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명 세 서

청구범위

청구항 1 

MARC1(Mitochondrial amidoxime reducing component 1) mRNA 서열에 대해 서열 상보성을 갖는 길이가 19 내지

21 nt인 뉴클레오티드(nt)인 안티센스 가닥 및 상기 안티센스 가닥에 대해 서열 상보성을 갖는 길이가 15 내지

17 nt인 센스 가닥을 포함하는 RNAi 제제로서,

상기 안티센스 가닥의 5' 말단 및 상기 센스 가닥의 3' 말단은 블런트 말단(blunt end)을 형성하는 RNAi 제제.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 센스 가닥은 표 1, 표 10, 표 11, 표 12, 표 13, 및 표 14에 열거된 안티센스 가닥 서

열로부터 선택된 서열을 갖는 것인, RNAi 제제.

청구항 3 

청구항 1에 있어서, 상기 센스 가닥은 서열번호 149,  서열번호 159,  서열번호 177,  서열번호 179,  서열번호

183, 서열번호 197, 서열번호 199, 서열번호 227, 서열번호 247, 서열번호 251, 서열번호 257, 서열번호 259,

서열번호 261, 서열번호 273, 서열번호 285, 서열번호 287, 서열번호 331, 서열번호 353, 서열번호 387, 서열번

호 391,  서열번호 399,  서열번호 423,  서열번호 429,  서열번호 431,  서열번호 435,  서열번호 439,  서열번호

443, 서열번호 445, 서열번호 447, 및 서열번호 527로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나인 것인, RNAi

제제.

청구항 4 

청구항 1에 있어서, 상기 센스 가닥은 서열번호 61, 서열번호 149, 서열번호 183, 서열번호 227, 서열번호 423,

서열번호 431, 서열번호 435, 서열번호 439, 서열번호 447, 서열번호 527, 및 서열번호 551로 이루어진 군으로

부터 선택되는 어느 하나인 것인, RNAi 제제.

청구항 5 

청구항 1에 있어서, 상기 안티센스 가닥은 표 1, 표 10, 표 11, 표 12, 표 13, 및 표 14에 열거된 센스 가닥 서

열로부터 선택된 서열을 갖는 RNAi 제제.

청구항 6 

청구항 1에 있어서, 상기 안티센스 가닥은 서열번호 150, 서열번호 160, 서열번호 178, 서열번호 180, 서열번호

184, 서열번호 198, 서열번호 200, 서열번호 228, 서열번호 248, 서열번호 252, 서열번호 258, 서열번호 260,

서열번호 262, 서열번호 274, 서열번호 286, 서열번호 288, 서열번호 332, 서열번호 354, 서열번호 388, 서열번

호 392,  서열번호 400,  서열번호 424,  서열번호 430,  서열번호 432,  서열번호 436,  서열번호 440,  서열번호

444, 서열번호 446, 서열번호 448, 및 서열번호 528로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나인 것인, RNAi

제제.
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청구항 7 

청구항 1에 있어서, 상기 안티센스 가닥은 서열번호 62, 서열번호 150, 서열번호 184, 서열번호 228, 서열번호

424, 서열번호 432, 서열번호 436, 서열번호 440, 서열번호 448, 서열번호 528, 및 서열번호 552로 이루어진 군

으로부터 선택되는 어느 하나인 것인, RNAi 제제.

청구항 8 

청구항 1에 있어서, 상기 RNAi 제제는 MARC1의 발현을 억제하는 것인, RNAi 제제.

청구항 9 

청구항 1에 있어서, 상기 센스 가닥은 3'말단에 N-아세틸갈락토사민(N-acetylgalactosamine; GalNAc) 유도체와

결합되어 있는 것인, RNAi 제제.

청구항 10 

청구항  1에  있어서,  상기  센스  가닥  또는  상기  안티센스  가닥은  하나  이상의  화학적  변형(chemical

modification)을 포함하는 것인, RNAi 제제.

청구항 11 

청구항 10에  있어서,  상기 센스 가닥은 하기로부터 선택된 하나 이상의 화학적 변형을 포함하는 것인 RNAi

제제:

5' 말단으로부터 인접한 2 내지 4개의 뉴클레오티드 결합이 포스포로티오에이트(phosphorothioate), 보라노포페

이트(boranophosphate), 또는 메틸포스포네이트(methyl phosphonate)로 변형;

1개 이상의 뉴클레오티드 내 당 구조의 2' 탄소 위치에서 -OH기가 -CH3(methyl),  -OCH3(methoxy),  -NH2,  -F,

-O-2-메톡시에틸-O-프로필, -O-2-메틸티오에틸(methylthioethyl), -O-3-아미노프로필, 또는 -O-3-디메틸아미노

프로필로 치환; 및

3' 말단에 N-아세틸갈락토사민(N-acetylgalactosamine; GalNAc) 유도체 또는 세포 침투 펩타이드와의 결합.

청구항 12 

청구항 10에 있어서, 상기 안티센스 가닥은 하기로부터 선택된 하나 이상의 화학적 변형을 포함하는 것인 RNAi

제제: 

3'말단 또는 5'말단으로부터 인접한 2 내지 7개의 뉴클레오티드 결합이 포스포로티오에이트(phosphorothioate),

보라노포페이트(boranophosphate), 또는 메틸포스포네이트(methyl phosphonate)로 변형;  

1개 이상의 뉴클레오티드 내 당 구조의 2' 탄소 위치에서 -OH기가 -CH3(methyl),  -OCH3(methoxy),  -NH2,  -F,

-O-2-메톡시에틸-O-프로필, -O-2-메틸티오에틸(methylthioethyl), -O-3-아미노프로필, 또는 -O-3-디메틸아미노

프로필로 치환; 및

5' 말단에 인산기(phosphate group), 또는 E-비닐포스포네이트 (E-Vinylphosphonate), 또는 세포 침투 펩타이

드와의 결합.

청구항 13 
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청구항 10에 있어서, 상기 RNAi 제제는 

센스 또는 안티센스 가닥에서 3'말단 또는 5' 말단으로부터 인접한 2 내지 7개의 뉴클레오티드 결합이 포스포로

티오에이트(phosphorothioate)로 변형;  

센스  가닥  또는  안티센스  가닥  중  1개  이상의  뉴클레오티드  내  당  구조의  2'  탄소  위치에서  -OH기가

-OCH3(methoxy) 또는 -F로 치환되는 변형; 

센스 가닥의 3' 말단에 N-아세틸갈락토사민(N-acetylgalactosamine; GalNAc) 유도체와의 결합; 및

안티센스  가닥의  5'  말단에  인산기(phosphate  group)  또는  E-비닐포스포네이트  (E-Vinylphosphonate)와의

결합;으로 구성된 군에서 선택된 하나 이상의 변형을 포함하는 것인, RNAi 제제.

청구항 14 

청구항 10에 있어서, 상기 센스 가닥은 표 2, 표 15, 표 16, 및 표 17에 열거된 안티센스 가닥 서열로부터 선택

된 서열을 갖는 것인, RNAi 제제.

청구항 15 

청구항 10에 있어서, 상기 안티센스 가닥은 표 2, 표 15, 표 16, 및 표 17에 열거된 안티센스 가닥 서열로부터

선택된 서열을 갖는 것인, RNAi 제제.

청구항 16 

청구항 1 내지 15 중 어느 한 항에 따른 RNAi 제제를 유효성분으로 포함하는 간질환의 예방 또는 치료용 약학적

조성물.

청구항 17 

청구항 16에 있어서, 상기 간질환은 지방간, 간 섬유증 또는 간경변인 것인 간질환의 예방 또는 치료용 약학적

조성물.

청구항 18 

청구항 17에 있어서, 상기 지방간은 비알콜성 지방간 질환(non-alcoholic fatty liver disease; NAFLD)인 것인

간질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 19 

청구항 18에 있어서, 상기 비알콜성 지방간 질환은 단순 지방간증(simple steatosis) 또는 비알콜성 지방간염

(non-alcoholic steatohepatitis; NASH)인 것인 간질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 20 

청구항 1 내지 15 중 어느 한 항에 따른 RNAi 제제를 개체에 투여하는 단계를 포함하는 간질환을 예방 또는 치

료하는 방법.
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청구항 21 

간질환을 예방 또는 치료하기 위한 의약의 제조를 위한 청구항 1 내지 15 중 어느 한 항에 따른 RNAi 제제의 용

도.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 MARC1(Mitochondrial amidoxime reducing component 1) 유전자를 표적으로 하는 RNAi 제제 및 이의[0001]

용도에 관한 것으로, 더욱 상세하게는 MARC1 mRNA 서열에 대해 서열 상보성을 갖는 안티센스 가닥 및 상기 안티

센스 가닥에 대해 서열 상보성을 갖는 센스 가닥을 포함하는 RNAi 제제 및 상기 RNAi 제제를 포함하는 비알콜성

지방간질환 등의 간질환 예방 또는 치료용 약학 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

최근 들어 비만 인구의 증가에 따른 대사증후군의 유병률 증가와 함께 비알콜성 지방간질환의 유병률도 증가 추[0002]

세에 있다. 지방간은 간세포 내에 중성지방이 축적되는 질환으로 비만의 합병증으로 유발되거나, 또는 기타 다

양한 원인, 예컨대, 알코올, 당뇨, 영양불량증, 약물의 남용 등에 의해서 유발되는 것으로 보고되고 있는데, 크

게 과다한 알코올 섭취로 인한 알코올성 지방간 질환과 알코올 섭취와 관계없이 간 내에 중성지방이 축적되는

비알코올성 지방간질환(non-alcoholic fatty liver disease; NAFLD)으로 구분되며, 비알코올성 지방간질환에는

단순 지방간증(simple steatosis)과 비알코올성 지방간염(nonalcoholic steatohepatitis; NASH)이 포함된다.

단순 지방간증은 비교적 예후가 양호하나, 지방축적이 심해지면 염증, 즉, 지방간염(steatohepatitis)으로 진행[0003]

되며. 광범위한 지방간염을 수반하는 간에서는 간세포의 괴사가 나타나고 또한 성상세포(stellate cell)가 활성

화되어 섬유화가 일어나게 되는데 특히 간정맥 말단 부위에서 굴모양혈관주변섬유화(perisinusoidal fibrosis)

가 심하게 나타난다. 따라서, 지방간염을 방치하면 간의 섬유화 또는 간 경변으로 발전하여 예후가 불량해진다.

비알코올성 지방간염 환자의 15 - 50%에서 간의 섬유화 또는 경변이 나타나며 섬유화 환자의 30%에서는 10년 후

에 간경변이 나타난다. 

비알콜성 지방간질환은 비만, 심장질환, 당뇨병 등 다양한 대사증후군과 밀접하게 연관이 되어 있으며, 이런 측[0004]

면에서 인슐린 저항성 개선제, 항산화제, 고지혈증 치료제, 간 비호약, 안지오텐신 II 수용체의 길항제 등 대사

증후군에 대한 억제 효과가 있는 약제들이 임상적으로 시도되었다. 그러나, 현재까지 비알콜성 지방간 질환 치

료를 위한 임상적 증거를 지닌 약물에 대한 개발은 이루어지지 않고 있는 실정이며, 현재 사용 중인 약물들은

모두 차선책으로 선택할 수 있는 Off-label 약물만이 존재할 뿐이나, 이러한 기존 Off-label 약물들은 임상적

근거가 부족하고, 안전성 문제 등으로 사용이 제한적이라는 한계가 있다. 예를 들어, 인슐린 저항성 개선약인

피오그리타존(Pioglitazone)은 비알콜성 지방간염 치료제으로서 유망했지만 임상에서 간섬유화에 대한 실제적인

개선 효과가 나타나지 않았을 뿐 아니라, 골절 리스크, 체중 증가, 심부전 악화 및 발증 등의 부작용 문제점으

로 인하여 치료제로서의 판정 기준을 명확하게 만족시키지 못하였다. 이처럼 비알콜성 지방간 질환에 대해 승인

된 치료제가 전무한 상황에서, 최근 미국식품의약국(FDA)은 비알콜성 지방간염의 임상 지표로서, 염증 감소, 간

섬유화 감소, 비알콜성 지방간염 증상의 완화 등을 제시한 바 있다.

