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包括耳鸣和美尼尔氏症的方法。
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1.下调编码具有SEQ  ID  NO:1-3中任一个列出的序列的mRNA的CASP2基因的表达的双

链RNA(dsRNA)化合物在制备用于有需要的受试者耳内神经元的神经保护的药物中的用途，

所述神经元被包含在螺旋神经节和/或前庭神经节内，其中所述受试者患有或易患美尼尔

氏症。

2.根据权利要求1所述的用途，其中所述dsRNA化合物由SEQ  ID  NO:8中列出的核苷酸

序列的有义链和SEQ  ID  NO:9中列出的核苷酸序列的反义链。

3.根据权利要求1或2中任一项所述的用途，其中所述神经保护包括保护所述神经元免

于细胞死亡。

4.根据权利要求3所述的用途，其中所述神经元的细胞死亡包括凋亡性细胞死亡。

5.根据权利要求1所述的用途，其中所述美尼尔氏症与选自阵发性眩晕、听力丧失、耳

鸣和耳胀的症状相关。

6.根据权利要求1所述的用途，其中所述神经保护包括恢复耳蜗功能和/或前庭功能。

7.根据权利要求1所述的用途，其中所述dsRNA化合物下调所述受试者内耳中细胞内的

CASP2表达。

8.根据权利要求1所述的用途，其中所述dsRNA化合物的结构为：

有义链SEQ  ID  NO:24：5'z”-GCCAGAAUGUGGAACUCCU-Z'3'

反义链SEQ  ID  NO:25：3'Z-CGGUCUUACACCUUGAGGA  5'

其中每个A、C、U和G均为未经修饰或经修饰的核糖核苷酸或脱碱基核苷酸并且每个连

续的核糖核苷酸或脱碱基核苷酸通过磷酸二酯键与下一个核糖核苷酸或脱碱基核苷酸连

接；其中所述有义链包含，从5’端开始计数，在位置1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17和19的未经修饰的核糖核苷酸、在位置18的L-脱氧胞苷；其中所述反义链包含至

少5个交替的未经修饰和经2’-O-甲基糖修饰的核糖核苷酸；并且其中z”、Z和Z’中的每一个

独立地存在或不存在，但是如果存在，Z和Z’独立地包括在其所在链的3’端共价连接的1-5

个连续核苷酸或非核苷酸部分或其组合，Z”为在所述有义链的5’端共价连接的加帽部分。

9.根据权利要求8所述的用途，其中Z和Z’的每个均不存在，其中在SEQ  ID  NO:24中列

出的所述有义链包含，从5’端开始计数，在位置1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、

16、17和19的未经修饰的核糖核苷酸、在位置18的L-脱氧胞苷；并且其中在SEQ  ID  NO:25中

列出的所述反义链包含，从5’端开始计数，在位置2、4、6、8、11、13、15、17和19的每一处的2’

O-甲基糖修饰的核糖核苷酸和在位置1、3、5、7、9、10、12、14、16和18的每一处的未经修饰的

核糖核苷酸。

10.根据权利要求9所述的用途，其中所述有义链是SEQ  ID  NO:26，且z”与所述有义链

SEQ  ID  NO:26的5’端共价连接并且包含反向脱氧脱碱基部分。

11.根据权利要求9或10中任一项所述的用途，其中所述反义链包含从5’端开始计数，

在SEQ  ID  NO:27中列出的位置2、4、6、8、11、13、15、17和19上的2'-O-甲基糖修饰的核糖核

苷酸。

12.根据权利要求1或2所述的用途，其中配制所述药物用于经鼓室施用。

13.根据权利要求12所述的用途，其中将所述药物配制成滴耳剂。

14.下调编码具有SEQ  ID  NO:1-3中任一个列出的序列的mRNA的CASP2基因的表达的双

链RNA(dsRNA)化合物在制备用于治疗患有或易患美尼尔氏症的受试者的药物中的用途。
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用于神经保护的方法和组合物

[0001] 相关申请

[0002] 本申请要求2011年11月3日提交的标题为“Compositions  and  Methods  For 

Treating  Ménière’s  Disease”的美国临时申请序列No.61/554,982和2012年6月25日提交

的标题为“Compositions  and  Methods  For  Treating  Ménière’s  Disease”的美国临时申

请序列No.61/663,627的权益，其通过引用整体并入本文并用于所有目的。

[0003] 序列表

[0004] 本申请通过引用并入命名为“240_PCT1_ST25.txt”，大小为33kb并于2012年11月1

日以IBM-PCT机器格式创建，具有与MS-Windows的操作系统兼容性的文件中存在的核苷酸

和/或氨基酸序列。

技术领域

[0005] 本文提供了靶向CASP2、NOX3、CAPNS1或RHOA的双链RNA化合物，用于受试者耳内神

经元的神经保护和丧失的耳蜗和/或前庭功能的恢复和/或伴随症状的缓解的用途。进一步

提供了用于治疗处于美尼尔氏症(Ménière’s  disease)或类似疾病和病症的风险或患有美

尼尔氏症或类似疾病和病症的受试者的方法和试剂盒。

[0006] 发明背景

[0007] 人耳由3个主要结构组件组成：外耳、中耳和内耳，一起起到将声波转换为神经冲

动的作用，神经冲动传送到大脑，在大脑内将神经冲动感知为声音。内耳也帮助维持平衡。

[0008] 中耳和内耳的解剖对于本领域的普通技术人员而言众所周知(见，例如，Atlas  of 

Sensory  Organs:Functional  and  Clinical  Analysis ,Andrs  Csillag ,Humana  Press

(2005)，第1-82页，通过引用并入本文)。简言之，中耳由鼓膜和含有3个称为听小骨的小骨

头的小充气室组成，听小骨连接鼓膜与内耳。

[0009] 内耳(迷路)是由听觉器官耳蜗和平衡器官前庭系统组成的复杂结构。前庭系统由

决定位置感觉的球囊和椭圆囊及帮助维持平衡的半规管组成。

[0010] 耳蜗收容部分由约20,000个称为“内耳毛细胞”或“毛细胞”的特化感觉细胞组成

的Corti器官。这些细胞具有延伸到耳蜗流体中的小发际突出部分(纤毛)。从中耳内的听小

骨发射到内耳中的卵圆窗的声振动引起流体和纤毛振动。耳蜗不同部分的毛细胞响应于不

同声频振动并且将振动转换为神经冲动，神经冲动发送到大脑进行处理和解释。内耳毛细

胞被内耳支持细胞包围。支持细胞位于内耳中的感觉毛细胞之下，至少部分包围并物理上

支持感觉毛细胞。支持细胞的代表性实例包括内杆(柱细胞)、外杆(柱细胞)、内指细胞、外

指细胞(Deiters)、Held细胞、Hensen细胞、Claudius细胞、Boettcher细胞、齿间细胞和听齿

(Huschke)。

[0011] 螺旋神经节是将一种声音表现从耳蜗发送到大脑的一类神经细胞。在耳蜗的螺旋

结构中发现螺旋神经节神经元的细胞体并且是中枢神经系统的一部分。其树突产生与毛细

胞基部的突触性接触，并且其轴突捆在一起形成第八脑神经(前庭蜗神经)的听觉部分。前

庭神经节(也称为史卡巴神经节(Scarpa 's  ganglion))是前庭神经的神经节，其含有周围
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突与前庭感觉末梢器官的毛细胞形成突触性接触的双极初级传入神经元的细胞体。

[0012] 美国专利申请公布No.20090162365和20110112168涉及siRNA化合物、包含siRNA

化合物的组合物及其用于治疗与促凋亡基因表达相关的疾病和病症的使用方法。

[0013] 美国专利No.7,825,099涉及通过抑制促凋亡基因治疗听力损伤的方法。

[0014] 美国专利No.8,088,359和美国专利申请公布No.20120252868涉及治疗听力丧失

和幻听的方法。

[0015] 美国专利申请公布No.20110142917公开了将dsRNA分子递送到耳内的非侵入性方

法。

[0016] 美国专利申请公布No.20110034534尤其涉及靶向CAPNS1的dsRNA分子。

[0017] 美国专利申请公布No .20110229557涉及用于治疗眼病的各种基因靶标(包括

CASP2)的dsRNA分子。

[0018] PCT专利公布No.WO2011/163436公开了靶向RHOA的dsRNA。

[0019] 耳鸣和美尼尔氏症在全世界影响了许多人并且当前疗法在预防神经元变性和伴

随听力丧失的进展上尚未成功。保护内耳神经元，包括毛细胞及螺旋和前庭神经节细胞，免

受损伤和细胞死亡(例如，凋亡)，从而减少或预防听力丧失(例如在美尼尔氏症患者中)的

治疗性治疗将非常可取。相应地，一方面提供了使用先前不知道具有此类活性的dsRNA化合

物，用于受试者，包括患有耳鸣或美尼尔氏症或有类似症状的人受试者的耳内神经元的神

经保护的方法。

[0020] 发明概述

[0021] 本发明涉及为受试者耳内的神经元，例如螺旋神经节细胞和前庭神经节细胞提供

神经保护的方法和试剂盒。一方面，本文公开了一种双链RNA(dsRNA)化合物，其下调编码具

有SEQ  ID  NO:1-3、SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:5-6或SEQ  ID  NO:7中任一个列出的序列的

mRNA的CASP2基因、NOX3基因、CAPNS1基因或RHOA基因的表达，用于有需要的受试者耳内神

经元的神经保护。在各个方面提供了为耳内神经元提供神经保护的方法，所述方法包括向

所述受试者的耳部施用治疗有效量的下调CASP2基因、NOX3基因、CAPNS1基因或RHOA基因的

表达的双链RNA(dsRNA)分子化合物，从而为所述受试者耳内的神经细胞提供神经保护。在

一些实施方案中，所述神经元为神经节。在一些实施方案中，所述神经元包含在神经节内。

在一些实施方案中，所述神经元包含螺旋神经节细胞和/或前庭神经节细胞。在一些实施方

案中，CASP2基因编码具有SEQ  ID  NO:1-3中任一个列出的序列的mRNA。在一些实施方案中，

NOX3基因编码具有SEQ  ID  NO:4中列出的序列的mRNA。在一些实施方案中，CAPNS1基因编码

具有SEQ  ID  NO:5-6中任一个列出的序列的mRNA。在一些实施方案中，RHOA基因编码具有

SEQ  ID  NO:7中列出的序列的mRNA。在一些实施方案中，CASP2为优选靶基因并且在优选实

施方案中dsRNA分子化合物包含具有SEQ  ID  NO:8中列出的核苷酸序列的有义链和具有SEQ 

ID  NO:9中列出的核苷酸序列的反义链。在一些实施方案中神经保护包括减少、预防或降低

神经元细胞死亡，优选凋亡性细胞死亡。根据一些实施方案，神经元的细胞死亡与疾病或病

症、局部缺血、物理/机械创伤、对化学试剂或传染物的暴露、免疫反应或营养失衡中的一项

或多项相关。在一些实施方案中神经元的细胞死亡与局部缺血相关。在一些实施方案中神

经元的细胞死亡与疾病或病状相关。在一些实施方案中，所述疾病为遗传性疾病或病症。在

各个实施方案中，所述疾病或病状选自与听觉器官病理异常相关的病症和与前庭器官病理
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异常相关的病症。在一些实施方案中，听觉器官为Corti器官。前庭神经节是第八脑神经前

庭部分的感觉神经节，位于内耳道外侧端的上部。在一些实施方案中，前庭器官选自椭圆

囊、球囊、内耳道和壶腹。

[0022] 在一些实施方案中，所述受试者患有或处于发展一种或多种疾病或病状或其选自

阵发性眩晕、听力丧失、耳鸣和耳胀的症状的风险。在某些实施方案中，所述受试者患有或

易于发展美尼尔氏症。

[0023] 在一些实施方案中，本文提供了一种治疗患有美尼尔氏症的受试者的方法，包括

向所述受试者施用治疗有效量的下调CASP2、NOX3、RHOA或CAPNS1基因的表达的dsRNA化合

物，从而治疗所述受试者。

[0024] 在一些实施方案中，所述方法包括减弱患有美尼尔氏症的受试者中美尼尔氏症的

症状，包括向所述受试者施用治疗有效量的下调CASP2、NOX3、RHOA或CAPNS1基因的表达的

dsRNA化合物，从而减弱美尼尔氏症的症状。在一些实施方案中，所述症状包括耳鸣、进行性

听力丧失、ELH、眩晕、恶心或耳胀中的一种或多种。在一些实施方案中所述方法包括缓解美

尼尔氏症的一种或多种症状。在一些实施方案中所述方法提供了听力的部分恢复或完全恢

复。

[0025] 在一些实施方案中所述方法和试剂盒包括在受试者中挽救螺旋神经节和/或前庭

神经节免于凋亡。在一些实施方案中所述方法包括促进螺旋神经节和/或前庭神经节的存

活。在一些实施方案中所述方法包括预防受试者中螺旋神经节细胞和或前庭神经节细胞的

凋亡性细胞死亡。在一些实施方案中所述方法包括提供受试者中螺旋神经节细胞和或前庭

神经节细胞的神经保护。在一些实施方案中所述方法包括恢复受试者中的耳蜗功能。耳蜗

功能包括部分或完全恢复听力。在一些实施方案中所述方法包括恢复受试者中的前庭功

能。前庭功能包括部分或完全恢复平衡。

[0026] 进一步提供了治疗患有美尼尔氏症的受试者的试剂盒，其包含治疗有效量的下调

CASP2、NOX3、RHOA或CAPNS1基因的表达的dsRNA化合物。在一些实施方案中，所述试剂盒进

一步包括向受试者施用dsRNA化合物的装置；并且任选包括使用说明。在一些实施方案中，

所述试剂盒包含下调CASP2基因的表达的dsRNA化合物。在优选实施方案中，CASP2基因编码

SEQ  ID  NO:1-3中任一个列出的mRNA。在优选实施方案中，所述试剂盒提供了包含具有SEQ 

ID  NO:8中列出的核苷酸序列的有义链和具有SEQ  ID  NO:9中列出的核苷酸序列的反义链

的dsRNA化合物。

[0027] 在一些实施方案中，所述方法和试剂盒牵涉使用dsRNA化合物(例如，短干扰核酸

(siNA)、短干扰RNA(siRNA)、微RNA(miRNA)或短发夹RNA(shRNA))，其结合编码选自SEQ  ID 

NO:1-3、SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:5-6和SEQ  ID  NO:7分别例示的CASP2、NOX3、CAPNS1和

RHOA的人靶基因的核苷酸序列(例如mRNA序列)。在优选实施方案中，所述方法和试剂盒牵

涉使用结合SEQ  ID  1-3中任一个列出的人CASP2mRNA的dsRNA化合物。

[0028] 在优选实施方案中，CASP2dsRNA化合物包含有义链和反义链，其中所述反义链包

含核苷酸序列(5’>3’)AGGAGUUCCACAUUCUGGC(SEQ  ID  NO:9)。在优选实施方案中，dsRNA化

合物具有结构：

[0029]
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[0030] 其中每个A、C、U和G均为未经修饰的核糖核苷酸、经修饰的核糖核苷酸或非常规部

分并且每个连续核糖核苷酸或非常规部分通过共价键与下一个核糖核苷酸或非常规部分

连接；

[0031] 其中Z和Z’的每一个独立地存在或不存在，但是如果存在，独立地包括在其所在链

的3’端共价连接的1-5个连续核苷酸或非核苷酸部分或其组合；并且

[0032] 其中z”可能存在或不存在，但是如果存在，为在所述有义链的5’端共价连接的加

帽部分。在一些实施方案中，dsRNA化合物包含未经修饰和经修饰的核糖核苷酸。在优选实

施方案中，dsRNA化合物包含未经修饰和经修饰的核糖核苷酸至少一个非常规部分。

[0033] 在一些实施方案中，dsRNA进一步包含至少一个非常规部分。在某些优选实施方案

中，CASP2  dsRNA具有结构：

[0034]

[0035] 其中每个A、C、U和G均为未经修饰或经修饰的核糖核苷酸或非常规部分并且每个

连续核糖核苷酸或非常规部分通过磷酸二酯键与下一个核糖核苷酸或非常规部分连接；其

中所述有义链包含，从5’端开始计数，在位置1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17和19的未经修饰的核糖核苷酸、位置18的L-脱氧胞苷；其中所述反义链包含至少五(5)个

