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酸(dsRNA)的组合物，和利用该组合物抑制人驱

动蛋白家族成员11(Eg5)和血管内皮生长因子

(VEGF)的表达的方法，以及利用该组合物治疗由

Eg5和VEGF表达介导的病理过程例如癌症的方
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1.组合物，其包含核酸脂质颗粒，所述核酸脂质颗粒含有用于抑制细胞中人驱动蛋白

家族成员11(Eg5/KSP)基因表达的第一双链核糖核酸(dsRNA)以及用于抑制细胞中人VEGF

表达的第二dsRNA，其中：

所述核酸脂质颗粒含有脂质制剂，所述制剂含有45-65mol％的阳离子脂质、5-10mol％

的非阳离子脂质、25-40mol％的固醇和0.5-5mol％的PEG或PEG-修饰的脂质，其中所述阳离

子脂质含有MC3(4-(二甲基氨基)丁酸(6Z,9Z,28Z,31Z)-三十七碳-6,9,28,31-四烯-19-基

酯)，和所述固醇含有胆固醇，

所述第一dsRNA由有义链和反义链组成，该有义链由SEQ  I D  NO :1 240 (5’-

u c G A G A A u c u A A A c u A A c u T s T - 3’)组成和该反义链由SE Q  I D  N O : 1 2 4 1 (5’-

AGUuAGUUuAGAUUCUCGATsT)组成，

所述第二dsRNA由有义链和反义链组成，该有义链由SEQ  I D  NO :1 242 (5’-

G c A c A u A G G A G A G A u G A G C U s U - 3’)组成和该反义链由SE Q  I D  N O : 1 2 4 3 (5’-

AAGCUcAUCUCUCCuAuGuGCusG-3’)组成，

其中各链如下修饰以包括如通过小写字母“c”或“u”表示的2’-O-甲基核糖核苷酸和如

通过小写字母“s”表示的硫代磷酸酯，且

其中所述第一和第二dsRNA以等摩尔比存在。

2.权利要求1的组合物，其中所述阳离子脂质含有MC3且所述脂质制剂选自下组：
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3.权利要求1或2的组合物，还含有索拉非尼。

4.权利要求1或2的组合物，还含有脂蛋白。

5.权利要求1或2的组合物，还含有载脂蛋白E(ApoE)。
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脂质配制的组合物以及用于抑制Eg5和VEGF基因表达的方法

[0001] 本申请是申请日为2010年03月12日和发明名称为“脂质配制的组合物以及用于抑

制Eg5和VEGF基因表达的方法”的201080020483.1号发明专利申请的分案申请。

技术领域

[0002] 本发明涉及含有双链核糖核酸(dsRNA)的脂质配制的组合物，以及它们在介导RNA

干涉以抑制基因组合(例如Eg5和血管内皮生长因子(VEGF)基因)的表达中的用途。所述

dsRNA配制成脂质制剂，且可包括脂蛋白，例如载脂蛋白E。本发明也包括所述组合物在治疗

由Eg5和VEGF表达介导的病理过程，例如癌症中的用途。

[0003] 相关申请的交叉引用

[0004] 本申请要求2009年3月12日提交的序列号为61/159,788的美国临时申请、2009年8

月5日提交的序列号为61/231 ,579的美国临时申请、2009年12月11日提交的序列号为61/

285,947的美国临时申请的权益，为所有目的，所有这些申请以引用方式全部合并与此。

[0005] 序列表参考

[0006] 本申请包括创建于2010年XX月XX日、以名称为16564US_sequencelisting .txt的

文本文件电子提交的序列表，其大小为XXX，XXX字节。所述序列表以引用方式合并。

背景技术

[0007] 生物体内细胞群体的维持由细胞分裂和程序性细胞死亡的细胞过程决定。正常细

胞内，与各过程的开始和完成有关的细胞事件是高度受调节的。在增殖性疾病例如癌症中，

这些过程的一个或两个可能受到干  扰。例如，癌细胞可能经由突变，通过正调节物的超量

表达或负调节物的丧失而丧失其细胞分裂周期的调节(检验点控制)。

[0008] 或者，癌细胞可能通过负调节物的超量表达而丧失进行程序性细胞死亡的能力。

因此，需要发展能够恢复癌细胞的检验点控制和程序性细胞死亡过程的新的化疗药物。

[0009] 治疗人类癌症的一种方法是靶向对细胞周期进展必不可少的蛋白质。为了使细胞

周期由一个阶段进展到下一个阶段，必须完成某些先决条件事件。细胞周期内存在执行事

件和阶段的适当顺序的检验点。一个这样的检验点是发生在有丝分裂中期阶段期间的纺锤

体检验点。靶向在有丝分裂中具有必要功能的蛋白质的小分子可以引发纺锤体检验点阻滞

细胞的有丝分裂。在阻滞细胞有丝分裂的小分子中，临床上显示抗肿瘤活性的那些小分子

也诱导细胞凋亡-与程序性细胞死亡有关的形态变化。因此治疗癌症的一种有效的化学疗

法可能是诱导检验点控制和程序性细胞死亡的疗法。不幸的是，几乎没有化合物能有效控

制细胞内部的这些过程。已知引起有丝分裂阻滞和细胞凋亡的大多数化合物作为微管蛋白

结合剂。这些化合物改变微管的动态不稳定性并间接改变有丝分裂纺锤体的功能/结构，因

此引起有丝分裂阻滞。因为这些化合物中的大多数特异性靶向微管蛋白(其是所有微管的

组分)，它们也可以影响微管具有作用的许多正常细胞过程中的一种或多种。因此，仍然需

要更加特异性地靶向与增殖细胞有关的蛋白质的试剂。

[0010] Eg5是集中在有丝分裂纺锤体的若干驱动蛋白样动力蛋白中的一种，且已知是双
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极有丝分裂纺锤体的形成和/或功能所需要的。最近报道了干扰有丝分裂纺锤体的双极性

的小分子(Mayer，T.U.等1999.Science  286(5441)971-4，以引用方式合并于此)。更具体

地，所述小分子诱导异常有丝分裂纺锤体的形成，其中微管的单星阵列由中央一对中心体

发出，其中染色体结合至微管远端。由于单星阵列，该小分子被称为“单星素(monastrol)”。

该单星阵列表型以前已经在Eg5动力蛋白免疫耗竭的有丝分裂细胞中观察到。该与众不同

的单星阵列表型促进单星素被确定为Eg5的潜在抑制剂。事实上，单星素还在体外试验中显

示抑制微管的Eg5动力-驱动的运动性。Eg抑制剂单星素对相关的驱动蛋白动  力或对负责

细胞内高尔基体运动的动力没有明显效果。通过免疫耗竭Eg5或抑制Eg5显示单星阵列表型

的细胞阻滞在细胞周期的M-阶段。然而，由免疫耗竭或抑制Eg5而诱导的有丝分裂阻滞是短

暂的(Kapoor，T.M.，2000.J  Cell  Biol  150(5)975-80)。由单星素诱导的单星阵列表型和

有丝分裂中的细胞周期阻滞两者都是可逆的。细胞恢复以形成正常的双极有丝分裂纺锤

体，以完成有丝分裂并继续细胞周期以及正常的细胞增殖。这些资料提示，诱导短暂的有丝

分裂阻滞的Eg5抑制剂对治疗癌细胞增殖可能不是有效的。尽管如此，单星素引起有丝分裂

阻滞的发现是吸引人的，因此需要进一步研究并识别可用于以有效治疗人类癌症的方式调

整Eg5动力蛋白的化合物。还需要研究这些化合物与其他抗肿瘤剂的联合使用。

[0011] VEGF(血管内皮生长因子，又名血管通透因子，VPF)是刺激血管生成、上皮细胞增

殖和内皮细胞存活的多功能细胞因子。VEGF可由多种组织生成，且其超量表达或异常表达

可导致多种紊乱，包括癌症和视网膜病，例如年龄相关的黄斑变性及其他血管生成紊乱。

[0012] 最近，双链RNA分子(dsRNA)已显示以被称为RNA干涉(RNAi)的高度保守调节机制

阻断基因表达。WO  99/32619(Fire等)公开了利用长度至少为25个核苷酸的dsRNA来抑制线

虫的基因表达。dsRNA也显示降解其他生物体包括植物(例如参见WO  99/53050，Waterhouse

等；和WO  99/61631，Heifetz等)、果蝇(例如参见Yang，D.，等人，Curr .Biol .(2000)10：

1191-1200)和哺乳动物(参见WO  00/44895，Limmer；和DE  101  00  586.5，Kreutzer等)中的

靶RNA。该天然机制目前已成为开发用于治疗由基因的异常或有害调节而引起的疾病的一

类新的药物制剂的焦点。

[0013] 发明简述

[0014] 本发明提供利用包含dsRNA的脂质配制的组合物抑制细胞中的人Eg5/KSP和VEGF

基因表达的组合物和方法。

[0015] 本发明组合物包含核酸脂质颗粒，所述核酸脂质颗粒含有用于抑制细胞中人驱动

蛋白家族成员11(Eg5/KSP)基因表达的第一双链核糖核酸(dsRNA)以及用于抑制细胞中人

VEGF表达的第二dsRNA。所述核酸脂  质颗粒含有脂质制剂，所述制剂含有45-65mol％的阳

离子脂质、5mol％到约10mol％的非阳离子脂质、25-40mol％的固醇和0.5-5mol％的PEG或

PEG-修饰的脂质。靶向Eg5/KSP的第一dsRNA包括第一有义链和第一反义链，且所述第一有

义链具有第一序列，所述第一反义链具有与SEQ  ID  NO：1311(5’-UCGAGAAUCUAAACUAACU-

3’)的至少15个连续核苷酸互补的第二序列，其中所述第一序列和所述第二序列互补，且其

中所述第一dsRNA的长度为15到30个碱基对。所述第二dsRNA包括第二有义链和第二反义

链，所述第二有义链具有第三序列，且所述第二反义链具有与SEQ  ID  NO：1538(5’-

GCACAUAGGAGAGAUGAGCUU-3’)的至少15个连续核苷酸互补的第四序列，其中所述第三序列

和所述第四序列互补，且其中所述第二dsRNA的长度为15到30个碱基对。
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[0016] 在一个实施方式中，所述组合物的阳离子脂质具有式A，其中式A是：

[0017]

[0018] 其中R1和R2独立地是烷基、烯基或炔基，各自可任选被取代，R3和R4独立地是低级

烷基或R3和R4可以合起来形成任选取代的杂环。

[0019] 在其他实施方式中，所述阳离子脂质是XTC(2，2-二亚油基-4-二甲基氨基乙基-

[1，3]-二氧戊环)。在一个相关的实施方式中，所述阳离子脂  质是XTC，所述非阳离子脂质

是DSPC，所述固醇是胆固醇，且所述PEG脂质具有PEG-DMG。在另一个相关实施方式中，所述

阳离子脂质是XTC且所述制剂选自下组：
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[0020]

[0021] 在另一个实施方式中，所述组合物的阳离子脂质是ALNY-100((3aR，5s，6aS)-N，N-

二甲基-2，2-二((9Z，12Z)-十八碳-9，12-二烯基)四氢-3aH-环戊二烯并[d][1，3]二氧杂环

戊烯-5-胺))。在其他实施方式中，所述阳离子脂质是ALNY-100且所述制剂包括：

[0022]

[0023] 在其他实施方式中，所述阳离子脂质是MC3(4-(二甲基氨基)丁酸(6Z，9Z，28Z，

31Z)-三十七碳-6，9，28，31-四烯-19-基酯))。在一个相关实施方式中，所述阳离子脂质是

MC3且所述脂质制剂选自下组：
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[0024]

[0025] 在另一个实施方式中，所述第一ds R N A包括由SE Q  I D  N O ：1 5 3 4 (5’-

U C G A G A A U C U A A A C U A A C U T T - 3’)组成的有义链和由SE Q  I D  N O ：1 5 3 5 (5’-

AGUUAGUUUAGAUUCCUGATT-3’)组成的反义链，以及第二dsRNA包括由SEQ  ID  NO：1536(5’-

G C A C A U A G G A G A G A U G A G C U U - 3’)组成的有义链和由SE Q  I D  N O ：1 5 3 7 (5’-

AAGCUCAUCUCUCCUAUGUGCUG-3’)组成的反义链。在又一个实施方式中，如下所述修饰各链，

以使其包括2’-O-甲基核糖核苷酸(由小写字母“c”或“u”表示)和硫代磷酸酯(以小写字母

“s”表示)：所述第一dsRNA包括由SEQ  ID  NO：1240(5’-ucGAGAAucuAAAcuAAcuTsT-3’)组成

的有义链和由SEQ  ID  NO：1241(5’-AGUuAGUUuAGAUUCUCGATsT)组成的反义链；所述第二

dsRNA包括由SEQ  ID  NO：1242(5’-GcAcAuAGGAGAGAuGAGCUsU-3’)组成的有义链和由SEQ  ID 

NO：1243(5’-AAGCUcAUCUCUCCuAuGuGCusG-3’)组成的反义链。

[0026] 在其他实施方式中，所述第一和第二dsRNA包括至少一个修饰的核苷酸。在一些实

施方式中，所述修饰核苷酸选自下组：2′-O-甲基修饰的核苷酸、具有5′-硫代磷酸酯基团的
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核苷酸和与胆固醇基衍生物或十二烷酸二癸酰胺基团连接的末端核苷酸。在另一个实施方

式中，所述修饰核苷酸选自下组：2′-脱氧-2′-氟修饰的核苷酸、2′-脱氧-修饰的核苷酸、锁

定核苷酸、脱碱基核苷酸、2′-氨基修饰的核苷酸、2′-烷基-修饰的核苷酸、吗啉代核苷酸、

氨基磷酸酯和含非天然碱基的核苷酸。在又一个实施方式中，所述第一和第二dsRNA各自包

含至少一个2′-O-甲基修饰的核苷酸和至少一个具有5′-硫代磷酸酯基团的核苷酸。

[0027] 在一些实施方式中，各dsRNA的长度是19-23个碱基。在另一个实施方式中，各

dsRNA的各链长度是21-23个碱基。在又一个实施方式中，所述第一dsRNA的各链的长度是21

个碱基，所述第二dsRNA的有义链长度是21个碱基且所述第二dsRNA的反义链长度是23个碱

基。在其他实施方式中，所述第一和第二dsRNA以等摩尔比存在。在一个实施方式中，所述组

合物还含有索拉非尼(Sorafenib)。在另一个实施方式中，所述组合物还含有脂蛋白。在另

一个实施方式中，所述组合物还含有载脂蛋白E(ApoE)。

[0028] 在另一个实施方式中，当与表达Eg5的细胞接触时，所述组合物抑制Eg5表达至少

40％。在又一个实施方式中，当与表达VEGF的细胞接触时，所述组合物抑制VEGF表达至少

40％。在其他实施方式中，将所述组合物给药于细胞可减少细胞中Eg5和VEGF的表达。在一

个相关的实施方式中，所述组合物以nM浓度给药。在另一个实施方式中，将所述组合物给药

于细胞可增加细胞中单星体形成。

[0029] 在其他实施方式中，将所述组合物给药于哺乳动物导致选自下组的至少一种效

果：预防肿瘤生长、减少肿瘤生长或延长哺乳动物的存活期。在一些实施方式中，所述效果

用选自下组的至少一种试验测定：体重测  定、器官重量测定、肉眼检查、mRNA分析、血清AFP

分析和存活率监测。

[0030] 本发明也提供用于抑制细胞中Eg5/KSP和VEGF的表达的方法。所述方法包括将本

发明组合物给药于细胞的步骤。本发明也提供用于抑制肿瘤生长、减少肿瘤生长或延长需

要治疗癌症的哺乳动物存活期的方法。所述方法包括将本发明组合物给药于哺乳动物的步

骤。在一个实施方式中，所述哺乳动物患有肝癌。在另一个实施方式中，所述哺乳动物是患

有肝癌的人。在一些实施方式中，将含有0.25mg/kg到4mg/kgdsRNA的剂量给药于哺乳动物。

在其他实施方式中，dsRNA以约0.01、0.1、0.5、1.0、2.5或5.0mg/kg的剂量给药于人。

[0031] 在又一个实施方式中，本发明提供用于降低需要治疗癌症的哺乳动物中的肿瘤生

长的方法，所述方法包括将本发明组合物给药于哺乳动物，所述方法使肿瘤生长降低至少

20％。在另一实施方式中，所述方法使KSP表达减少至少60％。

[0032] 具体地，本发明涉及以下各项：

[0033] 1、组合物，其包含核酸脂质颗粒，所述核酸脂质颗粒含有用于抑制细胞中人驱动

蛋白家族成员11(Eg5/KSP)基因表达的第一双链核糖核酸(dsRNA)以及用于抑制细胞中人

VEGF表达的第二dsRNA，其中：

[0034] 所述核酸脂质颗粒含有脂质制剂，所述制剂含有45-65mol％的阳离子脂质、

5mol％到约10mol％的非阳离子脂质、25-40mol％的固醇和0.5-5mol％的PEG或PEG-修饰的

脂质，

[0035] 所述第一dsRNA由第一有义链和第一反义链组成，且所述第一有义链含有第一序

列，所述第一反义链含有与SEQ  ID  NO：1311(5’-UCGAGAAUCUAAACUAACU-3’)的至少15个连

续核苷酸互补的第二序列，
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[0036] 其中所述第一序列和所述第二序列互补，且其中所述第一dsRNA的长度为15到30

个碱基对；且

[0037] 所述第二dsRNA由第二有义链和第二反义链组成，所述第二有义链含有第三序列，

且所述第二反义链含有与SEQ  ID  NO：1538  (5’-GCACAUAGGAGAGAUGAGCUU-3’)的至少15个

连续核苷酸互补的第四序列，

[0038] 其中所述第三序列和所述第四序列互补，且其中所述第二dsRNA的长度为15到30

个碱基对。

[0039] 2、第1项的组合物，其中所述阳离子脂质具有式A，其中式A是：

[0040]

[0041] 其中R1和R2独立地是烷基、烯基或炔基，各自可任选被取代，R3和R4独立地是低级

烷基或R3和R4可以合起来形成任选取代的杂环。

[0042] 3、第2项的组合物，其中所述阳离子脂质含有XTC(2，2-二亚油基-4-二甲基氨基乙

基-[1，3]-二氧戊环)。

[0043] 4、第2项的组合物，其中所述阳离子脂质含有XTC，所述非阳离子脂质含有DSPC，所

述固醇含有胆固醇，且所述PEG脂质含有PEG-DMG。

[0044] 5、第2项的组合物，其中所述阳离子脂质含有XTC且所述制剂选自下组：

[0045]
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[0046]

[0047] 6、第1项的组合物，其中所述阳离子脂质含有ALNY-100((3aR，5s，6aS)-N，N-二甲

基-2，2-二((9Z，12Z)-十八碳-9，12-二烯基)四氢-3aH-环戊二烯并[d][1，3]二氧杂环戊

烯-5-胺))。

[0048] 7、第6项的组合物，其中所述阳离子脂质含有ALNY-100且所述制剂选自下组：

[0049]

[0050] 8、第1项的组合物，其中所述阳离子脂质含有MC3(4-(二甲基氨基)丁酸(6Z，9Z，

28Z，31Z)-三十七碳-6，9，28，31-四烯-19-基酯)。

[0051] 9、第8项的组合物，其中所述阳离子脂质含有MC3且所述脂质制剂选自下组：

[0052]
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[0053]

[0054] 10、第1项的组合物，其中所述第一dsRNA由有义链和反义链组成，所述有义链由

SEQ  ID  NO：1534(5’-UCGAGAAUCUAAACUAACUTT-3’)组成，所述反义链由SEQ  ID  NO：1535

(5’-AGUUAGUUUAGAUUCCUGATT-3’)组成，以及第二dsRNA由有义链和反义链组成，所述有义

链由SEQ  ID  NO：1536(5’-GCACAUAGGAGAGAUGAGCUU-3’)组成，所述反义链由SEQ  ID  NO：

1537(5’-AAGCUCAUCUCUCCUAUGUGCUG-3’)组成。

[0055] 11、第10项的组合物，其中如下所述修饰各链，以使其包括以小写字母“c”或“u”表

示的2’-O-甲基核糖核苷酸和以小写字母“s”表示的硫代磷酸酯：

[0056] 所述第一dsRNA由有义链和反义链组成，所述有义链由SEQ  ID  NO：1240(5’-

u c G AG A A u c u A A A c u A A c u T s T - 3’)组成，所述反义链由SEQ  I D  N O：1 241 (5’-

AGUuAGUUuAGAUUCUCGATsT)组成；

[0057] 所述第二dsRNA由有义链和反义链组成，所述有义链由SEQ  ID  NO：1242(5’-

G cAcAuAGG AG AG AuG AG CUs U-3’)组成，所述反义链由  SEQ  I D  NO：1243 (5’-

AAGCUcAUCUCUCCuAuGuGCusG-3’)组成。

[0058] 12、第1项的组合物，其中所述第一和第二dsRNA包括至少一个修饰核苷酸。

[0059] 13、第12项的组合物，其中所述修饰核苷酸选自下组：2′-O-甲基修饰核苷酸、具有

5′-硫代磷酸酯基团的核苷酸和与胆固醇基衍生物或十二烷酸二癸基酰胺基团连接的末端

核苷酸。

[0060] 14、第12项的组合物，其中所述修饰核苷酸选自下组：2′-脱氧-2′-氟修饰的核苷
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酸、2′-脱氧-修饰的核苷酸、锁定核苷酸、脱碱基核苷酸、2′-氨基修饰的核苷酸、2′-烷基-

修饰的核苷酸、吗啉代核苷酸、氨基磷酸酯和含非天然碱基的核苷酸。

[0061] 15、第1项的组合物，其中所述第一和第二dsRNA各自包含至少一个2′-O-甲基修饰

的核糖核苷酸和至少一个具有5′-硫代磷酸酯基团的核苷酸。

[0062] 16、第1项的组合物，其中各dsRNA的各链长度是19-23个碱基。

[0063] 17、第1项的组合物，其中各dsRNA的各链长度是21-23个碱基。

[0064] 18、第1项的组合物，其中所述第一dsRNA的各链长度是21个碱基，所述第二dsRNA

的有义链长度是21个碱基且所述第二dsRNA的反义链长度是23个碱基。

[0065] 19、第1项的组合物，其中所述第一和第二dsRNA以等摩尔比存在。

[0066] 20、第1项的组合物，还含有索拉非尼。

[0067] 21、第1项的组合物，还含有脂蛋白。

[0068] 22、第1项的组合物，还含有载脂蛋白E(ApoE)。

[0069] 23、第1项的组合物，其中当与表达Eg5的细胞接触时，所述组合物抑制Eg5表达至

少40％。

[0070] 24、第1项的组合物，其中当与表达VEGF的细胞接触时，所述组合物抑制VEGF表达

至少40％。

[0071] 25、第1项的组合物，其中将所述组合物给药于细胞减少细胞中Eg5和VEGF的表达。

[0072] 26、第25项的组合物，其中所述组合物以nM浓度给药。

[0073] 27、第1项的组合物，其中将所述组合物给药于细胞增加细胞中单星体的形成。

[0074] 28、第1项的组合物，其中将所述组合物给药于哺乳动物导致选自下组的至少一种

效果：预防肿瘤生长、减少肿瘤生长或延长哺乳动物的存活期。

[0075] 29、第28项的组合物，其中所述效果用选自下组的至少一种试验测定：体重测定、

器官重量测定、肉眼检查、mRNA分析、血清AFP分析和存活率监测。

[0076] 30、用于抑制细胞中Eg5/KSP和VEGF的表达的方法，包括将第1项的组合物给药于

细胞。

[0077] 31、用于预防肿瘤生长、减少肿瘤生长或延长需要治疗癌症的哺乳动物存活期的

方法，包括将第1项的组合物给药于哺乳动物。

[0078] 32、第31项的方法，其中所述哺乳动物患有肝癌。

[0079] 33、第31项的方法，其中所述哺乳动物是患有肝癌的人。

[0080] 34、第31项的方法，其中将含有0.25mg/kg到4mg/kg  dsRNA的剂量给药于哺乳动

物。

[0081] 35、第31项的方法，其中所述dsRNA以约0.01、0.1、0.5、1.0、2.5或5.0mg/kg给药于

人。

[0082] 36、用于降低需要治疗癌症的哺乳动物中的肿瘤生长的方法，所述方法包括将第1

项的组合物给药于该哺乳动物，所述方法使肿瘤生长降低至少20％。

[0083] 37、第36项的方法，其中所述方法使KSP表达减少至少60％。

附图说明

[0084] 图1是显示将SNALP-siRNA给药于Hep3B小鼠模型后，肝重占体重的百分比的图。
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[0085] 图2A是显示PBS对Hep3B小鼠模型体重的影响的图。

[0086] 图2B是显示SNALP-siRNA(VEGF/KSP)对Hep3B小鼠模型体重的影响的图。

[0087] 图2C是显示SNALP-siRNA(KSP/萤光素酶)对Hep3B小鼠模型体  重的影响的图。

[0088] 图2D是显示SNALP-siRNA(VEGF/萤光素酶)对Hep3B小鼠模型体重的影响的图。

[0089] 图3是显示SNALP-siRNA对Hep3B小鼠模型体重的影响的图。

[0090] 图4是显示未经处理的对照动物的体重的图。

[0091] 图5是显示对照萤光素酶-SNALP  siRNA对Hep3B小鼠模型体重的影响的图。

[0092] 图6是显示VSP-SNALP  siRNA对Hep3B小鼠模型体重的影响的图。

[0093] 图7A是显示SNALP-siRNA对Hep3B小鼠模型中相对于小鼠GAPDH水平标准化的人

GAPDH水平的影响的图。

[0094] 图7B是显示SNALP-siRNA对Hep3B小鼠模型中由血清ELISA测得的血清AFP水平的

影响的图。

[0095] 图8是显示SNALP-siRNA对Hep3B小鼠模型中相对于小鼠GAPDH水平标准化的人

GAPDH水平的影响的图。

[0096] 图9是显示SNALP-siRNA对Hep3B小鼠模型中相对于人GAPDH水平标准化的人KSP水

平的影响的图。

[0097] 图10是显示SNALP-siRNA对Hep3B小鼠模型中相对于人GAPDH水平标准化的人VEGF

水平的影响的图。

[0098] 图11A是显示SNALP-siRNA对Hep3B小鼠模型中相对于人GAPDH水平标准化的小鼠

VEGF水平的影响的图。

[0099] 图11B是显示SNALP-siRNA对Hep3B小鼠模型中人GAPDH水平和血清AFP水平的影响

的一组图。

[0100] 图12A是显示PBS、萤光素酶和ALN-VSP对Hep3B小鼠模型中肿瘤KSP的影响的图，其

中肿瘤KSP由相对hKSP  mRNA的百分比测定。

[0101] 图12B是显示PBS、萤光素酶和SNALP-VSP对Hep3B小鼠模型中肿瘤VEGF的影响的

图，其中肿瘤VEGF由相对hVEGF  mRNA的百分比测定。

[0102] 图12C是显示PBS、萤光素酶和SNALP-VSP对Hep3B小鼠模型中GAPDH水平的影响的

图，其中GAPDH水平由相对hGAPDH  mRNA的 百分比测定。

[0103] 图13A是显示SNALP  si-RNA对带有肝肿瘤的小鼠的存活率的影响的图。在接种肿

瘤细胞18天后开始治疗。

[0104] 图13B是显示SNALP  siRNA对具有肝肿瘤的小鼠的存活率的影响的图。在接种肿瘤

细胞26天后开始治疗。

[0105] 图14是显示SNALP-siRNA对血清甲胎蛋白(AFP)水平的影响的图。

[0106] 图15A是给药2mg/kg  SNALP-VSP的荷瘤动物(植入Hep3B细胞后三周)的H&E染色切

片的图像。二十四小时后，处理带肿瘤肝叶用于组织学分析。箭头指示单星体。

[0107] 图15B是给药2mg/kg  SNALP-Luc的荷瘤动物(植入Hep3B细胞后三周)的H&E染色切

片的图像。二十四小时后，处理带肿瘤肝叶用于组织学分析。

[0108] 图16是显示给药SNALP配制的siRNA和索拉非尼对存活率的影响的图。

[0109] 图17是管线内混合法的流程图。
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[0110] 图18是显示用LNP-08配制的VSP治疗后，对KSP和VEGF在小鼠肝内Hep3B肿瘤中表

达的影响的图。

[0111] 图19说明PEG-DSG和PEG-C-DSA的化学结构。

[0112] 图20说明阳离子脂质ALNY-100、MC3和XTC的结构。

[0113] 图21是显示用SNALP-1955(Luc)、ALN-VSP02、SNALP-T-VSP  LNP11和LNP-12配制的

VSP治疗后，对KSP和VEGF在小鼠肝内Hep3B肿瘤中表达的影响的图。

[0114] 图22是用LNP08-Luc、ALN-VSP02和LNP-08和LNP08-C18配制的VSP治疗后，比较对

KSP和VEGF在小鼠肝内Hep3B肿瘤中表达的影响的一组图。

[0115] 发明详述

[0116] 本发明提供利用dsRNA抑制细胞或哺乳动物中Eg5基因和VEGF基因表达的组合物

和方法。所述dsRNA包封在脂质核酸颗粒中。本发明也提供用于治疗由Eg5基因和VEGF基因

表达引起的哺乳动物的病理  学病症和疾病(例如肝癌)的组合物和方法。所述dsRNA通过称

为RNA干涉(RNAi)的过程控制mRNA的序列特异性降解。

[0117] 以下详细说明公开了如何制备和使用包含dsRNA的组合物从而分别抑制Eg5基因

和VEGF基因的表达，以及用于治疗由这些基因的表达引起的疾病和紊乱(例如癌症)的组合

物和方法。本发明特征的药物组合物包括dsRNA和药学可接受的载体，所述dsRNA含有包括

互补区的反义链，所述互补区的长度为小于30个核苷酸，通常长度为19-24个核苷酸，且该

互补区和Eg5基因的RNA转录物的至少一部分基本上互补。本发明特征的组合物也包括

dsRNA，所述dsRNA含有包括互补区的反义链，所述互补区的长度为小于30个核苷酸，通常长

度为19-24个核苷酸，且该互补区和VEGF基因的RNA转录物的至少一部分基本上互补。

[0118] 因此，本发明的某些方面提供药物组合物，其含有Eg5和VEGF  dsRNA以及药学可接

受的载体，利用该组合物分别抑制Eg5基因和VEGF基因的表达的方法，以及利用所述药物组

合物治疗由Eg5和VEGF基因的表达引起的疾病的方法。

[0119] I、定义

[0120] 为了方便起见，下文提供用于说明书、实施例和附加的权利要求书中的某些术语

和短语的含义。如果在本说明书的其他部分的术语用法和本节提供的其定义之间有着明显

差异，则以本节定义为准。

[0121] ″G″、″C″、″A″和″U″通常各自代表包含分别作为碱基的鸟嘌呤、胞嘧啶、腺嘌呤和

尿嘧啶的核苷酸。“T”和“dT”在本文中可互换使用，意指脱氧核糖核苷酸，其中核碱基是胸

腺嘧啶，例如，脱氧核糖胸腺嘧啶。然而，应理解术语“核糖核苷酸”或“核苷酸”也可指如下

文所详细描述的修饰核苷酸，或代用品替代基团。本领域技术人员应了解鸟嘌呤、胞嘧啶、

腺嘌呤和尿嘧啶可被其他基团替代，而基本上不改变包含带有这种替代基团的核苷酸的寡

核苷酸的碱基配对性质。例如，非限制性地，包含肌苷作为其碱基的核苷酸可与包含腺嘌

呤、胞嘧啶或尿嘧啶的核苷酸形成碱基对。因此，本发明的核苷酸序列中包含尿嘧啶、鸟嘌

呤或腺嘌呤的核苷酸可被例如包含肌苷的核苷酸替代。在另一个实例中，无论在  寡核苷酸

何处的腺嘌呤和胞嘧啶可以分别被鸟嘌呤和尿嘧啶替代，从而和目标mRNA形成G-U摆动碱

基配对。包含这种替代基团的序列是本发明的实施方式。

[0122] 如本发明所使用，“Eg5”指人驱动蛋白家族成员11，其又名KIF11、Eg5、HKSP、KSP、

KNSL1或TRIP5。Eg5序列可作为NCBI  GeneID：3832、HGNC  ID：HGNC：6388和Ref  Seq  ID 
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number：NM_004523发现。术语“Eg5”和“KSP”和“Eg5/KSP”可互换使用。

[0123] 如本文所使用，“VEGF”，又名血管通透因子，是一种血管生长因子。VEGF是人二聚

45kDa的糖蛋白，其至少以三种不同的同种型存在。VEGF同种型在内皮细胞中表达。VEGF基

因包含8个外显子，其表达189个氨基酸的蛋白质同种型。165个氨基酸的同种型缺少由外显

子6编码的残基，而121个氨基酸的同种型缺少由外显子6和7编码的残基。VEGF145是预计含

有145个氨基酸且缺乏外显子7的同种型。VEGF可以通过结合至内皮酪氨酸激酶受体例如

Flt-1(VEGFR-1)或KDR/flk-1(VEGFR-2)从而作用于内皮细胞。VEGFR-2在内皮细胞中表达

并与内皮细胞分化和血管发生有关。第三受体，VEGFR-3，参与淋巴生成。

[0124] 各种同种型具有不同的生物活性和临床意义。例如，VEGF145诱导血管生成，并如

同VEGF189(但是不同于VEGF165)，VEGF145通过不依赖于胞外基质相关的硫酸肝素的机制

有效结合至胞外基质。VEGF在体外显示作为内皮细胞促细胞分裂剂和化学引诱剂的活性，

并诱导体内血管通透性和血管生成。VEGF由多种癌细胞类型分泌，并通过诱导肿瘤相关的

脉管系统的生长而促进肿瘤生长。已经显示抑制VEGF功能可以限制原发实验肿瘤的生长以

及在免疫能力受损的小鼠中转移的发生率。涉及VEGF的多种dsRNA在共同未决的美国序列

号11/078,073和11/340,080中描述，其以引用方式全部合并于此。

[0125] 如本发明所使用，“靶序列”意指Eg5/KSP和/或VEGF基因转录期间形成的mRNA分子

的核苷酸序列的相连部分，包括是初级转录产物的RNA加工产物的mRNA。

[0126] 如本发明所使用，术语“包含序列的链”意指含有一连串核苷酸的寡核苷酸，所述

核苷酸由使用标准核苷酸命名法提到的序列所描述。

[0127] 如本发明所使用，除非另有说明，当用于描述第一核苷酸序列与第二核苷酸序列

的关系时，术语“互补”意指包含第一核苷酸序列的寡核苷酸或多核苷酸在某种条件下和包

含第二核苷酸序列的寡核苷酸或多核苷酸杂交并形成双链体结构的能力，如本领域技术人

员所理解的。例如，这种条件可以是严格条件，其中严格条件可以包括：400mM  NaCl、40mM 

PIPES  pH  6.4、1mM  EDTA、50℃或70℃下杂交12-16小时，然后冲洗。可以使用其他条件，例

如可能在生物体内遇到的生理学相关条件。根据杂交核苷酸的最终应用，本领域技术人员

能够决定最适合于两条序列的互补性试验的条件组。

[0128] 术语“互补”包括含有第一核苷酸序列的寡核苷酸或多核苷酸与含有第二核苷酸

序列的寡核苷酸或多核苷酸在所述第一和第二核苷酸序列的整个长度上的碱基配对。本发

明中这种序列可以称为相对于彼此“完全互补”。然而，当第一序列称为相对于本发明第二

序列“基本上互补”时，这两个序列可以是完全互补的，或者它们一经杂交，可以形成一个或

多个，但通常不超过4、3或2个错配碱基对，同时保持在和其最终应用最为相关的条件下杂

交的能力。然而，当两种寡核苷酸设计成一经杂交形成一个或多个单链突出端时，这种突出

端在确定互补性方面将不会被认为是错配。例如，含有长度为21个核苷酸的一个寡核苷酸

和长度为23个核苷酸的另一个寡核苷酸的dsRNA，当所述较长寡核苷酸包含与较短寡核苷

酸完全互补的21个核苷酸的序列时，对于本发明目的，所述dsRNA仍可以称为“完全互补

的”。

[0129] 如本发明所使用，术语“互补”序列也可以包括非Watson-Crick碱基对和/或由非

天然和修饰核苷酸形成的碱基对，或完全由非Watson-Crick碱基对和/或由非天然和修饰

核苷酸形成的碱基对形成，只要满足相对于其杂交能力的上述要求。这种非Watson-Crick
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碱基对包括但不限于G：U  Wobble或Hoogstein碱基对。

