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1.一种反义寡核苷酸(ASO)，其包含14‑22个核苷酸单元，以及：

(a)包含6个或更多个连续的DNA核苷酸的中心区(B')；

(b)包含2至6个锁核苷酸或2'取代核苷的5'翼区(A')；和

(c)包含2至6个锁核苷酸或2'取代核苷的3'翼区(C')；

其中所述ASO的所述中心区与靶RNA序列至少80％互补或者杂交；并且其中所述ASO包

含选自以下的至少一个经修饰的核苷酸：

其中B为核碱基，

其中B为核碱基，

和
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2.根据权利要求1所述的ASO，其中(i)所述中心区(B')包含选自G‑夹和5prnl的经修饰

的核苷酸，(ii)所述5'翼区(A')包含选自Gutb和Nmln的经修饰的核苷酸，(iii)所述3'翼区

(C')包含选自Gutb和Nmln的经修饰的核苷酸，或者(iv)它们的任何组合。

3.根据权利要求1或2所述的ASO，其中所述中心区(B')包含2、3、4、5或6个或更多个经

修饰的核苷酸。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的ASO，其中所述5'翼区(A')、所述3'翼区(C')或两

者包含选自Gutb、Nmln、G‑夹和5prnl的经修饰的核苷酸。

5.根据权利要求1至4中任一项所述的ASO分子，其中所述ASO分子进一步包含1个或多

个硫代磷酸酯(ps)核苷间键、甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷间键或它们的组合。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的ASO分子，其中所述ASO分子进一步包含至少1、2、

3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21或22个硫代磷酸酯(ps)核苷间

键、甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷间键或它们的组合。

7.一种反义寡核苷酸(ASO)，其包含14‑22个核苷酸单元，其中所述ASO包含：

(a)包含6个或更多个连续的DNA核苷酸的中心区(B')，其中所述连续的DNA核苷酸中的

至少一个为经修饰的核苷酸，

(b)包含2至6个锁核苷酸或2'取代核苷的5'翼区(A')，和

(c)包含2至6个锁核苷酸或2'取代核苷的3'翼区(C')，

其中所述ASO的所述中心区与靶RNA序列至少80％互补或者杂交，并且其中所述ASO包

含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15个或更多个甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷间键。

8.根据权利要求7所述的ASO，其中所述ASO包含选自以下的至少1个、至少2个、至少3

个、至少4个或至少5个或更多个核苷酸：

其中B为核碱基，
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其中B为核碱基，

和

9.根据权利要求7或8所述的ASO分子，其中所述ASO分子进一步包含1个或多个硫代磷

酸酯(ps)核苷间键。

10.根据权利要求1至9中任一项所述的ASO分子，其中：

(i)至少一个甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷酸间键位于从所述ASO分子的所

述5'端起的核苷位置3与4之间；

(ii)至少一个甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷酸间键位于从所述ASO分子的所述5'端起的

核苷位置5与6之间；

(iii)至少一个甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷酸间键位于从所述ASO分子的所述5'端起

的核苷位置6与7之间；

(iv)至少一个甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷酸间键位于从所述ASO分子的所述5'端起的

核苷位置7与8之间；

(v)至少一个甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷酸间键位于从所述ASO分子的所述5'端起的
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核苷位置8与9之间；

(vi)至少一个甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷酸间键位于从所述ASO分子的所述5'端起的

核苷位置9与10之间；或者

(vii)它们的组合。

11.根据权利要求1至10中任一项所述的ASRO，其中所述5'翼区(A')、所述3'翼区(C')

或两者包含至少一个甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷酸间键。

12.根据权利要求1至11中任一项所述的ASO分子，其中所述ASO分子进一步包含半乳糖

胺。

13.根据权利要求12所述的ASO分子，其中所述半乳糖胺为式(VI)的N‑乙酰半乳糖胺

(GalNAc)：

其中

m为1、2、3、4或5；

每个n独立地为1或2；

p为0或1；

每个R独立地为H；

每个Y独立地选自–O‑P(＝O)(SH)–、–O‑P(＝O)(O)–、–O‑P(＝O)(OH)–和‑O‑

P(S)S‑；

Z为H或第二保护基团；

L为接头或者L和Y组合地为接头；并且

A为H、OH、第三保护基团、活化基团或寡核苷酸。

14.根据权利要求12所述的ASO分子，其中所述半乳糖胺为式(VII)的N‑乙酰半乳糖胺

(GalNAc)：
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其中Rz为OH或SH；并且每个n独立地为1或2。

15.根据权利要求1至14中任一项所述的ASO分子，其中；

(i)所述靶RNA序列为病毒基因；

(ii)所述靶RNA序列为来自DNA病毒的基因；

(iii)所述靶RNA序列为来自双链DNA(dsDNA)病毒的基因；

(iv)所述靶RNA序列为来自嗜肝DNA病毒的基因；

(v)所述靶RNA序列为来自乙型肝炎病毒(HBV)的基因；

(vi)所述靶RNA序列为来自基因型A‑J中的任一种的HBV的基因；或者

(vii)所述靶RNA序列选自HBV的S基因或X基因。

16.根据权利要求1至14中任一项所述的ASO分子，其中所述靶RNA序列选自编码甲基化

控制的J蛋白(MCJ蛋白)的基因、编码TAZ的基因、编码血管生成素样3(ANGPTL3)的基因、编

码二酰基甘油酰基转移酶2(DGAT2)的基因和编码羟基类固醇17‑β脱氢酶13(HSD17B13)的

基因。

17.根据权利要求1至16中任一项所述的ASO分子，其中(i)所述ASO的所述5'翼区包含2

至6个硫代磷酸酯连接的锁核苷，(ii)所述ASO的所述3'翼区包含2至6个硫代磷酸酯连接的

锁核苷，或者(iii)它们的组合。

18.根据权利要求17所述的ASO，其中所述锁核苷选自LNA、ScpBNA、AmNA、AmNA(N‑Me)、

GuNA、GuNA(N‑R11)，其中R11选自Me、Et、i‑Pr、t‑Bu和它们的组合。

19.根据权利要求1至18中任一项所述的ASO分子，其中所述ASO的所述中心区包含至少

5个连续的硫代磷酸酯连接的DNA核苷酸、至少5个连续的甲磺酰基磷酰胺酯连接的DNA核苷

酸、或至少5个通过一个或多个硫代磷酸酯核苷间键和一个或多个甲磺酰基磷酰胺酯核苷

间键连接的连续的DNA核苷酸。

20.根据权利要求5至19中任一项所述的ASO分子，其中所述ASO的所述中心区包含8至

10个连续的硫代磷酸酯连接的DNA核苷酸、8至10个连续的甲磺酰基磷酰胺酯连接的DNA核

苷酸、或8至10个通过一个或多个硫代磷酸酯核苷间键和一个或多个甲磺酰基磷酰胺酯核

苷间键连接的DNA核苷酸。

21.根据权利要求1至20中任一项所述的ASO，其中所述ASO包含至少一个具有以下结构

的经修饰的核苷酸：
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其中：

R为卤素或R'‑C≡C‑；并且

R'为C6‑12芳基、5元至12元杂芳基、羟基‑C1‑6烷基或C1‑7烷酰基氧基。

22.根据权利要求1至21中任一项所述的ASO，其中所述ASO包含至少一个具有以下结构

的经修饰的核苷酸：

其中：

W独立地为O、N或S；

R1、R2和R5独立地为H或D；

R3为H或F；

R4为F或OCH3；并且

碱基为
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其中：

R为卤素或R'‑C≡C‑；并且

R'代表C6‑12芳基、5元至12元杂芳基、羟基C1‑6烷基或C1‑7烷酰基氧基。

23.一种ASO分子，其如表1中所示。

24.一种药物组合物，其包含根据权利要求1至23中任一项所述的ASO分子；以及药学上

可接受的赋形剂。

25.根据权利要求24所述的药物组合物，其进一步包含2、3、4、5、6、7、8、9、10个或更多

个根据权利要求3至22中任一项所述的ASO分子。

26.根据权利要求24或25所述的药物组合物，其进一步包含额外治疗剂。

27.根据权利要求26所述的药物组合物，其中所述额外治疗剂选自核苷酸类似物、核苷

类似物、衣壳组装调节剂(CAM)、重组干扰素、进入抑制剂、小分子免疫调节剂和寡核苷酸疗

法，其中所述寡核苷酸疗法任选地选自额外反义寡核苷酸(ASO)、短干扰核酸(siNA)、NAP或

STOPSTM。

28.一种治疗患有乙型肝炎病毒(HBV)感染的受试者的方法，所述方法包括向患有HBV

的所述受试者施用根据权利要求1至23中任一项所述的ASO或根据权利要求24至27中任一

项所述的药物组合物。

29.根据权利要求28所述的方法，其进一步包括施用额外治疗剂。

30.根据权利要求29所述的方法，其中所述额外治疗剂选自核苷酸类似物、核苷类似

物、衣壳组装调节剂(CAM)、重组干扰素、进入抑制剂、小分子免疫调节剂和寡核苷酸疗法，

其中所述寡核苷酸疗法任选地选自额外反义寡核苷酸(ASO)、短干扰核酸(siNA)、NAP或

STOPSTM。

31.根据权利要求28所述的方法，其中所述额外治疗剂选自由包括以下项组成的组：

ALG‑010133、ALG‑000184、重组干扰素α2b、IFN‑a、PEG‑IFN‑a‑2a、拉米夫定、替比夫定、阿德

福韦酯、克拉夫定、恩替卡韦、替诺福韦艾拉酚胺、替诺福韦二吡呋酯、NVR3‑778、BAY41‑

4109、JNJ‑632、JNJ‑3989(ARO‑HBV)、RG6004、GSK3228836、REP‑2139、REP‑2165、AB‑729、

VIR‑2218、DCR‑HBVS、JNJ‑6379、GLS4、ABI‑HO731、JNJ‑440、NZ‑4、RG7907、EDP‑514、AB‑423、
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AB‑506、ABI‑H03733和ABI‑H2158。

32.根据权利要求28至31中任一项所述的方法，其中所述ASO和所述额外治疗剂同时地

或相继地施用。

33.根据权利要求28至32中任一项所述的方法，其中所述治疗包括降低所述受试者中

HBV的病毒载量、降低所述受试者中病毒抗原的水平或它们的组合。

34.一种降低受试者中靶基因的表达的方法，所述方法包括向所述受试者施用根据权

利要求1至23中任一项所述的ASO或根据权利要求24至27中任一项所述的药物组合物。

35.根据权利要求34所述的方法，其中所述靶基因对于所述受试者是内源性的基因或

者所述靶基因对于所述受试者不是内源性的。

36.根据权利要求34或35所述的方法，其中所述受试者患有选自乙型肝炎病毒(HBV)、

冠状病毒感染和肝病的疾病，其中所述肝病任选地选自非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)、非酒

精性脂肪性肝炎(NASH)和肝细胞癌(HCC)。

37.根据权利要求28至36中任一项所述的方法，其中所述受试者为哺乳动物，任选地为

成年人。

38.根据权利要求28至37中任一项所述的方法，其中所述ASO以至少1mg/kg、2mg/kg、

3mg/kg、4mg/kg、5mg/kg、6mg/kg、7mg/kg、8mg/kg、9mg/kg、10mg/kg、11mg/kg、12mg/kg、

13mg/kg、14mg/kg或15mg/kg的剂量施用。

39.根据权利要求28至38中任一项所述的方法，其中所述ASO以0 .5mg/kg至50mg/kg、

0.5mg/kg至40mg/kg、0.5mg/kg至30mg/kg、1mg/kg至50mg/kg、1mg/kg至40mg/kg、1mg/kg至

30mg/kg、1mg/kg至20mg/kg、3mg/kg至50mg/kg、3mg/kg至40mg/kg、3mg/kg至30mg/kg、3mg/

kg至20mg/kg、3mg/kg至15mg/kg、3mg/kg至10mg/kg、4mg/kg至50mg/kg、4mg/kg至40mg/kg、

4mg/kg至30mg/kg、4mg/kg至20mg/kg、4mg/kg至15mg/kg、4mg/kg至10mg/kg、5mg/kg至50mg/

kg、5mg/kg至40mg/kg、5mg/kg至30mg/kg、5mg/kg至20mg/kg、5mg/kg至15mg/kg或5mg/kg至

10mg/kg之间的剂量施用。

40.根据权利要求28至39中任一项所述的方法，其中至少1、2、3、4、5、6、7、8、9或10次施

用所述ASO。

41.根据权利要求28至40中任一项所述的方法，其中一天至少1、2、3、4、5、6、7、8、9或10

次，一周至少1、2、3、4、5、6、7、8、9或10次，或者一个月至少1、2、3、4、5、6、7、8、9或10次施用

所述ASO。

42.根据权利要求28至41中任一项所述的方法，其中每1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19、20或21天至少一次施用所述ASO。