交替的未经修饰和经2’-O-甲基糖修饰的核糖核苷酸；并且其中z”、Z和Z’任选不存在。在一

些实施方案中，反义链包含位置(5’>3’)1、3、5、7  9、11、13、15、17和19存在的经2’-O-甲基

糖修饰的核糖核苷酸和位置2、4、6、8、10、12、14、16和18存在的未经修饰的核糖核苷酸；优

选地，反义链包含位置(5’>3’)2、4、6、8、11、13、15、17和19上经2’O-甲基糖修饰的核糖核苷

酸。

[0036] 在优选实施方案中，dsRNA化合物具有结构：

[0037]

[0038] 其中每个A、C、U和G均为未经修饰的核糖核苷酸、经修饰的核糖核苷酸或非常规部

分并且每个连续核糖核苷酸或非常规部分通过共价键与下一个核糖核苷酸或非常规部分

连接；

[0039] 其中每个Z和Z’均不存在，其中所述有义链包含，从5’端开始计数，在位置1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17和19的未经修饰的核糖核苷酸、位置18的L-脱氧

胞苷并且z”存在且包含反向脱氧脱碱基部分；并且

[0040] 其中所述反义链包含，从5’端开始计数，在位置2、4、6、8、11、13、15、17和19的每一

处的2’O-甲基糖修饰的核糖核苷酸和在位置1、3、5、7、9、10、12、14、16和18的每一处的未经

修饰的核糖核苷酸。这种分子也称为1007。

[0041] dsRNA化合物通过常规施用途径的任一种施用，包括牵涉侵入性和非侵入性递送

方法。应该注意的是，dsRNA化合物可作为化合物本身或作为药学上可接受的盐施用或可单

独施用或作为活性成分与药学上可接受的载体、溶剂、稀释剂、赋形剂、佐剂和媒介物组合

施用。

[0042] dsRNA化合物优选经鼓室，包括局部或经注射施用。可制备液体形式进行施用。液
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体组合物包括有或无有机共溶剂的水溶液、水或油悬浮液、具有食用油的乳液以及类似药

物媒介物。在一个实施方案中，施用包括局部施用，尤其是向耳道的局部施用、向鼓膜的局

部施用或其组合，从而使dsRNA化合物通过鼓膜。在一些实施方案中，将本申请的化合物作

为滴耳剂施加鼓膜上。在一些优选实施方案中，通过经鼓室注射或通过滴耳剂施用dsRNA化

合物。

[0043] 在各个实施方案中，特别是局部施用本发明的药物组合物的实施方案中，药物组

合物进一步包含也称为促渗剂的渗透性促进剂。

[0044] 在各个实施方案中，促渗剂选自促进治疗性寡核苷酸渗透过患有美尼尔氏症的受

试者耳内的鼓膜的任何化合物或两种或更多种化合物的任何组合。在某些实施方案中，渗

透性促进剂为多元醇。在一些实施方案中，寡核苷酸与多元醇混合。在一些实施方案中，多

元醇选自甘油、丙二醇、聚乙二醇、山梨糖醇、木糖醇、麦芽糖醇及其组合。

[0045] 根据一个实施方案，多元醇为甘油。在各个实施方案中，按药物组合物的体积计，

甘油存在的最终浓度为约0.1％至约35％、约1％至约30％、约5％至约25％，优选约10％至

约20％。

[0046] 在一些实施方案中，当受试者的头部斜向一侧而治疗的耳部朝上时，向耳道施加

药物组合物。在一些实施方案中，对于液体而言使用容器，例如使用(例如)10-100μl/滴的

滴管或管芯向耳部施加药物组合物。

[0047] 本发明的另一实施方案提供了以上任一组合物在制备用于治疗患有美尼尔氏症

的受试者的药剂中的用途。进一步提供了抑制CASP2的表达，为有需要的受试者耳内的神经

元提供神经保护的化合物。

[0048] 现将描述的方法、材料和实施例仅为说明性而非旨在限制；与本文所述材料和方

法类似或等效的材料和方法可用于本发明的实践或试验中。本发明的其它特征和优点从下

列发明详述和权利要求中将显而易见。

[0049] 本公开旨在包括在本文各个实施方案中公开的特征组合的任何和所有改编或变

化。虽然本文已经说明和描述了特定实施方案，但是应认识到，本发明涵盖这些实施方案的

特征的任何排列以达到相同目的。查看本说明书后，对于本领域的技术人员而言，以上形成

本文未特别描述的实施方案的特征的组合将显而易见。

[0050] 附图简述

[0051] 图1示出了野生型(左图)和Phexhyp-Duk突变(右图)内耳组织的组织切片。箭头示出

了内淋巴积水(ELH)。在左下图中，G指螺旋神经节神经元，而在右下图中M指突变螺旋神经

节神经元，其中在Phexhyp-Duk突变小鼠中的更少(比较G与M)。Phexhyp-Duk突变小鼠自发发展内

淋巴积水并因此呈现平衡问题和听力丧失表现型。主要缺陷之一是因细胞死亡或凋亡引起

内耳神经节(前庭和螺旋)中的神经元损失。

[0052] 图2示出了通过滴耳剂递送对siRNA安全性评估的实验设计。“Px”指产后x天。

[0053] 图3为柱状图，显示用dsRNA或媒介物滴耳剂对内耳的每周治疗不影响野生型小鼠

的听力功能。

[0054] 图4A和4B示出了测试试验分子在鼠美尼尔氏症模型中保护听力功能的功效的实

验设计。(P15、P29、P90-产后天数；在P15之前递送siRNA不可能，因为耳通道关闭；P29-30之

前的ABR测量在技术上不可能)。
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[0055] 图5A-5D示出了对阴性对照(经媒介物治疗或经siEGFP治疗)或经siRNA治疗的

Phexhyp-Duk/Y小鼠的听力功能(ABR)的时程分析。图上的数据示出在指定试验声频(kHz)下

的听觉诱发脑干反应(ABR)阈值(db)。图5E为柱状图，显示与经媒介物治疗和经siEGFP治疗

的动物相比，在P90时经siRNA治疗的动物体内ABR相对提高。

[0056] 图6A-6F示出了Phexhyp-Duk/Y小鼠内耳神经元的组织学评估和siCASP2(1007)对螺

旋和前庭神经节提供的显著神经保护。图6A和6B中的箭头示出了螺旋神经节(SG)。图6A和

6B示出了经媒介物治疗的Phexhyp-Duk/Y小鼠SG的病症和死亡并且图6B和6D示出了对经

siCASP2治疗的Phexhyp-Duk/Y小鼠SG的挽救。图6E和6F分别示出了经媒介物治疗的Phexhyp

-Duk/Y小鼠和经siCASP2治疗的Phexhyp-Duk/Y小鼠中前庭神经节的单独组织切片。

[0057] 图7A-7D示出了Phexhyp-Duk/Y小鼠内耳神经元的组织学评估和与经媒介物治疗和

经siEGFP治疗的动物(图7A)相比，siCAPNS1(图7B)、siNOX3(图7C)和siRHOA(图7D)对螺旋

神经节提供的显著神经保护。

[0058] 图8A-8D示出了Phexhyp-Duk/Y小鼠内耳神经元的组织学评估和与经媒介物治疗和

经siEGFP治疗的动物(图8A)相比，siCAPNS1(图8B)、siNOX3(图8C)和siRHOA(图8D)对前庭

神经节提供的显著神经保护。

[0059] 图9A和9B示出了在P90时对经siCASP2治疗的耳内螺旋神经节细胞的保护。

[0060] 发明详述

[0061] 本申请提供了寡核苷酸分子、包含寡核苷酸分子的组合物、其使用方法和治疗美

尼尔氏症和改善一种或多种伴随症状，包括波动性听力丧失、阵发性眩晕和/或耳鸣的试剂

盒。本发明部分基于发现对选自半胱天冬酶2(CASP2)、NADPH氧化酶3(NOX3)、钙蛋白酶S1

(CAPNS1)和Ras同源基因家族成员A(RHOA)中的任一靶基因的抑制。

[0062] 一方面，本文提供了一种对有需要的受试者的螺旋神经节细胞和/或前庭神经节

细胞提供神经保护的方法，包括向受试者施用治疗有效量的抑制CASP2表达的寡核苷酸分

子，从而在螺旋神经节细胞和/或前庭神经节细胞中提供神经保护。另一方面，本文提供了

一种治疗患有美尼尔氏症的受试者的方法，包括向受试者施用抑制CASP2表达的寡核苷酸

分子，从而治疗患者。美尼尔氏症，也称为特发性内淋巴积水(ELH)，是导致眩晕和耳鸣的内

耳病症，并且最终神经元损害导致听力丧失。美尼尔氏症的确切原因未知，但是认为潜在机

制是归因于内淋巴积累的膜迷路变形。内淋巴主要由耳蜗中的血管纹产生并且也由半月板

和前庭迷路中的暗细胞产生(Sajjadi  H,Paparella  MM.Ménière’s  disease.Lancet.372

(9636):406-14)。如果内淋巴从内淋巴流动空间通过前庭导水管流到内淋巴囊受阻，则可

发生内淋巴积水。美尼尔氏症可影响受试者的一只或两只耳朵。与美尼尔氏症相关的主要

病态是眩晕虚弱性和进行性听力丧失。

[0063] 在各个实施方案中，所述方法包括减轻受试者的听力丧失。在一些实施方案中，所

述方法包括预防患有美尼尔氏症的受试者的进行性听力丧失。在一些实施方案中，所述方

法包括保护螺旋神经节细胞免于细胞死亡。在一些实施方案中，所述方法包括保护前庭神

经节细胞免于细胞死亡。

[0064] 在一个优选实施方案中，受试者为哺乳动物，优选为人受试者。

[0065] 在各个实施方案中，下调CASP2的分子为半胱天冬酶2抑制剂，例如双链RNA寡核苷

酸，任选siNA，更优选在下文表A中详述的dsRNA分子并且尤其是，包含下列反义序列5’
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AGGAGUUCCACAUUCUGGC(也称为CASP2_4)的siNA，并且使用这种寡核苷酸制备用于治疗本文

公开的病状和病症的药剂。在一个实施方案中，所述病症牵涉螺旋神经节死亡或前庭神经

节死亡。在一些实施方案中，细胞死亡包括凋亡性细胞死亡。

[0066] 表A：用于本文公开的方法中的半胱天冬酶2寡核苷酸序列的非限制性实例

[0067]

[0068] 在PCT公布No.WO  2008/050329和WO  2010/048352中提供了关于这些dsRNA的附加

信息以及用于本方法的靶向或下调CASP2、NOX3或RHOA的另外的dsRNA。在美国专利申请公

布No.20110034534中提供了用于本方法的靶向或下调CAPNS1的dsRNA的非限制性实例。

[0069] 不受理论约束，CASP2是在轴索损伤后，在神经节细胞(GC)中特异性表达和激活的

促凋亡基因。本受让人先前已经证明，在视神经损害的大鼠模型中CASP2的抑制导致对视网

膜神经节细胞(RGC)从凋亡性死亡的强力挽救(PMID:21677688)。在一些实施方案中，所述

方法包括使用下调或抑制CASP2表达的寡核苷酸分子。在一些实施方案中，所述方法包括使

用下调或抑制NOX3表达的寡核苷酸分子。在一些实施方案中，所述方法包括使用下调或抑

制CAPNS1表达的寡核苷酸分子。在一些实施方案中，所述方法包括使用下调或抑制RHOA表

达的寡核苷酸分子。

[0070] 定义

[0071] 为方便起见，本文描述了在说明书、实施例和权利要求中采用的某些术语。

[0072] 值得注意的是，除非内容另有明确规定，如本文所使用，单数形式“一个”、“一种”

和“所述”包括复数形式。

[0073] 根据马库什组或其它备选方案分组描述本发明的方面或实施方案时，本领域的技

术人员将认识到由此还根据所述群组的任何独立成员或亚组成员描述本发明。

[0074] “抑制剂”是能够将(部分或完全)基因的表达或此类基因产物的活性减少至足以

达到所需生物或生理效应的程度的化合物。如本文所使用的术语“抑制剂”指dsRNA抑制剂，

包括siRNA抑制剂。

[0075] 如本文所使用，关于基因表达的术语“抑制”、“下调”或“减少”意指基因的表达或

编码一种或多种蛋白质或蛋白质亚基的RNA分子或等效RNA分子(例如，mRNA)的水平或一种

或多种蛋白质或蛋白质亚基的活性降低，低于在抑制因子(例如核酸分子，例如具有本文所

述结构特征的siNA)缺乏时观察到的水平；例如表达可降低至90％、80％、70％、60％、50％、

40％、30％、20％、10％、5％或低于在抑制剂缺乏时观察到的表达。在本文公开的方法和试

剂盒的一些实施方案中，与对照神经元细胞群相比，在神经元细胞群中靶基因的下调导致

神经元细胞死亡减少至少10％。

[0076] “双链RNA抑制剂”是能够将基因的表达或此类基因产物的活性减少至足以达到所

说　明　书 7/35 页

9

CN 103917647 B

9



需生物或生理效应的程度的化合物。如本文所使用的术语指siRNA、shRNA和合成shRNA中的

一种或多种。抑制也可称为下调或对于RNAi而言，也可称为沉默。

[0077] 如本文所使用的术语“抑制”指将基因的表达或此类基因产物的活性减少至足以

达到所需生物或生理效应的程度。完全或部分抑制。例如APP基因的“抑制”意指对基因表达

(转录或翻译)或一种或多种变体的多肽活性或其SNP(单核苷酸多态性)的抑制。

[0078] SEQ  ID  NO:1指智人半胱天冬酶2、凋亡相关半胱氨酸肽酶(CASP2)、转录产物变体

1、mRNA  gi|320461578|ref|NM_032982.3|；

[0079] SEQ  ID  NO:2指智人半胱天冬酶2、凋亡相关半胱氨酸肽酶(CASP2)、转录产物变体

3、mRNA  gi|320461587|ref|NM_032983.3|；

[0080] SEQ  ID  NO:3指智人半胱天冬酶2、凋亡相关半胱氨酸肽酶(CASP2)、转录产物变体

2、mRNA  gi|331999981|ref|NM_001224.4|；

[0081] SEQ  ID  NO:4指智人NADPH氧化酶3(NOX3)、mRNA  gi|229331997|ref|NM_015718.2

|；

[0082] SEQ  ID  NO:5指智人钙蛋白酶、小亚基1(CAPNS1)、转录产物变体1、mRNA  gi|

51599152|ref|NM_001749.2|；

[0083] SEQ  ID  NO:6指智人钙蛋白酶、小亚基1(CAPNS1)、转录产物变体2、mRNA  gi|

51599150|ref|NM_001003962.1|；

[0084] SEQ  ID  NO:7指智人ras同源家族成员A(RHOA)、mRNA  gi|50593005|ref|NM_

001664.2|。

[0085] 本发明的一方面包括本文公开的dsRNA的“神经保护”活性。本发明的方法提供了

对神经元损伤、死亡或衰老的防护或保护或提高神经元功能。如本文所使用，术语“神经保

护”涉及阻止和/或减缓和/或减弱和/或倒转神经退化的进展。如本文所使用，术语“神经退

化”意指神经元的进行性损失。这包括但不限于神经元的立即损失，接着是连接或相邻神经

元的随后损失。

[0086] “神经元”、“神经元细胞”、“神经细胞(nerve  cell)”和“神经细胞(neural  cell)”

(包括神经前体细胞和神经干细胞)可交换用于指神经细胞，即负责将神经冲动从身体的一

个部位传导至另一部位的细胞。大多数神经元由3个不同部分组成：含有细胞核的细胞体和

两种不同类型的胞质突：树突和轴突。树突是神经元的接收部分，一般是细胞体高度分支的

厚伸出部分。轴突通常是经特化以传导神经冲动远离细胞体至另一神经元或肌肉或腺体组

织的一个细长突。轴突可具有称为“轴突侧支”的侧枝。轴突侧支和轴突可通过分支为许多

称为终树突的细丝结束。终树突的远端称为突触终球或轴突末端，其含有储存神经递质的

突触小泡。轴突可被称为髓鞘的多层白色磷脂分段覆盖物包围，其由周围神经系统中的施

旺细胞(Schwann  cell)和中枢神经系统中的少突胶质细胞形成。含有此类覆盖物的轴突

“有髓鞘”。神经元包括将冲动从外周的感受器传输到大脑和脊髓并且从中枢神经系统下方

中心传输到上方中心的感觉(传入)神经元。神经元也可为将冲动从大脑和脊髓传送到外周

的效应器并且从中枢神经系统上方中心传送到下方中心的运动(传出)神经元。其它神经元

是将冲动从感觉神经元运送到运动神经元并且位于中枢神经系统内的联络(连接或中间)

