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(54)发明名称

治疗威尔逊病的基因疗法构建体

(57)摘要

本申请涉及编码截短的但功能正常的ATP7B

的腺相关病毒载体，其用于在治疗威尔逊病(WD)

的基因疗法中使用。本文描述的截短的ATP7B与

野生型ATP7B相比具有几个优点，比如更高的功

效和改善的生产产量。
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1.一种重组核酸构建体，其包含：

(a)5’‑末端反向重复(ITR)序列；

(b)启动子序列；

(c)编码SEQ  ID  NO:8中示出的氨基酸序列的截短的人铜转运ATP酶2(ATP7B)的核酸序

列，该截短的人铜转运ATP酶2中缺失金属结合结构域(MBD)1‑3，但在MBD3和MBD4之间存在

包含两个丝氨酸残基S340和S341的富含丝氨酸的环；以及

(d)3’‑ITR序列。

2.根据权利要求1所述的重组核酸构建体，其中该启动子序列选自甲状腺素转运蛋白

(TTR)启动子序列、鸡β‑肌动蛋白(CBA)启动子序列、巨细胞病毒立即早期基因(CMV)启动子

序列、甲状腺素结合球蛋白(TBG)启动子序列、α‑1抗胰蛋白酶(A1AT)启动子序列和CAG启动

子序列。

3.根据权利要求2所述的重组核酸构建体，其中该启动子序列是TTR启动子序列。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的重组核酸构建体，其中该5’‑ITR序列来自AAV2。

5.根据权利要求1‑3中任一项所述的重组核酸构建体，其中该3’‑ITR序列来自AAV2。

6.根据权利要求1‑3中任一项所述的重组核酸构建体，其中该5’‑ITR序列和该3’‑ITR

序列来自AAV2。

7.根据权利要求6所述的重组核酸构建体，其中该5’‑ITR序列和该3’‑ITR序列包含SEQ 

ID  NO:2。

8.根据权利要求1‑3中任一项所述的重组核酸构建体，其中该5’‑ITR序列和/或该3’‑

ITR序列来自非AAV2来源。

9.根据权利要求1‑3中任一项所述的重组核酸构建体，其中该重组核酸构建体还包含

一个或多个增强子序列。

10.根据权利要求9所述的重组核酸构建体，其中该增强子序列选自甲状腺素转运蛋白

增强子(enTTR)序列、巨细胞病毒立即早期基因(CMV)增强子序列、鸡β‑肌动蛋白(CBA)增强

子序列、En34增强子序列和载脂蛋白ApoE增强子序列。

11.根据权利要求10所述的重组核酸构建体，其中该增强子序列是enTTR增强子序列。

12.根据权利要求11所述的重组核酸构建体，其中该增强子序列包含SEQ  ID  NO:3。

13.根据权利要求10‑12中任一项所述的重组核酸构建体，其中该增强子序列位于该启

动子序列的上游。

14.根据权利要求1‑3中任一项所述的重组核酸构建体，其中该重组核酸构建体还包含

一个或多个内含子序列。

15.根据权利要求14所述的重组核酸构建体，其中该内含子序列选自SV40小T内含子序

列、兔血红蛋白亚基β(rHBB)内含子序列、人β珠蛋白IVS2内含子序列、普洛麦格嵌合内含子

序列和hFIX内含子序列。

16.根据权利要求15所述的重组核酸构建体，其中该内含子序列是SV40小T内含子序

列。

17.根据权利要求16所述的重组核酸构建体，其中该内含子序列包含SEQ  ID  NO:4。

18.根据权利要求15所述的重组核酸构建体，其中该内含子序列是rHBB内含子序列。

19.根据权利要求18所述的重组核酸构建体，其中该内含子序列包含SEQ  ID  NO:5。
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20.根据权利要求1‑3中任一项所述的重组核酸构建体，其中该重组核酸构建体还包含

