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명 세 서

청구범위

청구항 1 

센스 가닥 및 안티센스 가닥을 포함하는 RNAi 작제물로서, 상기 안티센스 가닥은 표 1에 열거된 안티센스 서열

과는 3개  이하의 뉴클레오티드가 상이한 적어도 15개의 인접한 뉴클레오티드를 갖는 영역을 포함하고, 상기

RNAi 작제물이 SREBP 절단 활성화 단백질(SREBP Cleavage Activating Protein; SCAP) mRNA의 발현을 억제하는,

RNAi 작제물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 센스 가닥은 상기 안티센스 가닥의 서열에 충분히 상보적인 서열을 포함하여 약 15 내지

약 30개 염기쌍 길이의 이중체 영역을 형성하는, RNAi 작제물.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 이중체 영역은 약 17 내지 약 24개의 염기쌍 길이인, RNAi 작제물.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 이중체 영역은 약 19 내지 약 21개 염기쌍 길이인, RNAi 작제

물.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 이중체 영역은 19개의 염기쌍 길이인, RNAi 작제물.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 센스 가닥 및 상기 안티센스 가닥은 각각 약 15 내지 약 30개

의 뉴클레오티드 길이인, RNAi 작제물.

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 센스 가닥 및 상기 안티센스 가닥은 각각 약 19 내지 약 27개의 뉴클레오티드 길이인,

RNAi 작제물.

청구항 8 

제7항에 있어서, 상기 센스 가닥 및 상기 안티센스 가닥은 각각 약 21 내지 약 25개의 뉴클레오티드 길이인,

RNAi 작제물.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 센스 가닥 및 상기 안티센스 가닥은 각각 약 21 내지 약 23개의 뉴클레오티드 길이인,

RNAi 작제물.

청구항 10 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 하나의 평활 말단(blunt end)을 포함하는, RNAi 작제물.

청구항 11 

제1항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서, 1 내지 4개의 짝지워지지 않은 뉴클레오티드의 적어도 하나의 뉴클

레오티드 오버행을 포함하는, RNAi 작제물.

청구항 12 

제11항에 있어서, 상기 뉴클레오티드 오버행은 2개의 짝지워지지 않은 뉴클레오티드를 갖는, RNAi 작제물.
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청구항 13 

제11항 또는 제12항에 있어서, 상기 센스 가닥의 3' 말단, 상기 안티센스 가닥의 3' 말단, 또는 상기 센스 가닥

및 상기 안티센스 가닥 둘 다의 3' 말단에 뉴클레오티드 오버행을 포함하는, RNAi 작제물.

청구항 14 

제11항 내지 제13항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 뉴클레오티드 오버행은 5'-UU-3' 디뉴클레오티드 또는 5'-

dTdT-3' 디뉴클레오티드를 포함하는, RNAi 작제물.

청구항 15 

제1항 내지 제14항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 하나의 변형된 뉴클레오티드를 포함하는, RNAi 작제물.

청구항 16 

제15항에 있어서, 상기 변형된 뉴클레오티드는 2'-변형된 뉴클레오티드인, RNAi 작제물.

청구항 17 

제15항에 있어서, 상기 변형된 뉴클레오티드는 2'-플루오로 변형된 뉴클레오티드, 2'-O-메틸 변형된 뉴클레오티

드, 2'-O-메톡시에틸 변형된 뉴클레오티드, 2'-O-알릴 변형된 뉴클레오티드, 이환식 핵산(BNA), 글리콜 핵산,

역전된 뉴클레오티드 또는 이들의 조합인, RNAi 작제물.

청구항 18 

제17항에 있어서, 상기 변형된 뉴클레오티드는 2'-O-메틸 변형된 뉴클레오티드, 2'-O-메톡시에틸 변형된 뉴클레

오티드, 2'-플루오로 변형된 뉴클레오티드, 또는 이들의 조합인, RNAi 작제물.

청구항 19 

제15항 내지 제18항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 센스 가닥 및 안티센스 가닥의 모든 뉴클레오티드는 변형된

뉴클레오티드인, RNAi 작제물.

청구항 20 

제19항에 있어서, 상기 변형된 뉴클레오티드는 2'-O-메틸 변형된 뉴클레오티드, 2'-플루오로 변형된 뉴클레오티

드, 또는 이들의 조합인, RNAi 작제물.

청구항 21 

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 하나의 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부를 포함

하는, RNAi 작제물.

청구항 22 

제21항에 있어서, 상기 안티센스 가닥의 3' 말단에 2개의 연속적인 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부

를 포함하는, RNAi 작제물.

청구항 23 

제21항에 있어서, 상기 안티센스 가닥의 3' 말단과 5' 말단 둘 모두에 2개의 연속적인 포스포로티오에이트 뉴클

레오티드간 연결부 및 상기 센스 가닥의 5' 말단에 2개의 연속적인 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부

를 포함하는, RNAi 작제물.

청구항 24 

제1항 내지 제23항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 안티센스 가닥은 표 1에 열거된 안티센스 서열로부터 선택된

서열을 포함하는, RNAi 작제물.

청구항 25 
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제1항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 센스 가닥은 표 1에 열거된 센스 서열로부터 선택된 서열을

포함하는, RNAi 작제물.

청구항 26 

제1항 내지 제25항 중 어느 한 항에 있어서, 표 1에 열거된 이중체 화합물 중 어느 하나인, RNAi 작제물.

청구항 27 

제1항 내지 제26항 중 어느 한 항에 있어서, 작은 간섭 RNA(siRNA)인, RNAi 작제물.

청구항 28 

제1항 내지 제27항 중 어느 한 항에 있어서, 대조군 RNAi 작제물과 함께 인큐베이션된 간 세포에서의 SCAP 발현

수준과 비교하여 상기 RNAi 작제물과의 인큐베이션 후 간 세포에서의 SCAP의 발현 수준을 감소시키는, RNAi 작

제물.

청구항 29 

제28항에 있어서, 상기 간 세포는 Hep3B 또는 HepG2 세포인, RNAi 작제물.

청구항 30 

제1항 내지 제29항 중 어느 한 항에 있어서, 시험관내 Hep3B 세포에서 5 nM에서 SCAP 발현의 적어도 40%를 억제

하는, RNAi 작제물.

청구항 31 

제1항 내지 제29항 중 어느 한 항에 있어서, 시험관내 HepG2 세포에서 5 nM에서 SCAP 발현의 적어도 40%를 억제

하는, RNAi 작제물.

청구항 32 

제1항 내지 제31항 중 어느 한 항에 있어서, 약 5 nM 미만의 IC50으로 Hep3B 세포에서 SCAP 발현을 억제하는,

RNAi 작제물.

청구항 33 

제1항 내지 제31항 중 어느 한 항에 있어서, 약 5 nM 미만의 IC50으로 HepG2 세포에서 SCAP 발현을 억제하는,

RNAi 작제물.

청구항 34 

제1항 내지 제33항 중 어느 한 항에 있어서, 간 세포 표면에 발현된 하나 이상의 단백질에 결합하는 리간드를

더 포함하는, RNAi 작제물.

청구항 35 

제1항 내지 제34항 중 어느 한 항의 RNAi 작제물 및 약제학적으로 허용 가능한 담체, 부형제 또는 희석제를 포

함하는 조성물.

청구항 36 

SCAP 발현의 감소를 필요로 하는 환자에서 SCAP 발현을 감소시키는 방법으로서, 제1항 내지 제34항 중 어느 한

항의 RNAi 작제물을 상기 환자에게 투여하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 37 

SCAP 발현의 감소를 필요로 하는 환자에서 SCAP 발현을 감소시키는 방법으로서, 제35항의 조성물을 상기 환자에

게 투여하는 단계를 포함하는, 방법.
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청구항 38 

제36항 또는 제37항에 있어서, 간세포에서 SCAP의 발현 수준은 상기 RNAi 작제물을 투여받지 않은 환자에서의

SCAP 발현 수준과 비교하여 상기 RNAi 작제물의 투여 후의 환자에서 감소되는, 방법.

청구항 39 

제36항 내지 제38항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 환자는 비알코올성 지방간 질환(NAFLD)을 앓고 있는, 방법.

청구항 40 

제39항에 있어서, 상기 환자는 비알코올성 지방간염(NASH)을 앓고 있는, 방법.

청구항 41 

NAFLD의 치료에 사용하기 위한, 제1항 내지 제34항 중 어느 한 항의 RNAi 작제물 또는 제35항의 조성물.

청구항 42 

NAFLD 치료용 의약의 제조를 위한, 제1항 내지 제34항 중 어느 한 항의 RNAi 작제물 또는 제35항의 조성물의 용

도.

발명의 설명

기 술 분 야

본 개시내용은 SREBP 절단 활성화 단백질(SREBP Cleavage Activating Protein; SCAP)의 간 발현을 조절하기 위[0001]

한 조성물 및 방법에 관한 것이다. 특히, 본 개시내용은 RNA 간섭을 통해 SCAP 발현을 감소시키기 위한 핵산 기

반 치료제 및 비알코올성 지방간 질환(nonalcoholic fatty liver disease; NAFLD)과 같은 간 질환을 치료하거

나 예방하기 위한 이러한 핵산 기반 치료제의 사용 방법에 관한 것이다.

전자 제출된 자료의 인용에 의한 포함[0002]

본 출원과 동시에 제출되고 하기와 같이 식별된 뉴클레오티드/아미노산 서열 목록은 그 전체 내용이 본 명세서[0003]

에 인용되어 포함된다: 2023년 5월 19일에 작성된, "A-2911-WO01-SEC.xml"로 명명된 하나의 550  킬로바이트

XML 문서.

관련 출원에 대한 교차 참조[0004]

본 출원은 2022년 5월 25일자로 출원된 미국 가출원 특허 제63/345,513호의 이익을 주장하며, 상기 기초출원은[0005]

전문이 본 명세서에 참조에 의해 원용된다.

배 경 기 술

다양한 간 질환을 포함하여, 비알코올성 지방간 질환(NAFLD)은 세계에서 가장 흔한 만성 간 질환이며, 이의 유[0006]

병률은 지난 20년 동안 2배가 되었고, 현재 세계 인구의 대략 20%에 영향을 미치는 것으로 추정된다(Sattar et

al.  (2014)  BMJ  349:  g4596;  Loomba  and  Sanyal  (2013)  Nature  Reviews  Gastroenterology  &  hepatology

10(11):686-690; Kim and Kim (2017) Clin Gastroenterol Hepatol 15(4):474-485; Petta et al. (2016) Dig

Liver Dis 48(3):333-342). NAFLD는 간에서 트리글리세리드의 축적으로 시작하며, 1) 유의한 알코올 소비 이력

이 없고, 2) 다른 유형의 간 질환의 진단이 배제된 개체에서 간세포의 5% 초과에서 세포질 지방구(cytoplasmic

lipid droplet)의 존재에 의해 정의된다(Zhu et al. (2016) World J Gastroenterol 22(36):8226-33; Rinella

(2015)  JAMA  313(22):2263-73;  Yki-Jarvinen  (2016)  Diabetologia  59(6):1104-11).  일부  개체에서,  지방증

(steatosis)이라 하는 간에서의 이소성 지방 축적은 염증 및 간세포 손상을 촉발하여, 비알코올성 지방간염

(NASH; nonalcoholic steatohepatitis)이라고 하는 더 진행된 병기(stage)의 질환을 유발한다(Rinella, 상동).

2015년 현재, 7500만 명 내지 1억 명의 미국인이 NAFLD를 앓고 있는 것으로 예상되며, NASH는 NAFLD 진단의 대

략 10% 내지 30%를 차지한다(Rinella, 상동; Younossi et al. (2016) Hepatology 64(5):1577-1586).

NAFLD 발병의 주요 원인 중 하나는 간에서 트리글리세리드(TG) 항상성이 상실된다는 것인데, 이는 TG 및 지방산[0007]

공개특허 10-2025-0017218

- 6 -



의 축적을 초래한다. 시간이 지남에 따라 지방독성으로 인해 간세포의 적응 및 재생 반응이 고갈되어, 염증, 선

천 면역 체계 활성화 및 지방간염이 발생할 수 있다. 진행성 NASH는 간에서 콜라겐 축적 또는 섬유화를 유발한

다. 섬유화 정도가 악화됨에 따라 NASH를 앓는 개인의 10%~29%에서 간이 간경변이 되고 결국 간세포암으로 끝난

다.

스테롤 반응 요소 결합 단백질(Sterol Response Element Binding Protein, SREBP) 계열은 간내에서 새로운(드[0008]

노보) 지방 생성 및 TG 축적을 조절하는 데 중요한 역할을 한다. SREBP는 소포체(endoplasmic reticulum; ER)

에서 불활성 전구체로서 합성된다. SREBP 절단 활성화 단백질(SCAP)은 SREBP 계열의 전사 인자에 대해 유일하게

알려진 조절인자이다. 합성 직후, SCAP는 SREBP와 복합체를 형성하고 SREBP를 골지체로 안내한다. 여기서 SREBP

는 전사 인자의 활성 아미노 말단을 방출하기 위해 추가로 처리된다. 활성 SREBP는 핵으로 이동하여 SREBP 반응

요소에 결합하여 표적 유전자의 전사 활성화를 유도한다. 따라서 SCAP 기능을 억제하면 활성 SREBP의 처리를 방

지하고 간에서 지방생성 및 TG 축적을 줄일 수 있다.

현재 NAFLD 증상은 어떠한 약리학적 치료도 승인되지 않았으므로 체중 감소 및 임의의 2차 질병의 치료를 통해[0009]

관리된다. 그러므로, 영향을 받은 개체에서 NAFLD를 치료하는 조성물 및 방법이 필요하다.

발명의 내용

본 개시내용은 센스 가닥 및 안티센스 가닥을 포함하는 RNAi 작제물을 제공하며, 여기서 RNAi 작제물은 SREBP[0010]

절단 활성화 단백질(SCAP) mRNA의 발현을 억제한다. 특정 실시형태에서, RNAi 작제물은 표 1에 열거된 안티센스

서열과는 3개 이하의 뉴클레오티드가 상이한 적어도 15개의 인접한 뉴클레오티드를 갖는 영역을 포함한다.

일부 실시형태에서, 본 명세서에 기재된 RNAi 작제물의 센스 가닥은 안티센스 가닥의 서열에 충분히 상보적인[0011]

서열을 포함하여, 약 15 내지 약 30개 염기쌍 길이의 이중체 영역을 형성한다. 이들 및 다른 실시형태에서, 센

스 및 안티센스 가닥은 각각 약 15 내지 약 30개 뉴클레오티드 길이이다. 일부 실시형태에서, RNAi 작제물은 적

어도 하나의 평활(blunt) 말단을 포함한다. 다른 실시형태에서, RNAi 작제물은 적어도 하나의 뉴클레오티드 오

버행을 포함한다. 이러한 뉴클레오티드 오버행은 적어도 1 내지 6개의 짝지워지지 않은 뉴클레오티드를 포함할

수 있고, 센스 가닥의 3' 말단, 안티센스 가닥의 3' 말단, 또는 센스 가닥과 안티센스 가닥 둘 모두의 3' 말단

에 위치될 수 있다. 특정 실시형태에서, RNAi 작제물은 센스 가닥의 3' 말단 및 안티센스 가닥의 3' 말단에 2개

의 짝지워지지 않은 뉴클레오티드의 오버행을 포함한다. 다른 실시형태에서, RNAi 작제물은 안티센스 가닥의 3'

말단에 2개의 짝지워지지 않은 뉴클레오티드의 오버행 및 센스 가닥의 3' 말단/안티센스 가닥의 5' 말단의 평활

말단을 포함한다.

개시내용의 RNAi 작제물은 리보스 고리, 핵염기 또는 포스포디에스테르 골격에 변형을 갖는 뉴클레오티드를 포[0012]

함하는 하나 이상의 변형된 뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 일부 실시형태에서, RNAi 작제물의 리보스 고리에

대한 변형은 하나 이상의 2'-변형을 포함한다. 이러한 2'-변형은 2'-플루오로 변형된 뉴클레오티드, 2'-O-메틸

변형된  뉴클레오티드,  2'-O-메톡시에틸  변형된  뉴클레오티드,  2'-O-알릴  변형된  뉴클레오티드,  또는  이환식

(bicyclic) 핵산(BNA)을 포함할 수 있다. 리보스 고리에 대한 변형은 또한 글리콜 핵산(GNA)의 혼입을 포함할

수 있는데, 여기서 리보스 고리는 프로필렌 글리콜로 대체된다. 하나의 특정한 실시형태에서, RNAi 작제물은 하

나 이상의 2'-플루오로 변형된 뉴클레오티드, 2'-O-메틸 변형된 뉴클레오티드 또는 이들의 조합을 포함한다. 일

부 실시형태에서, RNAi 작제물의 센스 및 안티센스 가닥의 모든 뉴클레오티드는 변형된 뉴클레오티드이다. 무염

기성 뉴클레오티드는, 예를 들어, 센스 가닥의 3' 말단, 5' 말단, 또는 3' 말단과 5' 말단 둘 다에서의 말단 뉴

클레오티드로서 본 개시내용의 RNAi 작제물에 혼입될 수 있다. 이러한 실시형태에서, 무염기성 뉴클레오티드는

반전될 수 있다(예를 들어, 3'-3' 뉴클레오티드간 연결 또는 5'-5' 뉴클레오티드간 연결을 통해 인접한 뉴클레

오티드에 연결될 수 있음).

일부 실시형태에서, RNAi 작제물은 적어도 하나의 골격 변형, 예컨대, 변형된 뉴클레오티드간 또는 뉴클레오시[0013]

드간 연결을 포함한다. 특정 실시형태에서, 본 명세서에 기재된 RNAi 작제물은 적어도 하나의 포스포로티오에이

트 뉴클레오티드간 연결을 포함한다. 특정 실시형태에서, 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결은 센스 및/

또는 안티센스 가닥의 3' 또는 5' 말단에 위치될 수 있다.

본 개시내용은 또한 상기 언급된 RNAi 작제물 및 약학적으로 허용 가능한 담체, 부형제 또는 희석제를 포함하는[0014]

조성물뿐만 아니라, SCAP 발현 감소를 필요로 하는 환자에서 SCAP의 발현을 감소시키는 방법을 제공하며, 이러

한 방법은 상기 언급된 RNAi 작제물 또는 조성물을 환자에게 투여하는 단계를 포함한다.

본 개시내용은 또한 예컨대, NAFLD  또는 NASH의 치료를 위해서 SCAP의 발현을 감소시키는 데 사용하기 위한[0015]
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RNAi 작제물을 포함한다. 또한 NAFLD 치료용 의약의 제조를 위한 SCAP 발현을 억제하는 RNAi 작제물의 용도가

제공된다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 개시내용은 간 세포에서 SREBP 절단 활성화 단백질(SCAP) 유전자를 표적으로 하고 SCAP의 발현을 감소시키는[0016]

RNAi 작제물의 설계 및 생성에 부분적으로 기초한다. SCAP 발현의 억제는, 예를 들어, 단순 지방간(지방증), 비

알코올성 지방간염(NASH), 간경변(비가역적, 진행성 간 흉터 형성) 또는 SCAP-매개 고지혈증 또는 고중성지방혈

증과 같은 간-관련 질환을 포함하여 SCAP 발현과 연관된 질병을 치료 또는 예방하는 데 유용하다.

본 개시내용은 SCAP를 암호화하는 유전자의 발현을 조절하기 위한 조성물 및 방법을 제공한다. 일부 실시형태에[0017]

서, 유전자는 세포 또는 대상체, 예컨대, 포유류(예를 들어, 인간) 내에 있을 수 있다. 일부 실시형태에서, 개

시내용의 조성물은 SCAP mRNA를 표적화하고 세포 또는 포유류에서 SCAP 발현을 감소시키는 RNAi 작제물을 포함

한다. 이러한 RNAi 작제물은 예를 들어, 단순 지방간(지방증), 비알코올성 지방간 질환(NAFLD), 비알코올성 지

방간염(NASH), 간경변(비가역적, 진행성 간 흉터 형성) 또는 SCAP-매개 고지혈증 또는 고중성지방혈증과 같은

다양한 형태의 간-관련 질환을 치료하거나 예방하는 데 유용하다(예를 들어, 문헌[Lee et al., Experimental &

Molecular Medicine, 52: 724-729 (2020)] 참조).

위에 논의된 바와 같이, SCAP(SREBP 절단-활성화 단백질)는 SREBP를 내소포체의 합성 부위에서 골지체의 절단[0018]

부위로 운반하는 스테롤-조절 에스코트 단백질이며, 골지체에서 이들은 세포질 NH2-말단 전사 인자 도메인을 방

출하는 두 가지 프로테아제에 의해 순차적으로 절단된다. 세포 배양 실험에서 SCAP  결핍 돌연변이체 세포는

SREBP 전구체 수준이 낮은 것으로 나타났는데, 이는 이러한 단백질이 SCAP 부재하에서 불안정하기 때문일 것이

다. 또한, SCAP-결핍 CHO 세포는 콜레스테롤을 합성할 수 없으며 성장을 위해 외부 콜레스테롤 공급원이 필요하

다(Rawson et al., J Biol Chem., 274: 28549-28556(1999)). SCAP는 또한 SCAP의 다형성 막 도메인에 의해 매

개되는 콜레스테롤 센서 역할을 한다. 이러한 스테롤-감지 모티프의 점 돌연변이는 SREBP 절단의 스테롤 억제를

방해하고 콜레스테롤의 조절되지 않는 과잉 생산으로 이어진다.

지질 합성의 제어는 간에서 특히 중요한데, 이것은 지질을 그 자체의 용도를 위해서 사용할 뿐만 아니라 지질단[0019]

백질로서 혈장으로 외수송하기 위해 합성한다. 혈장 지질단백질 콜레스테롤 수준은 스타틴으로의 치료에 의해

낮아진다. 또한, 비만 및 비인슐린 의존성 당뇨병에서 발생할 수 있는 것과 같이 혈장 인슐린이 상승하면 간 지

방산 합성이 증가한다. 간에서, 트랜스제닉 마우스에서 SREBP-1a의 가용성 전사-활성화 도메인이 과발현되면 과

도한 지방간으로 이어진다. 스테롤-저항성 돌연변이체 SCAP를 과발현하는 트랜스제닉 마우스는 콜레스테롤을 과

다 생산하는 간을 발달시켰고 콜레스테롤을 공급받았을 때 정상적인 피드백 억제를 나타내지 못했는데, 이는

SCAP가 간에서 조절 역할을 한다는 것을 시사한다. 간에서 조건부 SCAP 결핍이 있는 마우스는 간에서 콜레스테

롤 및 지방산 합성의 기저 속도 감소를 나타내었는데, 이는 주로 다수의 생합성 효소를 암호화하는 mRNA의 감소

로 인한 것이다(Matsuda et al., Genes & Development 15: 1206-121(2001)). 또한, NASH/NAFLD 환자는 SREBP1c

및 이의 표적 유전자의 발현 및 전사 활성 증가를 나타낸다. 종합하면, 이러한 데이터는 SCAP 및 SREBP가 간 지

질 합성에 필요하다는 생체내 증거를 제공한다.

RNA 간섭(RNAi)은 외인성 RNA를 세포 내로 도입하여 단백질 발현의 결과적인 감소와 함께 표적화된 단백질을 암[0020]

호화하는 mRNA의 특이적 분해를 유발하는 프로세스이다. RNAi 기술 및 간 전달 둘 모두의 발전뿐만 아니라, 다

른 RNAi-기반 요법을 이용한 증가하는 긍정적 성과는 간에서 지질 합성을 조절하는 유전자, 예컨대, SCAP를 직

접 표적화함으로써 NAFLD를 치료적으로 치료하기 위한 강력한 수단으로 RNAi를 시사한다.