43.根据权利要求28至42中任一项所述的方法，其中持续至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16、17、18、19、20或21天，或至少1、2、3、4、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、35、40、45、50、51、52、53、54或55周

的时间段施用所述ASO。
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经修饰的间隔体寡聚物及其使用的方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请根据35  U.S.C .§119要求2022年3月17日提交的临时申请序列号63/321 ,

019的优先权，其公开以引用方式并入本文。

背景技术

[0003] 提供了以下讨论以帮助读者理解本公开，并且以下讨论不承认描述或构成其现有

技术。

[0004] 全球约有3亿人慢性感染HBV。HBsAg消失是“功能性治愈”的一个关键方面，是许多

新疗法的目标。反义寡核苷酸已经被证明是在动物模型中降低HBsAg的有效方式，并且这些

分子的临床研究正在进行中。

[0005] 然而，用反义寡核苷酸治疗HBV仍然存在例如核酸酶降解和肝毒性等问题。因此，

本领域需要发现对核酸酶降解具有更大抗性和改善肝脏安全性特性的反义寡核苷酸。

发明内容

[0006] 本公开涉及含有寡核苷酸的化合物和组合物以及它们在预防或治疗疾病和病症

例如乙型肝炎(HBV)中的用途。

[0007] 在一方面，本公开提供了一种反义寡核苷酸(ASO)，其包含14‑22个核苷酸单元，以

及：

[0008] (a)包含6个或更多个连续的DNA核苷酸的中心区(B')；

[0009] (b)包含2至6个锁核苷酸或2'取代核苷的5'翼区(A')；和

[0010] (c)包含2至6个锁核苷酸或2'取代核苷的3'翼区(C')；

[0011] 其中ASO的中心区与靶RNA序列至少80％互补或者杂交；并且其中ASO包含选自以

下的至少一个经修饰的核苷酸：

[0012] (N‑叔丁基‑胍(Gutb))，其中B为核碱基，
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[0013] (N甲基‑LNA(Nmln))，其中B为核碱基，

[0014] (G‑夹)，和

[0015] (5(Me)‑丙炔基(5prnl))。

[0016] 在另一方面，本公开提供了反义寡核苷酸(ASO)，其包含14‑22个核苷酸单元，以

及：(a)包含6个或更多个连续的DNA核苷酸的中心区(B')，其中该连续的DNA核苷酸中的至

少一个为选自Gutb、Nmln、G‑夹和5prnl的经修饰的核苷酸；

[0017] (b)包含2至6个锁核苷酸或2'取代核苷的5'翼区(A')；和

[0018] (c)包含2至6个锁核苷酸或2'取代核苷的3'翼区(C')；

[0019] 其中ASO的中心区与靶RNA序列至少80％互补或者杂交。

[0020] 在另一方面，本公开提供了反义寡核苷酸(ASO)，其包含14‑22个核苷酸单元，以

及：(a)包含6个或更多个连续的DNA核苷酸的中心区(B')；(b)包含2至6个锁核苷酸或2'取

代核苷的5'翼区(A')；和(c)包含2至6个锁核苷酸或2'取代核苷的3'翼区(C')；其中ASO的

中心区与靶RNA序列至少80％互补或者杂交；并且其中(i)中心区(B ')包含选自G‑夹和

5prnl的经修饰的核苷酸，(ii)5'翼区(A')包含选自Gutb和Nmln的经修饰的核苷酸，(iii)

3'翼区(C')包含选自Gutb和Nmln的经修饰的核苷酸，或者(iv)它们的任何组合。
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[0021] 在一些实施例中，中心区(B')包含2、3、4、5个或6个或更多个经修饰的核苷酸。

[0022] 在一些实施例中，5 '翼区(A ')、3'翼区(C ')或两者包含选自Gutb、Nmln、G‑夹和

5prnl的经修饰的核苷酸。

[0023] 在一些实施例中，ASO分子进一步包含1个或多个硫代磷酸酯(ps)核苷间键、甲磺

酰基磷酰胺酯(yp)核苷间键或它们的组合。

[0024] 在一些实施例中，ASO分子进一步包含至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19、20、21或22个硫代磷酸酯(ps)核苷间键、甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷间键

或它们的组合。

[0025] 在另一方面，本公开提供了包含14‑22个核苷酸单元的反义寡核苷酸(ASO)，其中

该ASO包含：

[0026] (a)包含6个或更多个连续的DNA核苷酸的中心区(B')，其中连续的DNA核苷酸中的

至少一个为经修饰的核苷酸，

[0027] (b)包含2至6个锁核苷酸或2'取代核苷的5'翼区(A')，和

[0028] (c)包含2至6个锁核苷酸或2'取代核苷的3'翼区(C')，

[0029] 其中ASO的中心区与靶RNA序列至少80％互补或者杂交，并且其中ASO包含1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15个或更多个甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷间键。

[0030] 在一些实施例中，ASO包含选自以下的至少1个、至少2个、至少3个、至少4个或至少

5个或更多个核苷酸：

[0031] (N‑叔丁基‑胍(Gutb))，其中B为核碱基，

[0032] (N甲基‑LNA(Nmln))，其中B为核碱基，
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[0033] (G‑夹)，和

[0034] (5(Me)‑丙炔基(5prnl))。

[0035] 在一些实施例中，ASO分子进一步包含1个或多个硫代磷酸酯(ps)核苷间键

[0036] 在前述方面中任一项的一些实施例中，(i)至少一个甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷

酸间键位于从ASO分子的5 '端起的核苷位置3与4之间；(ii)至少一个甲磺酰基磷酰胺酯

(yp)核苷酸间键位于从ASO分子的5'端起的核苷位置5与6之间；(iii)至少一个甲磺酰基磷

酰胺酯(yp)核苷酸间键位于从ASO分子的5'端起的核苷位置6与7之间；(iv)至少一个甲磺

酰基磷酰胺酯(yp)核苷酸间键位于从ASO分子的5'端起的核苷位置7与8之间；(v)至少一个

甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷酸间键位于从ASO分子的5'端起的核苷位置8与9之间；(vi)至

少一个甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷酸间键位于从ASO分子的5'端起的核苷位置9与10之间；

或者(vii)它们的组合。

[0037] 在前述方面中任一项的一些实施例中，5'翼区(A')、3'翼区(C')或两者包含至少

一个甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷酸间键。

[0038] 在前述方面中任一项的一些实施例中，ASO分子进一步包含半乳糖胺。在一些实施

例中，半乳糖胺为式(VI)的N‑乙酰半乳糖胺(GalNAc)：

[0039]

[0040] ，其中
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[0041] m为1、2、3、4或5；

[0042] 每个n独立地为1或2；

[0043] p为0或1；

[0044] 每个R独立地为H；

[0045] 每个Y独立地选自–O‑P(＝O)(SH)–、–O‑P(＝O)(O)–、–O‑P(＝O)(OH)–和‑O‑P(S)

S‑；

[0046] Z为H或第二保护基团；

[0047] L为接头或者L和Y组合地为接头；并且

[0048] A为H、OH、第三保护基团、活化基团或寡核苷酸。

[0049] 在一些实施例中，半乳糖胺为式(VII)的N‑乙酰半乳糖胺(GalNAc)：

[0050]

[0051] 其中Rz为OH或SH；并且每个n独立地为1或2。

[0052] 在前述方面中任一项的一些实施例中，(i)靶RNA序列为病毒基因；(ii)靶RNA序列

为来自DNA病毒的基因；(iii)靶RNA序列为来自双链DNA(dsDNA)病毒的基因；(iv)靶RNA序

列为来自嗜肝DNA病毒的基因；(v)靶RNA序列为来自乙型肝炎病毒(HBV)的基因；(vi)靶RNA

序列为来自基因型A‑J中的任一种的HBV的基因；或者(vii)靶RNA序列选自HBV的S基因或X

基因。

[0053] 在前述方面中任一项的一些实施例中，靶RNA序列选自编码甲基化控制的J蛋白

(MCJ蛋白)的基因、编码TAZ的基因、编码血管生成素样3(ANGPTL3)的基因、编码二酰基甘油

酰基转移酶2(DGAT2)的基因和编码羟基类固醇17‑β脱氢酶13(HSD17B13)的基因。

[0054] 在前述方面中任一项的一些实施例中，其中(i)ASO的5'翼区包含2至6个硫代磷酸

酯连接的锁核苷，(ii)ASO的3'翼区包含2至6个硫代磷酸酯连接的锁核苷，或者(iii)它们

的组合。在一些实施例中，其中锁核苷选自LNA、ScpBNA、AmNA、AmNA(N‑Me)、GuNA、GuNA(N‑

R11)，其中R11选自Me、Et、i‑Pr、t‑Bu和它们的组合。

[0055] 在前述方面中任一项的一些实施例中，ASO的中心区包含至少5个连续的硫代磷酸

酯连接的DNA核苷酸、至少5个连续的甲磺酰基磷酰胺酯连接的DNA核苷酸或至少5个连续的

通过一个或多个硫代磷酸酯核苷间键和一个或多个甲磺酰基磷酰胺酯核苷间键连接的连

续的DNA核苷酸。

[0056] 在前述方面中任一项的一些实施例中，ASO的中心区包含8至10个连续的硫代磷酸
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酯连接的DNA核苷酸、8至10个连续的甲磺酰基磷酰胺酯连接的DNA核苷酸或8至10个通过一

个或多个硫代磷酸酯核苷间键和一个或多个甲磺酰基磷酰胺酯核苷间键连接的DNA核苷

酸。

[0057] 在前述方面中任一项的一些实施例中，ASO包含至少一个具有以下结构的经修饰

的核苷酸

[0058] (“(2s)T”)、 (“(5OH)C”)、

(“(8nh)A”)、 (“(8nh)G”)或

[0059] 其中：

[0060] R为卤素或R'‑C≡C‑；并且

[0061] R'为C6‑12芳基、5元至12元杂芳基、羟基‑C1‑6烷基或C1‑7烷酰基氧基。

[0062] 在前述方面中任一项的一些实施例中，ASO包含至少一个具有以下结构的经修饰

的核苷酸：

[0063]

[0064] 其中：

[0065] W独立地为O、N或S；

[0066] R1、R2和R5独立地为H或D；

[0067] R3为H或F；

[0068] R4为F或OCH3；并且

[0069] 碱基为
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[0070]

[0071]

[0072] 其中：

[0073] R为卤素或R'‑C≡C‑；并且

[0074] R'代表C6‑12芳基、5元至12元杂芳基、羟基C1‑6烷基或C1‑7烷酰基氧基。

[0075] 在另一方面，本公开提供了如表1中所示的ASO分子。

[0076] 在另一方面，本公开提供了包含本文所公开的ASO分子的药物组合物(例如，前述

方面或实施例中的任一项)；以及药学上可接受的赋形剂。

[0077] 在一些实施例中，药物组合物可进一步包含2、3、4、5、6、7、8、9、10个或更多个本文

所公开的ASO分子。

[0078] 在一些实施例中，药物组合物可进一步包含额外治疗剂。在一些实施例中，其中额

外治疗剂选自核苷酸类似物、核苷类似物、衣壳组装调节剂(CAM)、重组干扰素、进入抑制

剂、小分子免疫调节剂和寡核苷酸疗法，其中所述寡核苷酸疗法任选地选自额外反义寡核

苷酸(ASO)、短干扰核酸(siNA)、NAP或STOPSTM。

[0079] 在另一方面，本公开提供了治疗患有乙型肝炎病毒(HBV)感染的受试者的方法，该

方法包括向患有HBV的受试者施用本文所公开的ASO或药物组合物(例如，前述方面或实施

例中的任一项)。

[0080] 在一些实施例中，该方法可进一步包括施用额外治疗剂。在一些实施例中，其中额

外治疗剂选自核苷酸类似物、核苷类似物、衣壳组装调节剂(CAM)、重组干扰素、进入抑制

剂、小分子免疫调节剂和寡核苷酸疗法，其中所述寡核苷酸疗法任选地选自额外反义寡核

苷酸(ASO)、短干扰核酸(siNA)、NAP或STOPSTM。在一些实施例中，额外治疗剂选自由包含以

下项组成的组：ALG‑010133、ALG‑000184、重组干扰素α2b、IFN‑a、PEG‑IFN‑a‑2a、拉米夫定、

替比夫定、阿德福韦酯、克拉夫定、恩替卡韦、替诺福韦艾拉酚胺、替诺福韦二吡呋酯、NVR3‑

778、BAY41‑4109、JNJ‑632、JNJ‑3989(ARO‑HBV)、RG6004、GSK3228836、REP‑2139、REP‑2165、

AB‑729、VIR‑2218、DCR‑HBVS、JNJ‑6379、GLS4、ABI‑HO731、JNJ‑440、NZ‑4、RG7907、EDP‑514、

AB‑423、AB‑506、ABI‑H03733和ABI‑H2158。在一些实施方案中，ASO和额外治疗剂同时地或

相继地施用。
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[0081] 在一些实施例中，治疗包括降低受试者中的HBV病毒载量、降低受试者中的病毒抗

