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1.碱基经修饰的反义寡核苷酸，其包含：至少一个具有如下的核苷酸：

a)2’修饰；和

b)嘧啶碱基的C-5位的氨基羰基碱基修饰，

其中所述寡核苷酸的长度为6至22个核苷酸并含有一个或者多个硫代磷酸酯连接物，

且

其中所述2’修饰为2’-OMe，且所述氨基羰基碱基修饰具有以下结构：

其中R为选自以下的至少一员:

2.权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其中所述寡核苷酸以高亲和力与人微RNA

杂交。

3.权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其中所述寡核苷酸的长度为10至18个核

苷酸。

4.权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其包含:2个或者更多个具有以下的核苷

酸：

a)所述2’修饰；和

b)所述氨基羰基修饰的碱基。

5.权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其具有2个至10个既具有所述2’修饰又具

有所述氨基羰基修饰的碱基的核苷酸。

6.权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其中所述寡核苷酸具有一个或者多个2’

脱氧核苷酸。

7.权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其具有5’和/或3’帽结构。
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8.权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其中所述寡核苷酸全部是硫代磷酸酯连

接的。

9.权利要求1或2的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其中所述核苷酸序列与miR-208a、

miR-208b、miR-15b或者miR-21的序列互补。

10.权利要求1或2的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其中所述核苷酸序列与选自序列ID

号1至63的人miRNA的序列互补。

11.药物组合物，其包含：

a)有效量的权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸或者其药学上可接受的盐；和

b)药学上可接受的载体或者稀释剂。

12.权利要求1-10中的任一项的碱基经修饰的反义寡核苷酸或者权利要求11的组合物

在制备用于降低或者抑制细胞中的微RNA活性的药物中的用途。

13.权利要求12的用途，其中所述细胞为哺乳动物细胞。

14.权利要求13的用途，其中所述细胞为心脏细胞。

15.权利要求12的用途，其中所述细胞在体内或者在体外。

16.权利要求11的药物组合物在制备用于预防或者治疗受试者中与微RNA的表达相关

或者由微RNA的表达介导的病症的药物中的用途。

17.权利要求16的用途，其中所述病症为心脏病症或者心血管病症。

18.权利要求17的用途，其中所述心脏病症为病理性心脏肥大、心肌梗塞或者心力衰

竭，以及所述miRNA为miR-208a或者miR-208b。

19.权利要求16-18中的任一项的用途，其中所述药物组合物通过肠胃外给药。

20.权利要求19的用途，其中所述肠胃外给药为静脉内给药、皮下给药、腹膜内给药或

者肌内给药。

21.权利要求19的用途，其中所述药物组合物通过直接注射至心脏组织中来给药。

22.权利要求16-18中的任一项的用途，其中所述药物组合物通过以下方式给药：口服

给药、透皮给药、持续释放给药、受控释放给药、延迟释放给药、栓剂给药、导管给药或者舌

下给药。

23.权利要求16-18中的任一项的用途，其中所述受试者为人类。

24.权利要求1-10中的任一项的碱基经修饰的反义寡核苷酸在制备用于降低或抑制细

胞中微RNA活性或用于预防或治疗受试者中与微RNA的表达相关或者由微RNA的表达介导的

病症的药物中的用途。

25.权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其中所述氨基羰基碱基修饰为在C-5位

经氨基羰基修饰的尿嘧啶或胸腺嘧啶碱基。

26.权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其中所述氨基羰基碱基修饰为在C-5位

经氨基羰基修饰的尿嘧啶。

27.权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其中R为:
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28.权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其中R为:

29.权利要求1的碱基经修饰的反义寡核苷酸，其中R为
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碱基经修饰的寡核苷酸

[0001] 本申请要求2010年11月5日提交的美国临时申请61/410,672的优先权，将其全部

内容并入本文作为参考。

技术领域

[0002] 本发明涉及与互补的多核苷酸具有增强的结合亲和力的经修饰的寡核苷酸。

背景技术

[0003] 微RNA(miR)牵涉在包括心脏功能的调节和维持在内的多种生物学过程中(Van 

Rooij  et  al .，“MicroRNAs:Powerful  New  Regulators  of  Heart  Disease  and 

Proactive  Therapeutic  Targets ,”J .Clin.Invest.117(9):2369-2376(2007)；  Chien 

KR，“Molecular  Medicine:MicroRNAs  and  the  Tell-tale  Heart,”Nature  447:389-390

(2007))。因此，miR代表用于病症包括如心脏肥大、心肌梗塞、心力衰竭、血管损伤和病理性

心脏纤维化等的一类相对新型的治疗靶标。  miR是长度为约18至约25个核苷酸的小的、非

蛋白质编码RNA，并通过促进它们的降解而充当靶标mRNA的阻抑物(此时它们的序列完全互

补)，或者通过抑制翻译而充当靶标mRNA的阻抑物(此时它们的序列含有错配)。机制包括将

成熟miRNA链结合至RNA诱导性沉默复合物(RISC)中，在那里它通过碱基对互补性与它的靶

标RNA联合。

[0004] miRNA功能可通过反义多核苷酸或者通过模拟miRNA功能(“miRNA  模拟”)的多核

苷酸而进行治疗靶向。然而，在治疗上用基于寡核苷酸的药物靶向miRNA遇到数个挑战，包

括RNA-结合亲和力和特异性、细胞摄取的效力和核酸酶抗性。例如，当将多核苷酸引入完整

细胞中时，它们被核酸酶攻击并降解，导致活性损失。尽管已经制备了多核苷酸类似物以试

图避免它们的降解(例如，通过2'取代)(Sproat  et  al .，Nucleic  Acids  Research  17:

3373-3386(1989))，但是所述修饰经常影响多核苷酸的预期生物作用的效力。这种降低的

效力在各种情况中可能是由于经修饰的多核苷酸不能与靶标RNA形成稳定双链体和/或由

于与细胞机构(cellular  machinery)的相互作用的损失。其它修饰包括使用锁定的核酸，

其具有改善RNA-结合亲和力的潜力  (Veedu  et  al.,“Locked  Nucleic  Acid  as  a  Novel 

Class  of  Therapeutic  Agent,”  RNA  Biology6:3,321-323(2009))。

[0005] 用于miRNA抑制剂的寡核苷酸化学模式或者修饰具有改善抑制剂的递送、稳定性、

效力、特异性，和/或毒性分布的潜力，并因此在治疗背景中为有效靶向miRNA功能所需要

的。

发明内容

[0006] 本发明涉及寡核苷酸，所述寡核苷酸包含至少一个具有2’修饰的核苷酸和至少一

个具有氨基羰基修饰的碱基的核苷酸，以及涉及包含所述经修饰的寡核苷酸的药物组合

物，和使用和合成这些寡核苷酸的方法。

[0007] 在一个方面，本发明提供寡核苷酸，其包含至少一个具有2’修饰的核苷酸和至少
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一个具有氨基羰基修饰的碱基的核苷酸。在多个实施方案中，所述寡核苷酸提供的优点中

包括在双链体结合亲和力方面中的优点，例如在  RNA敲低中的效力。在一些实施方案中，所

述寡核苷酸包含与人miRNA的核苷酸序列至少基本互补的核苷酸序列。在其它实施方案中，

所述寡核苷酸至少基本上与非miRNA的哺乳动物转录体(transcript)互补，并因此可用于

基因表达的反义抑制。在其它实施方案中，所述寡核苷酸包含人miRNA序列，并因此模拟

miRNA功能。在其它实施方案中，所述寡核苷酸是使用任何常规平台体外检测或者量化样品

中的核酸的检测探针。

[0008] 碱基修饰为氨基羰基，例如甲酰氨基(carboxamino)、氨基甲酰基  (carbamoyl)或

者碳酰胺(carbamide)基团。在各个实施方案中的修饰位于嘧啶碱基的C-5位或者嘌呤碱基

的C-8位。本发明寡核苷酸的修饰用氨基羰基含有基团或者取代基，非限制性地，所述基团

或者取代基可为C1-C18烷基、  C1-C18烯基、环烷基、芳基、杂芳基、杂环基，和-(CH2)n-NR1R2，

其中n为  1-6的整数以及R1和R2独立地为H或者C1-C6烷基。示例性部分包括哌啶、哌嗪、吗啉

代、或者咪唑，所述示例性部分中的每个可为取代的或者未取代的。在其它实施方案中，所

述取代基为C4-C20烷基或者烯基、苯基，或者胺基团。

[0009] 所述寡核苷酸还包含至少一个具有2’修饰的核苷酸。在一些实施方案中，所述2’

修饰可独立地选自C1-6烷基、2’O-烷基(C1-C6)、F、Cl、NH2、  CN，或者SH。其它潜在的2’修饰

描述在本申请的其它部分中。示例性2’修饰为2’O-Me，其可与碱基修饰一起提供寡核苷酸

的Tm的协同增加。在其它实施方案中，至少一个核苷酸具有2’修饰，其为将糖锁定为C3内向

构型的2’-4’桥。未经修饰的2’位置可为氢。

[0010] 具有经修饰的碱基的核苷酸的数目可发生变化，但是在某些实施方案中为至少

25%的核苷酸，或者至少50%的核苷酸，或者至少75%的核苷酸或者100%的核苷酸。在一些实

施方案中，所述Tm的增加可用相对少的碱基经修饰的核苷酸如少于50%的核苷酸或者少于

25%的核苷酸来实现。在一些实施方案中，所述寡核苷酸仅含有1、2、3或者4个碱基经修饰的

核苷酸。在这些实施方案中，碱基经修饰的核苷酸可为嘧啶碱基如尿苷或者胸腺嘧啶，和/

或可含有2’修饰如2’O’Me。即，寡核苷酸(例如，具有约16个核苷酸)  可单一结合具有碱基

修饰和2’OMe修饰的核苷酸，未修饰的2’位置为氢，或者可选择地，独立选自LNA。

[0011] 在某些实 施方 案中 ，所 述 寡 核 苷酸 还 包 含 骨架化学 如帽 修 饰 ( c a p 

modifications)和硫代磷酸酯连接物(phosphorothioate  linkages)。

[0012] 本发明包括以下发现：当结合至反义寡核苷酸中时，新的碱基经修饰的  2’-OMe-

嘧啶显示出与它们互补序列的双链体增强的结合亲和力。另外，这些具有硫代磷酸酯骨架

修饰的嘧啶碱基经修饰的2’-OMe核苷酸在细胞培养中显示出抗它们的微RNA靶标序列的生

物学活性，甚至在不使用转染试剂的情况下也是如此。本申请通过使用在心脏组织中显示

靶标miRNA敲低的体内系统模型也证实了体内活性。

[0013] 在另一方面中，本发明提供了减少或者抑制细胞中RNA表达或者活性的方法、预防

或者治疗受试者中的与RNA或者其表达相关或者由RNA或者其表达介导的病症的方法、使用

本申请所述的碱基经修饰的寡核苷酸的方法。

附图说明

[0014] 图1是表，所述表显示针对2’-OMe-尿苷寡核苷酸的各种碱基修饰物的  Tm增强量。
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碱基修饰是在C5处的甲酰氨基连接物。

