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1.一种抗炎脂质纳米颗粒，其包含：

a)一种脂质相；和

b)至少一种亲脂性抗炎剂，其选自logP值为5.0或更高的罗氟奈德前药和布地奈德前

药；和

c)选自DNA、mRNA、siRNA、Cas9‑指导RNA复合物及其组合的核酸区段。

2.根据权利要求1所述的抗炎脂质纳米颗粒，其中该脂质相包含至少一种可电离的脂

质、至少一种中性脂质、至少一种固醇和至少一种聚合物缀合的脂质。

3.根据权利要求2所述的抗炎脂质纳米颗粒，其中该至少一种可电离的脂质选自DLin‑

DMA、DLin‑MC3‑DMA、DLin‑KC2‑DMA、Merck‑32、KL10、Acuitas‑5、C12‑200及其混合物。

4.根据权利要求2所述的抗炎脂质纳米颗粒，其中该至少一种中性脂质选自二硬脂酰

磷脂酰胆碱（DSPC）、二油酰磷脂酰乙醇胺（DOPE）、二棕榈酰磷脂酰胆碱（DPPC）、二肉豆蔻酰

磷脂酰胆碱（DMPC）及其混合物。

5.根据权利要求2所述的抗炎脂质纳米颗粒，其中该至少一种固醇是胆固醇。

6.根据权利要求2所述的抗炎脂质纳米颗粒，其中该至少一种聚合物缀合的脂质选自

DMPE‑PEG2000、DPPE‑PEG2000、DMG‑PEG2000、DPG‑PEG2000、PEG2000‑c‑DOMG、PEG2000‑c‑

DOPG及其混合物。

7.根据权利要求1所述的抗炎脂质纳米颗粒，其中该罗氟奈德前药选自罗氟奈德戊酸

酯、罗氟奈德己酸酯、罗氟奈德辛酸酯、罗氟奈德癸酸酯、罗氟奈德月桂酸酯、罗氟奈德肉豆

蔻酸酯、罗氟奈德棕榈酸酯或罗氟奈德硬脂酸酯。

8.根据权利要求1所述的抗炎脂质纳米颗粒，其中该布地奈德前药选自布地奈德肉豆

蔻酸酯、布地奈德棕榈酸酯、布地奈德硬脂酸酯、布地奈德油酸酯和布地奈德亚油酸酯。

9.根据权利要求7所述的抗炎脂质纳米颗粒，其中脂质相与核酸区段的重量比的范围

为从40  :  1至1  :  1。

10.根据权利要求1所述的抗炎脂质纳米颗粒，其中亲脂性抗炎剂与核酸区段的重量比

的范围为从10  :  1至1  :  100。

11.一种药物组合物，其包含多个根据权利要求1‑10任一项所述的抗炎脂质纳米颗粒。

12.根据权利要求11所述的药物组合物在制备药物试剂盒中的用途，与未接受所述亲

脂性抗炎脂质纳米颗粒的对照受试者中的水平相比，所述试剂盒用于增加对其有需要的受

试者的细胞中至少一种肽或蛋白质的表达。

13.根据权利要求12所述的用途，其中该组合物通过皮内、肌内、皮下、瘤内、心内、通过

气管内滴注、支气管滴注和/或经吸入给予该受试者。

14.根据权利要求12所述的用途，其中与未接受所述亲脂性抗炎脂质纳米颗粒的对照

受试者中的水平相比，至少一种肽或蛋白质的表达增加2小时至24小时。

15.根据权利要求12所述的用途，其中与未接受所述亲脂性抗炎脂质纳米颗粒的对照

受试者中的水平相比，至少一种肽或蛋白质的表达增加3小时至72小时。

16.根据权利要求11所述的药物组合物在制备药物试剂盒中的用途，所述药物试剂盒

用于抑制与非抗炎LNP给药相关的免疫应答。

17.根据权利要求16所述的用途，与未接受所述亲脂性抗炎脂质纳米颗粒的对照受试

者中的水平相比，用于抑制促炎标志物的表达或活性。
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18.根据权利要求17所述的用途，其中与未接受所述亲脂性抗炎脂质纳米颗粒的对照

受试者中的水平相比，IL‑6、IL‑8、KC、IP‑10和MCP‑1的产生降低80%或更高的百分比。

19.根据权利要求16所述的用途，其中该药物组合物的给药在注射部位不产生水肿。

20.根据权利要求16所述的用途，与未接受所述亲脂性抗炎脂质纳米颗粒的对照受试

者中的水平相比，用于抑制血浆触珠蛋白的产生。

21.根据权利要求20所述的用途，其中与未接受所述亲脂性抗炎脂质纳米颗粒的对照

受试者中的水平相比，血浆触珠蛋白的产生被抑制60%或更高的百分比。
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包含亲脂性抗炎剂的脂质纳米颗粒及其使用方法

背景技术

[0001] 在设计药物载体中，安全和有效地将药物活性成分递送至靶组织和细胞是至关重

要的。已知的药物载体，例如脂质体和脂质纳米颗粒(LNP)，促进药物靶向性、位点特异性递

送至靶向的组织和细胞，从而增强其生物利用度。然而，开发此类载体的主要障碍是与这些

配制品的关键组分相关的免疫原性应答。

[0002] 适于多核苷酸递送的脂质体载体通常包括能够通过细胞膜递送到靶细胞的细胞

质中的阳离子脂质组分。已知这样的阳离子脂质体激活已用于疫苗中的免疫系统(Peer,

D.，Advanced  Drug  Delivery  Reviews[高级药物递送综述]64:1738‑1748(2012))。相比之

下，LNP被设计为在生理pH  7.4下具有零净电荷，因此降低(尽管不完全消除)与带正电的粒

子相关的免疫应答。虽然脂质体可以帮助将药物递送至靶组织和细胞，但它们也激活免疫

系统，导致急性超敏反应，这增加了过敏性休克的风险。(Kumar ,V .等人，Molecular 

Therapy‑Nucleic  Acids[分子治疗‑核酸] ,3(e210):1‑7(2014)；Abrams ,MT等人，

Molecular  Therapy[分子治疗],18(1):171‑180(2010))。

[0003] 尽管努力减少与脂质体和LNP相关的免疫原性应答，例如向LNP添加聚乙二醇屏障

以避免被单核吞噬细胞系统识别以及使用修饰的siRNA以最小化免疫刺激，但它们仍然引

发免疫应答，因此限制了它们作为治疗性替代方案的有效性。(Kumar,V.等人，2014，同上)。

还研究了在给予脂质体或LNP之前共同给予抗炎药物，但结果有限。(Tao ,W .等人，

Molecular  Therapy[分子疗法],19(3):567‑575(2011)；Abrams等人(2010)，同上)。在给予

LNP201(一种脂质体构建体)前一小时用地塞米松预处理，该预处理部分抑制炎性mRNA，但

不消除炎症效应。(Abrams等人(2010)，同上)。在LNP05‑SSB  siRNA或LNP05‑Apo5  siRNA之

前用各种抗炎药预处理的大鼠中发现了类似的结果。(Tao,W.等人(2011)，同上)。

[0004] LNP的免疫刺激作用继续阻碍其用于安全有效地递送药物。因此，需要开发具有增

加的治疗窗口的有效LNP递送系统，这些有效LNP递送系统不会引发炎症应答。

发明内容

[0005] 该说明书部分地披露了包含至少一种亲脂性抗炎剂的抗炎脂质纳米颗粒。在一个

实施例中，披露了抗炎脂质纳米颗粒，其包含脂质相和至少一种亲脂性抗炎剂。在另一个实

施例中，披露了抗炎脂质纳米颗粒，其进一步包含至少一种核酸区段。

[0006] 在另一个实施例中，披露了包含多种抗炎脂质纳米颗粒的药物组合物，所述抗炎

脂质纳米颗粒包含脂质相、至少一种亲脂性抗炎剂，以及药学上可接受的载体、稀释剂或赋

形剂。在另一个实施例中，披露了包含多种抗炎脂质纳米颗粒的药物组合物，所述抗炎脂质

纳米颗粒包含脂质相、至少一种亲脂性抗炎剂、和至少一种核酸区段，以及药学上可接受的

载体、稀释剂或赋形剂。

[0007] 还披露了将包含多种抗炎脂质纳米颗粒的药物组合物给予对其有需要的受试者

的方法。

[0008] 在另一个实施例中，披露了一种将至少一种核酸区段递送至靶细胞的方法，所述
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方法包括使细胞与包含多种抗炎脂质纳米颗粒和治疗有效量的至少一种核酸区段的药物

