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(57)摘要

本发明通常涉及人类遗传疾病的药理学疗

法，所述人类遗传疾病具体地是以不平衡的核苷

酸库为特征的那些，更具体地是线粒体DNA耗竭

综合症，且更具体地是胸苷激酶2(TK2)缺乏症。

所述药理学疗法涉及施用至少一种脱氧核苷或

其混合物。对于治疗TK2缺乏症，所述药理学疗法

涉及施用脱氧胸苷(dT)或脱氧胞苷(dC)或其混

合物。脱氧核苷的这种施用适用于不平衡的核苷

酸库的其它病症，特别是见于线粒体DNA耗竭综

合症的那些。
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1.一种治疗有需要的受试者的以不平衡的核苷酸库为特征的疾病或病症的方法，所述

方法包括对所述受试者施用治疗有效量的包含至少一种脱氧核苷或其生理学功能衍生物

的组合物。

2.如权利要求1所述的方法，其中所述以不平衡的核苷酸库为特征的疾病或病症是线

粒体DNA耗竭综合症。

3.如权利要求2所述的方法，其中所述线粒体DNA耗竭综合症是胸苷激酶2(TK2)缺乏

症。

4.如权利要求1所述的方法，其中所述以不平衡的核苷酸库为特征的疾病或病症的特

征在于选自以下的基因中的至少一种突变：TK2；DGUOK；TYMP；RRM2B；SUCLA2；SUCLG1；和

MPV17。

5.如权利要求2所述的方法，其中所述线粒体DNA耗竭综合症选自脱氧鸟苷激酶(dGK)

缺乏症、胸苷磷酸化酶(TP)缺乏症以及选自DGUOK、TYMP、RRM2B、POLG和MPV17基因的基因中

的至少一种突变。

6.如权利要求1所述的方法，其中所述受试者是哺乳动物。

7.如权利要求1所述的方法，其中所述受试者是人。

8.如权利要求1所述的方法，其中所述组合物包含两种或更多种脱氧核苷。

9.如权利要求1所述的方法，其中所述脱氧核苷是脱氧嘧啶。

10.如权利要求9所述的方法，其中所述脱氧嘧啶选自脱氧胞苷(dC)、脱氧胸苷(dT)及

其混合物。

11.如权利要求1所述的方法，其中所述脱氧核苷是脱氧嘌呤。

12.如权利要求19所述的方法，其中所述脱氧嘌呤选自脱氧腺苷(dA)、脱氧鸟苷(dG)及

其混合物。

13.如权利要求1所述的方法，其中所述治疗有效量介于约100mg/kg/天与约1000mg/

kg/天之间。

14.如权利要求1所述的方法，其中所述治疗有效量介于约200mg/kg/天与约800mg/kg/

天之间。

15.如权利要求1所述的方法，其中所述治疗有效量介于约250mg/kg/天与约400mg/kg/

天之间。

16.如权利要求13所述的方法，其中所述组合物包含不只一种脱氧核苷，且所述治疗有

效量是介于约100mg/kg/天与约1000mg/kg/天之间的所述组合物中的每种脱氧核苷。

17.如权利要求13所述的方法，其中所述组合物包含不只一种脱氧核苷，且所述治疗有

效量是介于约100mg/kg/天与约1000mg/kg/天之间的所述组合物中的总脱氧核苷。

18.如权利要求14所述的方法，其中所述组合物包含不只一种脱氧核苷，且所述治疗有

效量是介于约200mg/kg/天与约800mg/kg/天之间的所述组合物中的每种脱氧核苷。

19.如权利要求14所述的方法，其中所述组合物包含不只一种脱氧核苷，且所述治疗有

效量是介于约200mg/kg/天与约800mg/kg/天之间的所述组合物中的总脱氧核苷。

20.如权利要求15所述的方法，其中所述组合物包含不只一种脱氧核苷，且所述治疗有

效量是介于约250mg/kg/天与约400mg/kg/天之间的所述组合物中的每种脱氧核苷。

21.如权利要求15所述的方法，其中所述组合物包含不只一种脱氧核苷，且所述治疗有
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效量是介于约250mg/kg/天与约400mg/kg/天之间的所述组合物中的总脱氧核苷。

22.如权利要求1所述的方法，其中每日一次、每日两次、每日三次、每日四次、每日五次

或每日六次施用所述组合物。

23.如权利要求1所述的方法，其中口服、鞘内、经肠或静脉内施用所述组合物。

24.如权利要求23所述的方法，其中所述组合物是口服施用的，并且包含与牛乳、人乳、

婴幼儿配方奶或水混合的脱氧核苷。

25.如权利要求1所述的方法，进一步包括对所述受试者施用胸苷磷酸化酶的抑制剂。

26.如权利要求25所述的方法，其中所述胸苷磷酸化酶的抑制剂是地匹福林。

27.如权利要求1所述的方法，进一步包括对所述受试者施用胞苷脱氨酶的抑制剂。

28.如权利要求27所述的方法，其中所述胞苷脱氨酶的抑制剂是四氢尿苷[THU]。

29.如权利要求1所述的方法，其中随着时间的推移增加对所述受试者施用的所述组合

物的所述治疗有效量。

30.如权利要求29所述的方法，其中对所述受试者施用的所述组合物的第一治疗有效

量是约100mg/kg/天的组合物，且其中随着时间的推移将所述组合物的所述治疗有效量增

加到200mg/kg/天、400mg/kg/天、800mg/kg/天、最多1000mg/kg/天。

31.如权利要求1所述的方法，其中所述组合物包含药学上可接受的载体。

32.一种治疗受试者的TK缺乏症的方法，其包括：

a.从所述受试者获得样品，所述样品包括核酸；

b.对所述受试者的所述核酸中的TK2基因进行序列分析；

c.当检测到所述TK2基因中的纯合突变或复合杂合突变时确定所述受试者患有TK2缺

乏症；以及

d.对所述受试者施用治疗有效量的包含脱氧胞苷(dC)、脱氧胸苷(dT)及其混合物的组

合物。

33.如权利要求32所述的方法，其进一步包括：

a.检测来自所述受试者的样品中的肌酸激酶浓度的水平；

b.对所述受试者的骨骼肌进行活检；

c.测量所述受试者的骨骼肌中的线粒体DNA计数；以及

d.如果检测到以下中的一项或多项，则进一步确定和/或证实所述受试者患有TK2缺乏

症：与健康的对照者相比所述肌酸激酶浓度的水平增加或升高；所述受试者的骨骼肌包含

纤维尺寸上的显著差异、可变的肌浆液泡、可变增多的结缔组织、破碎样红纤维和细胞色素

c氧化酶(COX)缺乏的纤维；以及与健康的对照者相比线粒体DNA水平降低。

34.如权利要求3所述的方法，其进一步包括在施用所述组合物后监测所述受试者，包

括：

a.观察肌肉力量和控制；

b.观察身高和体重的差异；

c.观察行动能力；以及

d.如果在施用所述组合物后，观察结果(a)-(c)中任何有所增加的话，则确定所述受试

者的病状有改善，且如果在施用所述组合物后，观察结果(a)-(c)中任何都无变化或有所减

少的话，则确定没有改善。
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35.如权利要求34所述的方法，其中如果在步骤(d)中确定出没有改善，则增加所述组

合物的所述治疗有效量。

36.如权利要求1所述的方法，其进一步包括在施用所述组合物后监测所述受试者中的

副作用，其中如果观察到副作用的话，则减少所述组合物的所述治疗有效量。

37.如权利要求36所述的方法，进一步包括在减少所述组合物的所述治疗有效量后监

测所述受试者中所观察到的副作用，其中如果不再观察到所述副作用的话，则增加所述组

合物的所述治疗有效量。

38.如权利要求36所述的方法，其中副作用是胃肠不耐受。

39.如权利要求36所述的方法，其中所述副作用选自腹泻和腹胀。
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用于包括线粒体DNA耗竭综合症在内的由不平衡的核苷酸库

