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本公开涉及靶向富亮氨酸重复激酶2

(LRRK2)基因的双链核糖核酸(dsRNAi)剂和组合

物，以及使用此类dsRNAi剂和组合物抑制LRRK2

基因的表达和治疗患有LRRK2相关疾病或病症

(例如，帕金森氏病)的受试者的方法。
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1.一种用于抑制LRRK2表达的双链核糖核酸(dsRNA)剂，其中所述dsRNA剂包含形成双

链区的有义链和反义链，

其中所述有义链包含与SEQ  ID  NO:1的核苷酸序列相差不超过3个核苷酸的至少15个

连续核苷酸和所述反义链包含与SEQ  ID  NO:2的核苷酸序列相差不超过3个核苷酸的至少

15个连续核苷酸。

2.一种用于抑制LRRK2表达的双链核糖核酸(dsRNA)剂，其中所述dsRNA剂包含形成双

链区的有义链和反义链，

其中所述反义链包含与编码LRRK2的mRNA的互补区，和其中所述互补区包含与SEQ  ID 

NO:2的核苷酸序列相差不超过3个核苷酸的至少15个连续核苷酸。

3.一种用于抑制LRRK2表达的双链核糖核酸(dsRNA)剂，其中所述dsRNA剂包含形成双

链区的有义链和反义链，

其中所述反义链包含与编码LRRK2的mRNA的互补区，和其中所述互补区包含与表3、4、6

或7中任一个的任一反义核苷酸序列相差不超过3个核苷酸的至少15个连续核苷酸。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的dsRNA剂，其中所述有义链包含与以下任一核苷酸

序列相差不超过3个核苷酸的至少15个连续核苷酸：SEQ  ID  NO:1的核苷酸3383‑3403、

2105‑2125、2356‑2376、5413‑5433、2603‑2623、3563‑3583、2192‑2212、3088‑3108、3105‑

3125、2203‑2223、7348‑7368、7097‑7117、6319‑6339、3886‑3906、5190‑5210、3964‑3984、

5138‑5158、1254‑1274、7098‑7118、7048‑7068、7050‑7070、2764‑2784、3087‑3107、7526‑

7546、4849‑4869、5272‑5292、468‑488、7520‑7540、3720‑3740、4016‑4036、7792‑7812、

2515‑2535、2286‑2306、4014‑4034、3721‑3741、2284‑2304、1896‑1916、3876‑3896、7788‑

7808、4013‑4033、1275‑1295、7527‑7547、3606‑3626、7525‑7545、468‑488、1254‑1274、

2105‑2125、2192‑2212、2203‑2223、2603‑2623、2764‑2784、3087‑3107、3088‑3108、3383‑

3403、3563‑3583、3876‑3896、3886‑3906、3964‑3984、4849‑4869、5138‑5158、5190‑5210、

5272‑5292、6319‑6339、7097‑7117、7098‑7118和7348‑7368，和所述反义链包含SEQ  ID  NO:

2的相应核苷酸序列的至少15个连续核苷酸。

5.根据权利要求1‑4中任一项所述的dsRNA剂，其中所述反义链包含与选自以下的双链

体的任一反义链核苷酸序列相差不超过3个核苷酸的至少15个连续核苷酸：AD‑601140.1、

AD‑599927.1、AD‑612673.1、AD‑615420.1、AD‑600406.1、AD‑601294.1、AD‑600013.1、AD‑

600853 .1、AD‑613382 .1、AD‑600024 .1、AD‑604701 .1、AD‑604452 .1、AD‑603747 .1、AD‑

601616 .1、AD‑602766 .1、AD‑601694 .1、AD‑602734 .1、AD‑599139 .1、AD‑604453 .1、AD‑

616783 .1、AD‑616785 .1、AD‑600566 .1、AD‑600852 .1、AD‑617239 .1、AD‑602466 .1、AD‑

602848 .1、AD‑598424 .1、AD‑617233 .1、AD‑613965 .1、AD‑614239 .1、AD‑617466 .1、AD‑

612820 .1、AD‑612611 .1、AD‑614237 .1、AD‑613966 .1、AD‑612609 .1、AD‑612246 .1、AD‑

601606 .1、AD‑617462 .1、AD‑614236 .1、AD‑611650 .1、AD‑617240 .1、AD‑613851 .1、AD‑

617238.1、AD‑1335323 .1、AD‑1335325 .1、AD‑1335324 .1、AD‑1508169、AD‑1508884、AD‑

1509672、AD‑1509758、AD‑1509769、AD‑1510151、AD‑1510311、AD‑1510597、AD‑1510598、AD‑

1510885、AD‑1511039、AD‑1511351、AD‑1511361、AD‑1511439、AD‑1512211、AD‑1512479、AD‑

1512511、AD‑1512593、AD‑1513492、AD‑1514197、AD‑1514198和AD‑1514446。

6.根据权利要求1或权利要求2所述的dsRNA剂，其中所述有义链和反义链的所述核苷
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酸序列包含表3、4、6或7中任一个的任一有义链和反义链核苷酸序列。

7.根据权利要求1‑6中任一项所述的dsRNA剂，其中所述有义链、所述反义链或者所述

有义链和所述反义链两者与一个或多个亲脂性部分缀合。

8.根据权利要求7所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分缀合于所述dsRNA剂的所述双

链区中的一个或多个内部位置。

9.根据权利要求7或权利要求8所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分通过接头或载体

缀合。

10.根据权利要求7‑9中任一项所述的dsRNA剂，其中通过logKow测量的所述亲脂性部分

的亲脂性超过0。

11.根据权利要求1‑10中任一项所述的dsRNA剂，其中通过所述双链RNA剂的血浆蛋白

结合测定中的未结合部分测量的所述双链RNA剂的疏水性超过0.2。

12.根据权利要求11所述的dsRNA剂，其中所述血浆蛋白结合测定是使用人血清白蛋白

的电泳迁移率变动测定。

13.根据权利要求1‑12中任一项所述的dsRNA剂，其中所述dsRNA剂包含至少一个修饰

的核苷酸。

14.根据权利要求13所述的dsRNA剂，其中不超过5个所述有义链核苷酸和不超过5个所

述反义链核苷酸是未修饰的核苷酸。

15.根据权利要求13所述的dsRNA剂，其中所述有义链的全部核苷酸和所述反义链的全

部核苷酸是修饰的核苷酸。

16.根据权利要求13‑15中任一项所述的dsRNA剂，其中所述修饰的核苷酸的至少一个

选自以下：脱氧核苷酸、3’末端脱氧胸苷(dT)核苷酸、2’‑O‑甲基修饰的核苷酸、2’‑氟修饰

的核苷酸、2’‑脱氧修饰的核苷酸、锁定核苷酸、非锁定核苷酸、构象限制性核苷酸、限制性

乙基核苷酸、脱碱基核苷酸、2’‑氨基修饰的核苷酸、2’‑O‑烯丙基修饰的核苷酸、2’‑C‑烷基

修饰的核苷酸、2’‑羟基修饰的核苷酸、2’‑甲氧基乙基修饰的核苷酸、2’‑O‑烷基修饰的核

苷酸、吗啉基核苷酸、氨基磷酸酯、包含非天然碱基的核苷酸、四氢吡喃修饰的核苷酸、1,5‑

脱水己糖醇修饰的核苷酸、环己烯基修饰的核苷酸、包含5’‑硫代磷酸酯基团的核苷酸、包

含5’‑甲基膦酸酯基团的核苷酸、包含5’磷酸酯或5’磷酸酯模拟物的核苷酸、包含乙烯膦酸

酯的核苷酸、包含腺苷‑二醇核酸(GNA)的核苷酸、包含胸苷‑二醇核酸(GNA)S‑异构体的核

苷酸、包含2‑羟甲基‑四氢呋喃‑5‑磷酸酯的核苷酸、包含2’‑脱氧胸苷‑3’磷酸酯的核苷酸、

包含2’‑脱氧鸟苷‑3’磷酸酯的核苷酸以及与胆固醇基衍生物和十二烷酸双癸酰胺基团连

接的末端核苷酸；及其组合。

17.根据权利要求16所述的dsRNA剂，其中所述修饰的核苷酸选自以下：2'‑脱氧‑2'‑氟

修饰的核苷酸、2'‑脱氧‑修饰的核苷酸、3’‑末端脱氧胸苷核苷酸(dT)、锁定核苷酸、脱碱基

核苷酸、2’‑氨基‑修饰的核苷酸、2’‑烷基‑修饰的核苷酸、吗啉基核苷酸、氨基磷酸酯和包

含非天然碱基的核苷酸。

18.根据权利要求16所述的dsRNA剂，其中所述修饰的核苷酸包含3’‑末端脱氧胸苷核

苷酸(dT)的短序列。

19.根据权利要求16所述的dsRNA剂，其中在所述核苷酸上的修饰是2’‑O‑甲基、GNA和

2’氟修饰。
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20.根据权利要求1‑19中任一项所述的dsRNA剂，其还包含至少一个硫代磷酸酯核苷酸

间键。

21.根据权利要求1‑20所述的dsRNA剂，其中所述dsRNA剂包含6‑8个硫代磷酸酯核苷酸

间键。

22.根据权利要求1‑21中任一项所述的dsRNA剂，其中每条链的长度不超过30个核苷

酸。

23.根据权利要求1‑22中任一项所述的dsRNA剂，其中至少一条链包含至少1个核苷酸

的3’突出端。

24.根据权利要求1‑23中任一项所述的dsRNA剂，其中至少一条链包含至少2个核苷酸

的3’突出端。

25.根据权利要求1‑24中任一项所述的dsRNA剂，其中所述双链区的长度为15‑30个核

苷酸对。

26.根据权利要求25所述的dsRNA剂，其中所述双链区的长度为17‑23个核苷酸对。

27.根据权利要求25所述的dsRNA剂，其中所述双链区的长度为17‑25个核苷酸对。

28.根据权利要求25所述的dsRNA剂，其中所述双链区的长度为23‑27个核苷酸对。

29.根据权利要求25所述的dsRNA剂，其中所述双链区的长度为19‑21个核苷酸对。

30.根据权利要求25所述的dsRNA剂，其中所述双链区的长度为21‑23个核苷酸对。

31.根据权利要求1‑30中任一项所述的dsRNA剂，其中每条链具有19‑30个核苷酸。

32.根据权利要求1‑30中任一项所述的dsRNA剂，其中每条链具有19‑23个核苷酸。

33.根据权利要求1‑30中任一项所述的dsRNA剂，其中每条链具有21‑23个核苷酸。

34.根据权利要求8‑33中任一项所述的dsRNA剂，其中一个或多个亲脂性部分缀合于至

少一条链上的一个或多个内部位置。

35.根据权利要求34所述的dsRNA剂，其中所述一个或多个亲脂性部分通过接头或载体

缀合于至少一条链上的一个或多个内部位置。

36.根据权利要求35所述的dsRNA剂，其中所述内部位置包括除了在所述至少一条链的

每一端的末端两个位置以外的所有位置。

37.根据权利要求35所述的dsRNA剂，其中所述内部位置包括除了在所述至少一条链的

每一端的末端三个位置以外的所有位置。

38.根据权利要求35‑37所述的dsRNA剂，其中所述内部位置不包括所述有义链的切割

位点区。

39.根据权利要求38所述的dsRNA剂，其中所述内部位置包括除了从所述有义链的5’末

端数的位置9‑12以外的所有位置。

40.根据权利要求38所述的dsRNA剂，其中所述内部位置包括除了从所述有义链的3’末

端数的位置11‑13以外的所有位置。

41.根据权利要求35‑37所述的dsRNA剂，其中所述内部位置不包括所述反义链的切割

位点区。

42.根据权利要求41所述的dsRNA剂，其中所述内部位置包括除了从所述反义链的5’末

端数的位置12‑14以外的所有位置。

43.根据权利要求35‑37所述的dsRNA剂，其中所述内部位置包括除了从所述3’末端数
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在所述有义链上的位置11‑13，和从所述5’末端数在所述反义链上的位置12‑14以外的所有

位置。

44.根据权利要求8‑43中任一项所述的dsRNA剂，其中所述一个或多个亲脂性部分缀合

于选自以下的一个或多个所述内部位置：从每条链的所述5’末端数在所述有义链上的位置

4‑8和13‑18，以及在所述反义链上的位置6‑10和15‑18。

45.根据权利要求44所述的dsRNA剂，其中所述一个或多个亲脂性部分缀合于选自以下

的一个或多个所述内部位置：从每条链的所述5’末端数在所述有义链上的位置5、6、7、15和

17，以及在所述反义链上的位置15和17。

46.根据权利要求8所述的dsRNA剂，其中在所述双链区中的所述内部位置不包括所述

有义链的切割位点区。

47.根据权利要求7‑46中任一项所述的dsRNA剂，其中所述有义链的长度为21个核苷

酸，所述反义链的长度为23个核苷酸，以及所述亲脂性部分缀合于所述有义链的位置21、位

置20、位置15、位置1、位置7、位置6或位置2或者所述反义链的位置16。

48.根据权利要求47所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分缀合于所述有义链的位置

21、位置20、位置15、位置1或位置7。

49.根据权利要求47所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分缀合于所述有义链的位置

21、位置20或位置15。

50.根据权利要求47所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分缀合于所述有义链的位置20

或位置15。

51.根据权利要求47所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分缀合于所述反义链的位置

16。

52.根据权利要求7‑51中任一项所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分是脂肪族、脂环

族或多脂环族化合物。

53.根据权利要求52所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分选自以下：脂质、胆固醇、视

黄酸、胆酸、金刚烷乙酸、1‑芘丁酸、二氢睾酮、1,3‑双‑O(十六烷基)甘油、香叶氧基己醇、十

六烷基甘油、冰片、薄荷醇、1,3‑丙二醇、十七烷基、棕榈酸、肉豆蔻酸、O3‑(油酰基)石胆酸、

O3‑(油酰基)胆烯酸、二甲氧基三苯甲基或酚噁嗪。

54.根据权利要求52所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分含有饱和或不饱和C4‑C30烃

链，以及选自以下的任选的官能团：羟基、胺、羧酸、磺酸酯、磷酸酯、巯基、叠氮基和炔烃。

55.根据权利要求54所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分含有饱和或不饱和C6‑C18烃

链。

56.根据权利要求54所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分含有饱和或不饱和C16烃链。

57.根据权利要求56所述的dsRNA剂，其中所述饱和或不饱和C16烃链缀合于从所述链

的所述5’末端数的位置6。

58.根据权利要求7‑57中任一项所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分通过载体缀合，

所述载体替代在所述一个或多个内部位置或所述双链区中的一个或多个核苷酸。

59.根据权利要求58所述的dsRNA剂，其中所述载体是选自以下的环状基团：吡咯烷基、

吡唑啉基、吡唑烷基、咪唑啉基、咪唑烷基、哌啶基、哌嗪基、[1,3]二氧戊环基、噁唑烷基、异

噁唑烷基、吗啉基、噻唑烷基、异噻唑烷基、喹喔啉基、哒嗪酮基、四氢呋喃基和十氢萘基；或
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者是基于丝氨醇骨架或二乙醇胺骨架的非环状部分。

60.根据权利要求7‑57中任一项所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分通过接头与所述

双链iRNA剂缀合，所述接头包含醚、硫醚、脲、碳酸酯、胺、酰胺、马来酰亚胺‑硫醚、二硫键、

磷酸二酯、磺酰胺键、点击反应的产物或氨基甲酸酯。

61.根据权利要求7‑60中任一项所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分与核碱基、糖部

分或核苷间键缀合。

62.根据权利要求7‑61中任一项所述的dsRNA剂，其中所述亲脂性部分或靶向配体通过

可生物切割的接头缀合，所述接头选自以下：DNA，RNA，二硫化物，酰胺，半乳糖胺、葡糖胺、

葡萄糖、半乳糖、甘露糖的官能化单糖或寡糖，及其组合。

63.根据权利要求7‑62中任一项所述的dsRNA剂，其中所述有义链的3’末端通过封端保

护，所述封端是具有胺的环状基团，所述环状基团选自吡咯烷基、吡唑啉基、吡唑烷基、咪唑

啉基、咪唑烷基、哌啶基、哌嗪基、[1,3]二氧戊环基、噁唑烷基、异噁唑烷基、吗啉基、噻唑烷

基、异噻唑烷基、喹喔啉基、哒嗪酮基、四氢呋喃基和十氢萘基。

64.根据权利要求7‑61中任一项所述的dsRNA剂，其还包含靶向肝脏组织的靶向配体。

65.根据权利要求7‑61中任一项所述的dsRNA剂，其还包含靶向神经元细胞的靶向配

体。

66.根据权利要求7‑61中任一项所述的dsRNA剂，其还包含靶向任何眼细胞的靶向配

体。

67.根据权利要求64所述dsRNA剂，其中所述靶向配体是GalNAc缀合物。

68.根据权利要求1‑67中任一项所述的dsRNA剂，其还包含

在所述反义链的3’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Sp构型的

连接磷原子，

在所述反义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型的

连接磷原子，和

在所述有义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型或

Sp构型的连接磷原子。

69.根据权利要求1‑67中任一项所述的dsRNA剂，其还包含

在所述反义链的3’末端的第一个和第二个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有

Sp构型的连接磷原子，

在所述反义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型的

连接磷原子，和

在所述有义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型或

Sp构型的连接磷原子。

70.根据权利要求1‑67中任一项所述的dsRNA剂，其还包含

在所述反义链的3’末端的第一个、第二个和第三个核苷酸间键处发生的末端手性修

饰，其具有Sp构型的连接磷原子，

在所述反义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型的

连接磷原子，和

在所述有义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型或
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Sp构型的连接磷原子。

71.根据权利要求1‑67中任一项所述的dsRNA剂，其还包含

在所述反义链的3’末端的第一个和第二个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有

Sp构型的连接磷原子，

在所述反义链的3’末端的第三个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型的

连接磷原子，

在所述反义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型的

连接磷原子，和

在所述有义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp或Sp构

型的连接磷原子。

72.根据权利要求1‑67中任一项所述的dsRNA剂，其还包含

在所述反义链的3’末端的第一个和第二个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有

Sp构型的连接磷原子，

在所述反义链的5’末端的第一个和第二个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有

Rp构型的连接磷原子，和

在所述有义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp或Sp构

型的连接磷原子。

73.根据权利要求1‑72中任一项所述的dsRNA剂，其还包含在所述反义链的所述5’末端

处的磷酸酯或磷酸酯模拟物。

74.根据权利要求73所述的dsRNA剂，其中所述磷酸酯模拟物是5’‑乙烯膦酸酯(VP)。

75.根据权利要求1‑72中任一项所述的dsRNA剂，其中在所述双链体的所述反义链的所

述5’末端1位处的碱基对是AU碱基对。

76.根据权利要求1‑72中任一项所述的dsRNA剂，其中所述有义链具有共计21个核苷酸

和所述反义链具有共计23个核苷酸。

77.一种包含权利要求1‑76中任一项所述的dsRNA剂的细胞。

78.一种用于抑制编码LRRK2的基因表达的药物组合物，其包含权利要求1‑76中任一项

所述的dsRNA剂。

79.一种药物组合物，其包含权利要求1‑76中任一项所述的dsRNA剂和脂质制剂。

80.根据权利要求78或权利要求79所述的药物组合物，其中dsRNA剂是在非缓冲溶液

中。

81.根据权利要求80所述的药物组合物，其中所述非缓冲溶液是盐水或水。

82.根据权利要求78或权利要求79所述的药物组合物，其中所述dsRNA剂是在缓冲溶液

中。

83.根据权利要求82所述的药物组合物，其中所述缓冲溶液包含醋酸盐、柠檬酸盐、醇

溶谷蛋白、碳酸盐、磷酸盐或其任何组合。

84.根据权利要求82所述的药物组合物，其中所述缓冲溶液是磷酸盐缓冲盐水(PBS)。

85.一种抑制细胞中LRRK2基因表达的方法，所述方法包括使所述细胞与权利要求1‑76

中任一项所述的dsRNA剂，或权利要求78‑84中任一项所述的药物组合物接触，从而抑制所

述细胞中所述LRRK2基因的表达。

权　利　要　求　书 6/8 页

7

CN 115298312 A

7



86.根据权利要求85所述的方法，其中所述细胞是在受试者内。

87.根据权利要求86所述的方法，其中所述受试者是人。

88.根据权利要求87所述的方法，其中所述受试者具有LRRK2相关病症。

89.根据权利要求88所述的方法，其中所述LRRK2相关病症是神经退行性病症。

90.根据权利要求89所述的方法，其中所述神经退行性病症是家族性病症。

91.根据权利要求89所述的方法，其中所述神经退行性病症是散发性病症。

92.根据权利要求90或权利要求91所述的方法，其中所述神经退行性病症是帕金森氏

病。

93.根据权利要求88所述的方法，其中所述LRRK2相关病症是眼部病症。

94.根据权利要求85‑93中任一项所述的方法，其中使所述细胞与所述dsRNA剂接触将

LRRK2的表达抑制至少约25％。

95.根据权利要求85‑94中任一项所述的方法，其中抑制LRRK2的表达使所述受试者血

清中的LRRK2蛋白水平降低至少约25％。

96.一种治疗患有将从LRRK2表达降低中获益的病症的受试者的方法，其包括向所述受

试者施用治疗有效量的权利要求1‑76中任一项所述的dsRNA剂，或权利要求78‑84中任一项

所述的药物组合物，从而治疗患有将从LRRK2表达降低中获益的所述病症的所述受试者。

97.一种在患有将从LRRK2表达降低中获益的病症的受试者中预防至少一种症状的方

法，其包括向所述受试者施用预防有效量的权利要求1‑76中任一项所述的dsRNA剂，或权利

要求78‑84中任一项所述的药物组合物，从而在患有将从LRRK2表达降低中获益的所述病症

的所述受试者中预防至少一种症状。

98.根据权利要求96或权利要求97所述的方法，其中所述病症是LRRK2相关病症。

99.根据权利要求98所述的方法，其中所述LRRK2相关病症选自以下：帕金森氏病和眼

部病症。

100.根据权利要求97‑99中任一项所述的方法，其中所述受试者是人。

101.根据权利要求100所述的方法，其中向所述受试者施用所述剂使得LRRK2蛋白累积

减少。

102.根据权利要求96‑101中任一项所述的方法，其中以约0.01mg/kg至约50mg/kg的剂

量向所述受试者施用所述dsRNA剂。

103.根据权利要求96‑102中任一项所述的方法，其中向所述受试者鞘内施用所述

dsRNA剂。

104.根据权利要求96‑103中任一项所述的方法，其还包括测定来自受试者的样品中的

LRRK2的水平。

105.根据权利要求104所述的方法，其中在所述受试者的样品中的LRRK2的所述水平是

在血液、血浆或脑脊液样品中的Lrrk2蛋白水平。

106.根据权利要求96‑105中任一项所述的方法，其还包括向所述受试者施用其他治疗

剂。

107.一种试剂盒，其包含权利要求1‑76中任一项所述的dsRNA剂或权利要求78‑84中任

一项所述的药物组合物。

108.一种药瓶，其包含权利要求1‑76中任一项所述的dsRNA剂或权利要求78‑84中任一
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项所述的药物组合物。

109.一种注射器，其包含权利要求1‑76中任一项所述的dsRNA剂或权利要求78‑84中任

一项所述的药物组合物。

110.一种鞘内泵，其包含权利要求1‑76中任一项所述的dsRNA剂或权利要求78‑84中任

一项所述的药物组合物。
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富亮氨酸重复激酶2(LRRK2)iRNA剂组合物及其使用方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2020年01月24日提交的美国临时申请号62/965,452的优先权，以及

要求于2021年01月18日提交的美国临时申请号63/138,717的权益。前述申请的全部内容通

过引用并入本文。

[0003] 序列表

[0004] 本申请包含序列表，该序列表已以ASCII格式电子提交，并且在此通过引用整体并

入。ASCII副本创建于2021年01月20日，名称为A108868_1010WO_SL.txt，大小为170,470字

节。

背景技术

[0005] 编码蛋白Lrrk2的富亮氨酸重复激酶2(LRRK2)基因位于染色体区域12q11 .2‑

q13.1。Lrrk2属于Ras/GTPase超家族的Roco蛋白。高度保守的Lrrk2蛋白由51个外显子组

成，共计有2527个氨基酸，其包含酶结构域，所述酶结构域含有ROC(Ras复合物)GTPase结构

与和丝氨酸/苏氨酸激酶结构域。在Lrrk2蛋白中的其他蛋白相互作用结构域包括富亮氨酸

重复结构域、C‑末端WD40重复结构域以及犰狳和锚蛋白重复结构域。

[0006] LRRK2基因的突变被认为是导致帕金森氏病(PD)的显性遗传形式的原因，帕金森

氏病是一种逐渐使人衰弱的神经退行性综合征。LRRK2突变已与患者中的以下表型表现相

关：额颞叶变性、皮质基底节变性、黑质致密部(SNpc)中的多巴胺能神经元变性、路易体

(Lewy  body)的存在(聚集的α‑突触核蛋白和其他泛素化蛋白的神经元包涵体)以及相关的

运动神经元疾病。在具有单核苷酸多态性(SNP)的散发性PD病例中也发现了LRRK2突变，该

突变导致LRRK2表达增加(增加约2倍)，由于确定的激酶活性增加，这可能有助于疾病病因。

鉴于LRRK2相关的家族性和散发性PD临床表现的相似性，LRRK2中的错义和/或缺失突变可

能在家族性和散发性PD的疾病病因学中起关键作用。

[0007] 帕金森氏病目前尚无治愈方法，治疗仅旨在随着疾病的进展减轻症状并提高患者

的生活质量。因此，需要能够选择性和有效抑制LRRK2基因表达的剂，从而可以有效治疗患

有LRRK2相关病症(例如，帕金森氏病)的受试者。

发明内容

[0008] 本公开提供了RNAi组合物，其影响RNA诱导的沉默复合物(RISC)介导的LRRK2基因

的RNA转录物的切割。LRRK2基因可以在细胞内，例如，在受试者(如人)的细胞内。使用这些

iRNA可以在哺乳动物中靶向降解相应基因(LRRK2基因)的mRNA。

[0009] 本发明的iRNA已被设计成靶向LRRK2基因，例如，在该基因的外显子中具有错义

和/或缺失突变并且具有核苷酸修饰的组合的LRRK2基因。相对于对照水平，本发明的iRNA

抑制LRRK2基因的表达至少约25％、至少约30％、至少约40％、至少约50％、至少约60％、至

少约70％、至少约80％、至少约90％或至少约95％，并且降低有义链和反义链基因座的水

平。不希望受到理论的限制，据信前述性质和特定靶位点的组合或亚组合，或者这些iRNA中
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的特定修饰赋予本发明的iRNA改善的有效性、稳定性、效力、持久性和安全性。在一个方面

中，本发明提供了用于抑制LRRK2表达的双链核糖核酸(dsRNA)剂，其中所述dsRNA剂包含形

成双链区的有义链和反义链，其中所述有义链包含与SEQ  ID  NO:1的核苷酸序列相差不超

过3个核苷酸的至少15个连续核苷酸和所述反义链包含与SEQ  ID  NO:2的核苷酸序列相差

不超过3个核苷酸的至少15个连续核苷酸。

[0010] 在另一个方面中，本发明提供了一种用于抑制LRRK2表达的双链核糖核酸(dsRNA)

剂，其中所述dsRNA剂包含形成双链区的有义链和反义链，其中所述反义链包含与编码

LRRK2的mRNA的互补区，和其中所述互补区包含与SEQ  ID  NO:2的核苷酸序列相差不超过3

个核苷酸的至少15个连续核苷酸。

[0011] 在又一个方面中，本发明提供了一种用于抑制LRRK2表达的双链核糖核酸(dsRNA)

剂，其中所述dsRNA剂包含形成双链区的有义链和反义链，其中所述反义链包含与编码

LRRK2的mRNA的互补区，和其中所述互补区包含与表3‑4和表6‑7中任一个的任一反义核苷

酸序列相差不超过3个核苷酸的至少15个连续核苷酸。

[0012] 在一个实施方式中，所述有义链包含与以下任一核苷酸序列相差不超过3个核苷

酸的至少15个连续核苷酸：SEQ  ID  NO:1的核苷酸3383‑3403、2105‑2125、2356‑2376、5413‑

5433、2603‑2623、3563‑3583、2192‑2212、3088‑3108、3105‑3125、2203‑2223、7348‑7368、

7097‑7117、6319‑6339、3886‑3906、5190‑5210、3964‑3984、5138‑5158、1254‑1274、7098‑

7118、7048‑7068、7050‑7070、2764‑2784、3087‑3107、7526‑7546、4849‑4869、5272‑5292、

468‑488、7520‑7540、3720‑3740、4016‑4036、7792‑7812、2515‑2535、2286‑2306、4014‑

4034、3721‑3741、2284‑2304、1896‑1916、3876‑3896、7788‑7808、4013‑4033、1275‑1295、

7527‑7547、3606‑3626、7525‑7545、2356‑2376、3105‑3125和5413‑5433，和所述反义链包含

SEQ  ID  NO:2的相应核苷酸序列的至少15个连续核苷酸。

[0013] 在一个实施方式中，所述有义链包含与以下任一核苷酸序列相差不超过3个核苷

酸的至少15个连续核苷酸：SEQ  ID  NO:1的468‑488、1254‑1274、2105‑2125、2192‑2212、

2203‑2223、2603‑2623、2764‑2784、3087‑3107、3088‑3108、3383‑3403、3563‑3583、3876‑

3896、3886‑3906、3964‑3984、4849‑4869、5138‑5158、5190‑5210、5272‑5292、6319‑6339、

7097‑7117、7098‑7118和7348‑7368of  SEQ  ID  NO:1，和所述反义链包含SEQ  ID  NO:2的相

应核苷酸序列的至少15个连续核苷酸。

[0014] 在一个实施方式中，所述反义链包含与选自以下的双链体的任一反义链核苷酸序

列相差不超过3个核苷酸的至少15个连续核苷酸：AD‑601140 .1、AD‑599927 .1、AD‑

612673 .1、AD‑615420 .1、AD‑600406 .1、AD‑601294 .1、AD‑600013 .1、AD‑600853 .1、AD‑

613382 .1、AD‑600024 .1、AD‑604701 .1、AD‑604452 .1、AD‑603747 .1、AD‑601616 .1、AD‑

602766 .1、AD‑601694 .1、AD‑602734 .1、AD‑599139 .1、AD‑604453 .1、AD‑616783 .1、AD‑

616785 .1、AD‑600566 .1、AD‑600852 .1、AD‑617239 .1、AD‑602466 .1、AD‑602848 .1、AD‑

598424 .1、AD‑617233 .1、AD‑613965 .1、AD‑614239 .1、AD‑617466 .1、AD‑612820 .1、AD‑

612611 .1、AD‑614237 .1、AD‑613966 .1、AD‑612609 .1、AD‑612246 .1、AD‑601606 .1、AD‑

617462 .1、AD‑614236 .1、AD‑611650 .1、AD‑617240 .1、AD‑613851 .1、AD‑617238 .1、AD‑

1335323.1、AD‑1335325.1和AD‑1335324.1。

[0015] 在一个实施方式中，所述反义链包含与选自以下的双链体的任一反义链核苷酸序
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列相差不超过3个核苷酸的至少15个连续核苷酸：AD‑1508169、AD‑1508884、AD‑1509672、

AD‑1509758、AD‑1509769、AD‑1510151、AD‑1510311、AD‑1510597、AD‑1510598、AD‑1510885、

AD‑1511039、AD‑1511351、AD‑1511361、AD‑1511439、AD‑1512211、AD‑1512479、AD‑1512511、

AD‑1512593、AD‑1513492、AD‑1514197、AD‑1514198和AD‑1514446。

[0016] 在一些实施方式中，所述有义链和反义链的所述核苷酸序列包含表3或4中任一个

的任一有义链核苷酸序列。

[0017] 在一些实施方式中，所述有义链和反义链的所述核苷酸序列包含表6或7中任一个

的任一有义链核苷酸序列。

[0018] 在一个实施方式中，所述有义链、所述反义链或者所述有义链和所述反义链两者

与一个或多个亲脂性部分缀合。

[0019] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分缀合于所述dsRNA剂的所述双链区中的一个

或多个内部位置。

[0020] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分通过接头或载体缀合。

[0021] 在一个实施方式中，通过logKow测量的所述亲脂性部分的亲脂性超过0。

[0022] 在一个实施方式中，通过所述双链RNAi剂的血浆蛋白结合测定中的未结合部分测

量的所述双链RNAi剂的疏水性超过0.2。

[0023] 在一个实施方式中，所述血浆蛋白结合测定是使用人血清白蛋白的电泳迁移率变

动测定。

[0024] 在一些实施方式中，所述dsRNA剂包含至少一个修饰的核苷酸。

[0025] 在一个实施方式中，不超过5个所述有义链核苷酸和不超过5个所述反义链核苷酸

是未修饰的核苷酸。

[0026] 在一个实施方式中，所述有义链的全部核苷酸和所述反义链的全部核苷酸是修饰

的核苷酸。

[0027] 在一个实施方式中，所述修饰的核苷酸的至少一个选自以下：脱氧核苷酸、3’末端

脱氧胸苷(dT)核苷酸、2’‑O‑甲基修饰的核苷酸、2’‑氟修饰的核苷酸、2’‑脱氧修饰的核苷

酸、锁定核苷酸、非锁定核苷酸、构象限制性核苷酸、限制性乙基核苷酸、脱碱基核苷酸、2’‑

氨基修饰的核苷酸、2’‑O‑烯丙基修饰的核苷酸、2’‑C‑烷基修饰的核苷酸、2’‑羟基修饰的

核苷酸、2’‑甲氧基乙基修饰的核苷酸、2’‑O‑烷基修饰的核苷酸、吗啉基核苷酸、氨基磷酸

酯、包含非天然碱基的核苷酸、四氢吡喃修饰的核苷酸、1,5‑脱水己糖醇修饰的核苷酸、环

己烯基修饰的核苷酸、包含5’‑硫代磷酸酯基团的核苷酸、包含5’‑甲基膦酸酯基团的核苷

酸、包含5’磷酸酯或5’磷酸酯模拟物的核苷酸、包含乙烯膦酸酯的核苷酸、包含腺苷‑二醇

核酸(GNA)的核苷酸、包含胸苷‑二醇核酸(GNA)S‑异构体的核苷酸、包含2‑羟甲基‑四氢呋

喃‑5‑磷酸酯的核苷酸、包含2’‑脱氧胸苷‑3’磷酸酯的核苷酸、包含2’‑脱氧鸟苷‑3’磷酸酯

的核苷酸以及与胆固醇基衍生物和十二烷酸双乙酰胺基团连接的末端核苷酸；及其组合。

[0028] 在一个实施方式中，所述修饰的核苷酸选自以下：2'‑脱氧‑2'‑氟修饰的核苷酸、

2'‑脱氧‑修饰的核苷酸、3’‑末端脱氧胸苷核苷酸(dT)、锁定核苷酸、脱碱基核苷酸、2’‑氨

基‑修饰的核苷酸、2’‑烷基‑修饰的核苷酸、吗啉基核苷酸、氨基磷酸酯和包含非天然碱基

的核苷酸。

[0029] 在一个实施方式中，所述修饰的核苷酸包含3’‑末端脱氧胸苷核苷酸(dT)的短序
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列。

[0030] 在一个实施方式中，在所述核苷酸上的修饰是2’‑O‑甲基、GNA和2’氟修饰。

[0031] 在一些实施方式中，所述dsRNA剂还包含至少一个硫代磷酸酯核苷酸间键。

[0032] 在一个实施方式中，所述dsRNA剂包含6‑8个硫代磷酸酯核苷酸间键。

[0033] 在一个实施方式中，每条链的长度不超过30个核苷酸。

[0034] 在一个实施方式中，至少一条链包含至少1个核苷酸的3’突出端。在另一个实施方

式中，至少一条链包含至少2个核苷酸的3’突出端。

[0035] 所述双链区可以是长度为15‑30个核苷酸对；长度为17‑23个核苷酸对；长度为17‑

25个核苷酸对；长度为23‑27个核苷酸对；长度为19‑21个核苷酸对；或长度为21‑23个核苷

酸对。

[0036] 每条链可以具有19‑30个核苷酸；19‑23个核苷酸；或21‑23个核苷酸。

[0037] 在一个实施方式中，一个或多个亲脂性部分通过接头或载体缀合于至少一条链上

的一个或多个内部位置。

[0038] 在一个实施方式中，所述内部位置包括除了在所述至少一条链的每一端的末端两

个位置以外的所有位置。

[0039] 在另一个实施方式中，所述内部位置包括除了在所述至少一条链的每一端的末端

三个位置以外的所有位置。

[0040] 在一个实施方式中，所述内部位置不包括所述有义链的切割位点区。

[0041] 在一个实施方式中，所述内部位置包括除了从所述有义链的5’末端数的位置9‑12

以外的所有位置。

[0042] 在另一个实施方式中，所述内部位置包括除了从所述有义链的3’末端数的位置

11‑13以外的所有位置。

[0043] 在一个实施方式中，所述内部位置不包括所述反义链的切割位点区。

[0044] 在一个实施方式中，所述内部位置包括除了从所述反义链的5’末端数的位置12‑

14以外的所有位置。

[0045] 在一个实施方式中，所述内部位置包括除了从所述3’末端数在所述有义链上的位

置11‑13，和从所述5’末端数在所述反义链上的位置12‑14以外的所有位置。

[0046] 在一个实施方式中，所述一个或多个亲脂性部分缀合于选自以下的一个或多个所

述所述内部位置：从每条链的所述5’末端数在所述有义链上的位置4‑8和13‑18，以及在所

述反义链上的位置6‑10和15‑18。

[0047] 在另一个实施方式中，所述一个或多个亲脂性部分缀合于选自以下的一个或多个

所述所述内部位置：从每条链的所述5’末端数在所述有义链上的位置5、6、7、15和17，以及

在所述反义链上的位置15和17。

[0048] 在一个实施方式中，在所述双链区的所述内部位置不包括所述有义链的切割位点

区。

[0049] 在一个实施方式中，所述有义链的长度为21个核苷酸，所述反义链的长度为23个

核苷酸，以及所述亲脂性部分与所述有义链的位置21、位置20、位置15、位置1、位置7、位置6

或位置2或者所述反义链的位置16缀合。

[0050] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分与所述有义链的位置21、位置20、位置15、位
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置1或位置7缀合。

[0051] 在另一个实施方式中，所述亲脂性部分与所述有义链的位置21、位置20或位置15

缀合。

[0052] 在又一个实施方式中，所述亲脂性部分与所述有义链的位置20或位置15缀合。

[0053] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分与所述反义链的位置16缀合。

[0054] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分是脂肪族、脂环族或多脂环族化合物。

[0055] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分选自以下：脂质、胆固醇、视黄酸、胆酸、金刚

烷乙酸、1‑芘丁酸、二氢睾酮、1,3‑双‑O(十六烷基)甘油、香叶氧基己醇、十六烷基甘油、冰

片、薄荷醇、1,3‑丙二醇、十七烷基、棕榈酸、肉豆蔻酸、O3‑(油酰基)石胆酸、O3‑(油酰基)胆

烯酸、二甲氧基三苯甲基或酚噁嗪。

[0056] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分含有饱和或不饱和C4‑C30烃链，以及选自以

下的任选的官能团：羟基、胺、羧酸、磺酸酯、磷酸酯、巯基、叠氮基和炔烃。

[0057] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分含有饱和或不饱和C6‑C18烃链。

[0058] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分含有饱和或不饱和C16烃链。

[0059] 在一个实施方式中，所述饱和或不饱和C16烃链与从所述链的所述5’末端数的位

置6缀合。

[0060] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分通过载体缀合，所述载体替代在所述一个或

多个内部位置或所述双链区中的一个或多个核苷酸。

[0061] 在一个实施方式中，所述载体是选自以下的环状基团：吡咯烷基、吡唑啉基、吡唑

烷基、咪唑啉基、咪唑烷基、哌啶基、哌嗪基、[1,3]二氧戊环基、噁唑烷基、异噁唑烷基、吗啉

基、噻唑烷基、异噻唑烷基、喹喔啉基、哒嗪酮基、四氢呋喃基和十氢萘基；或者是基于丝氨

醇骨架或二乙醇胺骨架的非环状部分。

[0062] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分通过接头与所述双链iRNA剂缀合，所述接头

包含醚、硫醚、脲、碳酸酯、胺、酰胺、马来酰亚胺‑硫醚、二硫键、磷酸二酯、磺酰胺键、点击反

应的产物或氨基甲酸酯。

[0063] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分与核碱基、糖部分或核苷间键缀合。

[0064] 在一个实施方式中，所述亲脂性部分或靶向配体通过可生物切割的接头缀合，所

述接头选自以下：DNA，RNA，二硫化物，酰胺，半乳糖胺、葡糖胺、葡萄糖、半乳糖、甘露糖的官

能化单糖或寡糖，及其组合。

[0065] 在一个实施方式中，所述有义链的3’末端通过封端保护，所述封端是具有胺的环

状基团，所述环状基团选自吡咯烷基、吡唑啉基、吡唑烷基、咪唑啉基、咪唑烷基、哌啶基、哌

嗪基、[1,3]二氧戊环基、噁唑烷基、异噁唑烷基、吗啉基、噻唑烷基、异噻唑烷基、喹喔啉基、

哒嗪酮基、四氢呋喃基和十氢萘基。

[0066] 在一个实施方式中，所述dsRNA剂还包含其还包含靶向肝脏组织的靶向配体。

[0067] 在一个实施方式中，所述靶向配体是GalNAc缀合物。

[0068] 在一个实施方式中，所述dsRNA剂还包含在所述反义链的3’末端的第一个核苷酸

间键处发生的末端手性修饰，其具有Sp构型的连接磷原子，在所述反义链的5’末端的第一

个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型的连接磷原子，和在所述有义链的5’

末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型或Sp构型的连接磷原子。
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[0069] 在另一个实施方式中，所述dsRNA剂还包含在所述反义链的3’末端的第一个和第

二个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Sp构型的连接磷原子，在所述反义链的5’

末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型的连接磷原子，和在所述

有义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型或Sp构型的连

接磷原子。

[0070] 在又一个实施方式中，所述dsRNA剂还包含在所述反义链的3’末端的第一个、第二

个和第三个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Sp构型的连接磷原子，在所述反义

链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型的连接磷原子，和

在所述有义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型或Sp构

型的连接磷原子。

[0071] 在另一个实施方式中，所述dsRNA剂还包含在所述反义链的3’末端的第一个和第

二个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Sp构型的连接磷原子，在所述反义链的3’

末端的第三个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型的连接磷原子，在所述反

义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型的连接磷原子，

和在所述有义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp或Sp构型

的连接磷原子。

[0072] 在另一个实施方式中，所述dsRNA剂还包含在所述反义链的3’末端的第一个和第

二个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Sp构型的连接磷原子，在所述反义链的5’

末端的第一个和第二个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp构型的连接磷原子，

和在所述有义链的5’末端的第一个核苷酸间键处发生的末端手性修饰，其具有Rp或Sp构型

的连接磷原子。

[0073] 在一个实施方式中，所述dsRNA剂还包含所述反义链的所述5’末端处的磷酸酯或

磷酸酯模拟物。

[0074] 在一个实施方式中，所述磷酸酯模拟物是5’‑乙烯膦酸酯(VP)。

[0075] 在一个实施方式中，在所述双链体的所述反义链的所述5’末端1位处的碱基对是

AU碱基对。

[0076] 在一个实施方式中，所述有义链具有共计21个核苷酸和所述反义链具有共计23个

核苷酸。

[0077] 本发明还提供了包含本发明的此类dsRNA剂的用于抑制编码LRRK2基因的表达的

细胞和药物组合物。

[0078] 在一个实施方式中，所述dsRNA剂是在非缓冲溶液中，如盐水或水。

[0079] 在另一个实施方式中，所述dsRNA剂是在缓冲溶液中，如缓冲溶液包含醋酸盐、柠

檬酸盐、醇溶谷蛋白、碳酸盐、磷酸盐或其任何组合；或磷酸盐缓冲盐水(PBS)。

[0080] 在一个方面中，本发明提供了一种抑制细胞中LRRK2基因表达的方法，所述方法包

括使所述细胞与本发明的dsRNA剂或本发明的药物组合物接触，从而抑制所述细胞中所述

LRRK2基因的表达。

[0081] 在一个实施方式中，所述细胞是在受试者内。

[0082] 在一个实施方式中，所述受试者是人。

[0083] 在一个实施方式中，所述受试者具有LRRK2相关病症。
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[0084] 在一个实施方式中，在所述受试者中的所述LRRK2相关病症是神经退行性病症。在

另一个实施方式中，在所述受试者中的所述LRRK2相关病症是眼部病症。

[0085] 在一个实施方式中，所述LRRK2相关病症选自以下：帕金森氏病或相关病症，和眼

部病症。

[0086] 在一些实施方式中，与对照水平相比，使所述细胞与所述dsRNA剂接触使LRRK2的

表达抑制至少约25％、至少约30％、至少约40％、至少约50％、至少约60％、至少约70％、至

少约80％、至少约90％或至少约95％。

[0087] 在一些实施方式中，与对照水平相比，抑制LRRK2的表达使在所述受试者血清中的

LRRK2蛋白水平降低至少约25％、至少约30％、至少约40％、至少约50％、至少约60％、至少

约70％、至少约80％、至少约90％或至少约95％。

[0088] 在一个方面中，本发明提供了治疗患有将从LRRK2表达降低中获益的病症的受试

者的方法，其包括向所述受试者施用治疗有效量的本发明的dsRNA剂，或本发明的药物组合

物，从而治疗患有将从LRRK2表达降低中获益的所述病症的所述受试者。

[0089] 在另一个方面中，本发明提供了一种在患有将从LRRK2表达降低中获益的病症的

受试者中预防至少一种症状的方法，其包括向所述受试者施用预防有效量的本发明的

dsRNA剂，或本发明的药物组合物，从而在患有将从LRRK2表达降低中获益的所述病症的所

述受试者中预防至少一种症状。

[0090] 在一个实施方式中，所述病症是LRRK2相关病症。

[0091] 在一些实施方式中，所述LRRK2相关病症选自以下：帕金森氏病、克隆氏病和眼部

病症。

[0092] 在一个实施方式中，所述受试者是人。

[0093] 在一个实施方式中，向所述受试者施用所述剂使得LRRK2蛋白累积减少。

[0094] 在一个实施方式中，以约0.01mg/kg至约50mg/kg的剂量向所述受试者施用所述

dsRNA剂。

[0095] 在一个实施方式中，向所述受试者皮下施用所述dsRNA剂。

[0096] 在另一个实施方式中，向所述受试者鞘内施用所述dsRNA剂。

[0097] 在又一个实施方式中，向所述受试者脑池内施用所述dsRNA剂。非限制性示例性脑

池内施用包括通过枕下穿刺注射到大池(小脑延髓池)中。

[0098] 在一个实施方式中，本发明的方法还包括测定来自受试者的样品中的LRRK2的水

平。

[0099] 在一个实施方式中，在所述受试者的样品中的LRRK2的所述水平是在血液、血浆或

脑脊液样品中的LRRK2蛋白水平。

[0100] 在一个实施方式中，本发明的方法还包括向所述受试者施用其他治疗剂。

[0101] 在一个方面中，本发明提供了一种试剂盒，其包含本发明的dsRNA剂，或本发明的

药物组合物。

[0102] 在另一个方面中，本发明提供了一种药瓶，其包含本发明的dsRNA剂，或本发明的

药物组合物。

[0103] 在又一个方面中，本发明提供了一种注射器，其包含本发明的dsRNA剂，或本发明

的药物组合物。
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[0104] 在另一个方面中，本发明提供了一种鞘内泵，其包含本发明的dsRNA剂，或本发明

的药物组合物。

附图说明

[0105] 图1显示了描述在向表达小鼠LRRK2的小鼠施用代表性RNAi剂AD‑1335323.1、AD‑

1335324.1或AD‑1335325.1后脑(右半球)中LRRK2  mRNA减少的图。结果表明，相对于对照动

物，施用RNAi剂的动物中LRRK2  mRNA水平降低。

[0106] 图2显示了描述在向表达小鼠LRRK2的小鼠施用代表性RNAi剂AD‑1335323.1、AD‑

1335324.1或AD‑1335325.1后脑(右半球)、肺(左叶)和肾(右)中LRRK2  mRNA相对减少的图。

结果表明，肺(左叶)和肾(右)中LRRK2  mRNA水平降低与在脑(右半球)中观察到的KD趋势相

同，但程度更小，变化更大。通过组织学在肺和肾中未观察到毒理学迹象。

[0107] 图3A‑3B显示了在表达LRRK2的小鼠的脑中施用AD‑1335324观察到LRRK2  mRNA表

达的剂量反应性降低。图3A显示了描述在向表达小鼠LRRK2的小鼠中施用代表性RNAi剂AD‑

1335324 .1后在脑(右半球)中LRRK2  mRNA减少的图。结果表明，相对于对照动物，在施用

RNAi剂的动物中LRRK2  mRNA水平的剂量反应性降低。图3B显示了描述在CNS中AD‑

1335324.1的IC50的图。绝对IC50值经测定为108.5μg。

[0108] 图4显示了描述在向表达小鼠LRRK2的小鼠施用代表性RNAi剂AD‑1335324后脑(右

半球)、肺(左叶)和肾(右)中LRRK2  mRNA相对减少的图。结果表明，在未观察到LRRK2  mRNA

剂量反应性降低的剂量下，肺(左叶)的KD存在显着变化。在肾(右)中，通过施用从10‑300μg

的AD‑1335324的不同剂量，没有观察到LRRK2mRNA的减少。

具体实施方式

[0109] 本公开提供了RNAi组合物，其影响RNA诱导的沉默复合物(RISC)介导的LRRK2基因

RNA转录物的切割。LRRK2基因可以在细胞内，例如，在受试者(如人)的细胞内。使用这些

iRNA可以在哺乳动物中靶向降解相应基因(LRRK2基因)的mRNA。

[0110] 本发明的iRNA已被设计成靶向LRRK2基因，例如，具有或不具有核苷酸修饰的

LRRK2基因。与对照水平相比，本发明的iRNA抑制LRRK2基因的表达至少约25％、至少约

30％、至少约40％、至少约50％、至少约60％、至少约70％、至少约80％、至少约90％或至少

约95％，，并且降低有义链和反义链基因座的水平。不希望受到理论的限制，据信前述性质

和特定靶位点的组合或亚组合，或者这些iRNA中的特定修饰赋予本发明的iRNA改善的有效

性、稳定性、效力、持久性和安全性。

[0111] 因此，本公开还提供了使用本发明的RNAi组合物抑制LRRK2基因表达或治疗患有

将从抑制或降低LRRK2基因表达中获益的病症的受试者的方法，所述病症例如LRRK2相关疾

病，例如，神经退行性疾病，如帕金森氏病或眼部病症。

[0112] 本公开的RNAi剂包含具有长度为30个核苷酸或更短，例如，长度为15‑30、15‑29、

15‑28、15‑27、15‑26、15‑25、15‑24、15‑23、15‑22、15‑21、15‑20、15‑19、15‑18、15‑17、18‑

30、18‑29、18‑28、18‑27、18‑26、18‑25、18‑24、18‑23、18‑22、18‑21、18‑20、19‑30、19‑29、

19‑28、19‑27、19‑26、19‑25、19‑24、19‑23、19‑22、19‑21、19‑20、20‑30、20‑29、20‑28、20‑

27、20‑26、20‑25、20‑24、20‑23、20‑22、20‑21、21‑30、21‑29、21‑28、21‑27、21‑26、21‑25、
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21‑24、21‑23或21‑22个核苷酸的区域的RNA链(反义链)，该区域与LRRK2基因的mRNA转录物

的至少一部分基本上互补，例如，LRRK2外显子。在某些实施方式中，本公开的RNAi剂包含具

有长度为约21‑23个核苷酸的区域的RNA链(反义链)，该区域与LRRK2基因的mRNA转录物的

至少一部分基本上互补。

[0113] 在某些实施方式中，本公开的RNAi剂包含RNA链(反义链)，其可以包含更长的长

度，例如多达66个核苷酸，例如长度为36‑66、26‑36、25‑36、31‑60、22‑43、27‑53个核苷酸，

具有至少19个连续核苷酸的区域，该区域与LRRK2基因的mRNA转录物的至少一部分基本上

互补。这些具有较长反义链的RNAi剂优选包含长度为20‑60个核苷酸的第二RNA链(有义

链)，其中有义链和反义链形成18‑30个连续核苷酸的双链体。

[0114] 使用这些RNAi剂能够在哺乳动物中靶向LRRK2基因的mRNA的降解和/或抑制。因

此，包含这些RNAi剂的方法和组合物可用于治疗将受益于LRRK2蛋白水平或活性降低的受

试者，如患有LRRK2相关疾病的受试者，如帕金森氏病或眼部病症。

[0115] 以下详细描述公开内容了如何制备和使用包含RNAi剂的组合物以抑制LRRK2基因

的表达，以及用于治疗患有将受益于抑制或减少基因表达的疾病和病症的受试者的组合物

和方法。

[0116] I.定义

[0117] 为了可以更容易地理解本公开，首先定义某些术语。此外，应当注意每当列举参数

的值或值的范围时，在所列举的值中间的值和范围也旨在成为本公开的一部分。

[0118] 冠词“一”和“一个”在本文中用于指代冠词的语法对象中的一个或多于一个(即，

至少一个)。例如，“一种元素”指一种元素或多种元素，例如，多种元素。

[0119] 术语“包括”在本文中用于表示短语“包括但不限于”，并且可以与短语“包括但不

限于”互换使用。术语“或”在本文中用于表示术语“和/或”，并且可以与术语“和/或”互换使

用，除非上下文另有明确说明。

[0120] 术语“约”在本文中用于表示在本领域的典型公差范围内。例如，“约”可以理解为

与平均值相差约2个标准差。在某些实施方式中，约指±10％。在某些实施方式中，约指±

5％。当大约出现在一系列数字或范围之前时，可以理解“约”可以修改系列或范围中的每个

数字。

[0121] 在一个数字或一系列数字之前的术语“至少”被理解为包括与术语“至少”相邻的

数字，以及逻辑上可以包括的所有后续数字或整数，从上下文中可以清楚地看出。例如，核

酸分子中的核苷酸数必须是整数。例如，“21个核苷酸的核酸分子的至少18个核苷酸”指18、

19、20或21个核苷酸具有指定的性质。当至少出现在一系列数字或范围之前时，可以理解

“至少”可以修改系列或范围中的每个数字。

[0122] 如在本文中所使用的，“不超过”或“小于”被理解为与短语相邻的值和逻辑较低的

值或整数，从上下文逻辑到零。例如，具有“不超过2个核苷酸”的突出端的双链体具有2、1或

0个核苷酸突出端。当“不超过”出现在一系列数字或范围之前时，可以理解“不超过”可以修

改系列或范围中的每个数字。

[0123] 如在本文中所使用的，术语“至少约”，当提及诸如参数、量等的可测量值时，旨在

包括从指定值+/‑20％，优选+/‑10％，更优选+/‑5％和甚至更优选+/‑1％的变化，只要这样

的变化适合在所公开的发明中执行即可。例如，LRRK2基因的表达抑制“至少约25％”是指
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LRRK2基因的表达抑制可以测量为指定25％的+/‑20％的任何值，即，20％、30％或20‑30％

之间的任何中间值。

[0124] 如在本文中所使用的，“对照水平”指在未调节的细胞、组织或与该细胞、组织相同

的系统或者其中表达本文所述的RNAi剂的系统中基因的表达水平、或RNA分子的表达水平

或一个或多个蛋白或蛋白亚基的表达水平。与在RNAi剂不存在的条件下所观察到的相比，

其中表达RNAi剂的细胞、组织或系统具有至少5％、10％、20％、30％、40％、50％、60％、

70％、80％、90％、100％、2倍、3倍、4倍、5倍或更多的上文所述的基因、RNA和/或蛋白的表达

量。可以相对于对照水平计算差异％和/或倍数差异，例如，

[0125] 差异％＝[使用RNAi剂的表达‑未使用RNAi剂的表达]/未使用RNAi剂的表达X  100

[0126] 如在本文中所使用的，检测方法可以包括确定存在的分析物的量低于所述方法的

检出水平。

[0127] 如果指定的靶位点与有义链或反义链的核苷酸序列发生冲突，则指定的序列优

先。

[0128] 如果化学结构和化学名称之间发生冲突，则化学结构优先。

[0129] 术语“LRRK2”基因，也称为“DRDN”、“RIPK7”、“PARK8”、“AURA17”、“ROCO2”和“富亮

氨酸重复激酶2”指编码称为dardarin的蛋白的基因。LRRK2基因在脑和全身其他组织中都

很活跃。LRRK2在脑中的很多区域都有表达，包括小胶质细胞、少突胶质细胞、神经元和星形

胶质细胞。还报道了先天性和适应性免疫系统的细胞中的表达。

[0130] LRRK2编码称为Dardarin的蛋白，该蛋白包含多个功能性结构域，包括富亮氨酸重

复(LRR)结构域、GTPase结构域、激酶结构域和WD40结构域。Dardarin可能同时作为活性

GTPase和激酶发挥作用。作为具有多个不同功能和蛋白相互作用的结构域的大型蛋白，

LRRK2在不同细胞类型中可能具有不同的结合伴侣。由于多个蛋白相互作用结构域支持多

种功能，LRRK2已在体外显示影响自噬、巨自噬、神经酰胺代谢、神经突生长、囊泡运输、细胞

骨架成分和涉及活化的T细胞核因子(NFAT)、Wnt和核因子‑κB的细胞信号转导通路。

Dardarin蛋白的结构域之一是富亮氨酸区域，其似乎在需要与其他蛋白相互作用的活动中

发挥作用，如传递信号或帮助组装细胞的结构框架(细胞骨架)。Dardarin蛋白的其他部分

也被认为与蛋白‑蛋白相互作用有关。Dardarin具有激酶和GTPase活性。具有激酶活性的蛋

白有助于将磷酸基团(一组氧和磷原子)从能量分子ATP转移到某些蛋白中的氨基酸。这种

磷酸化是开启和关闭很多细胞活动的重要步骤。LRRK2的激酶底物是包括Rab10在内的Rab 

GTPase(鸟苷三磷酸酶)的子集，其与内质网的维持、囊胚运输和自噬有关。LRRK2诱导的

Rab10磷酸化可能通过阻止与膜传递和回收所必需的Rab  GDP(鸟苷二磷酸)解离抑制因子

结合来抑制其功能。异常增强的LRRK2激酶活性与Rab10及其效应物的活性降低有关(Maio

等，Science  Translational  Medicine  25Jul  2018:Vol .10 ,Issue451 ,eaar5429 .)。

Dardarin的GTPase活性与称为ROC结构域的蛋白区域相关。ROC结构域可能有助于控制

dardarin蛋白的整体性状。LRRK2基因中至少有20种不同的突变被认为是遗传性和散发性

帕金森病的原因。LRRK2的错义突变导致家族性帕金森病。此外，全基因组关联研究涉及扫

描很多帕金森氏病患者基因组的标记，以将特定的基因变异与帕金森氏病相关联，研究指

出LRRK2基因座是帕金森氏病的危险因素。用于鉴定影响一个或多个基因表达的遗传变异

的表达数量性状基因座(eQTL)分析表明，LRRK2的表达在散发性帕金森氏病中增加了约2
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倍。

[0131] LRRK2多态性与克隆氏病和麻风病有关，显示了与免疫功能的联系。最近，据报道，

在IFN‑γ刺激后LRRK2在单核细胞中的表达增加，这可能是LRRK2介导的PD病理生理学机

制，其中LRRK2可能作为炎症和免疫反应的调节剂发挥作用，从而调节神经退行性变的风

险。尽管LRRK2介导的病理学机制仍在研究中，但PD患者细胞中WT和/或突变的LRRK2表达增

加可能会导致先天性和适应性免疫系统细胞的功能和激活失调，从而在PD中导致不利的炎

症反应和随后的神经变性。

[0132] LRRK2基因的突变也与大鼠和小鼠的更多外周过程相关，如肾功能。已知斑马鱼中

的LRRK2敲低会导致发育扰动，如轴曲缺陷、眼部异常以及眼、晶状体和耳囊中的水肿

(Prabhudesai等，(2016)Neuroscience  Research  Vol.94,Issue  8:717‑735)。

[0133] LRRK2的示例性核苷酸和氨基酸序列可以见于，例如，GenBank登录号NM_198578.4

(智人LRRK2，SEQ  ID  NO:1，反向互补，SEQ  ID  NO:2)；GenBank登录号：XM_015151449.2(食

蟹猴LRRK2，SEQ  ID  NO:3，反向互补，SEQ  ID  NO:4)；GenBank登录号NM_025730.3(小家鼠

LRRK2，SEQ  ID  NO:5；反向互补，SEQ  ID  NO:6)；和GenBank登录号：NM_001191789.1(褐家鼠

LRRK2，SEQ  ID  NO:7，反向互补，SEQ  ID  NO:8)。

[0134] 具有LRRK2基因的人染色体基因组区域的核苷酸序列可以见于，例如，在GenBank

中获得的基因组参考联合会(Genome  Reference  Consortium)人类构建体38(也称为人类

基因组构建体38或GRCh38)。具有LRRK2基因的人染色体12的基因组区域的核苷酸序列亦可

以见于，例如，GenBank登录号NC_000012 .12，对应于人染色体12的核苷酸40196744‑

40369285。人LRRK2基因的核苷酸序列可以见于，例如，GenBank登录号NG_011709.1。

[0135] LRRK2序列的其他实例可以见于公众可获得的数据库，例如，GenBank、OMIM和

UniProt。

[0136] LRRK2上的其他信息可以见于，例如，在NCBI网站上提及的基因120892。如在本文

中所使用的，术语LRRK2也指包括在临床变体数据库中提供的变态的LRRK2基因的变异，例

如，在NCBI临床变体网站中提及的术语NM_198578.4。

[0137] 自提交本申请之日起，前述GenBank登记号和基因数据库号中的每一个的全部内

容通过引用并入本文。

[0138] 如在本文中所使用的，“靶序列”指在LRRK2基因的转录期间形成的mRNA分子的核

苷酸序列的连续部分，其包括初级转录产物和作为初级转录产物的RNA加工产物的mRNA。在

一个实施方式中，序列的靶部分将至少足够长以用作在LRRK2基因的转录期间形成的mRNA

分子的核苷酸序列部分处或附近的RNAi定向切割的底物。

[0139] 靶序列长度为约15‑30个核苷酸。例如，靶序列长度可以是从约15‑30个核苷酸、

15‑29、15‑28、15‑27、15‑26、15‑25、15‑24、15‑23、15‑22、15‑21、15‑20、15‑19、15‑18、15‑

17、18‑30、18‑29、18‑28、18‑27、18‑26、18‑25、18‑24、18‑23、18‑22、18‑21、18‑20、19‑30、

19‑29、19‑28、19‑27、19‑26、19‑25、19‑24、19‑23、19‑22、19‑21、19‑20、20‑30、20‑29、20‑

28、20‑27、20‑26、20‑25、20‑24、20‑23、20‑22、20‑21、21‑30、21‑29、21‑28、21‑27、21‑26、

21‑25、21‑24、21‑23或21‑22个核苷酸。在某些实施方式中，靶序列长度为19‑23个核苷酸，

任选地长度为21‑23个核苷酸。上述范围和长度中间的范围和长度也被认为是本公开内容

的一部分。
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[0140] 如在本文中所使用的，术语“包含序列的链”指包含核苷酸链的寡核苷酸，所述核

苷酸链由使用标准核苷酸命名法提及的序列描述。“G”、“C”、“A”、“T”和“U”通常代表包含鸟

嘌呤、胞嘧啶、腺嘧啶、胸腺和尿嘧啶作为碱基的核苷酸，分别在修饰或未修饰核苷酸的情

况下。然而，应当理解，术语“核糖核苷酸”或“核苷酸”也可以指修饰的核苷酸，如下文进一

步详述，或替代替代部分(参见，例如，表2)。本领域技术人员非常清楚，鸟嘌呤、胞嘧啶、腺

嘧啶、胸腺和尿嘧啶可以被其他部分替代，而不会显著改变包含带有这种替代部分的核苷

酸的寡核苷酸的碱基配对性质。例如但不限于，包含肌苷作为其碱基的核苷酸可以与包含

腺嘧啶、胞嘧啶或尿嘧啶的核苷酸碱基配对。因此，包含尿嘧啶、鸟嘌呤或腺嘌呤的核苷酸

可以在本公开中的特征的dsRNA的核苷酸序列中被包含例如肌苷的核苷酸替代。在另一个

实例中，寡核苷酸中任何地方的腺嘌呤和胞嘧啶可以分别用鸟嘌呤和尿嘧啶替代，以与靶

mRNA形成G‑U摆动碱基配对。包含此类替代部分的序列适用于本公开中的组合物和方法。

[0141] 如本文可互换使用的术语“iRNA”、“RNAi剂”、“iRNA剂”、“RNA干扰剂”指包含如本

文所定义的术语的RNA的剂，并且其通过RNA诱导的沉默复合物(RISC)途径介导RNA转录物

的靶向切割。RNA干扰(RNAi)是指导mRNA序列特异性降解的过程。RNAi调节，例如，抑制

LRRK2在细胞中的表达，例如受试者例如哺乳动物受试者内的细胞。

[0142] 在一个实施方式中，本公开的RNAi剂包括与靶RNA序列(例如，LRRK2靶mRNA序列)

相互作用以指导靶RNA的切割的单链RNAi。不希望受理论束缚，据信引入细胞的长双链RNA

被称为Dicer的III型核酸内切酶分解成包含有义链和反义链的双链短干扰RNA(siRNA)

(Sharp等(2001)Genes  Dev.15:485)。Dicer，核糖核酸酶III样酶，可将这些dsRNA加工成

19‑23个碱基对短干扰RNA，其具有特征性的两个碱基3’突出端(Bernstein等，(2001)

Nature  409:363)。然后将这些siRNA整合到RNA诱导的沉默复合物(RISC)中，其中一个或多

个解旋酶解开siRNA双链体，使互补的反义链能够引导靶标识别(Nykanen等，(2001)Cell 

107:309)。在与适当的靶mRNA结合后，RISC内的一种或多种核酸内切酶切割靶标以诱导沉

默(Elbashir等,(2001)Genes  Dev.15:188)。因此，在一个方面，本公开涉及在细胞内产生

并促进RISC复合物的形成以实现靶基因(即，LRRK2基因)的沉默的单链RNA(ssRNA)(siRNA

双链体的反义链)。因此，术语“siRNA”在本文中也用于指代如上所述的RNAi。

[0143] 在另一个实施方式中，RNAi剂可以是被引入细胞或生物体以抑制靶mRNA的单链

RNA。单链RNAi剂与RISC内切核酸酶Argonaute2结合，然后切割靶mRNA。单链siRNA通常为

15‑30个核苷酸并且经过化学修饰。单链RNA的设计和测试描述于美国专利号8,101,348和

Lima等(2012)Cell  150:883‑894中，其每一个的全部内容在此通过引用并入本文。本文所

述的任何反义核苷酸序列可用作本文所述的单链siRNA或通过描述于Lima等(2012)

Cell150:883‑894中的方法进行化学修饰。

[0144] 在另一个实施方式中，用于本公开的组合物和方法的“RNAi剂”是双链RNA并且在

本文中称为“双链RNAi剂”、“双链RNA(dsRNA)分子”、“dsRNA剂”或“dsRNA”。术语“dsRNA”指

核糖核酸分子的复合物，具有包含两条反平行且基本互补的核酸链的双链体结构，称为相

对于靶RNA(即，LRRK2基因)具有“有义”和“反义”方向。在本公开的一些实施方式中，双链

RNA(dsRNA)通过本文称为RNA干扰或RNAi的转录后基因沉默机制触发靶RNA例如mRNA的降

解。

[0145] 通常，dsRNA分子可以包括核糖核苷酸，但如本文详细描述的，每条或两条链还可
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以包含一种或多种非核糖核苷酸，例如脱氧核糖核苷酸、修饰的核苷酸。此外，如本说明书