본 명세서에 사용되는 용어 "RNAi 작제물"은 세포 내로 도입될 때 RNA 간섭 메커니즘을 통해 표적 유전자(예를[0021]

들어, SCAP)의 발현을 하향조절할 수 있는 RNA 분자를 포함하는 제제를 지칭한다. "RNA 간섭"은 핵산 분자가 표

적 RNA 분자(예를 들어, 메신저 RNA 또는 mRNA 분자)의 절단 및 분해를 서열-특이적 방식으로, 예를 들어, RNA

유도된 침묵 복합체(RISC) 경로를 통해 유도하는 방법이다. 일부 실시형태에서, RNAi 작제물은 이중체 영역을

형성하도록 혼성화하기 위해 서로에 대해 충분히 상보적인 인접한 뉴클레오티드의 2개의 역평행 가닥을 포함하

는 이중 가닥 RNA(dsRNA) 분자를 포함한다. 이중 가닥 RNAi 작제물은 또한 RNAi "트리거"로 지칭될 수 있다. 용

어 "혼성화하다" 또는 "혼성화"는 전형적으로 2개의 폴리뉴클레오티드의 상보적 염기 사이의 수소 결합(예를 들

어, 왓슨-크릭(Watson-Crick), 후그스틴(Hoogsteen) 또는 역 후그스틴 수소 결합)을 통한 상보적 폴리뉴클레오

티드의 짝지움(pairing)을 지칭한다. 표적 서열(예를 들어, 표적 mRNA)에 실질적으로 상보적인 서열을 갖는 영

역을 포함하는 가닥은 "안티센스 가닥"으로 지칭된다. "센스 가닥"은 안티센스 가닥의 영역에 실질적으로 상보
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성인 영역을 포함하는 가닥을 지칭한다. 일부 실시형태에서, 센스 가닥은 표적 서열과 실질적으로 동일한 서열

을 갖는 영역을 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 이중 가닥 RNA의 센스 가닥 및 안티센스 가닥은 이중체 영역을 형성하기 위해 혼성화되지만[0022]

그렇지 않으면 연결되지 않은 2개의 분리된 분자일 수 있다. 2개의 분리된 가닥으로부터 형성된 이러한 이중 가

닥 RNA 분자는 "작은 간섭 RNA" 또는 "짧은 간섭 RNA"(siRNA)로 지칭된다. siRNA는 전형적으로 약 20개 내지

27개의 염기쌍으로 이루어져 있으며 RNAi의 중심인 비(non)코딩 이중 가닥 RNA 분자의 한 부류이다. 그러므로,

일부 실시형태에서, 개시내용의 RNAi 작제물은 siRNA를 포함한다. 다른 실시형태에서, RNAi 작제물은 마이크로

RNA("miRNA" 또는 "성숙 miRNA"라고도 알려짐)일 수 있다. miRNA는 식물, 동물 및 일부 바이러스에 존재하는 작

은(대략 18개 내지 24개 뉴클레오티드 길이) 비코딩 RNA 분자이다. miRNA는 siRNA와 유사하지만 miRNA는 내인성

전구체 헤어핀 mRNA 구조에서 유래한다. miRNA는 표적 mRNA의 상보적 영역에 대한 염기 짝지움 및 RISC 경로를

통한 표적 RNA의 절단을 지시함으로써 유전자 발현을 조절한다.

일부 실시형태에서, 개시내용은 SCAP에 관한 RNAi 작제물을 제공한다. 일부 실시형태에서, RNAi 작제물은 센스[0023]

가닥 및 안티센스 가닥을 포함하는 siRNA이며, 안티센스 가닥은 SCAP mRNA 서열에 상보적인 영역을 포함한다.

RNAi 안티센스 가닥의 영역은 SCAP mRNA 서열의 임의의 적합한 영역에 상보적일 수 있다. 예를 들어, 안티센스

가닥은 SCAP mRNA 서열의 3' 비번역 영역(UTR) 또는 코딩 영역에 상보적인 영역을 포함할 수 있다.

이중 가닥 RNAi 분자는 리보뉴클레오티드의 리보스 당, 염기 또는 골격 구성요소, 예컨대, 본 명세서에 기재되[0024]

거나 당업계에 알려진 것에 대한 변형을 포함하여 리보뉴클레오티드에 대한 화학적 변형을 포함할 수 있다. 이

중 가닥 RNA 분자(예를 들어, siRNA, shRNA 등)에 사용된 바와 같은 임의의 이러한 변형은 본 개시내용의 목적

상 용어 "이중 가닥 RNA"에 의해 포괄된다.

본 명세서에 사용된 바와 같이, 제1 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드가 제2 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티[0025]

드에 혼성화하여 특정한 조건, 예컨대, 생리학적 조건 하에 이중체 영역을 형성할 수 있다면, 제1 서열은 제2

서열에 "상보적"이다. 다른 이러한 조건은 당업자에게 알려진 중등도 또는 엄격한 혼성화 조건을 포함할 수 있

다. 제1 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드가 임의의 미스매치 없이 하나 또는 두 뉴클레오티드 서열의 전체 길

이에 걸쳐 제2 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드와 염기쌍을 이룬다면, 제1 서열은 제2 서열에 완전히 상보적

인(100% 상보적인) 것으로 간주된다. 서열이 표적 서열에 대해 적어도 약 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,

99% 또는 100% 상보적인 경우, 서열은 표적 서열에 대해 "실질적으로 상보적"이다. 상보성 백분율은 제2 또는

표적 서열의 상응하는 위치에서 염기에 상보성인 제1 서열의 염기 수를 제1 서열의 총 길이로 나눔으로써 계산

될 수 있다. 또한, 2개의 서열이 혼성화될 때 30개 염기쌍 이중체 영역에 걸쳐 5, 4, 3, 2 또는 1개 이하의 미

스매치가 존재한다면, 서열은 또 다른 서열에 실질적으로 상보적이라고 일컬어질 수 있다. 일반적으로 본 명세

서에 정의된 바와 같이, 임의의 뉴클레오티드 오버행이 존재한다면, 이러한 오버행의 서열은 2개 서열 사이의

상보성 정도를 결정하는 데 있어서 고려되지 않는다. 예를 들어, 혼성화하여 각각의 가닥의 3' 말단에 2-뉴클레

오티드 오버행을 갖는 19개 염기쌍 이중체 영역을 형성하는 21개 뉴클레오티드 길이의 센스 가닥 및 21개 뉴클

레오티드 길이의 안티센스 가닥은 본 명세서에 사용되는 용어에 따라 완전히 상보적인 것으로 간주될 것이다.

일부 실시형태에서, 안티센스 가닥의 영역은 표적 RNA 서열(예를 들어, SCAP mRNA)의 영역에 완전히 상보적인[0026]

서열을 포함한다. 이러한 실시형태에서, 센스 가닥은 안티센스 가닥의 서열에 완전히 상보적인 서열을 포함할

수 있다. 이러한 다른 실시형태에서, 센스 가닥은 센스 및 안티센스 가닥에 의해 형성된 이중체 영역에서 예를

들어, 1, 2, 3, 4 또는 5개의 미스매치를 갖는 안티센스 가닥의 서열에 실질적으로 상보적인 서열을 포함할 수

있다. 특정 실시형태에서, 임의의 미스매치는 말단 영역 내에서(예를 들어, 가닥의 5' 및/또는 3' 말단의 6, 5,

4, 3, 2 또는 1개 뉴클레오티드 내에서) 발생하는 것이 바람직하다. 일 실시형태에서, 센스 및 안티센스 가닥으

로부터 형성된 이중체 영역에서 임의의 미스매치는 바람직하게는 안티센스 가닥의 5' 말단의 6, 5, 4, 3, 2 또

는 1개 뉴클레오티드 내에서 발생한다.

dsRNA의 2개의 실질적으로 상보적인 가닥이 별개의 RNA 분자로 이루어진 경우, 이들 분자는 공유적으로 연결될[0027]

필요는 없으나, 공유적으로 연결될 수 있다. 2개 가닥이 이중체 구조를 형성하는 하나의 가닥의 3'-말단과 각각

의 다른 가닥의 5'-말단 사이에 중단되지 않은 뉴클레오티드 사슬 이외의 수단에 의해 공유 연결되는 경우, 연

결 구조는 "링커"로 지칭된다. RNA 가닥은 동일하거나 상이한 수의 뉴클레오티드를 가질 수 있다. 이중체에서의

염기쌍의 최대 수는 dsRNA의 최단 가닥의 뉴클레오티드 수에서 이중체에 존재하는 임의의 오버행을 뺀 수이다.

이중체 구조에 더하여, RNAi는 하나 이상의 뉴클레오티드 오버행을 포함할 수 있다.

다른 실시형태에서, 혼성화하여 이중체 영역을 형성하는 센스 가닥 및 안티센스 가닥은 단일 RNA 분자의 일부일[0028]
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수 있으며, 즉, 센스 및 안티센스 가닥은 단일 RNA 분자의 자기-상보성 영역의 일부이다. 이러한 경우, 단일

RNA 분자는 이중체 영역(줄기(stem) 영역으로도 지칭됨) 및 루프 영역을 포함한다. 센스 가닥의 3' 말단은 짝지

워지지 않은 뉴클레오티드의 인접 서열에 의해 안티센스 가닥의 5' 말단에 연결되며, 이는 루프 영역을 형성할

것이다. 루프 영역은 전형적으로 안티센스 가닥이 센스 가닥과 염기쌍을 형성하여 이중체 또는 줄기 영역을 형

성할 수 있도록 RNA 분자가 그 자체로 접히는 것을 허용하기에 충분한 길이를 갖는다. 루프 영역은 약 3 내지

약 25개, 약 5 내지 약 15개 또는 약 8 내지 약 12개의 짝지워지지 않은 뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 본 명

세서에 언급된 바와 같이,  적어도 부분적으로 자기-상보성인 영역을 갖는 이러한 RNA  분자는 "짧은 헤어핀

RNA"(shRNA)로 지칭된다. 일부 실시형태에서, 루프 영역은 적어도 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 또는 25개의 짝지워

지지 않은 뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 다른 실시형태에서, 루프 영역은 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2개 또

는 그 이하의 짝지워지지 않은 뉴클레오티드를 가질 수 있다. 특정 실시형태에서, 본 명세서에 개시된 RNAi 작

제물은 shRNA를 포함한다. 단일한, 적어도 부분적으로 자기-상보성인 RNA 분자의 길이는 약 35개 뉴클레오티드

내지 약 100개 뉴클레오티드, 약 45개 뉴클레오티드 내지 약 85개 뉴클레오티드, 또는 약 50개 내지 약 60개 뉴

클레오티드일 수 있으며, 각각 본 명세서에 인용된 길이를 갖는 이중체 영역 및 루프 영역을 포함한다.

일부 실시형태에서, 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물은 센스 가닥 및 안티센스 가닥을 포함하며, 안티센스 가닥[0029]

은 SCAP 메신저 RNA(mRNA) 서열에 실질적으로 또는 완전히 상보적인 서열을 갖는 영역을 포함한다. 본 명세서에

서 사용되는 바와 같이, "SCAP mRNA 서열"은 SCAP 단백질 변이체 또는 임의의 종(예를 들어, 마우스, 래트, 비-

인간 영장류, 인간)으로부터의 이소형을 포함하는, SCAP  단백질을 암호화하는, 스플라이스 변이체를 포함하는

임의의 메신저 RNA 서열을 지칭한다. SCAP는 또한 SREBF 샤페론으로서 당업계에 알려져 있다.

SCAP mRNA 서열은 또한 이의 상보적 DNA(cDNA) 서열로서 발현된 전사체 서열을 포함한다. cDNA 서열은 RNA 염기[0030]

(예를 들어, 구아닌, 아데닌, 우라실 및 시토신)보다는 DNA 염기(예를 들어, 구아닌, 아데닌, 티민 및 시토신)

로서 발현된 mRNA 전사물의 서열을 지칭한다. 그러므로, 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물의 안티센스 가닥은 표

적 SCAP mRNA 서열 또는 SCAP cDNA 서열에 실질적으로 또는 완전히 상보적인 서열을 갖는 영역을 포함할 수 있

다. SCAP mRNA 또는 cDNA 서열은 임의의 SCAP mRNA 또는 cDNA 서열을 포함할 수 있으나 이로 제한되지 않으며,

예컨대, NCBI 참조 서열 NM_001320044.2 또는 NM_012235.4로부터 유래될 수 있다.

안티센스 가닥의 영역은 SCAP mRNA 서열의 적어도 15개의 연속적인 뉴클레오티드에 실질적으로 상보적이거나 완[0031]

전히 상보적일 수 있다. 일부 실시형태에서, 안티센스 가닥이 상보성 영역을 포함하는 SCAP mRNA 서열의 표적

영역은 약 15 내지 약 30개의 연속적인 뉴클레오티드, 약 16 내지 약 28개의 연속적인 뉴클레오티드, 약 18 내

지 약 26개의 연속적인 뉴클레오티드, 약 17 내지 약 24개의 연속적인 뉴클레오티드, 약 19 내지 약 25개의 연

속적인 뉴클레오티드, 약 19 내지 약 23개(예를 들어, 19개, 20개, 21개, 22개 또는 23개)의 연속적인 뉴클레오

티드, 또는 약 19 내지 약 21개의 연속적인 뉴클레오티드의 범위일 수 있다. 특정 실시형태에서, SCAP mRNA 서

열에 실질적으로 또는 완전히 상보적인 서열을 포함하는 안티센스 가닥의 영역은 일부 실시형태에서, 표 1에 열

거된 안티센스 서열로부터의 적어도 19개의 인접한 뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 일부 실시형태에서, 센스

및/또는 안티센스 서열은 1, 2, 또는 3개 이하의 뉴클레오티드 미스매치를 갖는, 표 1에 열거된 서열로부터의

적어도 15개의 연속적인 뉴클레오티드(예를 들어, 적어도 16개, 17개 또는 18개의 연속적인 뉴클레오티드)를 포

함한다.

RNAi 작제물의 센스 가닥은 전형적으로 2개의 가닥이 생리학적 조건 하에 혼성화하여 이중체 영역을 형성하도록[0032]

안티센스 가닥의 서열에 충분히 상보적인 서열을 포함한다. "이중체 영역"은 2개 폴리뉴클레오티드 사이에 이중

체를 생성하기 위해 왓슨-크릭(Watson-Crick) 염기쌍 형성 또는 다른 수소 결합 상호작용에 의해 서로 염기쌍을

형성하는 2개의 상보적인 또는 실질적으로 상보적인 폴리뉴클레오티드의 영역을 지칭한다. 예를 들어, RNAi 작

제물의 이중체 영역은 다이서(Dicer) 효소 및/또는 (후술하는) RISC  복합체를 관여시킴으로써 RNAi  작제물이

RNA  간섭  경로에  진입하는  것을  가능하게  할  정도로  충분한  길이를  가져야  한다.  예를  들어,  일부

실시형태에서, 이중체 영역은 약 15 내지 약 30개 염기쌍 길이이다. 이중체 영역에 대한 이 범위 내의 다른 길

이도 또한 적합하며, 예컨대, 약 15 내지 약 28개 염기쌍, 약 15 내지 약 26개 염기쌍, 약 15 내지 약 24개 염

기쌍, 약 15 내지 약 22개 염기쌍, 약 17 내지 약 28개 염기쌍, 약 17 내지 약 26개 염기쌍, 약 17 내지 약 24

개 염기쌍, 약 17 내지 약 23개 염기쌍, 약 17 내지 약 21개 염기쌍, 약 19 내지 약 25개 염기쌍, 약 19 내지

약 23개 염기쌍, 또는 약 19 내지 약 21개 염기쌍 길이이다. 일 실시형태에서, 이중체 영역은 약 17 내지 약 24

개 염기쌍 길이이다. 또 다른 실시형태에서, 이중체 영역은 약 19 내지 약 21개 염기쌍 길이이다. 예를 들어,

이중체 영역은 약 19개 염기쌍 길이일 수 있다.

일부 실시형태에서, 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물은 표적 RNA의 절단을 지시하기 위해 표적 RNA 서열, 예를[0033]
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들어, SCAP 표적 mRNA 서열과 상호작용하는 약 17 내지 약 24개의 뉴클레오티드의 이중체 영역을 함유한다. 이

론에 구애되고자 함 없이, 세포에 도입된 긴 이중 가닥 RNA는 다이서로 알려진 유형 III 엔도뉴클레아제에 의해

siRNA로 분해될 수 있다(문헌[Sharp et al. (2001) Genes Dev. 15:485]). 리보뉴클레아제-III-유사 효소인 다

이서는 dsRNA를 특징적인 2개의 염기 3' 오버행을 갖는 19 내지 23개 염기쌍의 짧은 간섭 RNA로 처리한다(문헌

[Bernstein, et al., (2001) Nature 409:363]). 그 후에, siRNA는 하나 이상의 헬리카제가 siRNA 이중체를 풀

어서 상보적인 안티센스 가닥이 표적 인식을 안내할 수 있게 하는 RNA-유도 침묵 복합체(RISC)에 통합된다(문헌

[Nykanen, et al., (2001) Cell 107:309]). 적당한 표적 mRNA에 결합 시, RISC 내의 하나 이상의 엔도뉴클레아

제는 표적을 절단하여 침묵을 유도한다(Elbashir, et al., (2001) Genes Dev. 15: 188).

센스 가닥 및 안티센스 가닥이 2개의 별개의 분자(예를 들어, siRNA RNAi 작제물)인 실시형태의 경우, 센스 가[0034]

닥 및 안티센스 가닥은 이중체 영역의 길이와 동일한 길이일 필요는 없다. 예를 들어, 하나의 가닥 또는 가닥

둘 모두는 이중체 영역보다 길 수 있고, 이중체 영역을 플랭킹(flanking)하는 하나 이상의 짝지워지지 않은 뉴

클레오티드 또는 미스매치를 갖는다. 그러므로, 일부 실시형태에서, RNAi 작제물은 적어도 하나의 뉴클레오티드

오버행을 포함한다. 본 명세서에 사용된 바와 같이, "뉴클레오티드 오버행"은 가닥의 말단 단부에서 이중체 영

역을 넘어 연장되는 짝지워지지 않은 뉴클레오티드 또는 뉴클레오티드들을 지칭한다. 뉴클레오티드 오버행은 전

형적으로 한 가닥의 3' 말단이 다른 가닥의 5' 말단을 넘어 연장될 때 또는 한 가닥의 5' 말단이 다른 가닥의

3' 말단을 넘어 연장될 때 생성된다. 뉴클레오티드 오버행의 길이는 일반적으로 1 내지 6개 뉴클레오티드, 1 내

지 5개 뉴클레오티드, 1 내지 4개 뉴클레오티드, 1 내지 3개 뉴클레오티드, 2 내지 6개 뉴클레오티드, 2 내지 5

개 뉴클레오티드, 또는 2 내지 4개 뉴클레오티드이다. 일부 실시형태에서, 뉴클레오티드 오버행은 1, 2, 3, 4,

5 또는 6개의 뉴클레오티드를 포함한다. 하나의 특정한 실시형태에서, 뉴클레오티드 오버행은 1 내지 4개의 뉴

클레오티드를 포함한다. 특정 실시형태에서, 뉴클레오티드 돌출부는 2개의 뉴클레오티드를 포함한다. 오버행 내

의 뉴클레오티드는 본 명세서에 기재된 리보뉴클레오티드, 데옥시리보뉴클레오티드 또는 변형된 뉴클레오티드일

수 있다. 일부 실시형태에서, 오버행은 5'-우리딘-우리딘-3'(5'-UU-3') 디뉴클레오티드를 포함한다. 이러한 실

시형태에서, UU 디뉴클레오티드는 리보뉴클레오티드 또는 변형된 뉴클레오티드, 예를 들어, 2'-변형된 뉴클레오

티드를 포함할 수 있다. 다른 실시형태에서, 오버행은 5'-데옥시티미딘-데옥시티미딘-3'(5'-dTdT-3') 디뉴클레

오티드를 포함한다.

뉴클레오티드 오버행은 하나의 가닥 또는 가닥 둘 모두의 5' 말단 또는 3' 말단에 있을 수 있다. 예를 들어, 일[0035]

실시형태에서, RNAi 작제물은 안티센스 가닥의 5' 말단 및 3' 말단에 뉴클레오티드 오버행을 포함한다. 또 다른

실시형태에서, RNAi 작제물은 센스 가닥의 5' 말단 및 3' 말단에 뉴클레오티드 오버행을 포함한다. 일부 실시형

태에서, RNAi 작제물은 센스 가닥의 5' 말단 및 안티센스 가닥의 5' 말단에 뉴클레오티드 오버행을 포함한다.

다른 실시형태에서, RNAi 작제물은 센스 가닥의 3' 말단 및 안티센스 가닥의 3' 말단에 뉴클레오티드 오버행을

포함한다.

RNAi 작제물은 이중 가닥 RNA 분자의 한쪽 말단에 단일 뉴클레오티드 오버행 및 다른쪽 말단에 평활 말단을 포[0036]

함할 수 있다. "평활 말단"은 센스 가닥 및 안티센스 가닥이 분자의 말단에서 완전히 염기쌍을 형성하고, 이중

체 영역을 넘어 연장되는 짝지워지지 않은 뉴클레오티드가 없음을 의미한다. 일부 실시형태에서, RNAi 작제물은

센스 가닥의 3' 말단에 뉴클레오티드 오버행을 포함하고, 센스 가닥의 5' 말단 및 안티센스 가닥의 3' 말단에

평활 말단을 포함한다. 다른 실시형태에서, RNAi 작제물은 안티센스 가닥의 3' 말단에 뉴클레오티드 오버행을

포함하고, 안티센스 가닥의 5' 말단 및 센스 가닥의 3' 말단에 평활 말단을 포함한다. 특정 실시형태에서, RNAi

작제물은 이중 가닥 RNA 분자의 양쪽 말단에 평활 말단을 포함한다. 이러한 실시형태에서, 센스 가닥 및 안티센

스 가닥은 길이가 동일하고, 이중체 영역은 센스 및 안티센스 가닥과 길이가 동일하다(즉, 분자는 전체 길이에

걸쳐 이중 가닥임).

센스 가닥 및 안티센스 가닥은 각각 독립적으로 임의의 적합한 길이, 예컨대, 약 15 내지 약 30개 뉴클레오티드[0037]

길이, 약 18 내지 약 28개 뉴클레오티드 길이, 약 19 내지 약 27개 뉴클레오티드 길이, 약 19 내지 약 25개 뉴

클레오티드 길이, 약 19 내지 약 23개 뉴클레오티드 길이, 약 21 내지 약 25개 뉴클레오티드 길이, 또는 약 21

내지 약 23개 뉴클레오티드 길이일 수 있다. 특정 실시형태에서, 센스 가닥 및 안티센스 가닥은 각각 약 18, 약

19, 약 20, 약 21, 약 22, 약 23, 약 24 또는 약 25개 뉴클레오티드 길이이다. 일부 실시형태에서, 센스 가닥

및 안티센스 가닥은 길이가 동일하지만, RNAi 작제물이 2개의 뉴클레오티드 오버행을 갖도록 가닥보다 짧은 이

중체 영역을 형성한다. 예를 들어, 일 실시형태에서, RNAi 작제물은 (i) 각각 21개 뉴클레오티드 길이인 센스

가닥 및 안티센스 가닥, (ii) 19개 염기쌍 길이인 이중체 영역, 및 (iii) 센스 가닥의 3' 말단과 안티센스 가닥

의 3' 말단 둘 모두의 2개의 짝지워지지 않은 뉴클레오티드의 뉴클레오티드 오버행을 포함한다. 또 다른 실시형
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태에서, RNAi 작제물은 (i) 각각 23개 뉴클레오티드 길이인 센스 가닥 및 안티센스 가닥, (ii) 21개 염기쌍 길

이인 이중체 영역, 및 (iii) 센스 가닥의 3' 말단과 안티센스 가닥의 3' 말단 둘 모두의 2개의 짝지워지지 않은

뉴클레오티드의 뉴클레오티드 오버행을 포함한다. 다른 실시형태에서, 센스 가닥 및 안티센스 가닥은 동일한 길

이를 가지며, 이중 가닥 분자의 어느 한쪽 말단에 뉴클레오티드 오버행이 없도록 이의 전체 길이에 걸쳐 이중체

영역을 형성한다. 하나의 이러한 실시형태에서, RNAi 작제물은 평활 말단이며, (i) 각각 21개 뉴클레오티드 길

이인  센스  가닥  및  안티센스  가닥,  및  (ii)  21개  염기쌍  길이의  이중체  영역을  포함한다.  또  다른

실시형태에서, RNAi 작제물은 평활 말단이며, (i) 각각 23개 뉴클레오티드 길이인 센스 가닥 및 안티센스 가닥,

및 (ii) 23개 염기쌍 길이의 이중체 영역을 포함한다.

다른 실시형태에서, 센스 가닥 또는 안티센스 가닥은 다른 가닥보다 길고, 2개 가닥은 RNAi 작제물이 적어도 하[0038]

나의 뉴클레오티드 오버행을 포함하도록 짧은 가닥의 길이와 동일한 길이를 갖는 이중체 영역을 형성한다. 예를

들어, 일 실시형태에서, RNAi 작제물은 (i) 19개 뉴클레오티드 길이인 센스 가닥, (ii) 21개 뉴클레오티드 길이

인 안티센스 가닥, (iii) 19개 염기쌍 길이의 이중체 영역, 및 (iv) 안티센스 가닥의 3' 말단에서 2개의 짝지워

지지 않은 뉴클레오티드의 단일 뉴클레오티드 오버행을 포함한다. 또 다른 실시형태에서, RNAi 작제물은 (i) 21

개 뉴클레오티드 길이인 센스 가닥, (ii) 23개 뉴클레오티드 길이인 안티센스 가닥, (iii) 21개 염기쌍 길이의

이중체 영역, 및 (iv) 안티센스 가닥의 3' 말단에서 2개의 짝지워지지 않은 뉴클레오티드의 단일 뉴클레오티드

오버행을 포함한다.

