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(57)摘要

本公开内容包括ralinepag与cGMP‑升高剂

或前列腺素如利奥西呱、曲前列环素或伊洛前列

素的组合，用于治疗PAH。所公开的组合疗法提供

了诸如提高功效、提高安全性、减少ralinepag

和 / 或 利 奥 西 呱 的 剂 量 和 / 或 频 率 、减 少

ralinepag和/或曲前列环素的剂量和/或频率以

及减少ralinepag和/或伊洛前列素的剂量和/或

频率等优点。在一些实施方案中，与相应的

ralinepag、利奥西呱、曲前列环素和/或伊洛前

列素单一疗法所提供的相比，减少剂量组合的临

床有效性是相加的或协同的。
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1.Ralinepag或其药物学可接受的盐与利奥西呱或其药物学可接受的盐在制备用于治

疗PAH的药物中的应用。

2.如权利要求1所述的应用，其中所述药物配制为利奥西呱的量选自约0 .25、0 .5、

0.75、1、1.25、1.5、1.75、2、2.25、2.5、2.75、3、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4.5、4.75和5  mg。

3.如权利要求1所述的应用，其中所述药物配制为在所述药物中的利奥西呱的量选自

0.5、1、1.5、2和2.5mg。

4.如权利要求1所述的应用，其中所述药物配制为每日一次施用所述利奥西呱。

5.如权利要求1所述的应用，其中所述药物配制为每日两次施用所述利奥西呱。

6.如权利要求1所述的应用，其中所述药物配制为每日三次施用所述利奥西呱。

7.如权利要求1所述的应用，其中滴定所述利奥西呱和ralinepag。

8.如权利要求1所述的应用，其中所述药物配制为ralinepag的量选自每日0 .01  mg、

0.02  mg、0.025  mg、0.03  mg、0.04  mg、0.05  mg、0.06  mg、0.065  mg、0.07  mg、0.075  mg、

0.08  mg、0.09  mg、0.1  mg、0.12  mg、0.15  mg、0.16  mg、0.2  mg、0.25  mg、0.3  mg、0.35  mg、

0.4  mg、0.45  mg、0.5  mg、0.55  mg、0.6  mg、0.65  mg、0.7  mg、0.75  mg、0.8  mg、0.85  mg、

0.9  mg、0.95  mg和1.0  mg。

9.如权利要求1所述的应用，其中所述药物配制为用于每日施用一次ralinepag。

10.如权利要求1所述的应用，其中所述药物配制为用于每日施用两次ralinepag。

11.如权利要求1所述的应用，其中所述药物包含ralinepag。

12.如权利要求1至11之一所述的应用，其中所述PAH选自特发性PAH；家族性PAH；与胶

原血管病、先天性心脏病、门静脉高压症、HIV感染、药物或毒素摄入、遗传性出血性毛细血

管扩张症、脾切除术、肺静脉闭塞性疾病或肺毛细血管瘤有关的PAH；以及伴有明显静脉或

毛细血管受累的PAH。

13.Ralinepag与利奥西呱在制备用于治疗PAH的药物中的应用。

14.如权利要求13所述的应用，其中所述药物配制为利奥西呱的量选自约0 .25、0.5、

0.75、1、1.25、1.5、1.75、2、2.25、2.5、2.75、3、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4.5、4.75和5  mg。

15.如权利要求13所述的应用，其中所述药物配制为在所述药物中的利奥西呱的量选

自0.5、1、1.5、2和2.5mg。

16.如权利要求13所述的应用，其中所述药物配制为每日一次施用所述利奥西呱。

17.如权利要求13所述的应用，其中所述药物配制为每日两次施用所述利奥西呱。

18.如权利要求13所述的应用，其中所述药物配制为每日三次施用所述利奥西呱。

19.如权利要求13所述的应用，其中滴定所述利奥西呱和Ralinepag。

20.如权利要求13所述的应用，其中药物配制为所述ralinepag的量选自约0 .01  mg、

0.02  mg、0.025  mg、0.03  mg、0.04  mg、0.05  mg、0.06  mg、0.065  mg、0.07  mg、0.075  mg、

0.08  mg、0.09  mg、0.1  mg、0.12  mg、0.15  mg、0.16  mg、0.2  mg、0.25  mg、0.3  mg、0.35  mg、

0.4  mg、0.45  mg、0.5  mg、0.55  mg、0.6  mg、0.65  mg、0.7  mg、0.75  mg、0.8  mg、0.85  mg、

0.9  mg、0.95  mg和1.0  mg。

21.如权利要求13所述的应用，其中所述药物配制为含有ralinepag的量选自0.01mg、

0.02mg、0.03mg、0.04mg、0.05mg、0.06mg、0.07mg、0.08mg、0.09mg、0.1mg、0.11mg、0.12mg、

0.13mg、0.14mg、0.15mg、0.16mg、0.17mg、0.18mg、0.19mg、0.2mg、0.21mg、0.22mg、0.23mg、
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0.24mg、0.25mg、0.26mg、0.27mg、0.28mg、0.29mg、0.3mg、0.32mg、0.34mg、0.36mg、0.38mg、

0.4mg、0.42mg、0.44mg、0.46mg、0.48mg、0.5mg、0.52mg、0.54mg、0.56mg、0.58mg和0.6  mg。

22.如权利要求13所述的应用，其中所述药物配制为用于每日施用一次ralinepag。

23.如权利要求13所述的应用，其中所述药物配制为用于每日施用两次ralinepag。

24.如权利要求13所述的应用，其中所述药物包含ralinepag。

25.如权利要求13所述的应用，其中所述PAH选自特发性PAH；家族性PAH；与胶原血管

病、先天性心脏病、门静脉高压症、HIV感染、药物或毒素摄入、遗传性出血性毛细血管扩张

症、脾切除术、肺静脉闭塞性疾病或肺毛细血管瘤有关的PAH；以及伴有明显静脉或毛细血

管受累的PAH。

26.Ralinepag或其药物学可接受的盐与曲前列环素或其药物学可接受的盐在制备用

于治疗PAH的药物中的应用。

27.如权利要求26所述的应用，其中所述药物配制为曲前列环素的量选自0.1、0.125、

0.2、0.25、0.3、0.35、0.4、0.45、0.5、0.6、0.65、0.7、0.75、0.8、0.85、0.9、0.95、1、0.25、

0.5、1.75、2、2.25、2.5、2.75、3、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4.5、4.75和5  mg。

28.如权利要求26所述的应用，其中所述药物配制为曲前列环素的量选自0 .1、0 .2、

0.25、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.75、0.8、0.9、1、2.5、3、4、5、6、7、7.5、8、9和10  mg/ml。

29.如权利要求26所述的应用，其中药物配制为所述ralinepag的量选自约0 .01  mg、

0.02  mg、0.025  mg、0.03  mg、0.04  mg、0.05  mg、0.06  mg、0.065  mg、0.07  mg、0.075  mg、

0.08  mg、0.09  mg、0.1  mg、0.12  mg、0.15  mg、0.16  mg、0.2  mg、0.25  mg、0.3  mg、0.35  mg、

0.4  mg、0.45  mg、0.5  mg、0.55  mg、0.6  mg、0.65  mg、0.7  mg、0.75  mg、0.8  mg、0.85  mg、

0.9  mg、0.95  mg和1.0  mg。

30.如权利要求26所述的应用，其中所述药物配制为含有ralinepag的量选自0.01mg、

0.02mg、0.03mg、0.04mg、0.05mg、0.06mg、0.07mg、0.08mg、0.09mg、0.1mg、0.11mg、0.12mg、

0.13mg、0.14mg、0.15mg、0.16mg、0.17mg、0.18mg、0.19mg、0.2mg、0.21mg、0.22mg、0.23mg、

0.24mg、0.25mg、0.26mg、0.27mg、0.28mg、0.29mg、0.3mg、0.32mg、0.34mg、0.36mg、0.38mg、

0.4mg、0.42mg、0.44mg、0.46mg、0.48mg、0.5mg、0.52mg、0.54mg、0.56mg、0.58mg和0.6  mg。

31.如权利要求26所述的应用，其中所述药物配制为用于每日施用一次ralinepag。

32.如权利要求26所述的应用，其中所述药物配制为用于每日施用两次ralinepag。

33.如权利要求26所述的应用，其中滴定所述Ralinepag。

34.如权利要求26所述的应用，其中所述药物包含ralinepag。

35.如权利要求26所述的应用，其中所述PAH选自特发性PAH；家族性PAH；与胶原血管

病、先天性心脏病、门静脉高压症、HIV感染、药物或毒素摄入、遗传性出血性毛细血管扩张

症、脾切除术、肺静脉闭塞性疾病或肺毛细血管瘤有关的PAH；以及伴有明显静脉或毛细血

管受累的PAH。

36.Ralinepag与曲前列环素在制备用于治疗PAH的药物中的应用。

37.如权利要求36所述的应用，其中所述药物配制为曲前列环素的量选自0.1、0.125、

0.2、0.25、0.3、0.35、0.4、0.45、0.5、0.6、0.65、0.7、0.75、0.8、0.85、0.9、0.95、1、0.25、

0.5、1.75、2、2.25、2.5、2.75、3、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4.5、4.75和5  mg。

38.如权利要求36所述的应用，其中所述药物配制为曲前列环素的量选自0 .1、0 .2、
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0.25、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.75、0.8、0.9、1、2.5、3、4、5、6、7、7.5、8、9和10  mg/ml。

39.如权利要求36所述的应用，其中药物配制为所述ralinepag的量选自约0 .01  mg、

0.02  mg、0.025  mg、0.03  mg、0.04  mg、0.05  mg、0.06  mg、0.065  mg、0.07  mg、0.075  mg、

0.08  mg、0.09  mg、0.1  mg、0.12  mg、0.15  mg、0.16  mg、0.2  mg、0.25  mg、0.3  mg、0.35  mg、

0.4  mg、0.45  mg、0.5  mg、0.55  mg、0.6  mg、0.65  mg、0.7  mg、0.75  mg、0.8  mg、0.85  mg、

0.9  mg、0.95  mg和1.0  mg。

40.如权利要求36所述的应用，其中所述药物配制为含有ralinepag的量选自0.01mg、

0.02mg、0.03mg、0.04mg、0.05mg、0.06mg、0.07mg、0.08mg、0.09mg、0.1mg、0.11mg、0.12mg、

0.13mg、0.14mg、0.15mg、0.16mg、0.17mg、0.18mg、0.19mg、0.2mg、0.21mg、0.22mg、0.23mg、

0.24mg、0.25mg、0.26mg、0.27mg、0.28mg、0.29mg、0.3mg、0.32mg、0.34mg、0.36mg、0.38mg、

0.4mg、0.42mg、0.44mg、0.46mg、0.48mg、0.5mg、0.52mg、0.54mg、0.56mg、0.58mg和0.6  mg。

41.如权利要求36所述的应用，其中所述药物配制为用于每日施用一次ralinepag。

42.如权利要求36所述的应用，其中所述药物配制为用于每日施用两次ralinepag。

43.如权利要求36所述的应用，其中滴定所述Ralinepag。

44.如权利要求36所述的应用，其中所述药物包含ralinepag。

45.如权利要求36所述的应用，其中所述PAH选自特发性PAH；家族性PAH；与胶原血管

病、先天性心脏病、门静脉高压症、HIV感染、药物或毒素摄入、遗传性出血性毛细血管扩张

症、脾切除术、肺静脉闭塞性疾病或肺毛细血管瘤有关的PAH；以及伴有明显静脉或毛细血

管受累的PAH。
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采用RALINEPAG与其他药剂的组合治疗PAH的方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2016年11月10日提交的美国临时申请号62/420,515和于2017年7月

