
(19)国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 202280040638.0

(22)申请日 2022.04.07

(30)优先权数据

63/172069 2021.04.07 US

(85)PCT国际申请进入国家阶段日

2023.12.06

(86)PCT国际申请的申请数据

PCT/US2022/023902 2022.04.07

(87)PCT国际申请的公布数据

WO2022/216977 EN 2022.10.13

(71)申请人 巴特尔纪念研究院

地址 美国俄亥俄州

(72)发明人 A·D·董　D·J·胡克　

C·古普塔　K·R·小西姆斯　

M·S·科里斯　Z·R·尚克　

A·J·科尔伯特　A·D·麦库　

E·K·施密茨　C·T·希尔里奇　

S·D·米勒　J·L·霍伊　

(74)专利代理机构 中国专利代理(香港)有限公

司 72001

专利代理师 段菊兰　彭昶

(51)Int.Cl.

C12N 15/10(2006.01)

 

(54)发明名称

用于鉴定和使用非病毒载体的快速设计、构

建、测试和学习技术

(57)摘要

本公开涉及用于体内筛选以及用于体内治

疗性递送的条形码化聚合物纳米颗粒及用于其

的方法。更特别地，本发明涉及聚合物纳米颗粒，

例如可逆加成‑断裂链转移(RAFT)聚合物组合

物，其与多核苷酸条形码缔合，用于治疗性递送

以及用于药物递送纳米颗粒的高通量体内筛选。
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1.一种组合物，其包含：

a.包含一种或多种纳米颗粒形成聚合物的非病毒递送载体，和

b.核酸构建体。

2.权利要求1所述的组合物，其中所述非病毒递送载体包含聚合物纳米颗粒。

3.权利要求1所述的组合物，其中所述核酸构建体经由静电相互作用与所述非病毒递

送载体缔合。

4.权利要求1所述的组合物，其中所述核酸构建体通过所述一种或多种纳米颗粒形成

聚合物的带正电荷的聚合物片段和所述核酸构建体的带负电荷的多核苷酸片段的静电相

互作用与所述非病毒递送载体缔合。

5.权利要求1所述的组合物，其中所述核酸构建体通过所述核酸构建体的5'端和/或3'

端上的生物素分子和与所述一种或多种纳米颗粒形成聚合物上的生物素结合的分子之间

的高亲和力、非共价键相互作用与所述非病毒递送载体缔合。

6.权利要求1所述的组合物，其中所述核酸构建体通过羧基封端的聚合物片段和所述

核酸构建体之间的共价键与所述非病毒递送载体缔合，其中所述核酸构建体在5'端和/或

3'端上包含伯胺。

7.权利要求1所述的组合物，其中所述核酸构建体包含：

a.两个引物结合片段；和

b.在所述两个引物结合片段之间的一个或多个独特的多核苷酸条形码。

8.权利要求7所述的组合物，其中所述引物结合片段的长度范围为约15个碱基对至约

30个碱基对。

9.权利要求7所述的组合物，其中所述引物结合片段是通用引物结合集。

10.权利要求7所述的组合物，其中所述一个或多个多核苷酸条形码包含6‑20个核苷酸

的长度的独特序列。

11.权利要求10所述的组合物，其中所述多核苷酸条形码进一步包含在任意两个独特

的多核苷酸条形码序列之间至少2‑6个碱基的汉明距离。

12.权利要求1所述的组合物，其中所述核酸构建体进一步包含在所述多核苷酸条形码

的3'端处的约6个至约12个随机碱基。

13.权利要求12所述的组合物，其中在所述多核苷酸条形码的3'端处的约6个至约12个

随机碱基用于PCR重复的生物信息学去除。

14.权利要求1所述的组合物，其中所述核酸构建体的长度范围为约42个核苷酸至约

210个核苷酸。

15.权利要求1所述的组合物，其中所述一种或多种纳米颗粒形成聚合物包含与受控的

活性/自由基聚合相容的单体单元。

16.权利要求1所述的组合物，其中所述一种或多种纳米颗粒形成聚合物通过可逆失活

自由基聚合、原子转移自由基聚合(ATRP)、可逆加成断裂链转移聚合(RAFT)、碘转移聚合

(ITP)、硒中心的自由基介导的聚合、碲化物介导的聚合(TERP)、锑化氢介导的聚合、或开环

聚合而制备。

17.权利要求1所述的组合物，其中所述一种或多种纳米颗粒形成聚合物由含有乙烯基

基团的单体制备。
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18.权利要求1所述的组合物，其中所述一种或多种纳米颗粒形成聚合物使用链转移

剂，例如在可逆加成‑断裂链转移(RAFT)中使用的那些制备。

19.权利要求1所述的组合物，其中所述一种或多种纳米颗粒形成聚合物是RAFT嵌段共

聚物，其包含

a.第一末端，其包含衍生自RAFT共聚过程中的第一链转移剂的第一封端单元；

b.第一嵌段，其由共价连接至第一反应性官能单元的一个或多个单体单元制备，并且

其具有在约1kDa至约200kDa的范围中的分子量(Mn)和在约10至约2500的范围中的聚合度；

c.任选的第二嵌段，其由共价连接至所述第一嵌段的一个或多个单体单元制备，并且

其具有在约1kDa至约200kDa的范围中的分子量(Mn)和在约20至约2000的范围中的聚合度；

和

d.第二末端，其包含衍生自第一或第二链转移剂的第二封端单元。

20.权利要求19所述的组合物，其中所述非病毒递送载体具有以下的一个或多个：在约

25kDa至约60kDa的范围中的总分子量(Mn)、在约700至约900的范围中的总聚合度、在约10

至约60nm的范围中的目标尺寸和约1.5至约3.5的最大冠核比(CCR)。

21.权利要求19所述的组合物，其中所述第一嵌段由选自以下的一种或多种单体单元

制备：丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯、甲基丙烯酸2‑(二乙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸2‑(二异丙

基氨基)乙酯、甲基丙烯酸丁酯、乙基丙烯酸、丙基丙烯酸、甲基丙烯酸(羟基乙基)酯和甲基

丙烯酸甲酯。

22.权利要求19所述的组合物，其中所述第一嵌段由以下之一制备：丙烯酸2‑二甲基氨

基乙酯、甲基丙烯酸2‑(二乙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸2‑(二异丙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸

丁酯、乙基丙烯酸、丙基丙烯酸、甲基丙烯酸(羟基乙基)酯或甲基丙烯酸甲酯。

23.权利要求19所述的组合物，其中所述第二嵌段由选自以下的一种或多种单体单元

制备：丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯、甲基丙烯酸2‑(二乙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸2‑(二异丙

基氨基)乙酯、甲基丙烯酸丁酯、乙基丙烯酸、丙基丙烯酸、甲基丙烯酸(羟基乙基)酯和甲基

丙烯酸甲酯。

24.权利要求19所述的组合物，其中所述第二嵌段是由独立地选自以下的两种不同单

体单元制备的无规共聚物：丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯、甲基丙烯酸2‑(二乙基氨基)乙酯、甲

基丙烯酸2‑(二异丙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸丁酯、乙基丙烯酸、丙基丙烯酸、甲基丙烯酸

(羟基乙基)酯和甲基丙烯酸甲酯。

25.权利要求19所述的组合物，其中所述第二嵌段是由独立地选自以下的三种不同单

体单元制备的无规共聚物：丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯、甲基丙烯酸2‑(二乙基氨基)乙酯、甲

基丙烯酸2‑(二异丙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸丁酯、乙基丙烯酸、丙基丙烯酸、甲基丙烯酸

(羟基乙基)酯和甲基丙烯酸甲酯。

26.权利要求19所述的组合物，其中所述第二嵌段是由丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯、甲基

丙烯酸丁酯和丙基丙烯酸；或丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯和甲基丙烯酸丁酯；或丙烯酸2‑二

甲基氨基乙酯、甲基丙烯酸丁酯和乙基丙烯酸制备的无规共聚物。

27.权利要求19所述的组合物，其中每种链转移剂独立地选自三硫代碳酸双(羧基甲

基)酯、三硫代碳酸双(2‑氨基‑2‑氧代乙基)酯、三硫代碳酸双[4‑(2‑羟基乙氧基羰基)苄

基]酯、4‑氰基‑4‑(乙基硫基硫代羰基)硫基戊酸、4‑氰基‑4‑((苯基硫代甲酰)硫基)戊酸和

权　利　要　求　书 2/4 页

3

CN 117500923 A

3



4‑氰基‑4‑[(十二烷基硫基硫代羰基)硫基]戊酸。

28.权利要求19所述的组合物，其中所述第一封端单元具有下式

其中，*代表与所述第一嵌段的共价连接的点。

29.权利要求19所述的组合物，其中所述第二封端单元具有下式

其中，*代表与所述第二嵌段的共价连接的点，并且R是‑SC2‑C12烷基或C6H5。

30.一种体内筛选所需的用作递送载体的聚合物纳米颗粒的方法，所述方法包括(a)制

备包含两种或更多种类型的聚合物纳米颗粒的文库，其中每种聚合物纳米颗粒与包含不同

多核苷酸条形码的核酸构建体缔合，(b)向动物施用所述文库，(c)从所述动物中移除细胞

或组织，(d)从所述动物的所述细胞或组织中分离所述核酸构建体，(e)检测所述动物的所

述细胞或组织中的所述核酸构建体，和(f)鉴定所需的用作递送载体的聚合物纳米颗粒。

31.权利要求30所述的方法，其中与所述核酸构建体缔合的所述聚合物纳米颗粒是根

据权利要求1至29中任一项所述的。

32.权利要求30所述的方法，其中通过选自聚合酶链式反应(PCR)、等温扩增、测序、或

其组合的方法检测所述核酸构建体，以获得核苷酸序列数据。

33.权利要求30所述的方法，其中所述聚合物纳米颗粒负载有有效载荷。

34.权利要求33所述的方法，其中所述有效载荷为发光分子。

35.权利要求34所述的方法，其中所述发光用于经由成像来追踪生物分布或细胞摄取。

36.权利要求30所述的方法，其中对所述动物的所述施用经由肌内、静脉内、腹膜内、口

服或肺途径。

37.权利要求30所述的方法，其中所述核酸构建体通过以下从所述细胞和组织中分离：
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与第一有机化合物混合并将有机相与细胞或组织样品的水相温育，将所述有机相与所述水

相分离，将所述有机相与第二有机化合物混合，温育混合物，从所述混合物中沉淀所述核酸

构建体，通过蒸发去除所述有机相，和将所述核酸构建体重悬浮在水性组合物中。

38.权利要求37所述的方法，其中所述有机相包含苯酚氯仿。

39.权利要求37所述的方法，其中通过将所述核酸构建体的水性组合物滴定至大于7.4

的pH，而将所述核酸构建体与所述细胞或组织中的阳离子材料分离。

40.权利要求30所述的方法，其中通过使所述核酸构建体与分子结合，而将所述核酸构

建体与所述细胞或组织中的材料分离，所述分子具有比对所述细胞或组织材料的结合亲和

力更大的对所述核酸构建体的结合亲和力。

41.权利要求30所述的方法，其中所述核酸构建体经由尺寸排阻色谱法来与所述细胞

或组织中的材料分离。

42.权利要求30所述的方法，其中所述核酸构建体经由透析或渗滤来与所述细胞或组

织中的材料分离。

43.权利要求30所述的方法，其中所述核酸构建体经由过滤来与所述细胞或组织中的

材料分离。

44.权利要求30所述的方法，其中所述核酸构建体通过使用酶消化蛋白来与所述细胞

或组织中的材料分离。

45.权利要求44所述的方法，其中所述酶是蛋白酶K。

46.权利要求30所述的方法，其中通过首先将分离的核酸构建体稀释至少1000倍，并然

后使用引物通过PCR扩增所述核酸构建体来检测与所述聚合物纳米颗粒缔合的所述核酸构

建体。

47.权利要求46所述的方法，其中所述来自PCR步骤的引物在检测扩增子之前被酶促消

化。

48.权利要求32所述的方法，其中所述核苷酸序列数据被转换成fast  Q文件；并且将所

述fast  Q文件映射到已知的多核苷酸条形码，并对所述多核苷酸条形码进行枚举。

49.一种治疗患有疾病的患者的方法，所述方法包括向所述患者施用权利要求30所述

的体内筛选方法中所鉴定的聚合物纳米颗粒，其中所述聚合物纳米颗粒进一步包含有效载

荷，以及治疗所述患者中的所述疾病。
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用于鉴定和使用非病毒载体的快速设计、构建、测试和学习

技术

相关申请的交叉引用

[0001] 本申请依据35  U.S.C.§119(e)要求在2021年4月7日提交的美国临时申请系列号

63/172,069的优先权，其全部公开通过引用并入本文。

技术领域

[0002] 本公开涉及用于体内筛选以及用于体内治疗性递送的条形码化聚合物纳米颗粒

及用于其的方法。更特别地，本发明涉及聚合物纳米颗粒，例如可逆加成‑断裂链转移

(RAFT)聚合物组合物，其与多核苷酸条形码缔合，用于治疗性递送以及用于药物递送纳米

颗粒的高通量体内筛选。

背景技术

[0003] 基因药物(包括基因疗法、基因沉默、剪接调节因子和基于核酸酶的基因编辑器)

有望产生革命性治疗，包括疫苗、传染性疾病治疗、抗微生物治疗、抗病毒治疗、以及最值得

注意的遗传疾病治疗。然而，将这些基因药物有效载荷体内递送到需要治疗的特定组织和

细胞，同时避免可能降低基因药物的效力或安全性的组织和细胞构成了重大挑战。另外的

挑战包括递送大的基因有效载荷或多个有效载荷的能力。腺相关病毒(AAV)是用于基因药

物递送的最广泛使用的工具，但AAV不能递送大的基因有效载荷或多个有效载荷(例如规律

间隔成簇短回文重复(CRISPR)/Cas9系统)，并且它们有时触发不需要的免疫反应，包括抗

AAV抗体的产生，其为一种细胞介导的反应。患者中由AAV引起的一些免疫反应为潜在地致

命的免疫反应。

[0004] 基于CRISPR/Cas9系统的治疗由于该系统的用于精确和可编程的基因编辑的能力

而具有治疗许多遗传疾病的非凡潜力。使用CRISPR/Cas9系统的基因编辑和修复具有两种

主要机制，包括非同源末端连接(NHEJ)，其通过诱导随机indel突变修复切割位点，以及同

源定向修复(HDR)，其基于预先存在的模板修复切割位点。由于预先设计的模板可用于HDR

定向的修复，因此可定制基于该机制的疗法以治愈大量不同的遗传疾病。然而，主要挑战是

HDR修复需要将CRISPR/Cas9、小引导RNA  (sgRNA)和供体DNA链同时递送到特定位置。这一

要求对于体内应用变得特别有限，因为确保多个大的分子共同递送到同一靶向位置目前是

不可行的。例如，Cas9酶序列和A复合物太大而不适合AAV。

[0005] 因此，需要有效的非病毒递送系统，包括基因递送系统。目前最先进的非病毒基因

递送系统(例如脂质体)有许多缺点，例如差的生物相容性和不能容易地对其进行工程化或

功能化。另外令人担忧的是，此类非病毒基因递送系统在它们通过细胞内或细胞间的区室

时容易被各种酶降解，并且这些系统不能包装多个大的有效载荷。

[0006] 本发明人设计了条形码化聚合物纳米颗粒(例如衍生自受控的活性/自由基聚合

的聚合物，例如RAFT聚合物)递送组合物。这些组合物具有生物相容、无毒的优点，并且可以

以许多方式编程。例如，可将条形码化聚合物纳米颗粒递送组合物编程为具有使得它们能
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够逃避早期降解、使得它们能够逃避免疫反应、以及使得治疗性基因和其他治疗性分子能

