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(57)摘要

各种实施方案提供了作为S‑抗原转运抑制

寡核苷酸聚合物的STOPSTM聚合物，制备它们的

方法以及使用它们治疗疾病和病况的方法。在一

些实施方案中，STOPSTM修饰的寡核苷酸包含具

有如本文所述的修饰的交替的A单元和C单元的

至少部分硫代磷酸化的序列。如通过HBsAg分泌

测定所确定的，STOPSTM修饰的寡核苷酸的实施

方案的针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活

性大于参考化合物针对乙型肝炎的序列非依赖

性抗病毒活性。
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1.修饰的寡核苷酸或其复合物，其具有针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性，包

含交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列，其中：

所述A单元包含选自以下的一种或多种：
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所述C单元包含选自以下的一种或多种：
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每个末端 独立地为羟基、O,O‑二氢硫代磷酸酯、二氢磷酸酯、封端或连接基团；

每个内部 是与相邻A或C单元的含磷连键，所述含磷连键是硫代磷酸酯连键或选自

以下的修饰的连键：磷酸二酯、二硫代磷酸酯、甲基膦酸酯、硫代二磷酸酯、5’‑氨基磷酸酯、

3’,5’‑磷二酰胺酯、5’‑硫代磷酰胺酯、3’,5’‑硫代磷二酰胺酯或二磷酸二酯；以及

如通过HBsAg分泌测定所确定的，所述针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性大于

参考化合物针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性；

条件是，当交替的A单元和C单元的序列包含Ribo‑A单元时，所述序列还包含至少一个

不是Ribo‑A单元的A单元；以及

条件是，当交替的A单元和C单元的序列包含Ribo‑C单元时，所述序列还包含至少一个

不是Ribo‑C单元的C单元。

2.如权利要求1所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述A单元是选自以下的一种

或多种：

3.如权利要求1所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述A单元是选自以下的一种

或多种：

权　利　要　求　书 4/19 页

5

CN 113286803 A

5



4.如权利要求1所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述A单元是选自以下的一种

或多种：

5.如权利要求1所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述A单元是选自以下的一种

或多种：

6.如权利要求1所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述A单元是选自以下的一种

或多种：

7.如 权 利要 求 1 所 述的 修 饰的 寡 核 苷 酸 或 其复 合 物 ，其中 所 述 A单 元 是
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8.如 权 利要 求 1 所 述的 修 饰的 寡 核 苷 酸 或 其复 合 物 ，其中 所 述 A单 元 是

9.如 权 利要 求 1 所 述的 修 饰的 寡 核 苷 酸 或 其复 合 物 ，其中 所 述 A单 元 是

10.如权 利要求 1所述的 修饰的 寡核苷酸或其复 合物 ，其中 所述 A单元是

11.如权利要求1所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述A单元是选自以下的一

种或多种：
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12.如权利要求1至11中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述C单元是

选自以下的一种或多种：

13.如权利要求1至11中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述C单元是

选自以下的一种或多种：

14.如权利要求1至11中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述C单元是
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15.如权利要求1至11中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述C单元是

16.如权利要求1至11中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述C单元是

选自以下的一种或多种：

17.如权利要求1至11中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述C单元是

选自以下的一种或多种：
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18.如权利要求1至11中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述C单元是

19.如权利要求1至11中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述C单元是

20.如权利要求1至11中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述C单元是

21.如权利要求1至11中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述C单元是

22.如权利要求1至11中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述C单元是
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23.如权利要求1至22中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其是部分硫代磷酸

化的。

24.如权利要求23所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其是至少约85％硫代磷酸化的。

25.如权利要求1至22中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其是完全硫代磷酸

化的。

26.如权利要求23至25中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其包含至少一个

立体化学限定的硫代磷酸酯连键。

27.如权利要求26所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其包含至少6个立体化学限定的

硫代磷酸酯连键。

28.如权利要求26或27所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述至少一个立体化

学限定的硫代磷酸酯连键具有R构型。

29.如权利要求26或27所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述至少一个立体化

学限定的硫代磷酸酯连键具有S构型。

30.如权利要求1至29中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其包含5’封端。

31.如权利要求30所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述5’封端选自

其中R1和R2各自独立地

选自氢、氘、磷酸酯、硫代C1‑6烷基和氰基。

32.如权利要求31所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中R1和R2都是氢。

33.如权利要求31所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中R1和R2不都是氢。

34.如权利要求31所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述5’封端选自：
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35.如权利要求31所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述5’封端是

36.如权利要求1至35中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述交替的A

单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为约8个单元至约200个单元的序列长

度。

37.如权利要求1至35中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述交替的A

单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为18个单元至60个单元的序列长度。

38.如权利要求1至35中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述交替的A

单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为30个单元至50个单元的序列长度。

39.如权利要求1至35中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述交替的A

单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为34个单元至46个单元的序列长度。

40.如权利要求1至35中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述交替的A

单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为36个单元至44个单元的序列长度。

41.如权利要求1至40中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中至少一个末端

是连接基团。

42.如权利要求41所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其还包含通过所述连接基团与

所述修饰的寡核苷酸连接的至少一个第二寡核苷酸。

43.如权利要求41所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其还包含通过所述连接基团与

所述修饰的寡核苷酸连接的靶向配体。

44.如权利要求43所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述靶向配体包括N‑乙酰

半乳糖胺(GalNac)、三触角‑GalNAc、生育酚或胆固醇。

45.如权利要求1至44中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中至少一些A单

元在核糖环上不是2'‑O甲基化的。

46.如权利要求1至45中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中至少一些C单

元在核糖环上不是2’‑O甲基化的。

47.如权利要求1至46中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述交替的A

单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列还包含对硫代磷酸酯连键的一个或多个修饰。

48.如权利要求47所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中对所述硫代磷酸酯连键的

修饰是选自以下的修饰的连键：磷酸二酯、二硫代磷酸酯、甲基膦酸酯、硫代二磷酸酯、5’‑

氨基磷酸酯、3’,5’‑磷二酰胺酯、5’‑硫代磷酰胺酯、3’,5’‑硫代磷二酰胺酯或二磷酸二酯。

49.如权利要求48所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述修饰的连键是磷酸二

酯连键。

50.如权利要求1至46中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其还包含连接在一

起以形成串联体的交替的A单元和C单元的至少两个部分硫代磷酸化的序列。

51.如权利要求1至50中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述针对乙型

肝炎的序列非依赖性抗病毒活性比所述参考化合物高至少2倍。

52.如权利要求51所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述针对乙型肝炎的序列
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非依赖性抗病毒活性比所述参考化合物高至少5倍。

53.如权利要求1至52中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述修饰的寡

核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的小于30nM的EC50值。

54.如权利要求1至52中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述修饰的寡

核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的范围为30nM至小于100nM的EC50值。

55.如权利要求1至52中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述修饰的寡

核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的范围为100nM至小于300nM的EC50值。

56.如权利要求1至52中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述修饰的寡

核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的大于300nM的EC50值。

57.如权利要求1所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述至少部分硫代磷酸化的

序列具有如表6‑33和图6A‑6B所示的序列长度和交替的A单元和C单元。

58.如权利要求1至57中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述参考化合

物是被称为REP  2139的硫代磷酸化的AC40‑mer寡核苷酸。

59.如权利要求1至57中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中所述参考化合

物是5’mApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmC

psmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmA

psmCpsmApsmC  3’(2’‑OMe‑A；2’‑OMe‑C)。

60.如权利要求1至59中任一项所述的修饰的寡核苷酸的复合物，其中所述复合物是螯

合物。

61.如权利要求60所述的复合物，其中所述复合物是所述修饰的寡核苷酸的钙、镁或锌

螯合物。

62.如权利要求1至59中任一项所述的修饰的寡核苷酸的复合物，其中所述复合物是单

价抗衡离子复合物。

63.如权利要求62所述的复合物，其中所述复合物是所述修饰的寡核苷酸的锂、钠或钾

复合物。

64.如权利要求1所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中：

所述交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列是至少85％硫代磷酸化的；

所述交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为36个单元至44个

单元的序列长度；

所述A单元包含至少12个2’‑OMe‑A单元和至少1个Ribo‑A单元；

所述C单元包含至少15个LNA‑5mC单元；以及

所述修饰的寡核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的小于30nM的EC50值。

65.如权利要求1所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中：

所述交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列是至少85％硫代磷酸化的；

所述交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为36个单元至44个

单元的序列长度；

所述A单元包含至少15个2’‑OMe‑A单元；

所述C单元包含至少7个LNA‑5mC单元；以及

所述修饰的寡核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的小于50nM的EC50值。
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66.如权利要求1所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中：

所述交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列是至少85％硫代磷酸化的；

所述交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为36个单元至44个

单元的序列长度；

所述A单元包含至少15个2’‑OMe‑A单元；

所述C单元包含至少3个LNA‑5mC单元；以及

所述修饰的寡核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的小于100nM的EC50值。

67.如权利要求1所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其中：

所述交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列是至少85％硫代磷酸化的；

所述交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为36个单元至44个

单元的序列长度；

所述A单元包含至少18个2’‑OMe‑A单元；

所述C单元包含至少15个LNA‑5mC单元；以及

所述修饰的寡核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的小于30nM的EC50值。

68.如权利要求64至67中任一项所述的修饰的寡核苷酸的复合物，其中所述复合物是

包含所述修饰的寡核苷酸的钠或钾复合物的单价抗衡离子复合物。

69.药物组合物，其包含一定量的权利要求1至68中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其

复合物，所述修饰的寡核苷酸或其复合物有效治疗患有乙型肝炎的对象；以及药学上可接

受的载体。

70.药物组合物，其包含一定量的权利要求1至68中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其

复合物，所述修饰的寡核苷酸或其复合物有效治疗患有丁型肝炎的对象；以及药学上可接

受的载体。

71.针对乙型肝炎、丁型肝炎或两者的治疗，其包含有效量的权利要求1至68中任一项

所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，或者权利要求69或70所述的药物组合物。

72.治疗乙型肝炎的方法，其包括向有需要的对象施用有效量的权利要求1至68中任一

项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物、权利要求69或70所述的药物组合物或者权利要求71

所述的治疗。

73.如权利要求72所述的方法，其中所述修饰的寡核苷酸或其复合物通过肠胃外途径

施用至所述对象。

74.如权利要求72所述的方法，其中所述修饰的寡核苷酸或其复合物静脉施用至所述

对象。

75.如权利要求72所述的方法，其中所述修饰的寡核苷酸或其复合物皮下施用至所述

对象。

76.如权利要求72至75中任一项所述的方法，其还包括向所述对象施用有效量的针对

乙型肝炎的第二治疗。

77.如权利要求76所述的方法，其中所述针对乙型肝炎的第二治疗包括具有针对乙型

肝炎的序列非依赖性抗病毒活性的第二寡核苷酸、siRNA寡核苷酸、反义寡核苷酸、核苷、干

扰素、免疫调节剂、衣壳组装调节剂或其组合。

78.如权利要求77所述的方法，其中所述针对乙型肝炎的第二治疗包括反义寡核苷酸。
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79.如权利要求77所述的方法，其中所述针对乙型肝炎的第二治疗包括衣壳组装调节

剂。

80.治疗丁型肝炎的方法，其包括向有需要的对象施用有效量的权利要求1至68中任一

项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物、权利要求69或70所述的药物组合物或者权利要求71

所述的治疗。

81.如权利要求80所述的方法，其中所述修饰的寡核苷酸或其复合物通过肠胃外途径

施用至所述对象。

82.如权利要求80所述的方法，其中所述修饰的寡核苷酸或其复合物静脉施用至所述

对象。

83.如权利要求80所述的方法，其中所述修饰的寡核苷酸或其复合物皮下施用至所述

对象。

84.如权利要求80至83中任一项所述的方法，其还包括向所述对象施用有效量的针对

丁型肝炎的第二治疗。

85.如权利要求84所述的方法，其中所述针对丁型肝炎的第二治疗包括具有针对乙型

肝炎的序列非依赖性抗病毒活性的第二寡核苷酸、反义寡核苷酸、核苷、干扰素、衣壳组装

调节剂或其组合。

86.如权利要求85所述的方法，其中所述针对乙型肝炎的第二治疗包括反义寡核苷酸。

87.如权利要求85所述的方法，其中所述针对乙型肝炎的第二治疗包括衣壳组装调节

剂。

88.治疗乙型肝炎或丁型肝炎的方法，其包括向有需要的对象皮下施用有效量的抗病

毒寡核苷酸或其复合物，其中所述寡核苷酸的抗病毒活性主要通过序列非依赖性作用模式

发生。

89.如权利要求88所述的方法，其中所述抗病毒寡核苷酸是REP  2139、REP  2055、REP 

2165或其螯合物。

90.如权利要求88所述的方法，其中所述抗病毒寡核苷酸是权利要求1至68中任一项所

述的修饰的寡核苷酸或其复合物、权利要求69或70所述的药物组合物或者权利要求71所述

的治疗。

91.如权利要求88至90中任一项所述的方法，其包括以低于基于在其它方面相当的静

脉内施用后观察到的肝脏水平而另外预期的剂量，向有需要的人类对象皮下施用安全且有

效量的所述抗病毒寡核苷酸或其复合物。

92.如权利要求1至68中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其用于治疗乙型肝

炎的用途中。

93.如权利要求1至68中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其用于治疗丁型肝

炎的用途中。

94.权利要求1至68中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物在制备用于治疗乙型

肝炎的药物中的用途。

95.权利要求1至68中任一项所述的修饰的寡核苷酸或其复合物在制备用于治疗丁型

肝炎的药物中的用途。

96.如权利要求92或93所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，或者权利要求94或95所述
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的用途，其中所述用途包括以低于基于在其它方面相当的静脉内施用后观察到的肝脏水平

而另外预期的剂量，向有需要的人类对象皮下施用安全且有效量的所述抗病毒寡核苷酸或

其复合物。

97.二核苷酸，其由通过立体化学限定的硫代磷酸酯连键连接的A单元和C单元组成，其

中：

所述A单元包含选自以下的一种或多种：
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所述C单元包含选自以下的一种或多种：
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以及

每个 独立地是羟基、O,O‑二氢硫代磷酸酯、亚磷酰胺、二甲氧基三苯甲基醚或立体

化学限定的硫代磷酸酯连键。

98.如权利要求97所述的二核苷酸，条件是所述二核苷酸不同时包含所述Ribo‑A单元

和所述Ribo‑C单元。

99.如权利要求97所述的二核苷酸，所述二核苷酸选自包含表4和表5中所述的结构单
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元单体中的任意两种或者由其组成的二核苷酸。

100.如权利要求97或98所述的二核苷酸，其中 是下式(A)的亚磷酰胺：

其中：

R1和R2各自独立地是C1‑6烷基；以及

R3是C1‑6烷基或氰基C1‑6烷基。

101.如权利要求100所述的二核苷酸，其中所述式(A)的亚磷酰胺是下式(A1)的亚磷酰

胺：

102.如权利要求97至101中任一项所述的二核苷酸，其中所述立体化学限定的硫代磷

酸酯连键是下式(B1)或(B2)的硫代磷酸酯：

其中R4是C1‑6烷基或氰基C1‑6烷基。

103.如权利要求102所述的二核苷酸，其中所述式(B1)的硫代磷酸酯是如下式(B3)的

硫代磷酸酯，或者所述式(B2)的硫代磷酸酯是如下式(B4)的硫代磷酸酯：
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104.用于制备权利要求1至68中任一项所述的修饰的寡核苷酸的方法，其包括偶联权

利要求97至103中任一项所述的二核苷酸。
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S‑抗原转运抑制寡核苷酸聚合物和方法

相关申请信息

[0001] 本申请要求2018年11月8日提交的美国序列号62/757,632；2019年5月31日提交的

美国序列号62/855,323；以及2019年9月30日提交的美国序列号62/907,845的优先权。上述

每一个通过引用以其整体并入本文。

背景

领域

[0002] 本申请涉及作为S‑抗原转运抑制寡核苷酸聚合物的STOPSTM抗病毒化合物，制备它

们的方法以及使用它们治疗疾病和病况的方法。

描述

[0003] 本文所述的STOPSTM化合物是抗病毒寡核苷酸，其可以至少部分地被硫代磷酸化并

且通过非序列依赖性作用模式发挥它们的抗病毒活性。参见A.Vaillant,“Nucleic  acid 

polymers:Broad  spectrum  antiviral  activity ,antiviral  mechanisms  and 

optimization  for  the  treatment  of  hepatitis  B  and  hepatitis  D  infection”,

Antiviral  Research  133,32‑40(2016)。术语“核酸聚合物”(NAP)已经在文献中用于指代

这种寡核苷酸，尽管该术语不一定具有抗病毒活性。在21世纪早期提交的许多专利申请公

开了某些特定化合物的结构，并确定了各种结构选择作为未来实验的潜在领域。参见，例

如，美国专利第7,358,068号；第8,008,269号；第8,008,270号和第8,067,385号。这些努力

导致鉴定了本领域技术人员已知的化合物REP  2139(一种硫代磷酸化的40‑mer,其具有带

有所有胞嘧啶的5‑甲基化和所有核糖的2'‑O甲基修饰的重复腺苷‑胞苷(AC)单元)以及被

称为其临床祖先的化合物REP  2055。参见I.Roehl等人,“Nucleic  Acid  Polymers  with 

Accelerated  Plasma  and  Tissue  Clearance  for  Chronic  Hepatitis  B  Therapy”,

Molecular  Therapy:Nucleic  Acids  Vol.8,1‑12(2017)。该出版物的作者指出这些化合物

的结构特征已经被优化用于治疗乙型肝炎(HBV)和丁型肝炎(HBD)。还参见A.Vaillant ,

“Nucleic  acid  polymers:Broad  spectrum  antiviral  activity,antiviral  mechanisms 

and  optimization  for  the  treatment  of  hepatitis  B  and  hepatitis  D  infection”,