10日提交的美国临时申请号62/530,533的优先权的权益，两份美国临时申请的内容均通过

引用以其全文并入本文。

技术领域

[0003] 本发明涉及治疗方法以及ralinepag(也称为APD811)和cAMP升高剂或cGMP升高剂

(例如，可溶性鸟苷酸环化酶(sGC)刺激剂如利奥西呱(riociguat)的组合、ralinepag和前

列腺素(例如，曲前列环素)的组合，或ralinepag和前列环素受体激动剂的组合，其可用于

治疗肺动脉高压(PAH)；特发性PAH；家族性PAH；与胶原血管病、先天性心脏病、门静脉高压

症、HIV感染、药物或毒素摄入、遗传性出血性毛细血管扩张症、脾切除术、肺静脉闭塞性疾

病(PVOD)或肺毛细血管瘤(PCH)有关的PAH；伴有明显静脉或毛细血管受累的PAH；血小板聚

集；冠状动脉疾病；心肌梗死；短暂性脑缺血发作；心绞痛；中风；缺血再灌注损伤；再狭窄；

心房颤动；血管成形术或冠状动脉搭桥手术个体或患有心房颤动的个体中的血凝块形成；

动脉粥样硬化血栓形成；哮喘或其症状；糖尿病相关病症如糖尿病周围神经病变、糖尿病肾

病或糖尿病视网膜病变；青光眼或另一种眼内压异常的眼部疾病；高血压；炎症；银屑病；银

屑病关节炎；类风湿性关节炎；克罗恩病(Crohn’s  disease)；移植排斥；多发性硬化；系统

性红斑狼疮(SLE)；溃疡性结肠炎；动脉粥样硬化；痤疮；1型糖尿病；2型糖尿病；脓毒症；以

及慢性阻塞性肺疾病(COPD)。

背景技术

[0004] 肺动脉高压(PAH)是一种高度增殖的炎性血管重塑疾病，其导致右心衰竭和死亡。

由于在治疗PAH中使用依前列醇及其稳定的模拟物，前列环素(依前列醇)的肺部药理学仍

然是一个相当令人感兴趣的领域。前列腺素化合物伊洛前列素(静脉内，吸入)和曲前列环

素(皮下，静脉内，吸入)广泛用于治疗该疾病。鉴于上述递送途径引起的并发症，正在寻求

成功的口服疗法在疾病过程早期使用，其中这类化合物的功效和/或效果得到改善

(McLaughlin等人,2009；Clapp和Gurung,2015)。

[0005] 口服贝前列素 (其含有贝前列素的几种异构体)仅在日本和韩国获得许可

(Vachiery,2011)，并且似乎在临床上具有有限的功效(Barst等人,2003)。口服曲前列环素

最近才获得FDA批准，但目前尚不清楚口服制剂是否会接近皮下或静脉内给药所见的临床

疗效(Tapson等人 ,2013)。Selexipag(NS‑304)是一种口服的非前列腺素IP受体激动剂

(Skoro‑Sajer和Lang ,2014；Sitbon等人,2015)。它是一种非前列腺素二苯基吡嗪衍生物，

其活性代谢物MRE‑269(也称为ACT‑333679)被报道为一种高选择性的IP受体激动剂

(Kuwano等人,2007)。MRE‑269有效结合人IP受体(Ki＝20nM)，而selexipag对该受体(Ki＝

260nM)的亲和力小得多；然而，两者对其他前列腺素受体(Ki≥2.6μM)几乎没有结合亲和

力。
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[0006] 在正常人肺动脉平滑肌细胞(PASMC)中，IP受体通过生成环AMP(cAMP)似乎是对曲

前列环素和伊洛前列素的抗增殖反应的主要介质(Wharton等人 ,2000；Clapp等人 ,2002；

Falcetti等人,2010)。相反，在从IPAH患者分离的人PASMC中，IP受体和cAMP似乎都不是支

撑曲前列环素和伊洛前列素的抗增殖作用的主要介质，至少在所研究的浓度下如此

(Falcetti等人,2010)。因此，在科学文献中没有明确的迹象表明，对IP受体具有选择性的

有效药物在IP受体表达较低的疾病中效果如何，就像在具有PAH的患者中一样(Lai等人 ,

2008；Falcetti等人,2010)。

[0007] Ralinepag(2‑(((1r,4r)‑4‑(((4‑氯苯基)(苯基)氨基甲酰氧基)甲基)环己基)甲

氧基)乙酸，也称为APD811)是一种口服可用的非前列腺素前列环素(IP)受体激动剂，用于

治疗如本文所述的各种病况，例如血管痉挛性疾病如PAH。Ralinepag在美国专利公开号

2011/0053958中公开，其通过引用以其全文并入本文用于所有目的。

[0008] Ralinepag目前正被评估为治疗诸如PAH等病况的口服单一疗法。在最近的一项临

床试验中，患者接受ralinepag的滴定，以便确定可耐受剂量。施用ralinepag的潜在方法包

括以初始的低剂量给药，每日一次或两次，然后通过逐步增加ralinepag剂量和/或给药频

率在一段时间内(通常为数周)增加剂量，直至达到最高可耐受的日剂量。

[0009] 剂量增加的需要可延迟向患者递送所需的最高可耐受治疗剂量，从而延迟潜在的

临床益处。此外，需要施用多次日剂量是不方便的，并且可能降低患者的依从性。因此，期望

提供施用ralinepag的方法，其中减少或消除剂量滴定，以及/或者减少或消除对多次日剂

量的需要。此外，期望提供增强ralinepag和/或共同施用的化合物的治疗效果同时使副作

用最小化的方法，例如通过在较低剂量的一种或多种化合物下实现临床功效。这样的方法

将提供明显的临床益处，以及提高患者的依从性。本公开内容提供了改善的治疗和施用

ralinepag的方法，特别是用于治疗PAH和相关病况。

发明内容

[0010] 在其各种实施方案中，本发明涉及一种在有需要的患者中减少(例如，肺动脉平滑

肌细胞(PASMC)的)细胞增殖的方法，其包括与治疗有效量的一种或多种cGMP升高剂、cAMP

升高剂、前列腺素或前列环素受体激动剂组合，施用治疗有效量的ralinepag，或其药学上

可接受的盐、水合物或溶剂化物。

[0011] 在各种实施方案中，所述一种或多种cGMP或cAMP升高剂是可溶性鸟苷酸环化酶调

节剂。

[0012] 在各种实施方案中，ralinepag与一种或多种cGMP升高剂(例如本文公开的任何

cGMP升高剂)组合施用。

[0013] 在各种实施方案中，ralinepag与一种或多种cAMP升高剂(例如本文公开的任何

cAMP升高剂)组合施用。

[0014] 在各种实施方案中，ralinepag与前列腺素(例如本文公开的任何前列腺素)组合

施用。

[0015] 在各种实施方案中，ralinepag与一种或多种cGMP升高剂、cAMP升高剂、前列腺素

或前列环素受体激动剂的共同施用在开始所述共同施用方法时不需要滴定例如

ralinepag。在各种实施方案中，ralinepag与一种或多种cGMP升高剂、cAMP升高剂、前列腺
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素或前列环素受体激动剂的共同施用不需要滴定例如一种或多种cGMP升高剂、cAMP升高