聚腺苷酸化信号序列。

21.根据权利要求20所述的重组核酸构建体，其中该聚腺苷酸化信号序列选自SV40聚

腺苷酸化信号序列、牛生长激素(BGH)聚腺苷酸化信号序列和兔β珠蛋白聚腺苷酸化信号序

列。

22.根据权利要求21所述的重组核酸构建体，其中该聚腺苷酸化信号序列是牛生长激

素(BGH)聚腺苷酸化信号序列。

23.根据权利要求22所述的重组核酸构建体，其中该聚腺苷酸化信号序列包含SEQ  ID 

NO:6。

24.根据权利要求21所述的重组核酸构建体，其中该聚腺苷酸化信号序列是SV40聚腺

苷酸化信号序列。

25.根据权利要求24所述的重组核酸构建体，其中该聚腺苷酸化信号序列包含SEQ  ID 

NO:7。

26.一种用于治疗威尔逊病的重组腺相关病毒(rAAV)，所述rAAV包含AAV衣壳和包装在

其中的载体基因组，所述载体基因组包含：

a.AAV  5’‑末端反向重复(ITR)序列；

b.启动子序列；

c.编码SEQ  ID  NO:8中示出的氨基酸序列的截短的人铜转运ATP酶2(ATP7B)的核酸序

列，该截短的人铜转运ATP酶2中缺失金属结合结构域(MBD)1‑3，但在MBD3和MBD4之间存在

包含两个丝氨酸残基S340和S341的富含丝氨酸的环；以及

d.AAV  3’‑ITR序列。

27.根据权利要求26所述的rAAV，其中该AAV衣壳是来自血清型9、8、1、2、3、4、5、6、7、

10、11、12、rh10或hu37的AAV。

28.根据权利要求27所述的rAAV，其中该AAV衣壳来自AAV9。

29.根据权利要求27所述的rAAV，其中该AAV衣壳来自AAV8。

30.根据权利要求28所述的rAAV，其中该AAV衣壳是AAV9变体衣壳。

31.根据权利要求26‑30中任一项所述的rAAV，其中该启动子序列选自甲状腺素转运蛋

白(TTR)启动子序列、鸡β‑肌动蛋白(CBA)启动子序列、巨细胞病毒立即早期基因(CMV)启动

子序列、甲状腺素结合球蛋白(TBG)启动子序列、α‑1抗胰蛋白酶(A1AT)启动子序列和CAG启

动子序列。

32.根据权利要求31所述的rAAV，其中该启动子序列是TTR启动子序列。

33.根据权利要求26‑30中任一项所述的rAAV，其中该5’‑ITR序列来自AAV2。

34.根据权利要求26‑30中任一项所述的rAAV，其中该3’‑ITR序列来自AAV2。

35.根据权利要求26‑30中任一项所述的rAAV，其中该5’‑ITR序列和该3’‑ITR序列来自

AAV2。

36.根据权利要求26‑30中任一项所述的rAAV，其中该5’‑ITR序列和该3’‑ITR序列包含

SEQ  ID  NO:2。

37.根据权利要求26‑30中任一项所述的rAAV，其中该5’‑ITR序列和/或该3’‑ITR序列

来自非AAV2来源。
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38.根据权利要求26‑30中任一项所述的rAAV，其中包装的载体基因组还包含一个或多

个增强子序列。

39.根据权利要求38所述的rAAV，其中包装的载体基因组还包含增强子序列，并且其中

该增强子序列选自甲状腺素转运蛋白增强子(enTTR)序列、巨细胞病毒立即早期基因(CMV)

增强子序列、鸡β‑肌动蛋白(CBA)增强子序列、En34增强子序列和载脂蛋白ApoE增强子序

列。

40.根据权利要求39所述的rAAV，其中该增强子序列是enTTR增强子序列。

41.根据权利要求40所述的rAAV，其中该增强子序列包含SEQ  ID  NO:3。

42.根据权利要求40‑41中任一项所述的rAAV，其中该增强子序列位于该启动子序列的

上游。

43.根据权利要求26‑30中任一项所述的rAAV，其中包装的载体基因组还包含一个或多

个内含子序列。

44.根据权利要求43所述的rAAV，其中该内含子序列选自SV40小T内含子序列、兔血红

蛋白亚基β(rHBB)内含子序列、人β珠蛋白IVS2内含子序列、普洛麦格嵌合内含子序列和

hFIX内含子序列。

45.根据权利要求44所述的rAAV，其中该内含子序列是SV40小T内含子序列。

46.根据权利要求45所述的rAAV，其中该内含子序列包含SEQ  ID  NO:4。

47.根据权利要求44所述的rAAV，其中该内含子序列是rHBB内含子序列。

48.根据权利要求47所述的rAAV，其中该内含子序列包含SEQ  ID  NO:5。

49.根据权利要求26‑30中任一项所述的rAAV，其中包装的载体基因组还包含聚腺苷酸

化信号序列。

50.根据权利要求49所述的rAAV，其中该聚腺苷酸化信号序列选自SV40聚腺苷酸化信

号序列、牛生长激素(BGH)聚腺苷酸化信号序列和兔β珠蛋白聚腺苷酸化信号序列。

51.根据权利要求50所述的rAAV，其中该聚腺苷酸化信号序列是牛生长激素(BGH)聚腺

苷酸化信号序列。

52.根据权利要求51所述的rAAV，其中该聚腺苷酸化信号序列包含SEQ  ID  NO:6。

53.根据权利要求50所述的rAAV，其中该聚腺苷酸化信号序列是SV40聚腺苷酸化信号

序列。

54.根据权利要求53所述的rAAV，其中该聚腺苷酸化信号序列包含SEQ  ID  NO:7。

55.一种rAAV，其包含根据权利要求1‑25中任一项所述的重组核酸构建体。

56.一种重组核酸构建体，其包含：

a.SEQ  ID  NO:2的AAV  5’‑末端反向重复(ITR)序列；

b.SEQ  ID  NO:3的增强子序列；

c.SEQ  ID  NO:12的启动子序列；

d.编码具有SEQ  ID  NO:8中示出的氨基酸序列的截短的人铜转运ATP酶2(ATP7B)的SEQ 

ID  NO:1或SEQ  ID  NO:15核酸序列；以及

e.SEQ  ID  NO:2的AAV  3’‑ITR序列。

57.根据权利要求56所述的重组核酸构建体，其中该编码截短的人铜转运ATP酶2

(ATP7B)的核酸序列是SEQ  ID  NO:1。
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58.根据权利要求56所述的重组核酸构建体，其中该编码截短的人铜转运ATP酶2