引起的疾病的脱氧核苷疗法

[0001] 政府支持

[0002] 本发明是按照由NIH给予的HD080642在政府的支持下完成的。美国政府对本发明

享有一定的权利。

[0003] 相关申请的交叉引用

[0004] 本申请要求享有2015年6月17日提交的系列号为62/180,194的美国临时专利申请

的优先权，该临时专利申请据此以引用的方式并入。

发明领域

[0005] 本发明通常涉及人类遗传性疾病的药理学治疗，所述人类遗传性疾病具体地说是

以不平衡的核苷酸库为特征的疾病，例如线粒体DNA耗竭综合症，并且更具体地，胸苷激酶2

(TK2)缺乏症。药理学治疗涉及施用至少一种脱氧核苷或其混合物。对于治疗TK2缺乏症，药

理学治疗涉及施用脱氧胸苷(dT)或脱氧胞苷(dC)或其混合物。一种或多种脱氧核苷的这种

施用适用于不平衡的核苷库的其它病症，特别是见于线粒体DNA耗竭综合症中的那些。

[0006] 发明背景

[0007] 线粒体疾病是由于线粒体呼吸链(RC)和氧化磷酸化的缺陷引起的临床异质性疾

病，所述线粒体呼吸链(RC)和氧化磷酸化是将电子中的能量转化到三磷酸腺苷(ATP)当中

的生化途径。呼吸链由转移电子以产生跨越线粒体的内膜的质子梯度的四种多亚基酶(复

合物I-IV)组成，并且质子流过复合物V驱动ATP合成(DiMauro和Schon  2003；DiMauro和

Hirano  2005)。辅酶Q10(CoQ10)是使电子从复合物I和II穿梭到复合物III的必要分子。呼吸

链由于受线粒体DNA(mtDNA)及核DNA(nDNA)两个基因组控制而在真核(例如，哺乳动物)细

胞中是独特的。因而，任一基因组中的突变都可能引起线粒体疾病。大多数线粒体疾病影响

多种身体器官，并且在儿童期或早期成年生活中通常是致命的。对于线粒体疾病没有经证

实的有效治疗方法，只有支持疗法，如施用CoQ10及其类似物以增强呼吸链活性并解毒作为

功能失调的呼吸链酶的有毒副产物的活性氧物质(ROS)。

[0008] 线粒体DNA耗竭综合症(MDS)是线粒体疾病的一个亚组，其是严重儿童期脑肌病变

的常见病因，其分子特征在于组织中的线粒体DNA(mtDNA)拷贝数减少以及线粒体RC复合物

的合成不足(Hirano等人，2001)。若干核基因中的突变已被确认为婴幼儿MDS的病因，所述

基因包括：TK2、DGUOK、POLG、POLG2、SCLA25A4、MPV17、RRM2B、SUCLA2、SUCLG1、TYMP、OPA1和

C10orf2(PEO1)。(Bourdon等人，2007；Copeland  2008；Elpeleg等人，2005；Mandel等人，

2001；Naviaux和Nguyen  2004；Ostergaard等人，2007；Saada等人，2003；Sarzi等人，2007；

Spinazzola等人，2006)。此外，这些核基因中的突变也可引起伴有或没有mtDNA耗竭的

mtDNA的多重缺失(Béhin等人，2012；Garone等人，2012；Longley等人，2006；Nishino等人，

1999；Paradas等人，2012；Ronchi等人，2012；Spelbrink等人，2001；Tyynismaa等人，2009；

Tyynismaa等人，2012；Van  Goethem等人，2001)。

[0009] 这些基因之一是TK2，其编码胸苷激酶(TK2)，后者是嘧啶核苷(胸苷和脱氧胞苷)
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磷酸化以产生单磷酸脱氧胸苷(dTMP)和单磷酸脱氧胞苷(dCMP)所需的线粒体酶(Saada等

人，2001)。TK2中的突变损害合成三磷酸脱氧核苷酸(dNTP)所需的线粒体核苷/核苷酸补救

途径，三磷酸脱氧核苷酸是用于mDNA复制和修复的构建块(building  block)。

[0010] Saada及同事(Saada等人，2001)于2001年首次描述了来自罹患严重破坏性肌病变

的四个不同家庭的四名受感染儿童的TK2缺乏症。在平稳的早期发育之后，在6-36月龄时患

者出现高CK血症、严重肌肉张力减退，随后丧失自发活动性。该疾病进展迅速，并且两名患

者在3岁时接受机械通气，而另两名患者在报告之时已经死亡。

[0011] 在首次描述之后，文献中已报道了另外六十名患者，并且进一步有至少二十六名

患者已被确诊但未被报道(Alston等人，2013；Bartesaghi等人，2010；Béhin等人，2012；

Blakely等人，2008；Carrozzo等人，2003；Chanprasert等人，2013；Collins等人，2009；

Galbiati等人，2006；Gotz等人，2008；Leshinsky-Silver等人，2008；Lesko等人，2010；

Mancuso等人，2002；Mancuso等人，2003；Marti等人，2010；Oskoui等人，2006；Paradas等人，

2012；Roos等人，2014；Tulinius等人，2005；Tyynismaa等人，2012；Vilà等人，2003；Wang等

人，2005)，结果是有九十名患者，53名男性和37名女性。

[0012] 近期诊断的二十六名患者通过下一代DNA测序得到确认。这种大量新确认的病例

表明，TK2缺乏症是一种诊断不足的病症。

[0013] TK2缺乏症表现出广泛的临床和分子遗传谱，大多数患者在儿童早期表现出破坏

性的临床过程，而其他患者具有经数十年缓慢进展的虚弱。

[0014] 治疗TK2缺乏症，像大多数MDS和线粒体病症一样，一直是限于支持疗法。虽然施用

单磷酸脱氧胸苷(dTMP)和单磷酸脱氧胞苷(dCMP)改善了TK2敲入突变小鼠和患有TK2缺乏

症的人类患者的病状(系列号为15/082,207的美国申请，其整体并入本文)，但仍需要TK2缺

乏症的治疗性干预。

[0015] 另外，需要治疗其它形式的MDS和以不平衡的核苷酸库为特征的其它疾病。例如，

伴有mtDNA耗竭或多重缺失或兼而有之的若干孟德尔病症(mendelian  disorder)的特征在

于不平衡的三磷酸脱氧核苷酸库，其导致mtDNA复制的缺陷。一种这样的病症DGUOK突变损

害线粒体内酶脱氧鸟苷激酶，后者通常使脱氧嘌呤核苷脱氧鸟苷和脱氧胞苷磷酸化以产生

单磷酸脱氧鸟苷(dGMP)和单磷酸脱氧胞苷(dCMP)。破坏线粒体dNTP库的其它核基因包括

TYMP、RRM2B、SUCLA2、SUCLG1和MPV17。恢复dNTP库平衡的疗法同样将可适用于治疗这些病

症。

发明内容

[0016] 在某些实施方案中，本发明涉及治疗以不平衡的核苷酸库为特征的疾病或病症的

方法，包括对有需要的受试者施用治疗有效量的包含一种或多种脱氧核苷的组合物。

[0017] 可通过本发明的方法治疗的以不平衡的核苷酸库为特征的疾病或病症包括但不

限于特征在于以下基因中的突变的那些：TK2；DGUOK；TYMP；RRM2B；SUCLA2；SUCLG1；和

MPV17。

[0018] 在优选的实施方案中，所述病症是线粒体DNA耗竭综合症(MDS)。在更优选的实施

方案中，MDS包括以TK2中的突变为特征的肌病形式、以SUCLA2中的突变为特征的脑肌病形

式、以TYMP中的突变为特征的神经胃肠脑病形式和以DGUOK、POLG及MPV17中的突变为特征
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的肝病形式的病症。在最优选的实施方案中，所述病症是以TK2基因中的突变为特征的胸苷