[0130] 本发明术语“互补”、“完全互补”和“基本上互补”可相对于dsRNA的有义链和反义

链之间或dsRNA的反义链和靶序列之间的碱基配对而使用，如将从其使用的上下文中理解。

[0131] 如本发明所使用，和信使RNA(mRNA)“的至少一部分基本上互补” 的多核苷酸指和

包括5’非翻译区(UTR)、开放阅读框(ORF)或3’UTR的所关心的信使RNA(例如，编码Eg5/KSP

和/或VEGF)的相连部分基本上互补的多核苷酸。例如，如果所述序列和编码Eg5的mRNA的非

中断部分基本上互补，则多核苷酸和Eg5mRNA的至少一部分互补。

[0132] 如本发明所使用，术语“双链RNA”或“dsRNA”指含有两条如上定义的反平行且基本

上互补的核酸链的双链体结构。通常，各链的大多数核苷酸是核糖核苷酸，但如本发明所详

细描述，各链或两条链也可以包括至少一个非核糖核苷酸，例如脱氧核糖核苷酸和/或修饰

核苷酸。另外，如本说明书所使用，“dsRNA”可以包括核糖核苷酸的化学修饰，包括多个核苷

酸处的实质性修饰且包括本发明公开或本领域已知的所有类型的修饰。为本说明书和权利

要求书的目的，任何这种修饰(如siRNA类型分子中使用的)被“dsRNA”覆盖。

[0133] 形成双链体结构的两条链可以是一个较大RNA分子的不同部分，或它们可以是单

独的RNA分子。当所述两条链是一个较大分子的部分，并因此通过一条链的3’端和形成双链

体结构的相应另一链的5’端之间的一连串连续核苷酸相连时，连接RNA的链称为“发夹环”。

当两条链通过不同于一条链的3’端和形成双链体结构的相应另一链的5’端之间的一连串

连续核苷酸的方式共价连接时，连接结构称为“连接物”。所述RNA链可以具有相同或不同数

目的核苷酸。碱基对的最大数是dsRNA的最短链的核苷酸数减去存在于双链体中的任何突

出端。除双链体结构之外，dsRNA可以包含一个或多个核苷酸突出端。通常，各链的大多数核

苷酸是核糖核苷酸，但如本发明所详细描述，各链或两条链也可以包括至少一个非核糖核

苷酸，例如脱氧核糖核苷酸和/或修饰核苷酸。另外，如本说明书所使用，“dsRNA”可以包括

核糖核苷酸的化学修饰，包括多个核苷酸处的实质性修饰且包括本发明公开或本领域已知

的所有类型的修饰。为本说明书和权利要求书的目的，任何这种修饰(如用于siRNA类分子)

被“dsRNA”覆盖。

[0134] 如本发明所使用，“核苷酸突出端”意指当dsRNA的一条链的3’端延伸超过另一条

链的5’端(或反之亦然)时从dsRNA的双链体结构突出的未配对的一个或多个核苷酸。“平”

或“平端”意指dsRNA的该末端没有  未配对的核苷酸，即没有核苷酸突出端。“平端”dsRNA是

其整个长度内均为双链的dsRNA，即，在该分子的任一端都没有核苷酸突出端。在一些实施

方式中，所述dsRNA可在双链体的一端具有核苷酸突出端，在另一端具有平端。

[0135] 术语“反义链”意指包括与靶序列基本上互补的区域的dsRNA链。如本发明所使用，

术语“互补区”意指与一序列(例如本发明定义的靶序列)基本上互补的反义链上的区域。当

互补区和靶序列不是完全互补时，错配可能存在于该分子的内部或末端区域。通常，大部分

耐受性错配位于末端区域，例如，在5’和/或3’端的6、5、4、3或2个核苷酸内。

[0136] 如本发明所使用，术语“有义链”意指包括与反义链区域基本上互补的区域的

dsRNA链。

[0137] 当涉及dsRNA时，“引入细胞”意指促进摄取或吸收进入细胞，如本领域技术人员所

理解的。dsRNA的吸收或摄取可以通过未受帮助的扩散或主动细胞过程或通过助剂或装置

而发生。该术语的含义不局限于体外细胞。dsRNA也可以被“引入细胞”，其中所述细胞是活
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生物体的一部分。在这种情况下，引入细胞将包括递送至生物体。例如，对于体内递送，

dsRNA可以注射入组织部位或全身给药。体外引入细胞包括本领域已知的方法，例如电穿孔

法和脂质转染法。

[0138] 术语“沉默化”和“抑制表达”、“下调表达”、“阻止表达”等，当它们涉及Eg5和/或

VEGF基因时，指的是至少部分抑制Eg5基因的表达，如由Eg5  mRNA和/或VEGF  mRNA的量的减

少所表现的，所述mRNA可从Eg5和/或VEGF基因在其中转录的第一细胞或细胞组中分离，且

已经处理所述细胞或细胞组，以使和基本上与第一细胞或细胞组相同，但没有如此处理的

第二细胞或细胞组(对照细胞)相比，Eg5和/或VEGF基因的表达被抑制。抑制程度通常由以

下公式表示：

[0139]

[0140] 或者，抑制程度可以根据和Eg5和/或VEGF基因表达功能上相关的参数的减少来给

出，例如，由细胞产生的Eg5和/或VEGF基因编码的蛋白量，或显示某种表型例如细胞凋亡的

细胞数。原则上，靶基因沉默化可在表达靶标(组成型地或通过基因工程)的任何细胞中并

通过任何  适当的试验确定。然而，当需要参考时，为了确定给定的dsRNA是否以某种程度抑

制Eg5基因的表达并因此包括在本发明中，以下实施例提供的试验将充当这种参考。

[0141] 例如，在某些情况下，通过给药本发明双链寡核苷酸使得Eg5基因(或VEGF基因)的

表达被抑制至少约5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％或50％。在一些实施

方式中，通过给药本发明双链寡核苷酸使得Eg5和/或VEGF基因被抑制至少约60％、70％或

80％。在其他实施方式中，通过给药本发明双链寡核苷酸使得Eg5和/或VEGF基因被抑制至

少约85％、90％或95％。以下表格和实施例提供使用各种浓度的多种Eg5和/或VEGF  dsRNA

分子的表达抑制值。

[0142] 如本发明所使用，在Eg5表达(或VEGF表达)的上下文中，术语“治疗(动词)”、“治疗

(名词)”等指的是减轻或减缓由Eg5和/或VEGF表达介导的病理过程。在本发明的上下文中，

在其涉及任何以下所述的其他病症(除了由Eg5和/或VEGF表达介导的病理过程)的范围内，

术语“治疗(动词)”、“治疗(名词)”等指的是减轻或减缓与这种病症有关的至少一种症状，

或延缓或逆转这种病症的发展，例如延缓肝癌发展。

[0143] 如本发明所使用，短语“治疗有效量”和“预防有效量”意指在治疗、预防或控制由

Eg5和/或VEGF表达介导的病理过程或由Eg5和/或VEGF表达介导的明显症状中提供治疗益

处的量。特定的治疗有效量可由普通的开业医生容易地确定，且可以取决于本领域已知的

因素例如由Eg5和/或VEGF表达介导的病理过程种类、患者病史和年龄、由Eg5和/或VEGF表

达介导的病理过程的阶段以及其他对抗由Eg5和/或VEGF表达介导的病理过程的药剂的给

药而改变。

[0144] 如本发明所使用，“药物组合物”包含药理学有效量的dsRNA和药学可接受的载体。

如本发明所使用，“药理学有效量”、“治疗有效量”或仅“有效量”指的是能有效产生预定药

理学、治疗或预防性结果的RNA的量。例如，如果当与疾病或疾患有关的可测量参数减少至

少25％时，给定的临床治疗被认为有效，则用于治疗该疾病或疾患的药物的治疗有效量是

必须导致该参数减少至少25％的量。

[0145] 术语“药学可接受的载体”指的是用于给药治疗剂的载体。如下文更  详细地描述，
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这样的载体包括但不限于盐水、缓冲盐水、右旋糖、水、甘油、乙醇及其组合。该术语特别排

除细胞培养基。对于经口给药的药物，药学可接受的载体包括但不限于：药学可接受的赋形

剂，例如惰性稀释剂、崩解剂、粘合剂、润滑剂、甜味剂、矫味剂、着色剂和防腐剂。适当的惰

性稀释剂包括碳酸钠和碳酸钙、磷酸钠和磷酸钙和乳糖，而玉米淀粉和海藻酸是适当的崩

解剂。粘合剂可以包括淀粉和明胶，而润滑剂(如果存在)通常是硬脂酸镁、硬脂酸或滑石。

如果需要，所述片剂可以包有例如单硬脂酸甘油酯或二硬脂酸甘油酯的材料，以延缓在胃

肠道中的吸收。

[0146] 本发明使用的“转化的细胞”是引入载体的细胞，该细胞可由该载体表达dsRNA分

子。

[0147] II、双链核糖核酸(dsRNA)

[0148] 如本发明更详细地描述，本发明提供用于抑制细胞或哺乳动物中Eg5和/或VEGF基

因的表达的双链核糖核酸(dsRNA)分子，其中所述dsRNA含有包括互补区的反义链，所述互

补区和在Eg5和/或VEGF基因的表达中形成的mRNA的至少一部分互补，且其中所述互补区的

长度小于30个核苷酸，通常长度为19-24个核苷酸，且其中一旦所述dsRNA与表达所述Eg5

和/或VEGF基因的细胞接触，就抑制所述Eg5和/或VEGF基因的表达。本发明的dsRNA还可以

包含一个或多个单链核苷酸突出端。

[0149] 可由如下所述的本领域已知的标准方法合成所述dsRNA，例如通过利用例如由

Biosearch，Applied  Biosystems，Inc公司商业可得的自动化DNA合成仪。所述dsRNA包含充

分互补的两条链，以杂交形成双链体结构。所述dsRNA的一条链(反义链)包含互补区，该互

补区和源自Eg5和/或VEGF基因的表达期间形成的mRNA序列的靶序列基本上互补，通常是完

全互补，另一条链(有义链)包含和所述反义链互补的区域，这样当在适宜条件下结合时，两

条链杂交形成双链体结构。通常，双链体的长度为15到30、或25到30、或18到25、或19到24、

或19到21、或19、20或21个碱基对。在一个实施方式中，所述双链体的长度是19个碱基对。在

另一个实施方式中，所述双链体的长度是21个碱基对。  当两条不同的siRNA组合使用时，双

链体长度可以是相同的或不同的。

[0150] 本发明dsRNA的各链长度通常为15到30、或18到25、或18、19、20、21、22、23或24个

核苷酸。在其他实施方式中，各链长度是25-30个碱基对。所述双链体的各链长度可以相同

或不同。当两条不同的siRNA组合使用时，各siRNA的各链长度可以相同或不同。例如，组合

物可含有靶向Eg5的dsRNA，其具有21个核苷酸的有义链和21个核苷酸的反义链，且含有靶

向VEGF的第二dsRNA，其具有21个核苷酸的有义链和23个核苷酸的反义链。

[0151] 本发明dsRNA可以包含一个或多个核苷酸的一个或多个单链突出端。在一个实施

方式中，所述dsRNA的至少一端具有1到4个，通常是1或2个核苷酸的单链核苷酸突出端。在

另一个实施方式中，所述dsRNA的反义链具有1-10个核苷酸的突出端，各自位于所述有义链

的3′端和5′端。在其他实施方式中，所述dsRNA的有义链具有1-10个核苷酸的突出端，各自

位于所述反义链的3′端和5′端。

[0152] 意外地，具有至少一个核苷酸的突出端的dsRNA的抑制性质可能优于平端相应物。

在一些实施方式中，存在仅一个核苷酸的突出端加强dsRNA的干涉活性，而不影响其总体稳

定性。已经证实，具有仅一个突出端的dsRNA在体内以及在多种细胞、细胞培养基、血液和血

清中特别稳定且有效。通常，单链突出端位于反义链的3′末端，或者，位于有义链的3′末端。
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所述dsRNA也可以具有通常位于反义链的5′端的平端。这种dsRNA可以具有提高的稳定性和

抑制活性，因此使得可以以低剂量给药，即，小于5mg/kg接受者体重/天。通常，所述dsRNA的

反义链具有位于3′端的核苷酸突出端，且5′端是平端。在另一个实施方式中，所述突出端中

的一个或多个核苷酸被核苷硫代磷酸替换。

[0153] 如本发明更详细地描述，本发明组合物包含靶向Eg5的第一dsRNA和靶向VEGF的第

二dsRNA。所述第一和第二dsRNA可以具有相同的突出端构造，例如，各链上的核苷酸突出端

数，或各dsRNA可以具体不同的构造。在一个实施方式中，靶向Eg5的第一dsRNA在各链的3′

端包括2个核苷酸的突出端，且靶向VEGF的第二dsRNA在反义链的3′端包括2个核苷酸的突

出端且在反义链的5′端(例如，有义链的3′端)  包括平端。

[0154] 在一个实施方式中，被本发明dsRNA靶向的Eg5基因是人Eg5基因。在一个实施方式

中，所述靶向Eg5的dsRNA的反义链包含表1-3反义序列之一的至少15个相连核苷酸。在具体

实施方式中，所述dsRNA的第一序列选自表1-3的有义链之一，且所述第二序列选自表1-3的

反义序列。表1-3提供的靶向靶序列其它地方的可选反义试剂可使用靶序列和侧翼Eg5序列

容易地确定。在一些实施方式中，靶向Eg5的dsRNA将包含至少两条选自表1-3所提供序列的

核苷酸序列。该两条序列中的一条和该两条序列中的另一条互补，其中一条序列和在Eg5基

因的表达中产生的mRNA序列基本上互补。同样地，所述dsRNA将包含两个寡核苷酸，其中一

个寡核苷酸被描述为表1-3中的有义链，且第二寡核苷酸被描述为表1-3中的反义链。

[0155] 在使用靶向VEGF的第二dsRNA的实施方式中，这种试剂在实施例、表4a和4b以及共

同未决的美国专利序列号11/078,073和11/340,080(以引用方式合并于此)中说明。在一个

实施方式中，所述靶向VEGF的dsRNA具有和表4a中描述的VEGF靶序列的至少15个相连核苷

酸互补的反义链。在其他实施方式中，靶向VEGF的dsRNA包含表4b的反义序列之一，或表4b

的有义序列之一，或包含表4b的双链体(有义和反义链)之一。

[0156] 本领域技术人员很了解，含有20到23个，特别是21个碱基对的双链体结构的dsRNA

已在诱导RNA干涉中证实为特别有效(Elbashir等人，EMBO  2001，20：6877-6888)。然而，也

发现，较短或较长的dsRNA也可能是有效的。在上面描述的实施方式中，借助于表1-3提供的

寡核苷酸序列的性质，本发明dsRNA可以包含至少一条长度最小为21nt的链。可以合理地预

期，与上述dsRNA相比，含有表1-3序列之一在一端或两端仅减去几个核苷酸的较短dsRNA可

能类似地有效。因此，本发明涉及含有来自表1-3序列之一的至少15、16、17、18、19、20或更

多个相连核苷酸的部分序列、且在如下文所述的FACS试验中抑制Eg5基因表达的能力与含

有全序列的dsRNA相差不超过5、10、15、20、25或30％抑制的dsRNA。此外，可使用Eg5序列和

所提供的靶序列容  易地制备切割表1-3提供的靶序列的dsRNA。靶向VEGF的其他dsRNA可以

使用表4a和4b、实施例和共同未决的美国序列号11/078,073和11/340,080(以引用方式合

并于此)中公开的序列以类似方式设计。

[0157] 此外，表1-3提供的RNAi试剂识别了对基于RNAi的切割敏感的Eg5mRNA中的位点。

因而，本发明还包括RNAi试剂，例如，靶向被本发明试剂之一靶向的序列内的dsRNA。如本发

明所使用，如果第二RNAi试剂切割与第一RNAi试剂的反义链互补的mRNA内任何地方的信

使，则称第二RNAi试剂靶向第一RNAi试剂的序列内。这种第二试剂通常由来自表1-3提供的

序列之一的至少15个相连核苷酸组成，所述序列和来自与Eg5基因中选定序列相连的区域

的其他核苷酸序列相连。例如，和来自靶Eg5基因的随后6个核苷酸连接的SEQ  ID  NO：1的最
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后15个核苷酸形成基于表1-3提供的序列之一的21个核苷酸的单链试剂。其他的RNAi试剂，

例如，靶向VEGF的dsRNA可以使用表4a和4b、实施例和共同未决的美国序列号11/078,073和

11/340,080(以引用方式合并于此)中公开的序列以类似方式设计。

[0158] 本发明dsRNA可以包含与靶序列的一个或多个错配。在一个优选的实施方式中，本

发明dsRNA包含不超过3个错配。如果所述dsRNA的反义链包含与靶序列的错配，优选的是，

错配区域不位于互补区的中央。如果所述dsRNA的反义链包含与靶序列的错配，优选的是，

所述错配限制于来自任一端的5个核苷酸，例如，来自互补区的5′或3′端的5、4、3、2或1个核

苷酸。例如，对于和Eg5基因区互补的23个核苷酸的dsRNA链，通常所述dsRNA在中央的13个

核苷酸内不包含任何错配。本发明描述的方法可用于确定含有与靶序列的错配的dsRNA是

否能有效抑制Eg5基因的表达。具有错配的dsRNA在抑制Eg5基因表达中的有效性考虑是重

要的，特别是，如果已知种群内Eg5基因中特定的互补区具有多态性序列变异。

[0159] 修饰

[0160] 在又一个实施方式中，化学修饰所述dsRNA以提高稳定性。可通过本领域沿用已久

的方法合成和/或修饰本发明核酸，例如“Current  protocols  in  nucleic  acid 

chemistry，”Beaucage，S.L.等(Edrs.)，John  Wiley&  Sons，Inc.，New  York，NY，USA中描述

的方法，该文献以引用方式合并于此。用于本发明的优选dsRNA化合物的具体例子包括含有

修饰骨架或不含天然核苷间连键的dsRNA。如本说明书所定义，含有修饰骨架的dsRNA包括

骨架中保留磷原子的那些和骨架中不含有磷原子的那些。为本说明书目的，以及曾经在本

领域中所引用的，其核苷间骨架中不含有磷原子的修饰dsRNA也可被认为是寡核苷。

[0161] 优选的修饰dsRNA骨架例如包括硫代磷酸酯、手性硫代磷酸酯、二硫代磷酸酯、磷

酸三酯、氨基烷基磷酸三酯；甲基及其他烷基磷酸酯，包括3’-亚烷基磷酸酯和手性磷酸酯、

亚膦酸酯；氨基磷酸酯，包括具有正常3’-5’连键的3’-氨基氨基磷酸酯和氨基烷基氨基磷

酸酯、硫羰基氨基磷酸酯、硫羰基烷基磷酸酯、硫羰基烷基磷酸三酯和硼烷磷酸酯

(boranophosphates)，这些物质的2’-5’连接类似物，以及具有反极性的那些，其中相邻的

核苷单元对是3’-5’到5’-3’或2’-5’到5’-2’连接。也包括各种盐、混合盐和游离酸形式。

[0162] 教导上述含磷连键的制备的典型美国专利包括但不限于美国专利Nos .3 ,687 ,

808；4,469,863；4,476,301；5,023,243；5,177,195；5,188,897；5,264,423；5,276,019；5,

278,302；5,286,717；5,321 ,131；5,399,676；5,405,939；5,453,496；5,455,233；5,466,

677；5,476,925；5,519,126；5,536,821；5,541,316；5,550,111；5,563,253；5,571,799；5,

587,361；和5,625,050，各专利以引用方式合并于此。

[0163] 其中不包括磷原子的优选的修饰dsRNA骨架具有由短烷基链或环烷基核苷间连

键、混合的杂原子和烷基或环烷基核苷间连键、或一条或多条短链杂原子或杂环核苷间连

键形成的骨架。这些骨架包括具有吗啉代连键(部分地由核苷的糖部分形成)；硅氧烷骨架；

硫化物、亚砜和砜骨架；甲酰基和硫代甲酰基骨架；亚甲基甲酰基和硫代甲酰基骨架；含烯

烃骨架；氨基磺酸酯骨架；亚甲基亚氨基和亚甲基联氨基骨架；磺酸酯和氨磺酰骨架；酰胺

骨架的骨架；以及具有混合的N、O、S和CH2组成部分的其他骨架。

[0164] 教导上述寡核苷的制备的典型美国专利包括但不限于美国专利Nos.5,034,506；

5,166,315；5,185,444；5,214,134；5,216,141；5,235,033；5,64,562；  5,264,564；5,405,

938；5,434,257；5,466,677；5,470,967；5,489,677；5,541,307；5,561,225；5,596,086；5,
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602,240；5,608,046；5,610,289；5,618,704；5,623,070；5,663,312；5,633,360；5,677 ,

437；和5,677,439，各专利以引用方式合并于此。

[0165] 在其他优选的dsRNA模拟物中，核苷酸单元的糖和核苷间连键两者，即骨架，被新

的基团替换。保留碱基单元以用于和适当的核酸靶化合物杂交。一种这样的低聚化合物，即

已经显示具有优异杂交性质的dsRNA模拟物，被称为肽核酸(PNA)。在PNA化合物中，dsRNA的

糖骨架被含有骨架特别是氨基乙基甘氨酸骨架的酰胺替换。核碱基被保留并直接或间接地

和骨架的酰胺部分的氮杂氮原子结合。教导PNA化合物制备的典型美国专利包括但不限于

美国专利Nos.5,539,082；5,714,331；和5,719,262，各专利以引用方式合并于此。PNA化合

物的更多教导可在Nielsen等人，Science，1991，254，1497-1500中发现。

[0166] 本发明最优选的实施方式是具有硫代磷酸酯骨架和寡核苷的dsRNA，其具有杂原

子骨架，特别是上文引用的美国专利No.5,489,677的--CH2--NH--CH2--、--CH2--N(CH3)--

O--CH2--[称为亚甲基(甲基亚氨基)或MMI骨架]、--CH2--O--N(CH3)--CH2--、--CH2--N

(CH3)--N(CH3)--CH2--和--N(CH3)--CH2--CH2--[其中天然磷酸二酯骨架表示为--O--P--

O--CH2--]，以及上文引用的美国专利No.5,602,240的酰胺骨架。具有上文引用的美国专利

No.5,034,506的吗啉代骨架结构的dsRNA也是优选的。

[0167] 修饰dsRNA也可以包含一个或多个取代的糖部分。优选的dsRNA包含位于2’位的以

下之一：OH；F；O-、S-或N-烷基；O-、S-或N-烯基；O-、S-或N-炔基；或O-烷基-O-烷基，其中所

述烷基、烯基和炔基可以是取代或未取代的C1到C10烷基或C2到C10烯基和炔基。特别优选的

是O[(CH2)nO]mCH3、O(CH2)nOCH3、O(CH2)nNH2、O(CH2)nCH3、O(CH2)nONH2和O(CH2)nON[(CH2)

nCH3)]2，其中n和m从1到约10。其他优选的dsRNA包括位于2’位的以下之一：C1到C10低级烷

基、取代的低级烷基、烷芳基、芳烷基、O-烷芳基或O-芳烷基、SH、SCH3、OCN、Cl、Br、CN、CF3、

OCF3、SOCH3、SO2CH3、ONO2、NO2、  N3、NH2、杂环烷基、杂环烷芳基、氨基烷基氨基、聚烷基氨基、

取代甲硅烷基、RNA切割基团、报道基团、嵌入基团、用于改善dsRNA药代动力学性质的基团

或用于改善dsRNA药效学性质的基团，以及其他具有类似性质的取代基。优选的修饰包括

2’-甲氧基乙氧基(2’-O--CH2CH2OCH3，也称为2’-O-(2-甲氧基乙基)或2’-MOE)(Martin等

人，Helv.Chim.Acta，1995，78，486-504)，即烷氧基-烷氧基基团。其他优选的修饰包括2’-

二甲基氨基氧基乙氧基，即O(CH2)2ON(CH3)2基团，也称为2’-DMAOE，如以下实施例所述，以

及2’-二甲基氨基乙氧基乙氧基(本领域也称为2’-O-二甲基氨基乙氧基乙基或2’-

DMAEOE)，即2’-O--CH2--O--CH2--N(CH2)2，也在以下实施例中描述。

[0168] 其他优选的修饰包括2’-甲氧基(2′-OCH3)、2’-氨基丙氧基(2’-OCH2CH2CH2NH2)和

2’-氟(2’-F)。相似的修饰也可在dsRNA的其他位置进行，特别是3’端核苷酸上的糖的3’位

或2’-5’连接的dsRNAs中和5’端核苷酸的5’位。dsRNA也可以用糖模拟物，例如环丁基部分

代替戊呋喃糖基糖。教导这种修饰糖结构的典型美国专利包括但不限于美国专利Nos .4 ,

981 ,957；5,118,800；5,319,080；5,359,044；5,393,878；5,446,137；5,466,786；5,514,

785；5,519,134；5,567,811；5,576,427；5,591,722；5,597,909；5,610,300；5,627,053；5,

639,873；5,646,265；5,658,873；5,670,633；和5,700,920，其中某些是本申请所通常拥有

的，且各专利以引用方式全部合并于此。

[0169] dsRNA也可以包括核碱基(本领域通常简称为“碱基”)修饰或替换。如本发明所使

用，“未修饰的”或“天然的”核碱基包括嘌呤碱基腺嘌呤(A)和鸟嘌呤(G)，以及嘧啶碱基胸
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腺嘧啶(T)、胞嘧啶(C)和尿嘧啶(U)。修饰的核碱基包括其他合成和天然的核碱基，例如5-

甲基胞嘧啶(5-me-C)、5-羟甲基胞嘧啶、黄嘌呤、次黄嘌呤、2-氨基腺嘌呤、腺嘌呤和鸟嘌呤

的6-甲基及其他烷基衍生物、腺嘌呤和鸟嘌呤的2-丙基及其他烷基衍生物、2-硫尿嘧啶、2-

硫胸腺嘧啶和2-硫胞嘧啶、5-卤尿嘧啶和胞嘧啶、5-丙炔尿嘧啶和胞嘧啶、6-偶氮尿嘧啶、

胞嘧啶和胸腺嘧啶、5-尿嘧啶(假尿嘧啶)、4-硫尿嘧啶、8-卤代、8-氨基、8-硫醇、8-硫烷基、

8-羟基以及其他8-取代的腺嘌呤和鸟嘌呤、5-卤  代，特别是5-溴代、5-三氟甲基及其他5-

取代的尿嘧啶和胞嘧啶、7-甲基鸟嘌呤和7-甲基腺嘌呤、8-氮鸟嘌呤和8-氮腺嘌呤、7-脱氮

鸟嘌呤和7-脱氮腺嘌呤和3-脱氮鸟嘌呤和3-脱氮腺嘌呤。其他核碱基包括美国专利No.3,

687 ,808中公开的那些、The  Concise  Encyclopedia  Of  Polymer  Science  And 

Engineering，858-859页，Kroschwitz，J.L，ed .John  Wiley&Sons，1990中公开的那些、

Englisch等人，Angewandte  Chemie，International  Edition，1991，30，613中公开的那些

以及Sanghvi，Y  S.，Chapter  15，DsRNA  Research  and  Applications，289-302页，Crooke，

S.T.和Lebleu，B.，Ed.，CRC  Press，1993中公开的那些。这些核碱基中的某些对增加本发明

低聚化合物的结合亲和力特别有用。这些核碱基包括5-取代的嘧啶、6-氮嘧啶和N-2、N-6和

0-6取代的嘌呤，包括2-氨基丙基腺嘌呤、5-丙炔尿嘧啶和5-丙炔胞嘧啶。已显示5-甲基胞

嘧啶取代基能增加核酸双链体稳定性0.6-1 .2摄氏度(Sanghvi，Y.S .，Crooke，S.T .and 

Lebleu，B.，Eds.，DsRNA  Research  and  Applications，CRC  Press，Boca  Raton，1993，276-

278页)，其目前是优选的碱基取代基，尤其是当与2’-O-甲氧基乙基糖修饰结合时。

[0170] 教导某些上述引用的修饰核碱基以及其他修饰核碱基的制备的典型美国专利包

括但不限于上述引用的美国专利No.3,687,808以及美国专利Nos.4,845,205；5,130,30；5,

134,066；5,175,273；5,367 ,066；5,432,272；5,457 ,187；5,459,255；5,484,908；5,502,

177；5,525,711；5,552,540；5,587,469；5,594,121，5,596,091；5,614,617；和5,681,941，

各专利以引用方式合并于此，以及美国专利No.5,750,692，其也以引用方式合并于此。

[0171] 缀合物

[0172] 本发明dsRNA的另一种修饰包括一种或多种提高dsRNA的活性、细胞分布或细胞摄

取的部分或缀合物化学连接至dsRNA上。这种部分包括但不限于脂质部分，例如胆固醇部分

(Letsinger等人，Proc.Natl.Acid .Sci.USA，199，86，6553-6556)、胆酸(Manoharan等人，

Biorg .Med .Chem .Let .，1994  4  1053-1060)；硫醚，例如绿玉基-S-三苯基甲硫醇

(Manoharan等人，Ann .N .Y .Acad .Sci .，1992，660，  306-309；Manoharan等人，

Biorg .Med .Chem .Let.，1993，3，2765-2770)、巯基胆固醇(Oberhauser等人，Nucl.Acids 

Res.，1992，20，533-538)；脂肪链，例如十二烷二醇或十一烷基残基(Saison-Behmoaras等

人，EMBO  J，1991，10，1111-1118；Kabanov等人，FEBS  Lett .，1990，259，327-330；

Svinarchuk等人，Biochimie，1993，75，49-54)；磷脂，例如二-十六烷基-rac-甘油或三乙

基-铵1，2-二-O-十六烷基-rac-丙三氧基-3-H磷酸酯(Manoharan等人，Tetrahedron 

Lett.，1995，36，3651-3654；Shea等人，Nucl.Acids  Res.，1990，18，3777-3783)；聚胺或聚

乙二醇链(Manoharan等人，Nucleosides&Nucleotides，1995，14，969-973)，或金刚烷乙酸

(Manoharan等人，Tetrahedron  Lett.，1995，36，3651-3654)、棕榈基部分(Mishra等人，

Biochim.Biophys.Acta，1995，1264，229-237)或十八烷基胺或己基胺-羰基羟胆固醇部分

(Crooke等人，J.Pharmacol.Exp.Ther.，1996，277，923-937)。

说　明　书 20/143 页

23

CN 104922699 B

23



[0173] 教导这些dsRNA缀合物的制备的典型美国专利包括但不限于美国专利Nos.4,828,

979；4,948,882；5,218,105；5,525,465；5,541,313；5,545,730；5,552,538；5,578,717，5,

580,731；5,591 ,584；5,109,124；5,118,802；5,138,045；5,414,077；5,486,603；5,512,

439；5,578,718；5,608,046；4,587,044；4,605,735；4,667,025；4,762,779；4,789,737；4,

824,941；4,835,263；4,876,335；4,904,582；4,958,013；5,082,830；5,112,963；5,214,

136；5,082,830；5,112,963；5,214,136；5,245,022；5,254,469；5,258,506；5,262,536；5,

272,250；5,292,873；5,317 ,098；5,371 ,241，5,391 ,723；5,416,203，5,451 ,463；5,510,

475；5,512,667；5,514,785；5,565,552；5,567,810；5,574,142；5,585,481；5,587,371；5,

595,726；5,597,696；5,599,923；5,599,928和5,688,941，各专利以引用方式合并于此。

[0174] 不需要对给定化合物的所有位置进行统一修饰，事实上单个化合物甚至是dsRNA

内的单个核苷中可组合一种以上上述修饰。本发明也包括为嵌合化合物的dsRNA化合物。在

本发明上下文中，“嵌合的”dsRNA化合物或“嵌合体”是包含两个或更多个各自由至少一  个

单体单元(即，就dsRNA化合物而言是核苷酸)组成的化学上不同的区域的dsRNA化合物，特

别是dsRNA。这些dsRNA通常包含至少一个区域，其中dsRNA被修饰，以赋予dsRNA增加的对核

酸酶降解的抵抗力，增加的细胞摄取和/或增加的与靶核酸的结合亲和力。dsRNA的其他区

域可以充当能够切割RNA：DNA或RNA：RNA杂交体的酶的底物。例如，RNase  H是切割RNA：DNA

双链体的RNA链的细胞核酸内切酶。因此，RNase  H的活化导致RNA靶标的切割，从而极大增

强了dsRNA抑制基因表达的效果。因此，当使用嵌合dsRNA时，与和相同靶区域杂交的硫代磷

酸酯脱氧dsRNA比较，通常可以用较短的dsRNA得到类似结果。RNA靶标的切割可通过本领域

已知的凝胶电泳，如有必要，和相关的核酸杂交技术按常规检测。

[0175] 在某些情况下，可通过非配体基团修饰所述dsRNA。许多非配体分子已经和dsRNA

缀合，以提高dsRNA的活性、细胞分布或细胞摄取，进行这种缀合的过程可在科学文献中得

到 。这 种 非 配 体 部 分 包 括 脂 质 部 分 ，例 如 胆 固 醇 ( L e t s i n g e r 等 人 ，

P r o c .N a t l .A c a d .S c i .U S A ，1 9 8 9 ，8 6 ：6 5 5 3 ) 、胆酸 (M a n o h a r a n等人 ，

Bioorg .Med .Chem.Lett.，1994，4：1053)；硫醚，例如己基-S-三苯基甲硫醇(Manoharan等

人，Ann.N.Y.Acad .Sci.，1992，660：306；Manoharan等人，Bioorg.Med .Chem.Let.，1993，3：

2765)、巯基胆固醇(Oberhauser等人，Nucl.Acids  Res.，1992，20：533)；脂肪链，例如十二

烷二醇或十一烷基残基(Saison-Behmoaras等人，EMBO  J .，1991，10：111；Kabanov等人，

FEBS  Lett.，1990，259：327；Svinarchuk等人，Biochimie，1993，75：49)；磷脂，例如二-十六

烷基-rac-甘油或三乙基铵1，2-二-O-十六烷基-rac-丙三氧基-3-H-磷酸酯(Manoharan等

人，Tetrahedron  Lett.，1995，36：3651；Shea等人，Nucl.Acids  Res.，1990，18：3777)；聚胺

或聚乙二醇链(Manoharan等人，Nucleosides&Nucleotides，1995，14：969)，或金刚烷乙酸

(Manoharan等人，Tetrahedron  Lett .，1995，36：3651)、棕榈基部分(Mishra等人，

Biochim .Biophys .Acta，1995，1264：229)或十八烷基胺或己基胺-羰基羟胆固醇部分

(Crooke等人，J.Pharmacol.Exp.Ther.，1996，277：923)。教导这种dsRNA缀合物的制备的典

型美国专利已在  上文列出。典型的缀合方案包括合成在序列的一个或多个位置上带有氨

基连接基的dsRNA。然后氨基与用适当的偶联剂或活化剂缀合的分子反应。可采用仍与固相

载体结合的dsRNA或在溶液相中切割dsRNA后进行所述缀合反应。通过HPLC纯化dsRNA缀合

物通常得到纯缀合物。

说　明　书 21/143 页

24

CN 104922699 B

24



[0176] 在一些情况下，配体可以是多功能的和/或dsRNA可以缀合到一个以上配体。例如，

dsRNA可以缀合到一个配体上，以提高摄取，并缀合到第二配体上，以改善释放。

[0177] 载体编码的siRNA试剂

[0178] 本发明的另一方面中，由转录单位表达的Eg5和VEGF特异性dsRNA分子插入DNA或

RNA载体中(例如参见Couture，A，等人，TIG.(1996)，12：5-10；Skillern，A.，等人，国际PCT

公布说明书No.WO00/22113，Conrad，国际PCT公布说明书No.WO  00/22114，以及Conrad，美

国专利No.6,054,299)。这些转基因可作为线型构建体、圆形质粒或病毒载体引入，其可以

被结合并作为整合入宿主基因组中的转基因遗传。也可构建转基因，以使其作为染色体外

质粒遗传(Gassmann，等人，Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1995)92：1292)。

[0179] 可通过位于两个单独的表达载体上的启动子转录dsRNA的单个链并共转染入靶细

胞中。或者可通过均位于同一表达质粒上的启动子转录dsRNA的各单个链。在优选的实施方

式中，dsRNA可表示为通过连接子多核苷酸序列连接的反向重复，以使dsRNA具有茎和环结

构。

[0180] 重组dsRNA表达载体通常是DNA质粒或病毒载体。表达dsRNA的病毒载体可基于但

不限于以下病毒进行构建：腺伴随病毒(综述参见Muzyczka，等人，Curr .Topics 

Micro .Immunol .(1992)158：97-129))；腺病毒(例如参见Berkner，等人，BioTechniques

(1998)6：616)，Rosenfeld等(1991，Science  252：431-434)，和Rosenfeld等(1992)，Cell 

68：143-155))；或甲病毒以及本领域已知的其他病毒。逆转录病毒已用于在体外和/或体内

将多种基因引入许多不同的细胞类型中，包括上皮细胞(例如参见Eglitis，等人，Science

(1985)230：1395-1398；  Danos  and  Mulligan，Proc.NatI.Acad .Sci.USA(1998)85：6460-

6464；Wilson等人，1988，Proc.Natl.Acad .Sci.USA  85：3014-3018；Armentano等人，1990，

Proc.Natl.Acad .Sci.USA  87：61416145；Huber等人，1991，Proc.Natl.Acad .Sci.USA  88：

8039-8043；Ferry等人，1991，Proc.Natl.Acad .Sci.USA  88：8377-8381；Chowdhury等人，

1991，Science  254：1802-1805；van  Beusechem.等人，1992，Proc.Natl.Acad.Sci.USA  89：

7640-19；Kay等人，1992，Human  Gene  Thera py3：641-647；Dai等人，1992，

Proc.Natl.Acad.Sci.USA  89：10892-10895；Hwu等人，1993，J.Immunol.150：4104-4115；美

国专利No.4,868,116；美国专利No.4,980,286；PCT申请WO  89/07136；PCT申请WO89/02468；

PCT申请WO  89/05345；以及PCT申请WO  92/07573)。能够转导并表达插入细胞基因组中的基

因的重组逆转录病毒载体可通过将重组逆转录病毒基因组转染入适当的包装细胞系来制

备，所述包装细胞系例如PA317和Psi-CRIP(Comette等人，1991，Human  Gene  Therapy  2：5-

10；Cone等人，1984，Proc.Natl.Acad.Sci.USA  81：6349)。重组腺病毒载体可用于感染易染

宿主(例如大鼠、仓鼠、狗和黑猩猩)中的多种细胞和组织(Hsu等人，1992，J.Infectious 

Disease，166：769)，且具有不需要有丝分裂活性细胞用于感染的优势。

[0181] 可以使用能够接受待表达的dsRNA分子的编码序列的任何病毒载体，例如源自腺

病毒(AV)；腺伴随病毒(AAV)；逆转录病毒(例如慢病毒(LV)、棒状病毒、鼠白血病病毒)；疱

疹病毒等的载体。可通过使载体和包膜蛋白或来自其他病毒的其他表面抗原形成假型或视

情况通过取代不同的病毒衣壳蛋白来修饰病毒载体的向性。

[0182] 例如，本发明的慢病毒载体可以和来自水泡性口膜炎病毒(VSV)、狂犬病、Ebola、

Mokola等的表面蛋白形成假型。通过将所述载体工程改造为表达不同的衣壳蛋白血清型，
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可使本发明AAV载体靶向不同的细胞。例如，表达血清型2基因组上的血清型2衣壳的AAV载