한편,  RNA  간섭(RNA  interference)  현상을  이용한  질병의  치료는  mRNA를  타겟으로  하여,  유전자의  발현을[0005]

translational level에서 조절하는 짧은 간섭 RNA (small interfering RNA; siRNA)를 이용하기 때문에 보다 안

전하게 질병을 치료하는 치료제로 각광받고 있다. 

이에 본 발명자들은 비알콜성 지방간염의 임상 지표에 대한 개선 효과를 나타내는 새로운 안전한 약물을 개발하[0006]

고자 예의 연구 노력한 결과, RNA 간섭 기술을 이용한 RNA 제제를 개발하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 MARC1의 발현을 특이적으로 억제하는 RNAi 제제를 제공하는 데 있다.[0007]

본 발명의 다른 목적은 상기 RNAi 제제를 포함하는 간질환 예방 또는 치료용 약학 조성물, 또는 간질환 예방 또[0008]
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는 치료방법을 제공하는 데 있다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 일 양상은 MARC1(Mitochondrial amidoxime reducing component 1) mRNA 서열에[0009]

대해 서열 상보성을 갖는 길이가 19 내지 21 nt인 뉴클레오티드(nt)인 안티센스 가닥 및 상기 안티센스 가닥에

대해 서열 상보성을 갖는 길이가 15 내지 17 nt인 센스 가닥을 포함하는 RNAi 제제로서, 상기 안티센스 가닥의

5' 말단 및 상기 센스 가닥의 3' 말단은 블런트 말단(blunt end)을 형성하는 RNAi 제제를 제공한다.

다른 양상은 상기 RNAi 제제를 유효성분으로 포함하는 간질환의 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공한다.[0010]

또 다른 양상은 상기 RNAi 제제를 개체에 투여하는 단계를 포함하는 간질환의 예방 또는 치료방법을 제공한다.[0011]

또 다른 양상은 간질환을 예방 또는 치료하기 위한 의약의 제조를 위한 상기 RNAi 제제의 용도를 제공한다.[0012]

발명의 효과

일 양상에 따른 RNAi 제제는 비특이적 면역반응, 오프 타겟 효과와 같은 부작용을 완화하면서, MARC1을 인코딩[0013]

하는 mRNA에 결합하여 이를 분해함으로써 상기 단백질의 발현을 억제할 수 있다. 

또한, 일 양상에 따른 RNAi 제제는 간세포 표면 수용체를 타겟팅하여 간조직내 지방의 축적 완화, 염증 감소,[0014]

간 섬유화 감소, 비알콜성 지방간염 증상의 완화 등의 효과를 나타내므로, 비알콜성 지방간질환, 간 섬유증, 간

경변 등을 포함한 간질환의 표적 치료제로 유용하게 사용할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 일 양상에 따른 MARC1 asiRNA 50종을 각각 10 nM의 농도로 Huh7 세포에 처리한 후, MARC1 mRNA의 발현[0015]

수준을 확인한 결과이다. 

도 2는 일 양상에 따른 MARC1 GalNAc-asiRNA 23종을 각각 200 nM의 농도로 C57BL/6 마우스로부터 유래된 일차

간 세포에 처리한 후, MARC1 mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다. 

도 3은 일 양상에 따른 OLX-003-1,  또는 OLX-031-1을 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (#3-1,

#31-1), MARC1 및 MARC2 mRNA의 발현 수준을 확인한 것으로서, 도 3의 A는 MARC1 mRNA의 발현 수준을 확인한

결과이고, 도 3의 B는 MARC2 mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다.

도 4는 일 양상에 따른 OLX-003-1,  또는 OLX-031-1을 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (#3-1,

#31-1), 간의 외관을 육안으로 확인한 결과이다. 

도 5는 일 양상에 따른 OLX-003-1,  또는 OLX-031-1을 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (#3-1,

#31-1), 간 실질 내 지방 액포의 수준을 H&E 염색법을 통해 확인한 결과이다. 

도 6은 일 양상에 따른 OLX-003-1,  또는 OLX-031-1을 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (#3-1,

#31-1), 간 실질 내 지방 액포의 수준을 Oil Red O 염색법을 통해 확인한 결과이다. 

도 7은 양상에 따른 OLX-031-1을 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (#031-1), MARC1 및 MARC2 mRNA

의 발현 수준을 확인한 것으로서, 도 7의 A는 MARC1 mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이고, 도 7의 B는 MARC2

mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다.

도 8은 일 양상에 따른 OLX-031-1을 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (#031-1), 간의 외관을 육안

으로 확인한 결과이다. 

도 9는 일 양상에 따른 OLX-031-1을 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (#031-1), 간 실질 내 지방

액포의 수준을 H&E 염색법을 통해 확인한 결과이다. 

도 10은 일 양상에 따른 OLX-031-1을 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (#31-1), 간 실질 내 지방

액포 및 콜라겐 침착의 수준을 Picro Sirius Red 염색법을 통해 확인한 결과이다. 

도 11은 일 양상에 따른 OLX-031-1을 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (#031-1), 간 섬유화 관련

인자의 발현 수준을 평가한 것으로서, 도 10의 A는 α-SMA mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이고, 도 10의 B는

Col1α1 mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다. 
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도 12는 일 양상에 따른 OLX-031-1을 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (#031-1), 간 조직 내 중성

지방의 수준을 확인한 결과이다. 

도 13은 일 양상에 따른 OLX-031-1을 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (#031-1), 간 손상 지표 인

자의 변화를 확인한 것으로서, 도 13의 A는 혈청 내 AST 수준을 확인한 결과이고, 도 13의 B는 혈청 내 ALT 수

준을 확인한 결과이고, 도 13의 C는 혈청 내 AST/ALT 비율을 산출한 결과이다. 

도 14는 일 양상에 따른 OLX-031-1을 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (#31-1), 혈청 내 지질 지표

물질의 변화를 확인한 것으로서, 도 14의 A는 콜레스테롤의 수준을 확인한 결과이고, 도 14의 B는 중성지방의

수준을 확인한 결과이고, 도 14의 C는 저밀도 지질단백질의 수준을 확인한 결과이고, 도 14의 D는 고밀도 지질

단백질의 수준을 확인한 결과이다.  

도 15는 일 양상에 따른 OLX-031-2를 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (CDHFD 031-2, CDHFD-NCD

031-2), 간 실질 내 지방 액포 및 염증 병소의 수준을 H&E 염색법을 통해 확인한 결과이다. 

도 16은 일 양상에 따른 OLX-031-2를 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (CDHFD 031-2, CDHFD-NCD

031-2), 간 실질 내 지방 액포 및 콜라겐 침착의 수준을 Picro Sirius Red 염색법을 통해 확인한 결과이다. 

도 17은 일 양상에 따른 OLX-031-2를 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (CDHFD 031-2, CDHFD-NCD

031-2), PSR 염색 영역(%)을 비교하여, 간 실질 내 콜라겐 성분의 함량을 비교한 결과이다. 

도 18은 일 양상에 따른 OLX-031-2를 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (CDHFD 031-2, CDHFD-NCD

031-2), 간 섬유화 관련 인자의 발현 수준을 평가한 것으로서, 도 18의 A는 Col1α1 mRNA의 발현 수준을 확인한

결과이고, 도 18의 B는 α-SMA mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이고, 도 18의 C는 TIMP1 mRNA의 발현 수준을 확

인한 결과이다. 

도 19는 일 양상에 따른 OLX-031-2를 고지방 식이가 제공된 동물 모델에 투여한 후 (CDHFD 031-2, CDHFD-NCD

031-2), MARC1 mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다.

도 20A  내지 도 20C는 일 양상에 따른 MARC1  asiRNA  134종을 각각 1  nM의 농도로 Huh7  세포에 처리한 후,

MARC1 mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다. 

도 21은 일 양상에 따른 MARC1 asiRNA 41종을 각각 0.1 nM의 농도로 Huh7 세포에 처리한 후, MARC1 mRNA의 발

현 수준을 확인한 결과이다.

도 22는 일 양상에 따른 MARC1 asiRNA 30종을 각각 1 nM의 농도로 Huh7 세포에 처리한 후, MARC1 단백질의 발

현 수준을 확인한 결과이다.

도 23은 일 양상에 따른 MARC1  GalNAc-asiRNA  41종을 각각 100 nM의 농도로 Huh7  세포에 처리한 후, MARC1

mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다.

도 24는 일 양상에 따른 MARC1 GalNAc-asiRNA 41종을 각각 500 nM의 농도로 인간 유래의 일차 간 세포에 처리한

후, MARC1 mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다.

도 25는 일 양상에 따른 MARC1 GalNAc-asiRNA 41종을 각각 20 nM 또는 100 nM의 농도로 인간 유래의 일차 간

세포에 처리한 후, MARC1 mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다.

도 26은 일 양상에 따른 MARC1 GalNAc-asiRNA 17종을 각각 10 nM 또는 100 nM의 농도로 인간 유래의 일차 간

세포에 처리한 후, MARC1 mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다.

도 27은 일 양상에 따른 OLX-031-2 또는 OLX-075-2를 각각 2.5 mpk, 5 mpk, 또는 10 mpk의 농도로 원숭이에 투

여한 후, MARC1 mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다.

도 28은 일 양상에 따른 MARC1 GalNAc-asiRNA 9종을 pSELECT-mSEAP-hMARC1로 형질감염된 동물 모델에 투여한

후, SEAP 리포터 형광의 수준을 통해 인간 MARC1 mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다.

도 29는 일 양상에 따른 MARC1 GalNAc-asiRNA 10종을 psiCHECK-2-hMARC1로 형질감염된 동물 모델에 투여한 후,

Luciferase 리포터 형광의 수준을 통해 인간 MARC1 mRNA의 발현 수준을 확인한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용
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본 출원에서 개시된 각각의 설명 및 실시형태는 각각의 다른 설명 및 실시 형태에도 적용될 수 있다. 즉, 본 출[0016]

원에서 개시된 다양한 요소들의 모든 조합이 본 출원의 범주에 속한다. 또한, 하기 기술된 구체적인 서술에 의

하여 본 출원의 범주가 제한된다고 볼 수 없다.

일 양상은 MARC1(Mitochondrial amidoxime reducing component 1) mRNA 서열에 대해 서열 상보성을 갖는 길이[0018]

가 19 내지 21 nt인 뉴클레오티드(nt)인 안티센스 가닥 및 상기 안티센스 가닥에 대해 서열 상보성을 갖는 길이

가 15 내지 17 nt인 센스 가닥을 포함하는 RNAi 제제로서, 상기 안티센스 가닥의 5' 말단 및 상기 센스 가닥의

3' 말단은 블런트 말단(blunt end)을 형성하는 RNAi 제제를 제공한다.

RNAi 제제[0020]

본 명세서에서 용어, "RNAi(RNA interference; RNA 간섭)"는 목적 유전자의 mRNA와 상동인 서열을 가지는 가닥[0021]

과 이것과 상보적인 서열을 가지는 가닥으로 구성되는 이중가닥 RNA(dsRNA)를 세포 등에 도입하여 목적 유전자

mRNA의 분해를 유도함으로써 목적 유전자의 발현을 억제하는 메카니즘을 의미한다.