(ATP7B)的核酸序列是SEQ  ID  NO:15。

59.一种rAAV，其包含AAV衣壳和包装在其中的载体基因组，所述载体基因组包含：

a.SEQ  ID  NO:2的AAV  5’‑末端反向重复(ITR)序列；

b.SEQ  ID  NO:3的增强子序列；

c.SEQ  ID  NO:12的启动子序列；

d.编码具有SEQ  ID  NO:8中示出的氨基酸序列的截短的人铜转运ATP酶2(ATP7B)的SEQ 

ID  NO:1或SEQ  ID  NO:15核酸序列；以及

e.SEQ  ID  NO:2的AAV  3’‑ITR序列。

60.根据权利要求59所述的rAAV，其中该包装的载体基因组包含SEQ  ID  NO:1的编码截

短的人铜转运ATP酶2(ATP7B)的核酸序列。

61.根据权利要求59所述的rAAV，其中该包装的载体基因组包含SEQ  ID  NO:15的编码

截短的人铜转运ATP酶2(ATP7B)的核酸序列。

62.一种宿主细胞，其包含根据权利要求1‑25或56‑58中任一项所述的重组核酸构建体

或根据权利要求26‑55或59‑61中任一项所述的rAAV。

63.一种组合物，其包含根据权利要求26‑55或59‑61中任一项所述的rAAV和药学上可

接受的载剂。

64.一种重组载体，其包含根据权利要求1‑25或56‑58中任一项所述的重组核酸构建

体。

65.根据权利要求64所述的重组载体，其中该载体是腺相关病毒(AAV)载体。

66.根据权利要求65所述的重组载体，其中该AAV载体是AAV血清型9(AAV9)载体。

67.一种增加rAAV产量的方法在制备用于治疗威尔逊病的药物中的用途，包括向真核

宿主细胞培养物递送根据权利要求64至66中任一项所述的重组载体，以及从真核细胞培养

物收获该rAAV。

68.根据权利要求26‑55或59‑61中任一项所述的rAAV或其根据权利要求63所述的组合

物在制备用于治疗人受试者的威尔逊病的药物中的用途，该治疗包括向该人受试者施用治

疗有效量的所述的rAAV或其所述的组合物。

69.根据权利要求68所述的用途，其中该药物用于皮下、肌内、皮内、腹膜内或静脉内施

用。

70.根据权利要求69所述的用途，其中该药物用于静脉内施用。

71.根据权利要求1所述的重组核酸构建体、根据权利要求26所述的rAAV、根据权利要

求63所述的组合物、根据权利要求62所述的宿主细胞、根据权利要求64所述的重组载体或

根据权利要求67或68所述的用途，其中该编码截短的人铜转运ATP酶2(ATP7B)的核酸序列

包含SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:15。

72.一种编码SEQ  ID  NO:8中示出的氨基酸序列的截短的人铜转运ATP酶2(ATP7B)的重

组核酸，该重组核酸包含与SEQ  ID  NO:14至少80％相同的核酸序列。

73.根据权利要求72所述的重组核酸，其中该核酸序列包含SEQ  ID  NO:14。
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治疗威尔逊病的基因疗法构建体

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2019年1月4日提交的美国临时专利申请号62/788,324，以及2019年4

月16日提交的美国临时专利申请号62/834,830的权益和优先权，出于所有目的，其披露内

容通过引用以其全文并入本文。

[0003] 序列表

[0004] 本申请包含序列表，该序列表已以ASCII格式电子提交，并通过引用以其全文特此

并入。所述ASCII副本创建于2019年12月31日，名为ULP‑003WO_SL_ST25.txt，大小为49,846

字节。

技术领域

[0005] 本申请总体上涉及腺相关病毒载体及其用于在治疗威尔逊病(WD)的基因疗法中

使用的方法。

背景技术

[0006] 威尔逊病(Wilson  disease，WD)是常染色体隐性遗传障碍，其导致铜主要在肝脏

中积累，并随后在神经系统和其他组织中积累。WD是一种罕见障碍，约每30,000个体中有1

例，是由13号染色体上的铜转运ATP酶2(ATP7B)基因的突变引起的。存在600多个独特的

ATP7B突变。ATP7B主要在肝细胞中表达并在铜的跨膜转运中起作用。ATP7B蛋白功能的缺乏

或降低导致肝细胞向胆汁中的铜排泄减少，引起肝病。在没有适当治疗的情况下，随着时间

的推移，高铜水平可导致危及生命的器官损伤。

[0007] 患者的肝WD通常出现在童年末期或青春期，并且表现出急性肝炎、暴发性肝衰竭

或进行性慢性肝病的特征。WD的神经系统表现通常晚于肝病出现，最常见于20岁或30岁，并

且包括锥体外系、小脑和大脑相关症状。

[0008] WD的医学治疗目的是从体内除去有毒的铜沉积物并防止其再积累。目前用于WD的

治疗方法是每日口服螯合剂(D‑青霉胺、曲恩汀和锌盐)进行治疗。药物疗法在大多数但并

非所有WD患者中是有效的。对于出现暴发性肝衰竭或进行性肝衰竭的WD患者，肝移植是一

种治疗选择。然而，移植接受者需要维持恒定的免疫抑制方案以防止排斥。

[0009] 通过用腺相关病毒载体向患者递送表达截短的但功能正常的ATP7B的基因，本发

明解决了对改善和可持续治疗WD的需求。本发明的截短的ATP7B在治疗WD方面具有改善的

功效，并且与野生型和其他截短形式的ATP7B蛋白相比具有生产容易和高效的优点。

发明内容

[0010] 本发明提供了组合物及其用于基因疗法的方法。本文提供了用于治疗WD的腺相关

病毒(AAV)载体。在一方面，本发明提供了重组核酸构建体，其包含：5’‑末端反向重复(ITR)

序列；启动子序列；编码截短的人铜转运ATP酶2(ATP7B)的核酸序列，该截短的人铜转运ATP

酶2中缺失金属结合结构域(MBD)1‑3，但在MBD3和MBD4之间存在包含两个丝氨酸残基(S340

说　明　书 1/18 页

6

CN 113518628 B

6



和S341)的富含丝氨酸的环；和3’‑ITR序列。

[0011] 在另一方面，本发明提供了用于治疗威尔逊病的重组腺相关病毒(rAAV)，其中

rAAV包含AAV衣壳和包装在其中的载体基因组，该载体基因组包含5’‑末端反向重复(ITR)

序列；启动子序列；编码截短的人铜转运ATP酶2(ATP7B)的核酸序列，该截短的人铜转运ATP

酶2中缺失金属结合结构域(MBD)1‑3，但在MBD3和MBD4之间存在包含两个丝氨酸残基(S340

和S341)的富含丝氨酸的环；和3’‑ITR序列。

[0012] 本申请的以下部分描述了本发明的这些和其他方面和特征。

附图说明

[0013] 参考以下附图可以更全面地理解本发明。

[0014] 图1是显示包含编码截短的人铜转运ATP酶2(ATP7B)(其中缺失金属结合结构域

(MBD)1‑3，但在MBD3和MBD4之间存在包含两个丝氨酸残基(S340和S341)的富含丝氨酸的环

(“ATP7BΔ 1‑3‑SS”或“天然ATP7B  dell‑3”))的核苷酸序列的示例性载体基因组构建体的

示意图。下面提供了示例性载体基因组构建体的特征：

[0015]