体称为AAV2/2。所述AAV2/2载体中的该血清型2衣壳基因可被血清型5衣壳基因替代，以生

成AAV2/5载体。构建表达不同的衣壳蛋白血清型的AAV载体的技术在本领域技术人员范围 

之内；例如参见Rabinowitz  J  E等(2002)，J  Virol  76：791-801，其以引用方式全部合并于

此。

[0183] 适用于本发明的重组病毒载体的选择、用于将用于表达dsRNA的核酸序列插入所

述载体的方法以及将病毒载体递送至所需细胞中的方法在本领域技术人员的范围之内。例

如参见Dornburg  R(1995)，Gene  Therap.2：301-310；Eglitis  M  A(1988)，Biotechniques 

6：608-614；Miller  A  D(1990)，Hum  Gene  Therap.1：5-14；Anderson  W  F(1998)，Nature 

392：25-30；和Rubinson  D  A等人，Nat.Genet.33：401-406，这些文献以引用方式全部合并

于此。

[0184] 优选的病毒载体是来源于AV和AAV的病毒。在特别优选的实施方式中，本发明

dsRNA表达为来自于重组AAV载体的两个单独的、互补的单链RNA分子，所述载体例如含有U6

或H1RNA启动子，或巨细胞病毒(CMV)启动子。

[0185] 用于表达本发明dsRNA的适合的AV载体、用于构建重组AV载体的方法和用于将所

述载体递送入靶细胞的方法描述在Xia  H等(2002)，Nat.Biotech.20：1006-1010中。

[0186] 用于表达本发明dsRNA的适合的AAV载体、用于构建重组AV载体的方法和用于将所

述载体递送入靶细胞的方法描述在Samulski  R等(1987)，J.Virol.61：3096-3101；Fisher 

K  J等(1996)，J .Virol，70：520-532；Samulski  R等(1989)，J .Virol .63：3822-3826；

U.S.Pat.No.5,252,479；U.S.Pat.No.5,139,941；国际专利申请No.WO  94/13788；和国际专

利申请No.WO  93/24641中，这些文献以引用方式全部合并于此。

[0187] 驱动本发明dsRNA在DNA质粒或病毒载体中表达的启动子可以是真核RNA聚合酶I

(例如核糖体RNA启动子)、RNA聚合酶II(例如CMV早期启动子或肌动蛋白启动子或U1  snRNA

启动子)或通常是RNA聚合酶III启动子(例如U6  snRNA或7SK  RNA启动子)或原核启动子，例

如T7启动子，前提是所述表达质粒也编码从T7启动子转录所需的T7RNA聚合酶。所述启动子

也可以将转基因表达引导至胰腺(例如参见the  insulin  regulatory  sequence  for 

pancreas  (Bucchini等人，1986，Proc.Natl.Acad.Sci.USA  83：2511-2515))。

[0188] 另外，转基因的表达例如可以通过使用可诱导的调节序列和表达系统来精确地调

节，例如对某些生理学调节剂例如循环葡萄糖水平或激素敏感的调节序列(Docherty等人，

1994，FASEB  J.8：20-24)。适于控制细胞或哺乳动物中的转基因表达的这种诱导型表达系

统包括通过蜕皮激素、雌激素、黄体酮、四环素、二聚作用的化学诱导剂和异丙基-β-D1-硫

代吡喃半乳糖苷(EPTG)调节。本领域技术人员将能基于dsRNA转基因的预定用途选择合适

的调节/启动子序列。

[0189] 通常，如下所述递送能表达dsRNA分子的重组载体，并保持在靶细胞中。或者，可使

用提供dsRNA分子的瞬时表达的病毒载体。这种载体可以根据需要重复给药。一旦表达，

dsRNA和靶RNA结合并调节其功能或表达。dsRNA表达载体的递送可以是全身性的，例如经由

静脉内或肌内给药，通过给药至从患者外植的靶细胞，然后再引入患者，或通过能够引入所

需靶细胞的任何其他手段。

[0190] DsRNA表达DNA质粒通常作为和阳离子脂质载体(例如Oligofectamine)或非阳离
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子脂质基载体(例如Transit-TKOTM)的复合物转染入靶细胞。本发明也涉及用于dsRNA-介导

的抑制的多个脂质转染，所述抑制在一周或更长时间内针对单个EG5基因(或VEGF基因)或

多个EG5基因(或VEGF基因)的不同区域。可通过使用各种已知方法监控本发明载体向宿主

细胞内的成功引入。例如，可以用报道基因，例如荧光标记物，如绿色荧光蛋白(GFP)对瞬时

转染发信号。可使用为转染细胞提供抗特定环境因素(例如，抗生素和药物)抗性，例如潮霉

素B抗性的标记物来确保离体细胞的稳定转染。

[0191] Eg5特异性dsRNA分子和VEGF特异性dsRNA分子也可插入载体中并用作用于人类患

者的基因治疗载体。例如可通过静脉注射、局部给药(参见美国专利5,328,470)或立体定位

注射(例如参见Chen等(1994)Proc.Natl.Acad.Sci.USA  91：3054-3057)将基因治疗载体递

送至患者。基因治疗载体的药物制剂可以包括可接受的稀释剂中的基因治疗载体，或可以

包括包埋基因递送介质的缓释基质。或者，如果可从重组细胞完整地制备完整的基因递送

载体例如逆转录病毒 载体，则该药物制剂可以包括一种或多种产生基因递送系统的细胞。

[0192] 包含dsRNA的药物组合物

[0193] 在一个实施方式中，本发明提供含有本发明描述的dsRNA和药学可接受的载体的

药物组合物，以及给药该药物组合物的方法。所述含有dsRNA的药物组合物用于治疗与Eg5/

KSP和/或VEGF基因的表达或活性有关的疾病或疾患，例如由Eg5/KSP和/或VEGF表达介导的

病理过程，例如肝癌。这种药物组合物基于递送方式配制。

[0194] 剂量

[0195] 本发明特征的药物组合物以足以抑制Eg5/KSP和/或VEGF基因的表达的剂量给药。

通常，dsRNA的适当剂量为0.01到200.0毫克(mg)每公斤(kg)接受者体重每天，通常为1到

50mg每公斤体重每天。例如，dsRNA可以0.01mg/kg、0.05mg/kg、0.5mg/kg、1mg/kg、1.5mg/

kg、2mg/kg、3mg/kg、5.0mg/kg、10mg/kg、20mg/kg、30mg/kg、40mg/kg或50mg/kg每单次剂量

给药。

[0196] 所述药物组合物可以一天给药一次，或所述dsRNA可在一天内以适当间隔以二、三

或更多次子剂量给药。单次剂量对Eg5/KSP和/或VEGF水平的效果是持久的，使得后续剂量

以不超过7天间隔或以不超过1、2、3或4周间隔给药。

[0197] 在一些实施方式中，所述dsRNA使用连续输注给药，或通过控释制剂递送。在那种

情况下，包含于各子剂量中的dsRNA必须相应地减少，以达到总每日剂量。也可以混合所述

剂量单位，用于在若干天内递送，例如，使用在若干天时间内提供dsRNA的持续释放的常用

持续释放制剂。持续释放制剂是本领域熟知的，其对将试剂递送至特定部位特别有用，例如

能和本发明试剂一起使用。在该实施方式中，所述剂量单位包含相应的多次日剂量。

[0198] 本领域技术人员应理解，某些因素可以影响有效治疗受试者所要求的剂量和时

机，包括但不限于：疾病或疾患的严重性、之前的治疗、受试者的总体健康和/或年龄及其他

存在的疾病。此外，用治疗有效量的组合物治疗受试者可以包括单次治疗或一系列治疗。可

使用常规方法或使用本发明其他地方描述的适当动物模型根据体内  试验估计本发明涉及

的个体dsRNA的有效剂量和体内半衰期。

[0199] 小鼠遗传学进展已产生用于研究各种人类疾病，例如由Eg5/KSP和/或VEGF表达介

导的病理过程的许多小鼠模型。这种模型用于dsRNA的体内试验，以及用于测定治疗有效剂

量。适当的小鼠模型例如是含有表达人Eg5/KSP和/或VEGF的质粒的小鼠。另一种适当的小
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鼠模型是携带表达人Eg5/KSP和/或VEGF的转基因的转基因小鼠。

[0200] 这种化合物的毒性和治疗效果可通过例如用于测定LD50(群体的50％死亡的剂

量)和ED50(群体的50％治疗有效的剂量)的细胞培养或实验动物中的标准药物程序来测

定。毒性与治疗效果的剂量比是治疗指数，它可以用LD50/ED50比来表示。优选具有高治疗

指数的化合物。

[0201] 由细胞培养试验和动物研究获得的数据可用于制定供人用的剂量范围。本发明特

征的组合物剂量通常在包括ED50但几乎没有或没有毒性的循环浓度范围内。取决于所用剂

型和所用给药途径，所述剂量可在该范围内改变。对于本发明特征的方法中使用的任何化

合物，可最初由细胞培养试验估计治疗有效剂量。可在动物模型中制定剂量，以获得所述化

合物的循环血浆浓度范围，以及如果合适，靶序列的多肽产物的循环血浆浓度范围(例如，

获得降低的多肽浓度)，所述浓度范围包括在细胞培养中测定的IC50(即测试化合物达到症

状半数最大抑制的浓度)。这种信息可用于更精确地测定人有用的剂量。例如，可通过高效

液相色谱法测定血浆水平。

[0202] 除如上讨论的它们的给药以外，本发明特征的dsRNA可以和有效治疗由靶基因表

达介导的病理过程的其他已知药剂联合给药。无论如何，执业医师可以根据使用本领域已

知或本发明描述的功效标准测量所观察到的结果调节dsRNA给药的剂量和时机。

[0203] 给药

[0204] 取决于是需要局部还是全身治疗并取决于待治疗区域，本发明药物组合物可以多

种方式给药。给药可以是局部、经肺(例如，通过吸入或吹入粉末或气雾剂，包括通过喷雾

器)、气管内、鼻内、表皮  和透皮以及皮下、经口或胃肠外，例如皮下。

[0205] 通常，当治疗患有血脂质过多的哺乳动物时，dsRNA分子经由肠胃外方式全身给

药。肠胃外给药法包括静脉内、动脉内、皮下、腹膜内或肌肉注射或输注；或颅内，例如，实质

内、鞘内或心室内给药。例如，结合或非结合的或配制成含脂质体或不含脂质体的dsRNA可

以经静脉内给药至患者。为此，dsRNA分子可以配制成组合物，例如无菌和非无菌的水溶液、

在常用溶剂例如醇中的非水溶液或液体或固体油性基质中的溶液。这种溶液也可以包含缓

冲液、稀释剂及其他适当的添加剂。对于胃肠外、鞘内或心室内给药，dsRNA分子可以配制成

组合物，例如无菌水溶液，其也可以包含缓冲液、稀释剂及其他适当的添加剂(例如，渗透促

进剂、载体化合物及其他药学可接受的载体)。本发明更详细地描述制剂。

[0206] dsRNA可以以靶向特定组织例如肝脏(例如，肝脏的肝细胞)的方式递送。

[0207] 制剂

[0208] 可以方便地存在于单元剂型中的本发明药物制剂可根据制药工业熟知的常规方

法制备。这种技术包括使活性成分和药物载体或赋形剂混合的步骤。通常，使活性成分均匀

且紧密地和液体载体或精细粉碎的固体载体或两者混合，如有必要，随后成形产品来制备

所述制剂。

[0209] 本发明组合物可配制成许多可能的剂型中的任一种，例如但不限于片剂、胶囊、凝

胶胶囊、液体糖浆、软凝胶、栓剂和灌肠剂。本发明组合物也可以配制成水、非水或混合介质

中的悬浮液。水悬浮液还可以包含增加所述悬浮液粘性的物质，包括例如羧甲基纤维素钠、

山梨醇和/或右旋糖酐。悬浮液也可以包含稳定剂。

[0210] 本发明药物组合物包括但不限于溶液、乳剂和含脂质体的制剂。这些组合物可由
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多种组分产生，所述组分包括但不限于预形成液体、自乳化固体和自乳化半固体。一方面，

当治疗肝脏疾病例如高脂血症时，所述制剂是靶向肝的制剂。

[0211] 另外，靶向EG5/KSP和/或VEGF基因的dsRNA可以配制成含  有与其他分子、分子结

构或核酸混合物混合、包封、缀合或以其他方式连接的dsRNA的组合物。例如，含有靶向EG5/

KSP和/或VEGF基因的一种或多种dsRNA试剂的组合物可以包含其他治疗剂，例如其他癌症

治疗剂或靶向非-EG5/KSP和/或VEGF基因的一种或多种dsRNA化合物。

[0212] 经口、胃肠外、局部和生物制剂

[0213] 用于口服的组合物和制剂包括粉末或颗粒、微颗粒、纳米颗粒、悬浮液或水溶液或

非水介质、胶囊、凝胶胶囊、袋剂、片剂或微型片剂。增稠剂、矫味剂、稀释剂、乳化剂、分散助

剂或粘合剂可能是需要的。在一些实施方式中，经口制剂是本发明特征的dsRNA和一种或多

种渗透促进剂、表面活性剂和螯合剂一起给药的制剂。适当的表面活性剂包括脂肪酸和/或

其酯或盐、胆汁酸和/或其盐。适当的胆汁酸/盐包括鹅去氧胆酸(CDCA)和熊去氧胆酸

(UDCA)、胆酸、脱氢胆酸、脱氧胆酸、甘氨胆酸、乙醇酸、甘油脱氧胆酸、牛磺胆酸、牛磺去氧

胆酸、牛磺-24，25-二氢-夫西地酸钠和甘油二氢夫西地酸钠。适当的脂肪酸包括花生四烯

酸、十一烷酸、油酸、月桂酸、辛酸、癸酸、肉豆蔻酸、棕榈酸、硬脂酸、亚油酸、亚麻酸、二癸酸

酯、三癸酸酯、甘油一油酸酯、甘油二月桂酸酯、甘油基1-单癸酸酯、1-十二烷基氮杂环庚

烷-2-酮、酰肉碱、酰基胆碱、甘油一酸酯、甘油二酸酯或其药学可接受盐(例如，钠盐)。在一

些实施方式中，使用渗透促进剂组合，例如，脂肪酸/盐和胆汁酸/盐组合。一种典型的组合

是月桂酸、癸酸和UDCA的钠盐。其他渗透促进剂包括聚氧乙烯-9-月桂酯、聚氧乙烯-20-十

六酯。可以包含喷雾干燥颗粒的颗粒形式或包含络合形成微米或纳米颗粒的颗粒形式经口

递送本发明特征的dsRNA。dsRNA络合剂包括聚氨基酸；聚亚胺；聚丙烯酸酯；聚烷基丙烯酸

酯、聚氧杂环丁烷(polyoxethanes)、聚烷基腈基丙烯酸酯；阳离子化明胶、白蛋白、淀粉、丙

烯酸盐、聚乙二醇(PEG)和淀粉；聚烷基腈基丙烯酸酯；DEAE-衍生的聚亚胺、普鲁兰、纤维素

和淀粉。适当的络合剂包括壳聚糖、N-三甲基壳聚糖、聚-L-赖氨酸、聚组氨酸、聚鸟氨酸、聚

精胺、鱼精蛋白、聚乙烯基吡啶、聚巯基  二乙基氨基甲基乙烯P(TDAE)、聚氨基苯乙烯(例

如，对氨基)、聚(甲基腈基丙烯酸酯)、聚(乙基腈基丙烯酸酯)、聚(丁基腈基丙烯酸酯)、聚

(异丁基腈基丙烯酸酯)、聚(己基腈基丙烯酸酯)、DEAE-异丁烯酸酯、DEAE-己基丙烯酸酯、

DEAE-丙烯酰胺、DEAE-白蛋白和DEAE-右旋糖酐、聚甲基丙烯酸酯、聚己基丙烯酸酯、聚(D，

L-乳酸)、聚(DL-乳酸-共-羟基乙酸(PLGA)、藻酸酯和聚乙二醇(PEG)。dsRNA的口服制剂及

其制备详细地描述在美国专利6,887,906、美国专利公布说明书No.20030027780和美国专

利No.6,747,014，其各自以引用方式合并于此。

[0214] 胃肠外、脑实质内(进入脑)、鞘内、心室内或肝内给药的组合物和制剂可以包括无

菌水溶液，其也可以包含缓冲液、稀释剂及其他适当的添加剂，例如但不限于渗透促进剂、

载体化合物及其他药学可接受的载体或赋形剂。

[0215] 用于局部给药的药物组合物和制剂可以包括透皮贴剂、膏剂、洗液、霜剂、凝胶、滴

剂、栓剂、喷雾剂、液体和粉末。常用药物载体、水溶液、粉末或含油基质、增稠剂等可能是必

要的或合意的。适当的局部制剂包括其中本发明特征化合物和局部递送剂例如脂质、脂质

体、脂肪酸、脂肪酸酯、类固醇、螯合剂和表面活性剂混合的制剂。适当的脂质和脂质体包括

中性(例如二油酰磷脂酰DOPE乙醇胺、二肉豆蔻酰磷脂酰胆碱DMPC、二硬脂酰磷脂酰胆碱)、
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阴性(例如二肉豆蔻酰磷脂酰甘油DMPG)和阳离子(例如二油酰四甲基氨基丙基DOTAP和二

油酰磷脂酰乙醇胺DOTMA)。本发明特征的dsRNA也可包封在脂质体内或可以与其形成络合

物，特别是和阳离子脂质体形成络合物。或者，dsRNA可以与脂质络合，特别是和阳离子脂质

络合。适当的脂肪酸和酯包括但不限于花生四烯酸、油酸、花生酸、月桂酸、辛酸、癸酸、肉豆

蔻酸、棕榈酸、硬脂酸、亚油酸、二癸酸酯、三癸酸酯、甘油一油酸酯、甘油二月桂酸酯、甘油

基1-单癸酸酯、1-十二烷基氮杂环庚烷-2-酮、酰肉碱、酰基胆碱、或C1-10烷基酯(例如肉豆

蔻酸异丙酯)、甘油一酸酯、甘油二酸酯或其药学可接受盐。局部制剂详细描述在美国专利

No.6 ,747 ,014中，  其以引用方式合并于此。另外，dsRNA分子可作为例如美国专利No.6 ,

271,359中描述的生物或非生物手段给药于哺乳动物。非生物递送可通过多种方法完成，包

括但不限于：(1)用本发明提供的dsRNA酸分子载荷脂质体和(2)使dsRNA分子和脂质或脂质

体络合以形成核酸-脂质或核酸-脂质体络合物。所述脂质体可由通常用于体外转染细胞的

阳离子和中性脂质组成。阳离子脂质可以和带负电荷的核酸络合(例如，电荷相关)以形成

脂质体。阳离子脂质体的例子包括但不限于lipofectin、lipofectamine、lipofectace和

DOTAP。形成脂质体的方法是本领域已知的。例如脂质体组合物可由卵磷脂、二肉豆蔻酰卵

磷脂、二棕榈酰卵磷脂、二肉豆蔻酰磷脂酰甘油或二油酰磷酯酰乙醇胺形成。许多亲脂性试

剂是市场可得的，包括LipofectinTM(Invitrogen/Life  Technologies，Carlsbad，Calif.)

和EffecteneTM(Qiagen，Valencia，Calif.)。另外，可使用市场可得的阳离子脂质例如DDAB

或DOTAP优化系统递送方法，每种阳离子脂质可与中性脂质例如DOPE或胆固醇混合。在一些

情况下，可使用例如Templeton等(Nature  Biotechnology，15：647-652(1997))描述的那些

脂质体。在其他实施方式中，聚阳离子例如聚乙烯亚胺可用于完成体内和体外递送

(Boletta等人，J.Am  Soc.Nephrol.7：1728(1996))。关于使用脂质体递送核酸的其他信息

可在美国专利No.6 ,271 ,359、PCT公布说明书WO  96/40964和Morrissey，D.等2005 .Nat 

Biotechnol.23(8)：1002-7中发现。

[0216] 生物递送可通过多种方法实现，包括但不限于使用病毒载体。例如，病毒载体(例

如，腺病毒和疱疹病毒载体)可用于将dsRNA分子递送到肝细胞。标准分子生物学技术可用

于将一种或多种本发明提供的dsRNA引入之前开发的许多不同的病毒载体中的一种，以将

核酸递送至细胞。所得的这些病毒载体可用于通过例如感染将一种或多种dsRNA递送至细

胞。

[0217] 脂质体制剂

[0218] 除了微乳剂，已经研究了许多组织化的表面活性结构，并用于药物制剂。其包括单

层、胶束、双层和囊泡。囊泡(例如脂质体)因它们在药物递送方面提供的特异性和作用持续

性而备受关注。如本发明所使用，  术语“脂质体”指的是以球形双层或多个球形双层方式排

列的两性分子脂质组成的囊泡。

[0219] 脂质体是具有由亲脂性材料和水性内部形成的膜的单层或多层囊泡。水性部分包

含待递送的组合物。阳离子脂质体具有能够和细胞壁融合的优点。非阳离子脂质体虽然其

不能和细胞壁有效融合，但由体内巨噬细胞摄入。

[0220] 为了透过完整的哺乳动物皮肤，脂质囊泡必须在适当的透皮梯度的影响下穿透一

系列直径小于50nm的细孔。因此，需要使用高度可变形的并能够穿透这种细孔的脂质体。

[0221] 脂质体的其他优点包括：由天然磷脂获得的脂质体是生物相容的和可生物降解
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的；脂质体可以结合许多水以及脂质可溶性药物；以及脂质体可以保护其内部区室中包封

的药物不被代谢和降解(Rosoff，in  Pharmaceutical  Dosage  Forms，Lieberman，Rieger 

and  Banker(Eds.)，1988，Marcel  Dekker，Inc.，New  York，N.Y.，第1卷，245页)。制备脂质

体制剂中考虑的重要因素是脂质表面电荷、囊泡大小和脂质体的含水体积。

[0222] 脂质体能将活性成分转移并递送至作用部位。因为脂质体膜在结构上类似于生物

膜，当脂质体应用于组织时，所述脂质体开始与细胞膜融合，由于脂质体融合以及细胞前

进，脂质体内容物流入活化剂可能作用的细胞。

[0223] 脂质体制剂已经成为作为许多药物的递送方式的广泛研究的焦点。越来越多的证

据表明，对于局部给药，脂质体具有优于其他制剂的若干优点。这种优点包括与所给药药物

的高全身吸收有关的副作用的减少、所给药药物在所需靶标上积聚的增加以及能够将多种

亲水性和疏水性药物给药进入皮肤。

[0224] 若干报道详细描述了脂质体将含有高分子量DNA的试剂递送入皮肤的能力。已将

包括止痛剂、抗体、激素和高分子量DNA的化合物给药至皮肤。大多数应用导致靶向上表皮。

[0225] 脂质体分成两大类。阳离子脂质体是带正电荷的脂质体，其与带负电荷的DNA分子

相互作用以形成稳定络合物。带正电荷的DNA/脂质体络合物与带负电荷的细胞表面结合并

在内涵体中内在化。由于内涵体 内的酸性pH，脂质体破裂，释放其内容物进入细胞质(Wang

等人，Biochem.Biophys.Res.Commun.，1987，147，980-985)。

[0226] pH-敏感或带负电荷的脂质体捕获DNA而不是与其络合。由于DNA和脂质两者带有

相似电荷，因此发生排斥而不是形成络合物。然而，一些DNA被捕获在这些脂质体的水性内

部里。pH-敏感的脂质体已经用于将编码胸苷激酶基因的DNA递送到培养中的细胞单层中。

靶细胞中检测到外源基因的表达(Zhou等人，Journal  of  Controlled  Release，1992，19，

269-274)。

[0227] 脂质体组合物的一种主要类型包括不同于天然衍生的卵磷脂的磷脂。例如，中性

脂质体组合物可以由二肉豆蔻酰卵磷脂(DMPC)或二棕榈酰卵磷脂(DPPC)形成。阴离子脂质

体组合物通常由二肉豆蔻酰磷脂酰甘油形成，而阴离子基因融合脂质体主要由磷酯酰乙醇

胺(DOPE)形成。另一种脂质体组合物由卵磷脂(PC)例如大豆PC和鸡蛋PC形成。另一种类型

由磷脂和/或卵磷脂和/或胆固醇的混合物形成。

[0228] 若干研究评估了脂质体药物制剂向皮肤的局部递送。包含干扰素的脂质体施加至

豚鼠皮肤导致皮肤疱疹疮减少，而经由其他手段(例如作为溶液或作为乳剂)递送干扰素是

无效的(Weiner等人，Journal  of  Drug  Targeting，1992，2，405-410)。此外，其他研究测试

了作为脂质体制剂的一部分给药干扰素和使用含水体系给药干扰素的效果，断定脂质体制

剂优于含水给药(du  Plessis等人，Antiviral  Research，1992，18，259-265)。

[0229] 也考察了非离子脂质体系统，特别是包括非离子型表面活性剂和胆固醇的系统，

以确定其在将药物递送至皮肤中的效果。含有NovasomeTMI(二月桂酸甘油酯/胆固醇/聚氧

乙烯-10-硬脂酰醚)和NovasomeTM  II(二硬脂酸甘油酯/胆固醇/聚氧乙烯-10-硬脂酰醚)的

非离子脂质体制剂用于将环孢菌素A递送入小鼠皮肤真皮。结果显示这种非离子脂质体系

统能有效促进环孢菌素A沉积进入皮肤的不同层中(Hu等人，S.T.P.Pharma.Sci.，1994，4，

6，466)。

[0230] 脂质体也包括“空间稳定的”脂质体，本发明使用的该术语意指含有一种或多种特
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殊脂质的脂质体，较之缺乏这种特殊脂质的脂质体，当结合入脂质体中时，该特殊脂质能导

致增加的循环持续时间。空间稳定的  脂质体的例子是脂质体的形成囊泡脂质部分的一部

分(A)包含一种或多种糖脂，例如单唾液酰神经节苷脂GM1，或(B)被一种或多种亲水聚合物，

例如聚乙二醇(PEG)部分衍生化的那些。不希望束缚于任何特别理论，本领域认为，至少对

于包含神经节苷脂、鞘磷脂或PEG-衍生化脂质的空间稳定脂质体，这些空间稳定脂质体的

增加的循环半衰期源自减少摄入网状内皮系统(RES)细胞(Allen等人，FEBS  Letters，

1987，223，42；Wu等人，Cancer  Research，1993，53，3765)。

[0231] 含有一种或多种糖脂的各种脂质体是本领域已知的。Papahadjopoulos等

(Ann.N.Y.Acad.Sci.，1987，507，64)报道了单唾液酰神经节苷脂GM1、硫酸半乳糖脑苷酯和

磷 脂 酰 肌 醇 改 善 脂 质 体 的 血 液 半 衰 期 的 能 力 。这 些 发 现 由 G a b i z o n 等

(Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.，1988，85，6949)详细说明。Allen等的美国专利No.4,837,

028和WO88/04924公开了含有(1)鞘磷脂和(2)神经节苷脂GM1或半乳糖脑苷酯硫酸酯的脂

质体。美国专利No.5,543,152(Webb等)公开了含有鞘磷脂的脂质体。含有1，2-sn-二肉豆蔻

酰卵磷脂的脂质体公开在WO97/13499(Lim等)中。

[0232] 含有被一种或多种亲水聚合物衍生化的脂质的许多脂质体及其制备方法是本领

域已知的。Sunamoto等(Bull .Chem .Soc .Jpn .，1980，53，2778)描述了含有非离子去污剂

2C1215G的脂质体，其含有PEG部分。Illum等(FEBS  Lett.，1984，167，79)注意到含有聚合乙二

醇的亲水性包衣的聚苯乙烯颗粒导致明显增加的血液半衰期。通过结合聚二醇(例如PEG)

羧基修饰的合成磷脂由Sears(美国专利Nos .4 ,426 ,330和4,534 ,899)描述。Klibanov等

(FEBS  Lett.，1990，268，235)描述了证实含有用PEG或硬脂酸酯PEG衍生化的磷酯酰乙醇胺

(PE)的脂质体明显增加血液循环半衰期的实验。Blume等(Biochimica  et  Biophysica 

Acta，1990，1029，91)将这种研究拓展至其他PEG-衍生化磷脂，例如，由组合二硬脂酰磷脂

酰乙醇胺(DSPE)和PEG而形成的DSPE-PEG。在其外表面具有共价结合的PEG部分的脂质体描

述在Fisher的欧洲专利No.EP  0  445  131  B1和WO90/04384中。包含1-20摩尔百分比的PEG

衍生化PE的脂质体组合物及其使用方法由Woodle等(美国专利Nos .5 ,013 ,556和5,356 ,

633)和  Martin等(美国专利No.5,213,804和欧洲专利No.EP  0  496  813  B1)等描述。含有

许多其他的脂质-聚合物缀合物的脂质体公开在WO  91/05545和美国专利No.5 ,225 ,212

(Martin等)和WO  94/20073(Zalipsky等)中。含有PEG-修饰的神经酰胺脂质的脂质体描述

在WO  96/10391(Choi  et  al)中。美国专利No.5,540,935(Miyazaki等)和美国专利No.5,

556,948(Tagawa等)描述了含有PEG的脂质体，其表面可进一步用功能性部分衍生化。

[0233] 含有核酸的许多脂质体是本领域已知的。Thierry等的WO  96/40062公开了用于将

高分子量核酸包封入脂质体中的方法。Tagawa等的美国专利No.5,264,221公开了蛋白质-

结合的脂质体并声称这种脂质体的内容物可以包括dsRNA。Rahman等的美国专利No.5,665,

710描述了将寡脱氧核糖核苷酸包封入脂质体中的某些方法。Love等的WO  97/04787公开了

含有靶向raf基因的dsRNA的脂质体。

[0234] 传递体是另一种脂质体，且其是高度可变形的脂质集合体，是药物递送介质的有

吸引力的候选者。传递体可以描述为脂质小滴，其是如此高度可变形的，以至于它们能够容

易地穿透小于小滴的细孔。传递体适合于其使用的环境，例如，它们是自优化的(适合于皮

肤细孔形状)、自修复的、经常到达其靶标而不破碎和通常是自负载的。为制备传递体，可以
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将表面边缘活化剂，通常是表面活性剂添加到标准脂质体组合物中。传递体用于将血清清

蛋白递送到皮肤。已经证实传递体介导的血清清蛋白递送和皮下注射包含血清清蛋白的溶

液一样有效。

[0235] 表面活性剂广泛应用于制剂例如乳剂(包括微乳剂)和脂质体中。分类并划分许多

不同种类的表面活性剂(包括天然和合成的)的最常用方法是利用亲水/亲油平衡值(HLB)。

亲水基(又名“头”)的性质提供了用于分类制剂中使用的不同表面活性剂的最有用的手段

(Rieger，in  Pharmaceutical  Dosage  Forms，Marcel  Dekker，Inc.，New  York，N.Y.，1988，

p.285)。

[0236] 如果表面活性剂分子是非离子的，其归类为非离子型表面活性剂。非离子型表面

活性剂广泛用于药物和化妆品，且可在很宽的pH值范围内使用。取决于其结构，通常其HLB

值为2到约18。非离子型表面活  性剂包括非离子酯，例如乙二醇酯、丙二醇酯、甘油酯、聚甘

油酯、山梨聚糖酯、蔗糖酯和乙氧基化酯。非离子烷醇酰胺和醚例如乙氧基脂肪醇、丙氧基

醇和乙氧基/丙氧基嵌段共聚物也包括在该类中。聚氧乙烯表面活性剂是非离子型表面活

性剂类别中最常用的成员。

[0237] 当所述表面活性剂分子溶解或分散在水中时，其携带负电荷，则该表面活性剂归

类为阴离子表面活性剂。阴离子表面活性剂包括羰酸酯，例如肥皂；酰基乳酸酯；氨基酸酰

胺；硫酸酯，例如烷基硫酸酯和乙氧基烷基硫酸酯；磺酸酯，例如烷基苯磺酸酯、酰基羟乙基

磺酸酯、酰基牛磺酸酯和磺基琥珀酸酯和磷酸酯。阴离子表面活性剂类的最重要的成员是

烷基硫酸酯和肥皂。

[0238] 当表面活性剂分子溶解或分散在水中时，其携带正电荷，则该表面活性剂归类为

阳离子表面活性剂。阳离子表面活性剂包括季铵盐和乙氧化胺。季铵盐是该类表面活性剂

的最常用成员。

[0239] 如果表面活性剂分子能够携带正电荷或负电荷，该表面活性剂归类为两性表面活

性剂。两性表面活性剂包括丙烯酸衍生物、取代的烷基酰胺、N-烷基甜菜碱和磷脂。

[0240] 述评了表面活性剂在药品、制剂和乳剂中的用途(Rieger，in  Pharmaceutical 

Dosage  Forms，Marcel  Dekker，Inc.，New  York，N.Y.，1988，285页)。

[0241] 核酸脂质颗粒

[0242] 在一个实施方式中，本发明特征的dsRNA完全包封在脂质制剂中，例如，以形成核

酸-脂质颗粒。通常核酸-脂质颗粒包含防止颗粒聚集的阳离子脂质、非阳离子脂质、固醇和

脂质(例如，PEG-脂质缀合物)。核酸-脂质颗粒对全身应用非常有用，因为它们在静脉内

(i.v.)注射后显示延长的循环持续时间并积聚在远端部位(例如，物理学上与给药部位分

开的部位)。另外，当存在于本发明核酸-脂质颗粒中时，核酸在水溶液中抵抗核酸酶的降

解。核酸-脂质颗粒及其制备方法公开在例如美国专利Nos.5,976,567；5,981,501；6,534,

484；6,586,410；6,815,432；和PCT公布说明书No.WO  96/40964。

[0243] 核酸-脂质颗粒还可以包括一种或多种其他脂质和/或组分例如胆固  醇。其他脂

质可出于多种目的包括在脂质体组合物中，例如以阻止脂质氧化或将配体结合在脂质体表

面上。可以存在多种脂质中的任何脂质，包括两性分子、中性、阳离子和阴离子脂质。这种脂

质可以单独或组合使用。本发明描述了可以存在的其他脂质组分的具体例子。

[0244] 可以存在于核酸-脂质颗粒中的其他组分包括双层稳定的组分，例如聚酰胺低聚
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物(例如参见美国专利No.6,320,017)、肽、蛋白质、去污剂、脂质-衍生物，例如偶联至磷酯

