
(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 202280052248.5

(22)申请日 2022.05.25

(30)优先权数据

63/194370 2021.05.28 US

(85)PCT国际申请进入国家阶段日

2024.01.25

(86)PCT国际申请的申请数据

PCT/US2022/030969 2022.05.25

(87)PCT国际申请的公布数据

WO2022/251394 EN 2022.12.01

(71)申请人 箭头药业股份有限公司

地址 美国加利福尼亚州

(72)发明人 E·W·布什　A·尼古拉斯　

C·M·希恩贝克　

(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 黄登高　张华

(51)Int.Cl.

C12N 15/113(2010.01)

A61K 31/713(2006.01)

C07H 21/02(2006.01)

C12N 15/11(2006.01)

C12Q 1/68(2018.01)

 

 

(54)发明名称

用于抑制粘蛋白5AC(MUC5AC)的表达的RNAi

试剂、其组合物及其使用方法

(57)摘要

描述了RNAi试剂、包含RNAi试剂的组合物以

及用于抑制粘蛋白5AC(MUC5AC)基因的方法。本

文公开的MUC5AC  RNAi试剂和RNAi试剂缀合物抑

制MUC5AC基因的表达。还描述了包含一种或多种

MUC5AC  RNAi试剂、任选的一种或多种另外治疗

剂的药物组合物。所描述的MUC5AC  RNAi试剂在

体内向肺上皮细胞的递送提供MUC5AC基因表达

的抑制和MUC5AC产生的减少，这可以给受试者

(包括人受试者)提供治疗益处，用于治疗多种疾

病，包括粘液阻塞性肺病诸如重度哮喘和多种癌

症。
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1.用于抑制粘蛋白5AC基因的表达的RNAi试剂，其包含：

包含至少17个连续核苷酸的反义链，其与在表2或表3中提供的任一个序列相差0或1个

核苷酸；和

有义链，其包含与所述反义链至少部分地互补的核苷酸序列。

2.根据权利要求1所述的RNAi试剂，其中所述反义链包含在表2或表3中提供的任一个

序列的核苷酸2‑18。

3.根据权利要求1或权利要求2所述的RNAi试剂，其中所述有义链包含至少17个连续核

苷酸的核苷酸序列，其与在表2或表4中提供的任一个序列相差0或1个核苷酸，并且其中所

述有义链具有与所述反义链在17个连续核苷酸上至少85％互补性的区域。

4.根据权利要求1‑3中的任一项所述的RNAi试剂，其中所述RNAi试剂的至少一个核苷

酸是修饰的核苷酸或包括修饰的核苷间连接。

5.根据权利要求1‑4中的任一项所述的RNAi试剂，其中所有的或基本上所有的核苷酸

是修饰的核苷酸。

6.根据权利要求4‑5中的任一项所述的RNAi试剂，其中所述修饰的核苷酸选自：2′‑O‑

甲基核苷酸、2′‑氟核苷酸、2′‑脱氧核苷酸、2′,3′‑seco核苷酸模拟物、锁定核苷酸、2'‑F‑

阿拉伯糖核苷酸、2′‑甲氧基乙基核苷酸、脱碱基核苷酸、核糖醇、倒置核苷酸、倒置2′‑O‑甲

基核苷酸、倒置2′‑脱氧核苷酸、2′‑氨基‑修饰的核苷酸、2′‑烷基‑修饰的核苷酸、吗啉代核

苷酸、含有膦酸乙烯酯的核苷酸、含有环丙基膦酸酯的核苷酸和3′‑O‑甲基核苷酸。

7.根据权利要求5所述的RNAi试剂，其中所有的或基本上所有的核苷酸被2′‑O‑甲基核

苷酸、2′‑氟核苷酸或其组合修饰。

8.根据权利要求1‑7中的任一项所述的RNAi试剂，其中所述反义链包含在表3或表11中

提供的任一个修饰的反义链序列的核苷酸序列。

9.根据权利要求1‑8中的任一项所述的RNAi试剂，其中所述有义链包含在表4或表11中

提供的任一个修饰的有义链序列的核苷酸序列。

10.根据权利要求1所述的RNAi试剂，其中所述反义链包含在表3或表11中提供的任一

个修饰的反义链序列的核苷酸序列，且所述有义链包含在表4或表11中提供的任一个修饰

的有义链序列的核苷酸序列。

11.根据权利要求1‑10中的任一项所述的RNAi试剂，其中所述有义链是18至30个核苷

酸长度，且所述反义链是18至30个核苷酸长度。

12.根据权利要求11所述的RNAi试剂，其中所述有义链和所述反义链各自是18至27个

核苷酸长度。

13.根据权利要求12所述的RNAi试剂，其中所述有义链和所述反义链各自是18至24个

核苷酸长度。

14.根据权利要求13所述的RNAi试剂，其中所述有义链和所述反义链各自是21个核苷

酸长度。

15.根据权利要求14所述的RNAi试剂，其中所述RNAi试剂具有两个平头末端。

16.根据权利要求1‑15中的任一项所述的RNAi试剂，其中所述有义链包含一个或两个

末端帽。

17.根据权利要求1‑16中的任一项所述的RNAi试剂，其中所述有义链包含一个或两个
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倒置脱碱基残基。

18.根据权利要求1所述的RNAi试剂，其中所述RNAi试剂包含有义链和反义链，它们形

成具有表8A、表8B、表8C、表9、表10A或表10B中的任一个双链体的结构的双链体。

19.根据权利要求18所述的RNAi试剂，其中所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核

苷酸。

20.根据权利要求1所述的RNAi试剂，其中所述反义链由特定核苷酸序列组成、基本上

由特定核苷酸序列组成，或包含特定核苷酸序列，所述特定核苷酸序列与下述核苷酸序列

(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

UUGUAGUAGUCGCAGAACA(SEQ  ID  NO:79)；或UUCUUGUUCAGGCAAAUCA(SEQ  ID  NO:83)。

21.根据权利要求1所述的RNAi试剂，其中所述反义链由特定核苷酸序列组成、基本上

由特定核苷酸序列组成，或包含特定核苷酸序列，所述特定核苷酸序列与下述核苷酸序列

(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

UUGUAGUAGUCGCAGAACAGC(SEQ  ID  NO:1525)；或UUCUUGUUCAGGCAAAUCAGC(SEQ  ID  NO:

1535)。

22.根据权利要求1所述的RNAi试剂，其中所述有义链由特定核苷酸序列组成、基本上

由特定核苷酸序列组成，或包含特定核苷酸序列，所述特定核苷酸序列与下述核苷酸序列

(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

UGUUCUGCGACUACUACAA(SEQ  ID  NO:568)；或

UGAUUUGCCUGAACAAGAA(SEQ  ID  NO:572)。

23.根据权利要求20、21或22所述的RNAi试剂，其中所有的或基本上所有的核苷酸是修

饰的核苷酸。

24.根据权利要求1所述的RNAi试剂，其中所述反义链包含修饰的核苷酸序列、由修饰

的核苷酸序列组成或基本上由修饰的核苷酸序列组成，所述修饰的核苷酸序列与下述核苷

酸序列(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

cPrpusUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1127)；

usUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1065)；

usUfscsuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1166)；或

cPrpuUfcuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1191)；

其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、2′‑O‑甲基胞苷、2′‑O‑甲基鸟苷和2′‑O‑甲基

尿苷；Af、Cf、Gf和Uf分别代表2′‑氟腺苷、2′‑氟胞苷、2′‑氟鸟苷和2′‑氟尿苷；cPrpu代表

5’‑环丙基膦酸酯‑2’‑O‑甲基尿苷；s代表硫代磷酸酯键；且其中在所述有义链上的所有的

或基本上所有的核苷酸是修饰的核苷酸。

25.根据权利要求1所述的RNAi试剂，其中所述有义链包含修饰的核苷酸序列、由修饰

的核苷酸序列组成或基本上由修饰的核苷酸序列组成，所述修饰的核苷酸序列与下述核苷

酸序列(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

gscuguucuGfCfGfacuacuacaa(SEQ  ID  NO:1265)；或

gscugauUfuGfcCfugaacaagaa(SEQ  ID  NO:1315)；

其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、2′‑O‑甲基胞苷、2′‑O‑甲基鸟苷和2′‑O‑甲基

尿苷；Af、Cf、Gf和Uf分别代表2′‑氟腺苷、2′‑氟胞苷、2′‑氟鸟苷和2′‑氟尿苷；且s代表硫代
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磷酸酯键；且其中在所述反义链上的所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核苷酸。

26.根据权利要求20‑25中的任一项所述的RNAi试剂，其中所述有义链进一步包括在所

述核苷酸序列的3’端末端处、在所述核苷酸序列的5’端末端处，或在二者处的倒置脱碱基

残基。

27.根据权利要求1‑26中的任一项所述的RNAi试剂，其中所述RNAi试剂连接至靶向配

体。

28.根据权利要求27所述的RNAi试剂，其中所述靶向配体对在上皮细胞上表达的细胞

受体具有亲和力。

29.根据权利要求28所述的RNAi试剂，其中所述靶向配体包含整联蛋白靶向配体。

30.根据权利要求29所述的RNAi试剂，其中所述整联蛋白靶向配体是αvβ6整联蛋白靶

向配体。

31.根据权利要求30所述的RNAi试剂，其中所述靶向配体包含以下结构：

示与所述RNAi试剂的连接点。

32.根据权利要求27‑30中的任一项所述的RNAi试剂，其中RNAi试剂缀合至具有以下结

构的靶向配体：
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或 其

药学上可接受的盐，其中 指示与所述RNAi试剂的连接点。

33.根据权利要求27‑30中的任一项所述的RNAi试剂，其中所述靶向配体具有以下结

构：

或其药学上可接受的盐，其中 指示与所述RNAi试剂的连接点。

权　利　要　求　书 4/6 页

5

CN 117858949 A

5



34.根据权利要求27‑33中的任一项所述的RNAi试剂，其中所述靶向配体缀合至所述有

义链。

35.根据权利要求34所述的RNAi试剂，其中所述靶向配体缀合至所述有义链的5’端末

端。

36.组合物，其包含权利要求1‑35中的任一项所述的RNAi试剂，其中所述组合物进一步

包含药学上可接受的赋形剂。

37.根据权利要求36所述的组合物，所述组合物进一步包含能够抑制粘蛋白5AC基因表

达的第二种RNAi试剂。

38.根据权利要求36‑37中的任一项所述的组合物，所述组合物进一步包含一种或多种

另外的治疗剂。

39.根据权利要求36‑38中的任一项所述的组合物，其中将所述组合物配制用于通过吸

入施用。

40.根据权利要求39所述的组合物，其中通过计量剂量吸入器、喷射喷雾器、振动网喷

雾器或软雾吸入器递送所述组合物。

41.根据权利要求36‑40中的任一项所述的组合物，其中所述RNAi试剂是钠盐。

42.根据权利要求36‑41中的任一项所述的组合物，其中所述药学上可接受的赋形剂是

注射用水。

43.根据权利要求36‑42中的任一项所述的组合物，其中所述药学上可接受的赋形剂是

等渗盐水。

44.用于抑制细胞中MUC5AC基因的表达的方法，所述方法包含向细胞中引入有效量的

权利要求1‑35中的任一项所述的RNAi试剂或权利要求36‑43中的任一项所述的组合物。

45.根据权利要求44所述的方法，其中所述细胞是在受试者内。

46.根据权利要求45所述的方法，其中所述受试者是人受试者。

47.根据权利要求44‑46中的任一项所述的方法，其中在施用所述RNAi试剂之后，所述

粘蛋白5AC基因表达被抑制至少约30％。

48.治疗一种或多种与MUC5AC蛋白水平相关的症状或疾病的方法，所述方法包含给有

此需要的人受试者施用治疗有效量的权利要求36‑43中的任一项所述的组合物。

49.根据权利要求48所述的方法，其中所述疾病是粘液阻塞性肺病。

50.根据权利要求49所述的方法，其中所述粘液阻塞性肺病是哮喘(包括重度哮喘)、囊

性纤维化(CF)、支气管扩张(NCFB)或慢性阻塞性肺病(COPD)。

51.根据权利要求50所述的方法，其中所述疾病是哮喘(包括重度哮喘)。

52.根据权利要求48所述的方法，其中所述疾病是癌症。

53.根据权利要求52所述的方法，其中所述癌症是肺腺癌、胰腺癌、唾液腺癌、乳癌、胆

管癌或卵巢癌。

54.根据权利要求44‑53中的任一项所述的方法，其中以约0.01mg/kg至约5.0mg/kg受

试者体重的肺沉积剂量(PDD)施用所述RNAi试剂。

55.根据权利要求44‑53中的任一项所述的方法，其中以约0.1mg/kg至约2.0mg/kg受试

者体重的肺沉积剂量(PDD)施用所述RNAi试剂。

56.根据权利要求44‑53中的任一项所述的方法，其中以约0.01mg/kg至约5.0mg/kg受
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试者体重的可吸入递送剂量(RDD)施用所述RNAi试剂。

57.根据权利要求44‑53中的任一项所述的方法，其中以约0.1mg/kg至约2.0mg/kg受试

者体重的可吸入递送剂量(RDD)施用所述RNAi试剂。

58.根据权利要求44‑57中的任一项所述的方法，其中在两个或更多个剂量中施用所述

RNAi试剂。

59.根据权利要求1‑35中的任一项所述的RNAi试剂用于治疗至少部分地由粘蛋白5AC

蛋白水平介导的疾病、障碍或症状的用途。

60.根据权利要求36‑43中的任一项所述的组合物用于治疗至少部分地由粘蛋白5AC基

因表达介导的疾病、障碍或症状的用途。

61.根据权利要求36‑43中的任一项所述的组合物用于制备药物的用途，所述药物用于

治疗至少部分地由粘蛋白5AC基因表达介导的疾病、障碍或症状。

62.根据权利要求59‑61中的任一项所述的用途，其中所述疾病是哮喘(包括重度哮

喘)。

63.制备根据权利要求1‑35中的任一项所述的RNAi试剂的方法，所述方法包含使有义

链和反义链退火以形成双链核糖核酸分子。

64.根据权利要求63所述的方法，其中所述有义链包含靶向配体。

65.根据权利要求64所述的方法，所述方法包含将靶向配体缀合至所述有义链。
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用于抑制粘蛋白5AC(MUC5AC)的表达的RNAi试剂、其组合物及

其使用方法

[0001] 对相关申请的交叉参考

[0002] 本申请要求2021年5月28日提交的美国临时专利申请系列号63/194 ,370的优先

权，其内容通过引用整体并入本文。

[0003] 序列表

[0004] 本申请含有序列表，其已经以ASCII格式提交并且特此通过引用整体并入。ASCII

副本被命名为SEQLIST_30659.txt，且为460kb大小。

技术领域

[0005] 本公开内容涉及用于抑制粘蛋白5AC(“MUC5AC”)基因表达的RNA干扰(RNAi)试剂，

例如，双链RNAi试剂，包含MUC5AC  RNAi试剂的组合物，及其使用方法。

背景技术

[0006] MUC5AC是在肺气道上皮中和在其它粘膜组织(例如，胃肠道、泌尿生殖系统、眼和

耳)中表达的在转录上调节的分泌性粘蛋白(Lillehoj等人 ,Int  Rev  Cell  Mol  Biol ,

2013)。在气道中，MUC5AC和MUC5B是主要的凝胶形成粘蛋白。MUC5B被组成性地表达，并且是

粘液纤毛清除所必需的(Roy等人,Nature  2014)。在气管和近端气道中正常受试者的MUC5B

比MUC5AC表达相对更高，该比率在远端气道中进一步增加，并且在远端和终末细支气管中

几乎检测不到MUC5AC的表达(Okuda等人,AJRCCM  2019)。MUC5AC通常在气道中以低水平表

达，MUC5AC表达可以被外部应激刺激(如促炎介质(包括，例如，2型细胞因子：IL‑4、IL‑9、

IL‑17、IL‑23和IL‑13)、有害的吸入物质(例如，香烟烟气、丙烯醛、有毒气体)、病毒感染和

变应原稳健地诱导。由此产生的粘液分泌过多和过度浓缩被理解为在重度哮喘和其它粘液

阻塞性肺病(诸如囊性纤维化(CF)、慢性阻塞性肺病(COPD)、非‑CF支气管扩张(NCFB)和原

发性纤毛运动障碍(PCD))中与气道阻塞关联的常见致病机制(Boucher,NEJM  2019)。在哮

喘、COPD和NCFB患者中，MUC5AC的过表达和分泌会导致气道管腔狭窄、气道阻塞和恶化

(Dunican等人,JCI  2017；Bonser等人,JCI  2016；Kesimer等人,NEJM  2017；Ramsey等人,

AJRCCM  2019)。一项全基因组关联研究(GWAS)鉴定出了一种新颖的MUC5AC等位基因，该等

位基因与增加的MUC5AC表达和中度至重度哮喘患者相关(Shrine等人,Lancet  Respir  Med 

2019)。来自MUC5AC缺陷型小鼠的实验证据证实，MUC5AC介导的气道堵塞是气道对变应原的

高反应性的主要原因，与炎症和支气管收缩无关(Evans等人,Nat  Commun,2015)。重度哮喘

和其它粘液阻塞性肺病的当前护理标准治疗包括支气管扩张剂和抗炎治疗剂(诸如皮质类

固醇和生物制品)，但目前可用的治疗方法不能直接解决致病性粘蛋白过表达和分泌过多。

需要直接治疗粘液分泌过多和阻塞的替代方案。

[0007] 在恶性肿瘤诸如肺腺癌、胰腺癌、唾液腺癌、乳癌、胆管癌、卵巢癌和其它肿瘤中也

已经观察到增加的MUC5AC表达(Krishn等人,Carcinogenesis2018)，其中已经将它与肿瘤

细胞的迁移和侵袭力关联。在MUC5AC和其它粘蛋白基因中的功能丧失突变在肿瘤细胞中明
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显不足，从而提示，粘蛋白过表达可能阻止肿瘤被免疫细胞识别(Gorlov等人 ,Cancer 

Genetics  2019)。肿瘤MUC5AC过表达与肺腺癌患者中的进展和差存活相关(Bauer等人,JCI 

Insight  2018)。MUC5AC过表达还与许多其它病症有关，所述其它病症包括：变应性鼻炎、慢

性鼻及鼻窦炎、中耳炎、巴雷特氏食管、胰腺炎和炎性肠病(Krishn等人 ,Carcinogenesis 

2018)。

发明内容

[0008] 需要能够选择性地且高效地抑制MUC5AC基因表达的新颖RNA干扰(RNAi)试剂(被

称作RNAi试剂、RNAi触发剂或触发剂)，例如，双链RNAi试剂，包括用作治疗剂或药物。此外，

需要用于治疗与粘液分泌过多和阻塞相关的疾病或障碍(在本文中被称作“粘液阻塞性”肺

病和障碍)的新型MUC5AC‑特异性的RNAi试剂的组合物，所述疾病或障碍是例如囊性纤维化

(CF)、慢性阻塞性肺病(COPD)、非‑CF支气管扩张(NCFB)、原发性纤毛运动障碍(PCD)和哮喘

和/或可以至少部分地由MUC5AC基因表达和/或MUC5AC蛋白水平的降低介导的疾病或障碍。

[0009] 本文公开的MUC5AC  RNAi试剂的核苷酸序列和化学修饰，以及它们与适合于在体

内选择性地且高效地递送MUC5AC  RNAi试剂的某些特异性靶向配体的组合，不同于本领域

已知的那些。本文公开的MUC5AC  RNAi试剂提供对MUC5AC基因表达的高效且有效抑制，并且

具有适合用作治疗疾病和障碍的治疗剂的序列。

[0010] 一般而言，本公开内容表征了MUC5AC基因‑特异性的RNAi试剂、包含MUC5AC  RNAi

试剂的组合物以及使用本文描述的MUC5AC  RNAi试剂和包含MUC5AC  RNAi试剂的组合物在

体外和/或在体内抑制MUC5AC基因表达的方法。本文描述的MUC5AC  RNAi试剂能够选择性地

且高效地降低MUC5AC基因的表达，并从而减少MUC5AC蛋白的表达，这可以导致治疗益处，例

如，肺中粘液阻塞的减少。

[0011] 所描述的MUC5AC  RNAi试剂可以用在症状和疾病的治疗性治疗(包括防止性或预

防性治疗)方法中，所述症状和疾病包括、但不限于粘液阻塞性肺病(诸如哮喘、CF、COPD、

NCFB、PCD)、变应性支气管肺曲霉菌病、间质性肺病、癌症(诸如肺腺癌、胰腺癌、唾液腺癌、

乳癌、胆管癌、卵巢癌和其它肿瘤)、呼吸道感染(诸如呼吸道合胞体病毒、流感、鼻病毒)、中

耳炎、炎性肠病、胆石病、变应性鼻炎、慢性鼻及鼻窦炎和鼻息肉病。

[0012] 在一个方面，本公开内容表征了用于抑制MUC5AC基因的表达的RNAi试剂，其中所

述RNAi试剂包括有义链(也被称作随从链)和反义链(也被称作指导链)。所述有义链和所述

反义链可以彼此部分地、基本上或完全地互补。本文描述的RNAi试剂有义链的长度各自可

以是15至49个核苷酸长度。本文描述的RNAi试剂反义链的长度各自可以是18至49个核苷酸

长度。在一些实施方案中，所述有义链和反义链独立地是18至26个核苷酸长度。所述有义链

和反义链可以是相同长度或不同长度。在一些实施方案中，所述有义链和反义链独立地是

21至26个核苷酸长度。在一些实施方案中，所述有义链和反义链独立地是21至24个核苷酸

长度。在一些实施方案中，所述有义链和所述反义链是21个核苷酸长度。在一些实施方案

中，所述反义链独立地是18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29或30个核苷酸长度。在一

些实施方案中，所述有义链独立地是15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、

30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48或49个核苷酸长度。在递

送至表达MUC5AC的细胞后，本文描述的RNAi试剂在体内和/或在体外抑制一种或多种
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MUC5AC基因变体的表达。

[0013] 本文公开的MUC5AC  RNAi试剂靶向人MUC5AC基因(参见，例如，SEQ  ID  NO:1)。在一

些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂靶向具有表1公开的序列中的任一个序列的

MUC5AC基因的一部分。

[0014] 在另一个方面，本公开内容表征了组合物，包括药物组合物，其包括能够选择性地

且高效地降低MUC5AC基因表达的所公开的MUC5AC  RNAi试剂中的一种或多种。包含本文描

述的一种或多种MUC5AC  RNAi试剂的组合物可以施用给受试者，诸如人或动物受试者，用于

治疗(包括预防性治疗或抑制)与MUC5AC基因表达和/或MUC5AC蛋白水平相关的症状和疾

病。

[0015] 可以用在MUC5AC  RNAi试剂中的MUC5AC  RNAi试剂有义链和反义链的例子提供在

表3、4、5、6和7中。MUC5AC  RNAi试剂双链体的例子提供在表8A、8B、8C、9、10A、10B和11中。可

以由本文公开的某些MUC5AC  RNAi试剂的有义链和反义链组成或可以被包括在其中的19‑

核苷酸核心段序列的例子提供在表2中。

[0016] 在另一个方面，本公开内容表征了用于将MUC5AC  RNAi试剂体内递送至受试者(诸

如哺乳动物)的上皮细胞的方法。本文还描述了用于这样的方法中的组合物。在一些实施方

案中，本文公开了用于将MUC5AC  RNAi试剂体内递送至受试者的肺细胞(上皮细胞、巨噬细

胞、平滑肌、内皮细胞)的方法。在一些实施方案中，所述受试者是人受试者。

[0017] 本文公开的方法包括通过本领域已知的任何合适的方式向受试者(例如，人或动

物受试者)施用一种或多种MUC5AC  RNAi试剂。本文公开的包含一种或多种MUC5AC  RNAi试

剂的药物组合物可以以多种方式施用，取决于是否需要局部或全身治疗。施用可以是但不

限于例如静脉内、动脉内、皮下、腹膜内、真皮下(例如，经由植入装置)和实质内施用。在一

些实施方案中，通过吸入(诸如干燥粉末吸入或气雾剂吸入)、鼻内施用、气管内施用或口咽

抽吸施用来施用本文描述的药物组合物。

[0018] 在一些实施方案中，期望本文描述的MUC5AC  RNAi试剂抑制肺上皮中MUC5AC基因

的表达，其施用是通过吸入(例如，通过吸入器装置，诸如计量剂量吸入器，或喷雾器诸如喷

射或振动网喷雾器，或软雾吸入器)。

[0019] 使用本领域已知的任何寡核苷酸递送技术，可以将一种或多种MUC5AC  RNAi试剂

递送至靶细胞或组织。在一些实施方案中，通过将RNAi试剂共价地连接至靶向基团，将

MUC5AC  RNAi试剂递送至细胞或组织。在一些实施方案中，所述靶向基团可以包括细胞受体

配体，例如整联蛋白靶向配体。整联蛋白是促进细胞‑细胞外基质(ECM)粘附的跨膜受体家

族。具体地，整联蛋白α‑v‑β‑6(αvβ6)是一种上皮特异性的整联蛋白，已知其是ECM蛋白和

TGF‑β隐性相关肽(LAP)的受体，并在多种细胞和组织中表达。已知整联蛋白αvβ6在受损的

肺上皮中高度上调。在一些实施方案中，本文描述的MUC5AC  RNAi试剂连接至对整联蛋白αv
β6具有亲和力的整联蛋白靶向配体。如本文中所提及的，“αvβ6整联蛋白靶向配体”是对整

联蛋白αvβ6具有亲和力的化合物，其可以用作配体以促进其所连接的RNAi试剂向期望的细

胞和/或组织(即表达整联蛋白αvβ6的细胞)的靶向和递送。在一些实施方案中，多个αvβ6整
联蛋白靶向配体或αvβ6整联蛋白靶向配体簇连接至MUC5AC  RNAi试剂。在一些实施方案中，

所述MUC5AC  RNAi试剂‑αvβ6整联蛋白靶向配体缀合物通过受体介导的胞吞作用或通过其

它方式被肺上皮细胞选择性地内化。
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[0020] 可用于递送包括αvβ6整联蛋白靶向配体的MUC5AC  RNAi试剂的靶向基团的例子公

开于例如国际专利申请公开号WO  2018/085415和国际专利申请公开号WO  2019/089765中，

它们中的每一篇的内容通过引用整体并入本文。

[0021] 靶向基团可以连接至MUC5AC  RNAi试剂的有义链或反义链的3′或5′末端。在一些

实施方案中，靶向基团连接至所述有义链的3′或5′末端。在一些实施方案中，靶向基团连接

至所述有义链的5′末端。在一些实施方案中，靶向基团在内部连接至RNAi试剂的有义链和/

或反义链上的核苷酸。在一些实施方案中，靶向基团通过接头连接至RNAi试剂。

[0022] 在另一个方面，本公开内容表征了包括一种或多种MUC5AC  RNAi试剂的组合物，所

述MUC5AC  RNAi试剂具有在表8A、8B、8C、9、10A、10B和11中公开的双链体结构。

[0023] MUC5AC  RNAi试剂的使用提供了用于治疗性(包括预防性)治疗疾病或障碍的方

法，MUC5AC基因表达的减少和/或MUC5AC蛋白水平的减少可以为所述疾病或障碍提供治疗

益处。本文公开的MUC5AC  RNAi试剂可以用于治疗多种疾病，包括粘液阻塞性肺病(诸如哮

喘、CF、COPD、NCFB、PCD)、变应性支气管肺曲霉菌病、间质性肺病、癌症(诸如肺腺癌、胰腺

癌、唾液腺癌、乳癌、胆管癌、卵巢癌和其它肿瘤)、呼吸道感染(诸如呼吸道合胞体病毒、流

感、鼻病毒)、中耳炎、炎性肠病、胆石病、变应性鼻炎、慢性鼻及鼻窦炎和鼻息肉病。在一些

实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂可以用于治疗粘液阻塞性肺病，诸如重度哮喘或

COPD。MUC5AC  RNAi试剂可以进一步用于治疗例如各种癌症。这样的治疗方法包括向具有高

于所需水平的升高的或增强的MUC5AC基因表达和/或MUC5AC蛋白水平的人类或动物施用

MUC5AC  RNAi试剂。

[0024] 本文描述的一个方面是用于抑制MUC5AC基因表达的RNAi试剂，其包含：

[0025] (i)18至49个核苷酸长度的反义链，其包括与MUC5AC基因转录物(SEQ  ID  NO:1)的

相应连续核苷酸段至少部分地互补的核苷酸序列；和

[0026] (ii)有义链，其包含与所述反义链至少部分地互补的核苷酸序列；

[0027] 其中所述RNAi试剂有义链任选地进一步连接至靶向配体，并且其中RNAi试剂能够

抑制MUC5AC基因的表达。

[0028] 本文描述的另一个方面是用于抑制MUC5AC基因表达的RNAi试剂，其包含：

[0029] (i)包含至少17个连续核苷酸的反义链，其与在表3中提供的序列中的任一个相差

0或1个核苷酸；和

[0030] (ii)有义链，其包含与所述反义链至少部分地互补的核苷酸序列；

[0031] 其中所述RNAi试剂有义链任选地进一步连接至靶向配体，并且其中RNAi试剂能够

抑制MUC5AC基因的表达。

[0032] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由特定

序列组成、基本上由特定序列组成或包含特定序列，所述特定序列与核苷酸序列(5′→3′)

UUGUAGUAGUCGCAGAACAGC(SEQ  ID  NO:1525)相差0或1个核碱基。在一些实施方案中，本文公

开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由特定核苷酸序列组成、基本上由特定核苷

酸序列组成，或包含特定核苷酸序列，所述特定核苷酸序列与核苷酸序列(5′→3′)

UUGUAGUAGUCGCAGAACAGC(SEQ  ID  NO:1525)相差不超过1个核苷酸，其中所有的或基本上所

有的核苷酸是修饰的核苷酸。在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义

链，所述反义链由特定核碱基序列组成、基本上由特定核碱基序列组成或包含特定核碱基
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序列，所述特定核碱基序列与核苷酸序列(5′→3′)UUGUAGUAGUCGCAGAACAGC(SEQ  ID  NO:

1525)相差0或1个核碱基，其中SEQ  ID  NO:1525位于所述反义链的位置1‑21(5′→3′)处。

[0033] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由修饰

的核苷酸序列组成、基本上由修饰的核苷酸序列组成或包含修饰的核苷酸序列，所述修饰

的核苷酸序列与核苷酸序列(5′→3′)cPrpusUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ 

ID  NO:1127)相差不超过1个核苷酸，其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、胞苷、鸟苷和

尿苷；Af、Cf、Gf和Uf分别代表2′‑氟腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；cPrpu代表5’‑环丙基膦酸酯‑

2′‑O‑甲基尿苷；且s代表硫代磷酸酯键，并且其中所述有义链与所述反义链至少基本上互

补。本领域普通技术人员将清楚地理解，如本文所公开的修饰的核苷酸序列中所示的硫代

磷酸酯键的包含替换了通常存在于寡核苷酸中的磷酸二酯键(参见，例如，显示所有核苷间

连接的图3A至3J)。在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义

链由核苷酸序列(5′→3′)cPrpusUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1127)

组成、基本上由该序列组成或包含该序列，其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、胞苷、鸟

苷和尿苷；Af、Cf、Gf和Uf分别代表2′‑氟腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；cPrpu代表5’‑环丙基膦酸

酯‑2′‑O‑甲基尿苷；且s代表硫代磷酸酯键，并且其中所述有义链与所述反义链至少基本上

互补。

[0034] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由修饰

的核苷酸序列组成、基本上由修饰的核苷酸序列组成或包含修饰的核苷酸序列，所述修饰

的核苷酸序列与核苷酸序列(5′→3′)usUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID 

NO:1065)相差不超过1个核苷酸，其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、胞苷、鸟苷和尿