본  명세서에서  용어,  "RNAi  제제  (RNAi  agents)"  또는“RNAi  유도용  핵산  분자  (nucleic  acid  molecules[0022]

inducing RNAi)”는 서열-특이적 방식으로 상기 RNA 간섭을 매개함으로써 유전자 발현 또는 바이러스 복제를 억

제 또는 하향 조절할 수 있는 임의의 제제 또는 핵산 분자를 지칭한다. 상기 용어는 개별 핵산 분자, 복수의 상

기 핵산 분자, 또는 상기 핵산 분자의 풀 (pool) 모두를 지칭할 수 있다. 일 구체예에 있어서 상기 RNAi 제제는

siRNA일 수 있다.  

본 명세서에서 용어, "siRNA(small interfering RNA; 짧은 간섭 RNA)"는 서열 특이적으로 효율적인 유전자 발[0023]

현 억제(gene silencing)를 매개하는 짧은 이중 가닥의 RNA(dsRNA)를 의미한다.

본 명세서에서 용어, "유전자"란 최광의의 의미로 간주되어야 하며, 구조 단백질 또는 조절 단백질을 암호화할[0024]

수 있다. 이때, 조절단백질은 전사인자, 열 충격단백질 또는 DNA/RNA 복제, 전사 및/또는 번역에 관여하는 단백

질을 포함한다. 본 발명에 있어서, 발현 억제의 대상이 되는 목적 유전자는 바이러스 게놈에 내재된 것으로, 동

물 유전자로 통합되거나 염색체 외 구성요소로서 존재할 수 있다.    

본 명세서에서 용어, "안티센스 가닥(antisense strand)"은 관심 있는 목적 핵산(target nucleic acid)에 실질[0025]

적으로 또는 100%  상보적인 폴리뉴클레오티드로서,  예를 들어 mRNA(messenger  RNA),  mRNA가  아닌 RNA  서열

(e.g., microRNA, piwiRNA, tRNA, rRNA 및 hnRNA) 또는 코딩 또는 비코딩 DNA 서열과 전체로서 또는 일부로서

상보적일 수 있다.

본  명세서에서  용어,  "센스  가닥(sense  strand)"은  목적  핵산과  동일한  핵산  서열을  갖는[0026]

폴리뉴클레오티드로서, mRNA(messenger RNA), mRNA가 아닌 RNA 서열(e.g., microRNA, piwiRNA, tRNA, rRNA 및

hnRNA) 또는 코딩 또는 비코딩 DNA 서열과 전체로서 또는 일부로서 동일한 폴리뉴클레오티드를 말한다.

본 명세서에서 용어, "상보성(complementarity)"  또는 "상보적인 (complementary)"은 당업계에서 일반적으로[0027]

허용되는 의미를 지칭한다. 상기 용어는 일반적으로 전통적인 왓슨-크릭 (Watson-Crick) 또는 본 명세서에 기술

된 다른 비-전통적 유형의 결합에 의해, 하나의 핵산 서열과 다른 핵산 서열 사이에서의 수소 결합 (들)의 형성

또는 존재를 지칭할 수 있다. 완벽한 상보성은 핵산 서열의 모든 인접 잔기가 제 2 핵산 서열에서 동일한 수의

인접  잔기와  수소  결합한다는  것을  의미할  수  있다.  부분  상보성은  핵산  분자  내에서,  다양한  미스매치

(mismatch) 또는 비-염기쌍 뉴클레오티드 (non-based paired nucleotides) (예를 들어, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,

8, 9, 또는 10 개 이상의 미스매치, 예를 들어, 1 내지 3개의 미스매치, 비-뉴클레오티드 링커 (non-nucleotide

linker), 또는 비-염기쌍 뉴클레오티드)를 포함할 수 있다. 상기 부분 상보성은, 핵산 분자의 센스 가닥과 안티

센스  가닥  사이에서,  또는  핵산  분자의  안티센스  가닥과  이와  상응하는  표적  핵산  분자  사이에서,  벌지

(bulges), 루프 (loops), 돌출 (overhang), 또는 블런트 말단(blunt end)을 초래할 수 있다.

본 명세서에서 용어 "블런트 말단 (blunt end)"은 당업계에서 일반적으로 허용되는 의미를 지칭한다. 본 명세서[0028]

의 RNAi 제제 또는 핵산 분자와 관련하여, 상기 용어는 돌출 뉴클레오티드가 없는, 이중 가닥 siRNA 분자의 말

단을 지칭할 수 있다. 본 명세서에 기재된 siRNA 분자는 안티센스 가닥의 5'- 말단, 및 센스 가닥의 3'- 말단은

블런트 말단(blunt end)을 형성하는 것일 수 있다.
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MARC1의 발현을 억제하기 위한 RNAi 제제[0030]

"MARC1  (Mitochondrial  amidoxime  reducing  component  1)은 포유동물의 몰리브덴(molybdenum)  함유 효소로,[0031]

MTARC1 또는 MOSC1으로도 지칭되며, MARC1 효소의 결핍은 낮은 혈중 콜레스테롤 수치, 혈중 간 효소 수치, 간

지방 감소, 및 간경변 발병 위험 감소와 관련이 있어, 간 질환에 대한 잠재적인 치료 표적이 될 수 있는 것으로

알려져 있다. 상기 MARC1 단백질은 천연적으로 존재하는 야생형 MARC1 및 그의 기능적 변이체를 포함하는 것으

로 해석될 수 있고, 상기 MARC1 단백질 또는 이를 코딩하는 유전자의 서열은 미국국립보건원의 GenBank 등 공지

의 데이터베이스로부터 수득할 수 있다. 

본 명세서에서 용어, "발현(expression)"은 당업계에서 일반적으로 허용되는 의미를 지칭한다. 상기 용어는 일[0032]

반적으로, 유전자가 궁극적으로 단백질을 생성하는 과정을 의미할 수 있다. 상기 발현은 전사, 스플라이싱, 전

사 후 변형, 또는 번역을 포함하나, 이에 제한되지 않는다. 본 명세서에서 사용된 바와 같이, 발현 수준은 mRNA

수준 또는 단백질 수준의 검출에 의해 결정되거나 모니터링될 수 있다.

개체에서의 MARC1 유전자 발현과 관련하여 사용된 용어, "억제" 또는 "감소"는 비처리군 또는 정상 대조군 대비[0033]

통계적으로 유의미한 감소를 지칭한다. 상기 감소는 예를 들어, 최소 30%,  35%,  40%,  45%,  50%,  55%,  60%,

60%, 65%, 70%, 70%, 80%, 85%, 90%, 또는 95% 이상일 수 있으나, 이는 검출 또는 측정 방법에 따라, 검출 수

준 이하일 수도 있다. 

siRNA는 짧은 간섭 RNA(small  interfering  RNA)로 RNAi(RNA  interference)  작용에 관여한다. RNAi는 1998년[0035]

Caenorthabditis elegans에서 최초로 발견된 세포 내 유전자 조절 기작으로 작용기전은 세포 내로 투입된 RNA

이중 가닥 중 안티센스 가닥이 표적 유전자의 mRNA에 상보적으로 결합함으로써 표적 유전자 분해를 유도한다고

알려져 있으며, 최근 가장 각광받는 신약 개발 후보 기술이다. 

다만, 이러한 가능성과 반대로 siRNA의 부작용 및 단점이 계속적으로 보고되어 있다. RNAi 기반 치료제의 개발[0036]

이 이루어지기 위해서는 1) 효과적인 전달시스템의 부재 2) 오프타겟 효과 3) 면역반응 유도 4) 세포 내 RNAi

기구 포화와 같은 장벽을 극복해야 할 필요성이 있다. siRNA가 표적 유전자의 발현을 직접적으로 조절할 수 있

는 효과적인 방법임에도 불구하고 이와 같은 문제들로 인해 치료제 개발에 어려움을 겪고 있다. 이와 관련하여,

비대칭 siRNA(asymmetric shorter duplex siRNA, asiRNA)는 종래의 siRNA가 가지는 19+2 구조에 비해 짧은 이

중나선 길이를 갖는 비대칭 RNAi 유도 구조이다. 기존 siRNA 구조 기술에서 확인되는 오프-타겟 효과, RNAi 기

작의 포화, TLR3에 의한 면역반응 등의 문제점들을 극복한 기술이며, 이에 따라 부작용이 낮은 RNAi 신약 개발

이 가능하다.

이를 바탕으로,  본  실시예에서 센스 가닥 및 상기 센스 가닥과 상보적인 안티센스 가닥을 포함하는 비대칭[0037]

siRNA를 제시하며, 일 실시예에 따른 siRNA는 오프-타겟 효과, RNAi 기작의 포화 등의 문제를 일으키지 않아 안

정적으로 높은 전달 효율을 유지하면서,  목적하는 정도로 유효하게 MARC1  유전자에 대한 발현을 억제할 수

있다.

일 실시예에서는 MARC1을 표적으로 하는 비대칭 siRNA (asymmetric siRNA: asiRNA)를 디자인 및 제작하였으며,[0038]

MARC1을 발현하는 세포에 상기 asiRNA를 transfection한 뒤, knockdown efficiency가 우수한 RNAi 유도용 핵산

분자, 즉 MARC1 asiRNA를 선별하였다. 

일 구체예에 있어서, 상기 RNAi 제제는 상기 센스 가닥은 15 내지 17nt의 길이를 가지고, 상기 안티센스 가닥은[0039]

19 내지 21 nt의 길이를 가지는 것을 특징으로 할 수 있다. 더욱 바람직하게는, 상기 센스 가닥의 길이는 16nt,

이와 상보적인 안티센스 가닥의 길이는 19nt, 20nt, 또는 21n인 것을 특징으로 할 수 있으나, 이에 제한되는 것

은 아니다.

상기 안티센스 가닥의 5'- 말단, 및 센스 가닥의 3'- 말단은 블런트 말단(blunt end)을 형성하는 것일 수 있다.[0040]

안티센스 가닥의 3' 말단은 예를 들어 2 내지 6nt의 오버행(overhang)을 포함할 수 있다.

일 구체예에서, 상기 센스 가닥은 가닥은 표 1, 표 10, 표 11, 표 12, 표 13, 및 표 14에 열거된 안티센스 가닥[0041]

서열로부터 선택된 서열일 수 있고, 상기 안티센스 가닥은 가닥은 표 1, 표 10, 표 11, 표 12, 표 13, 및 표 14

에 열거된 센스 가닥 서열로부터 선택된 서열을 포함하는 것일 수 있다.
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일 구체예에서, 상기 센스 가닥은 예를 들어, 상기 센스 가닥은 서열번호 149, 서열번호 159, 서열번호 177, 서[0042]

열번호 179, 서열번호 183, 서열번호 197, 서열번호 199, 서열번호 227, 서열번호 247, 서열번호 251, 서열번호

257, 서열번호 259, 서열번호 261, 서열번호 273, 서열번호 285, 서열번호 287, 서열번호 331, 서열번호 353,

서열번호 387, 서열번호 391, 서열번호 399, 서열번호 423, 서열번호 429, 서열번호 431, 서열번호 435, 서열번

호 439, 서열번호 443, 서열번호 445, 서열번호 447, 및 서열번호 527로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하

나일 수 있고, 예를 들어, 서열번호 61, 서열번호 149, 서열번호 183, 서열번호 227, 서열번호 423, 서열번호

431, 서열번호 435, 서열번호 439, 서열번호 447, 서열번호 527, 및 서열번호 551로 이루어진 군으로부터 선택

되는 어느 하나일 수 있다. 