酰乙醇胺的PEG和结合至神经酰胺的PEG(参见美国专利No.5,885,613)。

[0245] 核酸-脂质颗粒可以包括一种或多种第二氨基脂质或阳离子脂质、中性脂质、固醇

以及为减少形成期间脂质颗粒聚集而选择的脂质，这可由阻止形成期间的电荷诱导的聚集

的颗粒的立体稳定化产生。

[0246] 例如，核酸-脂质颗粒包括SPLP、pSPLP和SNALP。术语“SNALP”指的是含有SPLP的稳

定的核酸-脂质颗粒。术语“SPLP”指的是在脂质囊泡内包封有质粒DNA的核酸-脂质颗粒。

SPLP包括“pSPLP”，其包括PCT公布说明书No.WO  00/03683中所列的包封的缩合剂-核酸络

合物。

[0247] 本发明颗粒的平均直径通常为约50nm到约150nm，更典型为约60nm到约130nm，更

典型为约70nm到约110nm，最典型地为约70nm到约90nm，且其基本上无毒。

[0248] 在一个实施方式中，脂质与药物的比例(质量/质量比)为约1∶1到约50∶1、约1∶1到

约25∶1、约3∶1到约15∶1、约4∶1到约10∶1、约5∶1到约9∶1、或约6∶1到约9∶1、或约6∶1、7∶1、8∶

1、9∶1、10∶1、11∶1、12∶1或33∶1。

[0249] 阳离子脂质

[0250] 本发明核酸-脂质颗粒通常包括阳离子脂质。例如，所述阳离子脂质可以是N，N-二

油基-N，N-二甲基氯化铵(DODAC)、N，N-二硬脂基-N，N-二甲基溴化铵(DDAB)、N-(I-(2，3-二

油酰氧基)丙基)-N，N，N-三甲基氯化铵(DOTAP)、N-(I-(2，3-二油基氧基)丙基)-N，N，N-三

甲基氯化铵(DOTMA)、N，N-二甲基-2，3-二油基氧基)丙胺(DODMA)、1，2-二亚油基氧基-N，N-

二甲基氨基丙烷(DLinDMA)、1，2-二亚麻基氧基-N，N-二甲基氨基丙烷(DLenDMA)、1，2-二亚

油基氨甲酰基氧基-3-二甲基氨基丙烷  (DLin-C-DAP)、1，2-二亚油基氧基-3-(二甲基氨

基)乙酸基丙烷(DLin-DAC)、1，2-二亚油基氧基-3-吗啉基丙烷(DLin-MA)，1，2-二亚油酰基

氧基-3-二甲基氨基丙烷(DLinDAP)，1，2-二亚油基硫基-3-二甲基氨基丙烷(DLin-S-DMA)、

1-亚油酰-2-亚油基氧基-3-二甲基氨基丙烷(DLin-2-DMAP)、1，2-二亚油基氧基-3-三甲基

氨基丙烷氯化盐(DLin-TMA.Cl)、1，2-二亚油酰基氧基-3-三甲基氨基丙烷氯化盐(DLin-

TAP.Cl)、1，2-二亚油基氧基-3-(N-甲基哌嗪-1-基)丙烷(DLin-MPZ)或3-(N，N-二亚油基氨

基)-1，2-丙二醇(DLinAP)、3-(N，N-二油基氨基)-1，2-丙二醇(DOAP)，1，2-二亚油基氧代-

3-(2-N，N-二甲基氨基)乙氧基丙烷(DLin-EG-DMA)，1，2-二亚麻基氧基-N，N-二甲基氨基丙

烷(DLinDMA)，2，2-二亚油基-4-二甲基氨基甲基-[1，3]-二氧戊环(DLin-K-DMA)或其类似

物、(3aR，5s，6aS)-N，N-二甲基-2，2-二((9Z，12Z)-十八碳-9，12-二烯基)四氢-3aH-环戊二

烯并[d][1，3]二氧杂环戊烯-5-胺(ALNY-100)、4-(二甲基氨基)丁酸(6Z，9Z，28Z，31Z)-三

十七碳-6，9，28，31-四烯-19-基酯(MC3)，或其混合物。

[0251] 除上文具体描述的之外，在大致生理学pH下携带净正电荷的其他阳离子脂质也可

以包括在本发明脂质颗粒中。这种阳离子脂质包括但不限于N，N-二油基-N，N-二甲基氯化

铵(“DODAC”)；N-(2，3-二油基氧基)丙基-N，N-N-三乙基氯化铵(“DOTMA”)；N，N-二硬脂基-

N，N-二甲基溴化铵(“DDAB”)；N-(2，3-二油酰氧基)丙基)-N，N，N-三甲基氯化铵(″DOTAP″)；

1，2-二油基氧基-3-三甲基氨基丙烷氯化盐(“DOTAP.Cl”)；3β-(N-(N′，N′-二甲基氨基乙

烷)-氨甲酰基)胆固醇(“DC-Chol”)；N-(1-(2，3-二油基氧基)丙基)-N-2-(精胺甲酰氨基)

乙基) -N，N-二甲基铵三氟乙酸盐(“DOSPA”)；双十八烷基酰氨基甘氨酰羧基精胺
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(dioctadecylamidoglycyl  carboxyspermine，“DOGS”)；1，2-二油酰-sn-3-磷脂酰乙醇胺

(“DOPE”)，1，2-二油酰-3-二甲基铵基丙烷(“DODAP”)；N，N-二甲基-2，3-二油基氧基)丙胺

(“DODMA”)和N-(1，2-二肉豆蔻基氧基丙-3-基)-N，N-二甲基-N-羟乙基溴化铵(“DMRIE”)。

另外，可使用许多阳离子脂质的商业制剂，例如LIPOFECTIN(包括DOTMA核DOPE，可购自

GIBCO/BRL)以及LIPOFECTAMINE(包括DOSPA和DOPE，可购自GIBCO/BRL)。在具  体实施方式

中，阳离子脂质是氨基脂质。

[0252] 如本发明所使用，术语“氨基脂质”意味着包括具有一个或两个脂肪酸或脂肪烷基

链和氨基头基(包括烷基氨基或二烷基氨基)的脂质，其可以质子化，以在生理学pH形成阳

离子脂质。

[0253] 其他的氨基脂质包括具有选择性的脂肪酸基团及其他二烷基氨基基团的脂质，包

括其中烷基取代基不同的脂质(例如，N-乙基-N-甲基氨基-、N-丙基-N-乙基氨基-等)。对于

其中R11和R12都是长链烷基或酰基基团的那些实施方式，它们可以是相同或不同的。通常，

具有较少饱和酰基链的氨基脂质更容易控制尺寸，特别是为了过滤灭菌目的，所述络合物

的尺寸必须低于约0.3微米。优选包含碳链长度为C14到C22的不饱和脂肪酸的氨基脂质。其

他支架也可用于分离氨基脂质的氨基和脂肪酸或脂肪烷基部分。适当的支架是本领域技术

人员已知的。

[0254] 在某些实施方式中，本发明氨基或阳离子脂质具有至少一个可质子化或可去质子

化基团，以使所述脂质在等于或低于生理学pH的pH下(例如pH7.4)是带正电荷的，且在第二

pH，优选等于或大于生理学pH下是中性的。当然，应理解随pH改变的质子的添加或者去除是

一种平衡过程，且提到带电荷或中性脂类指的是优势种类的性质，而不要求所有的脂质都

以带电荷或中性形式存在。但本发明也不排除使用具有一个以上的可质子化或可去质子化

基团的脂质，或两性离子型脂质。

[0255] 在某些实施方式中，本发明可质子化脂质中可质子化基团的pKa为约4到约11。最

优选的pKa为约4到约7，因为这些脂质在较低pH制剂阶段时将是阳离子的，而颗粒表面将在

约pH7.4的生理学pH下大量地(但非完全地)被中和。该pKa的一个优点是至少一些和颗粒外

表面相连的核酸在生理学pH下丧失其静电相互作用，并可通过简单透析去除；因此极大地

减少了颗粒对清除的敏感性。

[0256] 阳离子脂质的一个例子是1，2-二亚麻基氧基-N，N-二甲基氨基丙烷(DLinDMA)。包

括DlinDMA的核酸-脂质颗粒的合成和制备描述在2009年4月15日提交的国际申请PCT/

CA2009/00496中。

[0257] 在一个实施方式中，阳离子脂质XTC(2，2-二亚油基-4-二甲基氨基乙基-[1，3]-二

氧戊环)用于制备核酸-脂质颗粒。XTC的合成描述在2008  年10月23日提交的美国临时专利

申请号61/107,998中，其以引用方式合并于此。

[0258] 在另一个实施方式中，阳离子脂质MC3(4-(二甲基氨基)丁酸(6Z，9Z，28Z，31Z)-三

十七碳-6，9，28，31-四烯-19-基酯)(例如DLin-M-C3-DMA)用于制备核酸-脂质颗粒。MC3和

含有MC3的制剂的合成例如描述在2009年9月22日提交的美国临时序列号No.61/244,834和

2009年6月10日提交的美国临时序列号No.61/185,800，所述专利以引用方式合并于此。

[0259] 在另一个实施方式中，阳离子脂质ALNY-100((3aR，5s，6aS)-N，N-二甲基-2，2-二

((9Z，12Z)-十八碳-9，12-二烯基)四氢-3aH-环戊二烯并[d][1，3]二氧杂环戊烯-5-胺))用
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于制备核酸-脂质颗粒。ALNY-100的合成描述在2009年11月10日提交的国际专利申请PCT/

US09/63933中，其以引用方式合并于此。

[0260] 图20说明了ALNY-100、MC3和XTC的结构。

[0261] 所述阳离子脂质可以占存在于颗粒中的总脂质的约20mol％到约70mol％或约45-

65mol％或约40mol％。

[0262] 非阳离子脂质

[0263] 本发明核酸-脂质颗粒可以包括非阳离子脂质。所述非阳离子脂质可以是阴离子

脂质或中性脂质。例子包括但不限于：二硬脂酰卵磷脂(DSPC)、二油酰卵磷脂(DOPC)，二棕

榈酰卵磷脂(DPPC)，二油酰磷脂酰甘油(DOPG)、二棕榈酰磷脂酰甘油(DPPG)、二油酰-磷脂

酰乙醇胺(DOPE)、棕榈酰油酰卵磷脂(POPC)、棕榈酰油酰磷脂酰乙醇胺(POPE)、二油酰-磷

脂酰乙醇胺4-(N-马来酰亚胺基甲基)-环己胺-1-羧酸酯(DOPE-mal)、二棕榈酰磷脂酰乙醇

胺(DPPE)、二肉豆蔻酰磷脂酰乙醇胺(DMPE)、二硬脂酰-磷脂酰-乙醇胺(DSPE)、16-O-单甲

基PE、16-O-二甲基PE、18-1-反式PE、1-硬脂酰-2-油酰-磷脂酰乙醇胺(SOPE)、胆固醇或其

混合物。

[0264] 适用于本发明脂质颗粒的阴离子脂质包括但不限于磷脂酰甘油、双磷脂酰甘油、

二酰基磷脂酰丝氨酸、二酰基磷脂酸、N-十二酰磷脂酰乙醇胺、N-琥珀酰磷酯酰乙醇胺、N-

戊二酰磷酯酰乙醇胺、赖氨酰磷脂酰  甘油和其他与中性脂质连接的阴离子修饰基团。

[0265] 当存在于脂质颗粒时，中性脂质可以是多种脂质种类中的任何一种，其在生理学

pH下以不带电荷或中性两性离子的形式存在。这种脂质例如包括二酰基卵磷脂、二酰基磷

脂酰乙醇胺、神经酰胺、鞘磷脂、二氢鞘磷脂、脑磷脂和脑苷脂。本发明描述的颗粒中使用的

中性脂质的选择通常由例如考虑血流中脂质体的脂质体大小和稳定性来指导。优选地，中

性脂质组分是具有两个酰基基团的脂质(即，二酰基卵磷脂和二酰基磷脂酰乙醇胺)。具有

改变链长和饱和度的多种酰基链基团的脂质是商业可得的，且可以通过熟知技术分离或合

成。在一组实施方式中，优选含有碳链长度为C14到C22的饱和脂肪酸的脂质。在另一组实施

方式中，使用含有碳链长度为C14到C22的单-或二-不饱和脂肪酸的脂质。另外，可以使用含

有饱和与不饱和脂肪酸链的混合物的脂质。优选地，用于本发明的中性脂质是DOPE、DSPC、

POPC或任何相关的卵磷脂。用于本发明的中性脂质也可以由鞘磷脂、二氢鞘磷脂或具有其

他头基例如丝氨酸和肌醇的磷脂组成。

[0266] 在一个实施方式中，所述非阳离子脂质是二硬脂酰卵磷脂(DSPC)。在另一个实施

方式中，所述非阳离子脂质是二棕榈酰卵磷脂(DPPC)。

[0267] 如果包括胆固醇，所述非阳离子脂质可占存在于颗粒的总脂质的约5mol％到约

90mol％、约5mol％到约10mol％、约10mol％、或约58mol％。

[0268] 缀合脂质

[0269] 缀合脂质可用于核酸-脂质颗粒以阻止聚集，其包括聚乙二醇(PEG)-修饰的脂质、

单唾液酰神经节苷脂Gm1和聚酰胺低聚物(“PAO”)，例如(描述在美国专利No.6,320,017)。

含有不带电荷的、亲水性的空间阻碍部分的其他化合物(其阻止配制期间的聚集)，例如

PEG、Gm1或ATTA，也可以与用于本发明方法和组合物的脂质连接。ATTA-脂质例如描述在美

国专利No.6,320,017中，且PEG-脂质缀合物例如描述在美国专利Nos.5,820,873，5,534,

499和5,885,613中。通常，为降低聚集而选择的脂质组分的浓度为约1到15％(脂质的摩尔
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百分比)。

[0270] 可用于本发明的PEG-修饰的脂质(或脂质-聚氧乙烯缀合物)的具体例子可具有多

种“锚定”脂质部分，以将PEG部分固定到脂质囊泡的表  面。适当的PEG-修饰的脂质的例子

包括PEG-修饰的磷酯酰乙醇胺和磷脂酸、PEG-神经酰胺缀合物(例如，PEG-CerC14或PEG-

CerC20)(其描述在共同未决USSN  08/486,214中，以引用方式合并于此)、PEG-修饰的二烷

基胺和PEG-修饰的1，2-二酰氧基丙烷-3-胺。特别优选的是PEG-修饰的甘油二酯和二烷基

甘油。

[0271] 在空间上较大的部分例如PEG或ATTA和脂质锚定缀合的实施方式中，脂质锚定的

选择取决于缀合物以何种类型的形式和脂质颗粒缀合。众所周知，mePEG(mw2000)-二硬脂

酰磷脂酰乙醇胺(PEG-DSPE)将保持和脂质体缀合，直到颗粒从循环中清除，可能是大约数

天。其他的缀合物，例如PEG--CerC20具有类似的停留能力。然而，一旦和血清接触，PEG-

CerC14快速从制剂中交换出来，在一些试验中的T1/2小于60分钟。如美国专利申请SN  08/

486,214中所述，至少三种特征影响交换速率：酰基链的长度、酰基链的饱和度和立体障碍

头基的大小。具有这些特征的适当变化的化合物可以用于本发明。在一些治疗学应用中，优

选的是PEG-修饰的脂质快速从体内核酸-脂质颗粒中脱离，由此PEG-修饰的脂质将具有相

对短的脂质锚定。在其他的治疗学应用中，优选的是核酸-脂质颗粒具有较长的血浆循环时

间，由此PEG-修饰的脂质将具有相对长的脂质锚定。典型的脂质锚定包括长度为约C14到约

C22，优选约C14到约C16的那些。在一些实施方式中，PEG部分，例如mPEG-NH2的大小为约1000、

2000、5000、10000、15000或20000道尔顿。

[0272] 应注意，阻止聚集的化合物不一定要求脂质缀合以适当地发挥功能。溶液中游离

的PEG或游离的ATTA可足以阻止聚集。如果颗粒在制备成制剂后稳定，PEG或ATTA可以在给

药于受试者之前透析除去。

[0273] 抑制颗粒聚集的缀合脂质例如可以是聚乙二醇(PEG)-脂质，包括但不限于，PEG-

甘油二酯(DAG)、PEG-二烷基氧基丙基(DAA)、PEG-磷脂、PEG-神经酰胺(Cer)或其混合物。例

如，PEG-DAA缀合物可以是PEG-二月桂基氧基丙基(Ci2)、PEG-二肉豆蔻基氧基丙基(Ci4)、

PEG-二棕榈基氧基丙基(Ci6)或PEG-二硬脂基氧基丙基(Ci8)。其他的缀合脂质包括聚乙二

醇-二肉豆蔻酸甘油酯(C14-PEG或PEG-C14，其中PEG的平均分子量为2000Da)(PEG-DMG)；

(R)-2，3-二(十八烷基氧基)丙基1-(甲氧基  聚(乙二醇)2000)丙基氨基甲酸酯)(PEG-

DSG)；PEG-氨甲酰基-1，2-二肉豆蔻基氧基丙胺，其中PEG的平均分子量为2000Da(PEG-

cDMA)；N-乙酰半乳糖胺-((R)-2，3-二(十八烷基氧基)丙基1-(甲氧基聚(乙二醇)2000)丙

基氨基甲酸酯))(GalNAc-PEG-DSG)；和聚乙二醇-二棕榈酸甘油酯(PEG-DPG)。

[0274] 在一个实施方式中所述缀合脂质是PEG-DMG。在另一个实施方式中所述缀合脂质

是PEG-cDMA。在又一个实施方式中所述缀合脂质是PEG-DPG。或者所述缀合脂质是GalNAc-

PEG-DSG。

[0275] 阻止颗粒聚集的缀合脂质可以是存在于颗粒的总脂质的0mol％到约20mol％或约

0.5到约5.0mol％或约2mol％。

[0276] 当存在时，脂质混合物的固醇组分可以是通常用于脂质体、脂质囊泡或脂质颗粒

制剂领域中的任何固醇。优选的固醇是胆固醇。

[0277] 在一些实施方式中，所述核酸-脂质颗粒还包括占存在于颗粒中的总脂质的例如
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约10mol％到约60mol％或约25到约40mol％或约48％的固醇，例如胆固醇。

[0278] 脂蛋白

[0279] 在一个实施方式中，本发明制剂还包含载脂蛋白。如本发明所使用的，术语“载脂

蛋白”或“脂蛋白”指的是本领域技术人员已知的载脂蛋白及其变体和片段，以及指的是如

下所述的载脂蛋白激动剂、其类似物或片段。

[0280] 适当的载脂蛋白包括但不限于ApoA-I、ApoA-II、ApoA-IV、ApoA-V和ApoE，及其活

性多晶型、同种型、变体和突变体以及片段或截断形式。在某些实施方式中，所述载脂蛋白

是含硫醇的载脂蛋白。“含硫醇的载脂蛋白”指的是包含至少一个半胱氨酸残基的载脂蛋

白、变体、片段或同种型。最常用的含硫醇载脂蛋白是包含一个半胱氨酸残基的ApoA-I 

M i l a n o ( A p o A - I M ) 和 A p o A - I  P a r i s ( A p o A - I P ) ( J i a 等 人 ，2 0 0 2 ，

Biochem .Biophys .Res .Comm .297：206-13；Bielicki  and  Oda，2002，Biochemistry  41：

2089-96)。ApoA-II、ApoE2和ApoE3也是含硫醇的载脂蛋白。分离的ApoE和/或活性片段及其

多肽类似物(包括其重组生成的形式)描述在美国专利Nos.5,672,685；5,525,472；5,473,

039；5,182,364；  5 ,177 ,189；5,168,045；5,116 ,739中，所有公开以引用形式合并于此。

ApoE3描述在Weisgraber，等人，″Human  E  apoprotein  heterogeneity：cysteine-

arginine  interchanges  in  the  amino  acid  sequence  of  the  apo-E  isoforms，″

J .Biol .Chem .(1981)256：9077-9083和Rall，等人，″Structural  basis  for  receptor 

binding  heterogeneity  of  apolipoprotein  E  from  type  III  hyperlipoproteinemic 

subjects，″Proc .Nat .Acad .Sci .(1982)79：4696-4700中(也可参见GenBank登录号

K00396)。

[0281] 在某些实施方式中，所述载脂蛋白可以是其成熟形式、其前原载脂蛋白

(preproapolipoprotein)形式或其原载脂蛋白形式。在本发明范围内，也可使用原ApoA-I

和成熟ApoA-I(Duverger等人，1996，Arterioscler.Thromb.Vasc.Biol.16(12)：1424-29)、

ApoA-I  Milano(Klon等人，2000，Biophys .J .79：(3)1679-87；Franceschini等人，1985，

J.Biol .Chem .260：1632-35)、ApoA-I  Paris(Daum等人，1999，J.Mol .Med .77：614-22)、

ApoA-II(Shelness等人，1985，J .Biol .Chem .260(14)：8637-46；Shelness等人，1984，

J.Biol.Chem.259(15)：9929-35)、ApoA-IV(Duverger等人，1991，Euro.J.Biochem.201(2)：

373-83)和ApoE(McLean等人，1983，J.Biol.Chem.258(14)：8993-9000)的同-和杂二聚物

(当可行时)。

[0282] 在某些实施方式中，所述载脂蛋白可以是载脂蛋白的片段、变体或同种型。术语

“片段”指的是氨基酸序列比天然载脂蛋白短的任何载脂蛋白，且该片段保持天然载脂蛋白

的活性，包括脂质结合性。“变体”指的是载脂蛋白的氨基酸序列的取代或者改变，这种取代

或改变(例如氨基酸残基的增加或删除)不消除天然载脂蛋白的活性，包括脂质结合性。因

此，变体可以包含蛋白质或肽，所述蛋白质或肽的氨基酸序列基本上和本发明提供的天然

载脂蛋白相同，其中一个或多个氨基酸残基被化学相似的氨基酸保守取代。保守取代的例

子包括用至少一个疏水性残基例如异亮氨酸、缬氨酸、亮氨酸或甲硫氨酸取代其他残基。同

样地，例如，本发明涉及至少一个亲水性残基例如精氨酸和赖氨酸之间、谷氨酰胺和天冬酰

胺之间以及甘氨酸和丝氨酸之间的取代(参见美国专利Nos .6 ,004 ,925、6,037 ,323和6,

046,166)。术语“同种型”指的是具有相同、更多或部分功能以及相似、相同或部分序列，并
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且可以是或者不是同一  基因的产物以及通常是组织特异性的蛋白质(参见Weisgraber 

1990，J.Lipid  Res.31(8)：1503-11；Hixson  and  Powers  1991，J.Lipid  Res.32(9)：1529-

35；Lackner等人，1985，J.Biol .Chem .260(2)：703-6；Hoeg等人，1986，J.Biol.Chem .261

(9)：3911-4；Gordon等人，1984，J.Biol.Chem.259(1)：468-74；Powell等人，1987，Cell  50

(6)：831-40；Aviram等人，1998，Arterioscler .Thromb.Vase .Biol .18(10)：1617-24；

Aviram等人，1998，J .Clin .Invest .101(8)：1581-90；Billecke等人，2000，Drug 

Metab.Dispos.28(11)：1335-42；Draganov等人，2000，J.Biol.Chem.275(43)：33435-42；

Steinmetz  and  Utermann  1985，J .Biol .Chem .260(4)：2258-64；Widler等人，1980，

J.Biol.Chem.255(21)：10464-71；Dyer等人，1995，J.Lipid  Res.36(1)：80-8；Sacre等人，

2003，FEBS  Lett.540(1-3)：181-7；Weers，等人，2003，Biophys.Chem.100(1-3)：481-92；

Gong等人，2002，J.Biol.Chem.277(33)：29919-26；Ohta等人，1984，J.Biol.Chem.259(23)：

14888-93和U.S.Pat.No.6,372,886)。

[0283] 在某些实施方式中，本发明方法和组合物包括使用载脂蛋白的嵌合构造。例如，载

脂蛋白的嵌合构造可以由具有高脂质结合能力的载脂蛋白域组成，所述结合能力与包含局

部缺血再灌注保护特性的载脂蛋白域有关。载脂蛋白的嵌合构造可以是在载脂蛋白内包括

分隔区域的构造(即，同源构造)或嵌合构造可以是在不同的载脂蛋白之间包括分隔区域的

构造(即，异质结构)。含有嵌合构造的组合物也可包括为载脂蛋白变体的片断或设计成具

有特定性质(例如，脂质结合、受体结合、酶、酶活化、抗氧化或还原-氧化性质)的片断(参见

Weisgraber  1990，J .Lipid  Res .31(8)：1503-11；Hixson  and  Powers  1991，J .Lipid 

Res .32(9)：1529-35；Lackner等人，1985，J.Biol.Chem .260(2)：703-6；Hoeg等人，1986，

J.Biol.Chem.261(9)：3911-4；Gordon等人，1984，J.Biol.Chem.259(1)：468-74；Powell等

人，1987，Cell  50(6)：831-40；Aviram等人，1998，Arterioscler.Thromb.Vasc.Biol.18

(10)：1617-24；Aviram等人，1998，J.Clin.Invest.101(8)：1581-90；Billecke等人，2000，

Drug  Metab.Dispos.28(11)：1335-42；Draganov等人，2000，J.Biol.Chem.275(43)：33435-

42；Steinmetz  and  Utermann  1985，J.Biol.Chem .260(4)：2258-64；Widler等人，1980，

J.Biol.  Chem.255(21)：10464-71；Dyer等人，1995，J.Lipid  Res.36(1)：80-8；Sorenson等

人，1999，Arterioscler .Thromb .Vasc .Biol .19(9)：2214-25；Palgunachari  1996，

Arterioscler.Throb.Vasc.Biol.16(2)：328-38：Thurberg等人，J.Biol.Chem.271(11)：

6062-70；Dyer  1991，J.Biol .Chem .266(23)：150009-15；Hill  1998，J.Biol .Chem .273

(47)：30979-84)。

[0284] 本发明所使用的载脂蛋白也包括重组、合成、半合成或纯化的载脂蛋白。本发明所

使用的用于获得载脂蛋白或其等价物的方法是本领域熟知的。例如，载脂蛋白可例如通过

密度梯度离心或免疫亲和层析从血浆或天然产物中分离，或用本领域已知的重组DNA技术

或合成、半合成地制备(例如参见Mulugeta等人，1998，J.Chromatogr.798(1-2)：83-90；

Chung等人，1980，J.Lipid  Res .21(3)：284-91；Cheung等人，1987，J.Lipid  Res .28(8)：

913-29；Persson，等人，1998，J.Chromatogr.711：97-109；U.S.Pat.Nos.5,059,528，5,834,

596，5,876,968和5,721,114；和PCT公布WO86/04920和WO  87/02062)。

[0285] 本发明所使用的载脂蛋白还包括载脂蛋白激动剂，例如模拟ApoA-I、ApoA-I 

Milano(ApoA-IM)、ApoA-I  Paris(ApoA-IP)、ApoA-II、ApoA-IV和ApoE的活性的肽和肽类似
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物。例如，所述载脂蛋白可以是美国专利Nos.6,004,925、6,037,323、6,046,166和5,840,

688中描述的任何载脂蛋白，所述文献内容以引用方式合并于此。

[0286] 载脂蛋白激动剂肽或肽类似物可使用本领域已知的任何肽合成技术合成或制备，

例如包括美国专利Nos.6,004,925、6,037,323和6,046,166中描述的技术。例如，所述肽可

使用最先由Merrifield描述的固相合成技术(1963，J.Am.Chem.Soc.85：2149-2154)制备。

其他的肽合成技术可在Bodanszky等的Peptide  Synthesis，John  Wiley&Sons，2d  Ed .，

(1976)及其他本领域技术人员容易获得的参考资料中发现。多肽合成技术的概要可在

Stuart和Young的Solid  Phase  Peptide .Synthesis，Pierce  Chemical  Company，

Rockford，Ill.，(1984)中发现。肽也可以由如The  Proteins，Vol.II，3d  Ed .，Neurath等

人，Eds.，p.105-237，Academic  Press，New  York，N.Y.(1976)描写的溶液法合成。用于不同

的肽合成的适当的保护基团描述在以上提到的文献以及McOmie，Protective  Groups  in 

Organic  Chemistry，  Plenum  Press，New  York，N.Y.(1973)中。本发明的肽也可以通过例

如载脂蛋白A-I的较大部分的化学或酶裂解而制备。

[0287] 在某些实施方式中，所述载脂蛋白可以是载脂蛋白混合物。在一个实施方式中，所

述载脂蛋白可以是均质混合物，即，单一种类的载脂蛋白。在另一个实施方式中，所述载脂

蛋白可以是载脂蛋白的异种混合物，即，两种或更多种不同的载脂蛋白的混合物。载脂蛋白

的异种混合物的实施方式例如可以包含动物来源的载脂蛋白和半合成来源的载脂蛋白的

混合物。在某些实施方式中，异种混合物例如可以包含ApoA-I和ApoA-I  Milano的混合物。

在某些实施方式中，异种混合物例如可以包含ApoA-I  Milano和ApoA-I  Paris的混合物。用

于本发明方法和组合物的适当混合物对本领域技术人员而言是显而易见的。

[0288] 如果所述载脂蛋白由天然来源获得，它可以由植物或动物来源获得。如果所述载

脂蛋白由动物来源获得，所述载脂蛋白可来自于任何物种。在某些实施方式中，所述载脂蛋

白可由动物来源获得。在某些实施方式中，所述载脂蛋白可以由人类来源获得。在本发明的

优选实施方式中，所述载脂蛋白源自于与给药该载脂蛋白的个体相同的物种。

[0289] 其他组分

[0290] 在许多实施方式中，两性分子脂质包括在本发明脂质颗粒中。“两性分子脂质”意

指任何适当的材料，其中所述脂质材料的疏水部分指向疏水相，而亲水部分指向水相。这种

化合物包括但不限于磷脂、氨基脂和鞘脂。典型的磷脂包括鞘磷脂、卵磷脂、磷酯酰乙醇胺、

磷脂酰丝氨酸、磷脂酰纤维醇、磷脂酸、棕榈酰油酰磷脂酰胆碱、溶血卵磷脂、溶血磷酯酰乙

醇胺、二棕榈酰油酰磷脂酰胆碱、二油酰卵磷脂、二硬脂酰卵磷脂或二亚油基卵磷脂。也可

以使用其他的不含磷化合物，例如鞘脂、糖鞘脂家族、甘油二酯和β-酰氧基酸。这种两性分

子脂质可以容易地与其他脂质例如甘油三酸酯和固醇混合。

[0291] 也适于包含在本发明脂质颗粒中的是可设计的融合脂质。这种脂质颗粒具有和细

胞膜融合的倾向，并递送其有效载荷直到发生给定信号事件。这使得脂质颗粒在注射入生

物体或病变部位后能更均匀地分布，然后其开始和细胞融合。信号事件例如可以是pH、温

度、离子环境或时  间的改变。在后面一种情况下，融合延迟或“覆盖”组分，例如ATTA-脂质

缀合物或PEG-脂质缀合物可随着时间流逝简单地从脂质颗粒膜中交换出来。典型的脂质锚

定包括长度为约C14到约C22，优选约C14到约C16的那些。在一些实施方式中，PEG部分(例如

mPEG-NH2)的大小为约1000、2000、5000、10000、15000或20000道尔顿。
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[0292] 与核酸试剂缀合的脂质颗粒也可包括靶向部分，例如，特异性靶向细胞类型或组

织的靶向部分。利用多种靶向部分例如配体、细胞表面受体、糖蛋白、维生素(例如核黄素)

和单克隆抗体的脂质颗粒的靶向之前已有描述(例如参见美国专利Nos .4 ,957 ,773和4,

603,044)。所述靶向部分可以包括整个蛋白质或其片段。靶向机制通常要求靶向试剂以这

样的方式位于脂质颗粒的表面上，使得靶向部分可用于和靶标(例如细胞表面受体)相互作

用。多种不同的靶向试剂和方法是本领域已知和可获得的，包括描述在Sapra，P .and 

Allen，TM，Prog.Lipid  Res.42(5)：439-62(2003)；和Abra，RM等人，J.Liposome  Res.12：1-

3，(2002)中的那些。

[0293] 已经提出脂质颗粒即脂质体和亲水聚合物链例如聚乙二醇(PEG)链的表面涂层一

起用于靶向(Allen，等人，Biochimica  et  Biophysica  Acta1237：99-108(1995)；DeFrees，

等人，Journal  of  the  American  Chemistry  Society  118：6101-6104(1996)；Blume，等

人，Biochimica  et  Biophysica  Acta1149：180-184(1993)；Klibanov，等人，Journal  of 

Liposome  Research  2：321-334(1992)；U .S .Patent  No .5，013556；Zalipsky，

Bioconjugate  Chemistry  4：296-299(1993)；Zalipsky，FEBS  Letters  353：71-74(1994)；

Zalipsky，in  Stealth  Liposomes  Chapter  9(Lasic  and  Martin，Eds)CRC  Press，Boca 

Raton  Fl(1995)。在一种方法中，用于靶向脂质颗粒的配体例如抗体与形成脂质颗粒的脂

质的极性头基连接。在另一种方法中，靶向配体与形成亲水聚合物涂层的PEG链的远端相连

(Klibanov，等人，Journal  of  Liposome  Research  2：321-334(1992)；Kirpotin等人，FEBS 

Letters  388：115-118(1996))。

[0294] 可使用偶联靶向试剂的标准方法。例如，可使用能被活化用于靶向试剂连接的磷

酯酰乙醇胺，或衍生化亲脂性化合物，例如脂质-衍生化博来霉素。靶向抗体的脂质体可例

如使用结合蛋白A的脂质体来构建  (参见，Renneisen，等人，J.Bio .Chem .，265：16337-

16342(1990)和Leonetti，等人，Proc.Natl.Acad.Sci.(USA)，87：2448-2451(1990)。抗体缀

合物的其他例子公开在美国专利No.6,027,726，其教导以引用方式合并于此。靶向部分的

例子也可包括对细胞组分而言特异性的其他蛋白质，包括与瘤或肿瘤有关的抗原。用作靶

向部分的蛋白质可经由共价键与脂质体连接(参见Heath，Covalent  Attachment  of 

Proteins  to  Liposomes，149Methods  in  Enzymology  111-119(Academic  Press，

Inc.1987))。其他靶向方法包括生物素-抗生物素蛋白体系。

[0295] 核酸-脂质颗粒的制备

[0296] 在一个实施方式中，本发明的核酸-脂质颗粒制剂经由挤出法或管线内混合法制

备。

[0297] 挤出法(也称为预成形法或分批法)是首先制备空的脂质体(即没有核酸)，然后将

核酸加入空的脂质体中的方法。脂质体成分通过小孔聚碳酸酯膜或不均匀的陶瓷膜而挤出

导致相对较好限定的粒径分布。通常，悬浮液循环通过该膜一次或多次，直到实现所需脂质

体络合物粒径分布。所述脂质体可连续挤出通过小孔膜，以实现脂质体尺寸的逐渐减少。在

一些情况下，所形成的脂质-核酸组合物可在无需确定尺寸的情况下使用。这些方法公开于

US  5,008,050；US  4 ,927 ,637；US  4 ,737 ,323；Biochim  Biophys  Acta .1979Oct  19；557

(1)：9-23；Biochim  Biophys  Acta .1980Oct  2；601(3)：559-7；Biochim  Biophys 

Acta.1986Jun  13；858(1)：161-8；和Biochim.Biophys.Acta  1985  812，55-65，其以引用方
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式全部合并于此。

[0298] 管线内混合法是将脂质和核酸一起加入混合室中的方法。混合室可以是简单的T-

连接器或本领域技术人员已知的任何其他混合室。这些方法公开于美国专利nos.6 ,534 ,

018和US  6,855,277；US公布说明书2007/0042031和Pharmaceuticals  Research，Vol.22，

No.3，Mar.2005，p.362-372中，其以引用方式全部合并于此。

[0299] 还应理解，本发明制剂可通过本领域技术人员已知的任何方法制备。

[0300] 核酸-脂质颗粒的表征

[0301] 通过标准或非挤出法制备的制剂可以类似方式表征。例如，制剂通  常通过目视检

查表征。它们应该是带白色的透明溶液，不含聚集物或沉淀物。脂质-纳米颗粒的粒径和粒

径分布可通过光散射例如使用Malvern  Zetasizer  Nano  ZS(Malvern，USA)来测定。颗粒的

大小应该为约20-300nm，例如40-100nm。粒径分布应该是单峰的。使用染料排除试验评估制

剂中总siRNA浓度以及捕获部分。配制的siRNA样品可以在存在或不存在破坏制剂的表面活

性剂例如0.5％Triton-X100的情况下与RNA-结合染料例如Ribogreen(Molecular  Probes)

孵育。可使含有表面活性剂的样品中发出的信号相对于标准曲线来测定制剂中的总siRNA。

从总siRNA含量中减去“游离”siRNA含量(由不存在表面活性剂的情况下的信号测定)测定

捕获部分。捕获siRNA的百分比通常为＞85％。在一个实施方式中，本发明制剂被捕获至少

75％、至少80％或至少90％。

[0302] 对于核酸-脂质颗粒制剂，粒径为至少30nm、至少40nm、至少50nm、至少60nm、至少

70nm、至少80nm、至少90nm、至少100nm、至少110nm和至少120nm。适当的范围通常是约至少

50nm到约至少110nm、约至少60nm到约至少100nm、或约至少80nm到约至少90nm。

[0303] 核酸-脂质颗粒制剂

[0304] LNP01

[0305] 合成核酸-脂质颗粒的一个例子如下。使用类脂质ND98·4HCl(MW1487)(式1)、胆

固醇(Sigma-Aldrich)和PEG-神经酰胺C16(Avanti  Polar  Lipids)合成核酸-脂质颗粒。该

核酸-脂质颗粒有时称为LNP01颗粒。各自在乙醇中的储备溶液可按如下方法制备：ND98，

133mg/ml；胆固醇，25mg/ml，PEG-神经酰胺C16，100mg/ml。然后可以例如以42∶48∶10的摩尔

比组合ND98、胆固醇和PEG-神经酰胺C16的储备溶液。组合的脂质溶液与水性siRNA(例如，

在pH5的乙酸钠中)混合，使得最终乙醇浓度为约35-45％且最终乙酸钠浓度为约100-

300mM。一旦混合，脂质-siRNA纳米颗粒通常自发形成。取决于所需粒径分布，所得纳米颗粒

混合物可以例如使用热屏障挤压机，例如Lipex挤压机(Northern  Lipids，Inc)挤出通过聚

碳酸酯膜(例如，100nm截断值)。在一些情况下，可以省略挤出步骤。乙醇去除和同时发生的

缓冲液更换可以通过例如透析或切向流过滤实现。缓冲液可以更换为例如pH约7、例如pH约

6.9、  pH约7.0、pH约7.1、pH约7.2、pH约7.3或pH约7.4的磷酸盐缓冲盐水(PBS)。
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[0306]