激酶2缺乏症。

[0019] 可用包括施用脱氧核苷的本发明的方法治疗所有的线粒体DNA耗竭综合症。可通

过本发明的方法治疗的MDS的实例包括但不限于以下基因中的缺陷：编码脱氧鸟苷激酶dGK

的DGUOK基因；编码核糖核苷酸还原酶RNR的p53诱导型小亚基p53R2的RRM2B基因；以及编码

胸苷磷酸化酶TP的TYMP基因。

[0020] 在优选的实施方案中，脱氧核苷是脱氧胸苷(dT)或脱氧胞苷(dC)或其混合物。脱

氧腺苷(dA)和脱氧鸟苷(dG)单独或一起也可用在本发明的方法中。一种脱氧核苷(即，dT、

dC、dA或dG)以及任意四种脱氧核苷中的两种或更多种的混合物可用在本发明的方法中。

[0021] 脱氧核苷的优选剂量介于约100与约1,000mg/kg/天之间，更优选介于约300与约

800mg/kg/天之间，且最优选介于约250与约600mg/kg/天之间。如果组合物包含单一脱氧核

苷，则剂量是单一脱氧核苷的剂量。如果组合物包含不只一种脱氧核苷，则剂量可以是组合

物中每种脱氧核苷的剂量或总脱氧核苷的剂量。

[0022] 脱氧核苷的施用可以是每日一次、每日两次、每日三次、每日四次、每日五次、最多

每日六次，优选按定时间隔施用。

[0023] 优选的施用方法是口服、鞘内、静脉内和经肠施用。

[0024] 刚在有以不平衡的核苷酸库为特征的病症(例如，MDS)的嫌疑之时就应开始施用

脱氧核苷，并且施用持续贯穿患者的生命周期。包括TK2缺乏症在内的这类病症的诊断测试

是本领域中已知的。

[0025] 附图简述

[0026] 为了说明本发明的目的，在附图中描述了本发明的某些实施方案。然而，本发明不

限于附图中描述的实施方案的确切安排及手段方式。

[0027] 图1描述从出生后第4天用260mg/kg/天或520mg/kg/天的脱氧胞苷(dC)和脱氧胸

苷(dT)处理的野生型(Tk2+/+和Tk2+/-)以及Tk2-/-小鼠的生长曲线。每个符号表示在每个时

间点的体重的平均值。每个组的N示于图中。

[0028] 图2描述采用以下处理的野生型(Tk2+/+)以及Tk2-/-小鼠的存活曲线：Tk2-/-乳汁对比

Tk2-/-200mg/kg/天dCMP+dTMP，p＝0.0013；Tk2-/-乳汁对比Tk2-/-260mg/kg/天dC+dT，p＝0.0006；Tk2-/-乳汁对比

Tk2-/-520mg/kg/天dC+dT，p<0.0001；Tk2-/-260mg/kg/天dC＝dT对比Tk2-/-520mg/kg/天dCdT，p＝0.0009，均在出

生后第4天。每个组的N示于图中。由Mantel-Cox检验确定p值。

[0029] 图3是从野生型(Tk2+/+)以及Tk2-/-的脑和肝组织中分离的线粒体中的dNTP的相对

比例的图示，上述的小鼠是在出生后第13日龄(上图)和出生后第29日龄(下图)时未处理的

或用200mg/kg/天的dCMP和dAMP或者260mg/kg/天或520mg/kg/天的脱氧胞苷(dC)和脱氧胸

苷(dT)处理的。

[0030] 图4是显示与Tk2-/-小鼠相比，野生型Tk2小鼠(Tk2+/+)(左手侧条)的脑、肝、肠和肌

肉中的mtDNA/nDNA的比率的图示，上述的小鼠是在出生后第13和29日龄时未处理的或用

260mg/kg/天或520mg/kg/天的脱氧胞苷(dC)和脱氧胸苷(dT)处理的。数据被表示为mtDNA

拷贝相对于Tk2+的百分比的平均值±标准偏差(SD)。由Mann-Whitney检验估定p值。(*p<

0.05，**p<0.01，***p<0.001，****p<0.0001)。

[0031] 图5是描述测量小鼠的血浆中的dT和尿嘧啶的HPLC的结果的图示，所述小鼠是未
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处理的野生型(Tk2+/+)小鼠、用260mg/kg/天的脱氧胞苷(dC)和脱氧胸苷(dT)处理的野生型

(Tk2+/+)小鼠、用260mg/kg/天的脱氧胞苷(dC)和脱氧胸苷(dT)处理的Tk2-/-小鼠以及用

200mg/kg/天的dCMP和dTMP处理的Tk2-/-小鼠，上述经处理的小鼠是处理后30分钟的。数据

被表示为平均值±SD。

[0032] 图6是在出生后13天用400mg/kg/天的dCMP和dTMP及THU处理、在出生后13和29天

用260mg/kg/天的脱氧胞苷(dC)和脱氧胸苷(dT)处理或者在出生后29天用520mg/kg/天的

脱氧胞苷(dC)和脱氧胸苷(dT)处理的Tk2-/-小鼠中的呼吸链酶活性的水平的图示。对于各

处理，数据被表示为Tk2-/-小鼠组织中的RCE活性的百分比，其是针对蛋白质水平标准化且

相对于Tk2+的。由Mann-Whitney检验确定p值。*p<0.05。

[0033] 图7A是在出生后29天用260mg/kg/天或520mg/kg/天的脱氧胞苷(dC)和脱氧胸苷

(dT)处理的野生型小鼠以及用260mg/kg/天或520mg/kg/天的脱氧胞苷(dC)和脱氧胸苷

(dT)处理的Tk2-/-小鼠中的呼吸链蛋白的免疫印迹。图7B是显示针对复合物II标准化的RCE

水平的图示，表示为TK2+/+小鼠中的RCE水平的百分比。由Mann-Whitney检验估计p值。

[0034] 缩写词：CS＝柠檬酸合酶；CI＝NADH-脱氢酶；CII＝琥珀酸脱氢酶；CIII＝细胞色

素c还原酶；CIV＝细胞色素c氧化酶(COX)；CI+III＝NADH-细胞色素c还原酶；CII+III＝琥

珀酸脱氢酶-细胞色素c还原酶。

具体实施方式

[0035] 本发明基于意外的发现，即可以用脱氧核苷治疗线粒体DNA耗竭综合症，包括TK2

缺乏症。如本文的结果所示，脱氧核苷的施用极大地改善了TK2缺乏症的小鼠模型和患有

TK2缺乏症的人类患者中的病状。

[0036] 定义

[0037] 本说明书中所用的术语在本发明的上下文以及使用每个术语的具体上下文内具

有它们在所属领域中的普通含义。下文或在说明书的别处讨论了某些术语以对执业医生提

供描述本发明的方法以及如何加以使用的附加指导。此外，将要理解的是，可以按不只一种

方式叙述同样的事情。因此，替代性语言和同义词可用于本文讨论的任何一个或多个术语，

本文是否详尽阐述或讨论术语也不被赋予任何特殊意义。提供了某些术语的同义词。引述

一个或多个同义词不排除使用其它同义词。说明书中任何地方的实例(包括本文讨论的任

何术语的实例)的使用仅是说明性的，并且绝不是要限制本发明或任何示例的术语的范围

及含义。同样，本发明不限于其优选的实施方案。

[0038] 如本申请中所用的术语“受试者”意指哺乳动物。哺乳动物包括犬科动物、猫科动

物、啮齿类动物、牛科动物、马科动物、猪科动物、绵羊科动物和灵长类动物。因此，本发明可

用在兽医学中(例如)以治疗伴侣动物、农场动物、动物园中的实验动物和野外中的动物。本

发明对于人类医学应用是特别理想的。

[0039] 如本申请中所用的术语“患者”意指人类受试者。在本发明的一些实施方案中，“患

者”已知或疑似患有以不平衡的核苷酸库为特征的疾病或病症、线粒体疾病、线粒体DNA耗

竭综合症或TK2缺乏症。

[0040] 短语“治疗有效量”用在本文中意指足以引起受试者中的临床显著病状的改善或

者使与疾病或病症相关的一种或多种症状延迟或最小化或减轻或者在受试者中导致所需
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的生理学有益变化的量。