够细胞内成像和受控递送的官能团。因此，这些非病毒递送组合物可通过提供免疫逃避、组

织定向的细胞内递送和递送大的基因有效载荷或多个有效载荷的能力来增强基因药物有

效载荷和其他有效载荷的稳定性、安全性和/或效力。

[0007] 本公开将这些非病毒递送组合物与快速设计、构建、测试和学习(DBTL)技术组合，

所述技术将极大地加速基因递送并解决在受限的基因递送载体中存在的缺点。除了加速现

今的编辑疗法向临床过渡之外，预期这些技术将使得能够一般地递送更大的更分子多样的

基因有效载荷和其他有效载荷，这将进而继续改善遗传疾病和其他疾病的治疗。

发明内容

[0008] 在一些方面中，本公开提供了包含非病毒递送载体和核酸构建体的组合物，所述

非病毒递送载体包含一种或多种纳米颗粒形成聚合物。

[0009] 在一些方面中，本公开提供了体内筛选所需的用作递送载体的聚合物纳米颗粒的

方法，该方法包括(a)制备包含两种或更多种类型的聚合物纳米颗粒的文库，其中每种聚合

物纳米颗粒与包含不同多核苷酸条形码的核酸构建体缔合，(b)向动物施用文库，(c)从动

物中移除细胞或组织，(d)从动物的细胞或组织中分离核酸构建体，(e)检测动物的细胞或

组织中的核酸构建体，和(f)鉴定所需的用作递送载体的聚合物纳米颗粒。

[0010] 在一些方面中，本公开提供了治疗患有疾病的患者的方法，该方法包括向患者施

用本文中所述的体内筛选方法中鉴定的聚合物纳米颗粒，其中聚合物纳米颗粒进一步包含

药物有效载荷，例如多核苷酸或蛋白有效载荷或小分子治疗性有效载荷，以及治疗患者中

的疾病。

[0011] 以下条款及其组合提供了本文中所述的本发明的各种另外的说明性方面。在本专

利申请的任何其他部分中描述的各种实施方案，包括标题为“具体实施方式”和“实施例”的

部分，其适用于在以下编号的条款中描述的本发明的任何以下实施方案。

[0012] 1.一种组合物，其包含：

a.包含一种或多种纳米颗粒形成聚合物的非病毒递送载体，和

b.核酸构建体。

[0013] 2.条款1的组合物，其中非病毒递送载体包含聚合物纳米颗粒。

[0014] 3 .条款1或2的组合物，其中核酸构建体经由静电相互作用与非病毒递送载体缔

合。

[0015] 4.条款1至3中任一项的组合物，其中核酸构建体通过一种或多种纳米颗粒形成聚

合物的带正电荷的聚合物片段和核酸构建体的带负电荷的多核苷酸片段的静电相互作用

与非病毒递送载体缔合。

[0016] 5.条款1至3中任一项的组合物，其中核酸构建体通过核酸构建体的5'端和/或3'

端上的生物素分子和与一种或多种纳米颗粒形成聚合物上的生物素结合的分子之间的高

亲和力、非共价键相互作用与非病毒递送载体缔合。

[0017] 6.条款1至3中任一项的组合物，其中核酸构建体通过羧基封端的聚合物片段和核

酸构建体之间的共价键与非病毒递送载体缔合，其中核酸构建体在5'端和/或3'端上包含

伯胺。
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[0018] 7.前述条款中任一项的组合物，其中核酸构建体包含：

a.两个引物结合片段；和

b.在两个引物结合片段之间的一个或多个独特的多核苷酸条形码。

[0019] 8.条款7的组合物，其中引物结合片段的长度范围为约15个碱基对至约30个碱基

对。

[0020] 9.条款7或8的组合物，其中引物结合片段是通用引物结合集。

[0021] 10.条款7至9中任一项的组合物，其中一个或多个多核苷酸条形码包含6‑20个核

苷酸的长度的独特序列。

[0022] 11 .条款10的组合物，其中多核苷酸条形码进一步包含在任意两个独特的多核苷

酸条形码序列之间至少2‑6个碱基的汉明距离。

[0023] 12.前述条款中任一项的组合物，其中核酸构建体进一步包含在多核苷酸条形码

的3'端处的约6个至约12个随机碱基。

[0024] 13.条款12的组合物，其中多核苷酸条形码的3'端处的约6个至约12个随机碱基用

于PCR重复的生物信息学去除。

[0025] 14.前述条款中任一项所述的组合物，其中核酸构建体的长度范围为约42个核苷

酸至约210个核苷酸。

[0026] 15.前述条款中任一项的组合物，其中一种或多种纳米颗粒形成聚合物包含与受

控的活性/自由基聚合相容的单体单元。

[0027] 16.前述条款中任一项的组合物，其中一种或多种纳米颗粒形成聚合物通过可逆

失活自由基聚合、原子转移自由基聚合(ATRP)、可逆加成断裂链转移聚合(RAFT)、碘转移聚

合(ITP)、硒中心的自由基介导的聚合、碲化物介导的聚合(TERP)、锑化氢介导的聚合、或开

环聚合而制备。

[0028] 17.前述条款中任一项的组合物，其中一种或多种纳米颗粒形成聚合物由含有乙

烯基基团的单体制备。

[0029] 18.前述条款中任一项的组合物，其中一种或多种纳米颗粒形成聚合物使用链转

移剂，例如在可逆加成‑断裂链转移(RAFT)中使用的那些制备。

[0030] 19.前述条款中任一项的组合物，其中一种或多种纳米颗粒形成聚合物是RAFT嵌

段共聚物，其包含

a.第一末端，其包含衍生自RAFT共聚过程中的第一链转移剂的第一封端单元；

b.第一嵌段，其由共价连接至第一反应性官能单元的一个或多个单体单元制备，

并且其具有在约1kDa至约500kDa的范围中的分子量(Mn)和在约10至约2500的范围中的聚

合度；c.任选的第二嵌段，其由共价连接至第一嵌段的一个或多个单体单元制备，并且其具

有在约1kDa至约500kDa的范围中的分子量(Mn)和在约20至约2000的范围中的聚合度；和d.

第二末端，其包含衍生自第一或第二链转移剂的第二封端单元。

[0031] 20.条款19的组合物，其中非病毒递送载体具有以下的一个或多个：在约25kDa至

约60kDa的范围中的总分子量(Mn)、在约700至约900的范围中的总聚合度、在约10至约60nm

的范围中的目标尺寸和约1.5至约3.5的最大冠核比(corona‑to‑core  ratio,CCR)。

[0032] 21.条款19或20的组合物，其中第一嵌段由选自以下的一种或多种单体单元制备：

丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯、甲基丙烯酸2‑(二乙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸2‑(二异丙基氨
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基)乙酯、甲基丙烯酸丁酯、乙基丙烯酸、丙基丙烯酸、甲基丙烯酸(羟基乙基)酯和甲基丙烯

酸甲酯。

[0033] 22.条款19或20的组合物，其中第一嵌段由以下之一制备：丙烯酸2‑二甲基氨基乙

酯、甲基丙烯酸2‑(二乙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸2‑(二异丙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸丁

酯、乙基丙烯酸、丙基丙烯酸、甲基丙烯酸(羟基乙基)酯或甲基丙烯酸甲酯。

[0034] 23.条款19至22中任一项的组合物，其中第二嵌段由选自以下的一种或多种单体

单元制备：丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯、甲基丙烯酸2‑(二乙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸2‑(二

异丙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸丁酯、乙基丙烯酸、丙基丙烯酸、甲基丙烯酸(羟基乙基)酯和

甲基丙烯酸甲酯。

[0035] 24.条款19至23中任一项的组合物，其中第二嵌段是由独立地选自以下的两种不

同单体单元制备的无规共聚物：丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯、甲基丙烯酸2‑(二乙基氨基)乙

酯、甲基丙烯酸2‑(二异丙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸丁酯、乙基丙烯酸、丙基丙烯酸、甲基丙

烯酸(羟基乙基)酯和甲基丙烯酸甲酯。

[0036] 25.条款19至23中任一项的组合物，其中第二嵌段是由独立地选自以下的三种不

同单体单元制备的无规共聚物：丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯、甲基丙烯酸2‑(二乙基氨基)乙

酯、甲基丙烯酸2‑(二异丙基氨基)乙酯、甲基丙烯酸丁酯、乙基丙烯酸、丙基丙烯酸、甲基丙

烯酸(羟基乙基)酯和甲基丙烯酸甲酯。

[0037] 26.条款19至25中任一项的组合物，其中第二嵌段是由丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯、

甲基丙烯酸丁酯和丙基丙烯酸；或丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯和甲基丙烯酸丁酯；或丙烯酸

2‑二甲基氨基乙酯、甲基丙烯酸丁酯和乙基丙烯酸制备的无规共聚物。

[0038] 27.条款19至26中任一项的组合物，其中每种链转移剂独立地选自三硫代碳酸双

(羧基甲基)酯、三硫代碳酸双(2‑氨基‑2‑氧代乙基)酯、三硫代碳酸双[4‑(2‑羟基乙氧基羰

基)苄基]酯、4‑氰基‑4‑(乙基硫基硫代羰基)硫基戊酸、4‑氰基‑4‑((苯基硫代甲酰)硫基)

戊酸和4‑氰基‑4‑[(十二烷基硫基硫代羰基)硫基]戊酸。

[0039] 28.条款19至27中任一项的组合物，其中第一封端单元具有下式

其中，*代表与第一嵌段的共价连接的点。

[0040] 29.条款19至28中任一项的组合物，其中第二封端单元具有下式
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其中，*代表与第二嵌段的共价连接的点，并且R是‑SC2‑C12烷基或C6H5。

[0041] 30.一种体内筛选所需的用作递送载体的聚合物纳米颗粒的方法，该方法包括(a)

制备包含两种或更多种类型的聚合物纳米颗粒的文库，其中每种聚合物纳米颗粒与包含不

同多核苷酸条形码的核酸构建体缔合，(b)向动物施用文库，(c)从动物中移除细胞或组织，

(d)从动物的细胞或组织中分离核酸构建体，(e)检测动物的细胞或组织中的核酸构建体，

和(f)鉴定所需的用作递送载体的聚合物纳米颗粒。

[0042] 31.条款30的方法，其中与核酸构建体缔合的聚合物纳米颗粒是根据条款1至29中

任一项的。

[0043] 32.条款30或31的方法，其中通过选自聚合酶链式反应(PCR)、等温扩增、测序、或

其组合的方法检测核酸构建体，以获得核苷酸序列数据。

[0044] 33.条款30至32中任一项的方法，其中聚合物纳米颗粒负载有有效载荷。

[0045] 34.条款33的方法，其中有效载荷为发光分子。

[0046] 35.条款34的方法，其中发光用于经由成像来追踪生物分布或细胞摄取。

[0047] 36.条款30至35中任一项的方法，其中对动物的施用经由肌内、静脉内、腹膜内、口

服或肺途径。

[0048] 37.条款30至36任一项的方法，其中核酸构建体通过以下从细胞和组织中分离：与

第一有机化合物混合并将有机相与细胞或组织样品的水相温育，将有机相与水相分离，将

有机相与第二有机化合物混合，温育混合物，从混合物中沉淀核酸构建体，通过蒸发去除有

机相，和将核酸构建体重悬浮在水性组合物中。

[0049] 38.条款37的方法，其中有机相包含苯酚氯仿。

[0050] 39.条款37的方法，其中通过将核酸构建体的水性组合物滴定至大于7.4的pH，将

核酸构建体与细胞或组织中的阳离子材料分离。

[0051] 40.条款30的方法，其中通过使核酸构建体与分子结合，将核酸构建体与细胞或组

织中的材料分离，所述分子具有比对细胞或组织材料的结合亲和力更大的对核酸构建体的

结合亲和力。

[0052] 41 .条款30的方法，其中核酸构建体经由尺寸排阻色谱法来与细胞或组织中的材

料分离。

[0053] 42.条款30的方法，其中核酸构建体经由透析或渗滤来与细胞或组织中的材料分

离。

[0054] 43.条款30的方法，其中核酸构建体经由过滤来与细胞或组织中的材料分离。

[0055] 44.条款30的方法，其中核酸构建体通过使用酶消化蛋白来与细胞或组织中的材
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料分离。

