨병 (II[0045]

형 당뇨병), 인슐린 내성, 고인슐린혈증, 당뇨병-유도성 고혈압, 비만, 혈관 손상, 안 손상, 신장 손상, 신경

손상, 자율신경계 손상, 피부 손상, 결합조직 손상, 및 면역계 손상이다.

다른 실시 양태에서, 죽상동맥경화증 관련 증상은 관상동맥심장질환, 급성 관상동맥 증후군 또는 협심증과 같은[0046]

심혈관 질환이다.

또 다른 실시 양태에서, 상기 조성물은 혈장내 ApoB 농도를 낮추며; GLP-1 생체이용률을 높이고; 환자에서 포도[0047]

당 대사 조절을 강화하며; 환자에서 혈중 포도당 농도를 낮추고; 환자에서 콜레스테롤 농도를 낮추며; 환자에서

저밀도 지질단백질 농도를 낮추고; 및/또는 환자에서 체중 증가를 감소시킨다.

다른 실시 양태에서, 상기 조성물은 혈장내 ApoB 농도를 35% 이상 낮추며, LDL/VLDL 콜레스테롤 농도를 20% 이[0048]

상 감소시킨다. 

또 다른 실시 양태에서, 상기 조성물은 피하 투여, 근육내 투여, 정맥내 투여, 피내 투여, 유방내 투여, 복강내[0049]

투여, 경구 투여, 또는 위장 투여용으로 제형된다.

특정한 실시 양태에서, 상기 조성물은 1 mg/kg의 투여량으로 주입되도록 제형된다.[0050]

또 다른 실시 양태에서, 본원에서 기술되는 조성물은 인슐린, 글루코시다제 저해제, 설포닐우레아, DPP-IV 저해[0051]

제 또는 혈당강하 화합물을 포함할 수 있다.

본원에서 기술되는 조성물은 또한, 적절한 전달 시약, 인슐린 또는 혈당강하 화합물과 동시에 투여하도록 제형[0052]

될 수  있으며;  이러한 적절한 전달제는 Mirus  Transit  TKO
®
 친지성 시약,  lipofectin

®
,  lipofectamine™,

cellfectin
®
,  폴리양이온(polycation)  또는  리포좀이거나;  또는  이러한  혈당강하  화합물은  메트포르민

(metformin), 아카보스(acarbose), 아세토헥사마이드(acetohexamide), 글리메피라이드(glimepiride), 톨라자마

이드(tolazamide), 글리피자이드(glipizide), 글리부라이드(glyburide), 톨부타마이드(tolbutamide), 클로르프

로파마이드(chlorpropamide), 티아졸리딘다이온(thiazolidinedione), 알파 글루코시다제 저해제, 바이구아닌다
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이엔(biguanindiene) 유도체, 트로글리타존(troglitazone), 또는 이들의 혼합물이거나; 또는 이러한 설포닐우레

아는 톨부타마이드, 톨라자마이드, 글리속세파이드, 글리미페이드 또는 글리보무라이드이며; 이러한 DPP-IV 저

해제는 시타글립틴, 빌다글립틴 및 삭사글립틴이다.

일 실시 양태에서, 암은 유방암, 신경교종, 대장암, 폐암, 소세포 폐암, 위암, 간암, 혈액암, 뼈암, 췌장암, 피[0053]

부암, 두경부암, 피부 또는 안내 흑색종, 자궁육종, 난소암, 직장암 또는 결장직장암, 항문암, 결장암, 난관암

종, 자궁내막암종, 자궁경부암, 외음부암, 편평세포암종, 질암종, 호지킨 질환, 비-호지킨 림프종, 식도암, 소

장암, 내분비암, 갑상선암, 부갑상선암, 부신암, 연조직 종양, 요도암, 음경암, 전립선암, 만성 또는 급성 백혈

병,  림프구성  백혈병,  방광암,  신장암,  수뇨관암,  신장  세포암종,  신우암종,  CNS  종양,  신경교종,

별아세포교종, 다형성아교모세포종, 원발성 CNS 림프종, 골수 종양, 뇌간 신경교종, 뇌하수체 선종, 포도막 흑

색종, 고환암, 구강암, 인두암, 췌모세포종, 백혈병, 신경모세포종, 망막모세포종, 신경교종, 횡문근모세포종

또는 육종이다.

또 다른 실시 양태에서, 상기 조성물은 적절한 전달 시약 및 항암 화합물 중 하나 이상과 동시에 투여하도록 제[0054]

형된다.

적절한 전달제는 Mirus Transit TKO
®
 친지성 시약, Lipofectin

®
, Lipofectamine™, Cellfectin

®
, 폴리양이온[0055]

또는 리포좀일 수 있다.

상기 조성물은 적절한 항암 치료법을 수행하는 동안에 동시에 투여하도록 제형되며, 이러한 항암 치료법은 수술[0056]

적 처치, 화학요법, 호르몬 요법 및 국소적인 방사선요법(localization radiation) 중 하나 이상이다.

바람직한 실시 양태에서, 상기 조성물은 투여 시, 간 독성 및 염증을 유도하지 않는다.[0057]

본원에서 기술되는 조성물은 pH가 5 내지 7.1로 다양한 형질감염 배지를 추가로 포함할 수 있으며; 건조된 분말[0058]

로서 제형될 수 있고; 및/또는 수성 배지에서는 입자상 현탁액이다.

또 다른 실시 양태에서, 키토산을 염산에서 용해시킨 후, RNA-유도성 핵산 서열과 혼합한다.[0059]

바람직하게는, 상기 키토산을, 비율이 1:1인 글루코사민:HCl에서 용해시킨다.[0060]

또 다른 실시 양태에서, 키토산을 RNA-유도성 핵산 서열과 혼합하면, 크기가 200 nm 미만, 바람직하게는 45 nm[0061]

내지 156 nm인 구형 나노입자가 생성된다.

일 실시 양태에서, 상기 세포는 1차 배양세포(primary cell), 형질전환된 세포, 또는 불멸화된(immortalized)[0062]

세포이다.

또 다른 실시 양태에서, 상기 키토산을 염산에서 용해시킨 후, RNAi-유도성 핵산 서열과 혼합한다.[0063]

또 다른 실시 양태에서, 상기 키토산의 Mn은 10 kDa이며, DDA는 80% 내지 92%이고, 핵산 포스페이트에 대한 키[0064]

토산 아민의 비율 (N:P)은 5 내지 10이다.

도면의 간단한 설명

이에, 첨부하는 도면을 참조로 할 것이다.[0065]

도 1A는 구형 키토산/ dsODN  나노입자의 환경적인 주사 전자 현미경 (ESEM) 이미지, 및 (A) 92-10-5 키토산

/dsODN-DPP-IV 나노입자, (B) 80-80-5 키토산/dsODN-DPP-IV 나노입자, (C) 80-10-10 키토산/dsODN-DPP-IV 나노

입자, (D) 92-10-5 키토산/dsODN-ApoB 나노입자, (E) 80-80-5 키토산/dsODN-ApoB 나노입자 및 (F) 80-10-10 키

토산/dsODN-ApoB 나노입자의 입자 크기 분포도를 예시한 것이며; 도 1 B는 구형 키토산/dsODN 나노입자의 환경

적인 주사 전자 현미경 (ESEM)  이미지, 및 (A)  92-10-5  키토산/dsODN-RecQL1  나노입자, (B)  80-40-5  키토산

/dsODN-RecQL1  나노입자,  및  (C)  80-10-10  키토산/dsODN-RecQL1  나노입자의  입자  크기  분포도를  예시한

것이다.

도 2A는 구형 키토산/siRNA  나노입자의 환경적인 주사 전자 현미경 (ESEM)  이미지,  및 (A)  80-10-5  키토산

/siRNA-ApoB 나노입자, (B) 80-40-5 키토산/siRNA-ApoB 나노입자, (C) 92-10-5 키토산/siRNA-ApoB 나노입자 및

(D) 92-40-5 키토산/siRNA-ApoB 나노입자의 입자 크기 분포도를 예시한 것이며; 도 2B는 구형 키토산/siRNA 나

노입자의 환경적인 주사 전자 현미경 (ESEM)  이미지, 및 (A)  80-10-5  키토산/siRNA-MDR1  나노입자, (B)  80-

200-5 키토산/siRNA-MDR1 나노입자, (C) 92-10-5 키토산/siRNA-MDR1 나노입자 및 (D) 92-150-5 키토산/siRNA-
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MDR1 나노입자의 입자 크기 분포도를 예시한 것이다.

도 3A는 서로 다른 pH값에서 서로 다른 시간 동안 인큐베이션한, N:P 비율이 다양한 키토산/dsODN 나노입자의

폴리아크릴아마이드 겔 전기영동을 사진촬영한 것이다.   (A) dsODN-DPP-IV 및 (B) dsODN-ApoB와 복합체를 이룬

키토산 92-10을 pH6.5 (MES) 및 pH 8 (TAE)에서 0.5h, 4h 및 20h 동안 인큐베이션하였으며; 도 3B는 서로 다른

pH값에서 서로 다른 시간 동안 인큐베이션한, N:P 비율이 다양한 키토산/dsODN 나노입자의 폴리아크릴아마이드

겔 전기영동을 나타낸 것이다.  dsODN-RecQL1과 복합체를 이룬 키토산 92-10을 pH6.5 (MES) 및 pH 8 (TAE)에서

0.5h, 4h 및 20h 동안 인큐베이션하였다.  나노입자가 전술한 조건에서 안정하지 않은 경우, siRNA 모방 dsODN

이 겔에서 방출되어 이동한다.

도 4A는 pH 6.5에서 키토산/siRNA 나노입자 안정성을 나타낸 막대 그래프로, 여러가지 DDA와 MW의 키토산 제형

들을 3종의 다른 항-ApoB siRNA 서열들 (siApoB1, siApoB2 및 siApoB3)과 N:P 비율 5 및 10으로 복합체를 형성

시키고, 20시간 동안 인큐베이션한 다음, 나노입자 형성 후, 핵산 정량화를 위해 사용하는 RNA 인터칼레이팅 염

료인 Ribogreen™을 각 샘플에 첨가하여, 복합체를 형성하지 못한 RNA 비율을 측정하였으며, 높은 형광 값은 입

자의 해리 및 불안정성을 나타낸내며; 도 4B는 나노입자 크기에 대한 MW의 영향을 나타낸 막대그래프로서, 92%

DDA의 여러가지 MW 키토산을 항-RecQL1 siRNA와 여러가지 N:P 비율로 복합체를 형성하였고; 도 4C는 나노입자

크기에 대한 MW의 영향을 나타낸 막대 그래프로서, DDA가 80%인 다양한 MW의 키토산을 항-RecQL1 siRNA와 다양

한 N:P 비율로 복합체화하였고; 도 4D는 나노입자 크기에 대한 MW의 영향을 나타낸 막대 그래프이다.  DDA가

72%인 다양한 MW의 키토산을 항-RecQL1 siRNA와 다양한 N:P 비율로 복합체를 형성시켰으며; 도 4E는 나노입자

크기에 대한 RecQL1 siRNA 농도의 영향과 다이나믹 광 산란에 의해 측정한 나노입자 크기에 대한 염의 영향을

나타낸 막대 그래프로서, DDA가 92%이고 분자량이 10인 키토산을 항-RecQL1 siRNA의 농도를 증가시키면서 N:P

비율 5로 복합체를 형성시켰다.

도 5는 여러가지 pH에서의 나노입자 안정성에 대한 DDA, MW 및 N:P 비율의 효과를 나타낸 것으로, 낮은 형광 강

도는 입자의 안정성을 의미한다.  다양한 DDA, MW의 키토산을 항-MDR1 siRNA와 다양한 N:P 비율로 복합체를 형

성시켜, 나노입자를 제조하였다.  나노입자를 여러가지 pH에서 인큐베이션하고, Ribogreen™ 분석으로 siRNA 방

출을 측정하였다.

도 6A는 키토산/dsODN 나노입자들, (A) 키토산 (92-10-5 또는 80-10-10)과 dsODN-DPP-IV의 복합체, (B) DNAse

I로  분해한  후  남아있는  dsODN-DPP-IV,  (C)  키토산과  dsODN-ApoB의  복합체 (92-10-5  또는  80-10-10),  (D)

DNAse I로 분해한 후 남아있는 dsODN-ApoB에 대한 뉴클레아제 보호 분석의 결과를 나타낸 것으로, 모든 분해물

들은 대조군으로 처리한 샘플의 신호 강도 (즉, 0U DNAse I = 100% 세기)를 이용하여 분석하였으며; 도 6B는 키

토산/dsODN  나노입자들:  (A)  키토산과  dsODN-RecQL1의  복합체  (92-10-5,  80-40-5  또는  80-10-10),  및  (B)

DNAse I로 분해한 후 남아있는 dsODN-RecQL1의 뉴클레아제 보호 분석 결과를 나타낸 것으로, 모든 분해물들은

대조군으로 처리한 샘플의 신호 강도 (즉, 0U DNAse I = 100% 세기)를 이용하여 분석하였다.

도 7A는 수종의 세포주에 형질감염한 후 24시간 째의 dsODN /나노입자 세포 흡수: (A) HepG2 세포주에서의 키토

산  (92-10-5,  80-80-5  또는  80-10-10)/5'-6FAM  표지된  dsODN  DPP-IV의  흡수;  및  (B)  HepG2,  HEK293  및

RAW264.7 세포에서의 키토산 (92-10-5, 80-80-5 또는 80-10-10)/5'-6FAM 표지된 dsODN-ApoB의 흡수를 나타낸

막대 그래프로서, DharmaFECT
®
 #1과 4는 흡수 양성 대조군으로 사용하였으며; 도 7B는 수종의 세포주에 형질감

염한 후 24시간 째의 dsODN /나노입자 세포 흡수, 즉, AsPC1, LS174T 및 A549 세포에서의 키토산 (92-10-5,

80-40-5 또는 80-10-10)/5'-6FAM 표지된 dsODN RecQL1의 흡수를 나타낸 막대 그래프로서, DharmaFECT™ #1은

흡수 양성 대조군으로 사용하였다.

도  8은  키토산/dsODN-DPP-IV  나노입자로 형질감염된 (A)  HepG2,  (B)  Caco-2  및  (C)  HT-29  세포주,  키토산

/dsODN-ApoB 나노입자로 형질감염된 (D) HepG2, (E) HEK293 및 (F) RAW264.7 세포주에서, 형질감염 24시간 후

키토산/siRNA 나노입자의 흡수를 보여주는 공초점 사진을 나타낸 것이다.  키토산 92-10 (DDA, Mn)을 로다민

(붉은 색)으로 표지하고, dsODN은 6FAM (녹색)으로 5' 표지하였다.  키토산 92-10을 siRNA와 N:P 비율 5로 복

합체를 형성시켰다.  촬영하기 전에, 세포 막을 막 고정성 양친성 염료인 CellMask™ (하늘색)으로 염색하여,

내재화된 나노입자와 막에 결합된 나노입자를 구분하였다.  나타낸 사진에서 dsODN은 녹색으로, 키토산은 붉은

색으로, 막은 하늘색으로, 전이 DIC는 회색으로 각각 구분되는 채널로 표시되며, 좌측 하단 사분위에 겹친 사진

을 나타낸다.

도 9는 형질감염 후 24시간 후 키토산/siRNA 나노입자 흡수를 보여주는 공초점 사진을 나타낸 것이다.  LS174T

세포주에 키토산/siRNA-RecQL1 나노입자를 형질감염시켰다.  형질감염 24시간 후 사진을 촬영하였다.  키토산
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92-10 (DDA, Mn)은 로다민 (붉은 색)으로 표지하였으며, siRNA는 6FAM (녹색)으로 5' 표지되었다.  키토산 92-

10을 siRNA-RecQL1과 N:P 비율 5로 복합체를 형성시켰다.  세포 막을 이미지 촬영 전에 CellMask™ (하늘색)로

염색하였다.  siRNA는 녹색으로, 키토산은 붉은 색으로, 막은 하늘색으로, 전이 DIC는 회색으로 각각 구분되는

채널로 표시되며, 좌측 하단 사분위에 겹친 사진을 나타낸다.

도 10은 형질감염 후 24시간 후 키토산/siRNA 나노입자 흡수를 보여주는 공초점 사진을 나타낸 것이다.  MCF-7

MDR 세포주에 키토산/siRNA-MDR1 나노입자를 형질감염시켰다.  형질감염 24시간 후 사진을 촬영하였다.  키토산

92-10 (DDA, Mn)은 로다민 (붉은 색)으로 표지하였으며, siRNA는 Cy3 (녹색)으로 5' 표지되었다.  키토산 92-

10 (A) 키토산 80-10 (B) 및 키토산 80-200 (C)을 siRNA-cy3과 N:P 비율 5로 복합체를 형성시켰다.  세포 막을

이미지 촬영 전에 CellMask™ (하늘색)로 염색하였다.  siRNA는 녹색으로, 키토산은 붉은 색으로, 막은 하늘색

으로, 전이 DIC는 회색으로 각각 구분되는 채널로 표시되며, 좌측 하단 사분위에 겹친 사진을 나타낸다.

도 11A는 특정 세포주에서의 DPP-IV 및 ApoB 유전자 발현 저해에 대한 실시간 PCR (qPCR) 분석 결과를 나타낸

막대 그래프로서, HepG2 세포에, (A) 키토산 (92-10-5, 80-80-5 및 80-10-10/siRNA-DPP-IV); (B) 키토산 (92-

10-5/siRNA-ApoB) 나노입자를 형질감염시키고, 형질감염 세포와 비-형질감염 세포를 ΔΔCT 방법으로 비교하여

저해율을 구하였으며; 도 11B는 특정 세포주에서의 RecQL1 유전자 발현 저해에 대한 실시간 PCR (qPCR) 분석 결

과를 나타낸 막대 그래프로서, LS174T 세포에, 키토산 (92-10-5, 80-80-5 및 80-10-10/siRNA-RecQL1) 나노입자

를 형질감염시키고, 형질감염 세포와 비-형질감염 세포를 ΔΔCT 방법으로 비교하여 저해율을 구하였다.

도 12는 3종의 DPP-IV  발현 세포주들에서의 DPP-IV  효소 활성을 나타낸 막대 그래프이다.  DPP-IV  저해율은

siRNA-모의 형질감염 세포와 비교하여 결정하였다.   값은 평균 ± s.d.로 표시되며; n=4  /그룹이다.  *p  <

0.05, ** p < 0.01.

도 13은 혈장내 ApoB 수준에 대한 키토산/siRNA 투여 효과를 나타낸 막대 그래프이다.  단백질 수준은 각 처리

군에 대해 ELISA로 측정하였다.  막대들과 에러 바는 무처리 죽상동맥경화증 그룹인 Dα에 상대적인 평균 단백

질 수준을 나타낸다.  그룹 Dμ는 정상 저지방식을 식이한 정상 음성 대조군이다.

도  14는  키토산/siRNA  투여  이후의  치료학적  LDL/VLDL  콜레스티롤  저하를  보여주는  막대  그래프이다.

LDL/VLDL 콜레스티롤 수준은 안락사 당일에 취한 샘플을 대상으로 정량적인 색도계 ELISA 키트로 측정하였다.

막대들과 에러 바는 무처리 죽상동맥경화증 그룹인 Dα에 상대적인 평균 단백질 수준을 나타낸다.  그룹 Dμ는

정상 저지방식을 식이한 정상 음성 대조군이다.

도 15는 치료학적 나노복합체 (TNC)를 처리한 동물 간에서의 간 콜레스테롤 액적 감소를 나타낸 것이다.  간내

콜레스테롤 축적에 대한 키토산/siRNA 투여 효과를 보여주는, (A) C1-1, (B) C2-1, (C) C3-1, (D) C4-1, (E)

C5-1, (F) Dα-2일, (G) Dα-3, (H) Dβ-1 및 (I) Dμ-1 마우스의, 파라핀으로 고정하고 헤마톡실린-에오신으

로 염색한 간 조직 절편들.  화살 표시 (->)는 콜레스테롤 액적 축적을 표시한다.  Dα 그룹은 무처리 죽상동맥

경화증 그룹이고, 그룹 Dμ는 정상 저지방식을 식이한 정상 음성 대조군이다.

도 16은 TNC 처리한 동물 간에서의 염증 재흡수 (inflammation resorption)를 나타낸 것이다.  키토산/siRNA

투여와 관련된 염증 반응의 재흡수 또는 죽상동맥경화증 진행을 보여주는, (A) C1-1, (B) C2-1, (C) C3-1, (D)

C4-1, (E) C5-1, (F) Dα-2일, (G) Dα-3, (H) Dβ-1 및 (I) Dμ-1 마우스의, 파라핀으로 고정하고 사프라닌-

O/패스트-그린/철-헤마톡실린으로 염색한 간 조직 절편들.  원 (O)과 화살 표시 (->)는 림프 침윤을 표시한다.

도 17은 전체 동물 그룹들의 매주 체중 측정치 (g)를 나타낸 막대 그래프이다.  동물들은 모두 각 주의 첫번째

날에, 각 키토산/siRNA 투여 전에 체중을 측정하였다. 저지방 정상 대조군 Dμ와 비교하여, 4주간 계속적인 체

중 증가가 TNC 처리에 의해 기보적으로 영향을 받지 않는 고지방식이를 먹는 모든 동물들에서 관찰되었다.