Antiviral  Research  133(2016)32‑40。根据这些作者和相关文献，此类化合物保持针对

HBV的抗病毒活性，同时防止通过先天免疫应答的识别，以允许它们与免疫疗法如聚乙二醇

化干扰素一起安全使用。然而，长期以来仍需要此类更有效的化合物。

概述

[0004] 现在已经发现，与本领域关于抗病毒化合物的所需结构特征的最佳组合的教导相

反，可通过将其修饰以提供如本文所述的STOPSTM化合物来获得显著改善的性质。例如，在一

些实施方案中，如通过HBsAg分泌测定所确定的，新的STOPSTM化合物针对HBV的序列非依赖

性抗病毒活性大于参考化合物针对HBV的序列非依赖性抗病毒活性。鉴于多年的研究在REP 

2139的本领域公认的优化结构中达到顶点，本领域技术人员几乎没有预期本文所述的修饰

的STOPSTM化合物的实施方案将合理地可能表现出这种效力上的改善。因此，新STOPSTM化合

物的结构和使用它们治疗HBV和HBD的方法是令人惊讶的和出乎意料的。

说　明　书 1/83 页

21

CN 113286803 A

21



[0005] 本文所述的一些实施方案涉及修饰的寡核苷酸或其复合物，其具有针对乙型肝炎

的序列非依赖性抗病毒活性，可以包含交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序

列，其中：

所述A单元包含选自以下的一种或多种：
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所述C单元包含选自以下的一种或多种：
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[0006] 每个末端 独立地为羟基、O,O‑二氢硫代磷酸酯、二氢磷酸酯、封端或连接基

团；

[0007] 每个内部 是与相邻A或C单元的含磷连键，所述含磷连键是硫代磷酸酯连键

或选自以下的修饰的连键：磷酸二酯、二硫代磷酸酯(phosphorodithioate)、甲基膦酸酯、
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硫代二磷酸酯(diphosphorothioate)、5’‑氨基磷酸酯、3’,5’‑磷二酰胺酯、5’‑硫代磷酰胺

酯、3’,5’‑硫代磷二酰胺酯或二磷酸二酯；以及

[0008] 如通过HBsAg分泌测定所确定的，针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性大于

参考化合物针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性；

[0009] 条件是，当交替的A单元和C单元的序列包含Ribo‑A单元时，所述序列还包含至少

一个不是Ribo‑A单元的A单元；以及

[0010] 条件是，当交替的A单元和C单元的序列包含Ribo‑C单元时，所述序列还包含至少

一个不是Ribo‑C单元的C单元。

[0011] 本文所述的一些实施方案涉及治疗HBV和/或HDV感染的方法，其可以包括向被鉴

定为患有HBV和/或HDV感染的对象施用有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸，或者包含

有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸的药物组合物。

[0012] 本文公开的一些实施方案涉及抑制HBV和/或HDV复制的方法，其可以包括使感染

有HBV和/或HDV的细胞与有效量的本文所述的修饰的寡核苷酸，或者包含有效量的本文所

述的修饰的寡核苷酸的药物组合物接触。

[0013] 下面将更详细地描述这些和其它实施方案。

附图简述

[0014] 图1说明了包含C2‑6亚烷基连键的修饰的寡核苷酸的实施方案。

[0015] 图2说明了包含环氧丙烷连键的修饰的寡核苷酸的实施方案。

[0016] 图3A说明了具有通过5’‑四甘醇(TEG)连键连接的胆固醇的修饰的寡核苷酸的实

施方案。

[0017] 图3B说明了具有通过3’TEG连键连接的胆固醇的修饰的寡核苷酸的实施方案。

[0018] 图3C说明了具有通过5’TEG键连接的生育酚(维生素E)的修饰的寡核苷酸的实施

方案。

[0019] 图3D说明了具有通过3’TEG键连接的生育酚(维生素E)的修饰的寡核苷酸的实施

方案。

[0020] 图4A和4B说明了具有通过连接基团连接的GalNac的修饰的寡核苷酸的实施方案。

[0021] 图5说明了用于制备5’‑EP结构单元的反应方案的实施方案。

[0022] 图6A说明了修饰的寡核苷酸的实施方案以及针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病

毒活性(如通过HBsAg分泌测定所确定的)和细胞毒性的相应值。

[0023] 图6B说明了修饰的寡核苷酸的实施方案以及针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病

毒活性(如通过HBsAg分泌测定所确定的)和细胞毒性的相应值。

[0024] 图7说明了用于制备化合物5’‑VP的反应方案的实施方案。

[0025] 图8说明了用于制备化合物8‑5和8‑6的反应方案的实施方案。

[0026] 图9A说明了用于制备化合物9R的反应方案的实施方案。

[0027] 图9B说明了用于制备化合物9S的反应方案的实施方案。

[0028] 图10说明了用于制备化合物10‑5和10‑6的反应方案的实施方案。

[0029] 图11A说明了用于制备化合物11R的反应方案的实施方案。

[0030] 图11B说明了用于制备化合物11S的反应方案的实施方案。

[0031] 图12说明了向非人灵长类动物皮下施用修饰的寡核苷酸化合物的实施方案后的
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肝脏暴露结果。

[0032] 图13说明了PBMC测定结果，说明了修饰的寡核苷酸化合物的实施方案的免疫反

应。

[0033] 图14说明了PBMC测定结果，说明了修饰的寡核苷酸化合物的实施方案的免疫反

应。

[0034] 图15说明了PBMC测定结果，说明了修饰的寡核苷酸化合物的实施方案的免疫反

应。

[0035] 图16说明了PBMC测定结果，说明了修饰的寡核苷酸化合物的实施方案的免疫反

应。

[0036] 图17说明了PBMC测定结果，说明了修饰的寡核苷酸化合物的实施方案的免疫反

应。

[0037] 图18说明了PBMC测定结果，说明了修饰的寡核苷酸化合物的实施方案的免疫反

应。

[0038] 图19说明了PBMC测定结果，说明了修饰的寡核苷酸化合物的实施方案的免疫反

应。

[0039] 图20说明了PBMC测定结果，说明了修饰的寡核苷酸化合物的实施方案的免疫反

应。

[0040] 图21说明了PBMC测定结果，说明了修饰的寡核苷酸化合物的实施方案的免疫反

应。

[0041] 图22说明了PBMC测定结果，说明了修饰的寡核苷酸化合物的实施方案的免疫反

应。

[0042] 图23说明了与实施例B3和B4中描述的HBsAg分泌测定结合使用的图。

详述

定义

[0043] 除非另有定义，本文使用的所有技术和科学术语具有与本领域普通技术人员通常

理解的相同含义。除非另有说明，本文引用的所有专利、申请、公开的申请和其它出版物都

通过引用以其整体并入。在本文中对于术语存在多个定义的情况下，除非另有说明，以本节

中的那些定义为准。

[0044] 乙型肝炎病毒(HBV)是DNA病毒和肝脱氧核糖核酸病毒科的成员。HBV在世界范围

内感染超过3亿人，并且是肝癌和肝病(如慢性肝炎、肝硬化和肝细胞癌)的病原体。HBV可以

是急性的和/或慢性的。急性HBV感染可以是无症状的或与有症状的急性肝炎一起存在。HBV

分为A至H的8种基因型。

[0045] HBV是约3.2千碱基(kb)对的部分双链环状DNA。已经对HBV复制途径进行了详细的

研究。T.J.Liang ,Heptaology(2009)49(5Suppl):S13‑S21。复制的一部分包括共价闭合环

状(cccDNA)形式的形成。cccDNA的存在在整个宿主有机体的生命中导致病毒再度出现的风

险。HBV携带者可以传播疾病多年。估计有2.57亿人患有乙型肝炎病毒感染，估计全世界每

年有超过750,000人死于乙型肝炎。此外，免疫抑制个体或正在进行化疗的个体尤其处于

HBV感染再活化的风险中。

[0046] HBV可通过血液、精液和/或另一种体液传播。这可以通过直接的血液对血液
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(blood‑to‑blood)接触、非保护性性行为、合用针头以及在分娩过程中从受感染的母亲传

给婴儿而发生。HBV表面抗原(HBsAg)最常用于筛选这种感染的存在。目前可用的药物不能

治愈HBV和/或HDV感染。而是，药物抑制病毒的复制。

[0047] 丁型肝炎病毒(HDV)是也在病毒的肝脱氧核糖核酸病毒科中的DNA病毒。HDV只能

在HBV存在下繁殖。HDV的传播途径与HBV的传播途径相似。HDV的传播可通过同时感染HBV

(共感染)或者除了慢性乙型肝炎或乙型肝炎携带者状态(双重感染)之外发生。与感染单独

的HBV相比，HDV的双重感染和共感染都导致更严重的并发症。这些并发症包括在急性感染

中经历肝衰竭的更大可能性和快速发展为肝硬化，在慢性感染中发展肝癌的风险增加。与

乙型肝炎组合，丁型肝炎在所有肝炎感染中具有最高的病死率，为20％。目前对丁型肝炎没

有疗法或疫苗。

[0048] 如本文在寡核苷酸或其它材料的上下文中所用的，术语“抗病毒”具有本领域技术

人员所理解的通常含义，因此包括通常通过减少在另外适于形成至少一种病毒的感染性病

毒颗粒的系统中形成的感染性病毒颗粒的数量，抑制病毒颗粒产生的寡核苷酸或其它材料

的存在的影响。在某些实施方案中，抗病毒寡核苷酸对多种不同的病毒，例如HBV和HDV具有

抗病毒活性。

[0049] 本文所用的术语“寡核苷酸”(或“oligo”)具有本领域技术人员所理解的通常含

义，因此是指包括寡脱氧核苷酸、寡脱氧核糖核苷酸和寡核糖核苷酸的一类化合物。因此，

“寡核苷酸”是指核糖核酸(RNA)或脱氧核糖核酸(DNA)或其模拟物的寡聚物或聚合物，包括

提及由天然存在的核碱基、糖和磷酸二酯(PO)核苷间(主链)连键组成的寡核苷酸，以及具

有类似功能的非天然存在部分的“修饰的”或取代的寡核苷酸。因此，术语“修饰的”(或“取

代的”)寡核苷酸具有本领域技术人员所理解的通常含义，并且包括具有一个或多个不同修

饰，例如稳定化修饰的寡核苷酸，因此可以包括在核苷间连键和/或在核糖上和/或在碱基

上的至少一个修饰。例如，修饰的寡核苷酸可以包括在核糖的2'‑位的修饰、无环核苷酸类

似物、碱基的甲基化、硫代磷酸化(PS)连键、二硫代磷酸酯连键、甲基膦酸酯连键、通过硫或

氮连接到糖环的连键和/或如本文别处所述的其它修饰。因此，修饰的寡核苷酸可以包括一

个或多个硫代磷酸化(PS)连键而不是PO连键，或者除了PO连键之外还可以包括一个或多个

硫代磷酸化(PS)连键。与未修饰的寡核苷酸一样，包含此类PS连键的修饰的寡核苷酸被认

为是在同一类化合物中，因为即使PS连键含有磷‑硫双键而不是PO连键的磷‑氧双键，PS和

PO连键都通过氧原子连接到糖环。

[0050] 如本文在修饰的寡核苷酸的上下文中所用的，术语“硫代磷酸化的”寡核苷酸具有

本领域技术人员所理解的通常含义，因此是指其中所有的磷酸二酯核苷间连键均已经被硫

代磷酸酯连键替代的修饰的寡核苷酸。因此，本领域技术人员理解术语“硫代磷酸化的”寡

核苷酸与“完全硫代磷酸化的”寡核苷酸同义。硫代磷酸化的寡核苷酸(或部分硫代磷酸化

的寡核苷酸内的硫代磷酸化的寡核苷酸的序列)可以类似地修饰，包括(例如)通过磷酸二

酯连键替代一个或多个硫代磷酸化的核苷间连键。因此，术语“修饰的硫代磷酸化的”寡核

苷酸是指已以与本文关于寡核苷酸所述类似的方式修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸，例如通

过 用修饰的 连键 (如磷酸二酯 、二硫代磷酸酯 、甲 基膦酸酯 、硫代二磷酸酯

(diphosphorothioate)、5’‑氨基磷酸酯、3’,5’‑磷二酰胺酯、5’‑硫代磷酰胺酯、3’,5’‑硫

代磷二酰胺酯或二磷酸二酯)替代硫代磷酸化的连键。修饰的寡核苷酸的至少部分硫代磷
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酸化的序列可以被类似地修饰，因此，例如，可以被修饰以包含非硫代磷酸化的连键，如磷

酸二酯、二硫代磷酸酯、甲基膦酸酯、硫代二磷酸酯、5’‑氨基磷酸酯、3’,5’‑磷二酰胺酯、

5’‑硫代磷酰胺酯、3’,5’‑硫代磷二酰胺酯或二磷酸二酯。在描述对硫代磷酸化的寡核苷酸

或者对修饰的寡核苷酸的至少部分硫代磷酸化的序列的修饰的上下文中，通过包含磷酸二

酯连键的修饰可以被认为分别导致修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸或修饰的硫代磷酸化的

序列。类似地，在描述对寡核苷酸或对修饰的寡核苷酸的至少部分磷酸二酯化的序列的修

饰的上下文中，包含硫代磷酸化的连键可以被认为分别导致修饰的寡核苷酸或修饰的磷酸

二酯化的序列。

[0051] 如本文在二核苷酸或寡核苷酸的上下文中所用的，术语“立体化学限定的硫代磷

酸酯连键”具有本领域技术人员所理解的通常含义，因此是指具有选定手性(R或S构型)的

磷立构中心的硫代磷酸酯连键。含有此类二核苷酸或寡核苷酸的组合物可以富含具有选定

手性的分子。此类组合物的立体纯度可以在宽范围内变化，例如约51％至约100％的立体纯

度。在各种实施方案中，立体纯度大于55％、65％、75％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％或99％；或在定义为具有前述立体纯度值中的任两个作为端点的范

围内。

[0052] 术语“序列非依赖性”抗病毒活性具有本领域技术人员所理解的通常含义，因此是

指与寡核苷酸的序列无关的寡核苷酸(例如修饰的寡核苷酸)的抗病毒活性。用于确定寡核

苷酸的抗病毒活性是否是序列非依赖性的方法是本领域技术人员已知的，并且包括用于确

定寡核苷酸是否主要通过非序列互补作用模式起作用的测试，如美国专利第7,358,068号

的实施例10；美国专利第8,008,269号；美国专利第8,008,270号；和美国专利第8,067,385

号中所公开的，将其在此通过引用并且特别出于描述此类测试的目的并入本文。

[0053] 在描述具有序列非依赖性抗病毒活性并包含A单元和C单元(例如交替的A单元和C

单元或AC单元)的序列(例如至少部分硫代磷酸化的序列)的修饰的寡核苷酸的上下文中，

术语“A”和“C”是指下表1和2中分别列出的修饰的含腺苷(A)的单元和修饰的含胞嘧啶(C)

的单元。

表1‑“A”单元
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表2‑“C”单元
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修饰的寡核苷酸化合物

[0054] 实施方案提供了具有针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性的STOPSTM修饰的

寡核苷酸化合物，其包含交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列，其中A单元是

选自表1中列出的那些的任何一种或多种，并且C单元是选自表2中列出的那些的任何一种

或多种。A和C单元的各种组合可以包括在至少部分硫代磷酸化的AC序列中，包括在下表3中

描述的组合。

表3‑AC单元的实例
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[0055] 如本文所述的修饰的寡核苷酸的长度可以在宽范围内变化。在各种实施方案中，

如本文所述的修饰的寡核苷酸包含交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列，其

具有约8个单元、约10个单元、约12个单元、约14个单元、约16个单元、约18个单元、约20个单

元、约24个单元、约30个单元、约34个单元、约36个单元、约38个单元、约40个单元、约44个单

元、约50个单元、约60个单元、约76个单元、约100个单元、约122个单元、约124个单元、约150

个单元、约172个单元、约200个单元的序列长度或者范围在上述值的任何两个之间的序列

长度。例如，在实施方案中，交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为

8个单元至200个单元的序列长度。在另一个实施方案中，交替的A单元和C单元的至少部分

硫代磷酸化的序列具有在以下范围中的任何一个或多个(适用时)的序列长度：约8个单元

至约36个单元；约16个单元至约36个单元；20个单元至36个单元；16个单元至30个单元；18

个单元至60个单元；20个单元至30个单元；30个单元至50个单元；34个单元至46个单元，36

个单元至44个单元；44个单元至200个单元；44个单元至150个单元；44个单元至120个单元；

50个单元至200个单元；50个单元至150个单元；50个单元至120个单元；60个单元至200个单

元；60个单元至150个单元；和/或60个单元至120个单元。

[0056] 如本文别处所述，在一些实施方案中，修饰的寡核苷酸可以包含单个交替的A单元

和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列，或者在其它实施方案中，修饰的寡核苷酸可以包含

连接在一起的多个交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列。因此，含有单个交

替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列的修饰的寡核苷酸可以具有与该序列相

同的序列长度。此种序列长度的实例在本文别处描述。类似地，含有多个交替的A单元和C单

元的至少部分硫代磷酸化的序列的修饰的寡核苷酸可以具有这样的序列长度，其是连接本

文别处所述的那些序列的结果。含有多个交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序

列的修饰的寡核苷酸的序列长度的实例在本文别处以各个序列的长度表示，并且也考虑了

连接基团的长度。

[0057] 如本文所述的修饰的寡核苷酸可以包含多个交替的A单元和C单元的至少部分硫

代磷酸化的序列。在实施方案中，当交替的A单元和C单元的序列包含Ribo‑A单元时，该序列

还包含至少一个不是Ribo‑A单元的A单元。类似地，在实施方案中，当交替的A单元和C单元
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的序列包含Ribo‑C单元时，该序列还包含至少一个不是Ribo‑C单元的C单元。在实施方案