본 명세서에 개시된 RNAi 작제물의 안티센스 가닥은 표 1에 열거된 안티센스 서열 또는 상기 안티센스 서열 중[0039]

임의의 것의 뉴클레오티드 1~18, 2~18, 1~19, 2~19, 1~21 또는 2~21의 서열 중 어느 하나의 서열을 포함할 수

있다. 표 1에 열거된 안티센스 서열 각각은 SCAP mRNA 서열과 2개 뉴클레오티드 오버행 서열에 상보적인 16~19

개의연속적인  뉴클레오티드의  서열을  포함한다.  그러므로,  일부  실시형태에서,  안티센스  가닥은  서열번호

148~294 또는 서열번호 442~588 중 임의의 하나의 뉴클레오티드 1~18, 2~18, 1~19, 2~19, 1~21 또는 2~21의 서

열을 포함한다. 마찬가지로, 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물의 센스 가닥은 표 1에 열거된 센스 서열 또는 상

기 센스 서열 중 임의의 것의 뉴클레오티드 1~18, 2~18, 1~19, 2~19, 1~21 또는 2~21의 서열 중 어느 하나의

서열을 포함할 수 있다. 그러므로, 일부 실시형태에서, 센스 가닥은 서열번호 1~147 또는 서열번호 295~441 중

임의의 하나의 뉴클레오티드 1~18, 2~18, 1~19, 2~19, 1~21 또는 2~21의 서열을 포함한다.

변형된 뉴클레오티드[0040]

본 명세서에 개시된 RNAi 작제물, 예컨대, 표 1에 열거된 것은 하나 이상의 변형된 뉴클레오티드를 포함할 수[0041]

있다. "변형된 뉴클레오티드"는 뉴클레오시드, 핵염기, 펜토스 고리 또는 포스페이트기에 하나 이상의 화학적

변형을 갖는 뉴클레오티드를 지칭한다. 본 명세서에 사용된 바와 같이, 변형된 뉴클레오티드는 아데노신 모노포

스페이트, 구아노신 모노포스페이트, 우리딘 모노포스페이트 및 시티딘 모노포스페이트를 함유하는 리보뉴클레

오티드, 및 데옥시아데노신 모노포스페이트, 데옥시구아노신 모노포스페이트, 데옥시티미딘 모노포스페이트 및

데옥시시티딘 모노포스페이트를 함유하는 데옥시리보뉴클레오티드를 포괄하지 않는다. 그러나, RNAi  작제물은

변형된 뉴클레오티드, 리보뉴클레오티드 및 데옥시리보뉴클레오티드의 조합을 포함할 수 있다. 변형된 뉴클레오

티드를 이중 가닥 RNA 분자의 하나 또는 양쪽 가닥에 혼입하면, 예를 들어, 뉴클레아제 및 다른 분해 프로세스

에 대한 분자의 민감성을 감소시킴으로써 RNA 분자의 생체내 안정성을 향상시킬 수 있다. 표적 유전자의 발현을

감소시키기 위한 RNAi 작제물의 효력은 또한 변형된 뉴클레오티드의 혼입에 의해 증강될 수 있다.

특정 실시형태에서, 변형 뉴클레오티드는 리보스 당의 변형을 갖는다. 이러한 당 변형은 펜토스 고리의 2' 및/[0042]

또는 5' 위치에서의 변형뿐만 아니라 이환식 당 변형을 포함할 수 있다. 2'-변형된 뉴클레오티드는 H 또는 OH

이외의 2' 위치에 치환기를 갖는 펜토스 고리를 갖는 뉴클레오티드를 지칭한다. 이러한 2' 변형은 2'-O-알킬(예

를 들어, O-C1-C10 또는 O-C1-C10 치환된 알킬), 2'-O-알릴(O-CH2CH=CH2), 2'-C-알릴, 2'-플루오로, 2'-O-메틸

(OCH), 2'-O-메톡시에틸(O-(CH)2OCH3), 2'-OCF3, 2'-O(CH2)2SCH3, 2'-O-아미노알킬, 2'-아미노(2예를 들어 NH2),

2'-O-에틸아민, 및 2'-아지도를 3포함하지만 이로 제한되지 않는다. 펜토스 고리의 5' 위치에서의 변형은 5'-메

틸(R 또는 S); 5'-비닐, 및 5'-메톡시를 포함하지만, 이에 제한되지 않는다.

"이환식 당 변형"은 브릿지가 고리의 두 원자를 연결하여 제2 고리를 형성하여 이환식 당 구조를 생성하는 펜토[0043]

스 고리의 변형을 지칭한다. 일부 실시형태에서, 이환식 당 변형은 펜토스 고리의 4' 및 2' 탄소 사이의 브릿지

를 포함한다. 이환식 당 변형을 갖는 당 모이어티를 포함하는 뉴클레오티드는 본 명세서에서 "이환식 핵산" 또

는 "브릿징된 BNA"로 지칭된다. "잠긴 핵산"(locked nucleic acid; LNA)은 리보스 고리가 2'-산소와 4'-탄소를

연결하는 메틸렌 브릿지에 의해서 잠긴 2',4'-이환식 핵산(2',4'-BNA)이다. 예시적인 이환식 당 변형은 α-L-메
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틸렌옥시(4'-CH2-O-2') 이환식 핵산(BNA); α-D-메틸렌옥시(4'-CH2-O-2') BNA(잠긴 핵산 또는 LNA로도 지칭됨);

에틸렌옥시(4'-(CH2)2-O-2') BNA; 아미노옥시(4'-CH2-O-N(R)-2') BNA; 옥시아미노(4'-CH2-N(R)-O-2') BNA; 메틸

(메틸렌옥시)(4'-CH(CH3)-O-2') BNA(제한된 에틸 또는 cEt로도 지칭됨); 메틸렌-티오(4'-CH2-S-2') BNA; 메틸렌

-아미노(4'-CH2-N(R)-2')  BNA;  메틸  카르보사이클릭(4'-CH2-CH(CH3)-2')  BNA;  프로필렌  카르보사이클릭(4'-

(CH2)3-2') BNA; 및 메톡시(에틸렌옥시)(4'-CH(CH2OMe)-O-2')BNA(제한된 MOE 또는 cMOE로도 지칭됨)를 포함하지

만, 이에 제한되지 않는다. 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물에 혼입될 수 있는 이들 및 다른 당-변형된 뉴클레

오티드는,  예를  들어,  미국  특허  제9,181,551호,  미국  특허  공개  제2016/0122761호  및  문헌[Deleavey  and

Damha, Chemistry and Biology, 19: 937-954 (2012)]에 기재되어 있다.

일부 실시형태에서, RNAi 작제물은 하나 이상의 2'-플루오로 변형된 뉴클레오티드, 2'-O-메틸 변형된 뉴클레오[0044]

티드, 2'-O-메톡시에틸 변형된 뉴클레오티드, 2'-O-알릴 변형된 뉴클레오티드, 이환식 핵산(BNA), 또는 이들의

조합을 포함한다. 특정 실시형태에서, RNAi 작제물은 하나 이상의 2'-플루오로 변형된 뉴클레오티드, 2'-O-메틸

변형된 뉴클레오티드, 2'-O-메톡시에틸 변형된 뉴클레오티드 또는 이들의 조합을 포함한다. 하나의 특정한 실시

형태에서, RNAi 작제물은 하나 이상의 2'-플루오로 변형된 뉴클레오티드, 2'-O-메틸 변형된 뉴클레오티드 또는

이들의 조합을 포함한다.

RNAi 작제물의 센스 및 안티센스 가닥 둘 다는 1개 또는 다수의 변형된 뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 예를[0045]

들어, 일부 실시형태에서, 센스 가닥은 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10개 또는 그 초과의 변형된 뉴클레오티드

를 포함한다. 특정 실시형태에서, 센스 가닥내 모든 뉴클레오티드는 변형된 뉴클레오티드이다. 일부 실시형태에

서, 안티센스 가닥은 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10개 또는 그 초과의 변형된 뉴클레오티드를 포함한다. 다른

실시형태에서, 안티센스 가닥내 모든 뉴클레오티드는 변형된 뉴클레오티드이다. 다른 특정 실시형태에서, 센스

가닥내 모든 뉴클레오티드 및 안티센스 가닥내 모든 뉴클레오티드는 변형된 뉴클레오티드이다. 이들 및 다른 실

시형태에서, 변형된 뉴클레오티드는 2'-플루오로 변형된 뉴클레오티드, 2'-O-메틸 변형된 뉴클레오티드, 또는

이들의 조합일 수 있다.

특정 실시형태에서, 본 발명의 RNAi 작제물의 가닥 중 하나 또는 둘 모두에 혼입된 변형된 뉴클레오티드는 핵염[0046]

기(본 명세서에서 "염기"로도 지칭됨)의 변형을 갖는다. "변형된 핵염기" 또는 "변형된 염기"는 천연 퓨린 염기

아데닌(A) 및 구아닌(G) 및 피리미딘 염기 티민(T), 시토신(C), 및 우라실(U) 이외의 염기를 지칭한다. 변형된

핵염기는 합성 및 천연 변형일 수 있고, 유니버셜 염기, 5-메틸시토신(5-me-C), 5-하이드록시메틸 시토신, 잔틴

(X), 하이포잔틴, 2-아미노아데닌, 6-메틸아데닌, 6-메틸구아닌, 및 아데닌 및 구아닌의 다른 알킬 유도체, 아

데닌 및 구아닌의 2-프로필 및 다른 알킬 유도체, 2-티오우라실, 2-티오티민 및 2-티오시토신, 5-할로우라실 및

시토신, 5-프로피닐 우라실 및 시토신, 6-아조 우라실, 시토신 및 티민, 5-우라실(슈도우라실), 4-티오우라실,

8-할로, 8-아미노, 8-티올, 8-티오알킬, 8-하이드록실 및 다른 8-치환된 아데닌 및 구아닌, 5-할로, 특히 5-브

로모, 5-트리플루오로메틸 및 다른 5-치환된 우라실 및 시토신, 7-메틸구아닌 및 7-메틸아데닌, 8-아자구아닌

및 8-아자아데닌, 7-데아자구아닌 및 7-데아자아데닌 및 3-데아자구아닌 및 3-데아자아데닌을 포함하지만, 이들

로 제한되지 않는다.

일부 실시형태에서, 변형된 염기는 보편적인 염기이다. "유니버셜 염기"는 생성되는 이중체 영역의 이중 나선[0047]

구조를 변경하지 않고 RNA 및 DNA에서 모든 천연 염기와 염기쌍을 무차별적으로 형성하는 염기 유사체를 지칭한

다. 유니버셜 염기는 당업자에게 알려져 있으며, 이노신, C-페닐, C-나프틸 및 다른 방향족 유도체, 아졸 카르

복사미드, 및 니트로아졸 유도체, 예컨대, 3-니트로피롤, 4-니트로인돌, 5-니트로인돌, 및 6-니트로인돌을 포함

하지만 이로 제한되지 않는다.

본 발명의 RNAi 작제물에 포함될 수 있는 다른 적합한 변형된 염기는 문헌[Herdewijn, Antisense Nucleic Acid[0048]

Drug Dev., Vol. 10: 297-310, 2000 및 Peacock et al., J. Org. Chem., Vol. 76: 7295-7300, 2011]에 기재된

것들을 포함하며, 이들은 둘 다 그 전문이 본 명세서에 참고로 포함된다. 당업자는 구아닌, 시토신, 아데닌, 티

민, 및 우라실이 이러한 대체 핵염기를 보유하는 뉴클레오티드를 포함하는 폴리뉴클레오티드의 염기쌍 형성을

실질적으로 변경시키지 않으면서 다른 핵염기, 예컨대, 위에 기재된 변형된 핵염기에 의해 대체될 수 있음을 잘

알고 있다.

일부 실시형태에서, RNAi 작제물의 센스 및 안티센스 가닥은 1개 이상의 무염기성 뉴클레오티드를 포함할 수 있[0049]

다. "무염기성 뉴클레오티드" 또는 "무염기성 뉴클레오시드"는 리보스 당의 1' 위치에 핵염기가 결여된 뉴클레

오티드 또는 뉴클레오시드이다. 특정 실시형태에서, 무염기성 뉴클레오티드는 RNAi 작제물의 센스 및/또는 안티
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센스 가닥의 말단으로 혼입된다. 일 실시형태에서, 센스 가닥은 이의 3' 말단, 이의 5' 말단, 또는 이의 3' 및

5' 말단 둘 다에서 말단 뉴클레오티드로서 무염기성 뉴클레오티드를 포함한다. 또 다른 실시형태에서, 안티센스

가닥은 이의 3' 말단, 이의 5' 말단, 또는 이의 3' 및 5' 말단 둘 다에서 말단 뉴클레오티드로서 무염기성 뉴클

레오티드를 포함한다. 무염기성 뉴클레오티드가 말단 뉴클레오티드인 이러한 실시형태에서, 이는 반전된 뉴클레

오티드일 수 있다 - 즉, 천연의 3'-5' 뉴클레오티드간 연결 대신 3'-3' 뉴클레오티드간 연결(가닥의 3' 말단에

있을 때)을 통해 또는 5'-5' 뉴클레오티드간 연결(가닥의 5' 말단에 있을 때)을 통해 인접한 뉴클레오티드에 연

결될 수 있다. 또한, 무염기성 뉴클레오티드는 당 변형, 예컨대, 전술한 임의의 당 변형을 포함할 수 있다. 특

정 실시형태에서, 무염기성 뉴클레오티드는 2'-변형, 예컨대, 2'-플루오로 변형, 2'-O-메틸 변형, 또는 2'-H

(데옥시) 변형을 포함한다. 일 실시형태에서, 무염기성 뉴클레오티드는 2'-O-메틸 변형을 포함한다. 다른 실시

형태에서, 무염기성 뉴클레오티드는 2'-H 변형을 포함한다(즉, 데옥시 무염기성 뉴클레오티드임).

일부 실시형태에서, 센스 가닥 및/또는 안티센스 가닥에서 아데노신 뉴클레오티드 앞의 모든 피리미딘 뉴클레오[0050]

티드는 변형된 뉴클레오티드이다. 예를 들어, 서열 5'-CA-3' 또는 5'-UA-3'이 가닥 중 어느 하나에 나타나는 경

우, 시티딘 및 우리딘 뉴클레오티드는 변형된 뉴클레오티드, 바람직하게는 2'-O-메틸 변형된 뉴클레오티드이다.

특정 실시형태에서, 센스 가닥 내 모든 피리미딘 뉴클레오티드는 변형된 뉴클레오티드(예를 들어, 2'-O-메틸 변

형된 뉴클레오티드)이며, 안티센스 가닥에서 서열 5'-CA-3' 또는 5'-UA-3'의 모든 경우에 5' 뉴클레오티드는 변

형된 뉴클레오티드(예를 들어, 2'-O-메틸 변형된 뉴클레오티드)이다. 다른 실시형태에서, 이중체 영역의 모든

뉴클레오티드는 변형된 뉴클레오티드이다. 이러한 실시형태에서, 변형된 뉴클레오티드는 바람직하게는 2'-O-메

틸 변형된 뉴클레오티드, 2'-플루오로 변형된 뉴클레오티드 또는 이들의 조합이다.

RNAi 작제물이 뉴클레오티드 오버행을 포함하는 실시형태에서, 오버행의 뉴클레오티드는 리보뉴클레오티드, 데[0051]

옥시리보뉴클레오티드 또는 변형된 뉴클레오티드일 수 있다. 일 실시형태에서, 오버행의 뉴클레오티드는 데옥시

리보뉴클레오티드, 예를 들어, 데옥시티미딘이다. 또 다른 실시형태에서, 오버행의 뉴클레오티드는 변형된 뉴클

레오티드이다. 예를 들어 일부 실시형태에서, 오버행의 뉴클레오티드는 2'-O-메틸 변형된 뉴클레오티드, 2'-플

루오로 변형된 뉴클레오티드, 2'-메톡시에틸 변형된 뉴클레오티드 또는 이들의 조합이다.

본 개시내용의 RNAi 작제물은 또한 하나 이상의 변형된 뉴클레오티드간 연결을 포함할 수 있다. 본 명세서에 사[0052]

용된 용어 "변형된 뉴클레오티드간 연결부"는 천연 3'에서 5'의 포스포디에스테르 연결부 이외의 뉴클레오티드

간 연결부를 지칭한다. 일부 실시형태에서, 변형된 뉴클레오티드간 연결은 인-함유 뉴클레오티드간 연결, 예컨

대, 포스포트리에스테르, 아미노알킬 포스포트리에스테르, 알킬포스포네이트(예를 들어, 메틸포스포네이트, 3'-

알킬렌 포스포네이트), 포스피네이트, 포스포라미데이트(예를 들어, 3'-아미노포스포라미데이트 및 아미노알킬

포스포라미데이트), 포스포로티오에이트(P=S), 키랄포스포로티오에이트, 포스포로디티오에이트, 티오노포스포라

미데이트,  티오노알킬포스포네이트,  티오노알킬포스포트리에스테르,  및  보라노포스페이트이다.  일

실시형태에서, 변형된 뉴클레오티드간 연결은 2'에서 5'의 포스포디에스테르 연결이다. 다른 실시형태에서, 변

형  뉴클레오티드간  연결은  비-인-함유  뉴클레오티드간  연결이므로,  변형  뉴클레오시드간  연결로  지칭될  수

있다. 이러한 비-인-함유 연결은 모르폴리노 연결(뉴클레오시드의 당 부분으로부터 부분적으로 형성됨); 실록산

연결(-O-Si(H)2-O-);  설파이드,  설폭사이드  및  설폰  연결;  포름아세틸  및  티오포름아세틸  연결;  알켄  함유

골격; 설파메이트 골격; 메틸렌메틸이미노(-CH2-N(CH3)-O-CH2-) 및 메틸렌히드라지노 연결; 설포네이트 및 설폰

아미드 연결; 아미드 연결; 및 N, O, S 및 CH2 성분 부분이 혼합된 다른 것을 포함하지만, 이에 제한되지 않는

다. 일 실시형태에서, 변형된 뉴클레오시드간 연결은 펩티드-기반 연결(예를 들어, 아미노에틸글리신)이어서,

펩티드 핵산 또는 PNA, 예컨대, 미국 특허 제5,539,082호; 제5,714,331호; 및 제5,719,262호에 기재된 것들을

생성한다. 개시된 RNAi 작제물에 사용될 수 있는 다른 적당한 변형된 뉴클레오티드간 및 뉴클레오시드간 연결은

미국 특허 제6,693,187호와 제9,181,551호, 미국 특허 공개 제2016/0122761호 및 문헌[Deleavey and Damha(상

동)]에 기재되어 있다.

특정 실시형태에서, RNAi 작제물은 하나 이상의 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부를 포함한다. 포스포[0053]

로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부는 RNAi 작제물의 센스 가닥, 안티센스 가닥 또는 양쪽 가닥에 존재할 수

있다. 예를 들어, 일부 실시형태에서, 센스 가닥은 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8개 또는 그 이상의 포스포로티오에이

트 뉴클레오티드간 연결부를 포함한다. 다른 실시형태에서, 안티센스 가닥은 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8개, 또는

그 이상의 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결을 포함한다. 또 다른 실시형태에서, 양쪽 가닥은 1, 2, 3,

4, 5, 6, 7, 8개 또는 그 이상의 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부를 포함한다. RNAi 작제물은 센스

가닥, 안티센스 가닥 또는 양쪽 가닥의 3'-말단, 5'-말단 또는 3'- 및 5'-말단 양쪽에 하나 이상의 포스포로티
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오에이트 뉴클레오티드간 연결부를 포함할 수 있다. 예를 들어, 특정 실시형태에서, RNAi 작제물은 센스 가닥,

안티센스 가닥 또는 양쪽 가닥의 3'-말단에 약 1 내지 약 6개 또는 그 이상의(예를 들어, 약 1, 2, 3, 4, 5, 6

개 또는 그 이상의) 연속적인 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부를 포함한다. 다른 실시형태에서, RNAi

작제물은 센스 가닥, 안티센스 가닥 또는 양쪽 가닥의 5'-말단에 약 1 내지 약 6개 또는 그 이상의(예를 들어,

약 1, 2, 3, 4, 5, 6개 또는 그 이상의) 연속적인 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부를 포함한다. 일

실시형태에서, RNAi 작제물은 센스 가닥의 3' 말단에 단일 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부 및 안티

센스 가닥의 3'  말단에 단일 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부를 포함한다. 또 다른 실시형태에서,

RNAi 작제물은 안티센스 가닥의 3' 말단에 2개의 연속적인 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부(즉, 안티

센스 가닥의 3' 말단에 있는 제1 및 제2 뉴클레오티드간 연결부에 있는 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연

결부)를 포함한다. 또 다른 실시형태에서, RNAi 작제물은 안티센스 가닥의 3' 말단과 5' 말단 둘 모두에 2개의

연속적인 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부를 포함한다. 또 다른 실시형태에서, RNAi 작제물은 안티센

스 가닥의 3' 말단과 5' 말단 둘 모두에 2개의 연속적인 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부 및 센스 가

닥의 5' 말단에 2개의 연속적인 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부를 포함한다. 또 다른 실시형태에서,

RNAi 작제물은 안티센스 가닥의 3' 말단과 5' 말단 둘 모두에 2개의 연속적인 포스포로티오에이트 뉴클레오티드

간 연결부 및 센스 가닥의 3' 말단과 5' 말단 둘 모두에 2개의 연속적인 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연

결부(즉, 안티센스 가닥의 5' 말단과 3' 말단 둘 모두에서의 제1 및 제2 뉴클레오티드간 연결부에 포스포로티오

에이트 뉴클레오티드간 연결부 및 센스 가닥의 5' 말단과 3' 말단 둘 모두에서의 제1 및 제2 뉴클레오티드간 연

결부에 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부)를 포함한다. 하나 또는 두 가닥이 하나 이상의 포스포로티

오에이트 뉴클레오티드간 연결부를 포함하는 임의의 실시형태에서, 가닥 내의 나머지 뉴클레오티드간 연결부는

천연 3'에서 5'의 포스포디에스테르 연결부일 수 있다. 예를 들어, 일부 실시형태에서, 센스 및 안티센스 가닥

의 각각의 뉴클레오티드간 연결부는 포스포디에스테르 및 포스포로티오에이트로부터 선택되며, 적어도 하나의

뉴클레오티드간 연결부는 포스포로티오에이트이다.

RNAi 작제물이 뉴클레오티드 오버행을 포함하는 실시형태에서, 오버행에서의 2개 이상의 짝지워지지 않은 뉴클[0054]

레오티드가 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부에 의해 연결될 수 있다. 특정 실시형태에서, 안티센스

가닥 및/또는 센스 가닥의 3' 말단에서 뉴클레오티드 오버행 내의 모든 짝지워지지 않은 뉴클레오티드는 포스포

로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부에 의해 연결된다. 다른 실시형태에서, 안티센스 가닥 및/또는 센스 가닥의

5' 말단에서 뉴클레오티드 오버행 내의 모든 짝지워지지 않은 뉴클레오티드는 포스포로티오에이트 뉴클레오티드

간 연결부에 의해 연결된다. 또 다른 실시형태에서, 임의의 뉴클레오티드 오버행에서 모든 짝지워지지 않은 뉴

클레오티드는 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부에 의해 연결된다.

일부 실시형태에서, 개시된 RNAi 작제물의 센스 가닥, 안티센스 가닥 또는 안티센스 및 센스 가닥 둘 모두의 5'[0055]

말단은 포스페이트 모이어티를 포함한다. 본 명세서에 사용된 용어 "포스페이트 모이어티"는 비변형된 포스페이

트(-O-P=O)(OH)OH)뿐만 아니라, 변형된 포스페이트를 포함하는 말단 포스페이트기를 지칭한다. 변형된 포스페이

트는 하나 이상의 O 및 OH 기가 H, O, S, N(R) 또는 알킬로 대체된 포스페이트를 포함하며, 여기서 R은 H, 아미

노 보호기 또는 치환되지 않은 또는 치환된 알킬이다. 예시적인 포스페이트 모이어티는 5'-모노포스페이트; 5'

디포스페이트; 5'-트리포스페이트; (7-메틸화 또는 비-메틸화된) 5'-구아노신 캡; 5'-아데노신 캡 또는 임의의

다른 변형된 또는 비변형된 뉴클레오티드 캡 구조; 5'-모노티오포스페이트(포스포로티오에이트); 5'-모노디티오

포스페이트(포스포로디티오에이트);  5'-알파-티오트리포스페이트;  5'-감마-티오트리포스페이트,  5'-포스포라미

데이트; 5'-비닐포스페이트; 5'-알킬포스포네이트("알킬"은 메틸, 에틸, 이소프로필, 프로필 등일 수 있음); 및

5'-알킬에테르포스포네이트("알킬에테르"는 메톡시메틸, 에톡시메틸 등일 수 있음)를 포함하지만 이로 제한되지

않는다.