[0041] 术语“治疗”(treat/treatment)等是指减慢、解除、改善或缓解疾病或病症的至少

一种症状或在疾病或病症发作后将其逆转的方法。

[0042] 术语“预防”(prevent/prevention)等是指在明显的疾病或病症发作之前起作用

以防止疾病或病症发展或使疾病或病症的程度最小化或减缓其发展进程。

[0043] 术语“有需要的”是已知或疑似患有或有风险患以不平衡的核苷酸库为特征的疾

病或病症、线粒体疾病、线粒体DNA耗竭综合症或TK2缺乏症的受试者。

[0044] 如本文所用的术语“药剂”意指产生或能够产生疗效的物质，并且将包括但不限于

化学品、药品、生物制品、有机小分子、抗体、核酸、肽和蛋白质。

[0045] 如本文所用的术语“脱氧核苷”意指脱氧胸苷或dT、脱氧胞苷或dC、脱氧腺苷或dA

和脱氧鸟苷或dG。每一者的全长名称和常用缩写将可互换使用。这类脱氧核苷还包括脱氧

核苷的生理学功能衍生物。

[0046] 如本文所用，术语“生理学功能衍生物”是指在体内转化以产生脱氧核苷的化合物

(例如，药物前体)。转化可通过各种机制(例如，通过代谢或化学过程)发生，例如经过在血

液中水解。前药是这类衍生物，并且T .Higuchi和W .Stella在“Pro-drugs  as  Novel 

Delivery  Systems”，A.C.S.Symposium  Series的第14卷中以及Bioreversible  Carriers 

in  Drug  Design，编著Edward  B.Roche，American  Pharmaceutical  Association  and 

Pergamon  Press，1987中给出了前药的用途的讨论。

[0047] 如本文所用，“副作用”是通过施用药物引起的不想要的反应。在大多数情况下，施

用脱氧核苷不会引起副作用。最意料之中的副作用将是轻微的胃肠道不耐受。

[0048] 术语“约”或“大约”意指对于由本领域普通技术人员确定的特定值在可接受的误

差范围内，所述可接受的误差范围将部分地取决于如何测量或确定该值，即测量系统的限

制，即对于特定目的(如药物制剂)所需的精确度。例如，“约”可意指按本领域中的惯例在1

或多于1个标准偏差以内。或者，“约”可意指给定值的最多20％、优选最多10％、更优选最多

5％及还更优选最多1％的范围。或者，特别是关于生物系统或过程，该术语可意指在一个数

量级以内，优选在值的5倍以内，且更优选在值的2倍以内。在申请和权利要求中描述特定值

的情况下，除另有说明外，应假定术语“约”意指对于特定的值在可接受的误差范围内。

[0049] 施用脱氧核苷用以治疗线粒体DNA耗竭综合症

[0050] 线粒体DNA(mtDNA)耗竭综合症(MDS)包括以感染组织中的mtDNA拷贝数减少为特

征的若干严重的常染色体疾病。大多数MDS致病性核基因编码属于mtDNA复制机制的蛋白质

或参与三磷酸脱氧核糖核苷(dNTP)代谢。

[0051] MDS的一种形式是胸苷激酶缺乏症或TK2。由核基因TK2编码的TK2是使胸苷和脱氧

胞苷核苷磷酸化以产生单磷酸脱氧胸苷(dTMP)和单磷酸脱氧胞苷(dCMP)的线粒体基质蛋

白，单磷酸脱氧胸苷和单磷酸脱氧胞苷继而被转化为线粒体DNA合成所需的三磷酸脱氧核

苷酸(dNTP)。如在背景部分中所讨论，常染色体隐性TK2突变在婴幼儿和儿童中引起伴有线

粒体DNA(mtDNA)的严重耗竭的破坏性神经肌肉虚弱，以及在成人中引起伴有mtDNA多重缺

失的渐进性外部眼肌麻痹。许多患者不能行走，并且需要一些类型的机械通气和饲管。中枢

神经系统以可变的方式被牵涉进这些病症，伴有的症状包括癫痫发作、脑病变、认知损害和

听力丧失。生存超过42年的患者不到7％。
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[0052] 基于如此诊断的患者的临床及分子遗传学调查结果，三种疾病表现得到确认：i)

婴幼儿发作的(≤1岁)肌病变，在生命的第一年开始虚弱，伴有严重的mtDNA耗竭和早期死

亡；ii)儿童期发作的(>1-11岁)肌病变，伴有严重的mtDNA耗竭；和iii)晚发性肌病变(≥12

岁)，发作时轻度虚弱，并缓慢进展为行走力丧失、呼吸功能不全或兼而有之，青春期或成年

期中往往伴有与mtDNA多重缺失、mtDNA拷贝数减少或这两者关联的慢性渐进性外部眼肌瘫

痪。准备中一般参见Garone等人，(2016)。

[0053] 使用来自患者培养的成纤维细胞研究TK2缺乏症的发病机制及测试其疗法的尝试

一直是不成功的，因为复制细胞未能表现出mtDNA耗竭。相比之下，纯合Tk2H126N敲入突变

(Tk2-/-)小鼠模型表现出与由TK2突变引起的人类婴幼儿脑肌病变惊人相似的表型，其特征

为在10日龄时发作，伴随行走力下降、步态不稳、不雅震颤、生长迟缓，并且线粒体DNA

(mtDNA)的耗竭迅速进展为在14至16日龄时的早期死亡，这是类似于人类婴幼儿发作的疾

病的时间段(Akman等人，2008；Dorado等人，2011)。

[0054] 本文阐述的采用Tk2敲入小鼠进行的研究已显示，口服dC/dT的施用延长了TK2缺

乏症的临床症状的延迟发作，并且将小鼠的寿命延长两到三倍(实施例2)。

[0055] 另外的实验显示出组织特异性效果。测量线粒体提取物中的dNTP库水平显示，

dCTP在脑中被拯救，并且dTTP在肝中被拯救(实施例3)。测量mtDNA耗竭显示，dCMP+dTMP和

dC+dT疗法都拯救了肝、肌肉和组织中的mtDNA拷贝数(实施例4)。以前推测的是，血脑屏障

的形成可能损害脑中的治疗生物利用度。然而，HPLC测量显示，在单磷酸核苷酸和脱氧核苷

处理后均以较高的浓度发现这些化合物的催化产物，表明它们能够跨越血脑屏障。mtDNA耗

竭测量也显示出肠中的mtDNA拷贝数的完全拯救。

[0056] 因此，本文阐述的使用Tk2缺乏症的小鼠模型的实验显示，施用脱氧核苷对于治疗

疾病是有效和安全的。另外，如实施例5中所示，施用dT和dC极大地改善了患者的TK2缺乏症

的症状。

[0057] 因此，本发明包括对有需要的患者施用至少一种脱氧核苷。在一个实施方案中，本

发明包括施用至少一种脱氧嘧啶。在进一步的实施方案中，脱氧嘧啶选自dC、dT及其混合

物。在又一实施方案中，本发明包括施用至少一种脱氧嘌呤。在进一步的实施方案中，脱氧

嘌呤选自dA、dG及其混合物。

[0058] 会受益于施用脱氧核苷的患者将是被诊断为患有TK2缺乏症的那些。在这些患者

中，将施用至少一种脱氧嘧啶dC或dT或其混合物。

[0059] 由于DGUOK中的常染色体隐性突变所致的脱氧鸟苷激酶(dGK)的并行缺陷(伴有

dGMP和dAMP缺乏)引起mtDNA耗竭，通常表现为儿童早期发作的肝脑疾病(Mandel等人，

2001)。这些患者将会受益于施用至少一种脱氧嘌呤dG或dA或其混合物。

[0060] 可通过施用特定的脱氧核苷(即dA、dG、dC或dT或其混合物)来治疗其它形式的MDS

以及与不平衡的核苷酸库有关的其它病症。这些病症将包括但不限于与RRM2B(编码核糖核

苷酸还原酶RNR的p53诱导型小亚基p53R2)有关的缺陷和TYMP(编码胸苷磷酸化酶TP)中的

突变，后者引起线粒体神经胃肠脑肌病变(MNGIE)。破坏线粒体dNTP库的另外的核基因包括

但不限于SUCLA2、SUCLG1和MPV17。也可以通过施用一种或多种脱氧核苷来治疗与这些基因

有关的病症。

[0061] 另外，由于其它形式的MDS及其它病症的机制得到了阐明，因而可由熟练的从业人
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员来确定用于治疗的适当脱氧核苷。