中，修饰的寡核苷酸可以含有不是A单元或C单元的多种核苷酸单元(本领域技术人员已知

的，例如，胸腺嘧啶、胞嘧啶、腺嘌呤、鸟嘌呤及其修饰形式)中的一种或多种，例如，作为末

端基团和/或作为两个或更多个交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列之间的

连接基团。例如，在实施方案中，修饰的寡核苷酸包含一个或多个胞嘧啶单元，其将两个或

更多个交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列连接在一起。在实施方案中，通

过非A/非C连接基团连接在一起的两个或更多个交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸

化的序列彼此相同。这种修饰的寡核苷酸的实例是(AC)8‑胞嘧啶‑(AC)8。包含连接在一起的

多个相同序列的此类修饰的寡核苷酸在本文中可以被称为串联体。连接在一起的两个或更

多个交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列也可以彼此不同。此类修饰的寡核

苷酸的实例是(AC)8‑胞嘧啶‑(AC)16。

[0058] 修饰的寡核苷酸可以含有两个或更多个不同的A基团和/或两个或更多个不同的C

基团。当A或C基团被不同的A或C基团替代时，这种替代通常不被认为中断A单元和C单元的

交替序列。例如，在实施方案中，至少一些A单元在核糖环上不是2’‑O甲基化的和/或至少一

些C单元在核糖环上不是2’‑O甲基化的。然而，在一些实施方案中，连接两个交替的A单元和

C单元的至少部分硫代磷酸化的序列的基团本身是中断A单元和C单元的交替序列的A单元

或C单元。例如，交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的16‑mer可以通过A单元与另

一个此类16‑mer连接以形成(AC)8‑A‑(AC)8。类似地，此类16‑mer可以通过C单元与另一种此

类16‑mer连接以形成(AC)8‑C‑(AC)8。如上所述，当彼此相同的多个交替的A单元和C单元的

至少部分硫代磷酸化的序列通过连接基团连接在一起时，修饰的寡核苷酸在本文中可以被

称为串联体。如上所述，连接在一起的两个或更多个交替的A单元和C单元的至少部分硫代

磷酸化的序列也可以彼此不同。此类修饰的寡核苷酸的实例包括(AC)8‑A‑(AC)16和(AC)8‑

C‑(AC)16。

[0059] 在实施方案中，修饰的寡核苷酸包含5’封端。在各种实施方案中，5’封端选自

在实施方案中，R1和R2各自独

立地选自氢、氘、磷酸酯(盐)、硫代C1‑6烷基和氰基。例如，在实施方案中，R1和R2都是氢，并且

修饰的寡核苷酸包含乙烯基膦酸酯封端。在其它实施方案中，R1和R2不都是氢。在一些实施

方案中，5’封端选自
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[0060] 在其它实施方案中，修饰的寡核苷酸包含3’和/或5’连接基团。例如，对于包含如

本文所述的A单元和C单元，如分别是表1和2的A单元和C单元的修饰的寡核苷酸化合物，至

少一个末端 可以是连接基团。本领域技术人员已知的各种连接基团可用于将修饰的

寡核苷酸连接到另一部分(如一种或多种第二寡核苷酸和/或靶向配体)。在实施方案中，连

接基团包含非A/非C连接基团或者如上论述的中断A单元和C单元的交替序列的A单元或C单

元，或者连接基团包含C2‑6亚烷基连键(图1)、C2‑6环氧烷烃连键如环氧丙烷连键(图2)或四

甘醇(TEG)连键(图3A‑D)。

[0061] 在各种实施方案中，修饰的寡核苷酸中的两个、三个、四个或更多个可以以各种方

式彼此连接。例如，修饰的寡核苷酸可以通过3’和/或5’连接基团首尾相连，和/或连接基团

可以连接到多个修饰的寡核苷酸的一个3’或5’末端，例如，如图1和2所示。

[0062] 在各种实施方案中，修饰的寡核苷酸还包含通过连接基团与修饰的寡核苷酸连接

的靶向配体。例如，在各种实施方案中，靶向配体是或包含N‑乙酰半乳糖胺(GalNac)(例如，

三触角‑GalNAc)、生育酚或胆固醇。图3A和3B说明了具有分别通过5’TEG连接基团和3’TEG

连接基团连接的胆固醇的修饰的寡核苷酸的实施方案。图3C和3D说明了具有分别通过5’

TEG连接基团和3’TEG连接基团连接的生育酚(维生素E)的修饰的寡核苷酸的实施方案。图

4A和4B说明了具有通过连接基团连接的GalNac的修饰的寡核苷酸的实施方案。在实施方案

中，GalNac是三触角GalNac。

[0063] 在各种实施方案中，交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列可以包括

对一个或多个硫代磷酸化的连键的修饰。包含这种修饰的连键通常不被认为中断A单元和C

单元的交替序列，因为本领域技术人员理解这种序列可以是仅部分地硫代磷酸化的，因此

可以包括对硫代磷酸酯连键的一个或多个修饰。在各种实施方案中，对硫代磷酸酯连键的

修饰是修饰的连键，其选自磷酸二酯、二硫代磷酸酯、甲基膦酸酯、硫代二磷酸酯和二磷酸

二酯。例如，在实施方案中，修饰的连键是磷酸二酯连键。

[0064] 在各种实施方案中，交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列可以具有

不同程度的硫代磷酸化。例如，在实施方案中，交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化

的序列是至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％或95％硫代磷酸化的。在

实施方案中，交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列是至少85％硫代磷酸化

的。在实施方案中，交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列是完全硫代磷酸化

的。

[0065] 在各种实施方案中，交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列可以包含

对一个或多个硫代磷酸化的连键的立体化学修饰。在实施方案中，本文所述的修饰的寡核

苷酸可以包含至少一个立体化学限定的硫代磷酸酯连键。在各种实施方案中，立体化学限
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定的硫代磷酸酯连键具有R构型。在各种实施方案中，立体化学限定的硫代磷酸酯连键具有

S构型。

[0066] 本领域技术人员将认识到，包含如本文所述的A单元和C单元，分别如表1和2的A单

元和C单元，的修饰的寡核苷酸化合物含有A单元和C单元之间的内部连键以及3’和5’末端

的端基。因此，对于本文所述的A单元和C单元，分别如表1和2的A单元和C单元，每个 代

表内部 或末端 在各种实施方案中，每个末端 独立地是羟基、O,O‑二氢硫代

磷酸酯、磷酸二氢酯、封端或连接基团。在各种实施方案中，每个内部 是与相邻A单元

或C单元的含磷连键，所述含磷连键是硫代磷酸酯连键或选自以下的修饰的连键：磷酸二

酯、二硫代磷酸酯、甲基膦酸酯、硫代二磷酸酯、5’‑氨基磷酸酯、3’,5’‑磷二酰胺酯、5’‑硫

代磷酰胺酯、3’,5’‑硫代磷二酰胺酯或二磷酸二酯。

[0067] 如上所述，本文所述的STOPSTM化合物是抗病毒寡核苷酸。在各种实施方案中，如本

文所述的包含交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列的修饰的寡核苷酸具有

如通过HBsAg分泌测定所确定的针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性，所述抗病毒活

性大于参考化合物的抗病毒活性。例如，在实施方案中，针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病

毒活性比参考化合物大至少2倍。在另一个实施方案中，针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病

毒活性在比参考化合物大2倍至比参考化合物大5倍的范围内。在另一个实施方案中，针对

乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性比参考化合物大至少5倍。在另一个实施方案中，针对

乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性在比参考化合物大5倍至比参考化合物大10倍的范围

内。在另一个实施方案中，针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性比参考化合物大至少

10倍。在另一个实施方案中，针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性在比参考化合物大

10倍至比参考化合物大25倍的范围内。在另一个实施方案中，针对乙型肝炎的序列非依赖

性抗病毒活性比参考化合物大至少25倍。在该上下文中，上述术语2倍、5倍、10倍和25倍是

指与HBsAg分泌测定中的另一种化合物相比，本文所述的修饰的寡核苷酸的增加的效力，如

通过EC50值分别是参考化合物的EC50值的二分之一、五分之一、十分之一或二十五分之一所

示的。例如，效力比参考化合物大两倍的修饰的寡核苷酸在HBsAg分泌测定中的EC50值是参

考化合物的EC50值的一半。同样地，效力比参考化合物大5倍的修饰的寡核苷酸在HBsAg分泌

测定中的EC50值是参考化合物的1/5。类似地，效力比参考化合物大十倍的修饰的寡核苷酸

在HBsAg分泌测定中的EC50值是参考化合物的十分之一。同样地，效力比参考化合物大二十

五倍的修饰的寡核苷酸在HBsAg分泌测定中的EC50值是参考化合物的二十五分之一。在一些

实施方案中，参考化合物可以是上述称为REP  2139的硫代磷酸化的AC  40‑mer寡核苷酸。在

一些实施方案中，参考化合物可以是具有以下结构的AC  40‑mer寡核苷酸：5’mApsmCpsmAp

smCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsm  ApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmC

psmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmCpsmApsmC  3’

(2’‑OMe‑A,2’‑OMe‑C)。

[0068] 在各种实施方案中，如本文所述的包含交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸

化的序列的修饰的寡核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的针对乙型肝炎的序列非依

赖性抗病毒活性，其在小于30纳摩尔(nM)的“A”活性范围内；在30nM至小于100nM的“B”活性

范围内；在100nM至小于300nM的“C”活性范围内；或者在大于300nM的“D”活性范围内。在一

说　明　书 28/83 页

48

CN 113286803 A

48



些实施方案中，如本文所述的包含交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列的修

饰的寡核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的小于50nM的针对乙型肝炎的序列非依赖

性抗病毒活性。

[0069] 本文所述的修饰的寡核苷酸可以以各种复合物的形式制备。因此，实施方案提供

了如本文所述的修饰的寡核苷酸的螯合物。例如，在实施方案中，此类螯合物包括修饰的寡

核苷酸的钙、镁或锌螯合物。本文所述的修饰的寡核苷酸也可以以各种单价抗衡离子复合

物的形式制备。例如，在实施方案中，此类抗衡离子复合物包括修饰的寡核苷酸的锂、钠或

钾复合物。

[0070] 实施方案提供了具有针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性的修饰的寡核苷

酸或其复合物，其包含如本文所述的交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列，

其中：

[0071] 交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列是至少85％硫代磷酸化的；

[0072] 交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为36个单元至44个

单元的序列长度；

[0073] A单元包含至少12个2’‑OMe‑A单元(例如，至少15个2’‑OMe‑A单元)和至少1个

Ribo‑A单元(例如，至少2个Ribo‑A单元)；

[0074] C单元包含至少15个LNA‑5mC单元；以及

[0075] 修饰的寡核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的小于100nM(例如，小于50nM

或小于30nM)的EC50值。

[0076] 实施方案提供了具有针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性的修饰的寡核苷

酸或其复合物，其包含如本文所述的交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列，

其中：

[0077] 交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列是至少85％硫代磷酸化的；

[0078] 交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为36个单元至44个

单元的序列长度；

[0079] A单元包含至少15个2’‑OMe‑A单元；

[0080] C单元包含至少7个LNA‑5mC单元；以及

[0081] 修饰的寡核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的小于100nM(例如，小于50nM

或小于30nM)的EC50值。

[0082] 实施方案提供了具有针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性的修饰的寡核苷

酸或其复合物，其包含如本文所述的交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列，

其中：

[0083] 交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列是至少85％硫代磷酸化的；

[0084] 交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为36个单元至44个

单元的序列长度；

[0085] A单元包含至少15个2’‑OMe‑A单元；

[0086] C单元包含至少3个LNA‑5mC单元；以及

[0087] 修饰的寡核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的小于100nM(例如，小于50nM

或小于30nM)的EC50值。
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[0088] 实施方案提供了具有针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性的修饰的寡核苷

酸或其复合物，其包含如本文所述的交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列，

其中：

[0089] 交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列是至少85％硫代磷酸化的；

[0090] 交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列具有范围为36个单元至44个

单元的序列长度；

[0091] A单元包含至少18个2’‑OMe‑A单元；

[0092] C单元包含至少15个LNA‑5mC单元；以及

[0093] 修饰的寡核苷酸具有如通过HBsAg分泌测定所确定的小于100nM(例如，小于50nM

或小于30nM)的EC50值。

合成

[0094] 本文所述的修饰的寡核苷酸可以以各种方式制备。在实施方案中，通过应用标准

亚磷酰胺化学，使用表4和5中所述的结构单元单体来制备本文所述的修饰的寡核苷酸。表4

和5中所述的结构单元和其它结构单元亚磷酰胺单体可以通过已知的方法制备或从商业来

源(Thermo  Fischer  Scientific  US ,Hongene  Biotechnology  USA  Inc .,Chemgenes 

Corporation)获得。在下面的实施例中阐述了用于制备修饰的寡核苷酸的示例性程序。

表4‑“A”单元的结构单元
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表5‑“C”单元的结构单元
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[0095] 在各种实施方案中，本文所述的STOPSTM修饰的寡核苷酸也可以使用包含表4和5中

所述的结构单元单体中的任两种或者由其组成的二核苷酸来制备。在下面的实施例中阐述

了用于制备二核苷酸和相应的修饰的寡核苷酸的示例性程序。

[0096] 实施方案提供了二核苷酸，其包含通过立体化学限定的硫代磷酸化的连键连接的

A单元和C单元或者由其组成，其中所述A单元选自表4中所述的任何结构单元单体，所述C单

元选自表5中所述的任何结构单元单体，并且其中每个 独立地是羟基、O,O‑二氢硫代磷

酸酯、O,O‑二氢磷酸酯、亚磷酰胺、二甲氧基三苯甲基醚或立体化学限定的硫代磷酸酯连

键。在实施方案中， 是下式(A)的亚磷酰胺：

[0097] 在各种实施方案中，式(A)的R1和R2各自独立地是C1‑6烷基，且R3是C1‑6烷基或氰基

C1‑6烷基。例如，在实施方案中，式(A)的亚磷酰胺是下式(A1)的亚磷酰胺：

[0098] 在另一个实施方案中， 是立体化学限定的硫代磷酸酯连键，其是硫代磷酸

酯。例如，在实施方案中，立体化学限定的硫代磷酸酯连键是下式(B1)或(B2)的硫代磷酸

酯：
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[0099] 在各种实施方案中，式(B1)和(B2)的R4是C1‑6烷基或氰基C1‑6烷基。例如，在实施方

案中，式(B1)和(B2)的硫代磷酸酯分别是下式(B3)或(B4)的硫代磷酸酯：

[0100] 各种实施方案提供了制备如本文所述的修饰的寡核苷酸的方法，其包括偶联如本

文所述的一个或多个二核苷酸。在以下实施例中说明了进行此类偶联的示例性方法。

药物组合物

[0101] 本文所述的一些实施方案涉及药物组合物，其可包含有效量的本文所述的化合物

(例如如本文所述的STOPSTM修饰的寡核苷酸化合物或其复合物)和药学上可接受的载体、赋

形剂或其组合。本文所述的药物组合物适用于人类和/或兽医应用。

[0102] 如本文所用，“载体”是指促进化合物掺入细胞或组织中的化合物。例如，但不限

于，二甲亚砜(DMSO)是通常使用的载体，其促进许多有机化合物摄取到对象的细胞或组织

中。

[0103] 如本文所用，“稀释剂”是指药物组合物中缺乏药理学活性但可能是药学上必需的

或期望的成分。例如，稀释剂可用于增加有效药物的体积，所述有效药物的质量对于制造

和/或施用而言太小。它也可以是用于通过注射、摄取或吸入施用的药物的溶解的液体。本

领域中稀释剂的常见形式是缓冲水溶液，如但不限于模拟人血液组成的磷酸盐缓冲盐水。

[0104] 如本文所用，“赋形剂”是指添加到药物组合物中以向组合物提供(但不限于)体

积、稠度、稳定性、结合能力、润滑性、崩解能力等的惰性物质。“稀释剂”是一种类型的赋形

剂。

[0105] 适当的制剂取决于所选的施用途径。用于配制和施用本文所述的化合物的技术是

本领域技术人员已知的。本领域存在多种施用化合物的技术，包括但不限于口服、直肠、局

部、气溶胶、注射和肠胃外递送，包括肌内、皮下、静脉内、髓内注射、鞘内、直接心室内、腹膜

内、鼻内和眼内注射。药物组合物通常根据具体的预期施用途径进行调整。

[0106] 还可以以局部方式而不是全身方式施用化合物，例如，通过将化合物直接注射到
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感染区域中，任选地在贮库或持续释放制剂中。此外，可以在靶向药物递送系统中，例如在

用组织特异性抗体包被的脂质体中施用化合物。脂质体可以靶向器官并被器官选择性地吸

收。

[0107] 本文公开的药物组合物可以以本身已知的方式，例如通过常规的混合、溶解、制

粒、制糖衣丸、研磨、乳化、封装、包埋或压片过程制备。如本文所述，用于药物组合物中的化

合物可以作为与药学上相容的抗衡离子的盐提供。

使用方法

[0108] 本文所述的一些实施方案涉及治疗HBV和/或HDV感染的方法，其可以包括向被鉴

定为患有HBV和/或HDV感染的对象施用有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合

物，或者包含有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的药物组合物。本文所述

的其它实施方案涉及在制备用于治疗HBV和/或HDV感染的药物中使用如本文所述的修饰的

寡核苷酸或其复合物。本文所述的其它实施方案涉及如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复

合物或者包含如本文所述的修饰的寡核苷酸的药物组合物用于治疗HBV和/或HDV感染的用

途。

[0109] 可使用各种途径将修饰的寡核苷酸或其复合物施用至有需要的对象，如本文别处

所示。在实施方案中，将修饰的寡核苷酸或其复合物通过肠胃外途径施用至所述对象。例

如，在实施方案中，将修饰的寡核苷酸或其复合物静脉内施用至所述对象。在另一个实施方

案中，将修饰的寡核苷酸或其复合物皮下施用至所述对象。令人惊奇的是，现在已经发现，

如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的实施方案可以以对治疗安全和有效的量皮下

施用至灵长类动物。先前，因为认为获得功效所需的相对高的剂量和伴随的安全问题(如不

希望的注射部位反应)的潜在风险增加，所以将修饰的寡核苷酸或其复合物皮下施用(如

REP  2139、REP  2055或美国专利第7,358,068号；第8,008,269号；第8,008,270号和第8,

067,385号中描述的那些)至灵长类动物被认为未必是安全的和有效的。因此，例如，涉及向

人类施用REP  2139的先前临床研究被认为仅利用静脉内途径。在被认为是功效所必需的剂

量水平下，认为安全问题如不希望的注射部位反应将阻止皮下施用。

[0110] 出乎意料地，如图12和下面的实施例B5所示，现在已经发现，在皮下施用至非人灵

长类动物后的肝脏暴露远高于基于由在其它方面相当的静脉内给药产生的肝脏暴露水平

所预期的。该发现意味着如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的实施方案，特别是如

本文所述的高效的STOPSTM化合物或复合物的实施方案，可以以比先前认为可能有效的剂量

更低的剂量通过皮下施用安全且有效地施用至灵长类动物。这些较低的剂量降低了风险特

性(例如，降低了注射部位反应的风险)，因此提供了用于人类使用的临床上可接受的安全

特性。

[0111] 本文公开的一些实施方案涉及治疗HBV和/或HDV感染的方法，其可以包括使感染

HBV和/或HDV的细胞与有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物或者包含有效量

的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的药物组合物接触。在实施方案中，此类治疗

HBV和/或HDV感染的方法包括以低于基于在其它方面相当的静脉内施用后观察到的肝脏水

平而另外预期的剂量向人类安全且有效地皮下施用修饰的寡核苷酸或其复合物。例如，在

实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物是REP‑2139或其复合物。在另一个实施方案中，修