[0016]

[0017] 图2是示例性AAV载体(DTC319)的示意图，其中显示了各种关键组分。

[0018] 图3是示例性质粒pAAV2/8.KanR(p2123FH)AAV  Rep/Cap质粒的示意图，当与AAV载

体共转染到宿主细胞中时，该质粒在包装rAAV中提供Rep和Cap功能。

[0019] 图4是当与AAV载体和Rep/Cap质粒共转染到宿主细胞中时用于rAAV生产的示例性

质粒pAdDeltaF6(Kan)腺病毒辅助质粒的示意图。

[0020] 图5是注射109、1010或1011基因组拷贝(GC)/kg  ATP7BcoFL(已进行密码子优化的全

长人ATP7B)的C3He‑Atp7btx‑j雌性小鼠(用圆圈表示)和注射1010或1011GC/kg相同载体的

C3He‑Atp7btx‑j雄性小鼠(用正方形表示)中肝铜(μg/g)的散点图。来自年龄匹配的未经注

射的雄性和雌性杂合(Het)和C3He‑Atp7btx‑j小鼠的铜水平也表示在此散点图中。

[0021] 图6是显示转染编码人ATP7B的完整或部分编码序列的AAV载体(携带用于编码全

长(FL)人ATP7B的核苷酸序列的AAV载体；携带用于编码人ATP7B(其中缺失MBD  1‑3，但在

MBD3和MBD4之间存在包含两个丝氨酸残基(S340和S341)的富含丝氨酸的环(ATP7BΔ 1‑3‑

SS)的核苷酸序列的AAV载体；或携带用于编码其中缺失MBD  1‑4的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑4)的
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核苷酸序列的AAV载体)后宿主细胞产生的总产量rAAV(GC滴度)的条形图。

[0022] 图7是向C3He‑Atp7btx‑j小鼠注射携带全长人ATP7B(ATP7B  FL)、ATP7BΔ 1‑3‑SS或

ATP7B Δ 1‑4的AAV8后测定的、分别由正方形和圆形表示的尿铜和肝铜水平(μg/g)的散点

图。施用磷酸盐缓冲盐水(PBS)的C3He‑Atp7btx‑j小鼠用作对照(媒介物)。

[0023] 图8是显示转染编码截短的人ATP7B(其中缺失金属结合结构域(MBD)1‑3，但在

MBD3和MBD4之间存在包含两个丝氨酸残基(S340和S341)的富含丝氨酸的环，编码AAV8或

AAV9衣壳)的AAV载体(DTC319)后宿主细胞产生的总产量rAAV(GC滴度)的条形图。

[0024] 图9是施用静脉内注射媒介物对照(稀释缓冲液；WD)或输注携带天然ATP7BΔ 1‑3‑

SS(DelA)的AAV8的C3He‑Atp7btx‑j小鼠中肝铜积累水平(μg/g干重)的条形图。此条形图中

表示的未经注射的野生型小鼠(WT)中肝铜积累水平用作阴性对照。值表示为平均值±SEM

(平均值的标准误差)。

[0025] 图10是施用静脉内注射媒介物对照(稀释缓冲液；WD)或输注携带天然ATP7BΔ 1‑

3‑SS(DelA)的AAV8的C3He‑Atp7btx‑j小鼠中铜蓝蛋白活性的条形图，如通过基于酶反应的

比色活性测定法所测量的。如通过相同的基于酶反应的比色活性测定法所测量的，未经注

射的野生型(WT)小鼠中铜蓝蛋白活性也表示在此条形图中。

[0026] 图11是对苏木精和伊红(H&E)切片进行核增大和肝细胞肥大、组织破坏、炎性浸润

和肝细胞坏死的标准评估后的平均得分的条形图。

[0027] 图12是显示示例性载体基因组构建体DTC327的示意图，该构建体包含具有PPIA聚

A的AAV9衣壳、具有含145bp  ITR的完整p5启动子的AAV2Rep/ITR、以及编码截短的人铜转运

ATP酶2(ATP7B)(其中缺失金属结合结构域(MBD)1‑3，但在MBD3和MBD4之间存在包含两个丝

氨酸残基(S340和S341)的富含丝氨酸的环)的核苷酸序列。

具体实施方式

[0028] 本发明提供用于在治疗威尔逊病(WD)中使用的药剂和组合物。如本文描述的本发

明的核酸序列、载体、重组病毒和相关组合物可用于改善、预防或治疗WD。

[0029] 除非另有说明，技术术语均按惯例使用。分子生物学中常用术语的定义可以在以

下中找到：Benjamin  Lewin，GenesV[基因V]，由Oxford  UniversityPress[牛津大学出版社

出版]出版，1994(ISBN  0‑19‑854287‑9)；Kendrew等人(编辑 .)，The  Encyclopedia  of 

Molecular  Biology[分子生物学百科全书]，由Blackwell  ScienceLtd .[布莱克威尔科学

公司]出版，1994(ISBN  0‑632‑02182‑9)；和Robert  A.Meyers(编辑)，Molecular  Biology 

and  Biotechnology：aComprehensive  Desk  Reference[分子生物学和生物技术：综合案头

参考]，由VCH  Publishers[VCH出版公司]出版，1995(ISBN  1‑56081‑569‑8)。

[0030] 为便于查阅本披露的各个实施方案，提供以下对特定术语的解释：

[0031] 腺相关病毒(AAV)：一种小的、复制缺陷的、无包膜的病毒，可感染人和其他一些灵

长类动物。AAV已知不会引起疾病并引发非常温和的免疫应答。利用AAV的基因疗法载体可

以感染分裂细胞和休眠细胞，并且能以染色体外状态持续存在而不整合到宿主细胞的基因

组中。这些特征使AAV成为一种有吸引力的基因疗法病毒载体。目前有12种公认的AAV血清

型(AAV1‑12)。

[0032] 施用(Administration/Administer)：通过任何有效途径向受试者提供或给予药
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剂，比如治疗剂(例如，重组AAV)。示例性施用途径包括但不限于注射(比如皮下、肌内、皮