일 구체예에서, 상기 안티센스 가닥은 예를 들어, 서열번호 150, 서열번호 160, 서열번호 178, 서열번호 180,[0043]

서열번호 184, 서열번호 198, 서열번호 200, 서열번호 228, 서열번호 248, 서열번호 252, 서열번호 258, 서열번

호 260,  서열번호 262,  서열번호 274,  서열번호 286,  서열번호 288,  서열번호 332,  서열번호 354,  서열번호

388, 서열번호 392, 서열번호 400, 서열번호 424, 서열번호 430, 서열번호 432, 서열번호 436, 서열번호 440,

서열번호 444, 서열번호 446, 서열번호 448, 및 서열번호 528로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나일 수

있고, 예를 들어, 서열번호 62, 서열번호 150, 서열번호 184, 서열번호 228, 서열번호 424, 서열번호 432, 서열

번호 436, 서열번호 440, 서열번호 448, 서열번호 528, 및 서열번호 552로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느

하나일 수 있다. 

화학적인 변형이 도입된 RNAi 제제[0045]

상기 RNAi 제제에서, 상기 센스 가닥 또는 안티센스 가닥은 하나 이상의 화학적 변형(chemical modification)을[0046]

포함하는 것일 수 있다. 

일반적인 siRNA는 포스페이트 백본 구조에 의한 높은 음전하 및 높은 분자량 등의 이유로 세포막을 통과할 수[0047]

없고 혈액에서의 빠른 분해 및 제거되어 실제 표적 부위에 RNAi 유도를 위한 충분한 양을 전달하는데 어려움이

있다. 현재 in vitro 전달의 경우 cationic lipids와 cationic polymers들을 이용한 높은 효율의 delivery 방

법이 많이 개발되어 있지만, in vivo의 경우에는 in vitro 만큼의 높은 효율로 siRNA를 전달하기 어렵고, 생체

내에 존재하는 다양한 단백질들과 상호작용에 의하여 siRNA 전달 효율이 감소하는 문제점이 있다.

이에, 본 실시예에서는 비대칭 siRNA 구조에 화학적 변형을 도입하여 향상된 간 세포 표적 전달능 (hepatocyte[0048]

targeted delivery ability)을 가지는 RNAi 제제를 제시하여, 보다 구체적으로, 별도의 전달체 없이 효과적이고

간 세포 내 전달을 할 수 있는 비대칭 siRNA 구조체 (GalNAc asymmetric siRNA, GalNAc-asiRNA)를 제시한다. 

본 발명에 있어서, 상기 센스 가닥 또는 안티센스 가닥에서 화학적 변형은 다음으로 구성된 군에서 선택된 하나[0049]

이상을 포함할 수 있다: N-아세틸갈락토사민(N-acetylgalactosamine; GalNAc) 유도체와의 결합; 뉴클레오티드

결합이  포스포로티오에이트(phosphorothioate),  보라노포페이트(boranophosphate),  또는  메틸포스포네이트

(methyl  phosphonate)로  변형;  뉴클레오티드  내  당  구조의  2'  탄소  위치에서  -OH기가  -CH3(methyl),

-OCH3(methoxy), -NH2, -F, -O-2-메톡시에틸-O-프로필, -O-2-메틸티오에틸(methylthioethyl), -O-3-아미노프로

필,  또는  -O-3-디메틸아미노프로필로  치환;  인산기(phosphate  group),  E-비닐포스포네이트  (E-

Vinylphosphonate), 또는 세포 침투 펩타이드의 결합.

일 구체예에 있어서, 상기 N-아세틸갈락토사민(GalNAc) 유도체는 하기 화학식 1의 구조를 갖는 것일 수 있다.[0050]

N-아세틸갈락토사민(GalNAc) 유도체는 간세포 표면의 ASGPR(Asialoglycoprotien receptor)를 인식해 RNAi 제제

가 간 세포 내 유입되도록 도와주는 역할을 수행, 즉, ASGPR 타겟팅 모이어티로 작용하므로, 상기 N-아세틸갈락

토사민(GalNAc) 유도체가 말단에 결합된 RNAi 제제는 간 세포로의 전달성이 향상되어 간 질환에 대해 효과적인

표적 치료를 제공하는 것일 수 있다. 
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[화학식 1][0051]

[0052]

일 구체예에 있어서, 상기 센스 가닥은 하기로부터 선택된 하나 이상의 화학적 변형을 포함할 수 있다: 5' 말단[0053]

으로부터 인접한 2  내지  4개의 뉴클레오티드 결합이 포스포로티오에이트(phosphorothioate),  보라노포페이트

(boranophosphate), 또는 메틸포스포네이트(methyl phosphonate)로 변형; 1개 이상의 뉴클레오티드 내 당 구조

의 2' 탄소 위치에서 -OH기가 -CH3(methyl), -OCH3(methoxy), -NH2, -F, -O-2-메톡시에틸-O-프로필, -O-2-메틸

티오에틸(methylthioethyl), -O-3-아미노프로필, 또는 -O-3-디메틸아미노프로필로 치환; 및 3' 말단에 N-아세틸

갈락토사민(N-acetylgalactosamine; GalNAc) 유도체 또는 세포 침투 펩타이드와의 결합.

일 구체예에 있어서, 상기 안티센스 가닥은 하기로부터 선택되는 어느 하나 이상의 화학적 변형을 포함할 수 있[0054]

다:  3'말단  또는  5'말단으로부터  인접한  2  내지  7개의  뉴클레오티드  결합이  포스포로티오에이트

(phosphorothioate),  보라노포페이트(boranophosphate),  또는 메틸포스포네이트(methyl phosphonate)로 변형;

1개 이상의 뉴클레오티드 내 당 구조의 2' 탄소 위치에서 -OH기가 -CH3(methyl),  -OCH3(methoxy),  -NH2,  -F,

-O-2-메톡시에틸-O-프로필, -O-2-메틸티오에틸(methylthioethyl), -O-3-아미노프로필, 또는 -O-3-디메틸아미노

프로필로 치환; 및 5' 말단에 인산기(phosphate group), E-비닐포스포네이트 (E-Vinylphosphonate), 또는 세포

침투 펩타이드와의 결합.

다른 구체예에 있어서, 상기 RNAi 제제는 센스 또는 안티센스 가닥에서 3'말단 또는 5' 말단으로부터 인접한 2[0055]

내지 7개의 뉴클레오티드 결합이 포스포로티오에이트(phosphorothioate)로 변형; 센스 가닥 또는 안티센스 가닥

중 1개 이상의 뉴클레오티드 내 당 구조의 2' 탄소 위치에서 -OH기가 -OCH3(methoxy) 또는 -F로 치환되는 변형;

및 센스 가닥의 3' 말단에 N-아세틸갈락토사민(N-acetylgalactosamine; GalNAc) 유도체와의 결합; 및 안티센스

가닥의 5' 말단에 인산기(phosphate group) 또는 E-비닐포스포네이트 (E-Vinylphosphonate) 결합;으로 구성된

군에서 선택된 하나 이상의 변형을 포함하는 것일 수 있다.

일 구체예에서, 상기 센스 가닥은 표 2, 표 15, 표 16, 및 표 17에 열거된 안티센스 가닥 서열로부터 선택된 서[0056]

열일 수 있고, 상기 안티센스 가닥은 표 2, 표 15, 표 16, 및 표 17에 열거된 센스 가닥 서열로부터 선택된 서

열을 포함하는 것일 수 있다.

일 구체예에서, 상기 센스 가닥은 하기 표의 (A) 내지 (O)로 구성된 군에서 선택된 어느 하나이고, 상기 안티센[0057]

스 가닥은 하기 표의 (a) 내지 (q)로 구성된 군에서 선택된 어느 하나인 것을 특징으로 할 수 있다.
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[0058]

상기 서열에서 *는 포스포로티오에이트 결합(phosphorothioated bond), m은 2'-O-메틸(Methyl), f는 2'-플루오[0059]

르(Fluoro), GalNAc은 화학식 1의 trivalent GalNAc 유도체, P는 5'-인산기(Phosphate group), EVP는 5'-E-비

닐포스포네이트 (E-Vinylphosphonate) 결합을 의미한다.

구체적으로, 상기 RNAi 제제의 센스 가닥 및 안티센스 가닥은 상기 표에서 선택되는 하기의 센스 가닥 및 안티[0060]

센스 가닥의 서열일 수 있다.

[0061]

다른 양상은 상기 RNAi 제제를 유효성분으로 포함하는 간질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다. [0062]

또 다른 양상은 간질환을 예방 또는 치료하기 위한 의약의 제조를 위한 상기 RNAi 제제의 용도를 제공한다.[0063]
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상기 약학적 조성물은 전술한 RNAi 제제를 그대로 포함하거나 이를 이용하기 때문에, 이 둘 사이에 공통된 내용[0064]

은 본 명세서의 과도한 복잡성을 피하기 위하여, 그 기재를 생략한다.

간 질환 [0066]

상기 약제학적 조성물은 MARC1 유전자의 발현을 억제함으로써 간질환의 예방 또는 치료를 위한 약제학적 조성물[0067]

의 유효성분으로 활용될 수 있다. 

상기 간 질환은 지방간, 간 섬유증, 또는 간경변을 포함하고. 여기서 "지방간"은 정상세포 내에는 존재하지 않[0068]

는 중성지방이 간 세포 내에 비정상적으로 침착되어 보이는 현상이 나타난 것을 의미한다. 정상 간은 약 5%가

지방조직으로 구성되어 있으며 중성지방, 지방산, 인지질, 콜레스테롤 및 콜레스테롤 에스터가 지방의 주요 성

분이나, 일단 지방간이 발생하면 대부분의 성분이 중성지방으로 대체되며 중성지방의 양이 간 중량의 5% 이상이

면 지방간으로 진단된다. 상기 지방간은 "비알콜성 지방간 질환(non-alcoholic fatty liver disease; NAFLD)"

일 수 있으며, "비알콜성 지방간 질환(non-alcoholic fatty liver disease; NAFLD)"은 음주와 관계없이 간 내

에 중성지방이 축적되는 질환으로서, 지방산이 중성지방의 형태로 간의 실질세포 내에 5% 이상 축적된 경우로

정의될 수 있다. 상기 비알콜성 지방간 질환은 단순 지방간증(simple steatosis) 또는 비알콜성 지방간염(non-

alcoholic  steatohepatitis;  NASH)일 수 있다. 비알콜성 지방간 질환은 병리학적으로 단순 지방간증(simple

steatosis)과 염증을 동반한 비알콜성 지방간염(non-alcoholic steatohepatitis; NASH)으로 분류되는데, NASH

는 NAFLD 중증형의 한 형태라 할 수 있다. 지방 축적이 심한 지방간증은 염증, 즉, 지방간염으로 진행되며, 장

기간 방치시 간염, 간 섬유증, 간경변 등의 심각한 간 질환으로 이행될 수 있다. 단순 지방간증의 발병률은 정

상체중을 지닌 사람에서는 10 - 15%이나 과체중을 지닌 사람에서는 80%로 크게 상승하므로, 비알콜성 지방간염

이 효과적으로 치료되기 위해서는 간에 중성지방 축적을 효과적으로 감소시키고, 비알콜성 지방간증이 지방간염

으로 진행되는 것을 억제하면서 지방간염의 염증을 개선시킴으로써 다음 단계로의 진행을 억제하는 것이 중요할

수 있다. 