[0307] LNP01制剂例如描述在国际申请公布说明书No.WO2008/042973中，其以引用方式

合并于此。

[0308] 其他典型的核酸-脂质颗粒制剂描述在下表中。应理解，表中的核酸-脂质颗粒的

名称不是限制性的。例如，如本发明所使用，术语SNALP意指包括阳离子脂质DLinDMA的制

剂。

[0309]
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[0310]

[0311]

[0312] 含有XTC的制剂例如描述在2009年9月3日提交的美国临时序列号61/239,686中，
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其以引用方式合并于此。

[0313] 含有MC3的制剂例如描述在2009年9月22日提交的美国临时序列号61/244,834以

及2009年6月10日提交的美国临时序列号61/185,800中，其以引用方式合并于此。

[0314] 含有ALNY-100的制剂例如描述在2009年11月10日提交的国际专利申请PCT/US09/

63933中，其以引用方式合并于此。

[0315] 其他典型制剂描述在表25和26中。脂质指的是阳离子脂质。

[0316] 表25：经由挤出法制备的典型核酸-脂质颗粒的组合物(摩尔％)

[0317]
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[0318]
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[0319]
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[0320]     
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[0321]     

[0322]     

[0323] 表26：经由管线内混合法制备的典型核酸-脂质颗粒的组合物
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[0324]
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[0325]     

[0326] 阳离子脂质的合成

[0327] 用于本发明的核酸-脂质颗粒中的任何化合物，例如阳离子脂质等，可通过已知的

有机合成技术(包括更详细地描述在实施例中的方法)制备。除非另有说明，所有取代基如

下定义。

[0328] “烷基”指的是直链或支链、非环形或环形、饱和的包含1到24个碳原子的脂肪族

烃。典型的饱和直链烷基包括甲基、乙基、正丙基、正丁基、正戊基、正己基等；而饱和的支链

烷基包括异丙基、仲丁基、异丁基、叔丁基、异戊基等。典型的饱和环形烷基包括环丙基、环

丁基、环戊基、环己基等；而不饱和的环形烷基包括环戊烯基和环己烯基等。

[0329] “烯基”指的是在相邻碳原子之间包含至少一个双键的如上定义的烷基。烯基包括

顺式和反式异构体。典型的直链和支链烯基包括乙烯基、丙烯基、1-丁烯基、2-丁烯基、异丁

烯基、1-戊烯基、2-戊烯基、3-甲基  -1-丁烯基、2-甲基-2-丁烯基、2，3-二甲基-2-丁烯基

等。

[0330] “炔基”指的是在相邻碳原子之间还包含至少一个三键的如上定义的任何烷基或

烯基。典型的直链和支链炔基包括乙炔基、丙炔基、1-丁炔基、2-丁炔基、1-戊炔基、2-戊炔

基、3-甲基-1丁炔基等。

[0331] “酰基”指的是连接点处的碳被氧基取代的任何烷基、烯基或炔基，如以下定义。例

如，-C(＝O)烷基、-C(＝O)烯基和-C(＝O)炔基是酰基基团。

[0332] “杂环”指的是5-到7-元单环、或7-到10-元二环、杂环，其可以是饱和、不饱和或芳
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香族的，且其包含独立选自氮、氧和硫的1或2个杂原子，且所述氮和硫杂原子可以任选被氧

化，且所述氮杂原子可以任选被季铵化，所述杂环也包括任何上述杂环与苯环稠合的双环。

所述杂环可经由任何杂原子或碳原子连接。杂环包括以下定义的杂芳基。杂环包括吗啉基、

吡咯烷酮基(pyrrolidinonyl)、吡咯烷基、哌啶基、哌嗪基、乙内酰脲基、戊内酰胺基、环氧

乙基、氧杂环丁基、四氢呋喃基、四氢吡喃基、四氢吡啶基、四氢嘧啶基、四氢噻吩基、四氢噻

喃基、四氢嘧啶基、四氢噻吩基、四氢噻喃基等。

[0333] 术语“任选取代的烷基”、“任选取代的烯基”、“任选取代的炔基”、“任选取代的酰

基”和“任选取代的杂环”指的是，当被取代时，至少一个氢原子被取代基替换。在氧取代基

(＝O)的情况下两个氢原子被替换。关于这点，取代基包括氧、卤素、杂环、-CN、-ORx、-

NRxRy、-NRxC(＝O)Ry、-NRxSO2Ry、-C(＝O)Rx、-C(＝O)ORx、-C(＝O)NRxRy、-SOnRx和-SOnNRxRy，

其中n是O、1或2，Rx和Ry相同或不同，独立为氢、烷基或杂环，且每一个所述的烷基和杂环取

代基可以再被一个或多个以下基团取代：氧、卤素、-OH、-CN、烷基、-ORx、杂环基、-NRxRy、-

NRxC(＝O)Ry、-NRxSO2Ry、-C(＝O)Rx、-C(＝O)ORx、-C(＝O)NRxRy、-SOnRx和-SOnNRxRy。

[0334] “卤素”指的是氟、氯、溴和碘。

[0335] 在一些实施方式中，本发明方法可能需要使用保护基。保护基法是本领域技术人

员所熟知的(例如参见Protective  Groups  in  Organic  Synthesis，Green，T.W .等人，

Wiley-Interscience，New  York  City，1999)。简言之，本发明上下文内的保护基是降低或

消除不需要的官能团反应性的  任何基团。保护基可加给官能团以屏蔽其在某些反应期间

的反应性，然后除去保护基以显示原来的官能团。在一些实施方式中，使用“醇保护基”。“醇

保护基”是降低或消除不需要的醇官能团反应性的任何基团。可使用本领域熟知的技术增

加并除去保护基。

[0336] 式A的合成

[0337] 在一个实施方式中，本发明核酸-脂质颗粒采用式A的阳离子脂质配制：

[0338]

[0339] 其中R1和R2独立为烷基、烯基或炔基，各基团可任选被取代，且R3和R4独立为低级

烷基或R3和R4可以合起来形成任选被取代的杂环。在一些实施方式中，所述阳离子脂质是

XTC(2，2-二亚油基-4-二甲基氨基乙基-[1，3]-二氧戊环)。通常，上述式A的脂质可通过以

下反应方案1或2制备，其中除非另有说明，所有的取代基如上定义。

[0340] 方案1
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[0341]

[0342] 脂质A可按照方案1制备，其中R1和R2独立为烷基、烯基或炔基，各基团可任选被取

代，且R3和R4独立为低级烷基或R3和R4可以合起来形成任选被取代的杂环。酮1和溴化物2可

以购买或按照本领域技术  人员已知的方法制备。1和2的反应生成缩酮3。用胺4处理缩酮3

生成式A的脂质。可用式5的有机盐使式A的脂质转化为相应铵盐，其中X是选自卤素、氢氧

根、磷酸根、硫酸根等的阴离子抗衡离子。

[0343] 方案2

[0344]

[0345] 或者，酮1起始材料可按照方案2制备。格氏试剂6和氰化物7可以购买或按照本领

域技术人员已知的方法制备。6和7的反应生成酮1。酮1到式A的相应脂质的转化如方案1所

述。

[0346] MC3的合成

[0347] DLin-M-C3-DMA(即4-(二甲基氨基)丁酸(6Z，9Z，28Z，31Z)-三十七碳-6，9，28，31-

四烯-19-基酯))的制备如下。在室温下搅拌(6Z，9Z，28Z，31Z)-三十七碳-6，9，28，31-四烯-

19-醇(0.53g)、4-N，N-二甲基氨基丁酸盐酸盐(0.51g)、4-N，N-二甲基氨基吡啶(0.61g)和

1-乙基-3-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐(0.53g)的二氯甲烷(5mL)溶液过夜。用稀

盐酸洗涤该溶液，然后用稀释的碳酸氢钠水溶液洗涤。有机部分用无水硫酸镁干燥，过滤并

在旋转蒸发器上去除溶剂。残余物通过硅胶柱(20g)，使用1-5％甲醇/二氯甲烷洗脱梯度。

合并含有纯化产物的级分并去除溶剂，得到无色油状物(0.54g)。
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[0348] ALNY-100的合成

[0349] 缩酮519[ALNY-100-100]的合成使用以下方案3进行：

[0350]

[0351] 515的合成：

[0352] 在0℃下在氮气氛下往双颈RBF(1L)中的200ml无水THF中的LiAlH4(3 .74g，

0.09852mol)的搅拌的悬浮液中缓慢添加70ml  THF中的514(10g，0.04926mol)。完全添加

后，反应混合物加热到室温，然后加热回流4h。反应的进程由TLC监控。反应完全后(通过TLC

监控)，使混合物冷却到0℃，并通过小心添加饱和的Na2SO4溶液淬灭。反应混合物在室温下

搅拌4h并过滤。用THF适当地洗涤残余物。混合滤液和洗液并用400ml二氧杂环己烷和26ml

浓HCl稀释，并在室温下搅拌20分钟。在真空下去除挥发物，得到515的盐酸盐，为白色固体。

产率：7.12g，1H-NMR(DMSO，400MHz)：δ＝9.34(宽，2H)，5.68(s，2H)，3.74(m，1H)，2.66-2.60

(m，2H)，2.50-2.45(m，5H)。

[0353] 516的合成：

[0354] 往250mL双颈RBF中的100mL无水DCM中的化合物515的搅拌溶液中添加NEt3

(37.2mL，0.2669mol)，并在氮气氛下冷却到0℃。缓慢添加50mL无水DCM中的N-(苄氧基-羰

基氧基)-琥珀酰亚胺(20g，0.08007mol)后，使反应混合物加热到室温。反应完全后(2-3h，

由TLC监控)，用1N  HCl溶液(1x  100mL)和饱和的NaHCO3溶液(1x  50mL)先后洗涤混合物。然

后用无水Na2SO4干燥有机层并蒸发溶剂，得到粗料，通过硅胶柱层析纯化后，得到516，为粘

性团块。产率：11g(89％)。1H-NMR(CDCl3，400MHz)：δ＝7.36-7.27(m，5H)，5.69(s，2H)，5.12

(s，2H)，4.96(br .，1H)2.74(s，3H)，2.60(m，2H)，2.30-2.25(m，2H)。LC-MS[M+H]-232.3

(96.94％)。

[0355] 517A和517B的合成：

[0356] 将环戊烯516(5g，0.02164mol)溶解在单颈500mLRBF中的220mL丙酮和水(10∶1)溶

液中，在室温下往其中添加N-甲基吗啉-N-氧化物(7.6  g，0.06492mol)和4.2mL的7.6％的

OsO4(0.275g，0.00108mol)的叔丁醇溶液。反应完全后(约3h)，通过添加固体Na2SO3淬灭混

合物，在室温下搅拌所得混合物1.5h。用DCM(300mL)稀释反应混合物并用水(2x  100mL)、然

后是饱和NaHCO3(1x  50mL)溶液、水(1x  30mL)以及最后用盐水(1x  50mL)洗涤。用无水

Na2SO4干燥有机相并在真空中去除溶剂。用硅胶柱层析纯化粗料得到非对映体混合物，其通

过制备型HPLC分离。产率：6g粗品。

[0357] 517A-峰-1(白色固体)，5.13g(96％)。1H-NMR(DMSO，400MHz)：δ＝7.39-7.31(m，

5H)，5.04(s，2H)，4.78-4.73(m，1H)，4.48-4.47(d，2H)，3.94-3.93(m，2H)，2.71(s，3H)，

1.72-1.67(m，4H) .LC-MS-[M+H]-266.3，[M+NH4+]-283.5存在，HPLC-97.86％。立体化学由

X-线确认。
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[0358] 518的合成：

[0359] 使用类似于合成化合物505所述的方法获得化合物518(1.2g，41％)，为无色油状

物。1H-NMR(CDCl3，400MHz)：δ＝7.35-7.33(m，4H)，7.30-7.27(m，1H)，5.37-5.27(m，8H)，

5.12(s，2H)，4.75(m，1H)，4.58-4.57(m，2H)，2.78-2.74(m，7H)，2.06-2.00(m，8H)，1.96-

1.91(m，2H)，1.62(m，4H)，1.48(m，2H)，1.37-1.25(br  m，36H)，0.87(m，6H) .HPLC-98.65％。

[0360] 合成化合物519的一般程序：

[0361] 化合物518(1eq)的己烷(15mL)溶液以逐滴方式加入冰冷的LAH的THF(1M，2eq)溶

液中。完全添加后，混合物在40℃加热0.5h，然后在冰浴上再次冷却。用饱和Na2SO4水溶液小

心水解混合物，然后通过寅式盐(Celite)过滤，减少为油。柱色谱法提供纯化的519(1.3g，

68％)，其以无色油状物获得。13C  NMR＝130.2，130.1(x2)，127.9(x3)，112.3，79.3，64.4，

44.7，38.3，35.4，31.5，29.9(x2)，29.7，29.6(x2)，29.5(x3)，29.3(x2)，27.2(x3)，25.6，

24.5，23.3，226，14.1；电喷射MS(+ve)：C44H80NO2的分子量(M+H)+计算值654.6，实测值

654.6。

[0362] 治疗剂-脂质颗粒组合物和制剂

[0363] 本发明包括含有本发明脂质颗粒和活性剂的组合物，其中所述活性剂与所述脂质

颗粒结合。在具体实施方式中，所述活性剂是治疗剂。在  具体实施方式中，所述活性剂包封

在脂质颗粒的水性内部。在其他实施方式中，所述活性剂存在于脂质颗粒的一层或多层脂

质层中。在其他实施方式中，所述活性剂和脂质颗粒的外部或内部脂质表面结合。

[0364] 本发明所使用的“完全包封”指的是颗粒中的核酸暴露于明显降解游离DNA的血清

或核酸酶试验后，其不被明显降解。在完全包封体系中，优选小于25％的颗粒核酸在通常降

解100％的游离核酸的处理中被降解，更优选小于10％和最优选小于5％的颗粒核酸被降

解。或者，完全包封可由 试验测定。 是用于定量溶液中寡核苷酸和单

链DNA的超灵敏的荧光核酸染色剂(可以从Invitrogen  Corporation，Carlsbad，CA获得)。

完全包封也提示颗粒是血清稳定的，即，一旦体内给药，它们不会迅速分解成其组成部分。

[0365] 本发明所使用的活性剂包括能够对细胞、组织、器官或受试者发挥预期效果的任

何分子或化合物。这种效果例如可以是生物学、生理学或化妆品学的。活性剂可以是任何种

类的分子或化合物，例如包括，核酸、肽和多肽，例如包括抗体，例如多克隆抗体、单克隆抗

体、抗体片段；人源化抗体、重组抗体、重组人抗体和PrimatizedTM抗体、细胞因子、生长因

子、细胞凋亡因子、分化-诱导因子、细胞表面受体及其配体；激素；和小分子，包括有机小分

子或化合物。

[0366] 在一个实施方式中，所述活性剂是治疗剂，或其盐或衍生物。治疗剂衍生物本身可

以是治疗活性的，或它们可以是前药，其在进一步修饰后变成活性的。因此，在一个实施方

式中，和未修饰试剂相比，治疗剂衍生物保持一些或全部治疗活性，而在另一个实施方式

中，治疗剂衍生物缺乏治疗活性。

[0367] 在多个实施方式中，治疗剂包括任何治疗有效的试剂或药物，例如抗炎化合物、抗

抑郁药、兴奋剂、止痛剂、抗生素、节育药物、退热药、血管扩张剂、抗血管新生剂、细胞血管

剂(cytovascular  agents)、信号转导抑制剂、心血管药(例如抗心律失常药)、血管收缩剂、

激素和类固醇。

[0368] 在某些实施方式中，所述治疗剂是肿瘤学药物，其也可以称为抗肿瘤药、抗癌药、

说　明　书 52/143 页

55

CN 104922699 B

55



肿瘤药、抗肿瘤剂等。可用于本发明的肿瘤学药物的例子包括但不限于亚德里亚霉素、左旋

溶内瘤素、别嘌呤醇、六甲蜜胺、  氨磷汀、阿那曲唑、araC、三氧化二砷、脒唑硫嘌呤、蓓萨罗

丁、biCNU、博来霉素、静脉内马利兰、口服马利兰、卡培他滨(Xeloda)、卡铂、卡莫司汀、

CCNU、塞来昔布、苯丁酸氮芥、顺铂、克拉屈滨、环孢菌素A、氟尿嘧啶、阿糖胞苷、柔红霉素、

癌得星、柔红霉素、地塞米松、右雷佐生、多烯紫衫醇、亚德利亚霉素、亚德利亚霉素、DTIC、

表柔比星、雌氮芥、磷酸依托泊苷、依托泊苷和VP-16、依西美坦、FK506、氟达拉滨、氟尿嘧

啶、5-FU、吉西他滨(Gemzar)、吉妥单抗-奥佐米星、醋酸戈舍瑞林、羟基脲、去甲氧柔红霉

素、异环磷酰胺、甲磺酸伊马替尼、干扰素、伊立替康(Camptostar，CPT-111)、来曲唑、甲酰

四氢叶酸、克拉立平、亮丙瑞林、左旋咪唑、阿利维A酸、甲地孕酮、美法仑、L-PAM、巯乙磺酸

钠、氨甲喋呤、甲氧沙林、光神霉素、丝裂霉素、米托蒽醌、氮芥、紫杉醇、氨羟二磷酸二钠、甲

氧聚乙二醇琥珀酰胺腺甙脱氨酶、喷司他丁、卟吩姆钠、强的松、B细胞单克隆抗体、链脲霉

素、STI-571、三苯氧胺、泰索帝、替莫唑胺、替尼泊苷、VM-26、拓扑替康(Hycamtin)、托瑞米

芬、维甲酸、ATRA、戊柔比星、长春碱、长春花碱、长春新碱、VP16和长春瑞滨。可用于本发明

的肿瘤学药物的其他例子是玫瑰树碱和玫瑰树碱类似物或衍生物、埃坡霉素、胞内激酶抑

制剂和喜树碱。

[0369] 其他制剂

[0370] 乳剂

[0371] 本发明组合物可制备并配制成乳剂。乳剂是典型的一种液体以直径通常超过0.1μ

m的小滴形式分散在另一种液体中的非均匀体系(Idson，in  Pharmaceutical  Dosage 

Forms，Lieberman，Rieger和Banker(Eds.)，1988，Marcel  Dekker，Inc.，New  York，N.Y.，第

1卷，p.199页；Rosoff，in  Pharmaceutical  Dosage  Forms，Lieberman，Rieger和Banker

(Eds .)，1988，Marcel  Dekker，Inc .，New  York，N .Y .，第1卷，245页；Block  in 

Pharmaceutical  Dosage  Forms，Lieberman，Rieger  and  Banker(Eds .)，1988，Marcel 

Dekker，Inc .，New  York，N .Y .，volume  2，p .335；Higuchi等人，in  Remington′s 

Pharmaceutical  Sciences，Mack  Publishing  Co.，Easton，Pa.，1985，p.301)。乳剂通常是

包含紧密混合和互相分散的两种不混溶液相 的两相系统。通常，乳剂可以是油包水(w/)或

水包油(o/w)类。当水相精细分散并以精细小滴分散在大量油相中时，得到的组合物称为油

包水(w/o)乳剂。或者，当油相精细分散并以精细小滴分散在大量水相中时，得到的组合物

称为水包油(o/w)乳剂。除分散相之外，乳剂可包含其他组分，活性药物可作为溶液存在于

水相、油相或本身作为独立相。如果需要，药物赋形剂例如乳化剂、稳定剂、着色剂和抗氧化

剂也可存在于乳剂中。药物乳剂也可以是由两相以上组成的多重乳剂，例如，油包水包油

(o/w/o)和水包油包水(w/o/w)乳剂。这种复杂制剂通常提供简单的两相乳剂所没有的某些

优点。多重乳剂中，o/w乳剂的单个油滴包围水滴组成w/o/w乳剂。同样，稳定存在于油连续

相中的水滴包围油滴的体系提供o/w/o乳剂。

[0372] 乳剂的特征在于几乎没有或没有热力学稳定性。通常，乳剂的分散或非连续相很

好地分散在外相或连续相中，并通过乳化剂或制剂的粘性维持该形式。乳剂的任何一相可

以是半固体或固体，乳剂类型的软膏基质和霜剂就是这样。稳定乳剂的其他方法需要利用

乳化剂，其可以加入乳剂的任一相。乳化剂可以大体地分为四类：合成的表面活性剂、天然

存在的乳化剂、吸收基质和精细分散固体(Idson，in  Pharmaceutical  Dosage  Forms，
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Lieberman，Rieger  and  Banker(Eds .)，1988，Marcel  Dekker，Inc .，New  York，N.Y .，

volume  1，p.199)。

[0373] 合成的表面活性剂，又名表面活性剂，在乳剂制剂中具有广泛适用性，且已在文献

中述评(Rieger，in  Pharmaceutical  Dosage  Forms，Lieberman，Rieger  and  Banker

(Eds .)，1988，Marcel  Dekker，Inc .，New  York，N .Y .，volume  1，p .285；Idson，in 

Pharmaceutical  Dosage  Forms，Lieberman，Rieger  and  Banker(Eds.)，Marcel  Dekker，

Inc.，New  York，N.Y.，1988，第1卷，199页)。表面活性剂通常是两性分子的，且包含亲水性

和疏水性部分。表面活性剂的亲水性与疏水性的比例称为亲水/亲油平衡(HLB)，其在制剂

制备中是分类并选择表面活性剂的重要工具。基于亲水基的性质，表面活性剂可被分为不

同类型：非离子的、阴离子的、阳离子的和两性的(Rieger，in  Pharmaceutical  Dosage 

Forms，Lieberman，Rieger  and  Banker(Eds .)，1988，Marcel  Dekker，Inc.，New  York，

N.Y.，第1卷，285  页)。

[0374] 用于乳剂制剂的天然存在的乳化剂包括羊毛脂、蜂蜡、磷脂、卵磷脂和阿拉伯树

胶。吸收基质具有亲水性，这样它们可以吸收水从而形成w/o乳剂，同时仍保持其半固体粘

度，例如无水羊毛脂和亲水性矿脂。精细分散固体也用作良好的乳化剂，特别是和表面活性

剂组合并用于粘性制剂中。这些包括极性无机固体，例如重金属氢氧化物、非溶胀粘土例如

皂土、坡缕石、锂蒙脱石、高岭土、蒙脱土、胶状硅酸铝和胶状镁铝硅酸盐、颜料和非极性固

体例如碳或三硬脂酸甘油酯。

[0375] 多种非乳化材料也可包括在乳剂制剂中并有助于乳剂的性质。这些包括脂肪、油、

蜡、脂肪酸、脂肪醇、脂肪酸酯、保湿剂、亲水胶体、防腐剂和抗氧化剂(Block，in 

Pharmaceutical  Dosage  Forms，Lieberman，Rieger  and  Banker(Eds .)，1988，Marcel 

Dekker，Inc.，New  York，N.Y.，第1卷，335页；Idson，in  Pharmaceutical  Dosage  Forms，

Lieberman，Rieger  and  Banker(Eds.)，1988，Marcel  Dekker，Inc.，New  York，N.Y.，第1

卷，199页)。

[0376] 亲水胶体或水状胶体包括天然存在的树胶和合成聚合物，例如多糖(例如，阿拉伯

树胶、琼脂、藻酸、角叉菜胶、瓜尔胶、刺梧桐树胶和黄芪胶)、纤维素衍生物(例如，羧甲基纤

维素和羧丙基纤维素)和合成聚合物(例如，卡波姆、纤维素醚和羧乙烯聚合物)。这些物质

分散在水中或在水中溶胀以形成胶体溶液，其通过形成围绕分散相小滴的强大界面膜和通

过增加外相的粘性使乳剂稳定。

[0377] 由于乳剂通常包含许多容易支持微生物生长的成分，例如碳水化合物、蛋白质、固

醇和磷脂，因此这些制剂中通常加入防腐剂。乳剂制剂中的常用防腐剂包括对于羟苯甲酸

甲酯、对羟苯甲酸丙酯、季铵盐、杀藻铵、对羟基苯甲酸酯和硼酸。通常也在乳剂制剂中加入

抗氧化剂，以阻止制剂变质。所用的抗氧化剂可以是自由基清除剂，例如生育酚、没食子酸

烷基酯、丁基羟基苯甲醚、丁基羟基甲苯；或还原剂，例如抗坏血酸和焦亚硫酸钠；以及抗氧

化剂协同剂，例如柠檬酸、酒石酸和卵磷脂。

[0378] 乳剂制剂经由皮肤、经口和胃肠外途径的应用及其制备方法已在文  献中述评

(Idson，in  Pharmaceutical  Dosage  Forms，Lieberman，Rieger  and  Banker(Eds.)，1988，

Marcel  Dekker，Inc.，New  York，N.Y.，第1卷，199页)。经口递送的乳剂制剂由于制剂便利

性以及就吸收和生物利用率而言的功效已经得到广泛应用(Rosoff，in  Pharmaceutical 
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Dosage  Forms，Lieberman，Rieger  and  Banker(Eds .)，1988，Marcel  Dekker，Inc.，New 

York，N.Y.，第1卷，245页；Idson，in  Pharmaceutical  Dosage  Forms，Lieberman，Rieger 

and  Banker(Eds.)，1988，Marcel  Dekker，Inc.，New  York，N.Y.，第1卷，199页)。矿物油基

质轻泻剂、油溶性维生素和高脂肪营养制剂是通常作为o/w乳剂经口给药的材料。

[0379] 在本发明的一个实施方式中，dsRNA和核酸组合物配制成微乳剂。微乳剂可以定义

为水、油和两性分子体系，其是单一光学各向同性和热力学稳定的液体溶液(Rosoff，in 

Pharmaceutical  Dosage  Forms，Lieberman，Rieger  and  Banker(Eds .)，1988，Marcel 

Dekker，Inc.，New  York，N.Y.，第1卷，245页)。通常微乳剂是通过如下方法制备的体系：首

先将油分散在表面活性剂水溶液中，然后添加足量的第四种组分，通常是中等链长的醇，以

形成透明体系。因此，微乳剂也被称为两种不溶混液体的热力学稳定的、各向同性透明的分

散体，其通过表面活性分子的界面膜稳定(Leung和Shah，in：Controlled  Release  of 

Drugs：Polymers  and  Aggregate  Systems，Rosoff，M.，Ed .，1989，VCH  Publishers，New 

York，185-215页)。微乳剂通常经由组合三到五种组分来制备，包括油、水、表面活性剂、助

表面活性剂和电解质。微乳剂是否是油包水(w/o)或水包油(o/w)型取决于所使用的油和表

面活性剂性质以及表面活性剂分子的极性头部和碳氢化合物尾部的结构和几何组装

(Schott，in  Remington′s  Pharmaceutical  Sciences，Mack  Publishing  Co.，Easton，

Pa.，1985，271页)。

[0380] 本领域技术人员已经广泛研究了利用相位图的现象学方法，并获得了如何配制微

乳剂的综合知识(Rosoff，in  Pharmaceutical  Dosage  Forms，Lieberman，Rieger  and 

Banker(Eds .)，1988，Marcel  Dekker，Inc .，New  York，N .Y .，第1卷，245页；Block，in 

Pharmaceutical  Dosage  Forms，Lieberman，Rieger  and  Banker(Eds .)，1988，Marcel 

Dekker，Inc.，New  York，N.Y.，第1卷，335页)。较之传统乳剂，微乳剂具有使水不溶性药物

溶解在自发形 成的热力学稳定的小滴制剂中的优点。

[0381] 用于制备微乳剂的表面活性剂包括但不限于离子型表面活性剂、非离子型表面活

性剂、Brij96、聚氧乙烯油烯基醚、脂肪酸聚甘油酯、单月桂酸四甘油酯(ML310)、单油酸四

甘油酯(MO310)、单油酸六甘油酯(PO310)、五油酸六甘油酯(PO500)、单癸酸十甘油酯

(MCA750)、单油酸十甘油酯(MO750)、倍半油酸十甘油酯(SO750)、十油酸十甘油酯

(DAO750)，它们单独使用或和助表面活性剂组合。由于表面活性剂分子之间产生的间隙，助

表面活性剂(通常是短链醇，例如乙醇、1-丙醇和1-丁醇)通过渗透入表面活性剂膜并因此

生成异常膜从而适用于增加界面流动性。然而，微乳剂可以在不使用助表面活性剂的情况

下制备，且无醇自乳化微乳剂体系是本领域已知的。通常，水相可以是但不限于水、药物水

溶液、甘油、PEG300、PEG400、聚丙三醇、丙二醇、和乙二醇的衍生物。油相可以包括但不限于

以下材料：例如Captex  300、Captex355、Capmul  MCM、脂肪酸酯、中链(C8-C12)单、二和三甘

油酯、聚氧乙烯的脂肪酸甘油酯、脂肪醇、聚乙二醇化甘油酯、饱和的聚乙二醇化C8-C10甘

油酯、植物油和硅油。

[0382] 在药物溶解和提高药物吸收方面，微乳剂是特别值得关注的。脂质基微乳剂(o/w

和w/o)已被提议用于提高药物(包括肽)的口服生物利用率(Constantinides等人，

P h a r m a c e u t i c a l  R e s e a r c h ，1 9 9 4 ，1 1 ，1 3 8 5 - 1 3 9 0 ；R i t s c h e l ，

Meth.Find.Exp.Clin.Pharmacol.，1993，13，205)。微乳剂具有如下优点：改善药物溶解、避
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免药物被酶水解、由于表面活性剂诱导的膜流体性和渗透性的变化而可能提高药物吸收、

易于制备、比固体剂型易于口服、临床功效改善和毒性降低(Constantinides等人，

Pharmaceutical  Research，1994，11，1385；Ho等人，J.Pharm.Sci.，1996，85，138-143)。当

在环境温度下微乳剂的组分混合在一起时，通常微乳剂可以自发形成。当配制不耐热药物

肽或dsRNA时，这可能是特别有利的。在化妆品和药物应用中，微乳剂在透皮递送活性组分

中也是有效的。可预期，本发明微乳剂组合物和制剂将促进dsRNA和核酸从胃肠道中的增加

的全身吸收，以及改善dsRNA和核酸的局部细胞摄取。

[0383] 本发明微乳剂也可以包含其他组分和添加剂，例如失水山梨醇单硬  脂酸酯

(Grill3)、Labrasol和渗透促进剂，以改善制剂的性质并提高本发明dsRNA和核酸的吸收。

用于本发明微乳剂的渗透促进剂可以分为属于五大类之一--表面活性剂、脂肪酸、胆汁盐、

螯合剂和非螯合非表面活性剂(Lee等人，Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug 

Carrier  Systems，1991，p.92)。这些种类中的每一类已在上文讨论。

[0384] 渗透促进剂

[0385] 在一个实施方式中，本发明使用多种渗透促进剂以使核酸特别是dsRNA有效递送

至动物皮肤。大部分药物以离子化或非离子化形式存在于溶液中。然而，通常仅脂质可溶性

或亲脂性药物易于透过细胞膜。已经发现，如果用渗透促进剂处理需要透过的膜，甚至非亲

脂性药物也可以透过细胞膜。除帮助非亲脂性药物扩散透过细胞膜之外，渗透促进剂也提

高亲脂性药物的渗透性。

[0386] 渗透促进剂可以分为属于五大类之一，即表面活性剂、脂肪酸、胆汁盐、螯合剂和

非螯合非表面活性剂(Lee等人，Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier 

Systems，1991，p.92)。每一种上述种类的渗透促进剂详细描述如下。

[0387] 表面活性剂：根据本发明，表面活性剂是这样的化学实体，当溶解在水溶液中时，

其能减少溶液的表面张力或水溶液和另一种液体之间的界面张力，导致dsRNA通过黏膜的

吸收增加。除胆汁盐和脂肪酸之外，这些渗透促进剂例如包括，十二烷基硫酸钠、聚氧乙烯-

9-月桂基醚和聚氧乙烯-20-鲸蜡基醚(Lee等人，Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug 

Carrier  Systems，1991，p .92)；和全氟化学乳剂，如FC-43。Takahashi等人，

J.Pharm.Pharmacol.，1988，40，252)。

[0388] 脂肪酸：作为渗透促进剂的多种脂肪酸及其衍生物例如包括油酸、月桂酸、癸酸

(正癸酸)、肉豆蔻酸、棕榈酸、硬脂酸、亚油酸、亚麻酸、二癸酸、三癸酸、甘油一油酸酯(1-单

油酰-rac-甘油)、甘油二月桂酸酯、辛酸、花生四烯酸、甘油1-单癸酸酯、1-十二烷基氮杂环

庚烷-2-酮、酰肉碱、酰基胆碱、其C1-10烷基酯(例如，甲基、异丙基和叔丁基)及其单-和二-

甘油酯(即油酸酯、月桂酸酯、癸酸酯、豆蔻酸酯、棕榈酸酯、硬脂酸酯、亚油酸酯等)(Lee等

人，Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier  Systems，1991，p.92；Muranishi，

Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier  Systems，1990，7，1-33；El  Hariri等

人，J.Pharm.Pharmacol.，1992，44，651-654)。

[0389] 胆汁盐：胆汁的生理学作用包括促进脂质和脂溶性维生素的分散和吸收

(Brunton，Chapter  38in：Goodman&Gilman′s  The  Pharmacological  Basis  of 

Therapeutics，9th  Ed.，Hardman等Eds.，McGraw-Hill，New  York，1996，pp.934-935)。多种

天然胆汁盐及其合成衍生物作为渗透促进剂。因此术语“胆汁盐”包括任何天然存在的胆汁
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组分以及任何其合成衍生物。适当的胆汁盐例如包括胆酸(或其药学可接受的钠盐，胆酸

钠)、脱氢胆酸(脱氢胆酸钠)、脱氧胆酸(脱氧胆酸钠)、甘氨胆酸(甘氨胆酸钠)、乙醇酸(乙

醇酸钠)、甘氨脱氧胆酸(甘氨脱氧胆酸钠)、牛磺胆酸(牛磺胆酸钠)、牛磺去氧胆酸(牛磺去

氧胆酸钠)、鹅去氧胆酸(鹅去氧胆酸钠)、熊去氧胆酸(UDCA)、牛磺-24，25-二氢-夫西地酸

钠(STDHF)、甘油二氢夫西地酸钠和聚氧乙烯-9-月桂基醚(POE) (Lee等人，Critical 

Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier  Systems，1991，page  92；Swinyard，Chapter  39 

In：Remington′s  Pharmaceutical  Sciences，18th  Ed .，Gennaro，ed.，Mack  Publishing 

Co .，Easton，Pa .，1990，第782-783页；Muranishi，Critical  Reviews  in  Therapeutic 

Drug  Carrier  Systems，1990，7，1-33；Yamamoto等人，J.Pharm.Exp.Ther.，1992，263，25；

Yamashita等人，J.Pharm.Sci.，1990，79，579-583)。

[0390] 螯合剂：本发明所使用的螯合剂可定义为通过与金属离子形成络合物而将金属离

子从溶液中去除，从而导致dsRNA通过黏膜的吸收增加的化合物。当其在本发明中用作渗透

促进剂时，螯合剂还具有作为DNase抑制剂的额外的优点，由于大部分特性化DNA核酸酶需

要二价金属离子的催化，因此被螯合剂抑制(Jarrett，J .Chromatogr .，1993，618，315-

339)。适当的螯合剂包括但不限于乙二胺四乙酸二钠(EDTA)、柠檬酸、水杨酸盐(例如，水杨

酸钠、5-甲氧基水杨酸盐和高香兰酸盐)、胶原的N-酰基衍生物、月桂醇聚醚-9和β-双酮(烯

胺)的N-氨基酰基衍生物(Lee等人，Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier 

Systems，1991，page  92；Muranishi，Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier 

Systems，  1990，7，1-33；Buur等人，J.Control  Rel.，1990，14，43-51)。

[0391] 非螯合非表面活性剂：如本发明所使用，非螯合非表面活性剂渗透促进剂化合物

可以定义为不显示明显的螯合剂或表面活性剂活性，但仍然提高dsRNA通过营养黏膜吸收

的化合物(Muranishi，Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier  Systems，1990，

7，1-33)。这类渗透促进剂例如包括非饱和环状尿素、1-烷基-和1-烯基氮杂环-烷酮衍生物

(Lee等人，Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier  Systems，1991，page  92)；

和非甾体抗炎药，例如双氯灭痛、吲哚美辛和苯基丁氮酮 (Y a m a s h i t a等人，

J.Pharm.Pharmacol.，1987，39，621-626)。

[0392] 提高dsRNA在细胞水平的摄取的试剂也可添加到本发明的药物及其他组合物中。

例如，已知阳离子脂质，例如脂质体(lipofectin)(Junichi等，U.S.Pat.No.5,705,188)；阳

离子甘油衍生物；和聚阳离子分子，例如聚赖氨酸(Lollo等人，PCT申请WO  97/30731)能提

高dsRNA的细胞摄取。

[0393] 可以使用其他试剂提高给药的核酸的渗透性，包括二醇，例如乙二醇和丙二醇；吡

咯，例如2-吡咯；氮酮；以及萜烯，例如柠檬油精和孟铜。

[0394] 载体

[0395] 本发明dsRNA可配制在药学可接受的载体或稀释剂中。“药学可接受的载体”(本发

明也称为“赋形剂”)是药学可接受的溶剂、悬浮剂或任何其他药理学惰性介质。药学可接受

的载体可以是液体或固体，且可以根据计划的给药方式选择，以提供所需容积、相容性及其

他相关的运送和化学性质。典型的药学可接受的载体例如包括但不限于：水；盐溶液；粘合

剂(例如，聚乙烯吡咯烷酮或羟丙基甲基纤维素)；填充剂(例如，乳糖及其他糖、凝胶或硫酸

钙)；润滑剂(例如，淀粉、聚乙二醇或乙酸钠)；崩解剂(例如，淀粉或淀粉羟基乙酸钠)；和润
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湿剂(例如，十二烷基硫酸钠)。