[0056] 45.条款44的方法，其中酶是蛋白酶K。

[0057] 46.条款30的方法，其中通过首先将分离的核酸构建体稀释至少1000倍，并然后使

用引物通过PCR扩增核酸构建体来检测与聚合物纳米颗粒缔合的核酸构建体。

[0058] 47.条款46的方法，其中来自PCR步骤的引物在检测扩增子之前被酶促消化。

[0059] 48.条款32的方法，其中核苷酸序列数据被转换成fast  Q文件；并且将fast  Q文件

映射到已知的多核苷酸条形码，并对多核苷酸条形码进行枚举。

[0060] 49.一种治疗患有疾病的患者的方法，该方法包括向患者施用在条款30至48中任

一项的体内筛选方法中所鉴定的聚合物纳米颗粒，其中聚合物纳米颗粒进一步包含有效载

荷，以及治疗患者中的疾病。

附图说明

[0061] 图1是显示简化的流程图的示意图，该流程图示出了基于自动合成、高通量测试和

机器学习设计的非病毒基因递送开发的DBTL循环。

[0062] 图2是显示大的、多样的PNP文库的自动化多重合成的示意图，所述PNP具有各种尺

寸、电荷和疏水性，以生成用于基因编辑、细胞毒性和炎症的数据。

[0063] 图3(a)‑3(b)是显示图形神经网络结构(3(a))和来自SMILES输入的ζ电位预测(3

(b))的示意图。

[0064] 图4是本公开的核酸构建体的一个代表性实例的图示，其显示本公开的以下的长

度(以碱基对(bp)计)：引物结合片段(在所示的构建体中为20bp和21bp)、多核苷酸条形码

(在所示的构建体中为8bp)和随机序列片段(在所示的构建体中为7bp)。

[0065] 图5(a)‑5(c)是使用静电负载反应(图5(a))、亲和素‑链霉亲和素缀合(图5(b))和

直接酰胺化(图5(c))的核酸构建体标记反应方法的示意图。

[0066] 图6是显示静电结合到聚合物纳米颗粒的核酸构建体的扩增的e‑gel。在具有核酸

构建体的样品中存在双带证实条形码与PNP连接。在非测试对照(NTC)中不存在双带验证了

阳性结果。

[0067] 图7是显示从96个独特条形码的合并样品扩增DNA条形码的一系列e‑gel，每个所

述独特条形码与原型PNP连接。图中的每个框是48通道凝胶电泳的一排。每个凝胶的第一列

是DNA  latter，其底部带为约100个碱基。每列中接近100bp标记的亮带指示来自条形码的

扩增子。

[0068] 图8是显示从96个独特条形码的合并样品扩增DNA条形码的e‑gel，所述独特条形

码与原型PNP连接，在掺入到HEK‑293细胞的培养物中后提取。图中的每个框是48通道凝胶

电泳的一排。每个凝胶的第一列是D＝NA  latter，其底部带为约100个碱基。每列中接近

100bp标记的亮带指示来自条形码的扩增子。

[0069] 图9是显示掺入到HEK‑293细胞后从具有独特条形码的10个独特PNP扩增DNA条形

码的e‑gel。双带的存在是条形码扩增的证据，其存在于已知具有条形码的阳性对照样品

中，并且在仅为磷酸盐缓冲盐水的非测试对照(NTC)样品中未观察到。

[0070] 图10是显示负载有表达荧光TdTomato蛋白的质粒的来自图7的10个独特条形码化

PNP的每一种的一系列图像。将负载的PNP各自给药到HEK‑293细胞中。48小时后，经由带
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Texas  Red滤光片的荧光显微镜对细胞进行成像，且图像如上所示。

[0071] 图11(a)‑图11(e)显示了描绘用携带td‑tomato编码荧光负荷质粒的代表性PNP处

理的HEK293T细胞的细胞事件分布的流式细胞术散点图(图11(a)‑11(c))，和描绘88个不同

PNP的文库的转染效率和活力的热图(PNP文库转染效率(图11(d))和PNP文库活力(图11

(e)))。在图11(a)中，图中由条形表示的曲线下面积占细胞的84.17％。

[0072] 图12(a)‑12(d)显示了PCR扩增的从所指示的小鼠组织中提取的条形码的凝胶图

像(图12(a)和12(b))；证明检测来自单个小鼠器官的所有96个单独的条形码的能力的测序

数据，其中(a)表示低剂量和(b)表示高剂量(图12(c))；以及描绘单个器官中的每个条形码

的相对丰度的图(图12(d))。

[0073] 图13是显示对应于条形码(BC)扩增子的带的电泳凝胶，所述条形码扩增子由对条

形码以各种PNP与BC的摩尔比(即聚合物的摩尔数除以条形码的摩尔数)连接的PNP样品进

行的PCR产生。所有条形码化PNP样品的带的存在证实，可以在用条形码以20:1至10,000:1

(PNP摩尔数:BC摩尔数)的任何比例标记的PNP上经由PCR检测条形码。

具体实施方式

[0074] 本发明涉及用于体内筛选以及用于体内治疗性递送的条形码化聚合物纳米颗粒

及用于其的方法。更特别地，本发明涉及聚合物纳米颗粒，例如受控的活性/自由基聚合产

物，例如可逆加成‑断裂链转移(RAFT)聚合物组合物，其与多核苷酸条形码缔合，用于治疗

性递送以及用于药物递送纳米颗粒的高通量体内筛选。在一个实施方案中，有效载荷可以

是3kB或更大的核酸，或任何其他合适的有效载荷，例如另一多核苷酸或蛋白或小分子治疗

性分子或发光分子。

[0075] 本发明涉及条形码化聚合物纳米颗粒组合物(例如衍生自受控的活性/自由基聚

合过程的聚合物纳米颗粒，例如RAFT共聚物)作为平台的用途，所述平台具有结构和功能上

的高度可调性、保护有效载荷免受免疫系统的不利反应或降解的机会、和经由表面电荷或

粒度的被动细胞靶向。这些递送系统还使其自身适于计算机辅助设计，并且它们具有适合

的途径以进行稳健的、商业规模的制造过程，该制造过程具有比病毒递送组合物制造过程

更高的产率和更少的纯化步骤。

[0076] 在一个实施方案中，提供了包含与核酸构建体缔合的聚合物纳米颗粒(例如衍生

自受控的活性/自由基聚合过程的聚合物纳米颗粒，例如RAFT聚合物)的组合物。在另一个

实施方案中，提供了体内筛选以鉴定所需的用作递送载体的与核酸构建体缔合的聚合物纳

米颗粒(例如衍生自受控的活性/自由基聚合过程的聚合物纳米颗粒，例如RAFT聚合物)的

方法。在另一个实施方案中，提供了治疗患有疾病的患者的方法，该方法包括向患者施用在

筛选方法中鉴定的聚合物纳米颗粒。

[0077] 在一个实施方案中，体内筛选所需的用作递送载体的聚合物纳米颗粒的方法，该

方法包括(a)制备包含两种或更多种类型的聚合物纳米颗粒的文库，其中每种聚合物纳米

颗粒与包含不同多核苷酸条形码的核酸构建体缔合，(b)向动物施用文库，(c)从动物中移

除细胞或组织，(d)从动物的细胞或组织中分离核酸构建体，(e)检测动物的细胞或组织中

的核酸构建体，和(f)鉴定所需的用作递送载体的聚合物纳米颗粒。在各种实施方案中，可

以通过例如对动物的细胞或组织中的核酸进行聚合酶链式反应(PCR)、等温扩增或测序来
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检测核酸构建体。

[0078] 在另一个实施方案中，提供了治疗患有疾病的患者的方法，该方法包括向患者施

用在体内筛选方法中鉴定的聚合物纳米颗粒，其中聚合物纳米颗粒进一步包含药物有效载

荷，例如多核苷酸或蛋白有效载荷、或小分子治疗性分子或发光分子有效载荷，以及治疗患

者中的疾病。

[0079] 在各种实施方案中，可以使用用于体内筛选与核酸构建体缔合的聚合物纳米颗粒

的方法，或用于治疗的方法的任何合适的施用与核酸构建体缔合的聚合物纳米颗粒文库的

途径，包括肠胃外施用。此类肠胃外施用的合适途径包括静脉内、动脉内、腹膜内、鞘内、硬

膜外、脑室内、尿道内、胸骨内、颅内、瘤内、肌内和皮下递送。在一个实施方案中，用于肠胃

外施用的手段包括针(包括微针)注射器、无针注射器和输注技术。在其他实施方案中，可以

使用口服或肺施用途径。

[0080] 在一个方面中，可以在向动物施用与聚合物纳米颗粒缔合的核酸构建体之前，合

并并浓缩条形码化聚合物纳米颗粒的文库。用于文库制备和用于测序的方法描述于Green

和Sambrook,“Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual”,第4版,Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press,(2012)(其通过引入并入本文)中。

[0081] 在各种实施方案中，可以就本文所述的与核酸构建体缔合的聚合物纳米颗粒的存

在对细胞或组织样品进行分析。样品可以是来自动物的任何组织、细胞或液体样品，例如选

自尿、鼻分泌物、鼻洗液、内耳液、支气管灌洗液、支气管洗液、肺泡灌洗液、脊髓液、骨髓抽

吸物、痰、胸膜液、滑液、心包液、腹膜液、唾液、泪液、胃分泌物、粪便、生殖道分泌物、淋巴

液、全血、血清、血浆、或来自动物的任何组织或细胞样品。示例性的组织或细胞样品包括脑

组织或细胞、肌肉组织或细胞、皮肤组织或细胞、心脏组织或细胞、肾组织或细胞、胃组织或

细胞、肝组织或细胞、泌尿道组织或细胞、胃肠道组织或细胞、头或颈组织或细胞、肺组织或

细胞、生殖道组织或细胞、胰腺组织或细胞、或来自动物的任何其他组织或细胞类型。

[0082] 在从动物中移除细胞或组织以及从动物的细胞或组织中分离核酸构建体的一个

说明性方面中，从动物的细胞或组织中移除核酸构建体。在各种实施方案中，从动物的组织

或细胞中获得的核酸构建体(例如DNA或RNA)可通过使细胞破裂并从裂解物中分离核酸构

建体而移除。使细胞破裂和分离核酸的技术是本领域中公知的，并且移除技术包括均质化，

例如通过使用珠磨技术(bead‑beating  technique)。在其他实施方案中，核酸构建体可以

通过使用去污剂或溶剂(例如苯酚‑氯仿)使细胞破裂来分离。另一方面中，核酸构建体可以

通过物理方法，包括但不限于离心、透析、渗滤、过滤、尺寸排阻、压力技术、用蛋白酶K消化

蛋白或通过使用具有对核酸的亲和力的物质，例如结合核酸的珠粒从裂解物中分离。

[0083] 在一个说明性实施方案中，通过用有机相(例如苯酚氯仿)和水相(例如水)的混合

物处理而从细胞或组织中移除核酸构建体。分离有机相(例如苯酚氯仿)，并可通过升高pH，

例如升高至pH7.4，沉淀核酸构建体。可以蒸发有机相(例如苯酚氯仿)，并可将核酸构建体

悬浮于水中并稀释至适当浓度用于PCR和/或测序。在一个实施方案中，在充分洗涤后，将分

离的核酸构建体悬浮于水或缓冲液中。

[0084] 在其他实施方案中，商业试剂盒可用于核酸构建体的分离，例如Qiagen TM、

NuclisensmTM、WizardTM(Promega)、QiaAmp  96DNA提取试剂盒
TM
和QiaCube  HTTM仪器，以及

PromegamTM。制备用于PCR和/或测序的核酸的方法也描述于Green和Sambrook,“Molecular 

说　明　书 8/53 页

13

CN 117500923 A

13



Cloning:A  Laboratory  Manual”,第4版,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,(2012)

(其通过引入并入本文)中。

[0085] 可以通过使用例如聚合酶链式反应(PCR)、等温扩增、测序和/或成像来检测多核

苷酸条形码。已经开发了聚合酶链式反应(PCR)以在实验室中分析核酸。PCR在过去十年演

变为新一代的装置和方法，被称为下一代测序(NGS)。NGS以较便宜的价格提供了较快的核

酸的检测和扩增。NGS装置和方法允许快速测序，因为核酸在大规模平行、高通量平台中扩

增。

[0086] 在一个说明性方面中，可以使用任何合适的测序方法对核酸构建体进行测序，以

检测多核苷酸条形码，所述测序方法包括下一代测序(例如使用Illumina、ThermoFisher或

PacBio或Oxford  Nanopore  Technologies测序平台)、边合成边测序、焦磷酸测序、纳米孔

测序，或者可以使用其变型或组合。在一个实施方案中，测序可以是扩增子测序。在另一个

实施方案中，测序可以是全基因组测序。在另一个实施方案中，测序可以是外显子组/靶向

杂交测序。用于对核酸进行测序的方法也是本领域中公知的，并描述于Sambrook等人 ,

“Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual”,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press

(其通过引入并入本文)中。

[0087] 在一个方面中，核酸构建体可以包含多核苷酸条形码，并且条形码包含不存在于

任何已知的基因组中的独特序列，用于多核苷酸条形码的鉴定。在另一个实施方案中，具有

不同多核苷酸条形码(例如88或96个不同的多核苷酸条形码)的不同核酸构建体的集合可

用于允许在一个测序运行上对样品进行多重检测(multiplexing)。

[0088] 在各种实施方案中，多核苷酸条形码的长度可为约5个至约35个碱基对、约5个至

约34个碱基对、约5个至约33个碱基对、约5个至约32个碱基对、约5个至约31个碱基对、约5

个至约30个碱基对、约5个至约29个碱基对、约5个至约28个碱基对、约5个至约27个碱基对、

约5个至约26个碱基对、约5个至约25个碱基对、约5个至约24个碱基对、约5个至约23个碱基

对、约5个至约22个碱基对、约5个至约21个碱基对、约5个至约20个碱基对、约5个至约19个

碱基对、约5个至约18个碱基对、约5个至约17个碱基对、约5个至约16个碱基对、约5个至约

15个碱基对、约5至14个碱基对、约5个至13个碱基对、约5个至12个碱基对、约5个至11个碱

基对、约5个至10个碱基对、约5个至9个碱基对、约5个至8个碱基对、约6个至10个碱基对、约

7个至10个碱基对、约8个至10个碱基对、或约6个至约20个碱基对。

[0089] 多核苷酸条形码的各种实施方案在下表1中示出(标记为“多核苷酸条形码”)。这

些多核苷酸条形码可以单独地用于核酸构建体中，或以例如两个或更多个多核苷酸条形

码、三个或更多个多核苷酸条形码、四个或更多个多核苷酸条形码等的组合用于核酸构建

体中。在使用多于一个多核苷酸条形码的实施方案中，多核苷酸条形码之间的汉明距离可

以是约2个至约6个核苷酸，或可以形成汉明距离的任何合适数量的核苷酸，或者在多核苷

酸条形码之间不存在核苷酸。

表1
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[0090] 在另一个实施方案中，随机序列片段可连接至多核苷酸条形码的5'端和/或3'端，

并且随机序列片段可以例如用于PCR重复的生物信息学去除。随机序列片段也可用于增加

核酸构建体的长度，并且可用作生物信息学分析的标记物，以在测序后鉴定多核苷酸条形
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码的开端或末端。在另一个实施方案中，核酸构建体包含至少第一和第二随机序列片段，并