组合物接触。

[0009] 在另一个实施例中，披露了一种向对其有需要的受试者递送至少一种核酸区段的

方法，所述方法包括给予所述受试者包含多种抗炎脂质纳米颗粒和治疗有效量的至少一种

核酸区段的药物组合物。

[0010] 还披露了一种治疗患有疾病或失调的受试者的方法，所述方法包括给予受试者包

含多种抗炎脂质纳米颗粒和治疗有效量的至少一种核酸区段的药物组合物。

[0011] 在另一个实施例中，披露了抑制与非抗炎LNP给药相关的免疫应答的方法，所述方

法包括给予受试者包含本文披露的多种抗炎脂质纳米颗粒的药物组合物。抑制免疫应答的

方法包括抑制至少一种生物标志物的表达或活性或免疫应答的症状，例如：(a)抑制促炎性

标志物的表达或活性；(b)减轻炎症(例如水肿)；和(c)减少与炎症或免疫应答有关的血浆

触珠蛋白的产生。

[0012] 在又另一个实施例中，披露了用于调节对其有需要的受试者的靶细胞中蛋白质或

肽表达的方法，所述方法包括给予有效量的药物组合物，所述药物组合物包含本文披露的

多种抗炎脂质纳米颗粒和治疗有效量的至少一种核酸区段。

[0013] 在另一个实施例中，披露了用于制备抗炎脂质纳米颗粒的方法。在一个实施例中，

披露了一种用于制备抗炎脂质纳米颗粒的方法，所述方法包括：

[0014] A)提供至少一种任选地包含至少一种核酸区段的水溶液；

[0015] B)提供至少一种包含至少一种亲脂性抗炎剂的有机溶液；

[0016] C)将至少一种水溶液与至少一种有机溶液混合以产生含有多种脂质纳米颗粒的

脂质纳米颗粒溶液。

具体实施方式

附图说明

[0017] 图1A说明了存在于抗炎脂质纳米颗粒中的可电离的脂质组分的化学结构。

[0018] 图1B说明了罗氟奈德和代表性罗氟奈德前药的化学结构以及使用AC D 

Chemsketch  2014的计算的辛醇‑水对数(分配系数)。

[0019] 图1C说明了布地奈德和代表性布地奈德前药的化学结构以及使用AC D 

Chemsketch  2014的计算的辛醇‑水对数(分配系数)。

[0020] 图2A‑D说明了(A)：给药后24小时的水肿评分；(B)：给药后24小时的血浆触珠蛋白

浓度；(C)：给药后8小时和24小时的血浆细胞因子/趋化因子浓度；和(D)皮下给予PBS(磷酸

盐缓冲液，pH7.4)、基于DLin‑MC3‑DMA的LNP(不含与含罗氟奈德棕榈酸酯(R‑C16))之后，

mRNA  1蛋白浓度与时间。

[0021] 图3A‑C说明了(A)：给药后24小时的水肿评分；(B)：给药后24小时的血浆触珠蛋白

浓度；(C)：皮下给予PBS(磷酸盐缓冲液，pH7.4)、基于DLin‑MC3‑DMA的LNP(不含与含罗氟奈

德棕榈酸酯(R‑C16))/mRNA  1:1w/w、1:10w/w和1:30w/w之后，mRNA  1蛋白浓度与时间。

[0022] 图4A‑C说明了(A)：给药后24、48和72小时的水肿评分；(B)：血浆触珠蛋白浓度与

时间；(C)：皮下给予含有罗氟奈德棕榈酸酯(R‑C16)或罗氟奈德的LNP之后，mRNA  1蛋白浓
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度与时间。

[0023] 图5说明了皮下给予含有罗氟奈德棕榈酸酯(R‑C16，图A)或罗氟奈德(图B)的LNP

之后，罗氟奈德血浆浓度与时间。

[0024] 图6A‑C说明了(A)：水肿评分；(B)：给药后24小时的血浆触珠蛋白浓度；(C)：皮下

给予含有不同脂肪酸链长的罗氟奈德前药的LNP之后，mRNA  1蛋白浓度与时间，这些不同脂

肪酸链长的罗氟奈德前药为：罗氟奈德戊酸酯(C5)、罗氟奈德肉豆蔻酸酯(C14)、罗氟奈德

棕榈酸酯(C16)和罗氟奈德硬脂酸酯(C18)。

[0025] 图7A‑C说明了(A)：给药后24小时的水肿评分；(B)给药后24小时的血浆触珠蛋白

浓度；(C)皮下给予DLin‑MC3‑DMA和Merck‑32LNP与DLin‑MC3/罗氟奈德棕榈酸酯(R‑C16)和

Merck‑32/罗氟奈德棕榈酸酯(R‑C16)LNP之后，mRNA  1蛋白浓度与时间。

[0026] 图8A‑C说明了(A)：相比较不同剂量的mRNA  1，给药后24小时的水肿评分；(B)给药

后24小时的血浆触珠蛋白浓度；(C)相比较不同剂量的mRNA  1，皮下给予DLin‑MC3‑DMA和

Merck‑32(含罗氟奈德肉豆蔻酸酯，R‑C14)LNP之后，mRNA  1蛋白浓度与时间。

[0027] 图9A‑C说明了(A)：相比较不同剂量的mRNA  1，给药后24小时的水肿评分；(B)给药

后24小时的血浆触珠蛋白浓度；(C)相比较不同剂量的mRNA  1，皮下给予DLin‑MC3‑DMA、

KL10(不含/含R‑C14)和Acuitas‑5(不含/含R‑C14)LNP之后，mRNA  1蛋白浓度与时间。

[0028] 图10A‑G说明了(A)：水肿评分；(B)：给药后24小时的血浆触珠蛋白浓度；(C)：给药

后7小时和24小时的血浆IL‑6浓度；(D)：给药后7小时和24小时的血浆KC浓度；(E)给药后7

小时和24小时的血浆IP‑10浓度；(F)：给药后7小时和24小时的血浆MCP‑1浓度；(G)皮下给

予含有不同脂肪酸链长的布地奈德前药的LNP之后，mRNA  1蛋白浓度与时间，这些不同脂肪

酸链长的布地奈德前药为：布地奈德肉豆蔻酸酯(C14)、布地奈德棕榈酸酯(C16)或布地奈

德油酸酯(C18:1)。

[0029] 抗炎脂质纳米颗粒

[0030] 根据本披露，抗炎脂质纳米颗粒具有电子致密的纳米结构核心，该纳米结构核心

通过将含有脂质的乙醇溶液与含有一种或多种核酸区段的水溶液进行微流体混合而产生。

应理解，本文披露的抗炎脂质纳米颗粒不具有超过50％(按体积计)的连续水性区域，并且

因此不包括常规脂质体，例如单层囊泡等。

[0031] 在一个方面，抗炎脂质纳米颗粒包含脂质相和至少一种亲脂性抗炎剂。脂质纳米

颗粒可进一步包含至少一种核酸区段。

[0032] 本披露的一个方面涉及在直径方面平均粒径为约200nm或更小的抗炎脂质纳米颗

粒，例如，小于或等于约100nm，或者，例如，小于或等于约75nm。在本披露的至少一个实施例

中，抗炎脂质纳米颗粒的平均粒径的范围为从约50nm至约75nm，例如约60nm至约65nm，例如

约64nm。

[0033] 在某些实施例中，抗炎脂质纳米颗粒具有约80％或更高，例如高于约90％，例如范

围从约95％‑100％，例如约99％的核酸区段的包封效率(％EE)。如本文所使用的，术语“包

封效率”是指抗炎脂质纳米颗粒中包封的核酸区段与通过使用洗涤剂(例如Triton  X‑100)

裂解脂质纳米颗粒而测量的药物组合物中的总核酸区段含量的比率。(参见例如，Leung等

人(2012)，同上)。

[0034] 脂质相
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[0035] 本文披露的抗炎脂质纳米颗粒的脂质相可以由常规纳米颗粒技术中使用的任何