苷；Af、Cf、Gf和Uf分别代表2′‑氟腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；且s代表硫代磷酸酯键，并且其中

所述有义链与所述反义链至少基本上互补。在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试

剂包括反义链，所述反义链由核苷酸序列(5′→3′)usUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGf

sc(SEQ  ID  NO:1065)组成、基本上由该序列组成或包含该序列，其中a、c、g和u分别代表2′‑

O‑甲基腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；Af、Cf、Gf和Uf分别代表2′‑氟腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；且s

代表硫代磷酸酯键，并且其中所述有义链与所述反义链至少基本上互补。

[0035] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由特定

核碱基序列组成、基本上由特定核碱基序列组成或包含特定核碱基序列，所述特定核碱基

序列与核苷酸序列(5′→3′)UUCUUGUUCAGGCAAAUCAGC(SEQ  ID  NO:1535)相差0或1个核碱

基。在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由特定核苷

酸序列组成、基本上由特定核苷酸序列组成，或包含特定核苷酸序列，所述特定核苷酸序列

与核苷酸序列(5′→3′)UUCUUGUUCAGGCAAAUCAGC(SEQ  ID  NO:1535)相差不超过1个核苷酸，

其中所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核苷酸。在一些实施方案中，本文公开的

MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由特定核碱基序列组成、基本上由特定核碱基序

列组 成 或包 含特 定 核碱 基 序 列，所述 特 定 核碱 基 序 列与 核苷酸 序 列 (5 ′→ 3 ′)

UUCUUGUUCAGGCAAAUCAGC(SEQ  ID  NO:1535)相差0或1个核碱基，其中SEQ  ID  NO:1535位于

所述反义链的位置1‑21(5′→3′)处。

[0036] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由修饰

的核苷酸序列组成、基本上由修饰的核苷酸序列组成或包含修饰的核苷酸序列，所述修饰
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的核苷酸序列与核苷酸序列(5′→3′)usUfscsuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1166)

相差不超过1个核苷酸，其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；Af、Cf、

Gf和Uf分别代表2′‑氟腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；且s代表硫代磷酸酯键，并且其中所述有义

链与所述反义链至少基本上互补。本领域普通技术人员将清楚地理解，如本文所公开的修

饰的核苷酸序列中所示的硫代磷酸酯键的包含替换了通常存在于寡核苷酸中的磷酸二酯

键(参见，例如，显示所有核苷间连接的图3A至3J)。在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC 

RNAi试剂包括反义链，所述反义链由核苷酸序列(5′→3′)

usUfscsuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1166)组成、基本上由该序列组成或包含该

序列，其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；Af、Cf、Gf和Uf分别代表

2′‑氟腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；且s代表硫代磷酸酯键，并且其中所述有义链与所述反义链

至少基本上互补。

[0037] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由修饰

的核苷酸序列组成、基本上由修饰的核苷酸序列组成或包含修饰的核苷酸序列，所述修饰

的核苷酸序列与核苷酸序列(5′→3′)cPrpuUfcuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:

1191)相差不超过1个核苷酸，其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；

Af、Cf、Gf和Uf分别代表2′‑氟腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；cPrpu代表5’‑环丙基膦酸酯‑2′‑O‑

甲基尿苷；且s代表硫代磷酸酯键，并且其中所述有义链与所述反义链至少基本上互补。本

领域普通技术人员将清楚地理解，如本文所公开的修饰的核苷酸序列中所示的硫代磷酸酯

键的包含替换了通常存在于寡核苷酸中的磷酸二酯键(参见，例如，显示所有核苷间连接的

图3A至3J)。在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由核

苷酸序列(5′→3′)cPrpuUfcuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1191)组成、基本上由该

序列组成或包含该序列，其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；Af、Cf、

Gf和Uf分别代表2′‑氟腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；cPrpu代表5’‑环丙基膦酸酯‑2′‑O‑甲基尿

苷；且s代表硫代磷酸酯键，并且其中所述有义链与所述反义链至少基本上互补。

[0038] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由特定

核苷酸序列组成、基本上由特定核苷酸序列组成，或包含特定核苷酸序列，所述特定核苷酸

序列与下述核苷酸序列(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

[0039] UUGUAGUAGUCGCAGAACAGC(SEQ  ID  NO:1525)；或

[0040] UUCUUGUUCAGGCAAAUCAGC(SEQ  ID  NO:1535)；

[0041] 其中所述MUC5AC  RNAi试剂进一步包括有义链，所述有义链与所述反义链至少部

分地互补；且其中在所述反义链和所述有义链上的所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的

核苷酸。

[0042] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由特定

核苷酸序列组成、基本上由特定核苷酸序列组成，或包含特定核苷酸序列，所述特定核苷酸

序列与下述核苷酸序列(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

[0043] UUGUAGUAGUCGCAGAACAGC(SEQ  ID  NO:1525)；或

[0044] UUCUUGUUCAGGCAAAUCAGC(SEQ  ID  NO:1535)；

[0045] 其中所述MUC5AC  RNAi试剂进一步包括有义链，所述有义链与所述反义链至少部

分地互补；其中在所述反义链和所述有义链上的所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核
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苷酸；且其中所述有义链进一步包括在所述核苷酸序列的3'端末端处和5'末端处的倒置脱

碱基残基，并且所述有义链还包括共价地连接至所述5'端末端的靶向配体，其中所述靶向

配体包括对整联蛋白受体具有亲和力的化合物。

[0046] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由特定

核苷酸序列组成、基本上由特定核苷酸序列组成，或包含特定核苷酸序列，所述特定核苷酸

序列与下述核苷酸序列(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

[0047] UUGUAGUAGUCGCAGAACAGC(SEQ  ID  NO:1525)；或

[0048] UUCUUGUUCAGGCAAAUCAGC(SEQ  ID  NO:1535)；

[0049] 其中所述MUC5AC  RNAi试剂进一步包括有义链，所述有义链与所述反义链至少部

分地互补；其中在所述反义链和所述有义链上的所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核

苷酸；且其中所述有义链进一步包括在所述核苷酸序列的3'端末端处和5'末端处的倒置脱

碱基残基，并且所述有义链还包括共价地连接至所述5'端末端的靶向配体，其中所述靶向

配体包括对整联蛋白受体具有亲和力的化合物；且其中所述各个反义链序列位于所述反义

链的位置1‑21处。

[0050] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链和有义链，其中所述

反义链和所述有义链由特定核苷酸序列组成、基本上由特定核苷酸序列组成或包含特定核

苷酸序列，所述特定核苷酸序列与下述核苷酸序列(5′→3′)对之一相差0或1个核苷酸：

[0051] UUGUAGUAGUCGCAGAACAGC(SEQ  ID  NO:1525)和

[0052] GCUGUUCUGCGACUACUACAA(SEQ  ID  NO:1617)；或

[0053] UUCUUGUUCAGGCAAAUCAGC(SEQ  ID  NO:1535)和

[0054] GCUGAUUUGCCUGAACAAGAA(SEQ  ID  NO:1632)；或

[0055] 其中在所述反义链和所述有义链上的所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核

苷酸。

[0056] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链和有义链，其中所述

反义链和所述有义链由特定核苷酸序列组成、基本上由特定核苷酸序列组成或包含特定核

苷酸序列，所述特定核苷酸序列与下述核苷酸序列(5′→3′)对之一相差0或1个核苷酸：

[0057] UUGUAGUAGUCGCAGAACAGC(SEQ  ID  NO:1525)和

[0058] GCUGUUCUGCGACUACUACAA(SEQ  ID  NO:1617)；或

[0059] UUCUUGUUCAGGCAAAUCAGC(SEQ  ID  NO:1535)和

[0060] GCUGAUUUGCCUGAACAAGAA(SEQ  ID  NO:1632)；或

[0061] 其中在所述反义链和所述有义链上的所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核

苷酸；且其中所述有义链进一步包括在所述核苷酸序列的3'端末端处和5'末端处的倒置脱

碱基残基，并且所述有义链还包括共价地连接至所述5'端末端的靶向配体，其中所述靶向

配体包括对整联蛋白受体具有亲和力的化合物。

[0062] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由修饰

的核苷酸序列组成、基本上由修饰的核苷酸序列组成或包含修饰的核苷酸序列，所述修饰

的核苷酸序列与下述核苷酸序列(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

[0063] cPrpusUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1127)；

[0064] usUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1065)；
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[0065] usUfscsuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1166)；

[0066] cPrpuUfcuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1191)；

[0067] 其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；Af、Cf、Gf和Uf分别代

表2′‑氟腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；cPrpu代表5’‑环丙基膦酸酯‑2′‑O‑甲基尿苷；s代表硫代

磷酸酯键；且其中所述MUC5AC  RNAi试剂进一步包括与所述反义链至少部分地互补的有义

链；且其中所述有义链的所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核苷酸。

[0068] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链由修饰

的核苷酸序列组成、基本上由修饰的核苷酸序列组成或包含修饰的核苷酸序列，所述修饰

的核苷酸序列与下述核苷酸序列(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

[0069] cPrpusUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1127)；

[0070] usUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1065)；

[0071] usUfscsuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1166)；

[0072] cPrpuUfcuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1191)；

[0073] 其中所述MUC5AC  RNAi试剂进一步包括与所述反义链至少部分地互补的有义链；

其中所述有义链的所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核苷酸；其中在所述反义链和所

述有义链上的所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核苷酸；且其中所述有义链进一步包

括在所述核苷酸序列的3'端末端处和5'末端处的倒置脱碱基残基，并且所述有义链还包括

共价地连接至所述5'端末端的靶向配体，其中所述靶向配体包括对整联蛋白受体具有亲和

力的化合物。

[0074] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括由下述核苷酸序列对(5′→

3′)之一组成、基本上由下述核苷酸序列对(5′→3′)之一组成或包含下述核苷酸序列对(5′

→3′)之一的反义链和有义链：

[0075] cPrpusUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1127)和

[0076] gscuguucuGfCfGfacuacuacaa(SEQ  ID  NO:1265)；

[0077] usUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1065)和

[0078] gscuguucuGfCfGfacuacuacaa(SEQ  ID  NO:1265)；

[0079] usUfscsuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1166)和

[0080] gscugauUfuGfcCfugaacaagaa(SEQ  ID  NO:1315)；和

[0081] cPrpuUfcuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1191)和

[0082] gscugauUfuGfcCfugaacaagaa(SEQ  ID  NO:1315)；且

[0083] 其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；Af、Cf、Gf和Uf分别代

表2′‑氟腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；cPrpu代表5’‑环丙基膦酸酯‑2′‑O‑甲基尿苷；且s代表硫

代磷酸酯键；且其中所述有义链还包括对整联蛋白受体具有亲和力的靶向配体，其中所述

靶向配体任选地连接在所述有义链的5’‑末端。

[0084] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括由修饰的核苷酸序列组成、

基本上由修饰的核苷酸序列组成或包含修饰的核苷酸序列的反义链和有义链，所述修饰的

核苷酸序列与下述序列对(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

[0085] cPrpusUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1127)和

[0086] Tri‑SM6 .1‑avb6‑(TA14)gscuguucuGfCfGfacuacuacaas(invAb)(SEQ  ID  NO:

说　明　书 8/183 页

15

CN 117858949 A

15



1491)；

[0087] usUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1065)和

[0088] Tri‑SM6 .1‑avb6‑(TA14)gscuguucuGfCfGfacuacuacaas(invAb)(SEQ  ID  NO:

1491)；

[0089] usUfscsuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1166)和

[0090] Tri‑SM6 .1‑avb6‑(TA14)gscugauUfuGfcCfugaacaagaas(invAb)(SEQ  ID  NO:

1513)；

[0091] cPrpuUfcuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1191)和

[0092] Tri‑SM6 .1‑avb6‑(TA14)gscugauUfuGfcCfugaacaagaas(invAb)(SEQ  ID  NO:

1513)；

[0093] 其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；Af、Cf、Gf和Uf分别代

表2′‑氟腺苷、胞苷、鸟苷和尿苷；cPrpu代表5’‑环丙基膦酸酯‑2′‑O‑甲基尿苷；Tri‑SM6.1‑

αvβ6‑(TA14)代表具有如在图1中所示的化学结构的三齿αvβ6上皮细胞靶向配体；(invAb)

代表倒置脱碱基脱氧核糖核苷酸(也参见表11)，且s代表硫代磷酸酯键。

[0094] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链包括与

选自以下的核苷酸序列相差0或1个核碱基的核碱基序列(5′→3′)：

[0095] UUGUAGUAGUCGCAGAACA(SEQ  ID  NO:79)；和

[0096] UUCUUGUUCAGGCAAAUCA(SEQ  ID  NO:83)。

[0097] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链包括与

选自以下的核苷酸序列相差0或1个核碱基的核碱基序列(5′→3′)：

[0098] UUGUAGUAGUCGCAGAACA(SEQ  ID  NO:79)；和

[0099] UUCUUGUUCAGGCAAAUCA(SEQ  ID  NO:83)；

[0100] 其中所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核苷酸。

[0101] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链，所述反义链包括与

选自以下的核苷酸序列相差0或1个核碱基的核碱基序列(5′→3′)：

[0102] UUGUAGUAGUCGCAGAACA(SEQ  ID  NO:79)；和

[0103] UUCUUGUUCAGGCAAAUCA(SEQ  ID  NO:83)；

[0104] 其中所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核苷酸，并且其中SEQ  ID  NO:79和

SEQ  ID  NO:83分别位于所述反义链的核苷酸位置1‑19(5′→3′)处。

[0105] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链和有义链，其各自包

括与选自以下的核苷酸序列对相差0或1个核碱基的核碱基序列(5′→3′)：

[0106] UUGUAGUAGUCGCAGAACA(SEQ  ID  NO:79)；和UGUUCUGCGACUACUACAA(SEQ  ID  NO:

568)；或

[0107] UUCUUGUUCAGGCAAAUCA(SEQ  ID  NO:83)和UGAUUUGCCUGAACAAGAA(SEQ  ID  NO:

572)。

[0108] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂包括反义链和有义链，其各自包

括与选自以下的核苷酸序列对相差0或1个核碱基的核碱基序列(5′→3′)：

[0109] UUGUAGUAGUCGCAGAACA(SEQ  ID  NO:79)；和UGUUCUGCGACUACUACAA(SEQ  ID  NO:

568)；或
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[0110] UUCUUGUUCAGGCAAAUCA(SEQ  ID  NO:83)和UGAUUUGCCUGAACAAGAA(SEQ  ID  NO:

572)；且

[0111] 其中所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核苷酸。

[0112] 定义

[0113] 本文中使用的术语“寡核苷酸”和“多核苷酸”是指连接的核苷的聚合物，其中每个

可以独立地修饰或未修饰。

[0114] 本文中使用的“RNAi试剂”(也被称作“RNAi触发剂”)是指含有RNA或RNA‑样(例如，

化学修饰的RNA)寡核苷酸分子的组合物，所述寡核苷酸分子能够以序列特异性方式降解或

抑制(例如，在适当的条件下降解或抑制)被靶向的信使RNA(mRNA)转录物的翻译。本文中使

用的RNAi试剂可以如下起作用：通过RNA干扰机制(即，通过与哺乳动物细胞的RNA干扰途径

机制(RNA诱导的沉默复合物或RISC)的相互作用而诱导RNA干扰)，或通过替代机制或途径。

尽管据信，正如在本文中使用的该术语，RNAi试剂主要通过RNA干扰机制起作用，但是公开

的RNAi试剂不受任何特定途径或作用机理约束或限于此。本文公开的RNAi试剂包含有义链

和反义链，且包括、但不限于：小(或短)干扰RNA(siRNA)、双链RNA(dsRNA)、微RNA(miRNA)、

短发夹RNA(shRNA)和dicer底物。本文描述的RNAi试剂的反义链与被靶向的mRNA(即，

MUC5AC  mRNA)至少部分地互补。RNAi试剂可以包括一个或多个修饰的核苷酸和/或一个或

多个非‑磷酸二酯键。

[0115] 当表示给定基因的表达时，本文中使用的术语“沉默”、“减少”、“抑制”、“下调”或

“敲低”是指，当用本文描述的RNAi试剂处理细胞、细胞集合、组织、器官或受试者时，与没有

如此处理的第二细胞、细胞集合、组织、器官或受试者相比，所述基因的表达减少，这通过在

其中转录所述基因的细胞、细胞集合、组织、器官或受试者中从所述基因转录的RNA的水平

或从mRNA翻译的多肽、蛋白或蛋白亚基的水平来测量。

[0116] 本文中使用的术语“序列”和“核苷酸序列”是指使用标准命名法用连续字母描述

的核碱基或核苷酸的系列或顺序。除非另外指出，否则以5'至3'方向从左向右书写核苷酸

序列。

[0117] 本文中使用的“碱基”、“核苷酸碱基”或“核碱基”是作为核苷酸的组分的杂环嘧啶

或嘌呤化合物，并且包括初级嘌呤碱基腺嘌呤和鸟嘌呤以及初级嘧啶碱基胞嘧啶、胸腺嘧

啶和尿嘧啶。核碱基可进一步修饰为包括、但不限于通用碱基、疏水性碱基、混杂碱基、尺寸

扩大的碱基和氟化的碱基(参见，例如，Modified  Nucleosides  in  Biochemistry ,

Biotechnology  and  Medicine,Herdewijn,P.编Wiley‑VCH,2008)。这样的修饰的核碱基

(包括包含修饰的核碱基的氨基亚磷酸酯化合物)的合成是本领域已知的。

[0118] 本文中使用的术语“核苷酸”具有与本领域通常理解的相同的含义。因此，本文中

使用的术语“核苷酸”表示包含糖部分、碱基部分和共价连接的基团(连接基团)(诸如磷酸

酯或硫代磷酸酯核苷间连接基团)的糖苷，并且涵盖天然存在的核苷酸(诸如DNA或RNA)，以

及包含修饰的糖和/或碱基部分的非天然存在的核苷酸，其在本文中也被称作核苷酸类似

物或修饰的核苷酸。单个核苷酸在此可以被称为单体或单元。

[0119] 如本文中使用的和除非另有说明，否则术语“互补的”当用于相对于第二核碱基或

核苷酸序列(例如，RNAi试剂反义链或单链反义寡核苷酸)描述第一核碱基或核苷酸序列

(例如，RNAi试剂有义链或靶向的mRNA)时，是指包括第一核苷酸序列的寡核苷酸或多核苷
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酸与包括第二核苷酸序列的寡核苷酸杂交(在哺乳动物生理条件(或其它合适的体内或体

外条件)下形成碱基对氢键)和在某些标准条件下形成双链体或双螺旋结构的能力。本领域

普通技术人员将能够选择最适合杂交试验的一组条件。互补序列包含沃森‑克里克碱基对

或非沃森‑克里克碱基对，并且至少在满足以上杂交要求的程度上包含天然的或修饰的核

苷酸或核苷酸模拟物。序列同一性或互补性与修饰无关。例如，为了确定同一性或互补性的

目的，本文定义的a和Af与U(或T)互补并且与A相同。

[0120] 本文中使用的“完美互补”或“完全互补”是指，在核碱基或核苷酸序列分子的杂交

对中，第一寡核苷酸的连续序列中的所有(100％)碱基将与第二寡核苷酸的连续序列中的

相同数目的碱基杂交。连续序列可包含第一或第二核苷酸序列的全部或一部分。

[0121] 本文中使用的“部分互补”是指，在核碱基或核苷酸序列分子的杂交对中，第一寡

核苷酸的连续序列中的至少70％(但不是全部)碱基将与第二寡核苷酸的连续序列中的相

同数目的碱基杂交。连续序列可包含第一或第二核苷酸序列的全部或一部分。

[0122] 本文中使用的“基本上互补”是指，在核碱基或核苷酸序列分子的杂交对中，第一

寡核苷酸的连续序列中的至少85％(但不是全部)的碱基将与第二寡核苷酸的连续序列中

的相同数目的碱基杂交。连续序列可包含第一或第二核苷酸序列的全部或一部分。

[0123] 如本文中使用的，关于RNAi试剂的有义链与反义链之间或RNAi试剂的反义链与

MUC5AC  mRNA的序列之间的核碱基或核苷酸匹配使用术语“互补”、“完全互补”、“部分互补”

和“基本上互补”。

[0124] 本文中使用的如应用于核酸序列的术语“基本上相同”或“基本上具有同一性”是

指，与参照序列相比，核苷酸序列(或核苷酸序列的一部分)具有至少约85％序列同一性或

更高，例如，至少90％、至少95％或至少99％同一性。通过在对比窗中对比两个最佳比对的

序列来确定序列同一性的百分比。如下计算百分比：确定两个序列中出现相同类型的核酸

碱基的位置的数目，以产生匹配位置的数目，将匹配的位置的数目除以比较的窗口中位置

的总数目并将该结果乘以100以产生序列同一性的百分比。本文公开的发明涵盖与本文公

开的那些基本上相同的核苷酸序列。

[0125] 本文中使用的术语“治疗”、“处理”等是指用来提供受试者中的疾病的一种或多种

症状的数目、严重程度和/或频率的缓解或减轻的方法或步骤。本文中使用的“治疗”和“处

理”可以包括受试者中的疾病的一种或多种症状的数目、严重程度和/或频率的预防、管理、

预防性治疗和/或抑制或减少。

[0126] 当提及RNAi试剂时，本文中使用的短语“引入到细胞中”是指将RNAi试剂功能性地

递送进细胞中。短语“功能性递送”是指，以使RNAi试剂具有预期的生物学活性(例如，基因

表达的序列特异性抑制)的方式将RNAi试剂递送给细胞。

[0127] 除非另有说明，否则本文所使用的符号 的应用意指，根据本文所述发明范围的

任何一个或多个基团可连接其上。

[0128] 本文中使用的术语“异构体”表示这样的化合物：其具有相同的分子式，但其原子

的键合性质或顺序或其原子在空间中的排列不同。其原子在空间中的排列不同的异构体被

称为“立体异构体”。不是彼此镜像的立体异构体被称为“非对映异构体”，且为不可重叠镜

像的立体异构体被称为“对映异构体”或有时被称为光学异构体。与4个不同取代基键合的

碳原子被称为“手性中心”。
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[0129] 如本文中使用的，除非在结构中特别鉴定为具有特定构象，否则对于其中存在不

对称中心并因此产生对映异构体、非对映异构体或其它立体异构构型的每种结构，本文公

开的每个结构意图代表所有这样的可能的异构体，包括其光学纯的和外消旋的形式。例如，

本文公开的结构意图涵盖非对映异构体的混合物以及单一立体异构体。

[0130] 在本文权利要求中使用的短语“由……组成”不包括在权利要求中未指定的任何

要素、步骤或成分。当在本文权利要求中使用时，短语“基本上由……组成”将权利要求的范

围限于指定的材料或步骤和不会实质上影响要求保护的发明的基本和新特征的那些。

[0131] 本领域普通技术人员将易于理解和意识到，根据化合物或组合物所处的环境，本

文公开的化合物和组合物可具有处于质子化或去质子化状态的某些原子(例如，N、O或S原

子)。因此，如本文中使用的，本文公开的结构设想某些官能团(例如，OH、SH或NH)可被质子

化或去质子化。如本领域普通技术人员易于理解的，本文公开内容意图涵盖所公开的化合

物和组合物，不论它们基于环境(诸如pH)的质子化状态如何。相应地，本文描述的具有不稳

定质子或碱性原子的化合物也应当理解为代表相应化合物的盐形式。本文描述的化合物可

以是游离酸、游离碱或盐形式。本文描述的化合物的药学上可接受的盐应当理解为在本发

明范围内。

[0132] 当表示两个化合物或分子之间的连接时，本文中使用的术语“连接”或“缀合”是

指，两个化合物或分子通过共价键结合。除非另有说明，否则本文所用的术语“连接”和“缀

合”可以表示具有或不具有任何插入原子或原子团的第一化合物和第二化合物之间的连

接。

[0133] 本文中使用的术语“包括”在本文中用于指短语“包括、但不限于”，并且与该短语

互换使用。除非上下文另外清楚地指出，否则术语“或”在本文中用于表示术语“和/或”，并

且与该术语互换使用。

[0134] 除非另有定义，否则在本文中使用的所有技术和科学术语具有本领域普通技术人

员通常理解的相同含义。尽管与本文描述的那些类似或等效的方法和材料都可以用于实践

或试验本发明，但是下面描述了适合的方法和材料。在本文中提及的所有出版物、专利申

请、专利和其它参考文献通过引用整体并入。在冲突的情况下，以本说明书(包括定义)为

准。另外，所述的材料、方法和实施例仅仅是示例性的，无意成为限制性的。

[0135] 在明确地叙述值的情况下，应当理解，与所叙述的值大致相同数量或量的值也是

在本公开内容的范围内。在公开组合的情况下，该组合的要素的每种子组合也被具体公开

并且是在本公开内容的范围内。相反，在单独公开不同的要素或要素组的情况下，也公开其

组合。在公开内容的任何要素被公开为具有多个替代物的情况下，还特此公开了这样的公

开内容的实施例：其中每个替代物被单独排除或者与其它替代物的任何组合被排除；公开

内容的超过一个要素可以具有这样的排除，并且具有这样的排除的要素的所有组合都特此

公开。

[0136] 将从下述详细描述、附图和从权利要求书明白本发明的其它目的、特征、方面和优

点。

[0137] 附图简述

[0138] 图1。在本文中被称作Tri‑SM6.1‑αvβ6‑(TA14)的三齿αvβ6上皮细胞靶向配体的化

学结构表示。
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[0139] 图2。在本文中被称作αvβ6‑pep1的肽αvβ6上皮细胞靶向配体的化学结构表示。

[0140] 在图3A至3J中使用以下缩写：a、c、g、i和u是2′‑O‑甲基修饰的核苷酸；Af、Cf、Gf和

Uf是2′‑氟修饰的核苷酸；o是磷酸二酯键；s是硫代磷酸酯键；invAb是倒置脱碱基残基(参

见，例如，表11)；cPrpu是5’‑环丙基膦酸酯‑2′‑O‑甲基尿苷修饰的核苷酸(参见，例如，表

11)；Tri‑SM6 .1‑αvβ6‑(TA14)是具有图1所示结构的三齿αvβ6上皮细胞靶向配体；且

(TriAlk14)如在表11中所示的连接基团，其适合用于随后偶联至靶向配体(也参见，本文实

施例1)。

[0141] 图3A。具有AC000437的结构(参见，例如，表9、10和11)的MUC5AC  RNAi试剂缀合物

的修饰的有义链和反义链的示意图，所述结构具有连接在所述有义链的5’末端处的三齿αv
β6上皮细胞靶向配体。

[0142] 图3B。具有AC000480的结构(参见，例如，表9、10和11)的MUC5AC  RNAi试剂缀合物

的修饰的有义链和反义链的示意图，所述结构具有连接在所述有义链的5’末端处的三齿αv
β6上皮细胞靶向配体。

[0143] 图3C。具有AC000482的结构(参见，例如，表9、10和11)的MUC5AC  RNAi试剂缀合物

的修饰的有义链和反义链的示意图，所述结构具有连接在所述有义链的5’末端处的三齿αv
β6上皮细胞靶向配体。

[0144] 图3D。具有AC001305的结构(参见，例如，表9、10和11)的MUC5AC  RNAi试剂缀合物

的修饰的有义链和反义链的示意图，所述结构具有连接在所述有义链的5’末端处的三齿αv
β6上皮细胞靶向配体。

[0145] 图3E。具有AC001306的结构(参见，例如，表9、10和11)的MUC5AC  RNAi试剂缀合物

的修饰的有义链和反义链的示意图，所述结构具有连接在所述有义链的5’末端处的三齿αv
β6上皮细胞靶向配体。

[0146] 图3F。具有AD08089的结构(参见，例如，表8和10)的MUC5AC  RNAi试剂双链体的修

饰的有义链和反义链的示意图，所述结构具有在所述有义链的5’末端处的(TriAlk14)接

头。

[0147] 图3G。具有AD08174的结构(参见，例如，表8和10)的MUC5AC  RNAi试剂双链体的修

饰的有义链和反义链的示意图，所述结构具有在所述有义链的5’末端处的(TriAlk14)接

头。

[0148] 图3H。具有AD08173的结构(参见，例如，表8和10)的MUC5AC  RNAi试剂双链体的修

饰的有义链和反义链的示意图，所述结构具有在所述有义链的5’末端处的(TriAlk14)接

头。

[0149] 图3I。具有AD09240的结构(参见，例如，表8和10)的MUC5AC  RNAi试剂双链体的修

饰的有义链和反义链的示意图，所述结构具有在所述有义链的5’末端处的(TriAlk14)接

头。

[0150] 图3J。具有AD09241的结构(参见，例如，表8和10)的MUC5AC  RNAi试剂双链体的修

饰的有义链和反义链的示意图，所述结构具有在所述有义链的5’末端处的(TriAlk14)接

头。
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具体实施方式

[0151] RNAi试剂

[0152] 本文描述了用于抑制MUC5AC基因的表达的RNAi试剂(在本文中被称作MUC5AC 

RNAi试剂或MUC5AC  RNAi触发剂)。本文公开的每种MUC5AC  RNAi试剂包含有义链和反义链。

所述有义链可以是15至49个核苷酸长度。所述反义链可以是18至49个核苷酸长度。所述有

义链和反义链可以是相同长度或它们可以是不同长度。在一些实施方案中，所述有义链和

反义链各自独立地是18至27个核苷酸长度。在一些实施方案中，所述有义链和反义链各自

是21‑26个核苷酸长度。在一些实施方案中，所述有义链和反义链各自是21‑24个核苷酸长

度。在一些实施方案中，所述有义链和反义链各自独立地是19‑21个核苷酸长度。在一些实

施方案中，所述有义链是约19个核苷酸长度，而所述反义链是约21个核苷酸长度。在一些实

施方案中，所述有义链是约21个核苷酸长度，而所述反义链是约23个核苷酸长度。在一些实

施方案中，有义链是23个核苷酸长度且反义链是21个核苷酸长度。在一些实施方案中，所述

有义链和反义链各自是21个核苷酸长度。在一些实施方案中，所述RNAi试剂反义链各自独

立地是18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29或30个核苷酸长度。在一些实施方案中，所

述RNAi试剂有义链各自独立地是15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、

31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48或49个核苷酸长度。所述有

义链和反义链退火以形成双链体，并且在一些实施方案中，双链RNAi试剂具有约15、16、17、

18、19、20、21、22、23或24个核苷酸的双链体长度。

[0153] 用于形成MUC5AC  RNAi试剂的核苷酸序列的例子提供在表2、3、4、5、6、7和11中。包

括表2、3、4、5、6和7中的有义链和反义链序列的RNAi试剂双链体的例子显示在表8A、8B、8C、

9、10A、10B和11中。

[0154] 在一些实施方案中，所述有义链和所述反义链之间完全、基本上或部分互补的区

域是15‑26(例如，15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25或26)个核苷酸长度，并且出现在所

述反义链的5′末端处或附近(例如，该区域可以与所述反义链的5′末端隔开0、1、2、3或4个

核苷酸，它们不完全、基本上或部分互补)。

[0155] 本文描述的MUC5AC  RNAi试剂的有义链包括至少15个连续核苷酸，其与MUC5AC 

mRNA中的相同核苷酸数目的核心段序列(在本文中也被称作“核心段”或“核心序列”)具有

至少85％同一性。在一些实施方案中，有义链核心段序列与反义链中的核心段序列100％

(完全地)互补或至少约85％(基本上)互补，并且因此有义链核心段序列通常与在MUC5AC 

mRNA靶标中存在的相同长度的核苷酸序列(有时称为例如靶序列)完全相同或至少约85％

相同。在一些实施方案中，该有义链核心段是15、16、17、18、19、20、21、22、23或24个核苷酸

长度。在一些实施方案中，该有义链核心段是17个核苷酸长度。在一些实施方案中，该有义

链核心段是19个核苷酸长度。

[0156] 本文描述的MUC5AC  RNAi试剂的反义链包括至少18个连续核苷酸，其与MUC5AC 

mRNA中的相同核苷酸数目的核心段以及与对应有义链中的相同核苷酸数目的核心段具有

至少85％互补性。在一些实施方案中，反义链核心段与在MUC5AC  mRNA靶标中存在的相同长

度的核苷酸序列(例如，靶序列)是100％(完全地)互补的或至少约85％(基本上)互补的。在

一些实施方案中，该反义链核心段是15、16、17、18、19、20、21、22、23或24个核苷酸长度。在

一些实施方案中，该反义链核心段是19个核苷酸长度。在一些实施方案中，该反义链核心段
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是17个核苷酸长度。在一些实施方案中，该反义链核心段是21个核苷酸长度。有义链核心段