内、腹膜内和静脉内)、口服、管内、舌下、直肠、透皮、鼻内、阴道和吸入途径。

[0033] ATP7B Δ 1‑3‑SS：如本文所用，ATP7B Δ 1‑3‑SS是指截短的人铜转运ATP酶2

(ATP7B)，其中缺失金属结合结构域(MBD)1‑3，但在MBD3和MBD4之间存在包含两个丝氨酸残

基(S340和S341)的富含丝氨酸的环。

[0034] 密码子优化的：“密码子优化的”核酸是指已被改变的核酸序列，使得密码子对于

在特定系统(比如特定物种或物种组)中的表达是最佳的。例如，可以优化核酸序列以在哺

乳动物细胞或特定哺乳动物物种(比如人细胞)中表达。密码子优化不会改变编码蛋白质的

氨基酸序列。

[0035] 增强子：通过增加启动子的活性来增加转录速率的核酸序列。

[0036] 内含子：基因中不包含蛋白质编码信息的一段DNA。内含子在信使RNA翻译之前去

除。

[0037] 末端反向重复(ITR)：有效复制所需的腺相关病毒基因组中的对称核酸序列。ITR

序列位于AAV  DNA基因组的每一端。ITR作为病毒DNA合成的复制起点，并且是载体衣壳化所

必需的。

[0038] 分离的：“分离的”生物组分(比如核酸分子、蛋白质、病毒或细胞)已与生物体的细

胞或组织中的其他生物组分或生物体本身(其中组分天然地存在，如其他染色体和染色体

外DNA和RNA、蛋白质和细胞)基本分离或纯化。已“分离”的核酸分子和蛋白质包括通过标准

纯化方法纯化的那些。此术语还包括通过在宿主细胞中重组表达制备的核酸分子和蛋白质

以及化学合成的核酸分子和蛋白质。

[0039] 可操作地连接：当第一核酸序列被放置成与第二核酸序列有功能关系时，该第一

核酸序列与该第二核酸序列可操作地连接。例如，如果启动子影响编码序列的转录或表达，

则该启动子与该编码序列可操作地连接。通常，可操作地连接的DNA序列是连续的，并且在

需要连接两个蛋白质编码区时，在同一阅读框中。

[0040] 药学上可接受的载剂：可用于本披露的药学上可接受的载剂(媒介物)是常规的。

Remington′s  Pharmaceutical  Sciences[雷明顿制药科学](E .W .Martin，Mack 

Publishing  Co.[麦克出版公司]，Easton，Pa.[宾夕法尼亚州伊斯顿]，第15版(1975))描述

了适用于一种或多种治疗性化合物、分子或药剂的药物递送的组合物和配制剂。

[0041] 一般而言，载剂的性质将取决于所采用的特定施用方式。例如，肠胃外配制剂通常

包含可注射流体，其包括药学上和生理学上可接受的流体，比如水、生理盐水、平衡盐溶液、

葡萄糖水溶液、甘油等作为媒介物。对于固体组合物(例如粉末、丸剂、片剂或胶囊形式)，常

规的无毒固体载剂可以包括例如药物级的甘露醇、乳糖、淀粉或硬脂酸镁。除了生物中性载

剂之外，要施用的药物组合物可含有少量无毒辅助物质，比如润湿剂或乳化剂、防腐剂和pH

缓冲剂等，例如乙酸钠或脱水山梨糖醇单月桂酸酯。

[0042] 预防、治疗或改善疾病：“预防”疾病(比如WD)是指抑制疾病的全面发展。“治疗”是

指在疾病或病理病症(比如WD)开始发展后改善其体征或症状的治疗性干预。“改善”是指疾

病(比如WD)体征或症状的数量或严重程度的降低。

[0043] 启动子：指导/启动核酸(例如基因)转录的DNA区域。启动子包括靠近转录起始位

点的必要核酸序列。
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[0044] 纯化的：术语“纯化的”并不要求绝对纯度；相反，它旨在作为一个相对术语。因此，

例如，纯化的肽、蛋白质、病毒或其他活性化合物是从天然相关蛋白质和其他污染物中完全

或部分分离的肽、蛋白质、病毒或其他活性化合物。在某些实施方案中，术语“基本上纯化

的”是指已从细胞、细胞培养基或其他粗制剂中分离并进行分级以除去初始制剂的各种组

分(比如蛋白质、细胞碎片和其他组分)的肽、蛋白质、病毒或其他活性化合物。

[0045] 重组：重组核酸分子是一种具有非天然存在的序列或具有通过人工组合两个在其

他情况下分离的序列片段而制成的序列的核酸分子。这种人工组合可以通过化学合成或通

过核酸分子的分离片段的人工操作来实现，比如通过基因工程技术。

[0046] 类似地，重组病毒是包含非天然存在的或通过至少两个不同来源的序列的人工组

合制成的序列(比如基因组序列)的病毒。术语“重组”还包括仅通过添加、取代或缺失天然

核酸分子、蛋白质或病毒的一部分而改变的核酸、蛋白质和病毒。如本文所用，“重组AAV”是

指其中包装了重组核酸分子(比如编码截短的人ATP7B的重组核酸分子(例如，SEQ  ID  NO：1

或SEQ  ID  NO：15))的AAV颗粒。

[0047] 序列同一性：两个或更多个核酸序列或两个或更多个氨基酸序列之间的同一性或

相似性以序列之间的同一性或相似性表示。序列同一性可以用同一性百分比来衡量；百分

比越高，序列越相同。序列相似性可以用百分比相似性来衡量(考虑到保守的氨基酸取代)；

百分比越高，序列越相似。当使用标准方法比对时，核酸或氨基酸序列的同源物或直系同源

物具有相对高程度的序列同一性/相似性。当直系同源蛋白质或cDNA衍生自更密切相关的

物种(比如人和小鼠序列)时，与亲缘关系更远的物种(比如人和线虫序列)相比，这种同源

性更显著。

[0048] 用于比较的序列比对方法是本领域熟知的。各种程序和对准算法描述于：Smith和

Waterman，Adv.Appl.Math.[应用数学进展]2：482，1981；Needleman和Wunsch，J.Mol.Biol.