[0396] 本发明某些组合物制剂中还结合有载体化合物。如本发明所使用，“载体化合物”

或“载体”可以意指核酸或其类似物，其是惰性的(即，本身不具有生物活性)，但被体内过程

识别为核酸，其例如通过降解生物学  活性的核酸或促进其从循环中去除而降低具有生物

活性的核酸的生物利用率。核酸和载体化合物的共同给药(通常后者物质过量)可导致肝

脏、肾脏或其他外循环贮库中回收的核酸量的显著减少，这可能是由于载体化合物和核酸

对共同受体的竞争。例如，当其与聚肌苷酸、葡聚糖硫酸酯、聚胞苷酸或4-乙酸胺基-4′异硫

氰基-二苯乙烯-2，2-二磺酸共同给药时，肝组织中部分硫代磷酸酯dsRNA的回收率可降低

(Miyao等人，DsRNA  Res .Dev.，1995，5，115-121；Takakura等人，DsRNA&Nucl.Acid  Drug 

Dev.，1996，6，177-183。

[0397] 赋形剂

[0398] 与载体化合物相反，“药物载体”或“赋形剂”是用于将一种或多种核酸递送给动物

的药学可接受的溶剂、悬浮剂或任何其他的药理学惰性介质。所述赋形剂可以是液体或固

体，且以计划的给药方式选择，从而在和给定的药物组合物的核酸及其他组分结合时，提供

所需的容积、相容性等。典型的药物载体包括但不限于：粘合剂(例如，预胶化玉米淀粉、聚

乙烯吡咯烷酮或羟丙基甲基纤维素等)；填充剂(例如，乳糖及其他糖、微晶纤维素、胶质、凝

胶、硫酸钙、乙基纤维素、聚丙烯酸酯或磷酸氢钙等)；润滑剂(例如，硬脂酸镁、滑石、硅石、

胶体二氧化硅、硬脂酸、金属硬脂酸盐、氢化植物油、玉米淀粉、聚乙二醇、苯甲酸钠、乙酸钠

等)；崩解剂(例如，淀粉、淀粉羟基乙酸钠等)；和润湿剂(例如十二烷硫酸钠等)。

[0399] 也可以使用不与核酸起有害反应的、适于非肠胃外给药的药学可接受的有机或无

机赋形剂来配制本发明组合物。适当的药学可接受载体包括但不限于：水、盐溶液、醇、聚乙

二醇、凝胶、乳糖、直链淀粉、硬脂酸镁、滑石、硅酸、粘性石蜡、羟甲基纤维素、聚乙烯吡咯烷

酮等。

[0400] 用于局部给药核酸的制剂可以包括无菌和非无菌水溶液、常用溶剂例如醇中的非

水溶液，或液体或固体油性基质中的核酸溶液。所述溶液也可以包含缓冲液、稀释剂及其他

适当的添加剂。也可以使用不与核酸起有害反应的、适于非肠胃外给药的药学可接受的有

机或无机赋形剂。

[0401] 适当的药学可接受的赋形剂包括但不限于：水、盐溶液、醇、聚乙二醇、凝胶、乳糖、

直链淀粉、硬脂酸镁、滑石、硅酸、粘性石蜡、羟 甲基纤维素、聚乙烯吡咯烷酮等。

[0402] 其他组分

[0403] 本发明组合物还可以以本领域已确定的使用水平包含通常用于药物组合物的其

他辅助组分。因此，例如，所述组合物可包含其他相容的药学活性物质，例如，止痒剂、收剑

剂、局部麻醉剂或抗炎剂，或可以包含用于物理上配制本发明组合物的各种剂型的其他材

料，例如着色剂、矫味剂、防腐剂、抗氧化剂、遮光剂、增稠剂和稳定剂。然而，当添加这种材

料时，其应不会不适当地干扰本发明组合物组分的生物活性。如有需要，所述制剂可以灭

菌，并与助剂混合，例如，不与所述制剂的核酸起有害反应的润滑剂、防腐剂、稳定剂、润湿

剂、乳化剂、用于影响渗透压的盐、缓冲液、着色剂、矫味剂和/或芳香族物质等。

[0404] 水性悬浮液可以包含增加悬浮液粘性的物质，例如包括羧甲基纤维素钠、山梨醇

和/或右旋糖苷。所述悬浮液也可以包含稳定剂。
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[0405] 联合疗法

[0406] 一方面，本发明组合物可用于联合疗法。术语“联合疗法”包括在给药于受试者化

合物时组合其他生物学活性成分(例如但不限于：第二种且不同的抗肿瘤剂)和非药物疗法

(例如但不限于：外科手术或放射治疗)。例如，本发明化合物可与其他药学活性化合物，优

选能提高本发明化合物的效果的化合物组合使用。本发明化合物可以和其他药物疗法同时

(作为单个制剂或分开制剂)或相继施用。通常，联合疗法预期在治疗的单个循环或疗程期

间给药两种或更多种药物。

[0407] 本发明的一方面，主题化合物可与一种或多种单独试剂联合给药，以调节与多种

疾病病症有关的蛋白激酶。这种激酶的例子可以包括但不限于：丝氨酸/苏氨酸特异性激

酶、受体酪氨酸特异性激酶和非受体酪氨酸特异性激酶。丝氨酸/苏氨酸激酶包括有丝分裂

原活化的蛋白激酶(MAPK)、减数分裂特异性激酶(MEK)、RAF和极光激酶。受体激酶家族的例

子包括表皮生长因子受体(EGFR)(例如HER2/neu、HER3、HER4、ErbB、ErbB2、ErbB3、ErbB4、

Xmrk、DER、Let23)、成纤维细胞生长因子(FGF)受体(例如FGF-R1、GFF-R2/BEK/CEK3、FGF-

R3/CEK2、FGF-R4/TKF、KGF-R)、肝细胞生长/分散因子受体(HGFR)(例如MET、  RON、SEA、

SEX)、胰岛素受体(例如IGFI-R)、Eph(例如CEK5、CEK8、EBK、ECK、EEK、EHK-I、EHK-2、ELK、

EPH、ERK、HEK、MDK2、MDK5、SEK)；AxI(例如Mer/Nyk，Rse)；RET；血小板衍生的生长因子受体

(PDGFR)(例如PDGFα-R、PDGβ-R、CSFl-R/FMS、SCF-R/C-KIT、VEGF-R/FLT、NEK/FLK1、FLT3/

FLK2/STK-1)。非受体酪氨酸激酶家族包括但不限于：BCR-ABL(例如p43ab1，ARG)；BTK(例如

ITK/EMT、TEC)；CSK、FAK、FPS、JAK、SRC、BMX、FER、CDK和SYK。

[0408] 本发明的另一方面，主题化合物可与调节非激酶生物靶标或过程的一种或多种试

剂联合给药。这种靶标包括组蛋白脱乙酰基酶(HDAC)、DNA甲基转移酶(DNMT)、热休克蛋白

(例如HSP90)和蛋白体。

[0409] 在一个实施方式中，主题化合物可与抑制一种或多种生物靶标的抗肿瘤剂(例如

小分子、单克隆抗体、反义RNA和融合蛋白)联合，例如伏立诺他(Zolinza)、特罗凯、易瑞沙、

拉帕替尼(Tykerb)、格列卫、索坦、达沙替尼(Sprycel)、Nexavar、索拉非尼、CNF2024、

RG108、BMS387032、Affmitak、Avastin、曲妥珠单抗(Herceptin)、西妥昔单抗(Erbitux)、

AG24322、PD325901、ZD6474、PD  184322、Obatodax、ABT737和AEE788。这种联合的治疗功效

相对于单独使用任何试剂获得的功效有提高，且可以抑制或延迟抗突变变体的出现。

[0410] 在某些优选的实施方式中，本发明化合物与化疗剂联合给药。化疗剂包括肿瘤学

领域的许多治疗法。这些试剂在疾病的各种阶段给药，以缩小肿瘤、消灭外科手术后留下的

残存癌细胞、诱导缓解、保持缓解和/或减轻与癌症或其治疗有关的症状。这种试剂的例子

包括但不限于：烷化剂，例如芥子气衍生物(氮芥、环磷酰胺、苯丁酸氮芥、美法仑、异环磷酰

胺)、乙烯亚胺(三胺硫膦、六甲嘧胺)、烷基磺酸盐(马利兰)、肼和三嗪(六甲嘧胺、甲苯肼、

氮烯唑胺和替莫唑胺)、亚硝基脲(卡莫司汀、环己亚硝脲和链脲霉素)、异环磷酰胺和和金

属盐(卡铂、顺铂、奥沙利铂)；植物碱，例如鬼臼毒素(鬼臼亚乙苷和鬼臼噻吩苷)、紫杉烷类

(紫杉醇、多西紫杉醇)、长春花生物碱(长春新碱、长春花碱、去乙酰长春酰胺和长春瑞宾)

和喜树碱类似物(伊立替康、拓扑替康)；抗肿瘤抗生素，例如色霉素(更生霉素和光神霉

素)、蒽环类(亚德利亚霉素、柔红霉  素、表柔比星、米托蒽醌、戊柔比星和去甲氧柔红霉素)

和其他抗生素，例如丝裂霉素、放线菌素和博来霉素；抗代谢物，例如叶酸拮抗剂(氨甲喋
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呤、培美曲塞、雷替曲塞、蝶啶胺)、嘧啶拮抗剂(5-氟尿嘧啶、氟尿苷、氟尿嘧啶、卡培他滨和

吉西他滨)、嘌呤拮抗剂(6-巯基嘌呤和6-硫乌嘌呤)和腺苷脱氨酶抑制剂(克拉屈滨、氟达

拉滨、巯基嘌呤、氯法拉滨、硫乌嘌呤、奈拉滨和喷司他丁)；拓扑异构酶抑制剂，例如拓扑异

构酶I抑制剂(依立替康、拓扑替康)和拓扑异构酶II抑制剂(安吖啶、鬼臼亚乙苷、鬼臼亚乙

苷磷酸盐、表鬼臼毒噻吩糖苷)；单克隆抗体(阿仑单抗、吉妥单抗奥唑米星、利妥昔单抗、曲

妥珠单抗、替伊莫单抗、西妥昔单抗、帕尼单抗、托西莫单抗、贝伐单抗)；和其他抗肿瘤剂，

例如核糖核苷酸还原酶抑制剂(羟基脲)；皮质激素抑制剂(米托坦)；酶(天冬酰胺酶和培加

帕酶)；抗微管剂(雌氮芥)；和类维生素A(蓓萨罗丁、异维甲酸、维甲酸(ATRA))。在某些优选

实施方式中，本发明化合物与化疗保护剂联合给药。化疗保护剂能保护机体或使化疗的副

作用最小化。这种试剂的例子包括但不限于：阿米斯丁、巯乙磺酸钠和右雷佐生。

[0411] 本发明的一方面，主题化合物与放射治疗联用。放射线通常内部递送(将放射性物

质植入癌症位置附近)或由使用光子(x-光或γ-光)或微粒放射的机器外部递送。当联合治

疗还包括放射治疗时，所述放射治疗可以在任何适当时候进行，只要能从治疗剂和放射治

疗组合的共同作用中获得有益效果。例如，在适当的情况下，当放射治疗暂时从给药治疗剂

中去除时，仍能获得有益效果，也许数天乃至数周。

[0412] 应理解，本发明化合物可用于和免疫治疗剂联合使用。免疫疗法的一种形式是通

过在远离肿瘤位置给药疫苗组合物从而产生宿主来源的主动全身肿瘤特异性免疫应答。已

经提议多种类型的疫苗，包括分离的肿瘤-抗原疫苗和抗-独特型疫苗。另一种方法是使用

来自待治疗受试者的肿瘤细胞，或这种细胞的衍生物(由Schirrmacher等(1995)J.Cancer 

Res.Clin.Oncol.121：487述评)。Hanna  Jr.等的美国专利No.5,484,596要求保护一种用于

治疗可切除的肿瘤从而预防复发或转移的方法，包括手术去除所述肿瘤，用胶原酶分散所

述细胞，照射所述细胞以及用大约107个细胞的至少三剂连续剂量给患者接种。

[0413] 应理解，本发明化合物可有利地用于和一种或多种辅助治疗剂联合。用于辅助治

疗的适当试剂的例子包括类固醇，例如皮质类固醇(安西缩松、培他米松、培他米松二丙酸

盐、培他米松戊酸盐、布地缩松、氯倍他索、氯倍他索醋酸盐、氯倍他索丁酸盐、氯倍他索17-

丙酸盐、可的松、地夫可特、去羟米松、双氟米松戊酸盐、地塞米松、地塞米松磷酸钠、羟泼尼

缩松、糠酸盐、氟轻松醋酸酯、肤轻松醋酸酯、哈西缩松、氢化可的松、氢化可的松丁酸盐、氢

化可的松琥珀酸钠、氢化可的松戊酸盐、泼尼卡酯、脱氢皮质醇、去炎松、曲安奈德和卤贝他

索丙酸酯)；5HTi激动剂，例如曲坦(例如舒马曲坦或诺拉替坦)；腺苷Al激动剂；EP配体；

NMDA调节剂，例如甘氨酸拮抗剂；钠通道阻滞剂(例如拉莫三嗪)；P物质拮抗剂(例如NKi拮

抗剂)；大麻素；扑热息痛或非那西汀；5脂氧化酶抑制剂；白细胞三烯受体拮抗体；DMARD(例

如氨甲喋呤)；加巴喷丁及相关化合物；三环类抗抑郁药(例如阿米替林)；神经细胞稳定抗

癫痫药；单-胺能摄取抑制剂(例如文拉法辛)；基质金属蛋白酶抑制剂；氧化氮合酶(NOS)抑

制剂，例如iNOS或nNOS抑制剂；肿瘤坏死因子释放或作用抑制剂；抗体疗法，例如单克隆抗

体疗法；抗病毒剂，例如核苷抑制剂(例如拉米夫定)或免疫系统调节剂(例如干扰素)；阿片

样物质止痛剂；局部麻醉剂；兴奋剂，包括咖啡因；H2-拮抗剂(例如甲胺呋硫)；质子泵抑制

剂(例如奥美拉唑)；抗酸剂(例如铝或氢氧化镁)；抗气胀药(例如二甲基硅油)；减充血剂

(例如新福林、苯丙醇胺、假麻黄碱、羟甲唑啉、肾上腺素、萘甲唑啉、丁苄唑啉、六氢脱氧麻

黄碱或左脱氧麻黄碱)；止咳药(例如可待因、氢可酮、卡腊米芬、维静宁或右美沙芬)；利尿
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药；或塞达特或非塞达特抗组胺剂。

[0414] 本发明化合物可以与靶向其他基因的siRNA一起给药。例如，本发明化合物可以与

靶向c-Myc基因的siRNA一起给药。在一个实施方式中，AD-12115可以和c-Myc  siRNA一起给

药。c-Myc靶向的siRNA的例子公开在美国专利申请号12/373,039中，其以引用方式合并于

此。

[0415] 治疗由Eg5和VEGF基因的表达引起的疾病的方法

[0416] 本发明尤其涉及含有至少两种dsRNA(一种靶向Eg5基因，一种靶向VEGF基因)的组

合物在治疗癌症，例如肝癌中的用途，用于抑制肿  瘤生长和肿瘤转移。例如，组合物，例如

药物组合物，可以用于治疗实体瘤，例如，如可能在肝癌中发生的肝内肿瘤。含有靶向Eg5的

dsRNA和靶向VEGF的dsRNA的组合物也可用于治疗其他肿瘤和癌症，例如乳腺癌、肺癌、头颈

癌、脑癌、腹部癌、结肠癌、结肠直肠癌、食道癌、胃肠癌、神经胶质瘤、舌癌、神经母细胞瘤、

骨肉瘤、卵巢癌、胰腺癌、前列腺癌、视网膜母细胞瘤、Wilm肿瘤、多发性骨髓瘤和用于治疗

皮肤癌、类黑素瘤，用于治疗淋巴瘤和血癌。本发明还涉及含有Eg5  dsRNA和VEGF  dsRNA的

组合物在抑制不同种类癌症中腹水和胸腔积液积聚中的用途，所述癌症例如肝癌、乳腺癌、

肺癌、头癌、颈癌、脑癌、腹部癌、结肠癌、结肠直肠癌、食道癌、胃肠癌、神经胶质瘤、舌癌、神

经母细胞瘤、骨肉瘤、卵巢癌、胰腺癌、前列腺癌、视网膜母细胞瘤、Wilm肿瘤、多发性骨髓

瘤、皮肤癌、黑素瘤，淋巴瘤和血癌。因为对Eg5和VEGF表达的抑制效果，本发明组合物或由

其制得的药物组合物可以提高生活质量。

[0417] 在一个实施方式中，治疗患有与AFP表达有关的肿瘤，或分泌AFP的肿瘤，例如肝癌

或畸胎瘤的患者。在某些实施方式中，患者患有恶性畸胎瘤、内胚窦瘤(卵黄囊癌)、神经母

细胞瘤、肝胚细胞瘤、肝细胞癌、睾丸癌或卵巢癌。

[0418] 本发明还涉及dsRNA或其药物组合物的用途，例如，用于治疗癌症或用于预防肿瘤

转移，所述药物组合物和其他药物和/或其他治疗方法组合，例如，和已知药物和/或已知治

疗方法(例如目前用于治疗癌症和/或用于预防肿瘤转移的方法)组合。

[0419] 本发明也可通过包括特定RNAi试剂和其他抗癌化疗剂例如任何传统化疗剂组合

而实施。特异性结合试剂和所述其他试剂的组合可以加强化疗方法。能够与本发明方法结

合的许多化疗方法将呈现在本领域从业者的脑海中。可以使用任何化疗剂，包括烷化剂、抗

代谢物、激素和拮抗剂、放射性同位素以及天然产物。例如，本发明化合物可与抗生素例如

亚德利亚霉素及其他蒽环类似物、氮芥子气例如环磷酰胺、嘧啶类似物例如5-氟尿嘧啶、顺

铂、羟基脲、泰克索及其天然和合成衍生物等一起给药。作为另一个实例，对于混合瘤，例如

乳房的腺瘤，其中所述肿  瘤包括促性腺激素-依赖的和促性腺激素-非依赖的细胞，所述化

合物可以和亮丙瑞林或性激素素阻滞药(LH-RH的合成肽类似物)一起给药。其他的抗肿瘤

方法包括使用四环素化合物和另一种治疗形式，例如，外科手术、放射等，本发明也称为“辅

助抗肿瘤形式”。因此，本发明方法可以和这种传统方法一起使用，能有利地减少副作用并

增强功效。

[0420] 用于抑制Eg5基因和VEGF基因表达的方法

[0421] 在又一方面，本发明提供用于抑制Eg5基因和VEGF基因在哺乳动物中表达的方法。

所述方法包括将本发明特征组合物给药于哺乳动物，从而沉默化靶标Eg5基因和靶标VEGF

基因的表达。
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[0422] 在一个实施方式中，用于抑制Eg5基因表达和VEGF基因表达的方法包括将含有两

种不同的dsRNA分子的组合物给药于需要治疗的哺乳动物，其中一种dsRNA分子的核苷酸序

列和Eg5基因的RNA转录物的至少一部分互补，且另一种dsRNA分子的核苷酸序列和VEGF基

因的RNA转录物的至少一部分互补。当需要治疗的生物体是哺乳动物例如人时，所述组合物

可以本领域已知的任何方法给药，包括但不限于经口或胃肠外途径，包括静脉内、肌内、皮

下、透皮、气道(气雾剂)、经鼻、直肠和局部(包括经颊和舌下)给药。在优选实施方式中，所

述组合物通过静脉内输注或注射给药。

[0423] 制备脂质颗粒的方法

[0424] 本发明组合物的方法使用某些阳离子脂质，其合成、制备和表征在下文和所附实

施例中描述。另外，本发明提供制备脂质颗粒的方法，所述颗粒包括与治疗剂结合的那些，

例如核酸。在本发明描述的方法中，脂质混合物与核酸缓冲水溶液混合从而制备含有包封

在脂质颗粒中的核酸的中间体混合物，其中所述包封的核酸以核酸/脂质比为约3wt％到约

25wt％，优选5到15wt％存在。任选地可调整中间体混合物的尺寸，以获得脂质-包封的核酸

颗粒，其中脂质部分是单层囊泡，优选直径为30到150nm，更优选为约40到90nm。然后提高pH

以中和脂质-核酸颗粒上的表面电荷的至少一部分，从而提供至少部分表面中和的脂质-包

封的核酸组合物。

[0425] 如上所述，这些阳离子脂质中的若干是氨基脂质，其在低于氨基  pKa的pH下带电

荷，且在高于pKa的pH下基本上为中性。这些阳离子脂质被称为可滴定的阳离子脂质，并可

通过使用两步骤方法而用于本发明制剂中。第一，在较低pH下在核酸存在下用可滴定的阳

离子脂质及其他囊泡组分形成脂质囊泡。在该方式中，所述囊泡将包封并捕获核酸。第二，

通过将介质的pH提高到高于所存在的可滴定的阳离子脂质的pKa的水平，即生理学pH或更

高，从而中和新形成的囊泡的表面电荷。该方法的特别有利的方面包括易于除去任何表面

吸附的核酸，以及生成的核酸递送介质具有中性表面。具有中性表面的脂质体或脂质颗粒

预期能避免被迅速从循环中清除，以及避免与阳离子脂质体制剂有关的某些毒性。关于这

种可滴定的阳离子脂质在核酸-脂质颗粒制剂中的这些用途的其他细节提供于美国专利6,

287,591和美国专利6,858,225中，其以引用方式合并于此。

[0426] 还注意到，以该方式形成的囊泡提供具有均一囊泡大小和高含量核酸的制剂。另

外，所述囊泡的尺寸范围为约30到约150nm，优选约30到约90nm。

[0427] 不束缚于任何特别理论，据信核酸包封的非常高的效率是在低pH下的静电相互作

用的结果。在酸性pH(例如pH4.0)下，所述囊泡表面是带电荷的，且通过静电相互作用与一

部分核酸结合。当外来酸性缓冲液替换偏中性的缓冲液(例如pH7.5)时，脂质颗粒或脂质体

的表面被中和，从而去除任何外部核酸。配制方法的更多详细信息提供于多种出版物(例如

美国专利6,287,591和美国专利6,858,225)中。

[0428] 鉴于上述，本发明提供制备脂质/核酸制剂的方法。在本发明描述的方法中，脂质

混合物与核酸的缓冲水溶液混合，从而制备含有包封在脂质颗粒中的核酸的中间体混合

物，例如，其中所述包封核酸以核酸/脂质比为约10wt％到约20wt％存在。任选地可调整中

间体混合物的尺寸，以获得脂质-包封的核酸颗粒，其中脂质部分是单层囊泡，优选直径为

30到150nm，更优选为约40到90nm。然后提高pH以中和脂质-核酸颗粒上的表面电荷的至少

一部分，从而提供至少部分表面中和的脂质-包封的核酸组合物。
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[0429] 在某些实施方式中，所述脂质混合物包括至少两种脂质组分：本发 明的第一氨基

脂质组分，其选自具有这样的pKa的脂质，以至于在低于所述pKa的pH下，所述脂质是阳离子

的，在高于所述pKa的pH下，所述脂质是中性的，以及第二脂质组分，其选自在脂质-核酸颗

粒形成期间阻止颗粒聚集的脂质。在具体实施方式中，所述氨基脂质是本发明新颖的阳离

子脂质。

[0430] 在制备本发明的核酸-脂质颗粒中，脂质混合物通常是脂质在有机溶剂中的溶液。

然后该脂质混合物能够干燥以形成薄膜或冻干以形成粉末，然后与水性缓冲液水合以形成

脂质体。或者，在优选的方法中，可将所述脂质混合物溶解在水溶性醇例如乙醇中，将该乙

醇溶液添加到水性缓冲液中，导致脂质体自发形成。在最优选的实施方式中，以商业可得的

形式使用醇。例如，使用无水乙醇(100％)，或95％乙醇，其余是水。该方法更详细地描述在

美国专利5,976,567中。

[0431] 根据本发明，所述脂质混合物与可包含核酸的缓冲水溶液混合。所述缓冲水溶液

通常是缓冲液的pH小于脂质混合物中可质子化脂质的pKa的溶液。适当的缓冲液的例子包

括柠檬酸盐、磷酸盐、醋酸盐和MES。特别优选的缓冲液是柠檬酸盐缓冲液。优选的缓冲液中

的阴离子在1-1000mM范围内，取决于被包封核酸的化学性质，且优化缓冲液浓度对于实现

高载荷水平而言可能是重要的(例如参见美国专利6,287 ,591和美国专利6,858,225)。或

者，可使用用氯化物、硫酸盐等酸化到pH5-6的纯水。在这种情况下，适合添加5％葡萄糖，或

另一种非离子溶质，当透析所述颗粒以去除乙醇、升高pH、或与药学可接受的载体例如生理

盐水混合时，其能平衡透过颗粒膜的渗透压。缓冲液中核酸含量可以改变，但通常为约

0.01mg/mL到约200mg/mL，更优选为约0.5mg/mL到约50mg/mL。

[0432] 混合脂质和治疗核酸的缓冲水溶液的混合物从而提供中间体混合物。所述中间体

混合物通常是具有包封核酸的脂质颗粒混合物。另外，所述中间体混合物也可以包含一部

分核酸，由于带负电荷的核酸和脂质颗粒表面上带正电荷的脂质的离子吸引(组成可质子

化第一脂质组分的氨基脂质或其他脂质在pH小于脂质上可质子化基团的pKa的缓冲液中是

带正电荷的)，这些核酸连接在脂质颗粒(脂质体或脂质囊泡)表面。在  一组优选的实施方

式中，脂质混合物是脂质的醇溶液，调节各溶液的体积，使得一旦组合，所得的醇含量为约

20％体积到约45％体积。组合混合物的方法可以包括任何种类的处理，通常取决于所制备

制剂的规模。例如，当总体积为约10-20mL或更少时，可在试管中混合溶液并使用涡旋搅拌

器搅拌在一起。大规模处理可以在适当的生产规模的玻璃器皿中进行。

[0433] 任选地，可以调整通过混合脂质混合物和治疗剂(核酸)的缓冲水溶液而制备的脂

质-包封的治疗剂(例如，核酸)络合物的尺寸，以获得所需的尺寸范围和相对窄的脂质粒径

分布。优选地，本发明提供的组合物的平均直径为约70到约200nm，更优选约90到约130nm。

可使用若干技术将脂质体调整为所需尺寸。一种调整尺寸的方法描述在美国专利No .4 ,

737,323中，其以引用方式合并于此。通过浴或探针超声法超声处理脂质体悬浮液能使尺寸

逐渐减少，从而获得尺寸小于约0.05微米的小单层囊泡(SUV)。匀化作用是另一种方法，其

依靠剪切能，以将较大脂质体粉碎成较小脂质体。在典型的匀化作用过程中，多层囊泡通过

标准乳剂匀化器再循环，直到观察到所选脂质体尺寸，通常为约0.1到0.5微米。在这两种方

法中，可通过常用的激光束粒径测定仪来监测粒径分布。在本发明的某些方法中，使用挤出

以获得均一的囊泡尺寸。
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[0434] 通过小孔聚碳酸酯膜或不对称陶瓷膜挤出脂质体组合物获得相对良好限定的粒

径分布。通常，悬浮液循环通过该膜一次或多次，直到达到所需的脂质体络合物粒径分布。

所述脂质体可连续挤出通过小孔膜，以实现脂质体尺寸的逐渐减少。在一些情况下，所形成

的脂质-核酸组合物可在无需调整尺寸的情况下使用。

[0435] 在具体实施方式中，本发明方法还包括中和脂质-核酸组合物的脂质部分上的至

少一些表面电荷的步骤。通过至少部分地中和表面电荷，未包封的核酸从脂质颗粒表面释

放，并可使用常规方法从组合物去除。优选地，未包封和表面吸附的核酸通过替换缓冲溶液

从所得的组合物中去除。例如，用HEPES-缓冲盐水(HBS，pH约7.5)溶液替换柠檬酸盐缓冲液

(pH约4.0，用于形成组合物)导致脂质体表面的中和和核酸从表面的释放。然后可以通过层

析法用标准方法去除释放的核酸，然后转换成  pH大于所使用脂质的pKa的缓冲液。

[0436] 任选地，脂质囊泡(即脂质颗粒)可通过在水性缓冲液中水合而形成并使用上述任

何方法调整尺寸，然后加入核酸。如上所述，水性缓冲液的pH应该低于氨基脂质的pKa。然后

将核酸溶液添加到这些尺寸调整的、预形成的囊泡中。为将核酸包封入这种“预形成”的囊

泡中，所述混合物应包含醇，例如乙醇。在使用乙醇的情况下，它应该以约20％(w/w)到约

45％(w/w)的浓度存在。另外，取决于脂质囊泡组成和核酸的性质，可能有必要加热预形成

的囊泡和核酸在水性缓冲液-乙醇混合物中的混合物到约25℃到约50℃的温度。本领域技

术人员清楚，优化包封过程以获得脂质囊泡中所需的核酸水平将要求控制变量，例如乙醇

浓度和温度。用于包封核酸的适宜条件的例子提供于实施例中。一旦核酸被包封在预形成

的囊泡内，可升高外部pH以至少部分地中和表面电荷。然后可如上所述去除未包封的和表

面吸附的核酸。

[0437] 使用方法

[0438] 本发明脂质颗粒可用于在体外或体内将治疗剂递送到细胞。在具体实施方式中，

所述治疗剂是核酸，其使用本发明核酸-脂质颗粒递送至细胞。使用本发明脂质颗粒和相关

药物组合物的多种方法的以下描述通过与核酸-脂质颗粒相关的描述进行说明，应理解这

些方法和组合物可容易地用于递送用于治疗受益于这种治疗的任何疾病或疾患的任何治

疗剂。

[0439] 在某些实施方式中，本发明提供用于将核酸引入细胞的方法。用于引入细胞的优

选核酸是siRNA、免疫-刺激的寡核苷酸、质粒、反义和核酶。这些方法可通过使本发明颗粒

或组合物和细胞接触一段足以发生胞内递送的时间来进行。

[0440] 本发明组合物可吸附在几乎任何细胞类型上。一旦吸附，核酸-脂质颗粒可以被一

部分细胞内吞，与细胞膜交换脂质，或与细胞融合。络合物的核酸部分的转移或结合可经由

这些途径的任何一个发生。不为限制本发明范围，据信在颗粒通过内吞作用被细胞吸收的

情况中，颗粒然后与内体膜相互作用，导致内体膜失稳，这也许是通过形成非双层相，导致

包封的核酸进入细胞质。类似地，在颗粒和细胞质膜直接融合的情  况下，当融合发生时，脂

质体膜整合入细胞膜中，且脂质体内容物与胞内液结合。细胞和脂质-核酸组合物之间的接

触(当在体外进行时)将发生在生物学相容的介质中。取决于具体应用，可以改变组合物的

浓度，但通常为约1μmol到约10mmol。在某些实施方式中，用脂质-核酸组合物对细胞的处理

通常在生理温度(约37℃)下进行约1到24小时，优选约2到8小时。对于体外应用，核酸可递

送至培养中生长的不管是植物或动物来源、脊椎动物或无脊椎动物，以及任何组织或类型

说　明　书 64/143 页

67

CN 104922699 B

67



的任何细胞。在优选实施方式中，所述细胞是动物细胞，更优选是哺乳动物细胞，最优选是

人细胞。

[0441] 在一组实施方式中，将脂质-核酸颗粒悬浮液添加到60-80％汇合的细胞中，所述

细胞的细胞密度为约103到约105个细胞/mL，优选约2×104个细胞/mL。加到细胞中的悬浮液

浓度优选为约0.01到20μg/mL，更优选约1μg/mL。

[0442] 典型应用包括使用熟知方法提供siRNA的胞内递送，以抑制或沉默化特定细胞靶

标。另外，应用包括递送编码治疗上有用的多肽的DNA或mRNA序列。以该方式，通过提供不足

的或缺少的基因产物基因产物为遗传疾病提供治疗(即，对于Duchenne肌营养不良，参见

Kunkel，等人，Brit.Med .Bull.45(3)：630-643(1989)，对于囊性纤维化，参见Goodfellow，

Nature  341：102-103(1989))。本发明组合物的其他用途包括将反义寡核苷酸引入细胞(参

见Bennett，等人，Mol.Pharm.41：1023-1033(1992))。

[0443] 或者，本发明组合物也可通过本领域技术人员已知的方法用于将核酸递送至体内

细胞。关于本发明用于递送DNA或mRNA序列的应用，以引用方式合并于此的Zhu等的Science 

261：209-211(1993)描述了使用DOTMA-DOPE络合物静脉内递送巨细胞病毒(CMV)-氯霉素乙

酰转移酶(CAT)表达质粒。以引用方式合并于此的Hyde等Nature  362：250-256(1993)描述

了使用脂质体将囊性纤维化跨膜传导调节蛋白(CFTR)基因递送至小鼠气道上皮和肺的肺

泡。以引用方式合并于此的Brigham等的Am.J.Med .Sci.298：278-281(1989)描述了用编码

胞内酶，氯霉素乙酰转移酶(CAT)的功能性原核基因体内转染小鼠肺。因此，本发明组合物

可  用于治疗传染性疾病。

[0444] 对于体内给药，药物组合物优选胃肠外给药，即，关节内、静脉内、腹内、皮下或肌

内。在具体实施方式中，药物组合物通过快速浓注静脉内或腹内给药。作为一个例子，参见

Stadler等的美国专利No .5 ,286 ,634，其以引用方式合并于此。胞内核酸递送也在

Straubringer等Methods  in  Enzymology，Academic  Press，New  York .101：512-527

(1983)；Mannino，等人，Biotechniques  6：682-690 (1988)；Nicolau，等人，

Crit.Rev.Ther.Drug  Carrier  Syst.6：239-271(1989)，和Behr，Acc.Chem.Res.26：274-

278(1993)中讨论。给药基于脂质的治疗剂的其他方法例如在Rahman等人，美国专利No.3,

993,754；Sears，美国专利No.4,145,410；Papahadjopoulos等人，美国专利No.4,235,871；

Schneider，美国专利No.4,224,179；Lenk等人，美国专利No.4,522,803；以及Fountain等

人，美国专利No.4,588,578中描述。

[0445] 在其他方法中，所述药物制剂可通过将制剂直接应用到组织来与靶组织接触。所

述应用可通过局部、“开放”或“封闭”程序进行。“局部”意指将药物制剂直接应用到暴露于

环境的组织，例如皮肤、口咽、外耳道等。“开放”程序是切开患者皮肤并直接显现施加药物

制剂的在下面的组织。这通常通过外科手术过程实现，例如到达肺的胸廓切开术，到达腹部

内脏的腹部剖腹术，或接近靶组织的其他直接外科手术。“封闭”程序是侵入性程序，其中内

靶组织不直接显现，但通过皮肤中的小伤口经由插入仪器到达。例如，所述制剂可通过针灌

洗给药至腹膜。类似地，所述药物制剂可在腰椎穿刺期间通过输注给药至脑膜或脊髓，然后

如脊椎麻醉或脊髓甲泛醣胺成像通常操作的那样定位患者。或者，所述制剂可通过内窥镜

装置给药。

[0446] 脂质-核酸组合物也可以以吸入肺的气雾剂来给药(参见Brigham，等人，
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Am.J.Sci.298(4)：278-281(1989))或通过直接注入病变部位来给药(Culver，Human  Gene 

Therapy，MaryAnn  Liebert，Inc.，Publishers，New  York.pp.70-71(1994))。

[0447] 本发明方法也可在多种宿主中进行。优选的宿主包括哺乳动物种类，例如人、非人

灵长类动物、狗、猫、牛、马、羊等。

[0448] 本发明脂质-治疗剂颗粒的剂量将取决于治疗剂与脂质的比例以及基于年龄、体

重和患者病症的主治医师的意见。

[0449] 在一个实施方式中，本发明提供调节靶多核苷酸或多肽的表达的方法。这些方法

通常包括使细胞与本发明脂质颗粒接触，所述脂质颗粒与能够调节靶多核苷酸或多肽的表

达的核酸结合。如本发明所使用，术语“调节”意指改变靶多核苷酸或多肽的表达。在不同的

实施方式中，调节可以指增加或加强，或它可以指减少或降低。测定靶多核苷酸或多肽的表

达水平的方法是本领域已知且可获得的，包括，例如，使用反转录-聚合酶链反应(RT-PCR)