도 18은 주당 체중 증가율을 나타낸 막대 그래프이다.  동물들은 모두 각 주의 첫번째 날에, 각 키토산/siRNA

투여 전에 체중을 측정하였다.  체중 증가는 동물의 체중과 전 주에 기록한 체중 간의 상대적인 차이이다 [(tn-1

- tn)/tn-1)].  이 도면은 1차 TNC 투여한 후 즉각적인 체중 증가 또는 감소를 보여준다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명에 따라, 짧은 간섭 RNA (siRNA), 짧은 헤어핀 RNA (shRNA), 및 RNAi-유도성 벡터 (즉, 세포 내에 존재[0066]

하여 siRNA 또는 shRNA를 생성하는 벡터)와 같은 RNAi 유도성 물질(entities)을 인간과 같은 포유류의 세포, 조

직 및 장기에 효율적으로 전달하기 위한, 비-바이러스 벡터의 신규하고 특정한 조성물을 제공한다.  특히, 본
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발명은 특정한 키토산 : 핵산 비율을 가진 RNAi 유도성 물질을 포함하는, 특정한 평균 분자량 (Mn) 및 탈아세틸

화율 (DDA) 범위를 가진 키토산 조성물을 제공한다. 

따라서, 표적 전사체의 과도한 발현 또는 부적절한 발현; 또는 표적 전사체에 의해 코딩되는 폴리펩타이드의 부[0067]

적절하거나 또는 과도한 활성과 연관된 질환 또는 증상을 치료하거나 또는 예방하기 위한 조성물 및 방법을 제

공한다. 

본원에서 제공하는 조성물은, 증상들의 출현 전이나 도중 또는 그 후의 적절한 시간대에서, 이러한 증상을 앓을[0068]

위험이 있거나 또는 이미 앓고 있는 대상에게, 본원 개시 조성물을 사용하여 RNAi 유도성 물질을 투여함으로써,

증상을 완화하는 데 사용될 수 있다.

본 발명의 조성물 및 방법은 전사체의 기능을 연구하고, 상기 전사체에 의해 코딩되는 폴리펩타이드가 존재하지[0069]

않거나 또는 이의 활성이 저하된 경우, 세포 또는 유기체에 대한 서로 다른 화합물의 효과를 연구하는 것처럼

다양한 목적에 사용될 수 있지만, 이로 한정되지 않는다.  더욱이, 상기 조성물 및 상기 방법은 II형 당뇨병 및

이와 관련된 병리학적 상태, 죽상동맥경화증 및 이와 관련된 병리학적 상태, 및 암에 대한 임상적인 치료법에서

사용될 수 있다.  구체적으로는, 상기 조성물 및 상기 방법은, 당뇨병 치료를 위해 인크레틴 분해 효소 (DPP-

IV) 또는 임의의 당조절 단백질의 저해에 사용되거나, 또는 죽상동맥경화증 치료를 위해 ApoB 유전자 또는 임의

의 아테롬원성 단백질 (즉, ApoE)의 저해에 사용되거나, 또는 암 치료를 위해 RecQL1 DNA 헬리카제 또는 DDX5 -

p68- RNA 헬리카제의 발현을 하향조절하는 데 사용될 수 있지만, 이로 한정되지는 않는다.

특히, 본 발명은 예를 들어, 헬리카제 과발현 종양에 대한 직접적인 치료, 또는 일시적인 의약을 위한 방사선민[0070]

감화 물질로서의, 본원 발명의 조성물과 함께 이러한 핵산의 용도에 관한 것이다.  더욱이, 본원 발명의 조성물

및 방법은 방사선치료, 수술, 호르몬 치료 또는 종래의 화학요법과 같은 다른 치료법과 함께 사용될 수 있다.

본 발명은 추가로, 방사선요법의 증강, 또는 다른 치료법과 함께 사용되기 위한 조성물 및 방법을 제공한다.

본원에서 개시되는 조성물은 물리화학적 특성이 하기와 같은 RNAi 유도성 핵산 및 키토산을 포함한다: N:P 비율[0071]

이 25 미만이며, 키토산의 수 평균 분자량 (Mn)이 5 kDa 내지 200 kDa이며 탈아세틸화율이 80% DDA 내지 95%

DDA임.   본  발명은,이의  조성물  및  방법이,  서로  다른  세포주에  효과적으로  감염되며  시판의  리포플렉스

(lipoplex)와 유사한 유전자 침묵을 유도하는 효능을 가지고 있음을 나타내고 있으며, 여기서 형질감염 효능은

일부의 경우에, 뚜렷한 세포독성 없이, mRNA 농도 80% 및 세포 흡수 95%에 도달하였다.

RNA 간섭 (RNAi)은, 이중가닥 RNA가 메신저 RNA와 같은 세포성 전사체의 서열 특이적인 분해를 지시하는 과정이[0072]

다 (Sharp, 2001, Genes Dev, 15:485-490; Vance and Vaucheret, 2001, Science, 292:2277-2280).  이러한 현

상은 처음에 씨. 엘레강스(C. elegans)에서 발견되었다 (Fire et al., 1998, Nature, 391 :806-811).  자연적

으로 존재하는 RNAi는 21-25개의 뉴클레오타이드를 가진 짧은 이중 가닥으로 된 절편에 의해 매개되며, 이를 작

은 간섭 RNA라고 지칭한다.  이들 siRNA는, 다이서(dicer)라고 하는 dsRNA-특이적인 엔도뉴클레아제에 의해, 긴

이중 가닥으로 된 RNA  (dsRNA)를 21개 염기쌍의 작은 간섭 RNA  (siRNA)  -  2개의 뉴클레오타이드 3'  오버행

(overhang)의 측면에 19개 염기쌍으로 된 이중가닥 영역인 코어 영역으로 이루어짐 - 로 절단하는 과정을 통해

생성된다 (Bernstein  et  al.,  2001,  Nature,  409:363-366).   그런 다음,  siRNA는  RNA-유도성 침묵 복합체

(RISC)에 병합되고, RISC가 상보성 서열을 가진 표적 mRNA를 인지하도록 하여, 특정한 전사체가 절단되게 한다.

이후, 얼마 지나지 않아, 합성의 21개 뉴클레오타이드 RNA 듀플렉스 (siRNA)를 도입함으로써 포유류 세포에서[0073]

RNAi를 유도할 수 있으므로, 긴 dsRNA에 다이서를 매개로 한 프로세싱을 할 필요가 없는 것으로 밝혀졌기 때문

에, RNAi는 임상적인 용도에서 큰 잠재력을 가진 것으로 인식되었다 (Elbashir et al., 2001, Nature, 41 1

:494-498).

예를 들어, ApoB의 발현을 표적으로 하여 이를 감소시킴으로써 VLDL의 과도한 형성을 방지하여, 유기체에서 이[0074]

들 아테롬원성 물질이 축적을 감소시킬 수 있다 (Soutschek et al., 2004, Nature, 432: 173-178).  인간이 아

닌 영장류에서 서열 특이적인 siRNA를 이용하여 mRNA 단계에서 ApoB를 표적화하면, 처리 후 24시간째에 dApoB

단백질, 혈청 콜레스테롤 및 저밀도 지질단백질 농도가 크게 감소하여 나타났다 (Zimmermann  et  al.,  2006,

Nature, 441 : 1 1 1 -1 14).  지질을 기재로 하는 나노입자 (SNALP-siRNA)를 사용하는 이러한 치료법의 치료

효과는 가장 높은 siRNA 농도에서 11일간 지속되었으며, 이는 siRNA 치료의 즉각적이면서도 강력하고 오래 지속

되는 생물학적 효과를 나타내는 것이다.  아쉽게도, 이들 지질 기재의 벡터는, 혈청 내 아스파테이트 아미노트

랜스퍼라제 (AST) 및 알라닌 아미노트랜스퍼라제 (ALT) 농도의 상승이 간세포 괴사를 나타내는 것으로 알 수 있

듯이, 높은 수준의 간 독성을 야기하였다 (Zimmermann et al., 2006, Nature, 441 : 1 1 1 -1 14).  따라서,
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이러한 보고들이 죽상동맥경화증 및 CVD 치료를 위한 표적으로서 ApoB가 중요함을 언급하고는 있지만, 전신적인

ApoB를 안전하고도 효과적으로 감소시키는 데는 현재의 siRNA 전달 시스템이 부적절하다고도 강조하고 있다.

합성되는 작은 간섭 RNA 형태의 RNAi를 직접적으로 전달하면, 계속해서 문제가 되는데, 세포내 표적화 및 흡수[0075]

가 불량해지고, 세포내 및/또는 세포외 뉴클레아제 분해 (즉, RNAse)로 인해 반감기가 짧으며, 뿐만 아니라 혈

액 안정성이 한정되고 독성이 야기된다 (Stein, 1996, Trends Biotechnol, 14: 147-149; Urban-Klein et al.,

2004, Gene Therapy, 1-6; Katas and Alpar, 2006, J Control Release, 1 15:216-225).  그 결과, RNAi를 임

상적 치료제로 번역하는 것은, 이들 문제점을 해결할 것을 요구하고 있다.  RNAi는, 형질감염과 같은 방법에 의

해 세포 내로 도입되었을 때, 여러 가지 많은 종류의 서로 다른 세포에서 작동하는 것으로 나타나 있다.  그러

나, 형질감염 효율은 작은 간섭 RNA 분자를 포함하는 전달 비히클에 좌우한다.  벡터로 지칭되는 전달 비히클은

siRNA를 축합하고, 보호하며, 표적 세포로 전달할 수 있어야 한다.  일단 표적 주변에 존재하게 되면, 비-바이

러스 벡터는 세포내 흡수를 촉진하고, 리소좀 고립(lysosomal sequestration)을 피하고, 이들의 내용물을 방출

하여, 원하는 생물학적 효과를 얻을 수 있도록 해야 한다.

합성 siRNA를 화학적으로 개질한 경우, 뉴클레아제 분해에 대한 내성이 수득되고 혈액 안정성이 개선되었다.[0076]

예를  들어,  특정한  리보스(ribose)의  C2  위치에서  2'-0-메틸로  치환시키거나  또는  포스포로티오에이트

(phosphorothioate) 연결을 선택적으로 첨가하면, 활성에 영향을 주지 않으면서도 siRNA의 뉴클레아제 내성을

증가시킬 수 있다 (Corey,  2007,  J  Clin  Invest,  1  17:3615-3622;  Whitehead  et  al.,  2009,  Nat  Rev  Drug

Discov, 8: 129-138; Judge et al., 2006, Mol Ther, 13:494-505).  그렇지만, 일부 화학적 개질은 세포독성을

증가시키며 표적화 효과를 저하시키고,  mRNA  혼성화를 감소시킬 수 있다 (Weyermann  et  al.,  2005,  Eur  J

Pharm Biopharm, 59:431 -438; Amarzguioui et al., 2003, Nucleic Acids Res, 31 :589-595).  화학적 개질을

통해 수득되는 개선에도 불구하고, siRNA 반감기, 형질감염 효율, 세포성 표적화 및 흡수를 증가시키는 것은 여

전히 효과적인 전달에 대한 걸림돌로 존재한다.  따라서, 화학적으로 비개질된/개질된 siRNA를 보호하고 이를

표적 세포로 전달할 수 있는 패키징 시스템이 필요하다.  그러나, 형질감염 효율은 작은 간섭 RNA 분자를 포함

하는 전달 비히클에 좌우한다.  벡터로 지칭되는 전달 비히클은 siRNA를 축합하고, 보호하며, 표적 세포로 전달

할 수 있어야 한다.  일단 표적 주변에 존재하게 되면, 비-바이러스 벡터는 세포내 흡수를 촉진하고, 리소좀 고

립을 피하고, 이들의 내용물을 방출하여, 원하는 생물학적 효과를 얻을 수 있도록 해야 한다.  이러한 비-바이

러스 벡터는 시험관내 및 생체내에서 테스트되어, siRNA가 임상적인 실현가능성을 갖출 수 있는지 나타낸다.

그렇지만, 큰 단점들은 이러한 비-바이러스 벡터와 관련이 있다.  낮은 형질감염 효율, 혈청 안정성, 응집 및

독성은, 임상에서 강력하고도 무독성의 약물 전달 툴로서 비-바이러스 벡터가 상용화될 수 있기 전에 해결해야

할, 주 장해물로 남아 있다.  비-바이러스 벡터의 주 클래스는 하기에 나타나 있다:

칼슘 포스페이트[0077]

본 벡터의 주 단점은 한정된 효율과, 뉴클레아제에 의해 분해되지 않도록 핵산을 보호하지 못한다는 것이다.[0078]

핵산을 보호하는 능력이 개선되었음에도 불구하고, 이의 형질감염 효율은 여전히 낮아서, 생체내에서 효과적으

로 사용할 수는 없다.

양이온성 지질[0079]

양이온성 지질은 정전기적 상호작용을 통해 핵산과 복합체를 이루어서, 결국  다중 층상(multi lamellar)의 지[0080]

질-핵산 복합체 (리포플렉스)를 형성한다.  리포좀 제형은 통상, 양이온성 지질 및 DOPE (다이올레오일포스파티

딜에탄올아민)와 같은 중성 지질을 포함한다.  중성 지질은 리포좀 제형의 안정성에 기여하며, 막 융합을 촉진

할 뿐만 아니라, 엔도좀을 불안정화시켜서 리소좀의 탈출(lysozomal escape)에 기여한다.  리포플렉스는 핵산을

배양된 세포에 전달하는 가장 효과적인 방법들 중 하나이다.  이들의 형질감염 효율에도 불구하고, 리포플렉스

는 배양된 세포에서 관찰되고 여러 가지 생체내 발견에서 확인할 수 있듯이 독성이다.  이러한 독성은 복합체

내 핵산에 대한 양이온성 지질의 전하 비율(charge ratio) 및 투여되는 용량과도 밀접한 관련이 있다.  리포플

렉스와 관련된 독성을 저하시키기 위해 보다 생물융화성인 제형이 시험 및 테스트되고 있다.   독성 저하는

주로, 다른 중합체를 이용한 그래프팅(grafting) 또는 양이온성 중합체의 전체 전하를 감소시킴으로써 이루어진

다.

양이온성 중합체[0081]

양이온성 중합체는, 반대로 하전된 폴리양이온 및 폴리음이온 화학종 (즉, 핵산) 간의 상호작용을 통해 nm 크기[0082]

(nanometric size)의 나노입자를 형성한다.  이들 나노입자는 핵산을 둘러싸서, 뉴클레아제에 의한 카고 분해
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(cargo degradation)를 방지한다 (Romoren et al., 2003, Int J Pharm, 261 : 115-127).  다수의 천연 및 합성

양이온성 중합체가 유전자 전달 또는 침묵을 위한 비히클로서 사용되어 왔다.  양이온성 중합체를 사용하는 이

들 나노입자 중 상당수는 리포플레스에 비해, 우수한 형질감염 효율 및 더 낮은 혈청 감수성을 가지고 있다.

자연적으로 존재하는 폴리양이온 중에는 특히, 히스톤, 양이온화된 인간 혈청 알부민 및 키토산, 아미노다당류

와 같은 단백질이 존재한다.

합성 폴리양이온의 군에는, 폴리-L-리신 (PLL), 폴리-L-오르니틴 뿐만 아니라 폴리에틸렌이민 (PEI), 폴리프로[0083]

필렌이민 및 폴리아미도아민 덴다이머(dendimer)와 같은 폴리아민이 포함된다.

폴리플렉스(polyplex)의 이점은, 리포좀은 이의 형성에 다중 지질 구성분을 필요로 하지만 이와는 대조적으로,[0084]

폴리플렉스는 이의 형성에 다중 폴리양이온의 상호작용을 필요로 하지 않으며, 따라서 폴리플렉스의 거시적인

특성을 조절하기가 더 용이하다는 점이다.  또한, 폴리양이온의 또 다른 주 이점은 이들의 블록 구조로서, 직접

적인 화학적 개질을 통해 보다 높은 효율 또는 특정한 세포 표적화를 달성할 수 있다.  그러나, 이러한 이점들

에도 불구하고, 전하 밀도가 높은 나노입자가 보다 독성인 것으로 나타났기 때문에, 많은 양이온성 중합체들은

이들의 높은 표면 전하 밀도로 인해 독성인 것으로 밝혀졌다.  아울러, 중합체의 전하 밀도가 전하의 총 양보다

는 세포독성에 보다 중요한 역할을 하는 것으로 보고된 바 있다.  독성은 분자량 의존적일 수도 있는데, PEI의

세포독성이 분자량에 따라 선형으로 증가하기 때문이다.  더욱이, 리소좀에 PEI와 같은 비-분해성 중합체가 축

적되는 것은 리소좀 격리라고도 하는 현상으로서, 독성을 야기하는 부가적인 기여현상일 수 있다.

키토산은, 키틴의 알칼리 탈아세틸화로부터 유래되는 β-1,4 글리코시드 결합에 의해 연결된 N-아세틸-글루코사[0085]

민 단량체와 글루코사민의 천연 중합체이다.  키토산 분자량 및 탈아세틸화율은 이의 생물학적 및 물리화학적

특성을 나타낸다.  예를 들어, 키토산 생물분해성은 아세틸기의 양 및 분포에 의해 영향을 받는다.  블록 분포

보다는 이들 기의 부재 또는 무작위로 인해, 분해율이 매우 낮아진다.

키토산은 생물융합성, 생물분해성, 점막접착 특성, 항균/항진균 활성 및 매우 낮은 독성을 비롯하여 유익한 특[0086]

성을 많이 가지고 있다.  따라서, 이는 약학 및생물의약 분야의 관심을 끌었으며, 핵산 패키징 및 축합을 위해

가장 광범위하게 사용되는 비-바이러스 벡터들 중 하나가 되었다.

몇 가지 연구들은, 키토산-플라스미드 DNA 나노입자의 흡수, 나노입자 트래피킹(trafficking) 및 서로 다른 세[0087]

포주에서의 형질감염 효율에 대한, 키토산 분자량 및 탈아세틸화율 (DDA)의 효과를 나타낸 바 있다.  Huang 등

은 A549 세포에 대해 이 물질을 언급하였다 (2005, J Control Release, 106:391-406).  그러나, 이 연구는 7가

지의 제형 (10, 17, 48, 98 및 213 kDa의 키토산 및 88% DDA; 213 kDa 키노산 및 61% 및 46% DDA)만을 사용하

여, 평균 분자량 (Mn) 및 DDA가 pDNA의 형질감염 효율에 미치는 효과를 연구하였으며, 플라스미드 내 수천개의

염기쌍과 비교해 그 크기가 전형적으로 21 bp인 훨씬 작은 siRNA에 대해서는 언급하고 있지 않다.  이들은, Mn

및 DDA의 감소가 플라스미드의 형질감염 효율을 저하시킴을 발견하였다.  그러나, 이들 2가지 파라미터 간의 관

계는 훨씬 더 복잡하며,  최적의 안정성을 달성하기 위해서는 키토산 Mn과 DDA  간의 균형을 잘 이룰 필요가

있다.  이들이 복잡한 관계를 설명할 수 없었던 것은 이들이 사용한 제형의 수가 한정적이었기 때문이다.  더욱

이, 한 번에 1가지 파라미터만 변화시켰기 때문에, 형질감염 배지의 pH 및 키토산-대-DNA 비율 (N:P)과 관련하

여, Mn과 DDA 간의 커플링 효과를 볼 수 없었다.  플라스미드-키토산 폴리플렉스에 대한 이러한 복잡한 관계를

설명하고 있는 또 다른 연구는 Lavertu 등에 의해 수행되었다 (2006, Biomaterials, 27:4815-4824).  이들은

연구에서, 몇 가지 개별적인 DDA 농도에 대해 분자량을 다르게 하였으며, 키토산-대-DNA 비율 (N/P) 및/또는 형

질감염 배지의 pH도 조사하였다.  이러한 최적화를 통해 이 연구는, HEK293 세포에서, 광범위하게 사용되는 시

판의 리포좀 (Lipofectamine™ 및 FuGene™)과 유사할 정도로 높은 형질감염 효율을 달성할 수 있음을 나타내었

다.

키토산의 DNA 결합 능력/친화성은, 이의 탈아세틸화율이 사슬을 따라 보다 높은 전하 밀도를 형성하도록 증가할[0088]

때 따라서 증가하며, pDNA와 밀접하게 결합하여 나노입자를 형성한다 (Ma et al., 2009, Biomacromolecules,

10: 1490-1499).  따라서, DDA가 매우 낮은 키토산은 DNA에 효율적으로 결합할 수 없으며, 물리적으로 안정한

복합체를 형성할 수 없어서 세포를 형질감염시킬 수 없다 (Koping-Hoggard et al., 2003, J Gene Med, 5: 130-

141 ).  전술한 바와 같이, DDA는 생물분해성에도 큰 영향을 미치는데, DDA가 높으면 분해되기가 어렵다.  이런

점에서, Koping-Hoggard 등에 의한 최근의 연구 (2001, Gene Ther, 8: 1108-1121)는, 분자량이 높은 키토산을

기재로 하는 복합체가 엔도좀을 탈출하는 것은 키토산의 효소적 분해에 의존하며, DDA가 높은 키토산에서는 덜

용이하게 발생할 것이라고 언급하였다.  분해로 인해 생성되는 절편은 엔도좀의 삼투성을 증가시키며 막을 파열

시킬 것으로 가정된다.  따라서, 탈아세틸화율이 높은 키토산 (거의 100% DDA)의 경우, 분해성 저하로 인해 엔
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도좀 탈출이 감소할 수 있다.