[0062] 可以对显示出上文针对TK2缺乏症(包括以一般性张力减退、近端肌肉无力、先前

获得的运动技能丧失、喂养不良和呼吸困难为特征的渐进性肌肉疾病的最典型表现)讨论

的表型的患者进行测试以明确地诊断疾病。

[0063] 如果临床表现高度疑似mtDNA耗竭综合症，则应使用已知引起mtDNA耗竭综合症的

一组基因进行分子遗传测试(Chanprasert等人，2012)。TK2基因是已知其中的突变引起TK2

相关性线粒体DNA耗竭综合症的唯一基因。这种测试可包括对TK2的整个编码和外显子/内

含子接合区进行的序列变异和缺失/重复的序列分析。如果在序列分析中确认出复合杂合

或纯合有害的突变，则TK2缺乏症的诊断得到证实，并且因此，受试者将受益于脱氧核苷疗

法。如果序列分析没有确认出两种复合杂合或纯合有害的突变，则应考虑缺失/重复分析以

确定和/或证实TK2缺乏症诊断。

[0064] 用以确定和/或证实TK2缺乏症诊断的进一步测试可包括测试血清肌酸激酶(CK)

浓度、肌电图、骨骼肌上的组织病理学、线粒体DNA(mtDNA)含量(拷贝数)和骨骼肌中的电子

传递链(ETC)活性。如果在这些测试中发现以下中的一项或多项，则TK2缺乏症得到确定和/

或证实。与健康的对照相比升高的CK浓度可指示TK2缺乏症。可进行骨骼肌活检，然后进行

骨骼肌中的mtDNA含量分析。如果骨骼肌活检显示出纤维尺寸上的显著差异、可变的肌浆液

泡、可变增多的结缔组织和破碎样红纤维以及增加的琥珀酸脱氢酶(SDH)活性且细胞色素c

氧化酶(COX)活性低至没有活性，并且mtDNA拷贝数严重减少(通常不到年龄和组织匹配的

健康对照的20％)，则TK2缺乏症的诊断可得到确定和/或证实(Chanprasert等人，2012)。

[0065] 另外，TK2缺乏症是以常染色体隐性方式遗传的。因此，可在感染患者的同胞出生

后尽早对其进行测试以诊断疾病。

[0066] 在所有这些实例中，在诊断TK2缺乏症后应尽快开始脱氧核苷疗法。

[0067] 药物组合物、施用的方法和剂量

[0068] 本发明包括施用脱氧核苷，更具体地是施用一种或多种脱氧核苷。

[0069] 最优选的施用方法是口服、鞘内和亲本(parental)施用，包括静脉内施用。脱氧核

苷必须呈适于所选择的施用的形式。

[0070] 脱氧核苷容易溶于液体容易溶于液体(如水、配方奶或乳汁)，而游离酸形式不易

溶于液体。

[0071] 包含一种或多种用于施用的脱氧核苷的这类药物组合物可包含治疗有效量的脱

氧核苷和药学上可接受的载体。短语“药学上可接受的”是指这样的分子实体及组合物，当

对人施用时其是生理上可耐受的，且通常不会产生过敏或类似的不良反应，如胃不适、眩晕

等，并且经过联邦或州政府的管理机构批准，或者在美国药典或其它公认的药典中列出供

在动物中且尤其是在人类中使用。“载体”是指用以施用治疗剂的稀释剂、佐剂、赋形剂或媒

介物。这类药物载体可以是无菌液体，如水中的盐水溶液以及油，包括石油、动物、植物或合

成来源的那些油，如花生油、大豆油、矿物油、芝麻油等。当静脉内施用药物组合物时，盐水

溶液是优选的载体。盐水溶液和葡萄糖水溶液及甘油溶液也可用作液体载体，特别是用于

可注射溶液。合适的药物赋形剂包括淀粉、葡萄糖、乳糖、蔗糖、明胶、麦芽、大米、面粉、白

垩、硅胶、硬脂酸钠、单硬脂酸甘油酯、滑石、氯化钠、脱脂乳粉、甘油、丙烯、二醇、水、乙醇

等。如果需要的话，组合物还可含有少量的润湿剂或乳化剂或pH缓冲剂。
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[0072] 口服施用是优选的施用方法。可将脱氧核苷添加到患者将摄取的任何形式的液体