序列可以是与相应的反义核心段序列相同的长度，或者它可以是不同的长度。

[0157] 所述MUC5AC  RNAi试剂有义链和反义链退火以形成双链体。MUC5AC  RNAi试剂的有

义链和反义链可以彼此部分地、基本上或完全地互补。在互补双链体区域内，所述有义链核

心段序列与所述反义核心段序列至少85％互补或100％互补。在一些实施方案中，所述有义

链核心段序列含有至少15个、至少16个、至少17个、至少18个、至少19个、至少20个、至少21

个、至少22个或至少23个核苷酸的序列，所述序列与反义链核心段序列的相应15个、16个、

17个、18个、19个、20个、21个、22个、23个或24个核苷酸序列至少85％或100％互补(即，

MUC5AC  RNAi试剂的有义和反义核心段序列具有至少85％碱基配对或100％碱基配对的至

少15个、至少16个、至少17个、至少18个、至少19个、至少20个、至少21个、至少22个、至少23

个或至少24个核苷酸的区域)。

[0158] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂的反义链与表2、表3或表11中的

任何反义链序列相差0个、1个、2个或3个核苷酸。在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC 

RNAi试剂的有义链与表2、表4、表5、表6、表7或表11中的任何有义链序列相差0个、1个、2个

或3个核苷酸。

[0159] 在一些实施方案中，所述有义链和/或所述反义链可以任选地且独立地含有在所

述核心段序列的3′末端、5′末端，或3′和5′末端处的另外1、2、3、4、5或6个核苷酸(延伸段)。

所述反义链另外核苷酸(如果存在的话)可以与或不与MUC5AC  mRNA中的对应序列互补。所

述有义链另外核苷酸(如果存在的话)可以与或不与MUC5AC  mRNA中的对应序列相同。所述

反义链另外核苷酸(如果存在的话)可以与或不与对应有义链的另外核苷酸(如果存在的

话)互补。

[0160] 本文中使用的延伸段包含在有义链核心段序列和/或反义链核心段序列的5'和/

或3'末端处的1、2、3、4、5或6个核苷酸。在有义链上的延伸段核苷酸可以与或不与对应反义

链中的核苷酸(核心段序列核苷酸或延伸段核苷酸)互补。相反，在反义链上的延伸段核苷

酸可以与或不与在对应有义链中的核苷酸(核心段核苷酸或延伸段核苷酸)互补。在一些实

施方案中，RNAi试剂的有义链和反义链含有3′和5′延伸段。在一些实施方案中，一条链的3′

延伸段核苷酸中的一个或多个与另一条链的一个或多个5′延伸段核苷酸发生碱基配对。在

其它实施方案中，一条链的3′延伸段核苷酸中的一个或多个不与另一条链的一个或多个5′

延伸段核苷酸碱基配对。在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含具有3′延伸段的反义链

和具有5′延伸段的有义链。在一些实施方案中，所述延伸段核苷酸未配对并形成突出端。本

文中使用的“突出端”表示位于有义链或反义链的末端端部处的一个或多个未配对核苷酸

的延伸段或段，其没有形成本文公开的RNAi试剂的杂交或双链化部分的一部分。

[0161] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含具有1、2、3、4、5或6个核苷酸长度的3′

延伸段的反义链。在其它实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含具有1、2或3个核苷酸长度的3′

延伸段的反义链。在一些实施方案中，反义链延伸段核苷酸中的一个或多个包含与对应的

MUC5AC  mRNA序列互补的核苷酸。在一些实施方案中，反义链延伸段核苷酸中的一个或多个

包含与对应的MUC5AC  mRNA序列不互补的核苷酸。

[0162] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含具有1、2、3、4或5个核苷酸长度的3′延

伸段的有义链。在一些实施方案中，有义链延伸段核苷酸中的一个或多个包含腺苷、尿嘧啶
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或胸苷核苷酸、AT二核苷酸或与MUC5AC  mRNA序列中的核苷酸对应或相同的核苷酸。在一些

实施方案中，3′有义链延伸段包括下述序列之一或由下述序列之一组成，但不限于此：T、

UT、TT、UU、UUT、TTT或TTTT(各自以5′至3′列出)。

[0163] 有义链可以具有3′延伸段和/或5'延伸段。在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂

包含具有1、2、3、4、5或6个核苷酸长度的5′延伸段的有义链。在一些实施方案中，有义链延

伸段核苷酸中的一个或多个包含与MUC5AC  mRNA序列中的核苷酸对应或相同的核苷酸。

[0164] 用于形成MUC5AC  RNAi试剂的序列的例子提供在表2、3、4、5、6、7和11中。在一些实

施方案中，MUC5AC  RNAi试剂反义链包括在表2、3或11中的任一个序列的序列。在某些实施

方案中，MUC5AC  RNAi试剂反义链包含表3中的任何修饰的序列或由其组成。在一些实施方

案中，MUC5AC  RNAi试剂反义链包括表2、表3或表11中的任一个序列的核苷酸(从5′末端→

3′末端)1‑17、2‑17、1‑18、2‑18、1‑19、2‑19、1‑20、2‑20、1‑21或2‑21的序列。在一些实施方

案中，MUC5AC  RNAi试剂有义链包括表2、4、5、6或7中的任一个序列的序列。在一些实施方案

中，MUC5AC  RNAi试剂有义链包括表2、4、5、6或7中的任一个序列的核苷酸(从5′末端→3′末

端)1‑18、1‑19、1‑20、1‑21、2‑19、2‑20、2‑21、3‑20、3‑21或4‑21的序列。在某些实施方案中，

MUC5AC  RNAi试剂有义链包含表4、5、6、7或11中的任何修饰的序列的修饰的序列或由其组

成。

[0165] 在一些实施方案中，本文描述的RNAi试剂的有义链和反义链含有相同数目的核苷

酸。在一些实施方案中，本文描述的RNAi试剂的有义链和反义链含有不同数目的核苷酸。在

一些实施方案中，RNAi试剂的有义链5′末端和反义链3′末端形成平头末端。在一些实施方

案中，RNAi试剂的有义链3′末端和反义链5′末端形成平头末端。在一些实施方案中，RNAi试

剂的两个末端形成平头末端。在一些实施方案中，RNAi试剂的任一个末端都不是平端。本文

中使用的“平头末端”表示双链RNAi试剂的末端，其中两条退火链的末端核苷酸是互补的

(形成互补碱基对)。

[0166] 在一些实施方案中，RNAi试剂的有义链5′末端和反义链3′末端形成散损末端。在

一些实施方案中，RNAi试剂的有义链3′末端和反义链5′末端形成散损末端。在一些实施方

案中，RNAi试剂的两个末端形成散损末端。在一些实施方案中，RNAi试剂的任一个末端都不

是散损末端。本文中使用的散损末端表示双链RNAi试剂的末端，其中两条退火链的末端核

苷酸形成对(即，没有形成突出端)，但不是互补的(即，形成非互补对)。在一些实施方案中，

在双链RNAi试剂的一条链的末端处的一个或多个未配对核苷酸形成突出端。未配对核苷酸

可以是在有义链或反义链上，从而建立3'或5'突出端。在一些实施方案中，所述RNAi试剂含

有：一个平头末端和一个散损末端，一个平头末端和一个5′突出末端，一个平头末端和一个

3′突出末端，一个散损末端和一个5′突出末端，一个散损末端和一个3′突出末端，两个5′突

出末端，两个3′突出末端，一个5′突出末端和一个3′突出末端，两个散损末端，或两个平头

末端。通常，当存在时，突出端位于有义链、反义链，或有义链和反义链的3’端末端处。

[0167] 本文公开的MUC5AC  RNAi试剂还可以包含一个或多个修饰的核苷酸。在一些实施

方案中，MUC5AC  RNAi试剂的有义链的基本上所有的核苷酸和反义链的基本上所有的核苷

酸是修饰的核苷酸。本文公开的MUC5AC  RNAi试剂可以进一步包含一个或多个修饰的核苷

间连接，例如，一个或多个硫代磷酸酯键或二硫代磷酸酯键。在一些实施方案中，MUC5AC 

RNAi试剂含有一个或多个修饰的核苷酸和一个或多个修饰的核苷间连接。在一些实施方案
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中，2′‑修饰的核苷酸与修饰的核苷间连接组合。

[0168] 在一些实施方案中，将MUC5AC  RNAi试剂制备或提供为盐、混合盐或游离酸。在一

些实施方案中，将MUC5AC  RNAi试剂制备为药学上可接受的盐。在一些实施方案中，将

MUC5AC  RNAi试剂制备为药学上可接受的钠盐。本领域众所周知的这样的形式是在本文公

开的发明的范围内。

[0169] 修饰的核苷酸

[0170] 当用在各种寡核苷酸构建体中时，修饰的核苷酸可以保留化合物在细胞中的活

性，并同时增加这些化合物的血清稳定性，并且也可以最小化在施用寡核苷酸构建体后在

人类中活化干扰素活性的可能性。

[0171] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂含有一个或多个修饰的核苷酸。本文中使用

的“修饰的核苷酸”是除了核糖核苷酸(2′‑羟基核苷酸)以外的核苷酸。在一些实施方案中，

至少50％(例如，至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少97％、至少98％、

至少99％或100％)的核苷酸是修饰的核苷酸。本文中使用的修饰的核苷酸可以包括、但不

限于：脱氧核糖核苷酸、核苷酸模拟物、脱碱基核苷酸、2′‑修饰的核苷酸、倒置核苷酸、包含

修饰的核碱基的核苷酸、桥连核苷酸、肽核酸(PNA)、2′,3′‑seco核苷酸模拟物(解锁的核碱

基类似物)、锁定核苷酸、3′‑O‑甲氧基(2′核苷间连接的)核苷酸、2'‑F‑阿拉伯糖核苷酸、

5'‑Me、2'‑氟核苷酸、吗啉代核苷酸、乙烯基膦酸酯脱氧核糖核苷酸、含有乙烯基膦酸酯的

核苷酸和含有环丙基膦酸酯的核苷酸。2′‑修饰的核苷酸(即，在五元糖环的2′位置具有除

了羟基以外的基团的核苷酸)包括、但不限于：2′‑O‑甲基核苷酸(也被称作2′‑甲氧基核苷

酸)、2′‑氟核苷酸(在本文中也被称作2′‑脱氧‑2′‑氟核苷酸)、2′‑脱氧核苷酸、2′‑甲氧基

乙基(2′‑O‑2‑甲氧基乙基)核苷酸(也被称作2′‑MOE)、2′‑氨基核苷酸和2′‑烷基核苷酸。给

定化合物中的所有位置不一定均匀修饰。相反地，可在单个MUC5AC  RNAi试剂中或甚至在其

单个核苷酸中掺入超过一种修饰。通过本领域已知的方法可以合成和/或修饰MUC5AC  RNAi

试剂有义链和反义链。在一个核苷酸处的修饰与在另一个核苷酸处的修饰无关。

[0172] 修饰的核碱基包括合成的和天然的核碱基，诸如5‑取代的嘧啶、6‑氮杂嘧啶和N‑

2、N‑6和O‑6取代的嘌呤(例如，2‑氨基丙基腺嘌呤、5‑丙炔基尿嘧啶或5‑丙炔基胞嘧啶)、5‑

甲基胞嘧啶(5‑me‑C)、5‑羟基甲基胞嘧啶、肌苷、黄嘌呤、次黄嘌呤、2‑氨基腺嘌呤、腺嘌呤

和鸟嘌呤的6‑烷基(例如，6‑甲基、6‑乙基、6‑异丙基或6‑正丁基)衍生物、腺嘌呤和鸟嘌呤

的2‑烷基(例如，2‑甲基、2‑乙基、2‑异丙基或2‑正丁基)和其它烷基衍生物、2‑硫尿嘧啶、2‑

硫胸腺嘧啶、2‑硫胞嘧啶、5‑卤代尿嘧啶、胞嘧啶、5‑丙炔基尿嘧啶、5‑丙炔基胞嘧啶、6‑偶

氮尿嘧啶、6‑偶氮胞嘧啶、6‑偶氮胸腺嘧啶、5‑尿嘧啶(假尿嘧啶)、4‑硫尿嘧啶、8‑卤代、8‑

氨基、8‑巯基、8‑硫基烷基、8‑羟基和其它8‑取代的腺嘌呤和鸟嘌呤、5‑卤代(例如，5‑溴)、

5‑三氟甲基和其它5‑取代的尿嘧啶和胞嘧啶、7‑甲基鸟嘌呤和7‑甲基腺嘌呤、8‑氮杂鸟嘌

呤和8‑氮杂腺嘌呤、7‑脱氮鸟嘌呤、7‑脱氮腺嘌呤、3‑脱氮鸟嘌呤和3‑脱氮腺嘌呤。

[0173] 在一些实施方案中，反义链的5’和/或3′末端可以包括脱碱基残基(Ab)，其还可以

被称作“脱碱基位点”或“脱碱基核苷酸”。脱碱基残基(Ab)是缺乏在糖部分的1′位置处的核

碱基的核苷酸或核苷(参见，例如，美国专利号5,998,203)。在一些实施方案中，脱碱基残基

可以位于核苷酸序列内部。在一些实施方案中，可以将Ab或AbAb添加至反义链的3′末端。在

一些实施方案中，有义链的5′末端可以包括一个或多个另外的脱碱基残基(例如，(Ab)或
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(AbAb))。在一些实施方案中，将UUAb、UAb或Ab添加至有义链的3′末端。在一些实施方案中，

可以用核糖醇(脱碱基核糖)残基替换脱碱基(脱氧核糖)残基。

[0174] 在一些实施方案中，RNAi试剂的所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核苷酸。

如本文中使用的，其中存在的基本上所有核苷酸均是修饰的核苷酸的RNAi试剂是在有义链

和反义链中具有的四个或更少(即0、1、2、3或4)个核苷酸均为核糖核苷酸(即未修饰)的

RNAi试剂。如本文中使用的，其中存在的基本上所有核苷酸均是修饰核苷酸的有义链是在

有义链中具有的两个或更少(即0、1或2)个核苷酸为未修饰的核糖核苷酸的有义链。如本文

中使用的，其中存在的基本上所有核苷酸均是修饰核苷酸的反义有义链是在反义链中具有

的两个或更少(即0、1或2)个核苷酸为未修饰的核糖核苷酸的反义链。在一些实施方案中，

RNAi试剂的一个或多个核苷酸为未修饰的核糖核苷酸。某些修饰的核苷酸的化学结构在本

文表12中列出。

[0175] 修饰的核苷间连接

[0176] 在一些实施方案中，通过非标准的连接或主链(即，修饰的核苷间连接或修饰的主

链)连接MUC5AC  RNAi试剂的一个或多个核苷酸。修饰的核苷间连接或主链包括、但不限于：

硫代磷酸酯基(在本文中表示为小写字体“s”)、手性硫代磷酸酯、硫代磷酸酯、二硫代磷酸

酯、磷酸三酯、氨基烷基‑磷酸三酯、烷基膦酸酯(例如，甲基膦酸酯或3′‑亚烷基膦酸酯)、手

性膦酸酯、次膦酸酯、氨基磷酸酯(例如，3′‑氨基氨基磷酸酯、氨基烷基氨基磷酸酯或硫羰

氨基磷酸酯)、硫羰烷基‑膦酸酯、硫羰烷基磷酸三酯、吗啉代连接、具有正常3′‑5′连接的硼

代磷酸酯、硼代磷酸酯的2′‑5′连接的类似物或具有倒置极性的硼代磷酸酯，其中相邻的核

苷单元对连接3′‑5′至5′‑3′或2′‑5′至5′‑2′。在一些实施方案中，修饰的核苷间连接或主

链缺少磷原子。缺少磷原子的修饰的核苷间连接包括、但不限于短链烷基或环烷基糖间连

接、混合的杂原子和烷基或环烷基糖间连接，或者一个或多个短链杂原子或杂环糖间连接。

在一些实施方案中，修饰的核苷间主链包括、但不限于硅氧烷主链、硫化物主链、亚砜主链、

砜主链、甲乙酰基和硫代甲乙酰基主链、亚甲基甲乙酰基和硫代甲乙酰基主链、含烯烃的主

链、氨基磺酸酯主链、亚甲基亚氨基和亚甲基肼基主链、磺酸酯和磺酰胺主链、酰胺主链和

其它具有混合的N、O、S和CH2组分的主链。

[0177] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂的有义链可以含有1、2、3、4、5或6个硫代磷

酸酯键，MUC5AC  RNAi试剂的反义链可以含有1、2、3、4、5或6个硫代磷酸酯键，或者有义链和

反义链可以独立地含有1、2、3、4、5或6个硫代磷酸酯键。在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试

剂的有义链可以含有1、2、3或4个硫代磷酸酯键，MUC5AC  RNAi试剂的反义链可以含有1、2、3

或4个硫代磷酸酯键，或者有义链和反义链可以独立地含有1、2、3或4个硫代磷酸酯键。

[0178] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂有义链含有至少2个硫代磷酸酯核苷间连

接。在一些实施方案中，所述硫代磷酸酯核苷间连接位于从有义链的3′末端开始1‑3位的核

苷酸之间。在一些实施方案中，一个硫代磷酸酯核苷间连接位于有义链核苷酸序列的5′末

端，且另一个硫代磷酸酯键位于有义链核苷酸序列的3′末端。在一些实施方案中，两个硫代

磷酸酯核苷间连接位于有义链的5’末端，且另一个硫代磷酸酯键位于有义链的3’末端。在

一些实施方案中，有义链不包括在核苷酸之间的任何硫代磷酸酯核苷间连接，但是含有在

5’和3’末端上的末端核苷酸之间的1、2或3个硫代磷酸酯键，且任选地存在倒置脱碱基残基

端帽。在一些实施方案中，靶向配体经由硫代磷酸酯键而连接至有义链。
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[0179] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂反义链含有4个硫代磷酸酯核苷间连接。在

一些实施方案中，4个硫代磷酸酯核苷间连接位于从反义链的5'末端开始1‑3位的核苷酸之

间，和从5'末端开始在位置19‑21、20‑22、21‑23、22‑24、23‑25或24‑26处的核苷酸之间。在

一些实施方案中，3个硫代磷酸酯核苷间连接位于从反义链的5’末端开始的位置1‑4之间，

且第四个硫代磷酸酯核苷间连接位于从反义链的5’末端开始的位置20‑21之间。在一些实

施方案中，MUC5AC  RNAi试剂在反义链中含有至少3或4个硫代磷酸酯核苷间连接。

[0180] 加帽残基或部分

[0181] 在一些实施方案中，所述有义链可以包括一个或多个加帽残基或部分，有时在本

领域中称为“帽”、“末端帽”或“加帽残基”。本文中使用的“加帽残基”是可以掺入本文公开

的RNAi试剂的核苷酸序列的一个或多个末端处的非核苷酸化合物或其它部分。在某些情况

下，加帽残基可以为RNAi试剂提供某些有益的性能，诸如、例如，保护免于外切核酸酶降解。

在一些实施方案中，添加倒置脱碱基残基(invAb)(在本领域中也被称作“倒置脱碱基位

点”)作为加帽残基(参见表12)。(参见，例如，F.Czauderna ,Nucleic  Acids  Res.,2003,31

(11) ,2705‑16)。加帽残基通常是本领域已知的，并且包括例如倒置脱碱基残基以及碳链诸

如末端C3H7(丙基)、C6H13(己基)或C12H25(十二烷基)基团。在一些实施方案中，加帽残基存在

于有义链的5′端末端、3′端末端，或5′和3′端末端处。在一些实施方案中，有义链的5’末端

和/或3′末端可以包括超过一个倒置脱碱基脱氧核糖部分作为加帽残基。

[0182] 在一些实施方案中，将一个或多个倒置脱碱基残基(invAb)添加至有义链的3′末

端。在一些实施方案中，将一个或多个倒置脱碱基残基(invAb)添加至有义链的5′末端。在

一些实施方案中，将一个或多个倒置脱碱基残基或倒置脱碱基位点插入在靶向配体和RNAi

试剂的有义链的核苷酸序列之间。在一些实施方案中，一个或多个倒置脱碱基残基或倒置

脱碱基位点在RNAi试剂的有义链的一个或多个末端端部处或附近的包含允许增强RNAi试

剂的活性或其它期望性能。

[0183] 在一些实施方案中，将一个或多个倒置脱碱基残基(invAb)添加至有义链的5′末

端。在一些实施方案中，可以将一个或多个倒置脱碱基残基插入在靶向配体和RNAi试剂的

有义链的核苷酸序列之间。所述倒置脱碱基残基可以经由磷酸酯、硫代磷酸酯(例如，在本

文中显示为(invAb)s))或其它核苷间连接而连接。在一些实施方案中，一个或多个倒置脱

碱基残基在RNAi试剂的有义链的一个或多个末端端部处或附近的包含可能允许增强RNAi

试剂的活性或其它期望性能。在一些实施方案中，可以用倒置核糖醇(脱碱基核糖)残基替

换倒置脱碱基(脱氧核糖)残基。在一些实施方案中，反义链核心段序列的3′末端或反义链

序列的3′末端可以包括倒置脱碱基残基。倒置脱碱基脱氧核糖残基的化学结构显示在下面

表12中。

[0184] MUC5AC  RNAi试剂

[0185] 本文公开的MUC5AC  RNAi试剂被设计为靶向MUC5AC基因(例如，SEQ  ID  NO:1(NM_

001304359.2))上的特定位置。如本文所定义，当反义链的5 '末端核碱基与特定位置对齐

时，反义链序列被设计为靶向在基因上的给定位置处的MUC5AC基因，所述特定位置是当与

所述基因碱基配对时在所述基因位置下游(朝向3′末端)19个核苷酸。例如，如本文表1和2

所示，被设计为靶向位置3535处的MUC5AC基因的反义链序列要求，当与所述基因碱基配对

时，反义链的5′末端核碱基与MUC5AC基因的位置3553对齐。
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[0186] 如本文所提供的，MUC5AC  RNAi试剂不要求在反义链的位置1(5′→3′)处的核碱基

与所述基因互补，前提条件是，反义链和所述基因的至少16个连续核苷酸的核心段序列存

在至少85％互补性(例如，至少85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％互补性)。例如，对于被设计为靶向MUC5AC基因的位置

3535的本文公开的MUC5AC  RNAi试剂，MUC5AC  RNAi试剂的反义链的5′末端核碱基必须与所

述基因的位置3553对齐；但是，反义链的5'末端核碱基可以但不要求与MUC5AC基因的位置

3553互补，前提条件是，反义链和所述基因的至少16个连续核苷酸的核心段序列存在至少

85％互补性(例如，至少85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％互补性)。除了别的以外，如本文公开的各种实施例所示，

MUC5AC  RNAi试剂的反义链结合所述基因的特定位点(例如，MUC5AC  RNAi试剂是否被设计

为靶向在位置3535处、在位置4993处、在位置15051处或在某个其它位置处的MUC5AC基因)

是MUC5AC  RNAi试剂实现的抑制水平的重要因素。(也参见，Kamola等人,The  siRNA  Non‑

seed  Region  and  Its  Target  Sequences  are  Auxiliary  Determinants  of  Off‑Target 

Effects,PLOS  Computational  Biology,11(12)，图1(2015))。

[0187] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂靶向表1中所示的MUC5AC序列的

位置处或附近的MUC5AC基因。在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂的反义链包

括与表1中公开的靶MUC5AC  19‑聚体序列完全地、基本上或至少部分地互补的核心段序列。

[0188] 表1。MUC5AC  19‑聚体mRNA靶序列(取自智人粘蛋白5AC，寡聚体粘液/凝胶形成

(MUC5AC)基因转录物,GenBank  NM_001304359.2(SEQ  ID  NO:1))
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[0189]
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[0190]
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[0191]
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[0192]

[0193] 智人粘蛋白5AC，寡聚体粘液/凝胶形成(MUC5AC)基因转录物 ,GenBank  NM_

001304359.2(SEQ  ID  NO:1)(17,448个碱基)：

[0194] 1ctcagaggct  gctgagggac  agggcactct  tccccgccgt  ccacacaatg  agtgttggcc

[0195] 61ggaggaagct  ggccctgctc  tgggccctgg  ctctcgctct  ggcctgcacc  cggcatacag

[0196] 121gccatgccca  ggatggctcc  tccgaatcca  gctacaagca  ccaccctgcc  ctctctccta

[0197] 181tcgcccgggg  gcccagcggg  gtcccgctcc  gtggggcgac  tgtcttccca  tctctgagga

[0198] 241ccatccctgt  ggtacgagcc  tccaacccgg  cgcacaacgg  gcgggtgtgc  agcacctggg

[0199] 301gcagcttcca  ctacaagacc  ttcgacggcg  acgtcttccg  cttccccggc  ctctgcaact

[0200] 361acgtgttctc  cgagcactgc  ggtgccgcct  acgaggattt  taacatccag  ctacgccgca

[0201] 421gccaggagtc  agcggccccc  acgctgagca  gggtcctcat  gaaggtggat  ggcgtggtca

[0202] 481tccagctgac  caagggctcc  gtcctggtca  acggccaccc  ggtcctgctg  cccttcagcc

[0203] 541agtctggggt  cctcattcag  cagagcagca  gctacaccaa  ggtggaggcc  aggctgggcc

[0204] 601ttgtcctcat  gtggaaccac  gatgacagcc  tgctgctgga  gctggacacc  aaatacgcca

[0205] 661acaagacctg  tgggctctgt  ggggacttca  acgggatgcc  cgtggtcagc  gagctcctct

[0206] 721cccacaacac  caagctgaca  cccatggaat  tcgggaacct  gcagaagatg  gacgacccca

[0207] 781cggaccagtg  tcaggaccct  gtccctgaac  ccccgaggaa  ctgctccact  ggctttggca

[0208] 841tctgtgagga  gctcctgcac  ggccagctgt  tctctggctg  cgtggccctg  gtggacgtcg

[0209] 901gcagctacct  ggaggcttgc  aggcaagacc  tctgcttctg  tgaagacacc  gacctgctca

[0210] 961gctgcgtctg  ccacaccctt  gccgagtact  cccggcagtg  cacccatgca  ggggggttgc

[0211] 1021cccaggactg  gcggggccct  gacttctgcc  cccagaagtg  ccccaacaac  atgcagtacc

[0212] 1081acgagtgccg  ctccccctgc  gcagacacct  gctccaacca  ggagcactcc  cgggcctgtg

[0213] 1141aggaccactg  tgtggccggc  tgcttctgcc  ctgaggggac  ggtgcttgac  gacatcggcc

[0214] 1201agaccggctg  tgtccctgtg  tcaaagtgtg  cctgcgtcta  caacggggct  gcctatgccc

[0215] 1261caggggccac  ctactccaca  gactgcacca  actgcacctg  ctccggaggc  cggtggagct

[0216] 1321  gccaggaggt  tccatgcccg  ggtacctgct  ctgtgcttgg  aggtgcccac 

ttctcaacgt

[0217] 1381  ttgacgggaa  gcaatacacg  gtgcacggcg  actgcagcta  tgtgctgacc 

aagccctgtg

[0218] 1441  acagcagtgc  cttcactgta  ctggctgagc  tgcgcaggtg  cgggctgacg 

gacagcgaga
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[0219] 1501  cctgcctgaa  gagcgtgaca  ctgagcctgg  atggggcgca  gacggtggtg 

gtgatcaagg

[0220] 1561  ccagtgggga  agtgttcctg  aaccagatct  acacccagct  gcccatctct 

gcagccaacg

[0221] 1621  tcaccatctt  cagaccctca  accttcttca  tcatcgccca  gaccagcctg 

ggcctgcagc

[0222] 1681  tgaacctgca  gctggtgccc  accatgcagc  tgttcatgca  gctggcgccc 

aagctccgtg

[0223] 1741  ggcagacctg  cggtctctgt  gggaacttca  acagcatcca  ggccgatgac 

ttccggaccc

[0224] 1801  tcagtggggt  ggtggaggcc  accgctgcgg  ccttcttcaa  caccttcaag 

acccaggccg

[0225] 1861  cctgccccaa  catcaggaac  agcttcgagg  acccctgctc  tctgagcgtg 

gagaatgaga

[0226] 1921  agtatgctca  gcactggtgc  tcgcagctga  ccgatgccga  cggccccttc 

ggccggtgcc

[0227] 1981  atgctgccgt  gaagccggga  acctactact  cgaactgcat  gtttgacacc 

tgcaactgtg

[0228] 2041  agcggagcga  ggactgcctg  tgcgccgcgc  tgtcctccta  cgtgcacgcc 

tgtgccgcca

[0229] 2101  agggcgtgca  gctcggcggc  tggagggacg  gcgtctgcac  gaagcctatg 

accacttgcc

[0230] 2161  ccaagtcaat  gacgtaccac  taccatgtca  gcacctgcca  gcccacctgc 

cgctccctga

[0231] 2221  gcgaggggga  catcacctgc  agtgttggct  tcatccccgt  ggatggctgc 

atctgtccca

[0232] 2281  agggcacctt  cctggacgac  acgggcaagt  gtgtgcaggc  cagcaactgt 

ccctgctacc

[0233] 2341  acagaggctc  catgatcccc  aatggggagt  cggtgcacga  cagcggggct 

atctgcacct

[0234] 2401  gcacacatgg  gaagctgagc  tgcatcggag  gccaagcccc  cgccccagtg 

tgtgctgcgc

[0235] 2461  ccatggtgtt  ctttgactgc  cgaaatgcca  cgcccgggga  cacaggggct 

ggctgtcaga

[0236] 2521  agagctgcca  cacactggac  atgacctgtt  acagccccca  gtgtgtgcct 

ggctgcgtgt

[0237] 2581  gccccgacgg  gctggtggcg  gacggcgagg  gcggctgcat  cactgcggag 

gactgcccct

[0238] 2641  gcgtgcacaa  tgaggccagc  taccgggccg  gccagaccat  ccgggtgggc 
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tgcaacacct