材料构建，例如，可电离的脂质、中性脂质、固醇和聚合物缀合的脂质，只要纳米颗粒的净电

荷约为零。

[0036] 可电离的脂质的非限制性实例包括，例如，在生理pH下含有正电荷的脂质，例如1,

2‑二亚油基氧基‑3‑二甲基氨基丙烷(DLin‑DMA)、二亚油基甲基‑4‑二甲基氨基丁酸酯

(DLin‑MC3‑DMA)(参见例如美国专利号8,158,601)、2‑二亚油基‑4‑二甲基氨基乙基‑[1 ,

3]‑二氧戊环(DLin‑KC2‑DMA)、Merck‑32(参见例如WO  2012/018754)、Acuitas‑5(参见例如

WO  2015/199952)、KL‑10(参见例如美国专利申请公开2012/0295832)、C12‑200(参见例如

Love,KT等人，PNAS,107:1864(2009))等。可电离的脂质可以相对于抗炎脂质纳米颗粒中存

在的总脂质，以从约5％至约90％的范围、例如从约10％至约80％、例如从约25％至约75％、

例如从约40％至约60％、例如约50％摩尔百分比的量存在。

[0037] 中性脂质在生理pH下具有零净电荷。中性脂质的非限制性实例包括在生理pH下以

不带电荷形式或中性两性离子形式存在的那些脂质，例如二硬脂酰磷脂酰胆碱(DSPC)、二

油酰磷脂酰乙醇胺(DOPE)、二棕榈酰磷脂酰胆碱(DPPC)、二肉豆蔻酰磷脂酰胆碱(DMPC)等。

中性脂质可以相对于抗炎脂质纳米颗粒中存在的总脂质，以从约1％至约50％的范围、例如

从约5％至约20％、例如从约7.5％至约12.5％、例如约10％摩尔百分比的量存在。

[0038] 固醇的非限制性实例包括胆固醇等。固醇可以相对于抗炎脂质纳米颗粒中存在的

总脂质，以从约10％至约90％的范围、例如从约20％至约50％、例如从约35％‑45％、例如约

38.5％摩尔百分比的量存在。

[0039] 聚合物缀合的脂质包含脂质部分和聚合物部分，例如包含脂质部分和聚乙二醇部

分的聚乙二醇化脂质。非限制性实例包括二肉豆蔻酰磷脂酰乙醇胺‑聚(乙二醇)2000

(DMPE‑PEG2000)、DPPE‑PEG2000、DMG‑PEG2000、DPG‑PEG2000、PEG2000‑c‑DOMG、PEG2000‑c‑

DOPG等。可以使用的聚(乙二醇)的分子量的范围可以为从约500至约10,000Da，或约1,000

至约5,000Da。

[0040] 聚合物缀合的脂质可以相对于抗炎脂质纳米颗粒中存在的总脂质，以从约0％至

约20％的范围、例如从约0.5％至约5％、例如从约1％至约2％、例如约1.5％摩尔百分比的

量存在。

[0041] 在本披露的至少一个实施例中，抗炎脂质纳米颗粒可以通过组合多种脂质组分来

制备。例如，抗炎脂质纳米颗粒可以相对于存在的总脂质，以50:40‑xPEG脂质:10:xPEG脂质的摩尔

比组合可电离的脂质、固醇、中性脂质和聚合物缀合的脂质来制备。例如，抗炎脂质纳米颗

粒能以50:37:10:3(mol/mol)的摩尔比，或者例如50:38.5:10:1.5(mol/mol)的摩尔比，或

者例如50:39.5:10:0.5(mol/mol)的摩尔比，或者50:39.75:10:0.25(mol/mol)的摩尔比组

合可电离的脂质、固醇、中性脂质和聚合物缀合的脂质来制备。

[0042] 在另一个实施例中，脂质纳米颗粒可以使用可电离的脂质(例如DLin‑DMA、DLin‑

KC2‑DMA、DLin‑MC3‑DMA、Merck‑32、KL10或Acuitas‑5)、固醇(例如胆固醇)、中性脂质(例如

DSPC)和聚合物缀合的脂质(例如DMPE‑PEG2000)以相对于存在的总脂质约为50:38.5:10:

1.5(mol/mol)的摩尔比来制备。又另一个非限制性实例是如下抗炎脂质纳米颗粒，其包含：

相对于存在的总脂质，摩尔比约为47 .7:36 .8:12 .5:3(mol/mol)的可电离的脂质(例如

DLin‑DMA、DLin‑KC2‑DMA、DLin‑MC3‑DMA、Merck‑32、KL10或Acuitas‑5)、固醇(例如胆固
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醇)、中性脂质(例如DSPC)和聚合物缀合的脂质(例如DMPE‑PEG2000)。另一个非限制性实例

是如下抗炎脂质纳米颗粒，其包含：相对于存在的总脂质，摩尔比约为52.4:40.4:6.4:0.8

(mol/mol)的可电离的脂质(例如DLin‑DMA、DLin‑KC2‑DMA、DLin‑MC3‑DMA、Merck‑32、KL10

或Acuitas‑5)、固醇(例如胆固醇)、中性脂质(例如DSPC)和聚合物缀合的脂质(例如DMPE‑

PEG2000)。在另一个实施例中，非限制性实例是如下抗炎脂质纳米颗粒，其包含：相对于存

在的总脂质，摩尔比约为53.5:41 .2:4.6:0.7(mol/mol)的可电离的脂质(例如DLin‑DMA、

DLin‑KC2‑DMA、DLin‑MC3‑DMA、Merck‑32、KL10或Acuitas‑5)、固醇(例如胆固醇)、中性脂质

(例如DSPC)和聚合物缀合的脂质(例如DMPE‑PEG2000)。另一个非限制性实例是如下抗炎脂

质纳米颗粒，其包含：相对于存在的总脂质，摩尔比约为30:50:19:1(mol/mol)的可电离的

脂质(例如C12‑200)、固醇(例如胆固醇)、中性脂质(例如DSPC)和聚合物缀合的脂质(例如

DMPE‑PEG2000)。

[0043] 构成抗炎脂质纳米颗粒的可电离的脂质、中性脂质、固醇和/或聚合物缀合的脂质

的选择，以及这些脂质彼此的相对摩尔比，可以通过所选择的一种或多种脂质的特征、预期

靶细胞的性质、以及待递送的核酸(例如像mRNA)的特征来确定。例如，在某些实施例中，抗

炎脂质纳米颗粒中可电离的脂质的摩尔百分比可以大于约10％、大于约20％、大于约30％、

大于约40％、大于约50％、大于约60％、或大于约70％，相对于存在的总脂质。抗炎脂质纳米

颗粒中中性脂质的摩尔百分比可以大于约5％、大于约10％、大于约20％、大于约30％、或大

于约40％，相对于存在的总脂质。抗炎脂质纳米颗粒中固醇的摩尔百分比可以大于约10％、

大于约20％、大于约30％、或大于约40％，相对于存在的总脂质。抗炎脂质纳米颗粒中聚合

物缀合的脂质的摩尔百分比可以大于约0.25％，例如大于约1％、大于约1.5％、大于约2％、

大于约5％、或大于约10％，相对于存在的总脂质。

[0044] 根据本披露，抗炎脂质纳米颗粒可包含所需的任何有用取向的可电离的脂质、中

性脂质、固醇和/或聚合物缀合的脂质中的每一种。例如，纳米颗粒的核心可包含可电离的

脂质和固醇，并且包含中性脂质和/或聚合物缀合的脂质的一个或多个层可随后包围该核

心。例如，根据一个实施例，抗炎脂质纳米颗粒的核心可包含如下核心(其包含任何特定比

例的可电离的脂质(例如，DLin‑MC3‑DMA)和固醇(例如，胆固醇))，其被任何特定厚度的中

性脂质单层(例如，DSPC)包围，其进一步被任何特定厚度的外部聚合物缀合的脂质单层包

围。在这样的实例中，根据预期靶细胞的性质和待递送的核酸(例如像mRNA)的特征，可将亲

脂性抗炎剂和核酸区段掺入核心或后续层中的任何一个中。核心和外层可以进一步包含通

常掺入本领域已知的脂质纳米颗粒中的其他组分。

[0045] 此外，可以选择构成抗炎脂质纳米颗粒的可电离的脂质、中性脂质、固醇和/或聚

合物缀合的脂质的摩尔百分比，以提供整个脂质纳米颗粒的特定物理参数，例如一种或多

种脂质的表面积。例如，可以选择构成抗炎脂质纳米颗粒的可电离的脂质、中性脂质、固醇

和/或聚合物缀合的脂质的摩尔百分比以产生每中性脂质(例如DSPC)的表面积。作为非限

制性实例，可确定可电离的脂质、中性脂质、固醇和/或聚合物缀合的脂质的摩尔百分比以

产生每DSPC的表面积为约1.0nm2至约2.0nm2，例如约1.2nm2。

[0046] 亲脂性抗炎剂

[0047] 根据本披露，抗炎脂质纳米颗粒进一步包含治疗有效量的至少一种亲脂性抗炎

剂。
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[0048] 术语“炎症”和“炎性”是指涉及免疫系统上调的生物应答，所述生物应答可包括与