神经元。排列成束的传入和传出神经元的突出在位于CNS外部时称为“神经”或者如果在CNS

内部，称为纤维束。
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[0087] 术语“局部施用”或“局部施加”用于指优选向受试者的耳道，但是若局部施用相关

时也任选向鼓膜局部施用组合物。

[0088] 术语“耳部”和“耳”在本文中可交换使用并且通常指耳内和/或周围的组织，包括

外耳、中耳和内耳。

[0089] 术语“耳道”或“外耳道”用于指从外耳到中耳的管道。

[0090] “鼓膜”(也称为鼓室或耳膜)指将外耳与中耳分隔开的薄膜。

[0091] 术语例如“药物组合物”或“耳部药物组合物”或“眼部药物组合物”、“药物配方”或

“药物制剂”在本文中可交换用于通常指适合向耳部，特别是向动物或人内耳的组织施用和

递送一种或多种寡核苷酸活性化合物的配方。

[0092] 如本文所使用的“治疗(treatment)”、“治疗(treat)”或“治疗(treating)”包括对

哺乳动物，特别是人的疾病或病状的任何治疗，并且包括：(a)预防所述疾病或病状在易患

所述疾病或病状，但是尚未诊断为有所述疾病或病状的受试者中发生；(b)抑制所述疾病或

病状，即减轻或阻止或减缓或延迟其发展或进展；(c)缓解和/或改善所述疾病或病状，即引

起所述疾病或病状和/或其症状消退；或(d)治愈所述疾病或病状，即终止其发展或进展。通

过本发明的方法治疗的受试者群体包括患有不良病状或疾病的受试者以及处于发展所述

病状或疾病的风险的受试者。

[0093] 如本文所使用，术语“药学上可接受的”指除治疗剂外的组分，包含所述配方，适合

向根据本发明治疗的患者/受试者施用。

[0094] “促渗剂”或“渗透性促进剂”指促进治疗性寡核苷酸渗透过动物或人耳内的鼓膜

的化合物或化合物组合。

[0095] 如本文所使用，术语“组织”指在执行特定功能时联合的相似特化细胞的集合。

[0096] 如本文所使用，术语“多核苷酸”和“核酸”可交换使用并且指包含脱氧核糖核酸

(DNA)和核糖核酸(RNA)的核苷酸序列。应将术语理解为包括作为等效物的由核苷酸类似物

产生的RNA或DNA类似物。本申请从头至尾，列出mRNA序列作为表示相应基因。

[0097] “寡核苷酸”和“寡聚物”可交换使用并且指约2至约50个核苷酸的脱氧核糖核苷酸

或核糖核苷酸序列。每个DNA或RNA核苷酸可独立地为天然或合成的，和或经修饰或未经修

饰。修饰包括对寡核苷酸中的糖部分、碱基部分和或核苷酸之间连键的改变。本发明的化合

物涵盖包含脱氧核糖核苷酸、核糖核苷酸、经修饰的脱氧核糖核苷酸、经修饰的核糖核苷

酸、非常规部分及其组合的分子。寡核苷酸意在涵盖单链分子(包括反义链和shRNA)和双链

分子(包括双链RNA(dsRNA)、siNA、siRNA和miRNA)。

[0098] 大体上互补指与另一序列大于约84％的互补性。例如在由19个碱基对组成的双链

体区，一个错配导致94 .7％互补性，两个错配导致约89 .5％互补性并且3个错配导致约

84.2％互补性，致使双链体区大体上互补。相应地，大体上相同指与另一序列大于约84％的

同一性。在一些优选实施方案中，有义链和反义链完全互补(100％)。在一些实施方案中，反

义链与靶mRNA完全互补(100％)。在一些实施方案中，有义反义链包含与靶mRNA的一个错

配。例如，在反义链的第一个位置有A、C或G的反义链在第一个位置产生“U”(5’)，从而在反

义链和靶mRNA之间产生错配。

[0099] “核苷酸”意在涵盖可为天然或合成和或经修饰或未经修饰的脱氧核糖核苷酸和

核糖核苷酸。修饰包括对寡核苷酸中的糖部分、碱基部分和或核苷酸之间连键的改变。如本
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文所使用，术语“核糖核苷酸”涵盖天然或合成、未经修饰和经修饰的核糖核苷酸。修饰包括

对寡核苷酸中的糖部分、碱基部分和/或核苷酸之间连键的改变。

[0100] 核苷酸可选自自然存在或合成的经修饰碱基。自然存在的碱基包括腺嘌呤、鸟嘌

呤、胞嘧啶、胸腺嘧啶和尿嘧啶。核苷酸的经修饰碱基包括肌苷、黄嘌呤、次黄嘌呤、2-氨基

腺嘌呤、6-甲基、2-丙基和其它烷基腺嘌呤、5-卤代尿嘧啶、5-卤代胞嘧啶、6-氮杂胞嘧啶和

6-氮杂胸腺嘧啶、假尿嘧啶、4-硫尿嘧啶、8-卤代腺嘌呤、8-氨基腺嘌呤、8-硫醇腺嘌呤、8-

硫醇烷基腺嘌呤、8-羟基腺嘌呤和其它8-取代的腺嘌呤、8-卤代鸟嘌呤、8-氨基鸟嘌呤、8-

硫醇鸟嘌呤、8-硫代烷基鸟嘌呤、8-羟基鸟嘌呤和其它经取代的鸟嘌呤、其它氮杂和去氮腺

嘌呤、其它氮杂和去氮鸟嘌呤、5-三氟甲基尿嘧啶和5-三氟胞嘧啶。在一些实施方案中，寡

聚物中的一个或多个核苷酸经肌苷取代。

[0101] 在本发明的一些实施方案中，抑制性寡核苷酸化合物包含未经修饰和经修饰的核

苷酸和/或非常规部分。化合物包含选自糖修饰、碱基修饰和核苷酸间连键修饰的至少一个

经修饰核苷酸并且可含有DNA和经修饰的核苷酸例如LNA(锁核酸)、ENA(乙烯桥接核酸)、

PNA(肽核酸)、阿拉伯糖苷、膦酰羧酸酯或膦基羧酸酯核苷酸(PACE核苷酸)、镜像核苷酸或

具有6碳糖的核苷酸。

[0102] 核苷酸/寡核苷酸的所有类似物或修饰与本发明一起采用，条件是所述类似物或

修饰大体上不会对核苷酸/寡核苷酸的功能产生不利影响。可接受的修饰包括糖部分的修

饰、碱基部分的修饰和核苷酸间连键的修饰及其组合。

[0103] 糖修饰包括在糖残基2’部分上的修饰并且涵盖氨基、氟、烷氧基(例如甲氧基)、烷

基、氨基、氟、氯、溴、CN、CF、咪唑、羧酸酯、硫醇酯、C1-C10低级烷基、经取代的低级烷基、烷芳

基或芳烷基、OCF3、OCN；O-、S-或N-烷基；O-、S或N-烯基；SOCH3；SO2CH3；ONO2；NO2、N3；杂环烷

基；杂环烷芳基；氨基烷氨基；聚烷氨基或经取代的甲硅烷基，其中如欧洲专利EP  0  586 

520  B1或EP  0  618  925  B1中所述。

[0104] 在一个实施方案中，双链RNA化合物包含至少一个包含糖部分上的2’修饰(“2’糖

修饰”)的核苷酸。在某些实施方案中，化合物包含任选在交替位置上的2’O-烷基或2’-氟或

2’O-烯丙基或任何其它2’修饰。其它稳定修饰也可能(例如末端修饰)。在一些实施方案中，

优选的2’O-烷基为2’O-甲基(甲氧基)糖修饰。

[0105] 在一些实施方案中，寡核苷酸的骨架经修饰并且包含磷酸-D-核糖实体，但是也可

能含有硫代磷酸-D-核糖实体、三酯、硫醇酯、2’-5’桥接骨架(也可称为5’-2’)、PACE等。

[0106] 如本文所使用，术语“非配对核苷酸类似物”指包含非碱基配对部分的核苷酸类似

物，包括但不限于：6脱氨基腺苷(水粉蕈素(Nebularine))、4-Me-吲哚、3-硝基吡咯、5-硝基

吲哚、Ds、Pa、N3-Me  ribo  U、N3-Me  riboT、N3-Me  dC、N3-Me-dT、N1-Me-dG、N1-Me-dA、N3-乙

基-dC、N3-Me  dC。在一些实施方案中，非碱基配对核苷酸类似物为核糖核苷酸。在一些实施

方案中，为脱氧核糖核苷酸。另外，可制备多聚核苷酸的类似物，其中一个或多个核苷酸的

结构基本上改变并且更适合作为治疗或实验试剂。核苷酸类似物的实例为肽核酸(PNA)，其

中DNA(或RNA)中的脱氧核糖(或核糖)磷酸盐骨架经与在肽中发现的类似的聚酰胺骨架置

换。已经证实PNA类似物抗酶促降解并且在体内外具有更强的稳定性。用于合成寡核苷酸的

其它修饰包括聚合物骨架、环状骨架、无环骨架、硫代磷酸盐-D-核糖骨架、三酯骨架、硫醇

酯骨架、2’-5’连接骨架(也成为2’5’核苷酸或2’5’核糖核苷酸[具3’OH])、人造核酸、吗啉
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代核酸、乙二醇核酸(GNA)、苏糖核酸(TNA)、阿拉伯糖苷和镜像核苷(例如，β-L-脱氧核糖核

苷代替β-D-脱氧核糖核苷)。Elmen等，(NAR  2005,33(1):439-447)中公开了包含LNA核苷酸

的siRNA化合物的实例。

[0107] 在一些实施方案中，使用一种或多种反向核苷酸，例如反向胸腺嘧啶或反向腺嘌

呤合成双链RNA化合物(见，例如，Takei等，2002,JBC  277(26):23800-06)。

[0108] 其它修饰包括寡核苷酸的5’和/或3’部分上的末端修饰并且也称为加帽部分。此

类末端修饰选自核苷酸、经修饰的核苷酸、脂质、肽、糖和反向脱碱基部分。

[0109] 在本发明中有时称为“脱碱基核苷酸”或“脱碱基核苷酸类似物”的部分更优选称

为假核苷酸或非常规部分。核苷酸是由核糖或脱氧核糖、磷酸盐和碱基(在DNA中为腺嘌呤、

鸟嘌呤、胸腺嘧啶或胞嘧啶；在RNA中为腺嘌呤、鸟嘌呤、尿嘧啶或胞嘧啶)组成的核酸单体

单元。经修饰的核苷酸包含在糖、磷酸盐和或碱基的一种或多种中的修饰。脱碱基假核苷酸

缺乏碱基，因此严格来说不是核苷酸。

[0110] 如本文所使用的术语“加帽部分”(“z”)包括脱碱基核糖部分、脱碱基脱氧核糖部

分、包括2’O烷基修饰的经修饰的脱碱基核糖和脱碱基脱氧核糖部分；反向脱碱基核糖和脱

碱基脱氧核糖部分及其修饰；C6-亚氨基-Pi；镜像核苷酸，包括L-DNA和L-RNA；5’O-Me核苷

酸；和核苷酸类似物，包括4',5'-亚甲基核苷酸；1-(β-D-赤呋喃糖基)核苷酸；4'-硫代核苷

酸、碳环形核苷酸；5'-氨基-烷基磷酸酯；1,3-二氨基-2-丙基磷酸酯、3-氨丙基磷酸酯；6-

氨己基磷酸酯；12-氨基十二烷基磷酸酯；羟丙基磷酸酯；1,5-失水己糖醇核苷酸；α-核苷

酸；苏-戊呋喃糖基核苷酸；无环3',4'-seco核苷酸；3,4-二羟丁基核苷酸；3,5-二羟戊基核

苷酸、5'-5'-反向脱碱基部分；1,4-丁二醇磷酸酯；5'-氨基；和桥接或非桥接甲基膦酸酯和

5'-巯基部分。

[0111] 某些优选加帽部分为脱碱基核糖或脱碱基脱氧核糖部分；反向脱碱基核糖或脱碱

基脱氧核糖部分；C6-氨基-Pi；镜像核苷酸，包括L-DNA和L-RNA。另一优选加帽部分为源自

丙二醇的C3非核苷酸部分。

[0112] 如本文所使用的术语“非常规部分”指脱碱基核糖部分、脱碱基脱氧核糖部分、脱

氧核糖核苷酸、经修饰的脱氧核糖核苷酸、镜像核苷酸、非碱基配对核苷酸类似物和通过

2’-5’核苷酸间磷酸键与相邻核苷酸连接的核苷酸；桥接核酸，包括LNA和乙烯桥接核酸。

[0113] 在本发明的一些实施方案中，优选的非常规部分为脱碱基核糖部分、脱碱基脱氧

核糖部分、脱氧核糖核苷酸、镜像核苷酸和通过2’-5’核苷酸间磷酸键与相邻核苷酸连接的

核苷酸。

[0114] 脱碱基脱氧核糖部分包括(例如)脱碱基脱氧核糖-3’-磷酸；1,2-二脱氧-D-呋喃

核糖-3-磷酸；1,4-脱水-2-脱氧-D-核醣醇-3-磷酸。反向脱碱基脱氧核糖部分包括反向脱

氧核糖脱碱基；3’,5’反向脱氧脱碱基5’-磷酸。

[0115] “镜像核苷酸”是对自然存在或通常采用的核苷酸有逆转手性的核苷酸，即自然存

在的(D-核苷酸)的镜像(L-核苷酸)，在为镜像核糖核苷酸的情况下也称为L-RNA，和“镜像

异构体(spiegelmer)”。核苷酸可为核糖核苷酸或脱氧核糖核苷酸并且可进一步包含至少

一个糖、碱基和或骨架修饰。见美国专利No.6,586,238。同样，美国专利No.6,602,858公开

了包含至少一个L-核苷酸取代的核酸催化剂。镜像核苷酸包括(例如)L-DNA(L-脱氧核糖腺

苷-3’-磷酸(镜像dA)；L-脱氧核糖胞苷-3’-磷酸(镜像dC)；L-脱氧核糖鸟苷-3’-磷酸(镜像
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dG)；L-脱氧核糖胸苷-3’-磷酸(镜像dT)和L-RNA(L-核糖腺苷-3’-磷酸(镜像rA)；L-核糖胞

苷-3’-磷酸(镜像rC)；L-核糖鸟苷-3’-磷酸(镜像rG)；L-核糖尿嘧啶-3’-磷酸(镜像rU)。

[0116] 经修饰的脱氧核糖核苷酸包括(例如)可用作5’末端位置(位置编号1)处的核苷酸

的5’OMe  DNA(5-甲基-脱氧核糖鸟苷-3'-磷酸)；PACE(脱氧核糖腺嘌呤3'膦酰基乙酸酯、脱

氧核糖胞苷3'膦酰基乙酸酯、脱氧核糖鸟苷3'膦酰基乙酸酯、脱氧核糖胸苷3'膦酰基乙酸

酯)。

[0117] 桥接核酸包括LNA(2'-O,4'-C-亚甲基桥接核酸腺苷3'单磷酸、2'-O,4'-C-亚甲基

桥接核酸5-甲基-胞苷3'单磷酸、2'-O,4'-C-亚甲基桥接核酸鸟苷3'单磷酸、5-甲基-尿苷

(或胸苷)3'单磷酸)；和ENA(2'-O,4'-C-乙烯桥接核酸腺苷3'单磷酸、2'-O,4'-C-乙烯桥接

核酸5-甲基-胞苷3'单磷酸、2'-O ,4 '-C-乙烯桥接核酸鸟苷3'单磷酸、5-甲基-尿苷(或胸

苷)3'单磷酸)。根据一方面，本发明提供了包含未经修饰和经修饰的核苷酸的抑制性寡核

苷酸化合物。化合物包含选自糖修饰、碱基修饰和核苷酸间连键修饰的至少一个经修饰核

苷酸并且可含有DNA和经修饰的核苷酸例如LNA(锁核酸)，包括ENA(乙烯桥接核酸)；PNA(肽

核酸)；阿拉伯糖苷；PACE(膦酰基乙酸酯及其衍生物)、镜像核苷酸或具有6碳糖的核苷酸。

[0118] 本文公开的任何修饰均可用于制备并入本发明组合物中的寡核苷酸。例如，在全

部转让给本发明受让人的PCT公布No.WO2006/023544、WO  2010/048352、WO2009/116037、WO 

2009/147684、WO  2011/066475、WO  2011/084193中公开了优选修饰方案。

[0119] 序列表中列出了半胱天冬酶2(人CASP2)mRNA的示例性核酸序列，例如列为SEQ  ID 

NO:1-3。本领域的普通技术人员将理解，指定序列可随时间变化并且相应并入本文核酸分

子中所需的任何变化。本文公开的方法进一步涵盖使用下调NOX3、CAPNS1(钙蛋白酶S1)和

RHOA的表达的dsRNA分子。

[0120] RNA干扰和siNA核酸分子

[0121] RNA干扰指在动物中由短干扰RNA(siRNA)介导的序列特异性转录后基因沉默过程

(Zamore等，2000 ,Cell ,101 ,25-33；Fire等，1998,Nature ,391 ,806；Hamilton等，1999,

Science,286,950-951；Lin等，1999,Nature,402,128-129；Sharp,1999,Genes&Dev.,13:

139-141；和Strauss,1999,Science,286,886)。植物中的相应过程(Heifetz等，国际PCT公

布No.WO  99/61631)常常称为转录后基因沉默(PTGS)或RNA沉默。转录后基因沉默过程被认

为是用于防止外源基因表达的进化保守性细胞防御机制(Fire等，1999,Trends  Genet.,

15,358)。对外源基因表达的防护可能已经响应于由病毒感染或转座元件向宿主基因组中

随机整合引起的双链RNA(dsRNA)生成，经由特异性破坏同源单链RNA或病毒基因组RNA的细

胞反应进化。细胞中dsRNA的存在通过尚未完全表征的机制触发RNAi反应。这种机制似乎不

同于牵涉双链RNA特异性核糖核酸酶的其它已知机制，例如由dsRNA介导的蛋白激酶PKR和

2',5'-寡腺苷酸合成酶激活引起的，导致mRNA受核糖核酸酶L非特异性裂解的干扰素反应

(见例如美国专利No.6,107 ,094、5,898,031；Clemens等，1997 ,J .Interferon&Cytokine 

Res.,17,503-524；Adah等，2001,Curr.Med.Chem.,8,1189)。

[0122] 细胞中长dsRNA的存在刺激称为dicer的核糖核酸酶III酶的活性(Bass ,2000 ,

Cell,101,235；Zamore等，2000,Cell,101,25-33；Hammond等，2000,Nature,404,293)。将

dsRNA加工成称为短干扰RNA(siRNA)的dsRNA短片牵涉dicer(Zamore等，2000,Cell,101 ,

25-33；Bass,2000,Cell,101,235；Berstein等，2001,Nature,409,363)。源自dicer活性的
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短干扰RNA通常长度为约21至约23个核苷酸并且包括约19个碱基对的双链体(Zamore等，

2000,Cell,101,25-33；Elbashir等，2001,Genes  Dev.,15,188)。从翻译控制中牵涉的保守

性结构的前体RNA切除21和22-核苷酸的小时序RNA(stRNA)也已牵涉dicer(Hutvagner等，

2001,Science,293,834)。RNAi响应也是内切核酸酶复合物的特征，通常称为RNA诱导的沉

默复合物(RISC)，其介导具有与siRNA双链体的反义链互补的序列的单链RNA的裂解。靶RNA

的裂解在与siRNA双链体的反义链互补的区域中间发生(Elbashir等,2001 ,Genes  Dev.,

15,188)。

[0123] 已经在各种系统中研究了RNAi。Fire等(1998,Nature,391,806)首次在秀丽隐杆

线虫(C.elegans)中观察到RNAi。Bahramian和Zarbl，(1999 ,Molecular  and  Cellular 

Biology,19,274-283)及Wianny和Goetz，(1999,Nature  Cell  Biol.,2,70)描述了哺乳动

物系统中dsRNA介导的RNAi。Hammond等，(2000,Nature,404,293)描述了经dsRNA转染的果

蝇(Drosophila)细胞中的RNAi。Elbashir等(2001,Nature,411,494)和Tuschl等(PCT公布

No.WO  01/75164)描述了在培养的哺乳动物细胞，包括人胚肾细胞和HeLa细胞中，通过引入

合成的21-核苷酸RNA双链体诱导的RNAi。对果蝇胚胎溶解产物的研究(Elbashir等，2001,

EMBO  J.,20,6877)和Tuschl等(PCT公布No.WO  01/75164)已经揭示了对介导有效RNAi活性

必需的siRNA长度、结构、化学组成和序列的某些要求。

[0124] 核酸分子(例如具有本文公开的结构特征)可通过以序列特异性方式介导RNA干扰

“RNAi”或基因沉默抑制或下调基因表达或病毒复制；见例如，Zamore等，2000,Cell ,101 ,

25-33；Bass ,2001 ,Nature ,411 ,428-429；Elbashir等，2001 ,Nature ,411 ,494-498；和

Kreutzer等，PCT公布No.WO  00/44895；Zernicka-Goetz等，PCT公布No.WO01/36646；Fire，

PCT公布No.WO  99/32619；Plaetinck等，PCT公布No.WO  00/01846；Mello和Fire，PCT公布

No.WO  01/29058；Deschamps-Depaillette，PCT公布No.WO  99/07409；和Li等，PCT公布

No.WO  00/44914；Allshire,2002,Science,297,1818-1819；Volpe等，2002,Science,297,

1833-1837；Jenuwein,2002,Science,297,2215-2218；和Hall等，2002,Science,297,2232-

2237；Hutvagner和Zamore,2002,Science,297,2056-60；McManus等，2002,RNA,8,842-850；

Reinhart等，2002,Gene&Dev.,16,1616-1626；和Reinhart&Bartel，2002,Science ,297 ,

1831)。

[0125] siNA核酸分子可由两条单独的多聚核苷酸链装配而成，其中一条链为有义链而另

一条为反义链，其中反义链和有义链自我互补(即每条链包括与另一条链的核苷酸序列互

补的核苷酸序列)；例如其中反义链和有义链形成具有与本文对所提供的核酸分子描述的

相同任何长度和结构的双链体或双链结构，例如其中双链区(双链体区)约15至约49(例如，

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或49)个碱基对；反义链包括与靶核酸分子(即，mRNA)中的核

苷酸序列或其一部分互补的核苷酸序列并且有义链包括与靶核酸序列或其一部分相对应

的核苷酸序列(例如，本文核酸分子的约17至约49个或更多个核苷酸与靶核酸或其一部分

互补)。

[0126] 在某些方面和实施方案中，本文提供的核酸分子(例如，siNA分子)可为“RISC长

度”分子或可为以下更加详细描述的Dicer底物。较长分子例如pre-miRNA也可在RISC中起

作用。
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[0127] siNA核酸分子可包括单独的有义和反义序列或区域，其中如本领域中所知，有义

和反义区通过核苷酸或非核苷酸连接子分子共价连接，或通过离子相互作用、氢键结合、范

德华相互作用(van  der  Waals  interaction)、疏水相互作用和/或堆积相互作用交替地非

共价连接。核酸分子可包括与靶基因的核苷酸序列互补的核苷酸序列。核酸分子可按引起

靶基因表达抑制的方式与靶基因的核苷酸序列相互作用。

[0128] 可选地，siNA核酸分子由单个多聚核苷酸装配而成，其中核酸分子自我互补的有

义和反义区借助于基于核酸或不基于核酸的连接子连接，即，反义链和有义链是具有折叠

形成双链体区(例如形成本领域众所周知的“发夹结构”)的反义区和有义区的单个多聚核

苷酸的一部分。此类siNA核酸分子可为具有双链体、不对称双链体、发夹或不对称发夹二级

结构，具有自我互补的有义和反义区的多聚核苷酸，其中反义区包括与单独靶核酸分子中

的核苷酸序列或其一部分互补的核苷酸序列并且有义区具有与靶核酸序列(例如，mRNA的

序列)相对应的核苷酸序列。此类siNA核酸分子可为具有两个或更多个环结构和包含自我

互补的有义和反义区的茎的环状单链多聚核苷酸，其中反义区包括与靶核酸分子中的核苷

酸序列或其一部分互补的核苷酸序列并且有义区具有与靶核酸序列或其一部分相对应的

核苷酸序列，并且其中环状多聚核苷酸可在体内或体外加工以生成能够介导RNAi的活性核

酸分子。

[0129] 下列命名常常部分用于描述siNA分子的长度和突出并且可在整篇说明书和实施

例中使用。给予双链体的名称指示寡聚物的长度和突出的存在或不存在。例如，“21+2”双链

体含有两条核酸链，二者长度均为21个核苷酸，也称为21-mer  siRNA双链体或21-mer核酸

并且具有2个核苷酸3’-突出。“21-2”设计指具有2个核苷酸5’-突出的21-mer核酸双链体。

21-0设计是没有突出(平末端)的21-mer核酸双链体。“21+2UU”是具有2-核苷酸3’-突出的

21-mer双链体并且3’-端的2个末端核苷酸均为U残基(这可能导致与靶序列的错配)。前述

命名可适用于不同长度的链、双链体和突出的siNA分子(例如19-0、21+2、27+2等)。在替代

性但相似的命名中，“25/27”是具有25碱基有义链和27碱基反义链和2-核苷酸3’-突出的不

对称双链体。“27/25”是具有27碱基有义链和25碱基反义链的不对称双链体。

[0130] 化学修饰

[0131] 在某些方面和实施方案中，本文提供的核酸分子(例如，dsRNA包括siNA分子)包括

一个或多个修饰(或化学修饰)，包括一个或多个非常规部分的存在。在某些实施方案中，此

类修饰包括对核酸分子或多聚核苷酸的任何改变，将使得所述分子不同于标准核糖核苷酸

或RNA分子(即，包括标准腺嘌呤、胞嘧啶、尿嘧啶或鸟嘌呤部分的分子)；其可称为“未经修

饰的”核糖核苷酸或未经修饰的核糖核酸。传统DNA碱基和具有腺嘌呤、胞嘧啶、胸腺嘧啶或

鸟嘌呤表示的2’-脱氧糖的多聚核苷酸可称为“未经修饰的脱氧核糖核苷酸”或“未经修饰

的脱氧核糖核酸”；相应地，除非明确指出相反，如本文所使用的术语“未经修饰的核苷酸”

或“未经修饰的核酸”指“未经修饰的核糖核苷酸”或“未经修饰的核糖核酸”。此类修饰可在

核苷酸糖、核苷酸碱基、核苷酸磷酸基团和/或多聚核苷酸的磷酸骨架中并且包括RNA和DNA

的对映异构体。

[0132] 在某些实施方案中，如本文所公开的修饰可用于增加分子的RNAi活性和/或增加

分子的体内稳定性，特别是在血清中的稳定性，和/或增加分子的生物利用率。修饰的非限

制性实例包括但不限于核苷酸间或核苷间连键；核酸分子任何位置和链上的脱氧核糖核苷
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酸或双脱氧核糖核苷酸；在2’-位置具有优选选自氨基、氟、甲氧基、烷氧基和烷基的修饰的

核酸(例如，核糖核酸)；2’-脱氧核糖核苷酸、2’-O-甲基核糖核苷酸、2’-脱氧-2’-氟核糖核

苷酸、“通用碱基”核苷酸、“无环”核苷酸、5-C-甲基核苷酸、生物素基团和末端甘油基和/或

反向脱氧脱碱基残基并入、位阻分子例如荧光分子等。其它核苷酸修饰因子可包括3’-脱氧

腺苷(蛹虫草菌素(cordycepin))、3’-叠氮-3’-脱氧胸苷(AZT)、2’,3’-双脱氧肌苷(ddI)、

2’,3’-双脱氧-3’-硫代胞苷(3TC)、2’,3’-双脱氢-2’,3’-双脱氧胸苷(d4T)及3’-叠氮-3’-

脱氧胸苷(AZT)、2’,3’-双脱氧-3’-硫代胞苷(3TC)和2’,3’-双脱氢-2’,3’-双脱氧胸苷

(d4T)的单磷酸核苷酸。下面更加详细地描述了关于各种修饰的更多详情。

[0133] 经修饰的核苷酸包括具有Northern构象(例如，Northern假回转环，见例如

Saenger，Principles  of  Nucleic  Acid  Structure，Springer-Verlag编辑，1984)的核苷

酸。具有northern构型的核苷酸的非限制性实例包括锁核酸(LNA)核苷酸(例如，2’-O,4’-

C-亚甲基-(D-呋喃核糖基)核苷酸)；2’-甲氧基乙氧基(MOE)核苷酸；2’-甲基-硫代-乙基、

2’-脱氧-2’-氟代核苷酸、2’-脱氧-2’-氯代核苷酸、2’-叠氮核苷酸和2’-O-甲基核苷酸。例

如，在Elman等，2005；Kurreck等，2002；Crinelli等，2002；Braasch和Corey ,2001；

Bondensgaard等，2000；Wahlestedt等，2000；和专利公布No.WO  00/47599、WO  99/14226及

WO  98/39352和WO  2004/083430中描述了锁核酸或LNA。在一个实施方案中，LNA并入有义链

的5’末端。

[0134] 化学修饰还包括为非核苷酸、无环类似物的未锁核酸或UNA，其中C2’-C3’键不存

在(虽然UNA不是真正的核苷酸，但是将其明确地包括在本文所考虑到的“经修饰”核苷酸或

经修饰核酸范围之内)。在特定实施方案中，具有突出的核酸分子可经修饰为在突出位置

(即，2核苷酸突出)具有UNA。在其它实施方案中，在3’-或5’-端包括UNA。UNA可位于沿着核

酸链的任何地方，即在位置7处。核酸分子可含有一个或一个以上的UNA。在Nucleic  Acids 

Symposium  Series  No.52，第133-134页(2008)中公开了示例性UNA。在某些实施方案中，如

本文所述的核酸分子(例如，siNA分子)包括一个或多个UNA；或一个UNA。在一些实施方案

中，如本文所述具有3’-突出的核酸分子(例如，siNA分子)在3’突出中包括一个或两个UNA。

在一些实施方案中，如本文所述的核酸分子(例如，siNA分子)在反义链中包括UNA(例如一

个UNA)；例如在反义链的位置6或位置7中。化学修饰还包括例如本文公开的非配对核苷酸

类似物。化学修饰进一步包括

[0135] 化学修饰还包括在寡核苷酸的5’和/或3’部分上的末端修饰并且也称为加帽部

分。此类末端修饰选自核苷酸、经修饰的核苷酸、脂质、肽和糖。

[0136] 化学修饰还包括六元“六元环核苷酸类似物”。在Allart等(Nucleosides&

Nucleotides,1998,17:1523-1526；和Perez-Perez等，1996,Bioorg.and  Medicinal  Chem 

Letters  6:1457-1460)中公开了六元环核苷酸类似物的实例。在专利申请公布No .WO 

2006/047842中公开了包括含己糖醇和阿卓糖醇核苷酸单体的6-元环核苷酸类似物的寡核

苷酸。

[0137] 化学修饰还包括与一般自然存在的核苷酸相比，具有逆转手性的“镜像”核苷酸；

即镜像核苷酸可为自然存在的D-核苷酸的“L-核苷酸”类似物(见美国专利No.6,602,858)。

镜像核苷酸可进一步包括例如本文所述的至少一个糖或碱基修饰和/或骨架修饰，例如硫

代磷酸酯或膦酸酯部分。美国专利No.6,602,858公开了包括至少一个L-核苷酸取代的核酸
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催化剂。镜像核苷酸包括(例如)L-DNA(L-脱氧核糖腺苷-3’-磷酸(镜像dA)；L-脱氧核糖胞