본 명세서에 개시된 RNAi 작제물에 혼입될 수 있는 변형된 뉴클레오티드는 본 명세서에 기재된 하나 초과의 화[0056]

학적 변형을 가질 수 있다. 예를 들어, 변형된 뉴클레오티드는 리보스 당에 대한 변형은 물론 핵염기에 대한 변

형을 가질 수 있다. 예로서, 변형된 뉴클레오티드는 2' 당 변형(예를 들어, 2'-플루오로 또는 2'-메틸)을 포함

할 수 있으며, 변형된 염기(예를 들어, 5-메틸 시토신 또는 슈도우라실)를 포함할 수 있다. 다른 실시형태에서,

변형된 뉴클레오티드는 변형된 뉴클레오티드가 폴리뉴클레오티드에 혼입될 때 변형된 뉴클레오티드간 또는 뉴클

레오시드간 연결부를 생성하는 5' 포스페이트에 대한 변형과 조합된 당 변형을 포함할 수 있다. 예를 들어, 일

부 실시형태에서, 변형된 뉴클레오티드는 당 변형, 예컨대, 2'-플루오로 변형, 2'-O-메틸 변형 또는 이환식 당

변형뿐만 아니라, 5' 포스포로티오에이트기를 포함할 수 있다. 이에, 일부 실시형태에서, RNAi 작제물의 하나

또는 두 가닥은 2' 변형된 뉴클레오티드 또는 BNA 및 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부의 조합을 포함

한다. 특정 실시형태에서, RNAi 작제물의 센스 및 안티센스 가닥은 2'-플루오로 변형된 뉴클레오티드, 2'-O-메
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틸 변형된 뉴클레오티드, 및 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부의 조합을 포함한다. 변형된 뉴클레오티

드 및 뉴클레오티드간 연결부를 포함하는 예시적인 RNAi 작제물은 표 1 및 표 2에 제시되어 있다.

RNAi 작제물의 기능[0057]

본  명세서에  개시된  RNAi  작제물은  바람직하게는  세포,  특히  간  세포에서  SCAP의  발현을  감소시키거나[0058]

억제한다. 이에, 일 실시형태에서, 본 개시내용은 세포를 본 명세서에 기재된 임의의 RNAi 작제물과 접촉시킴으

로써 세포에서 SCAP 발현을 감소시키는 방법을 제공한다. 세포는 시험관내 또는 생체내에 있을 수 있다. SCAP

발현은 SCAP mRNA, SCAP 단백질 또는 SCAP 발현에 연결된 또 다른 바이오마커의 양 또는 수준을 측정함으로써

평가될 수 있다. 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물로 처리된 세포 또는 동물에서 SCAP 발현의 감소는 RNAi 작제

물로 처리되지 않거나 대조군 RNAi 작제물로 처리된 세포 또는 동물에서의 SCAP 발현과 관련하여 결정될 수 있

다. 예를 들어, 일부 실시형태에서, SCAP 발현의 감소는 (a) 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물로 처리된 간 세포

에서 SCAP mRNA의 양 또는 수준을 측정하고, (b) 대조군 RNAi 작제물(예를 들어, 간 세포에서 발현되지 않는

RNA 분자를 지향하는 RNAi 작제물, 또는 넌센스 또는 스크램블링된 서열을 갖는 RNAi 작제물)로 처리된 또는 작

제물이 없는 간 세포내 SCAP mRNA의 양 또는 수준을 측정하고, (c) (a)에서의 처리된 세포로부터 측정된 SCAP

mRNA 수준을 (b)에서의 대조군 세포로부터 측정된 SCAP mRNA 수준과 비교함으로써 평가된다. 처리된 세포 및 대

조군 세포에서의 SCAP mRNA 수준은 비교 전에 대조군 유전자(예를 들어, 18S 리보솜 RNA)에 대한 RNA 수준으로

정규화될 수 있다. SCAP mRNA 수준은 노던 블롯 분석, 뉴클레아제 보호 검정, 형광 인시추 혼성화(FISH), 역전

사 효소(RT)-PCR, 실시간 RT-PCR, 정량적 PCR 등을 포함하는 다양한 방법으로 측정될 수 있다.

다른 실시형태에서, SCAP 발현의 감소는 (a) 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물로 처리된 간 세포에서 SCAP 단백[0059]

질의 양 또는 수준을 측정하고, (b) 대조군 RNAi 작제물(예를 들어, 간 세포에서 발현되지 않는 RNA 분자를 지

향하는 RNAi 작제물, 또는 넌센스 또는 스크램블링된 서열을 갖는 RNAi 작제물)로 처리된 또는 작제물이 없는

간 세포내 SCAP 단백질의 양 또는 수준을 측정하고, (c) (a)에서의 처리된 세포로부터 측정된 SCAP 단백질 수준

을 (b)에서의 대조군 세포로부터 측정된 SCAP 단백질 수준과 비교함으로써 평가된다. SCAP 단백질 수준은 웨스

턴 블롯, 면역검정(예를 들어, ELISA) 및 유세포 측정을 포함하지만 이로 제한되지 않는 당업자에게 알려진 임

의의 적합한 방법을 사용하여 측정될 수 있다. SCAP mRNA 또는 단백질을 측정하는 임의의 적합한 방법을 사용하

여 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물의 효능을 평가할 수 있다.

일부 실시형태에서, SCAP 발현 수준을 평가하는 방법은 SCAP를 본래 발현하는 세포(예를 들어, 간 세포) 또는[0060]

SCAP을 발현하도록 조작된 세포에서 시험관 내에서 수행된다. 특정 실시형태에서, 방법은 간 세포에서 시험관내

수행된다. 적합한 간 세포는 1차 간세포(예를 들어, 인간, 비(non)인간 영장류 또는 설치류 간세포), HepAD38

세포, HuH-6 세포, HuH-7 세포, HuH-5-2 세포, BNLCL2 세포, Hep3B 세포 또는 HepG2 세포를 포함하지만 이로

제한되지 않는다. 일 실시형태에서, 간 세포는 Hep3B 세포이다. 또 다른 실시형태에서, 간 세포는 HepG2 세포이

다.

다른 실시형태에서, SCAP 발현 수준을 평가하는 방법은 생체내에서 수행된다. 예를 들어, RNAi 작제물 및 임의[0061]

의 대조군 RNAi 작제물은 동물(예를 들어, 설치류 또는 비인간 영장류)에게 투여될 수 있고, SCAP mRNA 또는 단

백질 수준은 치료 후 동물로부터 수확된 간 조직에서 평가될 수 있다. 대안적으로 또는 추가적으로, SCAP 발현

과 관련된 바이오마커 또는 기능적 표현형은 처리된 동물에서 평가될 수 있다.

특정 실시형태에서, 본 명세서에 개시된 SCAP의 발현은 간 세포에서 본 발명의 RNAi 작제물에 의해 적어도 40%,[0062]

적어도 45%, 또는 적어도 50% 만큼 감소된다. 일부 실시형태에서, SCAP의 발현은 간 세포에서 본 명세서에 개시

된 RNAi 작제물에 의해 적어도 55%, 적어도 60%, 적어도 65%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80% 또는 적어도

85%만큼 감소된다. 다른 실시형태에서, SCAP의 발현은 간세포에서 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물에 의해 약

90% 또는 그 이상, 예를 들어, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,97%, 98%, 99%, 또는 그 이상 감소된다. SCAP 발

현의 감소 백분율은 본 명세서에 기재된 임의의 방법 또는 당업계에 알려진 다른 방법에 의해 측정될 수 있다.

예를 들어, 특정 실시형태에서, RNAi 작제물은 시험관내 Hep3B 세포(야생형 SCAP을 함유함)에서 5 nM에서 SCAP

발현의 적어도 40%를 억제한다. 관련 실시형태에서, RNAi 작제물은 시험관내 Hep3B 세포에서 5 nM에서 SCAP 발

현의 적어도 45%, 적어도 50%, 적어도 55%, 적어도 60%, 적어도 65%, 적어도 70%, 또는 적어도 75%를 억제한다.

다른 실시형태에서, RNAi  작제물은 시험관내에서 Hep3B  세포에서 5  nM에서 SCAP  발현의 적어도 80%,  적어도

85%, 적어도 90%, 적어도 92%, 적어도 94%, 적어도 96%, 또는 적어도 98%를 억제한다. 특정 실시형태에서, 본

명세서에 개시된 RNAi 작제물은 시험관내 HepG2 세포에서 5 nM에서 SCAP 발현의 적어도 40%를 억제한다. 관련

실시형태에서, 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물은 시험관내 HepG2 세포에서 5 nM에서 SCAP 발현의 적어도 45%,
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적어도 50%, 적어도 55%, 적어도 60%, 적어도 65%, 적어도 70%, 또는 적어도 75%를 억제한다. 다른 실시형태에

서, RNAi 작제물은 시험관내에서 HepG2 세포에서 5 nM에서 SCAP 발현의 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%,

적어도 92%, 적어도 94%, 적어도 96%, 또는 적어도 98%를 억제한다. 특정 실시형태에서, RNAi 작제물은 시험관

내에서 인간 SCAP를 발현하는 CHO 형질감염된 세포에서 5 nM에서 SCAP 발현의 적어도 40%를 억제한다. 관련 실

시형태에서, RNAi 작제물은 시험관내에서 인간 SCAP를 발현하는 CHO 형질감염된 세포에서 5 nM에서 SCAP 발현의

적어도 45%, 적어도 50%, 적어도 55%, 적어도 60%, 적어도 65%, 적어도 70%, 또는 적어도 75%를 억제한다. 다른

실시형태에서, RNAi 작제물은 시험관내에서 인간 SCAP를 발현하는 CHO 형질감염된 세포에서 5 nM에서 SCAP 발현

의 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 92%, 적어도 94%, 적어도 96%, 또는 적어도 98%를 억제한다.

SCAP 감소는, 예를 들어, RNA FISH 또는 액적 디지털 PCR을 포함한 다양한 기술을 사용하여 측정할 수 있다(예

를  들어,  문헌[Kamitaki  et  al.,  Digital  PCR.  Methods  in  Molecular  Biology,  1768:  401-422(2018).

doi:10.1007/978-1-4939-7778-9_23] 참조).

일부 실시형태에서, IC50 값은 간 세포에서 SCAP 발현을 억제하기 위한 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물의 효력[0063]

을 평가하기 위해 계산된다. "IC50 값"은 생물학적 또는 생화학적 기능의 50% 억제를 달성하는 데 필요한 용량/

농도이다. 다른 실시형태에서, RNAi 작제물의 효력은 "AC50" 값을 계산함으로써 평가될 수 있고, 이것은 생물학

적 또는 생화학적 기능의 50% 활성화를 달성하는 데 필요한 용량/농도이다. 임의의 물질 또는 길항제에 대한

IC50 값 또는 AC50 값은 용량-반응 곡선을 구성하고 임의의 검정에서 발현 수준 또는 기능적 활성에 대한 물질 또

는 길항제의 상이한 농도의 효과를 조사함으로써 결정될 수 있다. IC50 값은 최대 생물학적 반응 또는 자연 발현

수준의 절반을 억제하는 데 필요한 농도를 결정함으로써 주어진 길항제 또는 물질에 대해 계산될 수 있다. 따라

서, 임의의 RNAi 작제물에 대한 IC50 값은 임의의 검정, 예컨대, 면역분석, RNA FISH 분석 또는 액적 디지털

PCR 분석에서 간 세포내 천연 SCAP 발현 수준(예를 들어, 대조군 간 세포내 SCAP 발현 수준)의 절반을 억제하는

데 필요한 RNAi 작제물의 농도를 결정함으로써 계산될 수 있다. 유사하게, AC50 값은 최대 생물학적 반응 또는

자연 발현 수준의 절반을 활성화하는 데 필요한 농도를 결정함으로써 주어진 물질에 대해 계산될 수 있다. 본

명세서에 개시된 RNAi 작제물은 약 20 nM 미만(예를 들어, 약 15 nM, 10 nM, 5 nM, 또는 1 nM 미만)의 IC50으

로 간 세포(예를 들어, Hep3B 세포)에서 SCAP 발현을 억제할 수 있다. 예를 들어, 개시된 RNAi 작제물은 약

0.001 nM 내지 약 20 nM, 약 0.001 nM 내지 약 10 nM, 약 0.001 nM 내지 약 5 nM, 약 0.001 nM 내지 약 1 nM,

약 0.1 nM 내지 약 10 nM, 약 0.1 nM 내지 약 5 nM, 또는 약 0.1 nM 내지 약 1 nM의 IC50으로 간 세포에서

SCAP 발현을 억제할 수 있다. 특정 실시형태에서, RNAi 작제물은 약 1 nM 내지 약 10 nM(예를 들어, 약 5 nM)의

IC50으로 간 세포(예를 들어, Hep3B 세포)에서 SCAP 발현을 억제한다. 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물은 약 20

nM 미만의 IC50으로 간 세포(예를 들어, HepG2 세포)에서 SCAP 발현을 억제할 수 있다. 예를 들어, RNAi 작제물

은 약 0.001 nM 내지 약 20 nM, 약 0.001 nM 내지 약 10 nM, 약 0.001 nM 내지 약 5 nM, 약 0.001 nM 내지 약

1 nM, 약 0.1 nM 내지 약 10 nM, 약 0.1 nM 내지 약 5 nM, 또는 약 0.1 nM 내지 약 1 nM의 IC50으로 간 세포에

서 SCAP 발현을 억제할 수 있다. 특정 실시형태에서, RNAi 작제물은 약 1 nM 내지 약 10 nM(예를 들어, 약 5

nM)의 IC50으로 간 세포(예를 들어, HepG2 세포)에서 SCAP 발현을 억제한다. 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물은

약 20 nM 미만의 IC50으로 인간 SCAP를 발현하는 세포(예를 들어, CHO-형질감염된 세포)에서 SCAP 발현을 억제

할 수 있다. 예를 들어, RNAi 작제물은 약 0.001 nM 내지 약 20 nM, 약 0.001 nM 내지 약 10 nM, 약 0.001 nM

내지 약 5 nM, 약 0.001 nM 내지 약 1 nM, 약 0.1 nM 내지 약 10 nM, 약 0.1 nM 내지 약 5 nM, 또는 약 0.1 nM

내지 약 1 nM의 IC50으로 SCAP-발현 세포에서 SCAP 발현을 억제한다. 특정 실시형태에서, RNAi 작제물은 약 1

nM 내지 약 10 nM(예를 들어, 약 5 nM)의 IC50으로 SCAP-발현에서 SCAP 발현을 억제한다.

본 명세서에 개시된 RNAi 작제물은 당업계에 알려진 기법, 예를 들어, 통상적인 핵산 고체상 합성과 같은 기법[0064]

을 사용하여 용이하게 제조될 수 있다. RNAi 작제물의 폴리뉴클레오티드는 표준 뉴클레오티드 또는 뉴클레오시

드 전구체(예를 들어, 포스포라미다이트)를 사용하여 적합한 핵산 합성기에서 조립될 수 있다. 자동화된 핵산

합성기는 Applied  Biosystems(캘리포니아주 포스터시티 소재)로부터의 DNA/RNA  합성기, BioAutomation(텍사스

주 어빙 소재)으로부터의 MerMade 합성기, 및 GE Healthcare Life Sciences(펜실베이니아주 피츠버그 소재)로

부터의 OligoPilot 합성기를 포함하여, 몇몇 공급업체에서 상업적으로 시판된다.

2' 실릴 보호기는 포스포라미다이트 화학을 통해 올리고뉴클레오티드를 합성하기 위해 리보뉴클레오시드의 5'[0065]

위치에서 산 불안정한 디메톡시트리틸(DMT)과 함께 사용될 수 있다. 최종 탈보호 조건은 RNA 생성물을 유의하게
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분해하지 않는 것으로 알려져 있다. 모든 합성은 임의의 자동 또는 수동 합성기에서 대규모, 중규모, 또는 소규

모로 수행될 수 있다. 합성은 또한 다수의 웰 플레이트, 컬럼, 또는 유리 슬라이드에서 수행될 수 있다.

2'-O-실릴기는 플루오라이드 이온에 대한 노출을 통해 제거될 수 있으며, 플루오라이드 이온의 임의의 공급원,[0066]

예를 들어, 무기 반대이온과 짝을 이루는 플루오라이드 이온을 함유하는 염, 예를 들어, 세슘 플루오라이드 및

칼륨 플루오라이드 또는 유기 반대이온과 짝을 이루는 플루오라이드 이온을 함유하는 염, 예를 들어, 테트라알

킬암모늄 플루오라이드를 포함할 수 있다. 탈보호 반응에서 크라운 에테르 촉매가 무기 플루오라이드와 함께 사

용될 수 있다. 예시적인 플루오라이드 이온 공급원은 테트라부틸암모늄 플루오라이드 또는 아미노하이드로플루

오라이드(예를 들어, 이극성 비양자성 용매, 예를 들어, 디메틸포름아미드에서 수성 HF를 트리에틸아민과 조합

함)를 포함하지만 이로 제한되지 않는다.

포스파이트 트리에스테르 및 포스포트리에스테르에 사용하기 위한 보호기의 선택은 플루오라이드에 대한 트리에[0067]

스테르의 안정성을 변경할 수 있다. 포스포트리에스테르 또는 포스파이트트리에스테르의 메틸 보호는 플루오라

이드 이온에 대한 연결부를 안정화시키고 공정 수율을 향상시킬 수 있다.

리보뉴클레오시드는 반응성 2' 하이드록실 치환기를 갖기 때문에, 5'-O-디메톡시트리틸 보호기에 직교하는 보호[0068]

기, 예를 들어, 산으로 처리하기에 안정적인 보호기로 RNA에서 반응성 2' 위치를 보호하는 것이 바람직할 수 있

다. 실릴 보호기는 이 기준을 만족시키며, 최종 플루오르화물 탈보호 단계에서 용이하게 제거되어 최소 RNA 분

해를 초래할 수 있다.

테트라졸 촉매는 표준 포스포르아미다이트 커플링 반응에 사용될 수 있다. 예시적인 촉매는, 예를 들어, 테트라[0069]

졸, S-에틸-테트라졸, 벤질티오테트라졸 및 p니트로페닐테트라졸을 포함한다.

본 명세서에 기재된 RNAi 작제물을 합성하는 추가의 방법은 당업자에게 명백할 것이다. 또한, 원하는 화합물을[0070]

제공하기 위해 다양한 합성 단계가 교대 서열 또는 순서로 수행될 수 있다. 본 명세서에 기재된 RNAi 작제물을

합성하는 데 유용한 다른 합성 화학 형질전환, (예를 들어, 염기에 존재하는 하이드록실, 아미노, 등을 위한)

보호기  및  보호기  방법론(보호  및  탈보호)은  당업계에  알려져  있으며,  예를  들어,  문헌[R.  Larock,

Comprehensive  Organic  Transformations,  VCH  Publishers  (1989);  T.  W.  Greene  and  P.  G.  M.  Wuts,

Protective Groups in Organic Synthesis, 2d. Ed., John Wiley and Sons (1991); L. Fieser and M. Fieser,

Fieser and Fieser's Reagents for Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1994); 및 L. Paquette, ed.,

Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1995)] 및 이들의 후속판에 기재된

것을 포함한다. RNAi  작제물의 맞춤형 합성은 Dharmacon, Inc.(콜로라도주 라피엣 소재), AxoLabs GmbH(독일

쿨름바흐 소재) 및 Ambion, Inc.(캘리포니아주 포스터시티 소재)를 포함한 몇몇 판매회사에서도 이용 가능하다.

본 명세서에 개시된 RNAi 작제물은 리간드를 포함할 수 있다. 본 명세서에서 사용되는 바와 같이, "리간드"는[0071]

다른 화합물 또는 분자와 직접 또는 간접적으로 상호작용할 수 있는 임의의 화합물 또는 분자를 지칭한다. 리간

드와 또 다른 화합물 또는 분자의 상호작용은 생물학적 반응을 유발할 수 있거나(예를 들어, 신호 전달 캐스케

이드를 개시하거나, 수용체 매개된 세포내이입을 유도하거나), 단지 물리적 연관일 수 있다. 리간드는 부착된

이중 가닥 RNA 분자의 하나 이상의 특성, 예컨대, RNA 분자의 약력학적, 약동학적, 결합, 흡수, 세포 분포, 세

포 흡수, 전하 및/또는 제거 특성을 변형시킬 수 있다.

리간드는 혈청 단백질(예를 들어, 인간 혈청 알부민, 저밀도 지질단백질, 글로불린), 콜레스테롤 모이어티, 비[0072]

타민(예를  들어,  바이오틴,  비타민  E,  비타민  B12),  폴레이트  모이어티,  스테로이드,  담즙산(예를  들어,

콜린산), 지방산(예를 들어, 팔미트산, 미리스트산), 탄수화물(예를 들어, 덱스트란, 풀루란, 키틴, 키토산, 이

눌린, 사이클로덱스트린 또는 히알루론산), 글리코시드, 인지질 또는 항체 또는 이의 결합 단편(예를 들어, 특

정 세포 유형, 예컨대, 간 세포에 RNAi 작제물을 표적화하는 전체 항체 또는 결합 단편)을 포함할 수 있다. 리

간드의 다른 예는 염료, 삽입제(예를 들어, 아크리딘), 가교제(예를 들어, 소랄렌, 미토마이신 C), 포르피린(예

를 들어, TPPC4, 텍사피린, 사피린), 다환식 방향족 탄화수소(예를 들어, 페나진, 디하이드로페나진), 인공 엔

도뉴클레아제(예를 들어, EDTA), 친유성 분자(예를 들어, 아다만탄 아세트산, 1-피렌 부티르산, 디하이드로테스

토스테론, 1,3-비스O(헥사데실)글리세롤, 제라닐옥시헥실기, 헥사데실글리세롤, 보르네올, 멘톨, 1,3-프로판디

올, 헵타데실기, 03-(올레오일)리토콜산, 03-(올레오일)콜렌산, 디메톡시트리틸 또는 페녹사진), 펩티드(예를

들어, 안테나피디아 펩티드, Tat 펩티드, RGD 펩티드), 알킬화제, 중합체(예를 들어, 폴리에틸렌 글리콜(PEG),

PEG-40K), 폴리아미노산 및 폴리아민(예를 들어, 스페르민, 스페르미딘)을 포함한다.

특정 실시형태에서, 리간드는 엔도좀분해 특성을 갖는다. 엔도좀분해 리간드는 엔도좀의 용해 및/또는 RNAi 작[0073]
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제물 또는 이의 구성요소의 엔도좀에서 세포의 세포질로의 수송을 촉진한다. 엔도좀분해 리간드는 pH 의존적 막

활성 및 융합성을 나타내는 다중 양이온성 펩티드 또는 펩티도미메틱일 수 있다. 일 실시형태에서, 엔도좀분해

리간드는 엔도좀 pH에서 이의 활성 입체형태를 가정한다. "활성" 입체형태는 엔도좀분해 리간드가 엔도좀의 용

해 및/또는 RNAi 작제물 또는 이의 구성요소의 엔도좀에서 세포의 세포질로의 수송을 촉진하는 입체형태이다.

예시적인 엔도좀분해 리간드는 GALA 펩티드(Subbarao et al., Biochemistry, Vol. 26: 2964-2972, 1987), EALA

펩티드(Vogel  et  al.,  J.  Am.  Chem.  Soc.,  Vol.  118:  1581-1586,  1996),  및 이들의 유도체(Turk  et  al.,

Biochem. Biophys. Acta, Vol. 1559: 56-68, 2002)를 포함한다. 일 실시형태에서, 엔도좀분해 구성요소는 pH의

변화에 반응하여 전하의 변화 또는 양성자화를 겪을 화학기(예를 들어, 아미노산)를 함유할 수 있다. 엔도좀분

해 구성요소는 선형 또는 분지형일 수 있다.

일부 실시형태에서, 리간드는 지질 또는 다른 소수성 분자를 포함한다. 일 실시형태에서, 리간드는 콜레스테롤[0074]

모이어티 또는 다른 스테로이드를 포함한다. 콜레스테롤 접합된 올리고뉴클레오티드는 이들의 비접합된 것보다

더 활성인 것으로 보고되었다(Manoharan, Antisense Nucleic Acid Drug Development, Vol. 12: 103-228,2002).

콜레스테롤  모이어티  및  핵산  분자와의  접합을  위한  다른  지질을  포함하는  리간드가  또한,  미국  특허  제

7,851,615호; 제7,745,608호; 및 제7,833,992호에 기재되어 있다. 또 다른 실시형태에서, 리간드는 폴레이트 모

이어티를 포함할 수 있다. 폴레이트 모이어티에 접합된 폴리뉴클레오티드는 수용체-매개 세포내이입 경로를 통

해  세포에  의해  흡수될  수  있다.  이러한  폴레이트-폴리뉴클레오티드  접합체는,  예를  들어,  미국  특허  제

8,188,247호에 기재되어 있다.