饰的寡核苷酸或其复合物包含如本文所述的高效的STOPSTM化合物或其复合物。例如，在实
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施方案中，STOPSTM化合物或其复合物是如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其包含

交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列，具有如通过HBsAg分泌测定所确定的

针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性，其在小于30nM的“A”活性范围内。

[0112] 本文所述的其它实施方案涉及在制备用于治疗HBV和/或HDV感染的药物中使用如

本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物。本文所述的其它实施方案涉及如本文所述的修饰

的寡核苷酸或其复合物或者包含有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的药

物组合物用于治疗HBV和/或HDV感染的用途。在实施方案中，此类用途包括以低于基于在其

它方面相当的静脉内施用后观察到的肝脏水平而另外预期的剂量向人类安全且有效地皮

下施用修饰的寡核苷酸或其复合物。例如，在实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物是

REP‑2139或其复合物。在另一个实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物包含如本文所述

的高效的STOPSTM化合物或其复合物。例如，在实施方案中，STOPSTM化合物或其复合物是如

本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其包含交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸

化的序列，具有如通过HBsAg分泌测定所确定的针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性，

其在小于30nM的“A”活性范围内。

[0113] 本文公开的一些实施方案涉及抑制HBV和/或HDV复制的方法，其可以包括使感染

HBV和/或HDV的细胞与有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物或者包含有效量

的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的药物组合物接触。在实施方案中，此类抑制

HBV和/或HDV复制的方法包括以低于基于在其它方面相当的静脉内施用后观察到的肝脏水

平而另外预期的剂量向人类安全且有效地皮下施用修饰的寡核苷酸或其复合物。例如，在

实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物是REP‑2139或其复合物。在另一个实施方案中，修

饰的寡核苷酸或其复合物包含如本文所述的高效的STOPSTM化合物或其复合物。例如，在实

施方案中，STOPSTM化合物或其复合物是如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其包含

交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列，具有如通过HBsAg分泌测定所确定的

针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性，其在小于30nM的“A”活性范围内。

[0114] 本文所述的其它实施方案涉及在制备用于抑制HBV和/或HDV复制的药物中使用如

本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物。本文所述的其它实施方案涉及如本文所述的修饰

的寡核苷酸或其复合物或者包含有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的药

物组合物用于抑制HBV和/或HDV的复制的用途。在实施方案中，此类用于抑制HBV和/或HDV

复制的用途包括以低于基于在其它方面相当的静脉内施用后观察到的肝脏水平而另外预

期的剂量向人类安全且有效地皮下施用修饰的寡核苷酸或其复合物。例如，在实施方案中，

修饰的寡核苷酸或其复合物是REP‑2139或其复合物。在另一个实施方案中，修饰的寡核苷

酸或其复合物包含如本文所述的高效的STOPSTM化合物或其复合物。例如，在实施方案中，

STOPSTM化合物或其复合物是如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其包含交替的A单

元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列，具有如通过HBsAg分泌测定所确定的针对乙型肝

炎的序列非依赖性抗病毒活性，其在小于30nM的“A”活性范围内。

[0115] 在一些实施方案中，HBV感染可以是急性HBV感染。在一些实施方案中，HBV感染可

以是慢性HBV感染。

[0116] 本文公开的一些实施方案涉及治疗由于HBV和/或HDV感染而发展的肝硬化的方

法，其可以包括向患有肝硬化的对象施用有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合

说　明　书 42/83 页

62

CN 113286803 A

62



物或者包含有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的药物组合物和/或使患有

肝硬化的对象中的HBV和/或HDV感染的细胞与有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其

复合物或者包含有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的药物组合物接触。在

实施方案中，此类治疗由于HBV和/或HDV感染而发展的肝硬化的方法包括以低于基于在其

它方面相当的静脉内施用后观察到的肝脏水平而另外预期的剂量向人类安全且有效地皮

下施用修饰的寡核苷酸或其复合物。例如，在实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物是

REP‑2139或其复合物。在另一个实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物包含如本文所述

的高效的STOPSTM化合物或其复合物。例如，在实施方案中，STOPSTM化合物或其复合物是如

本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其包含交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸

化的序列，具有如通过HBsAg分泌测定所确定的针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性，

其在小于30nM的“A”活性范围内。

[0117] 本文所述的其它实施方案涉及在制备用于治疗由于HBV和/或HDV感染而发展的肝

硬化的药物中使用如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，所述药物具有有效量的修饰

的寡核苷酸。本文所述的其它实施方案涉及如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物或者

包含有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的药物组合物用于治疗由于HBV

和/或HDV感染而发展的肝硬化的用途。在实施方案中，此类用于治疗肝硬化的用途包括以

低于基于在其它方面相当的静脉内施用后观察到的肝脏水平而另外预期的剂量向人类安

全且有效地皮下施用修饰的寡核苷酸或其复合物。例如，在实施方案中，修饰的寡核苷酸或

其复合物是REP‑2139或其复合物。在另一个实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物包含

如本文所述的高效的STOPSTM化合物或其复合物。例如，在实施方案中，STOPSTM化合物或其

复合物是如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其包含交替的A单元和C单元的至少部

分硫代磷酸化的序列，具有如通过HBsAg分泌测定所确定的针对乙型肝炎的序列非依赖性

抗病毒活性，其在小于30nM的“A”活性范围内。

[0118] 本文公开的一些实施方案涉及治疗由于HBV和/或HDV感染而发展的肝癌(如肝细

胞癌)的方法，其可以包括向患有肝癌的对象施用有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸

或其复合物或者包含有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的药物组合物和/

或使患有肝癌的对象中的HBV和/或HDV感染的细胞与有效量的如本文所述的修饰的寡核苷

酸或其复合物或者包含有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的药物组合物

接触。在实施方案中，此类治疗由于HBV和/或HDV感染而发展的肝癌(如肝细胞癌)的方法包

括以低于基于在其它方面相当的静脉内施用后观察到的肝脏水平而另外预期的剂量向人

类安全且有效地皮下施用修饰的寡核苷酸或其复合物。例如，在实施方案中，修饰的寡核苷

酸或其复合物是REP‑2139或其复合物。在另一个实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物

包含如本文所述的高效的STOPSTM化合物或其复合物。例如，在实施方案中，STOPSTM化合物

或其复合物是如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其包含交替的A单元和C单元的至

少部分硫代磷酸化的序列，具有如通过HBsAg分泌测定所确定的针对乙型肝炎的序列非依

赖性抗病毒活性，其在小于30nM的“A”活性范围内。

[0119] 本文所述的其它实施方案涉及在制备用于治疗由于HBV和/或HDV感染而发展的肝

癌(如肝细胞癌)的药物中使用如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物。本文所述的其它

实施方案涉及如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物或者包含有效量的如本文所述的
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修饰的寡核苷酸或其复合物的药物组合物用于治疗由于HBV和/或HDV感染而发展的肝癌

(如肝细胞癌)的用途。在实施方案中，此类用于治疗肝癌(如肝细胞癌)的用途包括以低于

基于在其它方面相当的静脉内施用后观察到的肝脏水平而另外预期的剂量向人类安全且

有效地皮下施用修饰的寡核苷酸或其复合物。例如，在实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复

合物是REP‑2139或其复合物。在另一个实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物包含如本

文所述的高效的STOPSTM化合物或其复合物。例如，在实施方案中，STOPSTM化合物或其复合

物是如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其包含交替的A单元和C单元的至少部分硫

代磷酸化的序列，具有如通过HBsAg分泌测定所确定的针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病

毒活性，其在小于30nM的“A”活性范围内。

[0120] 本文公开的一些实施方案涉及治疗由于HBV和/或HDV感染而发展的肝衰竭的方

法，其可以包括向患有肝衰竭的对象施用有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合

物或者包含有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的药物组合物和/或使患有

肝衰竭的对象中的HBV和/或HDV感染的细胞与有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其

复合物或者包含有效量的如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的药物组合物接触。在

实施方案中，此类治疗由于HBV和/或HDV感染而发展的肝衰竭的方法包括以低于基于在其

它方面相当的静脉内施用后观察到的肝脏水平而另外预期的剂量向人类安全且有效地皮

下施用修饰的寡核苷酸或其复合物。例如，在实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物是

REP‑2139或其复合物。在另一个实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物包含如本文所述

的高效的STOPSTM化合物或其复合物。例如，在实施方案中，STOPSTM化合物或其复合物是如

本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物，其包含交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸

化的序列，具有如通过HBsAg分泌测定所确定的针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性，

其在小于30nM的“A”活性范围内。

[0121] 本文所述的其它实施方案涉及在制备用于治疗由于HBV和/或HDV感染而发展的肝

衰竭的药物中使用如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物。本文所述的其它实施方案涉

及如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物或者包含有效量的如本文所述的修饰的寡核

苷酸或其复合物的药物组合物用于治疗由于HBV和/或HDV感染而发展的肝衰竭的用途。在

实施方案中，此类用于治疗肝衰竭的用途包括以低于基于在其它方面相当的静脉内施用后

观察到的肝脏水平而另外预期的剂量向人类安全且有效地皮下施用修饰的寡核苷酸或其

复合物。例如，在实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物是REP‑2139或其复合物。在另一

个实施方案中，修饰的寡核苷酸或其复合物包含如本文所述的高效的STOPSTM化合物或其复

合物。例如，在实施方案中，STOPSTM化合物或其复合物是如本文所述的修饰的寡核苷酸或其

复合物，其包含交替的A单元和C单元的至少部分硫代磷酸化的序列，具有如通过HBsAg分泌

测定所确定的针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性，其在小于30nM的“A”活性范围内。

[0122] 用于确定治疗HBV和/或HDV感染的方法的有效性的各种指标也是本领域技术人员

已知的。合适的指标的实例包括但不限于通过HBV  DNA(或载量)、HBV表面抗原(HBsAg)和

HBV  e‑抗原(HBeAg)的减少指示的病毒载量的减少，血浆病毒载量的减少，病毒复制的减

少，血清转化时间的减少(在患者血清中检测不到病毒)，对治疗的持续病毒应答的速率的

增加，肝功能的改善和/或临床结果中的发病率或死亡率的降低。

[0123] 在一些实施方案中，如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物的有效量是在治疗
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完成之后12个月有效实现持续的病毒学应答，例如持续的病毒应答的量。

[0124] 临床上诊断具有HBV和/或HDV感染的对象包括“初始”对象(例如，先前未治疗HBV

和/或HDV的对象)和先前治疗HBV和/或HDV失败的对象(“治疗失败”的对象)。治疗失败的对

象包括“无应答者”(ALT水平未达到足够降低的对象，例如，在开始抗HBV和/或抗HDV治疗的

6个月内未达到从基线的超过1log10降低的对象)和“复发者”(先前针对ALT水平增加的HBV

和/或HDV治疗的对象，例如，ALT>正常上限的两倍，并且通过杂交测定可检测到的血清HBV 

DNA)。对象的其它实例包括具有无症状的HBV和/或HDV感染的对象。

[0125] 在一些实施方案中，可以将如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物提供给患有

HBV和/或HDV的治疗失败的对象。在一些实施方案中，可以将如本文所述的修饰的寡核苷酸

或其复合物提供给患有HBV和/或HDV的无应答对象。在一些实施方案中，可以将如本文所述

的修饰的寡核苷酸或其复合物提供给患有HBV和/或HDV的复发者对象。在一些实施方案中，

对象可以患有HBeAg阳性的慢性乙型肝炎。在一些实施方案中，对象可以患有HBeAg阴性的

慢性乙型肝炎。在一些实施方案中，对象可以患有肝硬化。在一些实施方案中，对象可以是

无症状的，例如，对象可以感染HBV和/或HDV，但不表现出病毒感染的任何症状。在一些实施

方案中，对象可以是免疫受损的。在一些实施方案中，对象可以进行化疗。

[0126] 已经用于治疗HBV和/或HDV的药剂的实例包括干扰素(如IFN‑α和包含PEG‑IFN‑α‑

2a的聚乙二醇化的干扰素)和核苷/核苷酸(如拉米夫定、替比夫定、阿德福韦酯、克立夫定、

恩替卡韦、替诺福韦艾拉酚胺和替诺福韦酯)。然而，与干扰素治疗相关的一些缺点是不利

的副作用，需要皮下施用和高成本。核苷/核苷酸治疗的缺点可能是抗性的发展。

[0127] 抗性可能是治疗失败的一种原因。本文所用的术语“抗性”是指对抗病毒剂显示延

迟、减弱和/或无效应答的病毒毒株。在一些实施方案中，可以将如本文所述的修饰的寡核

苷酸或其复合物提供给感染HBV和/或HDV毒株的对象，所述HBV和/或HDV毒株对一种或多种

抗HBV和/或抗HDV剂具有抗性。其中可发展抗性的抗病毒剂的实例包括拉米夫定、替比夫

定、阿德福韦酯、克立夫定、恩替卡韦、替诺福韦艾拉酚胺和替诺福韦酯。在一些实施方案

中，与对其它HBV和/或HDV抗病毒剂(如所述的那些)具有抗性的HBV和/或HDV毒株的发展相

比，当用如本文所述的修饰的寡核苷酸治疗对象时，延迟了抗性HBV和/或HDV毒株的发展。

联合疗法

[0128] 在一些实施方案中，如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物可以与一种或多种

另外的药剂组合用于治疗和/或抑制HBV和/或HDV的复制。另外的药剂包括但不限于干扰

素、核苷/核苷酸类似物、衣壳组装调节剂、序列特异性寡核苷酸(如反义寡核苷酸和/或

siRNA)、进入抑制剂和/或小分子免疫调节剂。例如，在实施方案中，如本文所述的修饰的寡

核苷酸或其复合物可以用作与一种或多种用于HBV的第二治疗组合的第一治疗，其中第二

治疗包含具有针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性的第二寡核苷酸、siRNA寡核苷酸

(或核苷酸)、反义寡核苷酸、核苷、干扰素、免疫调节剂、衣壳组装调节剂或其组合。另外的

药剂的实例包括重组干扰素α2b、IFN‑α、PEG‑IFN‑α‑2a、拉米夫定、替比夫定、阿德福韦酯、

克立夫定、恩替卡韦、替诺福韦艾拉酚胺、替诺福韦酯、JNJ‑3989(ARO‑HBV)、RG6004、

GSK3228836、AB‑729、VIR‑2218、DCR‑HBVS、JNJ‑6379、GLS4、ABI‑HO731、JNJ‑440、NZ‑4、

RG7907、AB‑423、AB‑506和ABI‑H2158。在实施方案中，另外的药剂是衣壳组装调节剂(CAM)。

在实施方案中，另外的药剂是反义寡核苷酸(ASO)。
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[0129] 在一些实施方案中，如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物可以与一种或多种

另外的药剂一起在单一药物组合物中施用。在一些实施方案中，如本文所述的修饰的寡核

苷酸或其复合物可以与一种或多种另外的药剂作为两种或更多种单独的药物组合物施用。

此外，如本文所述的修饰的寡核苷酸或其复合物与一种或多种另外的药剂的施用顺序可以

变化。

实施例

[0130] 在下面的实施例中更详细地公开了另外的实施方案，这些实施方案不以任何方式

意图限制权利要求的范围。

实施例1‑116

[0131] 在ABI  394合成仪上使用标准亚磷酰胺化学合成了一系列含有交替的A单元和C单

元的硫代磷酸化的序列的修饰的寡核苷酸。固体支持物是可控孔度玻璃(CPG,1000A,Glen 

Research,Sterling  VA)，并且结构单元单体描述在表4和5中。将试剂(二甲基氨基‑亚甲

基)氨基)‑3H‑1,2,4‑二噻唑啉‑3‑硫酮(DDTT)用作硫转移剂来合成寡核糖核苷酸硫代磷酸

酯(PS连键)。在5‑(乙硫基)‑1H‑四唑活化剂的存在下，将0.1M亚磷酰胺在CH3CN中的溶液延

长偶联到固体结合的寡核苷酸上，然后进行标准的封端、氧化和去保护，得到修饰的寡核苷

酸。所有修饰的亚磷酰胺的逐步偶联效率均大于95％。还制备了含有交替的A单元和C单元

的序列但具有磷酸二酯(PO)键而不是硫代磷酸酯(PS)键的几种修饰的寡核苷酸。

去保护

[0132] 在合成完成之后，将可控孔度玻璃(CPG)转移到螺帽小瓶或螺帽无RNA酶的微量离

心管中。在55℃下，用1.0mL乙醇氨(氨：乙醇(3:1))的混合物处理5‑15小时，将寡核苷酸从

支持物上裂解，同时去保护碱基和磷酸基团。将小瓶在冰上短暂冷却，然后将乙醇氨的混合

物转移到新的微量离心管中。用2×0.1mL部分的去离子水洗涤CPG，放入干冰中10分钟，然

后在速度真空中干燥。

粗寡聚物的定量或原始分析

[0133] 将样品溶解在去离子水(1.0mL)中并如下定量：首先仅以水(1mL)进行空白测量

(blanking)。将20μl样品和980μL水在微量离心管中充分混合，转移到比色皿中，在260nm处

获得吸光度读数。将粗材料干燥并储存在‑20℃。

寡聚物的HPLC纯化

[0134] 通过HPLC(Dionex  PA  100)分析和纯化粗寡聚物。缓冲体系是A＝水B＝0.25M 

Tris‑HCl  pH8,C:0 .375M钠/氯酸盐，流速5.0mL/min，波长260nm。首先上样少量材料(～

5OD)并通过LC‑MS分析。一旦确认了这种材料的特性，则可以使用较大量的材料，例如60OD/

运行，5mL/min的流速来纯化粗寡聚物。然后将含有全长寡核苷酸的级分汇集在一起，蒸发

并最终如下所述脱盐。

纯化寡聚物的脱盐

[0135] 然后使用Sephadex  G‑25M(Amersham  Biosciences)将纯化的干燥寡聚物脱盐。用

10mL水调节小柱(cartridge)。将完全溶解在2.5mL无RNA酶的水中的纯化的寡聚物以非常

缓慢的逐滴洗脱施加到小柱上。将无盐的寡聚物用3.5ml水直接洗脱到螺帽小瓶中。

HPLC分析和电喷雾LC/MS
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[0136] 首先将大约0.2OD的寡聚物干燥，重新溶解在水(50μl)中，然后用移液器吸取到特