약학적 조성물 [0070]

본 명세서에서 용어, "유효성분 (effective ingredient)"은 이롭거나 바람직한 임상적 또는 생화학적 결과에 영[0071]

향을 주는 적절한 유효량의 성분을 의미한다. 구체적으로는, 유효량의 제제, 활성제, 또는 RNAi 제제를 의미할

수 있다.

상기 유효량은 한번 또는 그 이상 투여될 수 있고, 질병을 예방하거나, 질병 상태를 비제한적으로, 증상의[0072]

완화, 질병 범위의 감소, 질병 상태의 안정화 (즉, 악화되지 않음), 질병 진행의 지연 또는 속도의 감소, 또는

질병 상태의 개선 또는 일시적 완화 및 경감 (부분적이거나 전체적으로)을 위한 적절한 양일 수 있다.

본 명세서에서 용어, "예방 (prevention)"은 질환의 발생을 미리 차단하거나, 질환을 억제하거나 진행을 지연시[0073]

키는 모든 행위를 의미한다. 예를 들어, 상기 간질환 또는 이의 특징적인 특성의 발생을 막거나, 발생을 방해하

거나, 상기 간질환 또는 이의 특징적인 특성의 발생으로부터 방어 또는 보호하는 것을 지칭한다. 

본 명세서에서 용어, "치료 (treatment)"는 치료학적 치료 및 예방적 또는 예방조치 방법 모두를 의미한다. 또[0074]

한, 질환의 증상이 호전 또는 이롭게 변경되는 모든 행위를 의미한다. 예를 들어, 상기 간질환 또는 이의 특징

적인 특성을 예방, 감소 또는 개선하거나, 또는 개체에서 상기 간 질환 또는 이의 특징적인 특성의 진행을 지연

(약화)시키는 것이다. 

본 명세서에서 용어, "유효량 (effective amount)"은 당업계에서 일반적으로 허용되는 의미를 지칭한다. 상기[0075]

용어는 일반적으로 연구자, 수의사, 의사, 또는 기타 임상의사 등이 추구하는 세포, 조직, 시스템, 동물, 또는

인간의 의도된 생물학적 반응 (예:  유익한 반응)을 이끌어낼 분자, 화합물, 또는 구성물의 양을 의미할 수

있다. 구체적으로, "치료학적 유효량 (therapeutically effective amount)"은 예컨대, 질병이나 장애와 관련된

측정 가능한 파라미터에 있어서 치료적으로 관련된 변화가 있어 특정 임상적 치료가 효과적이라고 간주될 수 있

는 정도의 바람직한 의학적 반응을 이끌어낼 수 있는 분자, 화합물, 또는 구성물의 양을 의미할 수 있다. 상기

질병 또는 장애의 치료를 위한 약물의 치료학적 유효량은 상기 파라미터에서 치료적으로 관련된 변화를 초래하

는데 필요한 양일 수 있다. 

상기 약학 조성물의 투여방법은 통상의 환자의 증후와 질병의 심각도에 기초하여 본 기술분야의 통상의 전문가[0076]
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가 결정할 수 있다. 또한, 산제, 정제, 캡슐제, 액제, 주사제, 연고제, 시럽제 등의 다양한 형태로 제제화 할

수 있으며 단위-투여량 또는 다-투여량 용기, 예를 들면 밀봉된 앰플 및 병 등으로 제공될 수도 있다.

본 발명의 약학 조성물은 경구 또는 비경구 투여가 가능하다. 본 발명에 따른 조성물의 투여경로는 이들로 한정[0077]

되는 것은 아니지만, 예를 들면, 구강, 정맥 내, 근육 내, 동맥 내, 골수 내, 경막 내, 심장 내, 경피, 피하,

복강 내, 장관, 설하 또는 국소 투여가 가능하다. 본 발명에 따른 조성물의 투여량은 환자의 체중, 연령, 성별,

건강상태, 식이, 투여시간, 방법, 배설율 또는 질병의 중증도 등에 따라 그 범위가 다양하며, 본 기술분야의 통

상의 전문가가 용이하게 결정할 수 있다. 또한, 임상 투여를 위해 공지의 기술을 이용하여 본 발명의 조성물을

적합한 제형으로 제제화할 수 있다.

또 다른 양상은 상기 RNAi 제제를 개체에 투여하는 단계를 포함하는 간질환을 예방 또는 치료하는 방법을 제공[0079]

한다.

상기 간질환을 치료하는 방법은 전술한 RNAi 제제 또는 약학적 조성물을 그대로 포함하거나 이를 이용하기 때문[0080]

에, 이들 사이에 공통된 내용은 본 명세서의 과도한 복잡성을 피하기 위하여, 그 기재를 생략한다.

본 명세서에서 용어, "개체"는 질병, 구체적으로 간질환의 치료를 필요로 하는 대상을 의미하고, 보다 구체적으[0081]

로는, 인간 또는 비-인간인 영장류, 생쥐(mouse), 개, 고양이, 말, 소, 양, 돼지, 염소, 낙타, 영양 등의 포유

류를 모두 포함할 수 있다.

이하 본 발명을 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나, 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하[0083]

기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예 1: RNAi 유도용 핵산 분자의 스크리닝 및 치료 효능 평가[0085]

1-1. 50종의 asiRNA 디자인 및 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과의 평가[0086]

본 실시예에서는 MARC1을 표적으로 하는 고효율의 RNAi 간섭을 유도하는 이중 가닥의 핵산 분자를 확보하기 위[0087]

해 MARC1  유전자에 대한 표적 서열 선정 후,  이에 대한 MARC1  asymmetric  siRNA  (asiRNA)를  디자인하였다

(Sense strand (16-mer), Antisense strand(19-mer)). 구체적으로, NCBI database 검색을 통해 MARC1 유전자

정보를 획득한 후, 동물실험을 고려하여 마우스와 공통 표적을 가지는 염기 서열 기준으로 일정 수준의 상동성

을 보이는 염기 서열을 선발하여, 총 50종의 asiRNA를 디자인하고, 이를 IDT Korea, Inc.에서 10 nmole scale

로 합성하였다. 이후, 합성된 asiRNA는 95℃ 5분, 37℃ 25분간 incubation 과정을 거쳐 annealing 하였고 12%

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) 후 ChemiDoc UV transilluminator (Biorad)를 통해 QC (quality

control)를 하였다.

상기의 방법에 따라 디자인된 MARC1 asiRNA의 서열 정보는 하기 표 1에 나타낸 바와 같다. [0088]
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[표 1][0089]

[0090]
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[0091]

이후, mRNA  수준에서 발현 억제 효율을 확인하기 위해, 상기 MARC1  asiRNA를 Huh7  세포에 형질감염시킨 후,[0092]

qRT-PCR을 수행하여 MARC1 mRNA의 발현 수준을 측정하였다. 구체적으로, 상기 Huh7 세포는 96 well plate에 8

×10
3  
cells/well로 씨딩되었고, 여기에 MARC1 asiRNA (10 nM, OliX Inc.)와 RNAiMax (2 μl/ml, Invitrogen

Inc.  13778150)를  첨가한  뒤,  Invitrogen으로부터  제공된  프로토콜에  따라  형질감염을  수행하였다.  이후,

RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, 74136)를 사용하여 총 RNA를 추출하고, 이에 포함된 mRNA를 주형으로 하는 역

전사 과정을 통하여 cDNA를 합성하였다. 이후, TB Green(Takara, RR820A)을 사용하여 PCR 혼합물을 준비하고 제

조사의 지침에 따라 StepOne Real-Time PCR 시스템에서 정량적 PCR을 수행하였다. 한편, 본 실시예에서 대조군

은 형질 감염 시약만을 첨가한 군 (NT)을 사용하였다. 

그 결과, 도 1에 나타낸 바와 같이, MARC1 asiRNA 50종의 처리에 따른 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과를 확인하였[0093]

다.

1-2. 23종의 GalNAc-asiRNA 디자인 및 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과의 평가 [0095]

본 실시예에서는 상기 실시예 1에서 제조된 MARC1 asiRNA 중 23종의 MARC1 asiRNA를 대상으로, GalNAc 리간드[0096]

및 화학적 변형이 도입된 비대칭 siRNA를 디자인하였다. 구체적으로 다양한 화학적 변형 (2'OMe, PS, Fluoro

등)을 도입하고, 상기 센스 가닥의 3'말단에 "trivalent GalNAc"으로 표기된 유도체를 결합시켜 MARC1 GalNAc-

asiRNA를 제조하였다.
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[표 2][0097]

[0098]

구체적으로, 상기 표 2에서 "*", "m", "f", "P", "GalNAc"로 표기된 화학적 변형은 상기 표 3에 나타낸 바와 같[0099]

다.

[표 3][0100]

[0101]

구체적으로, 상기 표 3에서, "*"은 기존의 포스포다이에스터 결합이 포스포로티오에이트 결합으로 치환된 형태[0102]

를 의미하는 것이며, "m"은 기존의 2'-OH가 2'-O-메틸로 치환된 형태를 의미하는 것이다. 또한, "f"는 예를 들

어, fG의 경우, 기존의 G(구아닌)의 2'-OH가 플루오르로 치환된 형태를 의미하는 것이며, "P"는 5'-말단에 인산

기가  결합된  형태(5'  말단  염기  내  5번  탄소에  결합된  산소에  인산기가  결합)를  의미하는  것이다.  또한,

"GalNAc"은 센스가닥의 3' 말단에 하기 화학식 1의 trivalent GalNAc 유도체가 결합된 형태를 의미하는 것이다. 

한편, 상기 trivalent GalNAc 유도체의 구조는 하기 화학식 1에 나타낸 바와 같다. [0103]
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[화학식 1][0104]

[0105]

mRNA 수준에서의 발현 억제 효율을 확인하기 위해, 상기 MARC1 GalNAc-asiRNA를 C57BL/6 마우스로부터 유래된[0106]

일차 간 세포 (mouse primary hepatocyte)에 형질감염(transfection)시킨 후, qRT-PCR을 수행하여 MARC1 mRNA

의 발현 수준을 측정하였다. 구체적으로, 상기 일차 간 세포는 24 well plate에 7.5×10
4
 cells/well로 씨딩되

었고, 여기에 MARC1 GalNAc-asiRNA (200 nM, OliX US, Inc.)를 처리하였다. 이로부터 24시간 후, SuperPrep
TM

Cell lysis & RT kit for qPCR Kit II (TOYOBO, SCQ-401)를 사용하여 cell lysate를 준비하고, 이에 포함된

mRNA를 주형으로 하는 역전사 과정을 통하여 cDNA를 합성하였다. 이후, 상기 합성된 cDNA를 주형으로 하여, 정

량적  PCR을  THUNDERBIRD
®
 Probe  qPCR  Mix  (TOYOBO,  QPS-101),  및  Probe  (Hs00224227_m1,  Hs03928985_g1,

Applied Biosystems)를 사용하여 수행하였다. 이후, CFX Connect Real-Time PCR System (Bio-Rad)를 사용하여

MARC1 mRNA의 발현 수준을 확인하였다. 한편, 본 실시예에서 대조군은 형질감염을 수행하지 않은 군 (NT), 음성

대조군으로 OLX700A-001-8 (10 nM)와 RNAiMAX (2 μl/ml, Invitrogen Inc. 13778150)를 첨가한 뒤, Invitrogen

으로부터  제공된  프로토콜에  따라  형질감염을  수행한  군(NC),  양성  대조군(PC)으로  asiMARC1-30  (10nM)와

RNAiMAX (2 μl/ml, Invitrogen Inc. 13778150)를 첨가한 뒤, Invitrogen으로부터 제공된 프로토콜에 따라 형

질감염을 수행한 군(PC)을 사용하였다. 상기 OLX700A-001-8의 서열 정보는 표 4에 나타낸 바와 같으며, 표 2에

서 "*", "m", "f", "P", 및 "GalNAc"으로 표기된 화학적 변형은 상기 표 3에 나타낸 바와 같다.