SCAP가 간 세포(예를 들어, 간세포)에서 발현되는 것을 고려하면, 특정 실시형태에서, RNAi 작제물을 간 세포에[0075]

특이적으로 전달하는 것이 바람직하다. 일부 실시형태에서, RNAi 작제물은 간 세포의 표면에 발현된 단백질에

결합하거나 이와 상호작용하는 리간드를 사용함으로써 간을 특이적으로 표적화할 수 있다. 예를 들어, 특정 실

시형태에서, 리간드는 간세포상에서 발현된 수용체에 특이적으로 결합하는 하나 이상의 항원 결합 단백질(예를

들어, 항체 또는 이의 결합 단편(예를 들어, Fab, scFv))을 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 리간드는 탄수화물을 포함한다. "탄수화물"은 각각의 탄소 원자에 결합된 산소, 질소 또는[0076]

황 원자를 갖는 적어도 6개의 탄소 원자(직쇄형, 분지쇄형 또는 환식일 수 있음)를 갖는 하나 이상의 단당류 단

위로 이루어진 화합물을 지칭한다. 탄수화물은 당(예를 들어, 단당류, 이당류, 삼당류, 사당류 및 약 4, 5, 6,

7, 8 또는 9개의 단당류 단위를 함유하는 올리고당류) 및 다당류, 예컨대, 전분, 글리코겐, 셀룰로스 및 다당류

검을 포함하지만 이로 제한되지는 않는다. 일부 실시형태에서, 리간드에 혼입된 탄수화물은 펜토스, 헥소스 또

는 헵토스로부터 선택된 단당류 및 이러한 단당류 단위를 포함하는 이당류 및 삼당류이다. 다른 실시형태에서,

리간드에 혼입된 탄수화물은 아미노 당, 예컨대, 갈락토사민, 글루코사민, N-아세틸갈락토사민 및 N-아세틸글루

코사민이다.

일부 실시형태에서, 리간드는 헥소스 또는 헥소사민을 포함한다. 헥소스는 글루코스, 갈락토스, 만노스, 푸코스[0077]

또는 프룩토스로부터 선택될 수 있다. 헥소사민은 프룩토사민, 갈락토사민, 글루코사민 또는 만노사민으로부터

선택될 수 있다. 특정 실시형태에서, 리간드는 글루코스, 갈락토스, 갈락토사민 또는 글루코사민을 포함한다.

일 실시형태에서, 리간드는 글루코스, 글루코사민 또는 N-아세틸글루코사민을 포함한다. 또 다른 실시형태에서,

리간드는 갈락토스, 갈락토사민 또는 N-아세틸-갈락토사민을 포함한다. 특정 실시형태에서, 리간드는 N-아세틸-

갈락토사민을 포함한다. 글루코스, 갈락토스 및 N-아세틸-갈락토사민(GalNAc)을 포함하는 리간드는 화합물을 간

세포로 표적화하는 데 특히 효과적이다(예를 들어, 문헌[D'Souza and  Devarajan,  J.  Control  Release,  Vol.

203: 126-139, 2015] 참조). 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물에 혼입될 수 있는 GalNAc- 또는 갈락토스-함유

리간드의  예는  미국  특허  제7,491,805호;  제8,106,022호;  및  제8,877,917호;  미국  특허  공개

제2003/0130186호; 및 WIPO 공개 제WO 2013/166155호에 기재되어 있다.

특정 실시형태에서, 리간드는 다가 탄수화물 모이어티를 포함한다. 본 명세서에서 사용되는 바와 같이, "다가[0078]

탄수화물 모이어티"는 다른 분자와 독립적으로 결합하거나 상호작용할 수 있는 2개 이상의 탄수화물 단위를 포

함하는 모이어티를 지칭한다. 예를 들어, 다가 탄수화물 모이어티는 2개 이상의 상이한 분자 또는 동일한 분자

상의 2개 이상의 상이한 부위에 결합할 수 있는 탄수화물로 조성된 2개 이상의 결합 도메인을 포함한다. 탄수화

물 모이어티의 원자가는 탄수화물 모이어티 내의 개별 결합 도메인의 수를 나타낸다. 예를 들어, 탄수화물 모이

어티와 관련하여 용어 "1가", "2가", "3가", 및 "4가"는 각각 1, 2, 3 및 4개의 결합 도메인을 갖는 탄수화물

모이어티를 지칭한다. 다가 탄수화물 모이어티는 다가 락토스 모이어티, 다가 갈락토스 모이어티, 다가 글루코

스 모이어티, 다가 N-아세틸-갈락토사민 모이어티, 다가 N-아세틸-글루코사민 모이어티, 다가 만노스 모이어티

또는 다가 푸코스 모이어티를 포함할 수 있다. 일부 실시형태에서, 리간드는 다가 갈락토스 모이어티를 포함한
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다. 다른 실시형태에서, 리간드는 다가 N-아세틸-갈락토사민 모이어티를 포함한다. 이들 및 다른 실시형태에서,

다가 탄수화물 모이어티는 2가, 3가 또는 4가이다. 이러한 실시형태에서, 다가 탄수화물 모이어티는 이안테나형

(bi-antennary) 또는 삼안테나형(tri-antennary)일 수 있다. 하나의 특정한 실시형태에서, 다가 N-아세틸-갈락

토사민  모이어티는  3가  또는  4가이다.  또  다른  특정  실시형태에서,  다가  갈락토스  모이어티는  3가  또는

4가이다. 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물에 혼입하기 위한 예시적인 GalNAc-함유 리간드는 삼안테나형 GalNAc-

함유 리간드("GalNAc3"이라고도 지칭됨)를 포함한다.

리간드는 RNAi 작제물의 RNA 분자에 직접 또는 간접적으로 부착되거나 접합될 수 있다. 예를 들어, 일부 실시형[0079]

태에서, 리간드는 RNAi 작제물의 센스 또는 안티센스 가닥에 직접 공유적으로 부착된다. 다른 실시형태에서, 리

간드는 링커를 통해 RNAi 작제물의 센스 또는 안티센스 가닥에 공유적으로 부착된다. 리간드는 본 명세서에 개

시된 RNAi 작제물의 폴리뉴클레오티드(예를 들어, 센스 가닥 또는 안티센스 가닥)의 핵염기, 당 모이어티 또는

뉴클레오티드간 연결부에 부착될 수 있다. 퓨린 핵염기 또는 이의 유도체에 대한 접합 또는 부착은 내환식 및

외환식 원자를 포함하는 임의의 위치에서 일어날 수 있다. 특정 실시형태에서, 퓨린 핵염기의 2-, 6-, 7- 또는

8-위치는 리간드에 부착된다. 피리미딘 핵염기 또는 이의 유도체에 대한 접합 또는 부착은 또한 임의의 위치에

서 일어날 수 있다. 일부 실시형태에서, 피리미딘 핵염기의 2-, 5-, 및 6-위치는 리간드에 부착될 수 있다. 뉴

클레오티드의 당 모이어티에 대한 접합 또는 부착은 임의의 탄소 원자에서 일어날 수 있다. 리간드에 부착될 수

있는 당 모이어티의 예시적인 탄소 원자는 2', 3', 및 5' 탄소 원자를 포함한다. 1' 위치는 또한 무염기성 뉴클

레오티드와 같은 리간드에 부착될 수 있다. 뉴클레오티드간 연결부는 또한 리간드 부착을 서포트할 수 있다. 인

-함유  연결부(예를 들어,  포스포디에스테르,  포스포로티오에이트,  포스포로디티오테이트,  포스포로아미데이트

등)의 경우, 리간드는 인 원자에 직접 또는 인 원자에 결합된 O, N 또는 S 원자에 부착될 수 있다. 아민- 또는

아미드-함유 뉴클레오시드간 연결부(예를 들어, PNA)의 경우, 리간드는 아민 또는 아미드의 질소 원자 또는 인

접한 탄소 원자에 부착될 수 있다.

특정 실시형태에서, 리간드는 센스 또는 안티센스 가닥의 3' 또는 5' 말단에 부착될 수 있다. 특정 실시형태에[0080]

서, 리간드는 센스 가닥의 5' 말단에 공유적으로 부착된다. 예를 들어, 일부 실시형태에서, 리간드는 센스 가닥

의 5'-말단 뉴클레오티드에 부착된다. 이러한 특정 실시형태에서, 리간드는 센스 가닥의 5'-말단 뉴클레오티드

의 5'-위치에 부착된다. 다른 실시형태에서, 리간드는 센스 가닥의 3' 말단에 공유적으로 부착된다. 예를 들어,

일부 실시형태에서, 리간드는 센스 가닥의 3'-말단 뉴클레오티드에 부착된다. 이러한 특정 실시형태에서, 리간

드는 센스 가닥의 3'-말단 뉴클레오티드의 3'-위치에 부착된다. 대안적인 실시형태에서, 리간드는 센스 가닥의

3' 말단 근처에, 그러나 하나 이상의 말단 뉴클레오티드 전에(즉 1, 2, 3 또는 4 말단 뉴클레오티드 전에) 부착

된다. 일부 실시형태에서, 리간드는 센스 가닥의 3'-말단 뉴클레오티드의 당의 2'-위치에 부착된다.

특정 실시형태에서, 리간드는 링커를 통해 센스 또는 안티센스 가닥에 부착된다. "링커"는 리간드를 RNAi 작제[0081]

물의 폴리뉴클레오티드 구성요소에 공유 결합시키는 원자 또는 원자 그룹이다. 링커는 약 1 내지 약 30개 원자

길이, 약 2 내지 약 28개 원자 길이, 약 3 내지 약 26개 원자 길이, 약 4 내지 약 24개 원자 길이, 약 6 내지

약 20개 원자 길이, 약 7 내지 약 20개 원자 길이, 약 8 내지 약 20개 원자 길이, 약 8 내지 약 18개 원자

길이, 약 10 내지 약 18개 원자 길이, 및 약 12 내지 약 18개 원자 길이일수 있다. 일부 실시형태에서, 링커는

이작용성 연결 모이어티를 포함할 수 있으며, 이는 일반적으로 2개의 작용기를 갖는 알킬 모이어티를 포함한다.

작용기 중 하나는 관심 화합물(예를 들어, RNAi 작제물의 센스 또는 안티센스 가닥)에 결합하도록 선택되고, 다

른 하나는 본 명세서에 기재된 리간드와 같은 임의의 선택된 기에 본질적으로 결합하도록 선택된다. 특정 실시

형태에서, 링커는 사슬 구조 또는 반복 단위의 올리고머, 예컨대, 에틸렌 글리콜 또는 아미노산 단위를 포함한

다. 이작용성 연결 모이어티에 전형적으로 사용될 수 있는 작용기의 예는 친핵성 기와 반응하기 위한 친전자체

및 친전자성기와 반응하기 위한 친핵체를 포함하지만 이로 제한되지는 않는다. 일부 실시형태에서, 이작용성 연

결  모이어티는  아미노,  하이드록실,  카르복실산,  티올,  불포화(예를  들어,  이중  또는  삼중  결합)  등을

포함한다.

RNAi 작제물에서 센스 또는 안티센스 가닥에 리간드를 부착시키는데 사용될 수 있는 링커는 피롤리딘, 8-아미노[0082]

-3,6-디옥사옥탄산, 숙신이미딜 4-(N-말레이미도메틸)시클로헥산 -1-카르복실레이트, 6-아미노헥산 산, 치환된

C1-C10 알킬, 치환된 또는 비치환된 C2-C10 알케닐 또는 치환된 또는 비치환된 C2-C10 알키닐을 포함하지만, 이에

제한되지 않는다. 이러한 링커에 대한 바람직한 치환기는 하이드록실, 아미노, 알콕시, 카르복시, 벤질, 페닐,

니트로, 티올, 티오알콕시, 할로겐, 알킬, 아릴, 알케닐 및 알키닐을 포함하지만 이로 제한되지는 않는다.

특정 실시형태에서, 링커는 절단 가능하다. 절단 가능한 링커는 세포 외부에서 충분히 안정하지만, 표적 세포로[0083]
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진입 시 절단되어, 링커가 함께 유지하는 두 부분이 해제되는, 링커이다. 일부 실시형태에서, 절단 가능한 링커

는 표적 세포에서 또는 대상체의 혈액에서보다 제1 기준 조건(예를 들어, 세포내 조건을 모방하거나 나타내도록

선택될 수 있음) 하에 또는 제2 기준 조건(예를 들어, 혈액 또는 혈청에서 발견된 조건을 모방하거나 나타내도

록 선택될 수 있음) 하에, 적어도 10배, 20배, 30배, 40배, 50배, 60배, 70배, 80배, 90배 또는 그 이상 또는

적어도 100배 더 빨리 절단된다.

절단 가능한 링커는 절단제, 예를 들어, pH, 산화환원 전위 또는 분해성 분자의 존재에 민감하다. 일반적으로,[0084]

절단제는 혈청 또는 혈액보다 세포 내에서 더 우세하거나 더 높은 수준 또는 활성으로 발견된다. 이러한 분해제

의 예에는, 특정 기질에 대해 선택되거나, 기질 특이성이 없는 산화환원제, 예를 들어, 산화 또는 환원성 효소

또는 환원에 의해 산화환원 절단성 링커를 분해할 수 있는, 세포에 존재하는 환원제 예컨대, 머캅탄; 에스테라

제; 산성 환경, 예를 들어, pH 5 이하를 야기하는 환경을 생성할 수 있는 엔도좀 또는 작용제; 일반적인 산, 펩

티다제(기질 특이적일 수 있음) 및 포스파타제로서 작용함으로써 산 절단성 링커를 가수분해 또는 분해할 수 있

는 효소가 포함된다.

절단 가능한 링커는 pH에 민감한 모이어티를 포함할 수 있다. 인간 혈청의 pH는 7.4인 반면, 평균 세포내 pH는[0085]

약 7.1-7.3 범위로, 약간 더 낮다. 엔도좀은 5.5-6.0의 범위의 더 산성인 pH를 가지며, 리소좀은 약 5.0의 훨씬

더 산성인 pH를 갖는다. 일부 링커는 바람직한 pH에서 절단되는 절단 가능한 기를 가질 것이며, 이로써 세포 내

부의 리간드로부터 또는 세포의 원하는 구획으로 RNA 분자를 방출할 수 있다.

링커는 특정 효소에 의해 절단될 수 있는 절단 가능한 기를 포함할 수 있다. 링커에 포함된 절단 가능한 기의[0086]

유형은 표적화될 세포에 의존할 수 있다. 예를 들어, 간-표적 리간드는 에스테르기를 포함하는 링커를 통해 RNA

분자에 연결될 수 있다. 간 세포는 에스테라제가 풍부하기 때문에, 링커는 에스테라제가 풍부하지 않은 세포 유

형에서보다 간 세포에서 보다 효율적으로 절단될 것이다. 에스테라제가 풍부한 다른 유형의 세포는 폐, 신장 피

질 및 고환의 세포를 포함한다. 펩티드 결합을 함유하는 링커는 간 세포 및 활막세포와 같은 펩티다제가 풍부한

세포를 표적화할 때 사용될 수 있다.

일반적으로, 후보 절단 가능한 링커의 적합성은 후보 링커를 절단하는 분해제의 능력(또는 조건)을 테스트함으[0087]

로써 평가될 수 있다. 또한 혈액에서 또는 다른 비-표적 조직과 접촉할 때 절단에 저항하는 능력에 대해 후보

절단 가능한 링커를 시험하는 것이 바람직할 것이다. 따라서, 제1 조건과 제2 조건 사이의 절단에 대한 상대적

민감성을 결정할 수 있으며, 여기서 첫 번째 조건은 표적 세포에서 절단을 나타내는 것으로 선택되고, 두 번째

는 다른 조직 또는 생물학적 유체, 예를 들어, 혈액 또는 혈청에서의 절단을 나타내는 것으로 선택된다. 평가는

무 세포 시스템, 세포, 세포 배양, 기관 또는 조직 배양, 또는 전체 동물에서 수행될 수 있다. 무세포 또는 배

양 조건에서 초기 평가를 수행하고 전체 동물에서 추가 평가를 통해 확인하는 것이 유용할 수 있다. 일부 실시

형태에서, 유용한 후보 링커는 혈액 또는 혈청과 비교하여(또는 세포외 조건을 모방하도록 선택된 시험관내 조

건 하에서) 세포에서(또는 세포내 조건을 모방하도록 선택된 시험관내 조건 하에서) 적어도 2, 4, 10, 20, 50,

70 또는 100배 더 빨리 절단된다.

다른 실시형태에서, 산화환원 절단 가능한 링커가 사용된다. 산화환원 절단 가능한 링커는 환원 또는 산화 시[0088]

절단된다. 환원성 절단 가능한 기의 예는 이황화 연결기(-S-S-)이다. 후보 절단 가능한 링커가 적합한 "환원적

으로 절단 가능한 링커"인지 또는, 예를 들어, 특정 RNAi 작제물 및 특정 리간드와 함께 사용하기에 적합한지를

결정하기 위해, 본 명세서에 기재된 하나 이상의 방법을 사용할 수 있다. 예를 들어, 후보 링커는 디티오트레이

톨(DTT) 또는 당업계에 알려진 다른 환원제와의 인큐베이션에 의해 평가될 수 있으며, 이는 세포, 예를 들어,

표적 세포에서 관찰될 절단 속도를 모방한다. 후보 링커는 또한 혈액 또는 혈청 조건을 모방하도록 선택된 조건

하에서 평가될 수 있다. 특정 실시형태에서, 후보 링커는 혈액에서 최대 10%만큼 절단된다. 다른 실시형태에서,

유용한 후보 링커는 혈액과 비교하여 (또는 세포외 조건을 모방하도록 선택된 시험관내 조건 하에서) 세포에서

(또는 세포내 조건을 모방하도록 선택된 시험관내 조건 하에서) 적어도 2, 4, 10, 20, 50,70 또는 100배 더 빨

리 분해된다.

또 다른 실시형태에서, 포스페이트-기반 절단 가능한 링커는 포스페이트기를 분해하거나 가수분해하는 제제에[0089]

의해 절단된다. 세포에서 포스페이트기를 가수분해하는 제제의 예는 세포에서 포스파타제와 같은 효소이다. 포

스페이트-기반 절단 가능한 기의 예는 -O-P(O)(ORk)-O-, -O-P(S)(ORk)-O-, -O-P(S)(SRk)-O-, -S-P(O)(ORk)-O-,

-O-P(O)(ORk)-S-,  -S-P(O)(ORk)-S-,  -O-P(S)(ORk)-S-,  -S-P(S)(ORk)-O-,  -O-P(O)(Rk)-O-,  -O-P(S)(Rk)-O-,

-S-P(O)(Rk)-O-, -S-P(S)(Rk)-O-, -S-P(O)(Rk)-S-, -O-P(S)(Rk)-S-이고, 식 중, Rk는 수소 또는 C1-C10 알킬일

수 있다. 특정 실시형태는 -O-P(O)(OH)-O-, -O-P(S)(OH)-O-, -O-P(S)(SH)-O-, -S-P(O)(OH)-O-, -O-P(O)(OH)-
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S-,  -S-P(O)(OH)-S-,  -O-P(S)(OH)-S-,  -SP(S)(OH)-O-,  -O-P(O)(H)-O-,  -O-P(S)(H)-O-,  -S-P(O)(H)-O-,  -S-

P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-S-, -O-P(S)(H)-S-를 포함한다. 다른 특정 실시형태는 -O-P(O)(OH)-O-이다. 이들 후보

링커는 상기 기재된 것과 유사한 방법을 사용하여 평가될 수 있다.

다른 실시형태에서, 링커는 산성 조건 하에서 절단되는 기인 산 절단 가능한 기를 포함할 수 있다. 일부 실시형[0090]

태에서, 산 절단 가능한 기는 pH가 약 6.5 이하(예를 들어, 약 6.0, 5.5, 5.0 이하)인 산성 환경에서 또는 일반

적인 산으로서 작용할 수 있는 효소와 같은 제제에 의해 절단된다. 세포에서, 엔도좀 및 리소좀과 같은 특정 저

pH  소기관은  산  절단  가능한  기에  대한  절단  환경을  제공할  수  있다.  산  절단  가능한  연결기의  예는

하이드라존, 에스테르 및 아미노산의 에스테르를 포함하지만 이로 제한되지 않는다. 산 절단 가능한 기는 일반

화학식 -C=NN-, C(O)O 또는 -OC(O)를 가질 수 있다. 특정 실시형태는 에스테르(알콕시 기)의 산소에 부착된 탄

소가 아릴 기, 치환된 알킬기 또는 3차 알킬기, 예컨대, 디메틸, 펜틸 또는 t-부틸인 경우이다. 이들 후보는 상

기 기재된 것과 유사한 방법을 사용하여 평가될 수 있다.

다른 실시형태에서, 링커는 에스테르-기반 절단 가능한 기를 포함할 수 있으며, 이는 세포에서 효소, 예컨대,[0091]

에스테라제 및 아미다제에 의해 절단된다. 에스테르-기반 절단 가능한 기의 예는 알킬렌, 알케닐렌 및 알키닐렌

기의 에스테르를 포함하지만 이로 제한되지 않는다.  에스테르 절단 가능한 기는 일반 화학식 -C(O)O-  또는

-OC(O)-를 가진다. 이들 후보 링커는 상기 기재된 것과 유사한 방법을 사용하여 평가될 수 있다.

추가 실시형태에서, 링커는 펩티드-기반 절단 가능한 기를 포함할 수 있으며, 이는 세포에서 효소, 예컨대, 펩[0092]

티다제 및 프로테아제에 의해 절단된다. 펩티드-기반 절단 가능한 기는 아미노산 사이에 형성되어 올리고펩티드

(예를 들어, 디펩티드, 트리펩티드 등) 및 폴리펩티드를 생성하는 펩티드 결합이다. 펩티드-기반 절단 가능한

기는 아미드 기(-C(O)NH-)를 포함하지 않는다. 아미드 기는 임의의 알킬렌, 알케닐렌 또는 알키넬렌 사이에서

형성될 수 있다. 펩티드 결합은 아미노산 사이에 형성되어 펩티드 및 단백질을 생성하는 특별한 유형의 아미드

결합이다. 펩티드 기반 절단 기는 일반적으로 아미노산 사이에서 형성되어 펩티드 및 단백질을 형성하는 펩티드

결합(즉, 아미드 결합)에 제한되며, 전체 아미드 작용기를 포함하지 않는다. 펩티드-기반 절단 가능한 연결기는

일반 화학식 -NHCHR
A
C(O)NHCHR

B
C(O)-을 가지며, R

A
 및 R

B
는 2개의 인접한 아미노산의 측쇄이다. 이들 후보는 상

기 기재된 것과 유사한 방법을 사용하여 평가될 수 있다.

본 명세서에 기재된 RNAi 작제물에서 센스 또는 안티센스 가닥에 리간드를 부착하기에 적합한 다른 유형의 링커[0093]

는  당업계에  알려져  있으며,  예를  들어,  미국  특허  제7,723,509호;  제8,017,762호;  제8,828,956호;  제

8,877,917호; 및 제9,181,551호에 기재되어 있는 링커를 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, RNAi 작제물의 센스 또는 안티센스 가닥에 공유적으로 부착된 리간드는 GalNAc 모이어티,[0094]

예를 들어, 다가 GalNAc 모이어티를 포함한다. 일부 실시형태에서, 다가 GalNAc 모이어티는 3가 GalNAc 모이어

티이며, 센스 가닥의 3' 말단에 부착된다. 다른 실시형태에서, 다가 GalNAc 모이어티는 3가 GalNAc 모이어티이

며,  센스  가닥의  5'  말단에  부착된다.  또  다른  실시형태에서,  다가  GalNAc  모이어티는  4가  GalNAc

모이어티이며, 센스 가닥의 3' 말단에 부착된다. 또 다른 실시형태에서, 다가 GalNAc 모이어티는 4가 GalNAc 모

이어티이며, 센스 가닥의 5' 말단에 부착된다.

일부 실시형태에서, 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물은 RNAi 작제물의 세포내 발현을 암호화하고 제어하는 벡터[0095]

를 투여함으로써 관심 세포 또는 조직으로 전달될 수 있다. "벡터"(본 명세서에서 "발현 벡터"라고도 함)는 세

포의 내부로 관심 핵산을 전달하는 데 사용될 수 있는 물질의 조성물이다. 선형 폴리뉴클레오티드, 이온성 또는

양친매성 화합물과 관련된 폴리뉴클레오티드, 플라스미드 및 바이러스를 포함하지만 이로 제한되지 않는 여러

벡터들이 당업계에 알려져 있다. 따라서, 용어 "벡터"는 자율 복제 플라스미드 또는 바이러스를 포함한다. 바이

러스 벡터의 예는 아데노바이러스 벡터, 아데노-관련 바이러스 벡터, 레트로바이러스 벡터 등을 포함하지만 이

로 제한되지 않는다. 벡터는 살아있는 세포에서 복제될 수 있거나 합성적으로 제조될 수 있다.

일반적으로, RNAi 작제물을 발현하기 위한 벡터는 RNAi 작제물을 암호화하는 서열에 작동 가능하게 연결된 하나[0096]

이상의 프로모터를 포함할 것이다. 어구 "작동 가능하게 연결된", "작동적으로 연결된" 또는 "전사 제어 하에"

는 RNA 폴리머라제에 의한 전사의 개시 및 폴리뉴클레오티드 서열의 발현을 제어하기 위해 프로모터가 폴리뉴클

레오티드 서열과 관련하여 정확한 위치 및 배향에 있는 경우를 지칭하는 데 본 명세서에서 상호교환 가능하게

사용될 수 있다. "프로모터"는 유전자 서열의 특이적 전사를 개시하는 데 필요한 세포의 합성기구 또는 도입된

합성기구에 의해 인식되는 서열을 지칭한다. 적합한 프로모터는 RNA pol I, pol II, HI 또는 U6 RNA pol III,

및 바이러스 프로모터(예를 들어, 인간 사이토메갈로바이러스(CMV) 전초기 유전자 프로모터, SV40 초기 프로모

터 및 라우스(rous) 육종 바이러스 긴 말단 반복부)를 포함하지만 이로 제한되지 않는다. 일부 실시형태에서,
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HI 또는 U6RNA pol III 프로모터가 사용된다. 프로모터는 조직-특이적 또는 유도성 프로모터일 수 있다. 간-특

이적 프로모터, 예컨대, 인간 알파-1 안티트립신 유전자, 알부민 유전자, 헤모펙신 유전자, 및 간 리파제 유전

자로부터의 프로모터 서열이 특히 관심 대상이 된다. 유도성 프로모터는, 예를 들어, 엑디손, 에스트로겐, 프로

게스테론, 테트라사이클린 및 이소프로필-PD1-티오갈락토피라노시드(IPTG)에 의해 조절되는 프로모터를 포함한

다.