剂、前列腺素或前列环素受体激动剂。例如，在一些实施方案中，ralinepag与利奥西呱的共

同施用不需要滴定ralinepag。在一些实施方案中，ralinepag与利奥西呱的共同施用不需

要滴定利奥西呱。

[0016] 在各种实施方案中，ralinepag与一种或多种cGMP升高剂、cAMP升高剂、前列腺素

或前列环素受体激动剂的共同施用不需要与一种或两种共同施用的药剂的标准滴定方案

(例如，针对单一疗法在产品标签上提供的滴定方案)一样多的步骤。在各种实施方案中，

ralinepag与一种或多种cGMP升高剂、cAMP升高剂、前列腺素或前列环素受体激动剂的共同

施用允许比一种或两种共同施用的药剂的标准滴定方案(例如，针对单一疗法在产品标签

上提供的滴定方案)更高的初始剂量。

[0017] 在各种实施方案中，与所述一种或多种cGMP升高剂、cAMP升高剂或前列腺素组合

的ralinepag的日剂量比在没有共同施用一种或多种cGMP升高剂、cAMP升高剂或前列腺素

的情况下ralinepag的等效治疗量低至少约0 .01mg、0 .02mg、0 .03mg、0 .04mg、0 .05mg、

0.06mg、0.07mg、0.08mg、0.09mg、0.1mg、0.11mg、0.12mg、0.13mg、0.14mg、0.15mg、0.16mg、

0.17mg、0.18mg、0.19mg、0.2mg、0.21mg、0.22mg、0.23mg、0.24mg、0.25mg、0.26mg、0.27mg、

0.28mg、0.29mg或0.3mg(剂量当量)。

[0018] 在各种实施方案中，ralinepag与一种或多种cGMP升高剂、cAMP升高剂、前列腺素

或前列环素受体激动剂的共同施用提供了相对于提供等效临床效果的ralinepag和/或

cGMP升高剂、cAMP升高剂、前列腺素或前列环素受体激动剂的日剂量降低的ralinepag和/

或cGMP升高剂、cAMP升高剂、前列腺素或前列环素受体激动剂的日剂量，。

[0019] 在各种实施方案中，ralinepag与以下中的一种或多种共同施用：利奥西呱、威利

西呱(vericiguat)、阿他西呱(ataciguat)、nelociguat、利非西呱(lificiguat)、IW‑1701、

IW‑1973、IWP‑051、IWP‑121、IWP‑427、IWP‑953、BAY‑60‑2770、A‑344905；A‑350619、A‑

778935、BI‑684067、BI‑703704、BAY‑41‑2272和BAY‑41‑8543。

[0020] 在各种实施方案中，ralinepag的量为或约为0 .02、0 .025、0 .04、0 .05、0 .06、

0.075、0.08、0.1、0.12、0.125、0.14、0.15、0.16、0.175、0.18、0.2、0.22、0.24、0.25、0.26、

0.275、0.28、0.3、0.32、0.325、0.34、0.35、0.36、0.375、0.38、0.4、0.42、0.44、0.45、0.46、

0.48、0.5、0.52、0.54、0.56、0.58、0.6、0.625、0.65、0.675、0.7、0.725、0.75、0.775、0.8、

0.825、0.85、0.875、0.9、0.925、0.95、0.975或1.0mg，或任何两种这样的量的范围。例如，在

各种实施方案中，ralinepag的量为或约为0.05‑0.6mg。在各种实施方案中，ralinepag的量

为或约为0.05‑0.75mg。

[0021] 在各种实施方案中，ralinepag的量为或约为每日0.02、0.025、0.04、0.05、0.06、

0.075、0.08、0.1、0.12、0.125、0.14、0.15、0.16、0.175、0.18、0.2、0.22、0.24、0.25、0.26、

0.275、0.28、0.3、0.32、0.325、0.34、0.35、0.36、0.375、0.38、0.4、0.42、0.44、0.45、0.46、

0.48、0.5、0.52、0.54、0.56、0.58、0.6、0.625、0.65、0.675、0.7、0.725、0.75、0.775、0.8、

0.825、0.85、0.875、0.9、0.925、0.95、0.975或1.0mg，或任何两种这样的量的范围。例如，在

各种实施方案中，ralinepag的量为或约为每日0.05‑0.6mg。

[0022] 在各种实施方案中，ralinepag的量为或约为0 .02、0 .025、0 .04、0 .05、0 .06、

0.075、0.08、0.1、0.12、0.125、0.14、0.15、0.16、0.175、0.18、0.2、0.22、0.24、0.25、0.26、

说　明　书 3/24 页

7

CN 110691612 B

7



0.275、0.28、0.3、0.32、0.325、0.34、0.35、0.36、0.375、0.38、0.4、0.42、0.44、0.45、0.46、

0.48、0.5、0.52、0.54、0.56、0.58、0.6mg、06.25、0.65、0.675、0.7、0.725、0.75、0.775、0.8、

0.825、0.85、0.875、0.9、0.925、0.95、0.975、或1.0mg每日一次(QD)，或任何两种这样的量

的范围。例如，在各种实施方案中，ralinepag的量为或约为0.05‑0.6mg  QD。

[0023] 在各种实施方案中，ralinepag的量为或约为0.01、0.02、0.025、0.03、0.04、0.05、

0.06、0.07、0.075、0.08、0.09、0.1、0.11、0.12、0.125、0.13、0.14、0.15、0.16、0.17、0.175、

0.18、0.19、0.2、0.21、0.22、0.23、0.24、0.25、0.26、0.27、0.275、0.28、0.29、0.3、0.325、

0.35、0.375、0.4、0.425、0.45、0.475或0.5mg每日两次(BID)，或任何两种这样的量的范围。

例如，在各种实施方案中，ralinepag的量为或约为0.05‑0.3mg  BID。

[0024] 在各种实施方案中，ralinepag的量为或约为每隔一天0 .01、0.02、0.025、0.03、

0.04、0.05、0.06、0.07、0.075、0.08、0.09或0.1mg。

[0025] 在各种实施方案中，利奥西呱的量为或约为0.25、0.5、0.75、1、1.25、1.5、1.75、2、

2.25、2.5、2.75、3、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4.5、4.75或5mg，或任何两种这样的量的范围。

例如，在各种实施方案中，利奥西呱的量为或约为0.5至2.5mg。

[0026] 在各种实施方案中，利奥西呱的量为或约为每日0 .25、0.5、0.75、1、1.25、1 .5、

1.75、2、2.25、2.5、2.75、3、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4.5、4.75或5mg，或任何两种这样的量

的范围。例如，在各种实施方案中，利奥西呱的量为或约为每日0.5至2.5mg。

[0027] 在各种实施方案中，利奥西呱的量为或约为0.25、0.5、0.75、1、1.25、1.5、1.75、2、

2.25、2.5、2.75、3、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4.5、4.75或5mg每日一次(QD)，或任何两种这样

的量的范围。例如，在各种实施方案中，利奥西呱的量为或约为0.5至2.5mg每日一次。在各

种实施方案中，所述利奥西呱每日施用两次。在各种实施方案中，所述利奥西呱每日施用三

次。

[0028] 在各种实施方案中，利奥西呱的量为或约为0.25、0.5、0.75、1、1.25、1.5、1.75、2、

2.25或2.5mg每日两次(BID)，或任何两种这样的量的范围。

[0029] 在各种实施方案中，利奥西呱的量为0.5、1、1.5、2或2.5mg每日三次(TID)，或任何

两种这样的量的范围。

[0030] 在各种实施方案中，利奥西呱的量小于或等于0.25、0.5、0.75、1、1.25、1.5、1.75、

2、2.25、2.5、2.75、3、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4.5、4.75或5mg。

[0031] 在各种实施方案中，利奥西呱是吸入形式。在各种实施方案中，利奥西呱是静脉内

形式。在各种实施方案中，利奥西呱是口服形式。

[0032] 在各种实施方案中，曲前列环素的量为或约为0 .1、0.125、0.2、0.25、0.3、0.35、

0.4、0.45、0.5、0.6、0.65、0.7、0.75、0.8、0.85、0.9、0.95、1、0.25、0.5、1.75、2、2.25、2.5、

2.75、3、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4.5、4.75、5、6、7、8、9或10mg，或任何两种这样的量的范

围。例如，在各种实施方案中，曲前列环素的量为或约为0.125‑5mg。

[0033] 在各种实施方案中，曲前列环素的量为或约为1、2.5、3、4、5、6、7、7.5、8、9、10、11、

12、12.5、13、14、15、16、17、17.5、18、19、20或25mg/ml，或任何两种这样的量的范围。在各种

实施方案中，曲前列环素的量以静脉内皮下形式为1‑10mg/ml。

[0034] 在各种实施方案中，曲前列环素的量为或约为0.1、0.2、0.25、0.3、0.4、0.5、0.6、

0.7、0.75、0.8、0.9或1mg/ml，或任何两种这样的量的范围。在各种实施方案中，曲前列环素
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的量以吸入形式为0.6mg/ml。

[0035] 在各种实施方案中，曲前列环素的量小于或等于0.1、0.125、0.2、0.25、0.3、0.35、

0.4、0.45、0.5、0.6、0.65、0.7、0.75、0.8、0.85、0.9、0.95、1、0.25、0.5、1.75、2、2.25、2.5、

2.75、3、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4.5、4.75或5mg。在各种实施方案中，曲前列环素的量小于

或等于1、2.5、3、4、5、6、7、7.5、8、9或10mg/ml。在各种实施方案中，曲前列环素的量小于或

等于0.1、0.2、0.25、0.3、0.4、0.5或0.6mg/ml。

[0036] 在各种实施方案中，曲前列环素是吸入形式。在一些实施方案中，曲前列环素是可

注射形式。在各种实施方案中，曲前列环素是静脉内形式。在各种实施方案中，曲前列环素

是静脉内皮下形式。在各种实施方案中，曲前列环素是口服形式。在各种实施方案中，曲前

列环素是透皮形式。在各种实施方案中，曲前列环素是透皮贴剂。在各种实施方案中，曲前

列环素每日施用一次。在各种实施方案中，曲前列环素每日施用两次。在各种实施方案中，

曲前列环素每日施用三次。

[0037] 在一些实施方案中，ralinepag的治疗有效量是起始剂量。在一些实施方案中，

ralinepag的治疗有效量是最高耐受剂量。在一些实施方案中，ralinepag的治疗有效量是

最大剂量。在一些实施方案中，ralinepag的治疗有效量是最大耐受剂量。在一些实施方案

中，ralinepag的治疗有效量是维持剂量。

[0038] 在一些实施方案中，起始剂量是针对患者的。在一些实施方案中，起始剂量是针对

患者群体的。在一些实施方案中，最高耐受剂量是针对患者的。在一些实施方案中，最高耐

受剂量是针对患者群体的。在一些实施方案中，最大剂量是针对患者的。在一些实施方案

中，最大剂量是针对患者群体的。在一些实施方案中，最大耐受剂量是针对患者的。在一些

实施方案中，最大耐受剂量是针对患者群体的。在一些实施方案中，维持剂量是针对患者

的。在一些实施方案中，维持剂量是针对患者群体的。

[0039] 在一些实施方案中，ralinepag的起始剂量选自或选自约每日0.01、0.02、0.025、

0.03、0.04、0.05、0.06、0.07、0.075、0.08、0.09或0.1mg。在一些实施方案中，ralinepag的

起始剂量为每日0.01mg。在一些实施方案中，ralinepag的起始剂量为每日0.02mg。在一些

实施方案中，ralinepag的起始剂量为每日0.05mg。

[0040] 在一些实施方案中，ralinepag的剂量以每周间隔增加每日0.05mg，直至每日最多

0.8mg的最高耐受剂量。

[0041] 在一些实施方案中，ralinepag的剂量以每周间隔增加。在一些实施方案中，

ralinepag的剂量以每两个月间隔增加。

[0042] 在一些实施方案中，ralinepag的剂量增加选自每日0.02mg、0.05mg和0.75mg以及

0.1mg的量。

[0043] 在一些实施方案中，ralinepag的剂量以每周间隔增加选自每日0.02mg、0.05mg、

和0.75mg和0.1mg的量。

[0044] 在一些实施方案中，ralinepag的最高耐受剂量选自或选自约每日0.4mg、0.45mg、

0.5mg、0.6mg、0.65mg、0.7mg、0.75mg、0.8mg、0.85mg、0.9mg、0.95mg和1.0mg。在一些实施方

案中，ralinepag的最高耐受剂量为每日0.6mg。在一些实施方案中，ralinepag的最高耐受

剂量为每日0.75mg。在一些实施方案中，ralinepag的最高耐受剂量为每日0.8mg。在一些实

施方案中，ralinepag的最高耐受剂量为每日0.4至1.0mg。在一些实施方案中，ralinepag的
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最高耐受剂量为每日0.6至1 .0mg。在一些实施方案中，ralinepag的最高耐受剂量为每日

0.6至0.8mg。在一些实施方案中，ralinepag的最高耐受剂量为每日0.65至1.0mg。在一些实

施方案中，ralinepag的最高耐受剂量为每日0.65至0.8mg。在一些实施方案中，ralinepag

的最高耐受剂量为每日大于0.4mg。在一些实施方案中，ralinepag的最高耐受剂量为每日

大于0.6mg。

[0045] 在一些实施方案中，ralinepag的最大剂量选自或选自约每日0 .4mg、0 .45mg、

0.5mg、0.6mg、0.65mg、0.7mg、0.75mg、0.8mg、0.85mg、0.9mg、0.95mg和1.0mg。在一些实施方

案中，ralinepag的最大剂量为每日0.6mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大剂量为每

日0 .75mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大剂量为每日0 .8mg。在一些实施方案中，

ralinepag的最大剂量为每日0.4至1.0mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大剂量为每

日0.6至1.0mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大剂量为每日0.6至0.8mg。在一些实施

方案中，ralinepag的最大剂量为每日0.65至1.0mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大

剂量为每日0.65至0.8mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大剂量为每日大于0.4mg。在

一些实施方案中，ralinepag的最大剂量为每日大于0.6mg。

[0046] 在一些实施方案中，ralinepag的最大耐受剂量选自或选自约每日0.4mg、0.45mg、

0.5mg、0.6mg、0.65mg、0.7mg、0.75mg、0.8mg、0.85mg、0.9mg、0.95mg和1.0mg。在一些实施方

案中，ralinepag的最大耐受剂量为每日0.6mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大耐受