苷-3’-磷酸(镜像dC)；L-脱氧核糖鸟苷-3’-磷酸(镜像dG)；L-脱氧核糖胸苷-3’-磷酸(镜像

dT)和L-RNA(L-核糖腺苷-3’-磷酸(镜像rA)；L-核糖胞苷-3’-磷酸(镜像rC)；L-核糖鸟苷-

3’-磷酸(镜像rG)；L-核糖尿嘧啶-3’-磷酸(镜像dU)。

[0138] 在一些实施方案中，经修饰的核糖核苷酸包括经修饰的脱氧核糖核苷酸，例如可

用作5’末端位置(位置编号1)处的核苷酸的5’OMeDNA(5-甲基-脱氧核糖鸟苷-3 '-磷酸)；

PACE(脱氧核糖腺嘌呤3'膦酰基乙酸酯、脱氧核糖胞苷3'膦酰基乙酸酯、脱氧核糖鸟苷3'膦

酰基乙酸酯、脱氧核糖胸苷3'膦酰基乙酸酯。

[0139] 修饰可存在于本文公开的核酸分子的一条或多条链上，例如有义链、反义链或两

条链上。在某些实施方案中，反义链可包括修饰而有义链仅可包括未经修饰的RNA。

[0140] 核碱基

[0141] 本文公开的核酸的核碱基可包括未经修饰的核糖核苷酸(嘌呤和嘧啶)，例如腺嘌

呤、鸟嘌呤、胞嘧啶、尿苷。一条或两条链上的核碱基可经天然和合成的核碱基修饰，例如胸

腺嘧啶、黄嘌呤、次黄嘌呤、肌苷、2-氨基腺嘌呤、腺嘌呤和鸟嘌呤的6-甲基和其它烷基衍生

物、任何“通用碱基”核苷酸；腺嘌呤和鸟嘌呤的2-丙基和其它烷基衍生物、5-卤代尿嘧啶和

胞嘧啶、5-丙炔基尿嘧啶和胞嘧啶、6-偶氮尿嘧啶、胞嘧啶和胸腺嘧啶、5-尿嘧啶(假尿嘧

啶)、4-硫尿嘧啶、8-卤代、氨基、硫醇、硫代烷基、羟基和其它8-取代的腺嘌呤和鸟嘌呤、5-

三氟甲基和其它5-取代的尿嘧啶和胞嘧啶、7-甲基鸟嘌呤、脱氮嘌呤、嘌呤和嘧啶的杂环取

代类似物(例如氨基乙氧基吩噁嗪)、嘌呤和嘧啶的衍生物(例如，1-烷基-、1-烯基-、杂芳

烃-和1-炔基衍生物)及其互变异构体，8-氧代-N6-甲基腺嘌呤、7-二氮杂黄嘌呤、5-甲基胞

嘧啶、5-甲基尿嘧啶、5-(1-丙炔基)尿嘧啶、5-(1-丙炔基)胞嘧啶和4,4-桥亚乙基胞嘧啶)。

适合碱基的其它实例包括非嘌呤基和非嘧啶基碱基，例如2-氨基吡啶和三嗪。

[0142] 糖部分

[0143] 本文公开的核酸中的糖部分可包括没有任何修饰的2’-羟基-戊呋喃糖基糖部分。

可选地，糖部分可经修饰，例如2’-脱氧-戊呋喃糖基糖部分、D-核糖、己醣，在戊呋喃糖基糖

部分的2’位置的修饰，例如2’-O-烷基(包括2’-O-甲基和2’-O-乙基)，即2’-烷氧基、2’-氨

基、2’-O-烯丙基、2’-S-烷基、2’-卤素(包括2’-氟、氯和溴)、2’-甲氧基乙氧基、2’-O-甲氧

基乙基、2’-O-2-甲氧基乙基、2’-烯丙氧基(-OCH2CH＝CH2)、2’-炔丙基、2’-丙基、乙炔基、丙

炔基、CF、氰基、咪唑、羧酸酯、硫醇酯、C1-C10低级烷基、经取代的低级烷基、烷芳基或芳烷

基、OCF3、OCN、O-、S-或N-烷基；O-、S或N-烯基；SOCH3；SO2CH3；ONO2；NO2、N3；杂环烷基；杂环烷

芳基；氨基烷氨基；聚烷氨基或经取代的甲硅烷基，其中如欧洲专利EP  0  586  520  B1或EP 

0  618  925  B1中所述。

[0144] 烷基包括饱和脂族基，包括直链烷基(例如，甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、庚

基、辛基、壬基、癸基等)、支链烷基(异丙基、叔丁基、异丁基等)、环烷基(脂环族)基团(环丙

基、环戊基、环己基、环庚基、环辛基)、经烷基取代的环烷基和经环烷基取代的烷基。在某些

实施方案中，直链或支链烷基在其骨架中有6个或更少的碳原子(例如，对于直链而言为C1-

C6，对于支链而言为C3-C6)，并且更优选为4个或更少。同样，优选的环烷基在其环结构中具

有3-8个碳原子，并且更有选在环结构中具有5或6个碳。术语C1-C6包括含1-6个碳原子的烷

基。烷基可为经取代的烷基，例如有取代基置换烃骨架的一个或多个碳上的氢的烷基部分。
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此类取代基可包括(例如)烯基、炔基、卤素、羟基、烷基羰氧基、芳基羰氧基、烷氧基羰氧基、

芳氧基羰氧基、羧酸酯、烷基羰基、芳基羰基、烷氧基羰基、氨基羰基、烷氨基羰基、二烷氨基

羰基、烷基硫代羰基、烷氧基、磷酸酯、膦酸基、亚膦基、氰基、氨基(包括烷氨基、二烷氨基、

芳氨基、二芳氨基和烷基芳氨基)、酰氨基(包括烷基羰基氨基、芳基羰基氨基、氨甲酰基和

脲基)、脒基、亚氨基、巯基、烷硫基、芳硫基、硫代羧酸酯、硫酸酯、烷基亚磺酰基、磺酸基、氨

磺酰、亚磺酰氨基、硝基、三氟甲基、氰基、叠氮基、杂环基、烷基芳基或芳香族或杂芳族部

分。

[0145] 烷氧基包括与氧原子共价连接的经取代和未经取代的烷基、烯基和炔基。烷氧基

的实例包括甲氧基、乙氧基、异丙氧基、丙氧基、丁氧基和戊氧基。经取代的烷氧基的实例包

括卤化烷氧基。烷氧基可经基团取代，例如烯基、炔基、卤素、羟基、烷基羰氧基、芳基羰氧

基、烷氧基羰氧基、芳氧基羰氧基、羧酸酯、烷基羰基、芳基羰基、烷氧基羰基、氨基羰基、烷

氨基羰基、二烷氨基羰基、烷基硫代羰基、烷氧基、磷酸酯、膦酸基、亚膦基、氰基、氨基(包括

烷氨基、二烷氨基、芳氨基、二芳氨基和烷基芳氨基)、酰氨基(包括烷基羰基氨基、芳基羰基

氨基、氨甲酰基和脲基)、脒基、亚氨基、巯基、烷硫基、芳硫基、硫代羧酸酯、硫酸酯、烷基亚

磺酰基、磺酸基、氨磺酰、亚磺酰氨基、硝基、三氟甲基、氰基、叠氮基、杂环基、烷基芳基或芳

香族或杂芳族部分。经卤素取代的烷氧基的实例包括但不限于氟甲氧基、二氟甲氧基、三氟

甲氧基、氯甲氧基、二氯甲氧基、三氯甲氧基等。

[0146] 在一些实施方案中，戊呋喃糖基环可经缺乏戊呋喃糖基环的C2′-C3′-键的无环衍

生物置换。例如，非环核苷酸可用2-羟基乙氧基甲基取代dNMP中通常存在的2’-脱氧核糖呋

喃基糖。

[0147] 卤素包括氟、溴、氯和碘。

[0148] 骨架

[0149] 本文公开的核酸的核苷亚基可通过磷酸二酯键相互连接。磷酸二酯键可任选用其

它连键取代。例如，硫代磷酸酯、硫代磷酸-D-核糖实体、三酯、硫醇酯、2’-5’桥接骨架(也可

称为5’-2’)、PACE、3’-(或-5’)脱氧-3’-(或-5’)硫代-硫代磷酸酯、二硫代磷酸酯、硒代磷

酸酯、3’-(或-5’)脱氧亚膦酸酯、硼代磷酸酯、3’-(或-5’)脱氧-3’-(或-5’-)氨基氨基磷酸

酯、氢膦酸酯、膦酸酯、硼代磷酸酯、氨基磷酸酯、烷基或芳基膦酸酯和磷酸三酯修饰，例如

烷基磷酸三酯、磷酸三酯磷连键、5’-乙氧基磷酸二酯、P-烷氧基磷酸三酯、甲基膦酸酯和不

含磷的键，例如碳酸酯、氨基甲酸酯、甲硅烷基、硫、磺酸酯、磺胺、甲缩醛、硫代甲酰基、肟、

亚甲基亚氨基、亚甲基甲基亚氨基、亚甲基亚肼基、亚甲基二甲基亚肼基和亚甲氧基甲基亚

氨基连键。

[0150] 本文公开的核酸分子可包括肽核酸(PNA)骨架。PNA骨架包括通过肽键连接的重复

N-(2-氨基乙基)-甘氨酸单元。各种碱基例如嘌呤、嘧啶、天然和合成的碱基可通过亚甲基

羰基键与骨架连接。

[0151] 末端磷酸

[0152] 可对末端磷酸基团进行修饰。不同稳定化学结构的非限制性实例均可用于(例如)

稳定核酸序列的3’-端，包括(1)[3-3’]-反向脱氧核糖；(2)脱氧核糖核苷酸；(3)[5’-3’]-

3’-脱氧核糖核苷酸；(4)[5’-3’]-核糖核苷酸；(5)[5’-3’]-3’-O-甲基核糖核苷酸；(6)3’-

甘油基；(7)[3’-5’]-3’-脱氧核糖核苷酸；(8)[3’-3’]-脱氧核糖核苷酸；(9)[5’-2’]-脱氧
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核糖核苷酸；和(10)[5-3’]-双脱氧核糖核苷酸。除未经修饰的骨架外，化学结构可结合本

文所述一种或多种不同的骨架修饰。

[0153] 示例性经化学修饰的末端磷酸基团包括以下示出的基团：

[0154]

[0155] 一方面，提供了用于受试者耳内神经元的神经保护的双链核酸分子，其具有结构

(A1)：

[0156] (A1)5’(N)x-Z     3’(反义链)

[0157] 3’Z’-(N’)y-z”    5’(有义链)

[0158] 其中N和N’的每一个是可未经修饰或经修饰的核苷酸或非常规部分；

[0159] 其中(N)x和(N’)y的每一个是其中每个连续N或N’通过共价键与下一个N或N’连接

的寡核苷酸；其中Z和Z’的每一个独立地存在或不存在，但是如果存在，独立地包括在其所

在链的3’端共价连接的1-5个连续核苷酸或非核苷酸部分或其组合；

[0160] 其中z”可能存在或不存在，但是如果存在，为在(N’)y的5’端共价连接的加帽部

分；

[0161] x和y的每一个独立地为18-40的整数；

[0162] 其中(N’)y的序列与(N)x的序列有互补性；并且其中(N)x包括靶mRNA的反义序列，

其中靶mRNA包含SEQ  ID  NO:1-3、SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:5-6或SEQ  ID  NO:7中的任一个

列出的序列。

[0163] 在一些实施方案中，x＝y并且x和y的每一个为19、20、21、22或23。在各个实施方案

中，x＝y＝19。在一些实施方案中，反义链和有义链通过碱基配对形成双链体。在一些实施
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方案中(N)x和(N’)y是PCT专利公布No.WO  2008/050329、WO  2009/044392、WO2008/106102、

WO  2009/001359、WO/2009/090639中提供的寡核苷酸对，其通过引用整体并入本文。

[0164] 在一些实施方案中，x＝y并且x和y的每一个为19、20、21、22或23。在各个实施方案

中，x＝y＝19。在一些实施方案中，反义链和有义链通过碱基配对形成双链体。

[0165] 根据一个实施方案，提供了用于受试者耳内神经元的神经保护的经修饰核酸分

子，其具有下面列出的结构(A2)：

[0166] (A2)5’N1-(N)x-Z     3’(反义链)

[0167] 3’Z’-N2-(N’)y-z”    5’(有义链)

[0168] 其中N2、N和N’的每一个独立地为未经修饰或经修饰的核苷酸或非常规部分；

[0169] 其中(N)x和(N’)y的每一个是其中每个连续N或N’通过共价键与下一个N或N’连接

的寡核苷酸；

[0170] 其中x和y的每一个独立地为17-39的整数；

[0171] 其中(N’)y的序列与(N)x的序列有互补性并且(N)x与靶mRNA中的连续序列有互补

性；

[0172] 其中N1与(N)x共价结合并且与靶mRNA错配，其中在SEQ  IDNO:1-3、SEQ  ID  NO:4、

SEQ  ID  NO:5-6或SEQ  ID  NO:7中的任一个列出了靶mRNA；

[0173] 其中N1是选自尿苷、经修饰尿苷、核糖胸苷、经修饰的核糖胸苷、脱氧核糖胸苷、经

修饰的脱氧核糖胸苷、核糖腺嘌呤、经修饰的核糖腺嘌呤、脱氧核糖腺嘌呤或经修饰的脱氧

核糖腺嘌呤的部分；

[0174] 其中N1和N2形成碱基对；

[0175] 其中Z和Z’的每一个独立地存在或不存在，但是如果存在，独立地为在其所在链的

3’端共价连接的1-5个连续核苷酸或非核苷酸部分或其组合；并且

[0176] 其中z”可能存在或不存在，但是如果存在，为在(N’)y的5’端共价连接的加帽部

分。

[0177] 在一些实施方案中连接每个连续N或N’的共价键为磷酸二酯键。

[0178] 在一些实施方案中Z和Z’不存在。在其它实施方案中Z和Z’的其中一个存在并且包

含通过引用整体并入本文的PCT专利公布no.WO/2011/085056中公开的非核苷酸突出部分。

[0179] 在结构A1的特定实施方案中x＝y＝19并且Z包含至少一个C3烷基突出。在结构A2

的特定实施方案中x＝y＝18并且Z包含至少一个C3烷基突出。在一些实施方案中C3-C3突出

经共价连键，优选磷酸二酯键与(N)x或(N’)y的3’末端共价连接。在一些实施方案中第一个

C3和第二个C3之间的连键为磷酸二酯键。在一些实施方案中3’非核苷酸突出为C3Pi-C3Pi。

在一些实施方案中3’非核苷酸突出为C3Pi-C3Ps。在一些实施方案中3’非核苷酸突出为

C3Pi-C3OH(OH为羟基)。在一些实施方案中3’非核苷酸突出为C3Pi-C3OH。

[0180] 在各个实施方案中，烷基部分包含烷基衍生物，包括包含末端羟基、末端氨基或末

端磷酸基团的C3烷基、C4烷基、C5烷基或C6烷基部分。在一些实施方案中，烷基部分为C3烷

基或C3烷基衍生物部分。在一些实施方案中，C3烷基部分包含丙醇、丙基磷酸酯、丙基硫代

磷酸酯或其组合。C3烷基部分经磷酸二酯键与(N’)y的3’末端和/或(N)x的3’末端共价连

接。在一些实施方案中，烷基部分包含丙醇、丙基磷酸酯或丙基硫代磷酸酯。在一些实施方

案中，Z和Z’的每一个独立地选自丙醇、磷酸丙酯、硫代磷酸丙酯、其组合或其多个，尤其是2
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或3个共价连接的丙醇、丙基磷酸酯、丙基硫代磷酸酯或其组合。在一些实施方案中，Z和Z’

的每一个独立地选自丙基磷酸酯、丙基硫代磷酸酯、丙基磷酸-丙醇；丙基磷酸-丙基硫代磷

酸酯；丙基磷酸-丙基磷酸酯；(丙基磷酸酯)3、(丙基磷酸酯)2-丙醇、(丙基磷酸酯)2-丙基

硫代磷酸酯。任何丙烷或丙醇偶联部分均可包括在Z或Z’中。

[0181] 示例性3’末端非核苷酸部分的结构如下：

[0182]

[0183] 在一些实施方案中，反义链的5’末端核苷酸(反义链的位置1)与靶mRNA错配。在一

些实施方案中，反义链的5’末端核苷酸是经修饰的核糖腺苷或经修饰的核糖尿苷。

[0184] 在一些实施方案中，(N)x和(N’)y的每一个独立地在3’和5’末端经磷酸化或非磷酸

化。

[0185] 除非另外指出，在本文讨论的结构的优选实施方案中，每个连续N和N’之间的共价

键为磷酸二酯键。

[0186] 共价键指连接一个核苷酸单体与相邻核苷酸单体的核苷酸间连键。共价键包括

(例如)磷酸二酯键、硫代磷酸酯键、P-烷氧基键、P-羧基键等。RNA和DNA的正常核苷间连键

为3'-5'磷酸二酯键。在某些优选实施方案中，共价键为磷酸二酯键。共价键涵盖不含磷的

核苷间连键，例如尤其是WO  2004/041924中公开的核苷间连键。除非另外指出，在本文讨论

的结构的优选实施方案中，每个连续N和N’之间的共价键为磷酸二酯键。

[0187] 对于以上所有结构而言，在一些实施方案中(N)x的寡核苷酸序列与(N')y的寡核

苷酸序列完全互补。在其它实施方案中(N)x和(N’)y大体上互补。在某些实施方案中(N)x与
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靶mRNA中的18-40个连续核苷酸完全互补。在其它实施方案中(N)x与靶mRNA中的18-40个连