RNAi 작제물이 siRNA를 포함하는 경우, 2개의 개별 가닥(센스 및 안티센스 가닥)은 단일 벡터 또는 2개의 개별[0097]

벡터로부터 발현될 수 있다. 예를 들어, 일부 실시형태에서, 센스 가닥을 암호화하는 서열은 제1 벡터상의 프로

모터에 작동 가능하게 연결되고 안티센스 가닥을 암호화하는 서열은 제2 벡터상의 프로모터에 작동 가능하게 연

결된다. 이러한 실시형태에서, 제1 및 제2 벡터는, 예를 들어, 감염 또는 형질감염에 의해 표적 세포 내로 공동

도입되어, 일단 전사된 센스 및 안티센스 가닥이 세포내에서 혼성화되어, siRNA 분자를 형성할 것이다. 또 다른

실시형태에서, 센스 및 안티센스 가닥은 단일 벡터에 위치한 2개의 별개의 프로모터로부터 전사된다. 이러한 실

시형태에서, 센스 가닥을 암호화하는 서열은 제1 프로모터에 작동 가능하게 연결될 수 있고 안티센스 가닥을 암

호화하는 서열은 제2 프로모터에 작동 가능하게 연결될 수 있으며, 제1 및 제2 프로모터는 단일 벡터에 위치된

다. 일 실시형태에서, 벡터는 siRNA 분자를 암호화하는 서열에 작동 가능하게 연결된 제1 프로모터, 및 동일한

서열에 반대 방향으로 작동 가능하게 연결된 제2 프로모터를 포함하여, 제1 프로모터로부터의 서열의 전사는

siRNA 분자의 센스 가닥의 합성을 초래하고, 제2 프로모터로부터의 서열의 전사는 siRNA 분자의 안티센스 가닥

의 합성을 초래한다.

RNAi 작제물이 shRNA를 포함하는 경우, 단일의, 적어도 부분적으로 자기-상보성인 RNA 분자를 암호화하는 서열[0098]

은 프로모터에 작동 가능하게 연결되어, 단일 전사물을 생성한다. 일부 실시형태에서, shRNA를 암호화하는 서열

은 링커 폴리뉴클레오티드 서열에 의해 연결된 역반복을 포함하여 전사후 shRNA의 줄기 및 루프 구조를 생성한

다. 일부 실시형태에서, RNAi 작제물을 암호화하는 벡터는 바이러스 벡터이다. 본 명세서에 기재된 RNAi 작제물

을 발현시키기에 적합한 다양한 바이러스 벡터 시스템은 아데노바이러스 벡터, 레트로바이러스 벡터(예를 들어,

렌티바이러스 벡터, 말로니 뮤린 백혈병 바이러스(maloney murine leukemia virus)), 아데노-관련 바이러스 벡

터; 단순포진 바이러스 벡터; SV40 벡터; 폴리오마 바이러스 벡터; 유두종 바이러스 벡터; 피코나비랄 벡터; 및

폭스 바이러스 벡터(예를 들어, 백시니아 바이러스)를 포함하지만 이로 제한되지 않는다. 특정 실시형태에서,

바이러스 벡터는 레트로바이러스 벡터(예를 들어, 렌티바이러스 벡터)이다.

본 개시내용에 사용하기에 적합한 다양한 벡터, siRNA 또는 shRNA 분자를 암호화하는 핵산 서열을 벡터에 삽입[0099]

하는 방법, 및 벡터를 관심 세포에 전달하는 방법은 당업계에 알려져 있다(예를 들어, 문헌[Dornburg, Gene

Therap.,  Vol.  2:  301-310,  1995;  Eglitis,  Biotechniques,  Vol.  6:  608-614,  1988;  Miller,  HumGene

Therap.,  Vol.  1:  5-14,  1990;  Anderson,  Nature,  Vol.  392:  25-30,  1998;  Rubinson  D  A  et  al.,  Nat.

Genet., Vol. 33: 401-406, 2003; Brummelkamp et al., Science, Vol. 296: 550-553, 2002; Brummelkamp et

al., Cancer Cell, Vol. 2: 243-247, 2002; Lee et al., Nat Biotechnol, Vol. 20: 500-505, 2002; Miyagishi

et  al.,  Nat  Biotechnol,  Vol.  20:  497-500,  2002;  Paddison  et  al.,  GenesDev,  Vol.  16:  948-958,  2002;

Paul  et  al.,  Nat  Biotechnol,  Vol.  20:  505-508,  2002;  Sui  et  al.,  Proc  Natl  Acad  Sci  USA,  Vol.  99:

5515-5520, 2002; 및 Yu et al., Proc Natl Acad Sci USA, Vol. 99: 6047-6052, 2002] 참조).

조성물[0100]

본 개시내용은 또한 본 명세서에 기재된 RNAi 작제물 및 약학적으로 허용 가능한 담체, 부형제 또는 희석제를[0101]

포함하는 조성물 및 제형을 제공한다. 이러한 조성물 및 제형은 이를 필요로 하는 대상체에서 SCAP의 발현을 감

소시키는 데 유용하다. 임상 적용이 고려되는 경우, 약제학적 조성물 및 제형은 의도한 적용에 적절한 형태로

제조될 수 있다. 일반적으로, 이것은 발열원뿐만 아니라 인간 또는 동물에게 해로울 수 있는 다른 불순물이 본

질적으로 없는 조성물의 제조를 수반할 것이다.

 "약학적으로 허용 가능한" 또는 "약리학적으로 허용 가능한"이란 어구는 동물 또는 인간에게 투여될 때 이상[0102]

반응, 알러지 반응 또는 기타 부작용을 일으키지 않는 분자 엔티티 및 조성물을 지칭한다. 본 명세서에서 사용

되는 바와 같이, "약학적으로 허용 가능한 담체, 부형제 또는 희석제"는 약제, 예컨대, 인간에게 투여하기에 적

합한 약제를 제형화하는 데 사용하기 위한, 허용 가능한 용매, 완충액, 용액, 분산 매질, 코팅제, 항균제 및 항

진균제, 등장화제 및 흡수 지연제 등을 포함한다. 약학적으로 활성인 물질을 위한 이러한 매질 및 제제의 사용

은 당업계에 잘 알려져 있다. 임의의 통상적인 매질 또는 작용제가 본 개시내용의 RNAi 작제물과 불상용성인 경

우를 제외하고, 치료적 조성물에서의 이의 사용이 고려된다. 보충 활성 성분은 또한 조성물의 벡터 또는 RNAi
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작제물을 불활성화시키지 않는다면 조성물에 혼입될 수 있다.

약제학적 조성물의 제형화를 위한 조성물 및 방법은 투여 경로, 치료될 질환 또는 장애의 유형 및 정도 및 투여[0103]

될 용량을 포함하지만 이로 제한되지 않는 몇몇 기준에 의존한다. 일부 실시형태에서, 약제학적 조성물은 의도

된 전달 경로에 기반하여 제형화된다. 예를 들어, 특정 실시형태에서, 약제학적 조성물은 비경구 전달용으로 제

형화된다. 비경구 전달 형태는 정맥내, 동맥내, 피하, 척수강내, 복강내 및 근육내 주사 또는 주입을 포함한다.

일 실시형태에서, 약제학적 조성물은 정맥내 전달용으로 제형화된다. 이러한 실시형태에서, 약제학적 조성물은

지질-기반 전달 비히클을 포함할 수 있다. 또 다른 실시형태에서, 약제학적 조성물은 피하 전달용으로 제형화된

다. 이러한 실시형태에서, 약제학적 조성물은 표적화 리간드(예를 들어, 본 명세서에 기재된 GalNAc 함유 리간

드)를 포함할 수 있다.

일부 실시형태에서, 약제학적 조성물은 본 명세서에 기재된 유효량의 RNAi 작제물을 포함한다. "유효량"은 유익[0104]

하거나 바람직한 임상 결과를 생성하기에 충분한 양이다. 일부 실시형태에서, 유효량은 대상체의 간세포에서

SCAP 발현을 감소시키기에 충분한 양이다. 일부 실시형태에서, 유효량은 SCAP 발현을 부분적으로만, 예를 들어,

인간  이형접합체에서  야생형  SCAP  대립유전자의  발현에  필적하는  수준으로만  감소시키기에  충분한  양일  수

있다. 

본 명세서에 개시된 RNAi 작제물의 유효량은 약 0.01 mg/kg 몸무게 내지 약 100 mg/kg 몸무게, 약 0.05 mg/kg[0105]

몸무게 내지 약 75mg/kg 몸무게, 약 0.1 mg/kg 몸무게 내지 약 50 mg/kg 몸무게, 약 1 mg/kg 내지 약 30 mg/kg

몸무게, 약 2.5 mg/kg of 몸무게 내지 약 20 mg/kg 몸무게, 또는 약 5 mg/kg 몸무게 내지 약 15 mg/kg 몸무게

일 수 있다. 유효량의 RNAi 작제물을 포함하는 약제학적 조성물은 매주, 격주, 매월, 분기 또는 2년마다 투여될

수 있다. 유효량 및 투여 빈도로 간주되는 것의 정확한 결정은 환자의 크기, 연령, 성별, 치료될 장애의 유형

(예를 들어, 지방증, NAFLD, NASH, 또는 간경변), 사용된 특정 RNAi 작제물 및 투여 경로를 비롯한 몇몇 요인에

기반할 수 있다. 본 명세서에 개시된 임의의 특정 RNAi 작제물에 대한 유효 투여량 및 생체내 반감기의 추정치

는 통상적인 방법 및/또는 적절한 동물 모델에서의 시험을 사용하여 확인될 수 있다.

콜로이드 분산 시스템, 예컨대, 거대분자 복합체, 나노캡슐, 마이크로스피어, 비드, 및 수중유 에멀션, 마이셀,[0106]

혼합 마이셀 및 리포좀을 포함한 지질-기반 시스템이 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물의 전달 비히클 또는 이러

한  작제물을  암호화하는  벡터로  사용될  수  있다.  핵산을  전달하는  데  적합한  시판되는  지방  에멀션은

INTRALIPID®, LIPOSYN®, LIPOSYN®II, LIPOSYN®III, NUTRILIPID, 및 기타 유사한 지질 에멀션을 포함한다.

생체내에서 전달 비히클로서 사용하기에 바람직한 콜로이드 시스템은 리포좀(즉, 인공 막 소포)이다. RNAi 작제

물은 양이온성 리포좀과 같은 리포좀 내에 캡슐화될 수 있다. 대안적으로, 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물은

지질, 예컨대, 양이온성 지질에 복합체화될 수 있다. 적합한 지질 및 리포좀은 중성(예를 들어, 디올레오일포스

파티딜 에탄올아민(DOPE), 디미리스토일포스파티딜 콜린(DMPC), 및 디팔미토일 포스파티딜콜린(DPPC)), 디스테

아로일포스파티딜 콜린), 음성(예를 들어, 디미리스토일포스파티딜 글리세롤(DMPG)),  및 양이온성(예를 들어,

디올레오일테트라메틸아미노프로필(DOTAP) 및 디올레오일포스파티딜 에탄올아민(DOTMA))을 포함한다. 이러한 콜

로이드 분산 시스템의 제조 및 사용은 당업계에 잘 알려져 있다. 예시적인 제형은 또한 예를 들어, 미국 특허

제5,783,565호;  제5,837,533호;  제5,981,505호;  제6,127,170호;  제6,217,900호;  제6,379,965호;

제6,383,512호; 제6,747,014호; 제7,202,227호; 및 WO 03/093449에 개시되어 있다.

일부 실시형태에서, 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물은 예를 들어, SPLP, pSPLP, SNALP 또는 다른 핵산-지질 입[0107]

자를 형성하기 위해 지질 제형으로 완전히 캡슐화된다. 본 명세서에 사용되는 용어 "SNALP"는 SPLP를 포함하는

안정한 핵산-지질 입자를 지칭한다. 본 명세서에 사용되는 용어 "SPLP"는 지질 소포 내에 캡슐화된 플라스미드

DNA를 포함하는 핵산-지질 입자를 지칭한다. SNALP 및 SPLP는 전형적으로 양이온성 지질, 비 양이온성 지질, 및

입자의 응집을 방지하는 지질(예를 들어, PEG-지질 접합체)을 함유한다. SNALP 및 SPLP는 정맥내 주사 후 연장

된 순환 수명을 나타내고 말단 부위(예를 들어, 투여 부위와 물리적으로 분리된 부위)에 축적되기 때문에 전신

적용에 매우 유용하다. SPLP는 PCT  공개 제WO 00/03683호에 개시된 캡슐화된 축합제-핵산 복합체를 포함하는

"pSPLP"를 포함한다. 핵산-지질 입자는 전형적으로 약 50 nm 내지 약 150 nm, 약 60 nm 내지 약 130 nm, 약 70

nm 내지 약 110 nm, 또는 약 70 nm 내지 약 90 nm의 평균 직경을 가지며, 실질적으로 비독성이다. 또한, 핵산-

지질 입자에 존재하는 핵산은 바람직하게는 수용액에서 뉴클레아제에 의한 분해에 내성이 있다. 핵산-지질 입자

및 이의 제조 방법은 예를 들어, 미국 특허 제5,976,567호; 제5,981,501호; 제6,534,484호; 제6,586,410호; 및

제6,815,432호; 및 PCT 공개 제WO 96/40964호에 개시되어 있다.

주사에 적합한 약제학적 조성물은 예를 들어, 멸균 수용액 또는 분산액 그리고 멸균 주사용 용액 또는 분산액의[0108]
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즉석 제조를 위한 멸균 분말을 포함한다. 일반적으로, 이들 제제는 용이한 주사 가능성이 존재하는 정도로 멸균

되고 유동적이다. 제제는 제조 및 저장 조건 하에서 안정하여야 하고, 박테리아 및 진균과 같은 미생물의 오염

작용으로부터 보존되어야 한다. 적절한 용매 또는 분산 매질은 예를 들어, 물, 에탄올, 폴리올(예를 들어, 글리

세롤, 프로필렌 글리콜, 액체 폴리에틸렌 글리콜 등), 이들의 적합한 혼합물 및 식물유를 함유할 수 있다. 적절

한 유동성은, 예를 들어, 코팅(예컨대, 레시틴)의 사용에 의해, (분산물의 경우에) 필요한 입자 크기의 유지에

의해, 및/또는 계면활성제의 사용에 의해 유지될 수 있다. 미생물의 작용의 방지는 다양한 항균제 및 항진균제,

예를 들어, 파라벤, 클로로부탄올, 페놀, 소르빈산, 티메로살 등에 의해 초래될 수 있다. 많은 경우, 등장화제

(예를 들어, 설탕 또는 염화나트륨)가 조성물에 포함될 수 있다. 주사용 조성물의 장기간 흡수는 흡수 지연제,

예를 들어, 알루미늄 모노스테아레이트 및 젤라틴을 포함함으로써 초래될 수 있다.

멸균 주사용 용액은 적절한 양의 RNAi 작제물(단독으로 또는 리간드와 복합된)을 원하는 대로 임의의 다른 성분[0109]

(예컨대, 전술한 바와 같은 성분)과 함께 용매에 포함시킨 후 여과 멸균하여 제조할 수 있다. 일반적으로, 분산

액은 염기성 분산 매질 및 원하는 다른 성분을 함유하는 멸균 비히클 내에 다양한 멸균된 활성 성분을 포함시키

는 것에 의해 제조된다. 멸균 주사 가능 용액의 제조를 위한 멸균 분말의 경우에, 적합한 제조 방법은 활성 성

분(들)에 더하여 임의의 부가적인 요망되는 성분의 분말을 미리 멸균-여과한 이의 용액으로부터 생산하는 진공-

건조 및 동결-건조 기법을 포함한다.

본 명세서에 제공된 조성물은 중성 또는 염 형태로 제형화될 수 있다. 약학적으로-허용 가능한 염은 예를 들어,[0110]

무기산(예를 들어, 염산 또는 인산) 또는 유기산(예를 들어, 아세트산, 옥살산, 타르타르산, 만델산 등)으로부

터 유래된 산 부가 염(유리 아미노기로 형성됨)을 포함한다. 유리 카르복실기로 형성된 염은 또한 무기 염기(예

를 들어, 나트륨, 칼륨, 암모늄, 칼슘 또는 수산화 제2철)로부터 또는 유기 염기(예를 들어, 이소프로필아민,

트리메틸아민, 히스티딘, 프로카인 등)로부터 유래될 수 있다.

수용액에서의 비경구 투여를 위해, 예를 들어, 용액은 일반적으로 적절하게 완충되고, 액체 희석제는 먼저 예를[0111]

들어 충분한 식염수 또는 글루코스로 등장성이 된다. 이러한 수용액은 예를 들어, 정맥내, 근육내, 피하, 및 복

강내 투여에 사용될 수 있다. 당업자에게 알려진 바와 같이 멸균 수성 매질이 바람직하게 사용된다. 예를 들어,

단회 용량을 등장성 NaCl 용액 1 ml에 용해시키고 1000 ml의 피하주사액에 첨가하거나, 제안된 주입 부위에 주

사할 수 있다(예를 들어, 문헌["Remington's  Pharmaceutical  Sciences"  15th  Edition,  pages  1035-1038  및

1570-1580] 참조). 인간 투여의 경우, 제제는 FDA 표준에서 요구하는 무균성, 발열성, 일반적인 안전성 및 순도

표준을 충족해야 한다. 본 개시내용의 특정 실시형태에서, 약제학적 조성물은 멸균 식염수 용액 및 본 명세서에

기재된 RNAi 작제물을 포함하거나 이로 구성된다. 다른 실시형태에서, 약제학적 조성물은 본 명세서에 기재된

RNAi 작제물 및 멸균 수(예를 들어, 주사용수, WFI)를 포함하거나 이로 구성된다. 또 다른 실시형태에서, 약제

학적 조성물은 본 명세서에 기재된 RNAi 작제물 및 포스페이트 완충 식염수(PBS)를 포함하거나 이로 구성된다.

일부 실시형태에서, 약제학적 조성물은 투여용 디바이스와 함께 패키징되거나 그 안에 저장된다. 주사용 제형을[0112]

위한 디바이스는 주사 포트, 사전 충전형 시린지, 자동 주사기, 주사 펌프, 체내 주사기 및 주사 펜을 포함하지

만 이로 제한되지는 않는다. 에어로졸화 또는 분말 제형을 위한 디바이스는 흡입기, 취입기, 흡인기 등을 포함

하지만 이로 제한되지는 않는다. 그러므로, 본 개시내용은 하나 이상의 장애를 치료하거나 예방하기 위한 본 명

세서에 기재된 약제학적 조성물을 포함하는 투여 디바이스를 포함한다.

SCAP 발현을 억제하는 방법[0113]

본 개시내용은 또한 세포에서 SCAP 유전자의 발현을 억제하는 방법을 제공한다. 방법은 세포에서 SCAP의 발현을[0114]

억제하는 데 효과적인 양으로 세포를 RNAi 작제물, 예를 들어, 이중 가닥 RNAi 작제물과 접촉시키는 단계를 포

함한다. 세포를 RNAi 작제물, 예를 들어, 이중 가닥 RNAi 작제물과 접촉시키는 것은 시험관내 또는 생체내에서

수행될 수 있다. 생체내에서 RNAi 작제물과 세포를 접촉시키는 것은 대상체, 예를 들어, 인간 대상체 내의 세포

또는 세포 그룹을 RNAi 작제물과 접촉시키는 것을 포함한다. 세포를 접촉시키는 시험관내 및 생체내 방법의 조

합도 본 개시내용의 범주 내에 있다.

본 개시내용은 SCAP 발현 또는 활성과 관련된 병태, 질환 또는 장애를 치료 또는 예방하는 방법뿐만 아니라 이[0115]

를 필요로 하는 대상체에서 SCAP의 발현을 감소 또는 억제하는 방법을 제공한다. "SCAP 발현과 관련된 병태, 질

환 또는 장애"는 SCAP 발현 수준이 변경되거나 SCAP의 증가된 발현 수준이 병태, 질환 또는 장애의 발병 위험

증가와 관련된 병태, 질환 또는 장애를 지칭한다.

세포를 접촉시키는 것은 전술한 바와 같이 직접적이거나 간접적일 수 있다. 더욱이, 세포 접촉은 본 명세서에[0116]
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기재되거나 당업계에 알려진 임의의 리간드를 포함하는 표적화 리간드를 통해 달성될 수 있다. 바람직한 실시형

태에서, 표적화 리간드는 탄수화물 모이어티, 예를 들어, 삼안테나형 GalNAc 리간드(GalNAc3) 또는 RNAi 작제물

을 관심 부위로 유도하는 임의의 다른 리간드이다.

일  실시형태에서,  세포를  RNAi와  접촉시키는  것은  세포  내로의  흡수  또는  흡인을  촉진하거나  수행함으로써[0117]

"RNAi를 세포 내로 도입" 또는 "전달"하는 것을 포함한다. RNAi의 흡수 또는 흡인은 비-보조 확산 또는 활성 세

포 프로세스 또는 보조제 또는 보조 디바이스를 통해 발생할 수 있다. 생체내 도입을 위해, 예를 들어, RNAi는

조직 부위에 주사되거나 전신적으로 투여될 수 있다. 세포로의 시험관내 도입은 전기천공 및 리포펙션과 같은

당업계에 알려진 방법을 사용하여 달성될 수 있다. 추가의 접근법이 이하에 설명되고/되거나 당업계에 알려져

있다.

본 명세서에 사용된 바와 같이, 용어 "억제하는"은 "감소시키는", "침묵시키는", "하향조절하는", "억제하는"[0118]

및 다른 유사한 용어들과 상호교환적으로 사용되며, 임의의 수준의 억제를 포함한다.

어구 "SCAP의 발현을 억제하는"은 임의의 SCAP 유전자(예컨대, 예를 들어, 마우스 SCAP 유전자, 래트 SCAP 유전[0119]

자, 원숭이 SCAP 유전자 또는 인간 SCAP 유전자) 뿐만 아니라 SCAP 유전자의 변이체 또는 돌연변이체의 발현 억

제를 지칭하는 것으로 의도된다. 따라서, SCAP 유전자는 유전자 조작된 세포, 세포 그룹, 또는 유기체의 맥락에

서 야생형 SCAP 유전자, 돌연변이 SCAP 유전자, 또는 트랜스제닉 SCAP 유전자일 수 있다.

"SCAP 유전자의 발현을 억제하는"는 SCAP 유전자의 임의의 억제 수준, 예를 들어, SCAP 유전자의 발현의 적어도[0120]

부분적 억제를 포함한다. SCAP 유전자의 발현은 SCAP 유전자 발현과 관련된 임의의 변수, 예를 들어, SCAP mRNA

수준 또는 SCAP 단백질 수준의 수준 또는 수준 변화에 기반하여 평가될 수 있다. 이 수준은, 예를 들어, 대상체

로부터 유래된 샘플을 포함하여 개별 세포 또는 세포 그룹에서 평가될 수 있다.

억제는 대조군 수준과 비교하여 SCAP 발현과 관련된 하나 이상의 변수의 절대적 또는 상대적 수준의 감소에 의[0121]

해 평가될 수 있다. 대조군 수준은 당 업계에서 이용되는 임의의 유형의 대조군 수준, 예를 들어, 투여-전 기준

선 수준 또는 대조군(예컨대, 예를 들어, 완충액 단독 대조군 또는 불활성 제제 대조군)으로 처리되거나 처리되

지 않은 유사한 대상체, 세포 또는 샘플로부터 측정된 수준일 수 있다. 일부 실시형태에서, SCAP 유전자의 발현

은 적어도 약 5%, 적어도 약 10%, 적어도 약 15%, 적어도 약 20%, 적어도 약 25%, 적어도 약 30%, 적어도 약

35%, 적어도 약 40%, 적어도 약 45%, 적어도 약 50%, 적어도 약 55%, 적어도 약 60%, 적어도 약 65%, 적어도

약 70%, 적어도 약 75%, 적어도 약 80%, 적어도 약 85%, 적어도 약 90%, 적어도 약 91%, 적어도 약 92%, 적어

도 약 93%, 적어도 약 94%, 적어도 약 95%, 적어도 약 96%, 적어도 약 97%, 적어도 약 98%, 또는 적어도 약

99% 억제된다.