키토산 Mn이 핵산 결합 능력에 미치는 영향은 몇 가지 연구들에서 조사된 적이 있다.  반대로 하전된 거대분자[0089]

들  간의  결합  친화성은  각  분자의  원자가에  크게  의존하며,  원자가가  낮으면  결합이  약하게만  이루어진다

(Danielsen et al., 2004, Biomacromolecules, 5:928-936).  분자량이 더 작고 사슬이 더 짧은 사슬에 대한 키

토산  원자가의  감소는,  DNA에  대한  이의  친화성을  감소시키는  것으로  나타났다  (Ma  et  al.,  2009,

Biomacromolecules, 10: 1490-1499).  복합체의 안정성이 높은 것이 효소의 공격에 대해 복합체를 세포외에서

보호하기에 바람직하지만, MacLaughlin  등 (1998, J Control Release, 56:259-272)은, 고분자량의 키토산은,

이들이 일단 세포 내에 있게 되면 분해될 수 없기 때문에, 세포를 형질감염시키기는 과도하게 안정한 복합체를

형성할 수 있음을 제안하였다.  아울러, Lavertu 등 (2006, Biomaterials, 27:4815-4824)은, Mn이 세포성 흡수

에 있어서 주 인자인 것으로 보이진 않지만, 핵산 결합 친화성 및 세포내 방출에서 역할을 하는 것으로 보인다

고  나타내었다.   등온적정열량계에  의한  결합  친화성에  대한  직접적인  평가  (Ma  et  al.,  2009,

Biomacromolecules, 10: 1490-1499), 및 폴리플렉스 트래피킹과 분해에 대한 살아 있는 세포내 영상 (Thibault

et al., 2010, Mol Ther, 18: 1787-1795)은, 이들의 해석, 및 핵산과 키토산 간의 결합의 안정성이 균형을 잘

이룰 필요가 있음을 추가로 뒷받침하였다.

포스페이트에 대한 아민의 비율은 DNA 결합 및 나노입자 형성에 중요한 역할을 하는 것으로 밝혀진 바 있다.[0090]

예를 들어, N:P 비율의 증가는 DNA에 대한 키토산의 결합을 증강시킨다.  동일한 DDA의 경우, 분자량이 낮은 키

토산은 플라스미드 DNA에 완전하게 결합하기 위해서는 더 높은 N:P 비율을 필요로 한다.  유사하게는, 동일한

Mn에서, 더 낮은 DDA는 플라스미드 DNA에 완전하게 결합하기 위해 더 높은 N:P 비율을 필요로 한다 (Koping-

Hoggard, 2003, J Gene Med, 5: 130-141 ; Kiang et al., 2004, Biomaterials, 25:5293-5301).  pH는 형질감

염 효율에 중요한 역할을 하는 것으로 나타나 있다.  Lavertu 등 (2006, Biomaterials, 27:4815-4824)은, 약산

성 배지에서 복합체가 보다 안정하며, 형질감염 효율이 증가한다고 나타내었다.  이는, pH 감소가 키토산 양성

자화를 증가시켜서 결국 폴리플렉스 (제타 퍼텐셜(zeta potential))에 양전하를 증가시키며, DNA에 대한 키토산

의 결합 친화성을 증가시킨다는 사실로써 설명할 수 있다.  키토산 제형 파라미터 (DDA, Mn, N:P 및 pH)의 조합

효과는 Lavertu  등에 의해 시험관내에서 플라스미드 DNA  전달을 대신하였다 (2006,  Biomaterials,  27:4815-

4824).  이들은 흥미롭게도, 트랜스유전자의 최대 발현이, 높은 DDA/낮은 Mn에서 낮은 DDA/높은 Mn으로 사선을

따라 진행되는 DDA:Mn  값에서 발생한다는 것을 발견하였다 (Lavertu  et  al.,  2006,  Biomaterials,  27:4815-

4824).   따라서,  DDA를  증가/감소시키는  경우,  Mn도  따라서  감소/증가시켜서,  최대의  형질감염을  유지해야

한다.

전술한 바와 같이, pH는 형질감염 효율에서 중요한 역할을 한다.  Lavertu 등 (2006, Biomaterials, 27:4815-[0091]

4824)은, 높은 pH에서는 키토산이 중성화되어 키토산 전하 밀도를 감소시키기 때문에, pH 증가는, 가장 효율적

인 제형을 위한 Mn을 더 높은 Mn으로 향하는 플라스미드 DNA로 대체하는 것을 보여주었다.  한편, 해당 DDA에

대해, 5: 1에서 10: 1로 N:P 비율이 변하면, 가장 효율적인 제형을 위한 Mn을 더 낮은 Mn으로 향하는 제형으로

대체하며, 이는 아마도 키토산 농도의 증가가 가지는 안정화 효과 때문일 것이다.  따라서, 형질감염 효율 및

보다 효율적이고 안정한 키토산-DNA 제형의 개발에 있어서, 이들 서로 다른 제형 파라미터가 가지는 중요성을

알 수 있다.

pDNA와 siRNA 간의 구조적인 차이는, 효과적인 전달에 필요한 최적의 파라미터인 나노입자 복잡성/안정성에 영[0092]

향을 미치는 것으로 보인다.  키토산은 시험관내 및 생체내 모두에서 siRNA의 전달에 사용된다 (de Fougerolles

et  al.,  2007,  Nat  Rev  Drug  Discov,  6:443-453;  Howard  et  al.,  2006,  Mol  Ther,  14:476-484; Katas and

Alpar, 2006, J Control Release, 1 15:216-225; Zimmermann et al., 2006, Nature, 441 : 111-114; 및 Liu

et al., 2007, Biomaterials, 28: 1280-1288).  그러나, siRNA 전달을 위한 최적의 물리-화학적 파라미터를 동

정하기 위한 시도들에도 불구하고, 실험적인 차이로 인해 상기 문헌에서는 결론을 내릴만한 결과를 관찰하지 못

하였다.  예를 들어, siRNA의 나노입자 형성, 안정성, 및 카고 보호는, 생리학적 환경을 나타내지 않는 pH 7.9

에서 이루어진다.  이 pH에서, 키토산은, 이의 겉보기 pKa가 6.5에 근접하기 때문에, 대체로 탈양성자화되며,

따라서 siRAN 카고에 효율적으로 결합할 수 없다.  이들 조건 하에 복합체 형성을 시험하였기 때문에, 여러 가

지 그룹들은 높은 N:P 비율을 이용함으로써, 키토산 pKa보다 더 높은 pH에서 키토산이 siRNA에 대해 불량하게

결합하는 것을 보상하였다.  이들 높은 pH 값 (즉, 7.9)의 사용은, 중요한 디자인 에러를 나타내며, 이들 연구

자들이 나노입자 복합체를 형성하고, 안정성 및 카고 보호를 달성하기 위해 높은 N:P 비율을 사용하게 되는 실

험적인 간극의 원인이 된다.  아쉽게도, 과량의 키토산은 형질감염 효율에 경쟁적으로 영향을 미치며, 다중의

비-특이적인 효과를 발생시키고, 독성을 증가시켜, 잘못된 결론을 도출시킬 수 있다.
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예를 들어, 중간값의 DDA (80%) 및 높은 Mn (64-170 kDa)은 siRNA의 전달에 있어서, 저 분자량의 키토산 (10[0093]

kDa)보다 더 효율적인 것으로 나타났다 (Katas et al., 2006, J Control Release, 1 15:216-225; 및 Liu et

al.,  2007,  Biomaterials,  28:  1280-1288).   그러나,  이들  고  분자량의 키토산은 독성인 것으로 밝혀졌다

(Howard et al., 2006, Mol Ther, 14:476-484; 및 Richardson et al., 1999, Int J Pharm, 178:231-243).  부

가적으로는, 키토산/siRNA 나노입자의 복합체 형성, 다른 물리-화학적 특징 및 형질감염 효율을 평가하는 모든

선행의 보고들에서, 제형은 매우 높은 N:P 비율 (N:P >25)에서만 효율적인 것으로 결론내렸다 (Howard et al.,

2006,  Mol  Ther,  14:476-484;  Katas  et  al.,  2006,  J  Control  Release,  115:216-225;  Liu  et  al.,  2007,

Biomaterials, 28: 1280-1288).  보고서에서, 이들은, 과량의 키토산 중 대부분이 실제로 가용성이며, 나노입자

의 구조 성분이 되지 않음을 인지하지 못하였다 (Ma et al., 2010, Biomacromolecules, 11:549-554).  N:P 비

율 (N:P > 25)이 매우 높은 이러한 제형은 실제로 상당한 문제점들을 나타내었는데, 이로는 가용성 키토산 중

상당량이 응집되며, 비-특이적인 독성 효과를 가지기 때문에 투여량이 제한된다는 것을 포함하였다.

나노입자의 물리화학적 특징을 조사하기 위해, 키토산 pKa 부근 뿐만 아니라 생리학적 pH 부근의 적절한 pH 조[0094]

건을 본원에서 사용한 경우, 본 개시내용에서 언급한 바와 같이, 효율적인 나노입자 전달 비히클을 제조하는 데

있어서 그렇게 높은 N:P가 필요하지 않았다 (도 3).

키토산은, 비내, 구강, 복강내, 및 근육내 경로를 비롯하여 서로 다른 투여 경로를 통해 약리학적 활성 화합물[0095]

을 전달하는 데에 사용되었다.  키토산/인슐린은 래트 및 양에서 비내 경로를 통해 투여되었다.  이들 제형은

분자량이 10  kDa  이상인 수용성 키토산을 사용하였으며,  탈아세틸화율에 대한 설명은 없었다 (Ilium,  1996,

Danbiosyst UK Limited, United States, vol. 5554388; 1998, Danbiosyst UK Limited, United States, vol.

5744166).

키토산은 가용성 제형을 비내 투여하여 마우스를 면역화시키기 위한 보강제로서도 사용되어 왔다 (US 특허 출원[0096]

공개 제2003/0039665 호).  이들 제형은, Mn 범위가 10-500 kDa인 키토산 글루타메이트를 포함하였으며, 탈아세

틸화율은 50-90%였다.

키토산은 또한, 플라스미드 DNA부터 siRNA까지 다양한 핵산을 시험관내 및 생체내에서 전달하는 데에도 사용되[0097]

어 왔다.  안내(ocular)  (Nakamura  et  al.,  2004,  Mol  Vis,  10:703-711)  및 폐의 표적들 (Howard  et  al.,

2006, Mol Ther, 14:476-484)을 치료하거나, 또는 국소 또는 전신 전달에 의해 신경계 (Kumar et al., 2006,

Plos Medicine, 3:505-514), 간 (Soutschek et al., 2004, Nature, 432: 173-178), 종양 (Grzelinski et al.,

2006, Hum Gen Ther, 17:751-766) 및 기타 장기들에 전달하기 위해, siRNA를 여러 가지 전달 비히클과 함께 이

용한 생체내 연구들에 관한 예들이 40가지가 넘게 보고된 바 있다 (de Fougerolles  et  al.,  2007,  Nat  Rev

Drug Discov, 6:443-453).  일례로, 관절염 쥣과 모델에서 항염증 치료를 위해, 복강내 대식세포에서 키토산

/siRNA  나노입자를 매개로 하여 TNF-α를 녹다운시키는 것이 나타나 있다 (Howard et al., 2006, Mol Ther,

14:476-484).

몇몇 연구에서는, 시험관내 및 생체내에서 siRNA를 전달하는 키토산의 능력을 조사하였다.  Katas 등 (2006, J[0098]

Control Release, 115:216-225)은 2가지 서로 다른 형태의 키토산 염 (CS-HCl 및 CS-글루타메이트)을 사용하였

으며, 형질감염 효율에 대한 키토산 파라미터의 영향을 조사한 결과 DDA는 84%였다.  4개의 서로 다른 고분자량

의 키토산 (470  kDa,  270  kDa,  160  kDa  및 110  kDa)을 사용하였으며,  그 결과,  키토산 농도를 25  μg/ml

(1.25: 1)에서 300 μg/ml (15: 1)로 증가시키면, 나노입자 크기가 대략 150 nm에서 450 nm로 증가하는 것을

발견하였다 (Katas et al., 2006, J Control Release, 1 15:216-225).

더욱이,  키토산-글루타메이트는  키토산-HCl보다  더  작은  나노입자를  제공한다는  것이  이들의  연구에서[0099]

나타났다.  Katas 등 (2006, J Control Release, 1 15:216-225)은, 그들의 실험 조건 하에서, siRNA가 키토산

에 완전히 결합하는 것은 N:P 비율이 100: 1 이상인 경우에서만 발생하였으며, 키토산이 매우 과량으로 존재하

는 경우, 키토산 중 거의 >95%가 가용성이었으며 siRNA와 복합체를 형성하지 않았다고 보고하였다 (Ma et al.,

2010, Biomacromolecules, 11:549-554).  이러한 대량의 초과량 내지 중간 정도의 DDA (84%)를 가진 키토산은

생체내에서 염증을 지속적으로 유발하며, 면역 부작용을 증가시키는 것으로 예상된다 (Jean et al., 2009, Gene

Ther, 16: 1097-1 1 10).  이들의 연구에서, 분자량이 470 kDa인 키토산 글루타메이트는 이의 저분자량 또는 키

토산 하이드로클로라이드와 비교해, 시험관내에서 형질감염 후 24시간째에 유전자 침묵 효과를 최고로 나타내었

다 (Katas et al., 2006, J Control Release, 1 15:216-225).  평균 분자 질량이 470 kDa인 키토산 글루타메이

트를 이온성 겔화시키면, 단순한 복합체에 의해 형성된 키토산-siRNA 나노입자 (51% mRNA 녹다운)보다 더 높은

침묵 효율 (82% mRNA 녹다운)을 나타내었다 (Katas et al., 2006, J Control Release, 115:216-225).
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Howard 등이 이끈 또 다른 그룹 (2006, Mol Ther, 14:476-484)은, 유전자도입(transgenic) EGFP 마우스 모델에[0100]

서 비내 투여 경로를 통해 키토산-siRNA 나노입자를 전달하였다.  이들은 연구를 위해, 84% DDA 및 114 kDa인

키토산을 4가지의 서로 다른 N:P 비율 (N:P = 6, 33, 71 및 285)로 사용하였다.  N:P 비율이 더 높으면, 250

μg/ml의 저농도의 키토산에서 더 작은 크기의 나노입자 (N:P 6 = 223.6 nm vs N:P 33 = 181.6 nm)가 생성되었

다 (Howard et al., 2006, Mol Ther, 14:476-484).  더 높은 키토산 농도 (1 mg/ml)에서도 동일한 패턴이 나타

났는데, DDA가 84%, Mn이 114 및 N:P 비율이 33인 키토산 나노입자의 평균 직경은 328 nm였으며 제형 84-114-

285의 경우에는 139 nm였다 (Howard et al., 2006, Mol Ther, 14:476-484).

이들의 예비 시험관내 연구에서, 나노입자 크기는 N:P 비율에 의존하며, 더 낮은 N:P 비율에서 크기가 증가하는[0101]

것으로 나타났으며, 이는 높은 N:P 비율이 필요함을 제안한다.  이러한 발견은, 키토산-siRNA의 복잡성 및 안정

성을 평가하는 경우 pH의 중요한 역할을 나타낸, 본원 하기에서 제시하는 발견들과는 모순되는 것이다.  이들의

발견을 토대로, 세포 흡수 및 침묵 효율은 NIH 3T3 및 H1299 세포주에서 각각 36과 57의 높은 N:P 비율에서 측

정되었다.  N:P 비율이 36으로 높은 키토산 제형을 사용하여, EGFP 안정한 세포주의 침묵 효율을 연구하였다.

침묵 효율은 H1299 및 원발성 복강 마우스 대식세포에서 각각 77.9% 및 86.9%였다.  N:P 36에서 키토산 제형

84-114의 생체내 침묵 효율은, 미처리 대조군과 비교해 5일 동안 매일 30 ㎍ siRNA를 주입한 후 EGFP 유전자도

입 마우스 모델에서 43%의 침묵 효율을 달성하였다 (Howard et al., 2006, Mol Ther, 14:476-484).

Howard 등에 의한 또 다른 생체내 연구 (2009, Mol Ther, 17: 162-168)에서, TNF-α mRNA를 표적으로 하는 27[0102]

개 염기쌍의 siRNA를 N:P 비율 63에서 키토산 84-114과 복합체를 형성하여, 콜라겐 유도성 관절염 (CIA) 마우스

모델에 주입하였다.  이들의 제형은, TNF-α 혈장 농도로 측정 시, 43%의 침묵을 달성하였다.

Ji 등 (2009, Nanotechnology, 20:405103)은, 75% 내지 85%범위의 DDA에서 190 kDa 및 310 kDa 키토산이 siRNA[0103]

에 대한 적절한 전달 비히클임을 제안하였다.  전술한 연구들과 유사하게, Ji 등은 Lovo 세포에서 FHL2 종양유

전자의 녹다운을 실험하기 위해 N:P 비율이 50으로 높은 키토산 제형을 사용하였다.  이들의 제형은 mRNA 녹다

운을 69%로 달성하였다.

키토산을 이용한 siRNA의 전달을 위한 최적의 파라미터를 확인하기 위해, Liu  등 (2007,  Biomaterials,  28:[0104]

1280-1288)은 DDA, Mn 및 N:P 비율이 서로 다른 키토산을 시험하였으며, 효율적인 침묵을 위해서는 N:P 비율 >

25가 필요하다고 언급하였다.  이들은 또한, N:P 50에서 제조한 저분자량 키토산-siRNA (10 kDa) 제형이 H1299

인간 폐암종 세포에서 내인성 EGFP를 녹다운시키지 않는 반면, 80%의 DDA와 더 높은 Mn (64.8-170 kDa)에서 제

조한 키토산 제형은 45% 내지 65%로 더 높은 수준의 유전자 침묵을 나타냄을 발견하였다.  최고의 유전자 침묵

효율 (80%)은, Mn이 각각 114 kDa 및 170 kDa이며, DDA가 84%이고, N:P 비율이 150으로 최고인 키토산/siRNA

나노입자를 사용하여 달성되었으며, 이는 직경이 약 200 nm인 나노입자의 안정한 형성에 관한 이들의 조사와 일

치하였다.  부가적으로, Liu 등 (2007, Biomaterials, 28: 1280-1288)은, N:P 비율 50에서 항-EGFP siRNA와 복

합체를 이룬 95% DDA 및 9 kDa 키토산은 동적 광산란 (DLS)에 의한 측정 시, 3500 nm로 바람직하지 못하게 너무

큰 크기를 가진다는 것을 발견하였다.  더욱이, 이들은, 이러한 특정한 제형이 pH 7.9 - 본원에서는 인공적인

입자 해체를 초래하는 것으로 보임 - 의 염기성 pH에서 수행한 안정성 시험용의 겔 지연 분석법에 따르면, N:P

비율 50에서 siRNA와 복합체를 형성하지 못하였음을 나타내었다.  또한, 이러한 특정한 제형은, 음성의 미처리

대조군과 비교 시, EGFP 녹다운을 나타내지 못하였다.

다른 발명자들에 의해 발견된 전술한 결과들은, 80% 내지 95%의 DDA에서 분자량이 광범위한 (5 kDa 내지 200[0105]

kDa) 키토산을 사용하여, 중간 내지 낮은 N:P 비율 (25 미만, 바람직하게는 5)에서도 키토산-siRNA 나노입자가

생성될 수 있다고 하는 본원에서 제시하는 새로운 발견들과 대조적이며, 이들 나노입자는 기존에 보고된 시스템

들에 비해, 높은 수준의 유전자 침묵, 양호한 안정성 및 작은 크기 범위를 달성한다.

키토산으로 코팅된 폴리(아이소헥실 사이노아크릴레이트) (PIHCA) 나노입자는 또한, 이종이식된 공격성 유방암[0106]

모델에서 항-RhoA siRNA 물질을 정맥내 전달하는 데에도 사용된 바 있다 (Pille et al., 2006, Hum Gen Ther,

17: 1019-1026). 키토산-코팅된-PIHCA-항-RhoA siRNA 나노입자를 투여하면, 암세포에서 과발현되는 RhoA를 녹

다운시킴으로써 암의 공격성을 생체내에서 상당히 감소시켰다.  Zhang 등은, Balb/c 모델에서 호흡기 세포융합

바이러스 (Respiratory Syncitial Virus, RSV) 감염을 예방 및 치료하기 위해, 폐조직의 NS1 단백질을 표적으

로 하는 siRNA를 드노보(de novo) 발현시키고자, 키토산으로부터 유래된 제형인 나노유전자 042를 연구하였다

(Zhang et al., 2005, Nat Med, 1 1 :56-62).  Zhang 등은 shRNA를 기재로 하는 플라스미드를 사용하였으며,

NS1 유전자의 효율적인 유전자 침묵, 및 저하된 바이러스 역가 로드(load)를 이용한 RSV 감염의 약화를 생체내

에서 관찰하였다.  나노유전자 042는 전형적인 고분자량 키토산과 비교해 형질감염 효율을 더 높게 나타내었으
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며 염증을 거의 유도하지 않았다 (Zhang et al., 2005, Nat Med, 11:56-62).  그러나, 나노유전자 042의 분자

량은 언급한 참조문헌에서는 개시되어 있지 않다.