炎症或免疫应答相关的蛋白质活性的增加(例如，促炎标志物如趋化因子和细胞因子，血浆

触珠蛋白的产生)和炎症症状(例如，疼痛、发热、发红和/或水肿)。在一些实施例中，该炎症

是急性的。在一些实施例中，该炎症是慢性的。

[0049] 术语“抗炎剂”包括在受试者中引发生物或医学应答的药剂，这些药剂减少炎症

(急性或慢性)或下调免疫应答，例如，通过减少或抑制与炎症或免疫应答相关的酶或蛋白

质活性(例如抑制促炎标志物或减少血浆触珠蛋白的产生)；通过改善炎症或免疫应答的一

种或多种症状(例如，疼痛、发红、发热或水肿)；或通过减缓或延迟炎症过程或免疫应答。

[0050] 术语“亲脂性抗炎剂”是指显示logP值为约5.0或更高的抗炎剂。术语“logP”是指

确定分配系数P的对数基数‑10函数；其中P是有机相中化合物浓度相对于水相中相同化合

物浓度的相对比例。抗炎剂的亲脂性可以通过将抗炎剂的亲水部分转化为亲脂部分来实

现，例如通过将羧基基团、氨基基团、羟基基团或其他亲水基团转化为烷基和烷基酯、酸酯、

芳基和芳基酯、杂芳基酯、酰胺基团或其他亲脂基团。本文的亲脂性抗炎剂表现出约5或更

高的logP值。如上所述，可以合成亲脂性抗炎剂以通过将抗炎剂改变为更具亲脂性来增加

其logP值。抗炎剂可以通过已知技术制备，例如亲本药物分子上存在的任何一种或多种亲

水基团的酯化或烷基化。(参见，例如，Waring ,MJ，Expert  Opin.DrugDiscov.[关于药物发

现的专家意见],5(3):235‑248(2010))。

[0051] 在至少一种亲脂性抗炎剂之前的术语“治疗有效量”是指抑制和/或改善与非抗炎

性LNP给药相关的任何或所有生物标志物或炎症应答症状的抗炎剂的量。

[0052] 术语“非抗炎性LNP”是指不包含抗炎剂的脂质纳米颗粒。

[0053] 已知的抗炎剂包括但不限于皮质类固醇(例如，罗氟奈德、布地奈德等)和细胞因

子抑制剂(例如，JAK1、JAK2、JAK3、TRL1‑9、NF‑κb、IRAK‑1、IRAK‑2、IRAK‑4、IRF‑3、TBK‑1、

TRAF‑3、p38、IKKε等)等。

[0054] 在本披露的至少一个实施例中，亲脂性抗炎剂是罗氟奈德前药。罗氟奈德前药的

实例包括但不限于罗氟奈德戊酸酯(C5)、罗氟奈德己酸酯(C6)、罗氟奈德辛酸酯(C8)、罗氟

奈德癸酸酯(C10)、罗氟奈德月桂酸酯(C12)、罗氟奈德肉豆蔻酸酯(C14)、罗氟奈德棕榈酸

酯(C16)或罗氟奈德硬脂酸酯(C18)。

[0055] 在另一个实施例中，亲脂性抗炎剂是布地奈德前药。非限制性实例包括布地奈德

肉豆蔻酸酯(C14)、布地奈德棕榈酸酯(C16)、布地奈德硬脂酸酯(C18)、布地奈德油酸酯

(C18:1)和布地奈德亚油酸酯(C18:2)。

[0056] 亲脂性抗炎剂可以相对于抗炎脂质纳米颗粒的总重量以约0.001％至约50％(按

重量计)的量存在。在一些实施例中，亲脂性抗炎剂可以相对于抗炎脂质纳米颗粒的总重量

以约0.5％至约20％的范围、例如约1％至约10％、例如约8％(按重量计)的量存在。

[0057] 核酸区段

[0058] 根据本披露，抗炎脂质纳米颗粒可以进一步包含治疗有效量的核酸区段，该核酸

区段可以结合在抗炎脂质纳米颗粒的表面上，和/或包封在相同的抗炎脂质纳米颗粒内。

[0059] 术语“核酸区段”应理解为意指选自反义寡核苷酸、DNA、mRNA、siRNA、Cas9‑指导

RNA复合物或其组合的任何一种或多种核酸区段。本文的核酸区段可以是野生型或修饰的。

在至少一个实施例中，抗炎脂质纳米颗粒可包含多个不同的核酸区段。在又另一个实施例
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中，至少一种核酸区段(野生型或修饰的)编码目的多肽。

[0060] 在至少一种核酸区段之前的术语“治疗有效量”是指足以调节靶组织和/或细胞类

型中蛋白质表达的核酸的量。在一些实施例中，至少一种核酸区段的治疗有效量是足以治

疗与由该至少一种核酸区段表达的蛋白质相关的疾病或失调的量。

[0061] 在至少一个实施例中，总脂质相与核酸区段的重量比的范围为从约40:1至约1:1，

例如约10:1。这对应于可电离的脂质与核酸单体的近似摩尔比为约3:1。在又另一个实例

中，总脂质相与核酸区段的重量比的范围为从约30:1至约1:1，例如约17:1，其对应于可电

离的脂质与核酸单体的近似摩尔比为约6:1。然而，脂质相和/或脂质相组分与核酸单体的

相对摩尔比可以通过预期靶细胞的性质和核酸区段的特征来确定，因此，不限于上述确认

的实施例范围。

[0062] 在另一个实施例中，抗炎脂质纳米颗粒包含重量比范围为约10:1(亲脂性抗炎剂

比核酸区段)至约1:100的亲脂性抗炎剂和核酸区段。在又另一个实施例中，脂质纳米颗粒

中存在的核酸区段与总脂质的重量比的范围为从约2:1至约1:50，例如约1:1至约1:10。

[0063] 组合物

[0064] 本披露的药物组合物包含本文披露的抗炎脂质纳米颗粒，治疗有效量的至少一种

抗炎剂和治疗有效量的至少一种核酸区段，和/或一种或多种药学上可接受的赋形剂、载体

或稀释剂。如本文所使用的，术语“药学上可接受的赋形剂、载体或稀释剂”包括在合理的医

学判断的范围，适合用于与人类和动物的组织接触而不产生过度毒性、刺激、过敏反应、或

其他问题或并发症，同时具有相称的合理受益/风险比的那些化合物、材料、组合物、和/或

剂型。在某些实施例中，药物组合物可进一步包含至少一种组织靶向剂，例如肽缀合物，例

如DSPE‑PEG3400‑CRPPR或DSPE‑CRPPR等。

[0065] 这些药物组合物可以处于适合于肠胃外给予的形式。取决于治疗应用，对于体内

给药，包含本文披露的抗炎脂质纳米颗粒的组合物可以通过静脉内、皮内、肌内、皮下、舌

下、瘤内、心内、通过气管内滴注、支气管滴注和/或吸入给予对其有需要的受试者。

[0066] 这些药物组合物可以处于无菌的可注射水性或悬浮液形式，其可以根据已知的程

序配制。无菌可注射制剂还可以是于无毒肠胃外可接受的缓冲液中的无菌可注射悬浮液。

在其他实施例中，可以将药物组合物冻干，得到干粉形式，其中稍后可以根据需要重构干粉

以进行给药。干粉组合物可进一步包含膨胀剂，例如蔗糖或海藻糖。

[0067] 可以通过使用惰性气体来雾化药物液体组合物。雾化悬浮液可以从雾化装置直接

呼吸，或者可以将该雾化装置连接于面罩，或者连接于间歇性正压呼吸机。此外，固体剂型

也可以使用干粉吸入器经由吸入给药。悬浮液或干粉药物组合物可以从以适当方式递送药

物组合物的装置口服或经鼻给予。

[0068] 结合一种或多种赋形剂以产生单一剂型的核酸区段的量将必然变化，这取决于该

治疗的受试者和具体给药途径。对于给药途径和给药方案的进一步的信息，读者可参考

Comprehensive  Medicinal  Chemistry[综合药物化学数据库](Corwin  Hansch；编委会主

席)的第5卷第25.3章，培格曼出版社(Pergamon  Press)1990。

[0069] 本文进一步提供了包含药物组合物的药物试剂盒，所述药物组合物包含如本文所

披露的治疗有效量的至少一种抗炎剂和治疗有效量的至少一种核酸区段。此类试剂盒可进

一步包含各种常规药物试剂盒组分，例如包含药学上可接受的佐剂、稀释剂或载体的容器，
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以及本领域技术人员显而易见的其他容器。作为插入物或作为标记指示有待给予的组分的