原水平或它们的组合。

[0082] 在另一方面，本公开提供了降低受试者中靶基因的表达的方法，该方法包括向受

试者施用本文所公开的ASO或药物组合物。在一些实施例中，靶基因对于受试者是内源性的

基因或者靶基因对于受试者不是内源性的。在一些实施例中，受试者患有选自乙型肝炎病

毒(HBV)、冠状病毒感染和肝病的疾病，其中该肝病任选地选自非酒精性脂肪性肝病

(NAFLD)、非酒精性脂肪性肝炎(NASH)和肝细胞癌(HCC)。

[0083] 在所公开方法的一些实施例中，受试者为哺乳动物，任选地为成年人。

[0084] 在所公开方法的一些实施例中，ASO以至少1mg/kg、2mg/kg、3mg/kg、4mg/kg、5mg/

kg、6mg/kg、7mg/kg、8mg/kg、9mg/kg、10mg/kg、11mg/kg、12mg/kg、13mg/kg、14mg/kg或15mg/

kg的剂量施用。

[0085] 在所公开方法的一些实施例中，ASO以0.5mg/kg至50mg/kg、0.5mg/kg至40mg/kg、

0.5mg/kg至30mg/kg、1mg/kg至50mg/kg、1mg/kg至40mg/kg、1mg/kg至30mg/kg、1mg/kg至

20mg/kg、3mg/kg至50mg/kg、3mg/kg至40mg/kg、3mg/kg至30mg/kg、3mg/kg至20mg/kg、3mg/

kg至15mg/kg、3mg/kg至10mg/kg、4mg/kg至50mg/kg、4mg/kg至40mg/kg、4mg/kg至30mg/kg、

4mg/kg至20mg/kg、4mg/kg至15mg/kg、4mg/kg至10mg/kg、5mg/kg至50mg/kg、5mg/kg至40mg/

kg、5mg/kg至30mg/kg、5mg/kg至20mg/kg、5mg/kg至15mg/kg或5mg/kg至10mg/kg之间的剂量

施用。

[0086] 在所公开方法的一些实施例中，至少1、2、3、4、5、6、7、8、9或10次施用ASO。

[0087] 在所公开方法的一些实施例中，一天至少1、2、3、4、5、6、7、8、9或10次，一周至少1、

2、3、4、5、6、7、8、9或10次，或者一个月至少1、2、3、4、5、6、7、8、9或10次施用ASO。

[0088] 在所公开方法的一些实施例中，每1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20或21天至少一次施用ASO。

[0089] 在所公开方法的一些实施例中，持续至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19、20或21天，或至少1、2、3、4、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、35、40、45、50、51、52、53、54或55周的时间段施用

ASO。

[0090] 前述大体描述及以下详细描述为示例性的及阐释性的，并且旨在提供对所要求保

护的本公开的进一步阐释。根据以下对附图的简要描述和本公开的详细描述，其他目的、优

点和新颖特征对于本领域技术人员来说将是显而易见的。

附图说明

[0091] 该图(The  Fig)示出了所选ASO相对于LNA‑DNA‑LNA亲本的体内效力的改善。G01为

媒介物，以5mL/kg剂量SC；G02为ASO  59，在第0天以5mg/kg的剂量SC一次；G‑04为ASO  84，在

第0天以5mg/kg的剂量SC一次。

具体实施方式

[0092] 本公开涉及经修饰的反义寡核苷酸和经修饰的反义寡核苷酸的药物组合物。本公

开还涉及使用和制备反义寡核苷酸和药物组合物的方法。
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[0093] 反义寡核苷酸(ASO)

[0094] 本公开的化合物包括经修饰的反义寡核苷酸(ASO)。在一些实施例中，ASO包含14‑

22个核苷酸单元，例如14、15、16、17、18、19、20、21或22个核苷酸单元。在一些实施例中，ASO

为包含以下三个区的间隔体：包含经修饰的核苷酸的5'翼区(A')；包含与翼不同类型的核

苷酸(例如能够诱导RNA酶H裂解的核苷酸)的中心区(B')；以及包含经修饰的核苷酸的3'翼

区(C')。

[0095] 所公开的ASO包含(i)经修饰的核苷酸，诸如Gutb、Nmln、5prnl、G‑夹或它们的组

合；(ii)至少一个甲磺酰基磷酰胺酯核苷间键(当Ra为甲基基团时，在序列中称为“yp”)；或

(iii)它们的组合。Gutb、Nmln、5prnl和G‑夹的结构如下所示，并且甲磺酰基磷酰胺酯接头

的结构为： 其中Ra为C1‑C6烷基、C6‑12芳基或5元至12元杂芳基。

[0096] 在一些实施例中，甲磺酰基磷酰胺酯接头的结构为：

[0097]

[0098] 例如，5 '翼区和3 '翼区可各自独立地包含2‑6个核苷酸，例如2、3、4、5或6个核苷

酸。这些核苷酸中的一个或多个核苷酸可以是经修饰的(例如，1、2、3、4、5或6个核苷酸是经

修 饰 的 ) 。经 修 饰 的 核 苷 酸 中 的 至 少 一 个 经 修 饰 的 核 苷 酸 可 以 包 含 以 下结 构 ：

(N‑叔丁基‑胍(Gutb))或者 (N甲

基‑LNA(Nmln))，其中B为核碱基。另外地或替代性地，经修饰的核苷酸中的至少一个经修饰

的核苷酸可以包含以下结构：
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[0099] (G‑夹)或者

(5(Me)‑丙炔基(5prnl))。因此，5'翼区和3'翼区可各自独立地包含Gutb、Nmln或两者中的

一者或多者。类似地，5'翼区和3'翼区可各自独立地包含G‑夹、5prnl或两者中的一者或多

者；然而，G‑夹和5prnl也适合于包含在中心区中。例如，在一些实施例中，(i)中心区(B')包

含选自G‑夹和5prnl的经修饰的核苷酸，(ii)5'翼区(A')包含选自Gutb和Nmln的经修饰的

核苷酸，(iii)3'翼区(C')包含选自Gutb和Nmln的经修饰的核苷酸，或者(iv)它们的任何组

合。

[0100] 另外地或替代性地，中心区可包含通过磷酸二酯核苷间键或硫代磷酸酯(“ps”)核

苷间键连接的1、2、3、4、5或更多个连续的DNA核苷。在其他实施例中，中心区包含一个或多

个经修饰的核苷酸、甲磺酰基磷酰胺酯(yp)核苷间键或它们的组合。进一步地，中心区可以

包含一个或多个经修饰的核苷酸，其中中心区能够诱导RNA酶H裂解。在一些实施例中，中心

区包含一个或多个具有经修饰的核碱基的经修饰的核苷酸。在一些实施例中，中心区包含

6、7、8、9、10或11个连续的DNA核苷。在一些实施例中，中心区中的DNA核苷的1、2、3、4、5、6、

7、8、9、10或11个DNA核苷是经修饰的。经修饰的核苷酸中的至少一个经修饰的核苷酸可以

包含以下结构： (N‑叔丁基‑胍(Gutb))或者 (N

甲基‑LNA(Nmln))，

[0101] 其中B为核碱基。另外地或替代性地，经修饰的核苷酸中的至少一个经修饰的核苷

酸可以包含以下结构：
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[0102] (G‑夹)或者 (5(Me)‑

丙炔基(5prnl))。

[0103] 为了本公开的目的，所公开的ASO可以包含Gutb、Nmln、5prnl、G‑夹或它们的组合

中的至少1者、至少2者、至少3者、至少4者或至少5者或更多者。Gutb、Nmln、5prnl、G‑夹或它

们的组合可并入到中心区、翼区或两者中。一般而言，经修饰的锁核苷酸(Gutb和Nmln)适合

包含在翼区中，而5prnl和G‑夹适合包含在整个ASO或具体是在中心区中。另外地或替代性

地，所公开的ASO可包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15个或更多个甲磺酰基磷酰

胺酯(yp)核苷间键。

[0104] 在一些方面，本公开的间隔体ASO化合物包括式(I)的化合物：

[0105] A'—B'—C'，

[0106] 其中A'和C'各自独立地包含2‑6个核苷酸，其中一个或多个是经修饰的核苷酸，B'

包含通过磷酸二酯或硫代磷酸酯核苷间键连接的6个或更多个连续的DNA核苷。在一些实施

例中，B'包含一个或多个经修饰的DNA核苷。在一些实施例中，经修饰的核苷酸选自锁核苷

或2'取代核苷。在一些实施例中，经修饰的DNA核苷选自锁核苷或2'取代核苷。

[0107] A'、B'和C'中的核苷酸和/或核苷的数量可以选自下组(A':B':C')：(2:10:2)、(2:

10:3)、(2:10:4)、(2:10:5)、(3:10:2)、(3:10:3)、(3:10:4)、(3:10:5)、(4:10:2)、(4:10:

3)、(4:10:4)、(4:10:5)、(5:10:2)、(5:10:3)、(5:10:4)、(5:10:5)、(2:9:2)、(2:9:3)、(2:

9:4)、(2:9:5)、(3:9:2)、(3:9:3)、(3:9:4)、(3:9:5)、(4:9:2)、(4:9:3)、(4:9:4)、(4:9:5)、

(5:9:2)、(5:9:3)、(5:9:4)、(5:9:5)、(2:8:2)、(2:8:3)、(2:8:4)、(2:8:5)、(3:8:2)、(3:8:

3)、(3:8:4)、(3:8:5)、(4:8:2)、(4:8:3)、(4:8:4)、(4:8:5)、(5:8:2)、(5:8:3)、(5:8:4)、

(5:8:5)、(2:7:2)、(2:7:3)、(2:7:4)、(2:7:5)、(3:7:2)、(3:7:3)、(3:7:4)、(3:7:5)、(4:7:

2)、(4:7:3)、(4:7:4)、(4:7:5)、(5:7:2)、(5:7:3)、(5:7:4)、(5:7:5)、(2:6:2)、(2:6:3)、

(2:6:4)、(2:6:5)、(3:6:2)、(3:6:3)、(3:6:4)、(3:6:5)、(4:6:2)、(4:6:3)、(4:6:4)、(4:6:

5)、(5:6:2)、(5:6:3)、(5:6:4)和(5:6:5)。

[0108] 在一些实施例中，5'翼区包含一个或多个锁核苷或2'取代核苷。在一些实施例中，

3'翼区包含一个或多个锁核苷或2'取代核苷。在一些实施例中，中心区包含一个或多个锁

核苷或2'取代核苷。在一些实施例中，5'翼区、3'翼区、中心区或它们的组合包含一个或多

个(例如，1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15)锁核苷或2'取代核苷。锁核苷可含有糖

的4'与2'位置之间的桥接，其中所述桥接包含2至4个任选的取代原子。例如，LNA核苷为：
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[0109] 其他示例性锁核苷包括以下：

[0110] (ScpBNA或“cp”)； (AmNA，当R10为H时；AmNA(N‑Me)，当

R 1 0
为CH 3时；AmNA (N‑烷基)，当R 1 0

为C 1‑C 6烷基时)； (GuNA)；或

(GuNA(N‑R11)；其中B为核碱基；R10为H或C1‑C6烷基；以及R11为C1‑C6烷

基。在某些实施例中，5'翼区中的所有核苷都是锁核苷。在一些实施例中，3'翼区中的所有

核苷都是锁核苷。在一些实施例中，3'翼区包含LNA和选自ScpBNA、AmNA和GuNA的一个或两

个核苷。在一些实施例中，5'翼区均为LNA，并且3'翼区含有LNA和选自ScpBNA、AmNA和GuNA

的一个或两个核苷。其他核苷酸包括在PCT/JP2010/068409、PCT/JP2013/075370、PCT/

JP2015/054308、PCT/JP2018/006061和/或PCT/JP2018/006062中，其以引用方式整体并入

本文。Gutb和Nmln是可包括在5'翼区或3'翼区或两者中的锁核苷酸的另外的实例。

[0111] 在一些实施例中，ASO的5'翼区包含2至6个硫代磷酸酯连接的锁核苷、甲磺酰基磷

酰胺酯连接的锁核苷或它们的组合。在一些实施例中，5'翼区包含2至6个硫代磷酸酯连接

的2'取代核苷、甲磺酰基磷酰胺酯连接的2'取代核苷或它们的组合。在一些实施例中，5'翼

区包含至少一个锁核苷和至少一个2'取代核苷，其中锁核苷和2'取代核苷通过硫代磷酸酯

接头或甲磺酰基磷酰胺酯接头连接。在一些实施例中，5'翼区进一步包含RNA核苷或DNA核

苷，其中RNA核苷和DNA核苷不是锁核苷或2'取代核苷。在一些实施例中，5'翼区的至少两个

核苷通过硫代磷酸酯接头或甲磺酰基磷酰胺酯接头连接。在一些实施例中，5'翼区的至少

2、3、4、5或6个核苷通过硫代磷酸酯接头、甲磺酰基磷酰胺酯接头或它们的组合连接。

[0112] 在一些实施例中，ASO的3'翼区包含2至6个硫代磷酸酯连接的锁核苷、甲磺酰基磷

酰胺酯连接的锁核苷或它们的组合。在一些实施例中，3'翼区包含2至6个硫代磷酸酯连接

的取代核苷、甲磺酰基磷酰胺酯连接的取代核苷或它们的组合。在一些实施例中，3'翼区包

含至少一个锁核苷和至少一个2'取代核苷，其中锁核苷和2'取代核苷通过硫代磷酸酯接头

或甲磺酰基磷酰胺酯接头连接。在一些实施例中，3'翼区进一步包含RNA核苷或DNA核苷，其

中RNA核苷和DNA核苷不是锁核苷或2'取代核苷。在一些实施例中，3'翼区的至少两个核苷

通过硫代磷酸酯接头或甲磺酰基磷酰胺酯接头连接。在一些实施例中，3'翼区的至少2、3、

4、5或6个核苷通过硫代磷酸酯接头、甲磺酰基磷酰胺酯接头或它们的组合连接。

[0113] 在一些实施例中，5'翼区和/或3'翼区中的一个或多个核苷酸包含硫代磷酸核苷
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间键或甲磺酰基磷酰胺酯核苷间键。在一些实施例中，5'翼区中的所有核苷酸均包含硫代