且第一随机序列片段可连接至多核苷酸条形码的5'端，且第二随机序列片段可连接至多核

苷酸条形码的3'端。在另一个实施方案中，一个或至少一个随机序列片段连接至多核苷酸

条形码的5'端和/或3'端。在一个方面中，随机序列片段可以根据需要延伸，以使核酸构建

体更长以用于不同的应用，例如其中短插入物可能丢失的全基因组测序。

[0091] 在各种实施方案中，随机序列片段的长度可以是约5个至约20个碱基对、约5个至

约19个碱基对、约5个至约18个碱基对、约5个至约17个碱基对、约5个至约16个碱基对、约5

个至约15个碱基对、约5个至约14个碱基对、约5个至约13个碱基对、约5个至约12个碱基对、

约5个至约11个碱基对、约5个至约10个碱基对、约5个至约9个碱基对、约5个至约8个碱基

对、约6个至约10个碱基对、约7个至约10个碱基对、或约8个至约10个碱基对。

[0092] 在另一个说明性方面中，多核苷酸条形码可以以引物结合片段为侧翼(即直接或

间接连接至多核苷酸条形码)，使得包含多核苷酸条形码的核酸构建体可以在聚合酶链式

反应(PCR)和/或测序方案期间扩增。在一个方面中，引物结合片段可以用于与一个或多个

通用引物或通用引物集结合。在一个说明性实施方案中，通用引物可以含有悬突序列

(overhang  sequence)，其使得能够连接用于测序的索引接头(index  adapter)。在该方面

中，引物可以是任何所感兴趣的引物。在该实施方案中，第一引物结合片段可在其3'端连接

至第一随机序列片段的5'端，并且第二引物结合片段可在其5'端连接至第二随机序列片段

的3'端，其中多核苷酸条形码在随机序列片段之间。在另一个实施方案中，第一引物结合片

段可在其3'端连接至多核苷酸条形码的5'端，并且第二引物结合片段可在其5'端连接至随

机序列片段的3'端(参见图1的实例)，所述随机序列片段连接至多核苷酸条形码的3'端。在

另一个实施方案中，第一引物结合片段可在其3'端连接至随机序列片段的5'端，并且第二

引物结合片段可在其5'端连接至多核苷酸条形码的3'端，其中多核苷酸条形码在其5'端连

接至随机序列片段的3'端。在又另一个实施方案中，第一引物结合片段可在其3'端连接至

多核苷酸条形码的5 '端，并且第二引物结合片段可在其5 '端连接至多核苷酸条形码的3 '

端。

[0093] 在核酸构建体中包含引物结合片段的实施方案中，引物结合片段的长度范围可以

为约15个碱基对至约30个、约15个碱基对至约29个碱基对、约15个碱基对至约28个碱基对、

约15个碱基对至约26个碱基对、约15个碱基对至约24个碱基对、约15个碱基对至约22个碱

基对、约15个碱基对至约20个碱基对、16个碱基对至约28个碱基对、约16个碱基对至约26个

碱基对、约16个碱基对至约24个碱基对、约16个碱基对至约22个碱基对、约16个碱基对至约

20个碱基对、17个碱基对至约28个碱基对、约17个碱基对至约26个碱基对、约17个碱基对至

约24个碱基对、约17个碱基对至约22个碱基对、约17个碱基对至约20个碱基对、18个碱基对

至约28个碱基对、约18个碱基对至约26个碱基对、约18个碱基对至约24个碱基对、约18个碱

基对至约22个碱基对、或约18个碱基对至约20个碱基对。

[0094] 核酸构建体的示例性序列在下文显示。/5AmMC6/是用于连接至聚合物纳米颗粒的

5'胺修饰。*是用于稳定性的硫代磷酸酯键修饰。A*G*A*CGTGTGCTCTTCCGATCT序列为5'引物

结合片段序列。GCTACATAAT是示例性条形码多核苷酸序列。N代表随机序列片段。

AGATCGGAAGAGCGTCG*T*G*T是3'引物结合片段序列。

[0095] /5AmMC6/A*G*A*CGTGTGCTCTTCCGATCTGCTACATAATNNNNNNNNNNAGATCGGAA 
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GAGCGTCG*T*G*T

[0096] 在上述所有各种实施方案中，整个核酸构建体的长度范围可以为约30个碱基对至

约240个碱基对、约30个碱基对至约230个碱基对、约30个碱基对至约220个碱基对、约30个

碱基对至约210个碱基对、约30个碱基对至约200个碱基对、约30个碱基对至约190个碱基

对、约30个碱基对至约180个碱基对、约30个碱基对至约170个碱基对、约30个碱基对至约

160个碱基对、约30个碱基对至约150个碱基对、约30个碱基对至约140个碱基对、约30个碱

基对至约130个碱基对、约30个碱基对至约120个碱基对、约30个碱基对至约110个碱基对、

约30个碱基对至约100个碱基对、约30个碱基对至约90个碱基对、约30个碱基对至约80个碱

基对、约30个碱基对至约70个碱基对、约30个碱基对至约60个碱基对、约30个碱基对至约50

个碱基对、约30个碱基对至约40个碱基对、40个碱基对至约120个碱基对、约40个碱基对至

约110个碱基对、约40个碱基对至约100个碱基对、约40个碱基对至约90个碱基对、约40个碱

基对至约80个碱基对、约40个碱基对至约70个碱基对、约40个碱基对至约60个碱基对、约40

个碱基对至约50个碱基对、50个碱基对至约120个碱基对、约50个碱基对至约110个碱基对、

约50个碱基对至约100个碱基对、约50个碱基对至约90个碱基对、约50个碱基对至约80个碱

基对、约50个碱基对至约70个碱基对、约50个碱基对至约60个碱基对、或约42个碱基对至约

210个碱基对。

[0097] 核酸构建体与聚合物纳米颗粒缔合，并且示例性聚合物纳米颗粒与核酸构建体的

比范围为约20:1至约10000:1、约20:1至约9000:1、约20:1至约8000:1、约20:1至约7000:1、

约20:1至约6000:1、约20:1至约5000:1、约20:1至约4000:1、约20:1至约3000:1、约20:1至

约2000:1、约20:1至约1000:1、约20:1至约900:1、约20:1至约800:1、约20:1至约700:1、约

20:1至约600:1、约20:1至约500:1、约20:1至约400:1、约20:1至约300:1、约20:1至约200:

1、或约20:1至约100:1。

[0098] 在一个说明性方面中，根据本公开，条形码化聚合物纳米颗粒可用作递送载体。在

一些实施方案中，非病毒递送载体包含一种或多种纳米颗粒形成聚合物。在一些实施方案

中，非病毒递送载体包含聚合物纳米颗粒。在一些实施方案中，非病毒递送载体不是基于脂

质的系统。在一些实施方案中，非病毒递送载体包含由受控的活性/自由基聚合过程制备的

聚合物纳米颗粒。应当理解，单体单元的身份不受特别限制，只要所使用的单体单元与受控

的活性/自由基聚合相容即可，所述受控的活性/自由基聚合例如可逆失活自由基聚合、原

子转移自由基聚合(ATRP)、可逆加成断裂链转移聚合(RAFT)、碘转移聚合(ITP)、硒中心自

由基介导的聚合、碲化物介导的聚合(TERP)、锑化氢介导的聚合、开环聚合、或类似的聚合

过程。在一些实施方案中，聚合物纳米颗粒可以通过RAFT共聚来制备，以合成嵌段共聚物的

不同集合，并筛选它们与有效载荷形成复合物的能力。在一个方面中，可以通过将有效载荷

化学键合至组成聚合物，例如通过使用链转移剂将有效载荷接枝到RAFT共聚物上，并随后

将聚合物组装成递送载体来产生聚合物纳米颗粒(例如RAFT共聚物)。

[0099] 在各种实施方案中，有效载荷可以使用共价键、静电相互作用和配体亲和相互作

用中的任何或全部与聚合物纳米颗粒组合物组合。在一个方面中，共价键合方法包括使用

EDC/NHS在有效载荷和聚合物纳米颗粒之间形成稳定的酰胺键，以改善(“在货架上”和体内

二者)稳定性、易于分离和提取、以及灵敏检测。在另一个说明性方面中，静电键合方法包括

使用与有效载荷静电复合的阳离子聚合物纳米颗粒。在另一个实施方案中，配体亲和键合
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包括使用配体，例如亲和素和生物素，二者都经由EDC/NHS化学共价键合至聚合物纳米颗粒

和有效载荷，以产生有效载荷和聚合物纳米颗粒的稳定组合。

[0100] 应当理解，RAFT聚合通常是本领域中已知的。先前研究的用于RAFT聚合的合适的

试剂、单体和条件可以用于本文中所述的共聚物、方法和组合物中，例如美国专利第9,006,

193、9,464,300和9,476,063号中所述的那些，其每一个的公开通过引用以其全部并入。

[0101] 可用于与本公开结合的链转移剂(CTA)是本领域中已知的。CTA的身份不受特别限

制。应当理解，形成RAFT聚合的基础的链转移步骤涉及链和增长基团之间的官能链端基(通

常为硫代羰基硫基，Z‑C(＝S)S‑R)的可逆转移。整个过程包括在RAFT试剂(CTA)的R‑和Z‑C

(＝S)S‑基团之间插入单体，其形成大部分所得聚合物链的α端基和ω端基。用于与本公开

结合的合适的CTA包括但不限于三硫代碳酸酯(Z＝S‑烷基)、二硫代苯甲酸酯(Z＝Ph)、二硫

代氨基甲酸酯(Z＝N‑烷基)、黄原酸酯(Z＝O‑烷基)等等。(参见，Sébastien  Perrier ,

Macromolecules  2017  50(19) ,7433‑7447)。在一些实施方案中，RAFT共聚可以使用含有一

个或多个末端羧基基团的链转移剂(CTA)来实现，以获得具有可用于经由上述方法键合至

有效载荷的末端的羧基封端的聚合物。在该实施方案中，当所得单羧基或二羧基封端的聚

合物分散在低pH(例如小于6的pH)缓冲液中时，聚合物的两个末端都暴露并可用于经由

EDC/NHS化学进行标记。在该实施方案中，当聚合物转移至生理pH(约pH  7)时，核嵌段自组

装，将有效载荷包封在疏水核中，以在细胞的内体区室中酸化后释放并暴露。在一些实施方

案中，第一或第二链转移剂可以选自三硫代碳酸双(羧基甲基)酯、三硫代碳酸双(2‑氨基‑

2‑氧代乙基)酯、三硫代碳酸双[4‑(2‑羟基乙氧基羰基)苄基]酯、4‑氰基‑4‑(乙基硫基硫代

羰基)硫基戊酸、4‑氰基‑4‑((苯基硫代甲酰)硫基)戊酸、和4‑氰基‑4‑[(十二烷基硫基硫代

羰基)硫基]戊酸、4‑氰基‑4‑(硫代苯甲酰基硫基)戊酸、苯并二硫代甲酸2‑氰基‑2‑丙酯、甲

基(苯基)氨基二硫代甲酸氰基甲酯、三硫代碳酸2‑氰基‑2‑丙基十二烷基酯、2‑(十二烷基

硫基硫代羰基硫基)‑2‑甲基丙酸、三硫代碳酸氰基甲基十二烷基酯、4‑氰基苯并二硫代甲

酸2‑氰基‑2‑丙酯等等。

[0102] 应当理解，可用于与本公开结合的RAFT可以是各种聚合物组合物。例如，可用于与

本公开结合的RAFT聚合物可以是包含单一聚合物嵌段的无规嵌段聚合物，或包含两种聚合

物嵌段的二嵌段RAFT共聚物，或包含三种聚合物嵌段的三嵌段RAFT共聚物，或者可以使用

另外的数量的嵌段。本领域技术人员将容易地理解，通过RAFT聚合制备嵌段聚合物是本领

域中已知的，并且此类聚合过程可以应用于本公开。(参见Goby等人 ,Nat .Commun .4:

2505doi:10.1038/ncomms3505(2013))

[0103] 在一些实施方案中，如本文中所制备的RAFT共聚物可以由以下结构描述：

CTACap‑[嵌段1]m‑[嵌段2]n‑CTACap

其中每个CTACap是衍生自在用于制备RAFT共聚物的过程中使用的链转移剂的封

端单元。用于制备嵌段1和嵌段2中的每一种的CTA可以相同或不同。在一些实施方案中，用

于制备嵌段1和嵌段2中的每一种的CTA是相同的(例如大分子CTA)。在一些实施方案中，用

于制备嵌段1和嵌段2中的每一种的CTA是不同的。在一些实施方案中，用于制备嵌段1和嵌

段2中的一种或两种的CTA包含用于将生物分子、药物或标记物共价连接至RAFT共聚物的官

能团。在一些实施方案中，共价连接可以经由酯键或酰胺键。在一些实施方案中，共价连接

可以经由EDC‑NHS化学进行。在一些实施方案中，第一封端单元具有下式
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其中，*代表与第一嵌段的共价连接的点。在一些实施方案中，第二封端单元具有

下式

其中，*代表与第二嵌段的共价连接的点，并且R是‑SC2‑C12烷基或C6H5。

[0104] 在一些实施方案中，RAFT共聚物可以经由几种方法与DNA分子，特别是本公开的核

酸构建体缔合，所述方法包括静电相互作用、高亲和力、非共价键、亲和素‑链霉亲和素缀

合，或通过经由例如酰胺键的直接共价连接。在一些实施方案中，RAFT共聚物可以经由与生

物分子复合的静电相互作用与DNA分子，特别是本公开的核酸构建体缔合。在一些实施方案

中，RAFT共聚物可以经由与生物分子复合的静电相互作用与DNA分子，特别是本公开的核酸

构建体缔合。在一些实施方案中，RAFT共聚物可以经由高亲和力、非共价键、亲和素‑链霉亲

和素缀合与DNA分子，特别是本公开的核酸构建体缔合。在一些实施方案中，RAFT共聚物可

以通过经由例如酰胺键的直接共价连接与DNA分子，特别是本公开的核酸构建体缔合。

[0105] 如图5(a)‑5(e)中所示的，本文中所述的PNP可以经由静电相互作用、亲和素‑链霉

亲和素缀合或通过直接共价连接与本公开的核酸构建体缔合。简而言之，如图5(a)‑5(e)中

所示，图中提供的标记如下：001 .在静电负载的情况下具有带正电荷的冠的聚合物纳米颗

粒(PNP)。002.由于磷酸基团而具有负电荷的核酸构建体。003.静电负载的PNP‑核酸构建体

复合物。004.PNP的冠中的聚合物链的末端上的羧酸基团。005.胺封端的核酸构建体的5'端

上的伯胺基团。006.核酸构建体的3'端上的磷酸基团。007.在胺末端核酸构建体和羧酸封

端的PNP之间的直接酰胺化反应中形成的酰胺键。008.生物素结合蛋白(例如亲和素)上的

伯胺。010.在PNP的冠中的聚合物链的末端上的羧酸基团和生物素结合蛋白(例如亲和素)