[0239] 2701  gcacctgtga  cagcaggatg  tggcggtgca  cagatgaccc  ctgcctggcc 

acctgcgccg

[0240] 2761  tgtacgggga  cggccactac  ctcaccttcg  acggacagag  ctacagcttc 

aacggagact

[0241] 2821  gcgagtacac  gctggtgcag  aaccactgtg  gcgggaaaga  cagcacccag 

gactcctttc

[0242] 2881  gtgttgtcac  cgagaacgtc  ccctgcggca  ccacagggac  cacctgctcc 

aaggccatca

[0243] 2941  agattttcct  ggggggcttc  gagctgaagc  taagccatgg  gaaggtggag 

gtgatcggga

[0244] 3001  cggacgagag  ccaggaggtg  ccatacacca  tccggcagat  gggcatctac 

ctggtggtgg

[0245] 3061  acaccgacat  tggcctggtg  ctgctgtggg  acaagaagac  cagcatcttc 

atcaacctca

[0246] 3121  gccccgagtt  caagggcagg  gtctgcggcc  tgtgtgggaa  cttcgacgac 

atcgccgtta

[0247] 3181  atgactttgc  cacgcggagc  cggtctgtgg  tgggggacgt  gctggagttt 

gggaacagct

[0248] 3241  ggaagctctc  cccctcctgc  ccagatgccc  tggcgcccaa  ggacccctgc 

acggccaacc

[0249] 3301  ccttccgcaa  gtcctgggcc  cagaagcagt  gcagcatcct  ccacggcccc 

accttcgccg

[0250] 3361  cctgccacgc  acacgtggag  ccggccaggt  actacgaggc  ctgcgtgaac 

gacgcgtgcg

[0251] 3421  cctgcgactc  cgggggtgac  tgcgagtgct  tctgcacggc  tgtggccgcc 

tacgcccagg

[0252] 3481  cctgccatga  agtaggcctg  tgtgtgtcct  ggcggacccc  gagcatctgc 

cctctgttct

[0253] 3541  gcgactacta  caaccccgaa  ggccagtgcg  agtggcacta  ccagccctgc 

ggggtgccct

[0254] 3601  gcctgcgcac  ctgccggaac  ccccgtggag  actgcctgcg  ggacgtccgg 

ggcctggaag

[0255] 3661  gctgctaccc  caagtgccca  ccagaggctc  ccatctttga  tgaggacaag 

atgcagtgtg

[0256] 3721  tggccacctg  cccaaccccg  cctctgccac  cacggtgcca  cgtccatggg 

aagtcctacc

[0257] 3781  ggccaggtgc  agtggtgccc  tcggacaaga  actgccagtc  ctgcctttgt 

acggagcgcg
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[0258] 3841  gcgtggagtg  cacctacaaa  gctgaggcct  gtgtctgcac  ctacaatgga 

cagcgcttcc

[0259] 3901  acccagggga  cgtcatctac  cacacgacgg  atggcacggg  tggctgcatc 

tccgcccgct

[0260] 3961  gcggggccaa  cggcaccatt  gagaggaggg  tctacccctg  cagccccacc 

acccctgtcc

[0261] 4021  ccccaaccac  cttctccttc  tccacacccc  cgcttgtcgt  gagctccacg 

cacaccccca

[0262] 4081  gcaatggccc  aagcagcgcg  cacacaggcc  ctccgagcag  cgcctggccc 

accacagcag

[0263] 4141  gcacttctcc  caggacgagg  ctgcccacag  cctctgcctc  actgccgccg 

gtctgtgggg

[0264] 4201  aaaagtgcct  gtggtcgcca  tggatggatg  tcagccgccc  tggacggggc 

acggacagcg

[0265] 4261  gtgacttcga  cacactggag  aacctccgcg  cccatgggta  ccgggtgtgc 

gaatcaccca

[0266] 4321  ggtcggtgga  gtgccgagct  gaggacgccc  ccggagtgcc  gctccgagcc 

ctggggcagc

[0267] 4381  gtgtgcagtg  cagcccggat  gtggggctga  cctgtcgtaa  cagggagcag 

gcatcggggc

[0268] 4441  tctgctacaa  ctaccagatc  agggtccagt  gctgcacgcc  cctaccctgc 

tccacctcta

[0269] 4501  gcagtccagc  ccagaccact  cctccaacta  cctccaagac  cactgaaacc 

cgggcctcag

[0270] 4561  gctcctcagc  tcccagcagc  acacctggca  ccgtgtctct  ctctacagcc 

aggacgacac

[0271] 4621  ctgccccagg  taccgctacc  tctgtcaaaa  aaactttctc  aactcccagc 

cctccgccag

[0272] 4681  tgccggcaac  atcaacatca  tccatgtcga  ccacggcccc  ggggacctct 

gtggtctcca

[0273] 4741  gcaagcccac  ccccacggag  cccagcacat  cctcctgcct  gcaggagctt 

tgcacctgga

[0274] 4801  ccgagtggat  cgatggcagc  taccctgctc  ctggaataaa  tggtggagat 

tttgacacat

[0275] 4861  ttcaaaattt  gagagacgaa  ggatacacat  tctgtgaaag  tcctcgaagc 

gtgcagtgcc

[0276] 4921  gggcagagag  cttccccaac  acgccgctgg  cagacctggg  gcaggacgtc 

atctgcagcc

[0277] 4981  acacagaggg  gctgatttgc  ctgaacaaga  accagctccc  acccatctgc 
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tacaactatg

[0278] 5041  agatccgcat  ccagtgttgc  gagacggtga  acgtgtgcag  agacatcacc 

agactgccaa

[0279] 5101  agaccgtcgc  aacgacacgg  ccgactccac  atccaaccgg  agctcagacc 

cagaccacct

[0280] 5161  tcaccacaca  catgccctcg  gcctccacag  agcaacccac  ggcaacctcc 

aggggtgggc

[0281] 5221  ccacagcaac  cagcgtcaca  cagggcaccc  acaccacact  agtcaccaga 

aactgtcatc

[0282] 5281  cccggtgcac  ctggacaaag  tggttcgacg  tggacttccc  gtcccccgga 

ccccatggtg

[0283] 5341  gagacaagga  aacctacaac  aacatcatca  ggagtgggga  aaaaatctgc 

cgccgacctg

[0284] 5401  aggagatcac  caggctccag  tgccgagcca  agagccaccc  agaggtgagc 

atcgaacacc

[0285] 5461  tgggccaggt  ggtgcagtgc  agccgggaag  agggcctggt  gtgccggaac 

caggaccagc

[0286] 5521  agggaccctt  caagatgtgc  ctcaactacg  aggtgcgtgt  gctctgctgc 

gagaccccca

[0287] 5581  gaggctgcca  catgacctcc  acacctggct  ccacctctag  cagtccagcc 

cagaccactc

[0288] 5641  cttcaacaac  ctccaagacc  actgaaaccc  aggcctcagg  ctcctcagcc 

cccagcagca

[0289] 5701  cacctggcac  cgtgtctctc  tctacagcca  ggacgacacc  tgccccaggt 

accgctacct

[0290] 5761  ctgtcaaaaa  aactttctca  actcccagcc  ctccgccagt  gccggcaaca 

tcaacatcat

[0291] 5821  ccatgtcgac  cacggccccg  gggacctctg  tggtctccag  caagcccacc 

cccacggagc

[0292] 5881  ccagcacatc  ctcctgcctg  caggagcttt  gcacctggac  cgagtggatt 

gatggcagct

[0293] 5941  accctgctcc  tggaataaat  ggtggagatt  ttgacacatt  tcaaaatttg 

agagacgaag

[0294] 6001  gatacacatt  ctgtgaaagt  cctcgaagcg  tgcagtgccg  ggcagagagc 

ttccccaaca

[0295] 6061  cgccgctggc  agacctgggg  caggacgtca  tctgcagcca  cacagagggg 

ctgatttgcc

[0296] 6121  tgaacaagaa  ccagctccca  cccatctgct  acaactatga  gatccgcatc 

cagtgttgcg

说　明　书 28/183 页

35

CN 117858949 A

35



[0297] 6181  agacggtgaa  cgtgtgcaga  gacatcacca  gaccgccaaa  gaccgtcgca 

acgacacggc

[0298] 6241  cgactccaca  tccaaccgga  gctcagaccc  agaccacctt  caccacacac 

atgccctcgg

[0299] 6301  cctccacaga  gcaacccacg  gcaacctcca  ggggtgggcc  cacagcaacc 

agcgtcacac

[0300] 6361  agggcaccca  caccacacca  gtcaccagaa  actgtcatcc  ccggtgcacc 

tggacaacgt

[0301] 6421  ggttcgacgt  ggacttcccg  tcccccggac  cccatggtgg  agacaaggaa 

acctacaaca

[0302] 6481  acatcatcag  gagtggggaa  aaaatctgcc  gccgacctga  ggagatcacc 

aggctccagt

[0303] 6541  gccgagccaa  gagccaccca  gaggtgagca  tcgaacacct  gggccaggtg 

gtgcagtgca

[0304] 6601  gccgggaaga  gggcctggtg  tgccggaacc  aggaccagca  gggacccttc 

aagatgtgcc

[0305] 6661  tcaactacga  ggtgcgtgtg  ctctgctgcg  agacccccaa  aggctgcccc 

gtgacctcca

[0306] 6721  cacctgtgac  agctcctagc  acccctagtg  ggagagccac  cagcccaact 

cagagcacct

[0307] 6781  cctcttggca  gaaatccagg  acaaccactt  tggtgacaac  cagcacaacc 

tccactccac

[0308] 6841  agaccagtac  aacctatgcc  catacaacca  gcacaacctc  tgctcctaca 

gccagaacaa

[0309] 6901  cctctgctcc  tacaaccaga  acaacctctg  cctctccagc  cagcacaacc 

tctggtcctg

[0310] 6961  gaaatactcc  cagccctgtt  cctaccacca  gcacaatctc  tgctcctaca 

actagcataa

[0311] 7021  cctctgcccc  tacaaccagc  acaacctctg  cccctacaag  cagcacaacc 

tctggtcctg

[0312] 7081  gaactactcc  cagccctgtt  cctaccacca  gcataacctc  tgcccctaca 

accagcacaa

[0313] 7141  cctctgctcc  tacaaccagc  acaacctctg  cccgtacaag  cagcacaacc 

tctgccacta

[0314] 7201  ccaccagcag  aatctctggt  cctgaaacta  ctcccagccc  tgttcctacc 

accagcacaa

[0315] 7261  cctctgccac  tacaaccagc  acaacctcag  ctcctacaac  cagcacaacc 

tctgccccta

[0316] 7321  caagcagcac  aacctccagt  ccacagacca  gcacaacctc  ggctcctaca 
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accagcacaa

[0317] 7381  cttctggtcc  tggaactacc  ccaagccctg  ttcccacgac  cagcacaacc 

tctgccccta

[0318] 7441  caacaagaac  aacttctgct  cctaaaagca  gcacaacctc  tgccgctaca 

accagcacaa

[0319] 7501  cctctggtcc  tgaaactact  cctagacctg  ttcctaccac  cagcacaacc 

tcttctccta

[0320] 7561  caaccagcac  aacctctgct  cctacaacca  gcacaacctc  tgcttctaca 

accagcacaa

[0321] 7621  cctctggtgc  tggaactact  cccagccctg  ttcccaccac  cagcacaacc 

tctgctccta

[0322] 7681  caaccagcac  aacctctgcc  cctataagca  gcacaacctc  tgccactaca 

accagcacaa

[0323] 7741  cctctggtcc  tggaactact  cccagccctg  ttcctaccac  gagcacaacc 

tctgctccta

[0324] 7801  caaccagcac  aacctctggt  cctggaacta  ctcccagtgc  tgttcccacc 

accagcataa

[0325] 7861  cctctgcacc  tacaaccagc  acaaactctg  cccctataag  cagcacaacc 

tctgccacta

[0326] 7921  caaccagcag  aatctctggt  cctgaaacta  ctcccagccc  tgttcctacc 

gccagcacaa

[0327] 7981  cctctgcttc  tacaactagc  acaacctctg  gtcctggaac  tactcccagc 

cctgttccta

[0328] 8041  ccaccagcac  aatctctgtt  cctaccacca  gcacaacttc  tgcttctaca 

accagcacaa

[0329] 8101  cctctgcttc  tacaaccagc  acaacctctg  gtcctggaac  tactcccagc 

cctgttccca

[0330] 8161  ccaccagcac  aacctctgct  cccacaacaa  gcacaacctc  tgcccctaca 

accagcacaa

[0331] 8221  tctcggcccc  aacaaccagc  acaacctctg  ccactacaac  cagcacgacc 

tctgctccta

[0332] 8281  cacccagaag  aacctcagcc  cctacaacca  gcacaatctc  tgcctctacc 

accagcacaa

[0333] 8341  cctctgcgac  tacaaccagc  acaacctctg  ctactacaac  cagcacaatc 

tctgccccta

[0334] 8401  caaccagcac  aactttgtct  cctacaacca  gcacaacctc  tactactata 

accagcacaa

[0335] 8461  cttctgcccc  tataagcagc  acaacttcca  caccacagac  cagcacaact 

tcggctccta
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[0336] 8521  caaccagcac  aacttctggt  cctggaacta  cttcaagccc  tgttcccacc 

accagcacaa

[0337] 8581  cctctgcccc  tacaaccagc  acaacctctg  cccctacaac  cagaacaacc 

tctgtcccta

[0338] 8641  caagcagcac  aacctccact  gctacaacca  gcacaacctc  tggccctgga 

actactccca

[0339] 8701  gccctgttcc  caccaccagt  acaacctctg  ctcctacaac  cagaacaacc 

tctgctccta

[0340] 8761  caaccagcac  aacctctgcc  cctacaacca  gcacaacctc  tgcccctaca 

agcagcacaa

[0341] 8821  cctcagctac  tacaaccagc  acaatctctg  ttcctacaac  cagcacaact 

tctgttcctg

[0342] 8881  gaactactcc  cagccctgtt  cctaccacca  gcacaatctc  tgttcctacc 

accagcacaa

[0343] 8941  cttctgcttc  tacaaccagc  acaacctctg  gtcctggaac  tactcccagc 

cctgttccca

[0344] 9001  ccaccagcac  aacctctgct  cccacaacaa  gcacaacctc  tgcccctaca 

accagcacaa

[0345] 9061  tctcggcccc  aacaaccagc  acaccctctg  cccctacaac  cagcacaacc 

ttagctccta

[0346] 9121  caaccagcac  aacctctgcc  cctacaacca  gcacaacctc  tacccctaca 

agcagcacaa

[0347] 9181  cctcctctcc  acagaccagc  acaacctcgg  cttctaccac  cagcataact 

tctggtcctg

[0348] 9241  gaactacccc  aagccctgtt  cccaccacca  gcacaacctc  tgctcctaca 

accagcacaa

[0349] 9301  cctctgccgc  tacaaccagc  acaatctcgg  ccccaacaac  cagcacaacg 

tctgctccta

[0350] 9361  caaccagcac  aacctctgcc  tctacagcca  gcaaaacctc  tggtcttgga 

actactccca

[0351] 9421  gccctattcc  taccaccagc  acaacctctc  ctcctacaac  cagcacaact 

tctgcctcta

[0352] 9481  cagccagcaa  aacctctggt  cctggaacca  ctcccagccc  tgttcccacc 

accagcacaa

[0353] 9541  tctttgctcc  tagaaccagc  accacttctg  cctctacaac  cagcacaacc 

cctggtcctg

[0354] 9601  gaaccactcc  cagccccgtt  cccaccacca  gcacagcctc  tgtttcaaag 

accagcacaa

[0355] 9661  gccatgtttc  catatccaag  acaacccact  cccaaccagt  caccagagac 
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tgtcatctcc

[0356] 9721  ggtgcacctg  gaccaagtgg  tttgacatag  acttcccatc  ccctggaccc 

cacggcgggg

[0357] 9781  acaaggaaac  ctacaacaac  atcatcagga  gtggggaaaa  aatctgccgc 

cgacctgagg

[0358] 9841  agatcaccag  gctccagtgc  cgagccgaga  gccacccgga  ggtgagcatt 

gaacacctgg

[0359] 9901  gccaggtggt  gcagtgcagc  cgtgaagagg  gcctggtgtg  ccggaaccag 

gaccagcagg

[0360] 9961  gacccttcaa  gatgtgcctc  aactacgagg  tgcgtgtgct  ctgctgcgag 

acccctaaag

[0361] 10021  gttgccccgt  gacctccaca  cctgtgacag  ctcctagcac  ccctagtggg 

agagccacca

[0362] 10081  gcccaactca  gagcacttcc  tcttggcaga  aatccaggac  aaccactttg 

gtgacaacca

[0363] 10141  gcacaacctc  cactccacag  accagcacaa  cctctgctcc  tacaaccagc 

acaacctctg

[0364] 10201  ctcccacaac  cagcacaact  tctgccccta  caaccagcac  aacctccact 

ccacagacca

[0365] 10261  gcatatcctc  tgcccctaca  agcagcacaa  cctcggctcc  tacaagcagc 

acaatctctg

[0366] 10321  ctcgtacaac  cagcataatc  tctgccccta  caaccagcac  aacctcttcc 

cctacaacca

[0367] 10381  gcacaacctc  tgctactaca  accagcacaa  cctctgcccc  tacaagcagc 

acaacctcca

[0368] 10441  ctccacagac  cagcaaaacc  tcagctgcta  caagcagcac  aacctccggt 

tctggaacta

[0369] 10501  ctcccagccc  tgttaccacc  accagcacag  cctctgtttc  aaagaccagc 

acaagccatg

[0370] 10561  tttctgtatc  caagacaacc  cactcccaac  cagtcaccag  agactgtcat 

ccccggtgca

[0371] 10621  cctggaccaa  atggtttgat  gtggactttc  catcccctgg  accccacggt 

ggggacaagg

[0372] 10681  aaacctacaa  caacatcatc  aggagtgggg  aaaaaatctg  ccgccgacct 

gaggagatca

[0373] 1 0 7 4 1  c c a g g c t c c a  g t g c c g a g c c  a a g a g c c a c c  c g g a g g t g a g 

catcgaacacctgggccagg

[0374] 1 0 8 0 1  t g g t g c a g t g  c a g c c g c g a a  g a g g g c c t g g  t g t g c c g g a a 

ccaggaccagcagggaccct
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[0375] 10861  tcaagatgtg  cctcaactac  gaggtgcgtg  tgctttgctg  cgagaccccc 

aaaggctgcc

[0376] 10921  ccgtgacctc  cacatctgtg  acagctccta  gcacccctag  tgggagagcc 

accagcccaa

[0377] 10981  ctcagagcac  ctcctcttgg  cagaaatcca  ggacaaccac  tttggtgaca 

agcagcataa

[0378] 11041  cctccactac  acagaccagc  acaacctctg  cccctacaac  tagcacaacc 

cctgcttcta

[0379] 11101  tacccagcac  aacctctgcc  ccaacaacca  gcacaacctc  tgctcccaca 

acgagcacaa

[0380] 11161  cttctgcccc  tacaaccagc  acaacctcca  ctccacagac  caccacatcc 

tctgccccta

[0381] 11221  caagcagcac  aacctcggct  cctaccacca  gcacaatctc  tgcccctaca 

accagcacaa

[0382] 11281  tctctgcccc  tacaaccagc  acaacctctg  ctcccacagc  cagcacaacg 

tcagctccta

[0383] 11341  cgagcacttc  ctcggctcct  acaaccaaca  caacctctgc  ccctacaact 

agcactacct

[0384] 11401  ctgctcccat  aaccagcaca  atctctgccc  ctacaaccag  cacaacctcc 

actccacaga

[0385] 11461  ccagcacaat  ctcttcccct  acaaccagca  caacctccac  tccgcagacc 

agcacaacct

[0386] 11521  cttcccctac  aactagcaca  acctcagctc  ctacaaccag  cacaacttct 

gcccctacaa

[0387] 11581  ccagcacaac  ctccactcca  cagaccagca  tatcctctgc  ccctacaagc 

agcacaacct

[0388] 11641  ctgctcctac  agccagcaca  atctctgccc  ctacaaccag  cacaacctct 

ttccatacaa

[0389] 11701  ccagcacaac  ctctccccct  acaagcagca  caagctccac  tccacagacc 

agcaaaacct

[0390] 11761  cagctgctac  aagcagcaca  acctccggtt  ctggaactac  tcccagcccc 

gttcccacca

[0391] 11821  ccagcacagc  ctctgtttca  aagaccagca  caagccatgt  ttctgtatcc 

aagacaaccc

[0392] 11881  actcccaacc  agtcaccaga  gactgtcatc  cccggtgcac  ctggaccaag 

tggtttgacg

[0393] 11941  tggactttcc  atcccctgga  ccccacggtg  gggacaagga  aacctacaac 

aacatcatca

[0394] 12001  ggagtgggga  aaaaatctgc  cgccgacctg  aggagatcac  caggctccag 
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tgccgagccg

[0395] 1 2 0 6 1  a g a g c c a c c c  g g a g g t g a g c  a t c g a a c a c c  t g g g c c a g g t 

ggtgcagtgcagccgggaag

[0396] 12121  agggcctggt  gtgccggaac  caggaccagc  agggaccctt  caagatgtgc 

ctcaactacg

[0397] 12181  aggtgcgtgt  gctctgctgc  gagaccccca  aaggctgccc  cgtgacctcc 

acacctgtga

[0398] 12241  cagctcctag  cacccctagt  gggagagcca  ccagcccaac  tcagagcact 

tcctcttggc

[0399] 12301  agaaatccag  gacaaccact  ttggtgacaa  ccagcacaac  ctccactcca 

cagaccagca

[0400] 12361  caacctctgc  ccctacaacc  agcacaatcc  ctgcttctac  acccagcaca 

acctctgccc

[0401] 12421  ctacaaccag  cacaacctct  gcccctacaa  ccagcacgac  ctcagctcct 

acacacagaa

[0402] 12481  cgacttctgg  tcctacaacc  agcacaacct  tggctcctac  aaccagcaca 

acctctgctc

[0403] 12541  caacaaccag  cacaaactct  gctcctacaa  ccagcacaat  ctctgcctct 

acaaccagca

[0404] 12601  caatctctgc  ccctacaacc  agcacaatct  cttcccctac  aagcagcaca 

acctccactc

[0405] 12661  cacagaccag  caaaacctca  gctgctacaa  gcagcacaac  ctccggttct 

ggaactactc

[0406] 12721  caagccctgt  tcccaccacc  agcacaacct  ctgcctctac  aaccagcaca 

acttctgctc

[0407] 12781  ctacaaccag  cacaacctct  ggtcctggaa  ctactccaag  ccctgttccc 

agcaccagta

[0408] 12841  caacctctgc  tgctacaacc  agcacaacct  ctgctcctac  aaccagaaca 

acatctgctc

[0409] 12901  ctacaagcag  catgacctct  ggtcctggaa  ctactcccag  ccctgttccc 

accaccagca

[0410] 12961  caacctctgc  tcctacaact  agcacaacct  ctggtcctgg  aactactccc 

agccctgttc

[0411] 13021  ccaccaccag  cacaacctct  gctcctataa  ccagcacaac  ctctggtcct 

ggaagtactc

[0412] 13081  ccagccctgt  tcccaccacc  agcacaacct  ctgctcctac  aaccagcaca 

acctctgcct

[0413] 13141  ctacagccag  cacaacctct  ggtcctggaa  ctactcccag  ccctgttccc 

accaccagca
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[0414] 13201  caacctctgc  tcctacaacc  agaacaacct  ctgcctctac  agccagcaca 

acctctggtc

[0415] 13261  ctggaagtac  tcccagccct  gttcccacca  ccagcacaac  ctctgctcct 

acaaccagaa

[0416] 13321  caacccctgc  ctctacagcc  agcacaacct  ctggtcctgg  aactactccc 

agccctgttc

[0417] 13381  ccaccacaag  cacaacctct  gcttctacaa  ccagcacaat  ctctctccct 

acaaccagca

[0418] 13441  caacctctgc  tcctataacc  agcatgacct  ctggtcctgg  aactactccc 

agccctgttc

[0419] 13501  ccaccaccag  cacaacctct  gctcctacaa  ccagcacaac  ctctgcctct 

acagccagca

[0420] 13561  caacctctgg  tcctggaact  actcccagcc  ctgttcccac  caccagcaca 

acctctgctc

[0421] 13621  ctacaaccag  cacaacctct  gcctctacag  ccagcacaac  ctctggtcct 

ggaacttctc

[0422] 13681  tcagccctgt  tcccaccacg  agcacaacct  ctgctcctac  aactagcaca 

acctctggtc

[0423] 13741  ctggaactac  tcccagccct  gttcccacca  ccagcacaac  ctctgctcct 

acaaccagca

[0424] 13801  cgacctctgg  tcctggaact  actcccagcc  ccgttcccac  caccagcaca 

acccctgttt

[0425] 13861  caaagaccag  cacaagccat  ctttctgtat  ccaagacaac  ccactcccaa 

ccagtcacca

[0426] 13921  gtgactgtca  tcctctgtgc  gcctggacaa  agtggttcga  cgtggacttc 

ccatcccctg

[0427] 13981  gaccccacgg  cggggacaag  gaaacctaca  acaacatcat  caggagtggg 

gaaaaaatct

[0428] 1 4 0 4 1  g c c g c c g a c c  t g a g g a g a t c  a c c a g g c t c c  a g t g c c g a g c 

cgagagccacccggaggtga

[0429] 14101  acattgaaca  cctgggtcag  gtggtgcagt  gcagccgtga  agagggcctg 

gtgtgccgga

[0430] 14161  accaggacca  gcagggaccc  ttcaagatgt  gcctcaacta  cgaggtgcgc 

gtgctctgct

[0431] 14221  gcgagacccc  cagaggctgc  ccggtgacct  ctgtgacccc  atatgggact 

tctcctacca

[0432] 14281  atgctctgta  tccttccctg  tctacttcca  tggtatccgc  ctccgtggca 

tccacctctg

[0433] 14341  tggcatccag  ctctgtggca  tccagctctg  tggcttactc  cacccaaacc 
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tgcttctgca

[0434] 14401  acgtggctga  ccggctctac  cctgcaggat  ccaccatata  ccgccacaga 

gacctcgctg

[0435] 14461  gccattgcta  ttatgccctg  tgtagccagg  actgccaagt  ggtcagaggg 

gttgacagtg

[0436] 14521  actgtccgtc  caccacgctg  cctcctgccc  cagccacgtc  cccttcaata 

tccacctccg

[0437] 14581  agcccgtcac  tgagctggga  tgcccaaatg  cggttccccc  cagaaagaaa 

ggtgagacct

[0438] 14641  gggccacacc  caactgctcc  gaggccacct  gtgagggcaa  caacgtcatc 

tccctgcgcc

[0439] 14701  cgcgcacgtg  cccgagggtg  gagaagccca  cttgtgccaa  cggctacccg 

gctgtgaagg

[0440] 14761  tggctgacca  agatggctgc  tgccatcact  accagtgcca  gtgtgtgtgc 

agcggctggg

[0441] 14821  gtgaccccca  ctacatcacc  ttcgacggca  cctactacac  cttcctggac 

aactgcacgt

[0442] 14881  acgtgctggt  gcagcagatt  gtgcccgtgt  atggccactt  ccgcgtgctc 

gtcgacaact

[0443] 14941  acttctgcgg  tgcggaggac  gggctctcct  gcccgaggtc  catcatcctg 

gagtaccacc

[0444] 15001  aggaccgcgt  ggtgctgacc  cgcaagccag  tccacggggt  gatgacaaac 

gagatcatct

[0445] 15061  tcaacaacaa  ggtggtcagc  cccggcttcc  ggaaaaacgg  catcgtggtc 

tcgcgcatcg

[0446] 15121  gcgtcaagat  gtacgcgacc  atcccggagc  tgggagtcca  ggtcatgttc 

tccggcctca

[0447] 15181  tcttctccgt  ggaggtgccc  ttcagcaagt  ttgccaacaa  caccgagggc 

cagtgcggca

[0448] 15241  cttgcaccaa  cgacaggaag  gatgagtgcc  gcacgcctag  ggggacggtg 

gtcgcttcct

[0449] 15301  gctccgagat  gtccggcctc  tggaacgtga  gcatacccga  ccagccagcc 

tgccaccggc

[0450] 15361  ctcacccgac  gcccaccacg  gtcgggccca  ccacagttgg  gtctaccacg 

gtcgggccca

[0451] 15421  ccacagttgg  gtctaccacg  gtcgggccca  ccacaccgcc  tgctccgtgc 

ctgccatcac

[0452] 15481  ccatctgcca  gctgattctg  agcaaggtct  ttgagccgtg  ccacactgtg 

atccccccac
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[0453] 15541  tgctgttcta  tgagggctgc  gtctttgacc  ggtgccacat  gacggacctg 

gatgtggtgt

[0454] 15601  gctccagcct  ggagctgtac  gcggcactct  gtgcgtccca  cgacatctgc 

atcgattgga

[0455] 15661  gaggccggac  cggccacatg  tgcccattca  cctgcccagc  cgacaaggtg 

taccagccct

[0456] 15721  gcggcccgag  caacccctcc  tactgctacg  ggaatgacag  cgccagcctc 

ggggctctgc

[0457] 15781  cggaggccgg  ccccatcacc  gaaggctgct  tctgtccgga  gggcatgacc 

ctcttcagca

[0458] 15841  ccagtgccca  agtctgcgtg  cccacgggct  gccccaggtg  tctggggccc 

cacggagagc

[0459] 15901  cggtgaaggt  gggccacacc  gtcggcatgg  actgccagga  gtgcacgtgt 

gaggcggcca

[0460] 15961  cgtggacgct  gacctgccga  cccaagctct  gcccgctgcc  ccctgcctgc 

cccctgcccg

[0461] 16021  gcttcgtgcc  tgtgcctgca  gccccacagg  ccggccagtg  ctgcccccag 

tacagctgcg

[0462] 16081  cctgcaacac  cagccgctgc  cccgcgcccg  tgggctgtcc  tgagggcgcc 

cgcgcgatcc

[0463] 16141  cgacctacca  ggagggggcc  tgctgcccag  tccaaaactg  cagctggaca 

gtgtgcagca

[0464] 16201  tcaacgggac  cctgtaccag  cccggcgccg  tggtctcctc  gagcctgtgc 

gaaacctgca

[0465] 16261  ggtgtgagct  gccgggtggc  cccccatcgg  acgcgtttgt  ggtcagctgt 

gagacccaga

[0466] 16321  tctgcaacac  acactgccct  gtgggcttcg  agtaccagga  gcagagcggg 

cagtgctgtg

[0467] 16381  gcacctgtgt  gcaggtcgcc  tgtgtcacca  acaccagcaa  gagccccgcc 

cacctcttct

[0468] 16441accccggcga  gacctggtca  gacgcaggga  accactgtgt  gacccaccag 

tgtgagaagc

[0469] 16501accaggatgg  gctcgtggtg  gtcaccacga  agaaggcgtg  ccccccgctc 

agctgttctc

[0470] 16561tggacgaggc  ccgcatgagc  aaggacggct  gctgccgctt  ctgcccgccg 

cccccgcccc

[0471] 16621cgtaccagaa  ccagtcgacc  tgtgctgtgt  accataggag  cctgatcatc 

cagcagcagg

[0472] 16681gctgcagctc  ctcggagccc  gtgcgcctgg  cttactgccg  ggggaactgt 
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ggggacagct