[표 4][0107]

[0108]

그 결과, 도 2에 나타낸 바와 같이, MARC1 GalNAc-asiRNA 23종의 처리에 따른 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과를[0109]

확인하였다. 이들 중에서도, OLX-002-1, OLX003-1, OLX-031-1의 발현 억제 효과는 보다 우수하였다.  

1-3. 동물 모델을 이용한 치료 효능 평가 [0111]

본 실시예에서는 C57BL/6  마우스 (Male,  n=15)를 대상으로, 상기 실시예 1-2에서 발현 억제 효과를 확인한[0112]

MARC1 GalNAc-asiRNA를 투여한 후, 이에 따른 치료적 효능을 평가하였다. 이를 위하여, 우선, 동물 모델 그룹을

정상 식이가 제공된 그룹 (Normal Chow)과 고지방 식이가 제공된 그룹 (HFD, High Fat Diet (Research Diet,

D12492))으로 분류하고, 상기 그룹들을 투여되는 물질에 따라, 각각 1X PBS를 투여한 군 (VC), OLX-001-8을 투

여한 군 (NC), OLX-003-1을 피하 투여한 군 (#3-1), 및 OLX-031-1을 피하 투여한 군(#31-1)으로 분류하였다.

본 실시예에서, 상기 동물 모델 그룹에 대한 구체적인 분류는 하기 표 5에 나타낸 바와 같다.  
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[표 5][0113]

[0114]

한편, 고지방 식이가 제공된 시점으로부터 16주째 MARC1 GalNAc-asiRNA를 투여하였고, 이로부터 2주 경과 후[0115]

MARC1 asiRNA를 재차 투여하였다. 상기 2차 투여를 실시한 시점으로부터 2주 경과 후, 대상 마우스로부터 간을

적출하고, 이로부터 간 조직 시료 및 이의 절편을 수득하였다. 

(1) MARC1 및 MARC2의 발현 양상 확인 [0117]

상기 마우스로부터 수득한 간 조직 시료를 대상으로, 상기 실시예 1-2와 동일한 방식으로 MARC1 및 MARC2 mRNA[0118]

의 발현 수준을 평가하였다. 

그 결과, 도 3에 나타낸 바와 같이, 일 실시예에 따른 OLX-003-1 또는 OLX-031-1을 투여한 그룹 (#3-1, #31-[0119]

1)은, 고지방 식이가 제공된 다른 그룹 (VC,  NC)과 비교하여, MARC1  mRNA에 대한 발현 억제를 보여준 반면,

MARC2 mRNA의 발현에는 영향을 미치지 않음을 확인하였다. 

(2) 간의 외관 평가 [0121]

상기 마우스로부터 수득한 간을 육안으로 관찰하여, 간의 변연부위의 변화를 평가하였다.  [0122]

그 결과, 도 4에 나타낸 바와 같이, 고지방 식이가 제공된 그룹(VC, NC)은 간의 가장 자리, 즉, 변연 부위가 날[0123]

카롭지 못했던 반면, 일 실시예에 따른 OLX-003-1 또는 OLX-031-1을 투여한 그룹(#3-1, #31-1)은 정상 그룹과

유사한 형태적 특성을 나타냄을 확인하였다. 

(3) 병리 조직학적 평가[0125]

상기 마우스로부터 수득한 간 조직 시료를 10% NBF (Neutral Buffered Formalin) 용액으로 고정화하고, 파라핀[0126]

포매 블록을 제조한 뒤, 이로부터 4μm  두께의 조직 절편을 제조하였다. 이후, 상기 조직 절편을 대상으로,

Mayer's hematoxylin 시약을 사용하여 H&E 염색을 실시하였다. 또한, OCT 포매제를 사용하여 수득한 4μm 두께

의 동결 절편을 대상으로, Oil Red O 염색을 실시하였다. 

그 결과, 도 5 및 도 6에 나타낸 바와 같이, 고지방 식이가 제공된 그룹 (VC, NC)에서, 간 실질에 형성된 다수[0127]

의 지방 액포 (Lipid  vacuoles)가 관찰된 반면, 일 실시예에 따른 OLX-003-1 또는 OLX-031-1을 투여한 그룹

(#3-1, #31-1)에서는, 지방 액포의 형성이 유의적으로 감소하였음을 확인하였다. 

실시예 2. 동물 모델을 이용한 치료 효능 평가[0129]

본 실시예에서는 C57BL/6 마우스를 대상으로, 상기 실시예 1에서 발현 억제 효과를 확인한 asiMARC1-031를 주형[0130]

으로 하여, 하기 표 6의 MARC1 GalNAc-asiRNA를 피하 투여한 후, 이에 따른 치료적 효능을 평가하였다. 

[표 6][0131]

[0132]

구체적으로, 상기 표 6에서 "*", "m", "f", "P", "GalNAc", "EVP"로 표기된 화학적 변형은 하기 표 7에 나타낸[0133]
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바와 같다.

[표 7][0134]

[0135]

구체적으로, 상기 표 7에서, "*", "m", "f", "P", "GalNAc"은 전술한 바와 같다. 또한, "EVP"는 5'-말단에 (E)[0136]

비닐포스포네이트가 결합된 형태 (5' 말단 염기 내 5번 탄소를 포함하는 이중 결합 형성)를 의미하는 것으로,

예를 들어, EVP-mU의 경우 기존의 U(구아닌)의 2'-OH가 2'-O-메틸로 치환된 형태에서 5'-말단에 (E) 비닐포스포

네이트가 결합된 형태를 의미하는 것이다. 

2-1. HFD induced NASH mouse model에서 OLX-031-1의 치료 효능 평가 [0138]

동물 모델 그룹을 정상 식이가 제공된 그룹 (Normal Chow)과 고지방 식이가 제공된 그룹 (HFD)으로 분류하고,[0139]

상기 그룹들을 투여되는 물질에 따라, 각각 1X PBS를 투여한 군 (VC), OLX700A-001-8을 투여한 군 (NC), OLX-

031-1을 투여한 군 (#31-1)으로 분류하였다. 본 실시예에서, 상기 동물 모델 그룹에 대한 구체적인 분류는 하기

표 8에 나타낸 바와 같다.

[표 8][0140]

[0141]

한편, 고지방 식이가 제공된 시점으로부터 28주째 OLX-031-1을 투여하였고, 이로부터 1주일 간격으로 총 3회[0142]

OLX-031-1을 추가 투여하였다. 총 4회의 투여를 마친 시점으로부터 1주 경과 후, 대상 마우스로부터 간을 적출

하고, 이로부터 간 조직 시료 및 이의 절편, 혈청 시료를 수득하였다. 

(1) MARC1 및 MARC2의 발현 양상 확인 [0144]

상기 마우스로부터 수득한 간 조직 시료를 대상으로, 상기 실시예 1-2와 동일한 방식으로 MARC1 및 MARC2 mRNA[0145]

의 발현 수준을 평가하였다. 

그 결과, 도 7에 나타낸 바와 같이, 일 실시예에 따른 OLX-031-1을 투여한 그룹(#31-1)은, 고지방 식이가 제공[0146]

된 다른 그룹 (VC, NC)과 비교하여, MARC1 mRNA에 대한 발현 억제를 보여준 반면, MARC2 mRNA의 발현에는 영향

을 미치지 않음을 확인하였다. 

(2) 간의 외관 평가 [0148]

상기 마우스로부터 수득한 간을 육안으로 관찰하여, 간의 변연부위의 변화를 평가하였다.  [0149]

그 결과, 도 8에 나타낸 바와 같이, 고지방 식이가 제공된 그룹(HFD VC, HFD NC)은 간의 가장 자리, 즉, 변연[0150]

부위가 날카롭지 못했던 반면, 일 실시예에 따른 OLX-31-1을 투여한 그룹 (#31-1)은 정상 그룹과 유사한 형태적

특성을 나타냄을 확인하였다. 

(3) 병리 조직학적 평가[0152]
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상기 마우스로부터 수득한 간 조직 시료를 10% NBF(Neutral Buffered Formalin) 용액으로 고정화하고, 파라핀[0153]

포매 블록을 제조한 뒤, 이로부터 4μm  두께의 조직 절편을 제조하였다. 이후, 상기 조직 절편을 대상으로,

Mayer's hematoxylin 시약을 사용한 H&E 염색 및 Picro Sirius Red을 실시하였다. 

그 결과, 도 9 및 도 10에 나타낸 바와 같이, 고지방 식이가 제공된 그룹 (VC, NC)에서, 간 실질에 형성된 다수[0154]

의 지방 액포와 콜라겐의 침착이 관찰된 반면, 일 실시예에 따른 OLX-031-1을 투여한 그룹 (#31-1)은 이러한 지

방 액포의 형성과 콜라겐 침착이 유의적으로 감소하였음을 확인하였다.

(4) 간 조직 내 섬유화 관련 인자의 발현 및 중성지방 수준 평가[0156]

상기 마우스로부터 수득한 간 조직 시료를 대상으로, 간 섬유화 관련 인자의 발현 수준 및 중성 지방의 수준을[0157]

평가하였다.  구체적으로,  간  조직  유래의  세포를  대상으로  Tri-RNA  reagent  (FAVORGEN,  FATRR  001)를

사용하여, total RNA를 추출하고, 이를 주형으로 하는 역전사 과정을 통하여 cDNA를 합성하였다 (High-capacity

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, 4368814)). 이후, 상기 합성된 cDNA를 주형으로 하여,

정량적 PCR을 TB Green® Premix Ex Taq™ (Takara, RR420A)를 사용하여 수행하였다. 이후, StepOne™ Real-

Time PCR System (Applied Biosystems™) 및 항존 유전자인 RPL32의 발현 수준을 적용하여, α-SMA 및 mCol1α

1 mRNA의 발현 수준을 평가하였다. 또한, 간 조직 시료를 균질화기 (homogenizer, 100 mg/mL, 1:10 희석)를 사

용하여 5%  NP-40/UPW  내에서 균질화하였다. 이후, 상기 균질화된 시료를 대상으로, Triglyceride  Assay  Kit

(Abcam, ab65336)를 사용하여, 중성 지방 수준을 측정하였다. 

그 결과, 도 11에 나타낸 바와 같이, 고지방 식이가 제공된 그룹 (VC, NC)에서, 간 섬유화 관련 인자인 α-SMA[0158]

mRNA의 발현 수준이 증가한 반면, 일 실시예에 따른 OLX-031-1을 투여한 그룹 (#31-1)에서는 이러한 α-SMA 및

mCol1α1 mRNA의 발현 증가가 감소하였음을 확인하였다. 또한, 도 12에 나타낸 바와 같이, 간 조직 내 중성 지

방의 수준 역시 일 실시예에 따른 OLX-031-1의 투여에 의해 감소됨을 확인하였다. 

(5) 혈청학적 평가 [0160]

상기 마우스로부터 수득한 혈청 시료를 대상으로, 간 손상의 지표 인자인 AST (Aspartate aminotransferase),[0161]

및 ALT (Alanine aminotransferase), 그리고, 지질 지표 물질인 콜레스테롤 (CHOL), 중성지방 (TG), 저밀도 지

질단백질 (LDL), 및 고밀도 지질단백질(HDL)의 수준을 확인하였다. 