上的伯胺之间形成的酰胺键。011.在5'末端上具有生物素官能团的核酸构建体。012.当带
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正电荷的PNP与带负电荷的核酸构建体混合时发生的静电耦合反应。013.经由PNP的冠中的

聚合物链的末端上的羧酸基团和胺封端的核酸构建体上的伯胺之间的EDA‑NHC反应而进行

的直接酰胺化反应。014经由在PNP的冠中的聚合物链的末端上的羧酸基团和生物素结合蛋

白(例如亲和素)上的伯胺之间的EDA‑NHC反应而进行的直接酰胺化反应。015.核酸构建体

的5'端上的生物素和缀合到PNP的冠上的羧酸末端的亲和素的偶联。

[0106] 在一些实施方案中，嵌段1和嵌段2中的每一种可以包含一种或多种使用RAFT聚合

过程聚合的单体单元。应当理解，单体单元的身份不受特别限制，只要所使用的单体单元与

受控的活性/自由基聚合相容即可，所述受控的活性/自由基聚合例如可逆失活自由基聚

合、原子转移自由基聚合(ATRP)、可逆加成断裂链转移聚合(RAFT)、碘转移聚合(ITP)、硒中

心自由基介导的聚合、碲化物介导的聚合(TERP)、锑化氢介导的聚合、开环聚合、或类似的

聚合过程。合适的单体单元包括但不限于，丙烯酸2‑二甲基氨基乙酯(DMAEMA)、甲基丙烯酸

2‑(二乙基氨基)乙酯(DEAEMA)、甲基丙烯酸2‑(二异丙基氨基)乙酯(DPAEMA)、甲基丙烯酸

丁酯(BMA)、乙基丙烯酸(EAA)、丙基丙烯酸(PAA)、甲基丙烯酸(羟基乙基)酯(HEMA)、甲基丙

烯酸甲酯(MMA)、丙烯酸(AA)、乙酰乙酰苯胺(AAA)、4‑氨基苄腈(ABN)、丙烯酸9‑蒽甲酯

(ACMA)、甲基丙烯酸9‑蒽甲酯(ACMMA)、甲基丙烯酸氨基乙酯(AEM)、甲基丙烯酸2‑(2‑氨基

乙基氨基)乙酯(AEAEMA)、4‑(2‑丙烯酰氧基乙氧基)‑2‑羟基二苯甲酮(AEHBP)、甲基丙烯酸

2‑氨基乙酯(AEMA)、N‑(2‑氨基乙基)甲基丙烯酰胺(AEMAA)、甲基丙烯酸3‑氨基‑2‑羟基丙

酯(AEAHPMA)、3‑氨基丙基甲基丙烯酰胺(AHPMA)、甲基丙烯酸烯丙酯(ALMA)、丙烯酰胺

(AM)、酰胺胺(AMA)、3‑甲基丙烯酰胺‑3‑甲基丁酸(AMBA)、2‑烯丙基氧基苯甲醛(AOBA)、[2‑

(丙烯酰基氧基)乙基]三甲基氯化铵(AOETMA)、甲基丙烯酸3‑(丙烯酰基氧基)‑2‑羟基丙酯

(AOHOPMA)、4‑氨基苯乙醇(APA)、N‑(3‑氨基丙基)甲基丙烯酰胺(APMA)、甲基丙烯酸5‑(3‑

(氨基)‑丙氧基)‑2‑硝基苄基酯(APNBMA)、N‑[N '‑(2‑氨基乙基)‑2‑氨基乙基]天冬酰胺

(Asp(DET))、甲基丙烯酸2‑叠氮乙酯(AzEMA)、2,2'‑联噻吩(2‑2‑BTP)、丙烯酸叔丁酯(BA)、

溴代乙醛缩二乙醇(BAADA)、N‑(t‑BOC‑氨基丙基)甲基丙烯酰胺(BAPMAA)、2‑溴代丙烯酸叔

丁酯(BBA)、4‑丁基苯甲酰氯(BBC)、1,3‑丁二烯(BD)、2‑丁基‑2‑乙基‑1,3‑丙二醇(BEPD)、

二叔丁基亚氨基二乙酸酯(BIDA)、3‑(溴代甲基)‑5‑((三甲基甲硅烷基)乙炔基)苯磺酰氟

(BMTMSEBS)、2‑(苄基氧基)乙醇(BOE)、4‑叔丁氧基苯乙烯(BOS)、支化聚乙烯亚胺(BPEI)、

3‑溴代‑5‑((三甲基甲硅烷基)乙炔基)苯磺酰氟(BTMSEBS)、ε‑己内酯(CAP)、甲基丙烯酸羧

基甜菜碱酯(CBMA)、2‑氰基乙基N,N‑二异丙基氯代亚磷酰胺(CEDPCPP)、N‑环己基马来酰亚

胺(CHMI)、甲基丙烯酸3‑氯代‑2‑羟基丙酯(CHPMA)、丙烯酸十二烷基酯(DA)、N,N‑二烯丙基

丙烯酰胺(DAA)、二烯丙基甲胺(DAMA)、二烯丙基二甲基氯化铵(DADMAC)、2,5‑二氨基吡啶

(DAP)、5,5'‑二溴代‑4,4'‑双十二烷基‑2,2'‑联噻吩(DBDDBT)、5,5'‑二溴代‑4,4'‑双十四

烷基‑2 ,2 '‑联噻吩(DBDTBT)、2,5‑二溴代‑3‑己基噻吩(DBHTP)、二氯代甲基乙烯基硅烷

(DCMVS)、2‑(二乙基氨基)乙硫醇盐酸盐(DEAET)、甲基丙烯酸2‑(二乙基氨基)乙酯

(DEAEMA)、草酰丙酸二乙酯(DEOP)、DL‑丙交酯(DLL)、甲基丙烯酸N,N‑二甲基氨基‑2‑乙酯

(DMA)、N‑[3‑(N,N‑二甲基氨基)丙基]‑甲基丙烯酰胺(DMAPMA)、[2‑(甲基丙烯酰基氧基)乙

基]二甲基‑(3‑磺丙基)氢氧化铵(DMAPS)、N,N'‑二甲基丁胺(DMBA)、N,N'‑二甲基乙醇胺

(DMEA)、丙烯酸N,N‑二甲基氨基‑2‑乙酯或丙烯酸2‑(二甲基氨基)乙酯(DMAEA)、1‑(二甲基

氨基)吡咯(DMAP)、4,5‑二甲氧基‑2‑硝基苄醇(DMONBA)、3,4‑二甲氧基噻吩(DMOT)、1,2‑二
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肉豆蔻酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸胆碱(DMPC)、2‑脱氧‑2‑甲基丙烯酰胺吡喃葡萄糖(DOMAAG)、1,

2‑二油酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸胆碱(DOPC)、1,2‑二油酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺(DOPE)、

1,4 ,7 ,10‑四氮杂环十二烷‑1 ,4 ,7 ,10‑四乙酸(DOTA)、1,2‑二油酰基‑3‑三甲基铵‑丙烷

(DOTAP)、1,2‑二植烷酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺(DPyPE)、3‑十二烷基噻吩(3‑DT)、N‑[2‑

(2‑吡啶基二硫代)]乙基甲基丙烯酰胺(DTEMA)、乙基丙烯酸(EAA)、2‑(溴代甲基)丙烯酸乙

酯(EBMA)、1‑氰基‑1‑环丙烷甲酸乙酯(ECCPC)、3,4‑亚乙二氧基噻吩(EDOT)、二甲基丙烯酸

乙二醇酯(EGDMA)、乙二醇苯基醚丙烯酸酯(EGPEA)、甲基丙烯酸乙酯(EMA)、3‑(氟代磺酰

基)‑5‑((三甲基甲硅烷基)乙炔基)苯甲酸(3FTMSEBA)、3‑甲酰基‑5‑((三甲基甲硅烷基)乙

炔基)苯磺酰氟 (3FTMSEBS)、4‑甲酰基‑2‑ ((三甲基甲硅烷基)乙炔基)苯磺酰氟

(4FTMSEBS)、5‑氟代‑2,3‑噻吩二甲醛(5FTPDCA)、N‑乙酰基‑D‑半乳糖(GalNAc)、N‑乙酰基‑

D‑葡萄糖(GlcNAc)、甲基丙烯酸缩水甘油酯(GMA)、糖基磷脂酰肌醇(GPI))、5,7‑十六碳二

炔酸(HDDA)、甲基丙烯酸2‑羟基乙酯(HEMA)、丙烯酸1,1,1,3,3,3‑六氟代异丙酯(HFIPA)、

1,1,4,7,10,10‑六甲基三亚乙基四胺(HMTETA)、丙烯酸4‑羟基丁酯(HOBA)、2‑(4‑羟基苯基

偶氮)苯甲酸(HPABA)、丙烯酸2,2,3,3,4,4,4‑七氟代丁酯(HPFBA)、N‑(2‑羟基丙基)‑甲基

丙烯酰胺(HPMA)、丙烯酸2,2,3,4,4,4‑六氟代丁酯(HXFBA)、丙烯酸异冰片酯(IBA)、4‑碘代

苯甲酰氯(IBC)、甲基丙烯酸异冰片酯(IBMA)、N‑(异丁氧基甲基)丙烯酰胺(IBMAA)、丙烯酸

异癸酯(IDA)、马来酸酐(MA)、[2‑(甲基丙烯酰基氧基)乙基]三甲基氯化铵(MAETMA)、甲基

丙烯酰基‑L‑赖氨酸(MAL)、甲基丙烯酰氧基琥珀酰亚胺(MAS)、甲基丙烯酰胺海藻糖(MAT)、

十七烷酸甲酯(MHD)、1‑甲基‑1H‑吲哚‑3‑甲醛(MICA)、2‑N‑甲基马来酰亚胺(MMI)、甲基‑5‑

降冰片烯‑2,3‑二甲酸酐(MNDCA)、甲基丙烯酸甲氧基乙酯(MOEMA)、甲基丙烯酸2‑(2‑甲氧

基乙氧基)乙酯(MOEOEMA)、3‑甲基‑3‑氧杂环丁烷甲醇(MOM)、2‑甲基丙烯酰基氧基乙基磷

酰胆碱(MPC)、4‑乙烯基苯甲酸甲酯(MVB)、丙烯酸2‑萘酯(NA)、N‑(丙烯酰氧基)琥珀酰亚胺

(NAS)、甲基丙烯酸邻硝基苄基酯(NBMA)、N‑羟基琥珀酰亚胺(NHS)、甲基丙烯酸N‑(甲基丙

烯酰氧基)琥珀酰亚胺酯(NHSMA)、N‑异丙基丙烯酰胺(NIPAM)、甲基丙烯酸2‑萘基酯(NMA)、

N‑(甲基丙烯酰基氧基)琥珀酰亚胺(NMS)、N‑(正十八烷基)丙烯酰胺(NODAA)、4‑硝基‑N‑丙

基苄胺盐酸盐(NPBAHC)、甲基丙烯酸低聚乙二醇酯(OEGMA)、低聚乙烯亚胺(OEI)、3‑苯基噻

吩(3‑PTP)、聚(N‑甲基4‑乙烯基吡啶碘)(P4VPQ)、聚(2‑氨基乙基甲基丙烯酰胺)(PAEMA)、

N‑(N'‑{N”‑[N”'‑(2‑氨基乙基)‑2‑氨基乙基]‑2‑氨基乙基}‑2‑氨基乙基)‑天冬酰胺(Asp

(TEP))、4‑戊烯酸酐(PAN)、丙烯酸五溴代苄基酯(PBBA)、甲基丙烯酸五溴代苄基酯

(PBBMA)、丙烯酸五溴代苯基酯(PBPA)、甲基丙烯酸五溴代苯基酯(PBPMA)、聚(ε‑己内酯)

(PCL)、反式‑2‑苯基环丙基异氰酸酯(PCPI)、1,5‑戊二醇(PD)、2‑苯基‑1 ,3‑二噁烷‑5‑醇

(PDO)、甲基丙烯酸吡啶基二硫化乙酯(PDSEMA)、聚(乙二醇)(PEG)、丙烯酸聚(乙二醇)酯

(PEGA)、聚(乙二醇)甲基醚甲基丙烯酸酯(PEGMEMA)、聚(乙二醇)乙基醚甲基丙烯酸酯

(PEGEEMA)、甲基丙烯酸聚(乙二醇)酯(PEGMA)、五亚乙基六胺(PEHA)、聚(乙烯亚胺)(PEI)、

季戊四醇四丙烯酸酯(PETA)、五氟代苯基(PFP)、丙烯酸五氟代苯基酯(PFPA)、甲基丙烯酸

五氟代苯基酯(PFPMA)、聚(谷氨酸)(PGA)、聚(乙酰胺基胺)(Poly‑(glycoamidoamine) ,

PGAA)、聚(缩水甘油基丁胺) (PGBA)、用乙醇胺官能化的聚(甲基丙烯酸缩水甘油酯)

(PGEA)、聚(甲基丙烯酸缩水甘油酯)(PGMA)、聚(N‑(2‑羟基丙基)甲基丙烯酰胺)(PHPMA)、

聚(乳酸)(PLA)、聚(L‑谷氨酸)(PLG)、聚(乳酸‑共‑乙醇酸)(PLGA)、聚(L‑赖氨酸)(PLL)、聚
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(L‑乳酸)(PLLA)、聚(甲基丙烯酸月桂酯)(PLMA)、聚(甲基丙烯酸)(PMAA)、聚(2‑脱氧‑2‑甲

基丙烯酰胺吡喃葡萄糖)(PMAG)、聚(甲基丙烯酸甲酯)(PMMA)、聚(2‑甲基丙烯酰基氧基乙

基磷酰胆碱)(PMPC)、聚[N‑(3)‑(甲基丙烯酰胺)丙基)‑N,N‑二甲基‑N‑(3‑磺丙基)氢氧化

铵](PMPD)、聚(丙烯酸正丁酯)(PnBA)、聚(甲基丙烯酸正丁酯)(PnBMA)、聚(N‑异丙基丙烯

酰胺)(PNIPAM)、聚(甲基丙烯酸低聚乙二醇酯)(POEGMA)、聚(丙二醇)(PPG)、聚(丙亚胺)