[0473] 16741cttccatgta  ctcgctcgag  ggcaacacgg  tggagcacag  gtgccagtgc 

tgccaggagc

[0474] 16801tgcggacctc  gctgaggaat  gtgaccctgc  actgcaccga  cggctccagc 

cgggccttca

[0475] 16861gctacaccga  ggtggaagag  tgcggctgca  tgggccggcg  gtgccctgcg 

ccgggcgaca

[0476] 16921cccagcactc  ggaggaggcg  gaacccgagc  ccagccagga  ggcagagagt 

gggagctggg

[0477] 16981agagaggcgt  cccagtgtcc  cccatgcact  gaccagcact  gccgccctcc 

tgacctccaa

[0478] 17041ggagaacctc  ccatatgtcc  tctgagctcg  gcttccaagg  ccagtggaac 

ttgtgcccct

[0479] 17101gtccaggcgg  ctgcagcttt  gaacacactg  tccacgcccg  ctttcttgtg 

gagggtgtgg

[0480] 17161gctatgggtc  acctgctgcc  tggaggaggg  gcccttaccc  accccgcctg 

cagccacctc

[0481] 17221tcaggaccag  ccccggggct  ggccgagctc  ctctggccat  gcatccagcc 

tgctgttctg

[0482] 17281gggacgtgag  catcacctga  gggtctcagg  aatgacgctt  ggacatggtg 

atcagctgcc

[0483] 17341tggtggctgc  aggaggaaga  acctcactcc  tacctcagcc  ctcagcctgc 

gctcccctcc

[0484] 17401tcagtacacg  gccaatctgt  tgcataaata  cacttgagca  ttttgcaa

[0485] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包括这样的反义链：其中所述反义链的位置

19(5′→3′)能够与在表1中公开的19‑聚体靶序列的位置1形成碱基对。在一些实施方案中，

MUC5AC试剂包括这样的反义链：其中所述反义链的位置1(5′→3′)能够与在表1中公开的

19‑聚体靶序列的位置19形成碱基对。

[0486] 在一些实施方案中，MUC5AC试剂包括这样的反义链：其中所述反义链的位置2(5′

→3′)能够与在表1中公开的19‑聚体靶序列的位置18形成碱基对。在一些实施方案中，

MUC5AC试剂包括这样的反义链：其中所述反义链的位置2至18(5′→3′)能够与位于表1中公

开的19‑聚体靶序列的位置18至2处的各个互补碱基中的每一个形成碱基对。

[0487] 对于本文公开的RNAi试剂，在所述反义链的位置1(从5′末端→3′末端)处的核苷

酸可以与MUC5AC基因完全互补，或者可以与MUC5AC基因不互补。在一些实施方案中，在所述

反义链的位置1(从5′末端→3′末端)处的核苷酸是U、A或dT。在一些实施方案中，在所述反

义链的位置1(从5′末端→3′末端)处的核苷酸与所述有义链形成A:U或U:A碱基对。

[0488] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂反义链包含表2、表3或表11中的任何反义链

序列的核苷酸(从5′末端→3′末端)2‑18或2‑19的序列。在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi有

义链包含表2、表4、表5、表6或表7中的任何有义链序列的核苷酸(从5′末端→3′末端)1‑17、
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1‑18或2‑18的序列。

[0489] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含：(i)反义链，其包含表2或表3中的任何

反义链序列的核苷酸(从5′末端→3′末端)1‑18、1‑19或2‑19的序列，和(ii)有义链，其包含

表2、表4、表5、表6或表7中的任何有义链序列的核苷酸(从5′末端→3′末端)2‑19、1‑19、1‑

18或2‑18的序列。

[0490] 在一些实施方案中，所述MUC5AC  RNAi试剂包括以下表2所示的核心19‑聚体核苷

酸序列。
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[0491]
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[0502]
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[0503]
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[0504]
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[0505]

说　明　书 54/183 页

61

CN 117858949 A

61



[0506]
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[0507]
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[0508]
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[0509]
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[0510]
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[0511]
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[0513]

说　明　书 62/183 页

69

CN 117858949 A

69



[0514]

说　明　书 63/183 页

70

CN 117858949 A

70



[0515]
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[0519]

说　明　书 68/183 页

75

CN 117858949 A

75



[0520]

说　明　书 69/183 页

76

CN 117858949 A

76



[0521]

[0522] 包含表2中的核苷酸序列或由其组成的MUC5AC  RNAi试剂有义链和反义链可以是

修饰的核苷酸或未修饰的核苷酸。在一些实施方案中，具有包含表2中的核苷酸序列中的任
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一个或由其组成的有义链和反义链序列的MUC5AC RNAi试剂是所有的或基本上所有的修饰

的核苷酸。

[0523] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC RNAi试剂的反义链包含至少15个连续核

苷酸，其与表2中的任何反义链序列相差0个、1个、2个或3个核苷酸。在一些实施方案中，本

文公开的MUC5AC RNAi试剂的有义链包含至少15个连续核苷酸，其与表2中的任何有义链序

列相差0个、1个、2个或3个核苷酸。

[0524] 如本文中使用的，在表2公开的序列中所列的每个N可以独立地选自任何和所有核

碱基(包括在修饰的和未修饰的核苷酸上发现的那些)。在一些实施方案中，在表2公开的序

列中所列的N核苷酸具有与另一条链上对应位置处的N核苷酸互补的核碱基。在一些实施方

案中，在表2公开的序列中所列的N核苷酸具有与另一条链上对应位置处的N核苷酸不互补

的核碱基。在一些实施方案中，在表2公开的序列中所列的N核苷酸具有与另一条链上对应

位置处的N核苷酸相同的核碱基。在一些实施方案中，在表2公开的序列中所列的N核苷酸具

有与另一条链上对应位置处的N核苷酸不同的核碱基。

[0525] 某些修饰的MUC5AC RNAi试剂有义链和反义链提供在表3、表4、表5、表6、表7和表

11中。某些修饰的MUC5AC RNAi试剂反义链以及其基础的未修饰的核碱基序列提供在表3

中。某些修饰的MUC5AC RNAi试剂有义链以及其基础的未修饰的核碱基序列提供在表4、5和

6中。在形成MUC5AC RNAi试剂时，在上述表3、4、5、6和7以及表2中所列的基础碱基序列各自

中的每个核苷酸可以是修饰的核苷酸。

[0526] 本文描述的MUC5AC RNAi试剂通过使反义链与有义链退火而形成。含有表2、表4、

表5、表6、表7或表11中所列的序列的有义链可以与含有表2、表3或表11中所列的序列的任

何反义链杂交，条件是两个序列具有在连续16、17、18、19、20或21个核苷酸序列上至少85％

互补性的区域。

[0527] 在一些实施方案中，MUC5AC RNAi试剂反义链包含表2或表3中的任一个序列的核

苷酸序列。

[0528] 在一些实施方案中，MUC5AC RNAi试剂包含双链体或由双链体组成，所述双链体具

有表2、表3、表4、表5、表6、表7或表11中的任一个序列的有义链和反义链的核碱基序列。

[0529] 含有修饰的核苷酸的反义链的例子提供在表3中。含有修饰的核苷酸的有义链的

例子提供在表4、5和6中。

[0530] 如表3、4、5、6、7和11中所用的，使用以下注释指示修饰的核苷酸、靶向基团和连接

基团：

[0531] A ＝腺苷‑3′‑磷酸

[0532] C ＝胞苷‑3′‑磷酸

[0533] G ＝鸟苷‑3′‑磷酸

[0534] U ＝尿苷‑3′‑磷酸

[0535] I ＝肌苷‑3′‑磷酸

[0536] a ＝2′‑O‑甲基腺苷‑3′‑磷酸

[0537] as ＝2′‑O‑甲基腺苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0538] c ＝2′‑O‑甲基胞苷‑3′‑磷酸

[0539] cs ＝2′‑O‑甲基胞苷‑3′‑硫代磷酸酯
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[0540] g ＝2′‑O‑甲基鸟苷‑3′‑磷酸

[0541] gs ＝2′‑O‑甲基鸟苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0542] i ＝2′‑O‑甲基肌苷‑3′‑磷酸

[0543] is ＝2′‑O‑甲基肌苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0544] t ＝2′‑O‑甲基‑5‑甲基尿苷‑3′‑磷酸

[0545] ts ＝2′‑O‑甲基‑5‑甲基尿苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0546] u ＝2′‑O‑甲基尿苷‑3′‑磷酸

[0547] us ＝2′‑O‑甲基尿苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0548] Af ＝2′‑氟腺苷‑3′‑磷酸

[0549] Afs ＝2′‑氟腺苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0550] Cf ＝2′‑氟胞苷‑3′‑磷酸

[0551] Cfs ＝2′‑氟胞苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0552] Gf ＝2′‑氟鸟苷‑3′‑磷酸

[0553] Gfs ＝2′‑氟鸟苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0554] Tf ＝2′‑氟‑5′‑甲基尿苷‑3′‑磷酸

[0555] Tfs ＝2′‑氟‑5′‑甲基尿苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0556] Uf ＝2′‑氟尿苷‑3′‑磷酸

[0557] Ufs ＝2′‑氟尿苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0558] dT ＝2′‑脱氧胸苷‑3′‑磷酸

[0559] AUNA ＝2′,3′‑seco‑腺苷‑3′‑磷酸

[0560] AUNAs ＝2′,3′‑seco‑腺苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0561] CUNA ＝2′,3′‑seco‑胞苷‑3′‑磷酸

[0562] CUNAs ＝2′,3′‑seco‑胞苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0563] GUNA ＝2′,3′‑seco‑鸟苷‑3′‑磷酸

[0564] GUNAs ＝2′,3′‑seco‑鸟苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0565] UUNA ＝2′,3′‑seco‑尿苷‑3′‑磷酸

[0566] UUNAs ＝2′,3′‑seco‑尿苷‑3′‑硫代磷酸酯

[0567] a_2N ＝参见表12

[0568] a_2Ns ＝参见表12

[0569] (invAb)＝ 倒置脱碱基脱氧核糖核苷酸‑5′‑磷酸酯，参见表12

[0570] (invAb)s ＝倒置脱碱基脱氧核糖核苷酸‑5′‑硫代磷酸酯，参见表12

[0571] s ＝硫代磷酸酯键

[0572] p ＝末端磷酸酯(如合成的)

[0573] vpdN ＝膦酸乙烯酯脱氧核糖核苷酸

[0574] cPrpa ＝5’‑环丙基膦酸酯‑2′‑O‑甲基腺苷‑3′‑磷酸(参见表12)

[0575] cPrpas ＝5’‑环丙基膦酸酯‑2′‑O‑甲基腺苷‑3′‑硫代磷酸酯(参见表12)

[0576] cPrpu ＝5’‑环丙基膦酸酯‑2′‑O‑甲基尿苷‑3′‑磷酸(参见表12)

[0577] cPrpus ＝5’‑环丙基膦酸酯‑2′‑O‑甲基尿苷‑3′‑硫代磷酸酯(参见表12)

[0578] (Alk‑SS‑C6)＝参见表12
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[0579] (C6‑SS‑Alk)＝参见表12

[0580] (C6‑SS‑C6)＝参见表12

[0581] (6‑SS‑6)＝参见表12

[0582] (C6‑SS‑Alk‑Me)＝参见表12

[0583] (NH2‑C6)＝参见表12

[0584] (TriAlk14)＝参见表12

[0585] (TriAlk14)s＝参见表12

[0586] ‑C6‑ ＝参见表12

[0587] ‑C6s‑ ＝参见表12

[0588] ‑L6‑C6‑ ＝参见表12

[0589] ‑L6‑C6s‑ ＝参见表12

[0590] ‑Alk‑cyHex‑ ＝参见表12

[0591] ‑Alk‑cyHexs‑ ＝参见表12

[0592] (TA14)＝ 参见表12(在缀合以后(TriAlk14)s的结构)

[0593] (TA14)s ＝参见表12(在缀合以后(TriAlk14)s的结构)

[0594] 如本领域普通技术人员将容易地理解的，除非通过序列(例如，通过硫代磷酸酯键

“s”)另外指明，否则当存在于寡核苷酸中时，核苷酸单体通过5'‑3'‑磷酸二酯键相互连接。

如本领域普通技术人员清楚地理解的，包括如本文公开的修饰的核苷酸序列中所示的硫代

磷酸酯键替代通常存在于寡核苷酸中的磷酸二酯键。此外，本领域普通技术人员将容易地

理解，在给定寡核苷酸序列的3’末端处的末端核苷酸将通常在给定单体的相应3'位置处具

有羟基(‑OH)基团而非离体磷酸酯部分。另外，对于本文公开的实施方案，当观察各条链5’

→3’时，插入倒置脱碱基残基，使得脱氧核糖的3’位置连接在各条链上的上述单体的3’末

端(参见，例如，表12)。此外，如普通技术人员容易地理解和明白的，尽管本文描述的硫代磷

酸酯化学结构通常显示在硫原子上的阴离子，但本文公开的发明涵盖所有硫代磷酸酯互变

异构体(例如，其中硫原子具有双键且阴离子是在氧原子上)。除非本文另外明确指出，否则

当描述本文公开的MUC5AC RNAi试剂和MUC5AC RNAi试剂的组合物时，使用本领域普通技术

人员的此类理解。

[0595] 与本文公开的MUC5AC RNAi试剂一起使用的靶向基团和连接基团的某些例子被包

括在下表12中提供的化学结构中。本文公开的每条有义链和/或反义链可以具有本文列出

的任何靶向基团或连接基团，以及缀合至所述序列的5′和/或3′末端的其它靶向基团或连

接基团。
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[0596]
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[0597]
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[0622]

[0623] 表7.MUC5AC试剂有义链序列(与靶向配体缀合物一起显示。αvβ6‑SM6.1的结构显

示在表12中，且Tri‑SM6.1‑αvβ6‑(TA14)的结构显示在图1中)
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[0624]
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[0625]

[0626] 本文公开的MUC5AC  RNAi试剂通过反义链与有义链退火形成。含有表2、表4、表5、

表6或表7中列出的序列的有义链可以与含有表2或表3中列出的序列的任何反义链杂交，条

件是这两条序列具有在连续16、17、18、19、20或21个核苷酸序列上的至少85％互补性的区

域。

[0627] 如在上表5中所示，显示的某些示例性MUC5AC  RNAi试剂核苷酸序列进一步包括在

有义链的5’端末端和3’端末端之一或两者处的反应性连接基团。例如，上表5中所示的许多

MUC5AC  RNAi试剂有义链序列具有在核苷酸序列的5’末端处的(TriAlk14)连接基团。在某

些实施方案中，也可存在或可替换地存在其它连接基团，诸如(NH2‑C6)连接基团或(6‑SS‑

6)或(C6‑SS‑C6)连接基团。这样的反应性连接基团被定位以促进靶向配体、靶向基团和/或

PK/PD调节剂与本文公开的MUC5AC  RNAi试剂的连接。连接或缀合反应是本领域众所周知

的，并且提供两个分子或反应物之间的共价连接的形成。适用于本文发明范围的缀合反应

包括、但不限于酰胺偶联反应、迈克尔加成反应、腙形成反应、逆需求第尔斯‑阿尔德环加成

反应、肟连接和亚铜(I)‑催化的或应变促进的叠氮化物‑炔烃环加成反应环加成反应。

[0628] 在一些实施方案中，靶向配体(诸如本文公开的实施例和附图中所示的整联蛋白

靶向配体)可以合成为活化酯，诸如四氟苯基(TFP)酯，其可以被反应性氨基(例如，NH2‑C6)

置换以将靶向配体连接至本文公开的MUC5AC  RNAi试剂。在一些实施方案中，靶向配体被合

成为叠氮化物，其可以缀合至炔丙基(例如，TriAlk14)或DBCO基团，例如，经由亚铜(I)催化

的或应变促进的叠氮化物‑炔烃环加成反应。

[0629] 此外，核苷酸序列可以用在有义链的3’端末端处的dT核苷酸合成，随后是(3’→

5’)接头(例如，C6‑SS‑C6)。在一些实施方案中，所述接头可以促进与另外组分的连接，诸

如、例如，PK/PD调节剂或一种或多种靶向配体。然后可以还原C6‑SS‑C6的二硫键，从分子中

除去dT，其然后可以促进期望的PK/PD调节剂的缀合。因此，末端dT核苷酸不会是完全缀合

说　明　书 102/183 页

109

CN 117858949 A

109



的构建体的一部分。

[0630] 在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试剂的反义链与表3或表11中的任何

反义链序列相差0个、1个、2个或3个核苷酸。在一些实施方案中，本文公开的MUC5AC  RNAi试

剂的有义链与表4、表5、表6、表7或表11中的任何有义链序列相差0个、1个、2个或3个核苷

酸。

[0631] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂反义链包含表2或表3中的任何序列的核苷

酸序列。在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂反义链包含表2、表3或表11中的任何序列的

核苷酸(从5’末端→3’末端)1‑17、2‑17、1‑18、2‑18、1‑19、2‑19、1‑20、2‑20、1‑21、2‑21、1‑

22、2‑22、1‑23、2‑23、1‑24或2‑24的序列。在某些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂反义链包含

表3或表11的修饰的序列中的任一个的修饰的序列或由其组成。

[0632] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂有义链包含表2或表4中的任何序列的核苷

酸序列。在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂有义链包含表2、表4、表5、表6、表7或表11中

的任何序列的核苷酸(从5’末端→3’末端)1‑17、2‑17、3‑17、4‑17、1‑18、2‑18、3‑18、4‑18、

1‑19、2‑19、3‑19、4‑19、1‑20、2‑20、3‑20、4‑20、1‑21、2‑21、3‑21、4‑21、1‑22、2‑22、3‑22、4‑

22、1‑23、2‑23、3‑23、4‑23、1‑24、2‑24、3‑24或4‑24的序列。在某些实施方案中，MUC5AC 

RNAi试剂有义链包含表3或表11中的修饰的序列中的任一个的修饰的序列或由其组成。

[0633] 对于本文公开的RNAi试剂，在反义链的位置1(从5′末端→3′末端)处的核苷酸可

以与MUC5AC基因完美互补，或者可以与MUC5AC基因不互补。在一些实施方案中，在反义链的

位置1(从5′末端→3′末端)处的核苷酸是U、A或dT(或U、A或dT的修饰形式)。在一些实施方

案中，在反义链的位置1(从5’末端→3’末端)处的核苷酸与有义链形成A:U或U:A碱基对。

[0634] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂反义链包含表2、表3或表11中的任何反义链

序列的核苷酸(从5′末端→3′末端)2‑18或2‑19的序列。在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi有

义链包含表2、表4、表5、表6、表7或表11中的任何有义链序列的核苷酸(从5′末端→3′末端)

1‑17或1‑18的序列。

[0635] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包括(i)反义链，其包含表2、表3或表11中的

任何反义链序列的核苷酸(从5′末端→3′末端)2‑18或2‑19的序列，和(ii)有义链，其包含

表2、表4、表5、表6、表7或表11中的任何有义链序列的核苷酸(从5′末端→3′末端)1‑17或1‑

18的序列。

[0636] 含有在表2或表4中列出的序列的有义链可以与含有在表2或表3中列出的序列的

任何反义链杂交，条件是这两个序列在连续的16、17、18、19、20或21个核苷酸序列上具有至

少85％互补性的区域。在一些实施方案中，所述MUC5AC  RNAi试剂具有由表4、表5、表6、表7

或表11中的任何修饰的序列的修饰的序列组成的有义链，和由表3或表11中的任何修饰的

序列的修饰的序列组成的反义链。某些代表性序列对由表8A、8B、8C、9、10A和10B中所示的

双链体ID  No.示例。

[0637] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含由本文提出的双链体IDNo.中的任一个

代表的双链体、由其组成或基本上由其组成。在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂由本文

提出的双链体ID  No.中的任一个组成。在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含本文提出

的双链体ID  No .中的任一个的有义链和反义链核苷酸序列。在一些实施方案中，MUC5AC 

RNAi试剂包含本文提出的双链体ID  No.中的任一个的有义链和反义链核苷酸序列和靶向
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基团、连接基团和/或其它非核苷酸基团，其中所述靶向基团、连接基团和/或其它非核苷酸

基团共价地连接(即，缀合)至所述有义链或所述反义链。在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi

试剂包括本文提出的双链体ID  No.中的任一个的有义链和反义链修饰的核苷酸序列。在一

些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含本文提出的双链体ID  No.中的任一个的有义链和反

义链修饰的核苷酸序列和靶向基团、连接基团和/或其它非核苷酸基团，其中所述靶向基

团、连接基团和/或其它非核苷酸基团共价地连接至所述有义链或所述反义链。

[0638] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含具有表2、8A、8B、8C、9、10A、10B或11的

反义链/有义链双链体中的任一个的核苷酸序列的反义链和有义链，并且包含靶向基团。在

一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含具有表2、8A、8B、8C、9、10A、10B或11的反义链/有义

链双链体中的任一个的核苷酸序列的反义链和有义链，并且包含一种或多种αvβ6整联蛋白

靶向配体。

[0639] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含具有表2、8A、8B、8C、9、10A、10B或11的

反义链/有义链双链体中的任一个的核苷酸序列的反义链和有义链，并且包含作为整联蛋

白靶向配体的靶向基团。在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含具有表2、8A、8B、8C、9、

10A、10B或11的反义链/有义链双链体中的任一个的核苷酸序列的反义链和有义链，并且包

含一种或多种αvβ6整联蛋白靶向配体或αvβ6整联蛋白靶向配体簇(例如，三齿αvβ6整联蛋

白靶向配体)。

[0640] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含具有表8A、8B、8C、9、10A、10B和11中的

反义链/有义链双链体中的任一个的修饰的核苷酸序列的反义链和有义链。

[0641] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含具有表8A、8B、8C、9、10A、10B和11中的

反义链/有义链双链体中的任一个的修饰的核苷酸序列的反义链和有义链，并且包含整联

蛋白靶向配体。

[0642] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂包含表8A、8B、8C、9、10A、10B和11的任何双

链体、由其组成或基本上由其组成。

[0643] 表8A。MUC5AC  RNAi试剂双链体，具有对应的有义链和反义链ID编号以及修饰的和

未修饰的核苷酸序列的序列ID编号.(没有显示连接试剂或缀合物)

[0644]
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[0648]
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[0649]
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[0650]

[0651] 表8B。MUC5AC  RNAi试剂双链体，具有对应的有义链和反义链ID编号以及修饰的和

未修饰的核苷酸序列的序列ID编号.)

[0652]
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[0653]
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[0654]
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[0655]
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[0656]
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[0657]
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[0658]

[0659] 表8C。在体外试验的MUC5AC  RNAi试剂双链体，具有对应的有义链和反义链ID编号

和某些修饰的和未修饰的核苷酸序列的序列ID编号.
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[0661]
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[0662]

[0663] 表9。MUC5AC  RNAi试剂缀合的双链体，其具有对应的有义链和反义链ID编号以及

修饰的和未修饰的核苷酸序列的序列ID编号.(与靶向配体缀合物一起显示)
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[0665]
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[0666]

[0667] 表10A。在MUC5AC(MUC5AC)基因上靶向的缀合物双链体ID编号参考位置

[0668]
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[0669]
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[0670]

[0671] 表10B。缀合物ID编号和相应的AD双链体编号，在MUC5AC(MUC5AC)基因上靶向的参

考位置
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[0673]
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[0674]
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[0675]
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[0676]
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[0677]
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[0678]
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[0679]

[0680] 在一些实施方案中，将MUC5AC  RNAi试剂制备或提供为盐、混合盐或游离酸。在一

些实施方案中，将MUC5AC  RNAi试剂制备或提供为药学上可接受的盐。在一些实施方案中，
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将MUC5AC  RNAi试剂制备或提供为药学上可接受的钠或钾盐。在递送给表达MUC5AC基因的

细胞后，本文描述的RNAi试剂在体内和/或在体外抑制或敲低一种或多种MUC5AC基因的表

达。

[0681] 靶向基团、连接基团、药代动力学/药效动力学(PK/PD)调节剂和递送媒介物

[0682] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂含有或者缀合至一个或多个非核苷酸基团，

所述非核苷酸基团包括、但不限于靶向基团、连接基团、药代动力学/药效动力学(PK/PD)调

节剂、递送聚合物或递送媒介物。所述非核苷酸基团可以增强RNAi试剂的靶向、递送或连

接。所述非核苷酸基团可以共价地连接至有义链和/或反义链的3′和/或5′末端。在一些实

施方案中，MUC5AC  RNAi试剂含有连接至有义链的3′和/或5′末端的非核苷酸基团。在一些

实施方案中，非核苷酸基团连接至MUC5AC  RNAi试剂有义链的5′末端。非核苷酸基团可以经

由接头/连接基团直接地或间接地连接至RNAi试剂。在一些实施方案中，非核苷酸基团经由

不稳定的、可切割的或可逆的键或接头连接至RNAi试剂。

[0683] 在一些实施方案中，非核苷酸基团增强与其连接的RNAi试剂或缀合物的药代动力

学或生物分布特性，以改善缀合物的细胞‑或组织‑特异性的分布和细胞‑特异性的摄入。在

一些实施方案中，非核苷酸基团增强RNAi试剂的胞吞作用。

[0684] 靶向基团或靶向部分增强与其连接的缀合物或RNAi试剂的药代动力学或生物分

布特性，以改善缀合物或RNAi试剂的细胞特异性(包括，在一些情况下，器官特异性)分布和

细胞特异性(或器官特异性)摄入。靶向基团可以是一价的、二价的、三价的、四价的，或对于

其针对的靶标具有更高的价态。代表性靶向基团包括、但不限于：对细胞表面分子具有亲和

力的化合物、细胞受体配体、半抗原、抗体、单克隆抗体、抗体片段和对细胞表面分子具有亲

和力的抗体模拟物。在一些实施方案中，使用接头(诸如PEG接头)或一个、两个或三个脱碱

基残基和/或核糖醇(脱碱基核糖)残基(其在一些情况下可以充当接头)将靶向基团连接至

RNAi试剂。

[0685] 与或不与接头一起，靶向基团可以连接至在表2、3、4、5、6、7和11中公开的任何有

义链和/或反义链的5′或3′末端。与或不与靶向基团一起，接头可以连接至在表2、3、4、5、6、

7和11中公开的任何有义链和/或反义链的5′或3′末端。

[0686] 可以合成在5′‑端和/或3′‑端具有反应基团诸如氨基(在本文中也被称作胺)的本

文描述的MUC5AC  RNAi试剂。所述反应基团随后可以用于使用本领域中的典型方法连接靶

向部分。

[0687] 例如，在一些实施方案中，可以合成在RNAi试剂的有义链的5′‑端具有NH2‑C6基团

的本文公开的MUC5AC  RNAi试剂。末端氨基随后可以反应以形成缀合物，例如，与特定基团

反应，所述特定基团包括αvβ6整联蛋白靶向配体。在一些实施方案中，合成在RNAi试剂的有

义链的5′‑端具有一个或多个炔烃基的本文公开的MUC5AC  RNAi试剂。所述末端炔烃基可以

随后反应以形成缀合物，例如，与包括αvβ6整联蛋白靶向配体的基团反应。

[0688] 在一些实施方案中，靶向基团包含整联蛋白靶向配体。在一些实施方案中，整联蛋

白靶向配体是αvβ6整联蛋白靶向配体。αvβ6整联蛋白靶向配体的应用会促进向在其各自表

面上具有αvβ6的细胞的细胞特异性靶向，且整联蛋白靶向配体的结合可以促进它所连接的

治疗剂(诸如RNAi试剂)向细胞(诸如上皮细胞，包括肺上皮细胞和肾上皮细胞)中的进入。

整联蛋白靶向配体可以是单体的或单价的(例如，具有单个整联蛋白靶向部分)或多聚体的
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或多价的(例如，具有多个整联蛋白靶向部分)。使用本领域已知的方法，可以将靶向基团连

接至RNAi寡核苷酸的3'和/或5'末端。靶向基团(诸如αvβ6整联蛋白靶向配体)的制备描述

于例如国际专利申请公开号WO  2018/085415和国际专利申请公开号WO  2019/089765中，它

们中的每一篇的内容整体并入本文。

[0689] 在一些实施方案中，在不使用另外接头的情况下将靶向基团连接至MUC5AC  RNAi

试剂。在一些实施方案中，将所述靶向基团设计成具有易于呈现以促进与MUC5AC  RNAi试剂

的连接的接头。在一些实施方案中，当在组合物中包括两种或更多种RNAi试剂时，可以使用

相同的接头将两种或更多种RNAi试剂连接至它们各自的靶向基团。在一些实施方案中，当

在组合物中包括两种或更多种RNAi试剂时，使用不同的接头将两种或更多种RNAi试剂连接

至它们各自的靶向基团。

[0690] 在一些实施方案中，将连接基团缀合至RNAi试剂。所述连接基团促进所述试剂与

靶向基团、药代动力学调节剂、递送聚合物或递送媒介物的共价连接。所述连接基团可以连

接至RNAi试剂有义链或反义链的3′和/或5′末端。在一些实施方案中，所述连接基团连接至

RNAi试剂有义链。在一些实施方案中，所述连接基团缀合至RNAi试剂有义链的5′或3′末端。

在一些实施方案中，连接基团缀合至RNAi试剂有义链的5′末端。连接基团的例子包括、但不

限于C6‑SS‑C6、6‑SS‑6、反应基团诸如伯胺(例如，NH2‑C6)和炔烃、烷基基团、脱碱基残基/

核苷酸、氨基酸、三炔烃官能化的基团、核糖醇和/或PEG基团。某些连接基团的例子提供在

表12中。

[0691] 接头或连接基团是两个原子之间的连接，所述连接经由一个或多个共价键将一个

化学基团(诸如RNAi试剂)或目标区段连接至另一个化学基团(诸如靶向基团、药代动力学

调节剂或递送聚合物)或目标区段。不稳定的连接含有不稳定的键。连接可以任选地包括增

加两个连接的原子之间的距离的间隔区。间隔区可以进一步给连接增加柔性和/或长度。间

隔区包括、但不限于烷基、烯基、炔基、芳基、芳烷基、芳烯基和芳炔基；它们各自可以含有一

个或多个杂原子、杂环、氨基酸、核苷酸和糖。间隔区基团是本领域众所周知的，并且前述列

表并不旨在限制说明书的范围。在一些实施方案中，将MUC5AC  RNAi试剂缀合至聚乙二醇

(PEG)部分或缀合至具有12个或更多个碳原子的疏水基团，诸如胆固醇或棕榈酰基基团。

[0692] 在一些实施方案中，MUC5AC  RNAi试剂连接至一种或多种药代动力学/药效动力学

(PK/PD)调节剂。PK/PD调节剂可以通过改善的细胞受体结合、改善的细胞摄取和/或其它方

式增加缀合的药物的循环时间和/或增加RNAi试剂的活性。适合与RNAi试剂一起使用的各

种PK/PD调节剂是本领域已知的。在一些实施方案中，所述PK/PD调节剂可以是胆固醇或胆

甾醇基衍生物，或者在某些情况下，PK/PD调节剂可以包含烷基基团、烯基基团、炔基基团、

芳基基团、芳烷基基团、芳烯基基团或芳炔基基团，它们各自可以是直链的、支链的、环状的

和/或被取代的或未被取代的。在一些实施方案中，这些部分的连接位置是在有义链的5'或

3'末端处，在有义链的任何给定核苷酸的核糖环的2'位置处，和/或在有义链任何位置连接

至磷酸酯或硫代磷酸酯主链。

[0693] 在表2、3、4、5、6、7和11中列出的任何MUC5AC  RNAi试剂核苷酸序列(无论是修饰的

还是未修饰的)可以含有3′和/或5′靶向基团、连接基团和/或PK/PD调节剂。在表3、4、5、6、7

和11中列出的或本文另外描述的任何MUC5AC  RNAi试剂序列(其含有3′或5′靶向基团、连接

基团和/或PK/PD调节剂)可以可替换地不含3′或5′靶向基团、连接基团或PK/PD调节剂，或
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者可以含有不同的3′或5′靶向基团、连接基团或药代动力学调节剂，包括、但不限于描述于

表12中的那些。在表8A、8B、8C、9、10A、10B和11中列出的任何MUC5AC  RNAi试剂双链体(无论

是修饰的还是未修饰的)可以进一步包含靶向基团或连接基团，包括、但不限于描述于表11

中的那些，并且所述靶向基团或连接基团可以连接至MUC5AC  RNAi试剂双链体的有义链或

反义链的3'或5'末端。

[0694] 某些修饰的核苷酸、加帽部分和连接基团的例子提供在表12中。

[0695] 表12。代表各种修饰的核苷酸、加帽部分和连接基团的结构(其中 指示连接点)

[0696]
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[0697]

说　明　书 133/183 页

140

CN 117858949 A

140



[0698]
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[0699]
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[0700]
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[0701]
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[0702]