殊小瓶中用于HPLC和LC‑MS分析。

[0137] 表6总结了所得的示例性修饰的寡核苷酸的序列长度，交替的A单元和C单元以及

主链是硫代磷酸酯(PS)还是磷酸二酯(PO)。

表6
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实施例117‑130

[0138] 通过按照以上实施例1‑116中所述的方法制备一系列硫代磷酸化的寡核苷酸来评

价5’修饰的影响。通过使用5’‑乙烯基膦酸酯结构单元掺入5’‑乙烯基膦酸酯封端来制备封

端的寡核苷酸：
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[0139] 参考图7，如下制备5’‑乙烯基膦酸酯结构单元(5’‑VP)。

[0140] 化合物7‑2的制备：向7‑1(15.0g ,53.3mmol)在无水吡啶(150mL)中的溶液中加入

TBSCl(20.0g,133.3mmol)和咪唑(10.8g,159.9mmol)。将混合物在室温下搅拌15h。TLC显示

7‑1被完全消耗。将反应混合物真空浓缩，得到残余物。将残余物用DCM(500mL)猝灭。将DCM

层用H2O(1L*2)洗涤2次并用盐水洗涤。将DCM层真空浓缩，得到呈黄色油状物的粗制的7‑2

(27.2g，53.3mmol)。将粗制的7‑2直接用于下一步骤。ESI‑LCMS  m/z  510.5[M+H]+。

[0141] 化合物7‑3的制备：在5℃下，向7‑2(26.2g ,51.3mmol)在吡啶(183mL)中的溶液中

滴加苯甲酰氯(15.8g ,113.0mmol)。将反应混合物在室温下搅拌2小时。TLC显示7‑2被完全

消耗。将反应混合物用H2O(4mL)猝灭。然后向反应混合物中加入NH3.H2O(20mL)并在室温下

搅拌30分钟。然后通过在减压下浓缩从混合物中去除吡啶。将残余物加入到H2O(100mL)中，

用EA(150mL*3)萃取并合并EA层。将EA层用盐水洗涤并经Na2SO4干燥。过滤并浓缩，得到粗制

的7‑3(45.0g)。ESI‑LCMS  m/z＝614.5[M+H]+。

[0142] 化合物7‑4的制备：在0℃下，向7‑3(44.0g，粗品)在THF(440mL)中的混合物溶液中

加入H2O(220mL)和TFA(220mL)。然后将反应混合物在0℃下搅拌1.5h。TLC显示7‑3被完全消

耗。用NH3.H2O将反应混合物的pH调节至7‑8。然后将混合物用EA(300mL*7)萃取。将合并的EA

层用盐水洗涤并在真空中浓缩以得到粗品。通过柱色谱法(EA:PE＝1:5～1:1)纯化粗品，得

到呈白色固体的化合物7‑4(15 .8g)。1H‑NMR(400MHz ,DMSO‑d6):δ＝11.24(s ,1H ,与D2O交

换) ,8.77(s,2H) ,8.04‑8.06(m,2H) ,7.64‑7.66(m,2H) ,7.54‑7.58(m,2H) ,6.14‑6.16(d ,J

＝5.9Hz,1H) ,5.20‑5.23(m,1H) ,4.58‑4.60(m,1H) ,4.52‑4.55(m,1H) ,3.99‑4.01(m,1H) ,

3.69‑3.75(m,1H) ,3.57‑3.61(m,1H) ,3.34(s,4H) ,0.93(s,9H) ,0.14‑0.15(d ,J＝1.44Hz,

6H) .ESI‑LCMS  m/z＝500.3[M+H]+。

[0143] 化合物7‑5的制备：在室温下向500mL圆底烧瓶中依次加入DMSO(132mL)和7‑4

(13.2g,26.4mmol)、EDCI(15.19g,79.2mmol)。然后将吡啶(2.09g,26.4mmol,2.1mL)加入到

反应混合物中。在搅拌5分钟之后，向反应混合物中加入TFA(1.51g,13.2mmol)。然后将反应

混合物在室温下搅拌3小时。LC‑MS显示7‑4被完全消耗。将反应混合物加入到冰水(500mL)

中并用EA(300mL*3)萃取3次。将合并的EA层用H2O洗涤2次并且用盐水洗涤1次。经Na2SO4干

燥并过滤。浓缩滤液，得到呈白色固体的粗制的7‑5(14.6g)。ESI‑LCMS  m/z＝516.3[M+H]+。

[0144] 化合物7‑6的制备：在0℃下，将5A(24.4g ,38.5mmol)加入到NaH(2.5g ,64.3mmol,

60％纯度)在THF(50mL)中的混合物溶液中。在搅拌15分钟之后，将THF(60mL)中的7‑5

(16.0g，32.1mmol)加入到反应混合物中。然后将反应混合物在室温下搅拌1小时。LC‑MS显

示7‑5被完全消耗。然后将反应混合物用饱和NH4Cl(500mL)猝灭并用EA(400mL*3)萃取3次。
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将合并的EA层用盐水洗涤，经Na2SO4干燥并过滤。将滤液在真空中浓缩以得到粗品。通过c.c

(EA:PE＝1:5～1:1)纯化粗品，得到呈白色固体的7‑6(10.0g,12.4mmol,38.6％产率)。ESI‑

LCMS  m/z＝804.4[M+H]+；31P  NMR(162MHz,DMSO‑d6)δ17.01。

[0145] 化合物7‑7的制备：向500mL圆底烧瓶中依次加入7‑6(9 .0g ,11 .2mmol)和H2O

(225mL)、HCOOH(225mL)。将反应混合物在26℃下搅拌15h。LC‑MS显示7‑6被完全消耗。用

NH3.H2O将反应混合物调节至pH＝6‑7。然后将混合物用EA(300mL*3)萃取3次。将合并的EA层

经Na2SO4干燥，过滤并且浓缩滤液以得到粗品。通过柱色谱法(DCM/MeOH＝100:1～60:1)纯

化粗品，得到产物7‑7(7.0g ,10.1mmol,90.6％产率)。1H‑NMR(400MHz,DMSO‑d6):δ＝11.11

(s ,1H ,与D2O交换) ,8.71‑8 .75(d ,J＝14 .4 ,2H) ,8 .04‑8 .06(m ,2H) ,7 .64‑7 .65(m ,1H) ,

7.54‑7.58(m,2H) ,6.88‑7.00(m,1H) ,6.20‑6.22(d ,J＝5.4,2H) ,6.06‑6.16(m,1H) ,5.74‑

5.75(d ,J＝5.72,2H) ,5.56‑5.64(m,4H) ,4.64‑4.67(m,1H) ,4.58‑4.59(m,1H) ,4.49‑4.52

(m,1H) ,3.37(s,3H) ,1.09‑1.10(d,J＝1.96,18H) .31P  NMR(162MHz,DMS  O‑d6)δ17.45.ESI‑

LCMS  m/z＝690.4[M+H]+。

[0146] 化合物5’‑VP的制备：向7‑7(5 .5g，7 .9mmol)在DCM(55mL)中的溶液中加入DCI

(750mg，6.3mmol)，然后加入CEP[N(iPr)2]2(3.1g，10.3mmol)。将混合物在室温下搅拌2h。

TLC显示剩余的3.5％的7.7。将反应混合物用H2O(40mL*2)和盐水(50mL*2)洗涤，经Na2SO4干

燥并浓缩，得到粗品。将残余物通过快速制备型HPLC在以下条件下(IntelFlash‑1)纯化：

柱，C18硅胶；在30分钟内，流动相CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/5增加至CH3CN/H2O(0.5％

NH4HCO3)＝1/0，在CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝3/1时收集洗脱的产物；检测器，UV254  nm。将

产物浓缩并用EA(50mL*3)萃取。将合并的EA层用盐水洗涤并且经Na2SO4干燥，过滤并且浓缩

滤液，得到呈白色固体的所得5’‑VP(6.0g，98％纯度)。1H‑NMR(400MHz,DMSO‑d6):δ＝11.27

(s,1H,与D2O交换),8.72‑8.75(m,2H) ,8.04‑8.06(m,2H) ,7.54‑7.68(m,3H) ,6.85‑7.05(m,

1H) ,6.09‑6.26(m,2H) ,5.57‑5.64(m,4H) ,4.70‑4.87(m,3H) ,3.66‑3.88(m,4H) ,3.37‑3.41

(m,3H) ,2.82‑2.86(m,2H) ,1.20‑1.21(m,12H) ,1.08‑1.09(m,18H)。31PNMR(162MHz,DMSO‑

d6):149.99,149.16,17.05,16.81.ESI‑LCMS  m/z＝890.8[M+H]+。

[0147] 表7总结了所得的示例性修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸的序列长度、交替的A单元

和C单元和5’修饰。

表7
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实施例131‑174

[0148] 通过根据以上实施例1‑116中所述的方法制备一系列的硫代磷酸化的寡核苷酸来

评价序列长度、LNA掺入和5’‑修饰的影响。表8总结了所得的示例性修饰的硫代磷酸化的寡

核苷酸的序列长度、交替的A单元和C单元、5’修饰以及LNA单元的长度和位置。

表8
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实施例175‑216

[0149] 通过根据以上实施例1‑116中所述的方法制备一系列的硫代磷酸化的寡核苷酸来

评价序列长度、LNA掺入、立体化学修饰和5’修饰的影响，不同之处在于通过使用由A单元和

C单元组成的二核苷酸结构单元的改进的方法来制备寡核苷酸，所述A单元和C单元通过如

下立体化学限定的硫代磷酸酯连键连接：
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[0150] 参考图8、9A和9B，二核苷酸结构单元9R和9S如下制备。

[0151] 化合物8‑2的制备：在室温下，在氮气惰性气氛下，向8‑1(300 .0g ,445 .1mmol)在

3000mL无水二噁烷中的溶液中滴加乙酰丙酸(309.3g,2.67mol)。然后在室温下依次加入二

环己基碳二亚胺(274.6g，1.33mol)和4‑二甲基氨基吡啶(27.1g，222.0mmol)。将所得溶液

在室温下搅拌5小时，用5000mL二氯甲烷稀释并过滤。分别用2×3000mL  2％碳酸氢钠水溶

液和1×3000mL水洗涤有机相。将有机相经无水硫酸钠干燥，过滤并且在减压下浓缩。获得

呈白色固体的345.0g(粗品)8‑2，不经进一步纯化用于下一步骤。ESI‑LCMS:m/z  774[M+H]

+。

[0152] 化合物8‑3的制备：在0℃下，在氮气惰性气氛下，向8‑2(345g ,445.1mmol)溶解在

3000mL二氯甲烷的溶液中滴加对甲苯磺酸(84.6g ,445.1mmol)。将所得溶液在0℃下搅拌

0.5h，用3000mL二氯甲烷稀释，并且分别用2×2000mL饱和碳酸氢钠水溶液和1×2000mL饱

和氯化钠水溶液洗涤。将有机相经无水硫酸钠干燥，在减压下浓缩，并且将残余物通过硅胶

柱色谱法(SiO2，二氯甲烷:甲醇＝30:1)纯化，得到呈白色固体的8‑3(210 .0g，90％，经两

步)。1H‑NMR(400MHz,DMSO‑d6)δ＝12.88(s,1H) ,8.17‑8.10(m,3H) ,7.62‑7.60(m,1H) ,7.58‑

7.48(m,,2H) ,5.97‑5.91(m,1H) ,5.42(d ,J＝5.9Hz,1H) ,5.25(s,1H) ,4.21‑4.08(m,2H) ,

3.78‑3.59(m ,2H) ,2.75‑2.74(m ,2H) ,2.57(m ,2H) ,2.13(d ,J＝2.3Hz,3H) ,2.02(s ,3H) ,

1.81(m,1H) ,1.77‑1.56(m,1H) ,1.33‑0.98(m,1H)。ESI‑LCMS:m/z  474[M+H]+。

[0153] 化合物8‑4的制备：在0℃下，在氮气惰性气氛下，向8‑3(210 .0g，444 .9mmol)在

2000mL乙腈中的溶液中加入8‑3a(360.0g，405.4mmol)和ETT(58.0g，445.9mmol)。将所得溶

液在室温下搅拌2h。然后将混合物过滤，并且不经进一步纯化用于下一步骤。ESI‑LCMS:m/z 

1258[M+H]+。

[0154] 化合物8‑5和8‑6的制备：在室温下，在氮气惰性气氛下，向8‑4 (509 .9g ,

405.4mmol)在2000mL乙腈中的溶液中依次加入吡啶(128.0g ,1.62mol)和5‑氨基‑3H‑1,2,

4‑二噻唑‑3‑硫酮(121.8g,810.9mmol)。将反应溶液在室温下搅拌30分钟。将所得溶液过滤

并且在减压下浓缩。将残余物通过快速制备型HPLC在以下条件下(IntelFlash‑1)纯化：柱，

C18硅胶；在20分钟内，流动相CH3CN/H2O(0 .5％NH4HCO3)＝1/1增加至CH3CN/H2O(0 .5％
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NH4HCO3)＝1/0，在CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/0时收集洗脱的产物；检测器，UV254  nm。这

得到呈白色固体的8‑5和8‑6的混合物(430.0g,90％，经两步)。将级分用3000mL二氯甲烷稀

释。将有机相经无水硫酸钠干燥，过滤并且在减压下浓缩。将残余物通过SFC在以下条件下

纯化：CHIRALPAK  IB  N‑5(IB50CD‑VD008)/SFC  0 .46cm  I .D .×25cm  L  10 .0ul流动相：

(DCM/EtOAc＝80/20(V/V))，检测器，UV  254nm。将级分浓缩直至在减压下无残余溶剂留下。

获得了105 .0g(35 .0％)呈白色固体的8‑5，并且将其用于制备如下所述的9R。1H‑NMR

(400MHz,DMSO‑d6)δ＝12.88(s ,1H) ,11 .26(s ,1H) ,8.62(d ,J＝8.06Hz,2H) ,8.18(m ,2H) ,

8.05(d ,J＝7.2Hz,2H) ,7.79(s,1H) ,7.67‑7.48(m,6H) ,7.40(d ,J＝7.2Hz,2H) ,7.28‑7.18

(m,7H) ,6.86‑6.83(m,4H) ,6.21(d ,J＝6.6Hz,1H) ,5.91(d ,J＝5.0Hz,1H) ,5.44‑5.41(m,

1H) ,5.28‑5.26(m,1H) ,5.06(m,1H) ,4.45‑4.24(m,7H) ,3.71(s,6H) ,3.39(s,4H) ,3.31(s,

3H) ,2.98(m ,2H) ,2 .75(m ,2H) ,2.56(m ,2H) ,2.01(s ,3H)。31P‑NMR(162MHz ,DMSO‑d6)δ＝

67.17.ESI‑LCMS:m/z  1292[M+H]+；获得了170.0g(56.6％)呈白色固体的8‑6，并且将其用

于制备如下所述的9S。1H‑NMR(400MHz,DMSO‑d6)δ＝12.86(s,1H) ,11.25(s,1H) ,8.62(d,J＝

16.6Hz,2H) ,8.18(d,J＝7.2Hz,2H) ,8.05(m,2H) ,7.78(s,1H) ,7.67‑7.48(m,6H) ,7.40(d,J

＝7.2Hz,2H) ,7 .28‑7 .18(m ,7H) ,6.87‑6.85(m ,4H) ,6.21(d ,J＝6.8Hz,1H) ,5.91(d ,J＝

5.2Hz,1H) ,5.43‑5.39(m,1H) ,5.28‑5.26(m,1H) ,5.06(m,1H) ,4.48‑4.21(m,7H) ,3.72(s,

6H) ,3.36(s,4H) ,3.26(s,3H) ,2.95(m,2H) ,2.73(m,2H) ,2.55(m,2H) ,2.04(s,3H)；31P‑NMR

(162MHz,DMSO‑d6)δ＝66.84；ESI‑LCMS:m/z  1292[M+H]+。

[0155] 化合物9‑1的制备：在0℃下，在氮气惰性气氛下，向8‑5(100 .0g ,77 .4mmol)在

700mL乙腈中的溶液中加入在吡啶/乙酸(3:2)中的0.5M水合肼(20.0g ,0.4mol)。将所得溶

液在0℃下搅拌0.5h。然后立即向反应中加入2,4‑戊二酮，使混合物升温至室温并且再搅拌

15分钟。将溶液用DCM(2000mL)稀释，用饱和NH4Cl水溶液洗涤两次，用盐水洗涤，并且经

Na2SO4干燥。然后将溶液在减压下浓缩，并且将残余物通过快速制备型HPLC在以下条件下

(IntelFlash‑1)纯化：柱，C18硅胶；在20分钟内，流动相CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/1增

加至CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/0，在CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/0时收集洗脱的产物；

检测器，UV254  nm。这得到呈白色固体的9‑1(67 .0g，80％)。1H‑NMR(400MHz ,DMSO‑d6)δ＝

12.97(s,1H) ,11.26(s,1H) ,8.62(d ,J＝11.2Hz,2H) ,8.19(d ,J＝7.2Hz,2H) ,8.05(m,2H) ,

7.74(s,1H) ,7.67‑7.48.(m,6H) ,7.40(d ,J＝7.2Hz,2H) ,7.28‑7.18(m,7H) ,6.85(m,4H) ,

6.21(m ,1H) ,5.90(d ,J＝3.2Hz,1H) ,5.49‑5.43(m ,2H) ,5.05(m ,1H) ,4.45(m ,1H) ,4.40‑

4.30(m,4H) ,4.18‑4.11(m,2H) ,3.93(m,1H) ,3.71(s,6H) ,3.40‑3.32(m,8H) ,2.98(m,2H) ,

2.04(s,3H)。31P‑NMR(162MHz,DMSO‑d6)δ＝67.30.ESI‑LCMS:m/z  1194[M+H]+。

[0156] 化合物9R的制备：在室温下，在氮气惰性气氛下，向9‑1(58.0g,48.6mmol)在600mL

二氯甲烷中的溶液中依次加入CEP[N(iPr)2]2(18.7g,62.1mmol)和DCI(5.1g,43.7mmol)。将

所得溶液在室温下搅拌1小时，用1000mL二氯甲烷稀释，并且分别用2×1000mL饱和碳酸氢

钠水溶液和1×1000mL饱和氯化钠水溶液洗涤。将有机相经无水硫酸钠干燥，过滤并浓缩直

至在减压下无残余溶剂留下。将残余物通过快速制备型HPLC在以下条件下(IntelFlash‑1)