SCAP 유전자의 발현의 억제는, SCAP 유전자가 전사되고, (예를 들어, 세포 또는 세포들을 본 명세서에 기재된[0122]

RNAi 작제물과 접촉시킴으로써 또는 세포들이 존재하거나 존재했던 대상체에 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물을

투여함으로써) 치료되거나 치료된 제1 세포 또는 세포 그룹(이러한 세포는, 예를 들어, 대상체로부터 유래된 샘

플에 존재할 수 있음)에 의해 발현되는 mRNA의 양의 감소에 의해 나타날 수 있으며, 따라서 SCAP 유전자의 발현

은 제1 세포 또는 세포 그룹과 실질적으로 동일하지만 그렇게 처리되지 않았거나 그렇지 않은 제2 세포 또는 세

포 그룹(대조군 세포(들))과 비교하여 억제된다. 억제는 하기 화학식을 사용하여, 처리된 세포에서의 mRNA 수준

을 대조군 세포에서의 mRNA 수준의 백분율로서 표현함으로써 평가될 수 있다:

[0123]

대안적으로,  SCAP  유전자의  발현  억제는  SCAP  유전자  발현,  예를  들어,  SCAP  단백질  발현  또는  고슴도치[0124]

(Hedgehog) 경로 단백질 활성과 기능성으로 연결된 파라미터의 감소의 관점에서 평가될 수 있다. SCAP 유전자

침묵은 SCAP을 발현하는 임의의 세포에서 내인성으로 또는 재조합적으로, 당업계에 알려진 임의의 검정에 의해

결정될 수 있다.

PNPLA3 단백질의 발현 저해는 세포 또는 세포 그룹에 의해 발현되는 PNPLA3 단백질의 수준(예를 들어, 대상체로[0125]

부터 수득된 샘플에서 발현된 단백질의 수준)의 감소에 의해 나타날 수 있다. 전술한 바와 같이, mRNA 억제의

평가를 위해, 처리된 세포 또는 세포 그룹에서 단백질 발현 수준의 억제는 대조군 세포 또는 세포 그룹에서 단

백질 수준의 백분율로 유사하게 표현될 수 있다.
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SCAP 유전자의 발현 억제를 평가하기 위해 사용될 수 있는 대조군 세포 또는 세포 그룹은 본 명세서에 개시된[0126]

RNAi 작제물과 아직 접촉되지 않은 세포 또는 세포 그룹을 포함한다. 예를 들어, 대조군 세포 또는 세포 그룹은

RNAi 작제물로 대상체를 치료하기 전에 개별 대상체(예를 들어, 인간 또는 동물 대상체)로부터 유래될 수 있다.

세포 또는 세포 그룹에 의해 발현되는 SCAP mRNA의 수준, 또는 순환 SCAP mRNA의 수준은 mRNA 발현을 평가하기[0127]

위해 당 업계에 공지된 임의의 방법을 사용하여 결정될 수 있다. 일부 실시형태에서, 샘플에서 SCAP의 발현 수

준은 전사된 폴리뉴클레오티드 또는 이의 일부, 예를 들어, SCAP 유전자의 mRNA를 검출함으로써 결정된다. 이와

관련하여, 예를 들어, RNA는, 예를 들어, 산 페놀/구아니딘 이소티오시아네이트 추출(RNAzol B; Biogenesis),

RNeasy RNA 제조 키트(Qiagen) 또는 PAXgene(PreAnalytix, 스위스 소재)을 포함하는 RNA 추출 기법을 사용하여

세포로부터 추출될 수 있다. 리보핵산 혼성화를 이용하는 전형적인 검정 포맷은 핵 런-온 검정, RT-PCR, RNase

보호 검정(Melton et al., Nuc. Acids Res., 12:7035), 노던 블롯팅, 인시추 혼성화 및 마이크로어레이 분석을

포함한다. 순환 SCAP mRNA는 WO 2012/177906에 기재된 방법을 사용하여 검출될 수 있다.

일 실시형태에서, SCAP의 발현 수준은 핵산 프로브를 사용하여 결정된다. 본 명세서에 사용되는 용어 "프로브"[0128]

는 특정 SCAP 서열에 선택적으로 결합할 수 있는 임의의 분자를 지칭한다. 프로브는 당업자에 의해 합성되거나

적절한 생물학적 제조로부터 유래될 수 있다. 프로브는 표지되도록 특별히 설계될 수 있다. 프로브로서 이용될

수 있는 분자의 예는 RNA, DNA, 단백질, 항체 및 유기 분자를 포함하지만 이로 제한되지는 않는다.

단리된 mRNA는 서던 또는 노던 분석, 중합효소 연쇄 반응(PCR) 분석 및 프로브 어레이를 포함하지만 이로 제한[0129]

되지 않는 혼성화 또는 증폭 검정에 사용될 수 있다. mRNA 수준의 결정을 위한 하나의 방법은 단리된 mRNA를

SCAP mRNA에 혼성화할 수 있는 핵산 분자(프로브)와 접촉시키는 단계를 포함한다. 일 실시형태에서, mRNA는 고

체 표면에 고정되고, 예를 들어, 단리된 mRNA를 아가로스 겔상에서 전개시키고 mRNA를 겔에서 니트로셀룰로스와

같은 막으로 전달함으로써 프로브와 접촉된다. 대안적인 실시형태에서, 프로브(들)는 고체 표면 상에 고정되고

mRNA는, 예를 들어, Affymetrix 유전자 칩 어레이에서 프로브(들)와 접촉된다. 당업자는 SCAP mRNA의 수준을 결

정하는 데 사용하기 위해 알려진 mRNA 검출 방법을 용이하게 적용할 수 있다.

샘플내  SCAP의  발현  수준을  결정하기  위한  대안적인  방법은  예를  들어,  RT-PCR(예를  들어,  미국  특허  제[0130]

4,683,202호 참조), 리가제 연쇄 반응(Barany (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 189-193), 자가 지속 서

열 복제(Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874-1878), 전사 증폭 시스템(Kwoh et al.

(1989)  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  86:  1173-1177),  Q-베타  레플리카제(Lizardi  et  al.  (1988)

Bio/Technology 6: 1197), 롤링 서클 복제(문헌[Lizardi et al., 상동]; 및 미국 특허 제5,854,033호) 또는 임

의의 기타 핵산 증폭 방법에 의한 샘플내, 예를 들어, mRNA의 핵산 증폭 및/또는 역전사효소(cDNA를 제조하기

위한) 프로세스 및 이에 뒤이은 당업자에게 잘 알려진 기법을 사용한 증폭된 분자의 검출을 포함한다. 이러한

검출 방식은 그러한 분자가 매우 적은 수로 존재하는 경우 핵산 분자의 검출에 특히 유용하다. 개시내용의 일부

양태에서, SCAP의 발현 수준은 정량적 형광성 RT-PCR{즉, TAQMAN쪠 System)에 의해 결정될 수 있다. SCAP mRNA

의 발현 수준은 막 블롯(예컨대, 노던, 서던, 도트 등과 같은 혼성화 분석에 사용됨), 또는 마이크로웰, 샘플

튜브, 겔, 비드 또는 섬유(또는 결합된 핵산을 포함하는 임의의 고체 지지체)를 사용하여 모니터링될 수 있다

(예를  들어,  미국  특허  제5,445,934호;  제5,677,195호;  제5,770,722호;  제5,744,305호;  및  제5,874,219호

참조). SCAP 발현 수준의 결정은 또한 용액 중의 핵산 프로브를 사용하는 것을 포함할 수 있다. 특정 실시형태

에서, mRNA 발현의 수준은 분지형 DNA(bDNA) 검정 또는 실시간 PCR(qPCR)을 사용하여 평가된다.

SCAP 단백질 발현의 수준은 단백질 수준의 측정을 위해 당 업계에 알려진 임의의 방법을 사용하여 결정될 수 있[0131]

다. 이러한 방법은, 예를 들어, 전기영동, 모세관 전기영동, 고성능 액체 크로마토그래피(HPLC), 박층 크로마토

그래피(TLC), 과확산 크로마토그래피, 유체 또는 겔 프리시피틴(precipitin) 반응, 흡수 분광법, 비색 검정, 분

광 검정, 유세포 측정, 면역확산(단일 또는 이중), 면역전기영동, 웨스턴 블롯팅, 방사면역측정법(RIA), 효소-

결합 면역흡착 검정(ELISA), 면역형광 검정, 전기화학발광 검정 등을 포함한다.

일부 실시형태에서, 본 명세서에 개시된 방법의 효능은 SCAP-관련 질환의 증상, 예컨대, 위장 통증, 호흡 곤란,[0132]

고혈압 또는 사지, 얼굴, 후두, 상기도, 복부, 몸통 및 생식기의 부종의 감소를 검출하거나 모니터링함으로써

모니터링될 수 있다. 이들 증상은 관련 기술 분야에 알려진 임의의 방법을 사용하여 시험관내 또는 생체내에서

평가될 수 있다.

일부 실시형태에서, RNAi 작제물 또한 RNAi 작제물을 포함하는 조성물이 대상체에게 투여되어, RNAi 작제물이[0133]

대상체내 특정 부위로 전달되도록 한다. SCAP의 발현 억제는 대상체 내의 특정 부위로부터의 유체 또는 조직으

로부터 유래된 샘플에서 SCAP mRNA 또는 SCAP 단백질의 수준 또는 수준 변화 측정을 사용하여 평가될 수 있다.
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일부 실시형태에서, RNAi 작제물은 간, 맥락막 신경총, 망막 및 췌장과 같은 부위로 전달될 수 있다. 상기 부위

는 또한 상기 언급된 부위 중 어느 하나로부터의 세포의 서브섹션 또는 서브그룹일 수 있다. 부위는 또한 특정

유형의 수용체를 발현하는 세포를 포함할 수 있다.

SCAP-관련 질환의 치료 또는 예방 방법[0134]

본 발명은 GPAM-관련 질환, 장애 및/또는 병태를 갖는 대상체, 또는 GPAM-관련 질환, 장애 및/또는 병태가 발생[0135]

하기 쉬운 대상체에게, RNAi 작제물, RNAi 작제물을 포함하는 조성물(예를 들어, 약제학적 조성물), 또는 본원

에 기재된 RNAi 작제물을 포함하는 벡터를 투여하는 단계를 포함하는 치료 및 예방 방법을 제공한다. SCAP-관련

질환의  비제한적인  예는,  예를  들어,  지방간(지방증),  비알코올성  지방간염(NASH),  간경변,  간에서의  지방

축적, 간 염증, 간세포 괴사, 간 섬유증, 비만, 비알코올성 지방간 질환(NAFLD), 고중성지방혈증 및 고지혈증을

포함한다. 일 실시형태에서, SCAP-관련 질환은 NAFLD이다. 또 다른 실시형태에서, SCAP -관련 질환은 NASH이다.

또 다른 실시형태에서, SCAP -관련 질환은 지방간(지방증)이다. 또 다른 실시형태에서, SCAP -관련 질환은 인슐

린 저항성이다.

특정 실시형태에서, 본 개시내용은 본 명세서에 기재된 임의의 RNAi 작제물을 SCAP 발현의 감소를 필요로 하는[0136]

환자에게 투여하는 단계를 포함하는, 환자의 SCAP의 발현을 감소시키는 방법을 제공한다. 본 명세서에서 사용되

는 용어 "환자"는 인간을 포함하는 포유류를 지칭하고, 용어 "대상체"와 상호교환적으로 사용될 수 있다. 환자

의 간세포에서 SCAP의 발현 수준은 바람직하게는 RNAi 작제물을 투여받지 않은 환자에서의 SCAP 발현 수준과 비

교하여 RNAi 작제물의 투여 후 감소된다.

본 명세서에 개시된 방법은 SCAP관련 질환을 갖는 대상체, 예를 들어, SCAP 유전자 발현 및/또는 SCAP 단백질[0137]

생산의 감소로부터 이익을 얻을 수 있는 대상체를 치료하는 데 유용하다. 일 양태에서, 본 개시내용은 비알코올

성 지방간 질환(NAFLD)을 갖는 대상체에서 SCAP 유전자 발현의 수준을 감소시키는 방법을 제공한다. 또 다른 양

태에서, 본 개시내용은 NAFLD를 갖는 대상체에서 SCAP 단백질의 수준을 감소시키는 방법을 제공한다.

본 명세서에 개시된 치료 방법(및 용도)은 치료적 유효량의, SCAP 유전자를 표적으로 하는 개시된 RNAi 작제물,[0138]

RNAi 작제물을 포함하는 약제학적 조성물, 또는 RNAi 작제물을 포함하는 벡터를 대상체, 예를 들어, 인간에게

투여하는 단계를 포함한다.

일 양태에서, 본 개시내용은 NAFLD를 갖는 대상체에서 적어도 하나의 증상, 예를 들어, 증가된 고슴도치 신호전[0139]

달 경로의 존재, 피로, 허약, 체중 감소, 식욕 부진, 구역질, 복통, 거미-혈관, 피부 및 눈의 황변(황달), 가려

움증, 체액 축적 및 다리 붓기(부종), 복부 팽만(복수) 및 정신적 혼란을 예방하는 방법을 제공한다. 방법은 예

방적 유효량의 RNAi 작제물, 예를 들어, siRNA, RNAi 작제물을 포함하는 약제학적 조성물, 또는 RNAi 작제물을

암호화하는 벡터를 대상체에게 투여하여, SCAP 유전자 발현의 감소로부터 이익을 얻을 수 있는 장애를 갖는 대

상체의 적어도 하나의 증상을 예방하는 단계를 포함한다. "예방적 유효량"은 원하는 예방적 결과(예를 들어, 질

환 발병 방지)를 달성하는 데 필요한 투여량 및 그러한 기간으로 효과적인 양을 지칭한다.

또 다른 양태에서, 본 개시내용은 대상체, 예를 들어, SCAP 유전자 발현의 감소 및/또는 억제로부터 이익을 얻[0140]

을 수 있는 대상체를 치료하기 위한 치료적 유효량의 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물의 용도를 제공한다. 추가

양태에서, 본 개시내용은 대상체, 예를 들어, SCAP 유전자 발현 및/또는 SCAP 단백질 생산의 감소 및/또는 억제

로부터 이익을 얻는 대상체, 예컨대, SCAP 유전자 발현 감소로부터 이익을 얻는 장애, 예를 들어, SCAP-관련 질

환을 갖는 대상체를 치료하기 위한 의약의 제조에서 SCAP 유전자를 표적화하는 RNAi 작제물, 예를 들어, siRNA,

또는 SCAP 유전자를 표적화하는 RNAi 작제물을 포함하는 약제학적 조성물의 용도를 제공한다.

본 개시내용은 SCAP 유전자 발현 및/또는 SCAP 단백질 생산의 감소 및/또는 억제로부터 이익을 얻는 장애를 앓[0141]

고 있는 대상체의 적어도 하나의 증상을 예방하기 위한 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물, 예를 들어, siRNA의

용도를 제공한다. 예를 들어, 본 개시내용은 NAFLD의 치료에서 본 명세서에 기재된 RNAi 작제물, 이를 포함하는

조성물, 및 이를 포함하는 벡터의 용도를 제공한다. 

추가 양태에서, 본 개시내용은 SCAP 유전자 발현 및/또는 SCAP 단백질 생산의 감소 및/또는 억제로부터 이익을[0142]

얻는 장애, 예컨대, SCAP-관련 질환을 앓고 있는 대상체의 적어도 하나의 증상을 예방하기 위한 의약의 제조에

있어서 개시된 RNAi 작제물, 이를 포함하는 조성물, 또는 이를 포함하는 벡터의 용도를 제공한다.

일  실시형태에서,  SCAP을  표적화하는  RNAi  작제물은  SCAP-관련  질환,  예를  들어,  비알코올성  지방간  질환[0143]

(NAFLD)을 갖는 대상체에 투여되어, RNA 작제물이 대상체에게 투여될 경우 예를 들어, 대상체의 세포, 조직, 혈

액 또는 다른 조직 또는 체액에서 SCAP 유전자의 발현이 적어도 약 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%,
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18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%,

38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%,

58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 62%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%,

78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,

98% 또는 적어도 약 99% 이상 감소된다.

본 명세서에 개시된 방법 및 용도는 본 명세서에 기재된 조성물을 투여하는 단계를 포함하여, 표적 SCAP 유전자[0144]

의 발현이 임의의 적합한 시간 동안, 예컨대, 약 1, 2, 3, 4 5, 6, 7, 8, 12, 16, 18, 24, 28, 32, 36, 40,

44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72, 76 또는 약 80시간 동안 감소된다. 일 실시형태에서, 표적 SCAP 유전자의 발

현은 연장된 지속기간동안, 예를 들어, 적어도 약 2, 3, 4, 5, 6, 7일 이상, 예를 들어, 약 1주일, 2주일, 3주

일 또는 약 4주일 이상 감소된다.

본 명세서에 개시된 방법 및 용도에 따른 RNAi 작제물의 투여는 SCAP-관련 질환, 예를 들어, NAFLD를 갖는 환자[0145]

의 상기 질환 또는 장애의 중증도, 징후, 증상 및 마커를 감소시킬 수 있다. 이와 관련하여 "감소"는 이러한 수

준의 통계적으로 유의한 감소를 의미한다. 감소는, 예를 들어, 적어도 약 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,

40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 또는 약 100%일 수 있다. 예를 들어 질환 진행,

질환 완화, 증상 중증도, 통증 감소, 삶의 질, 치료 효과를 유지하기 위해 필요한 약제의 용량, 질환 마커의 수

준 또는 치료 또는 예방 대상의 특정 질환에 적합한 임의의 다른 측정 가능한 파라미터를 측정함으로써 질환 치

료 또는 예방의 효능을 평가할 수 있다. 이러한 파라미터 중 임의의 하나 또는 파라미터의 임의의 조합을 측정

함으로써 치료 또는 예방의 효능을 모니터링하는 것은 당업자의 능력 내에 있다. 예를 들어, NAFLD의 치료 효능

은, 예를 들어, NAFLD 증상, 간 지방 수준, 또는 다운스트림 유전자의 발현의 주기적 모니터링에 의해 평가될

수 있다. 초기 판독 값과 이후 판독 값의 비교는 의사에게 치료가 효과적인지 지표를 제공한다. SCAP을 표적화

하는 RNAi 또는 이의 약제학적 조성물의 투여와 관련하여, SCAP-관련 질환에 대한 "유효한"은 임상적으로 적절

한 방식의 투여가, 적어도 통계적으로 유의한 환자 분율에 유익한 효과, 예컨대, 증상 개선, 치료, 질환 감소,

수명 연장, 삶의 질 개선, 또는 일반적으로 NAFLD 및/또는 SCAP-관련 질환 및 관련 원인의 치료에 친숙한 의사

에 의해 긍정적인 것으로 인식되는 다른 효과를 가져온다는 것을 나타낸다.

치료 또는 예방 효과는 질환 상태의 하나 이상의 파라미터에서 통계적으로 유의한 개선이 있거나, 그렇지 않으[0146]

면 예상되는 증상을 악화시키거나 발전시키지 못하는 경우에 명백하다. 예로서, 질환의 측정 가능한 파라미터에

서 적어도 10%, 바람직하게는 적어도 20%, 30%, 40%, 50% 이상의 유리한 변화는 효과적인 치료를 나타낼 수 있

다. 주어진 RNAi 작제물 또는 그 작제물의 제형에 대한 효능은 또한 당업계에 알려진 주어진 질환에 대한 실험

동물 모델을 사용하여 판단될 수 있다. 실험 동물 모델을 사용하는 경우, 마커 또는 증상의 통계적으로 유의한

감소가 관찰될 때 치료 효능이 입증된다.

대상체에게는 임의의 치료적 유효량의 RNAi 작제물이 투여될 수 있다. RNAi 작제물의 치료적 유효량의 예시적인[0147]

범위는 약 0.01 mg/kg 몸무게 내지 약 100 mg/kg 몸무게, 약 0.05 mg/kg 몸무게 내지 약 75mg/kg 몸무게, 약

0.1 mg/kg 몸무게 내지 약 50 mg/kg 몸무게, 약 1 mg/kg 내지 약 30 mg/kg 몸무게 또는 약 2.5 mg/kg 몸무게

내지 약 20 mg/kg 몸무게를 포함하지만 이들로 제한되지 않는다. 인용된 범위의 중간 값 및 범위도 본 개시내용

에 포함된다.

RNAi 작제물 또는 이를 포함하는 조성물의 투여는, 예를 들어, 환자의 세포, 조직, 혈액, 소변 또는 다른 구획[0148]

에서의 SCAP 단백질 수준의 존재를 적어도 약 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%,

18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31 %, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%,

38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%,

58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%,

78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,

98% 또는 적어도 약 99% 이상 감소시킬 수 있다.

전체 용량의 RNAi를 투여하기 전에, 환자는 5% 주입과 같은 더 적은 용량을 투여받을 수 있고, 알레르기 반응과[0149]

같은 유해 효과에 대해 모니터링될 수 있다. 또 다른 실시예에서, 환자는 증가된 사이토카인(예를 들어, TNF-알

파 또는 INF-알파) 수준과 같은 원하지 않는 면역자극 효과에 대해 모니터링될 수 있다.

SCAP  발현에 대한 억제 효과로 인해,  본 개시내용에 따른 조성물 또는 이로부터 제조된 약제학적 조성물은[0150]

SCAP-관련 질환(예를 들어, NAFLD)을 앓고 있는 환자의 삶의 질을 향상시킬 수 있다.
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본 명세서에 개시된 RNAi는 "네이키드(naked)" 형태로 투여될 수 있으며, 변형된 또는 비변형된 RNAi 작제물은[0151]

"유리 RNAi"로서 수성 또는 적합한 완충 용매에 직접 현탁된다. 유리 RNAi는 약제학적 조성물의 부재하에 투여

된다. 유리 RNAi는 적합한 완충 용액에 존재할 수 있다. 완충 용액은 아세테이트, 시트레이트, 프롤라민, 카르

보네이트 또는 포스페이트 또는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있다. 일 실시형태에서, 완충 용액은 포스페이

트 완충 식염수(PBS)이다. RNAi를 함유하는 완충 용액의 pH 및 삼투질 농도는 대상체에게 투여하기에 적합하도

록 조정될 수 있다.

대안적으로, 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물은 리포좀 제형과 같은 약제학적 조성물로서 투여될 수 있다.[0152]

SCAP 유전자 발현의 감소 및/또는 억제로부터 이익을 얻을 수 있는 대상체는 본 명세서에 기재된 바와 같은 또[0153]

는 당업계에 달리 알려진 비알코올성 지방간 질환(NAFLD) 및/또는 또 다른 SCAP-관련 질환 또는 장애를 갖는 대

상체이다.

개시내용은 다른 약제학적 및/또는 다른 치료적 방법들, 예를 들어, 알려진 약제학적 및/또는 알려진 치료적 방[0154]

법들, 예컨대, 예를 들어, 상기 장애를 치료하기 위해 현재 사용되는 방법들과 조합하여, SCAP 유전자 발현의

감소 및/또는 억제로부터 이익을 얻는 대상체, 예를 들어, SCAP-관련 질환을 갖는 대상체를 치료하기 위한 방법

및 RNAi 작제물 또는 이의 약제학적 조성물의 용도를 추가로 제공한다.

예를 들어, 특정 실시형태에서, SCAP 유전자를 표적화하는 RNAi 작제물은 예를 들어, SCAP-관련 질환을 치료하[0155]

는 데 유용한 작용제와 조합하여 투여된다. 예를 들어, SCAP 발현 감소로부터 이익을 얻는 대상체, 예를 들어,

SCAP-관련 질환을 갖는 대상체를 치료하는 데 적합한 추가의 치료제 및 치료 방법은 SCAP 유전자의 다른 부분을

표적화하는 RNAi 작제물, SCAP-관련 질환을 치료하기 위한 치료제, 및/또는 절차 또는 이들의 임의의 조합을 포

함한다.

특정 실시형태에서, SCAP 유전자의 일부를 표적화하는 제1 RNAi 작제물은 SCAP 유전자의 다른 부분을 표적화하[0156]

는 제2 RNAi 작제물과 조합하여 투여된다. 예를 들어, 제1 RNAi 작제물은 이중 가닥 영역을 형성하는 제1 센스

가닥 및 제1 안티센스 가닥을 포함할 수 있으며, 제1 센스 가닥의 실질적으로 모든 뉴클레오티드 및 제1 안티센

스 가닥의 실질적으로 모든 뉴클레오티드는 변형된 뉴클레오티드이며, 제1 센스 가닥은 3'-말단에 부착된 리간

드에 접합되며, 리간드는 2가 또는 3가 분지된 링커를 통해 부착된 하나 이상의 GalNAc 유도체이며; 제2 RNAi

작제물은 이중 가닥 영역을 형성하는 제2 센스 가닥 및 제2 안티센스 가닥을 포함할 수 있으며, 제2 센스 가닥

의 실질적으로 모든 뉴클레오티드 및 제2 안티센스 가닥의 실질적으로 모든 뉴클레오티드는 변형된 뉴클레오티

드이며, 제2 센스 가닥은 3'-말단에 부착된 리간드에 접합되며, 리간드는 2가 또는 3가 분지된 링커를 통해 부

착된 하나 이상의 GalNAc 유도체이다. 일 실시형태에서, 제1 및 제2 센스 가닥의 모든 뉴클레오티드 및/또는 제

1 및 제2 안티센스 가닥의 모든 뉴클레오티드는 변형을 포함한다. 변형된 뉴클레오티드는 본 명세서에 기재된

변형된 뉴클레오티드 중 임의의 하나 또는 조합일 수 있다.