磷酸核苷间键。在一些实施例中，3'翼区中的所有核苷酸均包含硫代磷酸核苷间键。在一些

实施例中，5'翼区中的所有核苷酸均包含甲磺酰基磷酰胺酯核苷间键。在一些实施例中，3'

翼区中的所有核苷酸均包含甲磺酰基磷酰胺酯核苷间键。

[0114] 在一些实施例中，中心区包含一个或多个具有经修饰的核碱基的经修饰的核苷

酸。例如，中心区可包含Gutb、Nmln、5prnl、G‑夹或它们的组合中的至少1者、至少2者、至少3

者、至少4者或至少5者或更多者。在一些实施例中，中心区包含5prnl、G‑夹或它们的组合中

的至少1者、至少2者、至少3者、至少4者或至少5者或更多者。另外地或替代性地，中心区可

以包含具有以下结构的一个或多个经修饰的核苷酸： (“(2s)T”)、

(“(5OH)C”)、 (“(8nh)A”、

(“(8nh)G”)和/或 其中R为卤素或R'‑C≡C‑；并且R'为C6‑12芳基、5

元至12元杂芳基、羟基‑C1‑6烷基或C1‑7烷酰基氧基。在一些实施例中，中心区包含在(从5'端

起)第1、第2、第3或第4间隙核苷位置处的一个经修饰的核苷酸(例如，(2s)T或(5OH)C)。在

一些实施例中，经修饰的核苷酸在(从5'端起)第3间隙核苷位置处。在一些实施例中，经修

饰的核苷酸为具有以下结构的核苷酸：

[0115]

[0116] 其中：
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[0117] W独立地为O、N或S；

[0118] R1、R2和R5独立地为H或D；

[0119] R3为H或F；

[0120] R4为F或OCH3；并且

[0121] 碱基为

[0122]

[0123]

[0124] 其中：

[0125] R为卤素或R'‑C≡C‑；并且

[0126] R '代表C6‑12芳基、5元至12元杂芳基、羟基C1‑6烷基或C1‑7烷酰基氧基。在一些实施

例中，C1‑7烷酰基包括但不限于甲酰基、乙酰基、乙基羰基、正丙基羰基、异丙基羰基、正丁基

羰基、异丁基羰基、叔丁基羰基、正戊基羰基和正己基羰基。其他经修饰的核苷酸包括PCT/

JP2018/006061中的那些，其以引用方式整体并入本文。

[0127] 如本文所用，除非另有说明，“芳基(aryl)”是指具有完全离域π电子系统的碳环

(全碳)环。“芳基”基团可以由两个或更多个稠环(共享两个相邻碳原子的环)组成。当芳基

为稠环系统时，则与分子的其余部分连接的环具有完全离域的π电子系统。稠环系统中的其

他环可能具有或可能不具有完全离域的π电子系统。芳基基团的实例包括但不限于苯、萘和

甘菊环的自由基。

[0128] 如本文所用，除非另有说明，“杂芳基(heteroaryl)”是指具有完全离域π电子系统

的环，并且含有在环中独立地选自氮、氧和硫组成的基团的一个或多个杂原子(例如，一至

三个杂原子，或一至四个杂原子，或一至五个杂原子)。“杂芳基”基团可以由两个或更多个

稠环(共享两个相邻碳原子的环)组成。当杂芳基为稠环系统时，则与分子的其余部分连接

的环具有完全离域的π电子系统。稠环系统中的其他环可能具有或可能不具有完全离域的π
电子系统。杂芳基环的实例包括但不限于呋喃、噻吩、吡咯、噁唑、噻唑、咪唑、吡唑、异噁唑、

异噻唑、三唑、噻二唑、吡啶、哒嗪、嘧啶、吡嗪和三嗪。

[0129] 在一些实施例中，ASO的中心区包含至少5个连续的硫代磷酸酯连接的DNA核苷、至

少5个连续的甲磺酰基磷酰胺酯连接的DNA核苷或它们的组合。在一些实施例中，中心区的
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至少2、3、4、5或6个核苷通过硫代磷酸酯接头、甲磺酰基磷酰胺酯接头或它们的组合连接。

在一些实施例中，中心区的DNA核苷通过硫代磷酸酯接头或甲磺酰基磷酰胺酯接头连接到

5'翼区的核苷。在一些实施例中，中心区的DNA核苷通过硫代磷酸酯接头或甲磺酰基磷酰胺

酯接头连接到3'翼区的核苷。在一些实施例中，中心区包含8至10个连续的硫代磷酸酯连接

的DNA核苷、8‑10个连续的甲磺酰基磷酰胺酯连接的DNA核苷或它们的组合。

[0130] 在一些实施例中，ASO与开始于HBV的X区或HBV的S区的病毒靶RNA序列互补或杂

交。例如，重要的靶可以从acc.KC315400.1(基因型B，“gt  B”)，或基因型A、C或D中的任一者

中的靶位点的5'端处开始。技术人员将理解HBV位置，例如，如Wing‑Kin  Sung等人,Nature 

Genetics  44:765(2012)中所描述的。在一些实施例中，S区被定义为从小S蛋白的开始(在

基因型B  KC315400.1分离物中，位置#155)到X蛋白的开始(在基因型B  KC315400.1分离物

中，位置#1373)之前。在一些实施例中，X区被定义为从X蛋白的开始 (在基因型B 

KC315400.1分离物中，位置#1374)到DR2位点的结束(在基因型B  KC315400.1分离物中，位

置#1603)。

[0131] 在一些实施例中，ASO与病毒靶RNA序列互补或者杂交，该病毒靶RNA序列包含由至

少5、6、7、8、9、10、11、12、13、14或15个组成的或基本上由其组成的位于SEQ  ID  NO:89的位

置100‑800或1050‑1700内的连续的核苷酸。在一些实施例中，ASO与病毒靶RNA序列互补或

者杂交，该病毒靶RNA序列包含由5至15、5至14、5至13、5至12、5至11、5至10、5至9、5至8、6至

15、6至14、6至13、6至12、6至11、6至10、7至15、7至14、7至13、7至12或7至11个组成的或基本

上由其组成的位于SEQ  ID  NO:89的位置100‑800或1050‑1700内的连续的核苷酸。在一些实

施例中，ASO与病毒靶RNA序列互补或者杂交，该病毒靶RNA序列包含由至少5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14或15个组成的或基本上由其组成的位于SEQ  ID  NO:89的位置180‑280、300至

450、650至775、1125至1300或1400至1650内的连续的核苷酸。在一些实施例中，ASO与病毒

靶RNA序列互补或者杂交，该病毒靶RNA序列包含由至少5、6、7、8、9、10、11、12、13、14或15个

组成的或基本上由其组成的位于SEQ  ID  NO:89的位置180至215、230至270、350至420、675

至730、1165至1210、1245至1290、1400至1480或1500至1630内的连续的核苷酸。在一些实施

例中，ASO与病毒靶RNA序列互补或者杂交，该病毒靶RNA序列包含由至少5、6、7、8、9、10、11、

12、13、14或15个组成或基本上由其组成的从SEQ  ID  NO:89的位置191、245、246、276、376、

377、381、383、694、700、1182、1261、1262、1408、1410、1426、1431、1432、1433、1435、1438、

1441、1443、1513、1516、1517、1518、1519、1520、1521、1522、1527、1559、1575、1576、1577、

1580、1581、1582或1589处起始的连续的核苷酸。在一些实施例中，ASO与病毒靶RNA序列完

全互补。在一些实施例中，ASO与病毒靶序列之间存在小于或等于5、4、3、2或1个错配。在一

些实施例中，ASO与病毒靶序列之间存在小于或等于2个错配。在一些实施例中，ASO与病毒

靶序列之间存在小于或等于1个错配。在一些实施例中，错配位于ASO的翼区。在一些实施例

中，错配位于ASO的5'翼区。在一些实施例中，错配位于ASO的3'翼区。在一些实施例中，错配

位于ASO的中心区。

[0132] 在一些实施例中，中心区与病毒靶RNA序列互补或者杂交，该病毒靶RNA序列包含

由至少5、6、7、8、9、10、11、12、13、14或15个组成的或基本上由其组成的位于SEQ  ID  NO:89

的位置100‑800或1050‑1700内的连续的核苷酸。在一些实施例中，中心区与病毒靶RNA序列

互补或者杂交，该病毒靶RNA序列包含由5至15、5至14、5至13、5至12、5至11、5至10、5至9、5
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至8、6至15、6至14、6至13、6至12、6至11、6至10、7至15、7至14、7至13、7至12或7至11个组成

的或基本上由其组成的位于SEQ  ID  NO:89的位置100‑800或1050‑1700内的连续的核苷酸。

在一些实施例中，中心区与病毒靶RNA序列互补或者杂交，该病毒靶RNA序列包含由至少5、

6、7、8、9、10、11、12、13、14或15个组成的或基本上由其组成的位于SEQ  ID  NO:89的位置

180‑280、300至450、650至775、1125至1300或1400至1650内的连续的核苷酸。在一些实施例

中，中心区与病毒靶RNA序列互补或者杂交，该病毒靶RNA序列包含由至少5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14或15个组成的或基本上由其组成的位于SEQ  ID  NO:89的位置180至215、230至

270、350至420、675至730、1165至1210、1245至1290、1400至1480或1500至1630内的连续的

核苷酸。在一些实施例中，中心区与病毒靶RNA序列互补或者杂交，该病毒靶RNA序列包含由

至少5、6、7、8、9、10、11、12、13、14或15个组成或基本上由其组成的从SEQ  ID  NO:89的位置

191、245、246、276、376、377、381、383、694、700、1182、1261、1262、1408、1410、1426、1431、

1432、1433、1435、1438、1441、1443、1513、1516、1517、1518、1519、1520、1521、1522、1527、

1559、1575、1576、1577、1580、1581、1582或1589处起始的连续的核苷酸。在一些实施例中，

中心区与病毒靶RNA序列完全互补。在一些实施例中，中心区与病毒靶序列之间存在小于或

等于5、4、3、2或1个错配。在一些实施例中，中心区与病毒靶序列之间存在小于或等于2个错

配。在一些实施例中，中心区与病毒靶序列之间存在小于或等于1个错配。

[0133] 在一些实施例中，ASO包含与选自表1中所列出的序列的核苷酸序列至少90％、至

少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或100％

相同的核苷酸序列。

[0134] 在一些实施例中，本公开的ASO可具有与表1的ASO相差一个核苷的序列。在一些实

施例中，本公开的ASO可具有与表1的ASO相差两个核苷的序列。在一些实施例中，本公开的

ASO可具有与表1的ASO相差三个核苷的序列。在一些实施例中，本公开的ASO可具有与表1的

ASO相差四个核苷的序列。

[0135] 在一些实施例中，本公开的ASO可以具有表1的序列，但是中心区中的一个T被(2s)

T替代，中心区中的一个C被(5OH)C替代，和/或中心区中的A被(8nh)A替代。在一些实施例

中，本公开的ASO可具有表1的序列，但在5'翼部分中具有一个或两个ScpBNA、AmNA或GuNA。

在一些实施例中，本公开的ASO可具有表1的序列，但在3'翼部分中具有一个或两个ScpBNA、

AmNA或GuNA。在一些实施例中，本公开的ASO可具有表1的序列，但将mA或mU附加到序列的5'