和免疫组织化学技术的方法。在具体实施方式中，较之适当的对照值，靶多核苷酸或多肽的

表达水平增加或减少至少10％、20％、30％、40％、50％或大于50％。例如，如果需要增加多

肽表达，所述核酸可以是包括编码所需多肽的多核苷酸的表达载体。另一方面，如果需要减

少多核苷酸或多肽的表达，则所述核酸例如可以是包含与编码靶多肽的多核苷酸特异性杂

交的多核苷酸序列的反义寡核苷酸、siRNA或微RNA，从而干扰靶多核苷酸或多肽的表达。或

者，所述核酸可以是表达这种反义寡核苷酸、siRNA或微RNA的质粒。

[0450] 在一个具体实施方式中，本发明提供调节细胞的多肽表达的方法，包括将脂质颗

粒提供给细胞，所述脂质颗粒由式A的阳离子脂质、中性脂质、固醇、PEG或PEG-修饰的脂质

组成或基本上由式A的阳离子脂质、中性脂质、固醇、PEG或PEG-修饰的脂质组成，例如摩尔

比为约35-65％的式A的阳离子脂质、3-12％的中性脂质、15-45％的固醇和0.5-10％的PEG

或PEG-修饰的脂质，其中所述脂质颗粒与能够调节多肽表达的核酸结合。在具体实施方式

中，脂质摩尔比为约60/7.5/31/1.5或57.5/7.5/31.5/3.5(mol％脂质A/DSPC/胆固醇/PEG-

DMG)。在另一组实施方式中，这些组合物中的中性脂质被DPPC(二棕榈酰卵磷脂)、POPC、

DOPE或SM替换。

[0451] 在具体实施方式中，所述治疗剂选自siRNA、微RNA、反义寡核苷酸和能够表达

siRNA、微RNA或反义寡核苷酸的质粒，且其中所述siRNA、微RNA或反义RNA包含与编码所述

多肽的多核苷酸或其互补体特异性结合的多核苷酸，以使多肽表达降低。

[0452] 在其他实施方式中，所述核酸是编码多肽或其功能性变体或片段的质粒，以使多

肽或其功能性变体或片段的表达增加。

[0453] 在相关实施方式中，本发明提供用于治疗受试者中以超量表达多肽为特征的疾病

或疾患的方法，包括将本发明药物组合物提供给所述受试者，其中所述治疗剂选自siRNA、

微RNA、反义寡核苷酸和能够表达siRNA、微RNA或反义寡核苷酸的质粒，且其中所述siRNA、

微RNA或反义RNA包含与编码所述多肽的多核苷酸或其互补体特异性结合的多核苷酸。

[0454] 在一个实施方式中，所述药物组合物包含脂质颗粒，所述脂质颗粒由脂质A、DSPC、

胆固醇和PEG-DMG、PEG-C-DOMG或PEG-DMA组成或基本上由脂质A、DSPC、胆固醇和PEG-DMG、

PEG-C-DOMG或PEG-DMA组成，例如摩尔比为约35-65％的式A的阳离子脂质、3-12％的中性脂

质、15-45％的固醇和0.5-10％的PEG或PEG-修饰的脂质PEG-DMG、PEG-C-DOMG或PEG-DMA，其

中所述脂质颗粒与治疗用核酸结合。在具体实施方式中，脂质摩尔比为约60/7.5/31/1.5或
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57.5/7.5/31.5/3.5(mol％脂质A/DSPC/胆固醇/PEG-DMG)。在另一组实施方式中，这些组合

物中的中性脂质被DPPC、POPC、DOPE或SM替换。

[0455] 在另一个相关实施方式中，本发明包括治疗受试者中以多肽表达不足为特征的疾

病或疾患的方法，包括将本发明药物组合物提供给受试者，其中所述治疗剂是编码多肽或

其功能性变体或片段的质粒。

[0456] 除非另有定义，本发明所使用的所有技术和科学术语具有如本发明所属领域的技

术人员所通常理解的相同含义。适当的方法和材料描述如下，虽然和本发明所述类似或等

效的方法和材料也可用于实施或测试本发明。本文所提到的所有出版物、专利申请、专利及

其他参考资料以引用方式全部合并于此。在冲突的情况下，以本说明书(包括定义)为准。另

外，所述材料、方法和实施例仅仅是说明性的而非限制性的。

实施例

[0457] 实施例1：dsRNA合成

[0458] 试剂来源

[0459] 当本发明没有专门给出试剂来源时，这种试剂可以以分子生物学中应用的质量/

纯度标准从任何分子生物学试剂供应商获得。

[0460] siRNA合成

[0461] 为筛选dsRNA，使用Expedite  8909合成仪(Applied  Biosystems，Applera 

Deutschland  GmbH，Darmstadt，Germany)和作为固体支持体的可控孔度玻璃(CPG，

Proligo  Biochemie  GmbH，Hamburg，Germany)通过固相合成以1μmol规模来制备单链RNA。

分别使用相应的亚磷酰胺和2′-O-甲基亚磷酰胺(Proligo  Biochemie  GmbH，Hamburg，

Germany)通过固相合成生成RNA和含有2′-O-甲基核苷酸的RNA。使用例如Current 

protocols  in  nucleic  acid  chemistry，Beaucage，S.L.等(Edrs.)，John  Wiley&Sons，

Inc.，New  York，NY，USA中描述的标准核苷亚磷酰胺化学方法将这些构块结合在寡核糖核

苷酸链序列内的选定位点。通过用Beaucage试剂(Chruachem  Ltd，Glasgow，UK)的乙腈

(1％)溶液替换碘氧化剂溶液从而引入硫代磷酸酯键。此外辅助试剂从Mallinckrodt 

Baker(Griesheim，Germany)获得。

[0462] 根据规定程序通过阴离子交换HPLC进行粗的寡核糖核苷酸的脱保护和纯化。使用

分光光度计(DU  640B，Beckman  Coulter  GmbH，Unterschleiβheim，Germany)通过相应RNA

的溶液在260nm波长处的紫外吸收测定产率和浓度。通过将等摩尔的互补链溶液在退火缓

冲液(20mM磷酸钠，pH  6.8；100mM氯化钠)中混合，在85-90℃的水浴中加热3分钟并在3-4小

时内冷却到室温，从而生成双链RNA。退火的RNA溶液贮存在-20℃直到使用。

[0463] 靶向Eg5基因的dsRNA

[0464] 初始筛选组

[0465] 进行siRNA设计以鉴别靶向Eg5(也称为KIF11、HSKP、KNSL1和TRIP5)的siRNA。使用

Eg5的人mRNA序列，RefSeq  ID号：NM_004523。

[0466] 设计与人和小鼠Eg5交叉反应的siRNA双链体。合成二十四个双链体用于筛选。(表

1a)。用靶向人Eg5及其恒河猴直向同源物(表2a)的  266个siRNA定义第二筛选组。用靶向人

Eg5的328个siRNA选择扩展的筛选组，不需要命中其他物种的任何Eg5mRNA(表3a)。
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[0467] 从NCBI核苷酸数据库中下载人和部分恒河猴Eg5mRNA的序列，人序列进一步用作

参考序列(人Eg5：NM_004523.2，4908bp，恒河猴Eg5：XM_001087644.1，878bp(仅人Eg5的5’

部分)。

[0468] 对于表格：关键词：A，G，C，U-核糖核苷酸：T-脱氧胸苷：u，c-2’-O-甲基核苷酸：s-

硫代磷酸酯键。

[0469] 表1a.Eg5/KSP  dsRNA双链体的序列

[0470]

[0471] 表1b.Eg5/KSP  ds双链体的分析
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[0472]

[0473] 表2a.Eg5/KSP  dsRNA双链体的序列

[0474]
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[0475]
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[0476]
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[0477]
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[0478]
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[0479]

说　明　书 74/143 页

77

CN 104922699 B

77



[0480]
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[0481]
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[0482]
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[0483]
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[0484]

[0485] 表2b.Eg5/KSP  dsRNA双链体的分析

[0486]
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[0487]
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[0488]
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[0489]
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[0490]
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[0491]

[0492] 表3.Eg5/KSP  dsRNA双链体的序列和分析

[0493]
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[0494]
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[0495]
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[0497]
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[0498]
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[0499]
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[0500]
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[0501]
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[0502]
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[0503]

[0504] 靶向VEGF基因的dsRNA

[0505] 在VEGF-A121mRNA序列的外显子1-5内鉴别了四百个靶序列。参照转录物是：NM_

003376。

[0506]
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[0507]

[0508] 表4a包括鉴定的靶序列。靶向这些序列的相应siRNA进行生物信息学筛选。

[0509] 为确保该序列对VEGF序列而非对来自任何其他基因的序列是特异性的，使用NCBI

提供的BLAST搜索引擎对照Genbank中的序列校对核靶序列。BLAST算法的使用在Altschul

等人，J.Mol.Biol.215：403，1990；和Altschul  and  Gish，Meth.Enzymol.266：460，1996中

描述。

[0510] 也根据与猴、大鼠和人VEGF序列交叉反应的能力将siRNA按优先顺序排列。

[0511] 在这400条潜在的靶序列中选择80条用于通过实验筛选进行分析，以鉴别少量先

导候选物。对这80个靶序列114设计总共114个siRNA分子(表4b)。

[0512] 表4a.VEGF-121中的靶序列

[0513]
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[0514]
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[0515]
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[0516]
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[0517]
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[0518]

[0519] 表4b：靶向VEGF的双链体

[0520] 链：S＝有义，AS＝反义

[0521]
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[0522]
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[0523]
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[0524]
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[0525]
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[0526]
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[0527]
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[0528]
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[0529]
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[0530]
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[0531]
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[0532]

[0533] 实施例2：经由细胞增殖的Eg5  siRNA的体外筛选

[0534] 由于Eg5的沉默化已经显示引起有丝分裂阻滞(Weil，D，et  a l [200 2]

Biotechniques  33：1244-8)，细胞存活力试验用于siRNA活性筛选。将HeLa细胞(HeLa 

cell)(14000个每孔[筛选1和3]或10000每孔[筛选2])接种在96-孔平板并同时用孔中最终

siRNA浓度为30nML的ipofectamine  2000(Invitrogen)转染，用于第一次筛选的最终浓度

为50nM，用于第二次筛选的最终浓度为25nM。双链体亚组在第三次筛选在25nM测试(表5)。

[0535] 转染后七十二小时，往培养基中添加WST-1试剂(Roche)，随后测定450nm处得吸光

度，测试细胞增殖。对照(非转染)细胞的吸光度值被认为是100％，转染孔的siRNA的吸光率

与对照值相比。三次筛选中每  次试验进行六次。再在一系列siRNA浓度下测试siRNA的亚

组。在HeLa细胞中进行试验(14000个每孔；方法和上述一样，表5)。

[0536] 表5：25nM的靶向Eg5的双链体对细胞存活力的影响
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[0537]

[0538] 表5中显示最大生长抑制的9个siRNA双链体在HeLa细胞中以一系列siRNA浓度再

测试。所测试的siRNA浓度为100nM、33.3nM、11 .1nM、3.70nM、1.23nM、0.41nM、0.14nM和

0.046nM。试验重复进行六次，计算导致百分之五十的细胞增殖抑制(IC50)的各siRNA浓度。

对于各双链体，该剂量-反应分析进行二到四次。平均IC50值(nM)在表6中给出。

[0539] 表6：siRNA的IC50：HeLa细胞中的细胞增殖

[0540] 双链体 平均IC50

AL-DP-6226 15.5 

AL-DP-6229 3.4 

AL-DP-6231 4.2 

AL-DP-6232 17.5 

AL-DP-6239 4.4 

AL-DP-6242 5.2 

AL-DP-6243 2.6 

AL-DP-6244 8.3 

AL-DP-6248 1.9 

[0541] 实施例3：经由mRNA抑制的Eg5  siRNA的体外筛选

[0542] 在转染之前不久，将HeLa  S3(ATCC-Number：CCL-2 .2，LCG  Promochem  GmbH，
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Wesel，Germany)细胞以1.5  x  104个细胞/孔接种在96-孔板(Greiner  Bio-One  GmbH，

Frickenhausen，Germany)中的75μl生长培养基(Ham’s  F12，10％胎牛血清，100u青霉素/

100μg/ml链霉素，均来自Bookroom  AG，Berlin，Germany)中。转染重复进行四次。在各孔中

0.5μl的Lipofectamine2000(Invitrogen  GmbH，Karlsruhe，Germany)和12μl的Opti-MEM

(Invitrogen)混合，并在室温下孵育15min。对于100μl的转染体积中siRNA浓度是50nM的情

况，每孔中1μl的5μM  siRNA和11.5μl的Opti-MEM混合，与Lipofectamine2000-Opti-MEM混

合物合并并在室温下再孵育15分钟。将siRNA-Lipofectamine2000-复合物完全加到细胞

中，细胞在37℃下在湿润孵箱(Heroes  GmbH，Hanau)的5％CO2中孵育24h。单剂量筛选分别

在50nM和25nM进行一次。

[0543] 通过将50μl的裂解混合物(来自Genospectra，Fremont，USA的QuantiGene  bDNA-

试剂盒的内容物)应用到含有100μl的生长培养基的各孔中来收获细胞，并在53℃下裂解

30min。然后，取50μl与对人Eg5和人GAPDH特异性的探针组孵育并根据供应商用于

QuantiGene的方案进行操作。最后，在Victor2-Light(Perkin  Elmer，Wiesbaden，Germany)

中测量化学发光作为RLU(相对光单位)，将hEg5探针组得到的值相对于  各孔相应的GAPDH

值标准化。针对Eg5的siRNA得到的值与设置为100％的非特异性siRNA(针对HCV)得到的值

有关(表1b、2b和3b)。

[0544] 进一步用剂量反应曲线使筛选得到的有效的siRNA特征化。剂量反应曲线的转染

以下列浓度进行：100nM、16 .7nM、2 .8nM、0 .46nM、77picoM、12 .8picoM、2 .1picoM、

0.35picoM、59.5fM、9.9fM和模拟物(没有siRNA)，并根据上述方案用Opti-MEM稀释至12.5μ

l的最终浓度。使用Microsoft  Excel嵌入软件XL-fit  4.2(IDBS，Guildford，Surrey，UK)并

应用剂量反应型号205进行数据分析(表1b、2b和3b)。

[0545] 通过应用来自Roche的WST-增殖试验(如上所述)另外分析先导siRNA  AD12115。

[0546] 通过以最终浓度为100nM到10fM在HeLa细胞中转染测试显示最大活性的来自表2

的34个双链体亚组。转染重复进行四次。各双链体进行两次剂量-反应试验。计算各双链体

使KSP  mRNA减少20％(IC20)、50％(IC50)和和80％(IC80)的浓度(表7)。

[0547] 表7：HeLa细胞中Eg5/KSP双链体的剂量反应mRNA抑制

[0548] 以pM给出的浓度

[0549]   IC20s   IC50s   IC80s   

双链体名称 第一次筛选 第二次筛选 第一次筛选 第二次筛选 第一次筛选 第二次筛选 

AD12077 1.19 0.80 6.14 10.16 38.63 76.16 

AD12078 25.43 25.43 156.18 156.18 ND ND 

AD12085 9.08 1.24 40.57 8.52 257.68 81.26 

AD12095 1.03 0.97 9.84 4.94 90.31 60.47 

AD12113 4.00 5.94 17.18 28.14 490.83 441.30 

AD12115 0.60 0.41 3.79 3.39 23.45 23.45 

AD12125 31.21 22.02 184.28 166.15 896.85 1008.11 

AD12134 2.59 5.51 17.87 22.00 116.36 107.03 

AD12149 0.72 0.50 4.51 3.91 30.29 40.89 

AD12151 0.53 6.84 4.27 10.72 22.88 43.01 

AD12152 155.45 7.56 867.36 66.69 13165.27 ND 

AD12157 0.30 26.23 14.60 92.08 14399.22 693.31 
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AD12166 0.20 0.93 3.71 3.86 46.28 20.59 

AD12180 28.85 28.85 101.06 101.06 847.21 847.21 

AD12185 2.60 0.42 15.55 13.91 109.80 120.63 

AD12194 2.08 1.11 5.37 5.09 53.03 30.92 

AD12211 5.27 4.52 11.73 18.93 26.74 191.07 

AD12257 4.56 5.20 21.68 22.75 124.69 135.82 

[0550] AD12280 2.37 4.53 6.89 20.23 64.80 104.82 

AD12281 8.81 8.65 19.68 42.89 119.01 356.08 

AD12282 7.71 456.42 20.09 558.00 ND ND 

AD12285 ND 1.28 57.30 7.31 261.79 42.53 

AD12292 40.23 12.00 929.11 109.10 ND ND 

AD12252 0.02 18.63 6.35 68.24 138.09 404.91 

AD12275 25.76 25.04 123.89 133.10 1054.54 776.25 

AD12266 4.85 7.80 10.00 32.94 41.67 162.65 

AD12267 1.39 1.21 12.00 4.67 283.03 51.12 

AD12264 0.92 2.07 8.56 15.12 56.36 196.78 

AD12268 2.29 3.67 22.16 25.64 258.27 150.84 

AD12279 1.11 28.54 23.19 96.87 327.28 607.27 

AD12256 7.20 33.52 46.49 138.04 775.54 1076.76 

AD12259 2.16 8.31 8.96 40.12 50.05 219.42 

AD12276 19.49 6.14 89.60 59.60 672.51 736.72 

AD12321 4.67 4.91 24.88 19.43 139.50 89.49 

[0551] (ND-未测定)

[0552] 实施例4：LNP01配制的siRNA的单剂快速浓注给药后幼年大鼠肝Eg5/KSP的沉默化

[0553] 从出生直到约23天龄，在生长的大鼠肝中可检测到Eg5/KSP表达。使用双链体AD-

6248评估幼年大鼠中配制的Eg5/KSP  siRNA的靶沉默化。

[0554] 测定的KSP双链体

[0555]

[0556] 方法

[0557] 动物给药。经由尾静脉注射向雄性、幼年Sprague-Dawley大鼠(19天大)给药单剂

量脂质体(“LNP01”)配制的siRNA。各组中的十只动物接受每公斤体重10毫克剂量(mg/kg)

的AD6248或非特异性siRNA。剂量水平意指制剂中给药的siRNA双链体的量。第三组接受磷

酸盐缓冲盐水。给药siRNA两天后处死动物。切下肝，快速冷冻在液氮中并研磨成粉末。

[0558] mRNA测定。测定来自所有处理组的肝的Eg5/KSP  mRNA的水平。  在含有蛋白酶K的

组织裂解缓冲液中匀化各肝粉末样品(大约十毫克)。使用Quantigene分支DNA试验

(GenoSpectra)测定各样品的Eg5/KSP和GAPDH  mRNA的水平，重复测定三次。各样品的Eg5/

KSP的平均值相对于平均GAPDH值标准化。确定各实验的组平均值并相对于PBS组标准化。

[0559] 统计分析。通过ANOVA以及随后的Tukey事后检验确定显著性。

[0560] 结果
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[0561] 数据总结

[0562] 给出Eg5/KSP  mRNA的平均值(±标准差)。显示对比PBS组的统计显著性(p值)(ns，

不显著[p＞0.05])。

[0563] 表8、实验1

[0564]

[0565] 用制剂AD6248以10mg/kg的剂量给药后，获得肝Eg5/KSP  mRNA的统计显著性降低。

[0566] 实施例5：静脉内输注LNP01配制的VSP后大鼠肝VEGF的沉默化

[0567] 将含有两种siRNA的等摩尔混合物的“类脂质”制剂给药于大鼠。如本发明所使用，

VSP意指含有两种siRNA的组合物，一种siRNA针对Eg5/KSP，另一种siRNA针对VEGF。该实验

中，使用针对VEGF的双链体AD3133和针对Eg5/KSP的AD12115。因为Eg5/KSP表达在成年大鼠

肝中几乎是不可检测的，因此siRNA处理后仅测量VEGF水平。

[0568] 给药的siRNA双链体(VSP)

[0569]

[0570]

[0571] 关键词：A，G，C，U-核糖核苷酸；c，u-2′-O-Me核苷酸；s-硫代磷酸酯。各链的未修饰

形式和各siRNA的靶标如下：

[0572]
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[0573] 方法

[0574] 动物给药。将类脂质(“LNP01”)配制的siRNA通过在两小时内输注入股静脉给药于

成年、雌性Sprague-Dawley大鼠。各组中的四只动物接受剂量为5、10和15毫克每公斤体重

(mg/kg)的配制siRNA。剂量水平指的是制剂中给药的siRNA双链体的总量。第四组接受磷酸

盐缓冲盐水。siRNA输注结束后72小时处死动物。切下肝，快速冷冻在液氮中并研磨成粉末。

[0575] 配制方法

[0576] 类脂质ND98·4HCl(MW  1487)(上式1)、胆固醇(Sigma-Aldrich)和PEG-神经酰胺

C16(Avanti  Polar  Lipids)用于制备脂质-siRNA纳米颗粒。各自在乙醇中的储备溶液可按

如下方法制备：ND98，133mg/ml；胆固醇，25mg/ml，PEG-神经酰胺C16，100mg/ml。然后以42∶

48∶10的摩尔比混合ND98、胆固醇和PEG-神经酰胺C16的储备溶液。混合的脂质溶液与含水

siRNA(在pH5的乙酸钠中)混合，使得最终乙醇浓度为约35-45％且最终乙酸钠浓度为约

100-300mM。一旦混合，脂质-siRNA纳  米颗粒自发形成。取决于所需粒径分布，所得纳米颗

粒混合物在一些情况下使用热屏障挤压机(Lipex  Extruder，Northern  Lipids，Inc)挤出

通过聚碳酸酯膜(100nm截断值)。在其他情况下，省略挤出步骤。除去乙醇和同时发生的缓

冲液更换可以通过透析或切向流过滤完成。缓冲液用pH7.2的磷酸盐缓冲盐水(PBS)更换。

[0577] 制剂的表征

[0578] 通过标准方法或无挤出方法制备的制剂可以类似方式表征。制剂首先通过外观检

查表征。它们应该是带白色的半透明溶液，不含聚集物或沉淀物。脂质-纳米颗粒的粒径和

粒径分布通过动态光散射使用Malvern  Zetasizer  Nano  ZS(Malvern，USA)来测定。颗粒的

大小应该为约20-300nm，理想地为40-100nm。粒径分布应该是单峰的。使用染料排除试验评

估制剂中总siRNA浓度以及捕获部分。制成制剂的siRNA样品在存在或不存在破坏制剂的表

面活性剂0.5％Triton-X100的情况下与RNA-结合染料Ribogreen(分子探针)孵育。可用来

自含有表面活性剂的样品的信号与标准曲线相比来测定制剂中的总siRNA。通过从总siRNA

含量中减去“游离”siRNA含量(由不存在表面活性剂的情况下的信号确定)测定捕获部分。

捕获siRNA的百分比通常为＞85％。对于SNALP制剂，粒径为至少30nm、至少40nm、至少50nm、

至少60nm、至少70nm、至少80nm、至少90nm、至少100nm、至少110nm和至少120nm。优选范围是

约至少50nm到约至少110nm、优选约至少60nm到约至少100nm、最优选约至少80nm到约至少

90nm。在一个实例中，各粒径包含至少约1∶1比例的Eg5dsRNA和VEGF  dsRNA。

[0579] mRNA测定。在含有蛋白酶K的组织裂解缓冲液中匀化各肝粉末样品(大约十毫克)。

使用Quantigene分支DNA试验(GenoSpectra)测定各样品的VEGF和GAPDH  mRNA的水平，重复

测定三次。各样品的VEGF平均值相对于平均GAPDH值标准化。测定各实验的组平均值并相对

于PBS组标准化。

[0580] 蛋白质测定

[0581] 在1ml  RIPA缓冲液中匀化各肝粉末样品(大约60毫克)。使用Micro  BCA蛋白质分

析试剂盒(Pierce)测定总蛋白质浓度。使用来自各动物的  总蛋白质样品用VEGF  ELISA试

验(R&D系统)测定VEGF蛋白水平。测定各实验的组平均值并相对于PBS组标准化。

[0582] 统计分析。通过ANOVA以及随后的Tukey事后检验确定显著性。

[0583] 结果

[0584] 数据总结
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[0585] 显示各处理组的mRNA(VEGF/GAPDH)和蛋白质(rel.VEGF)的平均值(±标准差)。显

示各实验对比PBS组的统计显著性(p值)。

[0586] 表9

[0587]

[0588] 所有三种siRNA剂量水平中测得肝VEGF  mRNA和蛋白的统计显著性减少。

[0589] 实施例6：人肝肿瘤的小鼠模型中VSP  SNALP的评估

[0590] 这些研究利用包含靶向KSP/Eg5的dsRNA和靶向VEGF的dsRNA的VSP  siRNA混合物。

如本发明所使用，VSP意指含有两种siRNA的组合物，一种siRNA针对Eg5/KSP，另一种siRNA

针对VEGF。该实验中，使用双链体AD3133(针对VEGF)和AD12115(针对Eg5/KSP)。siRNA混合

物按照如下所述配制成SNALP。

[0591] 最大研究规模使用20-25只小鼠。为测试siRNA  SNALP混合物治疗肝癌的功效，将

1x10^6个肿瘤细胞直接注入测试小鼠的左侧叶。通过缝合闭合切口，使小鼠恢复2-5小时。

小鼠在48-72小时内完全恢复。接种肿瘤后8-11天开始SNALP  siRNA治疗。

[0592] 所使用的SNALP制剂是(i)VSP(KSP+VEGF  siRNA混合物(1∶1摩尔比))；(ii)KSP

(KSP+Luc  siRNA混合物)；和(iii)VEGF(VEGF+Luc  siRNA混合物)。所有制剂包含等量(mg)

的各种活性siRNA。所有小鼠接受总siRNA/脂质剂量，且各混合物使用原有柠檬酸盐缓冲液

条件配  制成1∶57cDMA  SNALP(1 .4％PEG-cDMA；57.1％DLinDMA；7.1％DPPC和34.3％胆固

醇)，6∶1脂质∶药物。

[0593] 人Hep3B研究A：VSP-SNALP的抗肿瘤活性

[0594] 通过肝内接种在scid/米色小鼠中形成人肝细胞瘤Hep3B肿瘤。向A组(n＝6)动物

施以PBS；B组(n＝6)动物施以VSP  SNALP；C组(n＝5)动物施以KSP/Luc  SNALP；D组(n＝5)动

物施以VEGF/Luc  SNALP。

[0595] 接种肿瘤八天后开始SNALP处理。SNALP以3mg/kg总siRNA给药，每周两次(周一和

周四)，总共六次剂量(累积18mg/kg  siRNA)。最后剂量在第25天给药，终点在第27天。

[0596] 通过(a)体重；(b)肝重；(c)第27天目视检查+摄影；(d)人特异性mRNA分析；和(e)

第27天测定血甲胎蛋白水平来测定肿瘤负荷。

[0597] 下表10说明了接种的(左侧)肝叶中测定的肿瘤负荷的目测得分结果。得分：“-”＝

没有可见的肿瘤；“+”＝注射部位有明显肿瘤组织；“++”＝从肝叶突出的离散的肿瘤结节；

“+++”＝从两侧肝叶突出的大肿瘤；“++++”＝遍布肝叶的大肿瘤，多个结节。

[0598] 表10
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[0599]

[0600]

[0601] 肝重相对于体重的百分比显示于图1。图2A、图2B、图2C和图2D显示了PBS、VSP、KSP

和VEGF对具有人肝细胞瘤Hep3B肿瘤的小鼠体重的影响。

[0602] 从该研究得到以下结论：(1)VSP  SNALP在Hep3B  1H模型中显示潜在的抗肿瘤效

果；(2)VSP混合物的抗肿瘤活性似乎和KSP组分非常相关；(3)抗-KSP活性通过单剂量组织

学分析得到证实；和(4)VEGF  siRNA显示对该模型的肿瘤生长的抑制没有可检测的影响。

[0603] 人Hep3B研究B：用VSP处理后延长的存活期

[0604] 在第二Hep3B研究中，通过肝内接种入scid/米色小鼠形成人肝细胞瘤Hep3B肿瘤。

这些小鼠的淋巴细胞和自然杀伤细胞是有缺陷的，这是免疫介导的抗肿瘤效果的最小范

围。A组(n＝6)小鼠未经处理；给B组(n＝6)小鼠施以萤光素酶(luc)1955SNALP(Lot 

No .AP10-02)；给C组(n＝7)小鼠施以VSP  SNALP(Lot  No .AP10-01)。SNALP是1∶57cDMA 

SNALP，以及6∶1脂质∶药物。
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[0605] 接种肿瘤八天后开始SNALP处理。SNALP以3mg/kg  siRNA给药，每周两次(周一和周

四)，总共六次剂量(累积18mg/kg  siRNA)。最后剂量在第25天给药，该研究的终点在第27

天。

[0606] 通过(1)体重；(2)第27天目视检查+摄影；(3)人特异性mRNA分析；和(4)第27天测

定血甲胎蛋白水平来测定肿瘤负荷。

[0607] 图3显示给药的每天(第8、11、14、18、21和25天)和处死当天测得的体重。

[0608] 表11

[0609]

[0610]

[0611] 得分：“-”＝没有可见的肿瘤；“+”＝注射部位有明显肿瘤组织；“++”＝从肝叶突出

的离散的肿瘤结节；“+++”＝从两侧肝叶突出的大肿瘤；“++++”＝遍布肝叶的大肿瘤，多个

结节。

[0612] 体重和肿瘤负荷之间的相关性显示于图4、5和6。图4显示未经处理的小鼠在27天

内的体重百分比。图5显示1955Luc  SNALP处理的小鼠在27天内的体重百分比。图6显示VSP 

SNALP处理的小鼠在27天内的体重百分比。

[0613] 通过组织学染色检测，单剂量VSP  SNALP(2mg/kg)给药于Hep3B小鼠导致肝组织样

品中形成有丝分裂纺锤体。
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[0614] 通过定量RT-PCR(pRT-PCR)(Taqman)量化肿瘤负荷。人GAPDH通过物种特异性

Taqman试验相对于小鼠GAPDH标准化。图7A显示与GADPH水平有关的上表中通过肉眼观察所

显示的肿瘤得分。

[0615] 进行血清ELISA以测定由肿瘤分泌的甲胎蛋白(AFP)。如下所述，如果处理后AFP水

平下降，则肿瘤没有生长。图7B显示与用对照物处  理相比，用VSP处理降低一些动物的AFP

水平。

[0616] 人HepB3研究C：

[0617] 在第三研究中，将人HCC细胞(HepB3)直接注射入SCID/米色小鼠的肝脏中，20天后

开始处理。给A组动物施以PBS；给B组动物施以4mg/kg  Luc-1955SNALP；给C组动物施以4mg/

kg  SNALP-VSP；给D组动物施以2mg/kg  SNALP-VSP；给E组动物施以1mg/kg  SNALP-VSP。进行

单剂量静脉内(iv)处理，24小时后处死小鼠。

[0618] 通过qRT-PCR(Taqman)测定肿瘤负荷和靶标沉默化。也如上所述通过肉眼测定肿

瘤得分，结果显示于下表。如图8所示的hGAPDH水平和下表所示的肉眼观察的肿瘤得分相

关。

[0619] 表12

[0620]

[0621] 得分：“-”＝可见肿瘤/一些小肿瘤；“++”＝从肝叶突出的离散的肿瘤结节；“+++”

＝从两侧肝叶突出的大肿瘤。

[0622] 由Taqman分析测定人(肿瘤来源的)KSP沉默化，结果显示于图9。hKSP表达相对于
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hGAPDH标准化。4mg/kg  SNALP-VSP观察到约80％  肿瘤KSP沉默化，1mg/kg时的功效是明显

的。图9清晰的棒状图显示了来自小(低GAPDH)肿瘤的结果。

[0623] 由Taqman分析测定人(肿瘤来源的)VEGF沉默化，结果显示于图10。hVEGF表达相对

于hGAPDH标准化。4mg/kg  SNALP-VSP观察到约60％肿瘤VEGF沉默化，1mg/kg时的功效是明

显的。图10清晰的棒状图显示了来自小(低GAPDH)肿瘤的结果。

[0624] 通过Taqman分析测定小鼠(肝来源的)VEGF沉默化，结果显示于图11A。mVEGF表达

相对于hGAPDH标准化。4mg/kg  SNALP-VSP观察到约50％肝VEGF沉默化，1mg/kg时的功效是

明显的。

[0625] 人HepB3研究D：各dsRNA对肿瘤生长的贡献

[0626] 在第四研究中，将人HCC细胞(HepB3)直接注射入SCID/米色小鼠的肝脏中，8天后

开始处理。该处理采用静脉内(iv)快速浓注，每周两次，总共六次剂量。最后剂量在第25天

给药，终点在第27天。

[0627] 通过总组织学、人特异性mRNA分析(hGAPDH  qPCR)和血甲胎蛋白水平(经由ELISA

测定的血清AFP)来测定肿瘤负荷。

[0628] 在研究1中，A组用PBS处理，B组用SNALP-KSP+Luc(3mg/kg)处理，C组用SNALP-VEGF

+Luc(3mg/kg)处理，D组用SNALP-VSP(3mg/kg)处理。

[0629] 在研究2中，A组用PBS处理，B组用SNALP-KSP+Luc(1mg/kg)处理，C组用ALN-VSP02

(1mg/kg)处理。

[0630] 用SNALP-VSP处理后GAPDH  mRNA水平和血清AFP水平均显示降低(如图11B所示)。

[0631] 组织学研究：

[0632] 通过在小鼠肝内接种形成人肝细胞瘤Hep3B肿瘤。接种肿瘤后20天开始SNALP处

理。用单剂量的(i)VSP  SNALP或(ii)对照(Luc)SNALP(2mg/kg总siRNA)静脉内(IV)处理带

有肿瘤的小鼠(每组三只)。

[0633] 单次SNALP给药后24小时收集肝/肿瘤样品用于常规H&E组织学。

[0634] 尸体解剖时肉眼观察到的大肿瘤结节(5-10mm)很明显。

[0635] SNALP-VSP在Hep3B小鼠中的效果：

[0636] SNALP-VSP(KSP  dsRNA和VEGF  dsRNA的混合物)处理降低了肿瘤负荷和肿瘤来源

的KSP和VEGF的表达。给药SNALP-VSP  dsRNA后，也观察到GAPDH  mRNA水平(肿瘤负荷的量

度)降低(显示于图12A、图12B和图12C中)。给药SNALP-VSP后，肉眼观察到的肿瘤负荷缩小

也是明显的。

[0637] 单次IV快速浓注SNALP-VSP也导致有丝分裂纺锤体形成，这在Hep3B小鼠肝组织样

品中明显地检测到。该结果指示细胞周期停滞。

[0638] 实施例7：SNALP-VSP动物对比经SNALP-Luc处理动物的存活率

[0639] 为测定siRNA  SNALP对癌症受试者存活率的影响，通过在小鼠肝内接种形成肿瘤

并用SNALP-siRNA处理小鼠。这些研究使用含有靶向KSP/Eg5和VEGF的dsRNA的VSP  siRNA混

合物。对照是靶向Luc的dsRNA。siRNA混合物配制成SNALP。

[0640] 将肿瘤细胞(人肝细胞瘤Hep3B，1x10^6)直接注射入scid/米色小鼠的左侧叶中。

这些小鼠的淋巴细胞和自然杀伤(NK)细胞是有缺陷的，这是免疫-介导的抗肿瘤效果的最

小范围。通过缝合闭合切口，使小鼠恢复2-5小时。小鼠在48-72小时内完全恢复。
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[0641] 所有小鼠接受总siRNA/脂质静脉内(iv)剂量，且各混合物使用原有柠檬酸盐缓冲

液条件配制成1∶57cDMA  SNALP(1.4％PEG-cDMA；57.1％DLinDMA；7.1％DPPC和34.3％胆固

醇)，6∶1脂质∶药物。

[0642] 接种肿瘤后在以下显示的天数(18或26天)开始siRNA-SNALP处理。18或26天后以

4mg/kg的剂量每周两次给药siRNA-SNALP，给药三周。监测存活率，基于人替代终点(例如，

动物体重、腹部膨胀/褪色和总体健康)处死动物。

[0643] 接种肿瘤后18天开始处理的存活率数据概括在表13、表14和图13A中。

[0644] 表13.  Kaplan-Meier(存活率)数据(％存活)

[0645]
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[0646]

[0647] 表14.各动物的存活天数

[0648]
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[0649]

[0650] 图13A显示相对于接种肿瘤后的天数，SNALP-VSP动物和SNALP-Luc处理的动物的

平均存活率。SNALP-VSP动物的平均存活期比SNALP-Luc处理的动物延长大约15天。

[0651] 表15.各动物在处理前和处理结束时的血清甲胎蛋白(AFP)浓度(浓度以μg/ml表

示)

[0652]

[0653] 在实验期间用血清AFP水平监测肿瘤负荷。甲胎蛋白(AFP)是在胎儿生命期间由卵

黄囊和肝脏生成的主要血浆蛋白质。该蛋白质被认为是血清白蛋白的胎儿对应物，且人AFP

和白蛋白基因以相同的转录方向串联存在于染色体4上。发现AFP以单体、二聚体和三聚体

形式存在，  且结合铜、镍、脂肪酸和胆红素。AFP水平在出生后逐渐降低，在8-12个月达到成

年人水平。正常成年人的AFP水平是低的，但是可检测的。AFP在正常成年人中没有已知功

能，成年人中的AFP表达通常和一部分肿瘤例如肝细胞瘤和畸胎瘤有关。AFP是用于监测睾

丸癌症、卵巢癌和恶性畸胎瘤的肿瘤标记物。分泌AFP的主要肿瘤包括内胚层窦瘤(卵黄囊
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癌)、神经母细胞瘤、肝胚细胞瘤和肝细胞癌。在患有分泌AFP的肿瘤的患者中，AFP的血清水