[0015] 图2显示出用于结合至寡核苷酸中的经修饰的单体核苷和相应的亚磷酰胺的合

成。

[0016] 图3说明通过图2中的方案合成的亲水和疏水核苷修饰物，并显示在寡核苷酸中的

一些示例性结合模式。

[0017] 图4将数个碱基修饰的Tm测量值相对于LNA/DNA、2’-OMe硫代磷酸酯和DNA寡核苷

酸进行比较。所显示的为碱基修饰模式。

[0018] 图5是当与未修饰的miR-208a  RNA形成双链时，经修饰的抗-miR-208a 的实验Tm

测量值的表。所有寡核苷酸含有硫代磷酸酯连接物；+U代表具有  2’OMe的碱基修饰的核苷

酸；m代表2’OMe，yU代表C18碱基修饰和2’OMe  核糖；l代表LNA修饰；d代表DNA。

[0019] 图6示出在不使用脂质转染试剂的情况下，在原代新生大鼠心肌细胞中由经修饰

的抗miR-208a引起的miR-208a敲低。

[0020] 图7示出叠加在bMHC水平上的图6中的miR-208a敲低数据。

[0021] 图8是在C57BL/6小鼠中碱基修饰的寡核苷酸的体内效力图。该图示出一些经修饰

的寡核苷酸相对于盐水注射的倍数变化。

[0022] 图9示出对于磷酸酯和硫代磷酸酯骨架，碱基修饰和糖修饰的累积效应。

[0023] 图10是ΔTm对碱基修饰和2’修饰的数目的图，并显示协同效果。

[0024] 图11是就修饰数目和骨架化学而言，选择的碱基修饰的Tm效果图。

具体实施方式

[0025] 本发明涉及寡核苷酸，其包含至少一个具有2’修饰的核苷酸和至少一个具有氨基

羰基修饰的碱基的核苷酸。本发明还涉及这些寡核苷酸的使用方法和合成方法。

[0026] 核苷碱基修饰的研究在很大程度上限于对于基因表达的影响的研究。某些核碱基

衍生物(尤其是C-5丙炔化嘧啶)仅呈现针对DNA/RNA双链体的亲和力/双链体稳定性的小幅

提高(Znosko  et  al.，J.Am.Chem.  Soc.,125(20):6090-60972003))。由于疏水性或者位阻

效应的潜在竞争性影响，更复杂的侧链官能团(除了已知的嵌入剂)被认为不太可能提高寡

核苷酸亲和力(Hashimoto  et  al.，J.Am.Chem.Soc.，115(16):7128-7134(1993))。类似于

糖替代物(sugar  alteration)，碱基修饰可潜在地改变携带所述修饰的寡核苷酸的总体疏

水性和氢键特性，并甚至可导致非规范碱基配对相互作用(Va u g h t  e t  a l .，

J.Am.Chem.Soc.，132(12):4141-4151(2010))，这是一种对于序列特异性  RNA抑制而言不

希望的作用。

[0027] 在一个方面，本发明提供寡核苷酸，其包含至少一个具有2’修饰的核苷酸和至少

一个具有氨基羰基修饰的碱基的核苷酸。在不同实施方案中，所述寡核苷酸提供的优点包

括在双链体结合亲和力中的优点，例如在RNA敲低中的效力。

[0028] 在一些实施方案中，所述寡核苷酸包含至少基本上与人miRNA的核苷酸序列互补

的核苷酸序列。在其它实施方案中，所述寡核苷酸与非miRNA 的哺乳动物转录体基本互补

或者完全互补，并因此可用于基因表达的反义抑制。在其它实施方案中，所述寡核苷酸包含

足以模拟miRNA功能的人miRNA 的序列。在其它实施方案中，所述寡核苷酸是使用任何常规

平台如微阵列或者其它基于杂交的平台体，用于外检测或者量化样品中的核酸的检测探
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针。

[0029] 在一些实施方案中，所述寡核苷酸在长度上为约6至约22个核苷酸。本申请披露的

具有碱基、糖和/或骨架修饰中的一个或者多个的寡核苷酸可为，例如，长度上为8-18个核

苷酸，或者长度上为12-16个核苷酸。在某些实施方案中，所述寡核苷酸在长度上为约8个核

苷酸，在长度上为约9个核苷酸，在长度上为约10个核苷酸，在长度上为约11个核苷酸，在长

度上为约12个核苷酸，在长度上为约13个核苷酸，在长度上为约14个核苷酸，在长度上为约

15个核苷酸，或者在长度上为约16个核苷酸。例如，在寡核苷酸靶向miR-208a的情况下，寡

核苷酸可具有序列  CTTTTTGCTCGTCTTA(序列号:64)。

[0030] 所述碱基修饰通常为氨基羰基，例如甲酰氨基、氨基甲酰基，或者碳酰胺基团。在

各个实施方案中，所述修饰位于一个或者多个嘧啶碱基的C-5位，和/或一个或者多个嘌呤

碱基的C-8位。本发明的寡核苷酸的修饰用氨基羰基含有基团或者取代基，非限制性地，所

述基团或者取代基可为C1-C18烷基、  C1-C18烯基、环烷基、芳基、杂芳基、杂环基，和-(CH2)n-

NR1R2，其中n为  1-6的整数以及R1和R2独立地为H或者C1-C6烷基。

[0031] 例如，在一些实施方案中，所述基团或者取代基为含氮的杂环，例如，哌啶、哌嗪、

吗啉代，或者咪唑，其中的每个可为未取代的或者取代有1个、  2个，或者3个烷基或者烯基

取代基(例如，C1-8或者C1-4)。实例包括2-  乙基、1-甲基-咪唑、3-丙基咪唑，和丙基吗啉

代，其示于图1中。在其它实施方案中，所述基团或者取代基为碳环基，例如环烷基(例如，

C5-C8)或者苯基，其可任选取代有一个或者多个(例如，1、2，或者3)烷基或者烯基取代基

(例如，C1-8或者C1-4)。实例包括图6中所示的苄基。在其它实施方案中，所述基团或者取代

基为例如具有1个或者2个烷基或者烯基取代基(例如，C1-8，或者C1-4)的仲胺或者叔胺。实

例包括丙基二甲基氨基和乙基二甲基氨基，如图1中所示。在一些实施方案中，所述修饰用

氨基羰基含有亲脂或者亲水性取代基，以及在一些实施方案中，所述取代基为阳离子取代

基。实例包括图1中所示的C6和C18烷基。在一些实施方案中，所述基团或者取代基通过任选

具有1-4个碳单元的连接基团的甲酰氨基连接物  (carboxamino  linkage)与嘧啶碱基的C5

位结合。所述基团或者取代基可如本申请其它部分所述。

[0032] 在一些实施方案中，所述碱基修饰含有在生理条件下带正电荷，并任选具有多个

正电荷的基团，例如哌嗪。也可使用伯、仲和季胺作为适合的碱基修饰。在多个实施方案中，

所述碱基修饰含有肽连接物，其更有可能被代谢成较小毒性的核碱基(nucleobase)。

[0033] 在一些实施方案中，将所述碱基修饰的核苷酸结合在序列中间。例如，在一些实施

方案中，所述经修饰的核苷酸不结合在5’和3’端的最后1、2，或者3个核苷酸处。在生理条件

下为阳离子的部分可使Tm大量提高。特别地，pKa为6.5-7.5的咪唑和吗啉衍生物提供大量

的结合和生物学活性。三烷基胺也被证实在本申请中是有效的。其它感兴趣的阳离子种类

包括胍型衍生物和肼或者羟胺。还值得注意的是取代的哌嗪，取代的哌嗪部分由于相似的

pKa，经常在药理学上起类似于吗啉的作用，但是所述取代的哌嗪部分具有2个阳离子中心。

疏水取代如苄基和烷基部分也可增加Tm、提供核酸酶抗性和/或帮助细胞溶质递送。

[0034] 根据本发明，生物学活性和Tm的增加可部分地由于焓结合(enthalpic  binding)

增加，经修饰的寡核苷酸因此具有提高错配辨别力的潜力，并由此可作为探针用于诊断应

用。

[0035] 寡核苷酸还包含至少一个具有2’修饰的核苷酸。本申请使用的术语“2’修饰”包括
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非H或者OH的任何2’基团。例如，2’修饰可独立选自C1-6烷基、  2’O-烷基(C1-C6)、F、Cl、

NH2、CN或者SH。其它潜在的2’修饰描述在本申请的其它部分。示例性2’修饰为2’O-Me，其可

与碱基修饰一起(例如，当结合在相同核苷酸中时)使寡核苷酸的Tm协同增加。在其它实施

方案中，至少一个核苷酸具有2’修饰，该2’修饰为2’-4’桥，将糖锁定为C3内向构型。

[0036] 在这些或者其它实施方案中，寡核苷酸含有选自烷基、烯基、炔基，和烷氧基烷基

的2’修饰，其中所述烷基(包括烷氧基的烷基部分)、烯基和炔基可为取代的或者未取代的。

所述烷基、烯基，和炔基可为C1-C10烷基、烯基或者炔基，例如C1、C2，或者C3。烃取代基可包

含1个或者2个或者3  个非碳原子，其可独立选自N、O，和/或S。2’修饰还可包含O-烷基、O- 

烯基，和O-炔基形式的烷基、烯基，和炔基。

[0037] 根据本发明，其它示例性2’修饰包括2’-O-烷基(C1-3烷基，例如2’OMe  或者2’