纯化：柱，C18硅胶；在20分钟内，流动相CH3CN/H2O(0 .5％NH4HCO3)＝1/1增加至CH3CN/H2O

(0 .5％NH4HCO3)＝1/0，在CH3CN/H2O(0 .5％NH4HCO3)＝1/0时收集洗脱的产物；检测器，

UV254nm。这得到呈白色固体的9R(51 .2g，70％)。1H‑NMR(400MHz ,DMSO‑d6)δ＝12.94(m ,
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1H) ,11 .26(s ,1H) ,8.62(m ,2H) ,8.19(d ,J＝7.2Hz,2H) ,8.05(m ,2H) ,7 .77(m ,1H) ,7 .69‑

7.46(m,6H) ,7.39(d ,J＝6.6Hz,2H) ,7.26‑7.20(m,7H) ,6.84(m,4H) ,6.20(m,1H) ,5.90(m,

1H) ,5.43(m ,1H) ,5.06(s ,1H) ,4.46‑4.17(m ,7H) ,4.12(m ,1H) ,3.82‑3.80(m ,2H) ,3.73‑

3.66(s,6H) ,3.64‑3.58(m,2H) ,3.48‑3.29(m,8H) ,2.98(s,2H) ,2.82‑2.77(m,2H) ,2.03(s,

3H) ,1.24‑1.15(m,12H)。31P‑NMR(162MHz,DMSO‑d6)δ＝149.87,149.80,67.43,67.33。ESI‑

LCMS:m/z  1394[M+H]+。

[0157] 化合物9‑2的制备：在0℃下，在氮气惰性气氛下，向8‑6(110 .0g ,85 .1mmol)在

700mL乙腈中的溶液中加入在吡啶/乙酸(3:2)中的0.5M水合肼(21.1g ,423.6mol)。将所得

溶液在0℃下搅拌0.5h。然后立即向反应中加入2,4‑戊二酮，使混合物升温至室温并且再搅

拌15分钟。将溶液用DCM(2000mL)稀释，用饱和NH4Cl水溶液洗涤两次，用盐水洗涤，并且经

Na2SO4干燥。然后将溶液在减压下浓缩，并且将残余物通过快速制备型HPLC在以下条件下

(IntelFlash‑1)纯化：柱，C18硅胶；在20分钟内，流动相CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/1增

加至CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/0，在CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/0时收集洗脱的产物；

检测器，UV254nm。这得到呈白色固体的9‑2(72 .0g，80％)。1H‑NMR(400MHz ,DMSO‑d6)δ＝

12.94(s,1H) ,11.24(s,1H) ,8.61‑8.57(m,2H) ,8.18(d ,J＝7.6Hz,2H) ,8.03(d ,J＝7.6Hz,

2H) ,7 .74(s ,1H) ,7 .66‑7 .47(m ,6H) ,7 .40(d ,J＝7.1Hz,2H) ,7 .27‑7 .20(m ,7H) ,6.86(m ,

4H) ,6.20(d,J＝6.6Hz,1H) ,5.87(d,J＝4.0Hz,1H) ,5.42(m,2H) ,5.05(m,1H) ,4.45(m,2H) ,

4.40‑4.24(m,1H) ,4.22‑4.06(m,4H) ,3.92(m,1H) ,3.71(s,6H) ,3.40‑3.32(m,8H) ,2.94(m,

2H) ,2.03(m,3H)。31P‑NMR(162MHz,DMSO‑d6)δ＝66.87。ESI‑LCMS:m/z  1194[M+H]+。

[0158] 化合物9S的制备：在室温下，在氮气惰性气氛下，向9‑2(62.0g,51.9mmol)在600mL

二氯甲烷中的溶液中依次加入CEP[N(iPr)2]2(19.0g,63.1mmol)和DCI(5.55g,47.0mmol)。

将所得溶液在室温下搅拌1小时，用1000mL二氯甲烷稀释，并且分别用2×1000mL饱和碳酸

氢钠水溶液和1×1000mL饱和氯化钠水溶液洗涤。将有机相经无水硫酸钠干燥，过滤并浓缩

直至在减压下无残余溶剂留下。将残余物通过快速制备型HPLC在以下条件下(IntelFlash‑

1)纯化：柱，C18硅胶；在20分钟内，流动相CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/1增加至CH3CN/H2O

(0 .5％NH4HCO3)＝1/0，在CH3CN/H2O(0 .5％NH4HCO3)＝1/0时收集洗脱的产物；检测器，

UV254nm。这得到呈白色固体的9S(51.5g，70％)。1H‑NMR(400MHz,DMSO‑d6)δ＝12.90(s,1H) ,

11.25(s,1H) ,8.60(m,2H) ,8.19(d,J＝6.6Hz,2H) ,8.04(m,2H) ,7.77(s,1H) ,7.67‑7.48(m,

6H) ,7.41(d ,J＝8.0Hz,2H) ,7.29‑7.19(m,7H) ,6.85(m,4H) ,6.21(d ,J＝6.8Hz,1H) ,5.91‑

5.87(m,1H) ,5.41(m,1H) ,5.06(m,1H) ,4.46‑4.21(m,7H) ,4.10(m,1H) ,3.83‑3.75(m,2H) ,

3.73‑3.68(s,6H) ,3.68‑3.59(m,2H) ,3.40‑3.32(m,8H) ,2.93(m,2H) ,2.80(m,2H) ,2.02(s,

3H) ,1.18‑1.13(m,12H)。31P‑NMR(162MHz,DMSO‑d6)δ＝149.96,149.73,66.99,66.86。ESI‑

LCMS:m/z  1394[M+H]+。

[0159] 改进的方法还使用更长的偶联时间(8分钟)和更多当量的酰胺化物(8当量)。表9

总结了所得的示例性修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸的序列长度、交替的A单元和C单元、立

体化学限定的硫代磷酸酯(PS)连键的数量和类型(R或S)、以及5’‑修饰。

表9
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实施例217‑234

[0160] 通过根据以上实施例175‑216中所述的方法制备一系列的硫代磷酸化的寡核苷酸

来评价序列长度、LNA掺入、立体化学修饰和5’修饰的影响，不同之处在于通过使用由A单元

和C单元组成的二核苷酸结构单元的改进的方法来制备寡核苷酸，所述A单元和C单元通过

如下立体化学限定的硫代磷酸酯连键连接：

[0161] 参考图10、11A和11B，如下制备二核苷酸结构单元11R和11S:

[0162] 化合物10‑2的制备：在室温下，在氮气惰性气氛下，向10‑1(50 .0g，74.0mmol)在

500mL无水二噁烷中的溶液中滴加乙酰丙酸(51.5g，44.4mol)。然后在室温下依次加入二环

己基碳二亚胺(45.7g，0.2mol)和4‑二甲基氨基吡啶(4.6g，37.0mmol)。将所得溶液在室温

下搅拌5h，用3000mL二氯甲烷稀释并过滤。分别用2×1000mL  2％碳酸氢钠水溶液和1×

1000mL水洗涤有机相。将有机相经无水硫酸钠干燥，过滤并且在减压下浓缩。获得52.0g(粗

品)呈白色固体的10‑2，并且不经进一步纯化用于下一步骤。ESI‑LCMS:m/z  774[M+H]+。

[0163] 化合物10‑3的制备：在0℃下，在氮气惰性气氛下，向10‑2(52.0g ,67.0mmol)溶解

在400mL二氯甲烷中的溶液中滴加对甲苯磺酸(51.5g ,0.4mol)。将所得溶液在0℃下搅拌

0.5h，用2000mL二氯甲烷稀释，并且分别用2×1000mL饱和碳酸氢钠水溶液和1×1000mL饱

和氯化钠水溶液洗涤。将有机相用无水硫酸钠干燥，在减压下浓缩，并且将残余物通过硅胶

柱色谱法(SiO2，二氯甲烷:甲醇＝30:1)纯化，得到呈白色固体的10‑3(32.0g，80％，经两

步)。1H‑NMR(400MHz,DMSO‑d6)δ＝13.05(s,1H) ,8.20‑7.91(m,4H) ,7.60‑7.49(m,4H) ,5.57

(m,2H) ,5.32(d,J＝10.8Hz,1H) ,4.88(s,1H) ,4.49(s,1H) ,4.18(s,1H) ,3.91‑3.78(m,5H) ,

2.74‑2.69(m,4H) ,2.59‑2.49(m,7H) ,2.10(s,5H) ,2.06(s,4H) ,1.74‑1.49(m,3H) ,1.26‑

1.02(m,3H)。ESI‑LCMS:m/z  472[M+H]+。

[0164] 化合物10‑4的制备：在0℃下，在氮气惰性气氛下，向10‑3(28 .0g，59.4mmol)在

300mL乙腈中的溶液中加入8‑3a(50.0g，56.3mmol)和ETT(7.9g，59.4mmol)。将所得溶液在

室温下搅拌2h。然后将混合物过滤，并且不经进一步纯化用于下一步骤。ESI‑LCMS:m/z 

1258[M+H]+。

[0165] 化合物10‑5和10‑6的制备：在室温下，在氮气惰性气氛下，向10‑4(70 .9g ,

56.3mmol)在300mL乙腈中的溶液中依次加入吡啶(17.8g,225.2mmol)和5‑氨基‑3H‑1,2,4‑
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二噻唑‑3‑硫酮(16.9g ,112.6mmol)。将反应溶液在室温下搅拌30分钟。将所得溶液过滤并

且在减压下浓缩。将残余物通过快速制备型HPLC在以下条件下(IntelFlash‑1)纯化：柱，

C18硅胶；在20分钟内，流动相CH3CN/H2O(0 .5％NH4HCO3)＝1/1增加至CH3CN/H2O(0 .5％

NH4HCO3)＝1/0，在CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/0时收集洗脱的产物；检测器，UV254nm。这

得到10‑5和10‑6的混合物。将级分用3000mL二氯甲烷稀释。将有机相经无水硫酸钠干燥，过

滤并且在减压下浓缩。将残余物通过SFC在以下条件下纯化：CHIRAL  CEL  OD‑H/SFC  20mm*

250mmL  5um(A相：CO2；B相：50％乙醇‑50％乙腈)，检测器，UV220nm。将级分浓缩直至在减压

下无残余溶剂留下。获得了9.0g(25.7％)呈白色固体的10‑5，并且将其用于制备如下所述

的11R。1H‑NMR(400MHz,DMSO‑d6)δ＝13.06(s,1H) ,11.28(s,1H) ,8.63(d,J＝20Hz,2H) ,8.20

(m,2H) ,8.05(d,J＝8Hz,2H) ,7.84(s,1H) ,7.67‑7.39(m,8H) ,7.28‑7.19(m,7H) ,6.86‑6.83

(m,4H) ,6.24(d ,J＝6.6Hz,1H) ,5.66(s,2H) ,5.45‑5.43(m,1H) ,5.10‑5.03(m,2H) ,4.82‑

4.76(m,1H) ,4.60(s,1H) ,4.50‑4.33(m,4H) ,4.03‑3.96(m,2H) ,3.72(s,6H) ,3.41‑3.35(m,

7H) ,3.03‑3.00(m ,2H) ,2.75‑2.72(m ,2H) ,2.56‑2.53(m ,2H) ,2.08‑2.05(m ,6H)。31P‑NMR

(162MHz,DMSO‑d6)δ＝67.02。ESI‑LCMS:m/z  1290[M+H]+。获得了15.0g(42.8％)呈白色固体

的10‑6，并将其用于制备如下所述的11S。1H‑NMR(400MHz,DMSO‑d6)δ＝13.05(s,1H) ,11.26

(s,1H) ,8.63(d ,J＝24Hz,2H) ,8.‑7.96(m,4H) ,7.76(s,1H) ,7.67‑7.39(m,8H) ,7.28‑7.19

(m ,7H) ,6.86(d ,J＝7.2Hz,4H) ,6.24(d ,J＝6.4Hz,1H) ,5.76(s ,1H) ,5.63(s ,1H) ,5.43‑

5.41(m,1H) ,5.12(m,1H) ,4.97(s,1H) ,4.82‑4.79(m,1H) ,4.57‑4.49(m,3H) ,4.27‑4.25(m,

2H) ,4.07‑4.03(m ,2H) ,3.72(s ,6H) ,3.44‑3.36(m ,6H) ,2.96(m ,2H) ,2.74‑2.71(m ,2H) ,

2 .55‑2.53(m ,2H) ,2.08(s ,3H) ,1 .94(s ,3H)。31P‑NMR(162MHz ,DMSO‑d6)δ＝66.58。ESI‑

LCMS:m/z  1290[M+H]+。

[0166] 化合物11‑1的制备：在0℃下，在氮气惰性气氛下，向10‑5(10 .0g ,7 .7mmol)在

100mL乙腈中的溶液中加入在吡啶/乙酸(3:2)中的0.5M水合肼(1.8g,37.5mmol)。将所得溶

液在0℃下搅拌0.5h。然后立即向反应中加入2,4‑戊二酮，使混合物升温至室温并且再搅拌

15分钟。将溶液用DCM(500mL)稀释，用饱和NH4Cl水溶液洗涤两次，用盐水洗涤，并且经

Na2SO4干燥。然后将溶液在减压下浓缩，并且将残余物通过快速制备型HPLC在以下条件下

(IntelFlash‑1)纯化：柱，C18硅胶；在20分钟内，流动相CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/1增

加至CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/0，在CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/0时收集洗脱的产物；

检测器，UV254nm。这得到呈白色固体的11‑1(6 .0g ,65％)。1H‑NMR(400MHz ,DMSO‑d6)δ＝

13.13(s,1H) ,11.28(s,1H) ,8.63(d,J＝20Hz,2H) ,8.21(d,J＝8Hz,2H) ,8.06‑7.95(m,3H) ,

7.80(s,1H) ,7.67‑7.48.(m,8H) ,7.40(d ,J＝7.6Hz,2H) ,7.32‑7.19(m,10H) ,6.85(m,5H) ,

6.24(d,J＝8Hz,1H) ,6.04(d,J＝4.0Hz,1H) ,5.57(s,2H) ,5.44‑5.42(m,1H) ,5.19‑5.17(m,

2H) ,5.10‑5.08(m,1H) ,4.80‑4.76(m,2H) ,4.50(d,J＝5.6Hz,1H) ,4.37‑4.32(m,4H) ,4.06‑

3.99(m,2H) ,3.81(m,1H) ,3.72(s,7H) ,3.40‑3.36(m,8H) ,3.03‑3.00(m,2H) ,2.05(m,3H)。
31P‑NMR(162MHz,DMSO‑d6)δ＝67.21。ESI‑LCMS:m/z  1192[M+H]+。

[0167] 化合物11R的制备：在室温下，在氮气惰性气氛下，向11‑1(6.0g ,5.0mmol)在60mL

二氯甲烷中的溶液中依次加入CEP[N(iPr)2]2(1.9g,6.5mmol)和DCI(0.6g,5.0mmol)。将所

得溶液在室温下搅拌1小时，用1000mL二氯甲烷稀释，并且分别用2×250mL饱和碳酸氢钠水

溶液和1×250mL饱和氯化钠水溶液洗涤。将有机相经无水硫酸钠干燥，过滤并浓缩直至在
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减压下无残余溶剂留下。将残余物通过快速制备型HPLC在以下条件下(IntelFlash‑1)纯

化：柱，C18硅胶；在20分钟内，流动相CH3CN/H2O(0 .5％NH4HCO3)＝1/1增加至CH3CN/H2O

(0 .5％NH4HCO3)＝1/0，在CH3CN/H2O(0 .5％NH4HCO3)＝1/0时收集洗脱的产物；检测器，

UV254nm。这得到呈白色固体的11R(5 .0g ,70％)。1H‑NMR(400MHz ,DMSO‑d6)δ＝13.10(s ,

1H) ,11.28(s,1H) ,8.20(d ,J＝8.0Hz,2H) ,8.04(d ,J＝7.2Hz,2H) ,7.79(d ,J＝14Hz,2H) ,

7.67‑7.48(m,6H) ,7.39(d,J＝7.2Hz,2H) ,7.27‑7.18(m,7H) ,6.85‑6.82(m,4H) ,6.23‑6.20

(m,1H) ,5.64(d ,J＝6.0Hz,1H) ,5.44‑5.41(m,1H) ,5.08‑5.07(m,1H) ,4.82‑4.77(m,1H) ,

4.56‑4.46(m ,3H) ,4.36‑4.30(m ,2H) ,4.22(d ,J＝7.2Hz,1H) ,3.98(m ,1H) ,3.89(m ,1H) ,

3.71(s,7H) ,3.59‑3.55(m,2H) ,3.40‑3.34(m,10H) ,3.02‑2.98(m,2H) ,2.77‑2.72(m,2H) ,

2 .08‑2 .05(m ,3H) ,1 .13‑1 .08(m ,12H)。31P‑NMR(162MHz ,DMSO‑d6)δ＝148.71 ,148 .11 ,

67.51,67.44。ESI‑LCMS:m/z  1392[M+H]+。

[0168] 化合物II‑2的制备：在0℃下，在氮气惰性气氛下，向10‑6(10 .0g ,7 .7mmol)在

100mL乙腈中的溶液中加入在吡啶/乙酸(3:2)中的0.5M水合肼(1.8g,37.5mmol)。将所得溶

液在0℃下搅拌0.5h。然后立即向反应中加入2,4‑戊二酮，使混合物升温至室温并且再搅拌

15分钟。将溶液用DCM(500mL)稀释，用饱和NH4Cl水溶液洗涤两次，用盐水洗涤，并且经

Na2SO4干燥。然后将溶液在减压下浓缩，并且将残余物通过快速制备型HPLC在以下条件下

(IntelFlash‑1)纯化：柱，C18硅胶；在20分钟内，流动相CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/1增

加至CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/0，在CH3CN/H2O(0.5％NH4HCO3)＝1/0时收集洗脱的产物；

检测器，UV254nm。这得到呈白色固体的11‑2(7 .5g ,80％)。1H‑NMR(400MHz ,DMSO‑d6)δ＝

13.11(s ,1H) ,11 .26(s ,1H) ,8.63(d ,J＝20Hz,2H) ,8.20(d ,J＝7.2Hz,2H) ,8.15(m ,3H) ,