中所用，“RNAi剂”可以包含经过化学修饰的核糖核苷酸；RNAi剂可以包含在多个核苷酸上

的实质性修饰。如在本文中所使用的，术语“修饰的核苷酸”指独立地具有修饰的糖部分、修

饰的核苷酸间键或修饰的核碱基的核苷酸。因此，术语修饰的核苷酸包括对核苷间键、糖部

分或核碱基的取代、添加或去除，例如官能团或原子。适用于本公开的剂的修饰包括本文公

开内容的或本领域已知的所有类型的修饰。出于本说明书和权利要求的目的，如在siRNA类

型分子中使用的任何此类修饰都包含在“RNAi剂”中。

[0146] 在本公开的某些实施方式中，如果存在于RNAi剂中，则包含脱氧核苷酸可被认为

构造成修饰的核苷酸。

[0147] 双链体区域可以是允许通过RISC途径特异性降解所需靶RNA的任何长度，并且长

度可以约为15‑36和碱基对，例如长度约15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、

29、30、31、32、33、34、35或36个碱基对，例如长度约15‑30、15‑29、15‑28、15‑27、15‑26、15‑

25、15‑24、15‑23、15‑22、15‑21、15‑20、15‑19、15‑18、15‑17、18‑30、18‑29、18‑28、18‑27、

18‑26、18‑25、18‑24、18‑23、18‑22、18‑21、18‑20、19‑30、19‑29、19‑28、19‑27、19‑26、19‑

25、19‑24、19‑23、19‑22、19‑21、19‑20、20‑30、20‑29、20‑28、20‑27、20‑26、20‑25、20‑24、

20‑23、20‑22、20‑21、21‑30、21‑29、21‑28、21‑27、21‑26、21‑25、21‑24、21‑24、21‑23或21‑

22个碱基对。在某些实施方式中，双链体区域长度为19‑21个碱基对，例如长度为21个碱基

对。上述范围和长度中间的范围和长度也被认为是本公开的一部分。

[0148] 形成双链体结构的两条链可以是一个较大RNA分子的不同部分，或其可以是单独

的RNA分子。如果两条链是一个较大分子的一部分，因此在一条链的3’端和另一条链的5’端

之间通过核苷酸之间的不间断链连接，形成双链体结构，连接RNA链被称为“发夹环”。发夹

环可以包含至少一个未配对的核苷酸。在一些实施方式中，发夹环可以包含至少4个、至少5

个、至少6个、至少7个、至少8个、至少9个、至少10个、至少20个、至少23个或更多未配对的核

苷酸或不指向dsRNA靶位点的核苷酸。在一些实施方式中，发夹环可以是10个或更少的核苷

酸。在一些实施方式中，发夹环可以是8个或更少的未配对核苷酸。在一些实施方式中，发夹

环可以是4‑10个未配对核苷酸。在一些实施方式中，发夹环可以是4‑8个核苷酸。

[0149] 当dsRNA的两条基本上互补的链由单独的RNA分子组成时，这些分子不需要但可以

共价连接。在某些实施方式中，当两条链通过一条链的3’端和另一条链的5’端之间的不间

断核苷酸链以外的方式共价连接，形成双链体结构，连接结构称为“接头”(尽管注意到本文

其他地方定义的某些其他结构也可以称为“接头”)。RNA链可以具有相同或不同数量的核苷

酸。碱基对的最大数量是dsRNA最短链中的核苷酸数量减去双链体中存在的任何突出端。除

了双链体结构之外，RNAi还包含一个或多个核苷酸突出端。在RNAi剂的一个实施方式中，至

少一条链包含至少1个核苷酸的3’突出端。在另一个实施方式中，至少一条链包含至少2个

核苷酸的3’突出端，例如2、3、4、5、6、7、9、10、11、12、13、14或15个核苷酸。在其他实施方式

中，RNAi剂的至少一条链包含至少1个核苷酸的5’突出端。在某些实施方式中，至少一条链

包含至少2个核苷酸的5’突出端，例如2、3、4、5、6、7、9、10、11、12、13、14或15个核苷酸。在其

他实施方式中，RNAi剂的一条链的3’和5’端均包含至少1个核苷酸的突出端。

[0150] 在一个实施方式中，本公开的RNAi剂是dsRNA，其每条链独立地包含19‑23个核苷

酸，其与靶RNA序列例如LRRK2靶mRNA序列相互作用以指导靶RNA的切割。
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[0151] 在一些实施方式中，本发明的iRNA是24‑30个核苷酸的dsRNA，其与靶RNA序列(例

如，LRRK2靶mRNA序列)相互左右，以指导靶RNA的切割。

[0152] 如在本文中所使用的，术语“核苷酸突出端”指从RNAi剂例如dsRNA的双链体结构

的突出的未配对核苷酸。例如，当dsRNA的一条链的3’端延伸超出另一条链的5’端时，或反

之亦然，则存在核苷酸突出端。dsRNA可以包含至少一个核苷酸的突出端；或者和，突出端可

以包含至少两个核苷酸、至少三个核苷酸、至少四个核苷酸、至少五个核苷酸或更多。核苷

酸突出端可以包含或由核苷酸/核苷酸类似组成，其包括脱氧核苷酸/核苷。突出端可以在

有义链、反义链或其任何组合上。此外，突出端的核苷酸可以存在于dsRNA的有义链或反义

链的5’端、3’端或两端。

[0153] 在一个实施方式中，dsRNA的反义链在3’端或5’端具有1‑10个核苷酸突出端，例如

1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个核苷酸。在一个实施方式中，dsRNA的有义链在3’端或5’端具有

1‑10个核苷酸突出端，例如1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个核苷酸。在另一个实施方式中，突出

端中的一个或多个核苷酸被核苷硫代磷酸取代。

[0154] 在某些实施方式中，dsRNA的反义链在3’端或5’端具有1‑10个核苷酸突出端，例如

0‑3、1‑3、2‑4、2‑5、4‑10、5‑10个，例如1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个核苷酸。在一个实施方式

中，dsRNA的有义链在3’端或5’端具有1‑10个核苷酸突出端，例如1、2、3、4、5、6、7、8、9或10

个核苷酸。在另一个实施方式中，突出端中的一个或多个核苷酸被核苷硫代磷酸取代。

[0155] 在某些实施方式中，有义链或反义链的突出端可包含长于10个核苷酸的延伸长

度，例如长度为1‑30个核苷酸、2‑30个核苷酸、10‑30个核苷酸或10‑15个核苷酸。在某些实

施方式中，延伸的突出端位于双链体的有义链上。在某些实施方式中，延伸的突出端位于双

链体有义链的3’端上。在某些实施方式中，延伸的突出端位于双链体有义链的5’端上。在某

些实施方式中，延伸的突出端位于双链体的反义链上。在某些实施方式中，延伸的突出端位

于双链体反义链的3’端上。在某些实施方式中，延伸的突出端位于双链体反义链的5’端上。

在某些实施方式中，突出端中的一个或多个核苷酸被核苷硫代磷酸取代。在某些实施方式

中，突出端包含自互补部分使得突出端能够形成在生理条件下稳定的发夹结构。

[0156] 如在本文中所使用的关于dsRNA的术语“平端”是指在dsRNA的给定末端没有未配

对的核苷酸或核苷酸类似物，即没有核苷酸突出端。dsRNA的一个或两个末端可以是平端。

如果dsRNA的两个末端都是平端的，则称dsRNA是平端。需要明确的是，“平端”dsRNA是两端

均平端的dsRNA，即分子的任何一端都没有核苷酸突出端。大多数情况下，这种分子在其整

个长度上都是双链的。

[0157] 术语“反义链”或“引导链”指RNAi剂的链，例如dsRNA，其包含与靶序列例如LRRK2 

mRNA基本上互补的区域。

[0158] 如在本文中所使用的，术语“互补区域”指反义链上与本文定义的序列，例如靶序

列，例如LRRK2核苷酸序列基本上互补的区域。在互补区域与靶序列不完全互补的情况下，

错配可以在分子的内部或末端区域。通常，最耐受的错配是在末端区域，例如RNAi剂的5’或

3’端的5、4、3或2个核苷酸范围内。在一些实施方式中，本发明的双链RNA剂包含反义链中的

核苷酸错配。在一些实施方式中，本发明的双链RNA剂的反义链包含不超过4个与靶mRNA的

错配，即反义链包含与靶mRNA的4、3、2、1或0个错配。在一些实施方式中，本发明的双链RNA

剂的反义链包含不超过4个有义链的错配，即反义链包含与有义链的4、3、2、1或0个错配。在
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一些实施方式中，本发明的双链RNA剂包含有义链中的核苷酸错配。在一些实施方式中，本

发明的双链RNA剂的有义链包含不超过4个与反义链的错配，及有义链包含与反义链的4、3、

2、1或0个错配。在一些实施方式中，核苷酸错配例如在iRNA的3’端的5、4、3个核苷酸内。在

另一个实施方式中，核苷酸错配例如在iRNA剂的3’末端核苷酸中。在一些实施方式中，错配

不在种子区。

[0159] 因此，如本文所述的RNAi剂可以包含与靶序列的一个或多个错配。在一个实施方

式中，如本文所述的RNAi剂包含不超过3个错配(即3、2、1或0个错配)。在一个实施方式中，

如本文所述的RNAi剂包含不超过2个错配。在一个实施方式中，如本文所述的RNAi剂包含不

超过1个错配。在一个实施方式中，如本文所述的RNAi剂包含不超过0个错配。在某些实施方

式中，如果RNAi剂的反义链包含与靶序列的错配，则错配可任选地限制在互补区域的5’或

3’端的最后5个核苷酸内。例如，在这样的实施方式中，对于23个核苷酸的RNAi剂，与LRRK2

基因区域互补的链通常在中央13个核苷酸内不包含任何错配。如本文所述的方法或本领域

已知的方法可用于确定包含与靶序列错配的RNAi剂是否有效抑制LRRK2基因的表达。例如，

Jackson等(Nat.Biotechnol .2003；21:635–637)描述了一项表达谱研究，其中与MAPK14 

siRNA具有序列同一性的一小组基因的表达仅在有义链的12‑18nt处以与MAPK14相似的动

力学被下调。类似地，Lin等(Nucleic  Acids  Res.2005；33(14):4527–4535)使用qPCR和报

告基因测定，表明siRNA和靶点之间的7nt互补足以导致靶点的mRNA降解。考虑具有错配的

RNAi剂在抑制LRRK2基因表达中的效力是重要的，特别是如果已知LRRK2基因中的特定互补

区域在群体中具有多态性序列变异。

[0160] 如在本文中所使用的，“基本上所有的核苷酸都被修饰”在很大程度上但不是完全

修饰，并且可以包含不超过5、4、3、2或1个未修饰的核苷酸。

[0161] 如在本文中所使用的术语“有义链”或“随从链”指RNAi剂的链，其包含与本文定义

的反义链区域互补的区域。

[0162] 如在本文中所使用的，术语“切割区”指紧邻切割位点的区域。切割位点是靶上发

生切割的位点。在一些实施方式中，切割区在切割位点的任一端且紧邻切割位点上包含三

个碱基。在一些实施方式中，切割区在切割位点的任一端且紧邻切割位点上包含两个碱基。

在一些实施方式中，切割位点特异性地出现在由反义链的核苷酸10和11结合的位点处，并

且切割位点包含核苷酸11、12和13。

[0163] 如在本文中所使用的，除非另有说明，术语“互补”在用于描述于第二核苷酸序列

相关的第一核苷酸序列时，如技术人员将理解的，是指包含第一核苷酸序列的寡核苷酸或

多核苷酸在某些条件下与包含第二核苷酸序列的寡核苷酸或多核苷酸杂交并形成双链体

结构的能力。此类条件可以是，例如，“严格条件”，包括但不限于，400mM  NaCl、40mM  PIPES 

pH  6 .4、1mM  EDTA、50℃或70℃持续12至16小时，随后洗涤(参见，例如，“Molecular 

Cloning:A  Laboratory  Manual ,Sambrook等，(1989)Cold  Spring  Harbor  Laboratory 

Press)。如在本文中所使用的，“严格条件”或“严格杂交条件”指反义化合物将与其靶序列

杂交但与最少数量的其他序列杂交的条件。严格条件是序列依赖性的并且在不同情况下会

有所不同，且反义化合物与靶序列杂交的“严格条件”由反义化合物的性质和组成以及研究

其的测定法决定。可以应用其他条件，如可以在生物体内遇到的生理相关条件。技术人员将

能够根据杂交核苷酸的最终应用确定最适合测试两个序列的互补性的一组条件。
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[0164] RNAi剂中的互补序列，例如如本文所述的dsRNA内，包含在一个或两个核苷酸序列

的全长上，包含第一核苷酸序列的寡核苷酸或多核苷酸与包含第二核苷酸序列的寡核苷酸

或多核苷酸的碱基配对。这样的序列在本文中可以被称为彼此“完全互补”。然而，当第一序

列在本文中被称为相对于第二序列“基本上互补”时，这两个序列可以是完全互补的，或者

它们可以形成一个或多个，但通常不超过5、4、3或2个错配的碱基对，在杂交后形成多达30

个碱基对的双链体。在一些实施方式中，本文公开的“基本上互补”序列包含在其全长上与

靶LRRK2序列的等效区域至少约80％互补的连续的核苷酸序列，如约85％、约90％、约91％、

约92％、约93％、约94％、约95％、约96％、约97％、约98％或约99％互补。然而，当两个寡核

苷酸被设计成在杂交时形成一个或多个单链突出端时，就互补性的确定而言，此类突出端

不应被视为错配。例如，包含一个长度为21个核苷酸的寡核苷酸和另一个长度为23个核苷

酸的寡核苷酸的dsRNA，其中较长的寡核苷酸包含与较短的寡核苷酸完全互补的21个核苷

酸的序列，处于本文所述的目的仍可称为“完全互补”。

[0165] 如在本文中所使用的，“互补”序列还可以包括或完全由非沃森‑克里克碱基配对

或由非天然和修饰的核苷酸形成的碱基对，只要满足上述关于它们杂交能力的要求。此类

非沃森‑克里克碱基配对包括但不限于G：U摆动或Hoogstein碱基配对。

[0166] 本文中的术语“互补”、“完全互补”和“基本上互补”可用于关于两个寡核苷酸或多

核苷酸之间的碱基匹配，如dsRNA的有义链和反义链，或RNAi试剂的反义链和靶序列之间，

如从它们使用的上下文中理解的那样。

[0167] 如在本文中所使用的，与信使RNA(mRNA)的“至少部分基本上互补”的多核苷酸是

指与所关注的mRNA(例如，编码LRRK2的mRNA)的连续部分基本上互补的多核苷酸。例如，如

果该序列与编码LRRK2的mRNA的非间断部分基本上互补，则该多核苷酸与LRRK2  mRNA的至

少一部分互补。

[0168] 因此，在一些实施方式中，本文公开的反义多核苷酸与靶LRRK2序列完全互补。在

其他实施方式中，本文公开的反义多核苷酸与靶LRRK2序列基本上互补并且包含在其全长

上与SEQ  ID  NO:1、3、5和7中任一核苷酸序列的等效区域、或SEQ  ID  NO:1、3、5或7中任一片

段至少80％互补的连续核苷酸序列，如约85％、约90％、约91％、约92％、约93％、约94％、约

95％、约96％、约97％、约98％或约99％互补。

[0169] 在一些实施方式中，本文公开的反义寡核苷酸与靶LRRK2序列的片段基本上互补

并且包含在其全长上与选自以下的SEQ  ID  NO:1的片段至少80％互补的连续核苷酸序列：

SEQ  ID  NO:1的核苷酸3383‑3403、2105‑2125、2356‑2376、5413‑5433、2603‑2623、3563‑

3583、2192‑2212、3088‑3108、3105‑3125、2203‑2223、7348‑7368、7097‑7117、6319‑6339、

3886‑3906、5190‑5210、3964‑3984、5138‑5158、1254‑1274、7098‑7118、7048‑7068、7050‑

7070、2764‑2784、3087‑3107、7526‑7546、4849‑4869、5272‑5292、468‑488、7520‑7540、

3720‑3740、4016‑4036、7792‑7812、2515‑2535、2286‑2306、4014‑4034、3721‑3741、2284‑

2304、1896‑1916、3876‑3896、7788‑7808、4013‑4033、1275‑1295、7527‑7547、3606‑3626、

7525‑7545、2356‑2376、3105‑3125和5413‑5433，如约85％、约90％、约91％、约92％、约

93％、约94％、约95％、约96％、约97％、约98％或约99％互补。上述范围的中间范围也被认

为是本公开的一部分。

[0170] 在一些实施方式中，本文公开的反义寡核苷酸与靶LRRK2序列的片段基本上互补

说　明　书 16/144 页

25

CN 115298312 A

25



并且包含在其全长上与选自以下的SEQ  ID  NO:1的片段至少80％互补的连续核苷酸序列：

SEQ  ID  NO:1的核苷酸468‑488、1254‑1274、2105‑2125、2192‑2212、2203‑2223、2603‑2623、

2764‑2784、3087‑3107、3088‑3108、3383‑3403、3563‑3583、3876‑3896、3886‑3906、3964‑

3984、4849‑4869、5138‑5158、5190‑5210、5272‑5292、6319‑6339、7097‑7117、7098‑7118和

7348‑7368，如约85％、约90％、约91％、约92％、约93％、约94％、约95％、约96％、约97％、约

98％或约99％互补。上述范围的中间范围也被认为是本公开的一部分。

[0171] 在其他实施方式中，本文公开的反义寡核苷酸与靶LRRK2序列的片段基本上互补

并且包含在其全长上与表3‑4和6‑7任一个中的任一有义链核苷酸序列，或与表3‑4和6‑7任

一个中的任一有义链核苷酸序列的片段至少80％互补的连续核苷酸序列，如约85％、约

90％、约91％、约92％、约93％、约94％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或100％互

补。

[0172] 在一个实施方式中，本文公开的RNAi剂包含与反义多核苷酸基本上互补的有义

链，反义多核苷酸又与靶LRRK2序列相同，并且其中有义链多核苷酸包含在其全长上与SEQ 

ID  NO:1、3、5和7中核苷酸序列的等效区域、或SEQ  ID  NO:1、3、5或7中任一片段至少80％互

补的连续核苷酸序列，如约85％、约90％、约91％、约92％、约93％、约94％、约95％、约96％、

约97％、约98％、约99％或100％互补。

[0173] 在一些实施方式中，本发明的iRNA包含与反义多核苷酸基本上互补的有义链，反

义多核苷酸又与靶LRRK2序列相同，并且其中有义链多核苷酸包含在其全长上与表3‑4和6‑

7任一个中的任一反义链核苷酸序列，或与表3‑4和6‑7任一个中的任一反义链核苷酸序列

的片段至少80％互补的连续核苷酸序列，如约85％、约90％、约91％、约92％、约93％、约

94％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或100％互补。

[0174] 在某些实施方式中，有义链和反义链选自以下任一双链体：AD‑601140 .1、AD‑

599927 .1、AD‑612673 .1、AD‑615420 .1、AD‑600406 .1、AD‑601294 .1、AD‑600013 .1、AD‑

600853 .1、AD‑613382 .1、AD‑600024 .1、AD‑604701 .1、AD‑604452 .1、AD‑603747 .1、AD‑

601616 .1、AD‑602766 .1、AD‑601694 .1、AD‑602734 .1、AD‑599139 .1、AD‑604453 .1、AD‑

616783 .1、AD‑616785 .1、AD‑600566 .1、AD‑600852 .1、AD‑617239 .1、AD‑602466 .1、AD‑

602848 .1、AD‑598424 .1、AD‑617233 .1、AD‑613965 .1、AD‑614239 .1、AD‑617466 .1、AD‑

612820 .1、AD‑612611 .1、AD‑614237 .1、AD‑613966 .1、AD‑612609 .1、AD‑612246 .1、AD‑

601606 .1、AD‑617462 .1、AD‑614236 .1、AD‑611650 .1、AD‑617240 .1、AD‑613851 .1、AD‑

617238.1、AD‑1335323.1、AD‑1335325.1和AD‑1335324.1。

[0175] 在一个实施方式中，反义链包含至少15个连续核苷酸，其与选自以下的双链体的

任一反义链核苷酸序列相差不超过3个核苷酸：AD‑1508169、AD‑1508884、AD‑1509672、AD‑

1509758、AD‑1509769、AD‑1510151、AD‑1510311、AD‑1510597、AD‑1510598、AD‑1510885、AD‑

1511039、AD‑1511351、AD‑1511361、AD‑1511439、AD‑1512211、AD‑1512479、AD‑1512511、AD‑

1512593、AD‑1513492、AD‑1514197、AD‑1514198和AD‑1514446。

[0176] 在一个实施方式中，LRRK2基因表达的至少部分抑制是通过LRRK2  mRNA的量的减

少来评估的，例如，有义mRNA、反义mRNA、总LRRK2  mRNA，LRRK2  mRNA的量可以从其中转录

LRRK2基因并且已经或已经被处理使得LRRK2基因的表达被抑制的第一细胞或细胞组中分

离或检测到，与第二细胞或细胞组相比，第二细胞或细胞组与第一细胞或细胞组基本相同，
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但已经或未进行过如此处理(对照细胞)。抑制程度(例如，剩余mRNA表达的百分比)可以表

示为：

[0177]

[0178] 如在本文中所使用的，短语“使细胞与RNAi剂接触”包括通过任何可能的方式接触

细胞。使细胞与RNAi剂接触包括使细胞在体外与RNAi剂接触或使细胞在体内与RNAi剂接

触。接触可以直接或间接进行。因此，例如，可以通过实施所述方法的个体使RNAi剂与细胞

物理接触，或者，可以将RNAi剂置于允许或导致其随后与细胞接触的环境中。

[0179] 例如，可以通过将细胞与RNAi剂一起孵育来进行体外接触细胞。例如，可以通过将

RNAi剂注射到细胞所在的组织或附近，或通过将RNAi剂注射到另一个区域(例如，中枢神经

系统(CNS))，任选地通过鞘内注射、玻璃体内注射或其他注射、或注射到血流(即，静脉内)

或皮下空间，使得剂随后到达待接触细胞所在的组织。例如，RNAi剂可以包含或偶联至配

体，例如亲脂部分或如下所述和进一步详述的部分，例如PCT/US2019/031170中，其通过引

用并入本文，其指导或以其他方式将RNAi剂稳定在感兴趣的位点，例如CNS。体外和体内接

触方法的组合也是可能的。例如，细胞也可以在体外与RNAi剂接触并随后移植到受试者体

内。

[0180] 在一个实施方式中，使细胞与RNAi剂接触包括通过促进或影响细胞的摄取或吸收

来“引入”或“将RNAi剂递送至细胞”。RNAi剂的吸收或摄取可以通过独立扩散或活性细胞过

程，或通过辅助剂或装置发生。将RNAi剂引入细胞可以在体外后体内进行。例如，对于体内

引入，可以将RNAi剂注射到组织部位或全身施用。体外引入细胞包括本领域已知的方法，例

如电穿孔和脂质体转染。进一步的方法在下文中描述或在本领域中是已知的。

[0181] 术语“亲脂性”或“亲脂性部分”泛指对脂质具有亲和性的任何化合物或化学部分。

表征亲脂部分的亲脂性的一种方法是通过辛醇‑水分配稀疏logKow，其中Kow是化学物质在

辛醇相中的浓度与其在平衡时两相体系的水相中的浓度之比。辛醇‑水分配系数是一种物

质的实验室测量特性。然而，它也可以通过使用归因于化学结构成分的系数来预测，这些系

数是使用第一原理或经验方法计算的(参见例如Tetko等，J.Chem .Inf .Comput .Sci .41:

1407‑21(2001)，其通过引用全部并入本文)。它提供了物质倾向于非水或油性环境而不是

水的趋势的热力学测量(即其亲水/亲油平衡)。原则上，当logKow超过0时，化学物质具有亲

脂性。通常，亲脂部分具有超过1、超过1.5、超过2、超过3、超过4、超过5或超过10的logKow。例

如，预测6‑氨基己醇的logKow约为0.7。使用相同的方法，预测N‑(己‑6‑醇)氨基甲酸胆固醇

酯的logKow为10.7。

[0182] 分子的亲脂性可以根据其携带的寡能团而改变。例如，在亲脂部分的末端添加羟

基或胺基可以增加或降低亲脂部分的分配系数(例如，logKow)值。

[0183] 或者，与一个或多个亲脂部分缀合的双链RNAi剂的疏水性可以通过其蛋白结合特

性来测量。例如，在某些实施方式中，双链RNAi剂的血浆蛋白结合测定中的未结合部分可被

确定为与双链RNAi剂的相对疏水性正相关，然后其可能与双链RNAi剂的沉默活性正相关。

[0184] 在一个实施方式中，测定的血浆蛋白结合测定是使用人血清白蛋白的电泳迁移率

变动分析(EMSA)。这种结合测定的示例性方案在例如PCT/US2019/031170中有详细说明。简

言之，将双链体与人血清白蛋白一起孵育并测定未结合的部分。示例性测定方案包括将储

说　明　书 18/144 页

27

CN 115298312 A

27



备浓度为10μM的双链体稀释至最终浓度为0.5μM(总体积20μL)，其在1xPBS中，含有0、20或

90％血清。可以混合样品，离心30秒，然后在室温下孵育10分钟。孵育步骤完成后，可以将4μ

L的6x  EMSA凝胶上样溶液添加到每个样品中，离心30秒，然后将每个样品的12μL上样到26

孔BioRad  10％PAGE(聚丙烯酰胺凝胶电泳)上。凝胶可以在100伏电压下运行1小时。运行完

成后，从外壳中取出凝胶并在50mL的10％TBE(Tris碱、硼酸和EDTA)中洗涤。洗涤完成后，可

将5μL  SYBR  Gold添加到凝胶中，然后在室温下孵育10分钟，之后在50mL  10％TBE中再次进

行凝胶清洗。在该示例性测定中，Gel  Doc  XR+凝胶文档系统可用于使用以下参数读取凝

胶：成像应用设置为SYBR  Gold，尺寸设置为Bio‑Rad标准凝胶，曝光设置为自动强条带，可

以将高亮饱和像素变成一且颜色设定为灰度。检测、分子量分析、输出均可禁用。获得凝胶

的干净照片之后，可以使用Image  Lab  5.2处理图像。可以手动设置通道和条带以测量条带

强度。可以将每个样品的条带强度归一化为PBS，以获得未结合siRNA的分数。通过该测量可

以确定相对疏水性。双链RNAi剂的疏水性，通过结合测定中的未结合siRNA的分数测量，对

于增强的siRNA体内递送超过0.15、超过0.2、超过0.25、超过0.3、超过0.35、超过0.4、超过

0.45或超过0.5。

[0185] 因此，将亲脂性部分缀合于双链RNAi剂的内部位置提供了改善的疏水性，以增强

siRNA的体内递送。

[0186] 术语“脂质纳米粒”或“LNP”是包含脂质层的囊泡，该脂质层包封药物活性分子，如

核酸分子，例如，RNAi剂或从中转录RNAi剂的质粒。LNP描述于例如美国专利号6,858,225、

6,815,432、8,158,601和8,058,069中，其全部内容通过引用并入本文。

[0187] 如在本文中所使用的，“受试者”是动物，例如哺乳动物，包括灵长类(例如，人、非

人灵长类，例如猴和黑猩猩)、或非灵长类(例如大鼠或小鼠)。在一个优选的实施方式中，受

试者是人，例如正在治疗或评估将受益于LRRK2表达降低的疾病、病症或病情的人；有可能

因LRRK2表达减少而受益的疾病、病症或病情的人；患有将从LRRK2表达减少受益的疾病、病

症或病情的人；或正在治疗将受益于如本文所述的LRRK2表达减少的疾病、病症或病情的

人。在一些实施方式中，受试者是女性人类。在其他实施方式中，受试者是男性人类。在一个

实施方式中，受试者是成人受试者。在一个实施方式中，受试者是儿科受试者。在另一个实

施方式中，受试者是少年受试者，例如20岁以下的受试者。

[0188] 如在本文中所使用的，术语“治疗”或“治疗”指有益或期望的结果，包括但不限于

减轻或改善与LRRK2基因表达或LRRK2蛋白产生相关的一种或多种体征或症状，例如，LRRK2

相关的疾病，如LRRK2相关的疾病。治疗”也可指与没有治疗的情况下的预期存活相比延长

存活。

[0189] 就受试者或疾病标志物或症状的LRRK2水平而言，术语“较低”指该水平在统计学

上显著降低。降低可以是例如至少10％、15％、20％、25％、30％、40％、45％、50％、55％、

60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％或更多。在某些实施方式中，降低至少为

20％。在某些实施方式中，疾病标志物的降低是至少50％，例如，含有基因座的有义链或反

义链的的水平和/或异常二肽重复蛋白的水平，例如，降低50％、55％、60％、65％、70％、

75％、80％、85％、90％、95％或更多。在一些实施方式中，疾病标志物的降低是至少25％，例

如，LRRK2蛋白和/或基因表达水平降低，例如，至少约25％、至少约30％、至少约40％、至少

约50％、至少约60％、至少约70％、至少约80％、至少约90％或至少约95％。在受试者中
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LRRK2水平的背景下，“较低”优选地下降至对于没有这种病症的个体而言在正常范围内被

接受的水平。在某些实施方式中，“较低”是患有疾病的受试者的标志物或症状的水平与个

体在正常范围内可接受的水平之间的差异的减少，例如肥胖个体与体重在正常范围内可接

受的个体之间的体重下降水平。

[0190] 如在本文中所使用的，“预防”或“预防”当用于提及将受益于LRRK2基因或LRRK2蛋

白产生的减少的疾病、病症或病情时，指受试者出现与此类疾病、病症或病情相关的症状的

可能性降低，例如，LRRK2相关疾病的症状。未形成疾病、病症或病情，或与此类疾病、病症或

病情相关的症状的发展减少(例如，在该疾病或病症的临床可接受的量表上减少至少约

10％)，或延迟病状的表现(例如，数天、数周、数月或数年)被认为是有效的预防。

[0191] 如在本文中所使用的，术语“LRRK2相关疾病”或“LRRK2相关病症”被理解为将受益

于LRRK2的表达和/或活性降低的任何疾病或病症。示例性LRRK2相关疾病包括受试者在

LRRK2基因中携带错义突变和/或缺失的那些疾病，例如，神经退行性疾病，如帕金森氏病

(PD)、克隆氏病和眼部病症。神经退行性疾病包括但不限于帕金森氏病、肌萎缩侧索硬化症

(ALS)、阿尔茨海默病、亨廷顿氏病、精神分裂症、进行性肌阵挛性癫痫(Unver‑Richt‑

Lundberg  Lafora病)、Hallervorden‑Spatz病、色素性视网膜炎、色素性干皮病和黑色素相

关疾病。如在本申请中所使用的，“眼部病症”或“眼部系统病症”指眼睛及其视觉系统(例

如，角膜、晶状体和流体)的任何病症系统。眼部病症的非限制性实例包括眼、晶状体和耳囊

中的水肿。

[0192] LRRK2错义突变，例如，G2019S、A2016T，可能见于患有家族性或散发性帕金森氏病

的受试者中。这些突变可能导致激酶活性增加两倍或三倍，这可能导致神经元死亡信号通

路的激活。

[0193] 在LRRK2基因中具有错义突变和/或缺失的受试者可以表现为常染色体显性遗传

病，并且是最常见的家族性PD形式，占所有PD病例的1‑2％。LRRK2中与PD相关的常见致病突

变位于GTPase和激酶结构域，其中最普遍的突变是G2019S突变，位于激酶结构域。

[0194] 如在本文中所使用的，“治疗有效量”旨在包括当给予患有LRRK2相关疾病的受试

者时足以实现疾病治疗(例如，通过减少、改善或维持现有疾病或一种或多种疾病病状)。

“治疗有效量”可能因RNAi剂、给药方式、疾病及其严重程度以及病史、年龄、体重、家族史、

基因构成、先前或伴随治疗的类型(如果有的话)和待治疗受试者的其他个体特征而异。

[0195] 如在本文中所使用的“预防有效量”旨在包括当给予患有LRRK2相关疾病的受试者

时足以预防或改善疾病或一种或多种疾病症状的RNAi剂的量。改善疾病包括减缓疾病的进

程或降低后期发展疾病的严重程度。“预防有效量”可能因RNAi剂、给药方式、疾病的风险程

度以及病史、年龄、体重、家族史、基因构成、先前或伴随治疗的类型(如果有的话)和待治疗

的患者的其他个体特征而异。

[0196] “治疗有效量”或“预防有效量”还包括以适用于任何治疗的合理收益/风险比产生

一些期望的局部或全身效应的RNAi剂的量。本公开的方法中使用的RNAi剂可以以足够的量

施用以产生适用于这种治疗的合理的收益/风险比。

[0197] 本文使用的短语“药学上可接受的”是指在合理的医学判断范围内，适用于与人类

受试者和动物受试者的组织接触而没有过度毒性、刺激、过敏反应或其他问题或并发症的

那些化合物、材料、组合物或剂型，与合理的收益/风险比相称。
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[0198] 如在本文中所使用的短语“药学上可接受的载体”是指药学上可接受的材料、组合

物或载体，例如液体或固体填充剂、稀释剂、赋形剂、制造助剂(例如，润滑剂、滑石镁、硬脂

酸钙或硬脂酸锌或硬脂酸)或溶剂包封材料、涉及从一个器官或身体的部分携带或运输受

试者化合物至另一个器官、或身体的部分。每种载体必须是“可接受的”，即与制剂的其他成

分相容并且对待治疗的受试者无害。可以用作药学上可接受的载体的材料的一些例子包

括：(1)糖，如乳糖、葡萄糖和蔗糖；(2)淀粉，如玉米淀粉和马铃薯淀粉；(3)纤维素及其衍生

物，如羧甲基纤维素钠、乙基纤维素和醋酸纤维素；(4)西黄蓍胶粉；(5)麦芽；(6)明胶；(7)

润滑剂，如镁盐、十二烷基硫酸钠、滑石粉等；(8)赋形剂，如可可脂、栓剂蜡；(9)油类，如花

生油、棉籽油、红花油、芝麻油、橄榄油、玉米油和大豆油；(10)二醇类，如丙二醇；(11)多元

醇，如甘油、山梨醇、甘露醇、聚乙二醇等；(12)酯类，如油酸乙酯、月桂酸乙酯；(13)琼脂；

(14)缓冲剂，如氢氧化镁、氢氧化铝；(15)海藻酸；(16)无热原水；(17)等渗盐水；(18)林格

溶液；(19)乙醇；(20)pH缓冲溶液；(21)聚酯、聚碳酸酯或聚酐；(22)填充剂，如多肽和氨基

酸；(23)血清成分，如血清白蛋白、HDL和LDL；和(22)药物制剂中使用的其他无毒相容物质。

[0199] 如在本文中所使用的，术语“样品”包括从受试者分离的类似流体、细胞或组织的

集合，以及存在于受试者体内的流体、细胞或组织。生物流体的例子包括血液、血清和浆液、

血浆、脑脊液、眼液、淋巴液、尿液、唾液等。组织样品可以包括来自组织、器官或局部区域的

样品。例如，样品可以来自特定器官、器官的部分、或这些器官内的流体或细胞。在某些实施

方式中，样品可以来自大脑(例如，全脑或脑的某些片段，例如纹状体、或脑中某些类型的细

胞，例如神经元和神经胶质细胞(星形胶质细胞、少突胶质细胞、小胶质细胞))。在一些实施

方式中，“来源于受试者的样品”指取自受试者的血液或来源于其的血浆或血清。在进一步

的实施方式中，“来源于受试者的样品”指取自受试者的脑组织(或其亚组分)或视网膜组织

(或其亚组分)。

[0200] 术语“取代的”指给定结构中的一个或多个氢基团被指定取代基的基团取代，包括

但不限于：烷基、烯基、炔基、芳基、杂环基、卤素、巯基、烷硫基、芳硫基、烷硫基烷基、芳硫基

烷基、烷基磺酰基、烷基磺酰基烷基、芳基磺酰基烷基、烷氧基、芳氧基、芳烷氧基、氨基羰

基、烷基氨基羰基、芳氨基羰基、烷氧基羰基、芳氧基羰基、卤代烷基、氨基、三氟甲基、氰基、

硝基、烷基氨基、芳基氨基、烷基氨基烷基、芳基氨基烷基、氨基烷基氨基、羟基、烷氧基烷

基、羧基烷基、烷氧基羰基烷基、氨基羰基烷基、酰基、芳烷氧基羰基、羧酸、磺酸、磺酰基、膦

酸、芳基、杂芳基、杂环基和脂肪族。应当理解的是，取代基可以被进一步取代。

[0201] 术语“烷基”指可以是直链或支链的饱和和不饱和非芳香烃链，其包含指定数量的

碳原子(这些包括但不限于丙基、烯丙基或炔丙基)，其可以任选地插入有N、O或S。例如，

“(C1‑C6)烷基”指具有1‑6个碳原子的直链或支链排列的基团。“(C1‑C6)烷基”包括，例如，

甲基、乙基、丙基、异丙基、正丁基、叔丁基、戊基和己基。在某些实施方式中，本公开的亲脂

性部分可以包括C6‑C18烷烃链。

[0202] 术语“亚烷基”指具有特定碳原子数的任选取代的饱和脂肪族支链或直链二价烃

基。例如，“(C1‑C6)亚烷基”指具有1‑6个线性排列的碳原子的二价饱和脂肪族基团，例如，

[(CH2)n]，其中n是从1至6的整数。“(C1‑C6)亚烷基”包括亚甲基、亚乙基、亚丙基、亚丁基、亚

戊基和亚己基。或者，“(C1‑C6)亚烷基”指在支链排列中具有1‑6个碳原子的二价饱和基团，

例如：[(CH2CH2CH2CH2CH(CH3)]、[(CH2CH2CH2CH2C(CH3)2]、[(CH2C(CH3)2CH(CH3))]等。术语“亚
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烷基二氧代”指结构—O—R—O—的二价物质，其中R代表亚烷基。

[0203] 术语“巯基”指‑SH基团。术语“硫代烷氧基”指‑S‑烷基基团。

[0204] 术语“卤素”指氟、氯、溴或碘的任何基团。“卤素”和“卤代”在本文中可互换使用。

[0205] 如在本文中所使用的，除非另有说明，否则术语“环烷基”指具有3至14个碳原子的

饱和或不饱和非芳香族烃环基团。例如，“(C3‑C10)环烷基”指(3‑10)元饱和脂肪族环状烃

环的烃基。环烷基的实例包括但不限于环丙基、甲基‑环丙基、2,2‑二甲基‑环丁基、2‑乙基‑

环戊基、环己基等。环烷基可以包含多个螺环或稠环。环烷基任选地在正常化合价允许的任

何位置上被单‑、二‑、三‑、四‑或五‑取代。

[0206] 如在本文中所使用的，除非另有说明，否则术语“烯基”指非芳香族烃基，直链或支

链，含有至少一个碳‑碳双键，并且具有2至10个碳原子。此类基团中可存在多达五个碳‑碳

双键。例如，“C2‑C6”烯基定义为具有2至6个碳原子的烯基。烯基基团的实例包括但不限于

乙烯基、丙烯基、丁烯基和环己烯基。烯基的直链、支链或环状部分可以包含双键，并且在正

常化合价允许的位置上任选地被单‑、二‑、三‑、四‑或五‑取代。术语“环烯基”指具有特定碳

原子数和至少一个碳‑碳双键的单环烃基。

[0207] 如在本文中所使用的，除非另有说明，否则术语“炔基”指直链或支链烃基，其含有

2至10个碳原子，并且含有至少一个碳‑碳三键。最多可以存在5个碳‑碳三键。因此，“C2‑C6

炔基”指具有2至6个碳原子的炔基。炔基基团的实例包括但不限于乙炔基、2‑丙炔基和2‑丁

炔基。炔基的直链或支链部分可以包含正常化合价允许的三键，并且可以在正常化合价允

许的任何位置上任选地被单‑、二‑、三‑、四‑或五‑取代。

[0208] 如在本文中所使用的，“烷氧基(alkoxyl)”或“烷氧基(alkoxy)”指如上文定义的

烷基，其具有通过氧桥连接的指定数目的碳原子。例如，“(C1‑C3)烷氧基”包括甲氧基、乙氧

基和丙氧基。例如，“(C1‑C6)烷氧基”旨在包括C1、C2、C3、C4、C5和C6烷氧基基团。例如，

“(C1‑C8)烷氧基”旨在包括C1、C2、C3、C4、C5、C6、C7和C8烷氧基基团。烷氧基的实例包括但

不限于甲氧基、乙氧基、正丙氧基、异丙氧基、正丁氧基、仲丁氧基、叔丁氧基、正戊氧基、仲

戊氧基、正庚氧基和正辛氧基。“烷硫基”指通过硫连接原子连接的烷基。术语“烷基氨基”或

“氨基烷基”指通过NH键连接的烷基。“二烷基氨基”指通过氮连接原子连接的两个烷基。氨

基基团可以是未取代的、单取代的或二取代的。在一些实施方式中，两个烷基是相同的(例

如，N,N‑二甲基氨基)。在一些实施方式中，两个烷基基团是不同的(例如，N‑乙基‑N‑甲氨

基)。

[0209] 如在本文中所使用的，“芳基”或“芳香族的”指每个环中最多7个原子的任何稳定

的单环或多环碳环，其中至少一个环是芳香族的。芳基基团的实例包括但不限于苯基、萘

基、蒽基、四氢萘基、茚满基和联苯基。在芳基取代基为双环且一个环为非芳香族的情况下，

应理解连接是通过芳环的。芳基基团任选地在正常化合价允许的任何位置上被单‑、二‑、

三‑、四‑或五‑取代。术语“芳烷基(arylalkyl)”或术语“芳烷基(aralkyl)”指被芳基取代的

烷基。术语“芳基烷氧基”指被芳基取代的烷氧基。

[0210] “杂”指环系中的至少一个碳原子被至少一个选自N、S和O的杂原子取代。“杂”还指

在无环系统中至少一个碳原子的取代。杂环系统或杂无环系统可以具有，例如，1、2或3个被

杂原子取代的碳原子。

[0211] 如在本文中所使用的，术语“杂芳基”表示每个环中最多7个原子的稳定的单环或
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多环，其中至少一个环是芳香族的，并且含有1至4个选自O、N和S的杂原子。杂芳基基团的实

例包括但不限于吖啶基、咔唑基、肉桂基、喹喔啉基、吡唑基、吲哚基、苯并三唑基、呋喃基、

噻吩基、苯并噻吩基、苯并呋喃基、苯并咪唑基、苯并噁唑基、喹啉基、异喹啉基、二氢异吲哚

啉基、咪唑并吡啶基、异吲哚基、吲唑基、噁唑基、噁二唑基、异噁唑基、吲哚基、吡嗪基、哒嗪

基、吡啶基、嘧啶基、吡咯基、四氢喹啉。还将“杂芳基”理解为包括任何含氮杂芳基的N‑氧化

物衍生物。在杂芳基取代基为双环且一个环为非芳香族或不含杂原子的情况下，应理解连

接是通过芳环或通过含杂原子的环。杂芳基任选地在正常化合价允许的任何位置上被单‑、

二‑、三‑、四‑、或五‑取代。

[0212] 如在本文中所使用的，术语“杂环”、“杂环的”或“杂环基”是指含有1至4个选自O、N

和S的杂原子的3至14元芳香族或非芳香族杂环，包括多环基团。如在本文中所使用的，术语

“杂环的”也被认为与术语“杂环”和“杂环基”同义，并被理解为也具有本文所述的相同定

义。“杂环基”包括上述杂芳基，及其二氢和四氢类似物。杂芳基基团的实例包括但不限于氮

杂环丁烷基、苯并咪唑基、苯并呋喃基、苯并呋喃唑啉基、苯并吡唑基、苯并三唑基、苯并噻

吩基、苯并噁唑基、咔唑基、咔啉基、肉桂基、呋喃基、咪唑基、吲哚啉基、吲哚基、吲哚嗪基、

吲唑基、异苯并呋喃基、异吲哚基、异喹啉基、异噻唑基、异噁唑基、萘吡啶基、噁二唑基、氧

代噁唑烷基、噁唑基、噁唑啉、氧代哌嗪基、氧代吡咯烷基、氧代吗啉基、异噁唑啉、氧杂环丁

烷基、吡喃基、吡嗪基、吡唑基、哒嗪基、吡啶并吡啶基、哒嗪基、吡啶基、吡啶酮基、嘧啶基、

嘧啶酮基、吡咯基、喹唑啉基、喹啉基、喹喔啉基、四氢吡喃基、四氢呋喃基、四氢噻喃基、四

氢异喹啉基、四唑基、四唑并吡啶基、噻二唑基、噻唑基、噻吩基、三唑基、1,4‑二噁烷基、六

氢吖啶基、哌嗪基、哌啶基、吡啶‑2‑壬基、吡咯烷基、吗啉基、硫代吗啉基、二氢苯并咪唑基、

二氢苯并呋喃、二氢苯并噻吩基、二氢苯并噁唑基、二氢呋喃基、二氢咪唑基、二氢吲哚基、

二氢异噁唑基、二氢异噻唑基、二氢噁二唑基、二氢噁唑基、二氢吡嗪基、二氢吡唑基、二氢

吡啶基、二氢嘧啶基、二氢吡咯基、二氢喹啉基、二氢四唑基、二氢噻二唑基、二氢噻唑基、二

氢噻吩基、二氢三唑基、二氢氮杂环丁烷基、二氧化硫代吗啉基、亚甲二氧基苯甲酰基、四氢

呋喃基和四氢噻吩基及其N‑氧化物。杂环基取代基的附接可以通过碳原子或通过杂原子发

生。杂环基任选地在正常化合价允许的任何位置上被单‑、二‑、三‑、四‑或五‑取代。

[0213] “杂环烷基”指其中1‑4个碳被杂原子如氧、氮或硫取代的环烷基残基。基团为杂环

基的杂环的实例包括四氢吡喃、吗啉、吡咯烷、哌啶、噻唑烷、噁唑、噁唑啉、异噁唑、二噁烷、

四氢呋喃等。

[0214] 术语“杂芳基”指芳香族5‑8元单环、8‑12元双环或11‑14元三环系统，如果是单环

具有1‑3个杂原子，如果是双环具有1‑6个杂原子，或者如果是三环具有1‑9个杂原子，所述

杂原子选自O、N或S(例如，碳原子和N、O或S的1‑3、1‑6或1‑9个杂原子，如果分别为单环、双

环或三环)，其中每个环的0、1、2、3或4个原子可以被取代基取代。

[0215] 杂芳基基团的实例包括吡啶基、呋喃基(furyl)或呋喃基(furanyl)、咪唑基、苯并

咪唑基、嘧啶基、噻吩基(thiophenyl)或噻吩基(thienyl)、喹啉基、吲哚基、噻唑基等。术语

“杂芳基烷基”或术语“杂芳烷基”指被杂芳基取代的烷基。术语“杂芳基烷氧基”指被杂芳基

取代的烷氧基。

[0216] 如本文所用的术语“环烷基”包括具有3至12个碳的饱和和部分不饱和的环状烃

基，例如，3至8个碳，和例如，3至6个碳，其中环烷基还可以任选地被取代。环烷基包括但不

说　明　书 23/144 页

32

CN 115298312 A

32



限于环丙基、环丁基、环戊基、环戊烯基、环己基、环己烯基、环庚基和环辛基。

[0217] 术语“酰基”指烷基羰基、环烷基羰基、芳基羰基、杂环基羰基或杂芳基羰基取代，

其中任一个都可以进一步被取代基取代。

[0218] 如在本文中所使用的，“酮”指通过羰基桥连接的本文定义的任何烷基、烯基、炔

基、环烷基、环烯基、杂环基、杂芳基或芳基。

[0219] 酮基团的实例包括但不限于烷酰基(例如，乙酰基、丙酰基、丁酰基、戊酰基、己酰

基)、烯酰基(例如，丙烯酰基)、炔酰基(例如，乙炔酰基、丙炔酰基、丁炔酰基、戊炔酰基、己

炔酰基)、芳酰基(例如，苯甲酰基)、杂芳酰基(例如，吡咯酰基、咪唑酰基、喹啉酰基、吡啶酰

基)。

[0220] 如在本文中所使用的，“烷氧基羰基”指通过羰基桥连接的任何如上定义的烷氧基

(即，—C(O)O‑烷基)。烷氧基羰基基团的实例包括但不限于甲氧羰基、乙氧羰基、异丙氧羰

基、正丙氧羰基、叔丁氧羰基、苄氧羰基或正戊氧羰基。

[0221] 如在本文中所使用的，“芳氧羰基”指通过氧羰基桥连接的如本文所定义的任何芳

基(即，—C(O)O‑芳基)。芳氧基羰基的实例包括但不限于苯氧基羰基和萘氧基羰基。

[0222] 如在本文中所使用的，“杂芳氧基羰基”指通过氧羰基桥连接的如本文所定义的任

何杂芳基(即，—C(O)O‑杂芳基)。杂芳氧基羰基基团的实例包括但不限于2‑吡啶基氧羰基、

2‑噁唑基氧羰基、4‑噻唑基氧羰基或嘧啶基氧羰基。

[0223] 术语“氧代”指氧原子，当连接到碳时形成羰基，当连接到氮时形成N‑氧化物，当连

接到硫时形成亚砜或砜。

[0224] 本领域普通技术人员将容易理解和领会本文公开的化合物和组合物可以具有质

子化或去质子化状态的某些原子(例如，N、O或S原子)，这取决于放置化合物或组合物的环

境。因此，如在本文中所使用的，本文公开的结构设想某些官能团，例如，OH、SH或NH，可以被

质子化或去质子化。如本领域普通技术人员将容易理解的，本文的公开旨在涵盖所公开的

化合物和组合物，而不管其基于环境pH的质子化状态。

[0225] II.本公开的RNAi剂

[0226] 本文描述的是抑制LRRK2基因表达的RNAi剂。在一个实施方式中，RNAi剂包含用于

抑制细胞中LRRK2基因表达的双链核糖核酸(dsRNA)分子，所述细胞如受试者内的细胞，例

如，哺乳动物，如患有LRRK2相关病症的人。dsRNA包括具有互补性区域的反义链，该互补性

区域与在LRRK2基因表达中形成的mRNA的至少一部分互补。互补性区域的长度约为15‑30个

核苷酸或更短。在与表达LRRK2基因的细胞接触后，与未与RNAi剂接触或与LRRK2基因不互

补的RNAi剂接触的类似细胞相比时，如本文所述，RNAi剂抑制LRRK2基因(例如，人基因、灵

长类动物基因、非灵长类动物基因)的表达至少25％或更高。LRRK2基因的表达可通过例如

基于PCR或支链DNA(bDNA)的方法或基于蛋白的方法，诸如通过免疫荧光分析，使用例如

western印记或流式细胞测量技术来分析。在一个实施方式中，使用在下述实施例1中提供

的测定方法在人A549中测定敲低水平。在一些实施方式中，在原代小鼠肝细胞中测定敲低

水平。在另一个实施方式中，在Cos‑7中测定敲低水平。在又一个实施方式中，在BE(2)‑C细

胞中测定敲低水平。在一些实施方式中，在Neuro‑2a细胞中测定敲低水平。

[0227] dsRNA包含两条互补的RNA链，其在使用dsRNA的条件下杂交形成双链体结构。

dsRNA的一条链(反义链)包括与靶序列基本上互补或完全互补的互补区域。靶序列可以来

说　明　书 24/144 页

33

CN 115298312 A

33



源于LRRK2基因表达过程中形成的mRNA序列。另一条链(有义链)包括与反义链互补的区域，

以使得两条链在适宜条件下结合时杂交并形成双链体结构。如本文别处所述和本领域公知

的，dsRNA的互补序列也可以作为单个核酸分子的自身互补区包含，而不是在单独的寡核苷

酸上。

[0228] 通常，双链体结构的长度是15至30个碱基对，例如，长度是15‑29、15‑28、15‑27、

15‑26、15‑25、15‑24、15‑23、15‑22、15‑21、15‑20、15‑19、15‑18、15‑17、18‑30、18‑29、18‑

28、18‑27、18‑26、18‑25、18‑24、18‑23、18‑22、18‑21、18‑20、19‑30、19‑29、19‑28、19‑27、

19‑26、19‑25、19‑24、19‑23、19‑22、19‑21、19‑20、20‑30、20‑29、20‑28、20‑27、20‑26、20‑

25、20‑24、20‑23、20‑22、20‑21、21‑30、21‑29、21‑28、21‑27、21‑26、21‑25、21‑24、21‑23或

21‑22个碱基对。在某些实施方式中，双链体结构的长度是18至25个碱基对，例如，长度是

18‑25、18‑24、18‑23、18‑22、18‑21、18‑20、19‑25、19‑24、19‑23、19‑22、19‑21、19‑20、20‑

25、20‑24,20‑23、20‑22、20‑21、21‑25、21‑24、21‑23、21‑22、22‑25、22‑24、22‑23、23‑25、

23‑24或24‑25个碱基对，例如，长度是19‑21个碱基对。上述范围和长度中间的范围和长度

也被认为是本公开的一部分。

[0229] 类似地，靶序列互补区的长度是15至30个核苷酸，例如，长度是15‑29、15‑28、15‑

27、15‑26、15‑25、15‑24、15‑23、15‑22、15‑21、15‑20、15‑19、15‑18、15‑17、18‑30、18‑29、

18‑28、18‑27、18‑26、18‑25、18‑24、18‑23、18‑22、18‑21、18‑20、19‑30、19‑29、19‑28、19‑

27、19‑26、19‑25、19‑24、19‑23、19‑22、19‑21、19‑20、20‑30、20‑29、20‑28、20‑27、20‑26、

20‑25、20‑24、20‑23、20‑22、20‑21、21‑30、21‑29、21‑28、21‑27、21‑26、21‑25、21‑24、21‑23

或21‑22个核苷酸，例如，长度是19‑23个核苷酸或长度是21‑23个核苷酸。上述范围和长度

中间的范围和长度也被认为是本公开的一部分。

[0230] 在一些实施方式中，双链体结构的长度是19至30个碱基对。类似地，靶序列互补区

的长度是19至30个核苷酸。

[0231] 在一些实施方式中，dsRNA的长度是15至23个核苷酸、19至23个核苷酸或25至30个

核苷酸。在通常情况下，dsRNA足够长，以作为Dicer酶的底物。例如，本领域众所周知的是，

长于约21‑23个核苷酸的dsRNA可用作Dicer的底物。正如普通技术人员也将认识到的，靶向

切割的RNA区域通常是较大RNA分子的一部分，通常是mRNA分子。在相关情况下，mRNA靶点的

“部分”是mRNA靶点的连续序列，其长度足以使其成为RNAi指导的切割(即，通过RISC途径的

切割)的底物。

[0232] 本领域技术人员还将意识到的是双链体区是dsRNA的主要功能部分，例如，双链体

区约15至36个碱基对，例如，15‑36、15‑35、15‑34、15‑33、15‑32、15‑31、15‑30、15‑29、15‑

28、15‑27、15‑26、15‑25、15‑24、15‑23、15‑22、15‑21、15‑20、15‑19、15‑18、15‑17、18‑30、

18‑29、18‑28、18‑27、18‑26、18‑25、18‑24、18‑23、18‑22、18‑21、18‑20、19‑30、19‑29、19‑

28、19‑27、19‑26、19‑25、19‑24、19‑23、19‑22、19‑21、19‑20、20‑30、20‑29、20‑28、20‑27、

20‑26、20‑25、20‑24、20‑23、20‑22、20‑21、21‑30、21‑29、21‑28、21‑27、21‑26、21‑25、21‑

24、21‑23或21‑22个碱基对，例如，19‑21个碱基对。因此，在一个实施方式中，就其被加工成

例如15‑30个碱基对的功能性双链体而言，其靶向所需RNA进行切割，具有大于30个碱基对

的双链体区域的RNA分子或RNA分子复合物是dsRNA。因此，本领域普通技术人员将意识到的

是，在一个实施方式中，miRNA是dsRNA。在另一个实施方式中，dsRNA不是天然存在的miRNA。
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在另一个实施方式中，用于靶向LRRK2表达的RNAi剂不是通过切割较大的dsRNA在靶细胞中

产生的。

[0233] 如本文所述的dsRNA可以进一步包含一个或多个单链核苷酸突出端，例如，1、2、3

或4个核苷酸。核苷酸突出端可以包含或由核苷酸/核苷类似物组成，包括脱氧核苷酸/核

苷。一个或多个突出端可以在有义链、反义链或其任何组合上。此外，突出端的一个或多个

核苷酸可以存在于dsRNA的反义链或有义链的5’末端、3’末端或者这两端。

[0234] 可以通过本领域公知的标准方法合成dsRNA。本发明的双链RNAi化合物可以使用

两步程序制备。首先，单独制备双链RNA分子的各条链。然后，将组件链退火。dsRNA化合物的

单个链可以使用溶液相或固相有机合成或者这两者来制备。有机合成提供的优点是可以容

易地制备包含非天然或修饰核苷酸的寡核苷酸链。类似地，本发明的单链寡核苷酸可以使

用溶液相或固相有机合成或者这两者来制备。

[0235] 在一个方面中，本公开的dsRNA包含至少两个核苷酸序列，有义序列和反义序列。

LRRK2的有义链序列可以选自表3‑4和6‑7中任一个提供的序列组，并且有义链和反义链的

相应核苷酸序列可以选自表3‑4和6‑7中任一个的序列组。在这一方面中，两条序列之一是

与两条序列中的另一个序列互补的，其中一个序列与LRRK2基因表达中产生的mRNA序列基

本上互补。这样，在这个方面中，dsRNA将包含两个寡核苷酸，其中将一个寡核苷酸描述为在

表2‑4的任一个中的有义链(随从链)，并将另一个寡核苷酸描述为在表3‑4和6‑7的任一个

中的反义链(引导链)。

[0236] 在一个实施方式中，dsRNA的基本互补序列包含在不同寡核苷酸上。在另一个实施

方式中，dsRNA的基本互补序列包含在单一寡核苷酸上。

[0237] 应当理解的是，虽然将表3‑4和6‑7中的序列描述为修饰的或缀合的序列，但是本

公开的RNAi剂的RNA(例如，本公开的dsRNA)可以包含表3‑4和6‑7的任一项中列出的任一序

列，其是不同于本文所述的未修饰的、未缀合的或者修饰的或缀合的。例如，尽管本发明剂

的有义链可以与GalNAc配体缀合，但是这些剂可以缀合至指导递送至CNS的部分，例如，C16

配体，如本文所述的。在一个实施方式中，所述亲脂性部分包含饱和的或不饱和的C16烃链

(例如，线性C16烷基或烯基)。亲脂性配体可以包括在本申请中提供的任何位置。在一些实

施方式中，所述亲脂性部分缀合至双链iRNA剂的核碱基、糖部分或核苷间键。例如，C16配体

可以通过核糖核苷酸的2’‑氧缀合，如下述结构所示：

[0238]

[0239] 其中*表示与相邻核苷酸的键，并且B是核碱基或核碱基类似物，任选地其中B是腺

嘌呤、鸟嘌呤、胞嘧啶、胸苷或尿嘧啶。本文提供的配体和单体的设计和合成描述在例如PCT

公开号WO2019/217459、WO2020/132227和WO2020/257194中，其内容通过引用整体并入本

文。

[0240] 在一些实施方式中，双链iRNA剂在反义链的5’末端还包含磷酸酯或磷酸酯模拟

物。在一个实施方式中，磷酸酯模拟物是5’‑乙烯膦酸酯(VP)。在一些实施方式中，双链iRNA
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剂的反义链的5’末端不包含5’‑乙烯膦酸酯(VP)。

[0241] 本领域技术人员熟知具有约20至23个碱基对(例如21个碱基对)的双链体结构的

dsRNA在诱导RNA干扰方面特别有效(Elbashir等，(2001)EMBO  J.,20:6877‑6888)。然而，其

他人发现较短或较长RNA双链体结构也可能有效(Chu和Rana(2007)RNA  14:1714‑1719；Kim

等，(2005)Nat  Biotech  23:222‑226)。在上述实施方式中，由于本文提供的寡核苷酸序列

的性质，本文所述的dsRNA可以包含至少一条长度为最少21个核苷酸的链。可以合理地预

期，与上述dsRNA相比，较短的双链体在一段或两端仅减去几个核苷酸可能同样有效。因此，

dsRNA具有至少15、16、17、18、19、20或更多个源自本文提供的序列之一的连续核苷酸的序

列，且使用利用例如A549细胞和10nM浓度的RNA剂的体外测定和如本文实施例中所提供的

PCR分析，与来自包含完整序列的dsRNA的对照水平相比，抑制LRRK2基因的表达至少约

25％、至少约30％、至少约40％、至少约50％、至少约60％、至少约70％、至少约80％、至少约

90％或至少约95％的抑制能力不同的dsRNA被考虑在本发明的范围内。在一些实施方式中，

使用元代小鼠肝细胞的体外测定测量来自包含完整序列的dsRNA的抑制。

[0242] 此外，本文所述的RNA剂识别LRRK2  mRNA转录物中易受RISC介导的切割的位点。因

此，本公开进一步描述了靶向该位点内的RNAi剂。如在本文中所使用的，如果RNAi剂促进转

录物在特定位点内任何位置的切割，则称RNAi剂靶向于RNA转录物的特定位点内。这种RNAi

剂通常包含至少约15个连续核苷酸，优选地至少19个核苷酸，其源自本文提供的序列之一

并与取自LRRK2基因中所选序列的邻近区域的额外核苷酸序列偶联。

[0243] III.本公开的修饰的RNAi剂

[0244] 在一个实施方式中，本公开的RNAi剂的RNA例如dsRNA是未修饰的，并且不包含例

如本领域已知的和本文所述的化学修饰或缀合。在优选的实施方式中，本公开的RNAi剂的

RNA例如dsRNA是化学修饰的以增强稳定性或其他有益特性。在本公开的某些实施方式中，

本公开的RNAi剂的基本上所有核苷酸都是修饰的。在本公开的其他实施方式中，本公开的

RNAi剂的所有核苷酸都是修饰的。其中“基本上所有的核苷酸都是修饰的”的本公开的RNAi

剂大部分但不是全部修饰并且可以不超过5、4、3、2个或未修饰的核苷酸。在本公开的其他

实施方式中，本公开的RNAi剂可以包含不超过5、4、3、2或1个修饰的核苷酸。

[0245] 本公开中的核酸可以通过本领域充分确立的方法合成或修饰，例如“核酸化学中

的当前方案”中所述的那些，Beaucage,S.L.等(编著)John  Wiley&Sons ,Inc.,New  York,

NY,USA，其通过引用并入本文。修饰包括例如末端修饰，例如5’端修饰(磷酸化、缀合、反向

间键)或3’端修饰(缀合、DNA核苷酸、反向间键等)；碱基修饰，例如用稳定碱基、去稳定碱基

或与扩展的伴侣库配对的碱基、去除碱基(无碱基核苷酸)或共轭碱基进行替换；糖修饰(例

如在2’位或4’位)或糖的替换；或主链修饰，包括磷酸二酯键修饰或替换。可用于本文所述

实施方式的RNAi剂的具体实施例包括但不限于包含修饰的主链或非天然核苷间键的RNA。

具有修饰的主链的RNA尤其包括那些在主链中没有磷原子的RNA。出于本说明书的目的，并

且如本领域中有时提到的，在其核苷间主链中不具有磷原子的修饰的RNA也可以被认为是

寡核苷。在一些实施方式中，修饰的RNAi剂将在核苷间主链中具有磷原子。

[0246] 修饰的RNA主链包括例如硫代磷酸酯、手性硫代磷酸酯、二硫代磷酸酯、磷酸三酯、

氨基烷基磷酸三酯、甲基和其他烷基膦酸酯，包括3”‑亚烷基膦酸酯和手性膦酸酯、亚膦酸

酯、氨基磷酸酯包括3’‑氨基氨基磷酸酯和氨基烷基氨基磷酸酯、硫代氨基磷酸酯、硫代烷
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基膦酸酯、硫代烷基磷酸三酯和具有正常3’‑5’键的硼酸磷酸酯、它们的2’‑5’连接的类似

物，以及其中相邻的核苷单元对以3’‑5’连接到5’‑3’或2’‑5’到5’‑2’。还包括各种盐、混合

盐和游离酸形式。在本发明的一些实施方式中，本发明的dsRNA剂是游离酸形式。在本发明

的其他实施方式中，本发明的dsRNA剂是盐形式。在一个实施方式中，本发明的dsRNA剂是钠

盐形式。在某些实施方式中，当本发明的dsRNA剂是钠盐形式时，钠离子作为抗衡离子存在

于剂中，用于剂中存在的基本上所有的磷酸二酯和/或硫代磷酸酯基团。其中基本上所有的

磷酸二酯和/或硫代磷酸酯键都具有钠抗衡离子的剂包含不超过5、4、3、2或1个没有钠抗衡

离子的磷酸二酯和/或硫代磷酸酯键。在一些实施方式中，当本发明的dsRNA剂是钠盐形式

时，钠离子作为存在于剂中的所有磷酸二酯和/或硫代磷酸酯基团的抗衡离子存在。

[0247] 教导制备上述含磷间键的代表性美国专利包括但不限于美国专利号3,687,808；

4,469,863；4,476,301；5,023,243；5,177,195；5,188,897；5,264,423；5,276,019；5,278,

302；5,286,717；5,321,131；5,399,676；5,405,939；5,453,496；5,455,233；5,466,677；5,

476,925；5,519,126；5,536,821；5,541 ,316；5,550,111；5,563,253；5,571 ,799；5,587 ,

361；5,625,050；6,028,188；6,124,445；6,160,109；6,169,170；6,172,209；6,239,265；6,

277 ,603；6,326,199；6,346,614；6,444,423；6,531 ,590；6,534,639；6,608,035；6,683,

167；6,858,715；6,867,294；6,878,805；7,015,315；7,041,816；7,273,933；7,321,029；和

美国专利RE39464，其中每一个的全部内容在此通过引用并入本文。

[0248] 其中不包含磷原子的修饰的RNA主链具有由短链烷基或环烷基核苷间键、混合杂

原子和烷基或环烷基核苷间键、或一个或多个短链杂原子或杂环核苷间键形成的主链。这

些包括具有吗啉间键(部分由核苷的糖部分形成)；硅氧烷主链；硫化物、亚砜和砜主链；甲

乙酰和硫甲乙酰主链；亚甲基甲乙酰和硫甲乙酰主链；含烯烃主链；氨基磺酸脂主链；亚甲

基亚氨基和亚甲基肼基主链；磺酸酯和磺酰胺主链；酰胺主链；和其他混合了N、O、S和CH2组

分的部分的那些。

[0249] 教导制备上述寡核苷的代表性美国专利包括但不限于美国专利号5,034,506；5,

166,315；5,185,444；5,214,134；5,216,141；5,235,033；5,64,562；5,264,564；5,405,938；

5,434,257；5,466,677；5,470,967；5,489,677；5,541,307；5,561,225；5,596,086；5,602,

240；5,608,046；5,610,289；5,618,704；5,623,070；5,663,312；5,633,360；5,677,437；和

5,677,439,其中每一个的全部内容在此通过引用并入本文。

[0250] 在其他实施方式中，考虑将合适的RNA模拟物用于RNAi剂中，其中核苷酸单元的糖

和核苷间键，即主链，都被新基团取代。保持碱基单元用于与合适的核酸靶化合物杂交。一

种这样的寡聚化合物，RNA模拟物已被证明具有优异杂交特性，被称为肽核酸(PNA)。在PNA

化合物中，RNAi的糖主链被包含酰胺的主链取代，特别是氨乙基甘氨酸主链。核碱基被保留

并直接或间接结合至主链酰胺部分的氮杂氮原子上。教导制备PNA化合物的代表性美国专

利包括但不限于美国专利号5,539,082；5,714,331；和5,719,262，其中每一个的全部内容

在此通过引用并入本文。适于在本公开的RNAi剂中使用的其他PNA化合物描述在例如

Nielsen等，Science,1991,254,1497‑1500中。

[0251] 本公开中的一些实施方式包括上述美国专利号5,489,677的具有硫代磷酸酯主链

的RNA和具有杂原子主链的寡核苷，特别是‑‑CH2‑‑NH‑‑CH2‑、‑‑CH2‑‑N(CH3)‑‑O‑‑CH2‑‑[称

为亚甲基(甲基亚氨基)或MMI主链]、‑‑CH2‑‑O‑‑N(CH3)‑‑CH2‑‑、‑‑CH2‑‑N(CH3)‑‑N(CH3)‑‑
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CH2‑‑和‑‑N(CH3)‑‑CH2‑‑CH2‑‑，和上述美国专利5,602,240的酰胺主链。在一些实施方式