다른 실시형태에서, SCAP 유전자를 표적화하는 제1 RNAi 작제물은 SCAP 유전자와 상이한 유전자를 표적화하는[0157]

제2 RNAi 작제물과 조합하여 투여된다. 예를 들어, SCAP 유전자를 표적화하는 RNAi 작제물은 파타틴 유사 포스

포리파제 도메인 함유 3(patatin like phospholipase domain containing 3; PNPLA3) 유전자를 표적화하는 RNAi

작제물과 조합하여 투여될 수 있다. I148M 돌연변이체 PNPLA3 단백질은 비알코올성 지방간염(NASH) 치료에 대한

강력한 인간 유전적 검증을 갖는 치료 표적이다. PNPLA3 I148M 발현은 과도한 간 지방 축적으로 이어지고 비알

코올성 지방간 질환(NAFLD) 관련 표현형을 유발하며 발병률, 진행 및 심각도가 증가한다. SCAP 유전자를 표적화

하는 제1 RNAi 작제물 및 상이한 유전자, 예를 들어, PNPLA3 유전자를 표적화하는 제2 RNAi 작제물은 동일한 약

제학적 조성물의 일부로서 투여될 수 있다. 대안적으로, SCAP 유전자를 표적화하는 제1 RNAi 작제물 및 상이한

유전자, 예를 들어, PNPLA3 유전자를 표적화하는 제2 RNAi 작제물은 상이한 약제학적 조성물의 일부로서 투여될

수 있다.

RNAi 작제물 및 추가적인 치료제 및/또는 치료는 동시에 및/또는 동일한 조합으로, 예를 들어, 비경구로 투여될[0158]

수 있으며, 또는 추가적인 치료제는 별개의 조성물의 일부로서 또는 별개의 시간에 및/또는 당업계에 알려져 있

거나 본 명세서에 기재된 또 다른 방법에 의해 투여될 수 있다.

본 개시내용은 또한 세포에서 SCAP 발현(유전자 또는 단백질 발현)을 감소 및/또는 억제하기 위해 본 명세서에[0159]

개시된 RNAi 작제물 및/또는 RNAi 작제물을 함유하는 조성물을 사용하는 방법을 제공한다. 또 다른 양태에서,

세포에서 SCAP 유전자 발현을 감소 및/또는 억제하기 위한 의약의 제조를 위한 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물

및/또는 RNAi 작제물을 포함하는 조성물의 용도가 제공된다. 또 다른 양태에서, 본 개시내용은 세포에서 SCAP
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단백질 생산을 감소 및/또는 억제하는 데 사용하기 위한 RNAi 작제물 및/또는 본 명세서에 기재된 RNAi 작제물

을 포함하는 조성물을 제공한다. 또 다른 양태에서, 세포에서 SCAP 단백질 생산을 감소 및/또는 억제하기 위한

의약의 제조를 위한 본 명세서에 개시된 RNAi 작제물 및/또는 RNAi 작제물을 포함하는 조성물의 용도가 제공된

다. 방법 및 용도는 세포를 RNAi 작제물, 예를 들어, 본 명세서에 개시된 siRNA와 접촉시키고, SCAP 유전자의

mRNA 전사물의 분해를 수득하기에 충분한 시간 동안 세포를 유지시켜 SCAP 유전자의 발현을 억제하거나 세포내

SCAP 단백질 생산을 억제하는 것을 포함한다. 유전자 발현의 감소는 mRNA 또는 단백질 수준을 결정하기 위해 당

업계에 알려져 있거나 본 명세서에 기재된 임의의 방법에 의해 평가될 수 있다. 

본 명세서에 개시된 방법 및 용도에서, 세포는 시험관내 또는 생체내에서 접촉될 수 있으며, 즉 세포는 대상체[0160]

외부(예를 들어, 세포 배양) 또는 대상체 내에 있을 수 있다. 본 명세서에 개시된 방법을 사용하여 치료하기에

적합한 세포는 SCAP 유전자를 발현하는 임의의 세포, 예를 들어, NAFLD를 갖는 대상체의 세포 또는 SCAP 유전자

또는 SCAP 유전자의 일부를 포함하는 발현 벡터를 포함하는 세포일 수 있다. 개시된 방법에 사용하기에 적합한

세포는, 예를 들어, 포유동물 세포, 예를 들어, 영장류 세포(예컨대, 인간 세포 또는 비인간 영장류 세포, 예를

들어, 원숭이 세포 또는 침팬지 세포), 비-영장류 세포(예컨대, 소 세포, 돼지 세포, 낙타 세포, 라마 세포, 말

세포, 염소 세포, 토끼 세포, 양 세포, 햄스터, 기니피그 세포, 고양이 세포, 개 세포, 래트 세포, 마우스

세포, 사자 세포, 호랑이 세포, 곰 세포, 또는 버팔로 세포), 조류 세포(예를 들어, 오리 세포 또는 거위 세포)

또는 고래 세포를 포함한다. 일 실시형태에서, 세포는 인간 세포이다.

SCAP 유전자 발현은 세포에서 적어도 약 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%,[0161]

19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%,

39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%,

59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%,

79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,

99% 또는 약 100% 억제될 수 있다.

SCAP 단백질 생산은 세포에서 적어도 약 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%,[0162]

19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%,

39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%,

59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%,

79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,

99% 또는 약 100% 억제될 수 있다.

본 명세서에 개시된 생체내 방법 및 용도는 대상체에게 RNAi 작제물을 함유하는 조성물을 투여하는 것을 포함할[0163]

수 있으며, RNAi 작제물은 대상체의 SCAP 유전자의 RNA 전사체의 적어도 일부에 대해 상보적인 뉴클레오티드 서

열을 포함한다. 치료될 유기체가 인간인 경우, 조성물은 두개내(예를 들어, 뇌실내, 뇌실질내 및 경막내), 근육

내, 경피, 기도(에어로졸), 코, 직장 및 국소(협측 및 설하 포함) 투여를 포함하는, 피하, 정맥내, 경구, 복강

내 또는 비경구 경로를 포함하지만 이로 제한되지 않는 당업계에 알려진 임의의 수단에 의해 투여될 수 있다.

특정 실시형태에서, 조성물은 피하 또는 정맥내 주입 또는 주사에 의해 투여될 수 있다. 일 실시형태에서, 조성

물은 피하 주사에 의해 투여된다.

일부 실시형태에서, 투여는 데포 주사를 통해 이루어진다. 데포 주사는 장기간에 걸쳐 일정한 방식으로 RNAi 작[0164]

제물을 방출할 수 있다. 따라서, 데포 주사는 원하는 효과, 예를 들어, SCAP의 원하는 억제 또는 치료적 또는

예방 효과를 얻기 위해 필요한 투여 빈도를 감소시킬 수 있다. 데포 주사는 또한 보다 일정한 혈청 농도를 제공

할 수 있다. 데포 주사는 피하 주사 또는 근육내 주사를 포함할 수 있다. 일부 실시형태에서, 데포 주사는 피하

주사이다.

일부 실시형태에서,  투여는 펌프를 통해 이루어진다.  펌프는 외부 펌프 또는 외과적으로 이식된 펌프일 수[0165]

있다. 특정 실시형태에서, 펌프는 피하 이식된 삼투 펌프이다. 다른 실시형태에서, 펌프는 주입 펌프이다. 정맥

내, 피하, 동맥 또는 경막외 주입에 주입 펌프가 사용될 수 있다. 바람직한 실시형태에서, 주입 펌프는 피하 주

입 펌프이다. 다른 실시형태에서, 펌프는 RNAi 작제물을 대상체에게 전달하는 외과적으로 이식된 펌프이다.

투여 방식은 국소 또는 전신 치료가 바람직한지 여부 및 치료될 영역에 기반하여 선택될 수 있다. 투여 경로 및[0166]

투여 부위는 표적화를 향상시키기 위해 선택될 수 있다.

방법 및 용도는 포유류의 세포에서 SCAP 유전자를 표적화하는 RNAi 작제물, 예를 들어, siRNA를 포함하는 조성[0167]

공개특허 10-2025-0017218

- 31 -



물을 포유류, 예를 들어, 인간에게 투여하고, SCAP 유전자의 mRNA 전사물의 분해를 수득하기에 충분한 시간 동

안 포유류를 유지시켜, 포유류에서 SCAP 유전자의 발현을 억제하는 것을 포함한다. 유전자 발현 및/또는 단백질

발현의 감소는 당업계에 알려져 있거나 본 명세서에 기재된 임의의 방법에 의해 RNAi 작제물이 투여된 대상체로

부터 얻은 샘플에서 평가될 수 있다. 일 실시형태에서, 조직 샘플은 SCAP 유전자 및/또는 단백질 발현의 감소를

모니터링하기 위한 조직 물질로서 기능한다. 또 다른 실시형태에서, 혈액 샘플은 SCAP 유전자 및/또는 단백질

발현의 감소를 모니터링하기 위한 조직 물질로서 기능한다.

일부 실시형태에서, RNAi 작제물 투여 후 생체내 표적 mRNA(예를 들어, SCAP mRNA)의 RISC 매개 절단의 검증은[0168]

당업계에  알려진  프로토콜의  5'-RACE  또는  변형을  수행함으로써  평가될  수  있다(Lasham  A  et  al.,  (2010)

Nucleic Acid Res., 38 (3) p-el9; 및 Zimmermann et al. (2006) Nature 441: 111-4).

본 명세서에 개시된 모든 리보핵산 서열은 서열에서 우라실 염기를 티민 염기로 치환함으로써 데옥시리보핵산[0169]

서열로 전환될 수 있는 것으로 이해된다. 마찬가지로, 본 명세서에 개시된 모든 데옥시리보핵산 서열은 서열 내

의 티민 염기를 우라실 염기로 치환함으로써 리보핵산 서열로 전환될 수 있다. 데옥시리보핵산 서열, 리보핵산

서열, 및 본 명세서에 개시된 모든 서열의 데옥시리보뉴클레오티드 및 리보뉴클레오티드의 혼합물을 함유하는

서열이 본 개시내용에 포함된다.

 추가로, 본 명세서에 개시된 임의의 핵산 서열은 화학적 변형의 임의의 조합으로 변형될 수 있다. 당업자는 변[0170]

형된 폴리뉴클레오티드를 기재하기 위한 "RNA" 또는 "DNA"와 같은 명칭이 특정 경우 임의적이라는 것을 쉽게 이

해할 것이다. 예를 들어, 리보스 당 위에 2'-OH 치환기를 갖는 뉴클레오티드 및 티민 염기를 포함하는 폴리뉴클

레오티드는 변형된 당(DNA의 천연 2'-H에 대해 2'-OH)을 갖는 DNA 분자로서 또는 변형된 염기(RNA의 천연 우라

실을 위한 티민(메틸화된 우라실))를 갖는 RNA 분자로서 기재될 수 있다.

 따라서, 서열 목록에 기재된 것들을 포함하지만 이로 제한되지 않는 본 명세서에 제공된 핵산 서열은 변형된[0171]

핵염기를 갖는 이러한 핵산을 포함하지만 이로 제한되지 않는 천연 또는 변형된 RNA 및/또는 DNA의 임의의 조합

을 함유하는 핵산을 포함하는 것으로 의도된다. 추가의 예로서 비제한적으로, 서열 "ATCGATCG"를 갖는 폴리뉴클

레오티드는 변형 또는 비변형이든 간에, RNA 염기를 포함하는 상기 화합물, 예컨대, 서열 "AUCGAUCG"을 갖는 화

합물 및 일부 DNA 염기 및 일부 RNA 염기 예컨대, "AUCGATCG"를 갖는 화합물을 포함하지만 이에 제한되지 않는,

상기 서열을 갖는 임의의 폴리뉴클레오티드 및 다른 변형된 염기, 예컨대, "ATmeCGAUCG"를 갖는 폴리뉴클레오티

드를 포함하며, 여기서 meC는 5-위치에 메틸 기를 포함하는 시토신 염기를 나타낸다.

수행된 실험 및 달성된 결과를 포함하는 하기 실시예는 단지 예시적 목적을 위해 제공되며 첨부되는 청구범위의[0172]

범주를 제한하는 것으로 간주되어서는 안 된다.

실시예[0173]

본  명세서에  기재된  모든  동물  실험은  Amgen의  동물실험윤리위원회(Institutional  Animal  Care  and  Use[0174]

Committee,  IACUC)에  의해  승인되었고,  Guide  for  the  Care  and  Use  of  Laboratory  Animals,  8th

Edition(National Research Council (U.S.)), Committee for the Update of the Guide for the Care and Use

of  Laboratory  Animals,  Institute  for  Laboratory  Animal  Research  (U.S.),  및 National  Academies  Press

(U.S.)  (2011)  Guide  for  the  care  and  use  of  laboratory  animals. 8th  Ed.,  National  Academies  Press,

Washington,  D.C.에 따라 관리되었다. 12시간의 조명과 12시간의 암흑 주기(0600-1800 시간)로, 22±2℃에서

에어컨이 있는 방에 마우스를 단독 수용하였다. 달리 지시하지 않는 한 동물들은 정기적인 차우 식이(Envigo,

2920X 또는 달리 언급된 식이) 및 자동 급수 시스템을 통한 물(역삼투-정제됨)에 자유롭게 접근할 수 있었다.

종료 후, 심부 마취하에 심장 천자에 의해 혈액을 수집한 다음, 실험동물 관리평가 인증협회(Association for

Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care, AAALAC) 가이드라인에 따라, 2차 물리적 방법으로

안락사시켰다.

실시예 1: 변형된 SCAP siRNA 분자의 선택, 설계 및 합성[0175]

SREBP 절단 활성화 단백질(SCAP)을 표적화하는 치료적 siRNA 분자에 대한 최적의 서열의 확인 및 선택은 인간[0176]

SCAP 전사체의 생물정보학 분석을 사용하여 확인하였다. siRNA 트리거는 센스(패신저) 및 안티센스(가이드) 가

닥으로 구성된 화학적으로 변형된 siRNA 이중체로서 준비하였다. 두 가닥 모두 18~23개 뉴클레오티드 길이이고

2개 염기쌍 3' 오버행이 있다. siRNA는 각각의 뉴클레오티드의 리보스의 천연 2'-OH가 2'-OMe 또는 2'-F 기로

치환되고 두 가닥의 각각의 말단의 2개의의 포스포디에스테르 뉴클레오티드간 연결부가 엑소뉴클레아제에 의한

분해를 줄이기 위해 포스포로티오에이트로 치환되도록 변형되었다.  생성된 변형되지 않은 안티센스 및 센스
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siRNA 서열과 변형된 안티센스 및 센스 siRNA 서열은 표 1에 제시되어 있다.

표 1 및 본 출원의 다른 부분의 뉴클레오티드 서열은 하기 표기법에 따라 열거된다: A, U, G, 및 C =상응하는[0177]

리보뉴클레오티드; dT = 데옥시티미딘; dA = 데옥시아데노신; dC = 데옥시시티딘; dG = 데옥시구아노신; invAb

= 역전된 무염기성; invDT = 역전된 데옥시티미딘; invDA = 역전된 데옥시아데노신; invDC = 역전된 데옥시시티

딘; invDG = 역전된 데옥시구아노신; a, u, g, 및 c = 상응하는 2'-O-메틸 리보뉴클레오티드; Af, Uf, Gf, 및

Cf = 상응하는 2'-데옥시-2'-플루오로("2'-플루오로") 리보뉴클레오티드; Ab = 무염기성; invAb = 역전된 무염

기성; MeO-I = 2' 메톡시 이노신; GNA = 글리콜 핵산; sGNA = 3' 포스포로티오에이트가 있는 글리콜 핵산; LNA

= 잠긴 핵산. 서열에서 "s"의 삽입은 2개의 인접한 뉴클레오티드가 포스포로티오디에스테르기에 의해 연결됨(예

를 들어, 포스포로티오에이트 뉴클레오티드간 연결부)을 나타낸다. 달리 지시되지 않는 한, 다른 모든 뉴클레오

티드는 3'-5' 포스포디에스테르기에 의해 연결된다.

표 1

[0178]

[0179]
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[0181]
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[0183]
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[0188]

[0189]

실시예 2: RNA FISH 검정에서 선택된 SCAP siRNA 분자의 효능[0190]

실시예 1에서 합성된 siRNA 분자를 리보핵산 분자를 표적화하는 형광 인시추 혼성화 검정(RNA FISH)으로 스크리[0191]

닝하여 IC50 및 최대 활성 값을 결정하였다.

RNA FISH 검정을 수행하여 시험 siRNA에 의한 SCAP mRNA 넉다운을 측정하였다. Hep3B 세포(ATCC에서 구매)를[0192]

10%  우태아 혈청(FBS,  Sigma)  및 1%  페니실린-스트렙토마이신(P-S, Corning)이 보충된 최소 필수 배지(MEM,

Corning)에서 배양하였다. siRNA 형질감염을 하기와 같이 수행하였다: 1 μL의 시험 siRNAs 및 4 μL의 일반

MEM을 BioMek FX(Beckman Coulter)에 의해 PDL-코팅된 CellCarrier-384 Ultra 검정 플레이트(PerkinElmer)에

첨가하였다.  일반  MEM(5  μL  EMEM  중의  0.035  μL의  RNAiMAX)에  사전-희석된,  5  μL의  리포펙타민

RNAiMAX(Thermo Fisher Scientific)을 Multidrop Combi 시약 분주기(Thermo Fisher Scientific)에 의해 검정

플레이트에 분주하였다. 실온(RT)에서 siRNA/RNAiMAX 혼합물을 20분 동안 인큐베이션한 후, 10% FBS 및 1% P-S

가 보충된 MEM 중의 30 μL의 Hep3B 세포(웰당 2000개 세포)를 Multidrop Combi 시약 분주기를 사용하여 형질

감염 복합체에 첨가하고, 검정 플레이트를 RT에서 20분 동안 유지시킨 후 인큐베이터로 이동시켰다. 세포를 37

℃ 및 5% CO2에서 72시간 동안 인큐베이션하였다.

제조사 프로토콜에 따라서 Affymetrix  QuantiGene® View  RNA  HC  스크리닝 검정 키트(QVP0011), Affymetrix[0193]

View HC Signal Amplification Kit 3-plex(QVP0213) 및 Affymetrix 유전자 특이적 프로브(SCAP Human 0.33 mL

View RNA Type 6(650 라벨) VA6-20279-01 및 PPIB Human 0.44 mL View RNA Type 1(488 라벨) VA1-10148-01)을

사용하여 RNA FISH 검정을 수행하였다.

플레이트를 먼저 순차적인 100%, 70% 및 50% 에탄올 세척으로 재수화시켰다. 이어서, 세포를 PBS로 세척한 후,[0194]
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키트 지침에 따라 투과화 및 프로테아제-소화시켰다. 표적 작업 프로브 세트는 제조사의 프로토콜에 따라 제조

하고, 웰에 첨가하고 40℃에서 3시간 동안 배양하였다. 워킹 프로브 세트, 워킹 프리앰프, 워킹 앰프 및 워킹

LP와의  순차적  혼성화를  위해  제조업체의  프로토콜을  따랐다.  마지막으로,  핵  카운터스테인을  적용하였다

(Hoechst  33342  및 세포 마스크 블루; Molecular  Probes).  플레이트를 실온에서 30분 동안 인큐베이션하고,

PBS로 세척하고, 80 μl의 PBS로 오버레이한 후, 플레이트를 이미징을 위해 밀봉하였다.

Hoechst 33342용 UV 채널 및 세포 마스크 블루, 타입1 프로브용 488 채널, 및 타입6 프로브에 대한 647 채널을[0195]

사용하여 Opera Phenix High Content Screening System(PerkinElmer)에서 모든 플레이트를 영상화하였다.

콜럼버스 소프트웨어를 사용하여 RNA FISH 데이터를 분석하고, Genedata를 사용하여 영상을 생성하였다. 영상을[0196]

분석하여 세포당 평균 스팟 카운트를 얻었다. 스팟 카운트는 높은(포스페이트 완충 식염수 함유, Corning) 및

낮은(표적 프로브 쌍없음) 대조군 웰을 사용하여 정규화되었다. 총 siRNA 농도에 대한 정규화된 값을 플롯팅하

고  데이터를  Genedata  Screener(Genedata)의  4-파라미터  시그모이드  모델에  맞추어  IC50  및  최대  활성을

얻었다.

검정 결과는 표 2에 제시되어 있다. SCAP 활성은 대조군에 대한 넉다운의 백분율로서 표현된다. 음수 값은 SCAP[0197]

수준의 감소를 나타낸다. 몇몇 siRNA 트리거의 추가 시험을 수행하였고, 이의 결과가 표 2의 마지막 열에 제시

되어 있다.

표 2

[0198]
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[0200]
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[0201]

[0202]
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[0203]

[0204]

실시예 3: 마우스 모델에서 선택된 SCAP siRNA 분자의 효능 스크리닝[0205]

7  내지  8주령이고 체중이 20  그램을 초과하는 수컷 Balbc  마우스를 Charles  River  Laboratories  (Charles[0206]

River Laboratories, Inc, 미국 매사추세츠주 소재)에서 입수하였다. 강력한 간 발현을 위해서 마우스에게 AAV8

바이러스 벡터를 투여하였다. 각각의 동물에게 200 μl의 세포 배양 등급 PBS에 재구성된 1Х10
12
개의 바이러스

입자를 투여하였다. AAV 벡터는 루시페라제 유전자-기반 리포터 작제물을 암호화하였다. Xenolight Rediject D-

Luciferin 기질(Perkim Elmer)을 10분 동안 복강내 투여한 후, 루시페린/루시페라제 반응에서 생성된 광 신호를

측정함으로써 루시페라제 활성을 분석하였다.  이러한 광 신호를 플럭스로 표시하였다. Perkin  Elmer의 IVIS

Lumina S5 Spectrum 전임상 생체내 영상화 기기를 사용하여 수행하였다. 간에 작고 동일한 관심 영역(region of

interest; ROI)을 배치함으로써 BLI 영상 분석을 수행하고, Living Image Software 4.7.2를 사용하여 분석하였

다.

SCAP siRNA 활성을 모니터링하기 위해서, 루시페라제 리포터 유전자의 3'UTR 영역은 siRNA가 결합하여 루시페라[0207]

제 리포터 유전자의 분해를 시작할 수 있는 특정 SCAP mRNA 서열을 포함하였다. AAV 투여 2주 후, 마우스를 기

준 루시페라제 활성에 대해 영상화하였다. 그런 다음 동물을 기준 영상 강도에 따라 무작위 배정하고 siRNA당 5

마리씩 그룹화하였다.  다음 날,  마우스에게 센스 가닥의 5'  말단에서 삼안테나형 GalNAc(GalNAc3)에 접합된

SCAP siRNA를 체중 1kg당 3 mg(mpk)로 피하 주사하였다. siRNA 투여 4주 후에, BLI 영상화를 수행하여 루시페

라제 활성을 모니터링하였다. 제4주에 siRNA  효력은 표 3에 침묵% 데이터로 표시되어 있으며, 이것은 각각의

siRNA 그룹에 대한 제4주(Wk4) 플럭스:기준 플럭스의 비율을 PBS 그룹에 정규화하여 계산하였다. 총 158개의 트
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리거를 시험하였고, 이들 중 몇몇은 상이한 화학적 변형을 포함하였다.

표 3

[0208]

[0209]
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[0210]

[0211]
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[0212]

[0213]

[0214]

본 명세서에서 언급된 모든 공보, 특허 및 특허 출원은 각각의 개별 공보, 특허 또는 특허 출원이 구체적이고[0215]
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개별적으로 참고로 포함된 것으로 표시되는 것과 동일한 정도로 본 명세서에 참고로 포함된다. 그러나 본 명세

서에서 참고문헌의 인용은 그러한 참고문헌이 본 발명의 선행 기술이라는 인정으로 해석되어서는 안된다. 참고

로 포함된 참고문헌에서 제공된 임의의 정의 또는 용어가 본 명세서에 제공된 용어 및 고찰과 상이한 경우, 본

용어 및 정의가 좌우한다.

전술한 명세서는 당업자가 본 발명을 실시할 수 있게 하기에 충분한 것으로 간주된다. 전술한 상세한 설명 및[0216]

실시예는 본 발명의 특정한 바람직한 실시형태를 상술하고 있고, 본 발명자들에 의해 고려되는 최상의 방식을

기재하고 있다. 그러나, 전술한 내용이 텍스트로 상세하게 표현되었더라도, 본 발명은 많은 방식으로 실시될 수

있으며 본 발명은 첨부된 청구범위 및 이의 임의의 등가물에 따라 해석되어야 한다는 것이 이해될 것이다.
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