剂量为每日0.75mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大耐受剂量为每日0.8mg。在一些实

施方案中，ralinepag的最大耐受剂量为每日0.75mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大

耐受剂量为每日0.8mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大耐受剂量为每日0.4至1.0mg。

在一些实施方案中，ralinepag的最大耐受剂量为每日0 .6至1 .0mg。在一些实施方案中，

ralinepag的最大耐受剂量为每日0.6至0.8mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大耐受

剂量为每日0 .65至1 .0mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大耐受剂量为每日0 .65至

0.8mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大耐受剂量为每日大于0.4mg。在一些实施方案

中，ralinepag的最大耐受剂量为每日大于0.6mg。

[0047] 在一些实施方案中，剂型中ralinepag的最大剂量选自或选自约每日0 .4mg、

0.45mg、0.5mg、0.6mg、0.65mg、0.7mg、0.75mg、0.8mg、0.85mg、0.9mg、0.95mg和1.0mg。在一

些实施方案中，剂型中ralinepag的最大剂量为0 .6mg。在一些实施方案中，剂型中

ralinepag的最大剂量为0 .75mg。在一些实施方案中，剂型中ralinepag的最大剂量是

0.8mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大剂量为每日0.4至1.0mg。在一些实施方案中，

ralinepag的最大剂量为每日0.6至1.0mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大剂量为每

日0.6至0.8mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大剂量为每日0.65至1.0mg。在一些实施

方案中，ralinepag的最大剂量为每日0.65至0.8mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大

剂量为每日大于0.4mg。在一些实施方案中，ralinepag的最大剂量为每日大于0.6mg。

[0048] 在一些实施方案中，ralinepag的维持剂量选自或选自约每日0 .01mg、0.02mg、

0.025mg、0.03mg、0.04mg、0.05mg、0.06mg、0.065mg、0.07mg、0.075mg、0.08mg、0.09mg、

0.1mg、0.12mg、0.15mg、0.16mg、0.2mg、0.25mg、0.3mg、0.35mg、0.4mg、0.45mg、0.5mg、

0.55mg、0.6mg、0.65mg、0.7mg、0.75mg、0.8mg、0.85mg、0.9mg、0.95mg和1.0mg。在一些实施

方案中，ralinepag的维持剂量为每日0.4至1.0mg。在一些实施方案中，ralinepag的维持剂
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量为每日0.6至1.0mg。在一些实施方案中，ralinepag的维持剂量为每日0.6至0.8mg。在一

些实施方案中，ralinepag的维持剂量为每日0.65至1.0mg。在一些实施方案中，ralinepag

的维持剂量为每日0.65至0.8mg。在一些实施方案中，ralinepag的维持剂量由耐受性决定。

在一些实施方案中，ralinepag的维持剂量为每日大于0 .4mg。在一些实施方案中，

ralinepag的维持剂量为每日大于0.6mg。

[0049] 在一些实施方案中，在接受不能耐受的ralinepag的剂量的患者中，将ralinepag

的剂量降低至先前的耐受剂量。在一些实施方案中，先前的耐受剂量是患者的最大耐受剂

量。

[0050] 在一些实施方案中，调节ralinepag的量以解释立即释放形式与延长释放形式之

间的生物等效性的差异。例如，在一些实施方案中，提供0.8mg的延长释放剂型的ralinepag

缓释剂型，以等同两种0.3mg的立即释放剂型的ralinepag，其中延长释放剂型与立即释放

剂型的生物等效性小于100％。

[0051] 在一些实施方案中，治疗有效量适于每日施用一次。在一些实施方案中，治疗有效

量适于每日施用两次。在一些实施方案中，治疗有效量每日施用一次。在一些实施方案中，

治疗有效量每日施用两次。

[0052] 在各种实施方案中，滴定ralinepag。在各种实施方案中，滴定利奥西呱。在各种实

施方案中，滴定ralinepag和利奥西呱二者。在一些实施方案中，根据监管机构批准的产品

标签(如美国FDA，参见， 标签)滴定利奥西呱，其通过引用并入本文。

[0053] 在各种实施方案中，滴定ralinepag。在各种实施方案中，滴定曲前列环素。在各种

实施方案中，滴定ralinepag和曲前列环素二者。在一些实施方案中，根据监管机构批准的

产品标签(如美国FDA，参见 标签)滴定曲前列环素，其通过引用并入本文。

[0054] 在各种实施方案中，ralinepag与曲前列环素、伊洛前列素、cisaprost和依前列醇

中的一种或多种共同施用。

[0055] 在各种实施方案中，本文公开的共同施用方法可用于治疗PAH，例如特发性PAH；遗

传性PAH；家族性PAH；与胶原血管病、先天性心脏病、、伴有修复分流的先天性心脏病、门静

脉高压症、结缔组织病、HIV感染、药物或毒素摄入、遗传性出血性毛细血管扩张症、脾切除

术、肺静脉闭塞性疾病(PVOD)或肺毛细血管瘤(PCH)有关的PAH；以及伴有明显静脉或毛细

血管受累的PAH。在一些实施方案中，本文公开的共同施用方法可用于治疗患有症状性PAH

的人类受试者。在一些实施方案中，本文公开的共同施用方法可用于治疗患有PAH、WHO功能

I级的人类受试者。在一些实施方案中，本文公开的共同施用方法可用于治疗患有PAH、WHO

功能II级的人类受试者。在一些实施方案中，本文公开的共同施用方法可用于治疗患有

PAH、WHO功能III级的人受试者。在一些实施方案中，本文公开的共同施用方法可用于治疗

患有PAH、WHO功能IV级的人类受试者。在一些实施方案中，本文公开的共同施用方法可用于

治疗患有PAH、WHO  I组的人类受试者。在某些实施方案中，本文公开的共同施用方法可用于

治疗具有WHO功能II‑III级症状的PAH患者。在各种实施方案中，本文公开的共同施用方法

可用于治疗慢性血栓栓塞性肺动脉高压(CTEPH)。在各种实施方案中，本文公开的共同施用

方法可用于治疗手术治疗后的持续性/复发性CTEPH(WHO  4组)。在各种实施方案中，本文公

开的共同施用方法可用于治疗不可手术的CTEPH，以改善运动能力和/或WHO功能分级。在各

种实施方案中，本文公开的共同施用方法可用于治疗PAH(WHO  1组)，以改善运动能力。在各

说　明　书 7/24 页

11

CN 110691612 B

11



种实施方案中，本文公开的共同施用方法可用于改善WHO功能分级和/或延迟临床恶化。在

各种实施方案中，本文公开的共同施用方法可用于延迟疾病进展和/或降低因PAH住院的风

险。

附图说明

[0056] 图1A‑1F示出了ralinepag与100nM利奥西呱组合的抗增殖作用。在不存在或仅存

在100nM利奥西呱和SMBM的情况下，将生长停滞细胞在含有9％FBS±0 .1％DMSO、FBS加

ralinepag和DMSO的人平滑肌基础培养基(SMBM)中温育96小时(时间对照)。将细胞增殖归

一化为由FBS和DMSO诱导的生长反应，将其作为FBS和DMSO反应减去时间对照(＝4天时

100％生长)。在ralinepag和溶剂±利奥西呱存在下诱导的生长反应表现为相对于单独的

FBS反应的细胞增殖的％变化。使用GraphPad中的可变斜率S形曲线拟合程序拟合数据，并

显示每个拟合的参数。数据来自5个独立的患者细胞分离物。*与单独的ralinepag相比，*＝

P<0.05；采用Bonferroni事后检验的双向方差分析。

[0057] 图2示出了在riociguat存在下，ralinepag是来自PAH患者的人PASMC中更有效的

血清诱导增殖的抑制剂。在不存在(A)和存在100nM利奥西呱(B)的情况下，增加剂量的

ralinepag的平均抗增殖作用。将人PASMC在9％血清(FBS)和0.1％DMSO中生长4天±药物。

将细胞增殖归一化为由FBS和DMSO诱导的生长反应，将其作为FBS反应减去时间对照(＝4天

时100％生长)。在ralinepag和溶剂±利奥西呱存在下诱导的生长反应表现为相对于单独

的FBS反应的细胞增殖的％变化。图中还示出了在含有溶剂的生长培养基存在下利奥西呱

(100nM)的作用。与对照(FBS和DMSO)相比，*＝P<0.05，***＝P<0.001；采用Bonferroni事后

检验的单向方差分析(n＝5)。

[0058] 图3A‑3F示出了ralinepag与100nM西地那非组合的抗增殖作用。在不存在和仅存

在100nM西地那非或SMBM的情况下，将生长停滞细胞在含有9％FBS±0 .1％DMSO、FBS加

ralinepag和DMSO的人平滑肌基础培养基(SMBM)中温育96小时(时间对照)。将细胞增殖归

一化为仅由FBS诱导的生长反应，将其作为FBS反应减去时间对照(＝4天时100％生长)。在

ralinepag加溶剂存在下诱导的生长反应表现为相对于单独的FBS反应的细胞增殖的％变

化。使用GraphPad中的可变斜率S形曲线拟合程序拟合数据，并显示每个拟合的参数。数据

来自5个独立的患者细胞分离物。

[0059] 图4示出了西地那非对来自PAH患者的人PASMC中ralinepag的抗增殖反应的作用。

在不存在(A)和存在100nM西地那非(B)的情况下，增加剂量的ralinepag的平均抗增殖作

用。将人PASMC在9％血清(FBS)和0.1％DMSO中生长4天±药物。将细胞增殖归一化为仅由

FBS诱导的生长反应，将其作为FBS反应减去时间对照(＝4天时100％生长)。在ralinepag和

溶剂±西地那非存在下诱导的生长反应表现为相对于单独的FBS反应的细胞增殖的％变

化。图中示出了在含有溶剂的生长培养基存在下，西地那非(Sild；100nM)的作用。与对照

(FBS和DMSO)相比，*＝P<0.05，**＝P<0.01，***＝P<0.001；采用Bonferroni事后检验的单

向方差分析(n＝5)。

[0060] 图5A‑5F示出了ralinepag与100nM曲前列环素组合的抗增殖作用。在不存在和仅

存在100nM曲前列环素或SMBM的情况下，将生长停滞细胞在含有9％FBS±0.1％DMSO、FBS加

ralinepag和DMSO的人平滑肌基础培养基(SMBM)中温育96小时(时间对照)。将细胞增殖归
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一化为仅由FBS诱导的生长反应，将其作为FBS反应减去时间对照(＝4天时100％生长)。在