中，本文所表征的RNA具有上述US5,034,506的吗啉主链结构。天然磷酸二酯主链可以表示

为O‑P(O)(OH)‑OCH2‑。

[0252] 修饰的RNA也可以包含一个或多个取代的糖部分。本文所表征的RNAi剂例如dsRNA

可以在2’位置包含以下之一：OH；F；O‑、S‑或N‑烷基；O‑、S‑或N‑烯基；O‑、S‑或N‑炔基；或O‑

烷基‑O‑烷基，其中烷基、烯基和炔基可以是取代的或未取代的C1至C10烷基或C2至C10烯基和

炔基。示例性合适的修饰包括O[(CH2)nO]mCH3、O(CH2) .nOCH3、O(CH2)nNH2、O(CH2)nCH3、O(CH2)

nONH2和O(CH2)nON[(CH2)nCH3)]2，其中n和m为1至约10。在其他实施方式中，dsRNA在2’位置包

含以下之一：C1至C10低级烷基、取代的低级烷基、烷芳基、芳烷基、O‑烷芳基或O‑芳烷基、SH、

SCH3、OCN、Cl、Br、CN、CF3、OCF3、SOCH3、SO2CH3、ONO2、NO2、N3、NH2、杂环烷基、杂环烷芳基、氨基

烷基氨基、聚烷基氨基、取代的甲硅烷基、RNA切割基团、报告基团、嵌入剂、用于改善RNAi剂

的药代动力学特性的基团、或用于改善RNAi剂的药效学特性的组，以及具有类似特性的其

他取代基。在一些实施方式中，修饰包括2’甲氧基乙氧基(2’‑O‑‑CH2CH2OCH3，也称为2’‑O‑

(2‑甲氧基乙基)或2’‑MOE)(Martin等，Helv.Chim.Acta ,1995,78:486‑504)，即烷氧基‑烷

氧基基团。另一个示例性修饰是2’‑二甲氨基乙氧基，即O(CH2)2ON(CH3)2基团，也称为2’‑

DMAOE，如下文实施例中所述，和2’‑二甲氨基乙氧基乙氧基(本领域也称为2’‑O‑二甲基氨

基乙氧基乙基或2’‑DMAEOE)，即2’‑O‑‑CH2‑‑O‑‑CH2‑‑N(CH2)2。进一步的示例性修饰包括：

5’‑Me‑2’‑F核苷酸、5’‑Me‑2’‑OMe核苷酸、5’‑Me‑2’‑脱氧核苷酸(R和S异构体均在这三个

家族中)；2’‑烷氧基烷基；和2’‑NMA(N‑甲基乙酰胺)。

[0253] 其他修饰包括2’‑甲氧基(2’‑OCH3)、2’‑氨基丙氧基(2’‑OCH2CH2CH2NH2)、2’‑O‑十

六烷基和2’‑氟(2’‑F)。也可以在RNAi剂的RNA的其他位置进行类似的修饰，特别是3’末端

核苷酸上糖的3’位置或2’‑5’连接的dsRNA和5’末端核苷酸的5’位置。RNAi剂也可以具有糖

模拟物，例如环丁基部分来替代呋喃戊糖。教导这种修饰的糖结构制备的代表性美国专利

包括但不限于美国专利号4,981 ,957；5,118,800；5,319,080；5,359,044；5,393 ,878；5,

446,137；5,466,786；5,514,785；5,519,134；5,567 ,811；5,576,427；5,591 ,722；5,597 ,

909；5,610,300；5,627,053；5,639,873；5,646,265；5,658,873；5,670,633和5,700,920，其

中某些是即时申请共同拥有的。前述每一项的全部内容在此通过引用并入本文。

[0254] 本公开的RNAi剂还可以包含核碱基(在本领域中通常简称“碱基”)修饰或取代。如

在本文中所使用的，“未修饰”或“天然”核碱基包括嘌呤碱基腺嘌呤(A)和鸟嘌呤(G)，以及

嘧啶碱基胸苷(T)、胞嘧啶(C)和尿嘧啶(U)。修饰的核碱基包括其他合成和天然核碱基，例

如5‑甲基胞嘧啶(5‑me‑C)、5‑羟甲基胞嘧啶、黄嘌呤、次黄嘌呤、2‑氨基腺嘌呤、6‑甲基以及

腺嘌呤和鸟嘌呤的其他烷基衍生物、腺嘌呤和鸟嘌呤的2‑丙基和其他烷基衍生物、2‑硫尿

嘧啶、2‑硫代胸苷和2‑硫胞嘧啶、5‑卤尿嘧啶和胞嘧啶、5‑丙炔基尿嘧啶和胞嘧啶、6‑偶氮

尿嘧啶、胞嘧啶和胸苷、5‑尿嘧啶(假尿嘧啶)、4‑硫尿嘧啶、8‑卤代、8‑氨基、8‑硫醇、8‑硫代

烷基、8‑羟基和其他8‑取代的腺嘌呤和鸟嘌呤、5‑卤代，特别是5‑溴、5‑三氟甲基和其他5‑

取代的尿嘧啶和胞嘧啶、7‑甲基鸟嘌呤和7‑甲基腺嘌呤、8‑氮杂鸟嘌呤和8‑氮杂腺嘌呤、7‑

脱氮鸟嘌呤和7‑达氮杂腺嘌呤以及3‑脱氮鸟嘌呤和3‑脱氮杂腺嘌呤。其他修饰的核碱基包

括美国专利号3,687 ,808中公开的那些，在Modified  Nucleosides  in  Biochemistry ,

Biotechnology  and  Medicine,Herdewijn,P.编著Wiley‑VCH,2008中公开的那些；在The 
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Concise  Encyclopedia  Of  Polymer  Science  And  Engineering ,第858‑859页，

Kroschwitz ,J .L编著John  Wiley&Sons ,1990中公开的那些，由Englisch等，(1991)

Angewandte  Chemie,国际版30:613公开的那些和由Sanghvi,Y  S.第15章，dsRNA  Research 

and  Applications,第289‑302页，Crooke,S.T.和Lebleu,B.编著，CRC  Press,1993公开的

那些。这些核碱基中的某些特别可用于增加本公开中特征的寡聚化合物的结合亲和力。这

些包括5‑取代的嘧啶、6‑氮杂嘧啶和N‑2、N‑6和O‑6取代的嘌呤，其包括2‑氨基丙基腺嘌呤、

5‑丙炔基尿嘧啶和5‑丙炔基胞嘧啶。5‑甲基胞嘧啶取代已显示可将核酸双链体稳定性提高

0 .6‑1 .2℃(Sanghvi ,Y .S .,Crooke ,S .T .和Lebleu ,B .编著，dsRNA  Research  and 

Applications,CRC  Press,Boca  Raton,1993,pp.276‑278)，并且是示例性碱基取代，甚至

更特别是当与2’‑O‑甲氧基乙基糖修饰组合时。

[0255] 教导某些上述修饰的核碱基以及其他修饰的核碱基制备的代表性美国专利包括

但不限于上述美国专利号3,687 ,808；4,845 ,205；5,130 ,302；5,134 ,066；5,175 ,273；5,

367 ,066；5,432,272；5,457 ,187；5,459,255；5,484,908；5,502,177；5,525,711；5,552,

540；5,587,469；5,594,121；5,596,091；5,614,617；5,681,941；5,750,692；6,015,886；6,

147 ,200；6,166,197；6,222,025；6,235,887；6,380,368；6,528,640；6,639,062；6,617 ,

438；7,045,610；7,427,672；和7,495,088，其中每一个的全部内容在此通过引用并入本文。

[0256] 本公开的RNAi剂也可以被修饰以包含一个或多个双环糖部分。“双环糖”是由两个

原子桥连修饰的呋喃糖基环。“双环核苷酸”(“BNA”)是具有糖部分的核苷，其包含连接糖环

的两个碳原子的桥，从而形成双环系统。在某些实施方式中，桥连接糖环的4’碳和2’碳。因

此，在一些实施方式中，本公开的剂可以包含一种或多种锁核酸(LNA)。锁核酸是具有修饰

的核糖部分的核苷酸，其中核糖部分包含连接2’和4’碳的额外桥。换言之，LNA是包含包含

4’‑CH2‑O‑2’桥的双环糖部分的核苷酸。这种结构有效地将核糖“锁”在3’‑endo结构构象

中。已显示向siRNA添加锁核酸可提高血清中siRNA的稳定性并降低脱靶效应(Elmen,J.等，

(2005)Nucleic  Acids  Research  33(1):439‑447；Mook,OR .等，(2007)Mol  Canc  Ther6

(3):833‑843；Grunweller,A.等，(2003)Nucleic  Acids  Research31(12):3185‑3193)用于

本公开的多核苷酸的双环核苷酸的例子包括但不限于在4’和2’核糖基环原子之间包含桥

的核苷。在某些实施方式中，本公开的反义多核苷酸包含一种或多种包含4’至2’桥的双环

核苷。这种4’至2’桥连双环核苷的例子包括但不限于4’‑(CH2)—O‑2’(LNA)；4’‑(CH2)—S‑

2’；4’‑(CH2)2—O‑2’(ENA)；4’‑CH(CH3)—O‑2’(也称为“限制性乙基“或“cEt”)和4’‑CH

(CH2OCH3)—O‑2’(及其类似物；参见例如美国专利号7,399,845)；4’‑C(CH3)(CH3)—O‑2’

(及其类似物；参见例如美国专利号8,278,283)；4’‑CH2—N(OCH3)‑2’(及其类似物；参见例

如美国专利号8,278 ,425)；4’‑CH2—O—N(CH3)‑2’(参见例如，美国专利公开号2004/

0171570)；4’‑CH2—N(R)—O‑2’，其中R是H、C1‑C12烷基或保护基团(参见例如，美国专利号

7,427,672)；4’‑CH2—C(H)(CH3)‑2’(参见例如，Chattopadhyaya等，J.Org.Chem.,2009,74,

118‑134)；和4’‑CH2—C(＝CH2)‑2’(及其类似物；参见例如，美国专利号8,278,426)。前述每

一项的全部内容在此通过引用并入本文。

[0257] 教导锁定核酸核苷酸制备的其他代表性美国专利和美国专利公开包括但不限于

以下：美国专利号6,268,490；6,525,191；6,670,461；6,770,748；6,794,499；6,998,484；7,

053,207；7,034,133；7,084,125；7,399,845；7,427 ,672；7,569,686；7,741 ,457；8,022,
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193；8,030,467；8,278,425；8,278,426；8,278,283；US  2008/0039618；和US2009/0012281，

其中每一个的全部内容在此通过引用并入本文。

[0258] 可以制备具有一种或多种立体化学糖构型的任何前述双环核苷，其包括例如α‑L‑

呋喃核糖和β‑D‑呋喃核糖(参见WO  99/14226)。

[0259] 本公开的RNAi剂可以被修饰以包含一种或多种受限的乙基核苷酸。如在本文中所

使用的，“受限的乙基核苷酸”或“cEt”是包含包含4’‑CH(CH3)‑O‑2’桥的双环糖部分的锁定

核酸。在一个实施方式中，受限的乙基核苷酸是S构象在本文中称为“S‑cEt”。

[0260] 本公开的RNAi剂还可以包含一种或多种“构象受限的核苷酸”(“CRN”)。CRN是核苷

酸类似物，其具有连接核糖的C2’和C4’碳或核糖的C3和C5’碳的接头。CRN将核糖环锁定为

稳定构象并增加与mRNA的杂交亲和力。接头的长度足以将氧置于最佳位置以实现稳定性和

亲和力，从而减少核糖环折叠。

[0261] 教导某些上述CRN制备的代表性出版物包括但不限于US  2013/0190383；和WO 

2013/036868，其中每一个的全部内容在此通过引用并入本文。

[0262] 在一些实施方式中，本公开的RNAi剂包含一种或多种单体，其是UNA(非锁核酸)核

苷酸。UNA是非锁核苷酸，其中糖的任何键已被去除，形成非锁“糖”残基。在一个例子中，UNA

还包含C1’‑C4’之间的键已被去除的单体(即C1’和C4’碳之间的共价碳‑氧‑碳键)。在另一

例子中，糖的C2’‑C3’键(即C2’和C3’碳之间的共价碳‑碳键)已被去除(参见Nuc .Acids 

Symp.Series,52,133‑134(2008)和Fluiter等，Mol.Biosyst.,2009,10,1039，通过引用并

入本文)。

[0263] 教导UNA制备的代表性美国专利公开包括但不限于US8,314,227；和美国专利公开

号2013/0096289；2013/0011922；和2011/0313020，其中每一个的全部内容在此通过引用并

入本文。

[0264] 本公开的RNAi剂还可以包含一种或多种“环己烯核酸”或(“CeNA”)。CeNA是核苷酸

类似物，其中DNA的呋喃糖部分被环己烯环取代。在DNA链中加入环己烯基核苷增加了DNA/

RNA杂合体的稳定性。CeNA对血清中的降解稳定，CeNA/RNA杂合体能够激活大肠杆菌RNase 

H，导致RNA链断裂。(参见，Wang等，Am.Chem.Soc.2000,122,36,8595–8602，通过引用并入本

文)。

[0265] 对RNA分子末端的潜在稳定修饰可以包括N‑(乙酰氨基己酰基)‑4‑羟基脯氨酸

(Hyp‑C6‑NHAc)、N‑(己酰基‑4‑羟基脯氨酸(Hyp‑C6)、N‑(乙酰基‑4‑羟基脯氨酸)(Hyp‑

NHAc)、胸苷‑2’‑O‑脱氧胸苷(乙醚)、N‑(氨基己基)‑4‑羟脯氨酸(Hyp‑C6‑氨基)、2‑二十二

碳酰尿苷‑3’‑磷酸酯、倒碱基dT(idT)及其他。这种修饰的公开内容可以在WO  2011/005861

中找到。

[0266] 本公开的RNAi剂的其他修饰包括5’磷酸或5’磷酸模拟物，例如RNAi剂反义链上的

5’末端磷酸或磷酸模拟物。合适的磷酸模拟物公开于例如US2012/0157511中，其全部内容

通过引用并入本文。A.包含本公开的基序的修饰的RNAi剂

[0267] 在本公开的某些方面中，本公开的双链RNAi剂包含具有化学修饰的剂，例如在WO 

2013/075035中公开的，其全部内容通过引用并入本文。如本文和WO  2013/075035中所示，

通过将三个连续核苷酸上的三个相同修饰的一个或多个基序引入RNAi剂的有义链或反义

链，特别是在切割位点上或附近，可以获得更好的结果。在一些实施方式中，RNAi剂的有义
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链和反义链可以另外地被完全修饰。这些基序的引入会中断有义链或反义链的修饰模式

(如果存在)。RNAi剂可以任选地与亲脂性配体，例如C16配体缀合，例如在有义链上。RNAi剂

可以任选地用(S)‑二醇核酸(GNA)修饰修饰，例如在反义链的一个或多个残基上。产生的

RNAi剂具有优异的基因沉默活性。

[0268] 因此，本公开提供了能够在体内抑制靶基因(例如，LRRK2基因)表达的双链RNAi

剂。RNAi剂包含有义链和反义链。RNAi剂的每条链长度为15‑30个核苷酸。例如，每条链长度

为16‑30个核苷酸、长度为17‑30个核苷酸、长度为25‑30个核苷酸、长度为27‑30个核苷酸、

长度为17‑23个核苷、长度为17‑21个核苷酸酸、长度为17‑19个核苷酸、长度为19‑25个核苷

酸、长度为19‑23个核苷酸、长度为19‑21个核苷酸、长度为21‑25个核苷酸、或长度为21‑23

个核苷酸。在某些实施方式中，每条链长度为19‑23个核苷酸。

[0269] 有义链和反义链通常形成双链体双链RNA(“dsRNA”)，在本文中也称为“RNAi剂”。

RNAi剂的双链体区长度为15‑30个核苷酸对。例如，双链体区可以是长度为16‑30个核苷酸

对、长度为17‑30个核苷酸对、长度为27‑30个核苷酸对、长度为17‑23个核苷酸对、长度为

17‑21个核苷酸对、长度为17‑19个核苷酸对、长度为19‑25个核苷酸对、长度为19‑23个核苷

酸对、长度为19‑21个核苷酸对、长度为21‑25个核苷酸对、或长度为21‑23个核苷酸对。在另

一个例子中，双链体区域选自长度为15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26和27个核苷

酸。在优选的实施方式中，双链体区域的长度为19‑21个核苷酸。

[0270] 在一个实施方式中，RNAi剂可以在一条或两条链的3’端、5’端或两端包含一个或

多个突出端区域或加帽基团。突出端长度为1‑6个核苷酸，例如长度2‑6个核苷酸，长度1‑5

个核苷酸、长度2‑5个核苷酸、长度1‑4个核苷酸、长度2‑4个核苷酸、长度1‑3个核苷酸、长度

2‑3个核苷酸或长度1‑2个核苷酸。在优选的实施方式中，核苷酸突出端区域长度为2个核苷

酸。突出端可能是一条链比另一条链长的结果，或两条相同长度的链交错的结果。突出端可

以与靶mRNA形成错配，或者它可以与被靶向的基因序列互补，或者可以是另一个序列。第一

和第二条链也可以例如通过额外的碱基连接以形成发夹，或通过其他无碱基接头连接。

[0271] 在一个实施方式中，RNAi剂的突出端区域中的核苷酸可以各自独立地是修饰的或

未修饰的核苷酸，其包括但不限于2’‑糖修饰，例如2‑F、2’‑O‑甲基、胸苷(T)及其任何组合。

[0272] 例如，TT可以是任一链上的任一末端的突出端序列。突出端可以与靶mRNA形成错

配，或者它可以与被靶向的基因序列互补，或者可以是另一个序列。

[0273] RNAi剂的有义链、反义链或两条链上的5’或3’突出端可能被磷酸化。在一些实施

方式中，突出端区域包含两个核苷酸，在这两个核苷酸之间具有硫代磷酸酯，其中两个核苷

酸可以是相同或不同的。在一个实施方式中，突出端存在于有义链、反义链或两条链的3’

端。在一个实施方式中，3’突出端存在于反义链上。在一个实施方式中，3’突出端存在于有

义链上。

[0274] RNAi剂可能只包含一个突出端，其可以增强RNAi的干扰活性而不影响其整体稳定

性。例如，单链突出端可以位于有义链的3’末端，或者反义链的3’末端。RNAi也可以有一个

平端，位于反义链的5’端(或有义链的3’端)，反之亦然。通常，RNAi的反义链在3’端有核苷

酸突出端，并且5’端是平端。尽管不希望受理论束缚，反义链的5’末端的不对称平端和反义

链的3’末端突出端有利于指导链加载到RISC过程。

[0275] 在一个实施方式中，RNAi剂是长度为19个核苷酸的双端平聚体，其中有义链在从
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5’端起的7、8、9位上的三个连续核苷酸上包含至少一个三个2’‑F修饰的基序。反义链在从

5’端起的11、12、13位的三个连续核苷酸上包含至少一个三个2’‑O‑甲基修饰的基序。

[0276] 在另一个实施方式中，RNAi剂是长度为20个核苷酸的双端平聚体，其中有义链在

从5’端起的8、9、10位上的三个连续核苷酸包含至少一个三个2’‑F修饰的基序。反义链在从

5’端起的11、12、13位的三个连续核苷酸上包含至少一个三个2’‑O‑甲基修饰的基序。

[0277] 在另一个实施方式中，RNAi剂是长度为21个核苷酸的双端平聚体，其中有义链在

从5’端起的9、10、11位上的三个连续核苷酸包含至少一个三个2’‑F修饰的基序。反义链在

从5”端起的11、12、13位的三个连续核苷酸上包含至少一个三个2’‑O‑甲基修饰的基序。

[0278] 在一个实施方式中，RNAi剂包含21个核苷酸的有义链和23个核苷酸的反义链，其

中有义链包含从5’端起的9、10、11位上的三个连续核苷酸包含至少一个三个2’‑F修饰的基

序；反义链包含从5’端起的11、12、13位上的三个连续核苷酸包含至少一个三个2’‑O‑甲基

修饰的基序，其中RNAi剂的一端是平端，而另一端包含2个核苷酸突出端。优选地，2个核苷

酸突出端在反义链的3’端。当2个核苷酸突出端在反义链的3’端时，末端三个核苷酸之间可

以由两个硫代磷酸酯核苷间键，其中三个核苷酸中的两个是突出端核苷酸，并且第三个核

苷酸是与突出端核苷酸相邻的配对核苷酸。在一个实施方式中，RNAi剂在有义链的5’端和

反义链的5’端的末端三个核苷酸之间另外具有两个硫代磷酸酯核苷酸间键。在一个实施方

式中，RNAi剂的有义链和反义链上的每个核苷酸，包括作为基序一部分的核苷酸，都是修饰

的核苷酸。在一个实施方式中，每个残基独立地被2’‑甲基或2’‑氟修饰，例如在交替基序

中。任选地，RNAi剂还包含配体(例如亲脂性配体，任选地C16配体)。

[0279] 在一个实施方式中，RNAi剂包含有义链和反义链，其中有义链的长度为25‑30个核

苷酸残基，其中从5’末端核苷酸(位置1)开始，位置1至23包含至少8个核糖核苷酸；反义链

长度为36‑66个核苷酸残基，从3’末端核苷酸开始，在与有义链1‑23位配对的位置包含至少

8个核糖核苷酸以形成双链体；其中反义链的至少3’末端核苷酸与有义链不配对，并且多达

6个连续的3’末端核苷酸与有义链不配对，从而形成1‑6个核苷酸的3’单链突出端；其中反

义链的5’末端包含10‑30个不与有义链配对的连续核苷酸，从而形成10‑30个核苷酸单链5’

突出端；其中当有义链和反义链对齐以获得最大互补性时，至少有义链5’末端和3’末端核

苷酸与反义链的核苷酸碱基配对，从而在有义链和反义链之间形成基本上双链的区域；并

且反义链与反义链的至少19个核糖核苷酸的靶RNA充分互补，以在将双链核酸引入哺乳动

物细胞时降低靶基因表达；并且其中有义链在三个连续核苷酸上包含至少一个三个2’‑F修

饰的基序，其中至少一个基序出现在切割位点处或附近。反义链在切割位点上或附近的三

个连续核苷酸上包含至少一个三个2’‑O‑甲基修饰的基序。

[0280] 在一个实施方式中，RNAi剂包含有义链和反义链，其中RNAi剂包含长度为至少25

个且至多29个核苷酸的第一链和长度至多30个核苷酸的第二链以及从5’端起的11、12、13

位三个连续核苷酸上的三个2’‑O‑甲基修饰的至少一个基序；其中第一链的3’端和第二链

的5’端形成平端，第二链的3’端比第一链长1‑4个核苷酸，其中至少25个核苷酸长度的双链

体区域区域和第二链沿第二链长度的至少19个核苷酸与靶mRNA充分互补，以在将RNAi剂引

入哺乳动物细胞时降低靶基因表达,并且其中RNAi剂的二聚体切割优先导致包含第二条链

的3’末端的siRNA，从而降低哺乳动物中靶基因的表达。任选地，RNAi剂还包含配体。

[0281] 在一个实施方式中，RNAi剂的有义链在三个连续核苷酸上包含至少一个三个相同
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修饰的基序，其中一个基序出现在有义链的切割位点处。

[0282] 在一个实施方式中，RNAi剂的反义链还可以在三个连续核苷酸上包含至少一个三

个相同修饰的基序，其中一个基序出现在反义链的切割位点处或附近。

[0283] 对于具有17‑23个核苷酸的双链体区域的RNAi剂，反义链的切割位点通常在5’端

的10、11、12位附近。因此，三个相同修饰的基序可以发生在反义链的9、10、11位；11、12、13

位；12、13、14位；或13、14、15位，从反义链的5’端的第一个核苷酸开始计数，或从反义链的

5’端的双链体区域内的第一对核苷酸开始计数。反义链的切割位点也可以根据RNAi  5’端

的双链体区长度而变化。

[0284] RNAi剂的有义链可以在链的切割位点处的三个连续核苷酸上包含至少一个三个

相同修饰的基序；并且反义链可以在链的切割位点处或附近的三个连续核酸上具有三个相

同修饰的至少一个基序。当有义链和反义链形成dsRNA双链体时，有义链和反义链可以如此

排列，使得有义链上一个三个核苷酸的基序和反义链上一个三个核苷酸的基序具有至少一

个核苷酸重叠，即有义链中基序的是哪个核苷酸中的至少一个与反义链中基序的三个核苷

酸中的至少一个形成碱基对。或者，至少两个核苷酸重叠，或所有三个核苷酸都重叠。

[0285] 在一个实施方式中，RNAi剂的有义链可以在三个连续的核苷酸上包含一个或以上

三个相同修饰的基序。第一个基序可以出现在链的切割位点处或附近并且另一个基序可以

是翼修饰。本文中的术语"翼修饰"指在链的另一部分出现的基序，其余在相同链的切割位

点处或附近的基序分离。翼修饰与第一基序相邻或被至少一个或多个核苷酸分开。当基序

彼此直接相邻时，基序的化学性质彼此不同，并且当基序被一个或多个核苷酸分隔时，化学

形式可以相同或不同。存在两个或更多翼修饰。例如，当存在两个翼修饰时，每个翼修饰可

以发生在相对于位于或靠近切割位点的第一基序的一端，或在前导基序的任一侧。

[0286] 与有义链一样，RNAi剂的反义链可以在三个连续核苷酸上包含一个以上三个相同

修饰的基序，其中是指一个基序出现在链的切割位点处或附近。该反义链还可以包含一个

或多个与可能存在于有义链的翼修饰相似的排列方式的翼修饰。

[0287] 在一个实施方式中，RNAi剂的有义链或反义链上的翼修饰通常不包括链的3’端、

5’端或两端的第一个或两个末端核苷酸。

[0288] 在另一个实施方式中，RNAi剂的有义链或反义链的翼修饰通常不包括链的3’端、

5’端或两端的第一个或两个配对的核苷酸。

[0289] 当RNAi剂的有义链和反义链各自包含至少一个翼修饰时，翼修饰可以落在双链体

区域的同一端，并且具有一个、两个或三个核苷酸的重叠。

[0290] 当RNAi剂的有义链和反义链各自包含至少两个翼修饰时，有义链和反义链可以如

此排列，使得来自一条链的两个修饰落在双链体区域的一端，具有一个、两个或三个核苷酸

的重叠；来自一条链的两个修饰落在双链体区域的另一端，具有一个、两个或三个核苷酸的

重叠；一条链的两个修饰落在前导基序的每一侧，在双链体区域具有一个、两个或三个核苷

酸的重叠。

[0291] 在一个实施方式中，RNAi剂包含与靶点、双链体内或其组合的错配。错配可能发生

在突出端区域或双链体区。碱基对可以根据它们促进解离或熔化的倾向进行排序(例如，根

据特定配对的结合或解离自由能，最简单的方法是在单个配对的基础上检查配对，尽管也

可以使用下一个相邻或类似的分析)。在促进解离方面：A:U优于G:C；G:U优于G:C；并且I:C
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优于G:C(I＝肌苷)。错配，例如非标准或不同于标准的配对(如本文别处所述)优于标准(A:

T、A:U、G:C)配对；并且包含通用碱基的配对优于标准配对。

[0292] 在一个实施方式中，RNAi剂包含独立地选自以下组的反义链5’端的双链体区域内

的前1、2、3、4或5个碱基对中的至少一个：A:U、G:U、I:C，和错配对，例如非标准或不同于标

准的配对或包含通用碱基的配对，以促进反义链在双链体5’端的解离。

[0293] 在一个实施方式中，从反义链5’端开始的双链体区域内的1位核苷酸选自A、dA、

dU、U和dT。或者，从反义链的5’端开始的双链体区域内的第1、2或3个碱基对中的至少一个

是AU碱基对。例如，从反义链的5’端开始的双链体区域内的第一对碱基对是AU碱基对。

[0294] 在另一个实施方式中，有义链的3’端的核苷酸是脱氧胸苷(dT)。在另一个实施方

式中，反义链的3’端的核苷酸是脱氧胸苷(dT)。在一个实施方式中，有一个短序列的脱氧胸

苷核苷酸，例如在有义链或反义链3’端的两个dT核苷酸。

[0295] 在一个实施方式中，有义链序列可以由式(I)表示：

[0296] 5'np‑Na‑(X  X  X)i‑Nb‑Y  Y  Y‑Nb‑(Z  Z  Z)j‑Na‑nq  3'   (I)

[0297] 其中：

[0298] i和j各自独立地为0或1；

[0299] p和q各自独立地为0‑6；

[0300] 每个Na独立地代表包含0‑25个修饰的核苷酸的寡核苷酸序列，每个序列包含至少

两个不同修饰的核苷酸；

[0301] 每个Nb独立地代表包含0‑10个修饰核苷酸的寡核苷酸序列；

[0302] 每个np和nq独立地代表突出端核苷酸；

[0303] 其中Nb和Y不具有相同的修饰；并且

[0304] XXX、YYY和ZZZ各自独立地代表三个连续核苷酸上三个相同修饰的一个基序。优选

地YYY是所有2’‑F修饰的核苷酸。

[0305] 在一个实施方式中，Na或Nb包含交替模式的修饰。

[0306] 在一个实施方式中，YYY基序出现在有义链的切割位点处或附近。例如，当RNAi剂

具有长度为17‑23个核苷酸的双链体区域时，YYY基序可以发生在有义链的切割位点处或其

附近(例如，可以发生在位置6、7、8、7、8、9、8、9、10、9、10、11、10、11、12或11、12、13)，从5’端

的第一个核苷酸开始计数；或可选地，从双链体区域内的第一个配对的核苷酸开始计数，从

5’端开始。

[0307] 在一个实施方式中，i是1并且j是0，或者i是0并且j是1，或和j都是1。因此，有义链

可以用以下公式表示：

[0308] 5'np‑Na‑YYY‑Nb‑ZZZ‑Na‑nq  3'   (Ib)；

[0309] 5'np‑Na‑XXX‑Nb‑YYY‑Na‑nq  3'   (Ic)；或者

[0310] 5'np‑Na‑XXX‑Nb‑YYY‑Nb‑ZZZ‑Na‑nq  3'   (Id)。

[0311] 当有义链由式(Ib)表示时，Nb表示包含0‑10、0‑7、0‑5、0‑4、0‑2或0个修饰的核苷

酸的寡核苷酸序列。

[0312] 每个Na独立地代表包含2‑20、2‑15或2‑10个修饰的核苷酸的寡核苷酸序列。

[0313] 当有义链由式(Ic)表示时，Nb表示包含0‑10、0‑7、0‑10、0‑7、0‑5、0‑4、0‑2或0个修

饰的核苷酸的寡核苷酸序列。每个Na可以独立地代表包含2‑20、2‑15或2‑10个修饰的核苷
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酸的寡核苷酸序列。

[0314] 当有义链由式(Id)表示时，每个Nb独立地表示包含0‑10、0‑7、0‑5、0‑4、0‑2或0个

修饰的核苷酸的寡核苷酸序列。优选地，Nb是0、1、2、3、4、5或6。每个Na可以独立地代表包含

2‑20、2‑15或2‑10个修饰的核苷酸的寡核苷酸序列。

[0315] X、Y和Z中的每一个可以彼此相同或不同。

[0316] 在其他的实施方式中，i是0并且j是0，并且有义链可以有下式表示：

[0317] 5'np‑Na‑YYY‑Na‑nq  3'   (Ia)。

[0318] 当有义链由式(Ia)表示时，每个Na可以独立地表示包含2‑20、2‑15或2‑10个修饰

的核苷酸的寡核苷酸序列。

[0319] 在一个实施方式中，RNAi的反义链可以由式(II)表示：

[0320] 5'nq’‑Na′‑(Z’Z′Z′)k‑Nb′‑Y′Y′Y′‑Nb′‑(X′X′X′)l‑N′a‑np′3'   (II)

[0321] 其中：

[0322] k和l各自独立地为0或1；

[0323] p’和q’各自独立地为0‑6；

[0324] 每个Na’独立地表示包含0‑25个修饰的核苷酸的寡核苷酸序列，每个序列包含至

少两个不同修饰的核苷酸；

[0325] 个Nb’独立地表示包含0‑10个修饰的核苷酸的寡核苷酸序列；

[0326] 每个np’和nq’独立地表示突出端核苷酸；

[0327] 其中Nb’和Y’不具有相同修饰；

[0328] 并且X’X’X’、Y’Y’Y’和Z’Z’Z’各自独立地表示在三个连续核苷酸上的三个相同修

饰的一个基序。

[0329] 在一个实施方式中，Na’或Nb’包含交替模式的修饰。

[0330] Y’Y’Y’基序出现在反义链的切割位点处或附近。例如，当RNAi剂具有长度为17‑23

个核苷酸的双链体区域时，Y’Y’Y’基序可以发生在反义链的位置9、10、11；10、11、12；11、

12、13；12、13、14；或13、14、15，从5’端开始的第一个核苷酸开始计数；或可选地，从双链体

区域内的5’端第一个配对的核苷酸开始计数。优选地，Y’Y’Y’基序发生在位置11、12、13。

[0331] 在一个实施方式中，Y’Y’Y’基序都是2’‑OMe修饰的核苷酸。

[0332] 在一个实施方式中，k是1并且l是0，或k是0并且l是1，或k和l都是1。

[0333] 因此，反义链可以用下式表示：

[0334] 5'nq’‑Na′‑Z′Z′Z′‑Nb′‑Y′Y′Y′‑Na′‑np’3'   (IIb)；

[0335] 5'nq’‑Na′‑Y′Y′Y′‑Nb′‑X′X′X′‑np’3'   (IIc)；或

[0336] 5'nq’‑Na′‑Z′Z′Z′‑Nb′‑Y′Y′Y′‑Nb′‑X′X′X′‑Na′‑np’3'   (IId)。

[0337] 当反义链由式(IIb)表示时，Nb’表示包含0‑10、0‑7、0‑5、0‑4、0‑2或0个修饰的核

苷酸的寡核苷酸序列。每个Na’独立地代表包含2‑20、2‑15或2‑10个修饰的核苷酸的寡核苷

酸序列。

[0338] 当反义链由式(IIc)表示时，Nb’表示包含0‑10、0‑7、0‑5、0‑4、0‑2或0个修饰的核

苷酸的寡核苷酸序列。每个Na’独立地代表包含2‑20、2‑15或2‑10个修饰的核苷酸的寡核苷

酸序列。

[0339] 当反义链由式(IId)表示时，每个Nb’独立地表示包含0‑10、0‑7、0‑10、0‑7、0‑5、0‑
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4、0‑2或0个修饰的核苷酸的寡核苷酸序列。每个Na’独立地代表包含2‑20、2‑15或2‑10个修

饰的核苷酸的寡核苷酸序列。优选地，Nb是0、1、2、3、4、5或6。

[0340] 在其他实施方式中，k是0并且l是0，且反义链可由下式表示：

[0341] 5'np’‑Na’‑Y’Y’Y’‑Na’‑nq’3'   (Ia)。

[0342] 当反义链由式(IIa)表示时，每个Na’独立地表示包含2‑20、2‑15或2‑10个修饰的

核苷酸的寡核苷酸序列。

[0343] X’、Y’和Z’中的每一个可以彼此相同或不同。

[0344] 有义链和反义链的每个核苷酸可以独立地用LNA、HNA、CeNa、2’‑甲氧基乙基、2’‑

O‑甲基、2’‑O‑烯丙基、2’‑C‑烯丙基、2’‑羟基，或2’‑氟修饰。例如，有义链和反义链的每个

核苷酸都独立地用2’‑O‑甲基或2’‑氟修饰。特别是，每个X、Y、Z、X’、Y’和Z’可以代表2’‑O‑

甲基修饰或2’‑氟修饰。

[0345] 在一个实施方式中，当双链体区域为21nt时，RNAi剂的有义链可以包含发生在有

义链的9、10和11位的YYY基序，从5’端的第一个核苷酸开始计数，或任选地，从双链体区域

内的第一个配对的核苷酸开始计数，从5’端开始；并且Y表示2’‑F修饰。有义链可以另外包

含XXX基序或ZZZ基序作为双链体区域另一端的翼修饰；XXX和ZZZ各自独立地代表2’‑OMe修

饰或2’‑修饰。

[0346] 在一个实施方式中，反义链可以包含出现在链的位置11、12、13的Y’Y’Y’基序，从

5’端的第一个核苷酸开始计数，或任选地，从双链体区域内的第一个配对的核苷酸开始计

数，从5’端开始；并且Y’表示2’‑O‑甲基修饰。反义链可以另外包含X’X’X’基序或Z’Z’Z’基

序作为双链体区域另一端的翼修饰；并且X’X’X’和Z’Z’Z’各自独立地代表2’‑OMe修饰或

2’‑F修饰。

[0347] 由上述式(Ia)、(Ib)、(Ic)和(Id)中任一式表示的有义链与由式(IIa)、(IIb)、

(IIb)、(IIc)和(IId)中任一式表示的反义链形成双链体。

[0348] 因此，用于本公开的方法的RNAi剂可包含有义链和反义链，每条链具有14至30个

核苷酸，RNAi双链体由式(III)表示：

[0349] 有义：5'np‑Na‑(X  X  X)i‑Nb‑Y  Y  Y‑Nb‑(Z  Z  Z)j‑Na‑nq  3'

[0350] 反义：3'np’‑Na’‑(X’X′X′)k‑Nb’‑Y′Y′Y′‑Nb’‑(Z′Z′Z′)l‑Na’‑nq’5'   (III)

[0351] 其中：

[0352] i、j、k和l各自独立地为0或1；

[0353] p、p’、q和q’各自独立地为0‑6；

[0354] 每个Na和Na’独立地代表包含0‑25个修饰的核苷酸的寡核苷酸序列，每个序列包含

至少两个不同修饰的核苷酸；

[0355] 每个Nb和Nb’独立地代表包含0‑10个修饰的核苷酸的寡核苷酸序列；

[0356] 其中

[0357] 每个np’、np、nq’和nq，它们中的每一个可能存在或可能不存在，独立地代表突出端

核苷酸；和

[0358] XXX、YYY、ZZZ、X’X’X’、Y’Y’Y’和Z’Z’Z’各自独立地代表三个连续核苷酸上三个相

同修饰的一个基序。

[0359] 在一个实施方式中，i是0和j是0；或i是1和j是0；或i是0和j是1；或i和j都是0；或i
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和j都是1。在另一个实施方式中，k是0和l是0；或k是1和l是0；k是0和l是1；或k和l都是0；或

k和l都是1。

[0360] 形成RNAi双链体的有义链和反义链的示例性组合包括下式：

[0361] 5’np‑Na‑Y  Y  Y‑Na‑nq  3’

[0362] 3’np’‑Na’‑Y’Y’Y’‑Na’nq’5’   (IIIa)

[0363] 5’np‑Na‑Y  Y  Y‑Nb‑Z  Z  Z‑Na‑nq  3’

[0364] 3’np’‑Na’‑Y’Y’Y’‑Nb’‑Z’Z’Z’‑Na’nq’5’   (IIIb)

[0365] 5’np‑Na‑X  X  X‑Nb‑Y  Y  Y‑Na‑nq  3’

[0366] 3’np’‑Na’‑X’X’X’‑Nb’‑Y’Y’Y’‑Na’‑nq’5’   (IIIc)

[0367] 5’np‑Na‑X  X  X‑Nb‑Y  Y  Y‑Nb‑Z  Z  Z‑Na‑nq  3’

[0368] 3’np’‑Na’‑X’X’X’‑Nb’‑Y’Y’Y’‑Nb’‑Z’Z’Z’‑Na‑nq’5’   (IIId)

[0369] 当RNAi剂由式(IIIa)表示时，每个Na独立地表示包含2‑20、2‑15或2‑10个修饰的

核苷酸的寡核苷酸序列。

[0370] 当RNAi剂由式(IIIb)表示时，每个Nb独立地表示包含1‑10、1‑7、1‑5或1‑4个修饰

的核苷酸的寡核苷酸序列。每个Na独立地表示包含2‑20、2‑15或2‑10个修饰的核苷酸的寡

核苷酸序列。

[0371] 当RNAi剂由式(IIIc)表示时，每个Nb、Nb’独立地表示包含0‑10、0‑7、0‑10、0‑7、0‑

5、0‑4、0‑2或0个修饰的核苷酸的寡核苷酸序列。每个Na独立地表示包含2‑20、2‑15或2‑10

个修饰的核苷酸的寡核苷酸序列。

[0372] 当RNAi剂由式(IIId)表示时，每个Nb、Nb’独立地表示包含0‑10、0‑7、0‑10、0‑7、0‑

5、0‑4、0‑2或0个修饰的核苷酸的寡核苷酸序列。每个Na、Na’独立地代表包含2‑20、2‑15或2‑

10个修饰的核苷酸的寡核苷酸序列。Na、Na’、Nb和Nb’各自独立地包含交替模式的修饰。

[0373] 在一个实施方式中，当RNAi剂由式(IIId)表示时，Na修饰是2’‑O‑甲基或2’‑氟修

饰。在另一个实施方式中，当RNAi剂由式(IIId)表示时，Na修饰是2’‑O‑甲基或2’‑氟修饰和

np’>0并且至少一个np’通过硫代磷酸酯键连接到相邻的核苷酸。在又一个实施方式中，当

RNAi剂由式(IIId)表示时，Na修饰是2’‑O‑甲基或2’‑氟修饰，np’>0且至少一个np’通过硫代

磷酸酯键连接到相邻的核苷酸，以及有义通过二价或三价支链接头与一个或多个C16(或相

关)部分缀合(如下所述)。在另一个实施方式中，当RNAi剂由式(IIId)表示时，Na修饰是2’‑

O‑甲基或2’‑氟修饰，np’>0且至少一个np’通过硫代磷酸酯键连接到相邻的核苷酸，有义链

包含至少一个硫代磷酸酯键，并且有义链与一个或多个亲脂性部分(例如，C16(或相关)部

分)缀合，任选地通过二价或三价接头连接。

[0374] 在一个实施方式中，当RNAi剂由式(IIIa)表示时，Na修饰是2’‑O‑甲基或2’‑氟修

饰，np’>0并且至少一个np’通过硫代磷酸酯键连接到相邻的核苷酸，有义链包含至少一个硫

代磷酸酯键，并且有义链通过二价或三价支链接头与一个或多个亲脂性部分(例如，C16(或

相关)部分)缀合。

[0375] 在一个实施方式中，RNAi剂是包含至少两个由式(III)、(IIIa)、(IIIb)、(IIIc)和

(IIId)表示的双链体的多聚体，其中双链体通过接头连接。接头可以是可切割的或不可切

割的。任选地，多聚体还包含配体。每个多聚体可以靶向相同基因或两个不同的基因；或每

个多聚体可以在两个不同靶点位靶向相同的基因。
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[0376] 在一个实施方式中，RNAi剂是包含三个、四个、五个、六个或更多个由式(III)、

(IIIa)、(IIIb)、(IIIc)和(IIId)表示双链体的多聚体，其中双链体通过接头连接。接头可

以是可切割的或不可切割的。任选地，多聚体还包含配体。每个多聚体可以靶向相同基因或

两个不同的基因；或每个多聚体可以在两个不同靶点位靶向相同的基因。

[0377] 在一个实施方式中，由式(III)、(IIIa)、(IIIb)、(IIIc)和(IIId)表示的两个RNAi

剂在5’端和一个或两个3’端相互连接，并任选地与配体缀合。每种剂可以靶向相同基因或

两个不同的基因；或每种剂可以在两个不同靶点位靶向相同的基因。

[0378] 各种出版物描述了可用于本公开的方法的多聚体RNAi剂。这样的出版物包括

WO2007/091269、WO2010/141511、WO2007/117686、WO2009/014887和WO2011/031520；和

US7858769，其中每一个的全部内容在此通过引用并入本文。

[0379] 在某些实施方式中，本公开的组合物和方法包括如本文所述的RNAi剂的乙烯膦酸

酯(VP)修饰。在示例性实施方式中，本公开的乙烯膦酸酯具有以下结构：

[0380]

[0381] 本公开的乙烯膦酸酯可以连接至本公开的dsRNA的反义链或有义链。在某些实施

方式中，本公开的乙烯膦酸酯连接至dsRNA的反义链，任选地在dsRNA反义链的5’端。dsRNA

剂可以在有义链或反义链的5’端包含含磷基团。5’端含磷基团可以是5’端磷酸酯(5’‑P)、

5’端硫代磷酸酯(5’‑PS)、5’端二硫代磷酸酯(5’‑PS2)、5’端乙烯膦酸酯(5’‑VP)、5’端甲基

膦酸酯(MePhos)或5’‑脱氧‑5’‑C‑丙二酰基。当5’端含磷基团是5’端乙烯膦酸酯(5’‑VP)

时，5’‑VP可以是5’‑E‑VP异构体(即，反式乙烯膦酸酯)、5’‑Z‑VP异构体(即，顺式乙烯膦酸

酯)或其混合物。

[0382] 例如，当磷酸酯模拟物是5’‑乙烯膦酸酯(VP)时，5’端核苷酸可以具有下述结构，

[0383]

[0384] 其中*表示连接相邻核苷酸的5’位置的键的位置；

[0385] R是氢、羟基、甲氧基或氟(例如，羟基)；和

[0386] B是核碱基或修饰的核碱基，任选地其中B是腺嘌呤、鸟嘌呤、胞嘧啶、胸苷或尿嘧

啶。

[0387] 磷酸乙烯酯修饰亦考虑用于本发明的组合物和方法。示例性磷酸乙烯酯结构为：

[0388]
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[0389] i.热不稳定的修饰

[0390] 在某些实施方式中，dsRNA分子可以通过在反义链的种子区结合热不稳定修饰来

优化RNA干扰。如在本文中所使用的，“种子区”是指在参考链的5’末端的位置2‑9。例如，可

以在反义链的种子区中掺入热不稳定修饰以减少或抑制脱靶基因沉默。

[0391] 术语“热不稳定的修饰”包括这样的修饰，该修饰将导致具有比没有这种修饰的

dsRNA的Tm更低的总解链温度(Tm)的dsRNA。例如，热不稳定的修饰可以使dsRNA的Tm降低1–

4℃，如1、2、3或4摄氏度。并且，术语“热不稳定的核苷酸”指包含一个或多个热不稳定的修

饰的核苷酸。

[0392] 已经发现，具有反义链的dsRNA在反义链从5’端开始计数的前9个核苷酸位置内包

含至少一个双链体的热不稳定的修饰，具有降低的脱靶基因沉默活性。因此，在一些实施方

式中，反义链在反义链的5’区域的前9个核苷酸位置内包含至少一个(例如，一个、两个、三

个、四个、五个或更多)热不稳定的修饰的双链体。在一些实施方式中，一个或多个热不稳定

的修饰的双链体位于反义链5’端的位置2‑9，如位置4‑8。在一些进一步的实施方式中，双连

体的热不稳定的修饰位于反义链5’端的位置6、7或8。在又一些进一步的实施方式中，双链

体的热不稳定的修饰位于反义链5’端的位置7。在一些实施方式中，双链体的热不稳定的修

饰位于反义链5’端的位置2、3、4、5或9。

[0393] 热不稳定的修饰可以包括但不限于无碱基修饰；与相反链中的相反核苷酸的错

配；和糖修饰，例如2’‑脱氧修饰或无环核苷酸，例如，非锁核酸(UNA)或二醇核酸(GNA)。

[0394] 示例性的无碱基修饰包括但不限于以下：

[0395]

[0396] 其中R＝H、Me、Et或OMe；R’＝H、Me、Et或OMe；R”＝H、Me、Et或OMe

[0397]

[0398] 其中B是修饰的或未修饰的核碱基。

[0399] 示例性的糖修饰包括但不限于以下：
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[0400]

[0401]

[0402] 其中B是修饰的或未修饰的核碱基。

[0403] 在一些实施方式中，双链体的热不稳定性修饰选自以下：
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[0404]

[0405] 其中B是修饰或未修饰的核碱基并且每个结构上的星号代表R、S或外消旋体。

[0406] 术语“无环核苷酸”指具有无环核糖的任何核苷酸，例如，其中核糖碳之间的任何

键(例如，C1’‑C2’、C2’‑C3’、C3’‑C4’、C4’‑O4’、或C1’‑O4’)不存在或至少有一个核糖碳或

氧(例如，C1’、C2’、C3’、C4’或O4’)独立地或组合地不存在于核苷酸中。在一些实施方式中，

无环核苷酸是

其中B是修饰或未修饰的核碱基，R1和R2独立地是H、卤素、OR3或烷基；R3是H、环烷基、芳基、

芳烷基、杂芳基或糖)。无环衍生物在不影响Watson‑Crick配对的情况下提供了更大的主链

柔性。无环核苷酸可以通过2’‑5’或3’‑5’键连接。

[0407] 术语“GNA”指二醇核酸，其是一种类似于DNA或RNA的聚合物，但其“主链”的组成不

同，它由通过磷酸二酯键连接的重复甘油单元组成：

[0408]

[0409] 双链体的热不稳定的修饰可以是热不稳定的核苷酸与dsRNA双链体中相反链中的

相反核苷酸之间的错配(即非互补碱基对)。示例性错配碱基对包括G:G、G:A、G:U、G:T、A:A、

A:C、C:C、C:U、C:T、U:U、T:T、U:T或其组合。本领域已知的其他错配碱基对也适用于本发明。
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错配可以发生在天然存在的核苷酸或修饰的核苷酸的核苷酸之间，即错配碱基对可以发生

在来自各个核苷酸的核碱基之间，而与核苷酸的核糖上的修饰无关。在某些实施方式中，

dsRNA分子在错配对中包含至少一个核碱基，即2’‑脱氧核碱基；例如2’‑脱氧核碱基位于有

义链中。

[0410] 在一些实施方式中，反义链的种子区中双链体的热不稳定的修饰包括与靶mRNA上

的互补碱基的Watson‑Crick氢键合受损的核苷酸，例如：

[0411]

[0412] 无碱基核苷酸、无环核苷酸修饰(包括UNA和GNA)和错配修饰的更多例子已在WO 

2011/133876中详细描述，其通过引用整体并入本文。热不稳定的修饰还可以包括通用碱

基，其与相对碱基形成氢键的能力降低或消除，以及磷酸修饰。

[0413] 在一些实施方式中，双链体的热不稳定的修饰包括具有非标准碱基的核苷酸，例

如但不限于具有受损或完全消除与相反连中碱基形成氢键能力的核碱基修饰。如WO  2010/

0011895中所述，已经评估了这些核碱基修饰对dsRNA双链体的中心区域的去稳定化，其通

过引用整体并入本文。示例性核碱基修饰是：

[0414]

[0415] 在一些实施方式中，反义链的种子区中双链体的热不稳定的修饰包括与靶mRNA上

碱基互补的一个或多个α‑核苷酸，如：
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[0416]

[0417] 其中R是H、OH、OCH3、F、NH2、NHMe、NMe2或O‑烷基。

[0418] 与天然磷酸二酯键相比，已知会降低dsRNA双链体的热稳定性的示例性磷酸修饰

是：

[0419]

[0420] R基团的烷基可以是C1‑C6烷基。R基团的具体烷基包括但不限于甲基、乙基、丙基、

异丙基、丁基、戊基和己基。

[0421] 如本领域技术人员将认识到的，鉴于核碱基的功能作用是定义本公开的RNAi剂的

特异性，虽然核碱基修饰可以如本文所述的各种方法进行，例如以将去稳定化修饰引入本

公开的RNAi剂，例如为了相对于脱靶效应增强给靶效应，对于非核碱基修饰，例如对多核糖

核苷酸的糖基或磷酸主链的修饰，可用且通常存在于本公开的RNAi剂上的修饰范围往往更

大。此类修饰在本公开的其他部分中进行了更详细的描述，并且明确考虑了本公开的RNAi

剂，其具有天然核碱基或如上文或本文其他地方所述的修饰的核碱基。

[0422] 除了包含热不稳定的修饰的反义链，dsRNA还可以包含一个或多个稳定修饰。例

如，dsRNA可以包含至少两个(例如，两个、三个、四个、五个、六个、七个、八个、九个、十个或

更多)稳定修饰。没有限制，稳定修饰都可以存在于一条链中。在一些实施方式中，有义链和

反义链都包含至少两个稳定修饰。稳定修饰可以发生在有义链或反义链的任何核苷酸上。

例如，稳定修饰可以发生在有义链或反义链上的每个核苷酸上；每个稳定修饰可以以交替

模式发生在有义链或反义链上；或有义链和反义链都包含交替模式的稳定修饰。有义链上

的稳定修饰的交替模式可以与反义链上稳定修饰的交替模式相同或不同，并且有义链上的

稳定修饰的交替模式可以相对于反义链上的稳定修饰的交替模式有偏移。

[0423] 在一些实施方式中，反义链包含至少两个(例如，两个、三个、四个、五个、六个、七

个、八个、九个、十个或更多)稳定修饰。没有限制，反义链中的稳定修饰可以存在于任何位

置。在一些实施方式中，反义包含从5’端开始的位置2、6、8、9、14和16处的稳定修饰。在一些

其他实施方式中，反义包含从5’端开始的位置2、6、14和16处的稳定修饰。在又一些其他实

施方式中，反义包含从5’端开始的位置2、14和16处的稳定修饰。

[0424] 在一些实施方式中，反义链包含至少一个与去稳定化修饰相邻的稳定修饰。例如，

稳定修饰可以是去稳定化修饰的5’端或3’端的核苷酸，即从去稳定化修饰的位置开始‑1或

+1位的核苷酸。在一些实施方式中，反义链在去稳定化修饰的5’端和3’端中的每一处包含

稳定修饰，即从去稳定化修饰的位置开始‑1和+1。

[0425] 在一些实施方式中，反义链在去稳定化修饰的3’端包含至少两个稳定修饰，即在

去稳定化修饰位置的+1和+2位。
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[0426] 在一些实施方式中，有义链包含至少两个(例如，两个、三个、四个、五个、六个、七

个、八个、九个、十个或更多)稳定修饰。没有限制，有义链中的稳定修饰可以存在于任何位

置。在一些实施方式中，有义链包含从5’端开始的位置7、10和11处的稳定修饰。在一些其他

实施方式中，有义链包含从5’端开始的位置7、9、10和11处的稳定修饰。在一些实施方式中，

有义链包含与从反义链的5’端开始计数的反义链的第11、12和15位相反或互补的位置处的

稳定修饰。在一些其他实施方式中，有义链包含与反义链上从反义链的5’端开始计数的第

11、12、13和15位相反或互补的位置处的稳定修饰。在一些实施方式中，有义链包含一组两

个、三个或四个稳定修饰。

[0427] 在一些实施方式中，有义链在与反义链中双链体的热不稳定的修饰相反或互补的

位置不包含稳定修饰。

[0428] 示例性的热稳定修饰包括但不限于2’‑氟修饰。其他热稳定修饰包括但不限于

LNA。

[0429] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA包含至少四个(例如，四个、五个、六个、七个、

八个、九个、十个或更多)2’‑氟核苷酸。没有限制，2’‑氟核苷酸都可以存在于一条链中。在

一些实施方式中，有义链和反义链都包含至少两个2’‑氟核苷酸。2’‑氟修饰可以发生在有

义链或反义链的任何核苷酸上。例如，2’‑氟修饰可以发生在有义链或反义链上的每个核苷

酸；每个2’‑氟修饰可以以交替模式发生在有义链或反义链上；或有义链或反义链都包含交

替模式的2’‑氟修饰。有义链上的2’‑氟修饰的交替模式可以与反义链上稳定修饰的交替模

式相同或不同，并且有义链上的2’‑氟修饰的交替模式可以相对于反义链上的2’‑氟修饰的

交替模式有偏移。

[0430] 在一些实施方式中，反义链包含至少两个(例如，两个、三个、四个、五个、六个、七

个、八个、九个、十个或更多)2’‑氟修饰。没有限制，反义链中的2’‑氟修饰可以存在于任何

位置。在一些实施方式中，反义包含从5’端开始的位置2、6、8、9、14和16处的2’‑氟修饰。在

一些实施方式中，反义包含从5’端开始的位置2、6、14和16处的2’‑氟修饰。在又一些其他实

施方式中，反义包含从5’端开始的位置2、14和16处的2’‑氟修饰。

[0431] 在一些实施方式中，反义链包含至少一个与去稳定化修饰相邻的2’‑氟修饰。例

如，2’‑氟修饰核苷酸可以是去稳定化修饰的5’端或3’端的核苷酸，即从去稳定化修饰的位

置开始‑1或+1位的核苷酸。在一些实施方式中，反义链在去稳定化修饰的5’端和3’端中的

每一处包含2’‑氟核苷酸，即从去稳定化修饰的位置开始‑1和+1。

[0432] 在一些实施方式中，反义链在去稳定化修饰的3’端包含至少两个2’‑氟核苷酸，即

在去稳定化修饰的+1和+2位。

[0433] 在一些实施方式中，有义链包含至少两个(例如，两个、三个、四个、五个、六个、七

个、八个、九个、十个或更多)2’‑氟核苷酸。没有限制，有义链中的2’‑氟修饰可以存在于任

何位置。在一些实施方式中，反义包含从5’端开始的位置7、10和11的2’‑氟核苷酸。在其他

实施方式中，有义链包含从5’端开始的位置7、9、10和11的2’‑氟核苷酸。在一些实施方式

中，有义链包含与从反义链的5’端开始计数的反义链的第11、12和15位相反或互补的位置

处的2’‑氟核苷酸。在一些其他实施方式中，有义链包含与从反义链的5’端开始计数的反义

链的第11、12、13和15位相反或互补的位置处的2’‑氟核苷酸。在一些实施方式中，有义链包

含一组两个、三个或四个2’‑氟核苷酸。
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[0434] 在一些实施方式中，有义链在与反义链中双链体的热不稳定的修饰相反或互补的

位置不包含2’‑氟核苷酸。

[0435] 在其他实施方式中，本公开的dsRNA分子包含21个核苷酸(nt)的有义链和23个核

苷酸(nt)的反义链，其中反义链包含至少一个热不稳定的核苷酸，其中至少一个热不稳定

的核苷酸出现在反义链的种子区(即，反义链的5’端的位置2‑9)，其中dsRNA的一端是平端

的，而另一端包含2nt突出端，并且其中dsRNA任选地还具有以下特征中的至少一种(例如，

一种、两种、三种、四种、五种、六种或所有七种)：(i)反义包含2、3、4、5或6个2’‑氟修饰；

(ii)反义包含1、2、3、4或5个硫代磷酸酯核苷酸间键；(iii)有义链与配体缀合；(iv)有义链

包含2、3、4或5个2’‑氟修饰；(v)有义链包含1、2、3、4或5个硫代磷酸酯核苷酸间键；(vi)

dsRNA包含至少四个2’‑氟修饰；和(vii)dsRNA在反义链的5’端包含平端。优选地，2nt突出

端在反义的3’端。

[0436] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子包含有义链和反义链，其中：有义链长度

为25‑30个核苷酸残基，其中从5’端核苷酸(位置1)开始，所述有义链的位置1至23包含至少

8个核糖核苷酸；反义链的长度为36‑66个核苷酸残基，并且从3’端核苷酸开始，在与有义链

的位置1‑23配对的位置上至少有8个核糖核苷酸形成双链体；其中反义链的至少3’端核苷

酸与有义链不配对，并且多达6个连续的3’端核苷酸与有义链不配对，从而形成1‑6个核苷

酸的3’单链突出端；其中反义链的5’端包含10‑30个不与有义链配对的连续核苷酸，从而形

成10‑30个核苷酸的单链5’突出端；其中当有义链和反义链对齐以获得最大互补性时，至少

有义链5’端和3’端核苷酸与反义链的核苷酸碱基配对，从而在有义链和反义链之间形成基

本上双链的区域；并且反义链与反义链的至少19个核糖核苷酸的靶RNA充分互补，以在将双

链核酸引入哺乳动物细胞时降低靶基因表达；并且其中反义链包含至少一个热不稳定的核

苷酸，其中至少一个热不稳定的核苷酸在反义链的种子区(即在反义链的5’端的位置2‑9)。

例如，热不稳定的核苷酸出现在与有义链5’端的位置14‑17相反或互补的位置之间，并且其

中dsRNA任选地还具有一下特征的至少一个(例如，一个、两个、三个、四个、五个、六个或全

部七个)：(i)反义包含2、3、4、5或6个2’‑氟修饰；(ii)反义包含1、2、3、4或5个硫代磷酸酯核

苷酸间键；(iii)有义链与配体缀合；(iv)有义链包含2、3、4或5个2’‑氟修饰；(v)有义链包

含1、2、3、4或5个硫代磷酸酯核苷酸间键；和(vi)dsRNA包含至少四个2’‑氟修饰；以及(vii)

dsRNA包含长度为12‑30个核苷酸对的双链体区域。

[0437] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA包含有义链和反义链，其中所述dsRNA分子包

含长度为至少25个且至多29个核苷酸的有义链和长度为至多30个核苷酸的反义链，其中有

义链包含在位置11处(从5’端)易受酶降解影响的修饰核苷酸，其中所述有义链的3’端和所

述反义链的5’端形成平端，并且所述反义链在其3’端比有义链长1‑4个核苷酸，其中长度为

至少25个核苷酸的双链体区域，并且所述反义链与沿着所述反义链长度的至少19nt的靶

mRNA充分互补，以在将所述dsRNA分子引入哺乳动物细胞时降低靶基因表达，并且其中所述

dsRNA的二聚体切割优先产生包含所述反义链的所述3’端的siRNA，从而降低哺乳动物中靶

基因的产生，其中反义链包含至少一个热不稳定的核苷酸，其中所述至少一个热不稳定的

核苷酸在反义链的种子区(即在反义链的5’端的位置2‑9)，并且其中所述dsRNA任选地还具

有以下特征中的至少一种(例如，一种、两种、三种、四种、五种、六种或全部七种)：(i)反义

包含2、3、4、5或6个2’‑氟修饰；(ii)反义包含1、2、3、4或5个硫代磷酸酯核苷酸间键；(iii)
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有义链与配体缀合；(iv)有义链包含2、3、4或5个2’‑氟修饰；(v)有义链包含1、2、3、4或5个

硫代磷酸酯核苷酸间键；和(vi)dsRNA包含至少四个2’‑氟修饰；并且(vii)dsRNA具有长度

为12‑29个核苷酸对的双链体区域。

[0438] 在一些实施方式中，dsRNA分子的有义链和反义链上的每个核苷酸都可以被修饰。

每个核苷酸可以用相同或不同的修饰进行修饰，该修饰可以包括非连接磷酸氧中的一种或

两种或一种或多种链接磷酸氧的一种或多种改变；改变喝汤的成分，例如核糖上的2’羟基；

用“去磷酸”接头大量替换磷酸部分；天然碱基的修饰或替换；以及核糖‑磷酸主链的替换或

修饰。

[0439] 由于核酸是亚基的聚合物，许多修饰发生在核酸内重复的位置，例如碱基或磷酸

部分的修饰，或磷酸部分的非连接O。在一些情况下，修饰将发生在核酸中的所有位置，但在

许多情况下不会。例如，修饰可能仅发生在3’或5’末端位置，可能仅发生在末端区域，例如

一条链的末端核苷酸上的位置或最后2、3、4、5或10个核苷酸。修饰可能发生在双链区，单链

区域或两者。修饰可能仅发生在RNA的双链区，也可能发生在RNA的单链区域。例如，在非连

接O位置的硫代磷酸酯修饰可能仅发生在一个或两个末端，可能仅发生在末端区域，例如一

条链的末端核苷酸位置或最后2、3、4、5或10个核苷酸，或可能发生在双链和单链区域，特别

是在末端。5’端或末端可以被磷酸化。

[0440] 例如，可以提高稳定性，在突出端包括特定碱基，或在单链突出端，例如在5’或3’

突出端或两者中包含修饰的核苷酸或核苷酸替代物。例如，可能需要在突出端包含嘌呤核

苷酸。在一些实施方式中，3’或5’突出端中的所有或一些碱基可以被修饰，例如用本文所述

的修饰。修饰可以包括例如在核糖的2’位使用本领域已知的修饰，例如使用脱氧核糖核苷

酸、2’‑脱氧‑2’‑氟(2’‑F)或2’‑O‑甲基修饰而不是核碱基的核糖，以及磷酸基团的修饰，例

如硫代磷酸酯修饰。突出端不需要与靶序列同源。

[0441] 在一些实施方式中，有义链和反义链的每个残基独立地被锁定核酸(LNA)、非锁核

酸(UNA)、环己烯核酸(CeNA)、2’‑甲氧基乙基、2’‑O‑甲基、2’‑O‑烯丙基、2’‑C‑烯丙基、2’‑

脱氧或2’‑氟。该链可以包含一种以上的修饰。在一些实施方式中，有义链和反义链的每个

残基独立地被2’‑O‑甲基或2’‑氟修饰。应当理解，这些修饰是对反义链中存在的双链体的

至少一种热不稳定的修饰的补充。

[0442] 有义链和反义链上通常存在至少两种不同修饰。这两种修饰可以是2’‑脱氧、2’‑

O‑甲基或2’‑氟修饰、无环核苷酸或其他。在一些实施方式中，有义链和反义链各自包含选

自2’‑O‑甲基或2’‑脱氧的两种不同修饰的核苷酸。在一些实施方式中，有义链和反义链各

自独立地被2’‑O‑甲基核苷酸、2’‑脱氧核苷酸、2’‑脱氧‑2’‑氟核苷酸、2’‑O‑N‑甲基乙酰胺

基(2’‑O‑NMA)核苷酸、2’‑O‑二甲基氨基乙氧基乙基(2’‑O‑DMAEOE)核苷酸、2’‑O‑氨基丙基

(2’‑O‑AP)核苷酸或2’‑氮杂‑F核苷酸。同样，应理解这些修饰是对反义链中存在的双链体

的至少一种热不稳定的修饰的补充。

[0443] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA包含交替模式的修饰，特别是在B1、B2、B3、

B1’、B2’、B3’、B4’区域。如在本文中所使用的术语“交替基序”或“交替模式”指具有一个或

多个修饰的基序，每个修饰发生在一条链的交替核苷酸上。交替核苷酸可以指每一个其他

核苷酸一个或每三个核苷酸一个，或类似的模式。例如，如果A、B和C分别代表对核苷酸的一

个修饰，则交替基序可以是“ABABABABABAB…”、“AABBAABBAABB…”、“AABAABAABAAB…”、
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“AAABAAABAAAB…”、“AAABBBAAABBB…”或“ABCABCABCABC…”等。