OEt)、2'-O-甲氧基乙基(2'-O-MOE)、2'-O-氨基丙基(2'-O-AP)、2'-O-  二甲基氨基乙基

(2'-O-DMAOE)、2'-O-二甲基氨基丙基(2'-O-DMAP)、2'-O-  二甲基氨基乙基氧基乙基(2'-

O-DMAEOE)，或者2'-O-N-甲基乙酰氨基  (2'-O-NMA)取代。

[0038] 寡核苷酸可具有数个具有所述碱基修饰的核苷酸，例如1至约10个，或者约2至约9

个核苷酸。在一些实施方案中，所述寡核苷酸含有(准确地)1、  2或者3个具有经修饰的碱基

的核苷酸。所述寡核苷酸也可独立地具有数个在2’位被修饰的核苷酸。即，碱基修饰的核苷

酸也可含有所述的2’修饰，例如2’OMe修饰。在一些实施方案中，至少一个或者两个核苷酸

具有经修饰的碱基和经修饰的2’位，所述经修饰的碱基和经修饰的2’位各自如上所述。在

某些实施方案中，所述寡核苷酸包含具有图1中所示的碱基修饰并具有  2’OMe修饰的核苷

酸。所述寡核苷酸在某些实施方案中准确地具有1个、2  个，或者3个这种经修饰的核苷酸。

[0039] 在2’修饰为2’-4’桥的情况下，2’修饰可为锁定的核酸(LNA)。LNA例如描述在美国

临时申请61/495,224、美国专利6,268,490、美国专利6,316,198、美国专利6,403,566、美国

专利6,770,748、美国专利6,998,484、美国专利  6,670,461，和美国专利7,034,133中，将所

有这些文献的全部内容并入本文作为参考。LNA为经修饰的核苷酸或者核糖核苷酸，其在核

糖的糖部分的  2'和4'碳之间含有额外的导致"锁定的"构型的桥，和/或二环结构。在一个

实施方案中，所述寡核苷酸含有一个或者多个具有下面结构A所示的结构的  LNA。替代地或

者另外地，所述寡核苷酸可含有一个或者多个具有下面结构  B所示的结构的LNA。替代地或

者另外地，所述寡核苷酸含有一个或者多个具有下面结构C所示的结构的LNA。
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[0040]

[0041] 可结合在本发明的寡核苷酸中的其它适合的锁定的核苷酸包括描述在美国专利

6,403,566和美国专利6,833,361中的那些，将两个专利的全部内容并入本文作为参考。

[0042] 所述寡核苷酸可含有至少3个，至少5个，或者至少7个锁定的核苷酸，以及在多个

实施方案中不全部由锁定的核苷酸构成。在一些实施方案中，锁定的核苷酸的数目和位置

可如61/495,224中所述，将其并入本文作为参考，并特别用于miR-208家族抑制剂。

[0043] 所述寡核苷酸可具有一个或者多个2’-脱氧核苷酸，以及在一些实施方案中，含有

2至约10个2’-脱氧核苷酸。在一些实施方案中，至少一个或者全部碱基修饰的核苷酸为2’

脱氧。

[0044] 具有修饰的碱基的核苷酸的数目可发生改变，但是在某实施方案中为至少25%的

核苷酸，或者至少50%的核苷酸，或者至少75%的核苷酸，或者  100%的核苷酸。如本申请所

示，在一些实施方案中，Tm的增加可用相对少的碱基经修饰的核苷酸实现，例如少于50%核

苷酸或者少于25%核苷酸。然而，在一些实施方案中，所述寡核苷酸仅含有1、2、3，或者4个碱

基经修饰的核苷酸(例如，如图1中所示)，并且这种碱基经修饰的核苷酸也可含有  2’修饰

如2’OMe。在这些实施方案中的碱基经修饰的核苷酸可为嘧啶碱基，例如在一些实施方案中

为尿苷或者胸腺嘧啶。在一些实施方案中，所述寡核苷酸含有具有2’OMe的碱经修饰的寡核

苷酸的单一结合。

[0045] 在一些实施方案中，所述寡核苷酸含有至少6个，或者至少9个具有2’-OMe的核苷

酸。可选择地，所有核苷酸(或者在一些实施方案中，所有嘌呤或者所有嘧啶)可为2’O-Me。

[0046] 除了2’-OMe-尿苷的C-5位的一些亲脂性增强之外，阳离子类别的C-5  经修饰的碱

基呈现出Tm的大量增加(如本申请所示)。除了与关注的miRNA  简单的沃森-克里克碱基配

对之外，含有亲脂性和阳离子部分的修饰的混合物可对已经与调节miRNA活性的细胞内的

酶和蛋白质相关的miRNA具有较大影响。这些嵌合核苷酸可不仅与它们的互补靶序列缔合，

而且与miRNA 缔合的蛋白质的疏水性或者亲水性区域相互作用。

[0047] 在某些实施方案中，所述寡核苷酸还包含至少一个末端修饰或者“帽”。所述帽可

为5'和/或3'-帽结构。术语"帽"或者“端帽”包括在所述寡核苷酸的任一末端(关于末端核

糖核苷酸)的化学修饰，并且包括在5’端的最后两个核苷酸之间的连接物处和3’端的最后
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两个核苷酸之间的连接物处的修饰。本申请所述的帽结构可增加所述寡核苷酸对于外切核

酸酶的抗性，同时不会损害与  RNA靶标或者细胞机构的分子相互作用。这种修饰可基于它

们提高的体外或者体内效力来选择。所述帽可存在于5'-端(5'-帽)或者3'-端(3'-帽)或者

可在两端都存在。在某些实施方案中，所述5'-和/或3’-帽独立选自硫代磷酸单磷酸酯

(phosphorothioate  monophosphate)、脱碱基残基(abasic  residue)(部分  (moiety))、硫

代磷酸酯连接物、4'-硫代核苷酸(4'-thio  nucleotide)、碳环核苷酸、二硫代磷酸酯连接

物(phosphorodithioate  linkage)、反转核苷酸(inverted  nucleotide)或者反转脱碱基

部分(inve rted  a ba s ic  m oie ty) (2’- 3’或者3’- 3’)、二硫代磷酸单磷酸酯

(phosphorodithioate  monophosphate)，和甲基膦酸酯部分  (methylphosphonate 

moiety)。当所述一个或多个硫代磷酸酯或者二硫代磷酸酯连接物(一个或多个)为帽结构

的一部分时，它们通常位于5’端的两个末端核苷酸和3’端的两个末端核苷酸之间。

[0048] 在某些实施方案中，所述寡核苷酸具有至少一个末端硫代磷酸单磷酸酯。所述硫

代磷酸单磷酸酯可位于所述寡核苷酸的5’和/或3’端。所述硫代磷酸单磷酸酯通过以下结

构定义，其中B为碱基，以及R为如上所述的2’修饰：

[0049]

[0050] 5'硫代磷酸单磷酸酯

[0051]

[0052] 3'硫代磷酸单磷酸酯

[0053] 在一些实施方案中可存在硫代磷酸酯连接物，例如在5’端的最后两个核苷酸之间

和3’端的最后两个核苷酸之间(例如，作为帽结构的一部分)，或者与磷酸二酯键交替。在这

些或者其它实施方案中，所述寡核苷酸可在5’端和3’端中的任一个或者两个都含有至少一

个末端脱碱基残基。脱碱基部分不含公认的嘌呤或者嘧啶核苷酸碱基，例如腺苷、鸟嘌呤、

胞嘧啶、尿嘧啶或者胸腺嘧啶。因此，这种脱碱基部分缺乏核苷酸碱基或者在1’位具有其它

非核苷酸碱基化学基团。例如，所述脱碱基核苷酸可为反转脱碱基核苷酸，例如，其中反转

脱碱基亚磷酰胺通过5’亚酰胺(amidite)(而不是3’亚酰胺)偶合，得到5’-5’磷酸酯键。多

核苷酸的5’和3’端的反转脱碱基核苷的结构在下面示出。
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[0054]

[0055]

[0056] 所述寡核苷酸可含有一个或者多个硫代磷酸酯连接物。硫代磷酸酯连接物用于使

得所述寡核苷酸更加耐受核酸酶裂解。例如，所述多核苷酸可部分地为硫代磷酸酯连接的，

例如，硫代磷酸酯连接物可与磷酸二酯连接物交替。然而，在某些实施方案中，所述寡核苷

酸完全是硫代磷酸酯连接的。在其它实施方案中，所述寡核苷酸具有1-5个或者1-3个磷酸

酯连接物。

[0057] 通过固相合成法合成寡核苷酸(包括经修饰的多核苷酸)是公知的，并由 

Caruthers  et  al .,“New  Chemical  Methods  for  Synthesizing  Polynucleotides ,” 

Nucleic  Acids  Symp.Ser.,(7):215-23(1980)综述，将该文献的全部内容并入本文作为参

考。

[0058] 本发明包括以下发现：当结合至2’-OMe核苷酸中时，新的碱基经修饰的2’-OMe-嘧

啶显示出与它们的互补序列的双链体结合亲和力的增强(见图  1)。另外，这些具有硫代磷

酸酯骨架修饰的嘧啶碱基经修饰的2’-OMe核苷酸在细胞培养中在甚至不使用转染试剂的

情况下显示抗它们的微RNA靶标序列的生物活性，这是一种未缀合的2’-OMe硫代磷酸酯核

苷酸在不使用特异性3’和5’-缀合物的情况下不呈现的特征。此外，如本申请所示，具有硫

代磷酸酯骨架修饰的嘧啶碱基经修饰的2’-OMe核苷酸在注射盐水后的心脏组织中呈现靶

标miRNA的敲低(图8)。

[0059] 合成了一系列模型化合物，其中在C-5碱基位置上的侧链修饰为疏水的或者亲水

的。结构包含在图1-3中。在所有2’-OMe-尿苷核苷仅具有C-5疏水性修饰的情况下，含有这

样的核苷的抗-miRNA寡核苷酸与具有未经修饰的2’-OMe-尿苷的核苷酸相比小幅度增加双

链体的Tm。在细胞培养实验中，这些核苷酸在miRNA抑制方面不提供大量益处，在使用和不

使用脂质转染试剂的情况下都是如此(图6和7)。相反，在所有尿苷的C-5上单独含有亲水性

含胺(阳离子的)侧基的抗-miRNA核苷酸显示Tm的大量增加(图4-6)。而且，用含有这些修饰

的核苷酸进行的细胞培养实验显示独特的生物性质，例如抑制miRNA靶标的能力，甚至在不
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存在脂质转染试剂或者缀合物的情况下。还应该注意的是，组合具有疏水性和阳离子碱基