ralinepag加溶剂存在下诱导的生长反应表现为相对于单独的FBS反应的细胞增殖的％变

化。使用GraphPad中的可变斜率S形曲线拟合程序拟合数据，并显示每个拟合的参数。数据

来自5个独立的患者细胞分离物。

[0061] 图6示出了在曲前列环素存在下，ralinepag是来自PAH患者的人PASMC中更有效的

血清诱导增殖的抑制剂。在不存在(A)和存在100nM曲前列环素(B)的情况下，增加剂量的

ralinepag的平均抗增殖作用。将人PASMC在9％血清(FBS)和0.1％DMSO中生长4天±药物。

将细胞增殖归一化为仅由FBS诱导的生长反应，将其作为FBS反应减去时间对照(＝4天时

100％生长)。在ralinepag和溶剂±曲前列素存在下诱导的生长反应表现为相对于单独的

FBS反应的细胞增殖的％变化。图中还示出了在含有溶剂的生长培养基存在下，曲前列环素

(Trep；100nM)的作用。与对照(FBS和DMSO)相比，*＝P<0.05，**＝P<0.01，***＝P<0.001；采

用Bonferroni事后检验的单向方差分析(n＝5)。

[0062] 图7A‑7F示出了ralinepag与100nM马西替坦组合的抗增殖作用。在不存在和仅存

在100nM马西替坦或SMBM的情况下，将生长停滞细胞在含有9％FBS±0 .1％DMSO、FBS加

ralinepag和DMSO的人平滑肌基础培养基(SMBM)中温育96小时(时间对照)。将细胞增殖归

一化为仅由FBS诱导的生长反应，将其作为FBS反应减去时间对照(＝4天时100％生长)。在

ralinepag加溶剂存在下诱导的生长反应表现为相对于单独的FBS反应的细胞增殖的％变

化。使用GraphPad中的可变斜率S形曲线拟合程序拟合数据，并显示每个拟合的参数。数据

来自5个独立的患者细胞分离物。

[0063] 图8示出了马西替坦对来自PAH患者的人PASMC中ralinepag的抗增殖反应的作用。

在不存在100nM马西替坦(A)和存在100nM马西替坦(B)的情况下，增加剂量的ralinepag的

平均抗增殖作用。将人PASMC在9％血清(FBS)和0.1％DMSO中生长4天±药物。将细胞增殖归

一化为仅由FBS诱导的生长反应，将其作为FBS反应减去时间对照(＝4天时100％生长)。在

ralinepag和溶剂±马西替坦存在下诱导的生长反应表现为相对于单独的FBS反应的细胞

增殖的％变化。图中示出了在含有溶剂的生长培养基存在下，马西替坦(Maci；100nM)的作

用。与对照(FBS和DMSO)相比，*＝P<0.05，**＝P<0.01，***＝P<0.001；采用Bonferroni事后

检验的单向方差分析(n＝5)。

[0064] 图9A‑9F示出了ralinepag与100nM波生坦组合的抗增殖作用。在不存在和仅存在

100nM波生坦或SMBM的情况下，将生长停滞细胞在含有9％FBS±0 .1％DMSO、FBS加

ralinepag和DMSO的人平滑肌基础培养基(SMBM)中温育96小时(时间对照)。将细胞增殖归

一化为仅由FBS诱导的生长反应，将其作为FBS反应减去时间对照(＝4天时100％生长)。在

ralinepag加溶剂存在下诱导的生长反应表现为相对于单独的FBS反应的细胞增殖的％变

化。使用GraphPad中的可变斜率S形曲线拟合程序拟合数据，并显示每个拟合的参数。数据

来自5个独立的患者细胞分离物。

[0065] 图10示出了波生坦对来自PAH患者的人PASMC中ralinepag的抗增殖反应的作用。

在不存在(A)和存在100nM波生坦(B)的情况下，增加剂量的ralinepag的平均抗增殖作用。

将人PASMC在9％血清(FBS)和0.1％DMSO中生长4天±药物。将细胞增殖归一化为仅由FBS诱

导的生长反应，将其作为FBS反应减去时间对照(＝4天时100％生长)。在ralinepag和溶剂

±波生坦存在下诱导的生长反应表现为相对于单独的FBS反应的细胞增殖的％变化。图中
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示出了在含有溶剂的生长培养基存在下，波生坦(Bos；100nM)的作用。与对照(FBS和DMSO)

相比，*＝P<0.05，**＝P<0.01，***＝P<0.001；采用Bonferroni事后检验的单向方差分析(n

＝5)。

[0066] 图11A‑11E示出了PAH疗法与ralinepag组合对人PASMC细胞中细胞增殖的作用。在

来自相同PAH患者和传代的细胞中进行比较，并且所述细胞已在9％血清(FBS)和0.1％DMSO

中生长4天并用ralinepag±利奥西呱(A)、西地那非(B)、曲前列环素(C)、马西替坦(D)或波

生坦(E)处理。将细胞增殖归一化为由FBS加溶剂诱导的生长反应。使用Graph  Pad中的可变

斜率S形曲线拟合程序进行拟合，数据显示为拟合中的平均值±S.E.M.，并显示每个拟合的

参数。与单独的ralinepag相比，*＝P<0.05；采用Bonferroni事后检验的单向方差分析(n＝

5)。

[0067] 图12示出了不同PAH药物与ralinepag组合对来自PAH患者的人PASMC的细胞增殖

的比较。数据显示为平均值±S.E.M.，并取自图1、3、5、7和9。当该药物与100nM的波生坦、马

西替坦、西地那非、曲前列环素或利奥西呱组合时，比较ralinepag对血清诱导生长的浓度

依赖性作用。与ralinepag相比，*＝P<0.05，**＝P<0.01；采用Bonferroni事后检验的双向

方差分析。

具体实施方式

[0068] 本公开内容提供了向有需要的患者施用ralinepag的改进方法，特别是对于患有

多种形式的PAH的患者，例如特发性PAH；家族性PAH；与胶原血管病、先天性心脏病、门静脉

高压症、HIV感染、药物或毒素摄入、遗传性出血性毛细血管扩张症、脾切除术、肺静脉闭塞

性疾病(PVOD)或肺毛细血管瘤(PCH)有关的PAH；以及伴有明显静脉或毛细血管受累的PAH。

本公开内容的方法还适用于治疗其他病况，如血小板聚集；冠状动脉疾病；心肌梗死；短暂

性脑缺血发作；心绞痛；中风；缺血再灌注损伤；再狭窄；心房颤动；血管成形术或冠状动脉

搭桥手术个体或心房颤动的个体中的血凝块形成；动脉粥样硬化血栓形成；哮喘或其症状；

糖尿病相关病症如糖尿病周围神经病变、糖尿病肾病或糖尿病视网膜病变；青光眼或另一

种眼内压异常的眼部疾病；高血压；炎症；银屑病；银屑病关节炎；类风湿性关节炎；克罗恩

病；移植排斥；多发性硬化；系统性红斑狼疮(SLE)；溃疡性结肠炎；动脉粥样硬化；痤疮；1型

糖尿病；2型糖尿病；脓毒症；以及慢性阻塞性肺疾病(COPD)。

[0069] 肺动脉高血压(PAH)是一种危及生命的疾病，其特征在于进行性肺血管病变导致

右心室肥大。如果不治疗，会发生右心衰竭。与正常对照相比，PAH患者中的前列环素含量较

低，该前列环素对肺血管系统具有血管扩张和抗增殖作用。前列环素或前列环素类似物，例

如，前列腺素如曲前列环素、伊洛前列素和贝前列素的外源施用已被用于治疗PAH。然而，前

列环素、曲前列环素和伊洛前列素不具有口服活性，并且必须静脉内施用。虽然贝前列素具

有口服活性，但尚未在欧洲和美国获得批准。

[0070] Selexipag(2‑{4‑[(5,6‑二苯基吡嗪‑2‑基)(丙‑2‑基)氨基]丁氧基}‑N‑(甲磺酰

基)乙酰胺)及其游离羧酸活性代谢物MRE‑269也已知用于治疗PAH。然而，这些药物价格昂

贵，并且在体内的半衰期相对较短，分别为约8、3‑4和0.5小时(Kuwano等人,2007；Clapp和

Gurung ,2015)。相反，无论剂量如何，ralinepag的血浆半衰期相对较长。因此，与已知的治

疗剂相比，ralinepag在治疗PAH(和如本文所述的相关病况)方面具有提供改善的治疗效果
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的潜力。

[0071] ralinepag及其药学上可接受的盐、水合物、多晶型物和溶剂化物的合成，以及药

物制剂和治疗方法的一般描述公开在，例如，美国申请号12/933 ,196(公布为US  2011/

0053958；发布为US  8 ,895 ,776)中。治疗方法，包括滴定ralinepag的方法公开在PCT/US 

2015/056824(公布为WO  2016/065103)中。后一申请详细描述了为需要用ralinepag治疗的

患者优化剂量的各种方法。在各种实施方案中，ralinepag的初始剂量相当于0.01mg游离酸

形式(称为相当于0.01mg的剂量)，并且每日给药一次(QD)或每日给药两次(BID)。如果该剂

量是可耐受的，则在第二周增加给药频率 (例如，从QD到BID给药)，并且/或者增加

ralinepag的量，例如，以每周例如0.01mg的增量(剂量当量)从相当于0.01mg  BID的初始剂

量增加至0.3mg  ralinepag的BID剂量。

[0072] 如本文所用，如果向患者施用该剂量不会导致不可接受的不良事件或不良事件的

组合，则称患者“耐受”一定剂量的化合物如ralinepag。本领域技术人员将理解，耐受性是

主观的，而且一名患者可容忍的量对另一名患者而言可能是无法容忍的。通常，耐受性反映

了相对于任何不良事件，剂量的临床益处之间的主观平衡。如本文所述，“不良事件”是指与

该化合物治疗相关的不希望的或不需要的临床症状。关于ralinepag，典型的不良事件包括

头痛、恶心、呕吐、下颌疼痛、潮红、异常脉率、异常QT间期、坐位收缩压大于约160mmHg、坐位

舒张压大于约100mmHg、收缩压低于约90mmHg、腹痛、鼻出血、肌肉酸痛、感觉温暖、心悸、头

晕、瘙痒、腹泻、胸闷、关节疼痛、刺痛或刺痛皮肤感觉、胸痛、胸部不适、红斑或任何上述的

组合。

[0073] “优化剂量”或“最佳剂量”是指治疗剂量，通常是化合物(或其药学上可接受的盐、

溶剂化物、水合物等)的最高治疗剂量，其能给患者带来最大所期望的临床益处，同时使无

法容忍的副作用(例如，不良事件)最小化。本领域技术人员将认识到，最佳剂量可随患者而

变化，或者甚至对于特定患者随时间的推移而变化。

[0074] 滴定ralinepag以使副作用最小化并确定优化剂量或最佳剂量的需要可能是耗时

的。例如，在许多实施方案中，可能需要二至多达约九周的滴定(即，逐渐增加的给药剂量

和/或频率，通常基于每周一次)来确定ralinepag的最佳剂量。在该滴定期间，患者可在相

当长的一段时间内保持次优剂量，这是不希望的。考虑到PAH的严重性，非常希望尽可能快

地达到最佳剂量。此外，为了改善患者的依从性，期望在QD方案而不是BID给药方案上施用

ralinepag。

[0075] 如本文所述，ralinepag与cGMP或cAMP升高剂如利奥西呱的共同施用，或

ralinepag与前列环素受体激动剂或与前列腺素如曲前列环素或伊洛前列素的共同施用提

供意想不到的优势。具体而言，这些组合提供了实质性改善。在一些实施方案中，与任一单

一疗法相比，该改善允许更好的功效。在一些实施方案中，该改善允许减少ralinepag和/或

cAMP升高剂、cGMP升高剂、前列环素受体激动剂或前列腺素的剂量。或者，或此外，因为这样

的组合提供了实质性的改善，因此可在较低剂量的ralinepag和/或cAMP升高剂、cGMP升高

剂、前列环素受体激动剂或前列腺素(与各自的单一疗法相比)获得最佳临床结果，从而提

供单一疗法治疗方法的临床益处，但副作用减少。或者，本发明方法的组合可提供改善的临

床益处和减少的副作用。

[0076] 所期望的临床益处可通过本领域适合或用于测量患者改善的任何临床指标来测
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量。例如，根据公开于Am .J .Respir .Crit .Care  Med .第166卷 ,p .111‑117 ,2002；DOl:

10.1164/rccm.166/1/111的美国胸科协会六分钟步行试验指南，临床益处可以是例如通过

“六分钟步行试验”(6MWT)测量的至少40米的增加。“等效”或基本相似的临床益处意指通过

常规临床指标测量的临床益处，例如如通过6MWT所测量的，当比较ralinepag和本文所述的

至少一种cAMP升高剂、cGMP升高剂、前列环素受体激动剂或前列腺素的组合疗法时，与经历

相似水平的不良事件或副作用的其他方面相同的患者(类似的生理特征、临床表现和对

ralinepag的反应)相比，该指标在其他方面相同的患者或同一患者中提供基本相同的结

果。

[0077] 在一些实施方案中，与使用相同或更高剂量的ralinepag的ralinepag单一疗法相

比，如本文所述的共同施用的ralinepag和至少一种cAMP升高剂、cGMP升高剂、前列环素受

体激动剂或前列腺素提供了临床益处的改善。例如，与使用ralinepag单一疗法(即，没有共

同施用的cAMP升高剂、cGMP升高剂、前列环素受体激动剂或前列腺素)施用于其他方面相同

的患者的相同日剂量相比，如本文所述的组合疗法可使用至少约5m、至少约10m、至少约

15m、至少约20m、至少约25m或至少约30m的6MWT指标表现出临床益处的增加。

[0078] 类似地，如本文所述，共同施用ralinepag与cAMP升高剂、cGMP升高剂、前列环素受

体激动剂或前列腺素，这样的cAMP升高剂、cGMP升高剂、前列环素受体激动剂或前列腺素的

剂量可相对于在施用这样的cAMP升高剂、cGMP升高剂、前列环素或前列腺素作为单一疗法

(即，无ralinepag)的其他方面相同的患者中实现等效治疗效果所需的量而减少。例如，如

本文所讨论的，相对于在没有ralinepag的情况下所需的剂量，相应的cAMP升高剂、cGMP升

高剂、前列环素受体激动剂或前列腺素的剂量可降低约1％、约5％、约10％、约15％、约

20％、约25％、约30％、约35％、约40％、约45％或约50％，同时实现相似水平的临床功效，例

如如通过6MWT和/或或副作用水平所测量的。或者，与在没有ralinepag的情况下施用相似

水平的cAMP升高剂、cGMP升高剂、前列腺素或前列环素受体激动剂的患者相比，ralinepag

与cAMP升高剂、cGMP升高剂、前列环素受体激动剂或前列腺素的组合提供功效的改善，例如

如通过6MWT(至少约5m、至少约10m、至少约15m、至少约20m、至少约25m或至少约30m)所测量

的。

[0079] 在一个实施方案中，当与利奥西呱、前列环素、曲前列环素或伊洛前列素(或其他

前列腺素)共同施用ralinepag时，与ralinepag单一疗法在其他方面相同的患者(或同一患

者)中实现相同或基本相似的临床益处所需的量相比，可以在组合疗法中施用显著更低剂

量的的ralinepag。也就是说，ralinepag和利奥西呱、前列环素、曲前列环素或伊洛前列素

的组合起协同作用，因此通过共同施用利奥西呱、前列环素、曲前列环素或伊洛前列素，加

强或增强ralinepag的临床效果。例如，本文所述的组合疗法中所需的ralinepag的日剂量

可比在单一疗法其他方面相同的患者(或同一患者)中实现相同或基本相同的临床益处所

需的每日ralinepag剂量低至少约0 .01mg、0 .02mg、0 .03mg、0 .04mg、0 .05mg、0 .06mg、

0.07mg、0.08mg、0.09mg、0.1mg、0.15mg、0.2mg、0.225mg、0.25mg或0.275mg或0.3mg。每日剂

量可根据QD或BID给药方案提供。

[0080] 在其他实施方案中，当与利奥西呱、前列环素、曲前列环素或伊洛前列素(或其他

前列腺素)共同施用ralinepag时，可以在组合疗法中施用相同剂量的ralinepag，该相同剂

量的ralinepag可在ralinepag单一疗法中施用。然而，在组合疗法中，提供了显著改善的临
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床益处，例如，如通过6MWT(至少约5m、至少约10m、至少约15m、至少约20m、至少约25m或至少

约30m)所测量的，具有基本相似的副作用特征(即，在其他方面相同的患者或同一患者中，

比较组合疗法与单一疗法)。

[0081] 在其他实施方案中，通过显著更低剂量的ralinepag和减少剂量的利奥西呱、前列

环素、曲前列环素或伊洛前列素(或其他前列腺素)的组合，提供等效或基本相似的临床益

处。例如，本文所述的组合疗法中所需的ralinepag的日剂量可比单一疗法在其他方面相同

的患者(或同一患者)中实现相同或基本相同的临床益处所需的ralinepag剂量低至少约

0.01mg、0.02mg、0.03mg、0.04mg、0.05mg、0.06mg、0.07mg、0.08mg、0.09mg、0.1mg、0.15mg、

0.2mg、0.225mg、0.25mg或0.275mg或0.3mg。相对于无ralinepag的单一疗法在其他方面相

同的患者(或同一患者)中实现相同或基本相同的临床益处所需的剂量，利奥西呱、前列环

素、曲前列环素或伊洛前列素(或其他前列腺素)的日剂量可减少约1％、约5％、约10％、约

15％、约20％、约25％、约30％、约35％、约40％、约45％或约50％。例如，本文所述的组合疗

法中所需的利奥西呱的日剂量可比等效临床益处和/或不良事件特征所需的利奥西呱剂量

低至少约0.1mg、0.2mg、0.3mg、0.4mg、0.5mg、0.6mg、0.7mg、0.8mg、0.9mg、1.0mg、1.25mg，

1.5mg、1.75mg或2mg。日剂量可根据QD或BID给药方案提供。

[0082] 在一些实施方案中，治疗有效量的ralinepag与一种或多种cAMP升高剂、cGMP升高

剂、前列环素受体激动剂或前列腺素同时施用，使得治疗有效量的ralinepag与一种或多种

cAMP升高剂、cGMP升高剂、前列环素受体激动剂或前列腺素均存在于患者体内并同时发挥

其治疗作用。Ralinepag可以在cAMP升高剂、cGMP升高剂、前列环素受体激动剂或前列腺素

之前、同时或之后施用。如果同时施用ralinepag和cAMP升高剂、cGMP升高剂、前列环素受体

激动剂或前列腺素，它们可分别以不同剂型施用，或在一些实施方案中以组合剂型施用。当

以单独的剂型施用时，ralinepag可以以片剂或胶囊的形式口服施用，并且cAMP升高剂、

cGMP升高剂、前列环素受体激动剂或前列腺素可口服施用(如果口服剂型是可用的或可能

的)或作为静脉内或皮下剂型施用。在一些实施方案中，ralinepag还可作为可注射或静脉

内剂型施用。

[0083] 在一个实施方案中，将ralinepag与利奥西呱共同施用。在另一个实施方案中，将

ralinepag与曲前列环素共同施用。在另一个实施方案中，将ralinepag与伊洛前列素共同

施用。在又一个实施方案中，将ralinepag与前列环素共同施用。在另一个实施方案中，将

ralinepag与利奥西呱和曲前列环素共同施用。在另一个实施方案中，将ralinepag与利奥

西呱和伊洛前列素共同施用。

[0084] Ralinepag是高度选择性的IP受体激动剂。在正常人肺动脉平滑肌细胞(PASMC)

中，IP受体通过生成环AMP似乎是对曲前列素和伊洛前列素的抗增殖反应的主要介质

(Wharton等人,2000；Clapp等人,2002；Falcetti等人,2010)。相反，在从特发性肺动脉高压

(IPAH)患者分离的人PASMC中，IP受体和环AMP似乎都不是支撑曲前列环素和伊洛前列素的

抗增殖作用的主要介质，至少在所研究的浓度下如此(Falcetti等人,2010)。

[0085] ralinepag在肺动脉或来自正常组织或来自PAH患者的微血管的细胞中的功能性

作用以前是未知的，因此此类选择性IP激动剂在肺循环中的药理行为是不可预测的。因此，

采用其他前列环素药物(预计通过激活其他靶标，包括其他前列腺素受体具有不同的作用

(Clapp和Gurung ,2015))对ralinepag进行评估，以确定它如何比较其在从PAH患者分离的
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PASMC中生成cAMP和抑制平滑肌增殖能力。

[0086] 实施例

[0087] 本文评估了ralinepag与内皮素‑1受体拮抗剂(ERA)、磷酸二酯酶5型(PDE  5)抑制

剂或cAMP/cGMP升高剂(例如，可溶性鸟苷酸环化酶活化剂组合的作用。

[0088] 来自高血压和正常患者的肺组织来源

[0089] 肺组织样品获自患有组1PAH或组3PAH(与肺病相关的PAH)的患者，这些患者在治

疗失败后接受移植或者这些患者已经死亡。对于对照样品，使用发现不适合移植的供体肺

或用于疑似恶性肿瘤的肺切除用于对照样品(Benyahia等人,2013)。

[0090] 来自PAH患者的远端PASMC原代细胞系来源于如前所述的移植肺(Falcetti等人,

2010；Bubb等人,2014)。当在培养物中生长时，这些细胞具有异常的增殖能力(Zhang等人,

2007；Falcetti等人,2010)。使冷冻细胞复苏，并在补充有9％胎牛血清(FBS)的人平滑肌基

础培养基‑2(SMBM；Lonza ,Slough,UK)中于37℃下在5％CO2的潮湿气氛中生长。达到汇合

后，将细胞用磷酸盐缓冲盐水(PBS)洗涤并用胰蛋白酶‑EDTA处理以供进一步传代。只有第3

代至第10代之间的细胞用于实验。

[0091] 环AMP测定

[0092] 将来自PAH患者的人PASMC在含有9％胎牛血清(FBS)、青霉素(50U/ml)/链霉素(50

μg/ml)的DMEM/F12中的12孔板中生长至70‑80％汇合。为了评估cAMP升高的时间过程，用

100nM  ralinepag刺激细胞不同时间(0.5、1、2、4、8、24、48小时)。选择该剂量的ralinepag

是基于它在初步实验中接近于用于cAMP生成的EC50。在其他实验中，在不存在和存在1μM的
IP受体拮抗剂RO‑1138452的情况下，在完全浓度范围(0.1‑10,000nM)内添加IP受体激动剂