본 발명의 목적을 위해, C57BL/6 (C57BL/6NCrl) 마우스 모델을 서로 다른 실시 양태를 수행하는 데 사용한다.[0107]

C57BL/6 마우스 모델은 Charles River and Research Diets에 의해 양육되었다. 

C57BL/6 마우스 모델은, 지방이 풍부한 식이요법 (D12492)으로 처리 시 비만이 될 수 있는데, 지방이 풍부한 식[0108]

이요법을 받은 후 2주째에, 마른(lean) 대조군과 비교 시, 가시적인 체중 증가가 있을 수 있다.  C57BL/6 마우

스 모델은 고지방 식이요법 동안에 순환중인 LDL 콜레스테롤의 농도를 연구하기 위한 다목적 연구 및 고지질혈

증 연구에서 사용된다 (Soutschek et al., 2004, Nature, 432: 173-178; Crooke et al., 2005, J Lipid Res,

46:872-884; Bose et al., 2008, J Nutr, 138: 1677-1683).  지방이 풍부한 식이요법 (D12492)은 지방이 단지

10 kcal%만 함유된 대조군 식이요법 D12450B보다 지방이 6배가 넘는다.  또한, 지방이 풍부한 식이요법 D12492

는 대조군 식이요법 D12450B의 경우 18 (mg)/kg인 콜레스테롤을 300.8 (mg)/kg만큼 함유한다.  그리하여, 이렇

게 고지방 먹이로 영양공급을 하는 경우, 간에서는 LDL이 제거되는 한편 동맥에서는 LDL이 축적되는 불안정성이

야기되며, 이는 C57BL/6 마우스 모델에서 죽상동맥경화증을 발병시킨다.

본원에서 기술한 조성물은 siRNA와 조합 시, 시판의 리포좀 DharmaFECT™과 유사한 시험관내 형질감염 효율을[0109]

달성하므로, 효과적인 유전자 전달 벡터인 것으로 발견되었으며, 이는 본원 하기에서도 나타나 있다.  더욱이,

상기 조성물은 유사한 침묵, 및 siRNA를 세포에 전달하는데 있어서 유사한 효율을 달성할 뿐만 아니라, 독성을

낮추기도 한다.

키토산/dsODN 나노입자를 사용한 흡수 효율은, 시중에서 사용되는 리포플렉스 (DharmaFECT™)와 유사하거나 또[0110]

는 더 높은 수준으로 달성되었으며, 세포 유형 간에 상대적인 편차가 유사하였다 (도 7A 및 7B).  더욱이, 이들

결과는 후술하는 다초점형광현미경 데이터 (도 8)와 일치하는데, 이의 이미지는 모든 세포주에 대해 키토산 및

dsODN의 세포 분포를 나타내며, FACS의 정량적 데이터에 대한 정성적인 상호관계를 나타낸다.  본원에서, 다중

의 세포주에 서로 다른 siRNA를 감염시키고 효율적으로 전달하는, 본 발명의 제형의 능력이 나타나 있다 (예를

들어, 도 7A 및 8을 참조).

본원에서 개시하는 결과들은, 당업계에서 기존에 사용한 비율보다 훨씬 낮은 N:P 비율에서도 siRNA를 효율적으[0111]

로 전달하고 특정 유전자를 녹다운시키는, 전술한 키토산-기재의 제형의 효능을 명백히 나타내고 있다.  일반적

으로, 본원에서 사용되는 낮은 N:P 비율의 키토산 제형은 모두, 유전자 침묵을 높은 수준으로 달성하였다.

그 결과는, 사용되는 키토산 제형 (80-10-5, 80-40-5, 92-10-5, 92-40-5, 80-10-10, 80-80-5, 92-150-5 및 80-[0112]

200-5), 및 siRNA에 수행되는 화학적 개질의 정도에 따라, 평균 직경이 45-156 nm 범위 (표 2)인 구형 나노입자

(도 1 및 2)가 나타난다.  나노입자 크기의 통계적인 차이는, dsODN과 비-개질된 siRNA-ApoB (Seq1, SEQ ID

NO:5), 및 키토산과 복합체를 이룬 중간 정도로 개질된 siRNA-ApoB (Seq2, SEQ ID NO:6 및 SEQ ID NO:7) 간에

서 관찰하였다.  반면, 완전히 개질된 siRNA 서열은 서로 다른 키토산과 복합체를 이루는 경우, 더 큰 나노입자

를 제공하였다.

본원에서 기술하는 특정한 제형으로 수득한 결과는 동적 광산란 방법에서 수득한 결과와 일치하며 (표 2), 이는[0113]

본원에서 기술하는 조성물 및 방법의 양호성(robustness)을 나타낸다.  더욱이, 형성된 나노입자는 200 nm 미만

의 재현가능한 크기를 제공하며, 이로 인해 신장에서 소거되지 않아, 생체내 형질감염 효율이개선되고 순환중인

나노입자의 반감기가 증가할 수 있다. 

키토산/siRNA 안정성은 형광 기재의 분석법인 Ribogreen 분석법™으로 평가할 수 있으며, 이는 복합체의 탈안정[0114]

화 후 방출된 siRNA를 정량화한다.  그 결과는, N:P 비율이 5 내지 10인 키토산/siRNA 나노입자가 pH 6.5에서

20시간 이하 동안 안정하였음을 나타낸다.  키토산 80-10-5는, 다른 제형과 비교 시, 안정성을 나타낸다.  키토

산 80-10에 대해 N:P 비율을 증가시키면 나노입자 안정성이 개선되었다.  키토산 80-10을 제외하고, N:P 비율을

5 초과로 증가시키는 경우에는 나노입자 안정성이 증가하지 않았다 (예를 들어 도 4A 참조).

본원에서 기술하는 제형은, 뚜렷한 세포독성이 없이 시판의 리포좀 DharmaFECT™과 유사한 수준의 유전자 침묵[0115]

을 달성할 수 있는 것으로 나타난다.  본원에서 개시하는 결과들은, 다른 발명자들이 기존에 사용한 것 (N:P >

20)보다 훨씬 낮은 N:P 비율 (N:P=5)에서도 siRNA를 효율적으로 전달하고 특정한 유전자를 녹다운시키는, 키토

산-기재의 제형의 효능을 명백히 나타내고 있다 (예를 들어 도 11A 및 11B 참조).  일반적으로, 본 발명의 낮은

N:P 비율의 키토산 제형은 모두 유전자 침묵을 높은 수준으로 달성하였으며, 이는 FACS 데이터를 뒷받침하고 있

다 (예를 들어, 도 7A 및 7B 참조).  저분자량 (10 kDa) 및 높은 DDA (92%) 키토산이 가장 효율적이며 (도 11
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및  12),  크기가  보다  작은  (도  4B)  경향이  발견되었으며,  이는  NP  비율  5에서의  제형이  특히  최적임을

제안한다.

죽상동맥경화증 치료용의, 본원에서 기술하는 조성물은 양성의 미처리 대조군 (하기에서 Dα라고 지칭함)과 비[0116]

교해, 생체내 혈장내 ApoB 농도를 대략 30% 감소시켰다고 기술되어 있다 (도 13).  또한, 이러한 감소는 비-죽

상동맥경화증 동물군인 음성 대조군과 유사한 ApoB 혈청 농도를 제공하였으며, 따라서 치료적 범위에 포함된다

고 언급하고 있다.  또한, 본 명세서에서, 죽상동맥경화증 치료용의, 본원에서 기술하는 조성물은 뚜렷한 독성

없이 LDL-콜레스테롤을 20% 감소시켰다고 나타나 있다 (도 14).  또한, siRNA (TNCs)를 포함하며 키토산을 기재

로 하는 치료적 나노복합체는, 혈청에서의 정상 ALT/AST 농도로 알 수 있듯이 간 독성을 나타내지 않았다고도

언급되어 있다.

TNC 치료는 주입 후 3주째에 간에서 콜레스테롤 축적에 대해 치료적 효과를 가지며, TNC가 처리된 동물의 간에[0117]

서 콜레스테롤의 축적은 상당히 감소하였음을 추가로 언급하고 있다 (도 15).  유사하게는, 키토산을 기재로 하

는 TNC는 일시적으로 면역 세포가 간으로 침윤되게 유도하며, 이는 본원의 다른 실시 양태에서 언급한 바와 같

이 독성이 없이 신속하게 재흡수되었다 (도 16).  간 독성의 결핍, 및 침윤된 면역 세포의 신속한 재흡수는, 주

입되는 투여량을 증가시켜 혈장내 ApoB 및 LDL-C의 감소를 더 크게 달성할 수 있는 가능성을 나타내었다.

더욱이, ApoB를 표적으로 하는 키토산이 없는 네이키드(naked) siRNA는 강한 염증 반응을 유도하여, 비복합체화[0118]

된 형태인 경우 이들의 투여량 및 치료적 용도로서의 잠재성을 제한하였다.  혈장내 ApoB 농도를 35% 감소시키

는 능력과 함께, 1 mg/kg 항-ApoB siRNA의 시험 용량에서 TNC로 처리한 동물에서의 독성/염증의 결핍은, 최대

관용 투여량(maximal tolerated dose, MTD)을 측정하고 혈장내 ApoB의 감소를 더 크게 달성하기 위한, 투여량

반응 연구에서의 이들의 중요성 및 잠재적인 용도를 나타낸다.

TNC-처리한 동물은 제3회 및 마지막 주입 후 8주 이상 동안 혈장내 ApoB 농도를 감소시켰다고 나타나 있다.  낮[0119]

은 N:P 키토산-기재의 TNC의 경우, 혈장내 ApoB 농도의 감소는 C1 동물군에서 마지막 주입 후에 7주가 넘게 유

지되었으며 (도 13 및 16), 뚜렷한 염증 또는 간 독성은 존재하지 않았다.  이들 결과는, TNC 치료의 특별히 약

속할 만한 지속성(longevity) 및 효과적인 서방성 방출 특성을 나타낸다.

따라서, 본원에서, 본원에서 기술하는 낮은 N:P 키토산 ApoB siRNA TNC는 1 mg/kg의 주입 투여량에서 혈장내[0120]

ApoB 농도를 약 35% 감소시켰으며 LDL/VLDL 콜레스테롤 감소에서는 약 20% 감소시켰다고 개시하고 있다 (도 13

및 14).  ApoBsiRNA에 대한 리포좀 전달 시스템을 사용하여 공개되었으며 기존에 주장된 성공적인 결과는, 유사

하거나 또는 더 큰 ApoB/LDL-VLDL 콜레스테롤 감소를 달성하기 위해서는 더 높은 용량을 필요로 하였으며 이러

한 용량은 간 독성 및 ALT와 AST 농도 증가와 관련이 있기 때문에, 그에 반해 이들 결과는 효과적인 치료 결과

가 수득되었음을 제안한다 (Zimmermann et al., 2006, Nature, 111-114; Soutschek et al., 2004, Nature 432:

173-178).  예를 들어, 지질 제형과 함께 5 mg kg
-1
의 siRNA (SNALP)를 사용하면, 혈장내 ApoB 농도를 73% 감소

시켰으며 (Zimmermann et al., 2006, Nature, 111-114); 이러한 5배 더 높은 주입 농도는 본 발명의 결과와 비

교해 ApoB 감소를 2.5배 더 크게 달성하였다.  더욱이, Merck Inc.사에 의해 개발된 제2 생성 지질 LNP-OCD

(LNP201)를 사용하는 Ldlr -/+, Cetp -/+ 마우스 모델에서 ApoB를 표적으로 하는 siRNA를 사용하면, 3 mg kg
-

1
에서 LDL이 약 70% 감소하였다 (Tadin-Strapps et al., 2011, J Lipid Res, 52: 1084-1097).  부가적으로는,

50 mg kg
-1
의 네이키드 콜레스테롤 개질된 siRNA가, 사용되는 siRNA 서열에 따라, 혈장내 ApoB 농도를 68% 및

31% 감소시키는데 필요하였다 (Soutschek et al., 2004, Nature, 173-178).  부가적으로는, 이들 연구는 규칙

적으로 먹이를 제공한 정상 C57BL/6 마우스 (마른 대조군)에서 수행하였으며, 대조적으로 동봉된 연구에서는 연

구 완료 시까지 C57BL/6 마우스에 고 지방 식이요법으로 사육하여 죽상동맥경화증을 시뮬레이션하였다. 

더욱이, 치료 후 6주 내지 8주 후에 ApoB 혈장 감소를 55%로 달성하기 위해 항-ApoB 안티센스 올리고뉴클레오타[0121]

이드 (AOS)  ISIS-147764  -  현재 임상 III상 시도 중에 있음 -  를 복강내 투여하려면,  고 지방 식이요법의

C57BL/6에 매주 2회씩 25 mg kg
-1 

이상 투여할 필요가 있었다.  부가적으로는, Crooke 등은, 6주 내지 8주 동안

매주 2회씩  50  mg  kg
-1
를 투여한 후,  혈장 콜레스테롤이 정상으로 복구된다고 보고하였다 (Crooke  et  al.,

2005, J Lipid Res, 46:872-884).  콜레스테롤 혈장 감소에 대한 ISIS-147764의 효과는 치료 4주째에 관찰되었

다 (50 mg kg
-1
/주).

본원에서 기술하는 조성물 및 방법은 선행 기술과 비교해 상대적으로 낮은 투여량 (1 mg kg
-1
)을 사용한 경우에[0122]
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도 ApoB 감소의 효율을 명백히 나타내고 있다.  부가적으로는, 본 명세서에서, 본 개시내용 및 개시된 TNC를 사

용하여  투여량을  증가시킬  경우,  ApoB  감소가  항상  투여량-의존성인  것으로  나타나기  때문에,  ApoB  및

LDL/VLDL-C 감소를 증대시킬 것이 명백하다 (Zimmermann et al., 2006, Nature, 441 : 1 1 1 -1 14; Soutschek

et  al.,  2004,  Nature,  432:  173-178;  Crooke  et  al.,  2005,  J  Lipid  Res,  46:872-884;  및 Crooke,  2005,

Expert Opin Biol Ther, 5:907-917).

본 발명은 당뇨병 및 관련 증상 및 증후들의 치료 방법을 제공한다.  이러한 당뇨병 및 관련 증상으로는, 인슐[0123]

린 의존성 당뇨병 (I형 당뇨병), 인슐린 비-의존성 당뇨병 (II형 당뇨병), 인슐린 내성, 고인슐린혈증, 및 당뇨

병-유도성 고혈압을 포함한다.   다른 당뇨병-관련 증상으로는, 비만 및 혈관, 눈, 신장, 신경, 자율신경계, 피

부, 결합 조직, 및 면역계 손상을 포함한다.  본원에서 기술되는 조성물은 단독으로, 또는 인슐린 및/또는 혈당

강하 화합물과 함께 사용될 수 있다.

본 발명은 암 치료 방법을 제공한다.  이러한 암으로는, 유방암, 신경교종, 대장암, 폐암, 소세포 폐암, 위암,[0124]

간암, 혈액암, 뼈암, 췌장암, 피부암, 두경부암, 피부 또는 안내 흑색종, 자궁육종, 난소암, 직장암 또는 결장

직장암, 항문암, 결장암, 난관암종, 자궁내막암종, 자궁경부암, 외음부암, 편평세포암종, 질암종, 호지킨 질환,

비-호지킨 림프종, 식도암, 소장암, 내분비암, 갑상선암, 부갑상선암, 부신암, 연조직 종양, 요도암, 음경암,

전립선암, 만성 또는 급성 백혈병, 림프구성 백혈병, 방광암, 신장암, 수뇨관암, 신장 세포암종, 신우암종, CNS

종양, 신경교종, 별아세포교종, 다형성아교모세포종, 원발성 CNS 림프종, 골수 종양, 뇌간 신경교종, 뇌하수체

선종, 포도막 흑색종, 고환암, 구강암, 인두암, 췌모세포종, 백혈병, 신경모세포종, 망막모세포종, 신경교종,

횡문근모세포종 및 육종을 포함한다.

MDR을 피하는 일 방법은, P-gp의 수송 활성을 저해하는 P-gp 조정제 또는 역행제(reversal agent) 화합물을 사[0125]

용하는 것이다.  그러나, 이들의 화학치료제와의 약동학적 상호작용 및 독성은 임상에서 이들의 용도를 제한한

다.  다른 예로, P-gp의 발현은 RNA 간섭 (RNAi)에 의해 저해될 수 있다.  화학적 조절제와는 달리, 이러한 기

술은 P-gp를 하향조절하고 내성을 역행시킬 수 있는 보다 특정한 방법을 제공할 수 있다.

siRNA 또는 shRNA를 사용하는 여러 가지 연구들은 다중약물 내성 표현형을 극복하기 위한, RNAi의 잠재적인 용[0126]

도를 언급하고 있다.  최초의 연구는 2003년에 공개된 것으로, RNAi를 매개로 하여 p-gp를 저해함으로써 내성이

역행되는 원리에 관한 증거를 제시하고 있다 (Nieth et al., 2003, FEBS letters 545(2-3): 144-150) 및 (Wu

et al., 2003, Cancer research 63(7): 1515).  두 연구는 모두 서로 다른 세포 모델에서 다중약물 내성 표현

형을 조정하기 위해 siRNA를 사용하는 일시적인 방법을 사용하였다.  Hao 등은, 200 nM의 siRNA를 사용하여, 매

우 내성인 MDR 세포주에 대해 MCF-7/ADR 및 A2780 Dx5에서 p-gp 수준을 65%까지 억제할 수 있었다.  더욱이,

이들은, MDR1을 표적으로 하는 siRNA가 p-gp 수송가능 약물 (독소루비신(Doxorubicin))에 대한 내성을 역행시켰

지만, 비(non) P-gp 기질인 하이드록시우레아에 대한 감수성에는 영향을 미치지 않았다고 제시하였다.  이들 데

이터는, siRNA에 의해 매개되는, P-gp 발현의 침묵이 특이적임을 제안한다.  그러나, 거의 90%의 가장 확연한

MDR 역행은, 더 낮은 농도의 siRNA (100 nM)를 사용하였음에도 불구하고, 췌장암종 유래의 세포주 (EPP85-181

RDB)  및 위암종 세포 (EPG  85-257RDB)에서 이루어졌다 (Nieth  et  al.,  2003,  FEBS  letters  545(2-3):  144-

150).  최근, Donmez 등 (2011, Biomedicine and Pharmacotherapy 65(2):85-89)은, 농도가 20 nM로 낮지만, 독

소루비신-내성인 MCF-7 세포에서 MDR1의 유전자 침묵 활성이 89%라고 밝혔다.  이들 데이터는, RNAi의 효능이

siRNA 서열-의존성일 뿐만 아니라 세포주 의존성일 수 있음을 나타낸다.

siRNA 외에도, 적절한 antiMDR1/P-gp shRNA 발현 벡터를 사용하여, MDR 표현형을 조정하였다.  일 연구에서,[0127]

shRNA 발현은, 파클리탁셀-내성인 SKOV-3TR 및 OVCAR8TR 난소암 세포주에서 MDR1/P-gp를 하향조절하는 데 있어

서, siRNA와 유사한 효능을 가졌다 (Duan et al., 2004, Molecular Cancer Therapeutics 3(7):833).  더욱이,

Stege 등 (2004, Cancer Gene Therapy 11 (11):699-706)은, shRNA-발현 벡터 (psiRNA/MDR-A)를, 약물에 대해

매우 내성인 인간 위암종 세포주 EPG85-257RDB에 도입함으로써, P-gp 발현을 완전히 역행시켰다고 보고하였다.

유사하게는, Yague 등 (2004, Gene Therapy 11 (14): 1170-1174)은, shRNA-발현 벡터 pSUPER을 도입한 경우,

K562 백혈병 세포에서 독소루비신 내성이 완전히 역행되는 것을 관찰하였다.  동일한 방법을 이용하여, Shi 등

(2006, Cancer biology & Therapy 5(1):39-47)은, 인간 표피암종 세포주 (KBv200)에서 새로운 MDR1-siRNA 발현

카세트 및 EGFP 발현 유전자를 발현하는 shRNA의 내인성 발현에 의해 유도되는 기능 및 MDR1/P-gp 유전자 발현

의 안정한 하향조절을 나타내었다.

전술한 연구들 모두에서, 2가지의 시판의 리포좀인 리포펙타민 2000 (Li et al., 2006, European journal of[0128]

pharmacology,  536(1):93-97)  및  (Donmez,  Y.  and  U.  Gunduz,  201  1  ,  Biomedicine  &  Pharmacotherapy
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65(2):85-89),  및 올리고펙타민 (Nieth  et  al.,  2003,  FEBS  letters  545(2-3):  144-150; Wu et al., 2003,

Cancer  research  63(7):  1515;  Stierle  et  al.,  2005,  Biochemical  pharmacology  70(10):  1424-1430;  및

Stierle et al., 2007, Biochimie 89(8): 1033-1036)을 사용하였다.  현재까지, 키토산은 MDR1 유전자를 표적

으로 하는 shRNA 코딩 플라스미드의 전달에 사용되어 왔다.  이 연구에서는, 나노입자는 복합 코아세르베이션

(complex  coacervation)에 의해 형성되었다 (Yang  et  al.,  2009,  J  Huazhong  Univ  Sci  Technolog Med Sci.