[0703] 可替换地，可以使用本领域已知的其它连接基团。在许多情况下，可以商业上获得

连接基团，或者可替换地，可以将连接基团掺入商购可得的核苷酸氨基亚磷酸酯中。(参见，

例如，国际专利申请公开号WO  2019/161213，其通过引用整体并入本文)。

[0704] 在一些实施方案中，在不缀合至靶向配体或药代动力学/药效动力学(PK/PD)调节

剂的情况下递送MUC5AC  RNAi试剂(被称作“裸露”或“裸露RNAi试剂”)。

[0705] 在一些实施方案中，将MUC5AC  RNAi试剂缀合至靶向基团、连接基团、PK调节剂和/

或另一种非核苷酸基团以促进MUC5AC  RNAi试剂向选择的细胞或组织(例如，向体内上皮细

胞)的递送。在一些实施方案中，将MUC5AC  RNAi试剂缀合至靶向基团，其中所述靶向基团包

括整联蛋白靶向配体。在一些实施方案中，所述整联蛋白靶向配体是αvβ6整联蛋白靶向配

体。在一些实施方案中，靶向基团包括一种或多种αvβ6整联蛋白靶向配体。

[0706] 在一些实施方案中，递送媒介物可以用于将RNAi试剂递送至细胞或组织。递送媒

介物是改善RNAi试剂向细胞或组织的递送的化合物。递送媒介物可以包括、但不限于以下

物质，或由以下物质组成：聚合物(诸如两亲性聚合物)、膜活性聚合物、肽、蜂毒肽、蜂毒肽‑

样肽(MLP)、脂质、可逆修饰的聚合物或肽，或可逆修饰的膜活性多胺。

[0707] 在一些实施方案中，所述RNAi试剂可以与脂质、纳米颗粒、聚合物、脂质体、胶束、

DPC或本领域中可用于核酸递送的其它递送系统组合。所述RNAi试剂还可以化学缀合至靶

向基团、脂质(包括、但不限于胆甾醇基和胆甾醇基衍生物)，包囊在纳米颗粒、脂质体、胶束

中，缀合至聚合物或DPC(参见，例如WO  2000/053722、WO  2008/022309、WO  2011/104169和

WO  2012/083185、WO  2013/032829、WO  2013/158141，它们中的每一篇通过引用并入本文)，

通过离子透入法，或通过掺入本领域可用的其它递送媒介物或系统(诸如水凝胶、环糊精、

可生物降解的纳米囊、生物粘附微米球或蛋白性载体)中。在一些实施方案中，所述RNAi试

剂可以缀合至对肺上皮细胞具有亲和力的抗体。在一些实施方案中，所述RNAi试剂可以连

接至对肺上皮细胞或存在于肺上皮细胞上的受体具有亲和力的靶向配体。

[0708] 药物组合物和制剂

[0709] 本文公开的MUC5AC  RNAi试剂可以制备为药物组合物或制剂(在本文中也被称作

“药物”)。在一些实施方案中，药物组合物包括至少一种MUC5AC  RNAi试剂。这些药物组合物

特别可用于抑制靶细胞、细胞集合、组织或生物体中MUC5AC  mRNA的表达。所述药物组合物

可以用于治疗患有疾病、障碍或病症的受试者，所述疾病、障碍或病症将受益于靶mRNA水平

说　明　书 138/183 页

145

CN 117858949 A

145



的降低或靶基因表达的抑制。所述药物组合物可以用于治疗处于发生疾病或障碍的风险的

受试者，所述疾病或障碍将受益于靶mRNA水平的降低或靶基因表达的抑制。在一个实施方

案中，所述方法包括向待治疗的受试者施用连接至本文描述的靶向配体的MUC5AC  RNAi试

剂。在一些实施方案中，将一种或多种药学上可接受的赋形剂(包括媒介物、载体、稀释剂

和/或递送聚合物)加入包括MUC5AC  RNAi试剂的药物组合物中，从而形成适合于体内递送

至受试者(包括人)的药物制剂或药物。

[0710] 本文公开的包括MUC5AC  RNAi试剂的药物组合物和方法降低细胞、细胞集合、组

织、器官或受试者中的靶mRNA水平，包括通过给所述受试者施用治疗有效量的本文描述的

MUC5AC  RNAi试剂，从而抑制所述受试者中MUC5AC  mRNA的表达。在一些实施方案中，所述受

试者先前已经被鉴定或诊断为患有可以至少部分地由MUC5AC表达减少介导的疾病或障碍。

在一些实施方案中，所述受试者先前已经被诊断患有一种或多种粘液阻塞性肺病，诸如哮

喘、CF、COPD、NCFB、PCD。在一些实施方案中，所述粘液阻塞性肺病是重度哮喘。

[0711] 在一些实施方案中，所述受试者先前已经被诊断患有间质性肺病、癌症(诸如肺腺

癌、胰腺癌、唾液腺癌、乳癌、胆管癌、卵巢癌和其它肿瘤)、呼吸道感染(诸如呼吸道合胞体

病毒、流感、鼻病毒)、中耳炎、炎性肠病、胆石病、变应性鼻炎、慢性鼻及鼻窦炎或鼻息肉病。

[0712] 本公开内容的实施方案包括用于将MUC5AC  RNAi试剂递送至体内肺上皮细胞的药

物组合物。这样的药物组合物可以包括例如与包含整联蛋白靶向配体的靶向基团缀合的

MUC5AC  RNAi试剂。在一些实施方案中，所述整联蛋白靶向配体包含αvβ6整联蛋白配体。

[0713] 在一些实施方案中，所描述的包括MUC5AC  RNAi试剂的药物组合物用于治疗或控

制将受益于MUC5AC表达的抑制的受试者的临床表现。在一些实施方案中，将治疗或预防有

效量的一种或多种药物组合物施用给需要这种治疗的受试者。在一些实施方案中，所公开

的MUC5AC  RNAi试剂中的任一种的施用可以用于减少受试者中疾病的症状的数目、严重程

度和/或频率。

[0714] 在一些实施方案中，所描述的MUC5AC  RNAi试剂任选地与一种或多种另外的(即，

第二种、第三种等)治疗剂组合。第二种治疗剂可以是另一种MUC5AC  RNAi试剂(例如，靶向

MUC5AC基因内不同序列的MUC5AC  RNAi试剂)。在一些实施方案中，第二种治疗剂可以是靶

向MUC5AC基因的RNAi试剂。另外的治疗剂还可以是小分子药物、抗体、抗体片段和/或适体。

具有或不具有一种或多种另外的治疗剂的MUC5AC  RNAi试剂可以与一种或多种赋形剂组合

以形成药物组合物。

[0715] 所描述的包括MUC5AC  RNAi试剂的药物组合物可以用于治疗患有疾病或障碍的受

试者中的至少一种症状，所述疾病或障碍将受益于MUC5AC  mRNA表达的减少或抑制。在一些

实施方案中，给所述受试者施用治疗有效量的一种或多种包括MUC5AC  RNAi试剂的药物组

合物，从而治疗所述症状。在其它实施方案中，给所述受试者施用预防有效量的一种或多种

MUC5AC  RNAi试剂，从而预防或抑制至少一种症状。

[0716] 在一些实施方案中，将所描述的MUC5AC  RNAi试剂中的一种或多种在药学上可接

受的载体或稀释剂中施用给哺乳动物。在一些实施方案中，所述哺乳动物是人。

[0717] 所述施用途径是使MUC5AC  RNAi试剂与身体接触的路径。一般而言，施用药物、寡

核苷酸和核酸来治疗哺乳动物的方法是本领域众所周知的，并且可以应用于本文描述的组

合物的施用。可以通过任何合适的途径在针对特定途径适当定制的制品中施用本文公开的

说　明　书 139/183 页

146

CN 117858949 A

146



MUC5AC  RNAi试剂。因此，在一些实施方案中，通过吸入、鼻内施用、气管内施用或口咽抽吸

施用来施用本文描述的药物组合物。在一些实施方案中，可以通过注射施用所述药物组合

物，例如，静脉内地、肌肉内地、皮内地、皮下地、关节内地、眼内地或腹膜内地或局部地。

[0718] 使用本领域已知的寡核苷酸递送技术，可以将包含本文描述的MUC5AC  RNAi试剂

的药物组合物递送至细胞、细胞集合、组织或受试者。一般而言，本领域公认的用于递送核

酸分子(体外或体内)的任何合适的方法可以适用于与本文描述的组合物一起使用。例如，

递送可以是通过局部施用(例如，直接注射、植入或局部施用)、全身施用或皮下、静脉内、腹

膜内或胃肠外途径，包括颅内(例如，心室内、实质内和鞘内)、肌肉内、透皮、气道(气雾剂)、

鼻、口服、直肠或局部(包括含服和舌下)施用。

[0719] 在一些实施方案中，通过吸入、鼻内施用、口咽抽吸施用或气管内施用来施用所述

组合物。例如，在一些实施方案中，期望本文描述的MUC5AC  RNAi试剂抑制肺上皮中MUC5AC

基因的表达，为此通过吸入(例如，通过吸入器装置，诸如计量剂量吸入器，或喷雾器诸如喷

射或振动网喷雾器，或软雾吸入器)进行的施用是特别合适的和有利的。

[0720] 在一些实施方案中，本文描述的药物组合物包含一种或多种药学上可接受的赋形

剂。本文描述的药物组合物被配制用于施用给受试者。

[0721] 本文中使用的药物组合物或药物包括药理学有效量的至少一种所描述的治疗性

化合物和一种或多种药学上可接受的赋形剂。药学上可接受的赋形剂(赋形剂)是在药物递

送系统中有意包括的除了活性药物成分(API，治疗产品，例如，MUC5AC  RNAi试剂)以外的物

质。赋形剂在预期剂量不发挥治疗效果或不意图发挥治疗效果。赋形剂可起如下作用：a)在

制造期间有助于药物递送系统的加工，b)保护、支持或增强API的稳定性、生物利用度或患

者可接受性，c)有助于产品鉴定，和/或d)在储存或使用期间增强API递送的总体安全性、有

效性的任何其它属性。药学上可接受的赋形剂可以是或可以不是惰性物质。

[0722] 赋形剂包括、但不限于：吸收增强剂、抗粘着剂、消泡剂、抗氧化剂、粘合剂、缓冲

剂、载体、包衣剂、着色剂、递送增强剂、递送聚合物、去污剂、葡聚糖、右旋糖、稀释剂、崩解

剂、乳化剂、增量剂、填充剂、矫味剂、助流剂、保湿剂、润滑剂、油、聚合物、防腐剂、盐水、盐、

溶剂、糖、表面活性剂、助悬剂、持续释放基质、甜味剂、增稠剂、张度剂、媒介物、防水剂和润

湿剂。

[0723] 适合于注射使用的药物组合物包括无菌水溶液(在水溶性的情况下)或分散体以

及用于即时制备无菌可注射溶液或分散体的无菌粉剂。对于静脉内施用，合适的载体包括

生理盐水、抑制细菌的水、 ELTM(BASF ,Parsippany ,NJ)或磷酸盐缓冲盐水

(PBS)。它应当在制造和储存条件下是稳定的，并且应当针对微生物诸如细菌和真菌的污染

作用进行保存。所述载体可以是溶剂或分散介质，其含有例如水、乙醇、多元醇(例如，甘油、

丙二醇和液体聚乙二醇)和它们的合适混合物。可以维持适当的流动性，例如，通过使用包

衣剂诸如卵磷脂通过维持所需的粒度(在分散系的情况下)和通过使用表面活性剂。在许多

情况下，将优选在组合物中包含等渗剂，例如，糖、多元醇诸如甘露醇、山梨醇和氯化钠。通

过在所述组合物中包含延迟吸收的试剂例如单硬脂酸铝和明胶，可以实现可注射组合物的

延长吸收。

[0724] 可以如下制备无菌注射溶液：将活性化合物以所需量掺入根据需要具有与上文所

列举的一种成分或成分的组合的适当溶剂中，随后过滤灭菌。通常，如下制备分散体：将活
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性化合物掺入无菌媒介物中，所述无菌媒介物含有a基础分散介质和来自上面列举的那些

的所需其它成分。就用于制备无菌可注射溶液的无菌粉末而言，制备方法包括真空干燥和

冷冻干燥，其从其先前无菌过滤的溶液产生活性成分和任何另外的期望成分的粉末。

[0725] 适合于关节内施用的制剂可以呈药物的无菌水性制剂的形式，其可以呈微晶形

式，例如呈水性微晶悬浮液的形式。脂质体制剂或可生物降解的聚合物系统也可用于呈送

用于关节内和眼科施用的药物。

[0726] 适合于吸入施用的制剂可以如下制备：将所需量的活性化合物掺入适当的溶剂

中，随后无菌过滤。一般而言，用于吸入施用的制剂是在生理pH的无菌溶液并且具有低粘度

(<5cP)。可以将盐加入制剂中以平衡张度。在某些情况下，可以添加表面活性剂或共溶剂以

增加活性化合物溶解度并改善气雾剂特征。在某些情况下，可以添加赋形剂来控制粘度，以

确保雾化微滴的尺寸和分布。

[0727] 在一些实施方案中，可以在注射用水(无菌水)、等渗盐水(0.9％盐水)或水性磷酸

钠缓冲液中制备适合于吸入施用的包括本文公开的MUC5AC  RNAi试剂的药物制剂(例如，在

0.5mM磷酸二氢钠中、在0.5mM磷酸氢二钠中、在水中配制的MUC5AC  RNAi试剂)。

[0728] 可以用载体制备活性化合物，所述载体会保护化合物免于从身体中快速消除，诸

如控释制剂，包括植入剂和微囊化的递送系统。可以使用可生物降解的、生物相容的聚合

物，诸如乙烯醋酸乙烯酯、聚酸酐、聚乙醇酸、胶原、聚原酸酯和聚乳酸。本领域技术人员会

明白用于制备这样的制剂的方法。脂质体混悬液也可以用作药学上可接受的载体。这些可

以根据本领域技术人员已知的方法来制备，例如，如在美国专利号4,522,811中所述。

[0729] 为了容易施用和剂量的均匀度，所述MUC5AC  RNAi试剂可以以剂量单位形式配制

在组合物中。剂量单位形式表示适合作为待治疗受试者的单位剂量的物理上离散的单元；

每个单位含有与所需药用载体组合的经计算会产生所需治疗效果的预定量的活性化合物。

关于本公开内容的剂量单位形式的规范取决于且直接依赖于活性化合物的独性特征和要

实现的治疗效果，和本领域中固有的为了治疗个体配制这样的活性化合物的限制。

[0730] 药物组合物可以含有在药物组合物中常见的其它另外组分。这样的另外组分包

括、但不限于：抗瘙痒药、收敛剂、局部麻醉药或抗炎剂(例如，抗组胺剂、苯海拉明等)。还考

虑表达或包含本文定义的RNAi试剂的细胞、组织或分离的器官可以用作“药物组合物”。本

文中使用的“药理学有效量”、“治疗有效量”或简称“有效量”表示产生药理学、治疗或预防

结果的RNAi试剂的量。

[0731] 在一些实施方案中，除了施用本文公开的RNAi试剂之外，本文公开的方法进一步

包含施用第二种治疗剂或治疗的步骤。在一些实施方案中，所述第二种治疗剂是另一种

MUC5AC  RNAi试剂(例如，靶向MUC5AC靶标内的不同序列的MUC5AC  RNAi试剂)。在其它实施

方案中，所述第二种治疗剂可以是小分子药物、抗体、抗体片段和/或适体。

[0732] 在一些实施方案中，本文描述了组合物，其包含至少两种具有不同序列的MUC5AC 

RNAi试剂的组合或混合物。在一些实施方案中，所述两种或更多种MUC5AC  RNAi试剂各自单

独地且独立地连接至靶向基团。在一些实施方案中，所述两种或更多种MUC5AC  RNAi试剂各

自连接至包括整联蛋白靶向配体或由整联蛋白靶向配体组成的靶向基团。在一些实施方案

中，所述两种或更多种MUC5AC  RNAi试剂各自连接至包括αvβ6整联蛋白靶向配体或由αvβ6
整联蛋白靶向配体组成的靶向基团。
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[0733] 本文描述了用于将MUC5AC RNAi试剂递送至肺上皮细胞的组合物。此外，本文一般

地描述了用于在体内将MUC5AC RNAi试剂递送至细胞的组合物，所述细胞包括肾上皮细胞

和/或在胃肠道或生殖道中的上皮细胞和/或在眼中的眼表面上皮细胞。

[0734] 通常，本文公开的MUC5AC RNAi试剂的有效量将在约0.0001至约20mg/kg体重/肺

沉积剂量(PDD)的范围内，例如，约0.001至约5mg/kg 体重/肺沉积剂量。在一些实施方案

中，MUC5AC RNAi 试剂的有效量将在约 0.01 mg/kg 至约 3.0mg/kg 体重/肺沉积剂量的

范围内。在一些实施方案中，MUC5AC RNAi 试剂的有效量将在约 0.03 mg/kg 至约 2.0mg/

kg 体重/肺沉积剂量的范围内。在一些实施方案中，MUC5AC RNAi 试剂的有效量将在约 

0.01 至约 1.0mg/kg 体重/肺沉积剂量的范围内。在一些实施方案中，MUC5AC RNAi 试剂

的有效量将在约 0.25 至约 1 .0mg/kg 体重/肺沉积剂量的范围内。在一些实施方案中，

MUC5AC RNAi 试剂的有效量将在约 0.25mg/kg 体重/肺沉积剂量的范围内。在一些实施方

案中，MUC5AC RNAi 试剂的有效量将在约 0.50mg/kg 体重/肺沉积剂量的范围内。在一些

实施方案中，MUC5AC RNAi 试剂的有效量将在约 1.0mg/kg体重/肺沉积剂量的范围内。根

据本领域已知的方法计算肺沉积剂量(PDD)(参见Wolff R.K.,Dorato M.A.,Toxicologic 

Testing of Inhaled Pharmaceutical Aerosols,Crit Rev Toxicol.,1993；23(4):343‑

369；Tepper等人,International J.Toxicology,2016，第35(4)卷:376‑392)。本领域众所

周知(尤其是对于人受试者而言)的计算剂量的可比较的且可替换地可接受的方法是确定

可吸入递送剂量(RDD)。RDD表示在具有适合于渗透到肺中的尺寸的微滴中所含的药物的

量。通常，本文公开的MUC5AC RNAi试剂的有效量将是在约0.001至约5mg可吸入递送剂量

(RDD)/kg体重的范围内。

[0735] 对于临床应用，在人受试者中产生这样的RDD所需的所选递送装置(例如，喷雾器)

中需要加载的MUC5AC RNAi试剂的量将取决于所使用的递送装置(参见，例如,Hatley RHM,

Byrne SM ,Variability in delivered dose and respirabledelivered dose from 

nebulizers:are current regulatory testing guidelines sufficient to produce 

meaningful information？,Med Devices,2017,10:17‑28)。某些较低效率的喷雾器，例如，

RDD为加载到喷雾器中的剂量的大约15％‑25％。对于其它更高效的装置，例如，RDD为加载

到喷雾器中的剂量的大约50％、大约60％或甚至高于60％。在一些实施方案中，可以将例如

大约5mg、大约10mg、大约20mg、大约25mg、大约50mg、大约75mg、大约100mg、大约150mg、大约

200mg、大约250mg或大约300mg的MUC5AC RNAi试剂的固定剂量加载到选择的各个装置中，

这将产生每剂约0.001至约5mg/kg体重的RDD。期望或需要施用的量也可能取决于诸如患者

的总体健康状况、所递送的化合物的相对生物效能、药物的制剂、在制剂中赋形剂的存在和

类型以及施用途径等变量。此外，应当理解，施用的初始剂量可以增加超过上述上限水平以

快速达到期望的血液水平或组织水平，或者初始剂量可以小于最佳剂量。在各种实施方案

中，可以每天、每周、每两周、每三周、每月一次、每季度一次(即每三个月一次)或每六个月

一次施用剂量。在各种实施方案中，可以以被包含在上文提供的范围内的其它间隔施用剂

量。

[0736] 为了治疗疾病或为了形成用于治疗疾病的药物或组合物，本文描述的包含MUC5AC 

RNAi试剂的药物组合物可以与赋形剂或与第二种治疗剂或组合组合，所述第二种治疗剂或

组合包括、但不限于：第二种或其它RNAi试剂、小分子药物、抗体、抗体片段、肽和/或适体。
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[0737] 当加入药学上可接受的赋形剂或辅助剂中时，可以将所描述的MUC5AC  RNAi试剂

包装到试剂盒、容器、包装或分配器中。可以将本文描述的药物组合物包装在干燥粉末或气

雾剂吸入器、其它计量剂量吸入器、喷雾器、预填充注射器或管形瓶中。

[0738] 治疗方法和MUC5AC表达的抑制

[0739] 本文公开的MUC5AC  RNAi试剂可以用于治疗患有疾病或障碍的受试者(例如，人或

其它哺乳动物)，所述疾病或障碍将受益于RNAi试剂的施用。在一些实施方案中，本文公开

的RNAi试剂可以用于治疗受试者(例如，人)，其将受益于MUC5AC  mRNA的减少和/或表达抑

制和/或MUC5AC受体水平的减少。

[0740] 在一些实施方案中，本文公开的RNAi试剂可以用于治疗患有疾病或障碍的受试者

(例如，人)，所述受试者将受益于MUC5AC受体的减少，所述疾病或障碍包括、但不限于粘液

阻塞性肺病(诸如哮喘、CF、COPD、NCFB、PCD)、变应性支气管肺曲霉菌病、间质性肺病、癌症

(诸如肺腺癌、胰腺癌、唾液腺癌、乳癌、胆管癌、卵巢癌和其它肿瘤)、呼吸道感染(诸如呼吸

道合胞体病毒、流感、鼻病毒)、中耳炎、炎性肠病、胆石病、变应性鼻炎、慢性鼻及鼻窦炎和

鼻息肉病。在一些实施方案中，所述肺疾病是严重哮喘。受试者的治疗可以包括治疗性和/

或预防性治疗。给所述受试者施用治疗有效量的本文描述的任何一种或多种MUC5AC  RNAi

试剂。所述受试者可以是人、患者或人患者。所述受试者可以是成人、青少年、儿童或婴儿。

本文描述的药物组合物可以施用给人类或动物。

[0741] 已知增加的膜MUC5AC活性会促进粘液阻塞组织。在一些实施方案中，所描述的

MUC5AC  RNAi试剂用于治疗受试者中至少部分地由MUC5AC水平的降低介导的至少一种症

状。给所述受试者施用治疗有效量的任何一种或多种所描述的MUC5AC  RNAi试剂。在一些实

施方案中，给所述受试者施用预防有效量的任何一种或多种所描述的RNAi试剂，由此通过

预防或抑制至少一种症状来治疗所述受试者。

[0742] 在某些实施方案中，本公开内容提供了用于在有此需要的患者中治疗至少部分地

由MUC5AC基因表达介导的疾病、障碍、病症或病理学状态的方法，其中所述方法包括给所述

患者施用本文描述的MUC5AC  RNAi试剂中的任一种。

[0743] 在一些实施方案中，所述MUC5AC  RNAi试剂用于治疗或控制受试者的临床表现或

病理学状态，其中所述临床表现或病理学状态至少部分地由MUC5AC表达的减少介导。给所

述受试者施用治疗有效量的本文描述的MUC5AC  RNAi试剂或含有MUC5AC  RNAi试剂的组合

物中的一种或多种。在一些实施方案中，所述方法包含给待治疗的受试者施用包含本文描

述的MUC5AC  RNAi试剂的组合物。

[0744] 在另一个方面，本公开内容表征了可以通过MUC5AC受体水平的降低来解决的治疗

(包括预防性或预防性治疗)疾病或症状的方法，所述方法包括向有此需要的受试者施用包

括反义链的MUC5AC  RNAi试剂，所述反义链包含表2、表3或表11中的任何序列的序列。本文

还描述了用于这样的方法中的组合物。

[0745] 所描述的MUC5AC  RNAi试剂和/或包含MUC5AC  RNAi试剂的组合物可以用在治疗性

治疗由增强的或升高的MUC5AC蛋白或MUC5AC基因表达造成的疾病或病症的方法中。这样的

方法包括将本文描述的MUC5AC  RNAi试剂施用给受试者，例如，人或动物受试者。

[0746] 在另一个方面，本公开内容提供了用于治疗(包括预防性治疗)至少部分地由

MUC5AC表达介导的病理学状态(诸如病症或疾病)的方法，其中所述方法包括给受试者施用
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治疗有效量的包括反义链的RNAi试剂，所述反义链包含表2、表3或表11中的任何序列的序

列。

[0747] 在一些实施方案中，本文公开了用于抑制MUC5AC基因的表达的方法，其中所述方

法包括给细胞施用包括反义链的RNAi试剂，所述反义链包含表2、表3或表11中的任何序列

的序列。

[0748] 在一些实施方案中，本文公开了用于治疗(包括预防性治疗)至少部分地由MUC5AC

表达介导的病理学状态的方法，其中所述方法包括给受试者施用治疗有效量的包括有义链

的RNAi试剂，所述有义链包含表2、表4、表5、表6、表7或表11中的任何序列的序列。

[0749] 在一些实施方案中，本文公开了用于抑制MUC5AC基因的表达的方法，其中所述方

法包含给细胞施用包括有义链的RNAi试剂，所述有义链包含表2、表4、表5、表6、表7或表11

中的任何序列的序列。

[0750] 在一些实施方案中，本文公开了用于治疗(包括预防性治疗)至少部分地由MUC5AC

表达介导的病理学状态的方法，其中所述方法包括给受试者施用治疗有效量的包括有义链

和反义链的RNAi试剂，所述有义链包含表4、表5、表6、表7或表11中的任何序列的序列，所述

反义链包含表3或表11中的任何序列的序列。

[0751] 在一些实施方案中，本文公开了用于抑制MUC5AC基因的表达的方法，其中所述方

法包括给细胞施用包括有义链和反义链的RNAi试剂，所述有义链包含表4、表5、表6、表7或

表11中的任何序列的序列，所述反义链包含表3或表11中的任何序列的序列。

[0752] 在一些实施方案中，本文公开了抑制MUC5AC基因的表达的方法，其中所述方法包

括给受试者施用包括有义链和反义链的MUC5AC  RNAi试剂，所述有义链由表4、表5、表6、表7

或表11中的任何序列的核碱基序列组成，所述反义链由表3或表11中的任何序列的核碱基

序列组成。在其它实施方案中，本文公开了抑制MUC5AC基因的表达的方法，其中所述方法包

括给受试者施用包括有义链和反义链的MUC5AC  RNAi试剂，所述有义链由表4、表5、表6、表7

或表11中的任何修饰的序列的修饰的序列组成，所述反义链由表3或表11中的任何修饰的

序列的修饰的序列组成。

[0753] 在一些实施方案中，本文公开了用于抑制细胞中MUC5AC基因的表达的方法，其中

所述方法包括施用一种或多种MUC5AC  RNAi试剂，其包含在表8A、8B、8C、9、10A、10B和11中

所示的双链体之一的双链体结构。

[0754] 在一些实施方案中，相对于施用MUC5AC  RNAi试剂之前的受试者或未接受MUC5AC 

RNAi试剂的受试者，向其施用所描述的MUC5AC  RNAi试剂的受试者中某些肺上皮细胞中的

MUC5AC蛋白和/或MUC5AC  mRNA的数量或量减少了至少约5％、10％、15％、20％、25％、30％、

35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％、99％或大于99％。在一些实施方案中，相对于施用MUC5AC  RNAi试剂之前的受试者或

未接受MUC5AC  RNAi试剂的受试者，向其施用所描述的MUC5AC  RNAi试剂的受试者中某些上

皮细胞中的MUC5AC蛋白水平减少了至少约5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、

45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或

大于99％。可以在受试者的细胞、细胞集合和/或组织中降低受试者的基因表达水平、蛋白

水平和/或mRNA水平。在一些实施方案中，相对于施用MUC5AC  RNAi试剂之前的受试者或未

接受MUC5AC  RNAi试剂的受试者，已经向其施用所描述的MUC5AC  RNAi试剂的某些上皮细胞
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受试者中的MUC5AC  mRNA水平减少了至少约30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％或98％。

[0755] 通过本领域已知的任何方法，可以评估MUC5AC  mRNA和MUC5AC蛋白水平的降低。

MUC5AC  mRNA和/或MUC5AC蛋白水平的减少或降低在本文中统称为MUC5AC基因表达的降低、

减少或抑制。本文阐述的实施例说明了用于评估MUC5AC的抑制的已知方法。

[0756] 细胞、组织、器官和非人生物体

[0757] 涵盖了包含本文描述的MUC5AC  RNAi试剂中的至少一种的细胞、组织、器官和非人

生物体。通过将RNAi试剂递送至细胞、组织、器官或非人生物体来制备所述细胞、组织、器官

或非人生物体。

[0758] 另外的示例性实施方案

[0759] 这里提供了所公开的技术的某些另外的示例性实施方案。这些实施方案仅仅是示

例性的，并且不限制本公开内容或所附权利要求书的范围。

[0760] 实施方案1。用于抑制粘蛋白5AC基因的表达的RNAi试剂，其包含：包含至少17个连

续核苷酸的反义链，其与在表2或表3中提供的任一个序列相差0或1个核苷酸；和有义链，其

包含与所述反义链至少部分地互补的核苷酸序列。

[0761] 实施方案2。实施方案1的RNAi试剂，其中所述反义链包含在表2或表3中提供的任

一个序列的核苷酸2‑18。

[0762] 实施方案3。实施方案1或实施方案2的RNAi试剂，其中所述有义链包含至少17个连

续核苷酸的核苷酸序列，其与在表2或表4中提供的任一个序列相差0或1个核苷酸，并且其

中所述有义链具有与所述反义链在17个连续核苷酸上至少85％互补性的区域。

[0763] 实施方案4。实施方案1‑3中的任一个的RNAi试剂，其中所述RNAi试剂的至少一个

核苷酸是修饰的核苷酸或包括修饰的核苷间连接。

[0764] 实施方案5。实施方案1‑4中的任一个的RNAi试剂，其中所有的或基本上所有的核

苷酸是修饰的核苷酸。

[0765] 实施方案6。实施方案4‑5中的任一个的RNAi试剂，其中所述修饰的核苷酸选自：

2′‑O‑甲基核苷酸、2′‑氟核苷酸、2′‑脱氧核苷酸、2′,3′‑seco核苷酸模拟物、锁定核苷酸、

2'‑F‑阿拉伯糖核苷酸、2′‑甲氧基乙基核苷酸、脱碱基核苷酸、核糖醇、倒置核苷酸、倒置

2′‑O‑甲基核苷酸、倒置2′‑脱氧核苷酸、2′‑氨基‑修饰的核苷酸、2′‑烷基‑修饰的核苷酸、

吗啉代核苷酸、含有膦酸乙烯酯的核苷酸、含有环丙基膦酸酯的核苷酸和3′‑O‑甲基核苷

酸。

[0766] 实施方案7。实施方案5的RNAi试剂，其中所有的或基本上所有的核苷酸被2′‑O‑甲

基核苷酸、2′‑氟核苷酸或其组合修饰。

[0767] 实施方案8。实施方案1‑7中的任一个的RNAi试剂，其中所述反义链包含在表3或表

11中提供的任一个修饰的反义链序列的核苷酸序列。

[0768] 实施方案9。实施方案1‑8中的任一个的RNAi试剂，其中所述有义链包含在表4或表

11中提供的任一个修饰的有义链序列的核苷酸序列。

[0769] 实施方案10。实施方案1的RNAi试剂，其中所述反义链包含在表3或表11中提供的

任一个修饰的反义链序列的核苷酸序列，且所述有义链包含在表4或表11中提供的任一个

修饰的有义链序列的核苷酸序列。
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[0770] 实施方案11。实施方案1‑10中的任一个的RNAi试剂，其中所述有义链是18至30个