指定时间(60分钟)。预先添加拮抗剂30分钟，并始终保持。

[0093] 为了提取环AMP，抽吸培养基并将PASMC细胞在冰上在0.1M  HCl中温育20分钟，然

后在4℃下以1000g离心10分钟。使用基于Bradford的蛋白质测定法(BCA ,Novagen ,EmD 

Chemicals ,CA ,USA)测定上清液中的蛋白质浓度。使用竞争性酶免疫测定96孔板试剂盒

(ADI‑900‑163,Enzo  Life  Sciences,Exeter,UK)测量细胞内环AMP，并根据制造商的说明

书进行测定。每个样品一式两份运行，并且数据表示为每个单独样品的每mg总蛋白质中

cAMP的pmol。从每个激动剂浓度数据点中减去基础水平。鉴于来自不同患者样品的cAMP生

成的差异较大(约15倍)，数据也被归一化为每个细胞分离物中的峰值环AMP反应(指定为

100％)。

[0094] 细胞增殖测定

[0095] 在来源于PAH患者的人PASMC上评估IP受体激动剂对细胞增殖的比较浓度依赖性

作用。将细胞以1×104个细胞/ml的密度接种到96孔板上，并在含有9％FBS和青霉素‑链霉

素(Pen/Strep；50单位/ml)的人平滑肌基础培养基‑2(SMBM；Lonza)中中的潮湿CO2培养箱

中在37℃下生长。24小时后，通过在不含添加血清的新鲜培养基中温育48小时使细胞生长

停止。随后去除培养基，在不存在和存在IP受体激动剂(ralinepag、伊洛前列素、曲前列环

素或MRE‑269)的情况下用含有或不含有0.1％DMSO的9％血清的人SMBM替换，并在浓度范围

(10‑12‑10‑5M)内用IP受体激动剂处理细胞4天。在含有IP受体拮抗剂RO‑1138452(1μM)的
细胞中直接比较反应，该IP受体拮抗剂在添加IP激动剂之前30‑60分钟添加到细胞中，并在

整个实验中保持。在相同时间段(4天)内没有添加血清温育的细胞作为时间对照。
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[0096] 使用MTS增殖试剂盒(Promega)获得细胞增殖，所述MTS增殖试剂盒是用于确定活

细胞数目的比色法，其基于通过细胞线粒体脱氢酶将四唑盐MTS切割成甲 细胞数的增

加导致所形成的甲 染料量的成比例增加，其通过测量染料溶液在490nm处的吸光度来定

量。在每种情况下，通过从所有其他吸光度值中减去“无细胞”对照孔的平均吸光度来校正

背景吸光度。

[0097] 然后将细胞增殖归一化为仅由FBS诱导的生长反应，将其作为FBS反应减去时间对

照(＝4天时100％生长)。相对于所有图中单独的FBS反应，在溶剂±药物存在下诱导的生长

反应表现为细胞增殖的％变化。

[0098] 材料、试剂、设备

[0099] ·人平滑肌基础培养基‑2(Lonza,Slough,UK；Cat  No.CC‑3181)

[0100] ·DMEM/F12(Life  Technologies,Paisley,UK；Cat  No  11320‑074)

[0101] ·南美胎牛血清(FBS；Invitrogen,Cat  No  10270106)

[0102] ·青霉素‑链霉素Pen/Strep(5000个单位/ml；Life  Technologies,Paisley,UK；

Cat  No  15070‑063)

[0103] ·无菌Ca2+/Mg2+游离磷酸盐缓冲盐水(PBS；Life  Technologies,Cat  No  10010‑

056)

[0104] ·无菌胰蛋白酶/EDTA溶液(0.05％；Life  Technologies,Cat  No  25300‑054)

[0105] ·无菌二甲基亚砜(DMSO；Sigma‑Aldrich,Cat  No,D2650)

[0106] ·MRE‑269([4[(5,6‑二苯基吡嗪基)(1‑甲基乙基)氨基]丁氧基]乙酸(CAY10010412)、

伊洛前列素(50:50R/S异构体；CAY  18215)、曲前列环素(CAY10162)和RO‑1138452(IP受体拮

抗剂；CAY  10441)、利奥西呱(Cat  No  2644‑5)、枸橼酸西地那非(Cat  No  2872‑10)、马西替

坦(Cat  No  M009)和曲前列环素(CAY10162)购自Cambridge  Bioscience ,UK(Cayman 

Chemical  Co的分销商)。波生坦(Cat  No  11731)购自Cayman  Chemicals  Company(USA)。

[0107] ·将伊洛前列素溶于乙酸甲酯中，将乙酸甲酯吹掉并用DMSO代替，以得到10mM的

储备溶液。所有其他储备溶液均在DMSO(曲前列环素、RO‑1138452、ralinepag、MRE‑269)中

制成以达到最终浓度为10mM。将药物在生长培养基中连续稀释，并且无论添加的试剂浓度

如何，每个孔中的溶剂浓度保持恒定在0.11％。

[0108] ·竞争性酶免疫测定96孔板cAMP试剂盒(ADI‑900‑163 ,Enzo  Life  Sciences ,

Exeter,UK)

[0109] ·细胞增殖测定试剂盒(MTS,Promega,UK,Cat  No  G5421)

[0110] ·BCA(二喹啉甲酸)蛋白质测定试剂盒(Cat  No.71285‑3；Novagen,Merck  Millipore,

Nottingham,UK)

[0111] ·Galaxy  R  CO2细胞培养箱(WolfLabs  Ltd,York  UK)

[0112] ·Tecan  Genios微孔板读板机(Tecan  Group  Ltd, Germany)

[0113] ·OpsysMRTM微孔板读板机(Dynex  Technology,Chantilly,VA,USA)

[0114] 数据与统计分析

[0115] 所有数据均表示为至少5次观察结果的平均值±平均值的标准误差(S.E.M)。使用

GraphPad  Prism  4或6(San  Diego,CA,USA)中的非线性拟合程序构建和拟合激动剂对数浓
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度曲线。引起50％最大反应(Emax)的激动剂浓度表示为阴性log(pEC50)和计算的平均EC50。

使用具有事后校正的单向或双向方差分析进行统计分析，如图例所示。P值<0.05被认为具

有统计学意义。

[0116] 实施例1：ralinepag与环GMP和环AMP升高剂或内皮素‑1拮抗剂组合的抗增殖作用

[0117] 将来自PAH患者的人肺动脉平滑肌细胞(PASMC)中ralinepag的抗增殖作用与其他

前列环素模拟物进行比较，并与内皮素‑1受体拮抗剂(ERA)、磷酸二酯酶5型(PDE5)抑制剂

或可溶性鸟苷酸环化酶(sGC)活化剂组合进行比较。

[0118] Ralinepag和MRE‑269在来自PAH患者的人PASMC中的环AMP和细胞增殖测定中表现

为选择性IP受体激动剂，其中ralinepag产生2倍多的环AMP和10倍多的抗增殖作用。与曲前

列环素相比，ralinepag和MRE‑269在环AMP和细胞增殖测定中产生更弱的最大效应。曲前列

素和伊洛前列素通过IP非依赖性机制表现出对细胞增殖的抑制。

[0119] ralinepag与利奥西呱组合的抗增殖作用

[0120] 图1示出了在9％血清和0.1％DMSO中生长4天的人PASMC中在不存在和存在100nM

利奥西呱的情况下ralinepag的浓度依赖性抗增殖作用。在五种细胞分离物中的四种中，当

利奥西呱与ralinepag组合时，与单独的ralinepag相比，细胞生长受到更大的抑制。从平均

数据来看，总体而言，在整个浓度范围(0.01‑10,000nM)内在利奥西呱存在下，ralinepag更

有效，在10nM及以上明显更有效(P<0.05，双向方差分析，具有Bonferroni事后校正)。

[0121] 与FBS和DMSO相比，单独的利奥西呱(100nM)引起对细胞增殖的显著抑制(～

15％)。在100nM时，ralinepag抑制生长28％(图2A)，这几乎是由相同剂量的利奥西呱诱导

的抑制的两倍(图2B)。然而，在100nM利奥西呱存在下，在低于100倍剂量(0 .01nM)的

ralinepag时发生显著的细胞生长抑制。这表明药剂在不同途径上起作用以通过cGMP增强

对利奥西呱增殖的抑制(Lang等人,2012)以及通过IP受体和cAMP生成增强对ralinepag增

殖的抑制(在本文提供的实验中IP受体拮抗剂RO1138452完全抑制增殖)。在亚纳摩尔浓度

的ralinepag中发生增强作用。在较高剂量的ralinepag中，细胞生长的抑制似乎比加性效

应预测的更多。

[0122] 已经显示利奥西呱诱导细胞凋亡并抑制与可溶性鸟苷酰表达的上调和增加的环

GMP产生相关的肺动脉细胞的增殖(Lang等人,2012)。因此，利奥西呱对ralinepag效应的增

强可能是由于响应于PDE3的环GMP依赖性抑制而升高的环AMP水平，所述PDE3是已知调节由

IP受体激动剂诱导的cAMP生成的同种型(Knebel等人,2013)。先前的实验表明，与来自PAH

患者的人PASMC中的PDE5抑制剂或ERA相比，利奥西呱与曲前列环素组合是最有效的抗增殖

组合(Patel等人,2014)。然而，如果是加性的，则组合作用比预测的要低。两种药剂可在不

同的途径(环状GMP和IP受体/cAMP途径)上起作用，在生长抑制机制方面具有一些交叉。例

如，通过抑制钙依赖性磷酸酶、钙调磷酸酶抑制细胞生长可通过环GMP和环AMP实现(Jabr等

人,2007；Lu等人,2013)。

[0123] ralinepag与西地那非组合的抗增殖作用

[0124] 图3示出了在9％血清和0.1％DMSO中生长4天的人PASMC中在不存在和存在100nM

西地那非的情况下ralinepag的浓度依赖性抗增殖作用。在五种细胞分离物中的四种中，当

西地那非与ralinepag组合时，与单独的ralinepag相比，细胞生长受到更大的抑制。在整个

浓度范围(0.01‑10,000nM)内在西地那非存在下，ralinepag明显更有效(P<0.001，双向方
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差分析)，尽管Bonferroni事后分析未发现单个药物剂量的显著性。图4示出了与对单独的