修饰的一些核苷酸显示良好的抗-miRNA活性。

[0060] 不被理论所束缚，这些嘧啶碱基修饰被认为通过与所得RNA双链体的极性大沟

(major  groove)相互作用而增强结合亲和力。本申请所述的核苷为经修饰的，例如通过甲

酰氨基修饰物(carboxamido  modifications)修饰，所述甲酰氨基修饰物与嘧啶碱基交叉

缀合，并向另一个核碱基或者向极性大沟提供另外的氢键键合位点。这是与常用的糖修饰

如桥接核苷和2’-修饰不同的双链体稳定模式，其倾向于所述核碱基的增强与RNA结合的A-

型构象。因此，这些C-5甲酰氨基修饰的核碱基被认为对由糖修饰提供的结合增强至少起加

和性作用。也可使用也含有2’-4’-桥接糖的C-5甲酰氨基修饰的核苷来增强所述寡核苷酸

与它们的靶标的结合，包括下面所示的桥结构。结合  2’-CBBN核苷的寡核苷酸描述于美国

临时申请61/532,738中，将其并入本文作为参考。如下面的结构中所示，R表示本申请所述

的甲酰氨基修饰，以及  R'和R''表示5’端和3’端。

[0061]

[0062] 尿苷的C-5位的甲酰氨基修饰以及化学和稳定特征可扩展至胞苷碱基。类似的修

饰可通过本申请所述的甲酰氨基型修饰用于嘌呤碱基。

[0063] 结合本申请所述的结合经修饰的核碱基的核苷酸显示出与它们的互补核苷酸增

强的结合亲和力。Tm的增加经测量高达5°C/结合(图5)，与二环  LNA单体相当，所述二环LNA

单体目前为止是所观察到的最有效和广泛使用的亲和力增强修饰。在创造更有活性和更有

效微RNA抑制剂中，增加Tm可为特别有效的。另外，这些新的核碱基修饰中的一些很可能通

过以下方式增强细胞摄取：在阳离子部分的情况下通过掩蔽一些带负电荷的磷酸酯，或者

在亲脂性修饰的情况下通过使骨架防御核酸酶和形成两亲性核苷酸(图6、  7，和8)。

[0064] 所述修饰可用在被设计成模拟miRNA序列的寡核苷酸中，并可包含下表1中的成熟

miRNA序列中的任何序列。例如，可将这种反义和有义序列结合至含有茎和环部分的shRNA

或者其它RNA结构中。除了别的以外，这种序列在包括以下的方面中是有用的：模拟或者靶

向miRNA功能以治疗或者改善心脏肥大、心肌梗塞、心力衰竭(例如，充血性心力衰竭)、血管

损伤和/或病理性心脏纤维化等。miRNA的示例性治疗用途披露于下表1中列举的美国和PCT

专利文献中，将每篇文献的全部内容并入本文作为参考。  miRNA的成熟和加工前形式披露

于下面列举的专利文献中，并将这样的描述也并入本文作为参考。

[0065] 表1

说　明　书 9/23 页

13

CN 103492569 B

13



[0066]
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[0067]
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[0068]

[0069] 在一些实施方案中，所述寡核苷酸靶向miR-208家族miRNA，例如  miR-208a或者

miR-208b，或者可选择地，miR-15b或者miR-21。在一些实施方案中，所述寡核苷酸具有图5

中所示的序列和结构。“m”表示2’OMe修饰，以及“+”表示具有2’OMe的碱基经修饰的核苷酸。

缩写的描述参见图1  和图5。

[0070] 可将所述寡核苷酸结合在多种大分子装配物(assembly)或者组合物中。为了递

送，这种复合物可包含多种脂质体、纳米粒子和胶束，它们经配制以递送至患者。所述复合

物可包含一种或者多种促融或者亲脂分子以引发细胞膜渗透。这种分子描述于例如美国专

利7,404,969和美国专利7,202,227中，将这两篇专利的全部内容并入本文作为参考。可选

择地，所述寡核苷酸还可包含侧链亲脂基团(pendant  lipophilic  group)以帮助细胞递

送，例如在WO  2010/129672中描述的那些，将WO2010/129672并入本文作为参考。

[0071] 在另一方面，本发明涉及药物组合物，其包含有效量的本发明的寡核苷酸或其药

理学上可接受的和药学上可接受的载体或者稀释剂。
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[0072] 所述组合物或者制剂可使用包括至少一种本申请所述的寡核苷酸在内的多种治

疗性寡核苷酸。例如，所述组合物或者制剂可使用至少2、3、4或者5种本申请所述的miRNA抑

制剂。

[0073] 可将本发明寡核苷酸配制为多种药物组合物。药物组合物将以适于预期应用的形

式制备。通常，这将要求制备基本不含热原以及基本不含可有害于人或者动物的其它杂质

的组合物。示例性递送/制剂系统包括胶态分散系统、大分子复合物、纳米囊、微球、珠粒，和

基于脂质的系统，所述基于脂质的系统包括水包油乳液、胶束、混合胶束，和脂质体。适于将

本发明的核酸递送至心脏和骨骼肌组织的可商购脂肪乳剂包括

III、Nutrilipid和其它类似的脂质乳液。用作体内递送媒介物

的优选的胶态系统为脂质体(即，人工膜囊)。这种系统的制备和用途是本领域公知的。示例

性制剂也披露于US5,981 ,505；US6,217,900；US  6,383,512；US5,783,565；US7,202,227；

US6,379,965；US6,127,170；US  5,837,533；US6,747,014；和WO03/093449中，将这些文献的

全部内容并入本文作为参考。

[0074] 药物组合物和制剂可使用适当的盐和缓冲剂，以使得递送媒介物稳定和允许被靶

细胞摄取。本发明的含水组合物包含溶解或者分散在药学上可接受的载体或者含水介质中

的有效量的包含抑制剂寡核苷酸的递送媒介物(例如脂质体或者其它复合物)。短语"药学

上可接受"或者"药理学上可接受"是指当给药于动物或者人时，不产生不利的、变应性或者

其它不良反应的分子实体  (molecular  entities)和组合物。本申请使用的"药学上可接受

的载体"可包括对于配制药物如适于给药于人的药物中的使用而言为可接受的一种或者多

种溶剂、缓冲剂、溶液、分散介质、包衣料、抗细菌和抗真菌剂、等渗和吸收延迟剂等。针对药

物活性物质使用这种介质和试剂是本领域公知的。也可将补充活性成分结合至所述组合物

中。

[0075] 本发明药物组合物的给药或者递送可通过任何途径，只要通过这种途径可到达目

标组织即可。例如，给药可通过皮内、皮下、肌内、腹膜内或者静脉内注射，或者通过直接注

射至目标组织(例如，心脏组织)中来进行。本申请披露的寡核苷酸的稳定性和/或效力允许

常规给药途径，包括皮下、皮内和肌内。包含miRNA抑制剂的药物组合物也可通过用于将治

疗药物递送至心脏的导管系统或者隔离冠脉循环的系统给药。用于将治疗药物递送至心脏

和冠状脉管系统的各种导管系统是本领域公知的。适用于本发明的基于导管的递送方法或

者冠脉隔离方法的一些非限制性实例披露于美国专利  6,416,510；美国专利6,716,196；美

国专利6,953,466，WO2005/082440，WO  2006/089340，美国专利公开文本2007/0203445，美

国专利公开文本  2006/0148742，和美国专利公开文本2007/0060907中，将这些文献的全部

内容并入本文作为参考。

[0076] 所述组合物或者制剂也可肠胃外或者腹膜内给药。例如，游离碱或者药理学上可

接受的盐形式的缀合物的溶液可在适当地混合有表面活性剂如羟丙基纤维素的水中制备。

分散体也可在甘油、液体聚乙二醇及其混合物中和在油中制备。在普通的贮存和使用条件

下，这些制剂通常含有防腐剂以防止微生物生长。

[0077] 适于可注射使用或者导管递送的药物剂型包括，例如，无菌水溶液剂或者分散剂

和用于即时制备无菌可注射溶液剂或者分散剂的无菌粉末。通常，这些制剂是无菌的和流

动的，流动的程度为使得容易注射。制剂应当在制备和贮存条件下稳定，并应进行防腐以防
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止微生物如细菌和真菌的污染作用。可含有适当的溶剂或者分散介质，例如，水、乙醇、多元