그 결과, 도 13에 나타낸 바와 같이, 고지방 식이가 제공된 그룹 (VC, NC)에서, AST 및 ALT 수준이 현격하게 상[0162]

승했던 반면, 일 실시예에 따른 OLX-031-1을 투여한 그룹 (#31-1)에서는 이러한 AST 및 ALT 수준의 상승이 감소

하였음을 확인하였다. 또한, 도 14에 나타낸 바와 같이, 지질 지표 물질의 수준 역시 일 실시예에 따른 OLX-

031-1을 투여한 그룹 (#31-1)에서 감소하였음을 확인하였다. 

2-2. CDHFD induced NASH mouse model에서 OLX-031-2의 치료 효능 평가[0164]

동물 모델 그룹을 식이의 종류와 제공 기간에 따라, 12주간 정상 식이가 제공된 그룹 (NCD 12w), 16주간 정상[0165]

식이가 제공된 그룹 (NCD 16w), 12주간 고지방 식이가 제공된 그룹 (CDHFD 12w), 16주간 고지방 식이가 제공된

그룹 (CDHFD 16w), 12주간 고지방 식이가 제공되고, 4주간 정상 식이가 제공된 그룹 (CDHFD-NCD)으로 분류하고,

상기 그룹들을 다시 투여되는 물질에 따라, 각각 1X PBS를 투여한 군 (VC), OLX-031-2를 투여한 군 (#31-2)으로

분류하였다. 본 실시예에서, 상기 동물 모델 그룹에 대한 구체적인 분류는 하기 표 9에 나타낸 바와 같다.

[표 9][0166]

[0167]

공개특허 10-2023-0010593

- 22 -



한편, 고지방 식이가 제공된 시점으로부터 12주째 OLX-031-2를 투여하였고, 이로부터 2주 경과 후 OLX-031-2를[0168]

재차 투여하였다. 상기 2차 투여를 실시한 시점으로부터 2주 경과 후, 대상 마우스로부터 간을 적출하고, 이로

부터 간 조직 시료 및 이의 절편을 수득하였다. 한편, 상기 동물 모델 그룹 1 및 3에서는 고지방 식이가 제공된

시점으로부터 12주째 마우스를 희생시키고, 상기의 시료들을 수득하였다. 

(1) 병리 조직학적 평가[0170]

상기 실시예 2-1의 (3)과 동일한 방식으로 조직 절편에 대한 H&E 염색 및 Picro Sirius Red을 실시하여, 간 실[0171]

질에 형성된 다수의 지방 액포와 콜라겐의 침착 등의 변화를 확인하였다. 

그 결과, 도 15에 나타낸 바와 같이, 고지방 식이가 제공된 그룹 (CDHFD 12w, CDHFD 16w)은 간 실질에 다수의[0172]

지방  액포와  염증  병소  (inflammatory  foci)가  관찰된  반면,  일  실시예에  따른  OLX-031-2를  투여한  그룹

(CDHFD 031-2, CDHFD-NCD 031-2)에서는 이러한 지방 액포와 염증 병소가 감소하였음을 확인하였다.  또한, 도

16 및 도 17에 나타낸 바와 같이, 일 실시예에 따른 OLX-031-2를 투여한 그룹 (CDHFD 031-2, CDHFD-NCD 031-

2)에서 지질 성분 및 콜라겐 침착이 유의적으로 감소하였음을 확인하였다. 특히, OLX-031-2를 투여한 그룹 6

(CDHFD 16w 31-2)은 고지방 식이가 제공된 그룹 3 및 4 (CDHFD 12w, CDHFD 16w)에 비해, 지방 액포와 콜라겐

침착 수준이 감소되었는 바, 이는 비알콜성 지방간염에 대한 유효한 치료 효능을 보여주는 것이다.   

(2) 간 조직 내 섬유화 관련 인자의 발현 평가[0174]

상기 실시예 2-1의 (4)과 동일한 방식으로 간 섬유화 관련 인자의 발현 수준을 평가하였다.[0175]

그 결과, 도 18에 나타낸 바와 같이, 고지방 식이가 제공된 그룹 (CDHFD, CDHFD-NCD)에서, 간 섬유화 관련 인자[0176]

인 α-SMA, mCol1α1, 및 TIMP1 mRNA의 발현 수준이 증가한 반면, 일 실시예에 따른 OLX-031-2를 투여한 그룹

(#CDHFD 031-2, CDHFD-NCD 031-2)에서는, 이러한 α-SMA, mCol1α1, 및 TIMP1 mRNA의 발현 증가가 감소하였음

을 확인하였다. 이 역시, 상기 실험 결과와 마찬가지로, OLX-031-2를 투여한 그룹 6 (31-2 CDHFD)은 고지방 식

이가 제공된 그룹 3 및 4 (CDHFD 12w, CDHFD 16w)과 현격한 차이를 보여주었다. 

(3) MARC1 mRNA의 발현 억제 효과의 평가[0178]

상기 마우스로부터 수득한 간 조직 시료를 대상으로, 상기 실시예 1-2와 동일한 방식으로 MARC1 mRNA의 발현 수[0179]

준을 평가하였다. 

그 결과, 도 19에 나타낸 바와 같이, 일 실시예에 따른 OLX-031-2를 투여한 그룹 (#CDHFD 031-2, CDHFD-NCD[0180]

031-2)에서는, MARC1 mRNA의 발현 수준이 다른 그룹에 비해 유의적으로 낮음을 확인하였다. 

실시예 3: RNAi 유도용 이중가닥 핵산 분자의 2차 스크리닝 [0182]

3-1. 250종의 asiRNA 디자인 및 제작 [0183]

본 실시예에서는 상기 1-2과 동일한 방식으로, NCBI database 검색을 통해 MARC1 유전자 정보를 획득한 후, 인[0184]

간 및 원숭이 유래 MARC1 각각에 대하여, 공통의 표적을 가지는 염기 서열 기준으로 일정 수준의 상동성을 보이

는 염기 서열을 선발하여, 총 250종의 asiRNA를 디자인하고 (Sense  strand  (16-mer),  Antisense  strand(21-

mer)), 이를 bioneer에서 10 nmole scale로 합성하였다. 상기의 방법에 따라 디자인된 MARC1 asiRNA의 서열 정

보는 하기 표 10 내지 표 14에 나타낸 바와 같다.
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[표 10][0185]

[0186]

공개특허 10-2023-0010593

- 24 -



[0187]
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[표 11][0188]

[0189]
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[표 12][0191]

[0192]
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[표 13][0194]

[0195]
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[표 14][0197]

[0198]
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[0199]

3-2. MARC1 mRNA의 발현 억제 효과의 평가[0201]

mRNA 수준에서 발현 억제 효율을 확인하기 위해, 상기 MARC1 asiRNA를 Huh7 세포에 형질감염시킨 후, qRT-PCR을[0202]

수행하여  MARC1  mRNA의  발현  수준을  측정하였다.  구체적으로,  상기  Huh7  세포는  96  well  plate에  8×10
3

cells/well로 씨딩되었고, 여기에 MARC1 asiRNA (10 nM, OliX Inc.)와 RNAiMax (2 μl/ml, Invitrogen Inc.

13778150)를 첨가한 뒤, Invitrogen으로부터 제공된 프로토콜에 따라 형질감염을 수행하였다. 이로부터 24시간

후,  SuperPrep
TM
 Cell  lysis  &  RT  kit  for  qPCR  Kit  II  (TOYOBO,  SCQ-401)를  사용하여  cell  lysate를

준비하고, 이에 포함된 mRNA를 주형으로 하는 역전사 과정을 통하여 cDNA를 합성하였다. 이후, 상기 합성된

cDNA를  주형으로  하여,  정량적  PCR을  THUNDERBIRD
®

 Probe  qPCR  Mix  (TOYOBO,  QPS-101),  및  Probe

(Hs00224227_m1, Hs03928985_g1, Applied Biosystems)를 사용하여 수행하였고, mRNA 발현 억제 수준을 기준으

로, 1차적으로 총 134 종의 MARC1 asiRNA를 선별하였다 (미도시). 한편, 본 실시예에서 대조군은 형질 감염 시

약만을 첨가한 군 (Mock), 양성 대조군으로 asiMARC1-30을 사용하여 실시예 1-2와 동일한 방식으로 형질감염을

수행한 군 (PC1)을 사용하였다. 이후, 상기와 같이 선별된 134종의 MARC1 asiRNA를 대상으로, 상기와 동일한 방

식으로, MARC1 asiRNA 처리 농도만을 1 nM 또는 0.1 nM로 순차적으로 변경하면서, MARC1 mRNA 발현 수준을 평

가하였다.

그 결과, 도 20A 내지 도 20C에 나타낸 바와 같이, MARC1 asiRNA 134종 1 nM 처리에 따른 MARC1 mRNA의 발현[0203]

억제 효과를 확인하였고, 이들 중에서, MARC1 발현 억제 효율이 우수한 상위 41 종의 MARC1 asiRNA를 선별하였

다 (#54,  #75,  #80,  #89,  #90,  #92,  #97,  #99,  #100,  #114,  #124,  #126,  #129,  #130,  #131,  #137,  #143,
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#144, #161, #166, #177, #194, #195, #196, #200, #201, #202, #210, #211, #212, #215, #216, #217, #218,

#220, #222, #223, #224, #233, #264, #268). 또한, 도 21에 나타낸 바와 같이, 상기 발현 억제 효과를 확인한

MARC1 asiRNA 41종 0.1 nM 처리에 따른 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과를 확인하였고, 이들 중에서, 다시 MARC1

발현 억제 효율이 우수한 상위 30 종의 MARC1  asiRNA를 선별하였다 (#75,  #80,  #89,  #90,  #92,  #99,  #100,

#114, #124, #126, #129, #130, #131, #137, #143, #144, #166, #177, #194, #196, #200, #212, #215, #216,

#218, #220, #222, #223, #224, #264).

3-3. MARC1 단백질의 발현 억제 효과의 평가[0205]

단백질 수준에서 발현 억제 효율을 확인하기 위해, 상기 실시예 3-2에서 선별된 30종의 MARC1 asiRNA를 Huh7 세[0206]

포에 형질감염시킨 후,  웨스턴 블롯을 수행하여 MARC1  단백질의 발현 수준을 측정하였다. 구체적으로, 상기

Huh7  세포는 12  well  plate에  5×10
4  
cells/well로  씨딩되었고,  여기에 MARC1  asiRNA  1  nM,  OliX  Inc.)와

RNAiMax (2 μl/ml, Invitrogen Inc. 13778150)를 첨가한 뒤, Invitrogen으로부터 제공된 프로토콜에 따라 형

질감염을  수행하였다.  이로부터  48시간  후,  상기  형질감염된  세포를  파쇄하여  각  샘플마다  15  μg의  cell

lysate를 수득하였다. 상기 수득한 cell lysate를 대상으로, 10% SDS-폴리아크릴아마이드 겔, MARC1 Rabbit 폴

리클로날 항체 (1:1000 dilution in 3% BSA, Abcepta, AP9754c), 및 Vinculin Mouse 모노클로날 항체 (1:1000

dilution in 3% BSA, Santa Cruz Biotechnology, sc-73614)를 사용하여 Western blot을 수행하였고, ChemiDoc

XRS+ System (Bio-Rad)으로 MARC1 단백질의 발현 수준을 확인하였다. 한편, 본 실시예에서 대조군은 형질 감염

시약만을 첨가한 군 (M), 양성 대조군으로 asiMARC1-30 또는 asiMARC1-31을 사용하여 실시예 1-2와 동일한 방식

으로 형질감염을 수행한 군(PC1, PC2)을 사용하였다. 

그 결과, 도 22에 나타낸 바와 같이, 상기 실시예 3-2에서 선별된 총 30 종의 MARC1 asiRNA는 모두 MARC1 단백[0207]

질의 발현을 억제함을 확인하였다. 