量的说明书、给药指南和/或混合组分用的指南也可以被包括在试剂盒中。

[0070] 方法

[0071] 在一个实施例中，本披露提供了向对其有需要的受试者给予包含多种抗炎脂质纳

米颗粒的药物组合物的方法。

[0072] 术语“受试者”包括温血哺乳类动物，例如，灵长类、牛、猪、羊、狗、猫、兔、大鼠和小

鼠。在一些实施例中，该受试者是灵长类，例如，人类。在一些实施例中，该受试者需要治疗

(例如，该受试者将从生物学或医学治疗上收益)。

[0073] 本文披露的抗炎脂质纳米颗粒可以进一步用作选择性递送例如核酸区段(例如反

义寡核苷酸、DNA、mRNA、siRNA、Cas9‑指导RNA复合物)至靶细胞和组织的平台。因此，在一个

实施例中，是将至少一种核酸区段递送至细胞的方法，所述方法包括在体外或体内使细胞

与包含多种抗炎脂质纳米颗粒和治疗有效量的至少一种核酸区段的药物组合物接触。在一

些实施例中，核酸区段调节表达，例如，通过增加或减少表达，或通过上调或下调多肽的表

达。

[0074] 另一个实施例提供了向对其有需要的受试者递送治疗有效量的至少一种核酸区

段的方法，所述方法包括给予所述受试者包含多种抗炎脂质纳米颗粒和治疗有效量的至少

一种核酸区段的药物组合物。

[0075] 包含多种抗炎脂质纳米颗粒和本文披露的至少一种核酸区段的药物组合物可用

于治疗多种失调和疾病，所述失调和疾病的特征在于受试者中多肽的低表达、受试者中多

肽的过表达、和/或受试者中多肽的存在/不存在。因此，还披露了治疗患有疾病或失调的受

试者的方法，所述方法包括给予受试者包含多种抗炎脂质纳米颗粒和治疗有效量的至少一

种核酸区段的药物组合物。

[0076] 进一步披露了抑制与非抗炎LNP给药相关的免疫应答的方法，所述方法包括给予

对其有需要的受试者包含多种抗炎脂质纳米颗粒的药物组合物，所述抗炎脂质纳米颗粒包

含治疗有效量的至少一种亲脂性抗炎剂。例如，根据本披露的抗炎脂质纳米颗粒可以抑制

和/或改善至少一种生物标志物的表达或活性或免疫应答的症状。在至少一个实施例中，本

文披露的方法减少和/或抑制注射部位的炎症(如通过水肿评分确定)，减少和/或抑制血浆

触珠蛋白的产生，并减少和/或抑制促炎标志物(例如，细胞因子、趋化因子)的量。因此，本

披露包括用于抑制促炎标志物的表达或活性、减少炎症(例如，水肿)和减少血浆触珠蛋白

的产生的方法，所述方法包括给予包含多种抗炎脂质纳米颗粒的药物组合物，所述抗炎脂

质纳米颗粒包含治疗有效量的至少一种亲脂性抗炎剂和治疗有效量的至少一种核酸区段。

[0077] 在至少一个实施例中，观察到水肿的减轻或抑制。在另一个实施例中，观察到血浆

触珠蛋白水平的降低或抑制。在又另一个实施例中，观察到血浆炎性标志物的减少或抑制。

在任何一种披露的方法中，包封的核酸区段的靶活性不受抑制。例如，披露了用于增加细胞

中蛋白质表达的方法，所述方法包括给予包含多种本文披露的抗炎脂质纳米颗粒的药物组

合物，所述抗炎脂质纳米颗粒包含治疗有效量的至少一种抗炎剂和治疗有效量的至少一种

核酸区段。

[0078] 促炎标志物的非限制性实例包括细胞因子和趋化因子，例如IL‑1、IL‑2、IL‑3、IL‑

4、IL‑5、IL‑6、IL‑8、IL‑9、IP‑10、IL‑12(p40)、IL‑12(p70)、IL‑13、IL‑15、IL‑16、IL‑17、外
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毒素、碱性FGF、G‑CSF、GM‑CSF、LIF、MIG、MIP‑1、MIP‑2、MCP‑1、INF‑γ、INFα2、RANTES、TNFα

和IL‑1β。例如，本文披露的方法减少和/或抑制水肿，以及减少和/或抑制血浆触珠蛋白的

产生，和/或减少和/或抑制与非抗炎LNP给药相关的促炎标志物的产生，以大于对照水平的

百分比。

[0079] 如本文所使用的，术语“减少和/或抑制”是指与对照水平相比大约10％、20％、

30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％或更高的变化(阳性或阴性)。如本文所使用的，术

语“对照水平”表示未处理的样品或受试者，或不含披露的亲脂性抗炎剂的脂质纳米颗粒处

理的样品或受试者。举例来说，对照水平是在不存在亲脂性抗炎剂的情况下对照样品中的

表达或活性水平。

[0080] 例如，本文披露的方法减少和/或抑制IL‑6、IL‑8、KC、IP‑10和MCP‑1的产生约80％

或更高(例如约85％或更高)的百分比，所述方法包括给予对其有需要的受试者包含多种抗

炎脂质纳米颗粒的药物组合物。

[0081] 本文还披露了用于抑制与非抗炎LNP给药相关的注射部位的水肿的方法，其中所

述方法包括给予对其有需要的受试者包含多种抗炎脂质纳米颗粒的药物组合物。例如，本

文披露的方法在注射部位基本上不产生水肿。如本文所使用的，术语“基本上没有水肿”应

理解为意指无肉眼明显可见的肿胀和/或发红。

[0082] 还披露了用于抑制与非抗炎LNP给药相关的血浆触珠蛋白的产生的方法，所述方

法包括给予对其有需要的受试者包含多种抗炎脂质纳米颗粒的药物组合物。根据至少一个

实施例，本文的方法抑制血浆触珠蛋白的产生约60％或更高(例如约80％或更高)的百分

比，所述方法包括给予对其有需要的受试者包含多种抗炎脂质纳米颗粒的药物组合物。在

另一个实施例中，本文的方法包括给予对其有需要的受试者包含多种抗炎脂质纳米颗粒的

药物组合物，同时维持正常的血浆触珠蛋白水平。如本文所使用的，术语“正常血浆触珠蛋

白水平”包括范围为3200ng/mL‑65000ng/mL的血浆触珠蛋白水平。

[0083] 进一步披露了增加细胞中蛋白质表达的方法，所述方法包括给予对其有需要的受

试者包含本文披露的多种抗炎脂质纳米颗粒的药物组合物。在至少一个实施例中，蛋白质

表达可以增加约2小时至24小时。在另一个实施例中，蛋白质表达可以增加约3小时至72小

时。

[0084] 实例

[0085] 本披露的多个方面可以通过参考以下非限制性实例进一步定义，这些实例详细描

述了本披露的脂质纳米颗粒和组合物的制备以及用于使用本披露的脂质纳米颗粒的方法。

本领域普通技术人员应当清楚的是在不背离本披露的范围的情况下，可以对材料和方法二

者做出许多修改。

[0086] 制备含有mRNA的LNP

[0087] 通过混合溶于MilliQ‑水中的mRNA  1，100mM柠檬酸盐缓冲液(pH  3)和MilliQ‑水，

制备mRNA  1在柠檬酸盐缓冲液中的溶液，以给出50mM柠檬酸盐溶液。用四种不同的脂质组

分制备乙醇中的脂质溶液(99 .5％)：可电离的脂质(DLin‑MC3‑DMA、Merck‑32、KL10或

Acuitas‑5)；胆固醇(西格玛‑奥德里奇公司(Sigma‑Aldrich))；DSPC(二硬脂酰磷酯酰胆

碱，阿凡提极性脂质公司(Avanti  Polar  Lipids))；和DMPE‑PEG2000(二肉豆蔻酰磷脂酰乙

醇胺‑聚(乙二醇)2000，NOF公司)。可电离的脂质的化学结构如图1A所示。在所有实验中，脂
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质的总浓度为12.5mM。通过将前药添加到脂质乙醇溶液中来制备含有亲脂性抗炎剂前药的