醇(例如，甘油、丙二醇和液体聚乙二醇等)、它们适合的混合物和植物油。适当的流动性可

例如通过使用包衣料如卵磷脂、通过在分散体的情况中维持希望的粒度和通过使用表面活

性剂来维持。防止微生物的作用可通过各种抗细菌剂和抗真菌剂来实现，例如，对羟基苯甲

酸酯类、氯丁醇、苯酚、山梨酸、硫柳汞等。在许多情况中，优选包含等渗剂，例如，糖或者氯

化钠。可注射组合物的延长吸收可通过在组合物中使用延迟吸收的试剂例如，单硬脂酸铝

和明胶来实现。

[0078] 无菌可注射溶液可通过以下方法制备：将适当量的缀合物与按需要任何其它成分

(例如上面所列举的)一起结合至溶剂中。通常，分散剂通过以下方法制备：将各种无菌活性

成分结合至含有基础分散介质和希望的其它成分(例如上面所列举的)的无菌媒介物中。在

用于制备无菌可注射溶液的无菌粉末的情况中，优选的制备方法包括真空干燥和冷冻干燥

技术，其从先前经无菌过滤的溶液得到粉末，所述粉末含有一种或多种活性成分加上任何

另外的希望的成分。

[0079] 在配制后，溶液优选以与剂型相容的方式和以治疗有效量给药。所述制剂可容易

地以多种剂型如可注射溶液、药物释放胶囊等给药。例如，对于以水溶液形式进行的肠胃外

给药，通常将所述溶液适合地缓冲并首先使液体稀释剂等渗例如用足够的盐水或者葡萄

糖。这种水溶液可用于例如静脉内、肌内、皮下和腹膜内给药。优选地，可按本领域技术人员

已知的方式使用无菌含水介质，特别是根据本申请公开的内容。例如，可将单次剂量溶解在

1ml  等渗NaCl溶液中，并添加至1000ml皮下输液流体中或者在推荐的输注位置注射(参见

例如，"Remington's  Pharmaceutical  Sciences"15th版，第1035-1038  和1570-1580页)。

根据待被治疗的受试者的病症，将有必要进行一些剂量上的改变。无论如何，负责给药的人

将针对个体受试者决定适当的剂量。而且，对于人类给药，制剂应当符合FDA生物制剂标准

办公室(FDA  Office  of  Biologics  standards)要求的无菌性、致热原性、一般安全性和纯

度标准。

[0080] 在另一方面，本发明提供降低或者抑制细胞中的RNA表达或者活性的方法。在这种

实施方案中，所述方法包括使所述细胞与具有本申请所述的化学模式的经修饰的寡核苷酸

(或其药物组合物)接触，其中所述寡核苷酸与细胞表达的RNA转录体杂交(例如，至少基本

上与其互补)。在一些实施方案中，所述RNA为miRNA。

[0081] 在另一方面，本发明提供预防或者治疗受试者与RNA或者其表达相关或者由RNA或

者其表达介导的病症的方法。在一些实施方案中，所述RNA  为miRNA。本发明的所述预防或

者治疗方法包括向所述受试者给药药物组合物，所述药物组合物包含有效量的碱基修饰的

寡核苷酸或者其药学上可接受的组合物。

[0082] 本发明提供将经修饰的寡核苷酸递送至哺乳动物细胞的方法(例如，作为本申请

所述的组合物或者制剂的一部分)，和治疗、改善或者预防哺乳动物患者中的病症进展的方

法。可使所述寡核苷酸或者药物组合物与靶细胞  (例如，哺乳动物细胞)在体外或者体内接

触。所述细胞可为心脏细胞。

[0083] 大体上，所述方法包括将寡核苷酸或者包含所述寡核苷酸的组合物给药于哺乳动

物患者或者靶细胞群。如所述那样，所述寡核苷酸可为miRNA抑制剂(例如，具有被设计成抑

制miRNA的表达或者活性的核苷酸序列)。例如，在miRNA抑制剂为miR-208家族miRNA的抑制
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剂的情况下，所述患者可患有与miR-208家族表达相关的、由miR-208家族表达介导的或者

由  miR-208家族表达导致的病症。这种病症包括，例如，心脏肥大、心肌梗塞、心力衰竭(例

如，充血性心力衰竭)、血管损伤、再狭窄或者病理性心脏纤维化、癌症或者其它miRNA相关

障碍，包括表1中列出的专利公开文本中描述的那些障碍。因此，本发明提供本发明的经修

饰的寡核苷酸和组合物用于治疗所述病症的用途，和用于制备用于这种治疗的药物的用

途。

[0084] 在某些实施方案中，所述患者(例如，人类患者)具有一个或者多个危险因素，包

括，例如，长期未控制的高血压、未矫正的心瓣膜病、慢性咽峡炎、近期发生的心肌梗塞

(recent  myocardial  infarction)、充血性心力衰竭、先天性心脏病倾向和病理肥大。可选

择地或者另外地，所述患者可被诊断为具有例如心脏肥大的遗传倾向，或者可具有例如心

脏肥大的家族史。

[0085] 在此方面，本发明可在患有心力衰竭或者心脏肥大的患者中提供改善的运动耐

量、减少的入院、较好的生活质量、降低的发病率和/或降低的死亡率。

[0086] 在某些实施方案中，在心脏组织中，或者如所测定的在患者血清中，  micoRNA活性

降低或者被抑制。

[0087] 在多个实施方案中，所述药物组合物通过肠胃外给药或者通过直接注射至心脏组

织中来给药。肠胃外给药可为静脉内、皮下，或者肌内给药。在一些实施方案中，所述组合物

通过以下方法给药：口服、透皮、持续释放、受控释放、延迟释放、栓剂、导管或者舌下给药。

在某些实施方案中，所述寡核苷酸以25mg/kg或者较少剂量给药，或者以10mg/kg或者较少

剂量给药，或者以5mg/kg或者较少剂量给药。在这些实施方案中，所述寡核苷酸或者组合物

可通过肌内或者皮下注射给药，或者静脉内给药。

[0088] 在一些实施方案中，所述方法还包括在治疗后清除或者除去miRNA抑制剂。例如，

可在治疗后给药具有与所述抑制剂互补的核苷酸序列的寡核苷酸，以减弱或者终止所述抑

制剂的功能。

[0089] 出于所有目的，将本申请引用的所有参考文献(包括表1中的那些)并入本文作为

参考。

[0090] 具体实施方式

[0091] 实施例

[0092] 实施例1：制备5-位-经修饰的2’-O-甲基尿苷核苷亚磷酰胺的一般操作

[0093] 5-碘-2’-O-甲基尿苷已经容易地通过已知方法合成，并且也可商购。核苷的5’-和

3’-羟基分别通过标准的4,4’-二甲氧基三苯甲基化和乙酰化方法来保护。然后将这种经双

重保护的核苷通过以下方法进行甲酰胺化：在50mL  硼硅酸盐波士顿圆瓶(borosilicate 

boston  round  bottle)中，将核苷溶解在无水  THF和N,N-二甲基乙酰胺的1:1混合物中。将

5当量TEA和3当量伯胺或者胺盐酸盐添加至混合物中，然后添加0.1当量四(三苯基膦)钯

(0)。将瓶子置于配有可密封入口和压力计的300mL帕尔瓶(Parr  Bomb)中。将所述装置用一

氧化碳通过以下方法吹洗：用一氧化碳充至60psi，然后将压力释放至  10psi，并重复两次。

然后将装置充至60psi，密封并置于70°C油浴中，保持17小时。真空除去溶剂，将残留物重新

溶解在MeOH中并在Zemplen或者类似条件下在55°C脱乙酰化。将所得核苷使用单氯化物

（monochloridite）方法转化至核苷亚磷酰胺。
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[0094] 2’-脱氧核苷可按与Vaught  et  al .，J .Am .Chem .Soc .，  132(12):4141-4151

(2010)中所述类似的方式来合成，将该文献的全部内容并入本文作为参考。

[0095] 实施例2：制备5'-O-DMTr-3'-O-Ac-5-(2-(N4-甲基哌嗪基乙基)氨基甲酰基)-2’-

O-甲基尿苷(2c)

[0096] 在50mL波士顿圆瓶中添加在THF(体积：10ml)和DMA(体积：10ml) 中的5'-O-DMTr-

3 '-O-Ac-5-碘尿苷(1g，1 .373mmol)，得到无色溶液。称取四(三苯基膦)钯(0)(0 .159g，

0.137mmol)并添加至所述瓶中，然后添加三乙胺(0.694g，6.86mmol)和2-(4-甲基哌嗪-1-

基)乙胺(0.413g，2.88mmol)。将所述瓶子置于250mL帕尔瓶中，将其密封并通过针阀排空。

然后将所述帕尔瓶用一氧化碳加压至60psi。然后将所述帕尔瓶在高真空下排空并重新充

有一氧化碳(60psi)。将所述帕尔瓶重新密封并置于加热至70°C的油浴中，保持17小时。将

所述帕尔瓶冷却至室温并缓慢释放压力。将瓶子从所述帕尔瓶中移出并真空除去溶剂

(Vaught  et  al.，J.Am.Chem.Soc.，  132(12):4141-4151(2010)，将其全部内容并入本文作

为参考)。

[0097] 将干燥的产物重新溶解在MeOH(10mL)中，并添加1粒NaOH(～40mg)  和小搅拌子。

给瓶子装配隔膜，并将混合物在50°C搅拌过夜。TLC(3%TEA/ 己烷处理板，5%MeOH/DCM展开

剂，通过UV和Hannessians着色剂w/炭化显影)揭示携带三苯甲基的单一产物。将反应混合

物浓缩至干并施用至用  DCM和1%TEA平衡的80g  ISCO硅胶柱上。用0-10%MeOH/DCM(1%TEA) 