[0444] 交替基序中包含的修饰类型可以是相同的或不同的。例如，如果A、B、C、D各自代表

核苷酸上的一个修饰，则交替模式，即每隔一个核苷酸上的修饰可能是相同的，但每个有义

链或反义链都可以从交替基序内的几种修饰可能性中选择，例如“ABABAB…”、“ACACAC…”、

“BDBDBD…”、或“CDCDCD…”等。

[0445] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子包含相对于反义链上交替基序的修饰模

式移位的有义链上交替基序的修饰模式。该移位可以使得有义链的修饰的核苷酸组对应于

反义链的不同修饰的核苷酸组，反之亦然。例如，当有义链与dsRNA双链体中的反义链配对

时，有义链中的交替基序可以从链的5’‑3’开始以“ABABAB”开始并且反义链中的交替基序

可以从双链体区域内的3’‑5’开始的“BABABA”开始。作为另一个例子，有义链中的交替基序

可以从链的5’‑3’开始以“AABBAABB”开始并且反义链中的交替基序可以从双链体区域内的

3’‑5’开始以“BBAABBAA”开始，使得有义链和反义链之间的修饰模式发生了完全或部分移

位。

[0446] 本公开的dsRNA还包含至少一个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键。硫代磷酸

酯或甲基膦酸酯核苷酸间键修饰可以发生在有义链或反义链的任何核苷酸上或在链的任

何位置上。例如，核苷酸间键修饰可以发生在有义链或反义链的每个核苷酸上；每个核苷酸

间键修饰可以发生在有义链或反义链上以交替模式发生；或有义链或反义链包含交替模式

的两个核苷酸间键修饰。有义链上的核苷酸间键修饰的交替模式可以与反义链相同或不

同，并且有义链上的核苷酸间键修饰的交替模式相对于反义链上核苷酸间键修饰的交替模

式可以有移位。

[0447] 在一些实施方式中，dsRNA分子在突出端区域上包含硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核

苷酸间键修饰。例如，突出端区域包含具有硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键的两个核

苷酸。也可以进行核苷酸间键修饰以将突出端核苷酸与双链体区域内的末端配对核苷酸连

接。例如，至少2、3、4或所有突出端核苷酸可以通过硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键连

接，并且任选地，可以存在额外的硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键将突出端核苷酸与

紧邻突出端核苷酸的配对核苷酸连接。例如，末端三个核苷酸之间可能存在至少两个硫代

磷酸酯核苷酸间键，其中三个核苷酸中的两个是突出端核苷酸，并且第三个是紧邻突出端

核苷酸的配对核苷酸。优选地，这些末端三个核苷酸可以在反义链的3’端。

[0448] 在一些实施方式中，dsRNA分子的有义链包含由1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15或16个磷酸核苷酸间键隔开的两个至十个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键

的1‑10个嵌段，其中硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键之一位于寡核苷酸序列中的任何

位置，并且所述有义链与包含硫代磷酸酯、甲基膦酸酯和磷酸酯核苷酸间键的任意组合的

反义链或包含硫代磷酸酯或甲基膦酸酯或磷酸酯键的反义链配对。

[0449] 在一些实施方式中，dsRNA分子的反义链包含由1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17或18个磷酸核苷酸间键隔开的两个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键

的两个嵌段，其中硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键之一位于寡核苷酸序列中的任何位

置，并且所述有义链与包含硫代磷酸酯、甲基膦酸酯和磷酸酯核苷酸间键的任意组合的反

义链或包含硫代磷酸酯或甲基膦酸酯或磷酸酯键的反义链配对。

[0450] 在一些实施方式中，dsRNA分子的反义链包含由1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、
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13、14、15或16个磷酸核苷酸间键隔开的三个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键的两个

嵌段，其中硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键之一位于寡核苷酸序列中的任何位置，并

且所述反义链与包含硫代磷酸酯、甲基膦酸酯和磷酸酯核苷酸间键的任意组合的反义链或

包含硫代磷酸酯或甲基膦酸酯或磷酸酯键的反义链配对。

[0451] 在一些实施方式中，dsRNA分子的反义链包含由1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13

或14个磷酸核苷酸间键隔开的四个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键的两个嵌段，其中

硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键之一位于寡核苷酸序列中的任何位置，并且所述反义

链与包含硫代磷酸酯、甲基膦酸酯和磷酸酯核苷酸间键的任意组合的反义链或包含硫代磷

酸酯或甲基膦酸酯或磷酸酯键的反义链配对。

[0452] 在一些实施方式中，dsRNA分子的反义链包含由1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11或12个

磷酸核苷酸间键隔开的五个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键的两个嵌段，其中硫代磷

酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键之一位于寡核苷酸序列中的任何位置，并且所述反义链与包

含硫代磷酸酯、甲基膦酸酯和磷酸酯核苷酸间键的任意组合的反义链或包含硫代磷酸酯或

甲基膦酸酯或磷酸酯键的反义链配对。

[0453] 在一些实施方式中，dsRNA分子的反义链包含由1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个磷酸核

苷酸间键隔开的五个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键的两个嵌段，其中硫代磷酸酯或

甲基膦酸酯核苷酸间键之一位于寡核苷酸序列中的任何位置，并且所述反义链与包含硫代

磷酸酯、甲基膦酸酯和磷酸酯核苷酸间键的任意组合的反义链或包含硫代磷酸酯或甲基膦

酸酯或磷酸酯键的反义链配对。

[0454] 在一些实施方式中，dsRNA分子的反义链包含由1、2、3、4、5、6、7或8个磷酸核苷酸

间键隔开的七个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键的两个嵌段，其中硫代磷酸酯或甲基

膦酸酯核苷酸间键之一位于寡核苷酸序列中的任何位置，并且所述反义链与包含硫代磷酸

酯、甲基膦酸酯和磷酸酯核苷酸间键的任意组合的反义链或包含硫代磷酸酯或甲基膦酸酯

或磷酸酯键的反义链配对。

[0455] 在一些实施方式中，dsRNA分子的反义链包含由1、2、3、4、5或6个磷酸核苷酸间键

隔开的八个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键的两个嵌段，其中硫代磷酸酯或甲基膦酸

酯核苷酸间键之一位于寡核苷酸序列中的任何位置，并且所述反义链与包含硫代磷酸酯、

甲基膦酸酯和磷酸酯核苷酸间键的任意组合的反义链或包含硫代磷酸酯或甲基膦酸酯或

磷酸酯键的反义链配对。

[0456] 在一些实施方式中，dsRNA分子的反义链包含由1、2、3或4个磷酸核苷酸间键隔开

的九个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键的两个嵌段，其中硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核

苷酸间键之一位于寡核苷酸序列中的任何位置，并且所述反义链与包含硫代磷酸酯、甲基

膦酸酯和磷酸酯核苷酸间键的任意组合的反义链或包含硫代磷酸酯或甲基膦酸酯或磷酸

酯键的反义链配对。

[0457] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA还包含在有义链或反义链的末端位置的1‑10

处的一个或多个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键修饰。例如，至少2、3、4、5、6、7、8、9或

10个核苷酸可以通过有义链或反义链的一端或两端的硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间

键相连。

[0458] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子还包含在每条有义链或反义链的双链体
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的内部区域的1‑10位内的一个或多个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键修饰。例如，至

少2、3、4、5、6、7、8、9或10个核苷酸可以通过双链体区域从有义链的5′端开始计数的位置8‑

16处的硫代磷酸酯甲基膦酸酯核苷酸间键连接；dsRNA分子可以任选地在末端位置1‑10处

进一步包含一个或多个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键修饰。

[0459] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1‑5内的一至五个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键修饰和有义链从5’端开始计数

的位置18‑23内的一至五个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键修饰，以及在反义链从5’

端开始计数的1和2位以及18‑23位的一至五个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键修饰。

[0460] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1‑5内的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和在位置18‑23内的一个硫代磷酸酯或甲基

膦酸酯核苷酸间键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2处的一个硫代磷酸酯核

苷酸间键修饰以及位置18‑23内的两个硫代磷酸酯或甲基膦酸酯核苷酸间键修饰。

[0461] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1‑5内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置18‑23内的一个硫代磷酸酯核苷酸间

键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和

位置18‑23内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0462] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1‑5内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置18‑23内的两个硫代磷酸酯核苷酸间

键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和

位置18‑23内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0463] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1‑5内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置18‑23内的两个硫代磷酸酯核苷酸间

键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和

位置18‑23内的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0464] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1‑5内的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置18‑23内的一个硫代磷酸酯核苷酸间

键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和

位置18‑23内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0465] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1‑5内的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置18‑23内的一个硫代磷酸酯核苷酸间

键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和

位置18‑23内的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0466] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1‑5内的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2

处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置18‑23内的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0467] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1‑5内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2

处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置18‑23内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0468] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的
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位置1‑5内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置18‑23内的一个硫代磷酸酯核苷酸间

键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和

位置18‑23内的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0469] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1‑5内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置18‑23内的一个硫代磷酸酯核苷酸间

键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和

位置18‑23内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0470] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1‑5内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置18‑23内的一个硫代磷酸酯核苷酸间

键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和

位置18‑23内的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0471] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1和2处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置20和21处的两个硫代磷酸酯核苷酸

间键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和

位置21处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0472] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置21处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修

饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置

20和21处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0473] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1和2处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置21和22处的两个硫代磷酸酯核苷酸

间键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和

位置21处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0474] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置21处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰，

以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置21

和22处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0475] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1和2处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置22和23处的两个硫代磷酸酯核苷酸

间键修饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和

位置21处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0476] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子进一步包含在有义链从5’端开始计数的

位置1处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置21处的一个硫代磷酸酯核苷酸间键修

饰，以及在反义链从5’端开始计数的位置1和2处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰和位置

23和23处的两个硫代磷酸酯核苷酸间键修饰。

[0477] 在一些实施方式中，本公开的化合物包含主链手性中心的模式。在一些实施方式

中，主链手性中心的共同模式在Sp构型中包含至少5个核苷酸间键。在一些实施方式中，主

链手性中心的共同模式在Sp构型中包含至少6个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性

中心的共同模式在Sp构型中包含至少7个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的
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共同模式在Sp构型中包含至少8个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模

式在Sp构型中包含至少9个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式在Sp

构型中包含至少10个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式在Sp构型

中包含至少11个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式在Sp构型中包

含至少12个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式在Sp构型中包含至

少13个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式在Sp构型中包含至少14

个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式在Sp构型中包含至少15个核

苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式在Sp构型中包含至少16个核苷酸

间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式在Sp构型中包含至少17个核苷酸间键。

在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式在Sp构型中包含至少18个核苷酸间键。在一

些实施方式中，主链手性中心的共同模式在Sp构型中包含至少19个核苷酸间键。在一些实

施方式中，主链手性中心的共同模式在Rp构型中包含不超过8个核苷酸间键。在一些实施方

式中，主链手性中心的共同模式在Rp构型中包含不超过7个核苷酸间键。在一些实施方式

中，主链手性中心的共同模式在Rp构型中包含不超过6个核苷酸间键。在一些实施方式中，

主链手性中心的共同模式在Rp构型中包含不超过5个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链

手性中心的共同模式在Rp构型中包含不超过4个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性

中心的共同模式在Rp构型中包含不超过3个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心

的共同模式在Rp构型中包含不超过2个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共

同模式在Rp构型中包含不超过1个核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模

式包含不超过8个非手性的核苷酸间键(作为非限制性实施例，磷酸二酯)。在一些实施方式

中，主链手性中心的共同模式包含不超过7个非手性的核苷酸间键。在一些实施方式中，主

链手性中心的共同模式包含不超过6个非手性的核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性

中心的共同模式包含不超过5个非手性的核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的

共同模式包含不超过4个非手性的核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模

式包含不超过3个非手性的核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式包含

不超过2个非手性的核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式包含不超过

1个非手性的核苷酸间键.在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式包含至少10个Sp构

型的核苷酸间键，以及不超过8个非手性的核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心

的共同模式包含至少11个Sp构型的核苷酸间键，以及不超过7个非手性的核苷酸间键。在一

些实施方式中，主链手性中心的共同模式包含至少12个Sp构型的核苷酸间键，以及不超过6

个非手性的核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心的共同模式包含至少13个Sp构

型的核苷酸间键，以及不超过6个非手性的核苷酸间键。在一些实施方式中，主链手性中心

的共同模式包含至少14个Sp构型的核苷酸间键，以及不超过5个非手性的核苷酸间键。在一

些实施方式中，主链手性中心的共同模式包含至少15个Sp构型的核苷酸间键，以及不超过4

个非手性的核苷酸间键。在一些实施方式中，Sp构型中的核苷酸间键任选地是连续的或不

连续的。在一些实施方式中，Rp构型中的核苷酸间键任选地是连续的或不连续的。在一些实

施方式中，非手性的核苷酸间键任选地是连续的或不连续的。

[0478] 在一些实施方式中，本公开的化合物包含嵌段是立体化学嵌段。在一些实施方式

中，嵌段是Rp嵌段，因为该嵌段的每个核苷酸间键是Rp。在一些实施方式中，5’嵌段是Rp嵌
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段。在一些实施方式中，3’嵌段是Rp嵌段。在一些实施方式中，嵌段是Sp嵌段，因为该嵌段的

每个核苷酸间键是Sp。在一些实施方式中，5’嵌段是Sp嵌段。在一些实施方式中，3’嵌段是

Sp嵌段。在一些实施方式中，提供的寡核苷酸包含Rp和Sp嵌段。在一些实施方式中，提供的

寡核苷酸包含一个或多个Rp但不包含Sp嵌段。在一些实施方式中，提供的寡核苷酸包含一

个或多个Sp但不包含Rp嵌段。在一些实施方式中，提供的寡核苷酸包含一个或多个PO嵌段，

其中每个核苷酸间键为天然磷酸键。

[0479] 在一些实施方式中，本公开的化合物包含5’嵌段是Sp嵌段，其中每个糖部分包含

2’‑F修饰。在一些实施方式中，5’嵌段是Sp嵌段，其中每个核苷酸间键是修饰的核苷酸间键

并且每个糖部分包含2’‑F修饰。在一些实施方式中，5’嵌段是Sp嵌段，其中每个核苷酸间键

是硫代磷酸酯间键并且每个糖部分包含2’‑F修饰。在一些实施方式中，5’嵌段包含4个或更

多个核苷单元。在一些实施方式中，5’嵌段包含5个或更多个核苷单元。在一些实施方式中，

5’嵌段包含6个或更多个核苷单元。在一些实施方式中，5’嵌段包含7个或更多个核苷单元。

在一些实施方式中，3’嵌段是Sp嵌段，其中每个糖部分包含2’‑F修饰。在一些实施方式中，

3’嵌段是Sp嵌段，其中每个核苷酸间键是修饰的核苷酸并且每个糖部分包含2’‑F修饰。在

一些实施方式中，3’嵌段是Sp嵌段，其中每个核苷酸间键是硫代磷酸酯间键并且每个糖部

分包含2’‑F修饰。在一些实施方式中，3’嵌段包含4个或更多个核苷单元。在一些实施方式

中，3’嵌段包含5个或更多个核苷单元在一些实施方式中，3’嵌段包含6个或更多个核苷单

元在一些实施方式中，3’嵌段包含7个或更多个核苷单元。

[0480] 在一些实施方式中，本公开的化合物在区域中包含一种类型的核苷酸或寡核苷酸

后接特定类型的核苷酸间键，例如天然磷酸键、修饰的核苷酸间键、Rp手性核苷酸间键、Sp

手性核苷酸间键等。在一些实施方式中，A之后是Sp。在一些实施方式中，A之后是Rp。在一些

实施方式中，A之后是天然磷酸酯键(PO)。在一些实施方式中，U之后是Sp。在一些实施方式

中，U之后是Rp。在一些实施方式中，U之后是天然磷酸酯键(PO)。在一些实施方式中，C之后

是Sp。在一些实施方式中，C之后是Rp。在一些实施方式中，C之后是天然磷酸酯键(PO)。在一

些实施方式中，G之后是Sp。在一些实施方式中，G之后是Rp。在一些实施方式中，G之后是天

然磷酸酯键(PO)。在一些实施方式中，C和U之后是Sp。在一些实施方式中，C和U之后是Rp。在

一些实施方式中，C和U之后是天然磷酸酯键(PO)。在一些实施方式中，A和G之后是Sp。在一

些实施方式中，A和G之后是Rp。

[0481] 在一些实施方式中，反义链在核苷酸位置21和22之间以及核苷酸位置22和23之间

包含硫代磷酸核苷酸间键，其中反义链包含位于反义链的种子区域(即，反义链5’端的位置

2‑9)的双链体的至少一个热不稳定的修饰，并且其中dsRNA任选地还具有以下特征中的至

少一种(例如，一种、两种、三种、四种、五种、六种、七种或所有八种)：(i)反义包含2、3、4、5

或6个2’‑氟修饰；(ii)反义包含3、4或5个硫代磷酸酯核苷酸间键；(iii)有义链与配体缀

合；(iv)有义链包含2、3、4或5个2’‑氟修饰；(v)有义链包含1、2、3、4或5个硫代磷酸酯核苷

酸间键；(vi)dsRNA包含至少四个2’‑氟修饰；(vii)dsRNA包含长度为12‑40个核苷酸对的双

链体区域；以及(viii)dsRNA在反义链的5’端有一个平端。

[0482] 在一些实施方式中，反义链包含核苷酸位置1和2之间、核苷酸位置2和3之间、核苷

酸位置21和22之间、和核苷酸位置22和23之间的硫代磷酸酯核苷酸间键，其中反义链包含

位于反义链的种子区域(即，反义链5’端的位置2‑9)的双链体的至少一个热不稳定的修饰，
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并且其中dsRNA任选地还具有以下特征中的至少一种(例如，一种、两种、三种、四种、五种、

六种、七种或所有八种)：(i)反义包含2、3、4、5或6个2’‑氟修饰；(ii)有义链与配体缀合；

(iii)有义链包含2、3、4或5个2’‑氟修饰；(iv)有义链包含1、2、3、4或5个硫代磷酸酯核苷酸

间键；(v)dsRNA包含至少四个2’‑氟修饰；(vi)dsRNA包含长度为12‑40个核苷酸对的双链体

区域；(vii)dsRNA包含长度为12‑40个核苷酸对的双链体区域；以及(viii)dsRNA在反义链

的5’端有一个平端。

[0483] 在一些实施方式中，有义链在核苷酸位置1和2之间以及核苷酸2和3之间包含硫代

磷酸核苷酸间键，其中反义链包含位于反义链的种子区域(即，反义链5’端的位置2‑9)的双

链体的至少一个热不稳定的修饰，并且其中dsRNA任选地还具有以下特征中的至少一种(例

如，一种、两种、三种、四种、五种、六种、七种或所有八种)：(i)反义包含2、3、4、5或6个2’‑氟

修饰；(ii)反义包含1、2、3、4或5个硫代磷酸酯核苷酸间键；(iii)有义链与配体缀合；(iv)

有义链包含2、3、4或5个2’‑氟修饰；(v)有义链包含3、4或5个硫代磷酸酯核苷酸间键；(vi)

dsRNA包含至少四个2’‑氟修饰；(vii)dsRNA包含长度为12‑40个核苷酸对的双链体区域；以

及(viii)dsRNA在反义链的5’端有一个平端。

[0484] 在一些实施方式中，有义链包含核苷酸位置1和2之间和核苷酸位置2和3之间的硫

代磷酸酯核苷酸间键，反义链包含核苷酸位置1和2之间、核苷酸位置2和3之间、核苷酸位置

21和22之间、和核苷酸位置22和23之间的硫代磷酸酯核苷酸间键，其中反义链包含位于反

义链的种子区域(即，反义链5’端的位置2‑9)的双链体的至少一个热不稳定的修饰，并且其

中dsRNA任选地还具有以下特征中的至少一种(例如，一种、两种、三种、四种、五种、六种或

所有七种)：(i)反义包含2、3、4、5或6个2’‑氟修饰；(ii)有义链与配体缀合；(iii)有义链包

含2、3、4或5个2’‑氟修饰；(iv)有义链包含3、4或5个硫代磷酸酯核苷酸间键；(v)dsRNA包含

至少四个2’‑氟修饰；(vi)dsRNA包含长度为12‑40个核苷酸对的双链体区域；以及(vii)

dsRNA在反义链的5’端有一个平端。

[0485] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子包含与靶点、双链体内或其组合的错配。

错配可以发生在突出端区域或双链体区。碱基对可以根据它们促进解离或熔化的倾向进行

排序(例如，根据特定配对的结合或解离自由能，最简单的方法是在单个配对的基础上检查

配对，尽管也可以使用下一个相邻或类似的分析)。在促进解离方面：A:U优于G:C；G:U优于

G:C；并且I:C优于G:C(I＝肌苷)。错配，例如非标准或不同于标准的配对(如本文别处所述)

优于标准(A:T、A:U、G:C)配对；并且包含通用碱基的配对优于标准配对。

[0486] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子包含独立地选自以下组的反义链5’端的

双链体区域内的前1、2、3、4或5个碱基对中的至少一个：A:U、G:U、I:C，和错配对，例如非标

准或不同于标准的配对或包含通用碱基的配对，以促进反义链在双链体5’端的解离。

[0487] 在一些实施方式中，从反义链5’端开始的双链体区域内的1位核苷酸选自A、dA、

dU、U和dT。或者，从反义链的5’端开始的双链体区域内的第1、2或3个碱基对中的至少一个

是AU碱基对。例如，从反义链的5’端开始的双链体区域内的第一对碱基对是AU碱基对。

[0488] 发现在单链或双链寡核苷酸的任意位置的的二核苷酸的磷酸二酯(PO)、硫代磷酸

酯(PS)或二硫代磷酸酯(PS2)键的3’端引入4’‑修饰或5’‑修饰核苷酸，均可以对核苷酸间

键产生空间效应，因此保护或稳定它免受核酸酶的影响。在一些实施方式中，将4’‑修饰或

5’‑修饰的核苷酸引入二核苷酸的PO、PS或PS2键的3’‑末端会修饰二核苷酸对中的第二个

说　明　书 54/144 页

63

CN 115298312 A

63



核苷酸。在其他实施方式中，将4’‑修饰或5’‑修饰的核苷酸引入二核苷酸的PO、PS或PS2键

的3’‑末端会修饰二核苷酸对3’‑末端的核苷酸。

[0489] 在一些实施方式中，将5’修饰的核苷引入到单链或双链siRNA的任意位置的二核

苷酸的3’端。例如，一个5’‑烷基化核苷可以被引入到单链或双链siRNA的任意位置的二核

苷酸的3’端。核糖5’位置的烷基可以是外消旋或手性纯R或S异构体。示例性的5’‑烷基化核

苷是5’‑甲基核苷。5’‑甲基可以是外消旋体或手性纯R或S异构体。

[0490] 在一些实施方式中，将4’修饰的核苷引入到单链或双链siRNA的任意位置的二核

苷酸的3’端。例如，一个4’‑烷基化核苷可以被引入到单链或双链siRNA的任意位置的二核

苷酸的3’端。核糖4”位置的烷基可以是外消旋或手性纯R或S异构体。示例性的4’‑烷基化核

苷是4”‑甲基核苷。4’‑甲基可以是外消旋体或手性纯R或S异构体。或者，一个4’‑O‑烷基化

核苷可以引入到单链或双链siRNA的任意位置的二核苷酸的3’端。核糖的4’‑O‑甲基可以是

外消旋或手性纯R或S异构体。示例性的4’‑O‑烷基化核苷是4’‑O‑甲基核苷。4’‑O‑甲基可以

是外消旋或手性纯R或S异构体。

[0491] 在一些实施方式中，将5’‑烷基化核苷引入到dsRNA的有义链或反义链的任意位

置，并且这样的修饰保持或提高了dsRNA的效力。5’‑烷基可以是外消旋或手性纯R或S异构

体。示例性的5’‑烷基化核苷是5’‑甲基核苷。5’‑甲基可以是外消旋体或手性纯R或S异构

体。

[0492] 在一些实施方式中，将4’‑烷基化核苷引入到dsRNA的有义链或反义链的任意位

置，并且这样的修饰保持或提高了dsRNA的效力。4’‑烷基可以是外消旋或手性纯R或S异构

体。示例性的4’‑烷基化核苷是4’‑甲基核苷。4’‑甲基可以是外消旋体或手性纯R或S异构

体。

[0493] 在一些实施方式中，将4’‑O‑烷基化核苷引入到dsRNA的有义链或反义链的任意位

置，并且这样的修饰保持或提高了dsRNA的效力。5’‑烷基可以是外消旋或手性纯R或S异构

体。示例性的4’‑O‑烷基化核苷是4’‑O‑甲基核苷。4’‑O‑甲基可以是外消旋或手性纯R或S异

构体。

[0494] 在一些实施方式中，本公开的dsRNA分子可以包含2’‑5’间键(具有2’‑H、2’‑OH和

2’‑OMe并且具有P＝O或P＝S)。例如，2’‑5’键修饰可用于促进核酸酶抗性或抑制有义链与

反义链的结合，或可用于有义链5’端以避免有义链RISC激活。

[0495] 在另一个实施方式中，本公开的dsRNA分子可以包含L糖(例如，具有2’‑H、2’‑OH和

2’‑OMe的L核糖、L‑阿拉伯糖)。例如，这些L糖修饰可用于促进核酸酶抗性或抑制有义链与

反义链的结合，或可用于有义链5’端以避免有义链RISC激活。

[0496] 各种出版物描述了都可以与本公开的dsRNA一起使用的多聚体siRNA。这样的出版

物包括WO2007/091269、US  7858769、WO2010/141511、WO2007/117686、WO2009/014887和

WO2011/031520，其在此全部并入。

[0497] 如下文更详细描述的，包含一种或多种碳水化合物部分与RNAi剂的缀合的RNAi剂

可以优化RNAi剂的一种或多种性质。在许多情况下，碳水化合物部分将连接到RNAi剂的修

饰亚基上。例如，dsRNA剂的一个或多个核糖核苷酸亚基的核糖可以被另一个部分替代，例

如连接有碳水化合物配体的非碳水化合物(例如，环状)载体。其中亚基的荷塘已被如此替

换的核糖核苷酸亚基在本文中称为核糖置换修饰亚基(RRMS)。环状载体可以是碳环系统，
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即所有环原子是碳原子，或杂环系统，即一个或多个环原子可以是杂原子，例如氮、氧、硫。

环状载体可以是单环系统、或可以包含两个或更多环，例如稠合环。该环状载体可以是完全

饱和的环系统，或者它可以包含一个或多个双键。

[0498] 配体可以通过载体与多核苷酸连接。载体包括(i)至少一个“主链连接点”，优选地

两个“主链连接点”和(ii)至少一个“束缚连接点”。如在本文中所使用的“主链连接点”指官

能团，例如羟基，或通常是可用于并适用于将载体掺入到主链中的键，例如核糖核酸的磷酸

酯、或修饰的磷酸酯，例如含硫的主链。“栓系连接点”(TAP)在一些实施方式中指连接选定

部分的环状载体的组成还原自，例如碳原子或杂原子(不同于提供主链连接点的原子)。该

部分可以是例如碳水化合物，例如单糖、二糖、三糖、四糖、寡糖和多糖。任选地，选定的部分

通过插入系链连接至环状载体。因此，环状载体通常将包括官能团，例如氨基，或通常提供

适合于结合或束缚的另一化学实体，例如配体至组成环的键。

[0499] RNAi剂可以通过载体与配体缀合，其中载体可以是环状基团或非环状基团；优选

地，环状基团选自吡咯烷基、吡唑啉基、吡唑烷基、咪唑啉基、咪唑烷基、哌啶基、哌嗪基、[1,

3]二氧戊环基、噁唑烷基、异噁唑烷基、吗啉基、噻唑烷基、异噻唑烷基、喹喔啉基、哒嗪酮

基、四氢呋喃基和十氢萘基。无环基团选自丝氨醇主链或二乙醇胺主链。

[0500] 在某些特定实施方式中，用于本公开的方法的RNAi剂是选自表3‑9中任一个所列

剂的组的剂。这些剂可以进一步包含配体。

[0501] IV.与配体缀合的iRNA

[0502] 本发明的iRNA的RNA的另一种修饰涉及将一个或多个配体、部分或缀合物与iRNA

化学连接，这些配体、部分或缀合物增强iRNA的活性、细胞分布或细胞摄取，例如进入细胞。

此 类 部 分 包 括 但 不 限 于 脂 质 部 分 ，例 如 胆 固 醇 部 分 ( L e t s i n g e r 等 ，

Pro c .N a t l .A c i d .S c i .U S A ,1 9 8 9 ,8 6 : 6 5 5 3 ‑ 6 5 5 6) 、胆酸(Ma n o h a r a n等，

Biorg.Med.Chem.Let.,1994,4:1053‑1060)、硫醚，例如，绿柱石‑S‑三苯基硫醇(Manoharan

等，Ann.N.Y.Acad.Sci.,1992,660:306‑309；Manoharan等，Biorg.Med.Chem.Let.,1993,3:

2765‑2770)、硫代胆固醇(Oberhauser等，Nucl.Acids  Res.,1992,20:533‑538)、脂肪链，例

如，十二烷二醇或十一烷基残基(Saison‑Behmoaras等，EMBO  J ,1991 ,10:1111‑1118；

Kabanov等，FEBS  Lett.,1990,259:327‑330；Svinarchuk等，Biochimie,1993,75:49‑54)、

磷脂，例如，二十六烷基‑外消旋甘油或1,2‑二‑O‑十六烷基‑外消旋‑甘油‑3‑膦酸三乙基铵

(Manoharan等，Tetrahedron  Lett.,1995,36:3651‑3654；Shea等，Nucl.Acids  Res.,1990,

18:3777‑3783)、多胺或聚乙二醇链(Manoharan等，Nucleosides&Nucleotides,1995,14:

969‑973)、或金刚烷乙酸(Manoharan等，Tetrahedron  Lett.,1995,36:3651‑3654)、棕榈基

部分(Mishra等，Biochim.Biophys.Acta,1995,1264:229‑237)、或十八胺或己氨基‑羰氧基

胆固醇部分(Crooke等，J.Pharmacol.Exp.Ther.,1996,277:923‑937)。

[0503] 在某些实施方式中，配体改变它所掺入的iRNA剂的分布、靶向或寿命。在一些实施

方式中，配体提供对选定靶标的增强的亲和力，例如分子、细胞或细胞类型、隔室、例如细胞

或器官隔室、组织、器官或身体区域，例如与没有这种配体的物种相比。典型的配体不会参

与双链核酸中的双链体配对。

[0504] 配体可以包括天然存在的物质，例如蛋白(例如，人血清白蛋白(HSA)、低密度脂蛋

白(LDL)、或球蛋白)；碳水化合物(例如，葡聚糖、支链淀粉、甲壳质、壳聚糖、菊粉、环糊精或
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透明质酸)；或脂质。配体也可以是重组或合成分子，例如合成聚合物，例如合成聚氨基酸。

聚氨基酸的例子包括聚赖氨酸(PLL)、聚L‑天冬氨酸、聚L‑谷氨酸、苯乙烯‑马来酸酐共聚

物、聚(L‑丙交酯‑共‑乙醇酸)共聚物、二乙烯基醚‑马来酸酐共聚物,N‑(2‑羟丙基)甲基丙

烯酰胺共聚物(HMPA)、聚乙二醇(PEG)、聚乙烯醇(PVA)、聚氨酯、聚(2‑乙基丙烯酸)、N‑异丙

基丙烯酰胺聚合物、或聚(L‑丙交酯‑共‑乙醇酸)共聚物、二乙烯基醚‑马来酸酐共聚物、N‑

(2‑羟丙基)甲基丙烯酰胺共聚物(HMPA)、聚乙二醇(PEG)、聚乙烯醇(PVA)、聚氨酯、聚(2‑乙

基丙烯酸)、N‑异丙基丙烯酰胺聚合物或聚磷嗪。多胺的例子包括：聚乙烯亚胺、聚赖氨酸

(PLL)、精胺、亚精胺、多胺、假肽‑多胺、拟肽多胺、树枝状多胺、精氨酸、脒、鱼精蛋白、阳离

子脂质、阳离子卟啉、多胺的季盐或α螺旋肽。

[0505] 配体还可以包括结合特定细胞类型例如肾细胞的靶向基团，例如细胞或组织靶向

剂，例如凝集素、糖蛋白、脂质或蛋白，例如抗体。靶向基团可以是促甲状腺素、促黑素、凝集

素、糖蛋白、表面活性蛋白A、黏蛋白碳水化合物、多价乳糖、多价半乳糖、N‑乙酰基‑半乳糖

胺、N‑乙酰基‑葡糖胺多价甘露糖、多价岩藻糖、糖基化聚氨基酸、多价半乳糖、转铁蛋白、双

膦酸脂、聚谷氨酸脂、聚天冬氨酸脂、脂质、胆固醇、类固醇、胆汁酸、叶酸、维生素B12、生物

素或RGD肽或RGD肽模拟物。在某些实施方式中，配体是多价半乳糖，例如N‑乙酰基‑半乳糖

胺。

[0506] 配体的其他离子包括染料、嵌入剂(例如，吖啶)、交联剂(例如，补骨脂素、丝裂霉

素C)、卟啉(TPPC4、德克萨卟啉、Sapphyrin)、多环芳烃(例如，吩嗪、二氢吩嗪)、人工核酸内

切酶(例如，EDTA)、亲脂性分子，例如胆固醇、单算、金刚烷乙酸、1‑芘丁酸、二氢睾酮、1,3‑

双‑O(十六烷基)甘油、香叶氧基十六烷基、十六烷基甘油、冰片、薄荷醇、1,3‑丙二醇、十七

烷基、棕榈酸、肉豆蔻酸、O3‑(油酰基)胆酸、二甲氧基三苯甲基或吩噁嗪)和肽缀合物(例

如，触角肽、Tat肽)、烷化剂、磷酸酯、氨基、巯基、PEG(例如，PEG‑40K)、mPEG、[mPEG]2、聚氨

基、烷基、取代的烷基、放射性标记的标记、酶、半抗原(例如，生物素)、转运/吸收促进剂(例

如，阿司匹林、维生素E、叶酸)、合成核糖核酸酶(例如，咪唑、双咪唑、组胺、咪唑簇、吖啶‑咪

唑偶联物、四氮杂大环的Eu(3+)配合物)、二硝基苯基、HRP或AP。

[0507] 配体可以是蛋白，例如糖蛋白、或肽，例如对共配体具有特定亲和力的分子，或抗

体例如与特定细胞类型如癌细胞、内皮细胞或骨细胞结合的抗体。配体还可包括激素或激

素受体。它们还可以包括非肽物质，例如脂质、凝集素、碳水化合物、维生素、辅因子、多价乳

糖、多价半乳糖、N‑乙酰基‑半乳糖胺、N‑乙酰基‑葡糖胺多价甘露糖或多价岩藻糖。配体可

以是例如脂多糖、p38  MAP激酶的激活剂或NF‑κB的激活剂。

[0508] 配体可以是一种物质，例如药物，其可以增加iRNA剂进入细胞的摄取，例如通过破

坏细胞的细胞骨架、例如通过破坏细胞的微管、微丝或中间丝。药物可以是例如分类单位、

长春新碱、长春碱细胞松弛素、诺可达唑、安非他命、赤霉素A、鬼笔环肽、猪笼素A、吲达诺辛

或肌黄蛋白。

[0509] 在一些实施方式中，如本文所述与iRNA连接的配体充当药物代谢动力学调节剂

(pK调节剂)。PK调节剂包括亲脂性物质、胆汁酸、类固醇、磷脂类似物、多肽、蛋白结合剂、聚

乙二醇(PEG)、维生素等。示例性PK调节剂包括但不限于胆固醇、脂肪酸、胆酸、石胆酸、二烷

基甘油酯、二酰基甘油酯、磷脂、鞘脂、萘普生、布洛芬、维生素E、生物素等。还已知包含多个

硫代磷酸酯间键的寡核苷酸与学清蛋白结合，因此在主链中包含多个硫代磷酸酯间键的短
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寡核苷酸，例如约5个碱基、10个碱基、15个碱基或20个碱基的寡核苷酸也适用于本发明作

为配体(例如，PK调节配体)。此外，结合血清部分(例如，血清蛋白)的适配体也适用作本文

所述实施方式中的PK调节剂。

[0510] 本发明的配体缀合iRNA可以通过使用具有悬垂反应性官能团的寡核苷酸来合成，

例如源自连接分子在寡核苷酸上的连接(如下所述)。这种反应性寡核苷酸可以直接与市售

配体、合成的带有多种保护基团的配体或具有与其连接的连接部分的配体反应。

[0511] 用于本发明缀合物的寡核苷酸可以通过众所周知的固相合成技术方便地且常规

地制备。用于这种合成的设备由多家供应商出售，包括例如Applied (Foster 

City,Calif .)。可以附加地或替代地使用本领域已知的用于此类合成的任何其他方式。还

已知使用类似的技术来制备其他寡核苷酸，例如硫代磷酸酯和烷基化衍生物。

[0512] 在本发明的配体缀合的寡核苷酸和带有序列特异性连接的配体分子的核苷中，寡

核苷酸和寡核苷可以利用标准核苷酸或核苷前体，或已经带有连接部分的核苷酸或核苷缀

合物前体、已经带有配体分子的配体‑核苷酸或配体‑缀合物前体、或带有非核苷配体的结

构单元在合适的DNA合成仪上组装。

[0513] 当使用已经带有连接部分的核苷酸‑缀合物前体时，同城完成序列特异性核苷的

合成，然后配体分子与连接部分反应以形成配体缀合的寡核苷酸。在一些实施方式中，本发

明的寡核苷酸或连接的核苷通过自动化合成仪使用衍生自配体‑核苷缀合物的亚磷酰胺以

及可商购且常规用于寡核苷酸合成的标准亚磷酰胺或非标准亚磷酰胺合成。

[0514] A.脂质缀合物

[0515] 在某些实施方式中，配体或缀合物是脂质或基于脂质的分子。这种脂质或基于脂

质的分子通常可以结合血清蛋白，例如人血清白蛋白(HSA)。HSA结合配体允许将缀合物分

布到靶组织，例如身体的非肾靶组织。例如，靶组织可以是肝脏，包括肝脏的实质细胞。可以

结合HSA的其他分子也可用作配体。例如，可以使用萘普生或阿司匹林。脂质或基于脂质的

配体可以(a)增加对缀合物降解的抗性，(b)增加靶向或转运至靶细胞或细胞膜中，或(c)可

用于调节与学清蛋白的结合例如HSA。

[0516] 基于脂质的配体可用于调节例如控制(例如抑制)缀合物结合至靶组织。例如，与

HSA更强结合的脂质或基于脂质的配体将不大可能靶向肾脏，并且因此不太可能从体内清

除。与HSA结合较弱的脂质或基于脂质的配体可用于将缀合物靶向肾脏。

[0517] 在某些实施方式中，基于脂质的配体结合HSA。例如，配体可以以足够的亲和力结

合HSA，使得增强缀合物在非肾组织中的分布。然而，亲和力通常不会强到无法逆转HSA配体

结合。

[0518] 在某些实施方式中，基于脂质的配体弱结合或根本不结合HSA，使得增强缀合物在

肾脏中的分布。靶向肾细胞的其他部分也可用于替代或补充基于脂质的配体。

[0519] 在另一方面，配体是被靶向细胞例如增殖细胞摄取的部分，例如维生素。这些特别

适用于治疗以不希望细胞增殖为特征的疾病，例如恶性或非恶性类型的疾病例如癌细胞。

示例性维生素包括维生素A、E和K。其他示例性维生素包括B族微生物，例如叶酸、B12、核黄

素、生物素、吡哆醛或安溪报吸收的其他维生素或营养素。还包括HSA和低密度脂蛋白

(LDL)。

[0520] B.细胞渗透剂
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[0521] 在另一方面中，配体是细胞渗透剂，例如螺旋细胞渗透剂。在某些实施方式中，剂

是两亲性的。示例性剂是肽，例如tat或antennopedia。如果剂是肽，它可以被修饰，包括肽

模拟物、转化体、非肽或假肽间键，以及D氨基酸的使用。螺旋剂通常是α‑螺旋剂并且可以具

有亲脂性和疏脂性相。

[0522] 配体可以是肽或肽模拟物。肽模拟物(本文也称为寡肽模拟物)是能够折叠成类似

于天然肽的确定的三维结构的分子。肽和肽模拟物与iRNA剂的连接可以影响iRNA的药代动

力学分布，例如通过增强细胞识别和吸收。肽或肽模拟物部分可以是约5‑50个氨基酸长，例

如约5、10、15、20、25、30、35、40、45或50个氨基酸长。

[0523] 肽或肽模拟物可以是例如细胞渗透肽、阳离子肽、两亲肽、或疏水肽(例如，主要由

Tyr、Trp或Phe组成)。肽部分可以是树状肽、限制性肽或交联肽。在另一个备选方案中，肽部

分可以包括疏水膜转位序列(MTS)。示例性的包含MTS的疏水性肽是具有氨基酸序列

AAVALLPAVLLALLAP(SEQ  ID  NO:9)的RFGF。包含疏水性MTS的RFGF类似物(例如，氨基酸序列

AALLPVLLAAP(SEQ  ID  NO:12))也可以是靶向部分。肽部分可以是"递送"肽，它可以携带包

括肽、寡核苷酸和蛋白在内的大极性分子穿过细胞膜。例如，已发现来自HIV  Tat蛋白

(GRKKRRQRRRPPQ(SEQ  ID  NO:353))和果蝇触角蛋白(RQIKIWFQNRRMKWKK(SEQ  ID  NO:354))

的序列能够用作递送肽。肽或肽模拟物可以由DNA的随机序列编码，例如从噬菌体展示文库

或单株一化合物(OBOC)组合文库中鉴定的肽(Lam等，Nature,354:82‑84,1991)。通常，通过

掺入的单体单元与dsRNA剂连接的肽或肽模拟物是细胞靶向肽，例如精氨酸‑甘氨酸‑天冬

氨酸(RGD)‑肽或RGD模拟物。肽部分的长度范围可以从约5个氨基酸到约40个氨基酸。肽部

分可以具有结构修饰，例如以增加稳定性或直接构象特性。可以使用下面描述的任何结构

修饰。

[0524] 用于本发明的组合物和方法的RGD肽可以是线性的或环状的，并且可以被修饰，例

如糖基化或甲基化，以促进靶向特定组织。含RGD的肽和肽模拟物可以包括D‑氨基酸以及合

成的RGD模拟物。除了RGD，还可以使用其他靶向整合素配体的部分。该配体的优选缀合物靶

向PECAM‑1或VEGF。

[0525] RGD肽部分可用于靶向特定细胞类型，例如癌细胞，例如内皮肿瘤细胞或乳腺癌肿

瘤细胞(Zitzmann等，Cancer  Res.,62:5139‑43,2002)。RGD肽可以促进dsRNA剂靶向多种其

他组织的肿瘤，包括肺、肾、脾或肝(Aoki等，Cancer  Gene  Therapy  8:783‑787,2001)。通

常，RGD肽将促进iRNA剂靶向肾脏。RGD肽可以是线性的或环状的，并且可以被修饰，例如糖

基化或甲基化，以促进靶向特定组织。例如，糖基化RGD肽可以将iRNA剂递送至表达αVβ3的肿

瘤细胞(Haubner等，Jour.Nucl.Med.,42:326‑336,2001)。

[0526] “细胞渗透肽”能够渗透细胞，例如微生物细胞，例如细菌或真菌细胞，或哺乳动物

细胞，例如人细胞。微生物细胞渗透肽可以是例如α‑螺旋线性肽(例如，IL‑37或Ceropin 

P1)、含二硫键的肽(例如，α‑防御素、β‑防御素或细菌素)、或仅包含一个或两个主要氨基酸

的肽(例如，PR‑39或吲哚西丁)。细胞渗透肽也可以包括核定位信号(NLS)。例如，细胞渗透

肽可以是二分两亲肽，例如MPG，其衍生自HIV‑1gp41的融合台结构域和SV40大T抗原的NLS

(Simeoni等，Nucl.Acids  Res.31:2717‑2724,2003)。

[0527] C.碳水化合物缀合物

[0528] 在本发明的组合物和方法的一些实施方式中，iRNA还包含碳水化合物。碳水化合
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物缀合的iRNA有利于核酸的体内递送，以及适用于体内治疗用途的组合物，如本文所述。如

在本文中所使用的，"碳水化合物"指本身为碳水化合物的化合物，其由一个或多个具有至

少6个碳原子(可以是直链、直链或环状)的单糖单元组成，每个碳原子上都有一个氧、氮或

硫原子；或一种化合物，其碳水化合物部分由一个或多个单糖单元组成，每个单糖单元具有

至少六个碳原子(可以是直链、支链或环状)，每个碳原子上都有氧、氮或硫原子。代表性碳

水化合物包括糖(包含约4、5、6、7、8或9个单糖单元的单糖、二糖、三糖或寡糖)和多糖，例如

淀粉、糖原、纤维素和多糖胶。特定的单糖包括C5及以上(例如，C5、C6、C7或C8)糖；二糖和三

糖包括具有两个或三个单糖单元(例如，C5、C6、C7或C8)。

[0529] 在某些实施方式中，碳水化合物缀合物包含单糖。在某些实施方式中，单糖是N‑乙

酰半乳糖胺(GalNAc)。包含一种或多种N‑乙酰半乳糖胺(GalNAc)衍生物的GalNAc缀合物描

述于例如US8,106,022中，其全部内容通过引用并入本文。在一些实施方式中，GalNAc缀合

物用作将iRNA靶向特定细胞的配体。在一些实施方式中，GalNAc缀合物将iRNA靶向干细胞，

例如通过充当肝细胞(例如肝细胞)的去唾液酸糖蛋白受体的配体。

[0530] 在一些实施方式中，碳水化合物缀合物包含一种或多种GalNAc衍生物。GalNAc衍

生物可以通过接头连接，例如二价或三价支链接头。在一些实施方式中，GalNAc缀合物与有

义链的3’端缀合。在一些实施方式中，GalNAc缀合物通过接头(例如如本文所述的接头)与

iRNA剂(例如至有义链的3’端)缀合。在一些实施方式中，GalNAc缀合物与有义链的5’端缀

合。在一些实施方式中，GalNAc缀合物通过接头(例如如本文所述的接头)与iRNA剂(例如至

有义链的5’端)缀合。

[0531] 在本发明的某些实施方式中，GalNAc或GalNAc衍生物通过单价接头与本发明的

iRNA剂连接。在一些实施方式中，GalNAc或GalNAc衍生物通过二价接头与本发明的iRNA剂

连接。在本发明的其他实施方式中，GalNAc或GalNAc衍生物通过三价接头与本发明的iRNA

剂连接。在本发明的其他实施方式中，GalNAc或GalNAc衍生物通过四价接头与本发明的

iRNA剂连接。

[0532] 在某些实施方式中，本发明的双链RNAi剂包含连接至iRNA剂的一种GalNAc或

GalNAc衍生物。在某些实施方式中，本发明的双链RNAi剂包含多个(例如，2、3、4、5或6)个

GalNAc或GalNAc衍生物，其各自通过多个单价接头独立地连接到双链RNAi剂的多个核苷

酸。

[0533] 在一些实施方式中，例如，当本发明的iRNA剂的两条链是一个较大分子的一部分

时，一条链的3’端和相应另一条链的5’端之间通过不间断的核苷酸链连接，形成发夹环，其

包含多个未配对的核苷酸，发夹环内的每个未配对核苷酸可以独立地包含通过单价接头连

接的GalNAc或GalNAc衍生物。发夹环也可以由双链的一条链中的延伸突出端形成。

[0534] 在一些实施方式中，例如，当本发明的iRNA剂的两条链是一个较大分子的一部分

时，一条链的3’端和相应另一条链的5’端之间通过不间断的核苷酸链连接，形成发夹环，其

包含多个未配对的核苷酸，发夹环内的每个未配对核苷酸可以独立地包含通过单价接头连

接的GalNAc或GalNAc衍生物。发夹环也可以由双链的一条链中的延伸突出端形成。

[0535] 在一些实施方式中，GalNAc缀合物是
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[0536]

[0537] 在一些实施方式中，RNAi剂通过如下示意图所示的接头连接至碳水化合物缀合

物，其中X是O或S

[0538]

[0539] 在一些实施方式中，RNAi剂与L96缀合，如表2中定义的和如下所示：

[0540]

[0541] 在某些实施方式中，用于本发明的组合物和方法的碳水化合物缀合物选自以下：
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[0542]
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[0543]
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[0544]
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[0545]

说　明　书 65/144 页

74

CN 115298312 A

74



[0546]

[0547] 其中Y是O或S和n是3‑6(式XXIV)；

[0548] 其中Y是O或S和n是3‑6(式XXV)；

[0549]
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[0550] 其中X是O或S(式XXVII)；

[0551] 式XXVII；式XXIX；

[0552]
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[0553]
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[0554]

[0555] 在某些实施方式中，用于本发明的组合物和方法中的碳水化合物缀合物是单糖。

在某些实施方式中，单糖是N‑乙酰半乳糖胺，如

[0556]

[0557] 用于本文所述实施方式中的另一种代表性碳水化合物缀合物包括但不限于，

[0558]

[0559] 当X或Y之一是寡核苷酸时，另一个是氢。

[0560] 在一些实施方式中，合适的配体是WO  2019/055633中公开的配体，其全部内容通

过引用并入本文。在一个实施方式中，配体包含以下结构：
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[0561]

[0562] 在某些实施方式中，本公开的RNAi剂可包含GalNAc配体，即使目前预计此类

GalNAc配体对于本公开的优选鞘内/CNS递送途径的价值有限。

[0563] 在本发明的某些实施方式中，GalNAc或GalNAc衍生物通过单价接头与本发明的

iRNA剂连接。在一些实施方式中，GalNAc或GalNAc衍生物通过二价接头与本发明的iRNA剂

连接。在本发明的其他实施方式中，GalNAc或GalNAc衍生物通过三价接头与本发明的iRNA

剂连接。

[0564] 在一个实施方式中，本发明的双链RNAi剂包含一种或多种与iRNA剂连接的GalNAc

或GalNAc衍生物。GalNAc可以通过有义链或反义链上的接头连接至任何核苷酸。GalNAc可

以连接至有义链的5’端、有义链的3’端、反义链的5’端或反义链的3’端。在一个实施方式

中，GalNAc例如通过三价接头连接至有义链的3’端。

[0565] 在其他实施方式中，本发明的双链RNAi剂包含多个(例如，2、3、4、5或6)个GalNAc

或GalNAc衍生物，其各自通过多个单价接头独立地连接到双链RNAi剂的多个核苷酸。

[0566] 在一些实施方式中，例如，当本发明的iRNA剂的两条链是一个较大分子的一部分

时，一条链的3’端和相应另一条链的5’端之间通过不间断的核苷酸链连接，形成发夹环，其

包含多个未配对的核苷酸，发夹环内的每个未配对核苷酸可以独立地包含通过单价接头连

接的GalNAc或GalNAc衍生物。

[0567] 在一些实施方式中，碳水化合物缀合物还包含一种或多种如上所述的额外配体，

例如但不限于PK调节剂或细胞渗透肽。

[0568] 适用于本发明的其他碳水化合物缀合物和接头包括描述于WO  2014/179620和WO 

2014/179627中的那些，其各自的全部内容通过引用并入本文。

[0569] D.接头

[0570] 在一些实施方式中，本文所述的缀合物或配体可以与具有各种可切割或不可切割

的接头的iRNA寡核苷酸连接。

[0571] 术语“接头”或“连接基团”是指连接化合物的两个部分的有机部分，例如共价连接

化合物的两个部分。接头通常包含直接键或原子例如氧、硫，单元例如NR8、C(O)、C(O)NH、

SO、SO2、SO2NH或原子链，例如但不限于，取代或未取代的烷基、取代或未取代的烯基、取代或

未取代的炔基、芳基烷基、芳基烯基、芳基炔基、杂芳基烷基、杂芳烯基、杂芳基炔基、杂环基

烷基、杂环基烯基、杂环基炔基、芳基、杂芳基、杂环基、环烷基、环烯基、烷基芳基烷基、烷基

芳基烷基、烷基芳基炔基、烯基芳基烷基、烯基芳基、烯基芳基炔基、炔基烷基、炔基烯基、炔

基炔基、烷基杂芳烷基、烷基杂芳基烷基、烷基杂芳基炔基、烯基杂芳烷基、烯基杂芳基烷
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基、烯基杂芳基炔基、炔基杂芳烷基、炔基杂芳基烷基、炔基杂芳基炔基、烷基杂环烷基、烷

基杂环烷基、烷基海洛基炔基、烯基杂环烷基、烯基杂环烷基、烯基杂环炔基、炔基杂环烷

基、炔基杂环烯基、炔基杂环炔基、烷基芳基、烯基芳基、炔基、烷基杂芳基、烯基杂芳基、炔

基，齐总一种或多种亚甲基可以被O、S、S(O)、SO2、N(R8)、C(O)、取代或未取代的芳基、取代

或未取代的杂芳基、取代或未取代的杂环中断或封端；其中R8是氢、酰基、脂肪族或取代的

脂肪族。在某些实施方式中，接头约1‑24原子之间、2‑24、3‑24、4‑24、5‑24、6‑24、6‑18、7‑

18、8‑18个原子，7‑17、8‑17、6‑16、7‑16或8‑16个原子。

[0572] 可切割的连接基团是在细胞外足够稳定的连接基团，但其在进入靶细胞时被切割

以释放接头保持在一起的两个部分。在优选的实施方式中，可切割的连接基团被切割至少

约10次、20次、30次、40次、50次、60次、70次、80次、90次或更多，或至少约100次，在靶细胞中

或在第一参考条件(例如，可以选择模拟或代表细胞内条件)下比在受试者的血液中或第二

参考条件(例如，可以选择模拟或代表血液或血清中的条件)下更快。

[0573] 可切割的连接基团易受裂解剂的影响，例如pH、氧化还原电位或降解分子的存在。

通常，裂解剂在细胞内比在血清或血液中更普遍或以更高的水平或活性存在。这种降解剂

的例子包括：针对特定底物选择的或不具有底物特异性的氧化还原剂，包括例如存在于细

胞中的氧化或还原酶或还原剂例如硫醇，其可以通过还原降解氧化还原可裂解的连接基

团；酯酶；可产生酸性环境的内体或剂，例如导致pH为5或更低的那些；可以通过充当一般酸

水解或降解酸可裂解连接基团的酶、肽酶(可以是底物特异性的)和磷酸酶。

[0574] 可切割的连接基团，例如二硫键可能对pH敏感。人血清的pH值为7.4，而细胞内的

平均pH略低，范围约为7.1‑7.3。内体具有更酸性pH，范围5.5‑6.0，并且溶酶体具有甚至更

酸pH约5.0。一些接头将具有可切割的连接基团，该连接基团在优选的pH下被切割，从而从

细胞内的配体释放阳离子脂质，或释放到所需的细胞隔室中。

[0575] 接头可以包括可被特定酶切割的可切割的接头基团。掺入接头中的可切割的接头

基团的类型可能取决于要靶向的细胞。例如，肝脏靶向配体可以通过包括酯基的接头连接

至阳离子脂质。肝细胞富含酯酶，并且因此与不富含酯酶的细胞类型相比，干细胞中的接头

将被更有效地切割。其他富含酯酶的细胞类型包括肺细胞、肾皮质细胞和睾丸细胞。

[0576] 当靶向富含肽酶的细胞类型(例如肝细胞和滑膜细胞)时，可以使用包含肽键的接

头。

[0577] 通常，可通过测试降解剂(或条件)切割候选连接基团的能力来评估候选可切割接

头基团的适用性。还需要测试候选可切割接头基团在血液中或与其他非靶组织接触时抵抗

切割的能力。因此，可以确定第一或第二条件之间对切割的相对易感性，其中第一被选择以

指示靶细胞中的切割，以及第二被选择以指示在其他组织或盛物流体中的切割，例如血液

或血清。评估可以在无细胞系统、细胞中、细胞培养中、器官或组织培养中、或整个动物中进

行。在无细胞或培养条件下进行初步评估并通过对整个动物的进一步评估来确认可能很有

用。在优选的实施方式中，与血液或血清中相比(或在模拟细胞外条件的体外条件下)，有用

的候选化合物在细胞中(或在模拟细胞内条件的体外条件下)的裂解速度至少快约2、4、10、

20、30、40、50、60、70、80、90或约100倍。

[0578] i.氧化还原可切割连接基团

[0579] 在某些实施方式中，可切割连接基团是在还原或氧化时切割的氧化还原可切割连
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接基团。可还原切割的连接基团的例子是二硫键连接基团(‑S‑S‑)。为了确定候选可切割接

头基团是否是合适的“可还原切割连接基团”或例如是否适合于特定iRNA部分和特定靶向

剂一起使用，可以参考本文所述的方法。例如，可以通过与二硫苏糖醇(DTT)或其他还原剂

一起孵育来评估候选物，使用本领域已知的剂模拟在细胞例如靶细胞中观察到的切割速

率。还可以在选择模拟血液或血清条件下来评估候选物。一种方法是，候选化合物在血液中

最多切割约10％。在其他实施方式中，与血液或血清中相比(或在模拟细胞外条件的体外条

件下)，有用的候选化合物在细胞中(或在模拟细胞内条件的体外条件下)的降解至少快约

2、4、10、20、30、40、50、60、70、80、90或约100倍。候选化合物的裂解速率可以在选择模拟细

胞内介质的条件下使用标准酶动力学测定来确定，并用选择模拟细胞外介质的条件进行比

较。

[0580] ii.基于磷酸酯的可切割连接基团

[0581] 在其他实施方式中，可切割接头包括基于磷酸酯的可切割连接基团。基于磷酸酯

的可切割连接基团通过降解或水解该磷酸酯基团的试剂而被切割。在细胞中切割磷酸酯基

团的试剂的实例是酶，如细胞中的磷酸酶。基于磷酸酯的连接基团的实例是‑O‑P(O)(ORk)‑

O‑、‑O‑P(S)(ORk)‑O‑、‑O‑P(S)(SRk)‑O‑、‑S‑P(O)(ORk)‑O‑、‑O‑P(O)(ORk)‑S‑、‑S‑P(O)

(ORk)‑S‑、‑O‑P(S)(ORk)‑S‑、‑S‑P(S)(ORk)‑O‑、‑O‑P(O)(Rk)‑O‑、‑O‑P(S)(Rk)‑O‑、‑S‑P

(O)(Rk)‑O‑、‑S‑P(S)(Rk)‑O‑、‑S‑P(O)(Rk)‑S‑、‑O‑P(S)(Rk)‑S‑。优选的实施方式是‑O‑P

(O)(OH)‑O‑、‑O‑P(S)(OH)‑O‑、‑O‑P(S)(SH)‑O‑、‑S‑P(O)(OH)‑O‑、‑O‑P(O)(OH)‑S‑、‑S‑P

(O)(OH)‑S‑、‑O‑P(S)(OH)‑S‑、‑S‑P(S)(OH)‑O‑、‑O‑P(O)(H)‑O‑、‑O‑P(S)(H)‑O‑、‑S‑P(O)

(H)‑O、‑S‑P(S)(H)‑O‑、‑S‑P(O)(H)‑S‑和‑O‑P(S)(H)‑S‑，其中Rk在每次出现时可以独立地

是C1‑C20烷基、C1‑C20卤代烷基、C6‑C10芳基或C7‑C12芳烷基。在某些实施方式中，基于磷

酸酯的连接基团是‑O‑P(O)(OH)‑O‑。可以使用类似于以上描述的那些的方法来评价这些候

选物。

[0582] iii.酸可切割连接基团

[0583] 在其他实施方式中，可切割接头包括酸可切割的连接基团。酸可切割的连接基团

是在酸性条件下被切割的连接基团。在某些实施方式中，酸可切割的连接基团在具有大约

6.5或更低(例如，大约6.0、5.75、5.5、5.25、5.0或更低)的pH的酸性环境中被切割，或者被

试剂(如可以作为广义酸起作用的酶)切割。在细胞中，具体的低pH细胞器(如核内体或溶酶

体)可以提供针对酸可切割连接基团的切割环境。酸可切割连接基团的实例包括但不限于

腙、酯以及氨基酸的酯。酸可切割基团可以具有通式‑C＝NN‑、C(O)O或‑OC(O)。一个优选的

实施方式是当附接至酯(烷氧基基团)的氧的碳是芳基基团、经取代的烷基基团或叔烷基基

团(如二甲基戊基或叔丁基)时。可以使用类似于以上描述的那些的方法来评价这些候选

物。

[0584] iv.基于酯的连接基团

[0585] 在其他实施方式中，可切割接头包括基于酯的可切割的连接基团。基于酯的可切

割的连接基团通过酶(如细胞中的酯酶与酰胺酶)而被切割。基于酯的可切割连接基团的实

例包括但不限于亚烷基、亚烯基以及亚炔基的酯。酯可切割连接基团具有通式‑C(O)O‑、或‑

OC(O)‑。可以使用类似于以上描述的那些的方法来评价这些候选物。

[0586] v.基于肽的可切割基团
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[0587] 在再另一个实施方式中，可切割接头包括基于肽的可切割的连接基团。基于肽的

可切割连接基团通过酶(如细胞中的肽酶与蛋白酶)而被切割。基于肽的可切割连接基团是

在氨基酸之间形成以产生寡肽(例如，二肽、三肽，等等)以及多肽的肽键。基于肽的可切割

基团不包括酰胺基团(‑C(O)NH‑)。酰胺基团可以在任何亚烷基、亚烯基或亚炔基之间形成。

肽键是在氨基酸之间形成以产生肽以及蛋白质的特定类型的酰胺键。基于肽的切割基团总

体上限于在氨基酸之间形成以产生肽以及蛋白质的肽键(即，酰胺键)，并且不包括整个酰

胺官能团。基于肽的可切割连接基团具有通式‑NHCHRAC(O)NHCHRBC(O)‑，其中RA与RB是这

两个邻接氨基酸的R基团。可以使用类似于以上描述的那些的方法来评价这些候选物。

[0588] 在一些实施方式中，本发明的iRNA通过接头被缀合至碳水化合物。本发明的组合

物与方法的具有接头的iRNA碳水化合物缀合物的非限制性实例包括但不限于，

[0589]
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[0590]

[0591]

当X或Y之一式寡核苷酸时，另一个是氢。

[0592] 在本发明的组合物和方法的某些实施方式中，配体是通过二价或三价支链接头连
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接的一个或多个“GalNAc”(N‑乙酰半乳葡糖胺)衍生物。

[0593] 在一个实施方式中，本发明的dsRNA与二价或三价支链接头缀合，所述接头选自式

(XLV)‑(XLVI)中任一个显示的结构：

[0594]

[0595] 其中：

[0596] q2A、q2B、q3A、q3B、q4A、q4B、q5A、q5B和q5C对于每次出现独立地表示0‑20和其中

重复单元可以相同或不同；

[0597] P2A、P2B、P3A、P3B、P4A、P4B、P5A、P5B、P5C、T2A、T2B、T3A、T3B、T4A、T4B、T4A、T5B、T5C对于每次出

现独立地表示不存在、CO、NH、O、S、OC(O)、NHC(O)、CH2、CH2NH或CH2O；

[0598] Q2A、Q2B、Q3A、Q3B、Q4A、Q4B、Q5A、Q5B、Q5C对于每次出现独立地表示不存在、亚烃基、取代

的亚烃基，其中一个或多个亚甲基可以被O、S、S(O)、SO2、N(RN)、C(R’)＝C(R”)、C≡C或C(O)

中的一个或多个中断或终止；

[0599] R2A、R2B、R3A、R3B、R4A、R4B、R5A、R5B、R5C对于每次出现独立地表示不存在、NH、O、S、CH2、

C(O)O、C(O)NH、NHCH(Ra)C(O)、‑C(O)‑CH(Ra)‑NH‑、CO、CH＝N‑O、

或杂环基；

[0600] L2A、L2B、L3A、L3B、L4A、L4B、L5A、L5B和L5C表示配体；即，对于每次出现各自独立地为单

糖(如GalNAc)、二糖、三糖、四糖、寡糖或多糖；和Ra是H或氨基酸侧链。三价缀合GalNAc衍生

物对于与RNAi剂一起使用来抑制靶基因表达特别有用，如式(XLIX)的那些：

[0601]

[0602] 其中L5A、L5B和L5C表示单糖，如GalNAc衍生物。

[0603] 适宜的二价与三价支链接头基团缀合的GalNAc衍生物的实例包括但不限于在以
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上引用为化学式II、VII、XI、X以及XIII的结构。

[0604] 教导RNA缀合物的制备的代表性美国专利包括但不限于美国专利号4,828,979；4,

948,882；5,218,105；5,525,465；5,541 ,313；5,545,730；5,552,538；5,578,717；5,580,

731；5,591,584；5,109,124；5,118,802；5,138,045；5,414,077；5,486,603；5,512,439；5,

578,718；5,608,046；4,587 ,044；4,605,735；4,667 ,025；4,762,779；4,789,737；4,824,

941；4,835,263；4,876,335；4,904,582；4,958,013；5,082,830；5,112,963；5,214,136；5,

082,830；5,112,963；5,214,136；5,245,022；5,254,469；5,258,506；5,262,536；5,272,

250；5,292,873；5,317,098；5,371,241,5,391,723；5,416,203；5,451,463；5,510,475；5,

512,667；5,514,785；5,565,552；5,567 ,810；5,574,142；5,585,481；5,587 ,371；5,595,

726；5,597,696；5,599,923；5,599,928；5,688,941；6,294,664；6,320,017；6,576,752；6,

783,931；6,900,297；7,037,646；和8,106,022，其每一个的全部内容通过引用并入本文。

[0605] 给定化合物中的全部位置不必要经统一修饰，并且实际上可以在单个化合物中或

甚至在iRNA内部的单个核苷处引入多于一个前述修饰。本发明也包括作为嵌合化合物的

iRNA化合物。

[0606] 在本发明的上下文中，“嵌合的”iRNA化合物或“嵌合体”是以下这样的iRNA化合

物，优选是dsRNAi剂，其包含两个或更多个化学上不同的区域，每者由至少一个单体单元构

成，即，在dsRNA化合物的情况下的核苷酸。这些iRNA一般含有至少一个区域，其中RNA经修

饰，从而赋予iRNA增加的核酸酶降解抗性、增加的细胞摄取或增加的靶核酸结合亲和性。

iRNA的其他区域可以充当能够切割RNA：DNA或RNA：RNA杂交分子的酶的底物。举例而言，

RNase  H是一种切割RNA：DNA双链体的RNA链的细胞内核酸酶。因此，RNase  H的激活导致RNA

靶的切割，因而大大增强iRNA抑制基因表达的效率。因此，与杂交至相同靶区域的硫代磷酸

酯脱氧dsRNA相比，可以在使用嵌合dsRNA时，经常用较短的iRNA获得可比较的结果。可以常

规地通过凝胶电泳并且如果必要的话联合本领域内已知的核酸杂交技术来检测该RNA靶点

的切割。

[0607] 在某些实例中，iRNA的RNA可以通过非配体基团来进行修饰。一些非配体分子已经

被缀合至iRNA以增强该iRNA的活性、细胞分布或细胞摄取，并且用于进行此类缀合的程序

在科学文献中是可得的。这种非配体部分已经包括脂部分如胆固醇(Kubo ,T .等，

B i o c h e m .B i o p h y s .R e s .C o m m . ,2 0 0 7 ,3 6 5 (1 ) : 5 4 ‑ 6 1 ；L e t s i n g e r等 ，

Proc.Natl.Acad .Sci.USA,1989,86:6553)、胆酸(Manoharan等，Bioorg.Med .Chem.Lett.,

1994,4:1053)、硫醚，例如己基‑S‑三苯甲基硫醇(Manoharan等，Ann.N.Y.Acad.Sci.,1992,

660:306；Manoharan等，Bioorg .Med .Chem.Let.,1993,3:2765)、硫代胆固醇(Oberhauser

等，Nucl .Acids  Res .,1992 ,20:533)、脂肪链，例如，十二烷基二醇或十一烷基残基

(Saison‑Behmoaras等，EMBO  J .,1991 ,10:111；Kabanov等，FEBS  Lett.,1990,259:327；

Svinarchuk等，Biochimie,1993,75:49)、磷脂，例如，二‑十六烷基‑外消旋‑甘油或三乙铵

1,2‑二‑O‑十六烧基‑外消旋‑甘油‑3‑H‑磷酸酯(Manoharan等，Tetrahedron  Lett.,1995,

36:3651；Shea等，Nucl.Acids  Res .,1990 ,18:3777)、聚胺或聚乙二醇链(Manoharan等，

Nucleosides&Nucleotides ,1995 ,14:969)或金刚烷乙酸(Manoharan等，Tetrahedron 

Lett.,1995,36:3651)、棕榈基部分(Mishra等，Biochim.Biophys.Acta,1995,1264:229)或

十八胺或己胺‑羰基‑羟胆固醇部分(Crooke等，J.Pharmacol.Exp.Ther.,1996,277:923)。
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教导制备这类RNA缀合物的代表性美国专利已经在上文列出。典型的缀合方案涉及在序列

的一个或多个位置具有氨基接头的RNA的合成。然后使用适当的偶联剂或活化剂使该氨基

基团与被缀合的分子进行反应。缀合反应可以用仍与固相支持物结合或在切割RNA后处于

溶液相的RNA进行。一般通过HPLC纯化RNA缀合物提供纯的缀合物。

[0608] V.本公开的RNAi剂的递送

[0609] 可以以各种不同的方式来实现本公开的iRNA至细胞的递送，例如，受试者体内的

细胞，如人类受试者(例如，需要其的受试者，如患有LRRK2相关病症的受试者，例如，LRRK2

相关疾病)。例如，递送可通过将细胞在体外或体内与本发明的iRNA接触来进行。也可以通

过向受试者施用包含iRNA(例如，dsRNA)的组合物，直接进行体内递送。或者，可以通过施用

编码和指导iRNA表达的一种或多种载体间接地进行体内递送。这些替代方案在后文进一步

论述。

[0610] 在通常情况下，在通常情况下，递送(体外或体内)核酸分子的任何方法可以适应

于随本发明的iRNA使用(参见例如，Akhtar  S.和Julian  RL.(1992)Trends  Cell.Biol.2

(5):139‑144和WO94/02595，其全部内容通过引用并入本文)。对于体内递送，为了递送iRNA

分子考虑的因子包括，例如，所递送的分子的生物学稳定性、防止非特异性作用和所递送分

子在靶组织中的积累。RNAi剂的非特异性作用可以通过局部给药来最小化，例如通过直接

注射或植入组织或局部给药制剂。对治疗部位的局部给药使剂的局部浓度最大化，限制剂

暴露于否则会收到剂伤害或可降解剂的全身组织，并允许施用较低总剂量的RNAi剂。几项

研究已经表明当局部施用RNAi剂时，基因产物的成功敲低。例如，在与年龄相关的黄斑变性

实验模型中，通过玻璃体内注射在食蟹猴(Tolentino,MJ.等，(2004)Retina24:132‑138)和

小鼠(Reich,SJ.等(2003)Mol.Vis.9:210‑216)视网膜下注射眼内递送VEGF  dsRNA均显示

可防止新血管形成。此外，在小鼠体内直接向肿瘤内注射dsRNA可减少肿瘤体积(Pille,J.