脂质纳米颗粒。罗氟奈德和不同前药的化学结构缩写为R‑C5、R‑C14。基于脂肪酸链长度的

R‑C16和R‑C18显示在图1B中。基于脂肪酸链长度缩写为B‑C14、B‑C16和B‑C18:1的布地奈德

和不同前药的化学结构如图1C所示。

[0088] 将mRNA和脂质溶液在Nano As s e m bl r (精度纳米系统公司(Pre cis i o n 

Nanosystems)，温哥华(Vancouver)，不列颠哥伦比亚省(BC)，加拿大)微流体混合系统中以

Aq:EtOH＝3:1的混合比和12mL/min的恒定流速混合。在混合时，可电离的脂质上的氮原子

与mRNA链上的磷原子之比等于3.1。

[0089] 弃去制备的第一个0.2‑0.35mL和最后0.05‑0.1mL的LNP悬浮液，同时收集剩余体

积作为样品级分。从样品级分中将25μL样品注入975μL  10mM磷酸盐缓冲液(pH  7.4)中并用

于测量Malvern  ZetaSizer(ZetaSizer  Nano  ZS，马尔文仪器有限公司(Malvern 

Instruments  Ltd .)，韦斯特伯鲁(Westborough)，马萨诸塞州，美国)上的强度平均粒径

(“透析前粒径”)和多分散指数(PDI)。剩余的样品体积立即转移到Slide‑a‑lyzer  G2透析

盒(10000MWCO，赛默飞世尔科技公司(ThermoFisher  Scientific  Inc.))，并在4℃对PBS

(pH  7.4)透析过夜。PBS缓冲液的体积为样品级分体积的500‑1000倍。然后收集样品级分，

并从该体积中将25μL注射到975μL  10mM磷酸盐缓冲液(pH  7.4)中，并再次测量粒径(透析

后粒径)以及PDI。

[0090] 使用破坏LNP的Triton‑X100，通过Quant‑it  Ribogreen测定试剂盒(赛默飞世尔

科技公司(ThermoFisher  Scientific  Inc .))测量最终mRNA浓度和包封效率百分比(％

EE)。

[0091] 体内小鼠实验

[0092] 给予不同组的5只小鼠(雌性，年龄约12周，Crl:Cd1(ICR)，查尔斯河实验室

(Charles  River))PBS(阴性对照)或配制在脂质纳米颗粒中的mRNA  1。在给药之前，用5％

异氟醚轻度麻醉小鼠并给注射区域剃毛。然后将配制品在肩胛内区域皮下注射(5ml/kg或

0.3mg  mRNA/kg)给不同组的小鼠。收集给药后的血液样品并通过离心制备血浆。将等分试

样的血浆转移到冷冻管(0.5ml  U形聚丙烯冷冻管(带盖的Sarstedt  Microtube，参考号

72.730)中并冷冻储存直至定量触珠蛋白、细胞因子/趋化因子和mRNA  1蛋白浓度。在一些

研究中，还对血浆样品中的亲脂性抗炎剂进行了定量。在给药后24小时，通过在注射区域轻

轻按压手指以确定水肿来评估炎症应答的临床体征，并在不同小鼠中通过目测判断为水肿

或无水肿。将每组(每组具有5只小鼠)显示水肿的可见体征的小鼠的数量相加以给出0‑5的

水肿评分。

[0093] 血浆中触珠蛋白的定量

[0094] 通过EMD密理博公司(EMD  Millipore)的 MAP小鼠急性期组2试剂

盒(默克集团(Merck  KGaA)，达姆施塔特(Darmstadt)，德国)测量触珠蛋白的血浆浓度。首

先将该样品用测定缓冲液进行1:20000稀释，然后与标准样品和QC样品一起置于96孔板中。

然后添加含有珠子的溶液。珠子是磁性微球体，每个珠子都包衣有特异性抗体。将混合物在

4℃孵育过夜，然后用链霉亲和素‑PE缀合物孵育该反应混合物以完成每个微球体的表面上

的反应。在分析仪 100上读板。鉴定每个单个微球体，并基于荧光报告子信号量

化其生物测定结果。使用中值荧光强度(MFI)数据，使用5‑参数逻辑曲线拟合方法测量浓
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度。

[0095] 血浆中细胞因子/趋化因子的定量

[0096] 通过EMD密理博公司(EMD  Millipore)的 MAP小鼠细胞因子磁珠

试剂盒(默克集团(Merck  KGaA)，达姆施塔特(Darmstadt)，德国)测量鼠细胞因子/趋化因

子的血浆浓度，用于同时定量细胞因子IL‑6、KC、MCP‑1和IP‑10。首先将该样品用测定缓冲

液进行1:2稀释，然后与标准样品和QC样品一起置于96孔板中。添加含有珠子的溶液。珠子

是磁性微球体，每个珠子都包衣有特异性抗体。将混合物在4℃孵育过夜，然后用链霉亲和

素‑PE缀合物孵育该反应混合物以完成每个微球体的表面上的反应。在分析仪

100上读板。鉴定每个单个微球体，并基于荧光报告子信号量化其生物测定结果。使用中值

荧光强度(MFI)数据，使用5‑参数逻辑曲线拟合方法测量浓度。

[0097] 血浆中mRNA  1蛋白的定量

[0098] 用Milliplex人肝蛋白磁珠[默克密理博公司(MerckMillipore)，达姆施塔特

(Darmstadt)，德国]测量mRNA  1蛋白质作为单一分析物。使用Bioplex多重悬浮阵列系统

[Luminex  100TM]和Bioplex  Manager  6.1软件曲线拟合软件[伯乐实验室公司(Bio‑Rad 

Labboratories)，赫拉克勒斯(Hercules)，加州]进行测定。简而言之，根据制造商的说明

(具有额外的校准点以扩展标准曲线的下限范围)，根据修改的方案进行测定。从标准曲线

(5PL曲线拟合)反算样品数据。

[0099] 血浆中亲脂性抗炎剂的定量

[0100] 通过蛋白质沉淀法然后通过具有质谱检测的液相色谱法测定血浆中亲脂性抗炎

剂的浓度。用含有10nmol/L的5,5‑二乙基‑1,3‑二苯基‑2‑氨基巴比妥酸作为体积标志物的

乙腈中的180μL  0.2％甲酸沉淀50μL血浆样品。涡旋3分钟并离心(4000rpm，4℃，20分钟)

后，取出上清液并分析。上清液的分析在短反相HPLC柱上进行，使用具有电喷雾电离和多反

应监测(MRM)采集的三重四极杆仪器进行快速梯度洗脱和MS/MS检测。

[0101] 实例1：含有罗氟奈德棕榈酸酯/mRNA(1:1w/w)的LNP

[0102] 用于制备脂质溶液的脂质的摩尔组成是DLin‑MC3‑DMA:DSPC:胆固醇:DMPE‑

PEG2000＝50:10:38.5:1.5(mol/mol)。此外，该溶液还含有一定量的罗氟奈德棕榈酸酯(R‑

C16)，该量在透析前LNP溶液中导致R‑C16＝0.25mM的总浓度。LNP中四种脂质和R‑C16的最

终摩尔组成显示于下表1中。

[0103] 根据上述方法，将1.05mL等分试样的mRNA  1溶液和0.35mL的脂质和R‑C16溶液混

合。此外，在如上所述的相同混合条件下制备仅含有R‑C16和DMPE‑PEG2000(“R‑C16对照”)

的无定形R‑C16纳米颗粒。在制备后立即使用针对LNP描述的方案测量粒径，之后还透析这

些粒子。测量的透析前和透析后粒径以及％EE示于下表1a中。

[0104] 表1a.最终摩尔组成，测量的样品S1和S2的粒径和％EE
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[0105]

[0106] 为了确定LNP中掺入的罗氟奈德棕榈酸酯(R‑C16)的量，将900μL样品在500000g下

超速离心60分钟，并使用具有用PDA‑CAD检测器检测的信号的HPLC来分析300μL的底部级分

和原始样品(未离心)的DLin‑MC3‑DMA和R‑C16含量。将CAD信号用于DLin‑MC3‑DMA和R‑C16，

使用235nm处的UV‑吸光度最大值，并用外部标准曲线测定浓度。将分析的两种组分之间的

比例与原始样品中的比例进行比较。此外，将来自LNP样品的不同级分中的R‑C16浓度与仅

含有R‑C16和DMPE‑PEG2000(“R‑C16对照”)的纳米颗粒的样品中的R‑C16的浓度进行比较。

对“R‑C16对照”样品的分析显示，在超速离心后，与含有R‑C16的LNP样品不同，罗氟奈德棕

榈酸酯完全位于底部相中。这表明完全不溶于水的罗氟奈德棕榈酸酯在混合物中不形成单

独的药物颗粒，而是掺入LNP中。

[0107] R‑C16LNP的HPLC结果示于表1b中。DLin‑MC3‑DMA和R‑C16之间的比例在所有级分

中是相似的，并且接近于在原始样品中看到的，这表明罗氟奈德棕榈酸酯(R‑C16)掺入到

LNP中。

[0108] 表1b.在原始样品和超速离心的底部相样品中分析的Dlin‑MC3‑DMA和R‑C16之间

的重量比

[0109]

[0110] 实例2：非抗炎LNP与罗氟奈德棕榈酸酯/mRNA(1:1w/w)LNP

[0111] 用于制备脂质溶液的脂质的摩尔组成是DLin‑MC3‑DMA:DSPC:胆固醇:DMPE‑

PEG2000＝50:10:38.5:1.5。此外，对于样品S4，该溶液还含有一定量的罗氟奈德棕榈酸酯

(R‑C16)，该量在透析前LNP溶液中导致R‑C16＝0.25mM的总浓度。LNP中四种脂质和R‑C16的

最终摩尔组成显示于下表2中。根据通用描述，将1.05mL的mRNA  1溶液和0.35mL的脂质和R‑

C16溶液混合。测量的透析前和透析后粒径以及％EE示于下表2中。

[0112] 表2.最终摩尔组成，测量的样品S3和S4的粒径和％EE
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[0113]