(PPI)、3,4‑亚丙基二氧基噻吩(ProDOT)、聚(苯乙烯)(PS)、聚(4‑苯乙烯磺酸钠)(PSS)、聚

(三丁基‑(4‑乙烯基苄基)氯化鏻)(PTBP)、聚(三乙基‑(4‑乙烯基苄基)氯化鏻)(PTEP)、聚

(甲基丙烯酸(2‑三甲基氨基)乙酯氯化物) (PTMAEMA)、聚((乙烯基苄基)三甲基铵)

(PVBTMA)、聚(2‑乙烯基‑4,4‑二甲基吖内酯)(PVDMA)、聚(N‑乙基‑4‑乙烯基溴化吡啶鎓)

(PVP)、季铵化聚DMAEMA(QPDMAEMA)、甲基丙烯酸磺基甜菜碱酯(SBMA)、甲基丙烯酸3‑磺丙

酯钾盐(SPMAP)、巯基胆固醇(TC)、噻吩‑2,5‑二硼酸双(频哪醇)酯(TDABP)、二甲基丙烯酸

三甘醇酯(TEGDMA)、三氟代乙烯(TFE)、丙烯酸2,2,2‑三氟代乙酯(TFEA)、甲基丙烯酸2,2,

2‑三氟代乙酯(TFEMA)、丙烯酸四氢糠酯(THFA)、三烯丙基异氰脲酸酯(TIC)、三亚甲基碳酸

酯(TMC)、4,4'‑三亚甲基二哌啶(TMDP)、三羟甲基丙烷三(3‑巯基丙酸酯)(TMPTMP)、甲基丙

烯酸(三甲基甲硅烷基)酯(TMSMA)、三苯基碳鎓五氯代锡酸(TPPCCS)、3‑乙烯基苯甲醛

(3VBA)、4‑乙烯基氯化吡啶鎓(4VP)、丙烯酸乙烯酯(VA)、乙酸乙烯酯(VAT)、4‑乙烯基苯甲

酸(VBA)、(乙烯基苄基)三甲基氯化铵(VBTAC)、1‑乙烯基咪唑(VI)、1‑乙烯基‑2‑吡咯烷酮

(VP)、间苯二甲胺(XDA)、硬脂酸锌(ZS)等等。

[0107] 在一些实施方案中，用于制备如本文中所述的RAFT共聚物的嵌段1和/或嵌段2的

单体单元选自丙烯酸2‑(二甲基氨基)乙酯(DMAEEA)、甲基丙烯酸2‑(二乙基氨基)乙酯

(DEAEEA)、甲基丙烯酸2‑(二异丙基氨基)乙酯(DIEAMA)、甲基丙烯酸丁酯(BMA)、乙基丙烯

酸(EAA)、丙基丙烯酸(PAA)、甲基丙烯酸(羟基乙基)酯和甲基丙烯酸甲酯(MMA)。

[0108] 在一些实施方案中，本文中提供的RAFT共聚物可通过下式描述：

CTACap‑[ (B1M1) m ‑ B 1 M 2 ‑ B 1 M 3‑ (B1M2) ‑ m ‑ B 1 M 1 ‑ B 1 M 3‑ (B1M3) ‑ m ‑ B 1 M 1 ‑ B 1 M 2] m‑

[(B2M1)n‑B2M2‑B2M3‑

(B2M2)‑n‑B2M1‑B2M3‑(B2M3)‑n‑B2M1‑B2M2]n‑CTACap

[0109] 例如，具有嵌段1中的25个单元的单一单体和嵌段2中的平均单体单元比为20:10:

5，总n为35的3种不同单体的如本文中所述的RAFT共聚物可通过以下通式描述

CTACap‑[B1M1]25‑[(B2M1)20‑(B2M2)10‑(B2M3)5]‑CTACap

[0110] 还应进一步理解，使用RAFT聚合制备的聚合物是具有单元分布并因此具有分子量

分布的无规聚合物。因此，以上实例中嵌段2的卡通表示(cartoon  representation)为包含

上述比的B2M1、B2M2和B2M3的35个单体单元的无规共聚物。

[0111] 在另一个说明性实施方案中，聚合物纳米颗粒组合物可用一种或多种聚合物涂

覆，以保护组合物免受免疫反应或增强内体逃逸。在一个实施方案中，一种或多种聚合物包

含聚乙二醇。在另一个实施方案中，一种或多种聚合物包括聚乙二醇聚‑L‑赖氨酸。在又一

个实施方案中，一种或多种聚合物包含聚乙烯亚胺。在另外的实施方案中，一种或多种聚合

物包括聚乙二醇聚‑L‑赖氨酸和聚乙烯亚胺。

[0112] 应当理解，调整本文中所述的RAFT共聚物的参数和性质可有利于其在如本文中所

述的组合物和方法中的用途。因此，如本文中所述的用于以单独或文库形式制备RAFT共聚
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物的方法能够提供RAFT共聚物的特定参数和性质。

[0113] 在一些实施方案中，如本文中所述的RAFT嵌段聚合物具有以下的一个或多个：在

约1kDa至约1000kDa、或约2kDa至约500kDa、或约2kDa至约160kDa的范围中的总分子量(Mn)

(即所有嵌段的总和)和在约10至约3500、或约20至约2500、或约30至约900的范围中的总聚

合度，在约10nm至约10000nm的范围中的尺寸，和约1至约4的最大冠核比(CCR)。在一些实施

方案中，总分子量(Mn)在约30kDa至约120kDa、约40kDa至约110kDa、约50kDa至约100kDa、约

60kDa至约90kDa、约40kDa至约80kDa和约40kDa至约60kDa的范围中。在一些实施方案中，总

聚合度在约40至约850、约60至约800、约100至约700、约200至约600、或约300至约500的范

围中。在一些实施方案中，尺寸在约10nm至约10000nm、或约20nm至约5000nm、或约50nm至约

3000nm、或约20nm至约1000nm、或约50nm至约1000nm、或约30nm至约500nm、或约200nm至约

2000nm、或约100nm至约5000nm、或约100nm至约500nm、或约10nm至约50nm、约15nm至约

45nm、约20nm至约40nm、或约25nm至约35nm的范围中。在一些实施方案中，最大冠核比(CCR)

为小于4、或小于3、约1至约3.8、约1.2至约3.5、约1.5至约3、约1.5至约2.5、或约1至约2。

[0114] 在一些实施方案中，第一嵌段可由一个或多个单体单元制备，并且具有在约1kDa

至约500kDa、或约10kDa至约200kDa、或约10kDa至约160kDa、或约1kDa至约80kDa的范围中

的分子量(Mn)，和在约10至约3500、或约10至约2500、或约20至约2000、或约50至约1200、或

约50至约1000的范围中的聚合度。在一些实施方案中，第一嵌段分子量(Mn)可以在约1kDa

至约500kDa、或约2kDa至约400kDa、或约5kDa至约200kDa、或约10kDa至约160kDa、或约

15kDa至约100kDa、或约25kDa至约60kDa、或约30kDa至约55kDa、约30kDa至约50kDa、或约

30kDa至约40kDa等的范围中。在一些实施方案中，第一嵌段聚合度在约30至约350、约50至

约300、约70至约250、约80至约240、约100至约200等的范围中。

[0115] 在一些实施方案中，第二嵌段可由一个或多个单体单元制备，并且可具有在约

1kDa至约500kDa、或约10kDa至约200kDa、或约10kDa至约160kDa、或约1kDa至约80kDa的范

围中的分子量(Mn)，和在约10至约3500、或约10至约2500、或约20至约2000、或约50至约

1200、或约50至约1000的范围中的聚合度。在一些实施方案中，第二嵌段分子量(Mn)在约

10kDa至约70kDa、约15kDa至约65kDa、约20kDa至约60kDa、约25kDa至约55kDa、约30kDa至约

50kDa、约35kDa至约45kDa、约5kDa至约15kDa等的范围中。在一些实施方案中，第二嵌段聚

合度在约3至约2500、或约20至约2000、或约30至约1500、或约40至约1200、或约10至约500、

或约12至约450、或约20至约400、或约25至约350、或约50至约300、或约100至约250、或约

150至约200、或约5个至约50、或约5至约20等的范围中。

[0116] 在一些实施方案中，第三、第四或随后的嵌段可由一个或多个单体单元制备，并且

各自可具有在约1kDa至约500kDa、或约10kDa至约200kDa、或约10kDa至约160kDa、或约1kDa

至约80kDa的范围中的分子量(Mn)，和在约10至约3500、或约10至约2500、或约20至约2000、

或约50至约1200、或约50至约1000的范围中的聚合度。在一些实施方案中，第三、第四或随

后的嵌段分子量(Mn)在约10kDa至约70kDa、约15kDa至约65kDa、约20kDa至约60kDa、约

25kDa至约55kDa、约30kDa至约50kDa、约35kDa至约45kDa、约5kDa至约15kDa等的范围中。在

一些实施方案中，第三、第四或随后的嵌段聚合度在约3至约2500、或约20至约2000、或约30

至约1500、或约40至约1200、或约10至约500、或约12至约450、或约20至约400、或约25至约

350、或约50至约300、或约100至约250、或约150至约200、或约5个至约50、或约5至约20等的
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范围中。

[0117] 在一些实施方案中，单一的链转移剂可以用于与本公开结合的RAFT聚合过程中。

在一些实施方案中，对于具有多于一种嵌段的嵌段聚合物，一种或多种单一的链转移剂可

以用于与本公开结合的RAFT聚合过程中。在一些实施方案中，对于具有两种嵌段的嵌段聚

合物，第一链转移剂和第二链转移剂(其可以相同或不同)可以用于与本公开结合的RAFT聚

合过程的每个步骤。在一些实施方案中，对于具有三种嵌段的嵌段聚合物，第一链转移剂、

第二链转移剂和第三链转移剂(其可以相同或不同)可以用于与本公开结合的RAFT聚合过

程的每个步骤。

[0118] 应当理解，在本文中所述的RAFT聚合方法步骤和纯化步骤中可使用各种溶剂。合

适的溶剂包括但不限于2‑氯乙醇、乙酸(冰乙酸)、丙酮、乙腈、苯乙酮、苯胺、苯甲醛、乙酸苄

基酯、二硫化碳、环己烷、环己醇、二(乙二醇)、二(丙二醇)、双丙酮醇、二乙醚、二甲基亚砜、

乙醇、乙酸乙酯、乙二醇、甲醛(37％溶液)、甲酰胺、甲酸、甲酸(96％)、己烷、异丁醇、异丙

醇、乙酸异丙酯、异丙醚、间甲酚、甲醇、乙酸甲酯、甲基乙基酮、矿物油、N,N‑二甲基甲酰胺、

正丁醇、正辛烷、正丙醇、丙二醇、吡啶、叔丁醇、四氢呋喃、三氟乙酸、水等、及其组合。

[0119] 在一些实施方案中，一种或多种纳米颗粒形成聚合物是RAFT嵌段共聚物，其包含

[0120] a.第一末端，其包含衍生自RAFT共聚过程中的第一链转移剂的第一封端单元；

[0121] b.第一嵌段，其由共价连接至第一反应性官能单元的一个或多个单体单元制备，

并且其具有在约1kDa至约500kDa的范围中的分子量(Mn)和在约10至约2500的范围中的聚

合度；

[0122] c.任选的第二嵌段，其由共价连接至第一嵌段的一个或多个单体单元制备，并且

其具有在约1kDa至约500kDa的范围中的分子量(Mn)和在约10至约2500的范围中的聚合度；

[0123] d .任选的第三嵌段，其由共价连接至第一和/或第二嵌段的一个或多个单体单元

制备，并且其具有在约1kDa至约500kDa的范围中的分子量(Mn)和在约10至约2500的范围中

的聚合度；

[0124] e.任选的第四嵌段，其由共价连接至第一、第二和/或第三嵌段的一个或多个单体

单元制备，并且其具有在约1kDa至约500kDa的范围中的分子量(Mn)和在约10至约2500的范

围中的聚合度；

[0125] f .任选的第五嵌段，其由共价连接至第一、第二、第三和/或第四嵌段的一个或多

个单体单元制备，并且其具有在约1kDa至约500kDa的范围中的分子量(Mn)和在约10至约

2500的范围中的聚合度；和

[0126] g.第二末端，其包含衍生自第一、第二、第三或第四链转移剂的第二封端单元。

[0127] 本文中所述的聚合物纳米颗粒的说明性有效载荷可包括选自以下的组合物的任

一种或组合：核酸(例如DNA或RNA)、pDNA、寡脱氧核糖核酸(ODN)、dsDNA、ssDNA、反义寡核苷

酸、反义RNA、siRNA、信使RNA、引导RNA(例如小引导RNA)、核糖核蛋白、CRISPR/Cas9系统中

使用的供体DNA链，以及酶，例如CRISPR相关酶(例如Cas9)、其他基因编辑系统中使用的酶

(例如ZFN)、定制设计的归巢核酸内切酶、TALENS系统、其他基因编辑核酸内切酶和逆转录

酶。

[0128] 在另一方面中，本公开使用机器学习模型来快速鉴定最佳候选。在说明性实施方

案中，图形神经网络(GNN)用于该过程。聚合物可以在三个尺度上表征：单体、嵌段和完整聚

说　明　书 26/53 页

31

CN 117500923 A

31



合物。单体结合以形成嵌段，且嵌段结合以形成完整聚合物。聚合物性质取决于聚合物在所

有三个尺度上的表征。可以用有向图捕获单体、嵌段和聚合物之间的关系。然后，可以在图

中的节点之间共享信息，以产生所有以下三个尺度上的完整聚合物的数值表示：单体、嵌段

和聚合物。然后，这些数值表示可用于神经网络中以预测聚合物的性质。在说明性实施方案

中用于聚合物性质预测的GNN的使用提供了两个主要益处：首先，图可以在所有三个尺度上

对聚合物特性进行建模，这对于准确预测是重要的；第二，图提供了可以适应若干聚合物结

构的灵活建模结构。

[0129] 首先，在补充有上文所述的大数据集的公共数据和初步测试数据的组合上对机器

学习模型进行训练。说明性实施方案涉及三循环深度学习循环，以加速对PNP的高通量表征

和筛选。三个深度学习循环分别表征PNP的物理性质、体外生物活性和体内生物活性。每个

循环利用GNN深度学习模型(参见图3a)来表征候选PNP。GNN采用定义单体的简化分子线性

输入系统(SMILES)字符串作为输入(图的节点)，并且图的边定义单体之间的关系以及它们

如何结合以形成PNP。图的边还允许将关于聚合物的另外的信息(例如单体的比和聚合度)