续核苷酸大体上互补。

[0188] 在一些实施方案中，(N)x和(N’)y在3’和5’末端均未磷酸化。在其它实施方案中，

(N)x和(N’)y任一个或二者在3’末端(3'Pi)磷酸化。在又一实施方案中，(N)x和(N’)y任一

个或二者在3’末端经不可裂解的磷酸基团磷酸化。在又一实施方案中，(N)x和(N’)y任一个

或二者在末端2’末端位置使用可裂解或不可裂解的磷酸基团磷酸化。进一步地，本发明的

抑制性核酸分子可包含一个或多个空位和/或一个或多个切口和/或一个或多个错配。不希

望受理论约束，空位、切口和错配具有部分破坏核酸/siRNA稳定的优点，以致其更易于通过

内源性细胞机制例如DICER、DROSHA或RISC加工成其抑制组分。

[0189] 双链RNA化合物的合成

[0190] 通过本领域众所周知合成核糖核酸(或脱氧核糖核酸)寡核苷酸的任何方法合成

用于制备本发明药物组合物的双链RNA化合物。其中，在Beaucage和Iyer，Tetrahedron 

1992；48:2223-2311；Beaucage和Iyer，Tetrahedron  1993；49:6123-6194和Caruthers等

Methods  Enzymol .1987；154:287-313中描述了此类合成；其中，在Eckstein ,

Ann.Rev.Biochem.1985；54:367-402中描述了硫醇酯的合成，在Sproat，由Herdewijn  P.编

辑的Humana  Press  2005中；Kap.2:17-31中描述了RNA分子的合成并且其中，在Pingoud等，

由Oliver  R.W.A.编辑的IRL  Press  1989中；Kap.7:183-208中描述了各自的下游工艺。

[0191] 其它合成程序在本领域中已知，例如Usman等，1987,J.Am.Chem.Soc.,109,7845；

Scaringe等，1990 ,NAR .,18 ,5433；Wincott等，1995 ,NAR .23 ,2677-2684；和Wincott等，

1997,Methods  Mol.Bio.,74,59中描述的程序，可利用常见核酸保护和偶联基团，例如5′-

端的二甲氧基三苯甲基和3′-端的亚磷酰胺。根据需要并入经修饰的(例如2′-O-甲基化)核

苷酸和未经修饰的核苷酸。

[0192] 用于制备本发明药物组合物的寡核苷酸可单独合成并且在合成后连在一起，例如

通过连接(Moore等，1992 ,Science  256 ,9923；Draper等，专利公布No .WO  93/23569；

Shabarova等，1991 ,NAR19 ,4247；Bellon等，1997 ,Nucleosides&Nucleotides ,16 ,951；

Bellon等，1997,Bioconjugate  Chem.8,204)或在合成和/或去保护后杂交。

[0193] 应该注意的是，可使用市场上可买到的机器(尤其，可从Applied  Biosystems获

得)，根据本文公开的序列制备寡核苷酸。使用本领域众所周知的方法连接化学合成片段的

重叠配对(例如，见美国专利No.6,121,426)。链单独合成，然后在管内彼此退火。然后，通过

HPLC将双链siRNA与未退火(例如由于其中之一过量)的单链寡核苷酸分开。关于本发明的

siRNA或siRNA片段，可合成两个或更多个此类序列并且连在一起供本发明使用。

[0194] 也可通过例如美国专利公布No.US  2004/0019001中描述的串联合成法合成用于

制备本发明药物组合物的双链RNA化合物，其中将两条siRNA链合成为被可裂解连接子分隔

开的单个相连寡核苷酸片段或链，随后裂解可裂解连接子以提供杂交和允许纯化siRNA双

链体的单独siRNA片段或链。连接子选自多聚核苷酸连接子或非核苷酸连接子。

[0195] 本发明的组合物优选包含两个或更多个寡核苷酸，这些寡核苷酸可单独合成并且

在合成之后混在一起或(共价或非共价)连接在一起，或根据以上详述的工艺一起合成。

[0196] 药物组合物

[0197] 虽然对于本发明的寡核苷酸化合物而言，可能作为原材料施用，但是优选将其作
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为药物组合物呈现。在一些实施方案中，用内源性细胞内复合物生成寡聚核糖核苷酸化合

物。

[0198] 使用任何经化学修饰或未经修饰的双链RNA寡核苷酸化合物制备本文公开的药物

组合物。为Dicer底物的siRNA或不对称siRNA可与本发明一起使用。用于本发明的双链RNA

寡核苷酸化合物涵盖任何药学上可接受的盐、酯或此类酯的盐或在施用给哺乳动物(包括

人)之后能够治疗耳部疾病、病症和损伤的任何其它化合物。术语“药学上可接受的盐”指生

理和药学上可接受的盐，即保持母体化合物的所需生物活性并且不会给予其不良毒理学作

用的盐。在一些实施方案中，根据在本文公开的结构中列出的下列修饰之一或如串联siRNA

或RNAstar(见WO  2007/091269)，使用经化学和或结构修饰的双链RNA化合物制备本发明的

药物组合物。某些优选分子是经化学合成和修饰的靶向CASP2、NOX3、CAPNS1或RHOA的dsRNA

分子。某些优选分子是利用CASP2_4寡聚核苷酸序列的dsRNA。

[0199] 本发明进一步提供了包含一种或多种抑制性寡核苷酸化合物、渗透性促进剂和药

学上可接受的媒介物或载体的药物组合物。在一些实施方案中，所述组合物包含两种或更

多种不同寡核苷酸/siRNA化合物的混合物。

[0200] 化合物可经口服、皮下或肠胃外，包括静脉内、动脉内、肌肉内、腹膜内、鼻内、经鼓

室以及鞘内和输注技术施用。化合物的植入物也有用。优选施用模式为经鼓室。可制备液体

形式进行注射，术语包括皮下、经皮、静脉内、肌肉内、鞘内、经鼓室注射和其它肠胃外施用

途径。液体组合物包括有和无有机共溶剂的水溶液、水或油悬浮液、具有食用油的乳液以及

类似药物媒介物。在一个实施方案中，施用包括静脉内施用。在优选实施方案中，施用包括

局部施用，尤其是向耳道的局部施用、向鼓膜的局部施用或其组合。在一些实施方案中，将

本申请的化合物作为滴耳剂施加鼓膜上。在一些优选实施方案中，通过经鼓室注射或通过

滴耳剂施用dsRNA分子。

[0201] 在各个实施方案中，特别是局部施用本发明的药物组合物的实施方案中，药物组

合物进一步包含渗透性促进剂，也称为促渗剂。在各个实施方案中，促渗剂选自促进治疗性

寡核苷酸渗透过患有或有内耳疾病、病症或损伤，优选美尼尔氏症风险的受试者耳内的皮

肤和/或鼓膜的任何化合物或两种或更多种化合物的任何组合。在一些实施方案中，促渗

剂/渗透性促进剂选自但不限于聚乙二醇(PEG)、甘油(丙三醇)、麦芽糖醇、山梨糖醇等；二

甘醇一乙醚、氮酮、杀藻胺(ADBAC)、氯化十六烷基吡啶、鲸蜡基甲基溴化氨、葡聚糖硫酸酯、

月桂酸、薄荷醇、甲氧基水杨酸酯、油酸、磷脂酰胆碱、聚氧乙烯、聚山梨醇酯80、甘胆酸钠、

硫酸月桂酯钠、水杨酸钠、牛磺胆酸钠、牛磺脱氧胆酸钠、亚砜、脱氧胆酸钠、甘氨脱氧胆酸

钠、牛磺胆酸钠和表面活性剂例如硫酸月桂酯钠、月桂醇聚醚-9、氯化十六烷基吡啶和聚氧

乙烯单烷基醚、苯甲酸(例如水杨酸钠和甲氧基水杨酸酯)、脂肪酸(例如月桂酸、油酸、十一

烷酸和油酸甲酯)、脂肪醇(例如辛醇和壬醇)、月桂氮酮、环糊精、麝香草酚(thymol)、柠檬

烯(limonene)、脲、壳聚糖和其它天然和合成的聚合物。

[0202] 在某些实施方案中，渗透性促进剂为多元醇。在一些实施方案中，寡核苷酸与多元

醇混合。本发明溶液中包含的适合多元醇包括甘油和糖醇例如山梨糖醇、甘露糖醇或木糖

醇、聚乙二醇及其衍生物。

[0203] 在一些实施方案中，本发明的药物组合物还包括一种或多种各种其它的药学上可

接受的成分，例如但不限于缓冲剂、防腐剂、表面活性剂、载体、溶剂、稀释剂、共溶剂、造粘
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剂/增粘剂、赋形剂、佐剂和媒介物中的一种或多种。在某些实施方案中，在本发明的组合物

中包括接受的防腐剂例如杀藻胺和依地酸二钠(EDTA)，浓度足够有效的抑菌作用，按组合

物的重量计约0.0001-0.1％。

[0204] 根据一个实施方案，多元醇为甘油。在各个实施方案中，甘油存在的最终浓度按药

物组合物的体积计，约0.1％至约35％；约1％至约30％；约5％至约25％，优选约10％至约

20％。在一些实施方案中，按药物组合物的体积计，药物组合物中甘油的最终浓度为约2％、

2.5％、5％、10％、12.5％、15％、17.5％、20％、22.5％、25％、27.5％或约30％。在一个实施

方案中，按药物组合物的体积计，药物组合物中甘油的最终浓度为约2％。在另一实施方案

中，按药物组合物的体积计，药物组合物中甘油的最终浓度为约5％或约10％。在又一实施

方案中，按药物组合物的体积计，药物组合物中甘油的最终浓度为约20％。在一些实施方案

中，施加之前使药物组合物达到受试者的体温，约30℃至约38℃。在通过引用整体并入本文

的PCT专利公布no.WO2011/072091中公开了治疗耳病的某些方法。

[0205] 在各个实施方案中，配制寡核苷酸组合物以通过任何适合施用模式局部施用。本

发明药物组合物的适合施用模式包括侵入性和非侵入性施用模式，例如但不限于滴注(例

如，滴耳溶液)、注射(可注射制剂)、沉积(固体或半固体制剂，例如软膏、凝胶)、输注或喷

涂。在某些实施方案中，局部施用本发明的组合物。递送可通过任何方式(例如滴剂、喷雾)

实现，使用任何有效仪器将组合物放入内耳或注射组合物(例如通过鼓膜)。

[0206] 本发明还提供了根据本领域技术人员已知的配制技术制备本发明的药物组合物

的工艺。在一些实施方案中，制备本发明的药物组合物的工艺包括按任何适合顺序合并治

疗有效量的至少一种寡核苷酸化合物、一种或多种渗透性促进剂和至少一种药学上可接受

的赋形剂或载体或其混合物，此类组合物优选具有延长的如本文所述的化学和/或物理稳

定性。在一些实施方案中，制备本发明的药物组合物的工艺包括按任何适合顺序合并治疗

有效量的至少一种寡核苷酸化合物、一种或多种渗透性促进剂和至少一种药学上可接受的

赋形剂或载体或其混合物和抗菌剂和/或防腐剂。在一些实施方案中，药物组合物包括药理

学上可接受的表面活性剂以帮助溶解双链RNA化合物。在某些实施方案中，本发明的药物组

合物进一步包含附加治疗活性剂，此类组合物在如本文所述的联合疗法中有用。在本发明

的一些实施方案中，附加药物活性剂选自但不限于，例如非固醇类抗炎药、皮质类固醇、抗

真菌剂、抗生素等。

[0207] 另一方面，本发明提供了根据本发明所述的药物组合物，用于治疗美尼尔氏症；减

轻选自耳鸣、EHL、阵发性眩晕和听力丧失的一种或多种症状；减轻进行性听力丧失，提供螺

旋神经节细胞的神经保护，给予前庭神经节细胞的神经保护，防止螺旋神经节细胞中的凋

亡性细胞死亡和防止前庭神经节细胞中的凋亡性细胞死亡。

[0208] 用于改善本文公开的分子的递送的组合物包括双链RNA分子与靶向分子的偶联

物。偶联物通常通过靶向分子与双链RNA分子有义链的共价结合形成，以便不破坏沉默活

性。用于本发明的潜在靶向分子包括蛋白质、肽和适体以及天然化合物，例如胆固醇。对于

靶向抗体而言，已使用与鱼精蛋白融合蛋白的偶联(见例如：Song等，Antibody  mediated 

in  vivo  delivery  of  small  interfering  RNAs  via  cell-surface  receptors ,Nat 

Biotechnol.2005.23(6):709-17)。

[0209] 还提供了试剂盒、容器和包括如本文提供的用于减少CASP2、NOX3、CAPNS1表达的

说　明　书 23/35 页

25

CN 103917647 B

25



核酸分子(例如siNA分子)的制剂，用于向患者施用或分配核酸分子。试剂盒可包括至少一

个容器和至少一个标签。适合的容器包括(例如)瓶子、小瓶、注射器和试管。容器可由各种

材料构成，例如玻璃、金属或塑料。试剂盒可进一步包括相关指示和/或说明；也可包括用于

此类目的试剂和其它组合物或工具。

[0210] 容器可选地容纳对治疗、诊断、预测或预防病状有效的组合物并且可具有无菌入

口(例如容器可为静脉溶液包或具有可被皮下注射针刺穿的塞子的小瓶)。组合物中的活性

剂可为能够特异性结合和/或调节CASP2、NOX3、CAPNS1功能的核酸分子。

[0211] 试剂盒可进一步包括第二个容器，其包括药学上可接受的缓冲剂，例如磷酸盐缓

冲盐水、林格氏溶液(Ringer’s  solution)和/或右旋糖溶液。试剂盒可进一步包括从商业

和用户的角度来看合乎需要的其它材料，包括其它缓冲剂、稀释剂、过滤器、搅拌器、针头、

注射器和/或有指示和/或使用说明的包装说明书。

[0212] 在使用之前包装核酸分子的单位剂量安瓿或多剂量容器可包括装入一定量的

dsRNA或含有适合其药学有效剂量的dsRNA或多个有效剂量的溶液的密封容器。dsRNA包装

成无菌制剂，并且密封容器设计为保持制剂的无菌性直至使用。

[0213] 其中dsRNA包括编码细胞免疫反应元件或其片段的序列的容器可包括有标签的包

装，并且标签可能带有政府机构，例如食品和药物管理局规定形式的公告，所述公告反映了

所述机构根据联邦法律批准生产、使用或销售其中的多聚核苷酸材料供人施用。

[0214] 联邦法律要求人治疗中药物组合物的使用应通过联邦政府机构批准。在美国，由

食品和药物管理局负责实施，发布了获得此类批准的适当法规，在美国法典第21篇第301-

392条中有详细描述。美国法典第42篇第262条提供了对生物材料，包括由动物组织制成的

产品的法规。大多数外国国家要求类似批准。法规因国家不同而不同，但是个别程序为本领

域的技术人员众所周知并且本文提供的组合物和方法优选地相应遵守。

[0215] 施用

[0216] 本文公开的方法包括根据良好医疗实践的分子的施用和给药，考虑到了个别患者

的临床状况、待治疗的疾病、施用部位和方法、施用的时间安排、患者年龄、性别、体重和医

师所知的其它因素。

[0217] “治疗有效剂量”或“治疗有效量”指在受试者或其生理系统中有效实现改善的药

物化合物或组合物的量，所述改善包括但不限于存活率提高、恢复更快、抑制疾病进展或症

状改善或消除和由本领域技术人员根据适当确定措施选择的其它指标。

[0218] 因此如本领域已知，由此类因素决定用于本文目的的“治疗有效剂量”或“治疗有

效量”。所述剂量必须有效实现改善，包括但不限于存活率提高或恢复更快或症状改善或消

除和由本领域技术人员根据适当措施选择的其它指标。本发明的药物组合物呈单剂量或多

剂量施用。

[0219] 剂量尤其由寡核苷酸的活性、所述病症的适应症和严重程度决定并且包括在药学

上可接受的赋形剂或载体中施用总计约0.1ng至约10mg、约1ng至约1mg或约10ng至约1mg寡

核苷酸的剂量。组合物中双链RNA化合物的浓度介于0.1mg/ml至100mg/ml之间，优选介于

1mg/ml至100mg/ml之间，并且更优选介于5mg/ml至20mg/ml之间。

[0220] 在一些实施方案中，对于人而言寡核苷酸化合物的有效剂量在1ng/kg至约20-

100mg/kg体重/天，优选约0.01mg至约2-10mg/kg体重/天，按单剂量或多剂量方案，每天一
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次或每天两次或三次或更多次，施用1-4周或更长时间或甚至在受试者的生命期内施用。