[分子生物学杂志]48：443，1970；Pearson和Lipman，Proc.Natl.Acad.Sci.USA[美国科学院

院刊]85：2444，1988；Higgins和Sharp，Gene[基因]，73：237‑44，1988；Higgins和Sharp，

CABIOS5：151‑3，1989；Corpet等人，Nuc.Acids  Res.[核酸研究]16：10881‑90，1988；Huang

等人Computer  Appls.in  the  Biosciences[计算机在生物科学中的应用]8，155‑65，1992；

以及Pearson等人，Meth .Mol .Rio .[数学分子比]24：307‑31，1994；Altschul等人，

J.Mol.Biol.[分子生物学杂志]215：403‑10，1990给出了序列比对方法和同源性计算的详

细考虑。

[0049] NCBI基本局部比对搜索工具(BLAST)(Altschul等人.，J.Mol.Biol.[分子生物学

杂志]215：403‑10，1990)可从几个来源获得，包括美国国家生物信息中心(NCBI)和互联网

上，用于与序列分析程序blastp、blastn、blastx、tblastn和tblastx结合使用。更多信息可

以在NCBI网站上找到。

[0050] 血清型：一组密切相关的微生物(比如病毒)，以特征抗原组来区分。

[0051] 填充序列：指包含在较大核酸分子(比如载体)中的核苷酸序列，通常用于在两个

核酸特征之间(比如启动子和编码序列之间)产生所需的间距，或延长核酸分子，使其具有

所期望的长度。填充序列不包含蛋白质编码信息并且可以是未知/合成来源和/或与较大核

酸分子内的其他核酸序列无关。

[0052] 受试者：活的多细胞脊椎动物生物体，这一类别包括人和非人哺乳动物。
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[0053] 合成的：在实验室中通过人工方式产生，例如合成的核酸可以在实验室中化学合

成。

[0054] 治疗有效量：一定量的特定药物或治疗剂(例如，重组AAV)足以在用药剂治疗的受

试者或细胞中实现所期望的效果。药剂的有效量将取决于几个因素，包括但不限于被治疗

的受试者或细胞，以及治疗性组合物的施用方式。

[0055] 载体：载体是允许插入外源核酸而不破坏载体在宿主细胞中复制和/或整合的能

力的核酸分子。载体可包括允许其在宿主细胞中复制的核酸序列，比如复制起点。载体还可

包括一种或多种选择标记基因和其他遗传元件。表达载体是包含必要的调控序列以允许插

入的一个或多个基因的转录和翻译的载体。在本文的一些实施方案中，载体是AAV载体。

[0056] 除非另外解释，本文所用的全部技术术语和科学术语具有与本披露所属领域的普

通技术人员通常所理解的相同意义。除非上下文另外清楚指出，单数术语“一个(a)”、“一种

(an)”、“该(the)”包含复数指代。“包含A或B”意指包括A或B、或A和B。进一步应理解，对于核

酸或多肽给出的所有碱基大小或氨基酸大小以及所有分子量或分子量值是近似的，并提供

用于说明。虽然与本文描述的那些方法和材料类似或等同的方法和材料可以用于本披露的

实践或测试，但是以下描述合适的方法和材料。所有的公开物、专利申请、专利、以及本文提

及的其他参考文献通过引用以其全文并入。在有矛盾的情况下，将以本说明书(包括术语的

解释)为准。此外，材料、方法和实施例仅为说明性的并且不旨在是限制性的。

[0057] 病毒载体：

[0058] 在一些方面，本披露提供了含有基因组的重组腺相关病毒(AAV)载体，该基因组包

含AAV  5’‑末端反向重复(ITR)序列、启动子序列、编码ATP7B Δ 1‑3‑SS的核酸序列(例如，

SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：15)和AAV  3’‑末端反向重复序列(ITR)。

[0059] 在一些实施方案中，基因组可进一步包含如本文描述的增强子、内含子、共有

Kozak序列和/或聚腺苷酸化信号。在一些实施方案中，重组载体可以进一步包含一个或多

个填充核酸序列。在一个实施方案中，填充核酸序列位于内含子和ATP7B的部分或完整编码

序列之间。

[0060] 在本文描述的各种实施方案中，重组病毒载体是腺相关病毒(AAV)载体。AAV载体

可以是血清型1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11或12的AAV载体(即AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、

AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11或AAV12)，以及从人和非人灵长类动物组织分离的100

多种变体中的任一种(参见，例如，Choi等人，2005，Curr  Gene  Ther .[当代基因治疗]5：

299‑310，2005和Gao等人，2005，Curr  Gene  Ther.[当代基因治疗]5：285‑297)。任何血清型

的AAV载体均可用于本发明，并且AAV血清型的选择将部分取决于基因疗法靶向的一种或多

种细胞类型。对于WD的治疗，肝脏是相关靶器官之一。在一些实施方案中，AAV载体选自血清

型9(AAV9)、血清型8(AAV8)、血清型5(AAV5)或其变体。在示例性实施方案中，AAV载体是血

清型9(AAV9)或其变体。

[0061] 在一些实施方案中，重组AAV载体包括AAV  ITR序列，当AAV和腺病毒辅助功能以反

式提供时，AAVITR序列既起载体DNA复制起点作用，又起载体基因组的包装信号作用。此外，

ITR是大Rep蛋白单链核酸内切的靶，从复制中间体拆分单个基因组。

[0062] 在一些实施方案中，5’‑ITR序列来自AAV2。在一些实施方案中，3’‑ITR序列来自

AAV2。在一些实施方案中，5’‑ITR序列和3’‑ITR序列来自AAV2。在一些实施方案中，5’‑ITR
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序列和/或3’‑ITR序列来自AAV2并且包含SEQ  ID  NO：2或由SEQ  ID  NO：2组成。在其他实施