等，(2005)Mol .Ther .11:267‑274)并延长荷瘤小鼠的存活时间(Kim ,WJ .等，(2006)

Mol.Ther.14:343‑350；Li,S.等，(2007)Mol.Ther.15:515‑523)。RNA干扰还显示成功通过

直接注射局部递送至CNS(Dorn,G.等，(2004)Nucleic  Acids  32:e49；Tan,PH.等，(2005)

Gene  Ther .12:59‑66；Makimura ,H .等，(2002)BMC  Neurosci .3:18；Shishkina ,GT .等，

( 2 0 0 4 ) N e u r o s c i e n c e  1 2 9 : 5 2 1 ‑ 5 2 8 ；T h a k k e r ,E R .等 ，( 2 0 0 4 )

Pro c .Na tl .Acad .Sci .U .S .A .1 01 :1 7 27 0 ‑1 7 27 5；Aka neya ,Y .等，(2005)

J.Neurophysiol.93:594‑602)和通过鼻内给药至肺(Howard ,KA.等，(2006)Mol.Ther.14:

476‑484；Zhang ,X .等，(2004)J .Biol .Chem .279:10677‑10684；Bitko ,V .等，(2005)

Nat.Med .11:50‑55)。为了系统地施用RNAi剂以治疗疾病，可以修饰RNA或施用药物递送系

统递送进行递送；这两种方法都可以防止体内核酸内切酶和核酸外切酶对dsRNA的快速降

解。RNA或药物载体的修饰还可以允许将RNAi剂靶向靶组织并避免不希望的脱靶效应(例

如，不希望受理论束缚，本文所述的GNA的使用已被鉴定为使dsRNA的种子区域不稳定，从而

相对于脱靶效应，导致此类dsRNA对靶向有效性的偏好增强，因为这种种子区域的不稳定会

显著削弱这种脱靶效应)。RNAi剂可以通过与胆固醇等亲脂性基团的化学缀合进行修饰以

增强细胞摄取并防止降解。例如，将与亲脂性胆固醇部分缀合的针对ApoB的RNAi剂全身注

射到小鼠内，导致肝脏和空肠中的apoB  mRNA被敲低(Soutschek,J.等，(2004)Nature  432:

173‑178)。在前列腺癌小鼠模型中，RNAi剂与适配体缀合已被证明可抑制肿瘤生长并介导
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肿瘤消退(McNamara,JO.等，(2006)Nat.Biotechnol.24:1005‑1015)。在一个替代性实施方

式中，可以使用药物递送系统例如纳米颗粒、树枝状聚合物、聚合物、脂质体或阳离子递送

系统递送RNAi剂。带正电荷的阳离子递送系统促进分子RNAi剂(带负电荷)的结合，并且还

增强带负电荷的细胞膜上的相互作用以允许细胞有效摄取RNAi剂。阳离子脂质、树枝状聚

合物或聚合物可以与RNAi剂结合，或诱导形成包裹RNAi剂的囊泡或胶束(参见，例如，Kim 

SH.等，(2008)Journal  of  Controlled  Release  129(2):107‑116)。当全身施用时，囊泡或

胶束的形成进一步防止RNAi剂的降解。制备和施用阳离子‑RNAi剂复合物的方法在本领域

技术人员的能力范围内(参见例如，Sorensen ,DR .等，(2003)J .Mol .Biol  327:761‑766；

Verma ,UN .等，(2003) Clin .Cancer  Res .9:1291‑1300；Arnold ,AS等，(2007)

J.Hypertens.25:197‑205，其全部内容通过引用并入本文)。可用于RNAi剂的全身递送的药

物递送系统的一些非限制性实施例包括DOTAP(Sorensen,DR.等，(2003) ,同上；Verma,UN.

等，(2003)，同上)，Oligofectamine，“固体核酸脂质颗粒”(Zimmermann ,TS .等，(2006)

Nature  441:111‑114)，心磷脂(Chien,PY.等，(2005)Cancer  Gene  Ther.12:321‑328；Pal,

A .等，(2005)Int  J .Oncol .26:1087‑1091)，聚乙烯亚胺(Bonnet  ME .等，(2008)

Pharm.Res.Aug  16电子出版；Aigner,A.(2006)J.Biomed .Biotechnol.71659)，Arg‑Gly‑

Asp(RGD)肽(Liu,S.(2006)Mol .Pharm .3:472‑487)和聚酰胺胺(Tomalia ,DA.等，(2007)

Biochem.Soc.Trans.35:61‑67；Yoo,H.等，(1999)Pharm.Res.16:1799‑1804)。在一些实施

方式中，RNAi剂与环糊精形成复合物用于全身给药。RNAi剂和环糊精的药物组合物及给药

方法可以在美国专利号7,427,605中找到，其通过引用整体并入本文。

[0611] 本公开的某些方面涉及降低细胞中LRRK2靶基因表达的方法，其包括使所述细胞

与本公开的双链RNAi剂接触。在一个实施方式中，细胞是肝外细胞，任选地CNS细胞，如脑细

胞。在其他实施方式中，细胞是肝外细胞，任选地眼细胞。

[0612] 本公开的另一方面涉及降低受试者中LRRK2靶基因表达的方法，其包括向受试者

施用本公开的双链RNAi剂。

[0613] 本公开的另一方面涉及治疗患有CNS病症(神经退行性病症)的受试者的方法，其

包括向受试者施用治疗有效量的本公开的双链LRRK2靶向RNAi剂，从而治疗受试者。可以通

过本公开的方法治疗的示例性CNS病症包括LRRK2相关疾病CNS病症，如帕金森氏病。

[0614] 本公开的另一方面涉及治疗患有眼部系统病症的受试者的方法，其包括向受试者

施用治疗有效量的本公开的双链LRRK2靶向RNAi剂，从而治疗受试者。可以通过本公开的方

法治疗的示例性眼部病症包括LRRK2相关眼部疾病，如眼、晶状体和耳囊中的水肿。

[0615] 在一个实施方式中，双链RNAi剂是鞘内施用的。通过双链RNAi剂的鞘内施用，所述

方法可以降低脑内(例如，纹状体)或脊柱组织例如皮质、小脑、颈椎、腰椎和胸椎、免疫细胞

如单核细胞和T细胞中LRRK2靶基因的表达。

[0616] 为了便于说明，本节中的制剂、组合物和方法主要针对修饰的siRNA化合物进行了

讨论。然而，可以理解，这些制剂、组合物和方法可以用其他siRNA化合物，例如未修饰的

siRNA化合物来实践，并且这种实践在本公开内。可以通过多种途径将包含RNAi剂的组合物

递送至受试者。示例性途径包括：鞘内、静脉内、局部、直肠、肛门、阴道、鼻、肺和眼。

[0617] 本公开的RNAi剂可以掺入适合给药的药物组合物中。这种组合物通常包括一种或

多种RNAi剂和药学上可接受的载体。如在本文中所使用的语言“药学上可接受的载体”旨在
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包括与药物施用相容的任何和所有溶剂、分散介质、涂层、抗菌剂和抗真菌剂、等渗和吸收

延迟剂等。将此类介质和剂用于药物活性物质在本领域是众所周知的。除非任何常规介质

或剂与活性化合物不相容，否则考虑其在组合物中的用途。补充的活性化合物也可以掺入

组合物中。

[0618] 本公开的药物组合物可以多种方式施用，这取决于是否需要局部或全身治疗以及

取决于待治疗的区域。施用可以是局部的(包括眼用的、阴道的、直肠的、鼻内的、透皮的)、

口服或肠胃外的。肠胃外给药包括静脉滴注、皮下、腹膜内或肌肉内注射，或鞘内或心室内

给药。

[0619] 可选择给药途径和部位以增强靶向性。例如，为了靶向神经或脊柱组织，鞘内注射

将是一个合乎逻辑的选择。通过使用气溶胶形式的RNAi剂可以靶向肺细胞。血管内皮细胞

可以通过在球囊导管上涂上RNAi剂并机械地引入RNA来靶向。

[0620] 用于局部给药的制剂可以包括透皮贴剂、软膏、洗剂、乳膏、凝胶、滴剂、栓剂、喷雾

剂、液体或粉末。常规的药物载体、液体、粉末或油性基质、增稠剂等可能是必要的或合乎需

要的。带涂层的避孕套、手套等也可能有用。

[0621] 用于口服给药的组合物包括粉末或颗粒、悬浮液或水溶液、糖浆、酏剂或非水介

质、片剂、胶囊、锭剂或锭剂。在片剂的情况下，可以使用的载体包括乳糖、柠檬酸钠和磷酸

酯。片剂中常用的崩解剂有淀粉等各种崩解剂，硬脂酸镁、十二烷基硫酸钠、滑石粉等润滑

剂。对于胶囊形式的口服给药，有用的稀释剂是乳糖和高分子量聚乙二醇。当口服使用需要

水悬浮液时，核酸组合物可以与乳化剂和悬浮剂组合。如果需要，可以添加某些甜味剂或调

味剂。

[0622] 用于鞘内或心室内给药的组合物可以包括无菌水溶液，其也可以包含缓冲剂、稀

释剂或其他合适的添加剂。

[0623] 用于肠胃外给药的制剂可以包括无菌水溶液，其也可以包含缓冲剂、稀释剂或其

他合适的添加剂。心室内注射可以通过心室内的导管来易化，例如连接到储存器上。对于静

脉内使用，可以控制溶质的总浓度以使制剂等渗。

[0624] 在一个实施方式中，siRNA化合物(例如双链siRNA化合物或ssiRNA化合物)组合物

的施用是肠胃外的，例如静脉内(例如推注或作为可扩散输注)、皮内腹膜内、肌内、鞘内、心

室内、颅内、皮下、经粘膜、口腔、舌下、内窥镜、直肠、口腔、阴道、局部、肺部、鼻内、尿道或眼

部。施用可以由受试者或其他人(例如医疗保健提供者)提供给药。药物可以按计量剂量或

在分配计量剂量呃分配器中提供。下文将更详细地讨论选定的递送模式。

[0625] A.鞘内施用

[0626] 在一个实施方式中，在一个实施方式中，双链RNAi剂通过鞘内注射(即注射到浸没

大脑和脊髓组织的脊髓液中)递送。将RNAi剂鞘内注射到脊髓液中可以作为快速推注或通

过可植入皮下的微型泵进行，从而将siRNA规则和持续地递送到脊髓液中。脊髓液从产生它

的脉络丛循环到脊髓和背根神经节周围，然后向上经过小脑和皮层到达蛛网膜颗粒，在那

里液体可以离开中枢神经系统，即，根据注射的化合物的大小、稳定性和溶解度，鞘内递送

的分子可以击中整个CNS的目标。

[0627] 在一些实施方式中，鞘内施用是通过泵进行的。泵可以是手术植入的渗透泵。在一

个实施方式中，渗透泵被植入椎管的蛛网膜下隙以促进鞘内施用。
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[0628] 在一些实施方式中，鞘内施用是通过用于药物的鞘内递送系统，该系统包括包含

一定体积的剂的储存器，以及被配置为递送包含在储存器中的剂的一部分的泵。关于这种

鞘内递送系统的更多细节可以在WO  2015/116658中找到，其通过引用整体并入。

[0629] 鞘内注射RNAi剂的量可能因一个靶基因而异于另一个靶基因，并且必须应用的适

当量可能必须针对每个目标基因单独确定。通常，该量的范围为10μg至2mg，优选50μg至

1500μg，更优选100μg至1000μg。

[0630] B.载体编码的本公开的RNAi剂

[0631] 靶向LRRK2基因的RNAi剂可以从插入DNA或RNA载体的转录单位表达(参见，例如，

Couture,A等，TIG.(1996) ,12:5‑10；WO00/22113、WO  00/22114和US  6,054,299)。取决于所

使用的特定构建体和靶组织或细胞类型，表达优选地是持续的(数月或更长)。这些转基因

可以作为线性构建体、环状质粒或病毒载体引入，其可以是整合或非整合载体。还可以构建

转基因以使其作为染色体外质粒遗传(Gassmann等，(1995)Proc.Natl.Acad .Sci.USA  92:

1292)。

[0632] RNAi剂的单个连或多个链可以从表达载体上的启动子转录。在要表达两条单独的

链以产生例如dsRNA的情况下，可以将两个单独表达载体共同引入(例如，通过转染或感染)

到靶细胞中。或者，dsRNA的每条单独链可以由位于同意表达质粒上的启动子转录。在一个

实施方式中，dsRNA表达为通过接头多核苷酸序列连接的反向重复多核苷酸，使得dsRNA具

有茎和环结构。

[0633] RNAi剂表达载体通常是DNA质粒或病毒载体。与真核细胞相容的表达载体，优选与

脊椎动物细胞相容的那些，可用于产生重组构建体，用于表达如本文所述的RNAi剂。RNAi剂

表达载体的递送可以是全身性的，例如通过静脉内或肌肉内施用，通过施用至从患者外植

的靶细胞，然后再引入患者，或通过允许引入所需靶细胞的任何其他方式。

[0634] 可用于本文所述的方法和组合物的病毒载体系统包括但不限于(a)腺病毒载体；

(b)逆转录病毒载体，其包括但不限于慢病毒载体、moloney小鼠白血病病毒等；(c)腺伴随

病毒载体；(d)单纯疱疹病毒载体；(e)SV  40载体；(f)多瘤病毒载体；(g)乳头状瘤病毒载

体；(h)小RNA病毒载体；(i)痘病毒载体，例如正痘病毒，例如牛痘病毒载体或禽痘病毒例如

金丝雀痘或鸡痘；(j)辅助依赖性或无肠腺病毒。复制缺陷的病毒也可能是有利的。不同的

载体将会或不会被掺入细胞基因组中。如果需要，构建体可包括用于转染的病毒序列。或

者，可以将构建体掺入能够重复复制的载体中，例如EPV和EBV载体。用于RNAi剂的重组表达

的构建体通常需要调节元件，例如启动子、增强子等，以确保RNAi剂在靶细胞中的表达。用

于考虑载体和构建体的其他方面是本领域已知的。

[0635] VI.本发明的药物组合物

[0636] 本公开也包括药物组合物和制剂，其包含本公开的RNAi剂。在一个实施方式中，本

文提供了包含RNAi剂的药物组合物，如本文所述，以及药学上可接受的载体。包含RNAi剂的

药物组合物可用于治疗与LRKK2的表达或活性相关的疾病或病症，例如，LRRK2相关疾病。

[0637] 在一些实施方式中，本发明的药物组合物是无菌的。在另一个实施方式中，本发明

的药物组合物是无热原的。

[0638] 这种药物组合物是基于递送方式配制。一个例子是通过肠胃外递送，例如静脉内

(IV)、肌肉内(IM)或皮下(subQ)递送的全身递送制备的组合物。另一个例子是用于将其直
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接递送至CNS中的组合物，例如通过鞘内或玻璃体内注射途径，任选地输注到脑(例如，纹状

体)中，例如通过连续泵输注。

[0639] 本公开的药物组合物可以以足以抑制LRRK2基因表达的剂量施用。通常，本公开的

RNAi剂的合适剂量将每天每千克体重约为0.001至约200.0毫克，通常在每天每千克体重约

1至50mg的范围内。

[0640] 重复剂量方案可包括定期施用RNAi剂的治疗量，例如每月一次至每六个月一次。

在某些实施方式中，RNAi剂每季度施用一次(即，约每三个月一次)至约每年两次。

[0641] 在初治方案(例如，负荷剂量)之后，可以在较少频繁的基础上施用治疗。

[0642] 在其他实施方式中，药物组合物的单剂量可以是持久的，使得随后的剂量以不超

过1、2、3或4或更多个月间隔施用。在本公开的一些实施方式中，本公开药物组合物的施用

是每月施用一次。在本公开的其他实施方式中，本公开的单剂量药物组合物是每季度一次

或每年两次施用。

[0643] 技术人员将理解，某些原因可以影响有效治疗受试者所需的剂量和施加，包括但

不限于疾病或病症的严重程度、先前治疗、受试者的一般健康或年龄以及存在的其他疾病。

此外，具有治疗有效量的组合物的受试者的治疗可以包括单治疗或系列治疗。

[0644] 小鼠遗传学的进展为各种人类疾病的研究产生了许多小鼠模型，例如ALS和FTD，

其受益于LRRK2表达的减少。这些模型可用于RNAi剂的体内测试，以及确定治疗有效量。合

适的啮齿动物模型是本领域已知的，并且包括例如，在例如，Cepeda等，(ASN  Neuro(2010)2

(2):e00033)和Pouladi等，(Nat  Reviews(2013)14:708)中描述的那些。

[0645] 本公开的药物组合物可以根据需要局部或全身治疗和在待处理的区域上以多种

方式施用。施用可以是局部的(例如，通过透皮贴剂)、肺部的，例如通过吸入或吹入粉末或

气溶胶，包括雾化器；肿瘤内、鼻内、表皮和透皮、口服或胃肠外。胃肠外施用包括静脉内、动

脉内、皮下、腹膜内或肌内注射或输注；通过植入装置，例如通过植入装置；或颅内，例如实

质内、鞘内或脑室内，施用。

[0646] RNAi剂可以以靶向特定组织的方式递送，如CNS(例如，大脑的神经元、神经胶质或

血管组织)。

[0647] 用于局部施用的药物组合物和制剂可以包括透皮贴剂、软膏、洗剂、乳膏、凝胶、滴

剂、栓剂、喷雾剂、液体和粉末。可以是必要的或期望的常规药物载体、水性、粉末或油性基

部、增稠剂等。带涂层的避孕套、手套等也可有用。合适的局部制剂包括本公开中的RNAi剂

的那些局部递送剂例如脂质、脂质体、脂肪酸、脂肪酸酯、类固醇、螯合剂和表面活性剂混

合。合适的脂质和脂质体包括中性(例如，二油酸磷脂酰DOPE乙醇胺、二嘧磺酰磷脂酰胆碱

DMPC、二硬脂酰磷脂酰胆碱)、阴性(例如，二甲基苯乙烯基磷脂酰甘油DMPG)和阳离子(二油

基四甲基氨基丙基DOTAP和二己基磷脂酰乙醇胺DOTMA)。本公开中的RNAi剂可以封装在脂

质体内或可以形成与其复合物，特别是阳离子脂质体。或者，RNAi剂可以复合给脂质，特别

是阳离子脂质。合适的脂肪酸和酯包括但不限于花生酸、油酸、廿(碳)烷酸、月桂酸、辛酸、

癸酸、肉豆蔻酸、棕榈酸、硬脂酸、亚油酸、亚麻酸、二癸酸酯、三磷酸、单油酸酯、二月桂酸甘

油酯、1‑单甲酸甘油酯、1‑十二烷基氮环庚烷‑2‑酮、酰基鸟嘌呤、酰胆碱或C1‑20烷基酯(例

如，肉豆蔻酸异丙酯IPM)、单甘油酯，氨基甘油酯或其药学上可接受的盐。在US  6,747,014

中详细描述了局部制剂，其通过引用并入本文。
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[0648] A.包含膜质分子组件的RNAi剂制剂

[0649] 用于本公开的组合物和方法的RNAi剂可以配制用于在膜质组件中递送，例如脂质

体或胶束。如在本文中所使用的，术语“脂质体”指由至少一个双层，例如双层或多个双层布

置在至少一个双层或多个双层中的两亲性脂质构成的泡囊。脂质体包括单层的和多层的泡

囊，其具有由亲脂性材料和含水内部形成的膜。水性部分包含RNAi剂组合物。亲脂性材料将

水性内部与水性外部分离，其通常不包含RNAi剂组合物，尽管在一些例子中，其可以。脂质

体可用于转移或递送活性成分至作用部位。因为脂质体膜在结构上类似于生物膜，所以当

脂质体施加到组织时，脂质体双层与细胞膜的双层融合。随着脂质体和细胞的合并进展，将

包含RNAi剂的内部含水量递送到细胞中，其中RNAi剂可以特异性地结合靶RNA并且可以介

导RNAi。在一些实施方式中，脂质体也特别地靶向例如以将RNAi剂指向特定的细胞类型。

[0650] 包含RNAi剂的脂质体可以通过各种方法制备。在一个例子中，将脂质体的脂质组

分溶解在洗涤剂中，使得胶束形成有脂质组分。例如，脂质组分可以是两亲性阳离子脂质或

脂质缀合物。洗涤剂可以具有高临界胶束浓度，并且可以是非离子的。示例性洗涤剂包括胆

酸脂、CHAPS、辛烷基葡糖苷、脱氧胆酸脂和月桂酰肌氨酸。然后将RNAi剂制剂添加到包含脂

质体组分的胶束中。脂质上的阳离子基团与RNAi剂相互作用并在RNAi剂周围凝聚形成脂质

体。凝聚后，例如通过透析出去洗涤剂，以产生RNAi剂的脂质体制剂。

[0651] 如果需要，可以在缩合反应期间加入有助于缩合的载体化合物，例如通过受控添

加。例如，载体化合物可以是除核酸之外的聚合物(例如，精胺或亚精胺)。还可以调节pH以

促进缩合。

[0652] 用于生产稳定的多核苷酸递送载体的方法，其包含多核苷酸/阳离子脂质复合物

作为递送载体的结构成分，描述于例如WO  96/37194中,其全部内容通过引用并入本文。脂

质体形成还可以包括描述于Felgner,P.L.等，(1987)Proc.Natl.Acad .Sci.USA  8:7413‑

7417；美国专利号4,897,355；美国专利号5,171,678；Bangham等，(1965)M.Mol.Biol.23:

2 3 8；O l s o n等，(1 97 9) B i o c h i m .B i o p h y s .A c ta  5 5 7 : 9；Sz o k a等，(1 97 8)

Proc.Natl.Acad.Sci.75:4194；Mayhew等，(1984)Biochim.Biophys.Acta  775:169；Kim等，

(1983)Biochim.Biophys.Acta728:339；和Fukunaga等，(1984)Endocrinol.115:757的示例

性方法的一个或多个方面。用于制备用作递送载体的适当大小的脂质聚集体的常用技术包

括超声处理和冻融加挤出成型(参见例如，Mayer等，(1986)Biochim .Biophys .Acta  858:

161)。当需要始终小的(50至200nm)和相对均匀的聚集体时，可以使用微流化(Mayhew等，

(1984)Biochim.Biophys.Acta  775:169)。这些方法很容易地适应将RNAi剂制剂包装到脂

质体中。

[0653] 脂质体分为两大类。阳离子脂质体是带正电荷的脂质体，其与带负电荷的核酸分

子相互作用以形成稳定的复合物。带正电荷的核酸/脂质体复合物与带负电荷的细胞表面

结合并被内化。由于内体中的酸性pH值，脂质体破裂，将其内容物释放到细胞质中(Wang等，

(1987)Biochem.Biophys.Res.Commun.,147:980‑985)。

[0654] 对pH敏感或带负电荷的脂质体包埋核酸而不是与其复合。由于核酸和脂质都带类

似电荷，所以会发生排斥而不是复合物形成。然而，一些核酸被截留在这些脂质体的水性内

部。pH敏感脂质体已用于将编码胸苷激酶基因的核酸递送至培养中的细胞单层。在靶细胞

中检测到外源基因的表达(Zhou等，(1992)Journal  of  Controlled  Release ,19:269‑
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274)。

[0655] 一种主要类型的脂质体组合物包括除天然衍生的磷脂酰胆碱之外的磷脂。例如，

中性脂质体组合物可以由二肉豆蔻酰磷脂酰胆碱(DMPC)或二棕榈酰磷脂酰胆碱(DPPC)形

成。阴离子脂质体组合物通常由二肉豆蔻酰磷脂酰甘油形成，而阴离子融合脂质体主要由

二油酰磷脂酰乙醇胺(DOPE)形成。另一种类型的脂质体组合物由磷脂酰胆碱(PC)例如大豆

PC和蛋PC形成。另一种类型由磷脂或磷脂酰胆碱或胆固醇的混合物形成。

[0656] 在体外和体内将脂质体引入细胞的其他方法的例子包括美国专利号美国专利号

5,283,185；美国专利号5,171 ,678；WO  94/00569；WO  93/24640；WO  91/16024；Felgner,

(1994)J .Biol .Chem .269:2550；Nabel ,(1993)Proc .Natl .Acad .Sci .90:11307；Nabel ,

(1992)Human  Gene  Ther.3:649；Gershon ,(1993)Biochem .32:7143；和Strauss ,(1992)

EMBO  J.11:417。

[0657] 还检查了非离子脂质体系统已确定它们在将药物递送至皮肤的效用，特别是包含

非离子表面活性剂和胆固醇的系统。使用包含NovasomeTMI(二月桂酸甘油酯/胆固醇/聚氧

乙烯‑10‑硬脂醚)和NovasomeTMII(二硬脂酸甘油酯/胆固醇/聚氧乙烯‑10‑硬脂醚)的非离

子脂质体制剂将环孢菌素A递送到小鼠皮肤的真皮中。结果表明这种非离子脂质体系统可

有效促进环孢菌素A沉积到皮肤的不同层中(Hu等，(1994)S.T.P.Pharma.Sci.,4(6):466)。

[0658] 脂质体还包括“空间稳定的”脂质体，如在本文中所使用的，其包含一种或多种特

殊脂质的脂质体，当掺入至脂质体时，相对于缺乏此类特殊脂质的脂质体，其导致循环寿命

延长。空间稳定的脂质体的例子是其中脂质体的形成囊泡的脂质部分的一部分(A)包含一

种或多种糖脂，例如单唾液酰神经节苷脂GM1，或(B)用一种或多种亲水性聚合物如聚乙二醇

(PEG)部分衍生。尽管不希望受任何特定理论的束缚，但本领域认为，至少对于包含神经节

苷脂、鞘磷脂或PEG衍生脂质的空间稳定脂质体而言，这些空间稳定脂质体的循环半衰期延

长源于网状内皮系统(RES)细胞的摄取减少(Allen等，(1987)FEBS  Letters,223:42；Wu等，

(1993)Cancer  Research,53:3765)。

[0659] 包含一种或多种糖脂的各种脂质体是本领域已知的。Papahadjopoulos等

(Ann.N.Y.Acad .Sci.,(1987) ,507:64)报道了单唾液酰神经节苷脂GM1、硫酸半乳糖脑苷脂

和磷脂酰肌醇提高脂质体血液半衰期的能力。Gabizon等(Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.,

(1988) ,85:6949)阐述了这些发现。Allen等人的美国专利号4,837,028和WO  88/04924公开

了包含(1)鞘磷脂和(2)神经节苷脂GM1或半乳糖脑苷脂硫酸酯的脂质体。美国专利号5,543,

152(Webb等)公开了包含鞘磷脂的脂质体。包含1,2‑sn‑二肉豆蔻酰磷脂酰胆碱的脂质体公

开于WO  97/13499(Lim等)。

[0660] 在一个实施方式中，使用阳离子脂质体。阳离子脂质体具有能够与细胞膜融合的

优点。非阳离子脂质体虽然不能有效地与质膜融合，但在体内被巨噬细胞吸收，可用于将

RNAi剂递送至巨噬细胞。

[0661] 脂质体的其他优点包括：从天然磷脂获得的脂质体具有生物相容性和可生物降解

性；脂质体可以掺入多种水溶性和脂溶性药物；之自体可以保护封装在其内部隔室中的

RNAi剂免受代谢和降解(Rosoff ,"Pharmaceutical  Dosage  Forms,"Lieberman,Rieger和

Banker(编著)，1988,第1卷，p.245)。脂质体制剂制备中的重要考虑因素是脂质表面电荷、

囊泡大小和脂质体的水体积。
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[0662] 一种带正电荷的合成阳离子脂质，N‑[1‑(2,3‑二乙氧基)丙基]‑N，N，N‑三甲基氯

化铵(DOTMA)可用于形成与核酸自发相互作用形成脂质‑核酸复合物的小脂质体，其能够与

组织培养细胞的细胞膜的带电荷的脂质融合，导致RNAi剂的递送(参见，例如，P.L .等，

(1987)Proc.Natl.Acad.Sci.USA  8:7413‑7417，和描述DOTMA及其与DNA的使用的美国专利

号4,897,355)。

[0663] DOTMA类似物，1,2‑双(油酰氧基)‑3‑(三甲基氨)丙烷(DOTAP)可与磷脂组合使用

以形成DNA复合囊泡。LipofectinTM(Bethesda  Research  Laboratories ,Gaithersburg ,

Md .)是一种将高阴离子核酸递送到或组织培养细胞中的有效剂，该细胞包含带正电荷的

DOTMA脂质体，其与带负电荷的多核苷酸自发地相互作用以形成复合物。当使用足够多的带

正电荷的脂质体时，所得复合物的净电荷也是正电荷。以这种方式制备的带正电荷的复合

物会自发地附着在带负电荷的细胞表面，与质膜融合，并且有效地将功能性核酸递送至例

如组织培养细胞。另一种市售阳离子脂质，1 ,2‑双(油酰氧基)‑3 ,3‑(三甲基氨)丙烷

(“DOTAP”)(Boehringer  Mannheim,Indianapolis,Indiana)与DOTMA的不同之处在于油酰

部分通过酯而不是醚键连接。

[0664] 其他已报道的阳离子脂质化合物包括已与多种部分缀合的化合物，包括例如已与

两种类型的脂质之一缀合的羧基精胺，并包括化合物，例如5‑羧基亚磺酰甘氨酸二辛油酰

酰胺(“DOGS”)(TransfectamTM,Promega,Madison,Wisconsin)和二棕榈酰磷脂酰乙醇胺5‑

羧基亚精酰胺(“DPPES”)(参见，例如，美国专利号5,171,678)。

[0665] 另一种阳离子脂质缀合物包括脂质与胆固醇(“DC‑Chol”)的衍生物，其已与DOPE

组合成脂质体(参见，Gao,X.和Huang,L.,(1991)Biochim.Biophys.Res.Commun.179:280)。

据报道，通过将多聚赖氨酸与DOPE缀合制成的脂多聚赖氨酸在血清存在下对转染有效

(Zhou,X.等，(1991)Biochim.Biophys.Acta  1065:8)。对于某些细胞系，据说这些包含缀合

阳离子脂质的脂质体表现出比包含DOTMA的组合物更低的毒性并提供更有效的转染。其他

市售阳离子脂质产品包括DMRIE和DMRIE‑HP(Vical ,La  Jolla ,California)和

Lipofectamine(DOSPA)(Life  Technology,Inc.,Gaithersburg,Maryland)。适用于寡核苷

酸递送的其他阳离子脂质描述于WO98/39359和WO  96/37194中。

[0666] 脂质体制剂特别适用于局部给药，与其他制剂相比，脂质体具有几个优点。这些优

点包括减少与所施用药物的高全身吸收相关的副作用、增加施用药物在所希望靶标处的积

累，以及将RNAi剂施用到皮肤中的能力。在一些实施方式中，脂质体用于将RNAi剂递送至表

皮细胞并且还用于增强RNAi剂侵入真皮组织例如进入皮肤。例如，脂质体可以局部应用。已

记载将配制为脂质体的药物局部递送至皮肤(参见，例如，Weiner等，(1992)Journal  of 

Drug  Targeting ,vol.2,405‑410和du  Plessis等，(1992)Antiviral  Research,18:259‑

265；Mannino,R.J.和Fould‑Fogerite,S.,(1998)Biotechniques  6:682‑690；Itani,T.等，

(1987)Gene  56:267‑276；Nicolau ,C .等，(1987)Meth .Enzymol .149:157‑176；

Straubinger,R.M.和Papahadjopoulos,D.(1983)Meth.Enzymol.101:512‑527；Wang,C.Y.

和Huang,L.,(1987)Proc.Natl.Acad.Sci.USA  84:7851‑7855)。

[0667] 还检查了非离子脂质体系统已确定它们在将药物递送至皮肤的效用，特别是包含

非离子表面活性剂和胆固醇的系统。使用包含Novasome  I(二月桂酸甘油酯/胆固醇/聚氧

乙烯‑10‑硬脂醚)和Novasome  II(二硬脂酸甘油酯/胆固醇/聚氧乙烯‑10‑硬脂醚)的非离
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子脂质体制剂将药物递送到小鼠皮肤的真皮中。这种具有RNAi剂的制剂可用于治疗皮肤

病。

[0668] 可以使包含RNAi剂的脂质体高度变形。这种变形性可以使脂质体能够穿透小于脂

质体平均半径的孔。例如，传递体是一种可变形的脂质体。传递体可以通过向标准脂质体组

合物中添加表面边缘活化剂，通常是表面活性剂来制备。可以例如通过感染皮下递送包含

RNAi剂的传递体以便将RNAi剂递送至皮肤中的角质形成细胞。为了穿过完整的哺乳动物皮

肤，脂质囊泡必须在合适的透皮梯度的影响下通过一系列直径小于50nm的细孔。此外，由于

脂质特性，这些传递体可以自我优化(适应例如皮肤中的毛孔的形状)、自我修复，并且可以

经常到达其目标而不会碎裂，并且通常可以自我加载。

[0669] 适用于本公开的其他制剂描述于2008年1月2日提交的美国临时申请序列号61/

018,616；2008年1月2日提交的61/018,611；2008年3月26日提交的61/039,748；2008年4月

22日提交的61/047,087和2008年5月8日提交的61/051,528中。2007年10月3日提交的PCT申

请号PCT/US2007/080331也描述了适用于本公开的制剂。

[0670] 传递体是另一种脂质体，是高度可变形的脂质聚集体，是药物递送载体的有吸引

力的候选。传递体可以被描述为脂滴，其高度可变形，以至于它们很容易穿过比液滴小的

孔。传递体适应使用它们的环境，例如它们是自我优化的(适应皮肤毛孔的形状)、自我修

复、经常到达其目标而不会碎裂，并且通常自我加载。为了制造传递体，可以将表面边缘活

化剂，通常是表面活性剂添加到标准脂质体组合物中。传递体已被用于将血清白蛋白递送

到皮肤。以证明传递体介导的血清白蛋白递送与皮下注射包含血清白蛋白的溶液一样有

效。

[0671] 表面活性剂在诸如本文所述的那些制剂中得到广泛应用，特别是在乳液(包括微

乳液)和脂质体中。对许多不同类型的表面活性剂(天然和合成的)的特性进行分类和排序

的最常用方法是使用亲水/亲油平衡(HLB)。亲水基团(也称为“头部”)的性质为对制剂中使

用的不同表面活性剂进行分类提供了最有用的方法(Rieger ,Pharmaceutical  Dosage 

Forms,Marcel  Dekker,Inc.,New  York,N.Y.,1988,p.285)。

[0672] 如果表面活性剂分子未电离，则归类为非离子表面活性剂。非离子表面活性剂在

药物和化妆品中得到广泛应用，并可在很宽的pH值范围内使用。通常，它们HLB值范围从2至

约18，这取决于它们的结构。非离子表面活性剂包括非离子酯，例如乙二醇酯、丙二醇酯、甘

油酯、聚甘油酯、脱水山梨糖醇酯、蔗糖酯和乙氧基化酯。非离子烷醇酰胺和醚，例如脂肪醇

乙氧基化物、丙氧基化醇和乙氧基化/丙氧基化嵌段聚合物也包括在这一类中。聚氧乙烯表

面活性剂是非离子表面活性剂类别中最受欢迎的成员。

[0673] 如果表面活性剂分子在溶解或分散在水中时带负电荷，则表面活性剂被归类为阴

离子表面活性剂。阴离子表面活性剂包括羧酸脂例如皂、酰基乳酸脂、氨基酸的酰胺、硫酸

酯如烷基硫酸脂和乙氧基化烷基硫酸脂、磺酸脂如烷基苯磺酸脂、酰基羟乙基磺酸脂、酰基

牛磺酸脂和磺基琥珀酸脂，以及磷酸酯。阴离子表面活性剂类别中最重要的成员是烷基硫

酸脂和皂类。

[0674] 如果表面活性剂分子在溶解或分散在水中时带正电荷，则表面活性剂被归类为阳

离子表面活性剂。阳离子表面活性剂包括季铵盐和乙氧基化胺。季铵盐是此类中最常用的

成员。
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[0675] 如果表面活性剂分子具有携带正电荷或负电荷的能力，则表面活性剂被归类为两

性的。两性表面活性剂包括丙烯酸衍生物、取代的烷基酰胺、N‑烷基甜菜碱和磷脂。

[0676] 已审查表面活性剂在药品、制剂和乳液中的使用(Rieger ,Pharmaceutical 

Dosage  Forms,Marcel  Dekker,Inc.,New  York,N.Y.,1988,p.285)。

[0677] 用于本公开的方法中的RNAi剂也可以作为胶束制剂提供。“胶束”在本文中被定义

为一种特殊类型的分子组装体，其中两亲分子排列成球形结构，使得分子的所有疏水部分

都向内定向，而亲水部分与周围的水相接触。如果环境是疏水的，则存在相反的排列。

[0678] 适合通过透皮膜递送的混合胶束制剂可以通过混合siRNA组合物、碱金属C8至C22
烷基硫酸脂和胶束形成化合物的水溶液来制备。示例性的胶束形成化合物包括卵磷脂、透

明质酸、透明质酸的药学上可接受的盐、乙醇酸、乳酸、洋甘菊提取物、黄瓜提取物、油酸、亚

油酸、亚麻酸、单油酸、单油酸酯、单月桂酸酯、琉璃苣油、月见草油、薄荷醇、三羟基氧代胆

酰甘氨酸及其药学上可接受的盐、甘油、聚甘油、赖氨酸、聚赖氨酸、三油精、聚氧乙烯醚及

其类似物、聚多卡醇烷基醚及其类似物、鹅去氧胆酸脂、脱氧胆酸脂及其混合物。胶束形成

化合物可以在添加碱金属烷基硫酸脂的同时或之后添加。混合胶束将通过基本上任何种类

的成分混合形成，但剧烈混合以提供更小尺寸的胶束。

[0679] 在一个方法中，制备包含siRNA组合物和至少碱金属烷基硫酸脂的第一胶束组合

物。然后将第一胶束组合物与至少三种胶束形成化合物混合以形成混合胶束组合物。在另

一种方法中，通过混合siRNA组合物、碱金属烷基硫酸酯和至少一种胶束形成化合物，然后

添加剩余的胶束形成化合物并剧烈混合来制备胶束组合物。

[0680] 可以向混合胶束组合物中添加苯酚或间甲酚，以稳定制剂并防止细菌生长。或者，

苯酚或间甲酚可以与胶束形成成分一起添加。在形成混合胶束组合物之后，也可以加入等

渗剂如甘油。

[0681] 为了以喷雾剂的形式递送胶束制剂，可以将制剂放入气溶胶散发器中并且在散发

器中装入抛射剂。处于压力下的抛射剂在散发器中呈液体形式。调整成分的比例使得水相

和抛射剂相合而为一，即存在一相。如果有两个相，则必须在分配一部分内容物之前摇动散

发器，例如通过计量阀门。剂的分散剂量从计量阀门以精细的喷雾推进。

[0682] 抛射剂可包括含氢氯氟烃、含氢氟烃、二甲醚和二乙醚。在某些实施方式中，可以

使用HFA  134a(1,1,1,2四氟乙烷)。

[0683] 基本成分的具体浓度可以通过相对简单的实验来确定。为了通过口腔吸收，通常

需要增加例如至少两倍或三倍的通过注射或通过胃肠道给药的剂量。

[0684] B.脂质颗粒

[0685] RNAi剂例如本公开的dsRNA，可以完全包封在脂质制剂中，例如LNP，或其他核酸‑

脂质颗粒。

[0686] 如在本文中所使用的，术语“LNP”指稳定的核酸‑脂质颗粒。LNP通常包含阳离子脂

质、非阳离子脂质和防止颗粒聚集的脂质(例如，PEG‑脂质缀合物)。LNP对于全身应用非常

有用，因为它们在静脉(i.v.)注射后表现出延长的循环寿命，并在远端部位(例如，与给药

部位物理分离的部位)积累。LNP包括“pSPLP”，其包括如WO00/03683中所述包封的缩合剂‑

核酸复合物。本公开的颗粒通常具有约50nm至约150nm，更通常约60nm至约130nm、更通常约

70nm至约110nm，最通常约70nm至约90nm的平均直径，并且基本上无毒。此外，当核酸存在于
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本公开的核酸‑脂质颗粒中时，核酸在水溶液中对核酸酶的降解具有抗性。核酸‑脂质颗粒

及其制备方法公开于例如美国专利号5,976 ,567；5,981 ,501；6,534 ,484；6,586 ,410；6,

815,432；美国专利公开号2010/0324120和WO  96/40964。

[0687] 在一个实施方式中，脂质与药物的比率(质量/质量比)(例如，脂质与dsRNA比)将

在约1:1至约50:1，约1:1至约25:1、约3:1至约15:1、约4:1至约10:1、约5:1至约9:1或约6:1

至约9:1。上述范围的中间范围也被认为是本公开的一部分。

[0688] 本领域已经描述了用于递送RNAi剂的某些特定LNP制剂，包括例如描述于例如WO 

2008/042973中的“LNP01”制剂，其通过引用并入本文。

[0689] 下表中确定了另外的示例性脂质‑dsRNA制剂。

[0690] 表1

[0691]
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[0692]

[0693]
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[0694] DSPC：二硬脂酰卵磷脂；DPPC：二棕榈酰磷脂酰胆碱；PEG‑DMG：PEG‑二甲基甘油

(C14‑PEG或PEG‑C14)(平均摩尔重量为2000的PEG)；PEG‑DSG：PEG‑二苯乙烯甘油(C18‑PEG

或PEG‑C18)(平均摩尔重量为2000的PEG)；PEG‑cDMA：PEG‑氨甲酰‑1,2‑二嘧磺酰丙胺(平均

摩尔重量为2000的PEG)和包含SNALP(1,2‑二硫烯氧基‑N，N‑二甲氨基丙烷(DLinDMA))的制

剂描述于WO  2009/127060中，其通过引用并入本文。

[0695] 包含XTC的制剂描述于WO  2010/088537中，其全部内容通过引用并入本文。

[0696] 包含MC3的制剂描述于例如美国专利公开号2010/0324120中，其全部内容通过引

用并入本文。

[0697] 包含ALNY‑100的制剂描述于WO  2010/054406中，其全部内容通过引用并入本文。

[0698] 包含C12‑200的制剂描述于WO  2010/129709中，其全部内容通过引用并入本文。

[0699] 用于口服给药的组合物和制剂包括粉末或颗粒、微粒、纳米颗粒、悬浮液或在水或

非水介质中的溶液、胶囊、凝胶胶囊、香囊、片剂或小片剂。增稠剂、芳香剂、稀释剂、乳化剂、

分散助剂或粘合剂可能是期望的。在一些实施方式中，口服制剂是其中与一种或多种渗透

促进表面活性剂和螯合剂联合施用本公开中特征的dsRNA的那些。合适的表面活性剂包括

脂肪酸或其酯或盐、胆汁酸或其盐。合适的胆汁酸/盐包括鹅脱氧胆酸(CDCA)和熊去氧鹅去

氧胆酸(UDCA)、胆酸、脱氢胆酸、脱氧胆酸、葡萄糖胆酸、乙醇酸、甘氨去氧胆酸、牛磺胆酸、

牛磺去氧胆酸、牛磺‑24,25‑二氢钠‑夫西地和糖二氢夫西酸钠。合适的脂肪酸包括花生四

烯酸、十一酸、油酸、月桂酸、辛酸、癸酸、肉豆蔻酸、棕榈酸、硬脂酸、亚油酸、亚麻酸、二癸酸

酯、三癸酸酯、单油精、二月桂酸甘油酯、1‑单癸酸甘油酯、1‑十二烷基氮杂环庚烷‑2‑酮、酰

基肉碱、酰基胆碱或甘油单酯、甘油二酯或其药学上可接受的盐(例如，钠)。在一些实施方

式中，施用渗透促进剂的组合，例如脂肪酸/盐与胆汁酸/盐的组合。一个示例性的组合是月

桂酸、葵酸和UDCA的钠盐。其他渗透促进剂包括聚氧乙烯‑9‑月桂基醚、聚氧乙烯‑20‑十六

烷基醚。本公开中的特征的dsRNA可以以包括喷雾干燥颗粒、或复合以形成微米或纳米颗粒

的颗粒形式口服递送。dsRNA络合剂包括聚氨基酸；聚亚胺；聚丙烯酸酯；聚丙烯酸酯、聚氧

乙烯、聚氰基丙烯酸烷基酯；阳离子化明胶、白蛋白、淀粉、丙烯酸酯、聚乙二醇(PEG)和淀

粉；聚氰基丙烯酸烷基酯；DEAE衍生的聚亚胺、花粉、纤维素和淀粉。合适的络合剂包括壳聚

糖、N‑三甲基壳聚糖、多聚赖氨酸、多组氨酸、聚鸟氨酸、多精子、鱼精蛋白、聚乙烯吡啶、聚

硫代二乙氨基甲基乙烯(TDAE)、聚氨基苯乙烯(例如p‑氨基)、聚(甲基氰基丙烯酸酯)、聚氰

基丙烯酸乙酯、聚氰基丙烯酸丁酯、聚(氰基丙烯酸异丁酯)、聚(异己基环己基丙烯酸酯)、

DEAE‑甲基丙烯酸脂、DEAE‑丙烯酸己酯、DEAE‑丙烯酰胺、DEAE‑白蛋白和DEAE‑右旋糖酐、聚

甲基丙烯酸酯、聚丙烯酸己酯、聚(D，L‑乳酸)、聚(DL‑乳酸‑乙醇酸)(PLGA)、藻酸脂和聚乙

二醇(PEG)。dsRNA的口服制剂及其制备详细描述于美国专利6,887,906、U.S.2003/0027780

和美国专利号6,747,014中，其每个通过引用并入本文。

[0700] 用于肠胃外、脑实质内(脑内)、鞘内、心室内或肝内给药的组合物和制剂可以包括

无菌水溶液，其也可以包含缓冲剂、稀释剂和其他合适的添加剂，例如但不限于渗透促进

剂、载体化合物和其他药学上可接受的载体或赋形剂。

[0701] 本公开的药物组合物包括但不限于溶液、乳液和包含脂质体的制剂。这些组合物

可由多种组分产生，包括但不限于预制液体、自乳化固体和自乳化半固体。特别优选的是在

治疗LRRK2相关疾病或病症时靶向大脑的制剂。
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[0702] 可由方便地以单位剂型存在的本公开的药物制剂可由根据制药工业中众所周知

的常规技术来制备。这种技术包括使活性成分与药物载体后赋形剂结合的步骤。通常，通过

将活性成分与液体载体或细碎的固体载体或两者均匀且紧密地结合，然后，如果有需要，使

产品成型，来制备制剂。

[0703] 本公开的组合物可以配制成许多可能的剂型中的任一个，例如但不限于片剂、胶

囊、凝胶胶囊、液体糖浆、软凝胶、栓剂和灌肠剂。本公开的组合物还可以配制成在水性、非

水性或混合介质中的悬浮液。水性悬浮液可以进一步包含增强悬浮液年度的物质，包括例

如羧甲基纤维素钠、山梨糖醇或葡聚糖。悬浮液也可以包含稳定剂。

[0704] C.其他制剂

[0705] i.乳剂

[0706] 可以将本公开的组合物制备和配制为乳剂。乳剂典型地是一种液体以液滴形式

(通常直径超过0.1μm)分散在另一种中的非均匀系统(参见例如，Ansel’s  Pharmaceutical 

Dosage  Forms  and  Drug  Delivery  Systems ,Allen ,LV .,Popovich  NG .和Ansel  HC .,

2004 ,Lippincott  Williams&Wilkins(第8版)，New  York ,NY；Idson ,Pharmaceutical 

Dosage  Forms,Lieberman,Rieger和Banker(编著)，1988,Marcel  Dekker,Inc.,New  York,

N .Y .，第1卷，第199页；Rosoff ,Pharmaceutical  Dosage  Forms ,Lieberman ,Rieger和

Banker(编著)，1988,Marcel  Dekker ,Inc .,New  York ,N .Y .，第1卷，第245页；Block  in 

Pharmaceutical  Dosage  Forms ,Lieberman ,Rieger和Banker(编著)，1988 ,Marcel 

Dekker,Inc.,New  York,N.Y.第2卷，第335页；Higuchi等，Remington’s  Pharmaceutical 

Sciences,Mack  Publishing  Co.,Easton,Pa.,1985,p.301)。乳剂通常是双相的系统，其包

含互不混溶的两个彼此紧密混合并分散的液相。在通常情况下，乳剂可以为油包水(w/o)或

水包油(o/w)两种。当水相作为微小液滴细碎并分散到本体油相中时，所产生的组合物被称

为油包水(w/o)乳剂。可替代地，当油相作为微小液滴细碎并分散到本体水相中时，所产生

的组合物被称为水包油(o/w)乳剂。除了分散相和活性药物外，乳剂还可以含其他组分，活

性药物可以作为在水相、油相中的溶液，或者其自身作为独立相。如果需要，也可以存在药

物赋形剂如乳化剂、稳定剂、染料和抗氧化剂。药物乳剂还可以为包括多于两种相的多重乳

剂，例如像油包水包油(o/w/o)和水包油包水(w/o/w)乳剂的情况。此类复合制剂通常提供

某些简单的二元乳剂所不具有的优势。当多重乳剂中的o/w乳剂的各油滴还包有小水滴时，

该多重乳剂形成w/o/w乳剂。同样地，在油连续相中稳定化的水滴中封装油滴的系统，构成

o/w/o乳剂。

[0707] 乳剂具有较小或没有热力学稳定性的特征。通常，乳剂的分散相或不连续相很好

地分散在外相或连续相中并通过乳化剂或制剂的粘性保持这种形式。其他稳定乳剂的方式

需要使用乳化剂，这些乳化剂可以合并进入到乳剂的任意相中。乳化剂可以大致分成4类：

合成性表面活性剂、天然存在的乳化剂、吸收基质和精细分散的固体(参见例如，Ansel’s 

Pharmaceutical  Dosage  Forms  and  Drug  Delivery  Systems,Allen,LV.,Popovich  NG.

和Ansel  HC .,2004 ,Lippincott  Williams&Wilkins(第8版)，New  York ,NY；Idson ,

Pharmaceutical  Dosage  Forms ,Lieberman ,Rieger和Banker(编著)，1988 ,Marcel 

Dekker,Inc.,New  York,N.Y.第1卷，第199页)。

[0708] 合成性表面活性剂，也称作表面活性剂，已经广泛应用于乳剂的制备并且已经在
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文献中综述(参见例如，Ansel’s  Pharmaceutical  Dosage  Forms  and  Drug  Delivery 

Systems,Allen,LV.,Popovich  NG.和Ansel  HC.,2004,Lippincott  Williams&Wilkins(第

8版)，New  York,NY；Rieger,Pharmaceutical  Dosage  Forms,Lieberman,Rieger和Banker

(编著)，1988 ,Marcel  Dekker ,Inc .,New  York ,N .Y .，第1卷，第285页；Idson ,

Pharmaceutical  Dosage  Forms ,Lieberman ,Rieger和Banker(编著)，Marcel  Dekker ,

Inc.,New  York,N.Y.,1988，第1卷，第199页)。表面活性剂典型地是两亲性分子，并且包括

亲水部分和疏水部分。表面活性剂的亲水和疏水性的比值定义为亲水/亲油平衡值(HLB)，

其是制剂制备中分类和选择表面活性剂的有价值的工具。表面活性物质可以基于亲水基团

的性质：非离子、阴离子、阳离子和两亲分成不同类别(参见例如，Ansel’s  Pharmaceutical 

Dosage  Forms  and  Drug  Delivery  Systems ,Allen ,LV .,Popovich  NG .和Ansel  HC .,

2004 ,Lippincott  Williams&Wilkins(第8版)，New  York ,NY  Rieger ,Pharmaceutical 

Dosage  Forms,Lieberman,Rieger和Banker(编著)，1988,Marcel  Dekker,Inc.,New  York,

N.Y.，第1卷，第285页)。

[0709] 用于乳液制剂的天然乳化剂包括羊毛脂、蜂蜡、磷脂、卵磷脂和阿拉伯胶。吸收基

质具有亲水性，因为它们可以吸收水以形成w/o乳液，同时保持其半固体稠度，例如无水羊

毛脂和亲水性凡士林。精细地分割的固体也被用作良好的乳化剂，尤其是与表面活性剂结

合使用和用于粘性制剂中。这些包括极性无机固体，例如重金属氧化物、非膨胀粘土例如膨

润土、凹凸棒土、锂蒙脱石、高岭土、蒙蒙脱石、胶体硅酸铝和胶体硅酸镁铝、颜料和非极性

固体，例如碳或三硬脂酸甘油酯。

[0710] 在乳剂制剂中还包括多种非乳化材料，其对乳剂的特性有帮助。这些包括脂肪、

油、蜡、脂肪酸、脂肪醇、脂肪酯、湿润剂、亲水胶体、防腐剂和抗氧化剂(Block ,

Pharmaceutical  Dosage  Forms ,Lieberman ,Rieger和Banker(编著)，1988 ,Marcel 

Dekker,Inc.,New  York ,N.Y.，第1卷，第335页；Idson ,Pharmaceutical  Dosage  Forms ,

Lieberman,Rieger和Banker(编著)，1988,Marcel  Dekker,Inc.,New  York,N.Y.，第1卷，第

199页)。

[0711] 亲水胶体或亲水胶体包括天然存在的树胶和合成聚合物，例如多糖(例如，阿拉伯

胶、琼脂、海藻酸、角叉菜胶、瓜尔胶、刺梧桐胶和黄蓍胶)、纤维素衍生物(例如，羧甲基纤维

素和羧丙基纤维素)、和合成聚合物(例如，羧聚物、纤维素醚和羧乙烯基聚合物)。它们在水

中分散或溶胀形成胶体溶液，通过在分散相液滴周围形成强界面膜并增强外相的粘度来稳

定乳液。

[0712] 由于乳液通常包含多种成分，例如碳水化合物、蛋白、甾醇和磷脂，它们可以很容

易地支持微生物的生长，因此这些制剂通常会加入防腐剂。乳液制剂中常用的防腐剂包括

对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸丙酯、季铵盐、苯扎氯铵、对羟基苯甲酸酯和硼酸。抗氧化

剂通常也添加到乳液制剂中以预防制剂变质。使用的抗氧化剂可以是自由基清除剂例如生

育酚、没食子酸烷基酯、丁基羟基苯甲醚、丁基羟基甲苯、或还原剂例如抗坏血酸和焦亚硫

酸钠、和抗氧化剂增效剂例如柠檬酸、酒石酸和卵磷脂。

[0713] 文献综述了通过皮肤病学、口服和非肠道途径应用乳液制剂及其制造方法(参见

例如，Ansel's  Pharmaceutical  Dosage  Forms  and  Drug  Delivery  Systems,Allen,LV.,

Popovich  NG.和Ansel  HC.,2004,Lippincott  Williams&Wilkins(第8版)，New  York,NY；
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Idson,Pharmaceutical  Dosage  Forms,Lieberman,Rieger和Banker(编著)，1988,Marcel 

Dekker,Inc.,New  York,N.Y.，第1卷，p.199)。由于易于配制以及从吸收和生物利用度的角

度来看的功效，用于口服递送的乳液制剂已被非常广泛地使用(参见例如，Ansel 's 

Pharmaceutical  Dosage  Forms  and  Drug  Delivery  Systems,Allen,LV.,Popovich  NG.