[0221] 通过任何适合施用模式向受试者施用本发明的药物组合物。本发明寡核苷酸组合

物的适合施用模式包括侵入性和非侵入性施用模式，例如但不限于滴注(滴耳剂)、注射、沉

积或喷涂到耳部。在某些实施方案中，本发明的组合物作为滴耳剂向耳道局部施用或通过

插管注射到耳道内或通过鼓膜注射(经鼓室注射)。在许多情况下，施用模式可取决于许多

因素，包括但不限于患病耳、治疗的疾病或病状或损伤的性质和严重程度以及个别受试者

的其它临床状况。

[0222] 在各个实施方案中，按提供预防或治疗作用有效的量递送本发明的药物组合物。

预防或治疗作用的实例包括抑制靶蛋白表达或敲除至少一个靶基因。在某些实施方案中，

抑制至少一个靶基因的表达赋予细胞和/或组织神经保护性。

[0223] 相应地，呈允许活性成分(即至少一种寡核苷酸化合物)预防、抑制、改善或治疗本

文公开的疾病和病状的任何形式施用本发明的药物组合物。通过非限制性实例的方式，药

物组合物可配制成乳膏、泡沫、糊剂、软膏、乳液、液体溶液、凝胶、喷雾、悬浮液、微乳液、微

球、微胶囊、纳米球、纳米粒子、脂囊泡、脂质体、多聚囊泡、贴片、生物插入物、气溶胶、聚合

材料或聚合样材料和/或本领域已知的任何其它形式，包括适合已知或新型药物递送系统

或装置的任何形式，例如可移动和/或可吸收、可溶解和/或可降解的植入物。例如，可通过

玻璃体内或经鼓室注射侵入性地；或例如通过滴耳剂、耳泡沫、喷雾、凝胶、乳膏或软膏局部

利用无菌液体药物组合物、溶液或悬浮液。液体组合物包括有或无有机共溶剂的水溶液、水

或油悬浮液、具有食用油的乳液以及类似药物媒介物。

[0224] 耳部疾病和病症

[0225] 本文公开了用于受试者耳内神经元的神经保护的方法和试剂盒。所述方法和试剂

盒用于提供螺旋神经节的神经保护，从而减弱或防止耳蜗功能，包括进行性听力丧失和耳

鸣。保护神经元免受各种创伤，包括外伤、局部缺血、化学试剂(例如耳毒素)、传染物、免疫

反应或营养失衡引起的损伤或损害。在一些实施方案中本文提供了减少患有与听觉系统

和/或前庭系统组织中的病理异常或变化相关的疾病的受试者的螺旋神经节和/或前庭神

经节中神经元细胞的损失的方法，包括向受试者的耳部施用下调CASP2基因、NOX3基因、

CAPNS1基因或RHOA基因的表达的双链RNA(dsRNA)化合物的剂量，从而对受试者耳中的螺旋

神经节细胞和/或前庭神经节细胞提供神经保护。在一些实施方案中，与对照神经细胞群相

比，在神经细胞群中所述施用导致神经细胞死亡减少至少10％。在各个实施方案中所述异

常或变化特别与听觉器官组织的病理异常/变化和/或前庭器官组织的病理异常/变化相

关，此类变化例如神经元退化或神经元细胞死亡。在一些实施方案中，dsRNA化合物下调

CASP2基因并且包含具有SEQ  ID  NO:8中列出的核苷酸序列的有义链和具有SEQ  ID  NO:9中

列出的核苷酸序列的反义链，优选SEQ  ID  NO:24或26中列出的有义链和SEQ  ID  NO:25或27

中列出的反义链。

[0226] 在一些实施方案中本文公开的方法包括预防、治疗或减轻受试者听觉系统和/或

前庭系统组织中病理异常/变化相关的耳病的影响，包括向受试者的耳部施用下调CASP2基

因、NOX3基因、CAPNS1基因或RHOA基因的表达的双链RNA(dsRNA)化合物的剂量，从而对受试

者耳中的螺旋神经节细胞和/或前庭神经节细胞提供神经保护。在一些实施方案中，与对照

神经细胞群相比，在神经细胞群中所述施用导致神经细胞死亡减少至少10％。在各个实施
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方案中所述异常或变化特别与听觉器官组织的病理异常/变化和/或前庭器官组织的病理

异常/变化相关，此类变化例如神经元退化或神经元细胞死亡。在一些实施方案中，dsRNA化

合物下调CASP2基因并且包含具有SEQ  ID  NO:8中列出的核苷酸序列的有义链和具有SEQ 

ID  NO:9中列出的核苷酸序列的反义链，优选SEQ  ID  NO:24或26中列出的有义链和SEQ  ID 

NO:25或27中列出的反义链。

[0227] 在本文公开的上下文中用“耳毒素”意指通过其化学作用损伤、损害或抑制与听力

或平衡有关的神经元的活性，而损害听力和/或平衡的物质。耳毒素包括治疗性药物，包括

抗肿瘤剂、水杨酸盐、袢利尿剂、奎宁和氨基糖苷类抗生素、食物或药剂中的污染物及环境

或工业污染物。

[0228] 相应地，一方面提供了为受试者耳内的神经元提供神经保护的方法和试剂盒，从

而通过向受试者施用本文公开的dsRNA预防、减轻或治疗听力损伤、病症或失衡，例如耳毒

素诱导的听力损伤、病症或失衡。

[0229] 耳毒性氨基糖苷类抗生素包括但不限于新霉素(neom y c i n)、巴龙霉素

(paromomycin)、核糖霉素(ribostamycin)、利维霉素(lividomycin)、卡那霉素

(kanamycin)、丁胺卡那霉素(amikacin)、托普霉素(tobramycin)、紫霉素(viomycin)、庆大

霉素(gentamicin)、西索米星(sisomicin)、乙基西梭霉素(netilmicin)、链霉素

(streptomycin)、地贝卡星(dibekacin)、福提霉素(fortimicin)和双氢链霉素

(dihydrostreptomycin)或其组合。特定抗生素包括新霉素B、卡那霉素A、卡那霉素B、庆大

霉素C1、庆大霉素C1a、庆大霉素C2和已知具有强毒性，特别是耳毒性和肾毒性，降低此类抗

菌剂的实用性的抗生素。

[0230] 对于抗癌剂而言耳毒性也是严重的剂量限制性副作用。耳毒性肿瘤剂包括但不限

于长春新碱(vincristine)、长春碱(vinblastine)、顺铂(cisplatin)和顺铂样化合物及紫

杉醇(taxol)和紫杉醇样化合物。顺铂样化合物尤其包括(卡铂) 四铂

(tetraplatin)、奥沙利铂(oxaliplatin)、奥沙利铂脂质体(aroplatin)和反铂

(transplatin)并且是铂基化学治疗剂。

[0231] 具有已知耳毒性副作用的利尿剂，特别是“袢”利尿剂包括但不限于利尿磺胺

(furosemide)、利尿酸(ethacrylic  acid)和汞剂(mercurial)。

[0232] 耳毒性奎宁包括但不限于通常用于治疗疟疾的奎宁合成代用品。在一些实施方案

中，听力障碍是5型磷酸二酯酶(PDE-5)抑制剂，包括西地那非(sildenafil) 伐

地那非(vardenafil) 和他达拉非(tadalafil)(Cialis)的副作用。

[0233] 水杨酸盐，例如阿斯匹林(aspirin)具有耳毒性副作用，包括耳鸣(“耳内振鸣

(ringing)”)和暂时性听力损失。而且，如果长时间高剂量用药，听力损伤可变为持续性且

不可逆。

[0234] 本文进一步公开了用于为耳部神经元提供神经保护的方法和试剂盒，其中神经元

受机械和物理性外伤损害。

[0235] 在各个实施方案中，本文提供了一种用于受试者耳内前庭神经节的神经保护的方

法。所述方法和试剂盒用于提供前庭神经节的神经保护，从而减弱或防止前庭功能，包括但

不限于恶心、失去平衡或眩晕。在大多数哺乳动物(包括人)中，前庭感觉系统有助于平衡及
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空间定位和稳定性感觉。

[0236] 美尼尔氏症

[0237] 美尼尔氏症，也称为特发性内淋巴积水(ELH)，是一种导致眩晕和耳鸣的内耳病

症，并且最终神经损伤导致听力丧失。美尼尔氏症的原因仍不清楚。特征在于耳蜗前庭功能

障碍和内淋巴积水(尸检)。美尼尔氏症的主要体征和症状是：

[0238] a)阵发性眩晕。眩晕发作通常毫无征兆地发生并且一般持续约20分钟到2个小时

或更长时间，长达24小时。严重的眩晕可引起恶心和呕吐。

[0239] b)听力丧失。美尼尔氏症中的听力丧失可能波动，特别是在病程早期。最后，大多

数人经历一定程度的永久性听力丧失。听力丧失可为单侧或双侧。

[0240] c)耳鸣。耳鸣是在耳内感受到振鸣、嗡嗡声(buzzing)、轰鸣(roaring)、鸣笛

(whistling)或嘶嘶声(hissing)。美尼尔氏症，耳鸣往往很低沉。

[0241] d)耳胀。耳胀是感觉到耳内闷胀或压力。

[0242] 不希望受理论约束，人们通常认为耳蜗毛细胞和前庭毛细胞在美尼尔氏症患者中

死亡，从而引起听力丧失。毛细胞是位于内耳中的感觉感受器。听觉毛细胞位于耳蜗的

Corti器官中并且牵涉于检测声音和将声音转换为通过神经纤维发送到大脑的电信号。前

庭毛细胞位于内耳的前庭(平衡)器官(椭圆囊、球囊、壶腹)中。它们检测头部位置的变化并

将信号发送到大脑以帮助维持身体姿式、眼睛位置和平衡。在听觉或前庭毛细胞缺乏时，源

自声波或重力的能量不会转换为神经信号，并且听力或平衡缺陷随之发生。

[0243] 在优选实施方案中，治疗的受试者为温血动物并且，特别是哺乳动物，并且优选

人。

[0244] “治疗受试者”指向受试者施用缓和或减轻疾病或病状相关症状、延迟疾病发作、

减缓疾病进展、降低严重程度或治愈疾病或防止疾病发生有效的治疗性物质。“治疗”指治

疗性治疗和防治或预防性措施，其中目的是预防疾病、减缓疾病进展或减少疾病的症状。需

要治疗的受试者包括已经在经历所述疾病或病状的受试者、处于所述疾病或病状的风险或

易患所述疾病或病状的受试者和要预防所述疾病或病状的受试者。在美尼尔氏症发作之

前、期间或之后施用本发明的组合物。

[0245] 本文提供了减少患有与听觉系统和/或前庭系统中的病理异常相关的疾病的受试

者的螺旋神经节和/或前庭神经节内的神经细胞损失的方法，包括向受试者的耳部施用下

调CASP2基因表达的双链RNA(dsRNA)化合物的剂量，其中所述基因编码SEQ  ID  NO:1-3中任

一个列出的mRNA，从而对受试者耳内的螺旋神经节细胞和/或前庭神经节细胞提供神经保

护。在优选实施方案中，dsRNA化合物包含具有SEQ  ID  NO:8中列出的核苷酸序列的有义链

和具有SEQ  ID  NO:9中列出的核苷酸序列的反义链。

[0246] 联合疗法

[0247] 治疗美尼尔氏症和本文公开的相关疾病和病症的方法包括施用针对CASP2基因的

双链RNA化合物。进一步公开了联合疗法，其包括治疗患有美尼尔氏症或受美尼尔氏症影响

或易患美尼尔氏症的受试者的已知治疗，连同新型药物组合物并且将本文所述的疗法视为

本发明的一部分。

[0248] 用“连同”或“结合”意指在施用本发明的药物组合物之前、同时或之后施用另外的

药学上有效的化合物。因此和相同或单独药物制剂依次或同时施用以上提到的组合的单独
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组分。通过任何适合途径施用第二治疗剂，例如通过眼睛、耳部、口腔、面颊、吸入、舌下、直

肠、阴道、经尿道、鼻内、局部、经由皮肤(即，经皮)或肠胃外(包括静脉内、肌肉内、皮下和冠

状动脉内)施用。

[0249] 在一些实施方案中，本文公开的分子和第二治疗剂/组合物通过相同途径施用，呈

单一组合物或作为两种或更多种不同的药物组合物提供。然而，在其它实施方案中，本发明

新型药物组合物和第二治疗性组合物/治疗剂的不同施用途径可能或优选。本领域的技术

人员知道单独或组合施用每种治疗剂的最佳模式。

[0250] 已经以说明方式描述了本发明，并且应理解所用术语旨在具有描述而非限制性语

言的性质。

[0251] 根据以上教导，本发明的许多修饰和变型是可能。因此，应理解在本发明所附权利

要求的范围内，除非特别描述，可实践本发明。

[0252] 本申请从头到尾，作者按年份和专利编号引用了各种出版物，包括美国专利。这些

出版物及专利和专利申请的公开内容整体据此通过引用并入本申请，以便更全面地描述本

发明所属领域的状态。

[0253] 下面参考实施例详细说明了本发明，但是不应解释为对其的限制。

[0254] 本文对任何文件的引用均不作为承认此文件是相关现有技术或视为符合本申请

任何权利要求的可专利性的材料。关于任何文件的内容或日期的任何声明均基于在提交时

申请人可用的信息并不构成关于此类声明正确性的承认。

实施例

[0255] 没有进一步详述描述，据信本领域的技术人员可使用前面的描述，最大限度地利

用本发明。因此，下列优选特定实施方案应解释为仅为说明性，而不以任何方式限制要求保

护的发明。

[0256] 通用方法-分子生物学和免疫测定

[0257] 如同在Sambrook等，Molecular  cloning:A  laboratory  manual,Cold  Springs 

Harbor  Laboratory ,New-York(1989 ,1992)和Ausubel等，Current  Protocols  in 

Molecular  Biology ,John  Wiley和Sons ,Baltimore ,Maryland(1988)中，并且如同在

Ausubel等，Current  Protocols  in  Molecular  Biology,John  Wiley和Sons,Baltimore,

Maryland(1989)中和如同在Perbal ,A  Practical  Guide  to  Molecular  Cloning ,John 

Wiley&Sons ,New  York(1988)中，并且如同在Watson等，Recombinant  DNA ,Scientific 

American  Books ,New  York中和在Birren等(编辑)Genome  Analysis:A  Laboratory 

Manual  Series，第1-4卷Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,New  York(1998)中和美

国专利No.4,666,828、4,683,202、4,801,531、5,192,659和5,272,057中列出并且通过引用

并入本文的方法论，通常基本上按照本领域已知、本文未具体描述的标准分子生物学方法。

如PCR  Protocols:A  Guide  To  Methods  And  Applications,Academic  Press,San  Diego,

CA(1990)中所讨论那样，进行聚合酶链式反应(PCR)。原位PCR结合流式细胞术(FACS)可用

于检测含特定DNA和mRNA序列的细胞(Testoni等，Blood  1996,87:3822.)。进行qPCR和RT-

PCR的方法在本领域中众所周知。

[0258] 如同在Organic  syntheses：第1-79卷，编辑不同，J.Wiley ,New  York ,(1941-
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2003)；Gewert等，Organic  synthesis  workbook ,Wiley-VCH ,Weinheim(2000)；Smith&

March,Advanced  Organic  Chemistry,Wiley-Interscience；第5版(2001)中，通常基本上

按照本领域已知，本文未具体描述的标准有机合成方法。

[0259] 如同在Pergamon  Press出版的不同作者和编辑的"Comprehensive  Medicinal 

Chemistry"系列中一样，通常基本上按照本领域已知，本文未具体描述的标准药物化学方

法。

[0260] 一般而言，ELISA为优选免疫测定法。ELISA测定法为本领域技术人员众所周知。多

克隆和单克隆抗体均可用于测定。在适当情况下，如本文领域人员已知，可使用其它免疫测

定法，例如放射免疫测定法(RIA)。在专利和科学文献中广泛描述了可用的免疫测定法。见，

例如，美国专利No.3,791,932、3,839,153、3,850,752、3,850,578、3,853,987、3,867,517、

3,879,262、3,901,654、3,935,074、3,984,533、3,996,345、4,034,074、4,098,876、4,879,

219、5,011,771和5,281,521以及Sambrook等，Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual,