9％血清和0.1％DMSO的反应相比，在不存在和存在100nM西地那非的情况下ralinepag的平

均抗增殖作用。与利奥西呱不同，西地那非(100nM)未显著抑制血清诱导的生长。然而，当与

ralinepag组合时，与单独的ralinepag相比，进一步抑制了细胞生长。在1nM  ralinepag时，

在西地那非存在下，生长抑制由14％上升至27％，尽管这些变化的幅度在测试的最高剂量

(10μM)时较小(细胞生长抑制为56％而不是50％)。

[0125] 发现西地那非的增强作用小于采用利奥西呱观察到的增强作用。这可能是由于利

奥西呱是鸟苷酸环化酶的直接激活剂，从而使环状GMP比西地那非产生更大的上升，预计这

将提高基础环GMP水平。此外，在五种细胞分离物中的三种中，药物组合的抗增殖作用在较

高剂量的ralinepag下逐渐减弱，这与PDE5抑制剂和IP受体激动剂的下游机制的一些重叠

一致。事实上，西地那非部分地通过激活PPAR γ 来抑制细胞增殖(Wang等人,2013)，该PPAR

γ 是一种已知的机制，构成曲前列环素在这些肺平滑肌细胞中的抗增殖作用的基础

(Falcetti等人,2010)。对于西地那非很可能在这些实验中使用的剂量低于治疗剂量，因为

患者中该药物的上限血浆水平为1500nM(Burgess等人,2008)。然而，它远高于对于西地那

非报道的PDE5抑制的Ki，据报道其为1‑3nM(Ballard等人,1998)。在100nM时，西地那非也可

能抑制PDE1和PDE6活性(Ki分别为40nM和10nM)，因此其治疗作用方式可能并不完全与PDE5

的抑制有关(Bischoff,2004)。

[0126] ralinepag与曲前列环素组合的抗增殖作用

[0127] 图5示出了在9％血清和0.1％DMSO中生长4天的人PASMC中在不存在和存在100nM

曲前列环素的情况下ralinepag的抗增殖作用。在五种细胞分离物中的四种中，当曲前列环

素与ralinepag组合时，与单独的ralinepag相比，细胞生长受到更大的抑制。从平均数据来

看，在整个浓度范围内在曲前列环素存在下，总体ralinepag似乎更有效(P<0.001，双向方

差分析)，尽管在事后检测中曲前列环素仅显著增强了最高剂量(10μM)的ralinepag(P<

0.05，具有Bonferroni校正的双向方差分析)。

[0128] 图6示出了与对单独的9％血清和0.1％DMSO的反应相比，在不存在和存在100nM曲

前列环素的情况下ralinepag的平均抗增殖作用。与单独的血清和DMSO相比，曲前列环素在

100nM下显著抑制生长。当与ralinepag组合时，在低于10倍剂量(0.1nM)的ralinepag时发

生显著的细胞生长抑制。在测试的最高剂量(10μM)下，ralinepag产生69％的细胞生长抑

制，而在不存在曲前列环素时为50％。这种对血清诱导的细胞增殖的更强抑制可部分地由

单独的曲前列环素诱导的抑制程度来解释，并且表明两种药剂都通过不同的途径抑制细胞

增殖。

[0129] 鉴于两种药剂都是IP激动剂并且可能会激活抑制细胞增殖的相同途径，曲前列环

素增强的ralinepag反应可能是令人惊讶的。曲前列环素也是EP2和DP1受体的强激活剂(在

Clapp和Gurung,2015中的综述)，这可以解释在曲前列环素的存在下对ralinepag的反应更

强。在本文提供的实验中，观察到对曲前列环素的抗增殖反应仅被IP受体拮抗剂微弱抑制，

而对ralinepag的那些反应则被完全抑制。

[0130] ralinepag与内皮素‑1受体拮抗剂(ERA)组合的抗增殖作用

[0131] 图7示出了在9％血清和0.1％DMSO中生长4天的人PASMC中在不存在和存在100nM

马西替坦的情况下ralinepag的抗增殖作用。马西替坦(100nM)组合时对ralinepag的反应
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只有轻微影响，并且在五种细胞分离物中的两种中，在所研究的任何浓度的ralinepag中都

没有增强抗增殖作用。在其他三种细胞分离物中，存在对细胞生长的更大的抑制趋势，该趋

势在与100nM马西替坦组合时在较低剂量的ralinepag中更为明显。然而，总体而言，从平均

数据来看，与单独的ralinepag相比，在马西替坦存在下，ralinepag没有明显更有效。

[0132] 图8示出了与对单独的9％血清和0.1％DMSO的反应相比，在不存在和存在100nM马

西替坦的情况下ralinepag的平均抗增殖作用。与血清和DMSO相比，单独的Macitentan

(100nM)引起对细胞增殖的显著抑制(～12％)。此外，当与马西替坦组合时，与单独的

ralinepag相比，ralinepag以低于10倍的剂量(0 .1nM)抑制细胞增殖。在更高浓度的

ralinepag(>10nM)时，作用趋同，使得在不存在或存在马西替坦的情况下对ralinepag的反

应相似。

[0133] 这两种药物的作用方式可以重叠，因此在组合时不会提供真正的额外益处。马西

替坦是一种混合ET‑1拮抗剂，抑制与ETA和ETB受体的结合，平均IC50值分别为0.5nM和391nM

(Iglarz等人,2014)。因此，在使用的浓度下，马西替坦将主要抑制ETA受体，这些受体已知

有助于ET‑1诱导的远端人PASMC细胞增殖(Zamora等人,1993；Davie等人,2002)。另一方面，

前列环素类似物抑制血清或转化生长因子β(TGF‑β)诱导的人远端PASMC中ET‑1的释放，并

且这种机制被部分地假定为构成前列环素类似物在正常人PASMC中抗增殖作用的基础

(Wort等人,2001；Davie等人,2002)。

[0134] 图9示出了在9％血清和0.1％DMSO中生长4天的人PASMC中在不存在和存在100nM

波生坦的情况下ralinepag的抗增殖作用。与其他PAH药物相比，在五种细胞分离物中的四

种中，波生坦没有增强对ralinepag的抗增殖反应，并且在一种细胞分离物中，实际上降低

了其反应。总体而言，从平均数据来看，在整个浓度范围内在波生坦存在下，ralinepag并没

有更有效。图4示出了与对单独的9％血清和0.1％DMSO的反应相比，在不存在和存在100nM

波生坦的情况下ralinepag的平均抗增殖作用。与马西替坦不同，与单独的血清和DMSO相

比，波生坦(100nM)不会引起对细胞增殖的显著抑制。此外，当与ralinepag组合时，与单独

的ralinepag相比，波生坦不会增强对细胞增殖的抑制，也没有降低浓度(1nM)，其中如使用

所有其他药剂(利奥西呱、曲前列环素和马西替坦)所观察到的，ralinepag开始显著抑制细

胞增殖。因此，波生坦对细胞增殖的抑制作用似乎比马西替坦更小，这可能与其对ETA受体

的效力和/或差异受体ET‑1受体选择性较低有关。虽然波生坦类似于马西替坦是一种混合

ET‑1受体拮抗剂，但其对ETA和ETB受体的效力和选择性比率与其受体动力学有所不同。波

生坦的效力比马西替坦低10倍，其中ETA受体的Ki为4nM，但ETA/ETB的选择性比率仅为约20

(Davie等人,2009)，而对于马西替坦，选择性比率为780(Iglarz等人,2014)。

[0135] 不同PAH药物与ralinepag组合的比较

[0136] cGMP升高剂和曲前列环素与ralinepag组合似乎提供了更大的抗增殖作用，而

ETRA并没有显著增强ralinepag对细胞增殖的作用(图11)。在10nM  ralinepag下，当与利奥

西呱组合时，生长被抑制45％，而在波生坦存在下，生长仅被抑制21％(图12)。然而，与利奥

西呱相比，并与较低程度的曲前列环素相比，西地那非的加强作用更小(即使存在显著的药

物相互作用，但与事后检验无显著差异)。在不存在和存在不同PAH疗法的情况下，总结了

ralinepag的抗增殖作用，其中获得每个个体拟合的EC50和EMax值(在表1中，使用图1、3、5、7

和9中包含的数据表示为平均值±S .E .M)。表1示出了在利奥西呱和西地那非的存在下，
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ralinepag的效力分别为约2.5‑5倍(EC50＝10nM和5nM)。总体而言，在利奥西呱或曲前列环

素存在下，ralinepag产生显著更大的最大反应，但与其他PAH疗法组合时则没有产生显著

更大的更大反应。表2呈现了从对平均数据拟合获得的EC50和EMa x值的分析(图11)。

ralinepag的EC50略高于个体拟合的EC50(44nM相对于25nM)，虽然在利奥西呱和西地那非的

存在下效力仍然增强了8倍。在利奥西呱或曲前列环素存在下，ralinepag仍能产生显著更

大的最大反应，而在其他PAH疗法的情况下则不能产生显著更大的最大反应。

[0137] 表1.ralinepag与其他PAH药物组合的平均抗增殖作用(从个体拟合外推log  EC50
和Emax)

[0138]

[0139] 表2.ralinepag与其他PAH药物组合的平均抗增殖作用(从平均拟合外推log  EC50
和Emax)

[0140]

[0141] 实施例2：临床试验

[0142] 进行为期22周的随机、双盲、安慰剂对照研究，剂量滴定期长达9周。61名患者随机

分配2:1的ralinepag和安慰剂。在研究剂量滴定期第1天和第22周之前获得右心导管(RHC)

测量。获得并记录以下值：肺动脉压(PAP)(收缩压、舒张压和平均值)、心率(HR)、右房压

(RAP)、肺毛细血管楔压(PCWP)、右心室压(RVP)和心输出量(CO)、肺血管阻力(PVR)、动脉和

混合静脉血氧饱和度(FiO2)(如果适用)。从血压测量值估计系统血管阻力(SVR)。所有患者

均接受单独或组合的内皮素受体拮抗剂、磷酸二酯酶5型抑制剂或可溶性鸟苷酸环化酶激

活剂的背景PAH治疗。

[0143] 该研究的主要疗效终点是治疗22周后PVR的基线变化。其他分析包括治疗22周后

6MWD的基线变化、血流动力学以及安全性和耐受性。Ralinepag以0.01、0.02、0.03、0.04和

0.10mg剂量强度作为胶囊施用。

[0144] ralinepag的起始剂量为0.01mg，每日两次。根据患者耐受性滴定ralinepag的剂

量。如果初始剂量是耐受的(0.01mg每日两次)，则剂量以下列方式每周增加一次：0.02mg每
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日两次、0.03mg每日两次、0.04mg每日两次、0.06mg每日两次、0.08mg、0.1mg每日两次、

0.2mg每日两次和0.3mg每日两次。剂量任选地提高至可能的最大总日剂量0.6mg(0.3mg每

日两次)，等待耐受性。如果不能耐受剂量，则将ralinepag任选地降低至先前的剂量水平。

如果不能耐受0.01mg每日两次的初始剂量，则任选地降低剂量至0.01mg每日一次。

[0145] 与安慰剂相比，ralinepag在肺血管阻力(PVR)方面达到与基线相比具有统计学显

著变化的主要终点。Ralinepag还证明了6分钟步行距离(6MWD)的数值改进。在该研究中观

察到的不良事件与用于治疗PAH的其他前列环素治疗一致。接受ralinepag治疗的患者的维

持剂量分布如下：0.02mg(n＝1)、0.03mg(n＝1)、0.04mg(n＝0)、0.06mg(n＝3)、0.08mg(n＝

3)、0.12mg(n＝5)、0.16mg(n＝4)、0.2mg(n＝6)、0.4mg(n＝12)和0.6mg(n＝5)。

[0146] 本文引用的所有文献，包括专利和非专利文献，均通过引用以其全文并入本文用

于所有目的。
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