Apr;29(2):239-42).  이 연구에서 보고된 mRNA의 최대 감소는 52.6%였으며, 파클리탁셀의 내화학성의 시간 의존

적 역행은 61.3% 이하였다.  항-P-gp siRNA의 전달을 위해 키토산을 사용하는 것은 현재까지 보고된 바가 없다.

본원에서 기술되는 조성물은 단독으로 또는 다른 항암 화합물들과 조합하여 사용될 수 있으며, 이로는 액시비신[0129]

(Acivicin); 아클라루비신(Aclarubicin)); 아코다졸 하이드로클로라이드(Acodazole Hydrochloride)); 아크로닌

(Acronine);  아도젤레신(Adozelesin);  알데스루킨(Aldesleukin);  알트레타민(Altretamine));  암보마이신

(Ambomycin);  아메탄트론 아세테이트(Ametantrone  Acetate);  아미노글루테티미드(Aminoglutethimide);  암사크

린(Amsacrine); 아나스트로졸(Anastrozole); 안트라마이신(Anthramycin); 아스파라기나제(Asparaginase); 아스

페를린(Asperlin);  아자시티딘(Azacitidine);  아제테파(Azetepa);  아조토마이신(Azotomycin);  바티마스타트

(Batimastat);  벤조데파(Benzodepa);  비칼루타미드(Bicalutamide);  비산트렌  하이드로클로라이드(Bisantrene

Hydrochloride); 비스나피드 다이메실레이트(Bisnafide Dimesylate); 비젤레신(Bizelesin); 블레오마이신 설페

이트(Bleomycin  Sulfate);  브레퀴나르 소듐(Brequinar  Sodium);  브로피리민(Bropir이민);  부술판(Busulfan);

칵티노마이신(Cactinomycin);  칼루스테론(Calusterone);  카라세마이드(Caracemide);  카르베티머(Carbetimer);

카르보플라틴(Carboplatin);  카르무스틴(Carmustine);  카루비신  하이드로클로라이드(Carubicin

Hydrochloride);  카르젤레신(Carzelesin);  세데핀골(Cedefingol);  클로람부실(Chlorambucil);  시롤레마이신

(Cirolemycin);  시스플라틴(Cisplatin);  클라드리빈(Cladribine);  크리스나톨  메실레이트(Crisnatol

Mesylate);  사이클로포스파미드(Cyclophosphamide);  시타라빈(Cytarabine);  다카르바진(Dacarbazine);  닥티노

마이신(Dactinomycin);  다우노루비신  하이드로클로라이드(Daunorubicin  Hydrochloride);  데시타빈

(Decitabine); 덱소르마플라틴(Dexormaplatin); 데자구아닌(Dezaguanine); 데자구아닌 메실레이트(Dezaguanine

Mesylate);  다이아지쿠온(다이aziquone);  도세탁셀(Docetaxel);  독소루비신(Doxorubicin);  독소루비신 하이드

로클로라이드(Doxorubicin  Hydrochloride);  드롤록시펜(Droloxifene);  드롤록시펜  시트레이트(Droloxifene

Citrate); 드로모스탈로논 프로피오네이트(Dromostanolone Propionate)); 듀아조마이신(Duazomycin); 에다트렉

세이트(Edatrexate);  에플오르니틴  하이드로클로라이드(Eflornithine  Hydrochloride);  엘사미트루신

(Elsamitrucin); 엔로플라틴(Enloplatin); 엔프로메이트(Enpromate); 에피프로피딘(Epipropidine); 에피루비신

하이드로클로라이드(Epirubicin  Hydrochloride);  에르불로졸(Erbulozole);  에소루비신  하이드로클로라이드

(Esorubicin  Hydrochloride);  에스트라무스틴(Estramustine);  에스트라무스틴  포스페이트  소듐(Estramustine

phosphate  Sodium);  에타니다졸(Etanidazole);  에토포시드(Etoposide);  에토포시드  포스페이트(Etoposide

phosphate);  에토프린(Etoprine);  프라드로졸  하이드로클로라이드(Fadrozole  Hydrochloride);  파라자빈

(Fazarabine);  펜레티니드(Fenretinide);  플록수리딘(Floxuridine);  플루다라빈  포스페이트(Fludarabine

phosphate); 플루오로우라실(Fluorouracil); 플루로시타빈(Flurocitabine); 포스퀴돈(Fosquidone); 포스트리에

신  소듐(Fostriecin  Sodium);  겜시타빈(Gemcitabine);  겜시타빈  하이드로클로라이드(Gemcitabine

Hydrochloride);  하이드록시우레아);  이다루비신 하이드로클로라이드(Idarubicin  Hydrochloride);  이포스파미

드(Ifosfamide);  일모포신(llmofosine);  인터페론 α-2a);  인터페론 α-2b);  인터페론 α-n1);  인터페론 α-

n3);  인터페론  β-1a);  인터페론  γ-1b);  이프로플라틴(Iproplatin);  이리노테칸  하이드로클로라이드

(Irinotecan Hydrochloride); 란레오티드 아세테이트(Lanreotide Acetate); 레트로졸(Letrozole); 레우프롤리

드 아세테이트(Leuprolide  Acetate); 리아로졸 하이드로클로라이드(Liarozole Hydrochloride); 로메트렉솔 소

듐(Lometrexol  Sodium);  로무스틴(Lomustine);  로속산트론 하이드로클로라이드(Losoxantrone  Hydrochloride);

마소프로콜(Masoprocol);  메이탄신(Maytansine);  메클로레타민  하이드로클로라이드(Mechloreth아민

Hydrochloride);  메게스트롤  아세테이트(Megestrol  Acetate);  멜렌게스트롤  아세테이트(Melengestrol

Acetate);  멜팔란(Melphalan);  메노가릴(Menogaril);  머캅토퓨린(Mercaptopurine);  메토트렉세이트

(Methotrexate);  메토트렉세이트 소듐(Methotrexate  Sodium);  메토프린(Metoprine);  메투레데파(Meturedepa);

미틴도마이드(Mitindomide); 미토카신(Mitocarcin); 미토크로민(Mitocromin); 미토길린(Mitogillin); 미토말신

(Mitomalcin);  미토마이신(Mitomycin);  미토스페르(Mitosper);  미토탄(Mitotane);  미톡산트론 하이드로클로라

이드(Mitoxantrone  Hydrochloride);  마이코페놀산(Mycophenolic  Acid);  노코다졸(Nocodazole);  노갈라마이신

(Nogalamycin);  오르마플라틴(Ormaplatin);  옥시수란(Oxisuran);  파클리탁셀(Paclitaxel);  페가스파가제

(Pegaspargase);  페릴리오마이신(Peliomycin);  펜타무스틴(Pentamustine);  펩플로마이신 설페이트(Peplomycin
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Sulfate); 페르포스파미드(Perfosfamide); 피포브로만(Pipobroman); 피포술판(Piposulfan); 피록산트론 하이드

로클로라이드(Piroxantrone Hydrochloride); 플리카마이신(Plicamycin); 플로메스탄(Plomestane); 포르피머 소

듐(Porfimer Sodium); 포르피로마이신(Porfiromycin); 프레드니무스틴(Prednimustine;. 프로카바진 하이드로클

로라이드(Procarbazine  Hydrochloride);  퓨로마이신(Puromycin);  퓨로마이신  하이드로클로라이드(Puromycin

Hydrochloride);  피라조퓨린(Pyrazofurin);  리보프린(Riboprine);  로글레티미드(Rogletimide);  사핀골

(Safingol);  사핀골  하이드로클로라이드(Safingol  Hydrochloride);  세뮤스틴(Semustine);  심트라젠

(Simtrazene);  스파포세이트 소듐(Sparfosate  Sodium);  스파소마이신(Sparsomycin);  스피로게르마늄 하이드로

클로라이드(Spirogermanium Hydrochloride); 스피로뮤스틴(Spiromustine); 스피로프랄틴(Spiroplatin); 스트렙

토니그린(Streptonigrin;.  스트렙토조신(Streptozocin);  술로페누르(Sulofenur);  탈리소마이신(Talisomycin);

탁솔(Taxol); 탁소테레(Taxotere); 테코갈란 소듐(Tecogalan Sodium); 테가푸르(Tegafur); 텔록산트론 하이드

로클로라이드(Teloxantrone  Hydrochloride);  테모포르핀(Temoporfin);  테니포사이드(Teniposide);  테록시론

(Teroxirone);  테스톨락톤(Testolactone);  티아미프린(Thiamiprine);  티오구아닌(Thioguanine);  티오테파

(Thiotepa);  티아조푸린(Tiazofurin);  티라파자민(Tirapazamine);  토포테칸  하이드로클로라이드(Topotecan

Hydrochloride); 토레미펜 시트레이트(Toremifene Citrate); 트레스톨론 아세테이트(Trestolone Acetate); 트

리시리빈 포스페이트(Triciribine phosphate); 트리메트렉세이트(Trimetrexate); 트리메트렉세이트 글루쿠로네

이트(Trimetrexate  Glucuronate);  트립토렐린(Triptorelin);  투불로졸  하이드로클로라이드(Tubulozole

Hydrochloride);  우라실 머스타드(Uracil  Mustard);  유레데파(Uredepa); 바프레오타이드(Vapreotide); 베르네

포르핀(Verteporfin);  빈블라스틴  설페이트(Vinblastine  Sulfate);  빈크리스틴  설페이트(Vincristine

Sulfate); 빈데신(Vindesine); 빈데신 설페이트(Vindesine Sulfate); 비네피딘 설페이트(Vinepidine Sulfate);

빈글리신네이트 설페이트(Vinglycinate Sulfate); 빈레우로신 설페이트(Vinleurosine Sulfate); 비노렐빈 타르

트레이트(Vinorelbine  Tartrate);  빈로시딘 설페이트(Vinrosidine  Sulfate);  빈졸리딘 설페이트(Vinzolidine

Sulfate);  보로졸(Vorozole);  제니플라틴(Zeniplatin);  지노스타틴(Zinostatin);  또는 조로루비신 하이드로클

로라이드(Zorubicin Hydrochloride)가 포함된다.

다른  항암  약물로는,   20-에피(epi)-1,25  다이하이드록시비타민  D3;  5-에티닐우라실;   아비라테론[0130]

(abiraterone);  아클라루비신(aclarubicin);  아실풀벤(acylfulvene);  아데시페놀(adecypenol);  아도젤레신

(adozelesin);   알데스루킨(aldesleukin);   ALL-TK   길항제;   알트레타민(altretamine);  암바무스틴

(ambamustine);  아미독스(amidox);  아미포스틴(amifostine);  아미노레불린산(aminolevulinic  acid);  암루비신

(amrubicin); 암사크린(amsacrine); 아나그렐리드(anagrelide); 아나스트로졸(anastrozole); 안드로그라폴리드

(andrographolide);  혈관신생 저해제; 길항제 D;  길항제 G;  안타렐릭스(antarelix);  항-도살라이징 형태형성

(anti-dorsalizing morphogenetic) 단백질-1; 항안드로겐, 전립선 암종; 항에스트로겐; 항네오플라스톤; 안티

센스  올리고뉴클레오타이드;  아피디콜린  글리시네이트;  아폽토시스  유전자  조절인자;  아폽토시스  조절

인자;  아푸린산(apurinic   acid);   아라-CDP-DL-PTBA;   아르기닌  데아미나아제;  아술라크린(asulacrine);

아타메스탄 (atamestane);  아트리무스틴(atrimustine);  악시나스타틴(axinastatin)  1;  악시나스타틴  2;

악시나스타틴   3;  아자세트론(azasetron);  아자톡신(azatoxin);  아자티로신(azatyrosine);  바카틴(baccatin)

III 유도체; 발라놀(balanol);  바티마스탯(batimastat);  BCR/ABL  길항제;  벤조클로린(benzochlorin);  벤

조일스타우로스포린 (benzoylstaurosporine);  베타  락탐  유도체;  베타-알레틴(beta-alethine);  베타클라

마이신(betaclamycin)   B;  베툴린산(betulinic  acid);  bFGF  저해제;  비칼루타미드(bicalutamide);  비산트렌

(bisantrene);  비스아지리디닐스퍼민(bisaziridinylspermine);  비스나피드(bisnafide);  비스트라텐

(bistratene)  A;  비젤레신(bizelesin);  브레플레이트(breflate);   브로피리민(bropirimine);   부도티탄

(budotitane);   부티오닌   설폭시민(buthionine  sulfoximine);  칼시포트리올(calcipotriol);  칼포스틴

(calphostin)  C;  캄프토테신(camptothecin)  유도체;  카나리폭스(canarypox)   IL-2;   카페시타빈

(capecitabine);  카복사미드-아미노-트라이아졸;  카복시아미도트라이아졸; CaRest M3; CARN 700; 연골 유래

의 저해제; 카르젤레신(carzelesin); 카세인 키나제 저해제 (ICOS); 카스타노스퍼민(castanospermine); 세크로

핀(cecropin)  B;  세트로렐릭스(cetrorelix);  클로를른(chlorlns);  클로로퀴녹살린   설폰아미드

(chloroquinoxaline  sulfonamide);  시카프로스트(cicaprost);  시스-포르피린;  클라드리빈(cladribine); 클

로미펜(clomifene) 유사체; 클로트리마졸(clotrimazole); 콜리스마이신(collismycin) A; 콜리스마이신 B; 콤브

레타스타틴(combretastatin)  A4;  콤브레타스타틴  유사체;  코나게닌(conagenin);  크람베스시딘(crambescidin)

816;  크리스나톨(crisnatol);  크립토파이신(cryptophycin)  8;  크립토파이신 A  유도체;  쿠라신(curacin)   A;

사이클로펜타안트라퀴논(cyclopentanthraquinone);   사이클로플라탐(cycloplatam);   시페마이신(cypemycin);

시타라빈  옥토스페이트(cytarabine  ocfosfate);  세포용해  인자;  사이토스타틴(cytostatin);  다클릭시맙
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(dacliximab);  데시타빈(decitabine);  데하이드로디뎀닌(dehydrodidemnin)  B;  데슬로렐린(deslorelin); 덱

사메타손(dexamethasone);   덱시포스파미드(dexifosfamide);   덱스라족산(dexrazoxane);   덱스베라파밀

(dexverapamil);   디아지쿠온(diaziquone);   디뎀닌(didemnin)   B;   디독스(didox);   다이에틸노르스퍼민

(diethylnorspermine);   다이하이드로-5-아자시티딘;   9-다이옥사마이신;   다이페닐   스파이로무스틴

(spiromustine);  도코사놀(docosanol);  돌라세트론(dolasetron);  독시플루리딘(doxifluridine);  드롤록시

펜(droloxifene);  드로나비놀(dronabinol);  두오카르마이신(duocarmycin)  SA;  엡셀렌(ebselen);  에코무스

틴(ecomustine);  에델포신(edelfosine);  에드레콜로맙(edrecolomab);  에플로르니틴(eflornithine);  엘레멘

(elemene);  에미테퓨르(emitefur);  에피루비신(epirubicin);  에프리스테리드(epristeride);  에스트라무스

틴(estramustine)  유사체;  에스트로겐  작용제;  에스트로겐  길항제;  에타니다졸(etanidazole);  에토포시

드(etoposide)  포스페이트;  엑세메스탄(exemestane);  파드로졸(fadrozole);  파자라빈(fazarabine);  펜레

티니드(fenretinide);   필그라스팀(filgrastim);  피나스테리드(finasteride);  플라보피리돌(flavopiridol);

플레젤라스틴(flezelastine);  플루아스테론(fluasterone);  플루다라빈(fludarabine);  플루오로다우노루니신

(fluorodaunorunicin) 하이드로클로라이드; 포르페니멕스(forfenimex); 포르메스탄(formestane); 포스트리에신

(fostriecin);  포테무스틴(fotemustine);  가돌리늄 텍사피린(gadolinium texaphyrin); 갈륨 니트레이트; 갈

로시타빈(galocitabine);  가니렐릭스(ganirelix);  젤라티나아제(gelatinase)  저해제;  젬시타빈(gemcitabine);

글루타티온  저해제;  헵술팜(hepsulfam);  헤레귤린(heregulin);  헥사메틸렌  비스아세트아미드;  하이페리신

(hypericin);  이반드론산(ibandronic  acid);  이다루비신(idarubicin);  이독시펜(idoxifene);  이드라만톤

(idramantone); 일모포신(ilmofosine); 일로마스탯(ilomastat); 이미다조아크리돈(imidazoacridone); 이미퀴모

드(imiquimod); 면역자극 펩티드; 인슐린 유사 성장 인자-1 수용체 저해제; 인터페론 작용제; 인터페론; 인터루

킨;  이오벤구안(iobenguane);  요오도독소루비신(iododoxorubicin);  이포메아놀(ipomeanol),  4-;  이로플라

크트(iroplact);  이르소글라딘(irsogladine);  이소벤가졸(isobengazole);  이소호모할리콘드린

(isohomohalicondrin)  B;   이타세트론(itasetron);   자스플라키놀리드(jasplakinolide);   카할랄리드

(kahalalide)   F;   라멜라린(lamellarin)-N   트라이아세테이트;   란레오티드(lanreotide);   레이나마이신

(leinamycin);  레노그라스팀(lenograstim); 렌티난 설페이트(lentinan sulfate); 렙톨스타틴(leptolstatin);

레트로졸(letrozole); 백혈병 억제  인자;  백혈구  알파  인터페론;  루프롤리드(leuprolide)+에스트로겐+프로

게스테론;  루프로렐린(leuprorelin); 레바미솔(levamisole); 리아로졸(liarozole); 선형 폴리아민 유사체; 친

지질성  이당류  펩티드;친지질성   백금   화합물;   리소클리나미드(lissoclinamide)   7;   로바플라틴

(lobaplatin);   롬브리신(lombricine);  로메트렉솔(lometrexol);   로니다민(lonidamine);   로속산트론

(losoxantrone);  로바스타틴(lovastatin);  록소리빈(loxoribine); 루르토테칸(lurtotecan); 루테튬 텍사피린

(lutetium  texaphyrin);  리소필린(lysofylline);  용해   펩티드;   마이탄신(maitansine);   만노스타틴

(mannostatin)   A;   마리마스탯(marimastat);   마소프로콜(masoprocol);   마스핀(maspin);   마트릴리신

(matrilysin)   저해제;  기질  메탈로프로테인아제  저해제;  메노가릴(menogaril);   메르바론(merbarone);

메테렐린(meterelin);   메티오니나아제;   메토클로프라미드(metoclopramide);   MIF   저해제;   미페프리스톤

(mifepristone);  밀테포신(miltefosine);  미리모스팀(mirimostim);  미스매치된  이중가닥  RNA;  미토구아

존(mitoguazone);  미토락톨(mitolactol);  미토마이신(mitomycin)  유사체;  미토나피드(mitonafide);  모토

톡신  섬유모세포  성장  인자-사포린(saporin);  미톡산트론(mitoxantrone); 모파로텐(mofarotene); 몰그라모

스팀(molgramostim);  모노클로날  항체,  인간  융모막  성선자극  호르몬;  모노포스포릴  지질  A+미오박테리아

(myobacterium) 세포벽 sk; 모피다몰(mopidamol); 다중약물 내성 유전자 저해제;다발성 종양 저해제 1-기반 치

료제;  머스터드  항암제;  미카퍼옥사이드(mycaperoxide)  B;  미코박테리아  세포벽  추출물;  미리아포론

(myriaporone);  N-아세틸디날린(acetyldinaline);  N-치환된  벤즈아미드;  나파렐린(nafarelin);  나그레스팁

(nagrestip);  날록손(naloxone)+펜타조신(pentazocine);  나파빈(napavin);  나프테르핀(naphterpin);  나르토그

라스팀(nartograstim);  네다플라틴(nedaplatin);  네모루비신(nemorubicin);  네리드론산(neridronic   acid);

중성 엔도펩티다아제;  닐루타미드(nilutamide);  니사마이신(nisamycin);  산화질소 조절 인자;  니트록사이드

항산화제;  니트룰린(nitrullyn);  O6-벤질구아닌;  옥트레오티드(octreotide);  오키세논(okicenone); 올리고

뉴클레오타이드;  오나프리스톤(onapristone);  온단세트론(ondansetron);  온단세트론;  오라신(oracin);   경구

시토카인  유도제;  오르마플라틴(ormaplatin);  오사테론(osaterone);  옥살리플라틴(oxaliplatin);  옥사우

노마이신(oxaunomycin);   팔라우아민(palauamine);   팔미토일리족신(palmitoylrhizoxin);파미드론산

(pamidronic  acid);  파낙시트라이올(panaxytriol);  파노미펜(panomifene);  파라박틴(parabactin);파젤리프

틴(pazelliptine);   페가스파르가아제(pegaspargase);   펠데신(peldesine);   펜토산  폴리설페이트 나트륨;

펜토스타틴(pentostatin);   펜트로졸(pentrozole);   퍼플루브론(perflubron);   퍼포스파미드(perfosfamide);

페릴릴  알코올(perillyl  alcohol);  페나지노마이신(phenazinomycin);  페닐아세테이트(phenylacetate);  포
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스파타아제   저해제;   피시바닐(picibanil);   필로카르핀(pilocarpine)   하이드로클로라이드;피라루비신