并入GNN中。

[0130] 目前公开的结构提供了至少三个不同的优点。首先，深度学习模型不依赖于聚合

物指纹。相反，深度学习模型将从SMILES字符串中学习适当的数值嵌入。其次，图允许模型

具有容易地表示各种PNP家族的灵活性。第三，使用SMILES字符串作为输入允许有限的训练

数据集用枚举的SMILES字符串来扩充，增加可得的训练数据的量并改善模型性能。对该GNN

结构的测试已经显示出预测ζ电势的令人印象深刻的能力(参见图3b)，ζ电势是非病毒基因

递送载体的关键特性。一旦被训练，这些深度学习模型将用于在高通量系统中按优先顺序

列出候选PNP的合成和特性以满足生物活性的要求。迭代数据可用于在主动学习循环中微

调模型以改善未来的性能。

[0131] 在一些实施方案中，可以执行数据扩充以人为地增加用于训练机器学习模型的数

据的大小和多样性(并且因此提高模型性能)。深度学习模型需要相对大的数据集用于训

练，并且可以过度拟合为小的数据集。如上所述，GNN采用定义单体的SMILES字符串作为输

入。单体(聚合物的构建单元)具有单一的标准SMILES字符串，但它也具有多个替代SMILES

字符串表示。可以执行SMILES枚举以从标准SMILES字符串中生成这些替代形式，并且因此

将训练数据集的大小增加至若干倍。然后，神经网络模型能够对数据大小和表示的多样性

的这种增加发挥杠杆作用，以改善性能。

[0132] 在其他实施方案中，修改的Transformer模型(而不是GNN)可以用于预测聚合物性

质(并且，因此，除其他应用外，快速确认用于递送碱基编辑蛋白的非病毒载体的最佳候

选)。修改的Transformer模型利用输入的相对位置信息来产生单体字符串输入的数值嵌

入。然后，这些数字嵌入可以用于聚合物性质预测的深度学习和统计模型。另外，与可处理

顺序数据的许多其他深度学习体系结构相比，Transformer模型更为计算高效。原始的

Transformer体系结构由编码和解码体系结构组成。编码器采用输入数据的序列并输出高

维嵌入，而解码器采用高维嵌入作为输入并尝试预测原始或与输入到编码器中的序列相似

的序列。本公开不需要预测顺序输出，因此它仅使用Transformer的编码部分来预测聚合物

性质，物理性质和体外/体内性质二者。

[0133] 在又另一方面中，本公开的示例性实施方案允许在ALS的小鼠模型中选择用于PNP
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介导的SOD1‑靶向CBE的递送的最佳候选。然后，可以使用这些最佳候选在稳定表达EGFP或

SOD1的小胶质细胞系中进行功能基因编辑测试。此外，可以在ALS的G93A‑SOD1小鼠模型中

评估PNP介导的CBE递送的效力和安全性。CBE碱基编辑器在小鼠中减缓ALS进展的先前成功

显示了它们也可导致新的ALS基因编辑疗法的临床转化的可能性。

[0134] 尽管在附图和前述描述中已详细描述了某些说明性实施方案，但在特性方面这样

的说明和描述应视为示例性而非限制性的，应当理解，仅显示和描述了说明性实施方案，并

且期望保护在本公开精神之内的所有变化和修改。本公开存在由本文中所述装置、系统和

方法的各种特征产生的多个优点。值得注意的是，本公开的装置、系统和方法的替代实施方

案可以不包括所描述的所有特征，但仍受益于此类特征的至少一些优点。本领域的普通技

术人员可容易地设计合并本公开的一个或多个特征的他们自己的装置、系统和方法的实

施。

实施例

[0135] 实施例1

[0136] 条形码设计

[0137] 用于该实施例中的核酸构建体包含在多核苷酸的中心包含8‑10个核苷酸的独特

的部分，所述独特的部分进一步受到来自待合并的任何其他条形码的至少3个碱基的汉明

距离的要求的约束。直接在条形码的3'端上，包含7‑10个随机碱基用于PCR重复的生物信息

学去除。该中心序列以通用引物退火位点为侧翼，所述通用引物退火位点包含悬突以用于

在测序文库制备期间添加索引接头。图4显示了这些条形码的代表性图示。这些核酸构建体

设计为在5'端上具有生物素官能团或胺官能团。

[0138] 实施例2

[0139] 聚合物纳米颗粒合成

[0140] 如PCTapp349529(21477779.1)中所述，使用可逆加成‑断裂链转移(RAFT)聚合，用

表2中所列出的试剂和量合成二嵌段共聚物。将嵌段1试剂在圆底烧瓶中合并，用氩气吹扫，

并使用加热套加热至60℃6小时。使用四次80:20戊烷:醚沉淀洗涤和离心循环纯化反应产

物并在真空中干燥。将嵌段1产物用作嵌段2的大分子RAFT试剂，并将计算的试剂体积(如基

于嵌段1的理论分子量信息计算的)在圆底中合并用于嵌段2反应。在60℃下加热24小时之

前，对反应混合物进行氩气吹扫。使用相同的纯化过程纯化反应产物并在真空中干燥。将所

得聚合物在去离子水中透析4天，每天换水多次。最后，将透析后的材料冻干4天，并在室温

下储存以供实验使用。

表2.用于合成条形码化PNP的试剂和量
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[0141] 实施例3

[0142] 组合物实施例1(CE1)：核酸构建体(含有DNA条形码)与聚合物纳米颗粒的静电连

接

[0143] 根据以上方法和表2中所列出的试剂合成RAFT共聚物。将聚合物以约5mg/ml的浓

度分散在磷酸盐缓冲盐水中。为了静电负载(图5a)，将核酸构建体(根据图4中所示的设计，

包含多核苷酸条形码)以约100μM(约1.9mg/mL)的浓度溶解在tris  EDTA缓冲液中。将这些

储备溶液与PBS混合在一起，以产生具有0.05mg/mL聚合物和0.00389mg/mL核酸构建体的终

浓度的溶液。将它们在室温下温育至少30分钟，以允许带正电荷的聚合物与带负电荷的核
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酸构建体缔合。将样品转移至amicon  ultra‑4离心管(MWCO  30kDa) .(最大3.5mL/管)并以

4,000×g离心15分钟以除去任何未结合的核酸构建体。弃去滤液(其含有未结合的核酸构

建体)，并向保留物中添加无菌PBS，至0.05mg/mL聚合物和0.00389mg/mL核酸构建体的终浓

度。使用设计为结合核酸构建体上的通用引物结合片段的引物，经由PCR扩增静电结合的核

酸构建体。经由在琼脂糖凝胶上的凝胶电泳检测扩增子。泳道中双带的存在(图6)指示扩增

子的存在，显示核酸构建体与PNP结合。

[0144] 实施例4

[0145] 组合物实施例2(CE2)：经由亲和素‑生物素连接与PNP缀合的核酸构建体

[0146] 使用含有至少一个羧基端基的CTA制备的RAFT共聚物进一步用亲和素官能化(图

5b)。将RAFT共聚物以约12mg/mL转移到MES缓冲液中。将样品超声处理30分钟。将EDC试剂和

磺基‑NHS试剂分别以10:1和25:1的试剂与PNP的摩尔比加入聚合物。将样品在室温下温育

至少10分钟以允许反应发生。通过具有30kDa的截留分子量的膜，经由以约3000×g离心约

15分钟过滤反应体积。弃去滤液，并向保留物中添加无菌PBS以重构为10mg/mL聚合物。将亲

和素(36 .9mg)加入反应并在室温下温育15分钟。将样品转移至amicon  ultra‑4离心管

(MWCO  30kDa) .(最大3.5mL/管)并以4,000×g离心15分钟。弃去滤液，并向保留物中添加无

菌PBS，至8mg/mL聚合物的终浓度。以10摩尔的聚合物与1摩尔的核酸构建体的摩尔比将具

有连接至5'端的生物素的核酸构建体加入亲和素官能化聚合物。将样品温育至少15分钟。

将样品转移到amicon  ultra‑4离心管(MWCO  30kDa，最大3.5mL/管)并以4,000×g离心15分

钟以除去任何未结合的核酸构建体。弃去滤液(其含有未结合的核酸构建体)，并向保留物

中添加无菌PBS，至8mg/mL聚合物的终浓度。使用设计为结合核酸构建体上的通用引物结合

片段的引物，经由PCR扩增缀合的核酸构建体。经由在琼脂糖凝胶上的凝胶电泳检测扩增

子。泳道中双带的存在(图6和7)指示扩增子的存在，显示核酸构建体与PNP结合。

[0147] 为了测试可用于核酸构建体标记的PNP的付诸实施中的PNP与条形码的比的范围，

使用上述方法来使用亲和素‑生物素连接将核酸构建体连接至PNP(图5a)，改变PNP与核酸

构建体的比，从低达20:1至高达10,000:1(聚合物摩尔数与核酸构建体摩尔数)。图13显示

了具有对应于来自核酸构建体的扩增子的带的凝胶电泳图，所述扩增子从对具有这些各种

PNP与核酸构建体的比的核酸构建体的PCR反应中产生，所述凝胶电泳图指示这些比在用于

核酸构建体PNP组合物的付诸实施的可用范围中。

[0148] 亲和素‑生物素缀合方法用来将96个独特条形码连接至表2中所述的聚合物的96

个等分，这产生其中每个等分中的纳米颗粒群体具有所连接的独特条形码的相同聚合物的

96个等分。通过将体积等量的等分合并到单个小瓶中而将这96个等分合并，这产生96个不

同的条形码化PNP群体的分散体，其中所有群体均包含由表2中所述的聚合物形成的聚合物

胶束和来自96个独特条形码群体的独特条形码。

[0149] 将亲和素‑生物素缀合的核酸构建体‑PNP的合并样品掺入到HEK‑293T细胞中。将

细胞以每孔20,000个细胞接种于96孔板中的100μL培养基中，并将其放置以粘附过夜。接种

后二十四小时，将具有96个独特条形码的PNP的合并样品以约0.024mg/mL  PNP的剂量添加

于每个孔中，并在37℃的培养箱中放置过夜。第二天，使用QIAamp  96DNA提取试剂盒和

Qiacube  HT仪器，根据制造商的方案，从样品中提取条形码。使用设计为结合条形码上的通

用引物结合序列的引物，经由PCR扩增缀合的条形码。经由在琼脂糖凝胶上的凝胶电泳检测
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扩增子。泳道中双带的存在(图8)指示扩增子的存在，显示核酸构建体与PNP结合。

[0150] 向小鼠施用具有经由亲和素‑生物素连接缀合的96个独特条形码的PNP的合并样

品(使用下述的体内筛选方案)。给药后二十四小时，处死小鼠，并就条形码化PNP的存在对

组织进行分析。PCR用于扩增来自组织样品的条形码，并且安捷伦片段分析用于检测核酸构

建体‑PNP的存在，以与阳性对照匹配的暗带作为核酸构建体‑PNP的存在的指示物(图12a)。

该实验付诸实施了用独特核酸构建体标记PNP、将它们向小鼠施用、并然后经由PCR检测它

们的生物分布的能力。我们进一步使用深度测序技术来区分肝组织中的所有96个独特条形

码。如下所述进行文库制备、测序和序列分析。所有96个独特条形码以可计数且可与其他条

形码区分的方式进行检测(图12c和图12d)。这显示我们的组合物不仅允许在给药后24小时

在小鼠组织中检测独特条形码化PNP，而且允许我们在动物组织中定量地区分每个独特条

形码化PNP与所有其他独特条形码化PNP。

[0151] 实施例5

[0152] 用于聚合物纳米颗粒文库的RAFT共聚物的制备

[0153] 简而言之，将嵌段1试剂(单体、链转移剂、引发剂和溶剂)在聚丙烯96孔u形底微量

培养板(Greiner  Bio‑One)的孔中、聚丙烯96孔簇管(Corning)中、聚丙烯Eppendorf微量离

心管 (Sigma‑Aldrich)中或聚丙烯50mL或15mL锥形管 (VWR)中合并，并置于VWR 

1400ESheldon真空烘箱中。将20mL玻璃小瓶用约10‑15mL溶剂(例如二甲基甲酰胺)填充，并

将小瓶置于烘箱中以提供用于大气饱和的来源。用氩气以约3L/min吹扫烘箱约45分钟，并

加热至60℃和75℃之间6‑24小时。反应完成后，向孔或管中加入丙酮以防止聚合物固化，并

将孔或管密封并在室温下放置过夜。第二天，将反应产物溶液转移到1 .5mL  Eppendorf管

(如果需要的话)中，并经由使用适当的纯化溶剂溶液(例如80:20戊烷:醚、异丙醇、甲醇等)

的至少三次沉淀洗涤和离心循环来进行纯化，并在真空中干燥。将嵌段1产物用作嵌段2的

大分子RAFT试剂，并将计算的试剂体积(如基于嵌段1的理论或实际分子量信息计算的)在

聚丙烯96孔u形底微量培养板(Greiner  Bio‑one)中、聚丙烯96孔簇管(Corning)中、聚丙烯

Eppendorf微量离心管(Sigma‑Aldrich)中或聚丙烯50mL或15mL锥形管(VWR)中合并以用于

嵌段2反应。将反应混合物置于VWR  1400E  Sheldon真空烘箱中，该烘箱以约3L/min进行氩

气吹扫约45分钟，然后加热至60℃和75℃之间6‑24小时。反应产物使用与嵌段1文库材料所

用的相同的纯化过程纯化并在真空中干燥。将所得聚合物重悬于丙酮或氯仿中，并根据实

验使用的需要等分(这些转移溶剂在材料使用之前蒸发)，在实验使用之前，在室温下以干

燥状态储存，或溶解于去离子水中，冷冻并冻干。使用Wyatt  Technology  DynaPro  Plate 

Reader  III测量尺寸。使用DynaPro  Plate  Reader  III测量嵌段1材料的分子量。高于

DynaPro  Plate  Reader  III摩尔质量能力阈值的纳米颗粒尺寸妨碍了对这些聚合物文库

的嵌段2分子量的测量。高通量聚合物文库的所有分子量均报道为重均分子量(Mw)。

[0154] 用于合成96种PNP的试验PNP文库的嵌段1和嵌段2的试剂、量和反应条件的总结分

别显示于下表3和4中。PNP  22，61和89‑96用作用于HEK细胞研究的10个独特PNP。PNP  1‑88

用作用于流式细胞术研究的独特PNP。表3缩写：ACVA，4,4'‑偶氮双(4‑氰基戊酸)；AIBN，偶

氮双异丁腈；BMA，甲基丙烯酸丁酯；CTP，4‑氰基‑4‑(硫代苯甲酰基硫基)戊酸；DMAEMA，甲基

丙烯酸二甲基氨基乙酯；DMF，N,N‑二甲基甲酰胺；ECT，4‑氰基‑4‑[(乙基硫基硫代羰基)硫

基]戊酸；MMA，甲基丙烯酸甲酯。表4缩写：ACVA，4,4'‑偶氮双(4‑氰基戊酸)；AIBN，偶氮双异
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丁腈；BMA，甲基丙烯酸丁酯；CTP，4‑氰基‑4‑(硫代苯甲酰基硫基)戊酸；DMAEMA，甲基丙烯酸