溶剂梯度，历时2L(以60ml/min)从所述柱上洗脱产物。收集纯级份，合并并且浓缩至干，得

到5'-O-DMTr-3'-O-Ac-5-(2-(N4-甲基哌嗪基乙基)甲酰氨基尿苷(0.93g，1.274mmol，93%

收率)，其为白色泡沫状物。1H  NMRδ2.33(s，  3H)，2.50-2.65(m，10H)；3.44-3.52(m，4H)；

3.54(s，3H)；3.79(s，6H)；  3.87-3.92(m，1H)；4.00-4.08(m，1H)；4.10-4.17(m，1H)；5.90

(d，J=3.2Hz，  1H)；6.85(dd，J=9.0，1.3Hz，4H)；7.27-7.49(m，9H)；8.52(s，1H)；8.77(t，  J=

5.4Hz，1H)。MS(ESI)M+1=730，计算值，729。

[0098] 下面是图2中示出的所选择的5-甲酰氨基碱基修饰的实验细节。每个化合物使用

适当的伯胺以相同的方式合成。所有化合物给出60-95%的收率。

[0099] 化合物2a，丙基-咪唑衍生物

[0100] 使用3当量1-(3-氨基丙基)咪唑作为伯胺，以64%收率得到希望的产物，其为灰白

色泡沫状物。1H  NMR(300MHz)δ2.00-2.10(m，2H)；3.21-3 .37(m，  2H)，3.46(d，J=4.2Hz，

2H)，3.57(s，3H)，3.78(s，6H)，3.92(dd，J=5.6，  3.2Hz，1H)，3.95-4.10(m，4H)，4.15-4.22

(m，1H)，5.92(d，J=3.2Hz，1H)，  6.08(bs，1H)，6.84(dd，J=9.0，1.4Hz，4H)，6.93-7.50(m，

10H)，7.63(s，1H)，  7 .76(s，1H)，8.58(s，1H)，8.74(t，J=6 .0Hz，1H) .MS(ESI+)计算值

711.76，实测值712.6。

[0101] 化合物2b，丙基-吗啉衍生物

[0102] 使用3当量3-吗啉代丙胺作为伯胺，以64%收率得到希望的产物，其为白色泡沫状

物。1HNMR(300MHz)δ1.76(五重峰，J=7.0Hz，2H)，2.41-2.50(m，  4H)，3.40-3 .47(m，4H)，

3.53(s，3H)，3.70-3.75(m，8H)，3.79(s，6H)，3.89(dd，J=5.7，3.2Hz，1H)，3.98-4.15(m，

2H)，5.90(d，J=3.2Hz，1H)，6.84(dd，J=9.0，  0.9Hz，4H)，7.15-7.48(m，9H)，8.48(s，1H)，

8.75(t，J=5.8Hz，1H)。MS(ESI+)  计算值730.8，实测值731.5。

[0103] 化合物2e，苄基衍生物
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[0104] 使用3当量苄胺作为伯胺，以87%收率得到希望的产物，其为白色泡沫状物。1HNMR

(300MHz)δ3.45-3.49(m，2H)，3.56(s，3H)，3.78(s，6H)，  3.89(dd，J=5.6，3.1Hz，1H)，4.03-

4.17(m，2H)，4.58(dd，J=5.7，4.6Hz，  2H)，5.90(d，J=3.1Hz，1H)，6.85(dd，J=9.0，1.3Hz，

4H)，7.15-7.60(m，15  H)，8.59(s，1H)，8.87(t，J=5.9Hz，1H)。

[0105] 化合物2h，2-乙基-N,N-二甲基胺衍生物

[0106] 使用3当量N,N-二甲基乙二胺作为伯胺，以91%收率得到希望的产物，其为白色泡

沫状物。1HNMR(300MHz)δ2.31(s，6H)，2.54(t，J=6.5Hz，2H)，  3.40-3.50(m，3H)，3.52(s，

3H)，3.79(s，6H)，3.88(dd，J=5.6，3.1Hz)，3.95-4.10(m，  4H)，5.86(d，J=3.1Hz，1H)，6.84

(dd，J=9.0，1.4Hz，4H)，7.17-7.49(m，9H)，  8.46(s，1H)，8.79(t，J=5.6Hz，1H)。

[0107] 实施例3：制备5’-O-DMTr-5-((2-(N4-甲基哌嗪基乙基)氨基甲酰基)-2'-O- 甲基

尿苷亚酰胺(3c)

[0108] 在100mL圆底烧瓶中添加DIEA(0.364ml，2.084mmol)和溶解在  DCM(体积：15ml)中

的5-(3-(4-甲基哌嗪-1-基)丙-1-甲酰氨基)-5'-O-DMTr-3'-O-Ac-2'-O-Me-尿苷(1.55g，

2.084mmol)，得到无色溶液。将烧瓶用氩气吹洗并设置为搅拌。滴加3-((氯(二异丙基氨基)

膦)氧基)丙腈  (或者“单氯化物”)(0.451g，2.084mmol)，并将反应混合物搅拌3小时。

[0109] TLC揭示反应完成。将反应混合物用饱和NaHCO3(100mL)稀释，并用  DCM(3x50mL)

萃取水相。将有机相合并，并通过以下方法干燥：盐洗(1x50  mL)并添加Na2SO4。将有机相过

滤并浓缩。

[0110] 纯化通过柱色谱法在用3%TEA/己烷预处理的40g硅胶柱上进行。产物用0-5%MeOH/

DCM(历经1L，以40mL/min)稀释。将纯的级份合并，并浓缩，得到白色无定形泡沫状物。将产

物与DCM(3x30mL)一起共蒸发，并在高真空下干燥过夜，然后用在自动化寡核苷酸合成中。 

5’-O-DMTr-5-((2-(N4-甲基哌嗪基乙基)氨基甲酰基)-2 '-O-甲基尿苷亚酰胺  (1 .47g，

1.557mmol，74.7%收率)。1H  NMRδ1.15-1.25(m，12H)；2.31(s，  3H)；2.36(t，J=6.5Hz，2H)；

2.41-2.69(m，12H)；3.34-3.72(m，9H)；3.76-4.06(m，  8H)；4.18-4.36(m，1H)；5.90(dd，J=

5.4，5.0Hz，1H)；6.80-6.92(m，J=9.0，  4H)；7.15-7.51(m，9H)；8.51(ds，1H)；8.78-8.90(m，

1H)。MS(ESI)M+1=931，计算值，930。

[0111] 图2中的所选择的5-甲酰氨基碱基修饰的实验细节。每个化合物使用1.00当量3-

(((二异丙基氨基)(甲基)膦基)氧基)丙腈以相同的方式合成。所有化合物得到75-95%的收

率。

[0112] 化合物3b，丙基-吗啉衍生物的亚磷酰胺

[0113] 在柱色谱法(DCM/MeOH/TEA)后，以82%收率得到白色泡沫状物。通过NMR测量非对

映异构体的1:1混合物(通过1H  NMR测定)。可分辨的质子描述在列表显示的结果之前并通

过星号表示。31P  NMR(121.5MHz)   150.15*，150.89*。在质谱中，混合物产生以下可分辨的

非对映异构体峰：在3.45ppm*和3.47ppm*的对应于2’-O-甲基的3H的单峰；在3.80ppm*和在 

3.81ppm*的的两个单峰，对应于三苯甲基上的甲氧基的6H；在5.92ppm*和在5.96ppm*的两

个二重峰，偶合常数分别为5.0Hz和5.4Hz，并对应于在  C1’位的1H；在8.49ppm*和8.56ppm*

的两个单峰，对应于碱基C-6位的1H。剩余的峰如下：1H-NMR(300MHz)δ1.04-1.22(m，12H)，

1.69-1.82(m，2H)，  2.41-2.49(m，6H)，2.58-2.67(m，2H)，3.33-3.44(m，4H)，3.51-3.65(m，

3H)，  3.70-3.76(m，4H)，3.83-3.95(m，1H)，3.95-4.07(m，1H)，4.17-4.36(m，2H)，  6.82-
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6.89(m，4H)，7.15-7.51(m，9H)，8.63-8.76(m，1H)。MS(ESI+)计算值  931.0，实测值931.8。