(pirarubicin);  피리트렉심(piritrexim);  플라세틴(placetin)  A;  플라세틴 B;  플라스미노겐 활성인자  저

해제;  백금  착물;  백금  화합물;  백금-트라이아민  착물;  포르피머(porfimer)  나트륨;  포르피로마이신

(porfiromycin); 프레드니손(prednisone); 프로필 비스-아크리돈(bis-acridone); 프로스타글란딘 J2; 프로테아

솜(proteasome) 저해제; 단백질 A-기반 면역 조절인자; 단백질 키나제 C 저해제; 단백질 키나제 C 저해제, 미세

조류(microalgal);  단백질  티로신 포스파타아제 저해제;  푸린  누클레오시드 포스포릴라아제 저해제;푸르푸린

(purpurin);  피라졸로아크리딘(pyrazoloacridine);  피리독실화된 헤모글로빈 폴리옥시에틸렌 컨쥬게이트;  raf

길항제;  랄티트렉세드(raltitrexed);  라모세트론(ramosetron);  ras  파르네실  단백질  트랜스페라아제  저

해제; ras 저해제;ras-GAP 저해제; 메틸이 제거된 (demethylated) 레텔립틴(retelliptine); 레늄(rhenium) Re

186  에티드로네이트(etidronate);  리족신(rhizoxin);  리보자임; RII  레틴아미드; 로글레티미드(rogletimide);

로히투카인(rohitukine);  로무르티드(romurtide);  로퀴니멕스(roquinimex);  루비기논(rubiginone)  B1;  루

복실(ruboxyl);  사핑골(safingol);  사인토핀(saintopin);  SarCNU;  사르코파이톨(sarcophytol)  A;  사르그

라모스팀(sargramostim); Sdi 1 모방체(mimetic); 세무스틴(semustine); 노화 유래의 저해제 1; 센스 올리고뉴

클레오타이드;   신호전달   저해제;   신호전달   조절인자;   단일   사슬   항원   결합단백질;   시조피란

(sizofiran);  소부족산(sobuzoxane);  나트륨 보로캅테이트(sodium  borocaptate);  나트륨 페닐아세테이트;

솔베롤(solverol);  소마토메딘(somatomedin)  결합  단백질;  소네르민(sonermin);  스파르포스산(sparfosic

acid);   스피카마이신(spicamycin)  D;  스파이로무스틴(spiromustine);  스플레노펜틴(splenopentin);  스폰지스

타틴(spongistatin) 1; 스쿠알라민(squalamine);  줄기세포  저해제;  줄기세포  분열  저해제;  스티피아미드

(stipiamide);  스트로멜리신(stromelysin)저해제;  술피노신(sulfinosine);  과활성의 혈관작용 장 펩티드 길

항제;  수라디스타(suradista); 수라민(suramin);  스와인소닌(swainsonine);  합성  글리코사미노글리칸;  탈

리무스틴(tallimustine);  타목시펜 메티오다이드(tamoxifen  methiodide);  타우로무스틴(tauromustine);  타

자로텐(tazarotene);   테코갈란(tecogalan)   나트륨;  테가퓨르(tegafur);   텔루라피릴륨(tellurapyrylium);

텔로머라아제   저해제;   테모포르핀(temoporfin);   테모졸로미드(temozolomide);   테니포시드(teniposide);

테트라클로로데카옥사이드(tetrachlorodecaoxide);  테트라조민(tetrazomine);  탈리블라스틴(thaliblastine);

티오코랄린(thiocoraline);  트롬보포이어틴(thrombopoietin);   트롬보포이어틴   모방체;   티말파신

(thymalfasin);  티모포이어틴(thymopoietin)  수용체  작용제;  티모트리난(thymotrinan);  갑상선  자극  호

르몬;  주석  에틸  에티오푸르푸린(etiopurpurin);  티라파자민(tirapazamine);  티타노센  바이클로라이드

(titanocene  bichloride);  톱센틴(topsentin); 토레미펜(toremifene); 전능성 줄기세포 인자; 번역 저해제;

트레티노인(tretinoin);  트라이아세틸우리딘(triacetyluridine);   트리시리빈(triciribine);   트리메트렉세이

트;  트립토렐린(triptorelin);  트로피세트론(tropisetron);  투로스테라이드(turosteride);  티로신  키나제

저해제;  티르포스틴(tyrphostin);  UBC 저해제; 유베니멕스(ubenimex); 비뇨생식동 유래의 성장 억제 인자; 우

로키나제 수용체 길항제; 바프레오티드(vapreotide);  바리올린(variolin)  B;  벡터  시스템,  적혈구  유전자

요법;  벨라레솔(velaresol);   베라민(veramine);  베르딘(verdin);  베르테포르핀(verteporfin);  비노렐빈

(vinorelbine);  빈크살틴(vinxaltine);  비탁신(vitaxin); 보로졸(vorozole); 자노테론(zanoterone); 제니플

라틴(zeniplatin);  질라스코르브(zilascorb);  및 지노스타틴 스티말라머(zinostatin  stimalamer)를 포함한다.

항암  보조  강화  화학물로는,  트리사이클릭  항우울약  (예를  들어,  이미프라민(imipramine),  데시프라민[0131]

(desipramine),  아미트립틸린(amitryptyline),  클로미프라민(clomipramine),  트리미프라민(trimipramine),  독

세핀(doxepin),  노르트립틸린(nortriptyline),  프로트립틸린(protriptyline),  아목사핀(amoxapine)  및 마프로

틸린(maprotiline)); 비-트리사이클릭 항우울약 (예를 들어, 세르트랄린(sertraline), 트라조돈(trazodone) 및

시탈로프람(citalopram));  Ca++  길항제 (예를 들어, 베라파밀(verapamil), 니페디핀(nifedipine), 니트렌디핀

(nitrendipine) 및 카로베린(caroverine)); 칼모듈린 저해제 (예를 들어, 프레닐아민(prenylamine), 트리플루

오로페라진(trifluoroperazine) 및 클로미프라민); 암포테리신 B(Amphotericin B); 트리파라놀(Triparanol) 유

사체 (예를 들어, 타목시펜(tamoxifen)); 항부정맥약 (예를 들어, 퀴니딘(quinidine)); 항고혈압약 (예를 들어,

레세르핀(reserpine));  티올  제거제(Thiol  depleter)  (예를  들어,  부티오닌(buthionine)  및  설폭시민

(sulfoximine)), 및 다중 약물 내성 감소 화합물, 예컨대 크레마포르 EL(Cremaphor EL)을 포함한다.

본 발명의 목적을 위해 병용 치료법에서 유용한 다른 화합물들로는, 항증식 화합물, 피리트렉심 이세티오네이트[0132]

(Piritrexim Isethionate); 항전립선 비대 화합물, 시토글루사이드(Sitogluside); 양성 전립선 비대 치료 화합

물, 탐술로신 하이드로클로라이드(Tamsulosin Hydrochloride); 전립선 성장 저해제, 펜토몬(Pentomone); 방사

성 화합물, 예컨대, 피브리노겐(Fibrinogen) I 125, 플루데옥시글루코스 F 18, 플루로도파(Fluorodopa) F 18,
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인슐린 I 125, 인슐린 I 131, 로벤구안(lobenguane) I 123, 로디파마이드 소듐(lodipamide Sodium) I 131, 로

도안티피린(lodoantipyrine)  I  131,  로도콜레스테롤  I  131,  로도히푸레이트  소듐(lodohippurate  Sodium)  I

123, 로도히푸레이트 소듐 I 125, 로도히푸레이트 소듐 I 131, 로도피라세트(lodopyracet) I 125, 로도피라세트

I 131,  로페타민 하이드로클로라이드(lofetamine  Hydrochloride)  I  123,  로메틴(lomethin)  I  125,  로메틴 I

131,  로탈라메이트 소듐(lothalamate  Sodium)  I  125,  로탈라메이트 소듐 I  131,  로타이로신(lotyrosine)  I

131, 리오타이로닌(Liothyronine) I 125, 리오타이로닌 I 131, 메리소프롤 아세테이트(Merisoprol Acetate) Hg

197, 메리소프롤 아세테이트 Hg 203, 메리소프롤 Hg 197, 셀레노메티오닌(Selenomethionine) Se 75, 테크네튬

(Technetium) Tc 99m 안티몬 트리설파이드 콜로이드, 테크네튬 Tc 99m 비시세이트(Bicisate), 테크네튬 Tc 99m

다이소페닌(Disofenin),  테크네튬  Tc  99m  에티드로네이트(Etidronate),  테크네튬  Tc  99m  엑사메타짐

(Exametazime), 테크네튬 Tc 99m 퓨리포스민(Furifosmin), 테크네튬 Tc 99m 글루셉테이트(Gluceptate), 테크네

튬 Tc  99m  리도페닌(Lidofenin),  테크네튬 Tc  99m  메브로페닌(Mebrofenin),  테크네튬 Tc  99m  메드로네이트

(Medronate), 테크네튬 Tc 99m 메드로네이트 다이소듐, 테크네튬 Tc 99m 메르티아타이드(Mertiatide), 테크네

튬 Tc 99m 옥시드로네이트(Oxidronate), 테크네튬 Tc 99m 펜테테이트(Pentetate), 테크네튬 Tc 99m 펜테테이트

칼슘 트리소듐, 테크네튬 Tc 99m 세스타미비(Sestamibi), 테크네튬 Tc 99m 시보록심(Siboroxime), 테크네튬 Tc

99m  숙시머(Succimer),  테크네튬  Tc  99m  설퍼  콜로이드(Sulfur  Colloid),  테크네튬  Tc  99m  테보록심

(Teboroxime), 테크네튬 Tc 99m 테트로포스민(Tetrofosmin), 테크네튬 Tc 99m 티아타이드(Tiatide), 타이록신

(Thyroxine) I 125, 타이록신 I 131, 톨포비돈(Tolpovidone) I 131, 트리올레인(Triolein) I 125 및 트리올레

인 I 131을 포함한다.

본원에서, "치료" 및 "~을 치료하는"은, 당뇨병 및 관련 증상과 징후들을 예방, 저해, 및 완화하는 것을 포함한[0133]

다.  치료는 본원에서 기술되는 조성물을 치료적 유효량으로 투여함으로써 수행할 수 있다.  다른 경우들에서,

치료는 인슐린과 본원에서 기술되는 조성물의 조합을 동시에 치료적 유효량으로 투여함으로써 수행할 수 있다.

보다 다른 경우들에서, 치료는, 치료해야 할 당뇨병 및 관련 증상이 II형 당뇨병, 인슐린 내성, 고인슐린혈증,

당뇨병-유도성 고혈압, 비만, 또는 혈관, 눈, 신장, 신경, 자율신경계, 피부, 결합 조직, 또는 면역계 손상인

경우, 혈당강하 화합물과 본원에서 기술되는 조성물의 조합을 동시에 치료적 유효량으로 투여함으로써 수행할

수 있다.

화학적 개질을 가진 키토산의 예로는, (i) 키틴 및/또는 키토산에 공유 결합할 수 있거나, 또는 핵산 또는 올리[0134]

고뉴클레오타이드와 복합체를 이루는 키토산-기재의 화합물에 이온 결합 또는 소수성 결합되는 특정한 또는 비-

특정한 세포 표적화 모이어티, 및 (ii) 물리적, 화학적, 또는 생리학적 특성을 변경시키도록 작용하는 키틴 및

키토산의 개질 또는 여러 가지 유도체를 가진, 키토산-기재의 화합물이다.  이러한 개질된 키토산의 예는, 특정

한 또는 비-특정한 표적화 리간드를 가진 키토산-기재의 화합물, 막 투과제, 아세포성 위치화 구성분, 엔도좀분

해성 (분해성) 제제, 핵 위치화 신호, 콜로이드 안정화제, 혈액 중 순환 반감기의 증가를 촉진하는 제제, 및

염, O-아세틸화 및 N-아세틸화된 유도체와 같은 화학적 유도체이다.  키토산의 화학적 개질을 위한 일부 위치들

로는, C2(NH-CO-CH3 또는 NH2), C3(OH), 또는 C6(CH2OH)을 포함한다.

본원에서 기술되는 조성물은 조절 방출 특성이 효과적인, 적절한 약물 전달 시스템이다.  본 발명의 조성물은,[0135]

Mirus Transit TKO
®
 친지성 시약, Lipofectin

®
, Lipofectamine™, Cellfectin

®
, 폴리양이온 (예를 들어, 폴리

리신) 또는 리포좀과 같은, 그러나 이로 한정되지 않는, 적절한 전달 시약의 동시투여와 같이, 공지된 병용 요

법으로 투여될 수 있다.

본원에서, "동시 투여" 및 "동시에 투여하는"은, 본원에서 기술되는 조성물과, 인슐린 및/또는 혈당강하 화합물[0136]

을, 약학 조성물과 같은 혼합물 형태로, 또는 연속해서, 동시에 또는 따로 투여되는 분리된 약학 조성물과 같은

분리된 제형으로서, 동시에 투여하는 것을 포함한다.

적절한 혈당강하 화합물로는, 예를 들어, 메트포르민, 아카보스, 아세토헥사마이드, 글리메피라이드, 톨라자마[0137]

이드, 글리피자이드, 글리부라이드, 톨부타마이드, 클로르프로파마이드, 티아졸리딘다이온, 알파 글루코시다제

저해제, 바이구아닌다이엔 유도체, 및 트로글리타존, 및 이들의 혼합물을 포함한다.

본원에서 기술되는 조성물의 투여는 피하, 근육내, 피내, 유방내, 정맥내를 포함하는 비경구 투여, 및 당업계에[0138]

공지된 다른 투여 방법일 수 있다.

본 발명은 하기 실시예를 참조로, 보다 쉽게 이해할 것이다.[0139]

 실시예 I[0140]
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    키토산/ dsODN 또는 siRNA 기반의 나노입자 제형의 제조[0141]

초순수 키토산 샘플을 품질 제어 제조 공정을 이용하여 생산하여, 단백질, 박테리아 내독소, 독성 금속, 무기[0142]

및  유기  불순물  등의  오염물질들을  제거하였다.   모든  키토산은  박테리아  내독소를  50EU/g  미만으로

함유하였다.  키토산은 탈아세틸화율이 92% 및 80%인 것을 선택하였다 (표 1).  이들 키토산은 이종적인 탈아세

틸화(heterogeneous deacetylation)를 통해 제조하여, 아세틸기가 무작위 분포되지 않고 블럭으로 분포되게 하

였다.  키토산은 기존에 개시된 바와 같이 아질산을 이용하여 화학적으로 분해하여 (Lavertu  et  al.,  2006,

Biomaterials, 27:4815-4824; Lavertu et al., 2003, J Pharmaceutical and Biomedical analysis, 32: 1 149-

1 158), 특정한 분자량, 즉 10 kDa, 40 kDa 및 80 kDa을 수득하였으며, 이들 중 전자 2개는 DDA가 92% 및 80%

이고, 후자는 DDA가 80%이었다 (표 1).

                           표 1[0143]

키토산 탈아세틸화율 (DDA), 평균 분자량 (Mn), 다분산 지수 (PDI)[0144]

[0145]

[0146]

DPP-IV 유전자를 타겟팅하는 소형 간섭 RNA는 Dharmacon (Thermo scientific, Dharmacon RNAi Technologies,[0147]

USA) 사로부터 구입하였다.  이 siRNA 센스 및 안티센스 가닥은 뉴클레오티드 2개 (UU)가 3' 오버행이 되도록

합성하였다.  후보물질들은, DPP-IV 서열을 타겟팅하는 4가지 서열들 (DPP-IV Seq1 : CACUCUAACUGAUUACUUA, 서

열번호 1 ; DPP-IV Seq2: UAGCAUAUGCCCAAUUUAA, 서열번호 2; DPP-IV Seq 3: CAAGUUGAGUACCUCCUUA, 서열번호 3;

DPP-IV  Seq  4:  UAUAGUAGCUAGCUUUGAU,  서열번호  4)의  풀로  구성된다.   ApoB를  타겟팅하는  siRNA  서열은

Dharmacon 사에서 2-ACE RNA 화학법으로 주문 합성하였다 (ApoB Seq1 : GUCAUCACACUGAAUACCAAU, (안티센스 가

닥들은 뉴클레오티드 2개(AC)가 3' 오버행이도록 합성함), 서열번호 5; ApoB Seq 2 (센스): 5' CUC UCA CAU

ACA AUU GAA AdTdT 3', 서열번호 7; ApoB seq 2 (안티센스) 5' UUU CAA UUG UAU GUG AGA GUUoUoU 3' (oU-oU)

= 2'-0-메틸-우리딘 오버행, 서열번호 6; ApoB Seq3 (센스): GGAAUCuuAuAuuuGAUCcA*A, 서열번호 8; ApoB Seq3

(안티센스): uuGGAUcAAAuAuAAGAuUCc*c*U, 서열번호 9; 2'0-메틸 변형된 뉴클레오타이드들은 소문자로 표시하며,

포스포로티오에이트 연결은 별표 표시됨).  이들 서열들은 Soutschek, et al. (2004, Nature, 432: 173-178),

Zimmermann et al. (2006, Nature, 441 : 111-114) 및 Strapps et al. (2010, Nucleic Acids Research, Vol.

38, No. 14)에 의해 공개되었다.

RecQL1을  타겟팅하는 siRNA  서열은 Dharmacon  사에서 2-ACE  RNA  화학법으로 주문 합성하였다 (Seq1  :  5'-[0148]

GUUCAGACCACUUCAGCUUdTdT-3', 서열번호 10).  이 서열은 Futami et al. (2008, Cancer Sci, 99:71-80; 2008,

Cancer Sci, 99: 1227-1236)에서 공개되었다.  MDR1을 타겟팅하는 서열들은 Dharmacon 사에서 미리 합성한 것

을 구입하였으며, 이는 회사 카다로그에 제품 번호 M-003868-02-0010으로 시판되고 있다.  후보물질들은, MDR1

서열을 타겟팅하는 4개의 siRNA: Seq 1 (센스): 5' GCUGAUCUAUGCAUCUUAUUU 3', 서열번호 11; Seq 1 (안티센스)

공개특허 10-2014-0051182

- 34 -



5'AUAAGAUGCAUAGAUCAGCUU 3'; 서열번호 12; Seq 2 (센스): 5'GACCAUAAAUGUAAGGUUUUU 3', 서열번호 13; Seq 2

(안티센스): 5' AAACCUUACAUUUAUGGUCUU 3', 서열번호 14; Seq 3 (센스): 5' GAAACUGCCUCAUAAAUUUUU 3', 서열번

호  15;  Seq  3  (안티센스):  AAAUUUAUGAGGCAGUUUCUU  3',  서열번호  16;  Seq  4  (센스):

5'UCGAGUCACUGCCUAAUAAUU3', 서열번호 17; Seq 4 (안티센스): 5'UUAUUAGGCAGUGACUCGAUU 3', 서열번호 18로 구

성된다.

dsODN 서열들은 포스포르아미디트 화학법 (Integrated DNA Technologies, Inc)으로 합성하였으며, 나노입자 안[0149]

정성과 핵산 보호 분석에 사용하였다.  유세포 측정 분석을 위해, 6-카르복시플루오레세인 (6FAM)으로 5' 표지

된 dsODN을 사용하였다 (Integrated DNA technologies, USA).

본원에 제시된 키토산 나노입자의 물리-화학적 특정화를 위해 사용되는 dsODN의 논리적 근거는 이의 siRNA 모방[0150]

특징이다.  이러한 모방 특징은 siRNA와 dsODN 간의 구조적 측면에서의 유사성이 요인이다 (이중 가닥 구조, 길

리 (21mer) 및 뉴클레오타이드 오버행).  아울러, 이들 벡본의 포스페이트 잔기의 수와 스페이싱이 동일하기 때

문에, siRNA와 dsODN 간에 전하 밀도도 비슷하다.  siRNA와 dsODN의 차이는, dsODN 서열에서 우라실이 티민 (U

-> T)으로 치환되어 있고, dsODN 당 벡본의 데옥시리보실화가 존재한다는 것이다.  dsODN 서열은 포스포르아미

디트 화학법으로 합성하였으며 (Integrated DNA Technologies, Inc), 크기 및 제타 전위 측정, 나노입자 안정

성 및 뉴클레아제 보호 분석에 사용하였다.  공초점 검경과 유세포 측정 분석을 위해, 6-카르복시플루오레세인

(6FAM)으로 5' 표지된 dsODN을 사용하였다 (Integrated DNA technologies, USA).

특정한 Mn과 DDA를 가진 키토산을 글루코사민 : HCl 비율 1:1의 최종 농도 5 mg/mL로 이용하여 염산에 0.5%[0151]

(w/v)로 회전식 믹서에서 밤새 용해하였다.  그런 후, 멸균 여과한 용액을 탈이온수로 희석하여, 원하는 비율

(N:P)의 아민 (키토산 탈아세틸화된 기) : 포스페이트 (dsODN 또는 siRNA 핵산)를 수득하였다.  다음으로, 희석

한 키토산 용액 100 ㎕에 dsODN 또는 siRNA 100 ㎕을 각각 0.05 ㎍/㎕ 농도로 신속하게 혼합 (파이펫팅)함으로

써, 나노입자 (92-10-5, 92-150-5, 80-40-5, 80-10-10, 80-10-5, 80-200-5 및 80-80-5)를 준비하였으며; 0.33

㎍/㎕ 농도의 dsODN는 안정성 및 뉴클레아제 보호 분석에 사용하였고, 0.1 ㎍/㎕ 농도는 DLS 및 ESEM에 사용하

였다.  나노입자들은 사용전 30분간 실온에서 인큐베이션하였다.