平通常与肿瘤大小有关。血清水平可用于评估对治疗的反应。通常，如果治疗后AFP水平下

降，则肿瘤没有生长。化疗后AFP立即暂时增加指示的可能不是肿瘤生长，而是它在缩小(且

由于肿瘤细胞死亡而释放AFP)。切除术通常伴有血清水平降低。如图14所示，SNALP-VSP处

理的动物中肿瘤负荷明显降低。

[0654] 植入后第26、29、32、35、39和42天用SNALP-siRNA处理重复实验。数据显示于图

13B。SNALP-VSP动物的平均存活期延长大约15天，SNALP-Luc处理的动物延长大约19天，或

38％。

[0655] 实施例8：单星体在已形成肿瘤中的诱导

[0656] 分裂细胞中KSP的抑制导致单星体形成，其可在组织切片中容易地观察到。为测定

单星体形成是否在SNALP-VSP处理的肿瘤中发生，将2mg/kg  SNALP-VSP经由尾静脉注射给

药于荷瘤动物(Hep3B细胞植入后三周)。对照动物接受2mg/kg  SNALP-Luc。且各混合物使用

原有柠檬酸盐缓冲液条件配制成1∶57cDMA  SNALP(1.4％PEG-cDMA；57.1％DLinDMA；7.1％

DPPC和34.3％胆固醇)，6∶1脂质∶药物。

[0657] 二十四小时后处死动物，处理荷瘤肝叶用于组织学分析。H&E染色的组织切片的典

型图像显示于图15。在SNALP-VSP处理(A)而不是SNALP-Luc处理(B)的肿瘤中，广泛单星体

形成是明显的。在后者，正常的有丝分裂图像是明显的。单星体生成是KSP抑制的特征，还提

供SNALP-VSP在已形成的肝肿瘤中具有明显活性的证明。

[0658] 实施例9：ALN-VSP02(SNALP-VSP)的制备方法和产品规格

[0659] ALN-VSP02产品包含配制成用于经由输注IV给药的灭菌脂质颗粒  制剂(称为

SNALP)的2mg/mL的药物物质ALN-VSPDS01。药物物质ALN-VSPDS01由等摩尔比例的两种

siRNA(靶向KSP的ALN-12115和靶向VEGF的ALN-3133)组成。药物产品以5mL的填充体积包装

在10mL小玻璃瓶中。

[0660] 药物物质例如可以和阳离子脂质XTC、ALNY-100和MC3配制成本发明所述的其他核

酸-脂质颗粒制剂。

[0661] 本发明使用以下术语：

[0662]

[0663] *可选名称＝AD-12115、AD12115；**可选名称＝AD-3133、AD3133

[0664] 9.1、药物物质ALN-VSPDS01的制备

[0665] 使用商业可得的合成装置和原料化学合成药物物质ALN-VSPDS01的两种siRNA组

分，ALN-12115和ALN-3133。制备方法包括通过常规固相寡核苷酸合成使用亚磷酰胺化学和

2’羟基用叔丁基二甲基甲硅烷基(TBDMS)保护或2’羟基被2’甲氧基(’OMe)替换的5’O二甲

氧基三苯基甲基(DMT)保护基合成各双链体的两条单链寡核苷酸(ALN  12115的19562有义

和19563反义和ALN  3133的3981有义和3982反义)。寡核苷酸链通过亚磷酰胺法组装在固体
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支持体例如可控孔度玻璃或聚苯乙烯上。循环由5’脱保护、偶联、氧化和加帽反应组成。使

用5(乙基巯基)1H四唑试剂活化适当保护的核糖、2’OMe或脱氧核糖核苷酰胺，然后偶联支

持体固定的被保护的核苷或寡核苷酸的游离5’羟基来进行各偶联反应。在适当次数的循环

后，通过酸处理除去最终的5’保护基。用甲胺水溶液处理以及伴随除去氰乙基保护基以及

核碱基保护基从固体支持体上切割粗寡核苷酸。然后使用包含氟化氢的试剂切割2’O 

TBDMS基以生成粗寡核糖核苷酸，使用强阴离子交换高效液相色谱法(HPLC)然后使用超滤

脱盐纯化粗寡核糖核苷酸。分析纯化单链以确认正确的分子量、分子序列、杂质分布图和寡

核苷酸含量，然后退火成双链体。将退火的  双链体中间体ALN  12115和ALN  3133冻干并贮

存在20℃，或以1∶1摩尔比混合并冻干溶液以生成药物物质ALN  VSPDS01。如果双链体中间

体以干燥粉末贮存，混合前它们在水中再溶解。通过HPLC法监控混合过程实现等摩尔比例。

[0666] 实例规格显示于表16a。

[0667] 表16a.ALN-VSPDS01的实例规格
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[0668]

[0669] ALN-VSPDS01药物物质直到12个月的稳定性试验结果显示于表16b。选择测定法以

评估物理性质(外观、pH、含水量)、纯度(通过SEC和变性阴离子交换层析)和功效(通过变性

阴离子交换层析)[AX-HPLC]。

[0670] 表16b：药物物质的稳定性
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[0671]

[0672] 9.2、药物产品ALN-VSP02的制备

[0673] ALN  VSP02是两种siRNA(以1∶1摩尔比)和脂质赋形剂在等渗缓冲液中的灭菌制

剂。脂质赋形剂与两种siRNA结合，保护它们避免在循环系统中降解，并有助于它们递送至

靶组织。通过比较大量不同制剂的物  理化学性质、稳定性、药效学、药代动力学、毒性和产

品可制造性的重复系列实验选择具体脂质赋形剂和各自的数量比例(显示于表17中)。赋形

剂DLinDMA是在低pH下带正电荷的可滴定氨基脂质，例如在哺乳动物细胞内涵体中发现的

那些，但其在全血的更加中性pH下相对不带电荷。该特征促进带负电荷的siRNA在低pH下的

有效包封，阻止空颗粒形成，但允许在使用前用更加中性的存储缓冲液替代制剂缓冲液从

而调节(减少)颗粒电荷。引入胆固醇和中性脂质DPPC以提供颗粒的物理化学稳定性。聚乙

二醇脂质缀合物PEG2000C  DMA有助于药物产品稳定性，并为建议的用途提供优化循环时

间。ALN  VSP02脂质颗粒的平均直径为约80-90nm，具有低的多分散性值。在中性pH，该颗粒

基本上不带电荷，ζ电势值小于6mV。基于该制备方法没有空(无负载的)颗粒的证据。

[0674] 表17：ALN-VSP02的定量组合物
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[0675]

[0676] *药物产品中的两种siRNA的1∶1摩尔比在整个药物产品颗粒的粒径分布中保持。

[0677] 混合并稀释脂质(乙醇中)和ALN  VSPDS01药物物质(含水缓冲液中)的溶液，以形

成siRNA脂质颗粒的胶体分散体，平均粒径约为80-90nm。然后该分散体通过0.45/0.2μm过

滤器过滤、浓缩并通过切向流过滤渗滤。在工艺中测试以及浓度调节至2.0mg/mL后，该产品

过滤除菌，无菌条件下填入小玻璃瓶中，塞住，盖帽并置于5±3℃下。乙醇和所有  含水缓冲

液组分是美国药典等级；所使用的所有水是美国药典注射用无菌水等级。ALN-VSP02。

[0678] 类似方法用于配制ALN-VSPDS01的其他脂质制剂，例如，含有阳离子脂质XTC、

ALNY-100和MC3的那些。

[0679] 实施例10：ALN-VSP02对人癌细胞系的体外功效

[0680] 处理后通过测定KSP  mRNA、VEGF  mRNA和细胞存活力来测定ALN-VSP02处理对人癌

细胞系的功效。测定各细胞系中KSP和VEGF的IC50(nM)值。

[0681] 表19：细胞系

[0682]

[0683] 在第一天将细胞接种在96孔平板中的完全培养基中，以在第二天达到70％的密

度。第二天，将培养基更换为Opti-MEM降低的血清培养基(Invitrogen  Cat  N：11058-021)，

并用浓度范围为1.8μM到10pM的ALN-VSP02或对照SNALP-Luc转染细胞。6小时后将培养基更
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换为完全培养基。各实验中各细胞系重复接种三个平板。

[0684] 如表17所述配制ALN-VSP02。

[0685] 转染后24小时收获细胞。用bDNA测定KSP水平；用人TaqMan试验测定VEGF  mRNA水

平。

[0686] 在48和/或72小时根据制造商建议使用Cell  Titer  Blue试剂(Promega  Cat  N：

G8080)测定存活力。

[0687] 如表20所示，nM浓度的VSP02能有效降低多种人细胞系中KSP和VEGF的表达。经处

理细胞的存活力没有

[0688] 表20：结果

[0689]

[0690] 实施例11：已形成的Hep3B肝内肿瘤中VSP  SNALP对比索拉非尼的抗肿瘤功效

[0691] 研究了多剂量VSP  SNALP对比索拉非尼在带有已形成的Hep3B肝内肿瘤的scid/米

色小鼠中的抗肿瘤效果。索拉非尼是批准为用于治疗肝细胞癌(HCC)的蛋白激酶的小分子

抑制剂。

[0692] 如本发明所述，通过在scid/米色小鼠的肝内接种形成肿瘤。接种后11天开始处

理。用索拉非尼和对照siRNA-SNALP、索拉非尼和VSP  siRNA-SNALP或仅用VSP  siRNA-SNALP

处理小鼠。对照小鼠仅用缓冲液处理(DMSO代替索拉非尼，PBS代替siRNA-SNALP)。从周一到

周五非胃肠道内给药索拉非尼，给药三周，剂量为15mg/kg体重，总共注射15次。注射SNALP

后最少1小时给药索拉非尼。在第1、4、7、10、14和17天根据最新记录的体重(10ml/kg)以

3mg/kg经由侧尾静脉静脉内给药siRNA-SNALPS，给药三周(总共6剂)。

[0693] 各siRNA-SNALP使用原有柠檬酸盐缓冲液条件配制成1∶57cDMA  SNALP(1.4％PEG-

cDMA；57.1％DLinDMA；7.1％DPPC和34.3％胆固醇)，6∶1脂质∶药物。

[0694] 基于对肿瘤负荷的评估处死小鼠，包括逐渐的重量减轻和临床征象(包括病症、腹

部膨胀/褪色和灵活性)。

[0695] 存活率百分比数据显示于图16。较之单独给药索拉非尼或VSPsiRNA-SNALP，VSP 

siRNA-SNALP和索拉非尼的共同给药增加了存活比例。较之索拉非尼，VSP  siRNA-SNALP增

加了存活比例。
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[0696] 实施例12：使用AD-12115和AD-3133的变体的VSP体外功效

[0697] 设计并合成靶向Eg5/KSP和VEGF的两组双链体。各组包括在AD-12115和AD-3133中

任一的靶位点的各方向延伸(tiling)10个核苷酸的双链体。

[0698] 各双链体的靶标、有义链和反义链序列显示于下表中。

[0699] 使用本发明描述的试验测定各双链体对表达的抑制。单独和/或组合给药双链体，

例如，Eg5/KSP  dsRNA和VEGF  dsRNA组合。在一些实施方式中，dsRNA以核酸脂质颗粒(例如

本发明描述的SNALP制剂)给药。

[0700] 表21：靶向VEGF和Eg5/KSP的dsRNA序列(延伸)

[0701]
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[0702]
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[0703]
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[0704]

[0705] 实施例13：具有单个平端的靶向VEGF的dsRNA

[0706] 设计并合成一组靶向VEGF的dsRNA双链体。各组包括在AD-3133的靶位点的各方向

延伸10个核苷酸的双链体。各双链体在相当于反义链3’端的末端包括2个碱基的突出端，且

在相当于反义链的5’端的末端没有突出端，例如平端。

[0707] 这些双链体的各链序列显示于下表中。

[0708] 使用本发明描述的试验测定各双链体对表达的抑制。单独和/或与Eg5/KSP  dsRNA

(例如AD-12115)组合给药VEGF双链体。在一些实施方式中，dsRNA以核酸脂质颗粒(例如本

发明描述的SNALP制剂)给药。

[0709] 表22：靶向VEGF的平端dsRNA的靶序列

[0710]
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[0711]

[0712] 表23：靶向VEGF的平端dsRNA的链序列

[0713]

[0714] 实施例14：dsRNA寡核苷酸合成

[0715] 合成

[0716] 在AKTAoligopilot合成仪上合成所有寡核苷酸。使用商业可得的可控孔度玻璃固

体支持体(dT-CPG， Prime  Synthesis)和带有标准保护基的RNA亚磷酰胺，5’-O-二

甲氧三苯甲基N6-苯甲酰基-2’-叔丁基二 甲基甲硅烷基-腺苷-3’-O-N，N’-二异丙基-2-腈

乙基亚磷酰胺、5’-O-二甲氧三苯甲基-N4-乙酰基-2’-叔丁基二甲基甲硅烷基-胞苷-3’-O-

N，N’-二异丙基-2-腈乙基亚磷酰胺、5’-O-二甲氧三苯甲基-N2-异丁基-2’-叔丁基二甲基

甲硅烷基-鸟苷-3’-O-N，N’-二异丙基-2-腈乙基亚磷酰胺以及5’-O-二甲氧三苯甲基-2’-

叔丁基二甲基甲硅烷基-尿苷-3’-O-N，N’-二异丙基-2-腈乙基亚磷酰胺(Pierce  Nucleic 

Acids  Technologies)来合成寡核苷酸。2’-F亚磷酰胺、5’-O-二甲氧三苯甲基-N4-乙酰基-

2’-氟-胞苷-3’-O-N，N’-二异丙基-2-腈乙基-亚磷酰胺和5’-O-二甲氧三苯甲基-2’-氟-尿
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苷-3’-O-N，N’-二异丙基-2-氰乙基-亚磷酰胺购自(Promega)。所有的亚磷酰胺以0.2M浓度

的乙腈(CH3CN)溶液使用，除了鸟苷，其以0.2M浓度的10％THF/ANC(v/v)溶液使用。使用的

偶联/再循环时间为16分钟。活化剂是5-乙基巯基四唑(0.75M，American  International 

Chemicals)；对于PO氧化，使用碘/水/吡啶，对于PS-氧化，使用PADS(2％)的2，6-二甲基吡

啶/ACN(1∶1v/v)溶液。

[0717] 用含有相应配体的固体支持体合成3’-配体缀合的链。例如由羟基脯氨醇-胆固醇

亚磷酰胺进行将胆固醇单元引入该序列。经由6-氨基己酸酯键将胆固醇结合至反-4-羟基

脯氨醇，以获得羟基脯氨醇-胆固醇部分。由购自Biosearch  Technologies的相应的

Quasar-570(Cy-3)亚磷酰胺合成5’-端Cy-3和Cy-5.5(荧光团)标记的siRNA。通过使用适当

保护的配体-亚磷酰胺结构单元获得结合至5’-端和或内部位置的配体缀合物。在5-(乙基

巯基)-1H-四唑活化剂的存在下使亚磷酰胺在无水CH3CN中的0.1M溶液与固体-支持体结合

的寡核苷酸延长偶联15min。使用如(1)报告的标准碘-水或通过用叔丁基过氧化氢/乙腈/

水(10∶87∶3)处理(缀合的寡核苷酸为10min氧化等待时间)进行核苷酸间亚磷酸酯到磷酸

酯的氧化。通过使用硫转移剂例如DDTT(购自AM  Chemicals)、PADS和或Beaucage试剂将亚

磷酸酯氧化为硫代磷酸酯而引入硫代磷酸酯。内部合成胆固醇亚磷酰胺并以在二氯甲烷中

的0.1M浓度使用。胆固醇亚磷酰胺的偶联时间为16分钟。

[0718] 脱保护I(核碱基脱保护)

[0719] 合成完成后，将支持体转移到100mL玻璃瓶(VWR)中。从支持体  上切下寡核苷酸，

同时在55℃用80mL的乙醇氨[氨∶乙醇(3∶1)]混合物脱保护碱基和磷酸基6.5h。在冰上短暂

冷却瓶子，然后将乙醇氨混合物过滤到新的250-mL瓶子中。用2x  40mL份的乙醇/水(1∶1v/

v)洗涤CPG。然后通过旋转蒸发器(roto-vap)将混合物体积降低至约30mL。然后混合物在干

冰上冷冻并用真空离心浓缩器(speed  vac)在真空中干燥。

[0720] 脱保护II(去除2’-TBDMS基团)

[0721] 干燥残余物再悬浮在26mL的三乙胺、三乙胺三氢氟化物(TEA·3HF)或吡啶-HF和

DMSO(3∶4∶6)中并在60℃加热90分钟以去除2’位的叔丁基二甲基甲硅烷基(TBDMS)。然后用

50mL的20mM乙酸钠淬灭反应并将pH调节至6.5。寡核苷酸贮存在冰箱中直到纯化。

[0722] 分析

[0723] 用高效液相色谱(HPLC)分析寡核苷酸，然后纯化，缓冲液和柱的选择取决于序列

和或缀合配体的性质。

[0724] HPLC纯化

[0725] 通过反相制备型HPLC纯化配体-缀合的寡核苷酸。在内部填充的TSK凝胶柱上通过

阴离子交换HPLC纯化非缀合寡核苷酸。缓冲液是10％CH3CN中的20mM磷酸钠(pH  8.5)(缓冲

液A)和10％CH3CN、1M  NaBr中的20mM磷酸钠(pH  8.5)(缓冲液B)。合并含有全长寡核苷酸的

级分。脱盐并冻干。大约0.15OD的脱盐寡核苷酸在水中稀释为150μL，然后用移液管移入特

殊小瓶中，用于CGE和LC/MS分析。然后通过LC-ESMS和CGE分析化合物。

[0726] siRNA制备

[0727] 为制备siRNA，将等摩尔量的有义和反义链在1xPBS中95℃加热5min并缓慢冷却到

室温。由HPLC分析证实双链体的完整性。合成本发明描述的AD-3133和AD-AD-12115。

[0728] 实施例15：缀合脂质的合成
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[0729] 使用以下方法合成PEG-脂质，例如mPEG2000-1，2-二-O-烷基-sn3-氨甲酰基甘油

酯(PEG-DMG)：

[0730]

[0731] mPEG2000-1，2-二-O-烷基-sn3-氨甲酰基甘油酯

[0732] 化合物4a的制备：将1，2-二-O-十四基-sn-甘油酯1a(30g，61.80mmol)和N，N’-琥

珀酰亚胺碳酸酯(DSC，23.76g，1.5eq)加入二氯甲烷(DCM，500mL)中并在冰水混合物中搅

拌。将三乙胺(25.30mL，3eq)加入搅拌的溶液中，随后使反应混合物在环境温度下搅拌过

夜。由TLC监控反应进程。用DCM(400mL)稀释反应混合物，用水(2X500mL)、NaHCO3水溶液

(500mL)洗涤有机层，随后是标准操作。获得的残余物在环境温度下在高度真空中干燥过

夜。干燥后，由此获得的粗碳酸酯2a溶解在二氯甲烷(500mL)并在冰浴中搅拌。在氩气气氛

下往搅拌溶液中加入mPEG2000-NH2(3，103.00g，47.20mmol，购自NOF  Corporation，Japan)和

无水吡啶(80mL，过量)。在一些实施方式中，甲氧基-(PEG)x-胺中的x＝45-49，优选47-49，

更优选49。然后在环境温度搅拌反应混合物过夜。在真空下去除溶剂和挥发物，将残余物溶

解在DCM(200mL)中，并上柱到用乙酸乙酯填充的硅胶柱上。首先用乙酸乙酯随后用二氯甲

烷中的5-10％甲醇的梯度洗脱柱子，得到所需的PEG-脂质4a，为白色固体(105.30g，83％)。1H 

NMR(CDCl3，400MHz)δ＝5.20-5.12(m，1H)，4.18-4.01(m，2H)，3.80-3.70(m，2H)，3.70-3.20

(m，-O-CH2-CH2-O-，PEG-CH2)，2.10-2.01(m，2H)，1.70-1 .60(m，2H)，1.56-1 .45(m，4H)，

1.31-1.15(m，48H)，0.84(t，J＝6.5Hz，6H)。MS范围实测值2660-2836。

[0733] 4b的制备：1，2-二-O-十六烷基-sn-甘油酯1b(1.00g，1.848mmol)和DSC(0.710g，

1 .5eq)一起加入二氯甲烷(20mL)中并在冰水混合物中冷却至0℃。往其中加入三乙胺

(1.00mL，3eq)并搅拌过夜。该反应继之以TLC、用DCM稀释、用水(2次)、NaHCO3溶液洗涤并用

硫酸钠干燥。减压下去除溶剂，残余物2b在高度真空中过夜。该化合物无需额外纯化直接用

于下一步反应。在氩气气氛下将MPEG2000-NH2  3(1.50g，0.687mmol，购自NOF  Corporation，

Japan)和来自上步反应的化合物2b(0.702g，1.5eq)溶解在二氯甲烷(20mL)中。反应冷却到

0℃。往其中加入吡啶(1mL，过量)并搅拌过夜。由TLC监控反应。在真空下去除溶剂和挥发

物，通过层析(首先用乙酸乙酯然后用5-10％MeOH/DCM梯度洗脱)纯化残余物，得到所需化

合物4b，为白色固体(1.46g，76％)。1H  NMR(CDCl3，400MHz)δ＝5.17(t，J＝5.5Hz，1H)，4.13
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(dd，J＝4.00Hz，11.00Hz，1H)，4.05(dd，J＝5.00Hz，11.00Hz，1H)，3.82-3.75(m，2H)，3.70-

3.20(m，-O-CH2-CH2-O-，PEG-CH2)，2.05-1.90(m，2H)，1.80-1.70(m，2H)，1.61-1.45(m，6H)，

1.35-1.17(m，56H)，0.85(t，J＝6.5Hz，6H)。MS范围实测值：2716-2892。

[0734] 4c的制备：1，2-二-O-十八烷基-sn-甘油酯1c(4 .00g，6.70mmol)和DSC(2 .58g，

1 .5eq)一起加入二氯甲烷(60mL)中并在冰水混合物中冷却至0℃。往其中加入三乙胺

(2.75mL，3eq)并搅拌过夜。该反应继之以TLC、用DCM稀释、用水(2次)、NaHCO3溶液洗涤并用

硫酸钠干燥。减压下去除溶剂，残余物2b在高度真空中过夜。该化合物无需额外纯化直接用

于下一步反应。在氩气气氛下将MPEG2000-NH2  3(1.50g，0.687mmol，购自NOF  Corporation，

Japan)和来自上步反应的化合物2c(0.760，1.5eq)溶解在二氯甲烷(20mL)中。反应冷却到0

℃。往其中加入吡啶(1mL，过量)并搅拌过夜。由TLC监控反应。在真空下去除溶剂和挥发物，

通过层析(首先用乙酸乙酯然后用5-10％MeOH/DCM梯度洗脱)纯化残余物，得到所需化合物

4c，为白色固体(0.92g，48％)。1H  NMR(CDCl3，400MHz)δ＝5.22-5.15(m，1H)，4.16(dd，J＝

4.00Hz，11.00Hz，1H)，4.06(dd，J＝5.00Hz，11.00Hz，1H)，3.81-3.75(m，2H)，3.70-3.20

(m，-O-CH2-CH2-O-，PEG-CH2)，1.80-1.70(m，2H)，  1.60-1.48(m，4H)，1.31-1.15(m，64H)，

0.85(t，J＝6.5Hz，6H)。MS范围实测值：2774-2948。

[0735] 实施例16：挤出法的通用方案

[0736] 根据所需摩尔比将脂质(例如，脂质A、DSPC、胆固醇、DMG-PEG)在乙醇中溶解并混

合。由乙醇注射法形成脂质体，其中混合脂质加入pH为5.2的乙酸钠缓冲液中。这导致脂质

体在35％乙醇中自发形成。将脂质体挤压通过0.08μm的聚碳酸酯膜至少2次。在乙酸钠中制

备siRNA储备溶液，将35％乙醇加入脂质体以装载。siRNA-脂质体溶液在37℃孵育30min，随

后稀释。去除乙醇，通过透析或切向流过滤替换为PBS缓冲液。

[0737] 实施例17：管线内混合法的通用方案

[0738] 制备单独和分离的储备溶液：一个包含脂质另一个包含siRNA。通过溶解在90％乙

醇中制备例如包含脂质A、DSPC、胆固醇和PEG脂质的脂质储备液。其余10％是低pH柠檬酸盐

缓冲液。脂质储备液的浓度是4mg/mL。取决于所使用的致融脂质种类，该柠檬酸盐缓冲液的

pH可以为3-5。siRNA也以4mg/mL的浓度溶解在柠檬酸盐缓冲液中。对于小规模，制备5mL的

各储备溶液。

[0739] 储备溶液是完全透明的，且在与siRNA混合之前脂质必须是完全溶解的。因此储备

溶液可加热至完全溶解脂质。用于该方法的siRNA可以是未修饰的寡核苷酸或修饰的寡核

苷酸，且可与亲脂性部分例如胆固醇缀合。

[0740] 通过将各溶液泵入T-接头混合单独储备液。双头Watson-Marlow泵用于同时控制

两种物流的开始和停止。将1.6mm聚丙烯管再缩小到0.8mm管，以增加线性流速。聚丙烯管线

(ID＝0.8mm)与T-接头的任一侧连接。聚丙烯T的线性边缘为1.6mm，所得体积为4.1mm3。聚

丙烯管线每一大端(1.6mm)置于含有溶解的脂质储备液或溶解的siRNA的试管中。单个管道

设置于T-接头后，合并流将在此流出。然后管道延伸入含有2倍体积PBS的容器中。快速搅拌

PBS。泵的流速设置在300rpm或  110mL/min。去除乙醇并通过透析用PBS替换。然后用离心或

渗滤将脂质制剂浓缩至适当的使用浓度。

[0741] 图17显示管线内混合法的示意图。

[0742] 实施例18：通过LNP-08配制的VSP使小鼠肝内Hep3B肿瘤中的siRNA沉默化
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[0743] 静脉内给药在含有XTC的核酸-脂质颗粒例如LNP-08中配制的siRNA后，在正位(肝

内)Hep3B肿瘤中进行VSP(VEGF和KSP)的沉默化。

[0744] 通过将1X106Hep3B细胞移植入8周大的雌性Fox  scid/米色小鼠的右侧腹形成肿

瘤。遗传工程化细胞以稳定表达荧火虫萤光素酶。使用IVIS体系(Caliper，Inc.)通过体内

生物光子成像每周监控肿瘤负荷。植入肿瘤后大约4周，荷瘤动物组接受如下测试制品的静

脉内(尾静脉)注射：

[0745]

[0746] LNP08-1955是配制有siRNA  AD-1955(靶向荧火虫萤光素酶)的脂质纳米颗粒，其

含有XTC(60mol％)、DSPC(7.5mol％)、胆固醇(31mol％)和PEG-cDMG(1.5mol％)，N∶P比为约

3.0。

[0747] LNP08-VSP是siRNAs  AD-12115(靶向KSP)和AD-3133(靶向VEGF)以1∶1摩尔比配制

的脂质纳米颗粒，其含有XTC(60mol％)、DSPC(7 .5mol％)、胆固醇(31mol％)和PEG-cDMG

(1.5mol％)，N∶P比例为约3.0。

[0748] 处理后一天，处死动物并收集带肿瘤肝叶用于分析。提取总RNA，然后通过随机引

物合成cDNA。使用人特异性定制 测试(Applied  Biosystems，Inc.)测定相对于

人GAPDH标准化的人KSP和人VEGF水平。计算组平均值并相对于LNP08-1955处理组标准化。

[0749] 如图18所示，较之LNP08-1955处理(组1)，用LNP08-VSP(组2)处理导致肿瘤KSP 

mRNA减少大于60％，例如68％(p＜0.001)，且VEGF  mRNA减少至少40％(p＜0.05)。

[0750] 实施例19：小鼠Hep3b肿瘤模型中LNP-011和LNP-012脂质制剂的评估

[0751] 比较各种VSP制剂对小鼠肝内Hep3B肿瘤中KSP和VEGF表达的影响。经由直接肝内

外科手术将悬浮在0.025cc  PBS中的1X10^6Hep3B-Luc细胞注入三十五只雌性Fox  Scid米

色小鼠中。经由Luc读数通过Xenogen监测肿瘤生长。

[0752] 小鼠接受单剂快速浓注(4mg/kg)的以下制剂之一：SNALP-1955(萤光素酶对照)；

ALN-VSP02；SNALP-T-VSP(含C-18  PEG)-VSP；LNP-11-VSP和LNP-12VSP。给药24小时后处死

动物，TaqMan方法用于测定肿瘤特异性的KSP和VEGF抑制。

[0753] 结果显示于图21。较之ALN-VSP02，SNAPL-T-VSP、LNP-11-VSP和LNP-12VSP显示增

加的KSP表达的抑制。

[0754] 实施例20：LNP-08+/-C18脂质制剂在小鼠Hep3b肿瘤模型中的评估

[0755] 在HEP3B肿瘤模型中测试以下VSP制剂的效果。将以下制剂之一注射入(肝内)荷瘤

小鼠中，所述制剂根据上述方法制备并以单剂快速浓注IV方式给药：
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[0756]

[0757] ALN-VSP02制剂如实施例9所述。

[0758] LNP08-Luc是siRNA  AD-1955(靶向荧火虫萤光素酶)配制的脂质纳米颗粒，其含有

XTC(60mol％)、DSPC(7.5mol％)、胆固醇(31mol％)  和PEG-cDMG(1.5mol％)，N∶P比例为约

3.0。

[0759] LNP08-VSP是siRNA  AD-12115(靶向KSP)和AD-3133(靶向VEGF)以1∶1摩尔比配制

的脂质纳米颗粒，其含有XTC(60mol％)、DSPC(7 .5mol％)、胆固醇(31mol％)和PEG-cDMG

(1.5mol％)，N∶P比例为约3.0。

[0760] LNP08-C18-VSP是siRNA  AD-12115(靶向KSP)和AD-3133(靶向VEGF)以1∶1摩尔比

配制的脂质纳米颗粒，其含有XTC(60mol％)、DSPC(7 .5mol％)、胆固醇(31mol％)和PEG-

cDSG(1.5mol％)，N∶P比为约3.0。

[0761] 图19说明了PEG-DSG和PEG-C-DSA的化学结构。PEG-DSG是聚乙二醇二苯乙烯基甘

油，其中PEG是C18-PEG或PEG-C18，且PEG的平均分子量为2000Da。

[0762] 处理后二十四小时，处死动物并收集肿瘤用于分析。从肿瘤中提取总RNA，然后由

随机引物合成cDNA。使用人特异性定制 测试(Applied  Biosystems，Inc.)测定

相对于人GAPDH标准化的人KSP和人VEGF水平。

[0763] 结果以图表形式显示于图22中，该结果显示可与通过ALN-VSP02引起的沉默化相

比较的KSP和VEGF沉默化。

[0764] 实施例21：ApoE在脂质体在HeLa细胞中的细胞摄取中的作用

[0765] LNP配制的dsRNA通过添加重组人ApoE制备。在HeLa细胞中测试所得的LNP-ApoE配

制的dsRNA对细胞摄取dsRNA的影响。使用ApoE和可离子化脂质的组合物和方法描述在国际

专利申请No.PCT/US10/22614中，其以引用方式全部合并于此。

[0766] 实验方法

[0767] 将HeLa细胞以每孔6000个细胞接种在96孔平板(Grenier)中过夜。Alexa-fluor 

647标记的GFP  siRNA的三种不同的脂质体制剂：1)LNP01，2)SNALP，3)LNP05，在三种培养基

条件之一中稀释成最终浓度为50nM。所测试的培养基条件是OptiMem、含10％FBS的DMEM或

含10％FBS加10ug/mL的人重组ApoE(Fitzgerald  Industries)的DMEM。将在培养基中或在

和ApoE预复合10分钟的培养基中的指定脂质体加入细胞4、6或24小时。各实验条件重复进
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行三次。在指定时间点加入平  板中的HeLa细胞后，细胞在4％多聚甲醛中固定15分钟，然后

用DAPI和Syto染料染色细胞核和细胞质。使用来自Perkin  Elmer的Opera旋转盘自动化共

焦体系获得图像。使用Acapella软件进行Alexa  Fluor  647siRNA摄取的定量。量化四种不

同参数：1)细胞数目、2)每个区域的siRNA阳性斑点的数目、3)每个细胞的siRNA阳性斑点的

数目和4)综合斑点信号或每个细胞的平均siRNA斑点数乘以平均斑点强度。因此平均斑点

信号是每个细胞的siRNA含量总数的粗略估计值。

[0768] 另外，在以下细胞系中测试4种不同的LNP-ApoE配制的dsRNA(SNALP(DLinDMa)、

XTC、MC3、ALNY-100)，并测定对细胞的dsRNA摄取的影响：

[0769] A375(黑素瘤)、B16F10(黑素瘤)、BT-474(乳腺癌)、GTL-16(胃癌)、Hct116(结肠

癌)、Hep3b(肝癌)、HepG2(肝癌)、HeLa(宫颈癌)、HUH  7(肝癌)、MCF7(乳腺癌)、Mel-285(眼

色素层黑素瘤)、NCI-H1975(肺癌)、OMM-1.3(眼色素层黑素瘤)、PC3(前列腺癌)、SKOV-3(卵

巢癌)、U87(胶质母细胞瘤)。

[0770] 实施例22：存在ApoE时KSP  siRNA的Kd

[0771] 在多种细胞系中评估ApoE对LNP-08配制的靶向KSP的siRNA的Kd(亲和性)的影响。

使用LNP08和LNP08与C18PEG配制的siRNA。靶向KSP的siRNA双链体是AL-DP-6248。

[0772]

[0773] 使用以下细胞系。

[0774] 细胞系 细胞种类 物种 

HeLa 宫颈腺癌 人 

HCT116 结肠癌 人 

A375 黑素瘤 人 

MCF7 乳房腺癌 人 

[0775] B16F10 黑素瘤 小鼠 

Hep3b 肝癌 人 

HUH  7 肝癌 人 

HepG2 肝癌 人 

Skov  3 卵巢癌 人 

U87 胶质母细胞瘤 人 

PC3 前列腺癌 人 

[0776] 第一天，将细胞以20000个细胞/孔接种在96孔平板上。第二天，用包含血清的培养

基+/-ApoE在37℃孵育配制的siRNA  15-30分钟。从细胞中去除培养基，预加温的复合物以

100uL/孔铺放在细胞上，siRNA浓度为20nM。在1.0、3.0、9.0和20.0μg/ml滴定ApoE浓度。用

配制的双链体孵育细胞24小时。第三天，裂解并制备细胞用于bDNA分析和kD计算。

[0777] Apo  E的存在改善了在包括HCT-116、HeLa、A375和B16F10的许多细胞系中的kD(数

据未显示)。
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[0778] 实施例23：存在ApoE时KSP  siRNA的IC50

[0779] 在多种细胞系中评估ApoE对LNP-08配制的靶向KSP的siRNA的IC50(功效)的影响。

使用LNP08和LNP08与C18PEG配制的siRNA。靶向KSP的siRNA双链体是AL-DP-6248。

[0780] 第0天，将细胞以15000-20000个细胞/孔接种在96孔平板上。第一天，包含血清的

培养基、配制的双链体和+/-3ug/ml  ApoE在37℃孵育15-30分钟。在0.01nM到1.0μM范围内

使用siRNA的连续稀释液。从细胞中去除培养基，预加温的复合物以100uL/孔铺放在细胞

上。用siRNA孵育细胞24小时。在第二天，裂解并制备细胞用于本发明所述的bDNA分析。使用

Quantigene  1.0测定KSP  mRNA水平以确定KSP水平，并与GAPDH比较。阴性对照是靶向萤光

素酶的siRNA，AD-1955。

[0781] 结果显示于下表。LNP-08配制的siRNA在所有细胞系中都是有活性的。在一些细胞

系中，添加ApoE提高了siRNA处理的功效，如较低IC50所证实。

[0782]

[0783] 实施例24：人中Eg5/KSP和VEGF表达的抑制

[0784] 用药物组合物，例如含有靶向Eg5/KSP基因的dsRNA和靶向VEGF基因的dsRNA的核

酸-脂质颗粒治疗人受试者，以抑制核酸-脂质颗粒中Eg5/KSP和VEGF基因的表达。例如，所

述核酸-脂质颗粒包含XTC、MC3或ALNY-100。

[0785] 选择或鉴别需要治疗的受试者。所述受试者可能需要癌症治疗，例如肝癌。

[0786] 在零时，适当的第一剂量的组合物皮下给药于受试者。所述组合物如本发明所述

配制。一段时间之后，例如通过测定肿瘤生长、测定血清AFP水平等评估受试者的病情。所述

测定可以伴随着测定所述受试者中的Eg5/KSP和/或VEGF表达，和/或测定Eg5/KSP和/或

VEGF  mRNA的成功的siRNA-靶向的产物。也测定其他相关标准。根据受试者的需要调整剂量

数目和强度。

[0787] 治疗后，将受试者的病情与治疗前存在的病情相比较，或与患有类似病症但未经
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治疗的受试者的病情相比。

[0788] 本领域技术人员熟知除在本发明中特别列出的方法和组合物之外 的方法和组合

物，其将允许他们在所附权利要求书的全部范围内实施本发明。
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