二甲基氨基乙酯；DMF，N ,N‑二甲基甲酰胺；ECT，4‑氰基‑4‑[(乙基硫基硫代羰基)硫基]戊

酸；HEMA，甲基丙烯酸2‑羟基乙酯；MMA，甲基丙烯酸甲酯。表5缩写：PDI，多分散指数。

[0155] 使用Wyatt  Technology的DynaPro  Plate  Reader  III测定静态光散射(SLS)和动

态光散射(DLS)测量以测定嵌段1摩尔质量和PNP尺寸(例如直径)。用DYNAMICS软件进行数

据采集和处理。SLS和DLS数据在以下条件下获得：

[0156] 溶剂：水

[0157] 温度：25℃

[0158] 样品体积：200μL
[0159] 数据采集设置：每次采集5秒的5次采集

表3.试验PNP文库中使用的嵌段1试剂和反应条件的总结
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表4.试验PNP文库中使用的嵌段2试剂和反应条件的总结
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表5.试验PNP文库表征数据的总结
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[0160] 实施例6：

[0161] 组合物实施例3(CE3)：与胺末端核酸构建体直接酰胺化与PNP缀合的核酸构建体

[0162] 使用含有至少一个羧基端基的CTA制备的RAFT共聚物进一步用胺末端DNA条形码

官能化。将RAFT共聚物以约12mg/mL转移到MES缓冲液中。将样品超声处理30分钟。将EDC试

剂和磺基‑NHS试剂分别以10:1和25:1的试剂与PNP的摩尔比加入聚合物。将样品在室温下

温育至少10分钟以允许反应发生。通过具有30kDa的截留分子量的膜，经由以约3000×g离

心约15分钟，过滤反应体积。弃去滤液，并向保留物中添加无菌PBS以重构为10mg/mL聚合

物。将具有连接至5'端的伯胺基团的核酸构建体加入聚合物，并将样品温育至少15分钟。将

样品转移到amicon  ultra‑4离心管(MWCO  30kDa，最大3.5mL/管)并以4,000×g离心15分钟

以除去任何未结合的核酸构建体。弃去滤液(其含有未结合的核酸构建体)，并向保留物中

添加无菌PBS，至8mg/mL聚合物的终浓度。使用设计为结合核酸构建体上的引物结合片段的

引物，经由PCR扩增缀合的条形码。经由在琼脂糖凝胶上的凝胶电泳检测扩增子。泳道中双

带的存在(图9)指示扩增子的存在，显示核酸构建体与PNP结合。

[0163] 将直接酰胺化方法用于将10个独特条形码连接至10个独特PNP。按照实施例5中所

示的试剂制备10个独特的PNP。

[0164] 随后，将直接酰胺化方法用于将10个独特DNA条形码连接至各个PNP，给予其每个

独特的标记。核酸构建体‑PNP负载有编码tdTomato红色荧光蛋白的表达的pDNA，并然后将

其用于以约0.024mg/mL  PNP处理HEK‑293T细胞(在以每孔20,000个细胞接种于96孔板中后

24小时)。将它们放置以温育另外的48小时，此时，经由使用Texas  Red滤光片组的荧光显微

镜观察有效载荷的表达(图10)。这提供了核酸构建体‑PNP能够被哺乳动物细胞摄取并递送

有效载荷的证据，如红色荧光图像所示。

[0165] 然后，将直接酰胺化方法用于将88个独特条形码连接至88个独特PNP。按照实施例

5中所示的试剂制备88个独特的PNP。然后，将酰胺化方法用于将88个独特的DAN条形码连接

至各个PNP，给予其每个独特的标记。核酸构建体‑PNP负载有编码tdTomato红色荧光蛋白的

表达的pDNA，并然后将其用于以约0.024mg/mL  PNP处理HEK‑293T细胞(在以每孔20,000个

细胞接种于96孔板中后24小时)。将它们放置以温育另外的48小时，此时，使用Cytoflex经

由流式细胞术测量有效载荷的表达(图11(a)‑(c))。这提供了一些核酸构建体‑PNP能够被

哺乳动物细胞摄取的证据。还使用zombie染料对细胞进行活/死染色，并经由流式细胞术测

量细胞活力(图11(d)‑(e))，显示PNP具有相对低的细胞毒性，对于绝大多数PNP而言具有大

于75％的细胞活力数量。

[0166] 实施例7

[0167] 用于体外和体内筛选核酸构建体‑PNP的方法。

[0168] 将由表2中的配方产生的聚合物纳米颗粒(其具有经由亲和素‑生物素连接而连接

的96个独特条形码)的合并样品用于测量HEK293T细胞中的体外细胞摄取和细胞毒性，并用

于测量小鼠中体内施用的生物分布。核酸构建体‑PNP在无菌盐溶液中配制，并在体内给药
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前在4℃下储存最长达1个月。使用HEK293T细胞，用0.024mg/mL  PNP，以250ng或150ng/孔

pDNA处理浓度体外评估细胞摄取效率和细胞毒性。细胞摄取由荧光显微镜证明。使用分层

随机程序将动物分配到剂量组，所述分层随机程序设计为根据性别维持类似组平均体重。

经由单次推注静脉内尾静脉注射向动物施用对照或测试制品。测试剂量范围为0‑150mg/

kg，其中在35％的150mg/kg的动物中观察到不良临床事件。从所有动物中收集血液和组织，

并在液氮中速冻。

[0169] 实施例8：

[0170] 从体外生物样品中提取核酸构建体‑PNP。

[0171] 将10‑20mg的组织置于Tris‑EDTA裂解缓冲液中，并使用TissueLyser珠磨系统和

5mm不锈钢珠粒进行均质化。在25Hz以5‑7分钟的间隔进行均质化，直到溶液在外观上均匀。

然后将蛋白酶K加入裂解物用于蛋白消化，并在Thermomixer中在55℃下温育2‑4小时。使用

QIAamp  96DNA提取试剂盒和Qiacube  HT仪器，根据制造商的方案，从组织裂解物中提取

DNA。使用NanoDrop测定分离的样品的浓度和纯度。

[0172] 实施例9：

[0173] 核酸构建体中的多核苷酸条形码的PCR扩增。

[0174] 聚合酶链式反应用于由提取的核酸构建体产生扩增子。使用单个通用引物集进行

PCR，所述通用引物与条形码上的通用扩增位点退火，从而在单个反应中扩增样品内的所有

独特条形码。使用电泳(琼脂糖凝胶或生物分析仪)测定样品内的条形码的阳性扩增，其由

在约120bp处的带的存在指示。

[0175] 实施例10：

[0176] 文库制备和核酸构建体的测序。

[0177] 由在第一阶段PCR扩增期间生成的扩增子制备测序文库。我们的通用引物还含有

悬突序列，其使得能够连接用于测序的索引接头。通过PCR将Illumina双端唯一索引

(Unique  Dual  Index)与扩增子上的悬突退火。然后将单独的索引文库(indexed  library)

等量合并，并使用NucleoSpin凝胶和PCR  Clean‑up试剂盒，根据制造商的方案纯化。使用

Qubit  dsDNA高灵敏度测定试剂盒和Qubit荧光计测定最终测序文库的摩尔浓度。文库掺有

2％  PhiX，稀释至1 .8pM，并负载到高通量300次循环NextSeq测序盒(High  Output 

300cycle  NextSeq  sequencing  cardrige)上。使用NextSeq550仪器进行双端测序。

[0178] 实施例11：

[0179] 序列分析和生物信息学

[0180] 从各个样品ID合并的读段被解复用成PE  FASTQ文件，并合并成单个文件。对合并

的读段进行处理以鉴定含有5'和3'侧翼接头二者的那些。然后，针对含有正确条形码长度

的序列，向下选择修剪的读段。由这些向下选择的序列生成条形码计数，并根据它们是被掺

入的还是随机的来进行标记。然后将条形码计数相对于样品中FASTQ读段的数量进行归一

化。

[0181] 假设的实施例：

[0182] 作为示例，在一个说明性实施方案中，本公开的快速DBTL技术可用于开发用于由

超氧化物歧化酶1(SOD1)中的毒性、功能获得性突变而引起的肌萎缩性侧索硬化(ALS)形式

的基因疗法。该基因疗法可涉及经由非病毒基因递送载体递送CRISPR碱基编辑蛋白，以使
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小胶质细胞中的突变SOD1蛋白的产生失活，所述小胶质细胞是调节疾病的进展但对有效的

病毒转导仍然是难治性的细胞类型。这将使得能够实现对于ALS的安全且有效的治疗性

“hit‑and‑run”编辑。

[0183] 可用本文中所述的方法治疗的一个示例性疾病是ALS。ALS是一种快速进行性的、

麻痹性的、并且不变地致命的病症，其特征在于脊髓和脑中运动神经元的选择性丧失。尽管

ALS的大多数病例是散发性的，但SOD1(一种通常将超氧阴离子转化成氧和过氧化氢的普遍

表达的金属酶)中显性遗传的突变占所有遗传或家族性形式的ALS的最多达20％。碱基编辑

器是最近出现的基因编辑模式，其能够在DNA中引入靶向的单碱基取代而不需要双链断裂

(DSB)。碱基编辑器由催化受损的Cas9核酸酶变体(称为Cas9切口酶)以及核碱基脱氨酶的

融合物组成。该实施例将依赖于碱基编辑器，尤其是胞苷碱基编辑器(CBE)催化靶基因序列

中CGA、CAG或CAA三联体处的C＞T碱基转变的能力，其产生触发通过无义介导的衰变降解靶

mRNA(其为细胞用于防止截短的蛋白形成的监视机制)的框内终止密码子。使用该方法，

SOD1将以不需要DSB且不依赖于随机和诱变的NHEJ修复途径的方式被灭活，因此克服了对

于ALS而言CRISPR‑Cas9的临床实施所面临的两个主要限制。因此，尽管第一代CRISPR被认

为是基因编辑的“剪切和粘贴”，但碱基编辑器被认为是“橡皮擦和铅笔”功能，其允许对基

因组进行精确的单碱基编辑，为革命性的ALS治疗开启了新机制。然而，基因递送的创新已

显著滞后于基因编辑技术本身的创新。因此，将碱基编辑系统有效递送至参与驱动ALS的进

展的特定细胞类型代表了阻碍其安全和有效地实施该病症的治疗的关键限制。非病毒递送

载体将用于解决这些限制中的许多。

[0184] 在该说明性的实施例中，快速DBTL技术可以通过数百种不同的聚合物纳米颗粒候

选来迭代，其使用不同的聚合物纳米颗粒文库的自动化高通量合成、条形码化文库的平行

体外和体内筛选和机器学习算法来分析大数据集和预测用于快速迭代的新文库。图1呈现

了简化流程图，其示出了基于自动合成、高通量测试和机器学习设计的非病毒基因递送开

发的DBTL循环。

[0185] 假设的实施例：

[0186] 在一个方面中，可以在高通量体外和体内平台中筛选数百种的包封CBE  mRNA的聚

合物纳米颗粒(PNP)的文库。在说明性实施方案中，合成超过500种PNP，并经由DNA条形码进

行独特标记和追踪。高度通用的基于可逆加成‑断裂链转移(RAFT)聚合的PNP平台由于其灵

活性、再现性和可扩展性而将被使用。参见K.Sims等人,“Rigor  and  reproducibility  in 

polymer  nanoparticle  synthesis  and  characterization,”Rsc  Advances  2020,10(5) ,

2513‑2518(其通过引用并入本文)。如图2中所示，RAFT聚合平台可以用于生成具有各种不

同尺寸、电荷和化学组成的高度单分散的PNP。可以将PNP功能化以连接细胞穿透肽，以使得

能够实现更高级的功能性和对载体和负荷二者的保护。在一些实施方案中，PNP可以用量子

点和其他生物标记物经由亲和素‑生物素缀合来标记。参见A .Duong等人 ,“Scalable ,

Semicontinuous  Production  of  Micelles  Encapsulating  Nanoparticles  via 

Electrospray,”Langmuir  2014,30(14) ,3939‑3948.(其通过引用并入本文)。小胶质细胞

非病毒递送载体与碱基编辑有效载荷的这种组合是高度创新的，因为它具有导致ALS的新

疗法的潜力。此外，本公开的DBTL技术可推广至使得能够产生能够进入ALS中涉及的其他细

胞类型的先进非病毒递送载体。

说　明　书 52/53 页

57

CN 117500923 A

57



[0187] 如上所述，文库合成后，然后可在小胶质细胞系中体外快速测试这些PNP的毒性、

炎症和mRNA递送效率(经由GFP表达)。平行地，可使用经由鞘内注射递送至ALS的G93A‑SOD1

小鼠模型的脑脊液(CSF)的负载的纳米颗粒，使用编码生物发光荧光素酶的mRNA来评估整

个文库的生物分布和毒性，所述生物发光荧光素酶可经由体外成像系统(IVIS)来追踪。该

筛选应产生三个大数据集，其包括颗粒物理特性、体外生物活性和体内生物分布和毒性，它

们一起将为将在第二次迭代中合成的新的非病毒递送载体文库的明智设计(informed 

design)提供基础。然后可以在经修饰以表达突变SOD1蛋白的小胶质细胞系中测试该新文

库的功能基因编辑测试。PNP可以负载有编码设计为灭活GFP和SOD1(其通过荧光测量和测

序来检测)的CBE的mRNA。
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图2
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图3A

图3B

说　明　书　附　图 3/18 页

61

CN 117500923 A

61



图4

说　明　书　附　图 4/18 页

62

CN 117500923 A

62



图5A
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图5B

说　明　书　附　图 6/18 页

64

CN 117500923 A

64



图5C
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图7(续)
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图7(续)
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图7(续)
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图9

图10
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图11A

图11B
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图11C

图11D
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