                           실시예 II [0152]

                         형질감염 실험[0153]

시험관내 형질감염을 위해,  포도당 고함유성-둘베코의 변형된 이글스 배지 (DMEM-HG)에 0.976  g/L의 MES  및[0154]

0.84 g/L의 중탄산나트륨 (NaHC03) pH 6.5을 첨가하여, 준비하였다.  소태아 혈청 (FBS) 무첨가 형질감염 배지

를 5% C02 인큐베이터에서 37℃에서 밤새 평형화하고, 형질감염 직전에 멸균 HCl (1N)을 사용하여 37℃에서 pH

를 6.5로 조정하였다.  0.05 ㎍/㎕ (3,704 nM)의 siRNA 용액 100 ㎕를, siRNA와 키토산의 1:1 비율 (v/v) 복합

체 형성 (복잡성)에 사용하였다.  복합체 형성 후, siRNA 농도는 0.025 ㎍/㎕ (1,852 nM)이 되었으며, 나노입자

를 DMEM-HG 배지가 든 고스트 플레이트에서 웰 당 siRNA 100 nM (10 pmol/웰)에 해당되는 최종 농도 0.00135

㎍/㎕로 인큐베이션하였다.  24웰 플레이트에서 수행되는 dsODN 형질감염을 위해, 키토산/dsODN 나노입자를 사

용하기 30분 전에 상기와 같이 준비하였다.  최종 농도 0.05 ㎍/㎕ (3,717 nM)의 dsODN 용액 100 ㎕를, 1:1

(v/v) 비율로 키토산과 dsODN의 복합체 형성에 사용하였다.  복합체 형성 후, siRNA 농도는 0.025 ㎍/㎕ (1,858

nM)이 되었고, 나노입자를 DMEM-HG 배지가 든 고스트 플레이트에서 웰 당 dsODN 600 nM (60 pmol/웰)에 해당되

는 최종 농도 0.00135 ㎍/㎕로 인큐베이션하였다.  FACS에 사용한 dsODN과 siRNA의 분자량에 있어 약간의 차이

는 dsODN의 6FAM 표지로 인한 것이다.  나노입자가 37℃ 및 5% C02에서 10분간 평형화하였다.  세포 위의 배지

를 흡입 제거하고, dsODN 또는 siRNA 기반의 나노입자를 포함하는 평형화된 형질감염 배지를 웰 당 500 ㎕ (24

웰 플레이트) 또는 100 ㎕ (96웰 플레이트)로 최종 농도 웰 당 10%까지 보충하였다.  세포는 형질감염 24시간

후 분석할 때까지 키토산/siRNA 나노입자와 함께 인큐베이션하였다.  DharmaFECT™ 을 양성 대조군으로 사용하

였으며, 무처리 세포와 복합체-비형성 siRNA 처리 세포를 음성 대조군으로 사용하였다.

시판되는 리포좀, DharmaFECT™ (Dharmacon RNAi Technologies, Lafayette, CO, USA)를 모든 테스트 세포주들[0155]

에서 형질감염 효율의 양성 대조군으로 사용하였다. DharmaFECT™/dsODN  (유세포 측정 및 공초점 검경) 또는

DharmaFECT™/siRNA (qPCR) 리포플렉스(lipoplexe) (1:2 [w/v] 비율)를 제조사의 프로토콜에 따라 제조하였다.

시험관내 형질감염에는, 미국 유전자 은행 (ATCC,  Manassas,  VA)에서 구입한, HEK293,  HepG2  (ApoB  및 DPP-[0156]

IV),  HT-29  (DPP-IV),  Caco-2  (DPP-IV),  Raw264.7  (ApoB),  A549,  LS174T  및 AsPC1  세포주들을 사용하였다.

MCF7-MDR 세포주는 Hamid Morjani (Paris, France) 박사로부터 선물받았다.  세포는 최소 필수 배지 (HepG2),
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McCoys (HT-29), 중탄소나트륨 1.85 g/L (HEK293) 또는 1.5g/L (RAW264.7)이 첨가된 둘베코 최소 필수 배지 고

포도당 배지 (HEK293 및 RAW264.7), (LS174T), F12K (A549), RPMI-1640 (MCF-7 MDR) 및 10% FBS (Cedarlane

Laboratories, Burlington, ON) 첨가된 RPMI-1640 (AsPC1)에서, 37℃ 및 5% C02에서 배양하였다.  HepG2 세포

에는 8% FBS를 보충하였다.  형질감염을 위해, 세포를 96웰 또는 24웰 배양 플레이트 (Corning, NY, USA)에 접

종하여, 형질감염 당일 ~50% 내지 ~70%의 컨플루언스로 수득하였다.

                        실시예 III[0157]

               RNA 추출 및 유전자 발현 분석[0158]

총 RNA 추출은 Machery-Nagel 사의 NucleoSpin
®
 RNA XS 키트를 이용하여 수행하였다.  세포 용혈은, 2 ㎕ TCEP[0159]

가 첨가된 RA1 세포용혈 완충액 100 ㎕와 스크렙토마이세스 그리세우스 키토사나제를 각 웰에 첨가함으로써, 수

행하였다 (Alameh et al., 2010, Int J Nanomedecine, 5:473-481).  샘플의 DNAse 처리는, 용리 전 RA3 완충액

과 샘플을 인큐베이션할 때 수행하였다.  RNA 정량화 및 품질(완전성) 평가는 Agilent Bioanalyzer 2100을 이용

하여 수행하였다.  7.5에 해당되는 RNA 완전성 숫자 (RIN: RNA Integrity Number)는 qPCR 분석의 허용가능한

역치로서 간주되었다.

총 RNA의 역전사를 제1 가닥 cDNA 전사 키트 (Roche, Laval, CA)를 사용하여 수행하였다.  RNA/샘플 총 0.5 -[0160]

1 ㎍을, 올리고dT 프라이머를 이용한 제조사의 프로토콜에 따른 역전사 반응에 사용하였다.  키토산/siRNA 처리

한 세포의 유전자 정량화는 ABI PRISM
®
 7900HT 서열 검출 시스템을 사용하여 수행하였다.  모든 반응들은 3세트

로 진행하였고,  Ct의 평균 값을 정량화에 이용하였다.   유전자 발현 수준은 Roche™ 사의 Universal  Probe

Library
®
 (UPL)을 이용한 분석으로 측정하였다.  한편, 내인성 대조군 (TBP, HPRT)에 대한 유전자 발현 수준은

이미-검정된 TaqMan
®
 유전자 발현 분석을 이용하여 측정하였다.  타겟 유전자들의 상대적인 정량은 ΔΔCT 방법

으로 결정하였다.  간략하게는, 타겟 유전자들의 Ct (역치 사이클) 값들을 내인성 대조군 유전자 (내인성 대조

군)에 대해 표준화하고 (ΔCT = Ct타겟 - Ct내인성 대조군), 캘리브레이터와 비교하였다: ΔΔCT = ΔCt샘플 - ΔCt캘리브

레이터. 상대적인 발현 (RQ)을 서열 검출 시스템 (SDS) 2.2.2 소프트웨어 (Applied Biosystems)로 계산하였으며,

식은 RQ = 2
-ΔΔCT

이다.

                         실시예 IV [0161]

                       나노입자 분석[0162]

키토산/dsODN과 키토산/siRNA 복합체의 크기를, Malvern Zetasizer Nano ZS
®
를 이용하여 25℃ 137 ° 각도에서[0163]

의 동적 광산란으로 측정하였다.  샘플들은 계산에서 순수 물의 굴절지수와 점성을 이용하여 3번 측정하였다.

제타 전위는 동일한 장치를 이용한 25℃에서 레이저 도플러 속도 측정과 물의 유전 상수를 이용하여 또한 3번

측정하였다.  크기 측정을 위해서는, 밀도 평균 직경(intensity averaged diameter)으로 보고된 바와 같이, 키

토산 50 ㎕를 dsODN 또는 siRNA 50 ㎕와 혼합한 다음, 10 mM NaCL을 이용하여 최종 500 ㎕를 만들었다.  제타

측정을 위해, 나노입자를 10 mM NaCl 500 ㎕로 1:2로 희석하였다.  키토산/dsODN 나노입자의 모든 제형들은 DLS

측정시 45-156 nm 범위였다.  키토산/siRNA 나노입자의 평균 직경은, siRNA 서열 1 (서열번호 5) 및 2 (서열번

호 6 및 서열번호 7) (표 2)에 복합체를 형성한 경우, DLS로 측정시 55-105 nm 범위였다.  siRNA 서열 3 (서열

번호 8 및 서열번호 9), 일부 변형된, 키토산-siRNA 나노입자의 평균 직경은 104-130 nm 범위였다 (표 2).  나

노입자의 크기 상의 통계학적 차이는, dsODN와 비-변형된 siRNA-ApoB (서열 1 ; 서열번호 5), 및 키토산과 복합

체를 형성한, 일부 변형된 siRNA-ApoB (서열 2; 서열번호 6 및 서열번호 7) 간에, 관찰되지 않았다.  그러나,

완전히 변형된 siRNA 서열은, 다른 키토산들과 복합체를 형성하였을 때, 더 큰 나노입자를 만들었다.  키토산

/dsODN 및 키토산/siRNA 나노입자는 Mn이 증가할 수록 높은 크기 값을 나타내었다.  이들 특정 제형들에서 DDA

를 비교하였을 때, 통계학적으로 유의한 차이는 관찰되지 않았다.  예상한대로, 모든 제형들에서의 과잉의 키토

산은 표 2의 제타 전위로 확인되는 바와 같이 양으로 하전된 나노입자의 형성으로 나타났으며, 여기서 DLS는 크

기 및 제타 전위 측정을 가능하지만, ESEM은 크기만 측정가능하였다.

                             표 2 [0164]

키토산 제형들:  80-10-5,  80-  10-10,  80-40-5,  80-200-5,  92-10-5,  92-150에서,  siRNA-RecQL1  또는 siRNA-[0165]

MDR1으로;  키토산 제형:  80-10-5,  80-10-10,  80-40-5  80-80-5,  92-10-5,  92-40-5에서,  siRNA-DPP-IV,  ODN-
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ApoB 또는 siRNA- ApoB로 형성된 나노입자들의, 밀도에 의한 평균 크기 및 제타 전위, 및 표준 편차

[0166]

상기와 같이 제조한 나노입자들을 환경 주사 전자 현미경 (ESEM, Quanta 200 FEG, FEI Company Hillsboro, OR,[0167]

USA)을 이용하여 이미지를 촬영하였다.  나노입자가 형성된 후, 기존에 개시된 바와 같이 (Lavertu  et  al.,

2003, J Pharm Biomed anal, 32: 1149-1158),  TNC를 실리콘 물 기질 위에 분무하고, 금으로 스퍼터-코팅하였

다.  ESEM 현미경에 의해 형성된 고진공에서 20 kV에서 관찰하였다.  평균 입자 크기 (+/- 표준 편차)를 현미경

XT Docu 소프트웨어 (XT Docu, FEI Co)를 이용하여 각 분획에 대해 적어도 6번의 다른 장에서 150개 이상 입자

들의 직경을 측정하여, 결정하였다.  크기 측정의 견고성(robustness)은 ESEM 이미지 분석 크기 측정을 DLS 크

기 데이타와 비교함으로써 분석하였다.

결과들은, 사용된 키토산 제형 (표 2, ESEM)에 따라 45-156 nm 평균 직경 분포를 가진 구형 형태의 나노입자들[0168]

을 보여준다 (도 1A, 1B, 2A 및 2B).  본원에 기술된 특정 제형으로 수득한 결과는, 다이나믹 광 산란 결과 (표

2)와 일치하므로, 이는 본원에 기술된 조성물과 방법의 견고성을 시사한다.  아울러, 형성된 나노입자들은 200

nm 미만의 재현가능한 크기로 제조되므로, 신장 클리어런스 (renal clearance)를 방지할 수 있어, 따라서 생체

내 형질감염 효능이 개선되고, 나노입자의 순환성 수명이 증가된다.

키토산/dsODN 나노입자 및 키토산/siRNA 나노입자의 형성과 안정성을 여러가지 방법들을 이용하여 pH 6.5와 8에[0169]

서 최대 20시간 테스트하였다.  키토산/dsODN 나노입자는, 약 산성 pH (pH 6.5)에서 N:P 비율 > 2으로 형성되었

으며, 20시간까지 안정적이었다 (도 3A 및 3B).  나노입자가 형성된 후 4시간째에, N:P 비율 1 이상에서 검출가

능한 dsODN는 관찰되지 않은 반면, pH 8에서는 동일한 N:P 비율에서 dsODN의 방출이 관찰되었다.  더 길게, 20

시간 노출시키면, ApoB  dsODN의 경우 N:P 비율 2에서 dsODN이 방출되었지만, N:P 비율이 더 높을 경우 (N:P

10)에는 나노입자 안정성을 유지할 수 있었다.  pH 8일 경우, N:P 비율 10인 동일한 비율에서, 일부 dsODN 방출

이 관찰되었다.  본원에 기술된 특정한 키토산 제형은 N:P 비율이 2 보다 높을 때 (N:P>2) 최소 20시간 동안 나

노입자 안정성이 보장된다.  키토산/siRNA 안정성을 Ribogreen assay™, 형광계 분석을 이용하여 평가하여, 복

합체 탈안정화 이후의 해리되는 siRNA를 정량하였다.  그 결과, N:P 비율이 5 및 10인 키토산/siRNA 나노입자는

pH 6.5에서 최대 20시간 동안 안정적인 것으로 확인되었다.  키토산 80-10-5은 다른 제형들에 비해 가장 낮은

안정성을 나타내었다.  키토산 80-10에서 N:P 비율을 높이면 나노입자 안정성이 개선되었다.  키토산 80-10을

제외하고는, N:P 비율을 5 보다 높게 높이면, 데이타에 의해 입증되는 바와 같이, 나노입자의 안정성 증가는 나

타나지 않았다 (도 4A 및 5).  즉, 낮은 N:P 비율에서는 나노입자가 불안정적이며, 복합체 형성 효율이 최상이

아니었다.  중성의 pH에서, 나노입자들은 N:P의 비율이 2-5일 때 안정적이었다.  좀더 염기성인 pH 8에서는, 나

노인자들은 불안정적이었는 바, 안정성 증가를 위해서는 N:P 비율이 높아야 하며 분자량이 커야한다는 것을 명

확하게 보여준다.

키토산 파라미터 (DDA, MW 및 N:P 비율)의 효과를 예를 들어 항-RecQL1 siRNA를 이용하여 실험하였다.  명확한[0170]
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분자량 효과는 키토산 MW를 증가시켰을 때의 나노입자 크기 증가로 명확해졌다 (도 4B, 4C 및 4D).  DDA는 나노

입자 크기에 대한 효과는 매우 낮았다.  N:P 비율은 N:P 비율 증가에 따른 나노입자 크기 증가로 나노입자 크기

에 영향을 미치는 것으로 보인다.

나노입자 크기에 대한 siRNA 농도 효과를 실험하였다.  실험 결과, siRNA 농도 증가에 따른 나노인자 크기 증가[0171]

가 확인되었다 (도 4E).

낮은 N:P 비율에서 키토산이 dsODN 서열을 보호하는 능력을 DNAse I 보호 분석을 이용하여 평가하였다.  키토산[0172]

/dsODN 나노입자 (6 ㎕)를 20 mM MES, 1 mM MgCl2 및 0, 0.5, 1, 2, 5 또는 10 유닛 농도의 DNAse I이 포함된

완충액 (pH 6.5) 중에 인큐베이션하였다.  샘플을 37℃에서 30분간 인큐베이션하였다.  여기에 EDTA (50 mM) 2

㎕를  첨가하여  반응을  중지시킨  다음  15분간  72℃로  가열하였다.   그런  후,  샘플을  겔  전기영동으로

분석하였다.  그 결과, siRNA를 보호하여 이중 가닥의 올리고뉴클레오타이드를 모방하는 제형들의 능력이 확인

되었다 (도 6A  및 6B).   효소 절단물들을 대조군 처리한 샘플의 신호 세기를 이용하여 분석하였다 (즉,  0U

DNAse I = 100% 강도).  보호는 상당하였으며, DNA 1 ㎍ 당 DNAse I 1 유닛을 이용하였을 때 복합체의 대략

70%의 보호가 확인된 반면, 음성 대조군은 DNA 1 ㎍ 당 DNAse I 0.5 유닛을 사용하였을 때 완전히 분해되었다.

보호는, DNAse I 농도를 DNA ㎍ 당 5 유닛으로까지 증가시킬 때까지 유효하게 유지된다.

여러가지 DDA, Mn 및 N:P 비율의 RecQL1, DPP-IV 및 ApoB dsODN 나노입자들의 세포 흡수를, 형질감염된 세포에[0173]

키노사나제를 처리하여 기존에 개시된 바와 같이 (Alameh et al., 2010, Int J Nanomedicine, 5:473-481) 막에

결합된 나노입자와 관련된 모든 가능한 경향들을 줄인 후, 형광표지된 dsODN을 FACS 분석을 평가하였다.  흥미

롭게도, dsODN/키토산 나노입자에 대해 수득한 결과들은 효과적인 흡수의 세포주 의존성을 시사한다.  키토산

나노입자들의 세포주 의존적인 흡수는 이전 연구에서 다른 엔도사이토시스 경로와 관련있었다 (Bishop, 1997,

Rev Med Virol, 7: 199-209; Huang et al., 2002, Pharm Res, 19: 1488-1494).  FACS 결과는, 일반적으로, 이

들 dsODN을 이용한 세포 흡수가 제형들 간에 차이가 없는 것으로 나타났다 (도 7A 및 7B).  본원에 제시된 조성

물을 이용한 흡수율은 RecQL1이 (LS174T, A549 및 AsPC1 세포주에서) 80% - 98%,  ApoB가 (HEK293, HepG2 및

RAW264.7 세포주에서) 55% - 80%이었다.  HepG2 세포주에서 DPP-IV dsODN 나노복합체의 흡수율은 73% - 99%로,

다른 제형들 (92-10-5, 80-10-10 및 80-80-5)과 통계적인 차이가 없었다.  키토산/dsODN 나노입자를 이용한 흡

수율은 통상적으로 사용되는 리포플렉스 (DharmaFECT™)와 비슷하거나 또는 이 보다 높은 수준으로 달성되었으

며, 세포 유형 간에 상대적인 변동성은 비슷하였다 (도 7A 및 7B).  아울러, 이들 결과는 아래 기술한 공초점

현미경 검경 데이타와 일치하였는데 (도 8 - 10), 데이타의 사진들은 모든 세포주들에서의 키토산과 dsDON의 세

포내 분포를 나타낸 것으로, 이는 FACS 정량 데이타와의 정성적인 상관성을 보여준다.

공초점  현미경  검경은  본원에  기술된  여러가지  세포주들  (LS174T,MCF-7  MDR,  HEK293,  HepG2,  Caco-2  및[0174]

RAW264.7)로의 입자 흡수 및 내재화를 평가하기 위해 사용하였다.   키토산은 로다민으로 표지하고,  RecQL1-

siRNA, DDP-IV-dsODN 및 ApoB-dsODN은 플루오레세인으로 표지하였다. MCF-7 MDR 나노입자 평가를 위해, Cy3로

표지된 siRNA를 사용하였다.  표지 공정을 수행한 후, 상기 기술된 방법을 이용하여 키토산-로다민 및 siRNA 모

방 dsODN과 1:1 부피비로 혼합하여, 나노입자를 제조하였다.  그 결과, 본원에 기술된 제형들이 세포 안으로 효

과적으로 내재화되며, 형질감염 24시간 후 siRNA 또는 dsDON을 최대로 방출하는 것으로 나타났다.  첨부한 결과

는, siRNA 또는 dsODN 및 키토산이 24시간째 공동-위치되지 않는 다는 것을 나타내는 것으로, 이는 siRNA 또는

dsODN 카고가 형질감염 24시간 후에 완전히 방출된다는 것을 입증해준다.  아울러, 대부분의 형질감염된 세포에

서 확인된 siRNA 또는 dsODN의 확산 염색 패턴은 탈출한 엔도사이토시스 소낭을 가진 복합체를 나타내는 것으로

(도 8-10), 이는 키토산-플라스미드 DNA 나노입자를 이용한 이전의 살아있는 세포 이미지 촬영 작업과 일치하였

다 (Thibault et al., 2010, Mol Ther, 18: 1787-1795).  시간 추이 실험에서는, 입자의 내재화가 형질감염 후

1시간 이내에 시작되며, 느린 방출 속도를 나타내며 형질감염 후 24시간째에 최대에 도달하는 것으로 확인되었

다.

상기 기술한 결과들은, 여러가지 dsODN 및 siRNA를 복수의 세포주들로 형질감염시키고 효과적으로 전달할 수 있[0175]

는, 본원에 기술된 제형의 역량을 보여준다 (도 8 - 11).