Cold  Springs  Harbor,New  York,1989。

[0261] siRNA活性

[0262] 使用专利算法或本领域已知的算法生成用于生成活性和治疗上有用的dsRNA的有

义和反义序列。

[0263] 一般而言，在6孔板上每个孔接种约1.5-2×105个试验细胞(对于靶向人基因的

siRNA而言为HeLa细胞和/或293T细胞而对于靶向大鼠/小鼠基因的siRNA而言为NRK52细胞

(正常大鼠肾近端小管细胞)和/或NMuMG细胞(小鼠乳腺上皮细胞系))(70-80％汇合)。

[0264] 约24小时后，使用LipofectamineTM2000试剂(Invitrogen)，在5nM或20nM的最终浓

度下用siRNA化合物转染细胞。在37℃下在CO2培育箱中培育细胞72小时。

[0265] 使用PTEN-Cy3标记的siRNA化合物作为转染的阳性对照。测试各种经化学修饰的

siRNA化合物的活性。使用GFP  siRNA化合物作为siRNA活性的阴性对照。

[0266] 转染72小时后，收获细胞并且从细胞中提取RNA。通过荧光显微镜检查术测试转染

效率。

[0267] 使用对表达内源基因的细胞中Casp2基因的qPCR分析测定使用特定优选siRNA结

构对基因表达的抑制。

[0268] 一般而言，具有选择用于体外测试的特定序列的siRNA对人和第二物种，例如非人

灵长类动物、大鼠或兔子基因有特异性。

[0269] 血清稳定性实验

[0270] 测试根据本发明所述的经化学修饰的siRNA化合物在人血清中的双链体稳定性，

如下：

[0271] 在37℃下在100％人血清(Sigma  Cat#H4522)中培育最终浓度为7uM的siRNA分子。

(siRNA原液100uM稀释于人血清中1:14.29)。

[0272] 在不同时间点(0、30分钟、1小时、3小时、6小时、8小时、10小时、16小时和24小时)

将5ul添加到15ul  1.5×TBE上样缓冲液中。立即将样品在液氮中冷冻并保持在-20℃。

[0273] 将每个样品装载到根据本领域已知方法制备的非变性20％丙烯酰胺凝胶上。在紫

外光下用溴化乙锭使寡聚物可见。

[0274] 实施例1：小鼠内耳中CASP2的表达
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[0275] Phexhyp-Duk遗传小鼠模型模拟人美尼尔氏症的症状，包括内淋巴积水(ELH)和进行

性听力丧失。在Megerian等(“A  mouse  model  with  postnatal  endolymphatic  hydrops 

and  hearing  loss”,Hearing  Res  2008；237(1-2):90-105)中详述了这种模型，其据此通

过引用整体并入。突变小鼠在出生后立即自发发展伴有前庭功能受损的ELH，接着前庭和螺

旋神经节中的神经元凋亡。最后，前庭和耳蜗腔隙中的感觉细胞退化并且出现进行性听力

丧失和平衡损坏。

[0276] 在野生型和Phexhyp-Duk小鼠中评定小鼠内耳中CASP2的表达。在包括3周龄、2月龄

和3月龄的野生型和Phexhyp-Duk突变雄性小鼠的2个单独实验中定性评估Casp2蛋白质水平。

解剖小鼠的内耳，固定、包埋在石蜡中并切片以获得表示听觉和前庭腔隙以及螺旋神经节

的载玻片。载玻片用于组织学评估。每只耳朵3个载玻片用于内耳中dsRNA分布的原位杂交

分析。使用Casp2抗体(Santa  Cruz，SC-623)，通过载玻片的免疫组织化学评定Casp2蛋白质

表达，并且用Tyramid扩增系统(TSATM,PerkinElmer)扩增HRP信号序列。

[0277] 在所有样品，特别是Corti染色器官(OC)中，在毛细胞、螺旋神经节(SG)、耳蜗神经

和前庭感觉上皮细胞(斑点)中观察到Casp2阳性细胞。另外，在少数样品中在骨陷窝(可能

是骨髓)和血管(内皮细胞)中出现非特异性染色。在测试年龄，在Casp2前体蛋白质水平上

没有观察到突变型和野生型之间有差异。本文在以下表1中提供了染色结果。

[0278] 表1.野生型和Phexhyp-Duk突变小鼠内耳中的CASP2表达模式

[0279]

[0280] 实施例2：Phexhyp-Duk/Y小鼠(美尼尔氏症模型)中siRNA向小鼠内耳递送的评估和4

种siRNA分子的功效

[0281] 目的：使用美尼尔氏症(MD)的小鼠模型评估沉默4种靶基因的几种dsRNA分子的安

全性和潜在疗效。

[0282] Phexhyp-Duk遗传小鼠模型模拟人美尼尔氏症的症状，包括内淋巴积水(ELH)和进行

性听力丧失。在Megerian等(“A  mouse  model  with  postnatal  endolymphatic  hydrops 

and  hearing  loss”,Hearing  Res  2008；237(1-2):90-105)中详述了这种模型，其据此通

过引用整体并入。

[0283] 通过以下进行对内耳中dsRNA的安全性和疗效的评定：
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[0284] 评估Ecog性能状态；

[0285] 评估内耳的组织切片；

[0286] 评估内耳功能(双侧)；

[0287] 非侵入性听力测试；

[0288] 卡嗒声(Click)、8、16和32Hz下的听觉诱发脑干反应(ABR)；

[0289] 畸变产物耳声发射(DPOAE)-4、6、8、10、12、14、16、18和20kHz下的幅度；

[0290] 非侵入性前庭功能测试；

[0291] 前庭诱发肌性电位。

[0292] 研究分两个阶段进行：

[0293] 研究1.对正常野生型小鼠的初步dsRNA内耳递送和安全性研究。

[0294] 研究2.对雄性Phexhyp-Duk/Y小鼠中靶向4种不同基因的dsRNA分子的疗效的评估。

[0295] 研究1的目的：使用滴耳剂非侵入性内耳递送和向小鼠内耳多次施用dsRNA的安全

性评定。研究1：表2和图2中示出了研究设计。

[0296] 表2：研究1设计

[0297]

[0298] *P＝出生后的天数，即P15指出生后15天。

[0299] 从P15开始，每周为各3只小鼠的7个组递送dsRNA或媒介物。在最后一次施用试验

或对照物品前当天及其施用之前进行功能测试。dsRNA分子的施用需要动物固定(麻醉)40-

60分钟。因此，进行需要麻醉的功能测试性能时间表的优化。对相同年龄的完整未治疗小鼠

的功能测试用作基线对照。

[0300] 图3显示，通过ABR阈值评定，每周用dsRNA或媒介物滴耳剂对野生型小鼠内耳的治

疗不影响听力功能。对于每次KHz测量，经siRNA治疗的动物的结果在左侧，未经治疗的动物

在中间而经媒介物治疗的动物在右侧。

[0301] 研究2.对雄性Phexhyp-Duk/Y小鼠中靶向4种不同基因CASP2、NOX3、CAPNS1和RHOA的

4种dsRNA分子的疗效的初步评估。

[0302] 研究目的：通过使用功能和组织评估，评定美尼尔氏症小鼠遗传模型中dsRNA试验

分子的功效。

[0303] 研究2：表3和图4A和4B中示出了研究设计。图4A示出了Phexhyp-Duk/Y内耳中事件的
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近似时间轴。虚线指出现表现型、轻度听力丧失(HL)、内淋巴积水(ELH)体征、螺旋神经节细

胞(SGC)退化或毛细胞退化，动物间发作、表现和严重程度上有一些可变性。虚线后面的实

线指表现型随年龄而建立。(来自于Hear  Res.2008March；237(1-2):90–105)。

[0304] 表3：研究2设计

[0305]

[0306] 从P15开始，每周为各12只小鼠的6个组递送dsRNA或媒介物并且直至P63。在施用

试验或对照物品当天及其施用之前每周进行功能测试。dsRNA施用需要动物固定(麻醉)40-

60分钟并且进行需要麻醉的功能测试性能时间表的优化。对相同年龄的完整未治疗小鼠的

功能测试用作基线对照。

[0307] 在菌落扩增过程中递增地向研究组增加动物。

[0308] 进行统计分析以比较年龄匹配的经治疗和对照PhexHyp-Duk/Y小鼠之间听觉、前庭

和行为测试的结果。P<0.05视为差异显著。

[0309] 终止后，解剖小鼠的内耳，固定、包埋在石蜡中并切片以表示听觉和前庭腔隙以及

螺旋神经节。载玻片用于内耳形态学的组织学评估。用于制备该研究中利用的药物组合物

的CASP2dsRNA化合物(CASP2siRNA，指定为siCASP2、QPI1007或1007)是具有两条单独链的

19-核苷酸平端双链体，反义链(AS，引导链)包含在位置1、3、5、7、9、10、12、14、16和18(大写

字母)的未经修饰的核糖核苷酸和位置2、4、6、8、11、13、15、17和19(小写字母)的经2’OMe糖

修饰的核糖核苷酸；并且有义链(SEN，随从链)包含未经修饰的核糖核苷酸和在位置18(加

下划线的粗体)的L-脱氧核糖核苷酸及5’末端的反向脱氧核糖脱碱基部分(iB)，如下所示：
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[0310]

[0311] NOX3dsRNA化合物(siNOX3_4)是具有两条单独链的19-核苷酸平端双链体(人、小

鼠、大鼠跨物种)，反义链(AS，引导链)包含位置2、4、6、810、12、14、16和18(大写字母)的未

经修饰的核糖核苷酸和位置1、3、5、7、9、11、13、15、17和19(小写字母)的经2’OMe糖修饰的

核糖核苷酸；并且有义链(SS，随从链)包含位置2、4、6、810、12、14、16和18(小写字母)的经

2’OMe糖修饰的核糖核苷酸和位置1、3、5、7、9、11、13、15、17和19(大写字母)的未经修饰的

核糖核苷酸。有义链的3’末端和反义链的3’末端均未磷酸化。

[0312] siNOX3_4

[0313]

[0314] CAPNS1  dsRNA化合物(siCAPNS1_13)是具有两条单独链的19-核苷酸平端双链体，

反义链(AS，引导链)包含位置2、4、6、810、12、14、16和18(大写字母)的未经修饰的核糖核苷

酸和位置1、3、5、7、9、11、13、15、17和19(小写字母)的经2’OMe糖修饰的核糖核苷酸；并且有

义链(SS，随从链)包含位置2、4、6、810、12、14、16和18(小写字母)的经2’OMe糖修饰的核糖

核苷酸和位置1、3、5、7、9、11、13、15、17和19(大写字母)的未经修饰的核糖核苷酸；

[0315] siCAPNS1_13

[0316]

[0317] RHOA  dsRNA化合物(siRHOA_4)是具有两条单独链的19-核苷酸平端双链体，反义

链(AS，引导链)包含位置2、4、6、810、12、14、16和18(大写字母)的未经修饰的核糖核苷酸和

位置1、3、5、7、9、11、13、15、17和19(小写字母)的经2’OMe糖修饰的核糖核苷酸；并且有义链

(SS，随从链)包含位置2、4、6、810、12、14、16和18(小写字母)的经2’OMe糖修饰的核糖核苷

酸和位置1、3、5、7、9、11、13、15、17和19(大写字母)的未经修饰的核糖核苷酸；

[0318] siRHOA_4

[0319]

[0320] EGFP(增强型荧光绿色蛋白)对照dsRNA化合物(siEGFP_5)是具有两条单独链的

19-核苷酸平端双链体，反义链(AS，引导链)包含位置2、4、6、810、12、14、16和18(大写字母)

的未经修饰的核糖核苷酸和位置1、3、5、7、9、11、13、15、17和19(小写字母)的经2’OMe糖修

饰的核糖核苷酸；并且有义链(SS，随从链)包含位置2、4、6、810、12、14、16和18(小写字母)

的经2’OMe糖修饰的核糖核苷酸和位置1、3、5、7、9、11、13、15、17和19(大写字母)的未经修

饰的核糖核苷酸；

[0321] siEGFP_5
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[0322]

[0323] 结果和结论

[0324] ABR功能测试的结果：Phexhyp-Duk/Y小鼠在所有频率下均展示出听力明显丧失。在

开始系统测量之前P29出现听力功能严重丧失并且在阴性对照组而非siRNA治疗组中有进

一步恶化的趋势。已经在P29，经siRNA治疗的小鼠(在P15和P22治疗2次)的听力功能在所有

频率下似乎都比经媒介物治疗的小鼠明显更好并且有利于经siRNA治疗的小鼠的这种差异

随时间变得更加显著。从P70开始，与经siEGFP治疗的动物相比，在所有siRNA治疗组中在

16-32kHz下的听力功能变得明显更好。图5E中示出了P90天时的ABR结果。在所有图5A-5D

中，带开口正方形的虚线表示媒介物；带开口三角形的短破折号虚线表示经siCASP2治疗的

动物；带加号(“+”)的中长破折号虚线表示经siEGFP治疗的动物；带实心圆圈的中长破折号

虚线表示经siEGFP治疗的动物；带星号的长破折号虚线表示经siRHOA治疗的动物；带空心

圆圈的实线表示经siCAPNS1治疗的动物。x轴提供了P29-P90的每周测试天数而y轴提供了

来自ABR试验的dB读数。y轴是4次试验中的不同尺度，卡嗒声为～75-87.5dB，8KHz为～60-

80，16KHz为～40-70并且32KHz为～55-75。

[0325] 图5E显示在P90天，在经试验化合物治疗的动物中ABR提高。在媒介物和siEGFP之

间没有统计上显著的差异。对于正常小鼠而言在卡嗒声下的ABR：55dB；在8kHz下：40dB；

16kHz：35dB；在32kHz下：40dB。

[0326] 结论：在siCASP2、siCAPNS1、siNOX3和siRHOA治疗组中，Phexhyp-Duk/Y小鼠显示出

听力功能保护。组织学验证了对螺旋神经节和前庭神经节神经元的神经保护。

[0327] 组织学染色的结果：在研究终止时对由所有小鼠制备的内耳切片的组织学分析证

明，与对照相比，大体上且明显保护了经siRNA治疗的小鼠中的螺旋和前庭神经节细胞。对

这种模型而言典型的ELH(内淋巴积水)表现型不受siRNA治疗影响。不出所料，在疾病的这

个阶段(P90)，在所有研究组中均未观察到感觉上皮细胞的变化。与媒介物治疗组相比，在

Phexhyp-Duk/Y小鼠经dsRNA治疗的耳内，螺旋神经节细胞和前庭神经节细胞显示出对凋亡性

死亡的显著防护。比较图6B与6A、6D与6C和6F与6E。黑色(畸变组织)示出了图6A中的神经节

细胞死亡区域和图6B中的致密神经节区域。耳蜗毛细胞和前庭毛细胞似乎在所述模型中不

受影响并且与对照相比，用siCASP2治疗未产生附加效应。用经siCAPNS1、siNOX3和siRHOA

治疗的动物得到类似结果。图7A示出了来自经媒介物治疗(左图)或siEGFP治疗(右图)的

Phexhy p- Duk突变小鼠的耳蜗顶回中的神经节细胞。图7B、7C和7D分别示出了来自经

siCAPNS1、siNOX3和siRHOA治疗的动物的耳蜗顶回中的神经节细胞。所有放大倍数均为×

63。图8A示出了来自经媒介物治疗(左图)或siEGFP治疗(右图)的Phexhyp-Duk突变小鼠的前

庭神经节细胞。图8B、8C和8D分别示出了来自经siCAPNS1、siNOX3和siRHOA治疗的动物的前

庭神经节细胞。所有放大倍数均为×63。螺旋神经节细胞的存活率是听力保护中的关键因

素。

[0328] 在这项研究中小鼠体内的dsRNA递送通过滴耳剂施加实现。在临床环境下，经鼓室

注射药物是在临床上的常规并且使用滴耳剂递送dsRNA是可能的。此外，在本文公开的研究

中利用的dsRNA仅仅是下调具有不同序列和结构的CASP2、NOX3、CAPNS1和RHOA的dsRNA的非

说　明　书 34/35 页

36

CN 103917647 B

36



限制性实例，并且具有在下调其各自基因中有活性的不同序列和结构的dsRNA物种在实践

本文公开的方法和试剂盒中有用。

[0329] 本文已经广泛地从种属上描述了本发明。属于类属公开内容的每个狭窄物种和亚

属分组也构成本发明的一部分。这包括对本发明的类属描述，附带条件或消极限制是去除

来自所述属的任何主题，而不管是否在本文中明确叙述了去除的材料。其它实施方案在下

列权利要求中。
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