核苷酸长度，且所述反义链是18至30个核苷酸长度。

[0771] 实施方案12。实施方案11的RNAi试剂，其中所述有义链和所述反义链各自是18至

27个核苷酸长度。

[0772] 实施方案13。实施方案12的RNAi试剂，其中所述有义链和所述反义链各自是18至

24个核苷酸长度。

[0773] 实施方案14。实施方案13的RNAi试剂，其中所述有义链和所述反义链各自是21个

核苷酸长度。

[0774] 实施方案15。实施方案14的RNAi试剂，其中所述RNAi试剂具有两个平头末端。

[0775] 实施方案16。实施方案1‑15中的任一个的RNAi试剂，其中所述有义链包含一个或

两个末端帽。

[0776] 实施方案17。实施方案1‑16中的任一个的RNAi试剂，其中所述有义链包含一个或

两个倒置脱碱基残基。

[0777] 实施方案18。实施方案1的RNAi试剂，其中所述RNAi试剂包含有义链和反义链，它

们形成具有表8A、表8B、表8C、表9、表10A或表10B中的任一个双链体的结构的双链体。

[0778] 实施方案19。实施方案18的RNAi试剂，其中所有的或基本上所有的核苷酸是修饰

的核苷酸。

[0779] 实施方案20。实施方案1的RNAi试剂，其中所述反义链由特定核苷酸序列组成、基

本上由特定核苷酸序列组成，或包含特定核苷酸序列，所述特定核苷酸序列与下述核苷酸

序列(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

[0780] UUGUAGUAGUCGCAGAACA(SEQ  ID  NO:79)；或UUCUUGUUCAGGCAAAUCA(SEQ  ID  NO:

83)。

[0781] 实施方案21。实施方案1的RNAi试剂，其中所述反义链由特定核苷酸序列组成、基

本上由特定核苷酸序列组成，或包含特定核苷酸序列，所述特定核苷酸序列与下述核苷酸

序列(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

[0782] UUGUAGUAGUCGCAGAACAGC(SEQ  ID  NO:1525)；或UUCUUGUUCAGGCAAAUCAGC(SEQ  ID 

NO:1535)。

[0783] 实施方案22。实施方案1的RNAi试剂，其中所述有义链由特定核苷酸序列组成、基

本上由特定核苷酸序列组成，或包含特定核苷酸序列，所述特定核苷酸序列与下述核苷酸

序列(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

[0784] UGUUCUGCGACUACUACAA(SEQ  ID  NO:568)；或

[0785] UGAUUUGCCUGAACAAGAA(SEQ  ID  NO:572)。

[0786] 实施方案23。实施方案20、21或22的RNAi试剂，其中所有的或基本上所有的核苷酸

是修饰的核苷酸。

[0787] 实施方案24。实施方案1的RNAi试剂，其中所述反义链包含修饰的核苷酸序列、由

修饰的核苷酸序列组成或基本上由修饰的核苷酸序列组成，所述修饰的核苷酸序列与下述

核苷酸序列(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

[0788] cPrpusUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1127)；

[0789] usUfsgsUfaGfuAfgUfcGfcAfgAfaCfaGfsc(SEQ  ID  NO:1065)；
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[0790] usUfscsuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1166)；或

[0791] cPrpuUfcuuguucagGfcAfaAfucagsc(SEQ  ID  NO:1191)；

[0792] 其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、2′‑O‑甲基胞苷、2′‑O‑甲基鸟苷和2′‑O‑

甲基尿苷；Af、Cf、Gf和Uf分别代表2′‑氟腺苷、2′‑氟胞苷、2′‑氟鸟苷和2′‑氟尿苷；cPrpu代

表5’‑环丙基膦酸酯‑2’‑O‑甲基尿苷；s代表硫代磷酸酯键；且其中在所述有义链上的所有

的或基本上所有的核苷酸是修饰的核苷酸。

[0793] 实施方案25。实施方案1的RNAi试剂，其中所述有义链包含修饰的核苷酸序列、由

修饰的核苷酸序列组成或基本上由修饰的核苷酸序列组成，所述修饰的核苷酸序列与下述

核苷酸序列(5′→3′)之一相差0或1个核苷酸：

[0794] gscuguucuGfCfGfacuacuacaa(SEQ  ID  NO:1265)；或

[0795] gscugauUfuGfcCfugaacaagaa(SEQ  ID  NO:1315)；

[0796] 其中a、c、g和u分别代表2′‑O‑甲基腺苷、2′‑O‑甲基胞苷、2′‑O‑甲基鸟苷和2′‑O‑

甲基尿苷；Af、Cf、Gf和Uf分别代表2′‑氟腺苷、2′‑氟胞苷、2′‑氟鸟苷和2′‑氟尿苷；且s代表

硫代磷酸酯键；且其中在所述反义链上的所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的核苷酸。

[0797] 实施方案26。实施方案20‑25中的任一个的RNAi试剂，其中所述有义链进一步包括

在所述核苷酸序列的3’端末端处、在所述核苷酸序列的5’端末端处，或在二者处的倒置脱

碱基残基。

[0798] 实施方案27。实施方案1‑26中的任一个的RNAi试剂，其中所述RNAi试剂连接至靶

向配体。

[0799] 实施方案28。实施方案27的RNAi试剂，其中所述靶向配体对在上皮细胞上表达的

细胞受体具有亲和力。

[0800] 实施方案29。实施方案28的RNAi试剂，其中所述靶向配体包含整联蛋白靶向配体。

[0801] 实施方案30。实施方案29的RNAi试剂，其中所述整联蛋白靶向配体是αvβ6整联蛋

白靶向配体。

[0802] 实施方案31。实施方案30的RNAi试剂，其中所述靶向配体包含以下结构：

[0803] 或其药学上可接受的盐，或
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[0804] 或其药学上可接受的盐，其中 指示

与所述RNAi试剂的连接点。

[0805] 实施方案32。实施方案27‑30中的任一个的RNAi试剂，其中RNAi试剂缀合至具有以

下结构的靶向配体：

[0806]
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或其药学上可接受的盐，其中 指示与所述RNAi试剂的连接点。

[0807] 实施方案33。实施方案27‑30中的任一个的RNAi试剂，其中所述靶向配体具有以下

结构：

[0808]

[0809] 或其药学上可接受的盐，其中 指示与所述RNAi试剂的连接点。

[0810] 实施方案34。实施方案27‑33中的任一个的RNAi试剂，其中所述靶向配体缀合至所

述有义链。

[0811] 实施方案35。实施方案34的RNAi试剂，其中所述靶向配体缀合至所述有义链的5’

端末端。

[0812] 实施方案36。包含实施方案1‑35中的任一个的RNAi试剂的组合物，其中所述组合

物进一步包含药学上可接受的赋形剂。

[0813] 实施方案37。实施方案36的组合物，所述组合物进一步包含能够抑制粘蛋白5AC基

因表达的第二种RNAi试剂。

[0814] 实施方案38。实施方案36‑37中的任一个的组合物，所述组合物进一步包含一种或

多种另外的治疗剂。

[0815] 实施方案39。实施方案36‑38中的任一个的组合物，其中将所述组合物配制用于通

过吸入施用。

[0816] 实施方案40。实施方案39的组合物，其中通过计量剂量吸入器、喷射喷雾器、振动

网喷雾器或软雾吸入器递送所述组合物。

[0817] 实施方案41。实施方案36‑40中的任一个的组合物，其中所述RNAi试剂是钠盐。

[0818] 实施方案42。实施方案36‑41中的任一个的组合物，其中所述药学上可接受的赋形

剂是注射用水。

[0819] 实施方案43。实施方案36‑42中的任一个的组合物，其中所述药学上可接受的赋形

剂是等渗盐水。

[0820] 实施方案44。用于抑制细胞中MUC5AC基因的表达的方法，所述方法包含向细胞中

引入有效量的实施方案1‑35中的任一个的RNAi试剂或实施方案36‑43中的任一个的组合

物。

[0821] 实施方案45。实施方案44的方法，其中所述细胞是在受试者内。

[0822] 实施方案46。实施方案45的方法，其中所述受试者是人受试者。

[0823] 实施方案47。实施方案44‑46中的任一项所述的方法，其中在施用所述RNAi试剂之

后，所述粘蛋白5AC基因表达被抑制至少约30％。

[0824] 实施方案48。治疗一种或多种与MUC5AC蛋白水平相关的症状或疾病的方法，所述
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方法包含给有此需要的人受试者施用治疗有效量的实施方案36‑43中的任一个的组合物。

[0825] 实施方案49。实施方案48的方法，其中所述疾病是粘液阻塞性肺病。

[0826] 实施方案50。实施方案49的方法，其中所述粘液阻塞性肺病是哮喘(包括重度哮

喘)、囊性纤维化(CF)、支气管扩张(NCFB)或慢性阻塞性肺病(COPD)。

[0827] 实施方案51。实施方案50的方法，其中所述疾病是哮喘(包括重度哮喘)。

[0828] 实施方案52。实施方案48的方法，其中所述疾病是癌症。

[0829] 实施方案53。实施方案52的方法，其中所述癌症是肺腺癌、胰腺癌、唾液腺癌、乳

癌、胆管癌或卵巢癌。

[0830] 实施方案54。实施方案44‑53中的任一个的方法，其中以约0.01mg/kg至约5.0mg/

kg受试者体重的肺沉积剂量(PDD)施用所述RNAi试剂。

[0831] 实施方案55。实施方案44‑53中的任一个的方法，其中以约0.1mg/kg至约2.0mg/kg

受试者体重的肺沉积剂量(PDD)施用所述RNAi试剂。

[0832] 实施方案56。实施方案44‑53中的任一个的方法，其中以约0.01mg/kg至约5.0mg/

kg受试者体重的可吸入递送剂量(RDD)施用所述RNAi试剂。

[0833] 实施方案57。实施方案44‑53中的任一个的方法，其中以约0.1mg/kg至约2.0mg/kg

受试者体重的可吸入递送剂量(RDD)施用所述RNAi试剂。

[0834] 实施方案58。实施方案44‑57中的任一个的方法，其中在两个或更多个剂量中施用

所述RNAi试剂。

[0835] 实施方案59。实施方案1‑35中的任一个的RNAi试剂用于治疗至少部分地由粘蛋白

5AC蛋白水平介导的疾病、障碍或症状的用途。

[0836] 实施方案60。根据实施方案36‑43中的任一个的组合物用于治疗至少部分地由粘

蛋白5AC基因表达介导的疾病、障碍或症状的用途。

[0837] 实施方案61。根据实施方案36‑43中的任一个的组合物用于制备药物的用途，所述

药物用于治疗至少部分地由粘蛋白5AC基因表达介导的疾病、障碍或症状。

[0838] 实施方案62。实施方案59‑61中的任一个的用途，其中所述疾病是哮喘(包括重度

哮喘)。

[0839] 实施方案63。制备实施方案1‑35中的任一个的RNAi试剂的方法，所述方法包含使

有义链和反义链退火以形成双链核糖核酸分子。

[0840] 实施方案64。实施方案63的方法，其中所述有义链包含靶向配体。

[0841] 实施方案65。实施方案64的方法，所述方法包含将靶向配体缀合至所述有义链。

[0842] 实施方案66。用于抑制粘蛋白5AC基因的表达的RNAi试剂，其包含：

[0843] 包含至少15个连续核苷酸的反义链，其与在表2、表3或表11中提供的任一个序列

相差0个、1个、2个或3个核苷酸；和有义链，其包含与所述反义链至少部分地互补的核苷酸

序列。

[0844] 实施方案67。用于抑制粘蛋白5AC(MUC5AC)基因的表达的RNAi试剂，其包含：

[0845] 包含至少15个连续核苷酸的反义链，其与在表2或表3中公开的任一个序列相差0

个、1个、2个或3个核苷酸；和有义链，其包含与所述反义链至少部分地互补的核苷酸序列。

[0846] 实施方案68。用于抑制粘蛋白5AC(MUC5AC)基因的表达的RNAi试剂，其包含：

[0847] 包含至少15个连续核苷酸的有义链，其与SEQ  ID  NO:1的相同核苷酸长度段相差0
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个、1个、2个或3个核苷酸；和反义链，其包含与所述有义链至少部分地互补的核苷酸序列。

[0848] 实施方案69。MUC5AC基因的抑制剂，其包含具有至少15个连续核苷酸的反义核苷

酸序列，该序列与表1中的任一个靶核苷酸序列相差0个、1个、2个或3个互补的核苷酸。

[0849] 实施方案70。RNAi试剂，其包含：(i)反义链，其包含具有至少15个连续核苷酸的核

苷酸序列，该序列与表2、表3或表11中的核苷酸序列中的任一个相差0个、1个、2个或3个核

苷酸，和(ii)与所述反义链至少部分地互补的有义链。

[0850] 实施方案71。RNAi试剂，其包含：(i)反义链，其包含来自表2、表3或表11中的任何

反义链核苷酸序列的核苷酸序列、由所述核苷酸序列组成或基本上由所述核苷酸序列组

成，和(ii)有义链，其包含来自表2、表4、表5、表6、表7或表11中的任何有义链核苷酸序列的

核苷酸序列、由所述核苷酸序列组成或基本上由所述核苷酸序列组成。

[0851] 实施方案72。RNAi试剂，其包含退火以形成双链体的反义链和有义链，其中所述双

链体具有在表8A、表8B、表8C、表9、表10或表11中所示的任何双链体的结构。

[0852] 实施方案73。用于抑制粘蛋白5AC基因的表达的RNAi试剂，其包含：

[0853] 包含至少17个连续核苷酸的反义链，其与在表2或表3中提供的任一个序列相差0

或1个核苷酸；和

[0854] 有义链，其包含与所述反义链至少部分地互补的核苷酸序列，

[0855] 其中任选地所述有义链和所述反义链的所有的或基本上所有的核苷酸是修饰的

核苷酸，并且其中所述有义链任选地连接至靶向配体。

[0856] 现在用以下非限制性实施例举例说明上面提供的实施方案和项目。

[0857] 实施例

[0858] 实施例1.MUC5AC  RNAi试剂的合成.

[0859] 根据以下内容合成本文公开的MUC5AC  RNAi试剂双链体：

[0860] A.合成.根据在寡核苷酸合成中使用的固相上的氨基亚磷酸酯技术，合成MUC5AC 

RNAi试剂的有义链和反义链。取决于规模，使用 (Bioautomation)、

(Bioautomation)或OP  Pilot  100(GE  Healthcare)。在由可控孔度玻璃

(CPG， 或 得自Prime  Synthesis，Aston，PA，美国)制成的固体支持物上执行合

成。所有RNA和2′‑修饰的RNA氨基亚磷酸酯购自Thermo  Fisher  Scientific(Milwaukee ,

WI，美国)。具体地，使用的2′‑O‑甲基氨基亚磷酸酯包括下述：(5′‑O‑二甲氧基三苯甲基‑

N6‑(苯甲酰基)‑2′‑O‑甲基‑腺苷‑3′‑O‑(2‑氰基乙基‑N,N‑二异丙基氨基)氨基亚磷酸酯、

5′‑O‑二甲氧基‑三苯甲基‑N4‑(乙酰基)‑2′‑O‑甲基‑胞苷‑3′‑O‑(2‑氰基乙基‑N,N‑二异丙

基‑氨基)氨基亚磷酸酯、(5′‑O‑二甲氧基三苯甲基‑N2‑(异丁酰基)‑2′‑O‑甲基‑鸟苷‑3′‑

O‑(2‑氰基乙基‑N,N‑二异丙基氨基)氨基亚磷酸酯和5′‑O‑二甲氧基三苯甲基‑2′‑O‑甲基‑

尿苷‑3′‑O‑(2‑氰基乙基‑N,N‑二异丙基氨基)氨基亚磷酸酯。2′‑脱氧‑2′‑氟‑氨基亚磷酸

酯携带与2′‑O‑甲基RNA亚酰胺化物相同的保护基。5′‑二甲氧基三苯甲基‑2′‑O‑甲基‑肌

苷‑3′‑O‑(2‑氰基乙基‑N,N‑二异丙基氨基)氨基亚磷酸酯购自Glen  Research(Virginia)。

倒置脱碱基(3′‑O‑二甲氧基三苯甲基‑2′‑脱氧核糖‑5′‑O‑(2‑氰基乙基‑N,N‑二异丙基氨

基)氨基亚磷酸酯购自ChemGenes(Wilmington,MA，美国)。使用下述UNA氨基亚磷酸酯：5′‑

(4,4'‑二甲氧基三苯甲基)‑N6‑(苯甲酰基)‑2′,3′‑seco‑腺苷、2′‑苯甲酰基‑3′‑[(2‑氰基
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乙基)‑(N,N‑二异丙基)]‑氨基亚磷酸酯、5′‑(4,4'‑二甲氧基三苯甲基)‑N‑乙酰基‑2′,3′‑

seco‑胞嘧啶、2′‑苯甲酰基‑3′‑[(2‑氰基乙基)‑(N,N‑二异丙基)]‑氨基亚磷酸酯、5′‑(4,

4'‑二甲氧基三苯甲基)‑N‑异丁酰基‑2′,3′‑seco‑鸟苷、2′‑苯甲酰基‑3′‑[(2‑氰基乙基)‑

(N,N‑二异丙基)]‑氨基亚磷酸酯和5′‑(4,4'‑二甲氧基‑三苯甲基)‑2′,3′‑seco‑尿苷、2′‑

苯甲酰基‑3′‑[(2‑氰基乙基)‑(N,N‑二异丙基)]‑氨基亚磷酸酯。TFA氨基连接氨基亚磷酸

酯也商业购买(ThermoFisher)。接头L6是从BroadPharm(目录号BP‑20907)购买的炔丙基‑

PEG5‑NHS，并使用标准偶联条件偶联至来自氨基连接氨基亚磷酸酯的NH2‑C6基团以形成‑

L6‑C6‑。接头Alk‑cyHex类似地商业购自Lumiprobe(炔烃氨基亚磷酸酯,5’‑端)作为含有炔

丙基的化合物氨基亚磷酸酯化合物以形成接头‑Alk‑cyHex‑。在每种情况下，使用本文所述

的条件按照指定引入硫代磷酸酯键。根据国际专利申请公开号WO  2017/214112合成环丙基

膦酸酯氨基亚磷酸酯(也参见Altenhofer等人,Chem.Communications(Royal  Soc.Chem.) ,

57(55):6808‑6811(2021))。

[0861] 将含有三炔烃的氨基亚磷酸酯溶解在无水二氯甲烷或无水乙腈(50mM)中，而将所

有其它亚酰胺化物溶解在无水乙腈(50mM)中并添加分子筛 使用5‑苄硫基‑1H‑四唑

(BTT,250mM在乙腈中)或5‑乙硫基‑1H‑四唑(ETT,250mM在乙腈中)作为活化剂溶液。偶联时

间为10分钟(RNA)、90秒(2′O‑Me)和60秒(2′F)。为了引入硫代磷酸酯键，使用3‑苯基1,2,4‑

二噻唑啉‑5‑酮(POS，得自PolyOrg ,Inc.,Leominster,MA，美国)在无水乙腈中的100mM溶

液。

[0862] 可替换地，在合成后引入三炔烃部分(参见下文部分E)。对于该途径，将有义链用

含有伯胺的5′和/或3′末端核苷酸官能化。将TFA氨基连接氨基亚磷酸酯溶解在无水乙腈

(50mM)中并添加分子筛 使用5‑苄硫基‑1H‑四唑(BTT,250mM在乙腈中)或5‑乙硫基‑

1H‑四唑(ETT,250mM在乙腈中)作为活化剂溶液。偶联时间为10分钟(RNA)、90秒(2′O‑Me)和

60秒(2′F)。为了引入硫代磷酸酯键，使用3‑苯基1,2,4‑二噻唑啉‑5‑酮(POS，得自PolyOrg,

Inc.,Leominster,MA，美国)在无水乙腈中的100mM溶液。

[0863] B.支持物结合的寡聚体的切割和去保护 .固相合成结束以后，将干燥的固体支持

物用40重量％的甲胺水溶液和28％‑31％的氢氧化铵溶液(Aldrich)的1:1体积溶液在30℃

处理1.5小时。将溶液蒸发并将固体残余物在水中重构(参见下面)。

[0864] C.纯化.使用TSKgel  SuperQ‑5PW  13μm柱和Shimadzu  LC‑8系统，通过阴离子交换

HPLC纯化粗制的寡聚体。缓冲液A是20mM  Tris,5mM  EDTA,pH  9.0，且含有20％乙腈，且除了

加入1.5M氯化钠以外，缓冲液B与缓冲液A相同。记录在260nm的紫外迹线。将适当的级分合

并，然后用100mM碳酸氢铵(pH  6 .7)和20％乙腈或过滤水的运行缓冲液使用填充了

Sephadex  G25  fine的GE  Healthcare  XK  16/40柱在尺寸排阻HPLC上运行。可替换地，将合

并的级分脱盐并通过切向流过滤交换到适当的缓冲液或溶剂系统中。

[0865] D.退火 .通过在1×PBS(磷酸盐缓冲盐水 ,1× ,Corning ,Cellgro)中组合等摩尔

RNA溶液(有义和反义)来混合互补链以形成RNAi试剂。将一些RNAi试剂低压冻干并在‑15

至‑25℃储存。通过在1×PBS中在UV‑Vis光谱仪上测量溶液吸光度，确定双链体浓度。然后

将在260nm的溶液吸光度乘以换算因子(0.050mg/(mL·cm))和稀释因子以确定双链体浓

度。
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[0866] E.三炔烃接头的缀合.在一些实施方案中，将三炔烃接头作为氨基亚磷酸酯缀合

至树脂上的RNAi试剂的有义链(关于示例性三炔烃接头氨基亚磷酸酯的合成，参见实施例

1G；关于氨基亚磷酸酯的缀合，参见实施例1A)。在其它实施方案中，三炔烃接头可以在从树

脂切割以后缀合至有义链，描述如下：在退火之前或之后，在一些实施方案中，将5′或3′胺

官能化的有义链缀合至三炔烃接头。可以用于形成本文公开的构建体的示例性三炔烃接头

结构如下：

[0867]

[0868] 为了将三炔烃接头缀合至退火的双链体，将胺官能化的双链体以约50‑70mg/mL溶

解在90％  DMSO/10％  H2O中。添加40当量的三乙胺，随后添加3当量的三炔烃‑PNP。一旦完

成，将缀合物在1x磷酸盐缓冲盐水/乙腈(1:14比率)的溶剂系统中沉淀两次，并干燥。

[0869] F.靶向配体SM6.1的合成

[0870] ((S)‑3‑(4‑(4‑((14‑叠氮基‑3,6,9,12‑四氧杂十四烷基)氧基)萘‑1‑基)苯基)‑

3‑(2‑(4‑((4‑甲基吡啶‑2‑基)氨基)丁酰氨基)乙酰氨基)丙酸)

[0871]

[0872] 将化合物5((4‑甲基吡啶‑2‑基)氨基甲酸叔丁酯)(0.501g ,2.406mmol,1当量)溶

解在DMF(17mL)中。向混合物中加入NaH(0.116mg ,3.01mmol,1.25当量，60％在油中的分散

体)。将混合物搅拌10min，然后加入化合物20(4‑溴丁酸乙酯(0.745g,3.82mmol,0.547mL))

(Sigma  167118)。3小时以后，将反应物用乙醇(18mL)淬灭并浓缩。将浓缩物溶解在DCM

(50mL)中，并用饱和NaCl水溶液(1x  50mL)洗涤，经Na2SO4干燥，过滤并浓缩。将产物在硅胶

柱上用在DCM中的0‑5％甲醇梯度纯化。

[0873]
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[0874] 将化合物21(0.80g ,2.378mmol)溶解在100mL丙酮:0.1M  NaOH[1:1]中。通过TLC

(5％乙酸乙酯在己烷中)监测反应。将有机物浓缩，并将残余物用0.3M柠檬酸(40mL)酸化至

pH  3‑4。将产物用DCM(3x  75mL)萃取。将有机物合并，经Na2SO4干燥，过滤并浓缩。将产物不

经进一步纯化地使用。

[0875]

[0876] 在0℃向化合物22(1.1g,3.95mmol,1当量)、化合物45(595mg,4.74mmol,1.2当量)

和TBTU(1 .52g ,4 .74mmol ,1 .2当量)在无水DMF(10mL)中的溶液中加入二异丙基乙胺

(2 .06mL ,11 .85mmol ,3当量)。将反应混合物温热至室温并搅拌3小时。将反应物用饱和

NaHCO3溶液(10mL)淬灭。将水相用乙酸乙酯(3x  10mL)萃取并将有机相合并，经无水Na2SO4
干燥，并浓缩。将产物使用硅胶作为固定相通过 分离。LC‑MS：计算的[M+H]+

366.20，发现367。

[0877]

[0878] 在0℃向化合物61(2g ,8.96mmol,1当量)和化合物62(2.13mL,17.93mmol,2当量)

在无水DMF(10mL)中的溶液中加入K2CO3(2.48g,17.93mmol,2当量)。将反应混合物温热至室

温并搅拌过夜。将反应物用水(10mL)淬灭。将水相用乙酸乙酯(3x  10mL)萃取并将有机相合

并，经无水Na2SO4干燥，并浓缩。将产物使用硅胶作为固定相通过 分离。

[0879]

[0880] 在0℃向化合物60(1.77g,4.84mmol,1当量)在THF(5mL)和H2O(5mL)中的溶液中逐

份加入氢氧化锂一水合物(0.61g,14.53mmol,3当量)。将反应混合物温热至室温。在室温搅

拌3小时以后，将反应混合物用HCl(6N)酸化至pH  3.0。将水相用乙酸乙酯(3x  20mL)萃取并

将有机层合并，经Na2SO4干燥，并浓缩。LC‑MS：计算的[M+H]+352.18，发现352。
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[0881]

[0882] 在‑78℃向化合物63(1.88g,6.0mmol,1.0当量)在无水THF(20mL)中的溶液中逐滴

加入在己烷中的n‑BuLi(3.6mL,9.0mmol,1.5当量)。将反应物在‑78℃保持另外1小时。然后

在‑78℃将硼酸三异丙酯(2.08mL,9.0mmol,1.5当量)加入混合物中。然后将反应物温热至

室温并搅拌另外1小时。将反应物用饱和NH4Cl溶液(20mL)淬灭并将pH调至3。将水相用

EtOAc(3x  20mL)萃取并将有机相合并，经Na2SO4干燥，并浓缩。

[0883]

[0884] 在圆底烧瓶中混合化合物12(300mg ,0 .837mmol ,1 .0当量)、化合物65(349mg ,

1 .256mmol ,1 .5当量)、XPhos  Pd  G2(13mg ,0 .0167mmol ,0 .02当量)和K3PO4(355mg ,

1.675mmol,2.0当量)。将烧瓶用螺旋帽隔膜密封，并然后抽真空并回填氮气(将该过程重复

共3次)。然后，经由注射器添加THF(8mL)和水(2mL)。将混合物用氮气鼓泡20min并将反应物

在室温保持过夜。将反应物用水(10mL)淬灭，并将水相用乙酸乙酯(3×10mL)萃取。将有机

相经Na2SO4干燥，浓缩，并使用硅胶作为固定相通过 纯化，并用在己烷中的

15％  EtOAc洗脱。LC‑MS：计算的[M+H]+512.24，发现512.56。

[0885]
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[0886] 将化合物66(858mg,1.677mmol,1.0当量)用冰浴冷却。将HCl在二氧杂环己烷中的

溶液(8.4mL,33.54mmol,20当量)加入烧瓶中。将反应物温热至室温并搅拌另外1小时。将溶

剂通过旋转蒸发器除去并将产物不经进一步纯化地直接使用。LC‑MS：计算的[M+H]+

412.18，发现412.46。

[0887]

[0888] 在0℃向化合物64(500mg ,1.423mmol,1当量)、化合物67(669mg ,1.494mmol,1.05

当量)和TBTU(548mg,0.492mmol,1.2当量)在无水DMF(15mL)中的溶液中加入二异丙基乙胺

(0.744mL,4.268mmol,3当量)。将反应混合物温热至室温并搅拌另外1小时。将反应物用饱

和NaHCO3水溶液(10mL)淬灭并将产物用乙酸乙酯(3x  20mL)萃取。将有机相合并，经Na2SO4
干燥，并浓缩。将产物使用硅胶作为固定相通过 纯化并用在DCM中的3‑4％

甲醇洗脱。收率为96.23％。LC‑MS：计算的[M+H]+745.35，发现746.08。

[0889]

[0890] 在室温向化合物68(1.02g,1.369mmol,1当量)在乙酸乙酯(10mL)中的溶液中加入

10％  Pd/C(0.15g ,50％  H2O)。将反应混合物温热至室温并通过LC‑MS监测反应。将反应物

在室温保持过夜。将固体穿过 过滤并将溶剂通过旋转蒸发器除去。将产物不经进

一步纯化地直接使用。LC‑MS:[M+H]+655.31，发现655.87。
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[0891]

[0892] 在0℃向化合物69(100mg ,0 .152mmol ,1当量)和叠氮基‑PEG5‑OTs(128mg ,

0.305mmol,2当量)在无水DMF(2mL)中的溶液中加入K2CO3(42mg,0.305mmol,2当量)。将反应

混合物在80℃搅拌6小时。将反应物用饱和NaHCO3溶液淬灭并将水层用乙酸乙酯(3x  10mL)

萃取。将有机相合并，经Na2SO4干燥，并浓缩。LC‑MS：计算的[M+H]+900.40，发现901.46。

[0893]

[0894] 在室温向化合物72(59mg ,0.0656mmol,1.0当量)在THF(2mL)和水(2mL)中的溶液

中加入氢氧化锂(5mg,0.197mmol,3.0当量)。将混合物在室温搅拌另外1小时。用HCl(6N)将

pH调至3.0并将水相用EtOAc(3x  10mL)萃取。将有机相合并，经Na2SO4干燥，并浓缩。将TFA

(0.5mL)和DCM(0.5mL)加入残余物中并将混合物在室温搅拌另外3小时。将溶剂通过旋转蒸

发器除去。LC‑MS：计算的[M+H]+786.37，发现786.95。

[0895] G.TriAlk  14的合成

[0896] 使用下面显示的合成途径可以合成如在上面表1 2中所示的TriAlk14和

(TriAlk14)s。使用标准的寡核苷酸合成技术可以将化合物14作为氨基亚磷酸酯添加至有

义链，或可以在酰胺偶联反应中将化合物22缀合至包含胺的有义链。

[0897]

[0898] 向3‑L带夹套反应器中加入500mL  DCM和4(75.0g,0.16mol)。将反应物的内部温度

冷却至0℃并加入TBTU(170.0g,0.53mol)。然后将悬浮液用胺5(75.5g,0.53mol)逐滴处理，
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保持内部温度小于5℃。然后将反应物用DIPEA(72.3g,0.56mol)缓慢地处理，保持内部温度

小于5℃。加入结束后，将反应物历时1小时温热直到23℃，并搅拌3小时。加入所有三种试剂

的10％kicker负载，并搅拌另外3小时。当剩余<1％的4时，认为反应结束。将反应混合物用

饱和氯化铵溶液(2x  500mL)洗涤并用饱和碳酸氢钠溶液(500mL)洗涤一次。然后将有机层

经硫酸钠干燥并浓缩成油。粗制油的质量为188g，通过QNMR确定其含有72％的6。将粗制油

用于下一步。C46H60N4O11的计算质量＝845.0m/z。发现[M+H]＝846.0。

[0899]

[0900] 将121.2g含有72重量％化合物6的粗制油(86.0g ,0.10mol)溶解在DMF(344mL)中

并用TEA(86mL,20v/v％)处理，保持内部温度低于23℃。通过HPLC方法1监测相对于Fmoc‑胺

6的消耗二苯并富烯(DBF)的形成(图2)，并且反应在10小时内结束。向溶液中加入戊二酸酐

(12.8g,0.11mol)，且中间体胺7在2小时内转化成化合物8。结束后，将DMF和TEA在30℃在减

压下除去，得到100g粗制油。由于化合物7在水中的高溶解度，不可使用水性后处理，并且色

谱法是除去DBF、TMU和戊二酸酐的唯一途径。将粗制油(75g)分成三部分在Teledyne  ISCO

纯化系统上纯化。将粗制油(25g)加载上330g硅胶柱并在30分钟中用0‑

20％甲醇/DCM洗脱，得到42g化合物8(经3步54％收率)。C36H55N4O12的计算质量＝736.4m/z。

发现[M+H]＝737.0。

[0901]