和Ansel  HC .,2004 ,Lippincott  Williams&Wilkins(第8版)，New  York ,NY；Rosoff ,

Pharmaceutical  Dosage  Forms ,Lieberman ,Rieger和Banker(编著)，1988 ,Marcel 

Dekker ,Inc .,New  York ,N .Y .,第1卷，p.245；Idson ,Pharmaceutical  Dosage  Forms ,

Lieberman,Rieger和Banker(编著)，1988,Marcel  Dekker,Inc.,New  York,N.Y.，第1卷，

p.199)。矿物油基质轻泻药、油溶性微生物和高脂肪营养制剂是通常作为o/w乳液口服给药

的材料。

[0714] ii.微乳

[0715] 在本公开的一个实施方式中，将iRNA和核酸的组合物配制为微乳液。可以将微乳

液定义为水、油和两亲分子的体系，所述体系是光学各向同性和热动力学稳定的单一液态

溶液(参见例如，Ansel’s  Pharmaceutical  Dosage  Forms  and  Drug  Delivery  Systems,

Allen,LV.,Popovich  NG.和Ansel  HC.,2004,Lippincott  Williams&Wilkins(第8版)，New 

York ,NY；Rosoff ,Pharmaceutical  Dosage  Forms ,Lieberman ,Rieger和Banker(编著)，

1988,Marcel  Dekker,Inc.,New  York,N.Y.，第1卷，第245期)。典型地，微乳剂是通过如下

方法制备的系统：首先将油分散到表面活性剂水溶液中，然后加入足量的通常为中等链长

度的醇的第四组分而形成透明系统。因此，微乳剂也被描述成由表面活性分子的界面膜稳

定化的两种不能混合的液体的热力学稳定的各向同性的澄清分散系(Leung和Shah ,

Controlled  Release  of  Drugs:Polymers  and  Aggregate  Systems ,Rosoff ,M .编著，

1989,VCH  Publishers,New  York，第185‑215页)。微乳通常通过包括油、水、表面活性剂、助

表面活性剂和电解质类在内的三到五种组分的组合来制备。微乳是油包水(w/o)或水包油

(o/w)型，取决于所用油和表面活性剂的性质，以及表面活性剂分子极性头和烃尾的结构和

几何堆积(Schott ,Remington 's  Pharmaceutical  Sciences ,Mack  Publishing  Co .,

Easton,Pa.,1985,p.271)。

[0716] 利用相图的现象学方式已经被广泛研究，并且对本领域技术人员来说已经产生了

关于如何配制微乳的全面知识(参见，例如，Ansel's  Pharmaceutical  Dosage  Forms  and 

Drug  Delivery  Systems ,Allen ,LV.,Popovich  NG .,and  Ansel  HC.,2004 ,Lippincott 

Williams&Wilkins(第8版) ,New  York ,NY；Rosoff ,Pharmaceutical  Dosage  Forms ,

Lieberman,Rieger和Banker(编著) ,1988,Marcel  Dekker,Inc.,New  York,N.Y.，第1卷，

p.245；Block,Pharmaceutical  Dosage  Forms,Lieberman,Rieger和Banker(编著)，1988,

Marcel  Dekker,Inc.,New  York,N.Y.，第1卷，p.335)。与传统的乳液相比，微乳通常具有将

水不溶性药物溶解在自发形成的热力学稳定液滴中的优势。

[0717] 用于微乳制备的表面活性剂包括但不限于离子表面活性剂、非离子表面活性剂、

Brij  96、聚氧乙烯油基醚、聚甘油脂肪酸酯、月桂酸四甘油酯(ML310)、单油酸四甘油酯

(MO310)、单油酸六甘油酯(PO310)、五油酸六甘油酯(PO500)、单癸酸甘油酯(MCA750)、单油

酸十甘油酯(MO750)、亚油酸十甘油酯(SO750)、癸酸十甘油酯(DAO750)，单独使用或与助表

面活性剂组合使用。助表面活性剂，通常是短链醇例如乙醇、1‑丙醇和1‑丁醇，通常渗透到
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表面活性剂膜中来增加界面流动性，从而由于表面活性剂分子之间产生空隙空间而产生无

序膜。然而，可以在不适用助表面活性剂的情况下制备微乳，并且本领域已知无醇自乳化微

乳体系。水相通常可以是但不限于水、药物的水溶液、甘油、PEG300、PEG400、聚甘油、丙二醇

和乙醇的衍生物。油相可包括但不限于材料例如Captex  300、Captex  355、Capmul  MCM、脂

肪酸酯、中链(C8‑C12)单、二、和三甘油酯、聚氧乙基化甘油脂肪酸酯、脂肪醇、聚乙二醇化

甘油酯、饱和聚乙二醇化C8‑C10甘油酯、植物油和硅油。

[0718] 从药物溶解和增强药物吸收的角度来看，微乳特别令人感兴趣。已提出基于脂质

的微乳(o/w和w/o)来提高药物包括肽的口服生物利用度(参见例如，美国专利号6,191 ,

105；7,063,860；7,070,802；7,157,099；Constantinides等，Pharmaceutical  Research,

1994,11,1385‑1390；Ritschel,Meth.Find .Exp.Clin.Pharmacol.,1993,13,205)。微乳具

有以下优点：改善药物溶解性、保护药物免于酶水解、由于表面活性剂引起的膜流动性和渗

透性改变而可能增强药物吸收、易于制备、与固体剂型相比易于口服给药、改善临床效力并

降低毒性(参见例如美国专利号6 ,191 ,105；7 ,063 ,860；7 ,070 ,802；7 ,157 ,099；

Constantinides等，Pharmaceutical  Research,1994,11,1385；Ho等，J.Pharm.Sci.,1996,

85,138‑143)。当它们的组分在环境温度下混合在一起时，通常会自发形成微乳。这在配制

耐热药物、肽或RNAi剂时可能特别有利。在化妆品和药物应用时，微乳在活性组分的透皮递

送方面也是有效的。预期本公开的微乳组合物和制剂将促进RNAi剂和核酸从胃肠道的增加

的全身吸收，以及改善RNAi剂和核酸的局部细胞摄取。

[0719] 本公开的微乳还可以包含额外的组分和添加剂，例如脱水山梨醇单硬脂酸酯

(Grill  3)、Labrasol和渗透促进剂以改善制剂的性质并增强本公开的RNAi剂和核酸的吸

收。用于本公开的微乳的渗透促进剂可以分类为属于五个大类之一——表面活性剂、脂肪

酸、胆汁盐、螯合剂和非螯合非表面活性剂(Lee等，Critical  Reviews  in  Therapeutic 

Drug  Carrier  Systems,1991,p.92)。上面已经讨论了这些类别中的每一个。

[0720] iii.微粒

[0721] 本公开的RNAi剂可以掺入颗粒，例如微粒中。微粒可以通过喷雾干燥产生，单页可

以通过其他方式产生，包括冻干、蒸发、流化床干燥、真空干燥或这些技术的组合。

[0722] iv.渗透促进剂

[0723] 在一个实施方式中，本公开使用各种渗透促进剂来实现核酸，特别是RNAi剂向动

物皮肤的有效递送。大多数药物以离子化和非离子化形式存在于溶液中。然而，通常只有脂

溶性或亲脂性药物容易透过细胞膜。已经发现如果要穿过的膜用渗透促进剂处理，即使是

非亲脂性药物也可以穿过细胞膜。除了帮助非亲脂性药物扩散穿过细胞膜外，渗透促进剂

还增强了亲脂性药物的渗透性。

[0724] 渗透促进剂可分为五类之一，即表面活性剂、脂肪酸、胆汁盐、螯合剂和非螯合非

表面活性剂(参见例如，Malmsten ,M .Surfactants  and  polymers  in  drug  delivery ,

Informa  Health  Care ,New  York ,NY,2002；Lee等，Critical  Reviews  in  Therapeutic 

Drug  Carrier  Systems,1991,p.92)。下文更详细地描述了上述每一类渗透促进剂。

[0725] 表面活性剂(或“表面活性剂”)是化学实体，当溶解在水溶液中时，会降低溶液的

表面张力或水溶液与另一种液体之间的界面张力，从而增强了通过粘膜对RNAi剂的吸收。

除了胆汁盐和脂肪酸之外，这些渗透促进剂包括例如十二烷基硫酸钠、聚氧乙烯‑9‑月桂基
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醚和聚氧乙烯‑20‑十六烷基醚)(参见例如，Malmsten,M.Surfactants  and  polymers  in 

drug  delivery,Informa  Health  Care,New  York,NY,2002；Lee等，Critical  Reviews  in 

Therapeutic  Drug  Carrier  Systems,1991,p.92)；和全氟化学乳剂，如FC‑43(Takahashi

等，J.Pharm.Pharmacol.,1988,40,252)。

[0726] 用作渗透促进剂的各种脂肪酸及其衍生物包括例如油酸、月桂酸、癸酸(正癸酸)、

肉豆蔻酸、棕榈酸、硬脂酸、亚油酸、亚麻酸、二癸酸酯、三癸酸酯、单油精(1‑单油酰基‑外消

旋甘油)、双月桂酸、辛酸、花生四烯酸、甘油1‑单癸酸酯、1‑十二烷基环庚烷‑2‑酮、酰基肉

碱、酰基胆碱、其C1‑20烷基酯(例如，甲基、异丙基和叔丁基)、及其单甘酯和双甘酯(即油

酸、月桂酸、癸酸、肉豆蔻酸、棕榈酸、硬脂酸、亚油酸等)(参见，例如，Touitou ,E .等，

Enhancement  in  Drug  Delivery,CRC  Press,Danvers,MA,2006；Lee等，Critical  Reviews 

in  Therapeutic  Drug  Carrier  Systems,1991,p.92；Muranishi,Critical  Reviews  in 

Therapeutic  Drug  Carrier  Systems,1990,7,1‑33；El  Hariri等，J.Pharm.Pharmacol.,

1992,44,651‑654)。

[0727] 胆汁的生理作用包括促进脂质和脂溶性维生素的分散和吸收(参见例如，

Malmsten,M.Surfactants  and  polymers  in  drug  delivery,Informa  Health  Care,New 

York ,NY ,2002；Brunton，第38章：Goodman&Gilman 's  The  Pharmacological  Basis  of 

Therapeutics，第9版，Hardman等，编著，McGraw‑Hill,New  York,1996,pp.934‑935)。各种

天然胆汁盐及其合成衍生物用作渗透促进剂。因此术语“胆汁盐”包括任何天然存在的胆汁

成分以及任何它们的合成衍生物。合适的胆汁盐包括例如胆酸(或其药学上可接受的钠盐、

胆酸钠)、脱氢胆酸(脱氢胆酸钠)、脱氧胆酸(脱氧胆酸钠)、葡萄糖胆酸(葡萄糖胆酸钠)、甘

胆酸(甘胆酸钠)、甘脱氧胆酸(甘脱氧胆酸钠)、牛磺胆酸(牛磺胆酸钠)、牛磺脱氧胆酸(牛

磺脱氧胆酸钠)、鹅去氧胆酸(鹅去氧胆酸钠)、熊去氧胆酸(UDCA)、牛磺酸‑24,25‑二氢夫西

地酸钠(STDHF)、乙醇二氢熔融酸钠和聚氧乙烯‑9‑月桂基醚(POE)(参见例如，Malmsten ,

M.Surfactants  and  polymers  in  drug  delivery,Informa  Health  Care,New  York,NY,

2002；Lee等，Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier  Systems,1991，第92页；

Swinyard ,第39章，Remington's  Pharmaceutical  Sciences,第18版，Gennaro编著，Mack 

Publishing  Co .,Easton ,Pa .,1990，第782‑783页；Muranishi ,Critical  Reviews  in 

Therapeutic  Drug  Carrier  Systems ,1990,7 ,1‑33；Yamamoto等，J.Pharm .Exp.Ther.,

1992,263,25；Yamashita等，J.Pharm.Sci.,1990,79,579‑583)。

[0728] 与本公开组合使用的螯合剂可以定义为通过与其形成复合物从溶液中去除金属

离子的化合物，从而增强了通过粘膜对RNAi剂的吸收。关于它们在本公开中用作渗透促进

剂，螯合剂具有还用做DNase抑制剂的额外优势，因为大多数表征的DNA核酸酶需要二价金

属离子进行催化，因此被螯合剂抑制(Jarrett,J.Chromatogr.,1993,618,315‑339)。合适

的螯合剂包括但不限于乙二胺四乙酸二钠(EDTA)、柠檬酸、水杨酸(例如，水杨酸钠、5‑甲氧

基水杨酸和高钒酸脂)、胶原的N‑酰基衍生物、月桂醇醚‑9和β‑二酮的N‑氨基酰基衍生物

(烯胺)(参见例如，Katdare ,A .等，Excipient  development  for  pharmaceutical ,

biotechnology ,and  drug  delivery ,CRC  Press ,Danvers ,MA ,2006；Lee等，Critical 

Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier  Systems ,1991，第92页；Muranishi ,Critical 

Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier  Systems ,1990 ,7 ,1‑33；Buur等，J.Control 
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Rel.,1990,14,43‑51)。

[0729] 如在本文中所使用的，非螯合非表面活性剂渗透增强化合物可定义为表现出作为

螯合剂或作为表面活性剂的不显著活性但仍增强RNAi剂通过消化道粘膜的吸收的化合物

(参见例如，Muranishi ,Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier  Systems ,

1990,7,1‑33)。这类渗透增强剂包括例如不饱和环状脲、1‑烷基和1‑烯基氮杂环烷酮衍生

物(Lee等，Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier  Systems,1991，第92页)；和

非甾体抗炎药，例如双氯芬酸钠、消炎痛和保泰松(Yamashita等，J.Pharm .Pharmacol .,

1987,39,621‑626)。

[0730] 还可以将在细胞水平上增强RNAi剂摄取的剂添加到本公开的药物和其他组合物

中。例如，还已知阳离子脂质，如脂质体(Junichi等，美国专利号5,705,188)、阳离子甘油衍

生物、和聚阳离子分子，如多聚赖氨酸(WO  97/30731)可增强dsRNA的细胞摄取。

[0731] 其他剂可用于增强所施用核酸的渗透，其包括二醇类例如乙二醇和丙二醇、吡啶

类例如2‑吡咯、氮酮、和萜烯，如柠檬烯和薄荷酮。

[0732] v.赋形剂

[0733] 与载体化合物相比，“药物载体”或“赋形剂”是用于将一种或多种核酸递送至动物

的药学上可接受的溶剂、悬浮剂或其他药理学惰性载体。赋形剂可以是液体或固体，并且在

与核酸和给定药学组合物的其他组分组合时，根据计划的给药方式进行选择，以提供所需

的体积、稠度等。典型的药物载体包括但不限于粘合剂(例如，预胶化玉米淀粉、聚乙烯吡咯

烷酮或羟丙基甲基纤维素等)；填充剂(例如，乳糖和其他糖、微晶纤维素、果胶、明胶、硫酸

钙、乙基纤维素、聚丙烯酸酯或磷酸氢钙等)；润滑剂(例如，硬脂酸镁、滑石粉、二氧化硅、胶

体二氧化硅、硬脂酸、硬脂酸金属盐、氢化植物油、玉米淀粉、聚乙二醇、苯甲酸钠、乙酸钠

等)；崩解剂(例如，淀粉、羟基乙酸淀粉钠等)；和润湿剂(例如，十二烷基硫酸钠等)。

[0734] 适用于非肠道给药且不会与核酸发生有害反应的药学上可接受的有机或无机赋

形剂也可用于配制本公开的组合物。合适的药学上可接受的载体包括但不限于水、盐溶液、

醇、聚乙二醇、明胶、乳糖、直链淀粉、硬脂酸镁、滑石、硅酸、粘性石蜡、羟甲基纤维素、聚乙

烯吡咯烷酮等。

[0735] 用于局部施用核酸的制剂可以包括无菌或非无菌水溶液、在普通溶剂例如醇中的

非水溶液、或核酸在液体或固体油基中的溶液。该溶液还可以包含缓冲剂、稀释剂和其他合

适的添加剂。也可以使用适用于非肠道给药且不会与核酸发生有害反应的药学上可接受的

有机或无机赋形剂。

[0736] 合适的药学上可接受的赋形剂包括但不限于水、盐溶液、醇、聚乙二醇、明胶、乳

糖、直链淀粉、硬脂酸镁、滑石、硅酸、粘性石蜡、羟甲基纤维素、聚乙烯吡咯烷酮等。

[0737] vi.其他组分

[0738] 本公开的组合物可以另外包含在药物组合物中常规发现的其他辅助组分，其在本

领域确立的使用水平。因此，例如，组合物可以包含另外的、相容的药学活性材料，例如止痒

药、收敛剂、局部麻醉剂或抗炎剂，或可包含用于物理配制本公开组合物的各种急性的额外

材料，例如染料、芳香剂、防腐剂、抗氧化剂、遮光剂、增稠剂和稳定剂。然而，这些材料在添

加时不应过度干扰本公开组合物的组分的生物活性。制剂可以灭菌，如果需要，可以与辅助

剂混合，例如润滑剂、防腐剂、稳定剂、润湿剂、乳化剂、用于影响渗透压的盐、缓冲剂、着色
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剂、调味剂或芳香物质等，它们不会与制剂的核酸发生有害的相互作用。

[0739] 水性悬浮液可包含增强悬浮液粘度的物质，包括例如羧甲基纤维素钠、山梨糖醇

或葡聚糖。悬浮液也可以包含稳定剂。

[0740] 在一些实施方式中，本公开中的药物组合物包含(a)一种或多种RNAi剂和(b)一种

或多种通过非RNAi机制起作用并且可用于治疗LRRK2相关病症的剂。这类剂的例子包括但

不限于单胺抑制剂、利血平、抗惊厥药、抗精神病药和抗抑郁药。

[0741] 这类化合物的毒性和治疗功效可以通过细胞培养物或实验动物中的标准药学程

序来确定，例如用于确定LD50(对50％的群体致死的剂量)和ED50(对50％的群体治疗有效的

剂量)。毒性和治疗效应之间的剂量比是治疗指数，并且它可以表示为LD50/ED50的比值。优

选表现出高治疗指数的化合物。

[0742] 从细胞培养实验和动物研究中获得的数据可用于制定用于人类的一系列剂量。本

公开中本文特征的组合物的剂量通常在循环浓度范围内，包括ED50，毒性很小或没有毒性。

根据所用剂型和所用给药途径，剂量可在此范围内变化。对于在本公开的特征的方法中使

用的任何化合物，治疗有效剂量可以最初从细胞培养测定来估计。可以在动物模型中配制

剂量以实现化合物的循环血浆浓度范围，或在适当时实现靶序列的多肽产物的循环血浆浓

度范围(例如，实现降低的多肽浓度)、包括在细胞培养中测定的IC50(即达到最大症状抑制

一半的测试化合物的浓度)。此类信息可用于更准确地确定人体的有用剂量。例如，可以通

过高效液相色谱法测量血浆中的水平。

[0743] 除了它们的施用，如上所述，本公开的RNAi剂可以与其他已知的有效治疗由核苷

酸重复表达介导的病理过程的剂组合施用。在任何情况下，施用医师可以基于使用本领域

已知的或本文描述的标准功效指标观察到的结果来调整RNAi剂给药的量和时间。

[0744] VII.试剂盒

[0745] 在某些方面，本公开提供了包括合适容器的试剂盒，该容器包含siRNA化合物的药

物制剂，例如，双链siRNA化合物，或ssiRNA化合物(例如，前体、例如，更大的siRNA化合物，

其可以被加工成ssiRNA化合物，或编码siRNA化合物的DNA，例如，双链siRNA化合物、或

ssiRNA化合物或其前体)。

[0746] 此类试剂盒包括一种或多种dsRNA剂和使用说明，例如用于施用预防或治疗有效

量dsRNA剂的说明。dsRNA剂可以在小瓶或预填充注射器中。试剂盒可以任选地进一步包括

用于施用dsRNA剂的工具(例如，注射装置，如预填充注射器)，或用于测量C3抑制的工具(例

如，用于测量LRRK2  mRNA、LRRK2蛋白和/或LRRK2活性的抑制的工具)。用于测量LRRK2抑制

的此类工具可包括用于从受试者获得样品(比如，例如，CSF和/或血浆样品)的工具。本发明

的试剂盒可任选地进一步包括用于确定治疗有效或预防有效量的工具。

[0747] 在某些实施方式中，药物制剂的各个组分可以在一个容器中提供，例如小瓶或预

填充注射器。或者，可以期望在两个或更多个容器中分别提供药物制剂的组分，例如一个容

器用于siRNA化合物制剂，且至少另一个用于载体化合物。试剂盒可以以多种不同的装置进

行包装，例如一个或多个容器装在一个盒子中。可以组合不同的组分，例如根据试剂盒提供

的说明。可以根据本文所述的方法组合组合，例如以制备和施用药物组合物。试剂盒还可以

包括递送装置。

[0748] VIII.抑制LRRK2表达的方法
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[0749] 本公开还提供了抑制细胞中LRRK2基因表达的方法。所述方法包括使细胞与有效

抑制细胞中LRRK2表达的量和/或活性的RNAi剂例如双链RNAi剂接触，从而抑制细胞中

LRRK2的表达和/或活性。在本公开的某些实施方式中，LRRK2表达和/或活性优选在CNS(例

如，脑)细胞中被抑制至少30％。在特定实施方式中，LRRK2表达和/或活性被抑制至少30％。

在本公开的其他实施方式中，LRRK2表达和/或活性优选在眼部(例如，眼)细胞中被抑制至

少30％。在本公开的某些其他实施方式中，LRRK2表达和/或活性优选在肝细胞中被抑制至

少30％。

[0750] 细胞与RNAi剂例如双链RNAi剂接触可以在体外或体内进行。使体内细胞与RNAi剂

接触包括使受试者例如人受试者内的细胞或细胞群与RNAi剂接触。接触细胞的体外或体内

方法的组合也是可能的。

[0751] 如上所述，接触细胞可以是直接的或间接的。此外，可以通过靶向配体实现接触细

胞，其包本文所述或本领域已知的任何配体。在一些实施方式中，靶向配体是碳水化合物部

分，例如GalNAc配体，或将RNAi剂引导至感兴趣位点的任何其他配体。

[0752] 如在本文中所使用的，术语“抑制”与“减少”、“沉默”、“下调”、“抑制”和其他类似

术语可互换使用，并且包括任何水平的抑制。在某些实施方式中，可以在细胞培养条件下评

估例如对于本公开的RN Ai剂的抑制水平，例如，其中细胞培养物中的细胞通过

LipofectamineTM介导的转染以10nM或更低、1nM或更低等的细胞附近浓度进行转染。可以通

过比较细胞培养物中的预处理水平与细胞培养物中的后处理水平来确定给定RNAi剂的敲

低，任选地还与用乱序或其他形式的对照RNAi剂平行处理的细胞进行比较。细胞培养物中

的例如至少约30％的敲低可由此被鉴定为指示已经发生“抑制”或“减少”、“下调”或“抑制”

等。明确地考虑，靶mRNA或编码的蛋白水平(以及因此由本公开的RNAi剂引起的“抑制”程度

等)的评估也可以在体内系统中评估本公开的RNAi剂，在如本领域所述的适当控制的条件

下。

[0753] 如在本文中所使用的短语“抑制LRRK2”、“抑制LRRK2基因的表达”或“抑制LRRK2的

表达”包括抑制任何LRRK2基因的表达(比如例如，小鼠LRRK2基因、大鼠LRRK2基因、猴LRRK2

基因、或人LRRK2基因)以及编码LRRK2蛋白的LRRK2基因的变体或突变体。因此，在基因操作

的细胞、细胞群或生物体的背景下，LRRK2基因可以是野生型LRRK2基因，突变型LRRK2基因

或转基因LRRK2基因。

[0754] “抑制LRRK2基因的表达”包括任何水平的LRRK2基因抑制，例如至少部分抑制

LRRK2基因的表达，如抑制至少约25％。在某些实施方式中，相对于对照水平，抑制至少约

25％、至少约30％、至少约40％、至少约50％、至少约60％、至少约70％、至少约80％、至少约

90％或至少约95％或至少约99％。LRRK2抑制可以使用例如如本文实施例中提供的A549细

胞和10nM浓度的RNA剂以及PCR测定的体外测定进行测量，其被认为在本公开的范围内。在

一些实施方式中，LRRK2抑制可以使用原代小鼠肝细胞的体外测定来测量。在另一个实施方

式中，LRRK2抑制可以使用Cos‑7(双荧光素酶psiCHECK2载体)的体外测定来测量。在又一个

实施方式中，LRRK2抑制可以使用BE(2)‑C细胞的体外测定来测量。在一些实施方式中，

LRRK2抑制可以使用Neuro‑2a细胞的体外测定来测量。

[0755] LRRK2基因的表达可以基于与LRRK2基因表达相关的任何变量的水平来评估，例

如，LRRK2  mRNA水平(例如，有义mRNA、反义mRNA、总LRRKmRNA、有义含有LRRK2重复的mRNA
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和/或反义含有LRRK2重复的mRNA)或LRRK2蛋白水平(例如，总LRRK2蛋白、野生型LRRK2蛋白

或含扩增重复的蛋白)或者例如含有有意或反义基因座的水平和/或异常二肽重复蛋白的

水平。

[0756] 可以通过与对照水平相比这些变量中的一种或多种的绝对或相对水平的降低来

评估抑制。对照水平可以是本领域中使用的任何类型的水平，例如给药前基线水平，或从未

经处理或用对照(比如，例如，仅缓冲液对照或非激活剂对照)处理的类似受试者、细胞或样

品确定的水平。

[0757] 例如，在本公开的方法的一些实施方式中，与对照水平相比，LRRK2基因的表达(例

如，如通过含有有义或反义基因座和/或异常二肽重复蛋白水平所评估的)，LRRK2基因的表

达抑制至少20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、85％、90％或95％，或者低于该测定的

检测水平。在本公开的方法的其他实施方式中，与对照水平相比，LRRK2基因的表达(例如，

如通过mRNA或蛋白表达水平评估的)抑制至少约25％、至少约30％、至少约40％、至少约

50％、至少约60％、至少约70％、至少约80％、至少约90％或至少约95％。在某些实施方式

中，该方法包括LRRK2表达的临床相关抑制，例如，通过用剂治疗受试者以减少LRKK2的表达

之后的临床相关结局所表明的。

[0758] LRRK2基因表达的抑制可以通过由其中转录LRRK2基因并且已经或已经被处理(例

如，通过将一个或多个细胞与本公开的RNAi剂接触，或通过将本公开的RNAi剂施用于其中

存在或曾经存在细胞的受试者)使得LRRK2基因表达被抑制的第一细胞或细胞群(例如，此

类细胞可能存在于来自受试者的样品中)例如表达的mRNA量的减少来证明，与第二细胞或

细胞群相比，该第二细胞或细胞群与第一细胞或细胞群基本相同，但未经过或未经过如此

处理(对照细胞未用RNAi剂处理或未用靶向感兴趣基因的RNAi剂处理)。抑制程度可以表示

为：

[0759]

[0760] 在其他实施方式中，LRRK2基因表达的抑制可以根据在功能上与LRRK2基因表达相

关的参数，例如LRRK2蛋白表达、含有意或反义基因座和/或异常二肽重复蛋白的水平的降

低进行评估。LRRK2基因沉默可以在任何表达LRRK2的细胞中确定，无论是内源的还是来自

表达构建体的异源的，并且通过本领域已知的任何测定。

[0761] LRRK2蛋白表达的抑制可以通过细胞或细胞组表达的LRRK2蛋白水平(或功能参

数，例如，激酶和/或GTP酶活性)的降低(例如，来自受试者的样品中表达的蛋白水平)来体

现。如上所述，对于mRNA抑制的评估，处理的细胞或细胞组中蛋白表达水平的抑制可以类似

地表示为对照细胞或细胞组中蛋白水平的百分比。在一些实施方式中，短语“抑制LRRK2”也

可以指抑制LRRK2的激酶和/或GTPase活性，例如，至少部分抑制LRRK2激酶和/或GTPase活

性，如抑制至少约25％。在某些实施方式中，与对照水平相比，LRRK2的激酶和/或GTPase活

性抑制至少约25％、至少约30％、至少约40％、至少约50％、至少约60％、至少约70％、至少

约80％、至少约90％或至少约95％或至少约99％。可以使用体外测定测量LRRK2激酶活性，

例如，在(Smith等，(2006)Nature  Neuroscience  9(10):1231‑3)中描述的测定。可以使用

体外测定测量LRRK2  GTPase活性，例如，在(Xiong等，(2010)Plos  Genet  6(4):e1000902)

中描述的测定。
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[0762] 可用于评估LRRK2基因表达的抑制的对照细胞或细胞群包括尚未与本公开的RNAi

剂接触的细胞或细胞群。例如，对照细胞或细胞群可以在用RNAi剂治疗受试者之前来源于

个体受试者(例如，人或动物受试者)。

[0763] 可以使用本领域已知的用于评估mRNA表达的任何方法来确定由细胞或细胞群表

达的LRRK2  mRNA水平。在一个实施方式中，样品中LRRK2的表达水平通过检测转录的多核苷

酸或其部分，例如LRRK2基因的mRNA来确定。可以使用RNA提取技术从细胞中提取RNA，其包

括例如使用酸性苯酚/异硫氰酸胍提取(RNAzol  B；Biogenesis)、RNeasyTMRNA制备试剂盒

或PAXgene(PreAnalytix,Switzerland)。用核糖核酸杂交的典型测定形式

包括核连续测定、RT‑PCR、RNase保护测定、RNA印迹、原位杂交和微阵列分析。可以使用在例

如，Jiang等，同上，Lagier‑Tourenne,等，同上和Jiang,等，同上中描述的定量RT‑PCR和或

液滴数字PCR法检测链特异性LRRK2  mRNA。可以使用WO2012/177906中描述的方法检测循环

LRRK2  mRNA，其全部内容通过引用并入本文。

[0764] 在一些实施方式中，使用核酸探针确定LRRK2的表达水平。如在本文中所使用的术

语“探针”是指能够选择性结合特定LRRK2核酸或蛋白或其片段的任何分子。探针可以由本

领域技术人员合成，或衍生自适当的生物制剂。探针可以特异地设计用于标记。可用作探针

的分子的例子包括但不限于RNA、DNA、蛋白、抗体或有机分子。

[0765] 分离的mRNA可用于杂交或扩增测定，包括但不限于Southern或Northern分析、聚

合酶链式反应(PCR)分析和探针阵列。一种用于确定mRNA的方法包括将分离的mRNA与可以

与LRRK2mRNA杂交的核酸分子(探针)接触。在一个实施方式中，将mRNA固定在固体表面并与

探针接触，例如通过在琼脂糖凝胶上运行分离的mRNA并将mRNA从凝胶转移到膜上，例如醋

酸纤维素膜。在另一个实施方式中，探针被固定在固体表面上并且mRNA与探针接触，例如在

基因芯片阵列中。熟练的技术人员可以容易地采用已知的mRNA检测方法来

确定LRRK2  mRNA的水平。

[0766] 用于确定样品中补体成分LRRK2的表达水平的替代方法包括样品中例如mRNA的核

酸扩展或逆转录酶(以制备cDNA)的过程，例如，通过RT‑PCR(显示在Mullis,1987，美国专利

号4,683,202中的实验实施方式)，连接酶链反应(Barany(1991)Proc.Natl.Acad .Sci.USA 

88:189‑193)，自持续序列复制(Guatelli等，(1990)Proc.Natl.Acad .Sci.USA  87:1874‑

1878)，转录扩展系统(Kwoh等，(1989)Proc.Natl.Acad .Sci.USA  86:1173‑1177)，Q‑β复制

酶(Lizardi等，(1988)Bio/Technology  6:1197)，滚环复制(Lizardi等，美国专利号5,854,

033)或任何其他核酸扩增方法，随后使用本领域技术人员熟知的技术检测扩增的分子。如

果核酸分子以非常低的数量存在，则这些检测方案对于检测核酸分子特别有用。在本公开

的特定方面中，通过定量荧光RT‑PCR(即，TaqManTM系统)，通过 荧光素酶测定

或者通过本领域公知的其他用于测量LRRK2表达或mRNA水平的方法确定LRRK2的表达水平。

[0767] LRRK2  mRNA的表达水平可以使用膜印迹(如用于杂交分析，如northern、

Southern、dot等)或微孔、样品管、凝胶、珠子或纤维(或者任何包含结合核酸的固体支持

物)监测。参见美国专利号5,770,722、5,874,219、5,744,305、5,677,195和5,445,934，其通

过引用并入本文。LRRK2表达水平的确定还可以包括使用溶液中的核酸探针。

[0768] 在一些实施方式中，使用支链DNA(bDNA)测定或实时PCR(qPCR)评估mRNA表达的水
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平。这些PCR方法的使用在本文呈现的实施例中进行了描述和举例说明。此类方法还可以用

于检测LRRK2核酸。

[0769] 可以使用本领域公知的用于测量蛋白水平的任何方法来确定LRRK2蛋白表达水

平。此类方法包括，例如，电泳、毛细管电泳、高效液相色谱(HPLC)、薄层层析(TLC)、高扩散

性层析、流体或凝胶沉淀反应、吸收光谱、比色测定、分光广光度测定、流式细胞术、免疫扩

散(单或双)、免疫电泳、蛋白印迹、放射免疫测定(RIA)、酶联免疫吸附测定(ELISA)、免疫荧

光测定、电化学发光测定等。此类测定也可用于检测指示LRRK2蛋白存在或复制的蛋白。

[0770] 可以使用本领域普通技术人员熟知的方法，包括例如荧光原位杂交(FISH)、免疫

组织化学和免疫测定来评估含有义或反义基因座的水平和异常二肽重复蛋白的水平(参

见，例如，Jiang等，同上)。在一些实施方式中，本公开的方法在治疗LRRK2相关疾病中的功

效通过LRRK2  mRNA水平的降低来评估(例如，通过评估CSF样品和/或血浆样品的LRRK2水

平、通过脑活检或其他方式)。

[0771] 在本公开方法的一些实施方式中，将RNAi剂施用于受试者使得RNAi剂递送至受试

者内的特定位点。LRRK2表达的抑制可以使用来自受试者内特定位点(例如，CNS细胞、眼细

胞)的样品中LRRK2mRNA(例如，有义mRNA、反义mRNA、总LRRK2  mRNA)或LRRK2蛋白(例如，总

LRRK2蛋白、野生型LRRK2蛋白)、包含有义的基因座、包含反义的基因座、异常二肽重复蛋白

的水平或水平变化的测量来评估。在某些实施方式中，所述方法包括临床相关的LRRK2表达

抑制，例如用降低LRRK2表达的剂治疗受试者后的临床相关结果所证明的，例如尾状核萎缩

的稳定或抑制(例如，通过体积MRI(vMRI))、受试者脑脊液样品中神经丝轻链(Nfl)水平的

稳定或降低、突变LRRK2  mRNA或切割的突变LRRK2蛋白减少，例如，全长突变LRRK2  mRNA或

蛋白和切割的突变LRRK2  mRNA或蛋白和统一LRRK2相关疾病评定量表(UHDRS)评分稳定或

改善。

[0772] 如在本文中所使用的，术语检测或确定分析物的水平应理解为表示执行步骤以确

定材料例如蛋白、RNA是否存在。如在本文中所使用的，检测或确定的方法包括检测或确定

低于所用方法的检测水平的分析物水平。

[0773] IX.治疗或预防LRRK2相关疾病的方法

[0774] 本公开还提供了使用本公开的RNAi剂或包含本公开的RNAi剂的组合物降低或抑

制细胞中LRRK2表达的方法。该方法包括使细胞与本公开的dsRNA接触并将细胞维持足够长

的时间以获得LRRK2基因的mRNA转录物的降解，从而抑制细胞中LRRK2基因的表达。

[0775] 此外，本公开还提供了使用本公开的RNAi剂或包含本公开的RNAi剂的组合物降低

和/或抑制细胞中包含有义和反义基因座的形成。该方法包括使细胞与本公开的dsRNA接

触，从而降低细胞中包含LRRK2有义和反义基因座的水平。

[0776] 本公开还提供了使用本公开的RNAi剂或包含本公开的RNAi剂的组合物降低细胞

中异常二肽重复蛋白的水平和/或抑制其形成。该方法包括使细胞与本公开的dsRNA接触，

从而降低细胞中异常二肽重复蛋白的水平。

[0777] 可以通过本领域已知的任何方法评估基因表达的降低、含有LRRK2有义和反义基

因座的水平和/或异常二肽重复蛋白。例如，LRRK2表达的降低可以通过使用本领域普通技

术人员常规的方法确定LRRK2的mRNA表达水平来确定，例如，northern印记，qRT‑PCR；通过

使用本领域普通技术人员常规的方法测定LRRK2的蛋白水平来确定，例如，western印迹、免
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疫学技术。

[0778] 在本公开的方法中，可以在体外或体内接触细胞，即细胞可以在受试者体内。

[0779] 适合使用本公开方法进行治疗的细胞可以是表达LRRK2基因的任何细胞。适用于

本公开方法的细胞可以是哺乳动物细胞，例如灵长类细胞(如人细胞或非人灵长类细胞，例

如，猴细胞或黑猩猩细胞)、非灵长类细胞(如大鼠细胞或小鼠细胞)。在一个实施方式中，细

胞是人细胞，例如，人CNS细胞或人眼细胞。

[0780] 与在对照细胞中的表达相比，在细胞中LRRK2表达(例如，通过有义mRNA、反义

mRNA、总LRRK2  mRNA、总LRRK2蛋白)被抑制约20％、25％、30％、35％、40％、45％或50％。在

某些实施方式中，与对照水平相比，LRRK2表达被抑制至少约50％、至少约60％、至少约

70％、至少约80％、至少约90％或至少约95％。

[0781] 如通过包含有义或反义基因座和/或异常二肽重复蛋白的水平所评估的抑制，在

细胞中抑制至少约20％、30％、40％，优选至少50％、60％、70％、80％、85％、90％或95％或

低于测定的检测水平。

[0782] 本公开的体内方法可以包括向受试者施用包含RNAi剂的组合物，其中RNAi剂包含

与待治疗哺乳动物的LRRK2基因的RNA转录物的至少一部分互补的核苷酸序列。当待治疗的

生物体是哺乳动物例如人时，可以通过本领域已知的任何方法施用组合物，其包括但不限

于口服、腹膜内或肠胃外途径，包括颅内(例如，心室内、脑实质内和鞘内)、静脉内、肌内、玻

璃体内、皮下、透皮、气道(气溶胶)、鼻腔、直肠和局部(包括口腔和舌下)施用。在某些实施

方式中，组合物通过静脉输注或注射施用。在某些实施方式中，组合物通过皮下注射施用。

在某些实施方式中，组合物通过鞘内注射施用。

[0783] 在一些实施方式中，施用是通过积存(depot)注射。积存注射可能会在较长时间内

以一致的方式释放RNAi剂。因此，积存注射可降低获得所需效果所需的给药频率，例如所需

的LRRK2抑制或治疗或预防效果。积存注射也可以提供更一致的血清浓度。积存注射可包括

皮下注射或肌内注射。在优选的实施方式中，积存注射是皮下注射。

[0784] 在一些实施方式中，施用通过泵。泵可以是外部泵或手术植入的泵。在某些实施方

式中，泵是皮下植入的渗透泵。在其他实施方式中，泵是输液泵。输液泵可用于颅内、静脉

内、皮下、动脉或硬膜外输液。在优选的实施方式中，输液泵是皮下输液泵。在其他实施方式

中，泵是外科植入的泵，其将递送RNAi剂至CNS。

[0785] 可以基于是否需要局部或全身治疗以及基于待治疗的区域来选择施用方式。可选

择施用途径和部位以增强靶向性。

[0786] 在一个方面中，本公开还提供了抑制哺乳动物中LRRK2基因表达的方法。所述方法

包括向哺乳动物施用包含靶向哺乳动物细胞中的LRRK2基因的dsRNA的组合物，从而抑制细

胞中LRRK2基因的表达。基因表达的降低可以通过本领域已知的任何方法和通过如本文所

述的方法例如qRT‑PCR来评估。蛋白产生的降低可以通过本领域已知的任何方法和通过如

本文所述的方法例如ELISA来评估。在一个实施方式中，CNS活检样品或脑脊液(CSF)样品用

作用于监测LRRK2基因或蛋白表达(或因此的替代物)减少的组织材料。

[0787] 本公开还提供了对其有需要的受试者的治疗方法。本公开的治疗方法包括以治疗

有效量的靶向LRRK2基因的RNAi剂或包含靶向LRRK2基因的RNAi剂的药物组合物向受试者

(例如，将受益于LRRK2表达抑制的受试者，如在LRRK2基因中具有错义和/或缺失突变的受
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试者)施用本公开的RNAi剂。

[0788] 此外，本公开提供了在受试者中预防、治疗或抑制LRRK2相关疾病或病症(例如，

LRRK2相关病症)的进展的方法。所述方法包括向受试者施用治疗有效量的任何RNAi剂，例

如dsRNA，或本文提供的药物组合物，从而预防、治疗或抑制受试者中LRRK2相关疾病或病症

的进展。

[0789] 本公开的RNAi剂可以作为"游离RNAi剂"施用。游离RNAi剂在不存在药物组合物的

情况下施用。裸RNAi剂可以在合适的缓冲溶液中。缓冲溶液可包含乙酸盐、柠檬酸盐、醇溶

蛋白、碳酸盐或磷酸盐、或其任意组合。在一个实施方式中，缓冲溶液是磷酸盐缓冲盐水

(PBS)。可以调节包含RNAi剂的缓冲溶液的pH和渗透压，以使其适合施用于受试者。

[0790] 或者，本公开的RNAi剂可以作为药物组合物施用，如dsRNA脂质体制剂。

[0791] 将受益于LRRK2基因表达的减少或抑制的受试者是那些患有LRRK2相关疾病，例

如，LRRK2相关疾病，的受试者。示例性LRRK2相关疾病包括但不限于PD、克隆氏病、免疫病症

和眼部病症。

[0792] 本公开还提供了使用RNAi剂或其药物组合物的方法，例如用于治疗将受益于

LRRK2表达的减少或抑制的受试者，例如患有LRRK2相关病症的受试者，与其他药物或其他

治疗方法合用，例如已知药物或已知治疗方法，例如目前用于治疗这些疾病的那些。例如，

在某些实施方式中，靶向LRRK2的RNAi剂与例如可用于治疗本文其他地方所述或本领域已

知的LRRK2相关病症的剂组合施用。例如，适用于治疗将受益于LRRK2表达减少的受试者(例

如，患有LRRK2相关病症的受试者)的其他剂可以包括目前用于治疗LRRK2症状的剂。RNAi剂

和另外的治疗剂可以同时或以相同的组合施用，例如鞘内施用、或另外的治疗剂可以作为

单独组合物的一部分或在分开的时间或通过本领域已知或本文所述的另一种方法施用。

[0793] 示例性的另外的治疗剂包括例如单胺抑制剂，例如丁苯那嗪(Xenazine)、苯那嗪

(Austedo)和利血平、抗惊厥药，例如丙戊酸(Depakote，Depakene，Depacon)和氯硝西泮

(Klonopin)，抗精神病药，例如利培酮(Risperdal)和氟哌啶醇(Haldol)，以及抗抑郁药，例

如帕罗西汀(Paxil)。

[0794] 在一个实施方式中，所述方法包括施用本文特征的组合物使得靶LRRK2基因的表

达降低至少一个月。在优选的实施方式中，表达降低至少2个月、3个月或6个月。

[0795] 优选地，可用于本文特征的方法和组合物的RNAi剂特异性地靶向靶LRRK2基因的

RNA(初级的或加工的)。可以如本文所述制备和实施使用RNAi剂抑制这些基因表达的组合

物和方法。

[0796] 根据本公开的方法施用dsRNA可导致患有LRRK2相关病症的患者中此类疾病或病

症的严重性、体征、症状或标志物降低。在此上下文中，"降低"是指该水平的统计学显著或

临床显著降低。与对照水平相比，降低可以是例如至少约5％、至少约10％、至少约15％、至

少约20％、至少约25％、至少约30％、至少约35％、至少约40％、至少约45％、至少约50％、至

少约55％、至少约60％、至少约65％、至少约70％、至少约75％、至少约80％、至少约85％、至

少约90％、至少约95％或约100％。

[0797] 可以评估治疗或预防疾病的功效，例如通过测量疾病进展、疾病缓解、症状严重程

度、疼痛减轻、生活质量、维持治疗效果所需的药物剂量、疾病标志物水平或适用于正在治

疗或预防的给定疾病的任何其他可测量参数。通过测量这些参数中的任何一种或参数的任
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何组合来监测治疗或预防的功效完全在本领域技术人员的能力范围内。例如，可以评估治

疗LRRK2相关病症的功效，例如通过定期监测受试者的情况。后期读数与初始读数的比较为

医生提供治疗是否有效的指示。通过测量这些参数中的任何一种或参数的任何组合来监测

治疗或预防的功效完全在本领域技术人员的能力范围内。关于靶向LRRK2的RNAi剂或其药

物组合物的施用，“有效对抗”LRRK2相关病症表明以临床上适当的方式给药对至少有统计

学意义的部分患者产生有益效果，例如症状改善、治愈、疾病减少、寿命延长、生活质量改善

或熟悉治疗LRRK2相关疾病和相关原因的医生普遍认为是积极的其他作用。

[0798] 当疾病状态的一个或多个参数在统计学上有显著改善，或者没有恶化或者出现原

本预期的症状时，治疗或预防效果是明显的。例如，疾病的可测量参数中至少10％、优选至

少20％、30％、40％、50％或更多的有利变化可以指示有效治疗。还可以使用本领域已知的

给定疾病的实验动物模型来判断给定RNAi剂药物或该药物制剂的功效。当使用实验动物模

型时，当观察到标志物或症状在统计学上显著降低时，就证明了治疗的功效。

[0799] 或者，可以通过诊断领域的技术人员基于临床接受的疾病严重程度分级量表确定

的疾病严重程度的降低来测量功效。导致例如使用适当量表测量的疾病严重程度减轻的任

何积极变化代表使用如本文所述的RNAi剂或RNAi剂制剂进行的充分治疗。

[0800] 在某些实施方式中，可以向受试者施用治疗量的dsRNA，如约0 .01mg/kg至约

200mg/kg。在其他实施方式中，可以向受试者施用治疗量的dsRNA，如约0.01mg/kg至约

500mg/kg。在其他实施方式中，可以向受试者施用约500mg/kg或更多的治疗量的dsRNA。

[0801] RNAi剂可以定期通过鞘内、玻璃体注射或在一段时间内通过静脉内输注给药。在

某些实施方式中，在初始治疗方案之后，可以以较低频率进行治疗。RNAi剂的施用可以降低

LRRK2水平，例如，在患者的细胞、组织、血液、CSF样品或其他隔室中。在一个实施方式中，相

对于对照水平，RNAi剂的施用能够使LRRK2水平(例如，在患者的细胞、组织、血液、CSF样品

或其他隔室中)降低至少约25％，如约25％、约30％、约40％、约50％、约60％、约70％、约

80％、约90％或约95％。

[0802] 在施用全剂量的RNAi剂之前，可以施用患者较小的剂量，例如5％输注反应，并监

测不良反应，如变态反应。在另一个例子中，可以监测患者的不需要的免疫刺激作用，如增

加的细胞因子(例如，TNF‑α或INF‑α)水平。

[0803] 或者，可以皮下施用RNAi剂，即通过皮下注射。一次或多次注射可用于向受试者递

送所需的例如每月剂量的RNAi剂。注射可以在一段时间内重复。可以定期重复给药。在某些

实施方式中，在初治方案后，可以以较低频率施用治疗。重复剂量方案可包括定期施用治疗

量的RNAi剂，例如每月一次或延长至每一度一次、每年两次、每年一次。在某些实施方式中，

约每月一次至约每季度一次(即约每三个月一次)施用RNAi剂。

[0804] 除非另有定义，本文使用的所有技术和科学术语与本发明所属领域的普通技术人

员通常理解的含义相同。尽管与本文所述的方法和材料相似或等效的方法和材料可用于本

发明特征的RNAi剂和方法的实践或测试，但下文描述了合适的方法和材料。本文提及的所

有出版物、专利申请、专利和其他参考文献通过引用整体并入。在冲突的情况下，以本说明

书(包括定义)为准。此外，材料、方法和实施例仅是说明性的而不是限制性的。

[0805] 随此提交了一份非正式的序列表，并构成了提交时说明书的一部分。

[0806] 实施例
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[0807] 实施例1：RNAi剂的设计、合成、选择和体外评价

[0808] 试剂来源

[0809] 在本文未具体给出试剂来源的情况下，该试剂可以从分子生物学试剂的任何供应

商处以用于分子生物学的质量/纯度标准获得。

[0810] 生物信息学

[0811] 靶向人LRRK2转录物(智人富亮氨酸重复激酶2(LRRK2)mRNA，NCBI  refseqID  NG_

011709 .1；NCBI  GeneID:120892)的siRNA使用定制R和Rython脚本设计。人NM_

198578.4mRNA的长度为9239个碱基。

[0812] 未修饰的LRRK2有义和反义链核苷酸序列的详细列表显示在表3和表6。修饰的

LRRK2有义链和反义链核苷酸序列的详细列表显示在表4和表7中。

[0813] 应当理解，在整个申请中，不带小数的双链体名称等同于仅引用双链体的批号的

带小数的双链体名称。例如，AD‑601140等同于AD‑601140.1。

[0814] 体外A549筛选

[0815] i.细胞培养和转染：

[0816] 通过在384孔板中向每孔5μL  siRNA双链体添加每孔5μL  1ng/μL稀释于Opti‑MEM

中的LRRK2  psiCHECK2载体(Blue  Heron  Biotechnology)，4 .9μL  Opti‑MEM加0 .1μL 

Lipofectamine  2000(Invitrogen,Carlsbad  CA，目录号#11668‑019)，其中每个siRNA双链

体是4复孔，并在室温下孵育15分钟，转染人肺上皮细胞A549(ATCC)。然后，将含有约5x103

个细胞的35μL的Dulbecco改良的Eagle培养基(ThermoFisher)添加到siRNA混合物中。将细

胞培养48小时，然后进行萤火虫(转染对照)和Renilla(融合至靶序列)荧光素酶测量。以

10nM、1nM和0.1nM进行三个剂量的实验。

[0817] ii.细胞培养和转染：

[0818] 通过在384孔板中向每孔5μL  siRNA双链体添加每孔5μL  1ng/μL稀释于Opti‑MEM

中的LRRK2  psiCHECK2载体(Blue  Heron  Biotechnology)，4 .9μL  Opti‑MEM加0 .1μL 

Lipofectamine  2000(Invitrogen,Carlsbad  CA，目录号#11668‑019)，其中每个siRNA双链

体是4复孔，并在室温下孵育15分钟，转染原代小鼠肝细胞。然后，将含有约5x103个细胞的

35μL的Dulbecco改良的Eagle培养基(ThermoFisher)添加到siRNA混合物中。将细胞培养48

小时，然后进行萤火虫(转染对照)和Renilla(融合至靶序列)荧光素酶测量。以10nM、1nM和

0.1nM进行三个剂量的实验。

[0819] iii.使用DYNABEADS  mRNA分离试剂盒的总RNA分离：

[0820] 在BioTek‑EL406平台上使用DYNABEAD(Invitrogen，目录号#61012)使用自动化方

案分离RNA。简言之，将含有3μL磁性小珠的70μL裂解/结合缓冲液和10μL裂解缓冲液添加到

含有细胞的板中。将板在室温下在电磁振荡器上孵育10分钟，并且随后捕获磁性小珠并除

去上清液。结合小珠的RNA随后用150μL洗涤缓冲液A洗涤2次和用洗涤缓冲液B洗涤1次。小

珠然后用150μL洗脱缓冲液洗涤，再次捕获和除去上清液。

[0821] iv.使用ABI高容量cDNA逆转录试剂盒(Applied  Biosystems,Foster  City,CA，目

录号#4368813)的cDNA合成：

[0822] 向上述分离的RNA中添加每个反应10μL含有1μL  10X缓冲液、0.4μL  25X  dNTP、1μL 

10x随机引物、0.5μL逆转录酶、0.5μL  RNase抑制剂和6.6μL  H2O的预混合物。将板密封、混
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合物并在电磁振荡器上在室温下孵育10分钟，随后在37℃下孵育2h。

[0823] v.实时PCR：

[0824] 在384孔板(Roche目录号#04887301001)中每孔将2μL  cDNA和5μL  Lightcycler 

480探针预混合物(Roche目录号#04887301001)添加到0 .5μL人GAPDH  TaqMan探针

(4326317E)和0.5μL人LRRK2探针(Hs01115057_m1,Thermo)或0.5μL小鼠GAPDH  TaqMan探针

(4352339E)和0.5μL小鼠LRRK2探针(Mm00481934_m1 ,Thermo)中。在LightCycler480实时

PCR系统(Roche)中进行实时PCR。各双链体测试至少两次，并将数据归一化至使用非靶向对

照siRNA转染的细胞。为计算相对倍数变化，使用ΔΔCt法分析数据并归一化至使用利用非

靶向对照siRNA转染的细胞进行的测定。

[0825] 表3和表4所列dsRNA剂在A549细胞中的筛选结果见表5。

[0826] 表2：在核酸序列表示中使用的核苷酸单体的缩写。应当理解的是，当这些单体存

在于寡核苷酸中时，其通过5'‑3'‑磷酸二酯键相互连接；并且可以理解，当核苷酸包含2’‑

氟修饰时，氟取代了母体核苷酸该位置的羟基(即，其是2’‑脱氧‑2’‑氟核苷酸)。

[0827]
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[0828]
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[0829]

[0830] 表3：LRRK2  dsRNA剂的未修饰的有义链和反义链序列
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[0831]

[0832] 表4：LRRK2  dsRNA剂的修饰的有义链和反义链序列
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[0833]
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[0834]
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[0835]
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[0836]

[0837] 表5：在A549细胞中的LRRK2单剂量筛选

[0838]
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[0839]

[0840] 表6：人反应性LRRK2  dsRNA剂的未修饰的有义链和反义链序列
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[0841]

[0842] 表7：人反应性LRRK2  dsRNA剂的修饰的有义链和反义链序列
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[0843]
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[0844]

[0845] 实施例2：在转基因小鼠中的体内评价

[0846] 本实施例描述了用于在表达人LRRK2  RNA的转基因小鼠中体内评价LRRK2  RNAi剂

的方法。

[0847] 评估了实施例1中设计和测定的选定dsRNA剂降低表达人LRRK2  RNA的小鼠中包含

有义或反义基因座的水平的能力。

[0848] 简言之，向对照同窝仔、人LRRK2  RNA小鼠杂合子和人LRRK2RNA小鼠纯合子鞘内或

皮下施用单剂量的目标dsRNA剂，包括双链体AD‑601140.1、AD‑599927.1、AD‑612673.1、AD‑

615420 .1、AD‑600406 .1、AD‑601294 .1、AD‑600013 .1、AD‑600853 .1、AD‑613382 .1、AD‑

600024 .1、AD‑604701 .1、AD‑604452 .1、AD‑603747 .1、AD‑601616 .1、AD‑602766 .1、AD‑

601694 .1、AD‑602734 .1、AD‑599139 .1、AD‑604453 .1、AD‑616783 .1、AD‑616785 .1、AD‑

600566 .1、AD‑600852 .1、AD‑617239 .1、AD‑602466 .1、AD‑602848 .1、AD‑598424 .1、AD‑

617233 .1、AD‑613965 .1、AD‑614239 .1、AD‑617466 .1、AD‑612820 .1、AD‑612611 .1、AD‑

614237 .1、AD‑613966 .1、AD‑612609 .1、AD‑612246 .1、AD‑601606 .1、AD‑617462 .1、AD‑

614236.1、AD‑611650.1、AD‑617240.1、AD‑613851.1和AD‑617238.1或安慰剂。施用两周后，

处死动物，收集血液和组织样品，包括大脑皮层、脊髓、肝脏、脾脏和颈部淋巴结。

[0849] 为了确定施用dsRN剂对LRRK2  mRNA水平的影响，通过qRT‑PCR确定皮质和脊髓样

品中的mRNA水平(参见，例如，上文和Jiang，同上)。

[0850] 结构表明，单剂量dsRNA剂的施用抑制LRRK2  mRNA产生。

[0851] 为了确定dsRNA剂减少包含LRRK2有义链和反义链的基因座的数量和/或形成的作

用，在获自施用来自上述的目标双链体的动物的样品中使用在Jiang(同上)中描述的FISH
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方法。使用的探针包括那些针对有义和反义RNA的探针(Exiqon,Inc.)。所有杂交步骤均在

无RNase条件下进行。将15微米脑和脊髓OCT冷冻切片透化并封闭切片。然后将切片与变性

探针杂交。杂交后，洗涤载玻片。淬灭脂褐素的自发荧光，并使用DAPI对细胞核进行染色。小

鼠额叶皮层、海马齿状回、膨大后部皮质和小脑分子层中的有义和反义RNA基因座的定量由

盲态研究者进行。通过共聚焦显微镜在100倍放大率下拍摄三到六张随机照片，并计数200‑

400个细胞。

[0852] 结果表明，单剂量的dsRNA剂的施用降低了额叶皮层、海马齿状回、膨大后部皮质

和小脑分子层中包含的有义链和反义链的基因座的水平。

[0853] 亦如在(例如，Jiang，同上)中描述的，在施用了上述目标双链体的动物中评估施

用剂对异常二肽重复蛋白水平以及聚(GP)和聚(GA)负荷和尺寸的水平的影响。

[0854] 将免疫组织化学用于鉴定和评估小鼠半脑和脊髓中异常的二肽重复蛋白水平。简

言之，从福尔马林固定、石蜡包埋的块上切下8到10微米厚的小鼠半脑矢状切片或脊髓冠状

切片，并封装在载玻片上。干燥后，将载玻片脱蜡并在洗涤前在二甲苯和酒精中再水化。然

后，将载玻片修复并封闭。在使用市售针对聚(GP)、聚(GA)、聚(GR)、聚(PA)、聚(PR)、GFAP、

IBA‑1、CD3、F4/80和CD45R/B220的抗体染色过夜后，应用HRP偶联的二抗，并底物显示过氧

化酶活性。切片用Harris改良的苏木精复染并盖上盖玻片。

[0855] 为量化聚(GP)和聚(GA)包涵体的负荷和尺寸，对聚(GP)或聚(GA)免疫染色的小鼠

半脑切片以40倍放大倍率扫描以获得高分辨率数字化图像。使用适宜软件，计算海马或膨

大后部皮质中划定区域中的包涵体数量。为测量这些区域中包涵体的尺寸，使用显微镜在

63倍放大倍数下拍摄图像。尽管在给定视野中的每个包涵体仅分析了一次，但是可以拍摄

该视野中的多个图像以确保分析仅在对焦的包涵体上进行。打开并放大图像，并使用轮廓

工具追踪每个包涵体以确定其面积(μm2)。对于每只小鼠，计算每个测试区域内以μm2为单位

的平均包涵体尺寸。

[0856] 该数据用于确定单剂量dsRNA剂的施用是否降低异常二肽重复蛋白水平的水平，

特别是聚(GP)和聚(GA)包涵体的负荷和尺寸的水平。

[0857] 实施例3：在小鼠中LRRK2  mRNA抑制的体内评价

[0858] 本实施例描述了用于在表达小鼠LRRK2  RNA的小鼠中体内评价LRRK2  RNAi剂的方

法。

[0859] 为评估RNAi剂AD‑1335323.1、AD‑1335324.1和AD‑1335325.1的功效，将这些剂施

用于表达小鼠LRRK2的小鼠。将RNAi剂(在缓冲液中，如aCSF)或aCSF对照施用于约6‑8周龄

的雌性C57BL/6小鼠。对照组有3只动物，并且将三种RNAi剂之一AD‑1335323 .1、AD‑

1335324.1和AD‑1335325.1施用于每组4只动物。施用是通过单次脑室内注射(徒手ICV注

射)以5μL(60mg/mL储备液)中300μg的剂量施用。施用后30天，对小鼠实施安乐死。分离劝学

和血浆，并贮存在‑80℃，直至进行测定。收集脑(右半球)、肝组织、肺(左叶)和肾脏(左)，快

速冷冻并贮存在‑80℃，直至进行处理。研究设计如表8中所示。

[0860] 表8
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[0861]

[0862] 给药后30天，通过测量脑、肝、肺和肾组织中的LRRK2  mRNA，评价RNAi剂的疗效。使

用RT‑qPCR测定LRRK2脑mRNA水平。将小鼠脑(右半球)样品研磨并制备组织裂解物。将脑裂

解物样品与LRRK2探针(Mm00481934_m1)和作为内源性对照的CSF一起孵育。通过RT‑qPCR确

定脑样品中的mRNA水平(参见，例如，上述和Jiang，同上)。通过RT‑qPCR，使用作为对照探针

的小鼠GAPDH探针(Applied  Biosystems  4351309)和LRRK2探针(Mm00481934_m1，实验探

针)测定在肝脏组织中的mRNA水平。类似地，通过RT‑qPCR，使用作为对照探针的小鼠GAPDH

探针和LRRK2探针(Mm00481934_m1，实验探针)测定在肾脏组织中的mRNA水平。

[0863] 结果如图1‑2中所示。图1显示了向表达小鼠LRRK2的小鼠施用RNAi剂之一AD‑

1335323.1、AD‑1335324.1和AD‑1335325.1后在脑(右半球)中的LRRK2  mRNA减少。结果表

明，与施用相同剂量aCSF的对照动物相比，在施用300μg剂量RNAi剂的动物中LRRK2  mRNA的

水平降低。AD‑1335324具有86％KD，优于AD‑1335323、AD‑1335325，其具有～60％KD(见表

9)。图2显示了向表达小鼠LRRK2的小鼠施用300μg剂量RNAi剂之一AD‑1335323 .1、AD‑

1335324.1和AD‑1335325.1后，在脑(右半球)、肺(左叶)和肾(右)中的LRRK2  mRNA相对减

少。结果表明，肺(左叶)和肾(右)等全身组织中LRRK2  mRNA水平的降低与在脑(右半球)中
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观察到的KD趋势相同，但程度更小，变化更大(见表9‑10)。通过组织学在肺和肾脏中未观察

到毒理学体征。

[0864] 表9

[0865]

[0866] 表10：LRRK2小鼠ICV工具复合筛选‑aCSF  Ct值

[0867]

[0868]

[0869] 实施例4：在小鼠体内LRRK2  RNAi剂的剂量确定

[0870] 本实施例描述了确定在CNS中LRRK2  RNAi剂(例如，AD‑1335324)在体内的IC50并确

定具有最小外周KD的最高有效CNS剂量的方法。

[0871] 为确定RNAi剂AD‑1335324 .1的疗效，向表达小鼠LRRK2的小鼠施用剂。将RNAi剂

AD‑1335324.1(在缓冲液中，如aCSF)或aCSF对照施用于约6‑8周龄的雌性C57BL/6小鼠。共

计6组，对应于一个对照组，另外5组对应于10‑300μg的5个不同剂量的AD‑1335324.1，如下

表11所示。每组有4只动物。施用是通过单次脑室内注射(徒手ICV注射)以5μL(60mg/mL储备

液)向脑右半球施用。施用后30天，对小鼠实施安乐死并用盐水灌注，随后收集组织。分离全

血和血浆，并贮存在‑80℃，直至进行测定。收集脑(右半球)、肝脏组织、肺(左叶)和肾(左)，

快速冷冻并贮存在‑80℃，直至进行处理。还收集组织样品和终末血液，用于将来的蛋白分

析。研究设计显示在表11中。

[0872] 表11
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[0873]

[0874]

[0875] 在RNAi剂给药后30天时，通过测量脑、肝、肺和肾组织中剩余LRRK2  mRNA的百分比

评价RNAi剂AD‑1335324.1的疗效和剂量反应。利用RT‑qPCR测定LRRK2脑mRNA水平。将小鼠

脑(右半球)样品研磨并制备组织裂解物。将脑裂解物样品与LRRK2探针(Mm00481934_m1)和

作为内源性对照的CSF一起孵育。通过RT‑qPCR确定脑样品中的mRNA水平(参见，例如，上文

和Jiang，同上)。使用作为对照探针的小鼠GAPDH探针(Applied  Biosystems4351309)和

LRRK2探针(Mm00481934_m1，实验探针)通过RT‑qPCR测定肝脏组织中的mRNA水平。类似地，

使用作为对照探针的小鼠GAPDH探针和LRRK2探针(Mm00481934_m1，实验探针)通过RT‑qPCR

测定肾脏组织中的mRNA水平。

[0876] 结果如图3‑4所示。图3A‑B显示了在表达LRRK2表达小鼠的脑中施用AD‑1335324观

察到LRRK2  mRNA表达的剂量反应性降低。图3A显示了描述在向表达小鼠LRRK2的小鼠施用

代表性RNAi剂AD‑1335324.1后脑(右半球)中LRRK2  mRNA减少的图。结果表明，相对于对照

动物，施用RNAi剂的动物中LRRK2  mRNA水平的剂量反应性降低。与实验相应剂量aCSF的对

照动物相比，施用100μg剂量AD‑1335324 .1的小鼠显示出～40％KD，施用300μg剂量AD‑

1335324.1的小鼠显示出～80％KD。图3B显示了描述AD‑1335324.1在CNS中的IC50的图。绝对

IC50值确定为108.5μg。

[0877] 图4显示了在向表达小鼠LRRK2的小鼠施用10‑300μg的5个剂量之一的AD‑

1335324.1后脑(右半球)、肺(左叶)和肾(右)中LRRK2  mRNA的相对减少。结果表明，全身组

织如肺(左叶)和肾(右)中LRRK2  mRNA水平的降低不遵循与脑(右半球)中所观察到相同的

KD趋势(见表12)。而相反的是，在没有剂量反应性LRRK2  mRNA减少的剂量内，在肺(左叶)中

观察到KD的显著变化。在肾(右)中，通过施用10‑300μg的不同剂量的AD‑1335324，没有观察

到LRRK2  mRNA的减少。

[0878] 表12
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[0879]

[0880] 等效物

[0881] 本领域技术人员将认识到，或能够仅使用常规的实验确定，本文中所述的特定实

施方案和方法的许多等效物。这样的等效物旨在包括在以下权利要求的范围中。

[0882] LRRK2序列

[0883] SEQ  ID  NO:1

[0884] >NM_198578.4智人富亮氨酸重复激酶2(LRRK2) ,mRNA

[0885] GGGGCCCGCGGGGAGCGCTGGCTGCGGGCGGTGAGCTGAGCTCGCCCCCGGGGAGCTGTGGCCGGCGCC

CCTGCCGGTTCCCTGAGCAGCGGACGTTCATGCTGGGAGGGCGGCGGGTTGGAAGCAGGTGCCACCATGGCTAGTGG

CAGCTGTCAGGGGTGCGAAGAGGACGAGGAAACTCTGAAGAAGTTGATAGTCAGGCTGAACAATGTCCAGGAAGGAA

AACAGATAGAAACGCTGGTCCAAATCCTGGAGGATCTGCTGGTGTTCACGTACTCCGAGCGCGCCTCCAAGTTATTT

CAAGGCAAAAATATCCATGTGCCTCTGTTGATCGTCTTGGACTCCTATATGAGAGTCGCGAGTGTGCAGCAGGTGGG

TTGGTCACTTCTGTGCAAATTAATAGAAGTCTGTCCAGGTACAATGCAAAGCTTAATGGGACCCCAGGATGTTGGAA

ATGATTGGGAAGTCCTTGGTGTTCACCAATTGATTCTTAAAATGCTAACAGTTCATAATGCCAGTGTAAACTTGTCA

GTGATTGGACTGAAGACCTTAGATCTCCTCCTAACTTCAGGTAAAATCACCTTGCTGATATTGGATGAAGAAAGTGA

TATTTTCATGTTAATTTTTGATGCCATGCACTCATTTCCAGCCAATGATGAAGTCCAGAAACTTGGATGCAAAGCTT
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TACATGTGCTGTTTGAGAGAGTCTCAGAGGAGCAACTGACTGAATTTGTTGAGAACAAAGATTATATGATATTGTTA

AGTGCGTTAACAAATTTTAAAGATGAAGAGGAAATTGTGCTTCATGTGCTGCATTGTTTACATTCCCTAGCGATTCC

TTGCAATAATGTGGAAGTCCTCATGAGTGGCAATGTCAGGTGTTATAATATTGTGGTGGAAGCTATGAAAGCATTCC

CTATGAGTGAAAGAATTCAAGAAGTGAGTTGCTGTTTGCTCCATAGGCTTACATTAGGTAATTTTTTCAATATCCTG

GTATTAAACGAAGTCCATGAGTTTGTGGTGAAAGCTGTGCAGCAGTACCCAGAGAATGCAGCATTGCAGATCTCAGC

GCTCAGCTGTTTGGCCCTCCTCACTGAGACTATTTTCTTAAATCAAGATTTAGAGGAAAAGAATGAGAATCAAGAGA

ATGATGATGAGGGGGAAGAAGATAAATTGTTTTGGCTGGAAGCCTGTTACAAAGCATTAACGTGGCATAGAAAGAAC

AAGCACGTGCAGGAGGCCGCATGCTGGGCACTAAATAATCTCCTTATGTACCAAAACAGTTTACATGAGAAGATTGG

AGATGAAGATGGCCATTTCCCAGCTCATAGGGAAGTGATGCTCTCCATGCTGATGCATTCTTCATCAAAGGAAGTTT

TCCAGGCATCTGCGAATGCATTGTCAACTCTCTTAGAACAAAATGTTAATTTCAGAAAAATACTGTTATCAAAAGGA

ATACACCTGAATGTTTTGGAGTTAATGCAGAAGCATATACATTCTCCTGAAGTGGCTGAAAGTGGCTGTAAAATGCT

AAATCATCTTTTTGAAGGAAGCAACACTTCCCTGGATATAATGGCAGCAGTGGTCCCCAAAATACTAACAGTTATGA

AACGTCATGAGACATCATTACCAGTGCAGCTGGAGGCGCTTCGAGCTATTTTACATTTTATAGTGCCTGGCATGCCA

GAAGAATCCAGGGAGGATACAGAATTTCATCATAAGCTAAATATGGTTAAAAAACAGTGTTTCAAGAATGATATTCA

CAAACTGGTCCTAGCAGCTTTGAACAGGTTCATTGGAAATCCTGGGATTCAGAAATGTGGATTAAAAGTAATTTCTT

CTATTGTACATTTTCCTGATGCATTAGAGATGTTATCCCTGGAAGGTGCTATGGATTCAGTGCTTCACACACTGCAG

ATGTATCCAGATGACCAAGAAATTCAGTGTCTGGGTTTAAGTCTTATAGGATACTTGATTACAAAGAAGAATGTGTT

CATAGGAACTGGACATCTGCTGGCAAAAATTCTGGTTTCCAGCTTATACCGATTTAAGGATGTTGCTGAAATACAGA

CTAAAGGATTTCAGACAATCTTAGCAATCCTCAAATTGTCAGCATCTTTTTCTAAGCTGCTGGTGCATCATTCATTT

GACTTAGTAATATTCCATCAAATGTCTTCCAATATCATGGAACAAAAGGATCAACAGTTTCTAAACCTCTGTTGCAA

GTGTTTTGCAAAAGTAGCTATGGATGATTACTTAAAAAATGTGATGCTAGAGAGAGCGTGTGATCAGAATAACAGCA

TCATGGTTGAATGCTTGCTTCTATTGGGAGCAGATGCCAATCAAGCAAAGGAGGGATCTTCTTTAATTTGTCAGGTA

TGTGAGAAAGAGAGCAGTCCCAAATTGGTGGAACTCTTACTGAATAGTGGATCTCGTGAACAAGATGTACGAAAAGC

GTTGACGATAAGCATTGGGAAAGGTGACAGCCAGATCATCAGCTTGCTCTTAAGGAGGCTGGCCCTGGATGTGGCCA

ACAATAGCATTTGCCTTGGAGGATTTTGTATAGGAAAAGTTGAACCTTCTTGGCTTGGTCCTTTATTTCCAGATAAG

ACTTCTAATTTAAGGAAACAAACAAATATAGCATCTACACTAGCAAGAATGGTGATCAGATATCAGATGAAAAGTGC

TGTGGAAGAAGGAACAGCCTCAGGCAGCGATGGAAATTTTTCTGAAGATGTGCTGTCTAAATTTGATGAATGGACCT

TTATTCCTGACTCTTCTATGGACAGTGTGTTTGCTCAAAGTGATGACCTGGATAGTGAAGGAAGTGAAGGCTCATTT

CTTGTGAAAAAGAAATCTAATTCAATTAGTGTAGGAGAATTTTACCGAGATGCCGTATTACAGCGTTGCTCACCAAA

TTTGCAAAGACATTCCAATTCCTTGGGGCCCATTTTTGATCATGAAGATTTACTGAAGCGAAAAAGAAAAATATTAT

CTTCAGATGATTCACTCAGGTCATCAAAACTTCAATCCCATATGAGGCATTCAGACAGCATTTCTTCTCTGGCTTCT

GAGAGAGAATATATTACATCACTAGACCTTTCAGCAAATGAACTAAGAGATATTGATGCCCTAAGCCAGAAATGCTG

TATAAGTGTTCATTTGGAGCATCTTGAAAAGCTGGAGCTTCACCAGAATGCACTCACGAGCTTTCCACAACAGCTAT

GTGAAACTCTGAAGAGTTTGACACATTTGGACTTGCACAGTAATAAATTTACATCATTTCCTTCTTATTTGTTGAAA

ATGAGTTGTATTGCTAATCTTGATGTCTCTCGAAATGACATTGGACCCTCAGTGGTTTTAGATCCTACAGTGAAATG

TCCAACTCTGAAACAGTTTAACCTGTCATATAACCAGCTGTCTTTTGTACCTGAGAACCTCACTGATGTGGTAGAGA

AACTGGAGCAGCTCATTTTAGAAGGAAATAAAATATCAGGGATATGCTCCCCCTTGAGACTGAAGGAACTGAAGATT

TTAAACCTTAGTAAGAACCACATTTCATCCCTATCAGAGAACTTTCTTGAGGCTTGTCCTAAAGTGGAGAGTTTCAG

TGCCAGAATGAATTTTCTTGCTGCTATGCCTTTCTTGCCTCCTTCTATGACAATCCTAAAATTATCTCAGAACAAAT
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TTTCCTGTATTCCAGAAGCAATTTTAAATCTTCCACACTTGCGGTCTTTAGATATGAGCAGCAATGATATTCAGTAC