실시예 4: 화학적 변형이 도입된 RNAi 유도용 핵산 분자의 제조[0209]

4-1. 41종의 MARC1 GalNAc-asiRNA 디자인 및 제작 [0210]

본 실시예에서는 상기 실시예 1 및 3에서 발현 억제 효과를 확인한 MARC1 asiRNA를 대상으로, GalNAc ligand 및[0211]

화학적 변형이 도입된 비대칭 siRNA  (GalNAc-asiRNA)를 디자인하였다. 상기 디자인된 GalNAc-asiRNA는 상기

asiRNA에 비해, 다양한 화학적 변형 (2'OMe, PS, Fluoro, GalNAc ligand 등)이 도입된 것으로서, 간 세포 내부

로의 전달이 향상된 비대칭 siRNA이다.

본 실시예에서 제작한 총 41종의 MARC1 GalNAc-asiRNA의 서열 정보는 하기 표 15과 같다. [0212]
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[표 15][0213]

[0214]
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[0215]

구체적으로, 상기 표 15에서 "*", "m", "f", "P", 및 "GalNAc"으로 표기된 화학적 변형은 상기 표 7에 나타낸[0216]

바와 같다.

4-2. MARC1 mRNA의 발현 억제 효과의 평가[0218]

mRNA 수준에서 발현 억제 효율을 확인하기 위해, 상기 실시예 4-1에서 제작한 총 41종의 MARC1 GalNAc-asiRNA[0219]

(100  nM)  각각을 C57BL/6  마우스 (Koatech)로부터 유래된 일차 배양된 마우스 간  세포  (Primary  cultured

mouse hepatocytes: PMH)에 처리한 후 (n=3), 실시예 1-2와 동일한 방식으로 qRT-PCR을 수행하여 MARC1 mRNA의

발현  수준을  측정하였다.  한편,  본  실시예에서  대조군은  물질을  처리하지  않은  군  (NT),  음성  대조군으로

OLX700A-001-8  (100  nM)을  처리한  군  (NC),  양성  대조군으로  OLX-031-1  (10  nM)을  처리한  군(PC)을

사용하였다. 

그 결과, 도 23에 나타낸 바와 같이, MARC1 GalNAc-asiRNA 41종의 처리에 따른 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과를[0220]

확인하였다. 이들 중에서도, OLX-031-1, OLX-031-9, OLX-274-1, OLX-231-3, OLX-281-1, OLX-031-8, OLX-031-6,

OLX-237-1, OLX-031-4의 발현 억제 효과는 보다 우수하였다.  

4-3. 인간 유래 간 세포에 대한 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과의 평가[0222]
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mRNA 수준에서의 발현 억제 효율을 확인하기 위해, 상기 실시예 4-1에서 제작한 총 41종의 MARC1 GalNAc-asiRNA[0223]

각각을 인간으로부터 유래된 일차 간 세포 (Primary human hepatocyte, F00995-P)에 처리한 후 (n=3), qRT-PCR

을 수행하여 MARC1 mRNA의 발현 수준을 측정하였다. 구체적으로, 상기 일차 간 세포는 96 well plate에 4×10
4

cells/well로 씨딩되었고, 여기에 MARC1 GalNAc-asiRNA (500 nM, OliX Inc.)을 처리한 후, 실시예 1-2와 동일

한 방식으로, qRT-PCR을 수행하여 MARC1 mRNA의 발현 수준을 측정하였다. 한편, 본 실시예에서 대조군은 물질을

처리하지 않은 군 (NT),  음성 대조군으로 OLX700A-001-8  (500  nM)을 처리한 군 (NC), 양성 대조군으로 OLX-

031-1 (10 nM)을 처리한 군(PC)을 사용하였다. 

또한, MARC1 GalNAc-asiRNA의 처리 농도에 따른 mRNA 수준에서의 발현 억제 효율을 확인하기 위해, 상기 인간으[0224]

로부터 유래된 일차 간 세포는 96  well  plate에 3×10
4
 cells/well로 씨딩되었고, 여기에 각각 20  nM  또는

100nM의 MARC1 GalNAc-asiRNA (OliX Inc.)를 처리하였다 (n=2). 이후, 실시예 1-2와 동일한 방식으로, qRT-PCR

을 수행하여 MARC1 mRNA의 발현 수준을 측정하였다. 한편, 본 실시예에서 대조군은 물질을 처리하지 않은 군

(NT), 음성 대조군으로 OLX700A-001-8 (100 nM)를 처리한 군 (NC), 양성 대조군으로 OLX-075-1 또는 OLX-218-1

(10 nM)을 처리한 군 (PC1, 및 PC2)을 사용하였다. 

그 결과, 도 24에 나타낸 바와 같이, MARC1 GalNAc-asiRNA 41종의 처리에 따른 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과를[0225]

확인하였다. 또한, 도 25에 나타낸 바와 같이, 상기 41종의 MARC1 GalNAc-asiRNA는 농도 의존적으로 MARC1의 발

현을  억제시키며,  특히,  상기  실시예  1에서  확보한  OLX-031-1보다  우수한  효력을  가지는  총  10종의  MARC1

GalNAc-asiRNA를 선별하였다 (OLX-075-1, OLX-114-1, OLX-212-1, OLX-216-1, OLX-224-1, OLX-218-1, OLX-264-

1, OLX-220-1, OLX-31-7, OLX-92-1).

실시예 5. 인간 MARC1을 표적으로하는 GalNAc-asiRNA의 제작 및 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과의 평가[0227]

본 실시예에서는 상기 실시예 4의 실험 결과를 토대로, 우수한 효과를 보인 OLX-075-1을 선택하여, 다양한 화학[0228]

적 변형을 갖는 MARC1 GalNAc-asiRNA을 제작하였다. 본 실시예에서 제작한 총 17종의 MARC1 GalNAc-asiRNA의

서열 정보는 하기 표 16과 같다. 
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[표 16][0229]

[0230]

구체적으로, 상기 표 16에서 "*", "m", "f", "P", "GalNAc", 및 "EVP"로 표기된 화학적 변형은 상기 표 7에 나[0231]

타낸 바와 같다.

또한, mRNA 수준에서의 발현 억제 효율을 확인하기 위해, 상기 제작한 총 17종의 MARC1 GalNAc-asiRNA 각각을[0232]

인간으로부터 유래된 일차 간 세포 (Primary human hepatocyte, F00995-P)에 처리한 후 (n=3), qRT-PCR을 수행

하여  MARC1  mRNA의  발현  수준을  측정하였다.  구체적으로,  상기  일차  간  세포는  96  well  plate에  4×10
4

cells/well로 씨딩되었고, 여기에 MARC1 GalNAc-asiRNA (10 nM 또는 100 nM, OliX Inc.)을 처리한 후, 실시예

1-2와 동일한 방식으로, qRT-PCR을 수행하여 MARC1 mRNA의 발현 수준을 측정하였다.

그 결과, 도 26에 나타낸 바와 같이, MARC1 GalNAc-asiRNA 17종의 처리에 따른 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과를[0233]

확인하였다.

실시예 6. 원숭이 모델을 이용한 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과 평가[0235]

원숭이 동물모델을 대상으로 다양한 농도 (2.5, 5, 또는 10 mp)의 OLX-031-2 또는 OLX-075-2를 1주일 마다 총[0236]

2회 피하 투여한 후, 상기 2차 투여를 실시한 시점으로부터 1주 경과 후, 대상 원숭이로부터 간을 적출하고, 이

로부터 간 조직 시료 및 이의 절편을 수득하였다. 이후, 실시예 1-2와 동일한 방식으로, qRT-PCR을 수행하여

MARC1 mRNA의 발현 수준을 측정하였다. 본 실시예에서, 상기 OLX-031-2 및 OLX-075-2의 서열 정보는 하기 표

17와 같으며, 동물 모델 그룹에 대한 구체적인 분류는 하기 표 18에 나타낸 바와 같다.
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[표 17][0237]

[0238]

[표 18][0239]

[0240]

그 결과, 도 27에 나타낸 바와 같이, OLX-075-2 투여 군에서 보다 우수한 MARC1 mRNA 발현 억제 효과를 확인하[0241]

였으며, 이러한 효과는 농도 의존적인 경향성을 보여주었다. 

실시예 7. 동물 모델을 이용한 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과 평가[0243]

7-1. SEAP 리포터를 이용한 발현 억제 효과의 평가[0244]

6  주령  Balb/c  마우스 (Female)를  인간  MARC1  유전자 및  이와  연결된 SEAP  리포터를 포함하는 플라스미드[0245]

(pSELECT-mSEAP-hMARC1)로 형질감염시킨 뒤, 동물 모델 그룹을 투여되는 물질에 따라, 각각 1X PBS를 투여한 군

(VC), 상기 실시예 5의 MARC1 GalNAc-asiRNA를 투여한 군 (OLX-075-2, OLX-075-4, OLX-075-5, OLX-075-6, OLX-

075-8, OLX-075-12, OLX-075-16, OLX-075-18) 및 상기 실시예 6의 OLX-031-2를 투여한 군으로 분류하였다. 본

실시예에서, 상기 동물 모델 그룹에 대한 구체적인 분류는 하기 표 19에 나타낸 바와 같다.

[표 19][0246]

[0247]

한편, 상기 플라스미드로 형질감염된 시점으로부터 4주째 MARC1 GalNAc-asiRNA를 피하 투여하였고, 이로부터 1[0248]

주 경과 후 혈액 샘플을 채취하고, SEAP  리포터 형광의 수준을 Phospha-Light™ SEAP  Reporter  Gene  Assay

System (Invitrogen™, T1015)을 통해 확인하여, 인간 MARC1 mRNA의 발현 억제 수준을 비교하였다. 

그 결과, 도 28에 나타낸 바와 같이, MARC1 GalNAc-asiRNA 9종의 처리에 따른 MARC1 mRNA의 발현 억제 효과를[0249]

나타내었고, 이들 중에서도, OLX-075-12, OLX-075-16, OLX-075-17, OLX-075-5, OLX-075-8, 또는 OLX-075-2 투

여 군에서의 발현 억제 효과가 보다 우수하였다. 

7-2. 이중 루시퍼라제 리포터를 이용한 발현 억제 효과의 평가 [0251]

6  주령 Balb/c  마우스를 인간 MARC1  유전자를 포함하는 플라스미드 (psiCHECK-2-hMARC1)로 형질감염시킨 뒤,[0252]

3mpk의 상기 실시예 5의 MARC1 GalNAc-asiRNA를 피하 투여하였다 (OLX-075-2, OLX-075-4, OLX-075-5, OLX-075-

6, OLX-075-8, OLX-075-12, OLX-075-16, OLX-075-17, OLX-075-18). 이로부터 3일 경과 후 혈액 샘플을 채취하

여, Luciferase 리포터 형광의 수준을 Dual-Luciferase
®
 Reporter Assay System (Promega, E1980)을 통해 확인

공개특허 10-2023-0010593

- 39 -



하여, 인간 MARC1 mRNA의 발현 억제 수준을 비교하였다. 

그 결과, 도 29에 나타낸 바와 같이, 다양한 화학적 변형을 갖는 실시예 5의 MARC1 GalNAc-asiRNA 투여 군은 모[0253]

두 우수한 MARC1  mRNA  발현 억제 효과를 나타내었고, 이들 중에서도, OLX-075-16,  OLX-075-17,  OLX-075-12,

OLX-075-8, OLX-075-8 투여 군에서의 발현 억제 효과가 보다 우수하였다. 

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이[0255]

러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시 양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고

할 것이다.
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