[0114] 如上所述，将磷酸盐缓冲液(PBS)和样品S3和S4皮下给予不同组的小鼠(N＝5)，以

0.3mg  mRNA/kg的剂量。获得的水肿评分、血浆触珠蛋白、血浆细胞因子/趋化因子和血浆

mRNA  1蛋白浓度的结果显示在图2A‑D中。细胞因子/趋化因子的数据在8小时和24小时显

示。结果显示，通过使用根据本披露的LNP，生物标志物或免疫应答的症状例如炎症(测量为

水肿评分)、血浆中的触珠蛋白和细胞因子/趋化因子显著降低。此外，根据本披露的LNP引

起蛋白质表达增加。

[0115] 实例3：非抗炎LNP与罗氟奈德棕榈酸酯/mRNA(1:1，1:10和1:30w/w)LNP

[0116] 用于制备脂质溶液的脂质的摩尔组成是DLin‑MC3‑DMA:DSPC:胆固醇:DMPE‑

PEG2000＝50:10:38.5:1.5。此外，对于样品S5、S6和S7，该溶液还含有一定量的罗氟奈德棕

榈酸酯(R‑C16)，该量在透析前LNP溶液中导致R‑C16＝0.25mM(S5)、0.025mM(S6)或8.3μM

(S7)的总浓度。LNP中四种脂质和R‑C16的最终摩尔组成显示于下表3中。根据以上描述，将

1.29mL的mRNA  1溶液和0.43mL的脂质和R‑C16溶液混合。测量的透析前和透析后粒径以

及％EE示于下表3中。

[0117] 表3.最终摩尔组成，测量的样品S5‑S8的粒径和％EE

[0118]

[0119] 如上所述，将磷酸盐缓冲液(PBS)和样品S5‑S8皮下给予不同组的小鼠(N＝5)，以

0.3mg  mRNA/kg的剂量。获得的水肿评分、血浆触珠蛋白和血浆蛋白浓度的结果显示在图

3A‑C中。结果显示，通过使用R‑C16LNP(在所有比例下)，以水肿评分和触珠蛋白测量的炎症
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显著降低。此外，与非抗炎DLin‑MC3‑DMA  LNP相比，R‑C16LNP(在所有比例下)引起蛋白质表

达增加。

[0120] 实例4：罗氟奈德棕榈酸酯与罗氟奈德LNP

[0121] 用于制备脂质溶液的脂质的摩尔组成是DLin‑MC3‑DMA:DSPC:胆固醇:DMPE‑

PEG2000＝50:10:38.5:1.5。此外，对于样品S9，该溶液还含有一定量的罗氟奈德棕榈酸酯

(R‑C16)，该量在透析前LNP溶液中导致R‑C16＝0.25mM的总浓度。对于该样品，根据以上描

述，将1.05mL的mRNA  1溶液和0.35mL的脂质和R‑C16溶液混合。在透析步骤后，通过向DLin‑

MC3‑DMA:DSPC:胆固醇:DMPE‑PEG2000LNP中添加16μL  21mM罗氟奈德的乙醇溶液制备样品

S10，以给出所需组合物，然后平衡2天。LNP中四种脂质和R‑C16或罗氟奈德的最终摩尔组成

显示于下表4中。测量的透析前和透析后粒径以及％EE示于下表4中(对于粒径测量，使用pH 

7.4的PBS)。

[0122] 表4.最终摩尔组成，测量的样品S9和S10的粒径和％EE

[0123]

[0124] 如上所述，将磷酸盐缓冲液(PBS)样品S9和S10皮下给予两组小鼠(N＝15)，以

0.3mg  mRNA/kg的剂量。获得的水肿评分、血浆触珠蛋白和血浆蛋白浓度的结果显示在图

4A‑C中。结果显示，通过使用根据本披露的R‑C16LNP，与含有相同摩尔剂量的罗氟奈德的

LNP相比，以水肿评分和触珠蛋白测量的炎症显著降低。此外，与含有罗氟奈德的LNP相比，

R‑C16LNP产生增加和延长的蛋白质表达蛋白质。

[0125] 实例5：前药罗氟奈德棕榈酸酯向罗氟奈德的转化

[0126] 如上所述，将样品S9和S10(参见上文)以0.3mg  mRNA/kg的剂量皮下给予小鼠(N＝

16)。获得的罗氟奈德血浆浓度的结果与时间的关系示于图5中。结果显示皮下给予小鼠罗

氟奈德棕榈酸酯LNP后，罗氟奈德棕榈酸酯转化为罗氟奈德。此外，结果还清楚地表明，与使

用罗氟奈德棕榈酸酯LNP时相比，罗氟奈德LNP产生显著更高的初始血浆浓度。这表明，与具

有罗氟奈德母化合物的LNP相比，大部分罗氟奈德位于细胞中而不是位于给予了包含罗氟

奈德棕榈酸酯的LNP的血浆中，其中显著量的罗氟奈德从给药部位泄漏到血浆中。因此，根

据本披露的LNP导致治疗窗口的总增加，这允许向有需要的受试者给予显著更小的剂量。

[0127] 实例6：具有罗氟奈德戊酸酯、罗氟奈德肉豆蔻酸酯、罗氟奈德棕榈酸酯或罗氟奈

德硬脂酸酯的LNP

[0128] 用于制备脂质溶液的脂质的摩尔组成是DLin‑MC3‑DMA:DSPC:胆固醇:DMPE‑

PEG2000＝50:10:38 .5:1 .5。此外，该溶液还含有一定量的罗氟奈德戊酸酯(R‑C5，样品

S12)、罗氟奈德肉豆蔻酸酯(R‑C14，样品S13)、罗氟奈德棕榈酸酯(R‑C16，样品S14)或罗氟
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奈德硬脂酸酯(R‑C18，样品S15)，该量在透析前LNP溶液中导致R‑CX＝0.25mM(其中X＝链中

的碳数)的总浓度。LNP中四种脂质和R‑CX的最终摩尔组成显示在下表6中。根据通用描述，

将2.475mL的mRNA  1溶液和0.825mL的脂质和R‑CX溶液混合。测量的透析前和透析后粒径以

及％EE示于下表6中(对于粒径测量，使用pH  7.4的PBS)。

[0129] 表6.最终摩尔组成，测量的样品S11‑S15的粒径和％EE

[0130]

[0131] 如上所述，将磷酸盐缓冲液(PBS)和样品S11‑S15皮下给予不同组的小鼠(N＝5)，

以0.3mg  mRNA/kg的剂量。获得的水肿评分、血浆触珠蛋白和血浆蛋白浓度的结果显示在图

6A‑C中。结果显示，通过使用根据本披露的R‑C14、R‑C16或R‑C18LNP，与非抗炎LNP相比，以

水肿评分和触珠蛋白测量的炎症显著降低，尽管使用罗氟奈德戊酸酯(R‑C5)没有显著影响

炎症。此外，与非抗炎LNP相比，R‑C14、R‑C16或R‑C18LNP引起蛋白质表达增加和延长，尽管

R‑C5LNP没有显著增加总蛋白表达(0‑24小时)。

[0132] 实例7：具有Merck‑32的、具有和不具有罗氟奈德棕榈酸酯的LNP

[0133] 制备两个样品(S16和S17)，在这两个样品中，用于制备脂质溶液的脂质的摩尔组

成是Merck‑32:DSPC:胆固醇:DMPE‑PEG2000＝50:10:38.5:1.5。此外，用于S16的溶液还含

有一定量的罗氟奈德棕榈酸酯(R‑C16)，该量在透析前LNP溶液中导致R‑C16＝0.14mM的总

浓度。LNP中四种脂质和R‑C16的最终摩尔组成显示于下表7中。根据以上描述，对于S16，将

2.925mL的mRNA1溶液和0.975mL的脂质和R‑C16溶液混合，并且对于S17，将0.75mL的mRNA  1

溶液和0.25mL的脂质和R‑C16溶液混合。对于S16和S17两者，可电离的脂质(Merck‑32)和

mRNA核苷酸的摩尔比均为6.0。测量的透析前和透析后粒径以及％EE示于下表7中(对于粒

径测量，使用pH  7.4的PBS)。

[0134] 表7.最终摩尔组成，测量的样品S16和S17的粒径和％EE
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[0135]

[0136] 如上所述，将磷酸盐缓冲液(PBS)、含有DLin‑MC3‑DMA的样品S11和S14(参见表6)