[0114] 化合物3a，丙基-咪唑衍生物的亚磷酰胺

[0115] 在柱色谱法(DCM/MeOH/TEA)后以80%收率得到白色无定形泡沫状物。通过NMR测量

非对映异构体的55:45混合物(通过1H  NMR测定)。可分辨的质子描述在列表显示的结果之

前并通过星号表示。31P  NMR(121.5  MHz) 150.26*，150.81*。在质谱中，混合物产生以下可

分辨的非对映异构体峰：对应于2H的两个双三重峰，其中主要非对映异构体在2.63ppm*(J=

6.1，  1.3Hz)以及次要信号在2.37(J=6.3，1.4Hz)；对应于2’-O-甲基的3H的两个单峰，均在

3.49ppm*；在5.92ppm*(次要，J=4.5Hz)和5.99ppm*(主要，J=5.2Hz) 的两个二重峰，对应于

C1’-位的1H；在8.55ppm*(主要)和8.63ppm*(次要) 的两个单峰，对应于碱基的C-6位的1H。

剩余的峰如下：1H-NMR(300MHz) δ1.04-1 .22(m，12H)，1.97-2.10(m，2H)，2.80-2.94(m，

1H)，3.23-3.47(m，  4H)，3.52-3.74(m，3H)，3.75-3.95(m，7H)，3.96-4.13(m，3H)，4.22-

4 .41(m，  2H)，6.79-6 .89(m，4H)，6.96(s，1H)，7.10(s，1H)，7.15-7 .53(m，9H)，7.59(s， 

1H)，8.69-8.80(m，1H)。MS(ESI+)计算值912.0，实测值912.3。

[0116] 化合物3h，2-乙基-N,N-二甲基胺衍生物的亚磷酰胺

[0117] 在柱色谱法(DCM/MeOH/TEA)后以87%收率得到白色无定形泡沫状物。通过NMR测量

非对映异构体的55:45混合物(通过1H  NMR测定)。可分辨的质子描述在列表所示结果之前

并通过星号表示。31P  NMR(121.5MHz)  150.12*，150.71*。在质谱中，混合物产生以下可分

辨的非对映异构体峰：在5.90ppm*(次要，J=4.8Hz)和5.93ppm*(主要，J=5.2Hz)的两个二重

峰，对应于C1’-位的1H；在8.46ppm*(主要)和8.53ppm*(次要)的两个单峰，对应于碱基C-6

位的1H。剩余的峰如下：1H-NMR(300MHz)δ1.04-1.22(m，12H)，  2.31(s，6H)，2.52-3.06(m，

4H)，3.33-3.49(m，5H)，3.52-3.74(m，4H)，  3.75-3.94(m，7H)，3.95-4.07(m，1H)，4.16-

4.34(m，2H)，6.80-6.90(m，4H)，  7.15-7.53(m，10H)，8.68-8.82(m，1H)。

[0118] 化合物3e，苄基衍生物的亚磷酰胺

[0119] 在柱色谱法(EtOAc/己烷)后以89%收率得到的白色无定形泡沫状物。通过NMR测量

非对映异构体的55:45混合物(通过1H  NMR测定)。可分辨的质子描述在列表所示结果之前

并通过星号表示。31P  NMR(121.5MHz)δ  150.26*，150.81*。在质谱中，混合物产生以下可分

辨的非对映异构体峰：对应于2H的两个双三重峰，其中主要非对映异构体在2.64ppm*(J=

6 .5，2 .1Hz)  以及次要信号在2 .38(J=6 .5，1 .5Hz)；在5 .93ppm*(次要，J=4 .7Hz)和 

5 .98ppm*(主要，J=5 .3Hz)的两个二重峰，对应于C1’-位的1H；在8 .57ppm*(主要)和

8.64ppm*(次要)的两个单峰，对应于碱基C-6位的1H。剩余的峰如下：1H-NMR(300MHz)δ

1.04-1.22(m，12H)，3.36-3.46(m，2H)，3.50-3.76(m，4H)，  3.77-3.93(m，7H)，3.95-4.10

(m，1H)，4.17-4 .36(m，2H)，4.45-4 .67(m，2H)，  6 .82-6 .90(m，4H)，7.15-7 .54(m，14H)，

8.83-8.95(m，1H)。MS(ESI+)计算值  912.0，实测值912.3。

[0120] 实施例4：截短的核苷酸的一般合成方法学

[0121] 用于修饰的甲酰氨基取代基选自亲水和疏水基团。优选选择亲水基团，这是因为：

它们与其它核碱基形成新的氢键相互作用的能力；在标准寡核苷酸合成下缺乏可交换质子

或者需要额外保护基团的敏感官能团；这些基团在生理pH条件下的阳离子性质。选择疏水

基团以试图利用在核碱基之间的π-  堆叠相互作用和在核苷酸中形成新的疏水区域。在核
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苷酸上形成新的疏水和阳离子/亲水区域也可增强与提高细胞通透性的血清蛋白的结合。

侧链疏水基团(例如甾醇类和直链脂质类)以及具有2’-疏水修饰(例如烷基、芳基和2’-4’-

连接物)的核苷酸可通过提高与血清脂蛋白粒子的相互作用来增强细胞摄取。同样，用具有

大量正电荷的物质中和具有大量负电荷的核苷酸骨架也增强细胞摄取。

[0122] 在合成经修饰的核苷并且将游离的5’和3’-羟基用适当的反应性基团掩蔽以变成

核苷酸单体后，可制备携带糖和碱基修饰的短链寡核苷酸。寡核苷酸合成的现有技术情况

是使用亚磷酰胺化学的自动化固相合成，其具体地基于McBride  et  al .，Tetrahedron 

Letters24:245-248(1983)和Sinha  et  al.，  Tetrahedron  Letters24:5843-5846(1983)

的发展。Beaucage  et  al.，Tetrahedron  48:2223-2311(1992)广泛地评述了亚磷酰胺化学

以及相关方法如氢膦酸酯化学在寡核苷酸化学中的使用。在固相寡核苷酸合成过程中，将

一系列核苷酸单体通过它们的亚磷酰胺衍生物，根据链延伸方向以预定顺序相继连接至正

在生长的寡核苷酸链的5'-官能团或者3'-官能团。

[0123] 将所述寡核苷酸链锚定至不溶部分如可控孔度玻璃(controlled  pore  glass)或

者聚苯乙烯树脂珠粒。每个单体的连接方法通常包括以下步骤1-5。步骤1包括保护反应性

官能团。常见的反应性官能团是末端核苷的5'-羟基。这种官能团通常用4,4'-二甲氧基三

苯甲基(DMT)部分保护，可通过酸处理除去所述保护。DMT部分的有吸引力的特征之一是，它

在酸脱保护过程中形成亮橙色DMT阳离子。这种阳离子有效地用作可在480-500nm的波长容

易地监测的报告基团(reporter  group)，目的是用于判断前面的偶合步骤的完成度。大部

分市售自动化合成仪具有监测释放的DMT阳离子的能力。这种数据给予操作者合成在任何

给定步骤是否失败的即时指示。步骤2包括通过添加亚磷酰胺衍生物和活化剂来偶合。所述

亚磷酰胺衍生物通常为核苷亚磷酰胺，然而，它也可为用不同的有机部分衍生的亚磷酰胺。

步骤3包括封端未反应的末端官能团。该步骤引入防止进一步偶合成无效序列的惰性保护

基团。步骤4包括将新形成的含磷的核苷酸骨架连接物从三价亚磷酸酯氧化成稳定的五价

状态。这种氧化步骤可用得到磷酸酯核苷酸的基于氧的氧化剂或者得到硫代磷酸酯核苷酸

的硫化氧化剂实施。步骤5包括在洗涤步骤之后重复所述方法。

[0124] 与人miR - 2 0 8a的核苷酸序列互补的截短的16个核苷酸的序列在  A B I 

Expedite8909自动化核酸合成系统上以1μmol规模合成。合成仪使用本领域技术人员已知

的标准脱三苯甲基和封端溶液来操作，每个碱基单一偶合420秒和在每个偶合周期后用

0.2M  PADS氧化溶液氧化。未经修饰的抗  208a  RNA序列结合9个尿苷残基，将这9个尿苷残

基用9个经修饰的核碱基完全替代。剩余的核苷酸包括2’-O-甲基-核苷酸。一个例外是结合

油烯基  -甲酰氨基衍生物，其中在16个碱基位置中的碱基位置15上具有单一结合，核苷亚

酰胺在此通过各420秒的双重偶合结合。

[0125] 实施例5：制备寡核苷酸miRNA抑制剂

[0126] 制备化合物  10941(mCs;ppTs;ppTs;ppTs;ppTs;ppTs;mGs;mCs;ppTs;mCs;mGs;

ppTs;mCs;ppT  s;ppTs;mA)。在合成碱基修饰的寡核苷酸中使用亚磷酰胺试剂(3c)。寡脱氧

核苷酸使用ABI  Expedite(型号8909)DNA/RNA合成仪合成。所述合成根据制造商的推荐，以

DMT-ON模式使用市售合成试剂实施，用0.2M  PADS/1:1  吡啶/ACN替换氧化溶液。在适当的

偶合周期中，将亚磷酰胺试剂作为0.1M 乙腈溶液添加。所述寡核苷酸从载体的断裂通过美

国专利5,750,672(将其全部内容并入本文作为参考)中描述的方法或者通过将CPG结合的
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寡核苷酸与  40%甲胺水溶液一起在55°C加热30分钟来实现。所得的寡核苷酸水溶液通过以

下方法进一步纯化：将粗制DMT-ON寡核苷酸溶液加载在Waters  Vac  C18柱上，

并使用本领域技术人员已知的标准DMT-ON寡核苷酸脱盐操作洗脱。产物的表征通过MALDI-

TOF质谱法，利用3-羟基皮考啉酸作为基质和本领域技术人员已知的标准方法实施：计算值

6922.4，实测值6920.7。

[0127] 化合物M-10708(图5)按与上述相同的方式在尿苷位置用亚酰胺3e来合成。产物的

表征通过ESI质谱法，在Waters  SQD质量检测器上，在含有MeOH 的200mM  HFIP/8.15mM  TEA

梯度缓冲液(buffer  gradient)中实施：计算值  6597.6，实测值6599.1。

[0128] 化合物M-10713(图5)按与上述相同的方式在尿苷位置用亚酰胺3f来合成。产物的

表征通过ESI质谱法，在Waters  SQD质量检测器上，在含有MeOH 的200mM  HFIP/8.15mM  TEA

梯度缓冲液中实施：计算值6543.9，实测值  6543.9。

[0129] 化合物M-10711(图5)按与上述相同的方式在尿苷位置用亚酰胺3a来合成。产物的

表征通过ESI质谱法(负离子模式)，在Waters  SQD质量检测器上，在含有MeOH的200mM 

HFIP/8.15mM  TEA梯度缓冲液中实施：计算值6759.8，实测值6759.6。

[0130] 化合物M-10712(图5)按与上述相同的方式在尿苷位置用亚酰胺3d来合成。产物的

表征通过ESI质谱法(负离子模式)，在Waters  SQD质量检测器上，在含有MeOH的200mM 

HFIP/8.15mM  TEA梯度缓冲液中实施：计算值  6759.8，实测值6760.6。

[0131] 化合物M-10768(图5)按与上述相同的方式在它的亚酰胺位置用2’-O- 甲基尿苷

和在辅助亚酰胺位置用亚酰胺3d来合成。产物的表征通过ESI质谱法(负离子模式)，在

Waters  SQD质量检测器上，在含有MeOH的200mM  HFIP/8.15mM  TEA梯度缓冲液中实施：计算

值6003.9，实测值6005.2。

[0132] 化合物M-10772(图5)按与上述相同的方式在尿苷位置用亚酰胺3i来合成。产物的

表征通过ESI质谱法(负离子模式)，在Waters  SQD质量检测器上，在含有MeOH的200mM 

HFIP/8.15mM  TEA梯度缓冲液中实施：计算值  6552.8，实测值6553.4。

[0133] 化合物M-10774(图5)按与上述相同的方式在它的亚酰胺位置用2’-O- 甲基尿苷

和在辅助亚酰胺位置用亚酰胺3i来合成。产物的表征通过ESI质谱法(负离子模式)，在

Waters  SQD质量检测器上，在含有MeOH的200mM  HFIP/8.15mM  TEA梯度缓冲液中实施：计算

值5912.0，实测值5912.8。

[0134] 化合物M-10876(图5)按与上述相同的方式在尿苷位置用亚酰胺3b来合成。产物的

表征通过ESI质谱法(负离子模式)，在Waters  SQD质量检测器上，在含有MeOH的200mM 

HFIP/8.15mM  TEA梯度缓冲液中实施：计算值  6931.2，实测值6931.9。

[0135] 化合物M-10877(图5)在尿苷位置用亚酰胺3b和在辅助亚酰胺位置用亚酰胺3g，在

ABI  Expedite(Model8909)DNA/RNA合成仪上合成。将所述寡核苷酸按与上述相同的方式处

理，不同的是，首先将亚酰胺3g与2’-O-Me-  腺苷官能化的CPG偶合。3g的结合通过图5中的

前体“y”表示。产物的表征通过ESI质谱法(负离子模式)，在Waters  SQD质量检测器上，在含

有MeOH 的200mM  HFIP/8.15mM  TE  A梯度缓冲液中实施：计算值7056.0，实测值  7056.5。

[0136] 化合物M-10878(图5)按与上述相同的方式在它的亚酰胺位置用2’-O- 甲基尿苷

和在辅助亚酰胺位置用亚酰胺3b来合成。产物的表征通过ESI质谱法(负离子模式)，在

Waters  SQD质量检测器上，在含有MeOH的200mM  HFIP/8.15mM  TEA梯度缓冲液中实施：计算
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值6080.1，实测值6081。