方案中，5’‑ITR序列和/或3’‑ITR序列来自非AAV2来源。

[0063] 在一些示例性实施方案中，AAV载体是AAV血清型9(AAV9)载体，并且该载体包括本

文描述的增强子、启动子、内含子、编码ATP7B Δ 1‑3‑SS的核酸序列(例如，SEQ  ID  NO：1或

SEQ  ID  NO：15)和聚腺苷酸化信号。在一些实施方案中，AAV9载体进一步包含两个AAV2、

AAV8或AAV9末端反向重复(ITR)序列：一个在增强子的5’和另一个在聚腺苷酸化信号的3’。

在一个示例性实施方案中，AAV9载体包含两个AAV2末端反向重复(ITR)序列：一个在增强子

的5’和另一个在聚腺苷酸化信号的3’。在一些实施方案中，AAV2  ITR序列包含SEQ  ID  NO：2

或由SEQ  ID  NO：2组成。在另一个示例性实施方案中，AAV9载体包含两个AAV9末端反向重复

(ITR)序列：一个在增强子的5’和另一个在聚腺苷酸化信号的3’。

[0064] 在一些示例性实施方案中，本披露提供了包含载体基因组的重组核酸，该载体基

因组包含AAV  5’‑末端反向重复(ITR)序列、启动子序列、由SEQ  ID  NO：1表示的编码天然

ATP7B Δ 1‑3‑SS的核酸序列、和AAV  3’‑末端反向重复序列(ITR)。在一些示例性实施方案

中，本披露提供了包含载体基因组的重组核酸，该载体基因组包含AAV  5’‑末端反向重复

(ITR)序列、启动子序列、由SEQ  ID  NO：15表示的编码密码子优化的ATP7BΔ 1‑3‑SS的核酸

序列、和AAV  3’‑末端反向重复序列(ITR)。在一些示例性实施方案中，本披露提供了包含

SEQ  ID  NO：14的载体基因组，该载体基因组包含AAV  5’‑末端反向重复(ITR)序列、启动子

序列、由SEQ  ID  NO：1表示的编码天然ATP7BΔ 1‑3‑SS的核酸序列、或包含其的腺相关病毒

(AAV)载体。

[0065] 在其他方面，本申请提供了对应于可用于治疗WD的载体基因组的重组核酸序列。

在一些实施方案中，本申请提供与SEQ  ID  NO：1480％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或更高相同的重组核酸。因此，本申请提供与SEQ  ID  NO：14至

少80％(例如，80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、

99.1％、99.2％、99.3％、99.4％、99.5％、99.6％、99.7％、99.8％、99.9％或100％)相同的

重组核酸。在示例性实施方案中，本申请提供了对应于载体基因组的重组核酸序列，该载体

基因组包含AAV  5’‑末端反向重复(ITR)序列、启动子序列、由SEQ  ID  NO：1表示的编码天然

ATP7B Δ 1‑3‑SS的核酸序列、和AAV  3’‑末端反向重复序列(ITR)，其中该载体基因组包含

SEQ  ID  NO：14或由SEQ  ID  NO：14组成。在示例性实施方案中，本申请提供了对应于载体基

因组的重组核酸序列，该载体基因组包含AAV  5’‑末端反向重复(ITR)序列、启动子序列、由

SEQ  ID  NO：15表示的编码密码子优化的ATP7BΔ 1‑3‑SS的核酸序列、和AAV  3’‑末端反向重

复序列(ITR)。

[0066] 启边子：

[0067] 在本文描述的各个方面，提供了AAV载体，其包含有助于驱动和调节转基因表达，

例如ATP7BΔ 1‑3‑SS(例如，由SEQ  ID  NO：8表示的ATP7BΔ 1‑3‑SS的氨基酸序列)的表达的

启动子序列。在示例性实施方案中，启动子序列位于选择的5′‑ITR序列和ATP7BΔ 1‑3‑SS的

编码序列(例如，SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：15)之间。在一些实施方案中，启动子序列位于

增强子序列的下游。在一些实施方案中，启动子序列位于内含子序列的上游。在一些说明性

实施方案中，本文描述的载体使用甲状腺素转运蛋白(TTR)启动子，其可任选地位于甲状腺

素转运蛋白增强子(enTTR)的下游。
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[0068] 在一些实施方案中，启动子选自甲状腺素转运蛋白(TTR)启动子、鸡β‑肌动蛋白

(CBA)启动子、巨细胞病毒立即早期基因(CMV)启动子、甲状腺素结合球蛋白(TBG)启动子、

α‑1抗胰蛋白酶(A1AT)启动子和CAG启动子(使用CMV早期增强子元件、启动子、CBA基因的第

一外显子和第一内含子、以及兔β‑珠蛋白基因的剪接受体构建)。在示例性实施方案中，启

动子是TTR启动子。在一个实施方案中，TTR启动子包含SEQ  ID  NO：12或由SEQ  ID  NO：12组

成。

[0069] 除启动子外，AAV载体可含有其他合适的转录起始、终止、增强子序列和有效的RNA

加工信号。如下文进一步详述的，此类序列包括剪接和聚腺苷酸化(聚A)信号、增强表达的

调节元件(即WPRE)、稳定细胞质mRNA的序列、增强翻译效率的序列(即Kozak共有序列)和增

强蛋白质稳定性的序列。

[0070] 在一些实施方案中，AAV载体含有还包含共有Kozak序列的载体基因组。在一些实

施方案中，共有Kozak序列位于内含子序列的下游。在一个实施方案中，共有Kozak序列是

GCCGCC(SEQ  ID  NO：11)。如本领域技术人员所理解的，共有Kozak序列通常紧邻编码序列的

上游；在这种情况下，紧邻截短的ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如，SEQ  ID  NO：1或