[0902] 将化合物8(42.0g,0.057mol)在使用前与10体积的乙腈一起共分离以除去来自色

谱溶剂的任何残余甲醇。将所述油再溶解在DMF(210mL)中并冷却至0℃。将溶液先后用4‑硝
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基苯酚(8.7g ,0.063moL)和EDC‑盐酸盐(12.0g ,0.063mol)处理，并发现在10小时内达到完

全。将溶液冷却至0℃，并加入10体积的乙酸乙酯，随后加入10体积的饱和氯化铵溶液，保持

内部温度低于15℃。允许层分离，并将乙酸乙酯层用盐水洗涤。将合并的水层用5体积的乙

酸乙酯萃取2次。将合并的有机层经硫酸钠干燥并浓缩成油。将粗制油(55g)分成三部分在

Teledyne  ISCO 纯化系统上纯化。将粗制油(25g)加载上330g硅胶柱并历时

30分钟从0‑10％甲醇/DCM洗脱，得到22g纯的9(化合物22)(50％收率)。C42H59N5O14的计算质

量＝857.4m/z。

[0903] 发现[M+H]＝858.0。

[0904]

[0905] 将酯9(49.0g ,57.1mmol)和6‑氨基‑1‑己烷醇(7.36g ,6.28mmol)在二氯甲烷(3体

积)中的溶液用三乙胺(11.56g ,111.4mmol)逐滴处理。通过在HPLC方法1上观察化合物9的

消失来监测反应，并发现在10分钟内结束。将粗制的反应混合物用5体积的二氯甲烷稀释，

并用饱和的氯化铵(5体积)和盐水(5体积)洗涤。将有机层经硫酸钠干燥并浓缩成油。将粗

制油使用330g硅胶柱在Teledyne  ISCO 纯化系统上纯化。将4‑硝基苯酚用

100％乙酸乙酯洗脱，并将10使用20％甲醇/DCM从柱冲洗，得到无色油(39g ,81％收率)。

C42H69N5O12的计算质量＝836.0m/z。发现[M+H]＝837.0。

[0906]

[0907] 将醇10与10体积的乙腈一起共分离2次以除去来自色谱溶剂的任何残余甲醇，并

与干燥二氯甲烷(KF<60ppm)一起再共分离一次以除去痕量水。将醇10(2.30g ,2.8mmol)溶

解在5体积的干燥二氯甲烷(KF<50ppm)中并用二异丙基铵四氮唑(tetrazolide)(188mg ,

1 .1mmol)处理。将溶液冷却至0℃并用2‑氰基乙基N ,N ,N’,N’‑四异丙基氨基亚磷酸酯

(1.00g,3.3mmol)逐滴处理。将溶液从冰浴取下并在20℃搅拌。发现反应在3‑6小时内结束。

将反应混合物冷却至0℃并用10体积的饱和碳酸氢铵/盐水的1:1溶液处理，并然后历时1分

钟温热至环境温度，并在20℃搅拌另外3分钟。将两相混合物转移至分液漏斗，并加入10体

积的二氯甲烷。将有机层分离，并用10体积的饱和碳酸氢钠溶液洗涤以水解未反应的二磷

酸(bis‑phosphorous)试剂。将有机层经硫酸钠干燥并浓缩成油，得到3.08g的94重量％化

合物14。C51H86N7O13P的计算质量＝1035.6m/z。发现[M+H]＝1036。

[0908] H.靶向配体的缀合.在退火之前或之后，将5′或3′三齿炔烃官能化的有义链缀合

至靶向配体。下述实施例描述了靶向配体与退火的双链体的缀合：在去离子水中制备0.5M
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三(3‑羟基丙基三唑基甲基)胺(THPTA)、0.5M的硫酸Cu(II)五水合物(Cu(II)SO4·5H2O)和

2M抗坏血酸钠溶液的储备溶液。制备75mg/mL的靶向配体在DMSO中的溶液。在含有三炔烃官

能化的双链体(3mg，75μL，40mg/mL在去离子水中，约15,000g/mol)的1.5mL离心管中，添加

25μL的1M  Hepes  pH  8.5缓冲液。涡旋以后，添加35μL的DMSO，并对溶液进行涡旋。将靶向配

体加入反应(6当量/双链体，2当量/炔烃，约15μL)中并将溶液涡旋。使用pH试纸，检查pH并

确认pH为约8。在单独的1.5mL离心管中，将50μL的0.5M  THPTA与10uL的0.5M  Cu(II)SO4·

5H2O混合，涡旋，并在室温温育5分钟。5分钟以后，将THPTA/Cu溶液(7.2μL,6当量5:1THPTA:

Cu)加入反应瓶中，并涡旋。随后，立即将2M抗坏血酸盐(5μL，50当量/双链体，16.7当量/炔

烃)加入反应瓶中并涡旋。一旦反应结束(通常在0.5‑1h内结束)，立即将反应物通过非变性

阴离子交换色谱法纯化。

[0909] 实施例2.MUC5AC  RNAi试剂的体外试验.

[0910] 在体外试验了上表8C所示的某些化学修饰的候选序列双链体(具有表3中列出的

反义链序列和在表6中发现的有义链的核苷酸和端帽部分)。根据实施例1中阐述的程序制

备MUC5AC  RNAi试剂。

[0911] 通过转染A549细胞(一种人肺上皮细胞系)，对MUC5AC  RNAi试剂进行体外评价。将

细胞以每孔约7 ,500个细胞以96孔形式铺板，并使用LipoFectamine  RNAiMax(Thermo 

Fisher)转染试剂以三种浓度(10nM、1nM和0.1nM)转染表12中所示的每种RNAi试剂双链体。

通过qRT‑PCR通过将MUC5AC  mRNA的表达水平与内源对照进行对比来确定每种MUC5AC  RNAi

试剂的相对表达，并且归一化至未处理的A549细胞(Δ Δ CT分析)，如在表12中所示。

[0912] 下面的表12列出了正在检查的序列的AD双链体编号，以及在括号中的被特定RNAi

试剂所靶向的基因位置。因此，例如，对于双链体ID  AD08101，在1nM的0.377的平均相对表

达显示62.3％的MUC5AC基因敲低，且在0.1nM的平均相对表达显示53.0％(0.470)的抑制，

归一化至未处理的孔(模拟对照)。

[0913] 表13.MUC5AC  RNAi试剂的体外试验.

[0914]
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[0915]
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[0916]

[0917] 实施例3.MUC5AC  RNAi试剂的体外试验.

[0918] 在体外试验了上表8C所示的某些化学修饰的候选序列双链体(具有表3中列出的

反义链序列和在表6中发现的有义链的核苷酸和端帽部分)。根据实施例1中阐述的程序制

备MUC5AC  RNAi试剂。

说　明　书 162/183 页

169

CN 117858949 A

169



[0919] 通过转染A549细胞(一种人肺上皮细胞系)，对MUC5AC  RNAi试剂进行体外评价。将

细胞以每孔约7 ,500个细胞以96孔形式铺板，并使用LipoFectamine  RNAiMax(Thermo 

Fisher)转染试剂以三种浓度(10nM、1nM和0.1nM)转染表12中所示的每种RNAi试剂双链体。

通过qRT‑PCR通过将MUC5AC  mRNA的表达水平与内源对照进行对比来确定每种MUC5AC  RNAi

试剂的相对表达，并且归一化至未处理的A549细胞(Δ Δ CT分析)，如在表12中所示。

[0920] 下面的表12列出了正在检查的序列的AD双链体编号，以及在括号中的被特定RNAi

试剂所靶向的基因位置。因此，例如，对于双链体ID  AD08101，在1nM的0.377的平均相对表

达显示62.3％的MUC5AC基因敲低，且在0.1nM的平均相对表达显示53.0％(0.470)的抑制，

归一化至未处理的孔(模拟对照)。

[0921] 表14.MUC5AC  RNAi试剂的体外试验.

[0922]
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[0923]
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[0924]

[0925] 实施例4.屋尘螨(HDM)诱导的变应性哮喘模型.

[0926] 为了研究某些MUC5AC  RNAi试剂的体内性能，使用屋尘螨(HDM)诱导的变应性哮喘

小鼠模型。为了诱导小鼠Muc5ac表达，使用移液器连续5天给雌性Balb/c小鼠(6‑8周龄)鼻

内施用在25μL等渗盐水中的50μg市售获得的屋尘螨蛋白。在第五个每日剂量后72小时，对

小鼠实施安乐死，并收获全肺用于mRNA表达分析。与未受攻击的原初小鼠相比，在HDM攻击

的小鼠中小鼠Muc5ac  mRNA的相对表达被证实增加了约100倍。

[0927] 实施例5.MUC5AC  RNAi试剂在HDM模型中的体内气管内施用.

[0928] 使用上文实施例4中描述的HDM诱导的变应性哮喘小鼠模型。下表15列出了定量施

用组：

[0929] 表15.实施例5的MUC5AC  RNAi试剂和定量施用.
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[0930]

[0931] 如上表15所示，第1组的小鼠自始至终没有接受治疗。对于第3、5、6、7和8组的小

鼠，在研究第1、3、5和8天，通过适合于气管内(IT)施用的微喷雾器装置(Penn  Century ,

Philadelphia ,PA)给雌性Balb/c小鼠施用50微升单次剂量的等渗盐水或5.0mg/kg的在等

渗盐水中配制的各种MUC5AC  RNAi试剂，如表15所示。

[0932] 如在表15中所示，将每种MUC5AC  RNAi试剂(第6、7和8组)在有义链的5’端末端处

缀合至三齿小分子αvβ6上皮细胞靶向配体(Tri‑SM6.1，参见图1)。

[0933] MUC5AC  RNAi试剂AD07720和AD07719(第7和8组)的化学修饰的序列显示在表7B

(显示了双链体)、表3(显示了各种反义链)和表5(显示了各种有义链，具有接头，但没有显

示三齿小分子αvβ6上皮细胞靶向配体(Tri‑SM6.1))中。

[0934] AD07022具有与人MUC5AC基因没有同源性的小鼠特异性序列，并进行了如下化学

修饰：

[0935] Tri‑SM6.1‑αvβ6‑AD07022
[0936] 修饰的有义链(5’→3’)：

[0937] Tri‑SM6 .1‑αvβ6‑(TA14)cscauacagCfAfGfuacaguuacas(invAb)(SEQ  ID  NO:

1714)

[0938] 修饰的反义链(5’→3’)：

[0939] cPrpusGfsusAfaCfuGfuAfcUfgCfuGfuAfuGfsg(SEQ  ID  NO:1713)

[0940] 在第8天到第12天中的每一天，使用移液器给第2组到第8组中的小鼠鼻内地(IN)

施用单次剂量的25微升等渗盐水(第2组和第3组)或50微克在等渗盐水中配制的屋尘螨(在

表15中称为HDM)。

[0941] 在研究第15天处死小鼠，在收集并匀浆化以后从双肺中分离出总RNA。将小鼠

Muc5ac  mRNA表达通过基于探针的定量PCR进行定量，归一化至小鼠β‑肌动蛋白表达，并表
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示为媒介物对照组的分数(几何平均值，±95％置信区间)。

[0942] 表16.在实施例5中在处死时(第15天)的平均相对小鼠MUC5AC  mRNA

[0943]

[0944]

[0945] 将数据归一化至非治疗组(第1组)。如上表16中的数据所示，HDM小鼠模型在暴露

于HDM后在促进MUC5AC表达增加方面如预期地表现。数据显示，与没有RNAi试剂的第4组和

第5组的HDM模型小鼠相比，第7组和第8组(其各自具有靶向MUC5AC基因的位置1921的核苷

酸序列，并且与人和小鼠基因转录物具有同源性)仅提供了MUC5AC蛋白的非常小的减少，表

明这些特异性RNAi试剂的仅最小量的抑制。可替换地，与在没有MUC5AC  RNAi试剂的情况下

施用HDM的组相比，AD07022的小鼠特异性的RNAi试剂(第6组)显示Muc5ac小鼠mRNA水平的

显著降低(仅13.444)。

[0946] 实施例6.MUC5AC  RNAi试剂在HDM模型中的体内气管内施用.

[0947] 使用上文实施例4中描述的HDM诱导的变应性哮喘小鼠模型。下表17列出了定量施

用组：

[0948] 表17.实施例6的MUC5AC  RNAi试剂和定量施用.
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[0949]

[0950]

[0951] 对于第1‑10组的小鼠，在研究第1、3、5和8天，通过适合于气管内(IT)施用的微喷

雾器装置(Penn  Century,Philadelphia ,PA)给雌性Balb/c小鼠施用50微升单次剂量的等

渗盐水或5.0mg/kg在等渗盐水中配制的各种MUC5AC  RNAi试剂，如表17中所示。对于第11组

的小鼠，仅在第1天和第8天施用MUC5AC  RNAi试剂。

[0952] 如在表17中所示，将每种MUC5AC  RNAi试剂(第3‑11组)在有义链的5’端末端处缀

合至三齿小分子αvβ6上皮细胞靶向配体(Tri‑SM6.1，参见图1)。MUC5AC  RNAi试剂AD08083、

AD08084、AD08085、AD08086、AD08087、AD08088和AD08089(第4至10组)的化学修饰的序列显

示在表7B(显示了双链体)、表3(显示了各种反义链)和表5(显示了各种有义链，具有接头，

但没有三齿小分子αvβ6上皮细胞靶向配体(Tri‑SM6.1))中。

[0953] AD07022具有与人MUC5AC基因没有同源性的小鼠特异性序列，并且如上文实施例5
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中所示进行化学修饰。

[0954] 在第8天至第12天的每一天，使用移液器给小鼠鼻内地(IN)施用单次剂量的25微

升等渗盐水(2组)或50微克在等渗盐水中配制的屋尘螨(在表17中称为HDM)。

[0955] 在研究第15天处死小鼠，在收集并匀浆化以后从双肺中分离出总RNA。将小鼠

Muc5ac  mRNA表达通过基于探针的定量PCR进行定量，归一化至小鼠β‑肌动蛋白表达，并表

示为媒介物对照组的分数(几何平均值，±95％置信区间)。

[0956] 表18.在实施例6中在处死时(第15天)的平均相对小鼠MUC5AC  mRNA

[0957]

[0958] 将数据归一化至仅盐水IT和IN施用组(第1组)。如上表18中的数据所示，HDM小鼠

模型在暴露于HDM后在促进MUC5AC表达增加方面如预期地表现。数据显示，与没有RNAi试剂

的第2组的HDM模型小鼠相比，第7组和第8组(其都具有靶向MUC5AC基因的位置9729的核苷

酸序列，并且与人和小鼠基因转录物具有同源性)仅提供了MUC5AC蛋白的中度减少，表明这

些特异性RNAi试剂的仅中度量的抑制。可替换地，与第2组相比，试验的其余MUC5AC  RNAi试
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剂(在第4‑6组中靶向基因位置5029，在第9组和第10组中靶向基因位置15052)各自显示出

显著的抑制，AD07022的小鼠特异性的MUC5AC  RNAi试剂也显示出显著的抑制(第6组)。

[0959] 实施例7.MUC5AC  RNAi试剂在大鼠中的体内气管内施用.

[0960] 使用上文实施例4中描述的HDM诱导的变应性哮喘小鼠模型。下表19列出了在研究

中包括的某些定量施用组：

[0961] 表19.实施例7的MUC5AC  RNAi试剂和定量施用.

[0962]

[0963] 对于第1‑5组的小鼠，在研究第1、3、5和8天，通过适合于气管内(IT)施用的微喷雾

器装置(Penn  Century,Philadelphia ,PA)给雌性Balb/c小鼠施用50微升单次剂量的等渗

盐水或5.0mg/kg在等渗盐水中配制的各种MUC5AC  RNAi试剂，如在表19中所示。

[0964] 如在表19中所示，将每种MUC5AC  RNAi试剂(第3‑5组)在有义链的5’端末端处缀合

至三齿小分子αvβ6上皮细胞靶向配体(Tri‑SM6.1，参见图1)。MUC5AC  RNAi试剂AD08173和

AD08174(第4组和第5组)的化学修饰的序列显示在表7B(显示了双链体)、表3(显示了各种

反义链)和表5(显示了各种有义链，具有接头，但没有三齿小分子αvβ6上皮细胞靶向配体
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(Tri‑SM6.1))中。具有靶向位置3535的序列的每种MUC5AC  RNAi试剂在被理解为来自小鼠

基因的重要位置处具有错配，并因此考虑到错配预见到，MUC5AC  RNAi试剂将显示极少抑制

活性或没有抑制活性。

[0965] AD07022具有与人MUC5AC基因没有同源性的小鼠特异性序列，并且如上文实施例5

中所示进行化学修饰。

[0966] 在第8天至第12天的每一天，使用移液器给小鼠鼻内地(IN)施用单次剂量的25微

升等渗盐水(仅第1组)或50微克在等渗盐水中配制的屋尘螨(在表19中称为HDM)。

[0967] 在研究第15天处死小鼠，在收集并匀浆化以后从双肺中分离出总RNA。将小鼠

Muc5ac  mRNA表达通过基于探针的定量PCR进行定量，归一化至小鼠β‑肌动蛋白表达，并表

示为媒介物对照组的分数(几何平均值，±95％置信区间)。

[0968] 表20.在实施例7中在处死时(第15天)的平均相对小鼠MUC5AC  mRNA

[0969]

[0970]

[0971] 将数据归一化至仅盐水IT和IN施用组(第1组)。如上面所指出的，考虑到第4组和

第5组中MUC5AC  RNAi试剂与小鼠基因的错配性质(靶向人基因的位置3535)，预见到最小抑

制。如上表20中的数据所示，HDM小鼠模型在暴露于HDM后在促进MUC5AC表达增加方面如预
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期地表现，如在第1组和第2组中所示。出乎意料的是，尽管与小鼠基因错配，但靶向位置

3535的MUC5AC  RNAi试剂仍然表现出中等水平的抑制，这表明靶向该位置的MUC5AC  RNAi试

剂可能作为人治疗剂候选物是可行的。

[0972] 实施例8.MUC5AC  RNAi试剂在HDM模型中的体内气管内施用.

[0973] 使用上文实施例4中描述的HDM诱导的变应性哮喘小鼠模型。下表17列出了定量施

用组：

[0974] 表21.实施例8的MUC5AC  RNAi试剂和定量施用.

[0975]

[0976]

[0977] 在上面表21中所示的日期和浓度，通过适合于气管内(IT)施用的微喷雾器装置

(Penn  Century,Philadelphia ,PA)给雌性Balb/c小鼠施用50微升单次剂量的等渗盐水或

在等渗盐水中配制的MUC5AC  RNAi试剂。

[0978] 如在表21中所示，将每种MUC5AC  RNAi试剂(第3‑11组)在有义链的5’端末端处缀

合至三齿小分子αvβ6上皮细胞靶向配体(参见图1)。MUC5AC  RNAi试剂AD08089的化学修饰

的序列显示在表7B(显示了双链体)、表3(显示了各种反义链)和表5(显示了各种有义链，具
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有接头，但没有三齿小分子αvβ6上皮细胞靶向配体)中。

[0979] AD07022具有与人MUC5AC基因没有同源性的小鼠特异性序列，并且如上文实施例5

中所示进行化学修饰。

[0980] 在第7至11天中的每一天，使用移液器给小鼠鼻内地(IN)施用单次剂量的25微升

等渗盐水(第1组)或50微克在等渗盐水中配制的屋尘螨(在表21中称为HDM)。

[0981] 在研究第14天处死小鼠，在收集并匀浆化以后从双肺中分离出总RNA。将小鼠

Muc5ac  mRNA表达通过基于探针的定量PCR进行定量，归一化至小鼠β‑肌动蛋白表达，并表

示为媒介物对照组的分数(几何平均值，±95％置信区间)。

[0982] 表22.在实施例8中在处死时(第14天)的平均相对小鼠MUC5AC  mRNA

[0983]

[0984] 将数据归一化至仅盐水IT和IN施用组(第1组)。如在上表22中的数据所示，HDM小

鼠模型在暴露于HDM后在促进MUC5AC表达增加方面如预期地表现。数据显示，AD08089(其具

有靶向MUC5AC基因的位置15052的核苷酸序列，并且与人和小鼠基因转录物具有同源性)提
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供MUC5AC的显著抑制，并且通常与AD07022的高活性的小鼠特异性的MUC5AC  RNAi试剂相

当。

[0985] 实施例9.MUC5AC  RNAi试剂在食蟹猴中的体内吸入气雾化施用.

[0986] 在研究第1天，在第1、8和15天的每一天以1mg/kg肺沉积剂量(PDD)给雄性食蟹猴

施用单次剂量的MUC5AC  RNAi试剂AC001305或AC001306。使用振动网喷雾器(Aeroneb 

Solo)，将气溶胶通过气管内插管递送给受限制的麻醉猴。将插管的动物连接至呼吸机，所

述呼吸机用于控制每分钟呼吸气量。通过与暴露系统串联连接的Aeroneb  Solo网状喷雾器

产生试验物质气溶胶。从气溶胶试验确定暴露时间，其中通过在气管内导管的末端放置过

滤器、在暴露过程中收集气溶胶来确定系统的效率。将MUC5AC  RNAi试剂在有义链的5’端末

端缀合至三齿小分子αvβ6上皮细胞靶向配体(参见图1)，在等渗盐水中配制。MUC5AC  RNAi

试剂AC001305和AC001306的化学修饰的序列显示在表11中。AC001305的反义链序列也显示

为表3中的AM12165，并且AC001306的反义链序列也显示为表3中的AM12166，两者都靶向

MUC5AC基因的位置4993。

[0987] 定量施用组如下表23所述：

[0988] 表23.实施例9的MUC5AC  RNAi试剂和定量施用

[0989] 组ID

组1(等渗盐水，在第1、8、15天

组2(1.0mg/kg肺沉积剂量AC001305，在第1、8、15天

组3(1.0mg/kg肺沉积剂量AC001306，在第1、8、15天

[0990] 每组施用两(2)只猴。在研究第22天处死猴，并在收集和匀浆化以后从肺样品中分

离出总RNA。下表24中的数据显示了从远端左尾叶取样的mRNA表达。将食蟹猴MUC5AC  mRNA

表达通过基于探针的定量PCR进行定量，归一化至食蟹猴β‑肌动蛋白表达，并表示为媒介物

对照组的分数(几何平均值，±95％置信区间)。

[0991] 表24A.在实施例9中在处死时的食蟹猴粘膜组织Muc5ac  mRNA相对表达

[0992]

[0993] 表24B.在实施例9中在处死时的食蟹猴右颅门Muc5ac  mRNA相对表达
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[0994]

[0995] 表24C.在实施例9中在处死时的食蟹猴右颅中气道Muc5ac  mRNA相对表达

[0996]

[0997] 如上表24A、24B和24C中所报道，MUC5AC  RNAi试剂

[0998] 实施例10.MUC5AC  RNAi试剂在绵羊中的气雾化施用.

[0999] 暴露于吸入蛔虫抗原的绵羊表现出变应性哮喘的典型应答，包括急性期应答

(AR)、晚期应答(LR)和气道高反应性(AHR)，如Abraham等人(Am  Rev  Respir  Dis.,1983)所

示，并且该模型已经被证明对护理标准疗法良好地应答(Caniga，等人,J  Inflamm.,2013)。

因此，该模型可以用于确定绵羊Muc5ac(sMuc5ac)mRNA沉默对MUC5AC  RNAi试剂治疗后的气

道力学和AHR的影响。根据公开的程序(Abraham等人,J  Clin  Invest.,1994)，将试验物质

递送给插管的绵羊，进行气道力学评估以检测在用猪蛔虫抗原攻击以后肺阻力(RL)的变

化，并通过对吸入的卡巴胆碱进行累积浓度应答曲线来进行AHR评估。

[1000] 在第1、8和15天，向两(2)只先前建立起对猪蛔虫攻击的应答的蛔虫敏感性绵羊施

用1mg/kg的肺沉积剂量水平的AC000480。AC000480的化学结构例如在表11中示出，并且被

设计为靶向MUC5AC基因上的位置3535。在第21天，通过确定累积卡巴胆碱浓度(以呼吸单

位，BU)来评估AHR，所述累积卡巴胆碱浓度使RL相对于1x  PBS后值增加至400％(PC400)。在

第22天，用猪蛔虫提取物攻击绵羊，并在攻击后8小时内监测RL。在第23天，以与第21天相同

的方式再次评估AHR。为了监测效果的持续时间，在第51天再次用猪蛔虫提取物攻击绵羊，

并在第50天和第52天进行AHR评估。
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[1001]

[1002] 表26:AHR结果
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[1003]

[1004] 如在表25中所示，在第22天的攻击后，AC000480处理导致AR以及LR的减弱。例如，

与基线相比，未经处理的绵羊在6.5小时的RL表现出126％的平均LR增加，其中在第22天攻

击的AC000480处理的绵羊在6.5小时的RL显示出与基线相比50％的更减弱的LR增加。此外，

在第22天蛔虫攻击后24小时，两只AC000480处理的绵羊均未显示出蛔虫诱导的气道高反应

性的迹象，如产生PC400所需的卡巴胆碱呼吸单位的等同数目所示。相反，在没有AC000480处

理的对照试验中，绵羊需要大约一半量的卡巴胆碱呼吸单位来诱导蛔虫攻击后PC400，这表

明气道高反应性。

[1005] 在第15天以后没有另外的定量施用，绵羊在第51天蛔虫攻击后恢复到基线气道力

学和AHR。

[1006] 实施例11.MUC5AC  RNAi试剂在绵羊中的气雾化施用.

[1007] 使用上面实施例10中描述的变应性哮喘气道炎症的绵羊模型。在第1、8和15天，对

三(3)只先前建立起对猪蛔虫攻击的应答的蛔虫敏感性绵羊施用1mg/kg肺沉积剂量水平的

AC000482。AC000482的化学结构例如在表11中示出，并且被设计为靶向MUC5AC基因上的位

置3535。在第21天，通过确定累积卡巴胆碱浓度(以呼吸单位，BU)来评估AHR，所述累积卡巴

胆碱浓度使RL相对于1x  PBS后值增加至400％(PC400)。在第22天，用猪蛔虫提取物攻击绵

羊，并在攻击后8小时内监测RL。在第23天，以与第21天相同的方式再次评估AHR。

[1008] 表27.气道力学结果
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[1009]

[1010]

[1011] 表28:AHR结果
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[1012]

[1013] 如在表27中所示，在第22天的攻击后，AC000482处理导致AR的最小减弱，但导致LR

的强烈减弱。例如，与基线相比，未经处理的绵羊在6 .5小时的RL表现出121％的平均LR增

加，而在第22天攻击的AC000482处理的绵羊在6.5小时的RL显示出与基线相比56％的更减

弱的LR增加。此外，在第22天蛔虫攻击后24小时，所有AC000482处理的绵羊均未表现出蛔虫

诱导的气道高反应性的迹象，如产生PC400所需的卡巴胆碱呼吸单位的等同数目所示。相反，

在没有AC000482处理的对照试验中，绵羊需要大约一半量的卡巴胆碱呼吸单位来诱导蛔虫

攻击后PC400，这表明气道高反应性。

[1014] 实施例12.MUC5AC  RNAi试剂在绵羊中的气雾化施用.

[1015] 使用上面实施例10中描述的变应性哮喘气道炎症的绵羊模型。在第1、8和15天，对

六(6)只先前建立起对猪蛔虫攻击的应答的蛔虫敏感性绵羊施用0.5mg/kg肺沉积剂量水平

的AC000482(n＝3)或0.25mg/kg肺沉积剂量水平的AC000482。在第21天，通过确定累积卡巴

胆碱浓度(以呼吸单位，BU)来评估AHR，所述累积卡巴胆碱浓度使RL相对于1x  PBS后值增加

至400％(PC400)。在第22天，用猪蛔虫提取物攻击绵羊，并在攻击后8小时内监测RL。在第23

天，以与第21天相同的方式再次评估AHR。

[1016] 表29.气道力学结果，0.5mg/kg剂量水平
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[1017]

[1018]

[1019] 表30:气道力学结果，0.25mg/kg剂量水平
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[1020]

[1021]

[1022] 表31:AHR结果,0.5mg/kg剂量水平
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[1023]

[1024] 表32:AHR结果,0.25mg/kg剂量水平

[1025]

[1026] 如在表29中所示，在第22天的攻击后，0.5mg/kg剂量水平的AC000482处理导致AR

的最小减弱，但导致LR的强烈减弱。例如，与基线相比，未经处理的绵羊在6.5小时的RL表现

出125％的平均LR增加，而在第22天攻击的AC000482处理的绵羊在6.5小时的RL显示出与基

线相比69％的更减弱的LR增加。此外，在第22天蛔虫攻击后24小时，所有AC000482处理的绵

羊均未表现出蛔虫诱导的气道高反应性的迹象，如产生PC400所需的卡巴胆碱呼吸单位的类

似数目所示。相反，在没有AC000482处理的对照试验中，绵羊需要大约一半量的卡巴胆碱呼

吸单位来诱导蛔虫攻击后PC400，这表明气道高反应性。

[1027] 如在表30中所示，在第22天的攻击后，0.25mg/kg剂量水平的AC000482处理导致AR

的最小减弱，但导致LR的强烈减弱。例如，与基线相比，未经处理的绵羊在6.5小时的RL表现
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出122％的平均LR增加，而在第22天攻击的AC000482处理的绵羊在6.5小时的RL显示出与基

线相比83％的更减弱的LR增加。此外，在第22天蛔虫攻击后24小时，所有AC000482处理的绵

羊均未表现出蛔虫诱导的气道高反应性的迹象，如产生PC400所需的卡巴胆碱呼吸单位的类

似数目所示。相反，在没有AC000482处理的对照试验中，绵羊需要大约一半量的卡巴胆碱呼

吸单位来诱导蛔虫攻击后PC400，这表明气道高反应性。

[1028] 总体来说，结果证明了AC000482处理对蛔虫攻击后气道力学的剂量应答性影响。

结果表明，即使在AC000482的最低剂量，对晚期应答的影响仍然足够大到足以阻止攻击后

24小时的气道高反应性。

[1029] 实施例13.MUC5AC  RNAi试剂在绵羊中的气雾化施用.

[1030] 使用上面实施例10中描述的变应性哮喘气道炎症的绵羊模型。在第1、8和15天，对

六(6)只先前建立起对猪蛔虫攻击的应答的蛔虫敏感性绵羊施用1.0mg/kg肺沉积剂量水平

的AC000480或1.0mg/kg肺沉积剂量的阴性对照siRNA缀合物，所述缀合物包含相同的靶向

配体，但不能加载到RISC复合物中，并因此不能介导RNA干扰基因沉默。在第21天，通过确定

累积卡巴胆碱浓度(以呼吸单位，BU)来评估AHR，所述累积卡巴胆碱浓度使RL相对于1x  PBS

后值增加至400％(PC400)。在第22天，用猪蛔虫提取物攻击绵羊，并在攻击后8小时内监测

RL。在第23天，以与第21天相同的方式再次评估AHR。施用AC000480的绵羊以剂量依赖性的

方式减弱变应原诱导的晚期反应和气道高反应性，而阴性对照缀合物的类似暴露没有减弱

变应原诱导的气道力学变化。

[1031] 其它实施方案

[1032] 应当理解，尽管已经结合其详细说明描述了本发明，但是前述说明书意在只是说

明性的，并且不限制本发明的范围，本发明的范围由随后的权利要求的范围限定。其它方

面、优点和改变是在下述权利要求的范围内。
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