中，包括但不限于乳汁(牛乳和人乳)、婴幼儿配方奶和水。

[0073] 另外，适于口服施用的药物组合物可以是胶囊、片剂、粉末、颗粒、溶液、糖浆、混悬

液(在非水或水性液体中)或乳液。片剂或硬明胶胶囊可包含乳糖、淀粉或其衍生物、硬脂酸

镁、糖精钠、纤维素、碳酸镁、硬脂酸或其盐。软明胶胶囊可包含植物油、蜡、脂肪、半固体或

液体多元醇。溶液和糖浆可包含水、多元醇和糖。可将旨在用于口服施用的活性剂用延迟活

性剂在胃肠道中的崩解和/或吸收的物质包衣或与之混合。如此，可实现经许多小时的持续

释放，并且如果必要的话，可保护活性剂免于胃内降解。可将用于口服施用的药物组合物配

制成由于特定的pH或酶促条件而便于在特定的胃肠位置释放活性剂。

[0074] 为了克服脱氧核苷跨越血/脑屏障的任何问题，鞘内施用是进一步优选的施用形

式(Galbiati等人，2006；Gotz等人，2008)。鞘内施用涉及将药物注射到椎管里，更具体地是

注射到蛛网膜下隙里，使其抵及脑脊液。这种方法常用于脊髓麻醉、化学疗法和疼痛药物治

疗。可通过腰椎穿刺(推注)或通过药盒导管系统(推注或输注)进行鞘内施用。最常将导管

插在腰椎的椎板之间，并将尖端向上穿过鞘隙至所需水平(通常为L3-L4)。鞘内制剂最常使

用水和盐水作为赋形剂，但也已使用过EDTA和脂质。

[0075] 进一步优选的施用形式是肠胃外施用，包括静脉内施用。适于肠胃外施用(包括静

脉内施用)的药物组合物包括水性及非水无菌可注射溶液或混悬液，其可含有抗氧化剂、缓

冲剂、抑菌剂和使组合物与受试者的血液基本上等渗的溶质。可存在于这类组合物中的其

它组分包括水、醇、多元醇、甘油和植物油。可将适于亲本施用的组合物提供在单位剂量或

多剂量容器中，如密封的安瓿和小瓶中，并且可储存在冷冻干燥(冻干)条件下，临使用之前

仅需要添加无菌载体。可由无菌粉末、颗粒和片剂制备临时注射溶液和混悬液。可用于提供

本发明的肠胃外剂型的合适媒介物是本领域技术人员熟知的。实例包括：注射用水USP；水

性媒介物，如氯化钠注射液、林格氏注射液、葡萄糖注射液、葡萄糖和氯化钠注射液以及乳

酸化林格氏注射液；水混溶性媒介物，如乙醇、聚乙二醇和聚丙二醇；以及非水媒介物，如玉

米油、棉籽油、花生油、芝麻油、油酸乙酯、肉豆蔻酸异丙酯和苯甲酸苄酯。

[0076] 另外，由于一些患者在脱氧核苷治疗开始的时候可能正在接受肠营养品，则可以

通过烹饪饲管或其它肠营养手段施用dN。

[0077] 进一步的施用方法包括经粘膜施用，如经鼻、舌下、经阴道、经颊或经直肠施用；或

对受试者透皮施用。

[0078] 适于经鼻和经肺施用的药物组合物可包含诸如粉末的固体载体，其可借助于通过

鼻子快速吸入来施用。用于经鼻施用的组合物可包含液体载体，如喷雾剂或滴剂。或者，可

借助于深度吸入或通过吹口的装置来完成直接吸入到肺里。这些组合物可包含活性成分的

水溶液或油溶液。可在特别适应的装置中提供用于吸入的组合物，这些装置包括但不限于

加压喷雾器、雾化器或吹入器，可将它们构造成提供预定剂量的活性成分。

[0079] 可将适于经直肠施用的药物组合物提供为栓剂或灌肠剂。可将适于经阴道施用的

药物组合物提供为阴道栓、棉塞、乳膏剂、凝胶剂、糊剂、泡沫剂或喷雾制剂。

[0080] 可将适于透皮施用的药物组合物提供为分立的贴剂，其旨在经长时间段与接受者

的表皮保持紧密接触。

[0081] 脱氧核苷疗法包括施用选自脱氧胸苷(dT)、脱氧胞苷(dC)、脱氧腺苷(dA)和脱氧
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鸟苷(dG)的一种或多种脱氧核苷。

[0082] 熟练的执业医生可根据所述缺乏症确定哪种脱氧核苷是有益的。执业医生确定是

否应该以及按何种比例施用脱氧核苷的混合物也是本领域技术范围之内的事情。如果要施

用两种脱氧核苷，则它们可以按各脱氧核苷(例如，dC和dT)为50/50的比例，或者按约5/95、

10/90、15/85、20/80、25/75、30/70、35/65、40/60、45/55、55/45、60/40、65/35、70/30、75/

25、80/20、85/15、90/10和95/5的比例。

[0083] 举例来说，对于TK2缺乏症，以等量的混合物施用dT和dC。

[0084] 本领域技术人员将考虑若干因素来确定治疗有效剂量的选择，这对本领域普通技

术人员来说是已知的。这类因素包括脱氧核苷的特定形式及其药代动力学参数，如生物利

用度、代谢和半衰期，这些将是在通常用来获得药物化合物的监管批准的常规开发程序期

间已确立好的。考虑剂量的进一步因素包括要治疗的病状或疾病或要在正常个体中取得的

有益效果、患者的体重、施用途径、是短期还是长期施用、伴随的药物治疗以及影响施用的

药剂的疗效的其它众所周知的因素。因此，应该根据本领域技术人员的判断及每一患者的

情况并根据标准的临床技术来决定精确的剂量。

[0085] 优选的剂量范围是约100mg/kg/天至约1,000mg/kg/天。进一步优选的剂量范围是

约200mg/kg/天至约800mg/kg/天。进一步优选的剂量范围是约250mg/kg/天至约400mg/kg/

天。这些剂量是单独的脱氧核苷的量或具有不只一种脱氧核苷(例如，dT和dC)的混合物的

组合物的量。例如，一个剂量可单独包含400mg/kg/天的dT。在进一步的实例中，一个剂量可

包含200mg/kg/天的dT和200mg/kg/天的dC的混合物。在进一步的实例中，一个剂量可包含

400mg/kg/天的dT和dC的混合物。

[0086] 脱氧核苷的施用可以是一天一次、一天两次、一天三次、一天四次、一天五次、最多

一天六次，优选按定时间隔施用。例如，当每天四次施用脱氧核苷时，给药将是在8:00AM、

12:00PM、4:00PM和8:00PM。

[0087] 如果是静脉内或鞘内施用的话，则也可以降低剂量。这种施用的优选剂量范围是

约50mg/kg/天至约500mg/kg/天。

[0088] 如实施例5中所示，可调节剂量以优化在受试者中的效果。例如，可按100mg/kg/天

开始施用脱氧核苷，然后随着时间的推移增加到200mg/kg/天、到400mg/kg/天、到800mg/

kg/天、最多1000mg/kg/天，这取决于受试者的反应和耐受性。

[0089] 在增加剂量之前可监测受试者的病状改善情况。可通过观察受试者的肌肉力量和

控制及行动能力以及身高和体重的变化来监测受试者对脱氧核苷的治疗性施用的反应。如

果在施用后这些参数中的一者或多者增加，则可以继续进行治疗。如果这些参数中的一者

或多者保持不变或减少，则可以增加脱氧核苷的剂量。

[0090] 如实施例中所示，脱氧核苷是耐受性良好的。任何观察到的副作用都是轻微的，并

且主要是腹泻、腹胀及其它胃肠道临床表现。还可监测受试者中的任何副作用，如胃肠不耐

受，例如腹泻。如果在施用后观察到一种或多种副作用，则可以减少剂量。如果没有观察到

这类副作用，则可以增加剂量。另外，一旦由于观察到副作用而减少剂量，并且不再能观察

到副作用时，可以增加剂量。

[0091] 也可以将脱氧核苷与其它药剂共同施用。这类药剂将包括用于治疗特定形式的

MDS的症状的治疗剂。特别地，对于TK2缺乏症，可将dT和dC与普遍性核苷分解代谢酶的抑制
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剂共同施用，这些抑制剂包括但不限于诸如四氢尿苷(胞苷脱氨酶的抑制剂)和免疫霉素H