                           실시예 V [0176]

              생체외 siRNA 전달 및 유전자 발현 저해[0177]

키토산 특정 제형들 (92-10-5, 80-40-5, 80-10-10 및 80-80-5)을, 여러가지 세포주들에서, siRNA 전달과 후속[0178]

적인 유전자 발현 (RecQL1 mRNAs, DPP-IV, 또는 ApoB mRNAs) 저해를 평가하였다.  그 결과, RecQL1, DPP-IV 및
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ApoB 코딩 mRNA들은 정량적인 실시간 PCR로 측정하였을 때 2배 이상 하향-조절되었다 (도 11A 및 11B).  이들

결과는, 본원에 기술된 제형들이 알라마르 블루 분석을 이용하여 관찰된 바와 같이 어떠한 명백한 세포독성을

나타내지 않고도, 시판 리포솜 DhamaFECT™에 상응하는 수준의 유전자 침묵화를 달성할 수 있음을 입증해준다.

보다 구체적으로, LS174T 세포에서의 RecQL1 mRNA 저해와 관련하여, 키토산 92-10-5는, 본 설명에서 양성 대조[0179]

군으로 사용한 현재의 가장 표준적인 방법인 시판 제형 (~80%)과 비슷하게, 높은 수준의 침묵화 (~80%)를 나타

내었다.  제형 80-40-5와 80-10-10 역시 유의한 침묵화를 유도하였지만, 92-10-5 보다는 수준이 낮았으며, 특히

제형 80-10-10의 경우 비-특이적인 가짜 침묵화가 증가되었다 (도 11B).  본원에 기술된 결과들은, 기술한 키토

산-기반의  제형이  siRNA를  효과적으로 전달하고,  기존에 다른게 사용된 것  (N:P  >20)  보다  훨씬  낮은 N:P

(N:P=5) 수준에서 특정 유전자를 낫다운시킨다는 것을 명확하게 보여준다.  일반적으로, 본 발명의 N:P 비율이

낮은 키토산 제형들 모두 FACS 데이타로 입증되는 높은 수준의 침묵화를 달성하였다 (도 7B).

DPP-IV 또는 ApoB mRNA의 메신저 RNA 수준 (mRNA)에서의 70% 유전자 침묵화는 N:P 비율이 5인 키토산 92-10으[0180]

로 구성된 특정 제형으로 이용하여 달성할 수 있는 것으로 확인되었다 (도 11A).  그러나, 메신저 수준에서의

70% 저해는DPP-IV의 효소 활성 50% 감소로 해석된다 (도 12).  효소적 수준에서의 이러한 저해는 시판 리포플렉

스 DharmaFECT™을 이용하였을 때 달성되는 수준에 상응한다.

                         실시예 VI [0181]

          키토산/siRNA 나노입자의 생체내 효능 분석[0182]

siRNA-ApoB 나노입자의 생체내 효능을 C57BL/6 마우스 모델에서 평가하였다.  각 치료 용법을 위해, 동물 4마리[0183]

(n= 4, 단 Dα는 n=2, C1 그룹은 n=3)에 ApoB 유전자를 타겟팅하는 siRNA 1 mg kg
-1
을 주사하였다.  ApoB 유전

자를 타겟팅하는 siRNA 1 mg kg
-1
을 최종 부피 0.2 ml(주사 부피)로 저분자량 키토산 (LMW-CS)과 복합체를 형성

시켰다.   예를 들어,  39  g의 마우스에게,  39  ㎍ siRNA  -  투여량 1  mg  kg
-1
에 대해 계산함 -을,  0.5  ㎍/㎕

(37,037  nM)의 siRNA  78  ㎕를 1:1 비율로 키토산 92-10-5과 복합체를 형성시킨 후에, 투여하였다.  총 부피

156 ㎕를 투여하였다.  복합체 형성 후 siRNA 농도는 0.25㎍/㎕ (18,518 nM)이 되었다.  구체적으로, ApoB 유

전자를 타겟팅하는 siRNA를 N:P 비율 5 (N:P 5)로 키토산 제형 92-10 (DDA, Mn)과 복합체를 형성시켰다.  총괄

적으로, 5개의 그룹 (C1 - C5; n=4/그룹)에 표 3의 스케줄에 따라 여러 시간대에 TNC를 처리하였으며, 표 3에는

다양한 C57BL/6 마우스 그룹 (n=4 동물/그룹)에 항-ApoB siRNA 투여량 1 mg kg
-1
으로 키토산/siRNA-ApoB 나노입

자를 정맥내 주사하는 스케줄 관련 데이타가 기재되어 있다.  각 날짜는 주중 주사하거나 안락사한 날만을 표시

한다.  모든 마우스에 3주간 주당 1회로 TNC 92-10-5 (Mn-DDA-N:P)를 주사하였고, Dα 그룹의 마우스 2마리만

TNC 92-10-5를 1번 주사하였으며, 2일 후 안락사시켜, 치료 반응의 신속도를 조사하였다.  이들 마우스 2마리만

제외하고는, 다른 모든 마우스들은 2011년 1월 마지막 주에 안락사시켰다.  Dα 그룹은 무처리 죽상동맥경화증

대조군으로 사용하였고, Dμ는 정상 저지방식을 섭취한 음성 대조군으로 사용하였다.  Dβ 그룹은 키토산없이

siRNA를 전달하기 위한 음성 대조군으로서, 복합체를 형성시키지 않은 네이키드 siRNA를 주사하였다.  본 실험

에 사용한 동물의 수는 32마리였다.

                                표 3[0184]
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                          동물 실험 스케줄[0185]

[0186]

모든 동물들은 몬트리얼 동물 윤리 위원회 (CDEA)로부터 요청받은 바와 같이 실험 2주 동안 순응시켰다.  순응[0187]

2주를 경과한 후, 동물을 안락사시키는 당일인 실험 종료시까지, 고지방 식사 - D12492 - 를 Dα 양성 대조군

(무처리 군, n=4), Dβ 네이키드 siRNA 처리군 (n=4)을 비롯한 모든 처리군들에게 제공하였다 (표 3).  Dμ 그

룹 (n=4)에는 규정식 - D12450B - 을 제공하였으며, 정상 음성 대조군 (마른 그룹)으로서 이용하였다.  모든 처

리 동물에게는 3주간 주 1회씩 주사하였다 (표 3).  C 그룹의 동물들 전부 저 N:P의 키토산 제형 92-10-5를 이

용하여 ApoB siRNA 1 mg kg
-1
을 주사하였다.  마지막 3번의 매주 주사는 C1, C2, C3, C4, C5 그룹들을 안락사시

키기 7, 6, 5, 4 및 3주째에 수행하여, 치료 시간 추이를 조사하였다.  양성 대조군인 죽상동맥경화증 Dα 동물

4마리 중 2마리에게는 치료 개시를 확인하기 위해 안락사 2일 전에 상기 제형을 주사하고, 나머지 2마리는 무처

리하였다.  D 그룹은 복합체를 형성시키지 않은 네이키드 ApoBsiRNA를 1 mg kg
-1
로 처리하고, 정상 저지방식 그

룹인 Dμ에게는 처리하지 않았다 (표 3에 상세히 기술됨).

실험 스케줄을 진행하는 동안에, 2주에 1번 사혈(phlebotomy)을 수행하였으며, 동물의 체중은 실험 종료할 때까[0188]

지 TNC 주사하기 전에 주당 1회 측정하였다.  실험 스케줄 종료 시, 모든 동물들을 희생시킨 다음 (표 3), 간

및 장과 같은 장기들을 분석을 위해 취하였다.

혈액, 생화학, 혈청 및 조직 부석을 모든 동물을 대상으로 수행하였다.  예를 들어, 혈청에 대한 혈액 및 생화[0189]

학적 분석은 캐나다 몬트리올 VitaTech에서 수행하였다.  혈청내 ApoB 감소 정량은 항-ApoB ELISA를 이용하여

수행하였고, LDL/VLDL 콜레스테롤 정량은 색도계 분석으로 수행하였다.  간 조직 절편의 염색은 헤마톡실린-에

오틴 염색으로 수행하여,  지방 액포 (fat  vacuole)를  가시화하였다.   간으로의 면역 세포 침윤을 평가하기

위해, 파라핀으로 포매한 조직 절편들은 사프라닌-O/패스트-그린/철-헤마톡실린으로 염색하였다.

전체 동물들의 혈액 및 생화학적 분석은 안락사 당일 혈청 채집 후에 수행하였다.  간 손상에 대한 민감한 표시[0190]

자 2종인 알라닌 아미노트래스퍼라제 (ALT) 및 아스파르테이트 아미노트랜스퍼라제 (AST)를 추리 동물과 무처리

동물에서 정량하였다.  처리군 (C5)과 양성 대조군 (Dα) 간의 혈장내 ALT와 ASL 농도 비교에서는 어떠한 유의

한 차이도 나타나지 않았는데, 이는 저 N:P 키토산-ApoB siRNA TNC를 이용한 치료가 간 독성 효과가 없다는 것

을 의미한다 (표 4).

아울러, 결과에 따르면, 혈청 알부민 수준이 처리군과 무처리군 둘다에서 정상이었는데, 이는 정상적인 간 기능[0191]

을 의미한다.  그러나, siRNA-ApoB 처리한 동물에서의 총 콜레스테롤 정량에서 양성 대조군과 비슷한 수준의 강
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력한 혈청내 수준 상승이 나타났으며 (표 4), 여기서 C5-2는 키토산/siARN-ApoB 나노입자를 투여받은 것인데 반

해, Dα-3는 죽상동맥경화증 진행을 위한 양성 대조군이었다.  혈액 분석에서는 필요한 혈청의 양이 많고 동물

1마리만 희생시키면 되었기에, 그룹 당 동물 한마리만 혈액 분석에 사용하였다.

                            표 4 [0192]

처리 마우스 (C5-2) 및 무처리 마우스 (Dα-3)의 혈액학적 특정화[0193]

[0194]

이들 결과를 종합하면, N:P 비율이 낮은 키토산 기반의 siRNA 나노입자는 어떠한 간 손상도 유발하지 않으므로,[0195]

안전한 것으로 확인된다.

㎍/ml의 혈장내 아포지질단백질 B 농도 수준을 항-ApoB 시판 ELISA 키트 (Uscn Life science Inc., China)를[0196]

이용하여 분석하였다.  혈장내 ApoB 농도 측정값은 테스트한 그룹과 대조군에 따라 597 ㎍/mL - 1,433 ㎍/mL로

다양하였다.  수득되는 결과들에 따르면, 모든 처리군들은 양성 죽상동맥경화증 대조군인 Dα에 비해 ~35% 감소

된 혈장내 ApoB 수준을 나타내어, 정상적인 음성 대조군 (Dμ)와 비슷한 수준에 도달하였다 (도 13).  Dα-2일

그룹에서는 TNC 주사 후 신속한 침묵화 현상을 의미하는 주사 후 2일 만에 비슷한 수준의 감소를 나타내었다.

ApoB 수준은 복합체화되지 않은 siRNA (대조군; Dβ-1)를 투여받은 동물에서 35%까지 감소되었다.  이러한 치료[0197]

양상 (Dβ-1)이 TNC 처리 양상처럼 혈장내 ApoB 감소에 비슷하게 유효하였지만 (도 13), 간에서 강한 염증 반응

이 발생하여 (도 16H), 효과적이고 치료학적인 침묵화/ApoB 혈장내 감소를 달성하기 위한 이의 투여는 제한적이

다.  추가적으로, 결과에 따르면, N:P 비율이 낮은 키토산 기반의 TNC의 경우, 혈장내 ApoB 수준 감소는 C1 동

물군에게 마지막 주사한 지 7주째 이상까지, 어떠한 명확한 염증이나 간 독성 없이 유지되는 것으로 나타났다

(도 13).  이러한 결과는 특히 기대되는 TNC 치료 지속성과 효과적인 조절 방출 특징을 시사해준다.

Dβ-1과 C1-C5 그룹들 간의 독성/염증 프로파일 비교를 통해, 명확한 독성/염증 프로파일이 관찮되지 않은 바,[0198]

이들 특정한 LMW-TNC들을 이용하는 것이 네이키트 siRNA 보다 이로운 것으로 나타났다 (도 16 및 표 4).

LDL/VLDL 콜레스테롤 농도를 시판되는 정량적인 색도계 검출 키트 (BioAssay systems, USA)를 이용하여 측정하[0199]

였다.  본원의 결과는, 처리 동물이 양성 대조군 (Dα)에 비해 LDL/VLDL이 ~20% 감소된 것으로 나타났다 (도

14).  흥미롭게도, 그룹 C5는 ApoB 감소가 관찰되었음에도 불구하고, 무처리군에 비해 VLDL/LDL의 농도가 더 높

은 것으로 나타났으며 (도 13); 다른 그룹들과 비슷한 감소는 ApoB 및VLDL/LDL 혈장내 농도 둘다의 동시적인 감

소를 나타낸다.  네이키드 siRNA 처리 동물과 TNC 처리 동물 간의 비교를 통해, ApoB 감소가 비슷했던 이전의

결과와 부합되는 LDL/VLDL 콜레스테롤 농도 감소가 확인되었다 (도 13 및 14).

피라핀에 고정하고 헤마토실린-에오신 염색한 간 조직 절편에 대한 조직 분석을 실시한 결과, TNC 처리 동물이[0200]

양성  대조군  Dα  보다  콜레스테롤  축적이  적은  것으로  확인되었다.   TNC  처리군,  C3  및  Dβ의  간  조직

단편들은, 저지방식이를 먹인 정상 음성 대조군 Dμ와 비슷하게 낮은 수준으로 콜레스테롤이 축적된 것으로 확

인되었다 (도 15).  반면에, C4, C5 및 Dα2 그룹들에서는 양성 대조군 Dα와 비슷한 지방간이 확인되었고 (도

15),  C1  및  C2에서는  중간  수준의  지방간이  확인되었다.   요컨대,  결과들에  따르면,  TNC가  ApoB  저해  및

LDL/VLDL 감소를 통해 간내 과도한 콜레스테롤 축적을 예방할 수 있으며, 그에 따라 C1, C2 및 C3 그룹들에서

간에서 콜레스테롤을 담즙으로 변환시킬 수 있는 것으로 확인된다.   그룹 C4와 C5에서 관찰되는 결과는, TNC를

처리하기 이전의 과도한 콜레스테롤 축적이 원인인 것으로 보인다.  이들 결과는 죽상동맥경화증 치료에 키토산

기반의 TNC의 효능을 입증해준다.

파라핀에 고정하고 사프라닌-O/패스트-그린/철-헤마톡실린에 염색한 간 조직 절편에 대한 조직 분석에서는, 키[0201]

토산 기반의 TNC가 네이키드 ApoB siRNA 처리에 비해 염증 반응을 감소시키는 것으로 나타났다 (도 16).  그 결
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과, C5 그룹에서는 아테롬성 대조군 보다 림프구성 세포의 침윤율이 더 높게 나타나, 염증이 간내 키토산 누적

이 원인임을 의미한다 (도 16).  그러나, C4, C3, C3 및 C1 그룹들에서, 간 조직 분석 결과, 시간 의존적인 염

증 재흡수 (resorption of inflammation)가 나타났다 (도 16).  아울러, Dα-2일과 양성 무처리 대조군 Dα-

3을 비교한 바, 림프구성 세포 침윤에 대한 키토산의 효과는 시간 의존적이었다 (도 16, F 및 G).  처리 수주

이내의 나노입자 의존적인 염증은 재흡수 될 때까지 약 3주간 유지되는 것으로 추정된다.

도 15 및 16을 비교해 보면, 키토산 기반의 나노입자가 ALT/ASL 프로파일에 의해 입증된 바와 같이 간 온전성을[0202]

파괴하지 않으면서도 간내 콜레스테롤 축적을 방지하는 효과를 확인해 볼 수 있다.  아울러, 도 13과 14를 비교

해 보면 치료 지속성이 정확히 확인되며, 따라서 키토산 매개의 느린 방출에 대한 본 발명자들의 발견 사실들이

재확인된다.

체중 증가에 대한 치료 효과를 본 실험을 실행하는 동안 주당 1회 각 동물/그룹의 체중을 측정하여 평가하였다.[0203]

그 결과, 치료는 체증 증가에 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다 (도 17).  그러나, 체중 증가는 1차 TNC 투

여 후 일주일 동안 느려지는 것에 주목하게 되었다.  예를 들어, 그룹 C4와 C5는 각각 실험 3주 및 4주째에 1차

주사를 투여받는데, 그룹 C4는 체중이 안정화되었고, 그룹 C5는 체중이 감소되었다.  이러한 효과는 또한 비슷

한 수준으로 C2와 C3 그룹들에서도 나타났다 (도 17).  실제, C5의 평균 체중은 2019년 12월 28일 1차 주사할

때까지 실험 개시일부터 전체 그룹들과 비교하여 체중(평균 체중)이 급격하게 증가하였다.  조사 효과는 2011년

1월 4일 (5주째)에 나타났는데, 이때 C5의 체중 증가 속도가 도 18에서와 매우 비슷하게 감소되었다.

본 발명은 구체적인 구현예를 들어 기술되어 있지만, 본 발명은 추가적으로 변형될 수 있으며, 본 출원은 본 발[0204]

명이  속하는 기술 분야의 공지되거나 통례적인 관행에 포함되며 아래 첨부된 청구항의 범위에 속하는 바와

같이, 본 발명의 내용으로 시작되는 것을 비롯한, 본 발명에 대한 모든 변형, 활용 또는 개작들을 망라하는 것

으로 이해될 것이다.
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도면1
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도면2
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도면3
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도면4a

도면4b
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도면4c

도면4d
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도면4e
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도면5
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도면6
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도면7a
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도면7b
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도면8
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도면9

도면10

공개특허 10-2014-0051182

- 54 -



도면11
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도면12

도면13
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도면14
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도면15
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도면16
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도면17

도면18

서 열 목 록

                                SEQUENCE LISTING

<110> MERZOUKI, Abderrazzak

      BUSCHMANN, Michael D.

<120> Compositions and methods for efficacious

  and safe delivery of siRNA using specific chitosan-based

  nanocomplexes

<130> 05015490-58PCT
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<150> 61/489,306          

<151> 2011-05-24  

<150> 61/489,302          

<151> 2011-05-24  

<160> 18

<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 19

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> DPP-IV sequence Seq1

<

400> 1

cacucuaacu gauuacuua                                              19

<210> 2

<211> 19

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> DPP-IV sequence Seq2

<400> 2

uagcauaugc ccaauuuaa                                              19

<210> 3

<211> 19

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> DPP-IV sequence Seq3

<400> 3

caaguugagu accuccuua                                              19

<210> 4

<211> 19

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 
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<223

> DPP-IV sequence Seq4

<400> 4

uauaguagcu agcuuugau                                              19

<210> 5

<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> ApoB sequence Seq1

<400> 5

gucaucacac ugaauaccaa u                                           21

<210> 6

<211> 23

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> ApoB seq 2 (antisense)

<220> 

<221> modified_base  

<222> (21)...(22)

<223> um

<400> 6

uuucaauugu augugagagu uuu                                         23

<210> 7

<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> ApoB seq 2 (sense)

<220> 

<221> modified_base  

<222> (20)...(21)

<223> n = deoxythymidines
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<400> 7

cucucacaua caauugaaan n                                           21

<210> 8

<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> ApoB  Seq3 (sense)

<220> 

<221> modified_base  

<222> 19

<223> cm

<220> 

<221> modified_base  

<222> 7, 8, 10, 12, 13, 14

<223> um

<220> 

<223> phosphorothioate linkage between positon 18 and 19 

<400> 8

ggaaucuuau auuugaucca  a                                          21

<210> 9

<211> 23

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> ApoB  Seq3 (antisense):

<220> 

<221> modified_base  

<222> 1, 2, 11, 13, 18

<223> um

<220> 

<221> modified_base  

<222> 7, 21, 22

<223> cm
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<220> 

<223> phosphorothioate linkage between positon 21 and 23 

<400> 9

uuggaucaaa uauaagauuc ccu                                         23

<210> 10

<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> RecQL1 targeting siRNA sequence  (Seq1)

<220> 

<221> modified_base  

<222> (20)...(21)

<223> n = deoxythymidines

<400> 10

guucagacca cuucagcuun n                                           21

<210> 11

<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> MDR1 Seq 1 (sense)

<400> 11

gcugaucuau gcaucuuauu u                                           21

<210> 12

<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> MDR1 Seq 1 (antisense)

<400> 12

auaagaugca uagaucagcu u                                           21

<210> 13
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<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> MDR1 Seq 2 (sense)

<400> 13

gaccauaaau guaagguuuu u                                           21

<210> 14

<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> MDR1 Seq 2 (antisense)

<400> 14

aaaccuuaca uuuauggucu u                                           21

<210> 15

<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> MDR1 Seq 3 (sense)

<400> 15

gaaacugccu cauaaauuuu u                                           21

<210> 16

<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> MDR1 Seq 3 (antisense)

<400> 16

aaauuuauga ggcaguuucu u                                           21

<210> 17

<211> 21

<212> RNA
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<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> MDR1 Seq 4 (sense)

<400> 17

ucgagucacu gccuaauaau u                                           21

<210> 18

<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220>

 

<223> MDR1 Seq 4 (antisense)

<400> 18

uuauuaggca gugacucgau u                                           21
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