CTACCAGGTCCCGCACACTGGAAATCTTTGAACTTAAGGGAACTCTTATTTAGCCATAATCAGATCAGCATCTTGGA

CTTGAGTGAAAAAGCATATTTATGGTCTAGAGTAGAGAAACTGCATCTTTCTCACAATAAACTGAAAGAGATTCCTC

CTGAGATTGGCTGTCTTGAAAATCTGACATCTCTGGATGTCAGTTACAACTTGGAACTAAGATCCTTTCCCAATGAA

ATGGGGAAATTAAGCAAAATATGGGATCTTCCTTTGGATGAACTGCATCTTAACTTTGATTTTAAACATATAGGATG

TAAAGCCAAAGACATCATAAGGTTTCTTCAACAGCGATTAAAAAAGGCTGTGCCTTATAACCGAATGAAACTTATGA

TTGTGGGAAATACTGGGAGTGGTAAAACCACCTTATTGCAGCAATTAATGAAAACCAAGAAATCAGATCTTGGAATG

CAAAGTGCCACAGTTGGCATAGATGTGAAAGACTGGCCTATCCAAATAAGAGACAAAAGAAAGAGAGATCTCGTCCT

AAATGTGTGGGATTTTGCAGGTCGTGAGGAATTCTATAGTACTCATCCCCATTTTATGACGCAGCGAGCATTGTACC

TTGCTGTCTATGACCTCAGCAAGGGACAGGCTGAAGTTGATGCCATGAAGCCTTGGCTCTTCAATATAAAGGCTCGC

GCTTCTTCTTCCCCTGTGATTCTCGTTGGCACACATTTGGATGTTTCTGATGAGAAGCAACGCAAAGCCTGCATGAG

TAAAATCACCAAGGAACTCCTGAATAAGCGAGGGTTCCCTGCCATACGAGATTACCACTTTGTGAATGCCACCGAGG

AATCTGATGCTTTGGCAAAACTTCGGAAAACCATCATAAACGAGAGCCTTAATTTCAAGATCCGAGATCAGCTTGTT

GTTGGACAGCTGATTCCAGACTGCTATGTAGAACTTGAAAAAATCATTTTATCGGAGCGTAAAAATGTGCCAATTGA

ATTTCCCGTAATTGACCGGAAACGATTATTACAACTAGTGAGAGAAAATCAGCTGCAGTTAGATGAAAATGAGCTTC

CTCACGCAGTTCACTTTCTAAATGAATCAGGAGTCCTTCTTCATTTTCAAGACCCAGCACTGCAGTTAAGTGACTTG

TACTTTGTGGAACCCAAGTGGCTTTGTAAAATCATGGCACAGATTTTGACAGTGAAAGTGGAAGGTTGTCCAAAACA

CCCTAAGGGCATTATTTCGCGTAGAGATGTGGAAAAATTTCTTTCAAAAAAAAGGAAATTTCCAAAGAACTACATGT

CACAGTATTTTAAGCTCCTAGAAAAATTCCAGATTGCTTTGCCAATAGGAGAAGAATATTTGCTGGTTCCAAGCAGT

TTGTCTGACCACAGGCCTGTGATAGAGCTTCCCCATTGTGAGAACTCTGAAATTATCATCCGACTATATGAAATGCC

TTATTTTCCAATGGGATTTTGGTCAAGATTAATCAATCGATTACTTGAGATTTCACCTTACATGCTTTCAGGGAGAG

AACGAGCACTTCGCCCAAACAGAATGTATTGGCGACAAGGCATTTACTTAAATTGGTCTCCTGAAGCTTATTGTCTG

GTAGGATCTGAAGTCTTAGACAATCATCCAGAGAGTTTCTTAAAAATTACAGTTCCTTCTTGTAGAAAAGGCTGTAT

TCTTTTGGGCCAAGTTGTGGACCACATTGATTCTCTCATGGAAGAATGGTTTCCTGGGTTGCTGGAGATTGATATTT

GTGGTGAAGGAGAAACTCTGTTGAAGAAATGGGCATTATATAGTTTTAATGATGGTGAAGAACATCAAAAAATCTTA

CTTGATGACTTGATGAAGAAAGCAGAGGAAGGAGATCTCTTAGTAAATCCAGATCAACCAAGGCTCACCATTCCAAT

ATCTCAGATTGCCCCTGACTTGATTTTGGCTGACCTGCCTAGAAATATTATGTTGAATAATGATGAGTTGGAATTTG

AACAAGCTCCAGAGTTTCTCCTAGGTGATGGCAGTTTTGGATCAGTTTACCGAGCAGCCTATGAAGGAGAAGAAGTG

GCTGTGAAGATTTTTAATAAACATACATCACTCAGGCTGTTAAGACAAGAGCTTGTGGTGCTTTGCCACCTCCACCA

CCCCAGTTTGATATCTTTGCTGGCAGCTGGGATTCGTCCCCGGATGTTGGTGATGGAGTTAGCCTCCAAGGGTTCCT

TGGATCGCCTGCTTCAGCAGGACAAAGCCAGCCTCACTAGAACCCTACAGCACAGGATTGCACTCCACGTAGCTGAT

GGTTTGAGATACCTCCACTCAGCCATGATTATATACCGAGACCTGAAACCCCACAATGTGCTGCTTTTCACACTGTA

TCCCAATGCTGCCATCATTGCAAAGATTGCTGACTACGGCATTGCTCAGTACTGCTGTAGAATGGGGATAAAAACAT

CAGAGGGCACACCAGGGTTTCGTGCACCTGAAGTTGCCAGAGGAAATGTCATTTATAACCAACAGGCTGATGTTTAT

TCATTTGGTTTACTACTCTATGACATTTTGACAACTGGAGGTAGAATAGTAGAGGGTTTGAAGTTTCCAAATGAGTT

TGATGAATTAGAAATACAAGGAAAATTACCTGATCCAGTTAAAGAATATGGTTGTGCCCCATGGCCTATGGTTGAGA

AATTAATTAAACAGTGTTTGAAAGAAAATCCTCAAGAAAGGCCTACTTCTGCCCAGGTCTTTGACATTTTGAATTCA

GCTGAATTAGTCTGTCTGACGAGACGCATTTTATTACCTAAAAACGTAATTGTTGAATGCATGGTTGCTACACATCA

CAACAGCAGGAATGCAAGCATTTGGCTGGGCTGTGGGCACACCGACAGAGGACAGCTCTCATTTCTTGACTTAAATA
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CTGAAGGATACACTTCTGAGGAAGTTGCTGATAGTAGAATATTGTGCTTAGCCTTGGTGCATCTTCCTGTTGAAAAG

GAAAGCTGGATTGTGTCTGGGACACAGTCTGGTACTCTCCTGGTCATCAATACCGAAGATGGGAAAAAGAGACATAC

CCTAGAAAAGATGACTGATTCTGTCACTTGTTTGTATTGCAATTCCTTTTCCAAGCAAAGCAAACAAAAAAATTTTC

TTTTGGTTGGAACCGCTGATGGCAAGTTAGCAATTTTTGAAGATAAGACTGTTAAGCTTAAAGGAGCTGCTCCTTTG

AAGATACTAAATATAGGAAATGTCAGTACTCCATTGATGTGTTTGAGTGAATCCACAAATTCAACGGAAAGAAATGT

AATGTGGGGAGGATGTGGCACAAAGATTTTCTCCTTTTCTAATGATTTCACCATTCAGAAACTCATTGAGACAAGAA

CAAGCCAACTGTTTTCTTATGCAGCTTTCAGTGATTCCAACATCATAACAGTGGTGGTAGACACTGCTCTCTATATT

GCTAAGCAAAATAGCCCTGTTGTGGAAGTGTGGGATAAGAAAACTGAAAAACTCTGTGGACTAATAGACTGCGTGCA

CTTTTTAAGGGAGGTAATGGTAAAAGAAAACAAGGAATCAAAACACAAAATGTCTTATTCTGGGAGAGTGAAAACCC

TCTGCCTTCAGAAGAACACTGCTCTTTGGATAGGAACTGGAGGAGGCCATATTTTACTCCTGGATCTTTCAACTCGT

CGACTTATACGTGTAATTTACAACTTTTGTAATTCGGTCAGAGTCATGATGACAGCACAGCTAGGAAGCCTTAAAAA

TGTCATGCTGGTATTGGGCTACAACCGGAAAAATACTGAAGGTACACAAAAGCAGAAAGAGATACAATCTTGCTTGA

CCGTTTGGGACATCAATCTTCCACATGAAGTGCAAAATTTAGAAAAACACATTGAAGTGAGAAAAGAATTAGCTGAA

AAAATGAGACGAACATCTGTTGAGTAAGAGAGAAATAGGAATTGTCTTTGGATAGGAAAATTATTCTCTCCTCTTGT

AAATATTTATTTTAAAAATGTTCACATGGAAAGGGTACTCACATTTTTTGAAATAGCTCGTGTGTATGAAGGAATGT

TATTATTTTTAATTTAAATATATGTAAAAATACTTACCAGTAAATGTGTATTTTAAAGAACTATTTAAAACACAATG

TTATATTTCTTATAAATACCAGTTACTTTCGTTCATTAATTAATGAAAATAAATCTGTGAAGTACCTAATTTAAGTA

CTCATACTAAAATTTATAAGGCCGATAATTTTTTGTTTTCTTGTCTGTAATGGAGGTAAACTTTATTTTAAATTCTG

TGCTTAAGACAGGACTATTGCTTGTCGATTTTTCTAGAAATCTGCACGGTATAATGAAAATATTAAGACAGTTTCCC

ATGTAATGTATTCCTTCTTAGATTGCATCGAAATGCACTATCATATATGCTTGTAAATATTCAAATGAATTTGCACT

AATAAAGTCCTTTGTTGGTATGTGAATTCTCTTTGTTGCTGTTGCAAACAGTGCATCTTACACAACTTCACTCAATT

CAAAAGAAAACTCCATTAAAAGTACTAATGAAAAAACATGACATACTGTCAAAGTCCTCATATCTAGGAAAGACACA

GAAACTCTCTTTGTCACAGAAACTCTCTGTGTCTTTCCTAGACATAATAGAGTTGTTTTTCAACTCTATGTTTGAAT

GTGGATACCCTGAATTTTGTATAATTAGTGTAAATACAGTGTTCAGTCCTTCAAGTGATATTTTTATTTTTTTATTC

ATACCACTAGCTACTTGTTTTCTAATCTGCTTCATTCTAATGCTTATATTCATCTTTTCCCTAAATTTGTGATGCTG

CAGATCCTACATCATTCAGATAGAAACCTTTTTTTTTTTCAGAATTATAGAATTCCACAGCTCCTACCAAGACCATG

AGGATAAATATCTAACACTTTTCAGTTGCTGAAGGAGAAAGGAGCTTTAGTTATGATGGATAAAAATATCTGCCACC

CTAGGCTTCCAAATTATACTTAAATTGTTTACATAGCTTACCACAATAGGAGTATCAGGGCCAAATACCTATGTAAT

AATTTGAGGTCATTTCTGCTTTAGGAAAAGTACTTTCGGTAAATTCTTTGGCCCTGACCAGTATTCATTATTTCAGA

TAATTCCCTGTGATAGGACAACTAGTACATTTAATATTCTCAGAACTTATGGCATTTTACTATGTGAAAACTTTAAA

TTTATTTATATTAAGGGTAATCAAATTCTTAAAGATGAAAGATTTTCTGTATTTTAAAGGAAGCTATGCTTTAACTT

GTTATGTAATTAACAAAAAAATCATATATAATAGAGCTCTTTGTTCCAGTGTTATCTCTTTCATTGTTACTTTGTAT

TTGCAATTTTTTTTACCAAAGACAAATTAAAAAAATGAATACCATATTTAAATGGAATAATAAAGGTTTTTTAAAAA

CTTTAAA

[0886] SEQ  ID  NO:2

[0887] >SEQ  ID  NO:1的反向互补

[0888] TTTAAAGTTTTTAAAAAACCTTTATTATTCCATTTAAATATGGTATTCATTTTTTTAATTTGTCTTTGG

TAAAAAAAATTGCAAATACAAAGTAACAATGAAAGAGATAACACTGGAACAAAGAGCTCTATTATATATGATTTTTT

TGTTAATTACATAACAAGTTAAAGCATAGCTTCCTTTAAAATACAGAAAATCTTTCATCTTTAAGAATTTGATTACC
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CTTAATATAAATAAATTTAAAGTTTTCACATAGTAAAATGCCATAAGTTCTGAGAATATTAAATGTACTAGTTGTCC

TATCACAGGGAATTATCTGAAATAATGAATACTGGTCAGGGCCAAAGAATTTACCGAAAGTACTTTTCCTAAAGCAG

AAATGACCTCAAATTATTACATAGGTATTTGGCCCTGATACTCCTATTGTGGTAAGCTATGTAAACAATTTAAGTAT

AATTTGGAAGCCTAGGGTGGCAGATATTTTTATCCATCATAACTAAAGCTCCTTTCTCCTTCAGCAACTGAAAAGTG

TTAGATATTTATCCTCATGGTCTTGGTAGGAGCTGTGGAATTCTATAATTCTGAAAAAAAAAAAGGTTTCTATCTGA

ATGATGTAGGATCTGCAGCATCACAAATTTAGGGAAAAGATGAATATAAGCATTAGAATGAAGCAGATTAGAAAACA

AGTAGCTAGTGGTATGAATAAAAAAATAAAAATATCACTTGAAGGACTGAACACTGTATTTACACTAATTATACAAA

ATTCAGGGTATCCACATTCAAACATAGAGTTGAAAAACAACTCTATTATGTCTAGGAAAGACACAGAGAGTTTCTGT

GACAAAGAGAGTTTCTGTGTCTTTCCTAGATATGAGGACTTTGACAGTATGTCATGTTTTTTCATTAGTACTTTTAA

TGGAGTTTTCTTTTGAATTGAGTGAAGTTGTGTAAGATGCACTGTTTGCAACAGCAACAAAGAGAATTCACATACCA

ACAAAGGACTTTATTAGTGCAAATTCATTTGAATATTTACAAGCATATATGATAGTGCATTTCGATGCAATCTAAGA

AGGAATACATTACATGGGAAACTGTCTTAATATTTTCATTATACCGTGCAGATTTCTAGAAAAATCGACAAGCAATA

GTCCTGTCTTAAGCACAGAATTTAAAATAAAGTTTACCTCCATTACAGACAAGAAAACAAAAAATTATCGGCCTTAT

AAATTTTAGTATGAGTACTTAAATTAGGTACTTCACAGATTTATTTTCATTAATTAATGAACGAAAGTAACTGGTAT

TTATAAGAAATATAACATTGTGTTTTAAATAGTTCTTTAAAATACACATTTACTGGTAAGTATTTTTACATATATTT

AAATTAAAAATAATAACATTCCTTCATACACACGAGCTATTTCAAAAAATGTGAGTACCCTTTCCATGTGAACATTT

TTAAAATAAATATTTACAAGAGGAGAGAATAATTTTCCTATCCAAAGACAATTCCTATTTCTCTCTTACTCAACAGA

TGTTCGTCTCATTTTTTCAGCTAATTCTTTTCTCACTTCAATGTGTTTTTCTAAATTTTGCACTTCATGTGGAAGAT

TGATGTCCCAAACGGTCAAGCAAGATTGTATCTCTTTCTGCTTTTGTGTACCTTCAGTATTTTTCCGGTTGTAGCCC

AATACCAGCATGACATTTTTAAGGCTTCCTAGCTGTGCTGTCATCATGACTCTGACCGAATTACAAAAGTTGTAAAT

TACACGTATAAGTCGACGAGTTGAAAGATCCAGGAGTAAAATATGGCCTCCTCCAGTTCCTATCCAAAGAGCAGTGT

TCTTCTGAAGGCAGAGGGTTTTCACTCTCCCAGAATAAGACATTTTGTGTTTTGATTCCTTGTTTTCTTTTACCATT

ACCTCCCTTAAAAAGTGCACGCAGTCTATTAGTCCACAGAGTTTTTCAGTTTTCTTATCCCACACTTCCACAACAGG

GCTATTTTGCTTAGCAATATAGAGAGCAGTGTCTACCACCACTGTTATGATGTTGGAATCACTGAAAGCTGCATAAG

AAAACAGTTGGCTTGTTCTTGTCTCAATGAGTTTCTGAATGGTGAAATCATTAGAAAAGGAGAAAATCTTTGTGCCA

CATCCTCCCCACATTACATTTCTTTCCGTTGAATTTGTGGATTCACTCAAACACATCAATGGAGTACTGACATTTCC

TATATTTAGTATCTTCAAAGGAGCAGCTCCTTTAAGCTTAACAGTCTTATCTTCAAAAATTGCTAACTTGCCATCAG

CGGTTCCAACCAAAAGAAAATTTTTTTGTTTGCTTTGCTTGGAAAAGGAATTGCAATACAAACAAGTGACAGAATCA

GTCATCTTTTCTAGGGTATGTCTCTTTTTCCCATCTTCGGTATTGATGACCAGGAGAGTACCAGACTGTGTCCCAGA

CACAATCCAGCTTTCCTTTTCAACAGGAAGATGCACCAAGGCTAAGCACAATATTCTACTATCAGCAACTTCCTCAG

AAGTGTATCCTTCAGTATTTAAGTCAAGAAATGAGAGCTGTCCTCTGTCGGTGTGCCCACAGCCCAGCCAAATGCTT

GCATTCCTGCTGTTGTGATGTGTAGCAACCATGCATTCAACAATTACGTTTTTAGGTAATAAAATGCGTCTCGTCAG

ACAGACTAATTCAGCTGAATTCAAAATGTCAAAGACCTGGGCAGAAGTAGGCCTTTCTTGAGGATTTTCTTTCAAAC

ACTGTTTAATTAATTTCTCAACCATAGGCCATGGGGCACAACCATATTCTTTAACTGGATCAGGTAATTTTCCTTGT

ATTTCTAATTCATCAAACTCATTTGGAAACTTCAAACCCTCTACTATTCTACCTCCAGTTGTCAAAATGTCATAGAG

TAGTAAACCAAATGAATAAACATCAGCCTGTTGGTTATAAATGACATTTCCTCTGGCAACTTCAGGTGCACGAAACC

CTGGTGTGCCCTCTGATGTTTTTATCCCCATTCTACAGCAGTACTGAGCAATGCCGTAGTCAGCAATCTTTGCAATG

ATGGCAGCATTGGGATACAGTGTGAAAAGCAGCACATTGTGGGGTTTCAGGTCTCGGTATATAATCATGGCTGAGTG

GAGGTATCTCAAACCATCAGCTACGTGGAGTGCAATCCTGTGCTGTAGGGTTCTAGTGAGGCTGGCTTTGTCCTGCT
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GAAGCAGGCGATCCAAGGAACCCTTGGAGGCTAACTCCATCACCAACATCCGGGGACGAATCCCAGCTGCCAGCAAA

GATATCAAACTGGGGTGGTGGAGGTGGCAAAGCACCACAAGCTCTTGTCTTAACAGCCTGAGTGATGTATGTTTATT

AAAAATCTTCACAGCCACTTCTTCTCCTTCATAGGCTGCTCGGTAAACTGATCCAAAACTGCCATCACCTAGGAGAA

ACTCTGGAGCTTGTTCAAATTCCAACTCATCATTATTCAACATAATATTTCTAGGCAGGTCAGCCAAAATCAAGTCA

GGGGCAATCTGAGATATTGGAATGGTGAGCCTTGGTTGATCTGGATTTACTAAGAGATCTCCTTCCTCTGCTTTCTT

CATCAAGTCATCAAGTAAGATTTTTTGATGTTCTTCACCATCATTAAAACTATATAATGCCCATTTCTTCAACAGAG

TTTCTCCTTCACCACAAATATCAATCTCCAGCAACCCAGGAAACCATTCTTCCATGAGAGAATCAATGTGGTCCACA

ACTTGGCCCAAAAGAATACAGCCTTTTCTACAAGAAGGAACTGTAATTTTTAAGAAACTCTCTGGATGATTGTCTAA

GACTTCAGATCCTACCAGACAATAAGCTTCAGGAGACCAATTTAAGTAAATGCCTTGTCGCCAATACATTCTGTTTG

GGCGAAGTGCTCGTTCTCTCCCTGAAAGCATGTAAGGTGAAATCTCAAGTAATCGATTGATTAATCTTGACCAAAAT

CCCATTGGAAAATAAGGCATTTCATATAGTCGGATGATAATTTCAGAGTTCTCACAATGGGGAAGCTCTATCACAGG

CCTGTGGTCAGACAAACTGCTTGGAACCAGCAAATATTCTTCTCCTATTGGCAAAGCAATCTGGAATTTTTCTAGGA

GCTTAAAATACTGTGACATGTAGTTCTTTGGAAATTTCCTTTTTTTTGAAAGAAATTTTTCCACATCTCTACGCGAA

ATAATGCCCTTAGGGTGTTTTGGACAACCTTCCACTTTCACTGTCAAAATCTGTGCCATGATTTTACAAAGCCACTT

GGGTTCCACAAAGTACAAGTCACTTAACTGCAGTGCTGGGTCTTGAAAATGAAGAAGGACTCCTGATTCATTTAGAA

AGTGAACTGCGTGAGGAAGCTCATTTTCATCTAACTGCAGCTGATTTTCTCTCACTAGTTGTAATAATCGTTTCCGG

TCAATTACGGGAAATTCAATTGGCACATTTTTACGCTCCGATAAAATGATTTTTTCAAGTTCTACATAGCAGTCTGG

AATCAGCTGTCCAACAACAAGCTGATCTCGGATCTTGAAATTAAGGCTCTCGTTTATGATGGTTTTCCGAAGTTTTG

CCAAAGCATCAGATTCCTCGGTGGCATTCACAAAGTGGTAATCTCGTATGGCAGGGAACCCTCGCTTATTCAGGAGT

TCCTTGGTGATTTTACTCATGCAGGCTTTGCGTTGCTTCTCATCAGAAACATCCAAATGTGTGCCAACGAGAATCAC

AGGGGAAGAAGAAGCGCGAGCCTTTATATTGAAGAGCCAAGGCTTCATGGCATCAACTTCAGCCTGTCCCTTGCTGA

GGTCATAGACAGCAAGGTACAATGCTCGCTGCGTCATAAAATGGGGATGAGTACTATAGAATTCCTCACGACCTGCA

AAATCCCACACATTTAGGACGAGATCTCTCTTTCTTTTGTCTCTTATTTGGATAGGCCAGTCTTTCACATCTATGCC

AACTGTGGCACTTTGCATTCCAAGATCTGATTTCTTGGTTTTCATTAATTGCTGCAATAAGGTGGTTTTACCACTCC

CAGTATTTCCCACAATCATAAGTTTCATTCGGTTATAAGGCACAGCCTTTTTTAATCGCTGTTGAAGAAACCTTATG

ATGTCTTTGGCTTTACATCCTATATGTTTAAAATCAAAGTTAAGATGCAGTTCATCCAAAGGAAGATCCCATATTTT

GCTTAATTTCCCCATTTCATTGGGAAAGGATCTTAGTTCCAAGTTGTAACTGACATCCAGAGATGTCAGATTTTCAA

GACAGCCAATCTCAGGAGGAATCTCTTTCAGTTTATTGTGAGAAAGATGCAGTTTCTCTACTCTAGACCATAAATAT

GCTTTTTCACTCAAGTCCAAGATGCTGATCTGATTATGGCTAAATAAGAGTTCCCTTAAGTTCAAAGATTTCCAGTG

TGCGGGACCTGGTAGGTACTGAATATCATTGCTGCTCATATCTAAAGACCGCAAGTGTGGAAGATTTAAAATTGCTT

CTGGAATACAGGAAAATTTGTTCTGAGATAATTTTAGGATTGTCATAGAAGGAGGCAAGAAAGGCATAGCAGCAAGA

AAATTCATTCTGGCACTGAAACTCTCCACTTTAGGACAAGCCTCAAGAAAGTTCTCTGATAGGGATGAAATGTGGTT

CTTACTAAGGTTTAAAATCTTCAGTTCCTTCAGTCTCAAGGGGGAGCATATCCCTGATATTTTATTTCCTTCTAAAA

TGAGCTGCTCCAGTTTCTCTACCACATCAGTGAGGTTCTCAGGTACAAAAGACAGCTGGTTATATGACAGGTTAAAC

TGTTTCAGAGTTGGACATTTCACTGTAGGATCTAAAACCACTGAGGGTCCAATGTCATTTCGAGAGACATCAAGATT

AGCAATACAACTCATTTTCAACAAATAAGAAGGAAATGATGTAAATTTATTACTGTGCAAGTCCAAATGTGTCAAAC

TCTTCAGAGTTTCACATAGCTGTTGTGGAAAGCTCGTGAGTGCATTCTGGTGAAGCTCCAGCTTTTCAAGATGCTCC

AAATGAACACTTATACAGCATTTCTGGCTTAGGGCATCAATATCTCTTAGTTCATTTGCTGAAAGGTCTAGTGATGT

AATATATTCTCTCTCAGAAGCCAGAGAAGAAATGCTGTCTGAATGCCTCATATGGGATTGAAGTTTTGATGACCTGA
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GTGAATCATCTGAAGATAATATTTTTCTTTTTCGCTTCAGTAAATCTTCATGATCAAAAATGGGCCCCAAGGAATTG

GAATGTCTTTGCAAATTTGGTGAGCAACGCTGTAATACGGCATCTCGGTAAAATTCTCCTACACTAATTGAATTAGA

TTTCTTTTTCACAAGAAATGAGCCTTCACTTCCTTCACTATCCAGGTCATCACTTTGAGCAAACACACTGTCCATAG

AAGAGTCAGGAATAAAGGTCCATTCATCAAATTTAGACAGCACATCTTCAGAAAAATTTCCATCGCTGCCTGAGGCT

GTTCCTTCTTCCACAGCACTTTTCATCTGATATCTGATCACCATTCTTGCTAGTGTAGATGCTATATTTGTTTGTTT

CCTTAAATTAGAAGTCTTATCTGGAAATAAAGGACCAAGCCAAGAAGGTTCAACTTTTCCTATACAAAATCCTCCAA

GGCAAATGCTATTGTTGGCCACATCCAGGGCCAGCCTCCTTAAGAGCAAGCTGATGATCTGGCTGTCACCTTTCCCA

ATGCTTATCGTCAACGCTTTTCGTACATCTTGTTCACGAGATCCACTATTCAGTAAGAGTTCCACCAATTTGGGACT

GCTCTCTTTCTCACATACCTGACAAATTAAAGAAGATCCCTCCTTTGCTTGATTGGCATCTGCTCCCAATAGAAGCA

AGCATTCAACCATGATGCTGTTATTCTGATCACACGCTCTCTCTAGCATCACATTTTTTAAGTAATCATCCATAGCT

ACTTTTGCAAAACACTTGCAACAGAGGTTTAGAAACTGTTGATCCTTTTGTTCCATGATATTGGAAGACATTTGATG

GAATATTACTAAGTCAAATGAATGATGCACCAGCAGCTTAGAAAAAGATGCTGACAATTTGAGGATTGCTAAGATTG

TCTGAAATCCTTTAGTCTGTATTTCAGCAACATCCTTAAATCGGTATAAGCTGGAAACCAGAATTTTTGCCAGCAGA

TGTCCAGTTCCTATGAACACATTCTTCTTTGTAATCAAGTATCCTATAAGACTTAAACCCAGACACTGAATTTCTTG

GTCATCTGGATACATCTGCAGTGTGTGAAGCACTGAATCCATAGCACCTTCCAGGGATAACATCTCTAATGCATCAG

GAAAATGTACAATAGAAGAAATTACTTTTAATCCACATTTCTGAATCCCAGGATTTCCAATGAACCTGTTCAAAGCT

GCTAGGACCAGTTTGTGAATATCATTCTTGAAACACTGTTTTTTAACCATATTTAGCTTATGATGAAATTCTGTATC

CTCCCTGGATTCTTCTGGCATGCCAGGCACTATAAAATGTAAAATAGCTCGAAGCGCCTCCAGCTGCACTGGTAATG

ATGTCTCATGACGTTTCATAACTGTTAGTATTTTGGGGACCACTGCTGCCATTATATCCAGGGAAGTGTTGCTTCCT

TCAAAAAGATGATTTAGCATTTTACAGCCACTTTCAGCCACTTCAGGAGAATGTATATGCTTCTGCATTAACTCCAA

AACATTCAGGTGTATTCCTTTTGATAACAGTATTTTTCTGAAATTAACATTTTGTTCTAAGAGAGTTGACAATGCAT

TCGCAGATGCCTGGAAAACTTCCTTTGATGAAGAATGCATCAGCATGGAGAGCATCACTTCCCTATGAGCTGGGAAA

TGGCCATCTTCATCTCCAATCTTCTCATGTAAACTGTTTTGGTACATAAGGAGATTATTTAGTGCCCAGCATGCGGC

CTCCTGCACGTGCTTGTTCTTTCTATGCCACGTTAATGCTTTGTAACAGGCTTCCAGCCAAAACAATTTATCTTCTT

CCCCCTCATCATCATTCTCTTGATTCTCATTCTTTTCCTCTAAATCTTGATTTAAGAAAATAGTCTCAGTGAGGAGG

GCCAAACAGCTGAGCGCTGAGATCTGCAATGCTGCATTCTCTGGGTACTGCTGCACAGCTTTCACCACAAACTCATG

GACTTCGTTTAATACCAGGATATTGAAAAAATTACCTAATGTAAGCCTATGGAGCAAACAGCAACTCACTTCTTGAA

TTCTTTCACTCATAGGGAATGCTTTCATAGCTTCCACCACAATATTATAACACCTGACATTGCCACTCATGAGGACT

TCCACATTATTGCAAGGAATCGCTAGGGAATGTAAACAATGCAGCACATGAAGCACAATTTCCTCTTCATCTTTAAA

ATTTGTTAACGCACTTAACAATATCATATAATCTTTGTTCTCAACAAATTCAGTCAGTTGCTCCTCTGAGACTCTCT

CAAACAGCACATGTAAAGCTTTGCATCCAAGTTTCTGGACTTCATCATTGGCTGGAAATGAGTGCATGGCATCAAAA

ATTAACATGAAAATATCACTTTCTTCATCCAATATCAGCAAGGTGATTTTACCTGAAGTTAGGAGGAGATCTAAGGT

CTTCAGTCCAATCACTGACAAGTTTACACTGGCATTATGAACTGTTAGCATTTTAAGAATCAATTGGTGAACACCAA

GGACTTCCCAATCATTTCCAACATCCTGGGGTCCCATTAAGCTTTGCATTGTACCTGGACAGACTTCTATTAATTTG

CACAGAAGTGACCAACCCACCTGCTGCACACTCGCGACTCTCATATAGGAGTCCAAGACGATCAACAGAGGCACATG

GATATTTTTGCCTTGAAATAACTTGGAGGCGCGCTCGGAGTACGTGAACACCAGCAGATCCTCCAGGATTTGGACCA

GCGTTTCTATCTGTTTTCCTTCCTGGACATTGTTCAGCCTGACTATCAACTTCTTCAGAGTTTCCTCGTCCTCTTCG

CACCCCTGACAGCTGCCACTAGCCATGGTGGCACCTGCTTCCAACCCGCCGCCCTCCCAGCATGAACGTCCGCTGCT

CAGGGAACCGGCAGGGGCGCCGGCCACAGCTCCCCGGGGGCGAGCTCAGCTCACCGCCCGCAGCCAGCGCTCCCCGC
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GGGCCCC

[0889] SEQ  ID  NO:3

[0890] >预测XM_015151449.2:恒河猴富亮氨酸重复激酶2(LRRK2) ,转录物变体X1,mRNA

[0891] ACGGGCACGGTCATCCCGGCCAGGCCCGGCTCCAGCAGCCCCACGGCCGCCGCCGAAGTTCTGCGCGG

CCCGTCGCCCCGGCGGAGCCTCTGGCAGGCCCCTGAGCTGGTTTTTTGGGGCCTGGCTGGGGGAGGAGGAAGCCGA

GCAGGAGGGCTCTGGAGAGGGAGGGCAACGCGGGGCGGGGAGCCACCGCCTTCCTCATAAACAGGCGGGCGTGGGC

GCCGACGGGGCCCCCGGGGAGCCCTGGCTGAGGGCGGTGAGCTGAGCTAGATCCCGGGGAGCTGTGGCCGGCGCCC

CTGCCGGTTCCCTGAGCAGCGGACGTTCGTGCTGGGAGGGCGGCGGGTTGGAAGCAGGGGCCACCATGGCTAGTGG

CAGCTGTCAGGGGTGCGAGGAGGACGAGGAAACTCTGAAGAAGTTGATAGTCAGGCTGAACAATGTCCAGGAAGGT

AAACAGATAGAAACGCTGGTCCAAATCCTGGAGGATCTGCTGGTGTTCACGTACTCCGAGCACGCCTCCAAGTTAT

TTCAAGGCAAAAATATCCATGTGCCTCTGTTGATCGTCTTGGACTCGTATATGAGAGTCGCGAGTGTGCAGCAGGT

GGGTTGGTCACTTCTGTGCAAATTAATAGAAATCTGCCCGGGTACAATGCAAAGCTTAATGGGACCCCAGGATGTT

GGAAATGATTGGGAAGTCCTTGGTGTTCACCAATTGATTCTTAAAATGCTAACAGTTCATAATGCCAGTGTAAACT

TGTCAATGATTGGACTGAAGACCTTAGATCTCCTCCTAACTTCAGGTAAAATCACCTTACTGATATTGGATGAAGA

AAGTGATATTTTCATGTTAATTTTTGATGCCATGCACTCATTTCCAGCCAATGATGAAATCCAGAAACTTGGATGC

AAAGCTTTACATGTGCTGTTTGAAAGAGTCTCAGAGGAGCAACTAACTGAATTTGTTGAGAACAAAGATTATATGA

TATTGTTAAGTGCGTTAACAAATTTTAAAGATGAAGAGGAAATTGTGCTTCATGTACTGCATTGTTTACATTCCCT

AGCAATTCCTTGCAATAATGTGGAAGTCCTCATGAGTGGCAATGTCAGGTGTTATAATATTGTGGTGGAAGCTATG

AAAGCATTCCCTATCAGTGAAAAAATTCAAGAAGTGAGTTGCTGTTTGCTCCATAGGCTTACATTAGGTAATTTTT

TTAATATCCTGGTATTAAACGAAGTCCATGAATTTGTGGTGAAAGCTGTGCAGCGGTACCCAGAGAACGCAGCATT

ACAGATCTCAGCGCTCAGCTGTTTGGCCCTCCTCACTGAGACCATTTTCTTAAATCAAGATTTAGAGGAAAAGAAT

GAGAATCAAGAGAATGATGATGAGGGGGAAGAAGTTAAATTGTTTTGGCTGGAAGCCTGTTACAAAGCGTTAACGT

GGCATAGAAAGAACAAGCACGTGCAGGAGGCTGCATGCTGGGCACTAAATAATCTCCTTATGTACCAAAACAGTTT

ACATGAGAAGATTGGAGATGAAGATGGCCATTTCCCAGCTCATAGGGAAGTGATGCTGTCCATGCTGATGCATTCA

TCATCAAAGGAAGTTTTCCAGGCATCTGCTAATGCATTGTCAACTCTTTTAGAACAAAATGTTAATTTCAGAAAAA

TCCTGTTATCAAAAGGAATATACCTGAATGTTTTGGAGTTAATGCAGAAGCATATACATTCTCCTGAAGTGGCTGA

AAGTGGCTGTAAAATGCTAAATCATCTTTTTGAAGGAAGCAACACATCCCTGGATACAATGGCAGCAGTGCTCCCC

AAAATAATAACAGTTATGAAAAGTCATGAGACATCATTACCAGTGCAGCTGGAGGCGCTTCGAGCTATTTTACATT

TTATAGTGCCAGGCATGCCAGAAGAATCCAGAGAGGATGCAGAATCTCATCGTAAGCTAAATATGGTTAAAAAACA

GTGTTTCAAGAATGATATTCACAAACTGGTCCTAGCAGCTTTGAACAGGTTCATTGGAAATCCTGGGATTCAGAAA

TGTGGATTAAAAGTAATTTCTTTTATTGCACATTTTACTGATGCATTAGGGGTGTTATCCCTGGAAGGTGCTGTGG

ATTCAGTGCTTCACACACTGCAGATGTATCCAGATGACCAAGAAATTCAGTGTCTGGGTTTAAGTCTTATAGGATG

CTTGATTACAAAGAAGAATTTATGCATAGGAACTGGACATCTGCTGGCAAAAATTCTGGCTTCCAGCTTATACCGA

TTTAAGGATGTTGCTGAAGTACAGACTGAAGGATTTCAGACAATCTTAGCAATCCTCAAATTGTCAGCATCTTTTT

CTAAGCTGCTGGTGCATCATTCGTTTGACTTAGTAATATTCCATCAAATGTCTTCCAGTATCATGGAACAAAAGGA

TCAACAGTTTCTAAACCTCTGTTGCAAGTGTTTTGCAAAAGTAGCTATGGATGATGACTTAAAAAATATGATGCTA

GAGAGAGCGTGTGATCAGAATAACAGCATCATGGTTGAATGCTTGCTTCTATTAGGAGCAGATGCCAATCAAGCAA

AGGAGGGAACTTCTTTAATTTGTCAGGTATGTGAGAAAGAGAGCAGTCCCAAATTGGTGGAACTCTTATTGAATAG

TGGATCTCGTGAACAAGATGTACGAAAAGCGCTGACAATAAGCATTGGGAAAGGCGACAGCCAGATCATCAGCTTG
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CTCTTAAGGAGGCTGGCCCTGGACATGGCCAACAATAGCATTTGCCTTGGAGGGTTTTGTATAGGAAAAGTTGAAC

CTTCTTGGCTTGGTCCTTTATTTCCAGATAAGACTTCTAATTTAAGGAAACAAACAAATATAGCATCTACACTAGC

AAGAATGGTGATCAGATATCAGATGAAAAGTGCCATGGAAGAAGGAGCAGCCTCAGGCAGTGATGGAAATTTTTCT

GAAGATGTGCTGTCTAAATTTGATGAATGGACCTTTATTCCTGACTCTTCTATGGACAGTGTCTTTGCTCAAAGTG

ATGATCTAGATAGTGAAGGAAGTGAAGGCTCATTTCTTGTGAAAAAGAAATCAAATTCAATTAGTGTAGGAGAATT

TTACCGAGATGCCGTATTACAACGTTGCTCACCAAATTTGCAAAGGCATTCCAGTTCCTTGGGGCCCATTTTTGAT

CATGAAGATTTACTGAGAAGAAAAAGAAAAATATTATCTTCAGATGATTCACTCAGGTCATCAAAACTTCAATCCC

ATATGAGGCATTCAGACAGCATTTCTTCTCTGGCTTCTGAGAGAGAATATATTACATCACTAGACCTTTCAGCAAA

TGAACTAAGAGATATTGATGCCCTAAGCCAGAAATCCTGTATAAGTGGTCATTTGGAGCATCTTGAAAAGCTGGAG

CTTCACCAGAATGCACTCACGAGCTTTCCACAACAGCTATGTGAAACTCTGAAGAGTTTGACACATTTGGACTTGC

ACAGTAATAAATTTACATCATTTCCTTCTTACTTGTTGAAAATGAGTTGTGTTGCTAACCTTGATGTCTCTCGAAA

TGACATTGGACCCTCAGTGGTTTTAGATCCTGCAGTGAAATGTCCAACTCTGAAACAGTTTAACCTGTCATATAAC

CAGCTGTCTTCTGTTCCTGAGAACCTTGCTGATGGGATAGAGAAACTGGAGCAGCTCATTTTAGAAGGAAATAAAA

TATCAGGGATATGCTCCCCCTTGAGACTGAAGGAACTGAAGATTTTAAACCTTAGTAAAAACCACATTTCATCCCT

ATCAGAGAACTTTCTTGAGGCTTGTCCTAAAGTGGAGAGTTTCAGTGCCAGAATGAATTTTCTTGCTGCTATGCCT

TTCTTGCCTCCTTCCATGACAAGCCTAAAATTATCTCAAAACAAATTTACATGTATTCCAGAAGCAATTTTAAATC

TTCCACACTTGCGGTCTTTAGATATGAGCAGCAATGATATTCAATATCTACCAGGTCCTGCACACTGGAAATCTTT

GAACTTAAGGGAACTCTTATTTAGCCATAATCAGATCAGCATCTTGGACTTGAGTGAAAAAGCGTATTTATGGTCT

AGAGTAGAGAAACTGCATCTTTCTCACAATAAACTGAAAGAGATTCCTCCTGAGATTGGCTGTCTTGAAAATCTGA

CATCTCTGGATGTCAGTTACAACTTGGAACTAAGATCCTTTCCCAATGAAATGGGGAAATTAAGCAAAATATGGGA

TCTTCCTTTGGATGAACTGCGTCTTAACTTTGATTTTAAACATATAGGATGTAAAGCCAAAGACATCATAAGGTTT

CTTCAGCAGCGGTTAAAAAAGGCTGTGCCCTATAACCGAATGAAACTTATGGTTGTTGGAAATACTGGGAGTGGTA

AAACCACCTTGTTGCAGCAATTAATGAAAACCAAGAAATCAGATCTTGGAATGCAAAGTGCCACAGTTGGCATAGA

TGTGAAAGACTGGCCTATCCAAATAAGAGGCAAAAGAAAGAGAGATCTCGTTCTGAATGTGTGGGATTTT  GCAGG

TCGTGAGGAATTCTATAGCACTCATCCTCATTTTATGACGCAGCGAGCATTGTACCTTGCTGTCTATGACCTTAGCA

AAGGACAGGCTGAAGTTGATGCCATGAAGCCTTGGCTCTTCAATATAAAGGCTCGCGCTTCTTCTTCCCCTGTGATT

CTCGTTGGCACACATTTGGATGTTTCTGATGAGAGGCAGCGCAAAGCCTGCATAGGTAAAATCACCAAGGAACTCCT

GAATAAGCGAGGGTTCCCTGCTATACGAGATTACCACTTTGTGAATGCCACCGAGGAATCTGATGCTTTGGCAAAAC

TTCGGAAAACCATCATAAACGAGAGCCTTAATTTCAAGATCCGAGATCAGCCTGTTGTTGGACAGCTGATTCCAGAC

TGCTATGTAGAACTTGAGAAAATCATTTTATCGGAGCGTAAAAATGTGCCAATTGAATTTCCTGTAATTGACCAGAA

ACGATTATTACAACTAGTGAGAGAAAATCAGTTGCAGTTAGATGAAAATGAGCTTCCTCACGCAGTTCACTTTCTAA

ATGAATCAGGAGTCCTTCTTCATTTTCAAGACCCAGCACTGCAGTTAAGTGACTTGTATTTTGTGGAACCCAAGTGG

CTTTGTAAAATCATGGCACAGATTTTGACAGTGAAAGTGGAAGGTTGTCCAAAACACCCTAAGGGAATTATTTCACG

TAGAGATGTGGAAAAATTTCTTTCGAAGAAAAGGAGATTTCCAAAGAACTACATGTCACAGTATTTTAAGCTCCTAG

AAAAATTCCAGATTGCTTTGCCAATAGGAGAAGAATATTTGCTGGTTCCAAGCAGTTTGTCTGACCACAGGCCTGTG

ATAGAGCTTCCCCATTGTGAGAACTCTGAAATTATCATCCGACTATATGAAATGCCTTATTTTCCAATGGGATTTTG

GTCGAGGTTAATCAATCGATTACTTGAGATTTCACCTTACATGCTTTCAGGGAGAGAACGAGCACTTCGCCCAAACA

GAATGTATTGGCGACAAGGCATCTACTTAAATTGGTCTCCTGAAGCTTATTGTCTGGTAGGATCTGAAGTCTTAGAC

AATCACCCAGAGAGTTTCTTAAAAATTACAGTTCCTTCTTGTAGAAAAGGCTGTATTCTTTTGGGCCAAGTTGTGGA
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CCACATTGATTCTCTCATGGAGGAATGGTTTCCTGGGTTGCTGGAGATTGATATTTGTGGTGAAGGAGAAACTCTGT

TGAAGAAATGGGCATTATATAGTTTTAATGATGGTGAAGAGCATCAAAAAATCTTACTTGATGACTTGATGAAGAAA

GCAGAGGAAGGAGATCTCTTAGTAAATCCAGATCAACCAAGGCTCACCATTCCAATATCTCAGATTGCCCCTGACTT

GATTTTGGCTGACCTGCCTAGAAATATTATGTTGAATAATGATGAGCTGGAATTTGAACAAGCTCCAGAGTTTCTCC

TAGGTGATGGCAGTTTTGGATCAGTTTATCGAGCAGCCTATGAAGGAGAAGAAGTGGCTGTGAAGATTTTTAATAAA

CACACATCACTTAGGCTGTTAAGACAAGAGCTGGTGGTGCTTTGCCACCTCCACCACCCCAGTTTGATATCTTTGCT

GGCAGCTGGTATTCGTCCCCGGATGTTGGTGATGGAGTTAGCCTCCAAGGGTTCCTTGGATCGCCTGCTTCAGCAGG

ACAAAGCCAGCCTCACTAGAACCCTACAGCACAGGATTGCACTCCATGTGGCTGATGGTTTGAGATACCTCCATTCA

GCCATGATTATATACCGAGACTTGAAGCCCCACAATGTGCTGCTTTTCACACTGTATCCCAATGCTGCCATCATTGC

AAAGATTGCTGACTACGGCATTGCTCAGTACTGCTGTAGAATGGGGATAAAAACGTCAGAGGGCACACCAGGGTTTC

GTGCACCTGAAGTTGCCAGAGGAAATGTCATTTATAATCAACAAGCTGATGTTTATTCATTTGGTTTGCTACTCTAT

GACATTTTGACAACTGGAGGTAGAATAGTAGAGGGTTTGAAGTTTCCAAATGAGTTTGATGAATTAGCAATACAAGG

AAAATTACCTGATCCAGTTAAAGAATATGGTTGTGCCCCATGGCCTATGGTTGAGAAATTAATTACAAAGTGTTTGA

AAGAAAATCCTCAAGAAAGGCCTACTTCTGCCCAGGTCTTTGACATTTTGAATTCAGCTGAATTAGTCTGTCTGACG

AGACACATTTTATTACCTAAAAACGTAATTGTTGACTGCATGGTTGCTACACATCACAACAGCAGGAATGCAAGCAT

TTGGCTGGGCTGTGGGCACACCAACAGAGGACAGCTCTCATTTCTTGACTTAAATACTGAAGGATACACTTCTGAGG

AGGTTGCTGATAGTAGAATATTGTGCTTAGCCTTGGTGCATCTTCCTGTTCAAAAAGAAAGCTGGATTGTGTCCGGG

ACACAGTCTGGTACTCTCCTGGTCATCAATACCGAAGATGGGAAAAAGAGACATACCCTAGAAAAGATGACTGATTC

CATCACTTGTTTGTATTGCAATTCCTTTTCCAAGCAAAGCAAACAAAAAAATTTTCTTTTGGTTGGAACCGCTGATG

GCAATTTAGCAATTTTTGAAGATAAAACTGTTAAGCTTGAAGGAGCTGCTCCTTTGAAGATACTAAATATAGGAAAT

GTCAGTACTCCATTGATGTGTTTGAGTGAATCCACAAATTCAACAGAAAGAAATGTAATGTGGGGAGGATGTGGCAC

AAAGATTTTCTCCTTTTCTAATGATTTCACCATTCAGAAACTCATTGAGACAAGAACAAGCCAACTGTTCTCAAGTG

ATTCTAAAGTATATTCGAGGTTAAGATATACTGCAGACTGCAATGTATTGTTTTCTTACGCAGCTTTCAGTGATTCC

AACATCGTAACAGTGGTGGTAGACACTGTTCTCTATATTGCTAAGAAAAATAGCCCTGTTGTGGAAGTGTGGGATAA

GAAAACTGAAAAACTCTGCGAACTAATAGACTGTGTGCATTTTTTAAGGGAGGTAATGGTAAAAGTAAACAAGGAAT

CAAAACACAAAATGTCTTATTCTGGGAGAGTGAAAGCTCTCTGCCTTCAGAAGAACACTGCTCTTTGGATAGGAACT

GGAGGAGGCCATATTTTACTCCTGGATCTTTCAACTCGTCGAGTTATACGTATAATTTACAACTTTTGTGATTCGGT

CAGAGTCATGATGACAGCACAGCTAGGGAGCCTTAAAAATGTCATGCTGGTATTGGGCTATAACCGGAAAAGTACTG

AAGGTACACAACAGCAGAAAGAGATACAATCTTGCTTGACTGTTTGGGACATCAATCTTCCACATGAAGTGCAAAAT

TTAGAAAAACACATTGAAGTGAGAAAAGAATTAGCTGAAAAAATGAGAGGAACATCTATTGAATAAGAGAGAAACAG

GAATTGTCTTTGGATAGGAAAATTATTCTCTTGTAAATATTTATTTAAAAATGTTCACATGAAAAGGGTACTCACAT

TTTTTGAAATAGCTCATGTGTATATGAAGGAATGTTATATTTTTAATTTAAATATATGTAAAAATACTTACCAGTAA

ACATATATTTTAAAGAACTATTTAAAACACAATGTTGTATTTCTTATGAATACCAGTTACTTTTGTGCATTAATTAA

TGAAAATAAATCTGTGAAATACCTAATTTAAGTACTCATACTAAAATTTATAAGGCCGATAATTTTTTGTTTTCTTG

TCTGTAATGAAGATAAACTTTATTTTAAATTCTATGCTTAAGACAAGACTATTGCTTGTTGATTTTTCTAGAAATCC

GCAAGGTAGAATGAAAATATTAAGACAGTTTCCCGTGTAATGTATTCCCTCTTAGATTGCTTTGAAATGCACTATCA

TATATGCTTGCAAATATTCAAATGAATTTGCACTAATAAATTCCTTTGTTGGTATGTGAATTCTCTTTGTTGCTGTT

GCAGACAGTGCATCTTACACAACTTCACTCAATCCAAAAGAAAACTCCATTAAAAGTACTAA

[0892] SEQ  ID  NO:4
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[0893] >SEQ  ID  NO:3的反向互补

[0894] TTAGTACTTTTAATGGAGTTTTCTTTTGGATTGAGTGAAGTTGTGTAAGATGCACTGTCTGCAACAGCA

ACAAAGAGAATTCACATACCAACAAAGGAATTTATTAGTGCAAATTCATTTGAATATTTGCAAGCATATATGATAGT

GCATTTCAAAGCAATCTAAGAGGGAATACATTACACGGGAAACTGTCTTAATATTTTCATTCTACCTTGCGGATTTC

TAGAAAAATCAACAAGCAATAGTCTTGTCTTAAGCATAGAATTTAAAATAAAGTTTATCTTCATTACAGACAAGAAA

ACAAAAAATTATCGGCCTTATAAATTTTAGTATGAGTACTTAAATTAGGTATTTCACAGATTTATTTTCATTAATTA

ATGCACAAAAGTAACTGGTATTCATAAGAAATACAACATTGTGTTTTAAATAGTTCTTTAAAATATATGTTTACTGG

TAAGTATTTTTACATATATTTAAATTAAAAATATAACATTCCTTCATATACACATGAGCTATTTCAAAAAATGTGAG

TACCCTTTTCATGTGAACATTTTTAAATAAATATTTACAAGAGAATAATTTTCCTATCCAAAGACAATTCCTGTTTC

TCTCTTATTCAATAGATGTTCCTCTCATTTTTTCAGCTAATTCTTTTCTCACTTCAATGTGTTTTTCTAAATTTTGC

ACTTCATGTGGAAGATTGATGTCCCAAACAGTCAAGCAAGATTGTATCTCTTTCTGCTGTTGTGTACCTTCAGTACT

TTTCCGGTTATAGCCCAATACCAGCATGACATTTTTAAGGCTCCCTAGCTGTGCTGTCATCATGACTCTGACCGAAT

CACAAAAGTTGTAAATTATACGTATAACTCGACGAGTTGAAAGATCCAGGAGTAAAATATGGCCTCCTCCAGTTCCT

ATCCAAAGAGCAGTGTTCTTCTGAAGGCAGAGAGCTTTCACTCTCCCAGAATAAGACATTTTGTGTTTTGATTCCTT

GTTTACTTTTACCATTACCTCCCTTAAAAAATGCACACAGTCTATTAGTTCGCAGAGTTTTTCAGTTTTCTTATCCC

ACACTTCCACAACAGGGCTATTTTTCTTAGCAATATAGAGAACAGTGTCTACCACCACTGTTACGATGTTGGAATCA

CTGAAAGCTGCGTAAGAAAACAATACATTGCAGTCTGCAGTATATCTTAACCTCGAATATACTTTAGAATCACTTGA

GAACAGTTGGCTTGTTCTTGTCTCAATGAGTTTCTGAATGGTGAAATCATTAGAAAAGGAGAAAATCTTTGTGCCAC

ATCCTCCCCACATTACATTTCTTTCTGTTGAATTTGTGGATTCACTCAAACACATCAATGGAGTACTGACATTTCCT

ATATTTAGTATCTTCAAAGGAGCAGCTCCTTCAAGCTTAACAGTTTTATCTTCAAAAATTGCTAAATTGCCATCAGC

GGTTCCAACCAAAAGAAAATTTTTTTGTTTGCTTTGCTTGGAAAAGGAATTGCAATACAAACAAGTGATGGAATCAG

TCATCTTTTCTAGGGTATGTCTCTTTTTCCCATCTTCGGTATTGATGACCAGGAGAGTACCAGACTGTGTCCCGGAC

ACAATCCAGCTTTCTTTTTGAACAGGAAGATGCACCAAGGCTAAGCACAATATTCTACTATCAGCAACCTCCTCAGA

AGTGTATCCTTCAGTATTTAAGTCAAGAAATGAGAGCTGTCCTCTGTTGGTGTGCCCACAGCCCAGCCAAATGCTTG

CATTCCTGCTGTTGTGATGTGTAGCAACCATGCAGTCAACAATTACGTTTTTAGGTAATAAAATGTGTCTCGTCAGA

CAGACTAATTCAGCTGAATTCAAAATGTCAAAGACCTGGGCAGAAGTAGGCCTTTCTTGAGGATTTTCTTTCAAACA

CTTTGTAATTAATTTCTCAACCATAGGCCATGGGGCACAACCATATTCTTTAACTGGATCAGGTAATTTTCCTTGTA

TTGCTAATTCATCAAACTCATTTGGAAACTTCAAACCCTCTACTATTCTACCTCCAGTTGTCAAAATGTCATAGAGT

AGCAAACCAAATGAATAAACATCAGCTTGTTGATTATAAATGACATTTCCTCTGGCAACTTCAGGTGCACGAAACCC

TGGTGTGCCCTCTGACGTTTTTATCCCCATTCTACAGCAGTACTGAGCAATGCCGTAGTCAGCAATCTTTGCAATGA

TGGCAGCATTGGGATACAGTGTGAAAAGCAGCACATTGTGGGGCTTCAAGTCTCGGTATATAATCATGGCTGAATGG

AGGTATCTCAAACCATCAGCCACATGGAGTGCAATCCTGTGCTGTAGGGTTCTAGTGAGGCTGGCTTTGTCCTGCTG

AAGCAGGCGATCCAAGGAACCCTTGGAGGCTAACTCCATCACCAACATCCGGGGACGAATACCAGCTGCCAGCAAAG

ATATCAAACTGGGGTGGTGGAGGTGGCAAAGCACCACCAGCTCTTGTCTTAACAGCCTAAGTGATGTGTGTTTATTA

AAAATCTTCACAGCCACTTCTTCTCCTTCATAGGCTGCTCGATAAACTGATCCAAAACTGCCATCACCTAGGAGAAA

CTCTGGAGCTTGTTCAAATTCCAGCTCATCATTATTCAACATAATATTTCTAGGCAGGTCAGCCAAAATCAAGTCAG

GGGCAATCTGAGATATTGGAATGGTGAGCCTTGGTTGATCTGGATTTACTAAGAGATCTCCTTCCTCTGCTTTCTTC

ATCAAGTCATCAAGTAAGATTTTTTGATGCTCTTCACCATCATTAAAACTATATAATGCCCATTTCTTCAACAGAGT

TTCTCCTTCACCACAAATATCAATCTCCAGCAACCCAGGAAACCATTCCTCCATGAGAGAATCAATGTGGTCCACAA
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CTTGGCCCAAAAGAATACAGCCTTTTCTACAAGAAGGAACTGTAATTTTTAAGAAACTCTCTGGGTGATTGTCTAAG

ACTTCAGATCCTACCAGACAATAAGCTTCAGGAGACCAATTTAAGTAGATGCCTTGTCGCCAATACATTCTGTTTGG

GCGAAGTGCTCGTTCTCTCCCTGAAAGCATGTAAGGTGAAATCTCAAGTAATCGATTGATTAACCTCGACCAAAATC

CCATTGGAAAATAAGGCATTTCATATAGTCGGATGATAATTTCAGAGTTCTCACAATGGGGAAGCTCTATCACAGGC

CTGTGGTCAGACAAACTGCTTGGAACCAGCAAATATTCTTCTCCTATTGGCAAAGCAATCTGGAATTTTTCTAGGAG

CTTAAAATACTGTGACATGTAGTTCTTTGGAAATCTCCTTTTCTTCGAAAGAAATTTTTCCACATCTCTACGTGAAA

TAATTCCCTTAGGGTGTTTTGGACAACCTTCCACTTTCACTGTCAAAATCTGTGCCATGATTTTACAAAGCCACTTG

GGTTCCACAAAATACAAGTCACTTAACTGCAGTGCTGGGTCTTGAAAATGAAGAAGGACTCCTGATTCATTTAGAAA

GTGAACTGCGTGAGGAAGCTCATTTTCATCTAACTGCAACTGATTTTCTCTCACTAGTTGTAATAATCGTTTCTGGT

CAATTACAGGAAATTCAATTGGCACATTTTTACGCTCCGATAAAATGATTTTCTCAAGTTCTACATAGCAGTCTGGA

ATCAGCTGTCCAACAACAGGCTGATCTCGGATCTTGAAATTAAGGCTCTCGTTTATGATGGTTTTCCGAAGTTTTGC

CAAAGCATCAGATTCCTCGGTGGCATTCACAAAGTGGTAATCTCGTATAGCAGGGAACCCTCGCTTATTCAGGAGTT

CCTTGGTGATTTTACCTATGCAGGCTTTGCGCTGCCTCTCATCAGAAACATCCAAATGTGTGCCAACGAGAATCACA

GGGGAAGAAGAAGCGCGAGCCTTTATATTGAAGAGCCAAGGCTTCATGGCATCAACTTCAGCCTGTCCTTTGCTAAG

GTCATAGACAGCAAGGTACAATGCTCGCTGCGTCATAAAATGAGGATGAGTGCTATAGAATTCCTCACGACCTGCAA

AATCCCACACATTCAGAACGAGATCTCTCTTTCTTTTGCCTCTTATTTGGATAGGCCAGTCTTTCACATCTATGCCA

ACTGTGGCACTTTGCATTCCAAGATCTGATTTCTTGGTTTTCATTAATTGCTGCAACAAGGTGGTTTTACCACTCCC

AGTATTTCCAACAACCATAAGTTTCATTCGGTTATAGGGCACAGCCTTTTTTAACCGCTGCTGAAGAAACCTTATGA

TGTCTTTGGCTTTACATCCTATATGTTTAAAATCAAAGTTAAGACGCAGTTCATCCAAAGGAAGATCCCATATTTTG

CTTAATTTCCCCATTTCATTGGGAAAGGATCTTAGTTCCAAGTTGTAACTGACATCCAGAGATGTCAGATTTTCAAG

ACAGCCAATCTCAGGAGGAATCTCTTTCAGTTTATTGTGAGAAAGATGCAGTTTCTCTACTCTAGACCATAAATACG

CTTTTTCACTCAAGTCCAAGATGCTGATCTGATTATGGCTAAATAAGAGTTCCCTTAAGTTCAAAGATTTCCAGTGT

GCAGGACCTGGTAGATATTGAATATCATTGCTGCTCATATCTAAAGACCGCAAGTGTGGAAGATTTAAAATTGCTTC

TGGAATACATGTAAATTTGTTTTGAGATAATTTTAGGCTTGTCATGGAAGGAGGCAAGAAAGGCATAGCAGCAAGAA

AATTCATTCTGGCACTGAAACTCTCCACTTTAGGACAAGCCTCAAGAAAGTTCTCTGATAGGGATGAAATGTGGTTT

TTACTAAGGTTTAAAATCTTCAGTTCCTTCAGTCTCAAGGGGGAGCATATCCCTGATATTTTATTTCCTTCTAAAAT

GAGCTGCTCCAGTTTCTCTATCCCATCAGCAAGGTTCTCAGGAACAGAAGACAGCTGGTTATATGACAGGTTAAACT

GTTTCAGAGTTGGACATTTCACTGCAGGATCTAAAACCACTGAGGGTCCAATGTCATTTCGAGAGACATCAAGGTTA

GCAACACAACTCATTTTCAACAAGTAAGAAGGAAATGATGTAAATTTATTACTGTGCAAGTCCAAATGTGTCAAACT

CTTCAGAGTTTCACATAGCTGTTGTGGAAAGCTCGTGAGTGCATTCTGGTGAAGCTCCAGCTTTTCAAGATGCTCCA

AATGACCACTTATACAGGATTTCTGGCTTAGGGCATCAATATCTCTTAGTTCATTTGCTGAAAGGTCTAGTGATGTA

ATATATTCTCTCTCAGAAGCCAGAGAAGAAATGCTGTCTGAATGCCTCATATGGGATTGAAGTTTTGATGACCTGAG

TGAATCATCTGAAGATAATATTTTTCTTTTTCTTCTCAGTAAATCTTCATGATCAAAAATGGGCCCCAAGGAACTGG

AATGCCTTTGCAAATTTGGTGAGCAACGTTGTAATACGGCATCTCGGTAAAATTCTCCTACACTAATTGAATTTGAT

TTCTTTTTCACAAGAAATGAGCCTTCACTTCCTTCACTATCTAGATCATCACTTTGAGCAAAGACACTGTCCATAGA

AGAGTCAGGAATAAAGGTCCATTCATCAAATTTAGACAGCACATCTTCAGAAAAATTTCCATCACTGCCTGAGGCTG

CTCCTTCTTCCATGGCACTTTTCATCTGATATCTGATCACCATTCTTGCTAGTGTAGATGCTATATTTGTTTGTTTC

CTTAAATTAGAAGTCTTATCTGGAAATAAAGGACCAAGCCAAGAAGGTTCAACTTTTCCTATACAAAACCCTCCAAG

GCAAATGCTATTGTTGGCCATGTCCAGGGCCAGCCTCCTTAAGAGCAAGCTGATGATCTGGCTGTCGCCTTTCCCAA
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TGCTTATTGTCAGCGCTTTTCGTACATCTTGTTCACGAGATCCACTATTCAATAAGAGTTCCACCAATTTGGGACTG

CTCTCTTTCTCACATACCTGACAAATTAAAGAAGTTCCCTCCTTTGCTTGATTGGCATCTGCTCCTAATAGAAGCAA

GCATTCAACCATGATGCTGTTATTCTGATCACACGCTCTCTCTAGCATCATATTTTTTAAGTCATCATCCATAGCTA

CTTTTGCAAAACACTTGCAACAGAGGTTTAGAAACTGTTGATCCTTTTGTTCCATGATACTGGAAGACATTTGATGG

AATATTACTAAGTCAAACGAATGATGCACCAGCAGCTTAGAAAAAGATGCTGACAATTTGAGGATTGCTAAGATTGT

CTGAAATCCTTCAGTCTGTACTTCAGCAACATCCTTAAATCGGTATAAGCTGGAAGCCAGAATTTTTGCCAGCAGAT

GTCCAGTTCCTATGCATAAATTCTTCTTTGTAATCAAGCATCCTATAAGACTTAAACCCAGACACTGAATTTCTTGG

TCATCTGGATACATCTGCAGTGTGTGAAGCACTGAATCCACAGCACCTTCCAGGGATAACACCCCTAATGCATCAGT

AAAATGTGCAATAAAAGAAATTACTTTTAATCCACATTTCTGAATCCCAGGATTTCCAATGAACCTGTTCAAAGCTG

CTAGGACCAGTTTGTGAATATCATTCTTGAAACACTGTTTTTTAACCATATTTAGCTTACGATGAGATTCTGCATCC

TCTCTGGATTCTTCTGGCATGCCTGGCACTATAAAATGTAAAATAGCTCGAAGCGCCTCCAGCTGCACTGGTAATGA

TGTCTCATGACTTTTCATAACTGTTATTATTTTGGGGAGCACTGCTGCCATTGTATCCAGGGATGTGTTGCTTCCTT

CAAAAAGATGATTTAGCATTTTACAGCCACTTTCAGCCACTTCAGGAGAATGTATATGCTTCTGCATTAACTCCAAA

ACATTCAGGTATATTCCTTTTGATAACAGGATTTTTCTGAAATTAACATTTTGTTCTAAAAGAGTTGACAATGCATT

AGCAGATGCCTGGAAAACTTCCTTTGATGATGAATGCATCAGCATGGACAGCATCACTTCCCTATGAGCTGGGAAAT

GGCCATCTTCATCTCCAATCTTCTCATGTAAACTGTTTTGGTACATAAGGAGATTATTTAGTGCCCAGCATGCAGCC

TCCTGCACGTGCTTGTTCTTTCTATGCCACGTTAACGCTTTGTAACAGGCTTCCAGCCAAAACAATTTAACTTCTTC

CCCCTCATCATCATTCTCTTGATTCTCATTCTTTTCCTCTAAATCTTGATTTAAGAAAATGGTCTCAGTGAGGAGGG

CCAAACAGCTGAGCGCTGAGATCTGTAATGCTGCGTTCTCTGGGTACCGCTGCACAGCTTTCACCACAAATTCATGG

ACTTCGTTTAATACCAGGATATTAAAAAAATTACCTAATGTAAGCCTATGGAGCAAACAGCAACTCACTTCTTGAAT

TTTTTCACTGATAGGGAATGCTTTCATAGCTTCCACCACAATATTATAACACCTGACATTGCCACTCATGAGGACTT

CCACATTATTGCAAGGAATTGCTAGGGAATGTAAACAATGCAGTACATGAAGCACAATTTCCTCTTCATCTTTAAAA

TTTGTTAACGCACTTAACAATATCATATAATCTTTGTTCTCAACAAATTCAGTTAGTTGCTCCTCTGAGACTCTTTC

AAACAGCACATGTAAAGCTTTGCATCCAAGTTTCTGGATTTCATCATTGGCTGGAAATGAGTGCATGGCATCAAAAA

TTAACATGAAAATATCACTTTCTTCATCCAATATCAGTAAGGTGATTTTACCTGAAGTTAGGAGGAGATCTAAGGTC

TTCAGTCCAATCATTGACAAGTTTACACTGGCATTATGAACTGTTAGCATTTTAAGAATCAATTGGTGAACACCAAG

GACTTCCCAATCATTTCCAACATCCTGGGGTCCCATTAAGCTTTGCATTGTACCCGGGCAGATTTCTATTAATTTGC

ACAGAAGTGACCAACCCACCTGCTGCACACTCGCGACTCTCATATACGAGTCCAAGACGATCAACAGAGGCACATGG

ATATTTTTGCCTTGAAATAACTTGGAGGCGTGCTCGGAGTACGTGAACACCAGCAGATCCTCCAGGATTTGGACCAG

CGTTTCTATCTGTTTACCTTCCTGGACATTGTTCAGCCTGACTATCAACTTCTTCAGAGTTTCCTCGTCCTCCTCGC

ACCCCTGACAGCTGCCACTAGCCATGGTGGCCCCTGCTTCCAACCCGCCGCCCTCCCAGCACGAACGTCCGCTGCTC

AGGGAACCGGCAGGGGCGCCGGCCACAGCTCCCCGGGATCTAGCTCAGCTCACCGCCCTCAGCCAGGGCTCCCCGGG

GGCCCCGTCGGCGCCCACGCCCGCCTGTTTATGAGGAAGGCGGTGGCTCCCCGCCCCGCGTTGCCCTCCCTCTCCAG

AGCCCTCCTGCTCGGCTTCCTCCTCCCCCAGCCAGGCCCCAAAAAACCAGCTCAGGGGCCTGCCAGAGGCTCCGCCG

GGGCGACGGGCCGCGCAGAACTTCGGCGGCGGCCGTGGGGCTGCTGGAGCCGGGCCTGGCCGGGATGACCGTGCCCG

T

[0895] SEQ  ID  NO:5

[0896] >NM_025730.3小家鼠富亮氨酸重复激酶2(Lrrk2) ,mRNA

[0897] GAGCAGCTCTGAGAGCAGGAGCCGTCCCAGCTCGCCGCAGTCCCCGCCGGCTGCACCATGGCCAGTGGC
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GCCTGTCAGGGCTGCGAAGAGGAAGAGGAGGAGGAGGCTCTGAAGAAGTTGATAGTCAGGCTGAATAATGTCCAGGA