(嘌呤核苷磷酸化酶的抑制剂)及地匹福林(tipiracil，胸苷磷酸化酶的抑制剂)的酶抑制

剂。这类抑制剂是已知的并且用于治疗一些癌症。

[0092] 实施例

[0093] 通过参考以下非限制性实施例可以更好地理解本发明，提供这些实施例是为了更

全面地说明本发明的优选实施方案。它们绝不应被解释为限制本发明的宽广范围。

[0094] 实施例1-材料和方法

[0095] TK2缺乏症的小鼠模型

[0096] 先前已报道了纯合Tk2H126N敲入突变(Tk2-/-)小鼠，其表现出与人类婴幼儿脑肌

病变惊人相似的表型(Akman等人，2008)。在出生后第10天与第13天之间，Tk2-/-小鼠迅速显

露出致命性脑肌病变，其特征为行走力下降、步态不稳、不雅震颤、生长迟缓，并且迅速进展

为在14至16日龄时的早期死亡。小鼠模型的分子及生化分析表明，该疾病的发病机制是由

于酶活性的丧失和随之而来的dNTP库不平衡，伴随脑中dTTP水平以及肝中dTTP和dCTP两者

水平降低，这些继而产生mtDNA耗竭和含有mtDNA编码的亚基的呼吸链酶的缺陷，最突出是

在脑和脊髓中。

[0097] 所有的实验都是根据由哥伦比亚大学医学中心的研究机构动物护理与使用委员

会(Institutional  Animal  Care  and  Use  Committee)批准的方案进行的，并且符合国立

卫生研究院护理与使用实验动物指南。根据国际标准条件安置和饲养小鼠，采用12小时光

照、12小时黑暗循环，并在4、13和29日龄时处死。

[0098] 取出器官(脑、脊髓、肝、心脏、肾、四头肌、肺和胃肠道)并冷冻在异戊烷的液相中，

用干冰在其凝固点(-160℃)附近预冷却，或者固定于10％中性缓冲福尔马林中，并采用标

准程序包埋在石蜡中。然后将石蜡包埋的组织用苏木精和曙红(H&E)染色进行形态学研究，

或者如在补充程序中详述的那样处理以用GFAP、COX  I或复合物I亚基进行免疫染色研究。

杂合及纯合野生型小鼠均被视为对照组(Tk2+)，因为先前没有描述过临床和生化差异

(Akman等人，2008；Dorado等人，2011)。

[0099] 治疗施用和实验计划

[0100] 对Tk2H126N敲入小鼠(Tk2-/-)和年龄匹配的对照野生型(Tk2+)，从出生后第4至29

天采用260mg/kg/天和520mg/kg/天这2个剂量，通过每日口服喂饲施用在50μl用于小宠物

的Esbilac配方乳汁(Pet-Ag)中的脱氧胞苷(dC)和脱氧胸苷(dT)。在21日龄时，将小鼠与母

亲分开，并通过分别采用1.6mM和3.2mM的等摩尔剂量施用饮用水中的dC和dT来继续进行处

理。将未处理的Tk2突变体和对照野生型小鼠的阴性对照组称重并仔细观察以进行比较。

[0101] 表型评估

[0102] 每日对体重进行评估，因为先前已经观察到，不能增重是疾病的第一征兆(Akman

等人，2008)。

[0103] 为确定dT/dC的安全度和疗效，将经处理和未处理的Tk2小鼠中的存活时间、疾病

发作时龄、症状的类型和严重程度、副作用的发生以及由于不良事件而终止处理的比例进

行比较。在出生后第4天开始每日评估小鼠的一般行为、存活时间和体重。

[0104] 通过聚合酶延伸测定法测量的dNTP库

[0105] 在10体积(w/v)的冷MTSE缓冲液(210mM甘露醇、70mM蔗糖、10mM  Tris–HCl  pH 
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7.5、0.2mM  EGTA、0.5％BSA)中将组织在冰上均化，并在4℃下以1000g离心5分钟，接着在4

℃下三次以13,000g离心2分钟。将上清液用60％甲醇沉淀，在-80℃下保持2小时，煮沸3分

钟，在-80℃下储存(1小时至过夜)并在4℃下以20,800g离心10分钟。将上清液蒸发至干并

将沉淀再悬浮于65μl水中，并且在分析以前储存于-80℃下。为使核糖核苷酸干扰最小化，

如报道的那样测定总dNTP库(Ferraro等人，2010；Marti等人，2012a)。简言之，通过将5μl样

品或标准dNTP与15μl反应缓冲液[0 .025U/ml  ThermoSequenase  DNA聚合酶(GE 

Healthcare，Piscataway，NJ，USA)或Taq聚合酶(Life  Technologies，NY，USA)、0.75μM  3H-

dTTP或3H-dATP(Moravek  Biochemicals)、0.25μM特定的寡核苷酸、40mM  Tris–HCl  pH 

7.5、10mM  MgCl2、5mM  DTT]混合产生20μl体积反应物。在48℃下60分钟后，将18ml反应物点

样在Whatman  DE81过滤器上，风干并用5％Na2HPO4洗涤三次持续10分钟，一次在蒸馏水中

且一次在无水乙醇中。通过闪烁计数测定保留的放射性。

[0106] 通过HPLC测量的核苷测量结果

[0107] 通过如先前所述的梯度洗脱HPLC方法(Lopez等人，2009；Marti等人，2012b)稍作

修改来评估脱氧胸苷(dT)、脱氧尿苷(dU)、尿嘧啶(U)和胸腺嘧啶(T)水平。简言之，以

1.5ml/分钟的恒定流速(除指出的情况外)将脱蛋白样品注入带有Alltima  C18NUC反相柱

(Alltech)的Alliance  HPLC系统(Waters  Corporation)，使用四种缓冲液：洗脱液A(20mM

磷酸钾，pH  5.6)、洗脱液B(水)和洗脱液C(甲醇)。以如下梯度经60分钟洗脱样品：0-5分钟，

100％洗脱液A；5-25分钟，100-71％洗脱液A，29％洗脱液B；25-26分钟，0-100％洗脱液C；

26-30分钟，100％洗脱液C；30-31分钟，0-100％洗脱液B；31-35分钟，100％洗脱液B(1.5-

2ml/分钟)；35-45分钟，100％洗脱液B(2ml/分钟)；45-46分钟，100％洗脱液B(2-1.5ml/分

钟)；46-47分钟，0-100％洗脱液C；47-50分钟，100％洗脱液C；50-51分钟，0-100％洗脱液A；

和51-60分钟，100％洗脱液A。

[0108] 在267nm处监测洗脱物的吸光度，并将dThd和dUrd峰定量，方式是将它们的峰面积

与用水性标准物获得的校准曲线进行比较。为了明确地确认每个样品的脱氧胸苷、脱氧尿

苷、尿嘧啶和胸腺嘧啶峰，将第二等分试样用过量的纯化大肠杆菌TP(Sigma)处理以特异性

地消除dT和dU。此方法对于所有核苷的检测限为0.05mmol/l。结果表示为nmol/mg蛋白质。

[0109] RT-qPCR：线粒体DNA定量

[0110] 在Step  One  Plus实时PCR系统(Applied  Biosystems)中采用ddCt方法，如所描述

的那样用鼠COX  I基因(mtDNA)及小鼠甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH，nDNA)的引物和探针

(Applied  Biosystems，Invitrogen，Foster  City，CA，USA)进行实时PCR(Dorado等人，

2011)。将MtDNA值针对nDNA值标准化，并表示为相对于野生型(100％)的百分比。

[0111] 线粒体呼吸链蛋白质水平

[0112] 将三十微克的全脑大脑或小脑提取物在SDS-12％PAGE凝胶中电泳，转移至Immun-

BlotTM  PVDF膜(Biorad，Hercules，CA，USA)上，并用抗体 总OXPHOS啮齿动物

WB混合型抗体( Total  OXPHOS  Rodent  WB  Antibody  Cocktail)

(MitoSciences，Eugene，OR，USA)进行探测。使用AmershamTM  ECL  Plus蛋白质印迹检测系统

(GE  Healthcare  Life  Sciences，UK)，用过氧化物酶缀合的小鼠抗小鼠IgG抗体(Sigma-

Aldrich，St  Louis，MO，USA)检测蛋白质-抗体相互作用。使用NIH  ImageJ  1.37V软件进行

蛋白质的定量。在选定的区域内平均灰度值计算为选择的所有像素的灰度值的总和除以像
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素的数量。

[0113] 通过分光光度计分析测量的线粒体呼吸链酶活性

[0114] 如先前描述的那样在大脑组织中进行线粒体RC酶分析(DiMauro等人，1987)。

[0115] 统计方法

[0116] 将数据表示为每组至少3次实验的平均值±SD。采用Gehan-Breslow-Wilcoxon检

验比较各组小鼠的存活比例。p值<0.05被视为是统计学显著的。

[0117] 实施例2-对Tk2-/-小鼠施用dC/dT延迟TK2缺乏症的临床发作并增加存活者

[0118] 对Tk2-/-小鼠施用剂量为260和520mg/kg/天的脱氧核苷(dC/dT)中的每一者。这些

剂量的脱氧核苷分别为400和800mg/kg/天的摩尔当量的dCMP+dTMP。

[0119] 用口服dC+dT(从4日龄起260或520mg/kg/天)处理的小鼠直到出生后第21天看起

来还是正常的(图1)。在21日龄后，用260mg/kg/天剂量处理的突变小鼠(Tk2-/-260mg/kg/天  dC

/dT)停止增重并显露出轻微的头部震颤和虚弱，其导致在出生后第31±4.3天死亡(图2)。

[0120] 用520mg/kg/天的dC+dT(Tk2-/-520mg/Kg/天  dC/dT)处理的突变小鼠继续再增重一周，但

随后表现出与Tk2-/-260mg/Kg/天  dC/dT类似的恶化，并在出生后第43±10天死亡。这些结果与用

200或400mg/kg/天的口服dCMP/dTMP处理的Tk2-/-小鼠所显示的相当。关注Tk2+260mg/kg/天  dC

/dT和Tk2+520mg/kg/天  dC/dT直到出生后第60天。没有观察到副作用。

[0121] 如所示的那样，经处理的Tk2-/-的寿命显著增加。未处理的Tk2-/-小鼠显示平均寿

命为13天，而用260和520mg/kg/天剂量处理的小鼠分别存活了平均31天和40天(图2)。有意

思的是，其中一只小鼠存活到出生后第56天，这是迄今为止Tk2敲入小鼠模型的最长寿命。

[0122] 实施例3-口服dC/dT改善脑和肝中的分子异常

[0123] 测量线粒体提取物中的dNTP显示，在出生后第13天，Tk2-/-260mg/Kg/天  dC/dT和Tk2
-/-520mg/Kg/天  dC/dT均没有完全纠正线粒体dNTP库不平衡，并且在组织中表现出可变的效果，在