端。在一些实施例中，本公开的ASO可具有表1的序列，但将mA或mU附加到序列的5'端、序列

的3 '端或两者，其连接到GalNAc衍生物(例如，GalNAc4，诸如GalNAc4‑(PS)2‑p‑；或者

GalNAc6，诸如GalNAc6‑(PS)2‑p‑)，如本文详述。

[0136] 在一些实施例中，ASO包含与SEQ  ID  NOs:1‑88中任一个的核苷酸序列至少90％、

至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或

100％相同的核苷酸序列。

[0137] 在一些实施例中，本公开的ASO具有与SEQ  ID  NOs:1‑88的核苷酸的任一个相差一

个核苷的序列。在其他实施例中，ASO具有与SEQ  ID  NOs:1‑88的核苷酸的任一个相差1、2、3

或4个核苷的序列。在一些实施例中，本公开的ASO具有SEQ  ID  NOs:1‑88中任一个的序列，

但中心区中的一个T被(2s)T替代，中心区中的一个C被(5OH)C，和/或中心区中的一个A被

(8nh)A替代。在一些实施例中，本公开的ASO具有SEQ  ID  NOs:1‑88中任一个的序列，但在5'
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翼部分具有一个或两个ScpBNA、AmNA或GuNA。在一些实施例中，本公开的ASO具有SEQ  ID 

NOs:1‑88中任一个的序列，但在3'翼部分具有一个或两个ScpBNA、AmNA或GuNA。在一些实施

例中，本公开的ASO具有SEQ  ID  NOs:1‑88中任一个的序列，但将mA或mU附加到序列的5'端。

在一些实施例中，本公开的ASO具有SEQ  ID  NOs:1‑88中任一个的序列，但将mA或mU附加到

序列的5 '端，其连接到GalNAc衍生物(例如，GalNAc4，诸如GalNAc4‑(PS)2‑p‑；或者

GalNAc6，诸如GalNAc6‑(PS)2‑p‑)，如本文详述。

[0138] 靶RNA序列

[0139] 所公开的ASO可以通过募集RNA酶H来裂解和降解靶RNA序列的RNA转录物，降低RNA

水平，并且从而降低由靶RNA序列编码的蛋白质的水平来降低靶RNA序列(例如，靶基因)的

表达。

[0140] 出于本公开的目的，靶RNA序列可以是细胞中的任何基因。在一些实施例中，靶基

因为病毒基因。在一些实施例中，病毒基因来自DNA病毒。在一些实施例中，DNA病毒为双链

DNA(dsDNA)病毒。在一些实施例中，dsDNA病毒为嗜肝DNA病毒。在一些实施例中，嗜肝DNA病

毒为乙型肝炎病毒(HBV)。在一些实施例中，HBV选自HBV基因型A‑J。在一些实施方案中，病

毒性疾病是由RNA病毒引起的。在一些实施例中，RNA病毒为单链RNA病毒(ssRNA病毒)。在一

些实施例中，ssRNA病毒为正义单链RNA病毒((+)ssRNA病毒)。在一些实施例中，(+)ssRNA病

毒为冠状病毒。在一些实施例中，冠状病毒为β‑冠状病毒。在一些实施例中，β‑冠状病毒选

自由以下项组成的组：严重急性呼吸综合征冠状病毒2(SARS‑CoV‑2)(也被称为临时名称

2019新型冠状病毒或2019‑nCoV)、人冠状病毒OC43(hCoV‑OC43)、中东呼吸综合征相关冠状

病毒(MERS‑CoV，也被称为临时名称2012新型冠状病毒或2012‑nCoV)和严重急性呼吸道综

合征相关冠状病毒(SARS‑CoV，也被称为SARS‑CoV‑1)。在一些实施例中，β‑冠状病毒为

SARS‑CoV‑2，即COVID‑19的病原体。一些示例性靶基因示出在说明书的末尾处的表6中。

[0141] 在一些实施例中，靶RNA序列选自HBV的S基因或X基因。在一些实施例中，HBV具有

SEQ  ID  NO:90的核苷酸序列所示的基因组序列，其对应于GenBank登录号U95551.1的核苷

酸序列，其以引用方式整体并入本文。

[0142] 示例性HBV基因组序列示于SEQ  ID  NO:89中，对应于Genbank登录号KC315400.1，

其以引用方式整体并入本文。SEQ  ID  NO:89的核苷酸2307..3215,1..1623对应于针对聚合

酶蛋白编码的聚合酶/RT基因序列。SEQ  ID  NO:89的核苷酸2848 ..3215 ,1 ..835对应于

PreS1/S2/S基因序列，其编码大S蛋白。SEQ  ID  NO:89的核苷酸3205..3215,1..835对应于

PreS2/S基因序列，其编码中间S蛋白。SEQ  ID  NO:89的核苷酸155..835对应于S基因序列，

其编码小S蛋白。SEQ  ID  NO:89的核苷酸1374..1838对应于X基因序列，其编码X蛋白。SEQ 

ID  NO:89的核苷酸1814..2452对应于PreC/C基因序列，其编码前核心/核心蛋白。SEQ  ID 

NO:89的核苷酸1901..2452对应于C基因序列，其编码核心蛋白。HBV基因组进一步包含病毒

调控元件，诸如病毒启动子(preS2、preS1、Core和X)和增强子元件(ENH1和ENH2)。SEQ  ID 

NO:89的核苷酸1624..1771对应于ENH2。SEQ  ID  NO:60的核苷酸1742..1849对应于核心启

动子。SEQ  ID  NO:89的核苷酸1818...3215,1..1930对应于前基因组RNA(pgRNA)，其编码核

心蛋白和聚合酶蛋白。

[0143] 在一些实施例中，靶RNA序列选自SARS‑CoV的基因组。在一些实施例中，SARS‑CoV

具有对应于GenBank登录号NC_004718.3的核苷酸序列的基因组，其以引用方式整体并入本
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文。

[0144] 在一些实施例中，靶RNA序列选自MERS‑CoV的基因组。在一些实施例中，MERS‑CoV

具有对应于GenBank登录号NC_019843.3的核苷酸序列的基因组，其以引用方式整体并入本

文。

[0145] 在一些实施例中，靶RNA序列选自hCoV‑OC43的基因组。在一些实施例中，hCoV‑

OC43具有对应于GenBank登录号NC_006213.1的核苷酸序列的基因组，其以引用方式整体并

入本文。

[0146] 在一些实施例中，靶RNA序列选自SARS‑CoV‑2的基因组。在一些实施例中，SARS‑

CoV‑2具有对应于GenBank登录号NC_045512.2的核苷酸序列的基因组序列，其以引用方式

整体并入本文。

[0147] 在一些实施例中，靶RNA序列可以是任何羟基类固醇脱氢酶基因。在任何实施例

中，基因为羟基类固醇17‑β脱氢酶13(HSD17B13)。HSD17B13具有SEQ  ID  NO:91的核苷酸序

列所示的序列，其对应于GenBank登录号NM_178135.5的编码序列的核苷酸序列(核苷酸42

至944)，其以引用方式整体并入本文。

[0148] 在一些实施例中，靶RNA序列与SEQ  ID  NO:91内的核苷酸区至少约60％、65％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％或100％相同，不同的是SEQ  ID  NO:91中的胸腺嘧啶(T)

被尿嘧啶(U)替代。在一些实施例中，第一核苷酸序列与SEQ  ID  NO:91内的15至30、15至25、

15至23、15至22、15至21、17至25、17至23、17至22、17至21或19至21个核苷酸至少约60％、

65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％或100％相同。

[0149] 在一些实施例中，靶RNA序列参与肝代谢。在一些实施例中，靶RNA序列为电子传递

链的抑制剂。在一些实施例中，靶基因编码MCJ蛋白(MCJ/DnaJC15或甲基化控制的J蛋白)。

在一些实施例中，MCJ蛋白由SEQ  ID  NO:92的mRNA序列编码，其对应于GenBank登录号NM_

013238.3的核苷酸序列，其以引用方式整体并入本文。

[0150] 在一些实施例中，靶RNA序列为TAZ。在一些实施例中，TAZ包含SEQ  ID  NO:93的核

苷酸序列，其对应于GenBank登录号NM_000116.5的核苷酸序列，其以引用方式整体并入本

文。

[0151] 在一些实施例中，靶RNA序列为血管生成素样3(ANGPTL3)。在一些实施例中，

ANGPTL3包含SEQ  ID  NO:94的核苷酸序列，其对应于GenBank登录号NM_014495.4的核苷酸

序列，其以引用方式整体并入本文。

[0152] 在一些实施例中，靶RNA序列为二酰基甘油酰基转移酶2(DGAT2)。在一些实施例

中，DGAT2包含SEQ  ID  NO:95的核苷酸序列，其对应于GenBank登录号NM_001253891.1的核

苷酸序列，其以引用方式整体并入本文。

[0153] 缀合部分

[0154] 本公开还涉及与缀合到ASO的另外的部件，诸如靶向部分和在一个或多个端部处

经修饰的寡核苷酸。在一些实施例中，缀合部分选自半乳糖胺、肽、蛋白质、甾醇、脂质、磷

脂、生物素、吩噁嗪、活性药物物质、胆固醇、菲啶、蒽醌、吖啶、荧光素、罗丹明、香豆素、叶酸

和染料。

[0155] 在一些实施例中，靶向部分可包含碳水化合物，诸如单糖，例如N‑乙酰半乳糖胺

(GalNAc)、二糖、三糖、四糖、寡糖和多糖。在一些实施例中，靶向部分通过一种或多种接头
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任选地以连续结构附接至ASO的一种或多种GalNAc衍生物，诸如两种或三种GalNAc衍生物。

在某些实施例中，靶向部分包含通过接头附接的三个连续的GalNAc部分，诸如：

[0156]

[0157] 在一些实施例中，缀合部分为半乳糖胺。在一些实施例中，本文所公开的ASO中的

任一种附接至作为半乳糖胺的缀合部分。在一些实施例中，半乳糖胺为N‑乙酰半乳糖胺

(GalNAc)。在一些实施例中，本文所公开的ASO中任一种包含GalNAc。在一些实施例中，

GalNAc为式(VI)：

[0158]

[0159] 其中m为1、2、3、4或5；每个n独立地为1或2；p为0或1；每个R独立地为H或第一保护

基团；每个Y独立地选自–O‑P(＝O)(SH)–、–O‑P(＝O)(O)–、–O‑P(＝O)(OH)–、‑O‑P(S)S‑和–

O–；Z为H或第二保护基团；L为接头或者L和Y组合地为接头；并且A为H、OH、第三保护基团、活

化基团或寡核苷酸。在一些实施例中，第一保护基团为乙酰基。在一些实施例中，第二保护

基团为三甲氧基三苯甲基(TMT)。在一些实施例中，活化基团为亚磷酰胺基团。在一些实施

例中，亚磷酰胺基团为氰基乙氧基N ,N‑二异丙基亚磷酰胺基团。在一些实施例中，接头为

C6‑NH2基团。在一些实施例中，A为ASO。在一些实施例中，R为H，Z为H，并且n为1。在一些实施

例中，R为H，Z为H，并且n为2。

[0160] 在一些实施例中，GalNAc为式(VII)：
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[0161]

[0162] 其中Rz
为OH或SH；并且每个n独立地为1或2。在一些实施例中，靶向配体可以是

GalNAc靶向配体，其可包含1、2、3、4、5或6个GalNAc单元。在一些实施例中，靶向配体可以是

选自GalNAc2、GalNAc3、GalNAc4、GalNAc5和GalNAc6的GalNAc。

[0163] 在一些实施例中，GalNAc可以是GalNAc酰胺、GalNAc  4CPG、GalNAc亚磷酰胺或

GalNAc4‑ps‑GalNAc4‑ps‑GalNAc4。这些GalNAc部分如下所示：

[0164]

[0165]

[0166] GalNAc3、GalNAc4、GalNAc5和GalNAc6可以在合成期间用1、2或3个部分缀合到本

文所公开的ASO。其他GalNAc部分，诸如GalNAc1和GalNAc2，可用于使用合成后缀合形成5'

和3'‑GalNAc。
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[0167] GalNAc亚磷酰胺

[0168]

[0169]

[0170] 在一些实施例中，ASO在ASO的5'端、3'端或两端含有靶向部分。缀合部分可以经由

1、2、3、4或5个或更多个接头附接至ASO。在一些实施例中，该一个或多个接头独立地选自由

以下项组成的组：磷酸二酯(p或po)接头、硫代磷酸酯(ps)接头、甲磺酰基磷酸酰胺接头
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(yp)、亚磷酰胺(HEG)接头、三甘醇(TEG)接头和/或二硫代磷酸酯接头。在一些实施例中，该