AGGCAAGCAGATCGAGACGTTGCTTCAGCTCCTGGAGGACATGCTGGTGTTCACCTACTCGGACCGCGCCTCCAAGT

TATTTGAAGATAAAAATTTCCACGTGCCTCTGTTGATTGTCCTGGACTCCTACATGAGAGTTGCCAGTGTACAGCAG

GCGGGGTGGTCACTTCTGTGCAAATTAATAGAAGTCTGTCCAGGGACATTGCAAAGCTTAATAGGACCCCAGGATAT

TGGAAATGATTGGGAAGTCCTTGGTATTCACCGGCTGATTCTTAAAATGTTAACTGTTCATCACGCCAATGTAAACC

TGTCAATAGTTGGACTAAAAGCCTTGGATCTCCTCCTAGATTCAGGTAAACTCACCTTGCTGATACTGGATGAAGAA

TGTGATATTTTCTTGTTAATTTTTGATGCCATGCACAGATATTCAGCCAATGATGAAGTCCAAAAACTGGGATGCAA

AGCTTTACACGTGCTTTTTGAGAGAGTTTCCGAGGAACAGCTGACTGAGTTTGTGGAGAACAAAGATTACACGATAC

TGCTGAGTACGTTCGGCAGCTTCAGAAGGGACAAGGAGATTGTGTACCACGTACTTTGCTGCTTGCATTCCCTGGCG

GTTACATGCAGCAATGTAGAGGTCCTCATGAGTGGGAATGTCCGGTGCTACAATCTTGTGGTGGAGGCCATGAAAGC

CTTCCCCACCAATGAAAACATCCAAGAGGTGAGCTGCTCCTTGTTCCAGAAGCTTACATTAGGTAACTTTTTCAACA

TCCTGGTGTTGAACGAAGTGCATGTCTTTGTGGTGAAAGCGGTCCGACAGTATCCTGAGAACGCAGCCTTACAGATC

TCTGCACTCAGCTGTTTAGCACTCCTCACTGAGACTATTTTCTTAAACCAAGACTTGGAGGAAAGAAGTGAGACTCA

AGAGCAGAGCGAAGAGGAAGACAGTGAGAAGCTTTTCTGGCTGGAACCCTGCTATAAAGCCCTGGTGCGCCATCGAA

AGGACAAACACGTGCAGGAGGCTGCCTGCTGGGCACTAAATAACCTCCTTATGTACCAGAACAGTTTGCATGAGAAG

ATCGGAGATGAAGATGGCCAGTTCCCTGCGCACAGGGAAGTGATGCTGTCTATGCTGATGCACTCTTCTTCCAAAGA

TGTCTTCCAAGCAGCTGCACATGCTCTGTCCACTCTCTTGGAACAAAATGTTAATTTCAGGAAAATCCTGCTGGCAA

AAGGAGTATACCTGAATGTCTTGGAATTGATGCAGAAGCATGCCCATGCGCCTGAGGTGGCAGAGAGTGGCTGCAAG

ATGCTGAGTCACCTGTTTGAAGGAAGTAACCCTTCTCTGGATACAATGGCAGCAGTGGTCCCTAAAATACTAACAGT

GATGAAAGCCCACGGAACGTCTCTGTCAGTCCAGCTGGAGGCGCTGCGAGCTATCTTGCATTTCGTTGTGCCAGGAC

TATTGGAAGAATCCAGGGAGGACTCTCAATGCAGACCAAATGTGCTCAGAAAACAGTGTTTCAGGACTGACATCCAC

AAGCTGGTTCTAGTCGCTCTGAACAGGTTCATTGGGAATCCTGGGATTCAGAAATGTGGATTGAAAGTAATCTCTTC

TCTCGCGCACCTTCCTGATGCCACAGAGACATTGTCCCTGCAAGGAGCAGTTGACTCAGTCCTCCACACCTTACAGA

TGTATCCAGATGACCAAGAAATTCAGTGTCTGGGCTTACACCTTATGGGATGCTTGATGACAAAGAAGAATTTCTGC

ATAGGGACAGGGCACCTCCTGGCAAAAATTCTGGCTTCCACTTTGCAGCGCTTTAAAGATGTTGCTGAGGTGCAGAC

TACAGGATTACAGACAACCCTGTCAATACTTGAGCTGTCAGTATCTTTCTCCAAGCTGCTAGTGCACTATTCCTTTG

ATGTGGTGATATTTCATCAGATGTCTTCCAGTGTTGTAGAACAAAAGGATGAGCAGTTCCTCAATCTATGTTGCAAA

TGCTTTGCAAAAGTGGCCGTGGATGATGAGCTGAAAAACACCATGCTAGAGAGAGCCTGCGATCAGAATAACAGCAT

CATGGTTGAATGTTTGCTCCTCTTGGGAGCTGATGCCAACCAAGTGAAGGGGGCAACTTCTTTAATCTATCAGGTAT

GTGAGAAAGAGAGCAGTCCTAAATTGGTGGAACTGTTGCTTAATGGTGGTTGTCGTGAACAAGATGTACGGAAGGCC

CTGACCGTAAGCATCCAAAAGGGCGACAGCCAGGTCATCAGCTTGCTCCTCAGGAAACTTGCCCTGGACCTGGCCAA

CAACAGCATTTGCCTTGGAGGATTTGGCATAGGAAAAATTGATCCTTCTTGGCTTGGTCCTTTATTTCCAGATAAGT

CATCCAATTTAAGGAAGCAAACAAACACAGGATCTGTCCTAGCGAGGAAAGTGCTCCGGTATCAGATGAGAAACACC

CTTCAAGAAGGCGTGGCCTCAGGCAGTGACGGCAAGTTTTCTGAAGACGCGCTGGCGAAATTTGGAGAATGGACCTT

TATTCCCGACTCTTCTATGGACAGTGTGTTTGGCCAGAGCGATGATCTGGATAGCGAAGGCAGCGAGAGCTCATTTC

TCGTGAAGAGGAAGTCCAACTCAATTAGTGTAGGGGAAGTTTACAGAGATCTAGCTCTGCAGCGCTGCTCACCAAAT

GCTCAGAGGCATTCCAATTCGCTGGGTCCTGTTTTTGACCATGAAGACTTACTGAGACGAAAAAGAAAAATACTGTC

TTCAGATGAGTCTCTCAGGTCCTCAAGGCTGCCGTCCCATATGAGGCAATCAGATAGCTCTTCTTCCCTGGCTTCTG

AGAGAGAACACATCACGTCGTTAGACCTATCTGCCAACGAACTCAAAGATATTGATGCTCTGAGCCAGAAGTGTTGC
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CTCAGTAGCCACCTGGAACATCTCACCAAACTGGAACTTCACCAGAATTCACTCACGAGCTTCCCACAGCAGCTGTG

TGAGACTCTGAAGTGTTTGATACACTTGGATTTGCACAGTAACAAATTCACCTCATTTCCCTCTTTCGTGTTGAAAA

TGCCACGTATCACCAACCTAGATGCCTCTCGAAATGACATCGGGCCAACAGTAGTTTTAGACCCTGCGATGAAGTGT

CCAAGCCTCAAACAGTTGAATCTGTCCTATAACCAGCTCTCTTCAATCCCAGAGAATCTTGCCCAAGTGGTGGAGAA

ACTTGAGCAGCTCCTACTGGAAGGAAATAAAATATCCGGGATTTGCTCTCCCCTGAGCCTGAAGGAACTGAAGATTT

TAAATCTTAGTAAAAATCACATTCCATCCCTACCTGGAGATTTTCTTGAGGCTTGTTCAAAAGTCGAGAGTTTCAGT

GCTCGCATGAATTTTCTTGCTGCAATGCCTGCCTTACCTTCTTCCATAACGAGCTTAAAATTGTCTCAGAACTCTTT

CACGTGCATTCCAGAAGCGATTTTCAGTCTTCCGCACTTGCGGTCCTTGGATATGAGCCACAACAACATTGAATGTC

TGCCGGGACCTGCACATTGGAAGTCTCTGAACTTAAGGGAACTCATTTTTAGCAAGAATCAGATCAGCACCTTAGAC

TTTAGTGAGAACCCACACGTGTGGTCAAGAGTAGAGAAACTGCATCTCTCTCATAATAAACTGAAAGAGATTCCTCC

AGAAATTGGCTGCCTTGAAAATCTGACGTCTCTCGACGTCAGTTACAACTTGGAACTGAGGTCCTTCCCAAATGAAA

TGGGGAAGTTGAGCAAGATATGGGATCTTCCCTTGGACGGACTGCATCTGAATTTTGACTTTAAGCACGTAGGATGC

AAGGCCAAAGACATCATAAGGTTTCTACAACAACGTCTGAAAAAGGCTGTACCCTACAACCGAATGAAGCTCATGAT

TGTGGGAAATACGGGGAGCGGTAAGACCACTTTACTGCAACAACTCATGAAAATGAAGAAACCAGAACTTGGCATGC

AGGGTGCCACAGTCGGCATAGACGTGCGAGACTGGTCCATCCAAATACGGGGCAAAAGGAGAAAGGACCTGGTTCTA

AACGTGTGGGATTTTGCAGGTCGTGAGGAATTCTACAGCACTCACCCCCACTTCATGACCCAGAGAGCCCTCTACCT

GGCTGTCTATGATCTCAGCAAGGGGCAGGCAGAGGTGGACGCCATGAAGCCCTGGCTCTTCAATATCAAGGCTCGTG

CCTCTTCTTCCCCGGTGATTCTGGTGGGCACACATTTGGATGTTTCTGATGAGAAGCAGCGGAAAGCGTGCATAAGC

AAAATCACGAAGGAACTCCTAAATAAGCGAGGATTCCCCACCATCCGGGACTACCACTTTGTGAATGCCACCGAGGA

GTCAGATGCGCTGGCAAAGCTTCGGAAAACCATCATAAATGAGAGCCTTAATTTCAAGATCCGAGATCAGCCTGTGG

TTGGGCAGCTAATTCCAGATTGCTACGTAGAACTGGAGAAAATCATTTTATCAGAGCGGAAAGCTGTGCCGACTGAG

TTTCCTGTGATTAACCGGAAACACCTGTTACAGCTCGTGAACGAACATCAGCTGCAGCTGGATGAGAACGAGCTCCC

ACACGCCGTTCACTTCCTAAATGAGTCGGGAGTTCTTCTGCATTTTCAAGACCCTGCCCTGCAGCTAAGTGACCTGT

ACTTTGTGGAACCCAAGTGGCTTTGTAAAGTCATGGCACAGATCTTGACAGTGAAGGTAGACGGCTGTCTGAAACAT

CCTAAGGGCATCATTTCCCGGAGAGATGTGGAAAAATTCCTTTCAAAGAAGAAGCGATTCCCGAAGAACTATATGAT

GCAATACTTTAAACTATTAGAAAAATTTCAGATCGCATTGCCAATAGGGGAAGAATATCTTCTGGTTCCAAGCAGCT

TGTCTGACCACAGGCCAGTGATAGAGCTCCCCCACTGTGAGAACTCTGAGATCATCATCCGGCTGTACGAAATGCCG

TACTTTCCCATGGGATTTTGGTCAAGATTGATTAACCGATTACTTGAAATCTCACCCTTCATGCTTTCTGGCAGAGA

GAGAGCACTACGCCCTAACAGGATGTATTGGCGGCAAGGCATCTACTTGAATTGGTCTCCAGAAGCATACTGTCTGG

TAGGCTCTGAAGTCTTAGACAATCGACCTGAGAGTTTCTTGAAAATCACAGTTCCGTCTTGTAGAAAAGGTTGTATT

CTTCTGGGCCGAGTTGTGGATCATATTGACTCACTCATGGAAGAATGGTTTCCCGGGTTACTGGAGATTGACATTTG

TGGGGAAGGAGAAACTCTGTTGAAGAAATGGGCATTGTACAGTTTTAATGATGGTGAAGAACATCAGAAGATCTTGC

TTGATGAGTTGATGAAGAAGGCTGAAGAAGGAGACCTGTTAATAAATCCAGACCAACCAAGGCTCACTATTCCAATA

TCCCAGATTGCTCCGGACTTGATCTTGGCTGACCTGCCTAGAAATATCATGTTGAACAATGATGAGTTGGAATTTGA

GGAAGCACCAGAGTTTCTCTTAGGCGATGGAAGTTTTGGATCCGTTTATCGAGCTGCCTACGAAGGAGAGGAAGTGG

CTGTGAAGATTTTTAATAAGCACACATCTCTTAGGCTGTTAAGACAAGAGTTGGTGGTCCTTTGTCACCTTCACCAC

CCCAGCCTGATATCCTTGCTGGCGGCTGGTATTCGTCCTCGGATGTTGGTAATGGAGTTGGCCTCCAAAGGTTCCTT

GGATCGCCTGCTGCAGCAGGACAAAGCCAGCCTCACCAGAACCCTCCAGCACAGGATCGCGTTGCATGTGGCCGACG

GCCTGAGGTATCTCCACTCAGCCATGATTATTTACCGTGACCTGAAGCCCCACAATGTGCTGCTTTTTACCCTGTAT
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CCCAATGCTGCCATCATTGCGAAGATTGCGGACTACGGGATCGCACAGTACTGCTGCAGGATGGGAATAAAGACATC

AGAGGGCACCCCAGGGTTCCGGGCACCTGAAGTTGCCAGGGGGAATGTCATTTATAACCAACAGGCCGATGTTTATT

CTTTTGGCTTACTACTTCACGATATTTGGACAACTGGGAGTAGGATTATGGAGGGTTTGAGGTTCCCAAATGAGTTT

GATGAGTTAGCCATACAAGGGAAGTTGCCAGATCCAGTTAAAGAATATGGCTGTGCCCCATGGCCTATGGTTGAGAA

GTTAATTACAAAGTGTTTGAAAGAAAATCCTCAAGAAAGACCCACTTCTGCCCAGGTCTTTGACATTTTGAATTCGG

CTGAATTAATTTGCCTCATGCGACACATTTTAATACCTAAGAACATCATTGTTGAATGCATGGTTGCCACGAATCTC

AATAGCAAGAGTGCGACTCTCTGGTTGGGATGTGGGAACACAGAAAAAGGACAGCTTTCCTTATTTGACTTAAACAC

GGAAAGATACAGCTATGAGGAAGTTGCTGATAGTAGAATACTGTGCTTGGCTTTGGTGCATCTCGCTGCTGAGAAAG

AGAGCTGGGTTGTGTGCGGGACACAGTCTGGGGCTCTCCTGGTCATCAATGTTGAAGAGGAGACAAAGAGACACACC

CTGGAAAAGATGACTGATTCTGTCACTTGTTTGCATTGCAATTCCCTTGCCAAGCAGAGCAAGCAAAGTAACTTTCT

TTTGGTGGGAACTGCTGATGGTAACTTAATGATATTTGAAGATAAAGCCGTTAAGTGTAAAGGAGCTGCCCCCTTGA

AGACACTACACATAGGCGATGTCAGTACGCCCCTGATGTGCCTGAGCGAGTCCCTGAATTCATCTGAAAGACACATC

ACATGGGGAGGGTGTGGCACAAAGGTCTTCTCCTTTTCCAATGATTTCACCATTCAGAAACTCATCGAGACAAAAAC

CAACCAGCTGTTTTCTTACGCAGCTTTCAGCGATTCTAACATCATAGCGCTGGCAGTAGACACAGCCCTGTATATTG

CCAAGAAAAACAGCCCTGTCGTAGAGGTGTGGGACAAGAAAACAGAAAAGCTCTGTGAATTAATAGACTGTGTGCAC

TTCTTAAAGGAGGTGATGGTAAAACTAAACAAGGAATCGAAACATCAGCTGTCCTACTCTGGGAGGGTGAAGGCCCT

CTGCCTGCAGAAGAACACGGCTCTCTGGATCGGAACTGGAGGAGGCCACATCTTACTCCTGGATCTTTCTACTCGGC

GAGTTATCCGCACCATTCACAATTTCTGTGATTCTGTGAGAGCCATGGCCACAGCACAATTAGGAAGCCTTAAGAAT

GTCATGCTGGTTTTGGGGTACAAGCGGAAGAGTACAGAGGGTATCCAAGAACAAAAAGAGATACAATCTTGTTTGTC

TATTTGGGACCTCAATCTTCCACACGAGGTGCAAAATTTAGAAAAACACATTGAAGTAAGAACAGAATTAGCTGATA

AAATGAGGAAAACATCTGTTGAATAGAAAGACATCAGGCAGTCTCGATGTTATATTGAATAAGACATCAGACATCCT

CGTCACTATATTGAAAAGGACATCAGACATCCTCGCCAATATGTTAGAAAATGTACTCTTCTTTTTAAAATATATTT

TTAAAATGTTTACATTGAAAAGAGTATGCCTATTCTTTACAAAGTTCATATGTATATGAAGGAATGTGTATGTCTTA

TGTTTAATTTAATATATGTAAAAATATTTATCAGTAAATATGTTTTAAAAAACTATTTAATTTAGCATTATATTTTC

TATACTCCTTAACTAATTTGAAGGGATAAACAAAAGAAATCTACAAAGCATTTAATTTCAGTATTTATACTAAAATT

AATAAAAATATCATGTTTGTTTTGCTATGTATTGTGATGATAAAGCCTATTTTAAATTGTTGATTAAGACACAGATG

TTGCTTGATTATCTATGGACTCAGCGGAGTAGAATAAAATATCTGGTCAATTTCCAAGTAAGAGACTCTTTCATATC

TTGTTTTCAAGTGAATTATCATCATTAATGTAAACTGTCATATTTTCACTAATAAAGATTTTTGTTAGCTCAGGAAA

[0898] SEQ  ID  NO:6

[0899] >SEQ  ID  NO:5的反向互补

[0900] TTTCCTGAGCTAACAAAAATCTTTATTAGTGAAAATATGACAGTTTACATTAATGATGATAATTCACTT

GAAAACAAGATATGAAAGAGTCTCTTACTTGGAAATTGACCAGATATTTTATTCTACTCCGCTGAGTCCATAGATAA

TCAAGCAACATCTGTGTCTTAATCAACAATTTAAAATAGGCTTTATCATCACAATACATAGCAAAACAAACATGATA

TTTTTATTAATTTTAGTATAAATACTGAAATTAAATGCTTTGTAGATTTCTTTTGTTTATCCCTTCAAATTAGTTAA

GGAGTATAGAAAATATAATGCTAAATTAAATAGTTTTTTAAAACATATTTACTGATAAATATTTTTACATATATTAA

ATTAAACATAAGACATACACATTCCTTCATATACATATGAACTTTGTAAAGAATAGGCATACTCTTTTCAATGTAAA

CATTTTAAAAATATATTTTAAAAAGAAGAGTACATTTTCTAACATATTGGCGAGGATGTCTGATGTCCTTTTCAATA

TAGTGACGAGGATGTCTGATGTCTTATTCAATATAACATCGAGACTGCCTGATGTCTTTCTATTCAACAGATGTTTT

CCTCATTTTATCAGCTAATTCTGTTCTTACTTCAATGTGTTTTTCTAAATTTTGCACCTCGTGTGGAAGATTGAGGT
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CCCAAATAGACAAACAAGATTGTATCTCTTTTTGTTCTTGGATACCCTCTGTACTCTTCCGCTTGTACCCCAAAACC

AGCATGACATTCTTAAGGCTTCCTAATTGTGCTGTGGCCATGGCTCTCACAGAATCACAGAAATTGTGAATGGTGCG

GATAACTCGCCGAGTAGAAAGATCCAGGAGTAAGATGTGGCCTCCTCCAGTTCCGATCCAGAGAGCCGTGTTCTTCT

GCAGGCAGAGGGCCTTCACCCTCCCAGAGTAGGACAGCTGATGTTTCGATTCCTTGTTTAGTTTTACCATCACCTCC

TTTAAGAAGTGCACACAGTCTATTAATTCACAGAGCTTTTCTGTTTTCTTGTCCCACACCTCTACGACAGGGCTGTT

TTTCTTGGCAATATACAGGGCTGTGTCTACTGCCAGCGCTATGATGTTAGAATCGCTGAAAGCTGCGTAAGAAAACA

GCTGGTTGGTTTTTGTCTCGATGAGTTTCTGAATGGTGAAATCATTGGAAAAGGAGAAGACCTTTGTGCCACACCCT

CCCCATGTGATGTGTCTTTCAGATGAATTCAGGGACTCGCTCAGGCACATCAGGGGCGTACTGACATCGCCTATGTG

TAGTGTCTTCAAGGGGGCAGCTCCTTTACACTTAACGGCTTTATCTTCAAATATCATTAAGTTACCATCAGCAGTTC

CCACCAAAAGAAAGTTACTTTGCTTGCTCTGCTTGGCAAGGGAATTGCAATGCAAACAAGTGACAGAATCAGTCATC

TTTTCCAGGGTGTGTCTCTTTGTCTCCTCTTCAACATTGATGACCAGGAGAGCCCCAGACTGTGTCCCGCACACAAC

CCAGCTCTCTTTCTCAGCAGCGAGATGCACCAAAGCCAAGCACAGTATTCTACTATCAGCAACTTCCTCATAGCTGT

ATCTTTCCGTGTTTAAGTCAAATAAGGAAAGCTGTCCTTTTTCTGTGTTCCCACATCCCAACCAGAGAGTCGCACTC

TTGCTATTGAGATTCGTGGCAACCATGCATTCAACAATGATGTTCTTAGGTATTAAAATGTGTCGCATGAGGCAAAT

TAATTCAGCCGAATTCAAAATGTCAAAGACCTGGGCAGAAGTGGGTCTTTCTTGAGGATTTTCTTTCAAACACTTTG

TAATTAACTTCTCAACCATAGGCCATGGGGCACAGCCATATTCTTTAACTGGATCTGGCAACTTCCCTTGTATGGCT

AACTCATCAAACTCATTTGGGAACCTCAAACCCTCCATAATCCTACTCCCAGTTGTCCAAATATCGTGAAGTAGTAA

GCCAAAAGAATAAACATCGGCCTGTTGGTTATAAATGACATTCCCCCTGGCAACTTCAGGTGCCCGGAACCCTGGGG

TGCCCTCTGATGTCTTTATTCCCATCCTGCAGCAGTACTGTGCGATCCCGTAGTCCGCAATCTTCGCAATGATGGCA

GCATTGGGATACAGGGTAAAAAGCAGCACATTGTGGGGCTTCAGGTCACGGTAAATAATCATGGCTGAGTGGAGATA

CCTCAGGCCGTCGGCCACATGCAACGCGATCCTGTGCTGGAGGGTTCTGGTGAGGCTGGCTTTGTCCTGCTGCAGCA

GGCGATCCAAGGAACCTTTGGAGGCCAACTCCATTACCAACATCCGAGGACGAATACCAGCCGCCAGCAAGGATATC

AGGCTGGGGTGGTGAAGGTGACAAAGGACCACCAACTCTTGTCTTAACAGCCTAAGAGATGTGTGCTTATTAAAAAT

CTTCACAGCCACTTCCTCTCCTTCGTAGGCAGCTCGATAAACGGATCCAAAACTTCCATCGCCTAAGAGAAACTCTG

GTGCTTCCTCAAATTCCAACTCATCATTGTTCAACATGATATTTCTAGGCAGGTCAGCCAAGATCAAGTCCGGAGCA

ATCTGGGATATTGGAATAGTGAGCCTTGGTTGGTCTGGATTTATTAACAGGTCTCCTTCTTCAGCCTTCTTCATCAA

CTCATCAAGCAAGATCTTCTGATGTTCTTCACCATCATTAAAACTGTACAATGCCCATTTCTTCAACAGAGTTTCTC

CTTCCCCACAAATGTCAATCTCCAGTAACCCGGGAAACCATTCTTCCATGAGTGAGTCAATATGATCCACAACTCGG

CCCAGAAGAATACAACCTTTTCTACAAGACGGAACTGTGATTTTCAAGAAACTCTCAGGTCGATTGTCTAAGACTTC

AGAGCCTACCAGACAGTATGCTTCTGGAGACCAATTCAAGTAGATGCCTTGCCGCCAATACATCCTGTTAGGGCGTA

GTGCTCTCTCTCTGCCAGAAAGCATGAAGGGTGAGATTTCAAGTAATCGGTTAATCAATCTTGACCAAAATCCCATG

GGAAAGTACGGCATTTCGTACAGCCGGATGATGATCTCAGAGTTCTCACAGTGGGGGAGCTCTATCACTGGCCTGTG

GTCAGACAAGCTGCTTGGAACCAGAAGATATTCTTCCCCTATTGGCAATGCGATCTGAAATTTTTCTAATAGTTTAA

AGTATTGCATCATATAGTTCTTCGGGAATCGCTTCTTCTTTGAAAGGAATTTTTCCACATCTCTCCGGGAAATGATG

CCCTTAGGATGTTTCAGACAGCCGTCTACCTTCACTGTCAAGATCTGTGCCATGACTTTACAAAGCCACTTGGGTTC

CACAAAGTACAGGTCACTTAGCTGCAGGGCAGGGTCTTGAAAATGCAGAAGAACTCCCGACTCATTTAGGAAGTGAA

CGGCGTGTGGGAGCTCGTTCTCATCCAGCTGCAGCTGATGTTCGTTCACGAGCTGTAACAGGTGTTTCCGGTTAATC

ACAGGAAACTCAGTCGGCACAGCTTTCCGCTCTGATAAAATGATTTTCTCCAGTTCTACGTAGCAATCTGGAATTAG

CTGCCCAACCACAGGCTGATCTCGGATCTTGAAATTAAGGCTCTCATTTATGATGGTTTTCCGAAGCTTTGCCAGCG
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CATCTGACTCCTCGGTGGCATTCACAAAGTGGTAGTCCCGGATGGTGGGGAATCCTCGCTTATTTAGGAGTTCCTTC

GTGATTTTGCTTATGCACGCTTTCCGCTGCTTCTCATCAGAAACATCCAAATGTGTGCCCACCAGAATCACCGGGGA

AGAAGAGGCACGAGCCTTGATATTGAAGAGCCAGGGCTTCATGGCGTCCACCTCTGCCTGCCCCTTGCTGAGATCAT

AGACAGCCAGGTAGAGGGCTCTCTGGGTCATGAAGTGGGGGTGAGTGCTGTAGAATTCCTCACGACCTGCAAAATCC

CACACGTTTAGAACCAGGTCCTTTCTCCTTTTGCCCCGTATTTGGATGGACCAGTCTCGCACGTCTATGCCGACTGT

GGCACCCTGCATGCCAAGTTCTGGTTTCTTCATTTTCATGAGTTGTTGCAGTAAAGTGGTCTTACCGCTCCCCGTAT

TTCCCACAATCATGAGCTTCATTCGGTTGTAGGGTACAGCCTTTTTCAGACGTTGTTGTAGAAACCTTATGATGTCT

TTGGCCTTGCATCCTACGTGCTTAAAGTCAAAATTCAGATGCAGTCCGTCCAAGGGAAGATCCCATATCTTGCTCAA

CTTCCCCATTTCATTTGGGAAGGACCTCAGTTCCAAGTTGTAACTGACGTCGAGAGACGTCAGATTTTCAAGGCAGC

CAATTTCTGGAGGAATCTCTTTCAGTTTATTATGAGAGAGATGCAGTTTCTCTACTCTTGACCACACGTGTGGGTTC

TCACTAAAGTCTAAGGTGCTGATCTGATTCTTGCTAAAAATGAGTTCCCTTAAGTTCAGAGACTTCCAATGTGCAGG

TCCCGGCAGACATTCAATGTTGTTGTGGCTCATATCCAAGGACCGCAAGTGCGGAAGACTGAAAATCGCTTCTGGAA

TGCACGTGAAAGAGTTCTGAGACAATTTTAAGCTCGTTATGGAAGAAGGTAAGGCAGGCATTGCAGCAAGAAAATTC

ATGCGAGCACTGAAACTCTCGACTTTTGAACAAGCCTCAAGAAAATCTCCAGGTAGGGATGGAATGTGATTTTTACT

AAGATTTAAAATCTTCAGTTCCTTCAGGCTCAGGGGAGAGCAAATCCCGGATATTTTATTTCCTTCCAGTAGGAGCT

GCTCAAGTTTCTCCACCACTTGGGCAAGATTCTCTGGGATTGAAGAGAGCTGGTTATAGGACAGATTCAACTGTTTG

AGGCTTGGACACTTCATCGCAGGGTCTAAAACTACTGTTGGCCCGATGTCATTTCGAGAGGCATCTAGGTTGGTGAT

ACGTGGCATTTTCAACACGAAAGAGGGAAATGAGGTGAATTTGTTACTGTGCAAATCCAAGTGTATCAAACACTTCA

GAGTCTCACACAGCTGCTGTGGGAAGCTCGTGAGTGAATTCTGGTGAAGTTCCAGTTTGGTGAGATGTTCCAGGTGG

CTACTGAGGCAACACTTCTGGCTCAGAGCATCAATATCTTTGAGTTCGTTGGCAGATAGGTCTAACGACGTGATGTG

TTCTCTCTCAGAAGCCAGGGAAGAAGAGCTATCTGATTGCCTCATATGGGACGGCAGCCTTGAGGACCTGAGAGACT

CATCTGAAGACAGTATTTTTCTTTTTCGTCTCAGTAAGTCTTCATGGTCAAAAACAGGACCCAGCGAATTGGAATGC

CTCTGAGCATTTGGTGAGCAGCGCTGCAGAGCTAGATCTCTGTAAACTTCCCCTACACTAATTGAGTTGGACTTCCT

CTTCACGAGAAATGAGCTCTCGCTGCCTTCGCTATCCAGATCATCGCTCTGGCCAAACACACTGTCCATAGAAGAGT

CGGGAATAAAGGTCCATTCTCCAAATTTCGCCAGCGCGTCTTCAGAAAACTTGCCGTCACTGCCTGAGGCCACGCCT

TCTTGAAGGGTGTTTCTCATCTGATACCGGAGCACTTTCCTCGCTAGGACAGATCCTGTGTTTGTTTGCTTCCTTAA

ATTGGATGACTTATCTGGAAATAAAGGACCAAGCCAAGAAGGATCAATTTTTCCTATGCCAAATCCTCCAAGGCAAA

TGCTGTTGTTGGCCAGGTCCAGGGCAAGTTTCCTGAGGAGCAAGCTGATGACCTGGCTGTCGCCCTTTTGGATGCTT

ACGGTCAGGGCCTTCCGTACATCTTGTTCACGACAACCACCATTAAGCAACAGTTCCACCAATTTAGGACTGCTCTC

TTTCTCACATACCTGATAGATTAAAGAAGTTGCCCCCTTCACTTGGTTGGCATCAGCTCCCAAGAGGAGCAAACATT

CAACCATGATGCTGTTATTCTGATCGCAGGCTCTCTCTAGCATGGTGTTTTTCAGCTCATCATCCACGGCCACTTTT

GCAAAGCATTTGCAACATAGATTGAGGAACTGCTCATCCTTTTGTTCTACAACACTGGAAGACATCTGATGAAATAT

CACCACATCAAAGGAATAGTGCACTAGCAGCTTGGAGAAAGATACTGACAGCTCAAGTATTGACAGGGTTGTCTGTA

ATCCTGTAGTCTGCACCTCAGCAACATCTTTAAAGCGCTGCAAAGTGGAAGCCAGAATTTTTGCCAGGAGGTGCCCT

GTCCCTATGCAGAAATTCTTCTTTGTCATCAAGCATCCCATAAGGTGTAAGCCCAGACACTGAATTTCTTGGTCATC

TGGATACATCTGTAAGGTGTGGAGGACTGAGTCAACTGCTCCTTGCAGGGACAATGTCTCTGTGGCATCAGGAAGGT

GCGCGAGAGAAGAGATTACTTTCAATCCACATTTCTGAATCCCAGGATTCCCAATGAACCTGTTCAGAGCGACTAGA

ACCAGCTTGTGGATGTCAGTCCTGAAACACTGTTTTCTGAGCACATTTGGTCTGCATTGAGAGTCCTCCCTGGATTC

TTCCAATAGTCCTGGCACAACGAAATGCAAGATAGCTCGCAGCGCCTCCAGCTGGACTGACAGAGACGTTCCGTGGG
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CTTTCATCACTGTTAGTATTTTAGGGACCACTGCTGCCATTGTATCCAGAGAAGGGTTACTTCCTTCAAACAGGTGA

CTCAGCATCTTGCAGCCACTCTCTGCCACCTCAGGCGCATGGGCATGCTTCTGCATCAATTCCAAGACATTCAGGTA

TACTCCTTTTGCCAGCAGGATTTTCCTGAAATTAACATTTTGTTCCAAGAGAGTGGACAGAGCATGTGCAGCTGCTT

GGAAGACATCTTTGGAAGAAGAGTGCATCAGCATAGACAGCATCACTTCCCTGTGCGCAGGGAACTGGCCATCTTCA

TCTCCGATCTTCTCATGCAAACTGTTCTGGTACATAAGGAGGTTATTTAGTGCCCAGCAGGCAGCCTCCTGCACGTG

TTTGTCCTTTCGATGGCGCACCAGGGCTTTATAGCAGGGTTCCAGCCAGAAAAGCTTCTCACTGTCTTCCTCTTCGC

TCTGCTCTTGAGTCTCACTTCTTTCCTCCAAGTCTTGGTTTAAGAAAATAGTCTCAGTGAGGAGTGCTAAACAGCTG

AGTGCAGAGATCTGTAAGGCTGCGTTCTCAGGATACTGTCGGACCGCTTTCACCACAAAGACATGCACTTCGTTCAA

CACCAGGATGTTGAAAAAGTTACCTAATGTAAGCTTCTGGAACAAGGAGCAGCTCACCTCTTGGATGTTTTCATTGG

TGGGGAAGGCTTTCATGGCCTCCACCACAAGATTGTAGCACCGGACATTCCCACTCATGAGGACCTCTACATTGCTG

CATGTAACCGCCAGGGAATGCAAGCAGCAAAGTACGTGGTACACAATCTCCTTGTCCCTTCTGAAGCTGCCGAACGT

ACTCAGCAGTATCGTGTAATCTTTGTTCTCCACAAACTCAGTCAGCTGTTCCTCGGAAACTCTCTCAAAAAGCACGT

GTAAAGCTTTGCATCCCAGTTTTTGGACTTCATCATTGGCTGAATATCTGTGCATGGCATCAAAAATTAACAAGAAA

ATATCACATTCTTCATCCAGTATCAGCAAGGTGAGTTTACCTGAATCTAGGAGGAGATCCAAGGCTTTTAGTCCAAC

TATTGACAGGTTTACATTGGCGTGATGAACAGTTAACATTTTAAGAATCAGCCGGTGAATACCAAGGACTTCCCAAT

CATTTCCAATATCCTGGGGTCCTATTAAGCTTTGCAATGTCCCTGGACAGACTTCTATTAATTTGCACAGAAGTGAC

CACCCCGCCTGCTGTACACTGGCAACTCTCATGTAGGAGTCCAGGACAATCAACAGAGGCACGTGGAAATTTTTATC

TTCAAATAACTTGGAGGCGCGGTCCGAGTAGGTGAACACCAGCATGTCCTCCAGGAGCTGAAGCAACGTCTCGATCT

GCTTGCCTTCCTGGACATTATTCAGCCTGACTATCAACTTCTTCAGAGCCTCCTCCTCCTCTTCCTCTTCGCAGCCC

TGACAGGCGCCACTGGCCATGGTGCAGCCGGCGGGGACTGCGGCGAGCTGGGACGGCTCCTGCTCTCAGAGCTGCTC

[0901] SEQ  ID  NO:7

[0902] >NM_001191789.1褐家鼠富亮氨酸重复激酶2(Lrrk2) ,mRNA

[0903] ATGGCCAGTGGCGCCTGTCAGGGCTGCGACGAGGAAGAGGAGGAGGAGGCTCTGAAGAAGTTGATAGTC

AGGCTGAATAATGTCCAGGAAGGCAAGCAGATCGAGACGTTGCTCCAGCTCCTGGAGGACATTCTGGTGTTCACCTA

CTCCGACCGCGCCTCCAAGTTATTTGAAGGCAAAAATGTCCACGTGCCTCTGTTGATAGTCCTGGACTCCTACATGA

GAGTCGCCAGTGTGCAGCAGGTGGGGTGGTCACTTCTGTGCAAATTAATAGAAGTCTGTCCAGGGACATTGCAAAGC

TTAATAGGACCCCAGGATATTGGGAATGATTGGGAAGTCCTTGGTATTCACCGACTGATTCTTAAAATGTTAACTGT

TCATCATGCCAACGTAAACCTGTCAATAGTTGGACTAAAAGCCTTAGATCTCCTCCTAGATTCAGGTAAAATTACTC

TGCTGATACTGGATGAAGAATGTGATGTTTTCCTGTTAATTTTTGATGCCATGCACAGATATTCAGCCAACGAGGAA

GTCCAGAAGCTTGCGTGCAAGGCTTTACATGTGCTGTTCGAGAGAGTGTCCGAGGAGCAACTGACTGAGTTTGTGGA

GAACAAAGATTACATGACCCTGCTGAGTACGTTCCGCAGCTTCAAGAGGGACGAGGAGATTGTGCACCATGTACTCT

GCTGCCTGCATTCTCTGGCCGTCACTTGCAGCAATGTGGAGGTCCTCATGAGTGGGAATGTCAGGTGTTACAATATT

GTGGTGGAAGCCATGAAAACATTCCCCACCAGTGAAAACATTCAAGAGGTGAGCTGCTCCTTGCTCCACAAGCTTAC

ATTAGGTAATTTTTTCAACATCCTGGTGTTGAACGAAGTCCATGTCTTTGTGGTGAAAGCCGTCCAGCGGTATCCCG

AGAACGTAGCCTTACAGATCTCTGCACTCAGCTGCTTAGCCCTCCTCACCGAGACTATTTTCTTAAACCAAGACCTG

GAAGAAAGAAGTGAGACTCAGGAAAACAGCGATGAGGACAGTGAGAAGCCTTTCTGGTTGGAACCCTGCTATAAAGC

CCTGATGCGCCATCGAAAGAACAAACACGTGCAGGAGGCCGCCTGCTGGGCCCTAAATAATCTCCTCATGTACCAGA

GCAGTTTGCACGAGAAGATTGGAGATGAAGATGGCCAGTTCCCGGCGCACAGGGAAGTGATGCTGTCTATGCTGATG

CACTCTTCTTCCAAAGACGTCTTCCAAGCAGCTGCGCATGCTCTGTCCACTCTCTTGGAACAAAACGTTAATTTCAG
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GAAAATCCTGCTTGCAAAAGGAGTGTACCTGAATGTCTTGGAGTTGATGCAGCGGCACGCCCAGGTTCCTGAGGTGG

CAGAGAGTGGCTGCAAGATGCTGAGTCATCTGTTTGAAGGAAGCAACCCTTCTTTGGATACAGTGGCGGCAGTGATC

CCCAAAATACTAACAGTGATGAGAACCCATGGAACGTCTCTGTCAGTCCAGCTGGAGGCACTGCGAGCTCTTCTGCA

TTTTGTGGTGCCGGGAGTATCAGAAGATTCCAGGGATGACTCGCGATGCCAACCAAACGTGCTCAGAACACAGTGCT

TCAGGACTGACATCCACAAGCTGGTTCTAGCCGCTCTGAACAGGTTCATTGGGAATCCCGGGATTCAGAAATGTGGA

TTGAAAGTCATCTCTTCTTTCGCACATCTTCCCGATGCCTTAGAGATGTTATCCCTGCATGGAGCAGTTGACTCAGT

CCTCCATACCTTACAGATGTATCCAGATGACCAAGAAATTCAGTGTCTGGGCTTACACCTTATGGGATGCCTGATGA

CAAAGAAGAATTTCTGCATAGGGACAGGGCACCTCCTGGCAAAAATTCTGGCTTCCACCTTGCAGCGATTTAAAGAT

GTTGCTGAAGTACAGACTACAGGATTACAGACGGTCTTGTCAATGCTTGACCTGTCCGTATCTTTCTCCAAGCTGCT

AGTGCACTATTCATTTGATGTGGTGATGTTTCATCAGATGTCTTCCGGTGTCCTGGAACAAAAGGATGAGCAGTTTC

TCAACTTATGCTGCAAATGCTTTGCAAAAGTGGCTGTGGATGATGAGCTGAAAAGCAAGATGCTAGAGAGAGCCTGC

GATCAGAACAACAGCATCATGGTCGAATGTTTGCTCCTCTTGGGAGCCGATGCCAATCAAGCGAAGGGGGCAACTTC

TTTAATCTATCAGGTATGTGAGAAAGAGAGCAGCCCTAAATTGGTGGAACTATTGCTTAACAGTGGGTGCCGTGAAC

AAGATGTACGGAAAGCCCTGACAGTAAGCATCCAAAAGGGCGACAACCAGGTCATCAGCTTACTCCTGAGGAGACTT

GCCCTGGACCTGGCCAACAACAGCATTTGCCTTGGAGGATTTTGCATAGGAAAACTTGATCCTTCTTGGCTAGGCCC

TTTATTTCCAGATAAGTCATCTAATTTGAGGAAACAAACAAATGCGGGGTCTGTCCTAGCGAGGAAAGTGCTCCGGT

ATCAGATGAGAAACACTCTTCAAGAAGGCGTGGCCTCAGGCAGTGAGGGCAACTTCTCTGAGGATGCGCTGGCGAAA

TTTGGCGAATGGACCTTCATTCCCGACTCTTCTATGGACAGTGTGTTTGGCCAGAGTGACGATCTGGATAGCGAAGG

CAGCGAGAGCTCCTTTCTGGTGAAGAAGAAGTCCAACTCAGTTAGTGTAGGAGAAGTTTACAGGGACCTAGCTCTGC

AGCGCTGCTCACCAAATGCTCAGAGGCACTCCAGTTCCTTGGGTCCTGTTTTTGATCACGAAGATCTACTGAGACGA

AAAAGAAAAATACTGTCCTCAGATGAGTCTCTCAGATCCTCAAGGCTGCAGTCCCATACGAGACAATCAGATAGCTC

TTCTTCTCTGGCTTCTGAGAGAGAACACATCACGTCTTTAGACCTTTCTGCCAACGAACTGAAAGATATTGATGCTC

TGGGCCAGAAGTGTTGCCTCAGTAGCCACCTGGAGCATCTCACCAAGCTGGAACTTCACCAGAATTCACTCACGAGC

TTCCCACAACAGCTGTGTGAGACTCTGAAGTGCTTGACACATCTGGATTTGCACAGTAACAAATTCGCCACCTTTCC

CTCCTTCATGTTGAAAATGCCAAGTGTTATCCACCTAGACGCCTCTCGAAATGACATCGGACCAACAGTTGTTTTAG

ACCCTGTGGTGAAGTGTCCAAGCCTCAAACAGTTTAACCTGTCCTACAACCAGCTCTCTTCCATCCCAGAGAACCTG

GACCAAGTGGTGGAGAAACTGGAGCAGCTCCTACTGGAAGGAAACAAAATATCCGGGATTTGTTCTCCCTTGAGCCT

GAAGGAACTGAAGATTTTAAACCTTAGTAAAAACCACATTCCATCCCTACCTGAAGACTTTCTCGAGGCTTGCCCGA

AAGTGGAGAGCTTCAGTGCCCGCATGAATTTTCTCGCTGCAATGCCTGCCTTACCGTCTTCCATAACTAGCTTAAAA

TTGTCTCAAAACTCTTTCACGTGCATTCCAGAAGCGATCTTCAGTCTTCCACACTTGCGGTCCTTGGATATGAGTCA

CAACAACATTGAACACCTGCCGGGACCTGCACATTGGAAGTCTCTGAACTTAAGGGAACTCATTTTTAGCAAGAATC

AGATCAGCACCTTAGACTTGAGCGAAAACCCACACATATGGTCAAGAGTAGAGAAGCTGCATCTCTCTCATAATAAA

CTGAAAGAGATTCCTCCAGAAATTGGCCGTCTTGAAAACCTGACATCTCTTGATGTCAGTTACAACCTGGAACTGAG

GTCCTTTCCAAACGAAATGGGGAAGTTAAGCAAAATATGGGATCTTCCCTTGGATGGACTGCACCTCAACTTTGACT

TTAAGCACATAGGATGCAAAGCCAAAGACATCATAAGGTTTCTACAACAACGTCTGAAAAAGGCCGTGCCCTACAAC

CGAATGAAGCTCATGATTGTGGGCAATACGGGGAGTGGTAAGACCACTCTACTGCAGCAGCTCATGAAAATGAAGAA

ATCAGAACTCGGCATGCAGGGCGCCACGGTTGGCATAGACGTGCGAGACTGGCCCATCCAAATACGAGGCAAAAGGA

AAAAGGACCTTGTTCTAAACGTGTGGGACTTTGCAGGCCGTGAGGAATTCTACAGCACTCACCCCCACTTCATGACC

CAGAGAGCCCTGTACCTGGCTGTCTACGACCTCAGCAAGGGGCAGGCGGAGGTGGATGCCATGAAGCCCTGGCTCTT
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CAACATCAAGGCTCGTGCCTCTTCTTCCCCGGTGATTCTGGTGGGCACACATTTGGATGTTTCTGATGAGAAGCAGC

GCAAAGCCTGCATAGGCAAAATCACGAAGGAACTCCTTAATAAGCGAGGATTCCCCACCATCCGGGACTACCACTTC

GTGAATGCCACTGAGGAGTCGGATGCGCTGGCAAAGCTCCGGAAAACCATCATAAATGAGAGTCTTAATTTCAAGAT

CCGAGATCAGCCCGTGGTTGGGCAGCTAATTCCAGATTGCTACGTAGAACTGGAGAAAATAATCTTATCGGAGCGTA

AAGCTGTACCAACGGAGTTTCCTGTAATTAACCGGAAACACTTACTCCAGCTGGTGAAGGAACACCAGCTGCAGCTG

GATGAGAACGAGCTCCCCCACGCTGTTCACTTCCTGAATGAGTCAGGAGTTCTTCTGCATTTTCAAGACCCCGCATT

GCAGCTGAGTGACCTGTACTTTGTGGAACCCAAGTGGCTTTGTAAAGTCATGGCACAGATTTTGACCGTGAAAGTGG

ACGGCTGCCTGAAGCATCCTAAGGGCATCATTTCACGGAGAGATGTGGAAAAATTCCTTTCCAAGAAAAAGCGATTC

CCTAAGAACTACATGGCGCAGTACTTCAAACTTTTAGAAAAATTTCAGATCGCATTACCAATAGGGGAAGAATATCT

GCTGGTTCCAAGCAGCTTATCTGACCACAGGCCAGTGATAGAGCTCCCCCACTGTGAGAACTCTGAGATCATCATCC

GGCTGTATGAAATGCCATACTTTCCAATGGGATTTTGGTCAAGATTGATTAACCGATTACTTGAAATCTCACCTTTC

ATGCTTTCTGGAAGAGAGAGAGCACTACGCCCAAACCGAATGTACTGGCGCCAAGGCATCTACTTGAATTGGTCTCC

AGAAGCCTACTGTCTGGTGGGCTCTGAAGTCTTAGACAGTCGCCCAGAGAGTTTCTTGAAAATCACAGTTCCATCTT

GTAGAAAAGGTTGTATTCTTTTGGGCCGAGTTGTGGATCATATTGACTCACTCATGGAAGAATGGTTTCCTGGATTG

CTGGAGATTGACATTTGTGGGGAAGGAGAAACTTTGTTGAAAAAATGGGCATTGTATAGTTTTAATGATGGCGAAGA

ACATCAGAAGATCTTGCTTGATGAGTTGATGAAGAAGGCTGAAGAAGGAGACCTGTTAATAAATCCAGATCAACCAA

GGCTCACCATTCCAATATCCCAGATTGCTCCGGACTTGATCTTGGCTGACCTGCCTAGAAATATTATGTTGAACAAT

GACGAACTGGAATTTGAGGAAGCACCCGAGTTTCTCTTAGGTGATGGAAGTTTCGGATCAGTTTATCGAGCTGCCTA

CGAAGGAGAGGAAGTGGCTGTGAAGATTTTTAATAAGCACACATCGCTTAGGCTGTTAAGACAAGAGTTGGTGGTAC

TCTGTCATCTCCACCATCCCAGCTTGATCTCCCTGTTGGCGGCTGGGATTCGTCCTCGGATGCTGGTAATGGAGTTG

GCCTCCAAGGGTTCCTTGGATCGCCTGCTGCAGCAGGACAAAGCCAGCCTCACCCGGACCCTCCAGCACAGAATCGC

ATTGCATGTGGCCGATGGCCTGAGATATCTGCACTCGGCCATGATTATTTACCGTGATCTGAAGCCCCACAACGTGC

TACTCTTCACCCTGTATCCCAATGCCGCCATCATTGCGAAGATTGCGGACTACGGGATTGCACAGTACTGCTGTAGG

ATGGGAATAAAGACCTCAGAGGGCACCCCAGGGTTCCGAGCACCTGAAGTTGCCAGAGGAAATGTCATTTATAACCA

ACAGGCTGATGTTTATTCTTTTGGCTTACTACTTCATGATATCTGGACAACTGGGAATAGAATCATGGAGGGTTTGA

GGTTTCCAAATGAGTTTGATGAACTGGCCATACAAGGGAAATTGCCAGACCCAGTTAAAGAATATGGCTGTGCCCCG

TGGCCTATGGTTGAGAAGTTAATTACAAAATGTTTGAAAGAAAATCCTCAAGAAAGACCCACTTCTGCCCAGGTCTT

TGACATTTTGAATTCAGCTGAGTTAATTTGCCTCATGCGACACATTTTCATACCTAAGGACATCACTGTTGAATGCA

TAGCTGCTACAAACCTCAATAGCAAGCGAGCGACTCTCTGGTTGGGCTGTGGGAACACAGAAAAAGGGCAGCTTTCC

TTACTTGACTTGAACACGGAAAGATACAGCTATGAGGAAGTTACTGATAGTAGAATACTGTGCCTGGCTTTGGTGCA

TCTTGCTGCTGAGAAAGAGAGCTGGGTTGTGTGTGGGACACAGTCCGGAGCTCTCCTGGTCATCAATGCTGAAGATG

AGACAAGGAGACACACCCTCGACAAGATGACTGATTCTGTTACTTGCTTGTATTGCAATTCCTTTGCCAAGCAGAGC

AAGCAAAGTCACTTCCTTTTGGTGGGAACTGCTGATGGCAACTTAATGATATTTGAAGATAAGACCATTAAGTGTAA

AGGAGCTGCCCCATTGAAGACACTACACATAGGCGATGTCAGTACGCCCCTGATGTGCCTGAGCGAGTCCATGAATT

CATCTGAAAGACACATCACATGGGGAGGGTGTGGCACAAAGATCTTCTCCTTTTCCAATGATTTCACCATTCAGAAA

CTCATCGAGACAAGAACCAACCAGCTGTTTTCTTACTCAGCGTTCAGCGATTCTAACATCATAGCGGTGGCAGTGGA

CACAGCGCTTTATATTGCCAAGAAAAACAGCCCTGTCGTAGAGGTGTGGGACAAGAAGACAGAAAAACTCTGTGAAC

TAATAGACTGTGTGCACTTCTTAAAGGAGGTGATGGTGAAAATAAACAAGGACTCGAAGCACAAGCTGTCCTACTCT

GGGAGGGTGAAGGCACTCTGCCTGCAGAAGAACACAGCTCTCTGGATCGGAACTGGAGGAGGCCACATCTTACTCCT
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GGATCTTTCTACACGGCGAGTCATCCGCACCATCCACAATTTCTGTGATTCCGTGAGAGCCATGGCCACAGCTCAGT

TAGGCAACCTTAAAAATGTCATGCTGGTTTTGGGGTACAAGCGGAAGAGTACAGAAGGAACCCAAGAACAAAAAGAG

ATACAATCTTGTTTGTCTATTTGGGACCTCAATCTTCCACATGAAGTGCAAAACTTAGAAAAACACATTGAAGTAAG

AACAGAACTGGCTGATAAAATGAGGAAAACATCTGTCGAATAG

[0904] SEQ  ID  NO:8

[0905] >SEQ  ID  NO:7的反向互补

[0906] CTATTCGACAGATGTTTTCCTCATTTTATCAGCCAGTTCTGTTCTTACTTCAATGTGTTTTTCTAAGTT

TTGCACTTCATGTGGAAGATTGAGGTCCCAAATAGACAAACAAGATTGTATCTCTTTTTGTTCTTGGGTTCCTTCTG

TACTCTTCCGCTTGTACCCCAAAACCAGCATGACATTTTTAAGGTTGCCTAACTGAGCTGTGGCCATGGCTCTCACG

GAATCACAGAAATTGTGGATGGTGCGGATGACTCGCCGTGTAGAAAGATCCAGGAGTAAGATGTGGCCTCCTCCAGT

TCCGATCCAGAGAGCTGTGTTCTTCTGCAGGCAGAGTGCCTTCACCCTCCCAGAGTAGGACAGCTTGTGCTTCGAGT

CCTTGTTTATTTTCACCATCACCTCCTTTAAGAAGTGCACACAGTCTATTAGTTCACAGAGTTTTTCTGTCTTCTTG

TCCCACACCTCTACGACAGGGCTGTTTTTCTTGGCAATATAAAGCGCTGTGTCCACTGCCACCGCTATGATGTTAGA

ATCGCTGAACGCTGAGTAAGAAAACAGCTGGTTGGTTCTTGTCTCGATGAGTTTCTGAATGGTGAAATCATTGGAAA

AGGAGAAGATCTTTGTGCCACACCCTCCCCATGTGATGTGTCTTTCAGATGAATTCATGGACTCGCTCAGGCACATC

AGGGGCGTACTGACATCGCCTATGTGTAGTGTCTTCAATGGGGCAGCTCCTTTACACTTAATGGTCTTATCTTCAAA

TATCATTAAGTTGCCATCAGCAGTTCCCACCAAAAGGAAGTGACTTTGCTTGCTCTGCTTGGCAAAGGAATTGCAAT

ACAAGCAAGTAACAGAATCAGTCATCTTGTCGAGGGTGTGTCTCCTTGTCTCATCTTCAGCATTGATGACCAGGAGA

GCTCCGGACTGTGTCCCACACACAACCCAGCTCTCTTTCTCAGCAGCAAGATGCACCAAAGCCAGGCACAGTATTCT

ACTATCAGTAACTTCCTCATAGCTGTATCTTTCCGTGTTCAAGTCAAGTAAGGAAAGCTGCCCTTTTTCTGTGTTCC

CACAGCCCAACCAGAGAGTCGCTCGCTTGCTATTGAGGTTTGTAGCAGCTATGCATTCAACAGTGATGTCCTTAGGT

ATGAAAATGTGTCGCATGAGGCAAATTAACTCAGCTGAATTCAAAATGTCAAAGACCTGGGCAGAAGTGGGTCTTTC

TTGAGGATTTTCTTTCAAACATTTTGTAATTAACTTCTCAACCATAGGCCACGGGGCACAGCCATATTCTTTAACTG

GGTCTGGCAATTTCCCTTGTATGGCCAGTTCATCAAACTCATTTGGAAACCTCAAACCCTCCATGATTCTATTCCCA

GTTGTCCAGATATCATGAAGTAGTAAGCCAAAAGAATAAACATCAGCCTGTTGGTTATAAATGACATTTCCTCTGGC

AACTTCAGGTGCTCGGAACCCTGGGGTGCCCTCTGAGGTCTTTATTCCCATCCTACAGCAGTACTGTGCAATCCCGT

AGTCCGCAATCTTCGCAATGATGGCGGCATTGGGATACAGGGTGAAGAGTAGCACGTTGTGGGGCTTCAGATCACGG

TAAATAATCATGGCCGAGTGCAGATATCTCAGGCCATCGGCCACATGCAATGCGATTCTGTGCTGGAGGGTCCGGGT

GAGGCTGGCTTTGTCCTGCTGCAGCAGGCGATCCAAGGAACCCTTGGAGGCCAACTCCATTACCAGCATCCGAGGAC

GAATCCCAGCCGCCAACAGGGAGATCAAGCTGGGATGGTGGAGATGACAGAGTACCACCAACTCTTGTCTTAACAGC

CTAAGCGATGTGTGCTTATTAAAAATCTTCACAGCCACTTCCTCTCCTTCGTAGGCAGCTCGATAAACTGATCCGAA

ACTTCCATCACCTAAGAGAAACTCGGGTGCTTCCTCAAATTCCAGTTCGTCATTGTTCAACATAATATTTCTAGGCA

GGTCAGCCAAGATCAAGTCCGGAGCAATCTGGGATATTGGAATGGTGAGCCTTGGTTGATCTGGATTTATTAACAGG

TCTCCTTCTTCAGCCTTCTTCATCAACTCATCAAGCAAGATCTTCTGATGTTCTTCGCCATCATTAAAACTATACAA

TGCCCATTTTTTCAACAAAGTTTCTCCTTCCCCACAAATGTCAATCTCCAGCAATCCAGGAAACCATTCTTCCATGA

GTGAGTCAATATGATCCACAACTCGGCCCAAAAGAATACAACCTTTTCTACAAGATGGAACTGTGATTTTCAAGAAA

CTCTCTGGGCGACTGTCTAAGACTTCAGAGCCCACCAGACAGTAGGCTTCTGGAGACCAATTCAAGTAGATGCCTTG

GCGCCAGTACATTCGGTTTGGGCGTAGTGCTCTCTCTCTTCCAGAAAGCATGAAAGGTGAGATTTCAAGTAATCGGT

TAATCAATCTTGACCAAAATCCCATTGGAAAGTATGGCATTTCATACAGCCGGATGATGATCTCAGAGTTCTCACAG
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TGGGGGAGCTCTATCACTGGCCTGTGGTCAGATAAGCTGCTTGGAACCAGCAGATATTCTTCCCCTATTGGTAATGC

GATCTGAAATTTTTCTAAAAGTTTGAAGTACTGCGCCATGTAGTTCTTAGGGAATCGCTTTTTCTTGGAAAGGAATT

TTTCCACATCTCTCCGTGAAATGATGCCCTTAGGATGCTTCAGGCAGCCGTCCACTTTCACGGTCAAAATCTGTGCC

ATGACTTTACAAAGCCACTTGGGTTCCACAAAGTACAGGTCACTCAGCTGCAATGCGGGGTCTTGAAAATGCAGAAG

AACTCCTGACTCATTCAGGAAGTGAACAGCGTGGGGGAGCTCGTTCTCATCCAGCTGCAGCTGGTGTTCCTTCACCA

GCTGGAGTAAGTGTTTCCGGTTAATTACAGGAAACTCCGTTGGTACAGCTTTACGCTCCGATAAGATTATTTTCTCC

AGTTCTACGTAGCAATCTGGAATTAGCTGCCCAACCACGGGCTGATCTCGGATCTTGAAATTAAGACTCTCATTTAT

GATGGTTTTCCGGAGCTTTGCCAGCGCATCCGACTCCTCAGTGGCATTCACGAAGTGGTAGTCCCGGATGGTGGGGA

ATCCTCGCTTATTAAGGAGTTCCTTCGTGATTTTGCCTATGCAGGCTTTGCGCTGCTTCTCATCAGAAACATCCAAA

TGTGTGCCCACCAGAATCACCGGGGAAGAAGAGGCACGAGCCTTGATGTTGAAGAGCCAGGGCTTCATGGCATCCAC

CTCCGCCTGCCCCTTGCTGAGGTCGTAGACAGCCAGGTACAGGGCTCTCTGGGTCATGAAGTGGGGGTGAGTGCTGT

AGAATTCCTCACGGCCTGCAAAGTCCCACACGTTTAGAACAAGGTCCTTTTTCCTTTTGCCTCGTATTTGGATGGGC

CAGTCTCGCACGTCTATGCCAACCGTGGCGCCCTGCATGCCGAGTTCTGATTTCTTCATTTTCATGAGCTGCTGCAG

TAGAGTGGTCTTACCACTCCCCGTATTGCCCACAATCATGAGCTTCATTCGGTTGTAGGGCACGGCCTTTTTCAGAC

GTTGTTGTAGAAACCTTATGATGTCTTTGGCTTTGCATCCTATGTGCTTAAAGTCAAAGTTGAGGTGCAGTCCATCC

AAGGGAAGATCCCATATTTTGCTTAACTTCCCCATTTCGTTTGGAAAGGACCTCAGTTCCAGGTTGTAACTGACATC

AAGAGATGTCAGGTTTTCAAGACGGCCAATTTCTGGAGGAATCTCTTTCAGTTTATTATGAGAGAGATGCAGCTTCT

CTACTCTTGACCATATGTGTGGGTTTTCGCTCAAGTCTAAGGTGCTGATCTGATTCTTGCTAAAAATGAGTTCCCTT

AAGTTCAGAGACTTCCAATGTGCAGGTCCCGGCAGGTGTTCAATGTTGTTGTGACTCATATCCAAGGACCGCAAGTG

TGGAAGACTGAAGATCGCTTCTGGAATGCACGTGAAAGAGTTTTGAGACAATTTTAAGCTAGTTATGGAAGACGGTA

AGGCAGGCATTGCAGCGAGAAAATTCATGCGGGCACTGAAGCTCTCCACTTTCGGGCAAGCCTCGAGAAAGTCTTCA

GGTAGGGATGGAATGTGGTTTTTACTAAGGTTTAAAATCTTCAGTTCCTTCAGGCTCAAGGGAGAACAAATCCCGGA

TATTTTGTTTCCTTCCAGTAGGAGCTGCTCCAGTTTCTCCACCACTTGGTCCAGGTTCTCTGGGATGGAAGAGAGCT

GGTTGTAGGACAGGTTAAACTGTTTGAGGCTTGGACACTTCACCACAGGGTCTAAAACAACTGTTGGTCCGATGTCA

TTTCGAGAGGCGTCTAGGTGGATAACACTTGGCATTTTCAACATGAAGGAGGGAAAGGTGGCGAATTTGTTACTGTG

CAAATCCAGATGTGTCAAGCACTTCAGAGTCTCACACAGCTGTTGTGGGAAGCTCGTGAGTGAATTCTGGTGAAGTT

CCAGCTTGGTGAGATGCTCCAGGTGGCTACTGAGGCAACACTTCTGGCCCAGAGCATCAATATCTTTCAGTTCGTTG

GCAGAAAGGTCTAAAGACGTGATGTGTTCTCTCTCAGAAGCCAGAGAAGAAGAGCTATCTGATTGTCTCGTATGGGA

CTGCAGCCTTGAGGATCTGAGAGACTCATCTGAGGACAGTATTTTTCTTTTTCGTCTCAGTAGATCTTCGTGATCAA

AAACAGGACCCAAGGAACTGGAGTGCCTCTGAGCATTTGGTGAGCAGCGCTGCAGAGCTAGGTCCCTGTAAACTTCT

CCTACACTAACTGAGTTGGACTTCTTCTTCACCAGAAAGGAGCTCTCGCTGCCTTCGCTATCCAGATCGTCACTCTG

GCCAAACACACTGTCCATAGAAGAGTCGGGAATGAAGGTCCATTCGCCAAATTTCGCCAGCGCATCCTCAGAGAAGT

TGCCCTCACTGCCTGAGGCCACGCCTTCTTGAAGAGTGTTTCTCATCTGATACCGGAGCACTTTCCTCGCTAGGACA

GACCCCGCATTTGTTTGTTTCCTCAAATTAGATGACTTATCTGGAAATAAAGGGCCTAGCCAAGAAGGATCAAGTTT

TCCTATGCAAAATCCTCCAAGGCAAATGCTGTTGTTGGCCAGGTCCAGGGCAAGTCTCCTCAGGAGTAAGCTGATGA

CCTGGTTGTCGCCCTTTTGGATGCTTACTGTCAGGGCTTTCCGTACATCTTGTTCACGGCACCCACTGTTAAGCAAT

AGTTCCACCAATTTAGGGCTGCTCTCTTTCTCACATACCTGATAGATTAAAGAAGTTGCCCCCTTCGCTTGATTGGC

ATCGGCTCCCAAGAGGAGCAAACATTCGACCATGATGCTGTTGTTCTGATCGCAGGCTCTCTCTAGCATCTTGCTTT

TCAGCTCATCATCCACAGCCACTTTTGCAAAGCATTTGCAGCATAAGTTGAGAAACTGCTCATCCTTTTGTTCCAGG
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ACACCGGAAGACATCTGATGAAACATCACCACATCAAATGAATAGTGCACTAGCAGCTTGGAGAAAGATACGGACAG

GTCAAGCATTGACAAGACCGTCTGTAATCCTGTAGTCTGTACTTCAGCAACATCTTTAAATCGCTGCAAGGTGGAAG

CCAGAATTTTTGCCAGGAGGTGCCCTGTCCCTATGCAGAAATTCTTCTTTGTCATCAGGCATCCCATAAGGTGTAAG

CCCAGACACTGAATTTCTTGGTCATCTGGATACATCTGTAAGGTATGGAGGACTGAGTCAACTGCTCCATGCAGGGA

TAACATCTCTAAGGCATCGGGAAGATGTGCGAAAGAAGAGATGACTTTCAATCCACATTTCTGAATCCCGGGATTCC

CAATGAACCTGTTCAGAGCGGCTAGAACCAGCTTGTGGATGTCAGTCCTGAAGCACTGTGTTCTGAGCACGTTTGGT

TGGCATCGCGAGTCATCCCTGGAATCTTCTGATACTCCCGGCACCACAAAATGCAGAAGAGCTCGCAGTGCCTCCAG

CTGGACTGACAGAGACGTTCCATGGGTTCTCATCACTGTTAGTATTTTGGGGATCACTGCCGCCACTGTATCCAAAG

AAGGGTTGCTTCCTTCAAACAGATGACTCAGCATCTTGCAGCCACTCTCTGCCACCTCAGGAACCTGGGCGTGCCGC

TGCATCAACTCCAAGACATTCAGGTACACTCCTTTTGCAAGCAGGATTTTCCTGAAATTAACGTTTTGTTCCAAGAG

AGTGGACAGAGCATGCGCAGCTGCTTGGAAGACGTCTTTGGAAGAAGAGTGCATCAGCATAGACAGCATCACTTCCC

TGTGCGCCGGGAACTGGCCATCTTCATCTCCAATCTTCTCGTGCAAACTGCTCTGGTACATGAGGAGATTATTTAGG

GCCCAGCAGGCGGCCTCCTGCACGTGTTTGTTCTTTCGATGGCGCATCAGGGCTTTATAGCAGGGTTCCAACCAGAA

AGGCTTCTCACTGTCCTCATCGCTGTTTTCCTGAGTCTCACTTCTTTCTTCCAGGTCTTGGTTTAAGAAAATAGTCT

CGGTGAGGAGGGCTAAGCAGCTGAGTGCAGAGATCTGTAAGGCTACGTTCTCGGGATACCGCTGGACGGCTTTCACC

ACAAAGACATGGACTTCGTTCAACACCAGGATGTTGAAAAAATTACCTAATGTAAGCTTGTGGAGCAAGGAGCAGCT

CACCTCTTGAATGTTTTCACTGGTGGGGAATGTTTTCATGGCTTCCACCACAATATTGTAACACCTGACATTCCCAC

TCATGAGGACCTCCACATTGCTGCAAGTGACGGCCAGAGAATGCAGGCAGCAGAGTACATGGTGCACAATCTCCTCG

TCCCTCTTGAAGCTGCGGAACGTACTCAGCAGGGTCATGTAATCTTTGTTCTCCACAAACTCAGTCAGTTGCTCCTC

GGACACTCTCTCGAACAGCACATGTAAAGCCTTGCACGCAAGCTTCTGGACTTCCTCGTTGGCTGAATATCTGTGCA

TGGCATCAAAAATTAACAGGAAAACATCACATTCTTCATCCAGTATCAGCAGAGTAATTTTACCTGAATCTAGGAGG

AGATCTAAGGCTTTTAGTCCAACTATTGACAGGTTTACGTTGGCATGATGAACAGTTAACATTTTAAGAATCAGTCG

GTGAATACCAAGGACTTCCCAATCATTCCCAATATCCTGGGGTCCTATTAAGCTTTGCAATGTCCCTGGACAGACTT

CTATTAATTTGCACAGAAGTGACCACCCCACCTGCTGCACACTGGCGACTCTCATGTAGGAGTCCAGGACTATCAAC

AGAGGCACGTGGACATTTTTGCCTTCAAATAACTTGGAGGCGCGGTCGGAGTAGGTGAACACCAGAATGTCCTCCAG

GAGCTGGAGCAACGTCTCGATCTGCTTGCCTTCCTGGACATTATTCAGCCTGACTATCAACTTCTTCAGAGCCTCCT

CCTCCTCTTCCTCGTCGCAGCCCTGACAGGCGCCACTGGCCAT
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