7.73(s,1H) ,7.66‑7.47.(m,8H) ,7.41(d ,J＝7.6Hz,2H) ,7.32‑7.19(m,10H) ,6.85(m,5H) ,

6.24(m,1H) ,5.99(s,1H) ,5.54(s,H) ,5.41(m,1H) ,5.10(m,1H) ,4.79‑4.75(m,1H) ,4.57‑

4.49(m,3H) ,4.30‑4.24(m,4H) ,4.02(m,2H) ,3.85(m,1H) ,3.72(s,7H) ,3.38‑3.35(m,7H) ,

2.95(m,2H) ,1.98(m,3H)。31P‑NMR(162MHz,DMSO‑d6)δ＝66.79。ESI‑LCMS:m/z  1192[M+H]+。

[0169] 化合物11S的制备：在室温下，在氮气惰性气氛下，向11‑2(7.0g ,5.0mmol)在70mL

二氯甲烷中的溶液中依次加入CEP[N(iPr)2]2(2.0g,6.5mmol)和DCI(0.6g,5.0mmol)。将所

得溶液在室温下搅拌1小时，用1000mL二氯甲烷稀释，并且分别用2×250mL饱和碳酸氢钠水

溶液和1×250mL饱和氯化钠水溶液洗涤。将有机相经无水硫酸钠干燥，过滤并浓缩直至在

减压下无残余溶剂留下。将残余物通过快速制备型HPLC在以下条件下(IntelFlash‑1)纯

化：柱，C18硅胶；在20分钟内，流动相CH3CN/H2O(0 .5％NH4HCO3)＝1/1增加至CH3CN/H2O

(0 .5％NH4HCO3)＝1/0，在CH3CN/H2O(0 .5％NH4HCO3)＝1/0时收集洗脱的产物；检测器，

UV254nm。这得到呈白色固体的11S(6.3g,70％)。1H‑NMR(400MHz,DMSO‑d6)δ＝13.10(s,1H) ,

11.27(s,1H) ,8.65(s,1H) ,8.61(s,1H) ,8.19(m,2H) ,8.02(d,J＝7.2Hz,2H) ,7.76‑7.73(m,

1H) ,7.66‑7.47(m,6H) ,7.40(d ,J＝7.2Hz,2H) ,7.28‑7.19(m,7H) ,6.86‑6.85(m,4H) ,6.24

(d ,J＝6.8Hz,1H) ,5.62(m,1H) ,5.43‑5.41(m,1H) ,5.10(s,1H) ,4.84‑4.78(m,1H) ,4.66‑

4.49(m,3H) ,4.30‑4.18(m,3H) ,4.04‑3.95(m,2H) ,3.83‑3.77(m,1H) ,3.72(s,7H) ,3.62‑

3.54(m,2H) ,3.44‑3.32(m,6H) ,2.96‑2.92(m,2H) ,2.77‑2.72(m,2H) ,1.98‑1.97(m,3H) ,

1 .12‑1 .11(m ,12H)。31P‑NMR(162MHz,DMSO‑d6)δ＝148.53,148.09,67 .04。ESI‑LCMS:m/z 

1392[M+H]+。
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[0170] 如在实施例175‑216中一样，改进的方法还使用更长的偶联时间(8分钟)和更多当

量的酰胺化物(8当量)。表10总结了所得的示例性修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸的序列长

度、交替的A单元和C单元、立体化学限定的硫代磷酸酯(PS)连键的数量和类型(R或S)、以及

5’‑修饰。

表10

实施例235‑240

[0171] 通过制备一系列的具有分支双倍体(doubler)设计的硫代磷酸化的寡核苷酸来评

价分支的影响，其中两个寡核苷酸通过连接基团彼此连接。具有双倍体设计的硫代磷酸化

的寡核苷酸的实例示于图1中。表11总结了所得的示例性硫代磷酸化的寡核苷酸的序列长

度、交替的A单元和C单元以及5’修饰。

表11

实施例241‑246

[0172] 通过制备一系列的具有分支三倍体(trebler)设计的硫代磷酸化的寡核苷酸来评

价分支的影响，其中三个硫代磷酸化的寡核苷酸通过连接基团彼此连接。具有三倍体设计
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的硫代磷酸化的寡核苷酸的实例示于图2中。表12总结了所得的示例性硫代磷酸化的寡核

苷酸的序列长度、交替的A单元和C单元以及5’修饰。

表12

编号 长度 A C 5’‑修饰

241 (AC)10‑TREB‑(5m)mC LNA‑A LNA‑(5m)C 5’OH,31mer

242 (AC)13‑TREB‑(5m)mC LNA‑A LNA‑(5m)C 5’OH,40mer

243 (AC)15‑TREB‑(5m)mC LNA‑A LNA‑(5m)C 5’OH,46mer

244 (AC)10‑TREB‑(5m)mC 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 5’OH,31mer

245 (AC)13‑TREB‑(5m)mC 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 5’OH,40mer

246 (AC)15‑TREB‑(5m)mC 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 5’OH,46mer

实施例247‑252

[0173] 通过制备一系列修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸来评价酰氨基‑桥核酸(AmNA‑(N‑

Me))修饰和螺环丙烯桥接的核酸(scp‑BNA)修饰的影响。AmNA‑N‑Me  6‑N‑苯甲酰基腺苷

(ABz)、4‑N‑苯甲酰基‑5‑甲基胞苷获自Luxna  Biotech  Co ,Ltd，以及通过使用参考文献

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

以及Masahiko  Horiba ,Takao  Yamaguchi和Satoshi  Obika；Journal  of  Organic 

Chemistry,2016,81,11000‑11008中所述的程序来合成具有6‑N‑苯甲酰基腺苷(ABz)、4‑N‑

苯甲酰基‑5‑甲基胞苷的scp‑BNA亚磷酰胺单体。在真空干燥器中用干燥剂(P2O5，在室温下

保持24小时)干燥单体。对于AmNA和scp‑BNA修饰，以1μM规模在3’至5’方向进行合成，其中

在0.3M  5‑(苄硫基)‑1H‑四唑活化剂存在下，在无水CH3CN中稀释至0.12M的浓度的亚磷酰

胺单体(偶联时间16‑20分钟)至固体结合的寡核苷酸，然后进行修饰的封端、氧化和去保

护，得到修饰的寡核苷酸。所有修饰的亚磷酰胺的逐步偶联效率均大于97％。将DDTT(二甲

氨基‑亚甲基)氨基)‑3H‑1,2,4‑二噻唑啉‑3‑硫酮用作硫转移剂来合成寡核糖核苷酸硫代

磷酸酯。将带有寡核苷酸的固体支持物用乙腈中的20％DEA溶液洗涤15分钟，然后用AcCN彻

底洗涤柱子。在加热块中将支持物与二异丙胺:水:甲醇(1:1:2)一起在65℃下加热5h以从

支持物裂解并去保护碱不稳定保护基团。表13总结了所得的示例性修饰的硫代磷酸化的寡

核苷酸的序列长度、交替的A单元和C单元以及5’修饰。

表13
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实施例253‑256

[0174] 通过制备一系列修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸来评价连接靶向配体的影响。按照

以上实施例1‑116中所述的方法，靶向配体，即胆固醇和生育酚(维生素E)通过环氧烷烃连

接基团(四甘醇，TEG)连接到硫代磷酸化的寡核苷酸上，不同之处在于在胆固醇和生育酚支

持物上进行固相合成，通过TEG连接子连接用于3’‑缀合，而亚磷酰胺的最终偶联提供了5’‑

缀合的寡核苷酸。图3A‑D和表14说明了所得的示例性修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸的序列

长度、交替的A单元和C单元以及靶向配体。

表14

实施例257‑268

[0175] 通过制备一系列修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸来评价连接靶向配体的影响。N‑乙

酰半乳糖胺(GalNac)通过与如图4A示出的GalNAc结构单元反应经由各种连接基团与硫代

磷酸化的寡核苷酸连接。GalNAc‑3和GalNAc‑5酰胺化物分别购自AM  Chemicals  LLC和Glen 

Research。GalNAc‑4和GalNAc‑6获自AM  Chemicals  LLC。表15说明了所得的示例性修饰的

硫代磷酸化的寡核苷酸的结构并且总结了所得的示例性修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸的

序列长度、交替的A单元和C单元以及靶向配体。

表15
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实施例269‑272

[0176] 通过制备一系列修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸来评价连接靶向配体的影响。通过

制备起始寡核苷酸，通过在5’‑末端连接C6‑NH2连接基团形成前体，然后使前体与GalNAc酯

反应，经由连接基团将N‑乙酰半乳糖胺(GalNAc)与硫代磷酸化的寡核苷酸连接。使用通用

支持物(装载65μmol/g)以10μmol的规模合成序列。通过与6‑(4‑单甲氧基三苯甲基氨基)己

基‑(2‑氰基乙基)‑(N,N‑二异丙基)‑亚磷酰胺在0.1M乙腈中反应，将C6‑NH2连接子与5’‑末

端连接以形成前体，偶联时间是10分钟。将带有硫代磷酸化的寡核苷酸的固体支持物与氨

水/甲胺(1:1)溶液一起在室温下于摇床中加热3h，以从支持物上裂解并去保护碱不稳定的

保护基团。

[0177] 在IEX纯化和脱盐之后，将前体溶解在0.2M碳酸氢钠缓冲液，pH  8.5(0.015mM)中，

并加入溶解在DMSO中的5‑7mol当量的GalNAc酯中。GalNAc酯的结构示于图4B中。将反应混

合物在室温下搅拌4小时。分析样品以确认不存在前体。向此，加入氨水(28重量％)(5×反

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

且在强的阴离子交换柱上通过HPLC纯化。

[0178] 表16说明了所得的示例性修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸的结构并且总结了所得

的示例性修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸的序列长度、交替的A单元和C单元以及靶向配体。

分别按照J.Med .Chem .201659(6)2718‑2733和WO  2017/021385A1中所述的程序制备

GalNAc‑1和GalNAc‑2。
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表16

实施例273‑281

[0179] 通过按照上述方法制备一系列硫代磷酸化的寡核苷酸来评价5’修饰的影响，不同

之处在于使用以下5’‑乙基膦酸酯(EP)结构单元来掺入5’‑乙基膦酸酯封端：

[0180] 参考图5，如下制备5’‑乙基膦酸酯结构单元。

[0181] 在N2下，向5‑1(3 .0g ,4 .35mmol ,1当量)在MeOH(5mL)中的混合物中加入Pd/C

(900mg,72.50μmol,10％纯度)。将悬浮液在真空下脱气并用H2吹扫数次。在20℃下，将混合

物在H2(15psi)下搅拌12小时。1H  NMR和31P  NMR显示5‑1被完全消耗以形成所需产物。将反

应混合物过滤并浓缩，得到呈白色固体的[2‑[(2R ,3R ,4R ,5R)‑5‑(6‑苯甲酰胺基嘌呤‑9‑

基)‑3‑羟基‑4‑甲氧基‑四氢呋喃‑2‑基]乙基‑(2,2‑二甲基丙酰氧基甲氧基)磷酰基]氧甲

基2,2‑二甲基丙酸酯，化合物5‑2(2.8g，4.05mmol，93.06％产率)。1H  NMR(400MHz,CD3OD)δ

＝8.75(s,1H) ,8.53(s,1H) ,8.08(d ,J＝7.5Hz,2H) ,7.68‑7.61(m,1H) ,7.59‑7.50(m,2H) ,

7.23‑7.17(m,1H) ,7.15‑7.10(m,1H) ,6.15(d ,J＝4.2Hz,1H) ,5.71‑5.61(m,4H) ,4.57(t,J

＝4.7Hz,1H) ,4.41(t,J＝5.3Hz,1H) ,4.09‑3.99(m,1H) ,3.49(s,3H) ,2.16‑1.97(m,4H) ,

1.17(d,J＝3.5Hz,18H)；31P  NMR(162MHz,CD3CN)δ＝32.91(s,1P)。

[0182] 向5‑2(2.3g，3.33mmol，1当量)在DCM(30mL)中的溶液中加入1H‑咪唑‑4,5‑二甲腈

(589.06mg，4.99mmol，1.5当量)，然后加入3‑双(二异丙基氨基)膦酰基氧基丙腈(2.00g，

6.65mmol，2.11mL，2.0当量)，并将混合物在25℃下搅拌2小时。TLC显示大部分5‑2被消耗并

且形成一个主要的新斑点。将反应混合物用H2O(50mL*2)和盐水(50mL*2)洗涤，经Na2SO4干

燥，并浓缩，得到残余物。将残余物通过Flash‑C‑18柱使用以下条件下纯化：柱，C18硅胶；流

动相，水和乙腈(0％‑70％乙腈)，得到呈淡黄色固体的[2‑[(2R,3R,4R,5R)‑5‑(6‑苯甲酰胺

基嘌呤‑9‑基)‑3‑[2‑氰基乙氧基‑(二异丙基氨基)膦基]氧基‑4‑甲氧基‑四氢呋喃‑2‑基]

乙基‑(2,2‑二甲基丙酰基氧基甲氧基)磷酰基]氧基甲基2,2‑二甲基丙酸酯，(5’‑EP结构单

元)，(1.4g，1.53mmol，45.88％收率，97.2％纯度)。LCMS(ESI)：RT＝3.785min，C40H60N7O12P2
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的m/z计算值：892.37[M+H]+，实测值892.0。HPLC：流动相：在水(溶剂C)和乙腈(溶剂D)中的

10mMol  NH4Ac，历经10分钟洗脱梯度80％‑100％(溶剂D)，并以1.0mL/分钟的流速在100％

保持5分钟；Column30:Waters  Xbridge  C18  3.5um,150*4.6mm；1H  NMR(400MHz,CD3CN)δ＝δ

＝9.40(s,1H) ,8.67(s,1H) ,8.27(d ,J＝1.8Hz,1H) ,8.01(d ,J＝7.5Hz,2H) ,7.68‑7.60(m,

1H) ,7.58‑7.52(m,2H) ,6.05(dd ,J＝5.1,8.4Hz,1H) ,5.62‑5.54(m,4H) ,4.68(t,J＝1.8,

5.0Hz,1H) ,4.64‑4.55(m,1H) ,4.25‑4.11(m,1H) ,3.93‑3.66(m,4H) ,3.40(d ,J＝19.2Hz,

3H) ,2.75‑2.67(m,2H) ,2.14‑1.95(m,4H) ,1.25‑1.20(m,12H) ,1.15‑1.11(m,18H)；31P  NMR

(162MHz,CD3CN)δ＝149.95,149.27,32.29,32.05。

[0183] 表17总结了所得的示例性5’‑EP封端的修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸的序列长

度、交替的A单元和C单元、立体化学限定的硫代磷酸酯(PS)连键的数量和类型(R或S)以及

LNA修饰。

表17

实施例282‑298

[0184] 图6A描述了化合物编号282‑295，其按照上述方法制备。

实施例296‑304

[0185] 通过按照上述方法制备一系列硫代磷酸化的寡核苷酸来评价序列长度、LNA掺入

和RNA掺入的影响。结果总结在表18中。

表18

编号 长度 A C RNA修饰

296 (AC)20 2’‑OMe‑A LNA‑(5m)C 5RNA

297 (AC)20 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 7RNA

298 (AC)20 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 14RNA

299 (AC)15 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 5RNA

300 (AC)15 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 10RNA

301 (AC)20 LNA‑A LNA‑(5m)C 7RNA

说　明　书 66/83 页

86

CN 113286803 A

86



302 (AC)20 LNA‑A LNA‑(5m)C 14RNA

303 (AC)15 LNA‑A LNA‑(5m)C 5RNA

304 (AC)15 LNA‑A LNA‑(5m)C 10RNA

实施例305‑313

[0186] 通过按照上述方法制备一系列硫代磷酸化的寡核苷酸来评价序列长度、LNA掺入

和主链的影响。结果总结在表19中。

表19

编号 长度 A C 主链

305 (AC)20 LNA‑A LNA‑(5m)C 40mer；20PO；19PS

306 (AC)20 LNA‑A LNA‑(5m)C 40mer；7PO；32PS

307 (AC)20 LNA‑A LNA‑(5m)C 40mer；14PO；25PS

308 (AC)15 LNA‑A LNA‑(5m)C 30mer；5PO；24PS

309 (AC)15 LNA‑A LNA‑(5m)C 30mer；10PO；19PS

310 (AC)20 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 40mer；7PO；32PS

311 (AC)20 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 40mer；14PO；25PS

312 (AC)15 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 30mer；5PO；24PS

313 (AC)15 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 30mer；10PO；19PS

实施例314‑322

[0187] 通过按照上述方法制备一系列硫代磷酸化的寡核苷酸来评价序列长度、LNA掺入

和膦酸乙酯封端的影响。结果总结在表20中。

表20

实施例323‑324

[0188] 通过按照上述方法制备硫代磷酸化的寡核苷酸来评价LNA掺入和磷酸封端的影

响。结果总结在表21中。

表21

编号 长度 A C 封端
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323 (AC)20 LNA‑A LNA‑(5m)C 5’‑磷酸(5’‑Phosphate)

324 (AC)20 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 5’‑磷酸

实施例325‑338

[0189] 通过按照上述方法制备一系列硫代磷酸化的寡核苷酸来评价LNA掺入水平的影

响。结果总结在表22中。

表22

实施例339‑340

[0190] 通过按照上述方法制备硫代磷酸化的寡核苷酸来评价ScpA和AmNA掺入的影响。结

果总结在表23中。

表23

编号 长度 A C 修饰

339 (AC)20 2’‑OMe‑A LNA‑(5m)C 在3’‑末端一个ScpA,40mer

340 (AC)20 2’‑OMe‑A LNA‑(5m)C 在3’‑末端一个AmNA,40mer

实施例341‑346
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[0191] 通过按照上述方法制备一系列硫代磷酸化的寡核苷酸来评价GNA和UNA掺入的影

响。结果总结在表24中。

表24

编号 长度 A C

341 (AC)20 LNA‑A GNA‑(5m)C

342 (AC)20 GNA‑A 2’‑OMe‑(5m)C

343 (AC)20 2’‑OMe‑A GNA‑(5m)C

345 (AC)20 UNA‑A UNA‑(5m)C

346 (AC)20 UNA‑A UNA‑(5m)C

实施例347‑350

[0192] 通过按照上述方法制备一系列修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸来评价连接靶向配