[0137] 化合物M-10881(图5)按与上述相同的方式在亚酰胺位置用2’-O-甲基尿苷和在辅

助亚酰胺位置用亚酰胺3b来合成。产物的表征通过ESI质谱法(负离子模式)，在Waters  SQD

质量检测器上，在含有MeOH的200mM  HFIP/8.15  mM  TEA梯度缓冲液中实施：计算值6250.3，

实测值6251.5。

[0138] 实施例6：测定熔融温度

[0139] 基于每一结合，通过测定经修饰的链的熔融温度和利用硫代磷酸酯  DNA核苷酸或

者硫代磷酸酯2’-O-甲基RNA核苷酸的相同序列的熔融温度之间的差异来测定熔融温度

(Tm)的增加。

[0140] 例如，使经修饰的抗-208a寡核苷酸与包含RNA核苷和磷酸酯骨架的长度为22个核

苷酸的互补序列退火。互补序列与内源性miRNA相同。测量热变性温度(Tm)，其为解链曲线

(A260对(vs.)温度)的一阶导数图的最大值。双链体在0.9%NaCl缓冲液中以1μM配制。温度

以4°C/min从25°C逐渐升至95°C，并每分钟一次读取在260nm的OD。Tm值是至少两个测量值

的平均值。

[0141] 与人miR-208a的核苷酸序列互补的16个核苷酸序列的各种修饰的双链体熔融温

度。修饰包括混合的9LNA/7DNA硫代磷酸酯、全取代的2’-O-  甲基-核苷酸硫代磷酸酯、全

2’-脱氧核苷酸硫代磷酸酯和具有5-甲酰胺取代基的全2’-O-甲基-核苷酸的各种取代模

式。尽管疏水取代相对于未修饰的  2’-O-甲基母体化合物不提供亲和力增强的可观收益，

但是相对于未修饰的  2’-OMe核苷酸，所有阳离子物质就约2-3°C/修饰提供显著的双链体

稳定性。双链体以1μM在0 .9%NaCl中配制。温度以4°C/min从25°C逐渐升至95°C，并在

Cary100Bio  UV可见分光光度计上每分钟一次读取在260nm的OD。参见图4和图5。

[0142] 实施例7：心肌细胞数据

[0143] 用原代新生大鼠心肌细胞进行的细胞培养实验证明，许多5-甲酰氨基-  碱基修饰

的寡核苷酸不仅与miR-208a结合，而且以有效的细胞内miR-208a  抑制剂预期所具有的方

式影响bMHC的下游调节。如图6和7中所示，含有核苷酸的LNA/DNA或者LNA/2’-O-Me混合物

的两种已知阳性对照显示对miR-208a的抑制和对bMHC的剂量依赖性调节。将所有寡核苷酸

被动(无转染试剂)置于在含有2%血清的介质中的细胞上。在37°C孵育72小时后，将细胞使

用Cells  to  Ct(Ambion)缓冲液溶解。将MiR-208a和mRNA  bMHC  通过基于Taqman的RT-PCR

(Applied  Biosystems)来分析。所有实验一式三份地实施并显示为平均值+/-标准偏差。特

征在于具有范围为7-8的pKa值的侧链阳离子物质(最有可能在生理pH大部分被质子化的那

些)的碱基修饰更有可能显示miR-208a抑制和bMHC之间的正相关。这种相关性暗示，miR-

208a  抑制发生于原代心肌细胞溶解之前。还应注意的是，核苷酸取代模式可影响具有相同

序列的抑制剂的效力。5-(2-(2-甲基-1H-咪唑-1-基)-乙基甲酰氨基)-2’-O-甲基尿苷核苷

酸变体当结合在16个核苷酸的2’-O-甲基硫代磷酸酯抗-208a核苷酸序列中时显示出miR-

208a抑制，其中总共9个天然尿苷核苷酸位置中的4个或者9个被取代。仅具有4个取代的寡

核苷酸显示有效的  bMHC  mRNA调节。

[0144] 实施例8：体内测试

[0145] 在C57BL/6小鼠中体内研究三种碱基修饰的寡核苷酸(10941，10876，  10711)。也

注射含有每一寡聚物的相同碱基的乱序对照(11091，11087，  11086)。在第1天，将所述寡核
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苷酸以25mg/kg通过皮下注射递送给药。在给药4天之后收集心脏组织，并通过实时PCR测定

miR-208a水平。在从小鼠中除掉(take  down)之后，既没有注射部位反应，也没有任何可见

的器官损害。如图8中所示，所有目标低聚物显示一些miR-208a抑制，并且与盐水相比，

10711寡核苷酸能够以统计学上显著的方式抑制心脏组织中的miR  208a。没有一个对照在

统计学上不同于盐水。这证明系统给药的碱基修饰的寡核苷酸在不使用缀合物或者药物递

送系统的情况下用作心脏特异性  miRNA的有效抑制剂的能力。

[0146] 实施例9：在2’-脱氧和2’-O-Me碱基修饰之间的Tm差别

[0147] 当在从最少修饰至最多修饰的规模上观察时，碱基和糖修饰的Tm影响。单独的碱

基修饰预计对于具有磷酸酯骨架的2’-脱氧核糖核苷仅具有适度影响(参见Ahmadian  et 

al .,Nucleic  Acids  Res .,1998 ,26(13):3127-3135(1998);  Znosko  et  al .,

J.Am.Chem.Soc.,125(20):6090-6097(2003)的实例，将其全部内容并入本文作为参考)，但

即使这样，大于C3-炔烃的取代基倾向于动摇  DNA:DNA双链体的稳定性。甚至，多重结合具

有非甲酰氨基连接的己基胺的基于尿苷的核苷(在生理pH下质子化)未显示净DNA:DNA双链

体稳定性  (参见Hashimoto  et  al.，J.Am.Chem.Soc.，115(16):7128-7134(1993)，将其全

部内容并入本文作为参考)。在糖修饰这种情况中，我们已经证明2’-O-甲基化核糖核苷以

约1°C/修饰稳定这种具有miR-208a  RNA的特定双链体。当全部结合(对于尿苷而言，9个取

代)在具有硫代磷酸酯骨架的16-聚物抗-208a  寡核苷酸中时，具有本发明教导的碱基修饰

的2’-脱氧核苷给予稍微提高的抗miR-208a  RNA的双链体稳定性。参见图9。然而，当将碱基

修饰的2’-  脱氧核苷结合至除了尿苷之外的所有碱基也含有2’-O-甲基化核苷的核苷酸中

时，碱基修饰的稳定性变得明显。即使具有较少的9个糖修饰，所述双链体与具有16个2’-O-

甲基糖修饰的寡核苷酸具有相同的Tm。与仅具有糖修饰的寡核苷酸相比，用具有5-甲酰氨

基-碱基修饰和2’-O-甲基糖修饰的基于尿苷的核苷代替每个尿苷的2’-O-甲基化抗-208a

显示超过2°C/修饰的出人意料的Tm增加。

[0148] 当与具有3’-内糖折叠的A-型核苷偶合时，这些增强的亲和力很可能是最大的。当

5-甲酰氨基修饰的碱基与将核糖锁定在具有显著3’-内糖折叠的  A-型的2’-4’-桥接二环

核苷糖组合时，这种影响可更加显著。

[0149] 实施例10：在核苷酸中5-甲酰氨基-和2’-O-甲基修饰的协同作用。

[0150] 图10显示来自图9的作为ΔTm/每个修饰的数据(将糖修饰和碱基修饰都算在内)。

与单独的碱基或者糖相比，5-甲酰氨基-2’-O-甲基尿苷核苷的多重结合出乎意料地给予更

大的经糖修饰和碱基修饰导致的稳定化。该证据表明，5-甲酰氨基与有利于核苷的3’-内糖

折叠的修饰的联用超过加和性。它们协同地起作用，得到比单独的任一种修饰更大的双链

体稳定性。对于某些基于寡核苷酸的治疗如微RNA抑制剂，在一定限度内的提高的双链体稳

定性很可能是希望的。而且，这些类型的修饰也可保护防止酶促降解，静电荷减少所导致的

细胞递送和增强的药代动力学和/或药效性质。

[0151] 实施例11：在寡核苷酸中多重结合碱基修饰的核苷酸的影响

[0152] 对于硫代磷酸酯和磷酸酯骨架的16-聚物寡核苷酸，多重结合(即，总共  16个碱基

中的9个碱基)阳离子5-甲酰氨基修饰的脱氧尿苷似乎使双链体稳定性增加的最少。参见图

11。这可能是由于对与碱基水合的干扰或者取代基的空间位阻。不过，令人惊讶地注意到，

单一结合可提高具有硫代磷酸酯或者磷酸酯骨架的16-聚物抗-208a脱氧寡核苷酸与它的
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靶物miR-208a  RNA的双链体稳定性，分别提高超过10°C和17°C。本发明披露的修饰可作为

单一或者多重结合单独使用，或者作为单一或者多重结合与其它糖修饰联用，从而得到具

有希望的双链形成(duplexing)性质、双链体-蛋白质结合性质或者连同希望的药代动力学

和/或药效性质的治疗用寡核苷酸。

[0153] 尽管本申请已经详细地示出和描述了优选实施方案，但是对于相关领域技术人员

而言明显的是，可在不脱离本发明主旨的情况下做出各种修饰、添加、替代等，因此，这些修

饰、添加、替代等被认为在所附权利要求限定的本发明范围。
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