脑中有dCTP不足的完全拯救，而dTTP在肝中得到纠正。相比之下，尽管有脱氧核苷补充，但

脑中的dTTP和肝中的dCTP的缺乏仍然严重(图3)。

[0124] 在出生后第13天的Tk2-/-260mg/Kg/天  dC/dT和Tk2-/-520mg/Kg/天  dC/dT小鼠中，处理防止了

心脏、肝、肾、肠和肌肉中的mtDNA耗竭(图4)。相比之下，mtDNA拷贝数仅在出生后第13天以

剂量依赖性方式在脑中部分地得到改善，其中mtDNA/nDNA比值相对于对照脑在260mg/kg/

天的dC+dT时达到了39％，且在520mg/kg/天时达到了52％。通过HPLC测量脑中的碱基dT和

尿嘧啶显示在用dC+dT处理或用dCMP+dTMP处理的动物中水平较高(图5)，进一步表明脱氧

核苷和单磷酸脱氧核苷均跨越血脑屏障。在出生后第29天，260和520mg/kg/天的dC+dT疗法

在心脏中(40和35％)、肝中(46和45％)、肾中(38和42％)以及肌肉中(24和35％)部分地拯

救了mtDNA耗竭，但突出的是在肠中(82和84％)完全拯救(图4)。

[0125] 实施例4-口服dC/dT改善脑中的生化异常

[0126] 呼吸链酶(RCE)活性和蛋白质水平在出生后第13天的TK2-/-260mg/Kg/天  dC/dT的脑中得

到完全拯救(图6)。RCE活性在出生后第29天也得到恢复，并且在TK2-/-52  0mg/Kg/天  dC/dT中仅能

观察到复合物I活性略有降低(图6)。脑中的RCE蛋白质水平在出生后第29天部分地得到恢

复，在TK2-/-520mg/Kg/天  dC/dT中比在TK2-/-260mg/Kg/天  dC/dT中水平高(图7)。在出生后第29天的经

处理的突变小鼠的脑中，这些蛋白质水平的差异与mtDNA耗竭的差异是一致的，并且有可能

解释了在较高剂量时观察到的存活延长。
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[0127] 实施例5-在患有TK2缺乏症的患者中施用dC/dT是有效的

[0128] 下面总结了在发明者的监督和控制下已接受脱氧核苷疗法的TK2缺乏症患者的症

状、剂量和结果。

[0129] 患者1

[0130] 此患者2011年2月出生于美国。他的症状表现为在12个月时伴有张力减退且头部

疲软。他从来没有走过。他还患有呼吸肌无力，并且在19个月时被施以机械通气，他始终是

24小时/天依赖于此。他从19个月时也一直依靠饲管。

[0131] 他先前接受100mg/kg/天且然后是200mg/kg/天的dCMP和dTMP。依靠这种疗法，他

能够抓握小的物体，并且他的体重从10.4kg增加到19.5kg。

[0132] 在2015年10月，他开始接受260mg/kg/天的dC和dT，且剂量增加到340mg/kg/天的

dC和dT。两个月后，他的双手和头部活动得更好，在人的支持下能够站立5分钟，开始咳嗽，

并且他的心率更缓慢了(从白天140-170bpm降到白天100-120bpm)。

[0133] 在2016年3月23日，将剂量增加到400mg/kg/天的dC和dT。经此疗法6周后，他显示

出进一步的改善：他能够在椅子上坐约5小时/天；在“架子”上站立1.5小时；行将抓起并把

持小的毛绒动物玩具；按下电脑按钮；解开他的尿布并瞄准他的阴茎弄湿更换尿布的人；并

屈膝几秒钟。

[0134] 治疗期间观察到仅有的副作用是腹泻。

[0135] 患者2

[0136] 此患者1987年出生于西班牙。他在3岁时开始显示出症状，包括近端肌肉无力。他

在13岁时丧失了行走能力，并且一天24小时接受通气。他先前以200mg/kg/天服用dAMP和

dCMP，并且经通气显示出一天24至22小时的体重增加和减少。

[0137] 他从2015年6月以来一直以400mg/kg/天的dC和dT接受脱氧核苷疗法，并且已显示

出肌肉力量的改善，他的体重和通气状况已经稳定，并且他的生活质量有所提高。

[0138] 治疗期间观察到仅有的副作用是腹泻和脱发。

[0139] 患者3

[0140] 此患者1985年出生于西班牙。他的症状开始于6岁，伴有面部、近端和轴向肌肉无

力。他在2015年6月开始使用200mg/kg/天的dT和dC，并且迄今为止他的病状已经改善，在6

分钟行走测试、起床和走路的时间以及上下攀爬4个台阶方面有改善。

[0141] 治疗期间观察到仅有的副作用是腹泻。

[0142] 患者4

[0143] 此患者2009年2月出生于西班牙。他在六个月时表现出伴随发育不良的症状。他在

2015年7月开始接受230mg/kg/天的dC和dT。到2016年1月时，他显示出病状有所改善，并且

进食情况更好了。

[0144] 没有观察到副作用。

[0145] 患者5

[0146] 此患者1957年出生于西班牙，并且在50岁时开始出现端坐呼吸和膈肌无力的症

状。他在晚上依靠BiPAP。他在2015年11月开始接受200mg/kg/天的dC和dT。

[0147] 没有观察到副作用。

[0148] 患者6
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[0149] 此患者2011年10月出生于西班牙，并且在15个月时开始显示出症状，包括张力减

退和虚弱。他在22个月时丧失行走力，并且呼吸肌无力。他在16个月时开始机械通气，并且

目前一天十二个小时依靠BiPAP。他先前以100mg/kg/天接受dCMP和dAMP，且剂量增加到

400mg/kg/天。根据Egen  Klassification量表所显示他的力量提高(28/30至13/30)，并且

他的体重从9.8kg增加到12.3kg。

[0150] 他在2015年4月以400mg/kg/天的dC和dT开始脱氧核苷疗法。在2015年10月，他在

Egen  Klassification量表方面从13/30变化到11/30，并且他的体重从12 .3kg增加到

16.5kg。

[0151] 没有观察到副作用。

[0152] 患者7

[0153] 此患者2012年11月出生于西班牙。他在17个月时开始显示出症状，包括虚弱和张

力减退。他在22个月时丧失行走力，并且在29个月时开始机械通气。他先前以100mg/kg/天

接受dCMP和dAMP，且剂量增加到400mg/kg/天。根据Egen  Klassification量表所显示他的

力量提高(30/30至24/30)，并且他的体重从11kg增加到15.7kg。

[0154] 他在2015年4月开始脱氧核苷疗法，剂量为400mg/kg/天的dT和dC。在2015年11月，

他在Egen  Klassification量表方面从24/30变化到19/30，并且他的体重从15.7kg增加到

17kg。

[0155] 没有观察到副作用。

[0156] 患者8

[0157] 此患者1989年9月出生于智利，并且在11个月时开始显示出症状，伴有频繁跌倒和

渐进性步态障碍。她在约4岁时丧失了独自行走的能力。她先前曾一直接受核苷酸疗法，并

且她在行动能力方面显示出改善，包括不用帮助行走、站立时间更久、攀爬楼梯、参加体育

课以及关注个人需求。

[0158] 她在2016年2月转用脱氧核苷疗法，剂量为260mg/kg/天的dC和dT，且然后在2016

年5月将剂量增加到400mg/kg/天的dC和dT，并且继续显示出改善。

[0159] 没有观察到副作用。

[0160] 患者9

[0161] 此患者1989年9月出生于危地马拉。他在2015年8月开始使用130mg/kg/天的dC和

dT，且剂量在2016年2月增加到260mg/kg/天。他已显示出精力提高。没有观察到副作用。
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