体的影响。结果总结在表25中。

表25

实施例351‑355

[0193] 通过按照上述方法制备一系列修饰的硫代磷酸化的寡核苷酸来评价连接胆固醇

或生育酚靶向配体的影响。结果总结在表26中。

表26

实施例356‑358

[0194] 通过按照上述方法制备硫代磷酸化的寡核苷酸来评价封端结构(甲基、烯丙基、胞

嘧啶)的影响。结果总结在表27中。

表27
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实施例359‑362

[0195] 通过按照上述方法制备硫代磷酸化的寡核苷酸来评价包括G和U碱基的影响。化合

物总结在表28中。

表28

编号 长度 碱基1 碱基2 修饰

359 (AG)20 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑G AG重复

360 (GA)20 2’‑OMe‑G 2’‑OMe‑A GA重复

361 (CA)20 2’‑OMe‑(5m)C 2’‑OMe‑A CA重复

362 (AU)20 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑U AU重复

实施例363‑376

[0196] 通过按照上述方法制备一系列硫代磷酸化的寡核苷酸来评价序列长度的影响。化

合物总结在表29中。

表29

编号 长度 A C 修饰

363 (AC)14 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑C 28mer

364 (AC)15‑A 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 31mer

365 (AC)17 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 34mer

366 (AC)18‑A 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 37mer

367 (AC)20 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑C 20mer

368 (AC)9 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 18mer

369 (AC)9‑A 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 19mer

370 (AC)10 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 20mer

371 (AC)9‑A LNA‑A LNA‑(5m)C 19mer

372 (AC)9 LNA‑A LNA‑(5m)C 18mer

373 (AC)15 LNA‑A LNA‑(5m)C 30mer

374 (AC)12‑A 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 25mer

375 (AC)20 2’‑OMe‑A 2’‑OMe‑(5m)C 40mer,5S异构体

376 (AC)10 LNA‑A LNA‑(5m)C 20mer

实施例377‑380和384

[0197] 通过按照上述方法制备一系列硫代磷酸化的寡核苷酸来评价RNA掺入的影响。结

果总结在表30中。

表30
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实施例381‑383

[0198] 通过按照上述方法制备一系列硫代磷酸化的寡核苷酸来评价4etl(4‑乙基‑LNA)

掺入的影响。根据已知的方法(Seth,P.P.,J.Org.Chem.2010,75,(5) ,1569–1581)制备4etl

单体。结果总结在表31中。

表31

实施例385‑389

[0199] 通过按照上述方法制备一系列硫代磷酸化的寡核苷酸来评价nmLNA(N‑甲基LNA)A

和C掺入的影响。nmLNA单体获自商业来源(Bio‑Synthesis  Inc.,Lewisville,TX)。结果总

结在表32中。

表32

实施例390‑392
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[0200] 通过按照上述方法制备一系列硫代磷酸化的寡核苷酸来评价AmNA和Scp‑BNA  A和

C掺入的影响。结果总结在表33中(也参见表23)。

表33

实施例B1

HBsAg分泌测定和细胞毒性测定

[0201] 针对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性(如通过HBsAg分泌测定所确定的)和许

多示例性修饰的寡核苷酸化合物的细胞毒性如下所述测定并总结在表34‑35和图6A和6B

中。

HBsAg释放测定方案

细胞培养

[0202] 将HepG2.2.15细胞维持在含有10％胎牛血清(FBS)和1％青霉素/链霉素、1％谷氨

酰胺、1％非必需氨基酸、1％丙酮酸钠和380μg/mL  G418的DMEM培养基中。将细胞在37℃下

在5％CO2气氛中维持。

HBsAg分泌测定

[0203] 使HepG2.2.15细胞在如上所述的DMEM培养基中生长。将细胞以45,000个细胞/孔

的浓度铺板在胶原蛋白‑I包被的96孔板中。在加入细胞之后立即加入测试化合物。

[0204] 也可以在 RNAiMAX转染后测试选择的化合物。按照制造商的说

明书使用 RNAiMAX转染试剂(Thermo  Fisher)。

[0205] 通过溶解在1×PBS中至100×所需的最终测试浓度来评估50％的抑制浓度(EC50)

和50％的细胞毒性浓度(CC50；下面)。然后将每种化合物在含有10％FBS的DMEM培养基中连

续稀释(1:3)至8个不同的浓度至10X所需的最终测试浓度。将在细胞培养基中的10X化合物

的10μL样品用于以96孔形式处理HepG2.2.15细胞。细胞最初与化合物在37℃下在5％CO2气

氛中孵育3天。

[0206] 在化合物加入/转染后3天，用含有RNAiMax的新鲜培养基/化合物代替培养基和化

合物，并再孵育3天，总孵育时间为6天。收集细胞上清液和细胞裂解物(见下文)以定量

HBsAg。

[0207] 使用HBsAg  ELISA试剂盒(Autobio‑CL0310)定量测量分泌的HBsAg。

[0208] 使用Microsoft  Excel(forecast函数)从HBsAg水平降低百分比相对于药物浓度

的图计算EC50(相对于未处理的细胞对照值，将HBsAg分泌减少50％所需的药物浓度)。

[0209] 设置一组平行的平板，其用于测试化合物诱导的细胞毒性(见下文)。

细胞毒性测定

[0210] 按上述培养和处理HepG2.2.15细胞。在第6天，使用细胞增殖测定(CellTiter‑Glo

发光细胞活力测定；Promega)根据制造商的说明或使用合适的替代方案来评估细胞毒性。
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[0211] 使用Microsoft  Excel(forecast函数)从活细胞减少百分比相对于药物浓度的图

来计算CC50(相对于未处理的细胞对照值，将细胞活力降低50％所需的药物浓度)。

表34‑效力和细胞毒性
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[0212] 效力：A：比(2’‑OMe‑A；2’‑OMe‑C)高>5倍；B：比(2’‑OMe‑A；2’‑OMe‑C)高>2倍且比

(2’‑OMe‑A；2’‑OMe‑C)高<5倍；C：高于或等于(2’‑OMe‑A；2’‑OMe‑C)且比(2’‑OMe‑A；2’‑

OMe‑C)高<2倍；D：低于(2’‑OMe‑A；2’‑OMe‑C)。

[0213] 细胞毒性：A：>2μM；B：<2μM

表35：效力和细胞毒性
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[0214] 1本文所述的许多化合物由不止一个化合物编号提及，如在这里和整个公开内容

的别处所指示的。

[0215] 效力：A：EC50<30nM；B:EC50≥30nM且EC50<100nM；C:EC50≥100nM且EC50<300nM；D:

EC50>300nM。

[0216] 细胞毒性：A：CC50≥1000nM；B：CC50<1000nM

实施例B2

活的感染测定

[0217] 将HepG2‑NTCP细胞维持在含有10％胎牛血清(FBS)和1％青霉素/链霉素、1％谷氨

酰胺、1％非必需氨基酸、1％丙酮酸钠的DMEM/F12培养基中。将细胞在37℃下在5％CO2气氛

中维持。

[0218] 用上述培养基重悬HepG2‑NTCP细胞，并以15,000个细胞/孔的浓度铺板在胶原蛋

白‑I包被的96孔板中。在第二天(第0天)，在4％PEG8000和2％DMSO存在下，用200moi(ge)的

HBV(来自HepAD38细胞的纯化的HBV)感染细胞，并在37℃孵育过夜。将接种物抽真空，用含

2％FBS的DMEM/F12洗涤细胞三次，然后更换为HepG2‑NTCP培养基。

[0219] 在第5天处理细胞。在第5天，将测试化合物用Opti‑MEM  I培养基稀释3倍，并根据

制造商的说明与 RNAiMAX转染试剂混合。在第8天培养基更换之后，如所

述转染测试化合物。在孵育另外的3天之后，收获上清液并且通过ELISA(Diasino)测量

HBsAg。用CellTiter‑Glo(Promega)测量细胞活力。

[0220] 使用Microsoft  Excel  forecast函数或GraphPad  Prism从HBsAg水平降低百分比

相对于药物浓度的图计算EC50(相对于未处理的细胞对照值，将HBsAg分泌减少50％所需的

药物浓度)，并将其总结在表36中。

表36‑效力和细胞毒性
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[0221] 效力：A：EC50<30nM；B：EC50≥30nM且EC50<100nM；C：EC50≥100nM且EC50<300nM；D：

EC50>300nM。

[0222] 细胞毒性：A:CC50≥1000nM；B:CC50<1000nM

实施例B3

用于组合的HBsAg分泌测定

[0223] 如下所述测定示例性修饰的寡核苷酸化合物与反义寡核苷酸(ASO)的组合针对乙

型肝炎的序列非依赖性抗病毒活性(如通过HBsAg分泌测定所确定的)，并将其总结在表37

中。

细胞培养

[0224] 将HepG2.2.15细胞维持在含有10％胎牛血清(FBS)和1％青霉素/链霉素、1％谷氨

酰胺、1％非必需氨基酸、1％丙酮酸钠的DMEM/F12培养基中。将细胞在37℃下在5％CO2气氛

中维持。

HBsAg分泌测定

[0225] 如上所述，使HepG2.2.15细胞在DMEM/F12培养基中生长。将细胞以35,000个细胞/

孔的浓度接种在胶原蛋白‑I包被的96孔板中。在加入细胞之后立即加入测试化合物。在第0

天和第3天进行双重转染(double  transfection)。
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转染方法

[0226] RNAiMAX转染。按照制造商的说明使用

RNAiMAX转染试剂(Thermo  Fisher,cat#:13778‑150)。

[0227] A：将RNAiMAX(对于96孔板为0.3uL/孔)与Opti‑MEM  I(多加20％)混合，在室温下

孵育5分钟。

[0228] B：在Opti‑MEM  I中稀释ASO和修饰的寡核苷酸的组合以使最终浓度为40x(8点，3

倍稀释，包括浓度0nM)。最高浓度是EC50值的约100‑200倍。然后以相反的方向混合来自化合

物1(cpd1)和化合物2(cpd2)的等体积稀释液，如图23所示的图表所示。

[0229] 以等体积(多加20％的体积)混合A和B，再孵育5‑10分钟。然后将A和B的混合物以

最终培养体积的1/10加入每个孔中，用手将板旋转10秒。板应该至少一式三份。在37℃下孵

育3天，更新培养基，重复转染过程。在处理后的第6天，收集上清液用于ELISA测定，用

CellTiter‑Glo(Promega)测量细胞活力。

数据分析

[0230] 为了分析协同作用，计算每个孔的HBsAg(或DNA)减少的百分比。降低的百分比＝

(1孔/无药物对照的平均值)*100。将这些数值输入MacSynergy  II软件中，并根据软件的指

令获得协同/拮抗量。

[0231] 协同量<25表明没有协同作用/拮抗作用。

[0232] 协同量25‑50表明较小的协同作用/拮抗作用。

[0233] 协同量50‑100表明中等的协同作用/拮抗作用。

[0234] 协同量>100表明强的协同作用/拮抗作用。

[0235] 协同量>1,000表示可能错误，检查数据。

[0236] 细胞活力的百分比＝(孔/无药物对照的平均值)*100。如前所述监测细胞毒性。

HBsAg定量

[0237] 使用HBsAg  ELISA试剂盒(Autobio‑CL0310)定量测量分泌的HBsAg。表37中提供了

修饰的寡核苷酸与ASO的组合的协同值。

表37‑组合的协同作用

化合物编号 ASO1 HBsAg  95％协同量

166、288 ASO‑1 335.08

134、277、284 ASO‑2 52.98

296 ASO‑2 43.05
1ASO‑1是如在Javanbakht,H等人,Molecular  Therapy:Nucleic  Acids,第11卷，

2018年6月中公开的未缀合的HBV  ASO  SSO‑1，具有以下结构：5‑lnApslnGpsln(5m)

CpsGpsApsApsGpsTpsGps(5m)CpsAps(5m)CpsApsln(5m)CpslnGpslnG‑3。ASO‑2是具有如针

对美国申请序列号62/855,793中称为序列#9的ASO所述的结构的ASO，该申请在此通过引用

并且特别是出于描述序列#9的结构的目的并入本文。

实施例B4

用于组合的HBsAg分泌测定

[0238] 如下所述测定示例性修饰的寡核苷酸化合物与ASO、衣壳组装调节剂(CAM化合物1

或CAM化合物2)或核苷类似物(恩替卡韦，ETV)的组合对乙型肝炎的序列非依赖性抗病毒活
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性(如通过HBsAg分泌测定所确定的)，并将其总结在表38中。

细胞培养

[0239] 以下测定程序描述了HBV抗病毒测定。该测定使用已经用HBV基因组转染的

HepG2 .2 .15细胞，并且使用细胞外HBV  DNA定量作为终点。通过使用来自Promega的

试剂测量细胞内ATP含量来平行评估细胞活力。

HBsAg分泌试验

[0240] 如上所述，使HepG2.2.15细胞在DMEM/F12培养基中生长。将细胞以35,000个细胞/

孔的浓度接种在胶原蛋白‑I包被的96孔板中。在加入细胞之后立即加入测试化合物。在第0

天和第3天进行双重转染。

HBV  DNA定量测定

[0241] 用QIAamp  96DNA血液试剂盒，按照制造商的手册，分离细胞外DNA。然后，在ABI‑

7900HT上，使用来自Roche的FastStart  Universal  MasterMix，用如下指定的HBV特异性引

物和探针，通过qPCR定量HBV  DNA。PCR循环程序由95℃，10分钟，然后在95℃，15秒和60℃，1

分钟的40个循环组成。

转染方法

[0242] RNAiMAX转染。按照制造商的说明使用

RNAiMAX转染试剂(Thermo  Fisher,cat#:13778‑150)。

[0243] A：将RNAiMAX(对于96孔板为0.3uL/孔)与Opti‑MEM  I(多加20％)混合，在室温下

孵育5分钟。

[0244] B：在Opti‑MEM  I中稀释CAM、ASO或ETV和修饰的寡核苷酸的组合以使最终浓度为

40x(8点，3倍稀释，包括浓度0nM)。最高浓度是EC50值的约100‑200倍。然后以相反的方向混

合来自化合物1(cpd1)和化合物2(cpd2)的等体积稀释液，如图23所示的图表所示。

[0245] 以等体积(多加20％的体积)混合A和B，再孵育5‑10分钟。然后将A和B的混合物以

最终培养体积的1/10加入每个孔中，用手将板旋转10秒。板应该至少一式三份。在37℃下孵

育4小时，然后加入ASO、ETV或CAM以使细胞从转染中恢复。在处理后的第3天，收集上清液用

于ELISA测定，用CellTiter‑Glo(Promega)测量细胞活力。

数据分析

[0246] 如以上实施例B3中所述分析协同数据。

HBsAg定量

[0247] 使用HBsAg  ELISA试剂盒(Autobio‑CL0310)定量测量分泌的HBsAg。表38中提供了

修饰的寡核苷酸与ASO的组合的协同值。

表38‑组合的协同作用
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1CAM化合物1是具有如针对在WO2017/181141中被称为化合物3的CAM化合物所述

的结构的CAM，其在此通过引用并且特别出于描述化合物3的结构的目的并入本文。CAM化合

物2是具有如针对在美国序列号62/805 ,725中被称为化合物1的CAM化合物所述的结构的

CAM，其在此通过引用并且特别出于描述化合物1的结构的目的并入本文。ASO‑1如以上表37

所述。

实施例B5

非人灵长类动物的肝脏暴露

[0248] 通过静脉内(IV)或皮下(SC)途径向雌性食蟹猴给药示例性修饰的寡核苷酸化合

物来评价非人灵长类动物的末端肝脏暴露。对于IV途径，将化合物在无菌磷酸盐缓冲盐水

(PBS)媒介物中施用，并在2小时内以1mL/kg输注。对于皮下给药，媒介物也是无菌PBS，并且

以1mL/kg作为单次推注(single  bolus)施用化合物。每个剂量组有两只动物，所示数据是

两只动物的平均值。在24小时时间点测定肝脏水平。用于该研究的剂量和获得的数据显示

在图12中。出乎意料的是，皮下施用至非人灵长类动物后的肝脏暴露远高于基于由其它方

面相当的静脉内给药产生的肝脏暴露水平所预期的。

实施例B6

PBMC测定

[0249] 如下所述进行评价示例性修饰的寡核苷酸化合物对从外周血单核细胞(PBMC)释

放细胞因子的影响，并将其总结在表39和图13‑22中。

[0250] 从斯坦福血液中心(Stanford  Blood  Center)获得血沉棕黄层(N＝3)，并按照

Aragen的标准方案使用Ficoll密度梯度离心处理以分离PBMC。将PBMC(1百万/mL)悬浮于完

全培养基(补充有10％热灭活的低IgG  FBS和PSG的RPMI)中，并以100μL/孔铺板于96孔圆底

板中。用测试物品(在下一个载玻片(slide)上列出)(浓度范围：10μM至0μM‑3倍稀释)和PHA

及Poly  IC(浓度范围：10μg/mL至0μg/mL‑3倍稀释)处理PBMC。全部以一式三份设置。在37

℃/5％CO2增湿的标准细胞培养箱中孵育24小时之后，收获上清液，并储存在‑80℃，直到测

定细胞因子。在Intellicyt  iQue  Screener上测试细胞因子(GM‑CSF、IL‑1b、IL‑2、IL‑6、

IL‑10、IL‑8、IL‑12p70、IFNg、TNFa)，并使用ForeCyt分析软件进行分析。通过标准ELISA测

试细胞因子(IFNa)。结果表示为基于标准曲线计算的pg/mL。

表39

化合物编号 图编号 免疫反应1

PHA对照 13 强

REP‑2139 14 弱

171、280、292 15 弱
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296 16 没有

134、277、284 17 弱

166、288 18 没有

167、289 19 没有

281、316 20 没有

294 21 弱

276、291 22 弱
1强：在测试组中观察到多于两种类型的细胞因子的显著诱导；弱：在测试组中观

察到一种或两种类型的细胞因子的诱导；没有：在测试组中没有观察到任何细胞因子的诱

导。
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图1
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图2
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图3A
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图3B
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图3C
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图3D
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图4A(续)
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图4B
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图6A
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图6A(续)
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图6A(续)
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图6A(续)
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图6A(续)

说　明　书　附　图 15/73 页

118

CN 113286803 A

118



图6B
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图6B(续)
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图6B(续)
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图6B(续)

说　明　书　附　图 23/73 页

126

CN 113286803 A

126
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图6B(续)
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图6B(续)
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图6B(续)

说　明　书　附　图 27/73 页

130

CN 113286803 A

130
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