一个或多个接头独立地选自由以下项组成的组：p‑(PS)2、(PS)2‑p‑TEG‑p、(PS)2‑p‑HEG‑p

和(PS)2‑p‑(HEG‑p)2。

[0171] 在一些实施例中，缀合部分为脂质部分。在一些实施例中，本文所公开的ASO中的

任一种附接至作为脂质部分的缀合部分。脂质部分的实例包括但不限于胆固醇部分、硫醚

(例如己基‑S‑三苯甲基硫醇)、硫代胆固醇、脂族链(例如十二烷基二醇或十一烷基残基)、

磷脂(例如，二‑十六基‑rac‑甘油或1‑二‑O‑十六基‑rac‑三丙基‑S‑H‑膦酸三乙基铵)、聚胺

或聚乙二醇链、金刚烷乙酸、棕榈基部分或十八烷基胺或己基氨基‑羰基‑羟胆固醇部分。

[0172] 在一些实施例中，缀合部分为活性药物物质。在一些实施例中，本文所公开的ASO

中的任一种附接至作为活性药物物质的缀合部分。活性药物物质的实例包括但不限于阿司

匹林、华法林、苯基丁氮酮、布洛芬、舒洛芬、芬布芬、酮洛芬、(5)‑(+)‑普拉洛芬、卡洛芬、丹

磺酰肌氨酸(dansylsarcosine)、2,3,5‑三碘苯甲酸、氟芬那酸、亚叶酸、苯并噻二嗪、氯噻

嗪、二氮杂卓、吲哚美辛、巴比妥酸盐、头孢菌素、磺胺类药、抗糖尿病药、抗菌药或抗生素。

[0173] 示例性ASO

[0174] 如上所述，本文所公开的ASO可以包含经修饰的核苷酸，诸如Gutb、Nmln、5prnl、G‑

夹或它们的组合。另外地或替代性地，本文所公开的ASO可以包含至少一个甲磺酰基磷酰胺

酯核苷间键。表1提供了一些示例性ASO，其包含经修饰的核苷酸，诸如Gutb、Nmln、5prnl、G‑

夹或它们的组合；至少一个甲磺酰基磷酰胺酯核苷间键合(在序列中称为“yp”)；或它们的

组合。

[0175] 表1‑示例性ASO序列
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[0176]
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[0177]
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[0178]

说　明　书 25/56 页

34

CN 119032175 A

34



[0179]

[0180] 在表1中，粗体核苷含有以下修饰中的一种：

[0181]
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[0182]

[0183] 药物组合物

[0184] 本公开还涵盖包含本公开的ASO的药物组合物。一个实施例是一种药物组合物，其

包含本公开的一种或多种ASO以及药学上可接受的稀释剂或载体。

[0185] 在一些实施例中，含有本公开的ASO的药物组合物被配制用于经由肠胃外递送进

行全身施用。肠胃外施用包括静脉内、动脉内、皮下、腹膜内或肌内注射或输注；也可皮下施

用，例如经由植入装置。在优选的实施例中，含有本公开的ASO的药物组合物被配制用于皮

下(SC)或静脉内(IV)递送。用于肠胃外施用的制剂可以包含无菌水溶液，其还可以含有缓

冲剂、稀释剂以及本领域技术人员理解的其他药学上可接受的添加剂。对于静脉内使用，可

以控制溶质的总浓度以使制剂等渗。

[0186] 含有本公开的ASO的药物组合物可用于治疗例如与HBV基因的表达或活性相关的

疾病或疾患。

[0187] 在一些实施例中，药物组合物包含与HBV的第一X区中的病毒靶RNA序列互补或杂

交的本公开的第一ASO，以及与HBV的第二X区或S区中的病毒靶RNA序列互补或杂交的本公

开的第二ASO，以及药学上可接受的稀释剂或载体。当药物组合物包含两种或更多种ASO时，

ASO可以以不同的量存在。例如，在一些实施例中，第一ASO与第二ASO的重量比为1:4至4:1，

例如1:4、1:3、1:2、1:1、2:1、3:1或4:1。在一些实施例中，第一ASO与第二ASO的摩尔比为1:4

至4:1，例如1:4、1:3、1:2、1:1、2:1、3:1或4:1。

[0188] 治疗

[0189] 本文所述的siNA分子和组合物可以施用于受试者以治疗疾病。本文进一步公开了

本文所公开的siNA分子或组合物中的任一者在制造用于治疗疾病的药物中的用途。具体

地，本公开提供了用于治疗各种疾病的ASO，诸如传染病，包括但不限于病毒性疾病和肝病。

[0190] 本公开的一方面包括用于治疗被诊断患有、疑似患有HBV感染和/或HBV相关病症

或处于患有HBV感染和/或HBV相关疾患的风险中的受试者的方法。在治疗应用中，将包含至

少一种所公开的ASO的组合物施用于疑似或已经患有此类疾病(诸如，例如，HBV  cccDNA的

持续存在、HBV抗原(例如，HBsAg和/或HBeAg)的存在的受试者，在受试者的血清和/或肝中，

或升高的HBV病毒载量水平)，其量足以治愈或至少部分阻止疾病，包括其并发症和疾病的

发展中的中间病理表型。

[0191] 患有HBV感染和/或HBV相关疾患的受试者可以通过本领域已知的诊断或预后测定

中的任一种或其组合来鉴定。例如，HBV感染和/或HBV相关疾患的典型症状包括但不限于肝

HBV  cccDNA的存在、血清和/或肝HBV抗原(例如，HBsAg和/或HBeAg)的存在，ALT升高、AST升

高、抗HBV抗体缺乏或水平低、肝损伤、肝硬化、丁型肝炎、急性乙型肝炎、急性暴发性乙型肝
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炎、慢性乙型肝炎、肝纤维化、终末期肝病、肝细胞癌、血清病样综合征、厌食、恶心、呕吐、低

烧、肌痛、易疲劳、味觉敏度和嗅觉紊乱(厌恶食物和香烟)、右上腹和上腹疼痛(间歇性、轻

度至中度)、肝性脑病、嗜睡、睡眠模式的紊乱、精神错乱、昏迷、腹水、胃肠道出血、凝血障

碍、黄疸、肝肿大(轻度肿大、肝软)、脾肿大、掌红斑、蜘蛛痣、肌肉萎缩、蜘蛛状血管瘤、血管

炎、静脉曲张出血、周围水肿、男性乳房发育、睾丸萎缩、腹部侧支静脉(水母头)、高水平的

丙氨酸转氨酶(ALT)和天冬氨酸转氨酶(AST)(在1000‑2000IU/mL的范围内)、ALT水平高于

AST水平、γ ‑谷氨酰转肽酶(GGT)和/或碱性磷酸酶(ALP)水平升高、白蛋白水平降低、血清

铁水平升高、白细胞减少(即，粒细胞减少)、淋巴细胞增多、红细胞沉降率(ESR)增加、红血

细胞存活期缩短、溶血、血小板减少、国际标准化比值(INR)的延长、血清HBV  DNA的存在、转

氨酶升高(<ULN  5倍)、胆红素水平升高、凝血酶原时间(PT)延长、高球蛋白血症、组织非特

异性抗体(诸如抗平滑肌抗体(ASMA)或抗核抗体(ANA))的存在、组织特异性抗体(诸如针对

甲状腺的抗体)的存在，类风湿因子(RF)的水平升高，高胆红素血症，血小板和白血细胞计

数低，AST水平高于ALT水平，小叶炎症伴有退行性和再生性肝细胞变化，并且主要是小叶中

心坏死。

[0192] 在一些实施例中，用所公开的ASO治疗的受试者将表现出以下一种或多种病症或

症状的改善或消除：肝HBV  cccDNA的存在、血清和/或肝HBV抗原(例如，HBsAg和/或HBeAg)

的存在、抗HBV抗体缺乏或水平低、肝损伤、肝硬化、丁型肝炎、急性乙型肝炎、急性暴发性乙

型肝炎、慢性乙型肝炎、肝纤维化、终末期肝病、肝细胞癌、血清病样综合征、厌食、恶心、呕

吐、低烧、肌痛、易疲劳、味觉敏度和嗅觉紊乱(厌恶食物和香烟)、右上腹和上腹疼痛(间歇

性、轻度至中度)、肝性脑病、嗜睡、睡眠模式的紊乱、精神错乱、昏迷、腹水、胃肠道出血、凝

血障碍、黄疸、肝肿大(轻度肿大、肝软)、脾肿大、掌红斑、蜘蛛痣、肌肉萎缩、蜘蛛状血管瘤、

血管炎、静脉曲张出血、周围水肿、男性乳房发育症、睾丸萎缩、腹部侧支静脉(头水母)、ALT

水平高于AST水平、白细胞减少(即粒细胞减少)、白蛋白水平降低、血清铁水平升高、淋巴细

胞增多、红细胞沉降率(ESR)增加、红血细胞缩短生存、溶血、血小板减少、国际标准化比值

(INR)的延长、血清HBV  DNA的存在、凝血酶原时间(PT)延长、高球蛋白血症、组织非特异性

抗体(诸如抗平滑肌抗体(ASMA)或抗核抗体(ANA))的存在、组织特异性抗体(诸如抗甲状腺

抗体)的存在、高胆红素血症、血小板和白血细胞计数低、AST水平高于ALT水平、小叶炎症伴

有退行性和再生性肝细胞变化，并且主要是小叶中心坏死。

[0193] 本公开提供了用于治疗被诊断患有或疑似患有HBV感染和/或HBV相关疾患的受试

者的方法，包括向受试者施用有效量的本公开的ASO组合物。在一些实施例中，该方法包括

向受试者施用本公开的第一ASO和本公开的第二ASO，其中第一ASO与HBV的第一X区中的病

毒靶RNA序列互补或杂交，并且第二ASO与HBV的第二X区或S区中的病毒靶RNA序列互补或杂

交。在一些实施例中，第二ASO与HBV的第二X区中的病毒靶RNA序列互补或杂交。在其他实施

例中，第二ASO与HBV的S区中的病毒靶RNA序列互补或杂交。

[0194] 在所公开的方法和用途的一些实施例中，该疾病为呼吸道疾病。在一些实施例中，

呼吸道疾病为病毒性感染。在一些实施例中，呼吸道疾病为病毒性肺炎。在一些实施例中，

呼吸道疾病为急性呼吸道感染。在一些实施例中，呼吸道疾病为感冒。在一些实施例中，呼

吸道疾病为严重急性呼吸综合征(SARS)。在一些实施例中，呼吸道疾病为中东呼吸综合征

(MERS)。在一些实施例中，该疾病为2019年冠状病毒疾病(例如，COVID‑19)。在一些实施例
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中，呼吸道疾病可包括选自以下的一种或多种症状：咳嗽、喉咙痛、流鼻涕、打喷嚏、头痛、发

烧、呼吸短促、肌痛、腹痛、疲劳、呼吸困难、持续性胸部疼痛或压迫感、困难醒来、嗅觉和味

觉丧失、肌肉或关节疼痛、发冷、恶心或呕吐、鼻塞、腹泻、咯血、结膜充血、咳痰、胸闷和心

悸。在一些实施例中，呼吸道疾病可包括选自鼻窦炎、中耳炎、肺炎、急性呼吸窘迫综合征、

弥散性血管内凝血、心包炎和肾衰竭的并发症。在一些实施例中，呼吸道疾病是特发性的。

[0195] 在一些实施例中，本公开提供了治疗或预防冠状病毒感染的方法，包括向有此需

要的受试者施用治疗有效量的一种或多种本文所公开的ASO或药物组合物。在一些实施例

中，冠状病毒感染选自由以下项组成的组：中东呼吸综合征(MERS)、严重急性呼吸道综合征

(SARS)和COVID‑19。在一些实施例中，受试者已经用一种或多种额外冠状病毒治疗剂治疗。

在一些实施例中，受试者同时用一种或多种额外冠状病毒治疗剂治疗。

[0196] 在一些实施例中，该疾病为肝病。在一些实施例中，肝病为非酒精性脂肪性肝病

(NAFLD)。在一些实施例中，NAFLD为非酒精性脂肪性肝炎(NASH)。在一些实施例中，肝病为

肝细胞癌(HCC)。

[0197] 本公开的ASO可用于治疗有此需要的受试者的疾病。在一些实施例中，治疗有此需

要的受试者中的疾病的方法包括向受试者施用本文所公开的ASO中的任一种。在一些实施

例中，治疗有此需要的受试者中的疾病的方法包括向受试者施用本文所公开的组合物中的

任一种。

[0198] ASO的施用可以通过本领域已知的方法进行。在一些实施例中，ASO通过皮下(SC)