和含有Merck‑32的样品S16‑S17皮下给予不同组的小鼠(N＝5)，以0.3mg  mRNA/kg的剂量。

获得的水肿评分、血浆触珠蛋白和血浆蛋白浓度的结果显示在图7A‑C中。结果显示，通过使

用在基于DLin‑MC3‑DMA或Merck‑32的LNP中的罗氟奈德棕榈酸酯，以水肿评分和触珠蛋白

测量的炎症显著降低。此外，在基于DLin‑MC3‑DMA或Merck‑32的LNP中罗氟奈德棕榈酸酯的

存在引起mRNA  1蛋白的表达增加。

[0137] 实例8：具有Merck‑32的、具有罗氟奈德肉豆蔻酸酯的、在更高mRNA剂量下的LNP

(罗氟奈德肉豆蔻酸酯/mRNA比例1:1和0.3:1w/w)

[0138] 制备三个样品(S18‑S20)，用于制备脂质溶液的脂质的摩尔组成显示于下表8中。

对于样品S19和S20，脂质混合物包含MC3、DSPC、胆固醇和PEG‑脂质、以及一定量的罗氟奈德

肉豆蔻酸酯(R‑C14)，该量在透析前LNP溶液中导致R‑C14＝0.083mM(S19)或0.25mM(SC20)

的总浓度。根据以上通用描述，混合所有样品。对于样品S18，mRNA  1溶液的体积为2.13mL，

脂质溶液的体积为0.71mL。对于样品S19，mRNA  1溶液的体积为3.12mL，脂质和R‑C14溶液的

体积为1.04mL。样品S20由两批相同批次组成，其中对于每个批次，mRNA  1溶液的体积为

3.21mL，脂质和R‑C14溶液的体积为1.07mL。使用Amicon  Ultra‑15离心过滤器浓缩样品S19

和S20，以达到体内给药所需的浓度。在浓缩步骤之前，将构成样品S20的两个批次混合在一

起。测量的透析前和透析后粒径以及％EE示于下表8中(对于粒径测量，使用pH  7.4的PBS)。

[0139] 表8.最终摩尔组成，测量的样品S18‑S20的粒径和％EE样品S20的透析前和透析后

的粒径和PDI的两个值代表用于制备该样品的两个不同批次。
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[0140]

[0141] 如上所述，将磷酸盐缓冲液(PBS)、含有DLin‑MC3‑DMA的样品S18、以及含有Merck‑

32和罗氟奈德肉豆蔻酸酯的样品S20皮下给予不同组的小鼠(N＝5)，以0.3mg  mRNA/kg的剂

量。此外，样品S19‑S20也以更高的mRNA剂量即1mg/kg皮下给予各组小鼠(N＝5)。获得的水

肿评分、血浆触珠蛋白和血浆mRNA1蛋白浓度的结果显示在图8A‑C中。结果表明，通过使用

基于Merck‑32的LNP(R‑C14/mRNA比例为1:1)中的罗氟奈德肉豆蔻酸酯，在0.3和1mg/kg下

以水肿评分测量的炎症减少。此外，当比较0.3和1mg/kg剂量时，蛋白质表达显示近似剂量

成比例增加(在0‑24小时的时间间隔内)。

[0142] 实例9：具有KL10和Acuitas‑5的、具有和不具有罗氟奈德肉豆蔻酸酯的LNP(罗氟

奈德肉豆蔻酸酯/mRNA比例1:1w/w)

[0143] 用于制备脂质溶液的脂质的摩尔组成显示于下表9中。对于样品S23和S25，除了可

电离的脂质外，脂质混合物还含有DSPC、胆固醇和PEG‑脂质、一定量的罗氟奈德肉豆蔻酸酯

(R‑C14)，该量在透析前LNP溶液中导致R‑C14＝0.28mM或0.17mM(S25)的总浓度。根据通用

描述，混合所有样品，除了样品S22和S23的N:P＝3以及样品S24和S25的N:P＝4.9。对于样品

S21，mRNA  1溶液的体积为2.16mL，脂质溶液的体积为0.72mL。对于样品S22和S23，mRNA  1蛋

白溶液的体积为1.41mL，并且脂质和R‑C14溶液的体积为0.47mL，对于样品S24和S25，mRNA 

1蛋白溶液的体积为1.77mL，并且脂质和R‑C14溶液的体积为0.59mL。测量的透析前和透析

后粒径以及％EE示于下表9中(对于粒径测量，使用pH  7.4的PBS)。

[0144] 表9.最终摩尔组成，测量的样品S21‑S25的粒径和％EE
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[0145]

[0146]

[0147] 如上所述，将磷酸盐缓冲液(PBS)、含有DLin‑MC3‑DMA的样品S21、含有Acuitas‑5

的样品S22‑23(不含和含有罗氟奈德肉豆蔻酸酯(R‑C14))以及含有KL10的样品S24‑25(不

含和含有罗氟奈德肉豆蔻酸酯(R‑C14))皮下给予不同组的小鼠(N＝5)，以0.3mgmRNA/kg的

剂量。获得的水肿评分、血浆触珠蛋白和血浆mRNA  1蛋白浓度的结果显示在图9A‑C中。结果

显示，通过使用在基于Acuitas‑5和KL10两者的LNP中的罗氟奈德肉豆蔻酸酯，与基于DLin‑

MC3‑DMA(0.3mg/kg)的LNP相比，以水肿评分和触珠蛋白测量的炎症减少。此外，当罗氟奈德

肉豆蔻酸酯掺入LNP时，mRNA1蛋白表达(在0‑24小时的时间间隔内)增加。

[0148] 实例10：只具有Merck‑32的LNP和具有罗氟奈德肉豆蔻酸酯、布地奈德肉豆蔻酸

酯、布地奈德棕榈酸酯或布地奈德油酸酯的LNP

[0149] 用于制备脂质溶液的脂质的摩尔组成是L608:DSPC:胆固醇:DMPE‑PEG2000＝50:

10:38.5:1.5(样品S26)。样品S27还含有罗氟奈德肉豆蔻酸酯(R‑C14)，且对于样品S29、S30

和S31，该溶液还分别含有一定量的布地奈德肉豆蔻酸酯(B‑C14)、布地奈德棕榈酸酯(B‑

C16)和布地奈德油酸酯(B‑C18:1)，该量在透析前LNP溶液中导致R‑C14、B‑C14、B‑C16和B‑

C18:1＝0.154mM的总浓度。LNP中四种脂质和R‑C14、B‑C14、B‑C16或B‑C18:1的最终摩尔组

成显示于下表10中。根据上文描述的在“含有mRNA的LNP的制备”部分中的通用描述，将

3.36mL等分试样的mRNA  1蛋白质溶液以及1.12mL的脂质和R‑C14、B‑C14、B‑C16或B‑C18:1

溶液混合。使用Amicon  Ultra‑4离心过滤器浓缩所有样品，然后在3000rpm和8℃下旋转，直

到配制品具有显著高于0.2mg/mL的估计的mRNA浓度。收集剩余的配制品体积，并用小等份

的PBS缓冲液洗涤这些离心过滤器，将收集的剩余配制品添加至主要样品级分中，以给出约

说　明　书 18/19 页

21

CN 109152735 B

21



0.2mg/mL的估计的mRNA浓度。然后再次测量粒径。测量的透析前和浓缩后粒径以及％EE示

于下表10中。

[0150] 表10.最终摩尔组成，测量的样品S26‑S31的粒径和％EE

[0151]

[0152] 如上所述，将样品S26‑S31皮下给予不同组的小鼠(N＝5)，以0.3mg  mRNA/kg的剂

量。获得的水肿评分、血浆触珠蛋白、血浆细胞因子/趋化因子和血浆mRNA  1浓度的结果显

示在图10A‑G中。结果表明，与传统的LNP(样本S26)相比，罗氟奈德肉豆蔻酸酯(R‑C14)、布

地奈德棕榈酸酯(B‑C16)或布地奈德油酸酯(B‑C18:1)LNP显著减少以水肿评分、触珠蛋白

以及细胞因子IL‑6和KC测量的炎症。此外，当使用布地奈德肉豆蔻酸酯(B‑C14)时，炎症不

会受到相同程度的影响。此外，与常规LNP(样品S26)相比，R‑C14、B‑C16或B‑C18:1LNP导致

mRNA  1的表达增加和延长。
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图1A
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图1B
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图1C
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图2A-D

说　明　书　附　图 4/13 页

26

CN 109152735 B

26



图3A-C
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图4A-C
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图5A-B

图6A-C
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图7A-C
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图8A-C
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图9A-C

图10A
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图10B

图10C
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图10D

图10E
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图10F

图10G
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