或静脉内(IV)递送来施用。本公开的制剂(例如，ASO或组合物)可以口服、肠胃外、局部或直

肠给予。当然，它们以适合每种施用途径的形式给予。例如，它们以片剂或胶囊形式施用，通

过注射、输注或吸入施用；局部通过洗剂或软膏；以及直肠通过栓剂。在一些实施例中，皮下

施用是优选的。

[0199] 本文所用的短语“肠胃外施用(parenteral  administration)”和“经肠胃外施用

(administered  parenterally)”是指除了肠内和局部施用以外的其他施用方式(通常通过

注射进行施用)，并且包括但不限于静脉内、肌内、动脉内、鞘内、囊内、眶内、心内、皮内、腹

膜内、气管内、皮下、表皮下、关节内、囊下、蛛网膜下、脊柱内和胸骨内注射和输注。

[0200] 本文所用的短语“全身施用(systemic  administration)”、“全身地施用

(administered  systemically)”、“外周施用(peripheral  administration)”和“外周地施

用(administered  peripherally)”是指将化合物、药物或其他材料施用而不是直接施用到

中枢神经系统中，使得其进入患者的系统，因此受制于代谢和其他类似过程，例如皮下施

用。

[0201] 这些化合物可以通过任何合适的施用途径施用于人和其他动物以进行疗法，包括

口服、经鼻(例如通过喷雾剂)、直肠、阴道内、肠胃外、脑池内和局部(如通过粉剂、软膏或滴

剂)，包括含服和舌下。

[0202] 无论选择何种施用途径，可以以合适的水合形式使用的本公开的化合物(例如，

ASO)和/或本公开的药物组合物通过本领域技术人员已知的常规方法配制成药学上可接受

的剂型。

[0203] 本公开的药物组合物中活性成分的实际剂量水平可以变化，以获得有效实现针对

特定患者、组合物和施用方式的期望治疗响应而不会对患者产生毒性的活性成分的量。
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[0204] 所选择的剂量水平将取决于多种因素，包括所使用的本公开的特定化合物(例如，

ASO)或者其酯、盐或酰胺的活性、施用的途径、施用的时间、所使用的特定化合物的排泄或

代谢的速率、吸收的速率和程度、治疗的持续时间、与所使用的特定化合物组合地使用的其

他药物、化合物和/或材料、所治疗的患者的年龄、性别、体重、病状、总体健康状况和既往病

史以及医学领域公知的类似因素。

[0205] 具有本领域普通技术的医师或兽医可以容易地确定和开出所需药物组合物的有

效量。例如，医生或兽医可以以低于实现期望的治疗效果所需水平的水平开始药物组合物

中所用的本公开的化合物(例如，ASO)的剂量，并逐渐增加剂量直至实现期望的效果。

[0206] 一般而言，本公开的化合物(例如，ASO)的合适日剂量是有效产生治疗效果的最低

剂量的化合物的量。此类有效剂量通常取决于上述因素。优选地，化合物以约0.01mg/kg至

约200mg/kg、更优选地以约0.1mg/kg至约100mg/kg、甚至更优选地以约0.5mg/kg至约50mg/

kg施用。在一些实施例中，化合物以约1mg/kg至约40mg/kg、约1mg/kg至约30mg/kg、约1mg/

kg至约20mg/kg、约1mg/kg至约15mg/kg，或1mg/kg至约10mg/kg施用。在一些实施例中，化合

物以等于或大于0.01、0.02、0.03、0.04、0.05、0.06、0.07、0.08、0.09、0.10、0.11、0.12、

0.13、0.14、0.15、0.16、0.17、0.18、0.19、0.20、0.21、0.22、0.23、0.24、0.25、0.26、0.27、

0.28、0.29、0.30、0.35、0.40、0.45、0.50、0.55、0.60、0.65、0.7、0.75、0.8、0.85、0.9、0.95

或1mg/kg的剂量施用。在一些实施例中，化合物以等于或大于1、2、3、4、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或30mg/kg的剂量施用。在一

些实施例中，化合物以等于或小于200、190、180、170、160、150、140、130、120、110、100、95、

90、85、80、75、70、65、60、55、50、45、40、35、30、25、20或15mg/kg的剂量施用。在一些实施例

中，化合物的总日剂量等于或大于10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、

90、95、100、105、110、115、120、125、130、135、140、145、150、155、160、165、170、175、180、

185、190、195或100mg。

[0207] 如果需要，活性化合物(例如，ASO)的有效日剂量可以作为两次、三次、四次、五次、

六次、七次、八次、九次、十次或更多次剂量或亚剂量在全天中以适当的时间间隔分开施用，

任选地以单位剂型施用。在一些实施例中，至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14或15

次施用化合物。优选的剂量为每天施用一次。在一些实施例中，一周至少1、2、3、4、5、6、7、8、

9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20或21次施用化合物。在一些实施例中，一月至少1、

2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20或21次施用化合物。在一些实施例

中，每1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20或21天施用一次化合物。

在一些实施例中，每3天施用该化合物。在一些实施例中，每1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14或15周施用一次化合物。在一些实施例中，每月施用该化合物。在一些实施例中，每1、

2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14或15个月施用一次化合物。在一些实施例中，在至少1、

2、3、4、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或70天的时间段内至少1、2、3、4、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或53次施用化合物。

在一些实施例中，在至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、
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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或53周的时间段内至少1、2、3、4、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或53次施用化合物。在一些实施例中，在至少1、2、3、

4、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或53个月的时

间段内至少1、2、3、4、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或53次施用化合物。在一些实施例中，一周至少一次施用化合物，持续至少1、2、3、4、

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或70周的时间段。在一些实施例中，一周至少

一次施用化合物，持续至少1、2、3、4、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或70个月

的时间段。在一些实施例中，一周至少两次施用化合物，持续至少1、2、3、4、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或70周的时间段。在一些实施例中，一周至少两次施用化合

物，持续至少1、2、3、4、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或70个月的时间段。在一

些实施例中，每两周至少一次施用化合物，持续至少2、3、4、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或70周的时间段。在一些实施例中，每两周至少一次施用化合物，持续至少

2、3、4、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或70个月的时间段。在一些实施例中，

每四周至少一次施用化合物，持续至少4、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或

70周的时间段。在一些实施例中，每四周至少一次施用化合物，持续至少4、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或70个月的时间段。

[0208] 所述方法的受试者可以为哺乳动物，并且其包括人和非‑人哺乳动物。在一些实施

例中，受试者为人，诸如成年人。

[0209] 一些实施例包括用于在感染病毒的受试者中治疗HBV病毒的方法，该方法包括向
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有此需要的受试者施用治疗有效量的本公开的一种或多种ASO或本公开的组合物，从而减

少受试者内的病毒载量和/或减少受试者内的病毒抗原的水平。ASO可以与病毒中靶RNA的

一部分互补或者杂交，例如HBV的第二X区和/或S区。

[0210] 在一些实施例中，本文所述的经修饰的寡核苷酸可以与一种或多种用于治疗和/

或抑制HBV和/或HDV复制的额外药剂组合地使用。当本文所述的化合物(例如，ASO)与额外

药剂共同施用时，有效量可以低于单独使用该化合物时的有效量。额外药剂包括但不限于

干扰素、核苷/核苷酸类似物、衣壳组装调节剂(CAM)、siRNA、其他ASO、核酸聚合物或S‑抗原

转运抑制寡核苷酸聚合物(NAP或STOPS)、进入抑制剂和/或小分子免疫调节剂。额外药剂的

实例包括ALG‑010133、ALG‑000184、重组干扰素α2b、IFN‑a、PEG‑IFN‑a‑2a、拉米夫定、替比

夫定、阿德福韦酯、克拉夫定、恩替卡韦、替诺福韦艾拉酚胺、替诺福韦二吡呋酯、NVR3‑778、

BAY41‑4109、JNJ‑632、JNJ‑3989(ARO‑HBV)、RG6004、GSK3228836、REP‑2139、REP‑2165、AB‑

729、VIR‑2218、DCR‑HBVS、JNJ‑6379、GLS4、ABI‑HO731、JNJ‑440、NZ‑4、RG7907、EDP‑514、AB‑

423、AB‑506、ABI‑H03733和ABI‑H2158。在一些实施例中，本文所公开的ASO中的任一种与

STOPS中的任一种共同施用。示例性STOPS描述于国际公开号WO2020/097342和美国公开号

2020/0147124中，这两篇均以引用方式整体并入本文。在一些实施例中，STOP为ALG‑

010133。在一些实施例中，本文所公开的ASO中的任一种与替诺福韦共同施用。在一些实施

例中，本文所公开的ASO中的任一种与CAM共同施用。示例性CAM描述于Berke等人 ,

Antimicrob  Agents  Chemother,2017,61(8):e00560‑17，Klumpp等人,Gastroenterology,

2018,154(3):652‑662.e8，国际申请号PCT/US2020/017974、PCT/US2020/026116和PCT/

US2020/028349以及美国申请号16/789,298、16/837,515和16/849,851，每一篇均以引用方

式整体并入本文。在一些实施例中，CAM为ALG‑000184、ALG‑001075、ALG‑001024、JNJ‑632、

BAY41‑4109或NVR3‑778。在一些实施例中，ASO和额外药剂同时施用。在一些实施例中，ASO

和额外药剂顺序施用。在一些实施例中，在施用额外药剂之前施用ASO。在一些实施例中，在

施用额外药剂之后施用ASO。

[0211] 定义

[0212] 如本文所用，术语“患者(patient)”和“受试者(subject)”是指待通过本公开的方

法治疗的生物体。此类生物体优选地为哺乳动物(例如，海洋动物、猿类、马科动物、牛科动

物、猪科动物、犬科动物、猫科动物等)，并且更优选地为人。

[0213] 如本文所用，术语“有效量(effective  amount)”是指足以实现有益或期望结果的

化合物(例如，本公开的ASO)的量。有效量可以在一次或多次施用、应用或剂量中施用并且

不旨在限于特定制剂或施用途径。

[0214] 如本文所用，术语“治疗(treating)”包括导致病状、疾病、疾患等的改善或改善其

症状的任何效果，例如减轻、降低、调节、改善或消除。

[0215] 如本文所用，术语“缓解(alleviate)”和“缓解(alleviating)”是指降低病状的严

重性，诸如将严重性降低例如至少10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％或

95％。

[0216] 如本文所用，术语“药物组合物(pharmaceutical  composition)”是指活性剂与惰

性或活性载体的组合，使得该组合物特别适合体内或离体诊断或治疗用途。

[0217] 如本文所用，术语“药学上可接受的载体(pharmaceutically  acceptable 
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carrie)”是指标准的药物载体中的任一种，诸如磷酸盐缓冲盐水溶液、水、乳液(例如，诸如

油/水或水/油乳液)以及各种类型的润湿剂。该组合物还可以包含稳定剂和防腐剂。对于载

体、稳定剂和佐剂的实例，参见，例如，Martin,Remington's  Pharmaceutical  Sciences,第

15版,Mack  Publ.Co.,Easton,PA[1975]。

[0218] 如本文所用，术语“约(about)”当指可测量值(例如重量、时间和剂量)时意在涵盖

所引用的值和+/‑10％的范围。例如，“约10”应理解为“10”和“9至11”两者。

[0219] 如本文所用，术语“核碱基(nucleobase)”或“碱基(base)”是指形成核苷的含氮生

物化合物。核碱基的实例包括但不限于胸腺嘧啶、尿嘧啶、腺嘌呤、胞嘧啶、鸟嘌呤及它们的

类似物或衍生物。

[0220] 在整个说明书中，在组合物被描述为具有、包括或包含特定的组分的情况下，或者

在过程和方法被描述为具有、包括或包含特定的步骤的情况下，经考虑本另外公开的组合

物也基本上由所述的组分组成，或者由所述的组分组成，并且根据本公开的过程和方法也

基本上由所述的过程步骤组成，或者由所述的过程步骤组成。

[0221] 除非另外定义，否则本文所用的所有技术和科学术语具有与该发明所属领域中的

普通技术人员通常所理解相同的含义。虽然类似或等效于本文所描述的那些方法和材料的

任何方法和材料也可以用于本发明的实践或测试，但现在描述代表性的例示性方法和材

料。

[0222] 在提供了值范围的情况下，应当理解的是，介于所述范围的上限与下限之间的每

个中间值(到下限的单位的十分之一，除非另外明确说明)以及所述范围中的任何其他所陈

述或中间值均涵盖于本发明内。这些较小范围的上限和下限可以独立地包括在更小的范围

中，并且也涵盖在本发明内，这受制于所陈述的范围中的任何明确排除的限值。在所陈述范

围包括限制中的一个或两个的情况下，排除那些被包括在内的限制中的任一个或两个的范

围也包括在本发明中。

[0223] 本公开不限于所描述的特定实施例，因此可以变化。还应当理解，本文使用的术语

仅用于描述特定实施例的目的，而不旨在是限制性的，因为本发明的范围将仅由所附权利

要求限制。

[0224] 本领域技术人员在阅读本公开后将明白，本文描述和图示的每个单独实施例具有

离散的组分和特征，该组分和特征可以容易地与其他几个实施例中的任何一个的特征分离

或组合而不背离从本发明的范围或精神。任何记载的方法都可以按照记载的事件的顺序或

逻辑上可能的任何其他顺序进行。

[0225] 本说明书中所引用的所有出版物和专利均以引用方式并入本文，如同各单独的出

版物或专利被具体和单独地指出通过引用并入，并且以引用方式并入本文以公开和描述与

所引用的出版物相关的方法和/或材料。对任何出版物的引用均由于其在申请日之前公开，

不应解释为承认本发明因现有发明而无权先于此类出版物。进一步地，所提供的出版日期

可以与实际出版日期不同，该实际出版日期可能需要独立确认。

[0226] 实例

[0227] 以下实施说明了本公开的某些实施例以帮助技术人员实践本公开。相应地，这些

实例决不被认为限制本公开的范围。

[0228] 实例1：ASO合成
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[0229] 间隔体ASO序列：DNA、2'‑O‑Me和LNA亚磷酰胺单体均购自商业可得来源(Hongene 

Biotech  USAInc.)。所有单体均在带有干燥剂的真空干燥器中干燥(P2O5，室温24h)。附接的

通用固相支持体(CPG)获自ChemGenes公司。用于合成工作流程中的化学品和溶剂购自VWR/

Sigma商业可得来源，并且无需任何纯化或处理即可使用。合成期间，将溶剂(乙腈)和溶液

(酰胺(amidite)和活化剂)储存在分子筛上。

[0230] 对照和靶寡核苷酸序列是在Expedite  8909合成仪上使用制造商编写的标准循环

合成的，并且修改了一些等待步骤和经修饰的偶联步骤。固相支持体为受控孔玻璃并且单

体含有标准保护基团。每个嵌合寡核苷酸均使用商业可得5 '‑O‑(4 ,4 '‑二甲氧基三苯甲

基)‑3'‑O‑(2‑氰基乙基‑N,N‑二异丙基)DNA、2'‑OMe和/或6‑N‑苯甲酰基腺苷(ABz)、5甲基4‑

N‑苯甲酰亚胺(CBz)、2‑N‑异丁酰鸟苷(GiBu)和尿苷(U)或胸腺嘧啶核苷(T)的LNA亚磷酰胺单

体，根据标准固相亚磷酰胺合成方案单独地合成。2'‑O‑Me‑2,6‑二氨基嘌呤亚磷酰胺购自

Glen  Research。将亚磷酰胺制备成0.1M的无水乙腈溶液。将5‑乙基硫代四唑用作为活化

剂，将二氯甲烷中的3％二氯乙酸脱三苯甲基化，THF中的乙酸酐和THF中的16％N‑甲基咪唑

用作为封端，DDTT((二甲基氨基亚甲基)氨基)‑3H‑1,2,4‑二噻唑啉‑3‑硫酮用作为合成寡

核糖核苷酸硫代磷酸酯的硫转移剂。在5‑(乙硫基)‑1H‑四唑活化剂存在下，将0.1M亚磷酰

胺的CH3CN溶液与固体结合的寡核苷酸进行延长偶联，然后进行延长加帽、氧化和脱保护，

得到经修饰的寡核苷酸。所有经修饰的亚磷酰胺的逐步偶联效率均大于98.5％。

[0231] 在65℃使用氨甲胺的混合物(1:1，AMA)15min实现自固相支持体的脱保护和裂解。

当使用通用接头时，脱保护在65℃进行90min，或者将固体支持物与氨水(28％)溶液在55℃

加热8h以脱保护碱基不稳定的保护基。

[0232] 过滤去除固相支持体后，在GeneVac离心蒸发仪中真空去除脱保护溶液。
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[0233]
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[0234]

[0235] 锁核酸(LNA)亚磷酰胺
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[0236]

[0237] 实例2：经修饰的间隔体序列

[0238] AmNA(N‑Me)‑T、AmNA(N‑Me)‑4‑N‑苯甲酰基(5m)胞苷((5m)CBz)、AmNA(N‑Me)‑4‑N‑

苯甲酰胞苷(ABz)和AmNA(N‑Me)‑2‑N‑pac(Gpac)购自Luxna  Biotech，而scp‑BNA‑T、scp‑BNA‑

6‑N‑苯甲酰基腺苷(ABz)、scp‑BNA‑4‑N‑苯甲酰基‑5甲基胞苷((5m)CBz)、scp‑BNA‑2‑N‑异丁
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酰鸟苷(GiBu)亚磷酰胺单体按照参考文献(Takao  Yamaguchi、Masahiko  Horiba和Satoshi 

Obika；Chem.Commun.,2015,51,9737‑9740；Masahiko  Horiba、Takao  Yamaguchi和Satoshi 

Obika；Journal  of  Organic  Chemistry,2016,81,11000‑11008)中描述的程序合成。所有

单体均在带有干燥剂的真空干燥器中干燥(KOH和P2O5，室温24小时)。在AmNA(N‑Me)‑PS‑

DNA‑PS和scp‑BNA‑PS‑DNA‑PS的情况下，使用亚磷酰胺单体在1μM上以3'至5'方向进行修饰

合成，在0.3M  5‑(苄硫基)‑1H‑四唑活化剂存在下，在无水CH3CN中稀释至0.12M浓度(偶联

时间16min)，以形成固体结合的寡核苷酸，然后进行修饰加帽、氧化和脱保护，来得到经修

饰的寡核苷酸。所有经修饰的亚磷酰胺的逐步偶联效率均大于97％。DDTT(二甲氨基亚甲

基)氨基)‑3H‑1,2,4‑二噻唑啉‑3‑硫酮用作寡核糖核苷酸硫代磷酸酯的合成的硫转移剂。

用20％  DEA乙腈溶液洗涤带有寡核苷酸的固相支持体15min，然后用MeCN彻底洗涤柱。将支

持体与二异丙胺:水:甲醇(1:1:2)在加热块中于65℃加热8h，以从载体上裂解并脱保护碱

基不稳定的保护基团。

[0239] AmNA(N‑Me)单体

[0240]
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[0241] scp‑BNA单体
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[0242]

[0243] 5'和3'‑GalNAc缀合的寡核苷酸被合成为具有不同长度的GalNAc部分，例如，如下

所述。GalNAc3、GalNAc4、GalNAc5和GalNAc6在合成期间以与下述相同的方式用1、2或3个部

分缀合到寡核苷酸。其他GalNAc部分，诸如本文先前描述的GalNAc‑1和GalNAc‑2，也可用于

通过合成后缀合形成5'和3'‑GalNAc。

[0244] GalNAc亚磷酰胺

[0245]
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[0246]

[0247] 粗寡聚物的定量或原始分析

[0248] 将样品溶解在去离子水(1 .0mL)中并如下定量：首先在Nanodrop紫外分光光度计

上仅用水进行空白。Nano  Drop仪器可以通过使用多种路径长度来测量各种浓度范围的核

酸。通过测量稀释的寡核苷酸在260nm处的吸光度，可以获得最准确的定量结果。粗材料储

存于‑20℃。

[0249] 粗HPLC/LC‑MS分析

[0250] 粗样品的0.1OD用于粗MS分析。确认粗LC‑MS数据后，则进行纯化步骤。

[0251] HPLC纯化

[0252] 通过阴离子交换HPLC纯化磷酸二酯(PO)、硫代磷酸酯(PS)和嵌合的经修饰的寡核

苷酸。缓冲剂为10％  CH3CN中的20mM磷酸钠，pH  8.5(缓冲剂A)和10％  CH3CN中的20mM磷酸

钠，1.8M  NaBr，pH  8.5(缓冲剂B)。将含有全长寡核苷酸的级分合并、脱盐并冻干。

[0253] 脂质缀合寡核苷酸通过内部包装的RPC‑Source15反相柱纯化。缓冲剂为10％

CH3CN(缓冲剂A)和CH3CN(缓冲剂B)中的20mM乙酸钠。将含有全长寡核苷酸的级分合并、脱盐

并冻干。

[0254] 纯化寡聚物的脱盐

[0255] 然后使用Sephadex  G‑25M(Amersham  Biosciences)将纯化的干燥寡聚物脱盐。用

10mL去离子水调节筒三次。将彻底溶解在2.5mL去离子水中的纯化寡核苷酸以非常缓慢的

逐滴地洗脱施加到筒上。用3.5ml去离子水将无盐寡聚物直接洗脱到螺帽小瓶中。

[0256] 最终HPLC和电喷雾LC/MS分析

[0257] 将大约0 .10OD的寡聚物溶解在水中，并且然后移入特殊小瓶中进行IEX‑HPLC和

LC/MS分析。分析HPLC和ES  LC‑MS确定了嵌合寡核苷酸的完整性。
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[0258] GalNAc酯与寡核苷酸的合成后缀合

[0259] 5'‑C6‑氨基前体合成

[0260] 使用通用支持体(加载65μmol/g)以10μmol规模合成序列。在5'‑末端引入C6‑NH2
接头，使用0 .1M乙腈中的6‑(4‑单甲氧基三苯甲基氨基)己基‑(2‑氰乙基)‑(N ,N‑二异丙

基)‑亚磷酰胺，偶联时间为10min。将带有寡核苷酸的固相支持体与氨水/甲胺(1:1)溶液在

室温下在摇床上加热3h，以从支持体上裂解并使碱基不稳定的保护基脱保护。经过IEX纯化

和脱盐后，C6‑NH2经修饰的ASO用于进行合成后缀合。

[0261]

[0262] 用于缀合的GalNAc酯
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[0263]

[0264] 5'‑GalNAc合成的合成后缀合

[0265] 将5'‑C6‑NH2经修饰的序列溶解在0.2M碳酸氢钠缓冲剂中，pH  8.5(0.015mM)，并

且添加溶解在DMSO中的5‑7mol当量的GalNAc酯。将反应混合物在室温下搅拌4h。对样品进

行分析以确认是否存在任何未反应的氨基经修饰的ASO。向其中添加氨水(28重量％)(5×

反应体积)并在室温下搅拌2‑3h。将反应混合物在减压下浓缩，并将残余物溶解在水中，并

在强阴离子交换柱上通过HPLC纯化。

[0266] 实例3：HBsAg释放测定体外分析

[0267] HepG2.2.15细胞(具有四个整合的HBV基因组的稳定细胞系)维持在含有10％胎牛

血清(FBS)和1％青霉素/链霉素、1％谷氨酰胺、1％非必需氨基酸、1％丙酮酸钠和250μg/ml 
G418的DMEM培养基中。细胞维持在37℃、5％  CO2气氛中。对于HBsAg释放测定，制备测定培

养基：含有5％  FBS、1％青霉素/链霉素、1％谷氨酰胺和1％  DMSO的DMEM。测定前一天，用测

定培养基将胰蛋白酶消化的HepG2.2.15细胞洗涤一次，以250g  x  5min离心，用测定培养基

重悬，并在涂有胶原蛋白的96孔板中以50,000个/孔的测定培养基中接种细胞。第二天，用

Opti‑MEM，9‑pt，3倍稀释液稀释ASO，并根据制造商手册稀释Lipofectamine  RNAiMAX

(Invitrogen)。将ASO稀释液和RNAiMAX稀释液混合，在室温下放置5分钟，并向96孔板中的

每个孔添加15μl。将板在37℃、5％CO2的孵育箱中放置5天。孵育后，收集上清液并用ELISA

试剂盒(Diasino)测量HBsAg。使用CellTiter‑Glo(Promega)测量细胞活力。使用Prism 
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Graphpad计算EC50，即相对于未处理的细胞对照将HBsAg分泌减少50％所需的药物的浓度。

使用相同的软件计算CC50，即相对于未处理的细胞对照将细胞活力降低50％所需的药物的

浓度。

[0268] 表1中化合物的所得EC50和CC50呈现在下表2中。EC50和CC50值如下：A：<1nM，B：1‑

10nM，C：10‑100nM，D：>100nM。

[0269]
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[0270]
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[0271]

[0272] 另外地，还评估了一些ASO在HBV感染的原代人肝细胞(PHH)中的体外效力。下面的

表3提供了来自这些实验的示例性EC50和CC50数据。

[0273]

[0274] 实例4：熔融温度(Tm)

[0275] 评估了本文所公开的几种示例性ASO的熔融温度，并且代表性结果提供在下表4

中。

[0276]

[0277] 实例5：体内效力的改善

[0278] 使用标准亚磷酰胺化学在ABI  394和Expedite  8909合成器上合成具有所公开的

化学的ASO。如上所述，使用HBsAg释放测定法在HepG2.2.15细胞中进行ASO的体外筛选。选

择某些ASO进行N‑乙酰半乳糖胺(GalNac)缀合，并在腺相关病毒(AAV)‑HBV小鼠模型中以1x 

5mg/kg的单剂量进行测试。

[0279] 表5示出了与ASO  59相比，1x5mg/kg  QW的示例性HBsAg最低点。在HBx区中的这些

ASO中，针对包括HBx在内的所有HBV转录物，用nmlnA单一替换lnA可改善HBsAg的最低点。

[0280]
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[0281]

[0282] 该图示出了ASO  59和ASO  87的示例性并排比较，后者含有nmlnA，以及前者含有

lnA。从图中可以看出，lnmnA的添加导致了效力的改善。

[0283] *****

[0284] 表6‑靶基因序列

[0285]
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[0286]
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[0287]
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[0288]
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[0289]

说　明　书 51/56 页

60

CN 119032175 A

60



[0290]
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[0291]

说　明　书 53/56 页

62

CN 119032175 A

62



[0292]
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[0293]
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[0294]
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