SEQ  ID  NO：15)的上游。如本领域技术人员将理解的，共有Kozak序列可被认为共享对应于

治疗性多肽(例如截短的ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)(例如SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：15))的起

始密码子的ATG残基。为了披露内容简单起见，如本文描述的共有Kozak序列包含对应于不

与编码治疗性多肽(例如截短的ATP7B(由SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：15编码的ATP7BΔ 1‑3‑

SS))的核酸共享的区域的六核苷酸序列。

[0071] ATP7B多肽：

[0072] 如本文描述的，本发明的方面提供了包含基因组的重组载体，该基因组包含AAV 

5’‑末端反向重复序列(ITR)、启动子序列、具有氨基酸序列SEQ  ID  NO：8的截短的人ATP7B

(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如，SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：15)、和AAV  3’‑末端反向重

复序列(ITR)。ATP7B具有八个跨膜结构域，其形成用于铜易位的穿过细胞膜的路径；和大N‑

末端，其具有六个金属结合结构域(MBD)，每个结构域包含约70个氨基酸和高度保守的金属

结合基序GMxCxxC(其中x是任何氨基酸)。除了规范序列(也称为同工型a，其是最长的同工

型；NCBI参考序列：NP_000044.2)，四种其他同工型是已知的：NCBI参考序列四种其他同工

型是已知的：NCBI参考序列NP_001005918 .1、NP_001230111 .1、NP_001317507 .1、NP_

001317508.1。本文描述的组合物和方法可用于治疗具有引起疾病的非功能性ATP7B变体蛋

白的受试者。

[0073] 在一个实施方案中，截短的人ATP7B(ATP7B Δ 1‑3‑SS)的编码序列(例如，SEQ  ID 

NO：1或SEQ  ID  NO：15)编码具有如SEQ  ID  NO：8中描述的氨基酸的蛋白质。SEQ  ID  NO：1提

供了缺失MBD  1‑3的天然人ATP7B的cDNA。SEQ  ID  NO：8表示天然DEL1‑3或ATP7BΔ 1‑3‑SS蛋

白，其中存在对应于野生型ATP7B全长蛋白序列的位置340和341的两个丝氨酸残基。

[0074] 在本文描述的各种实施方案中，提供了含有基因组的载体，该基因组包含截短的

ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如，SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：15)。

[0075] 在一些实施方案中，提供了含有基因组的载体，该基因组包含经密码子优化的人

ATP7B的工程化cDNA(例如SEQ  ID  NO：15)。用本文描述的载体递送的多肽涵盖其中缺失MBD 

1‑3的截短的ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)，适用于在治疗WD中使用。
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[0076] 在一些实施方案中，用本文描述的载体表达的多肽是截短的人ATP7B(SEQ  ID  NO：

8)。

[0077] 载体元件：

[0078] 在一些实施方案中，AAV载体含有进一步包含一个或多个增强子序列的基因组。在

一个实施方案中，增强子选自甲状腺素转运蛋白增强子(enTTR)、巨细胞病毒立即早期基因

(CMV)增强子、鸡β‑肌动蛋白(CBA)增强子、En34增强子和载脂蛋白(ApoE)增强子。在示例性

实施方案中，增强子是enTTR增强子。在一个实施方案中，enTTR增强子包含SEQ  ID  NO：3或

由SEQ  ID  NO：3组成。

[0079] 在一些实施方案中，AAV载体含有进一步包含一个或多个内含子序列的基因组。在

一个实施方案中，内含子选自SV40小T内含子、兔血红蛋白亚基β(rHBB)内含子、人β珠蛋白

IVS2内含子、β‑珠蛋白/IgG嵌合内含子(普洛麦格(Promega)嵌合内含子)或hFIX内含子。在

一个示例性实施方案中，内含子是SV40小T内含子。在一个实施方案中，SV40小T内含子序列

包含SEQ  ID  NO：4或由SEQ  ID  NO：4组成。在另一个示例性实施方案中，内含子是rHBB内含

子。在一个实施方案中，rHBB内含子序列包含SEQ  ID  NO：5或由SEQ  ID  NO：5组成。

[0080] 在一些实施方案中，AAV载体含有进一步包含聚腺苷酸化信号序列的基因组。在一

个实施方案中，聚腺苷酸化信号序列选自SV40聚腺苷酸化信号序列、牛生长激素(BGH)聚腺

苷酸化信号序列和兔β珠蛋白聚腺苷酸化信号序列。在示例性实施方案中，聚腺苷酸化信号

序列是牛生长激素(BGH)聚腺苷酸化信号序列。在一个实施方案中，BGH聚腺苷酸化信号序

列包含SEQ  ID  NO：6或由SEQ  ID  NO：6组成。在另一个示例性实施方案中，聚腺苷酸化信号

序列是SV40聚腺苷酸化信号序列。在一个实施方案中，SV40聚腺苷酸化信号序列包含SEQ 

ID  NO：7或由SEQ  ID  NO：7组成。

[0081] AAV衣壳：

[0082] 在另一方面，本申请提供了重组腺相关病毒(rAAV)，其可用作治疗WD的基因疗法

的药剂，其中所述rAAV包含AAV衣壳和如本文描述的载体基因组。在一些实施方案中，AAV衣

壳来自血清型9、8、1、2、3、4、5、6、7、10、11、12、rh10或hu37的AAV(即AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、

AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、AAV12、AAVrh10或AAVhu37)。在示例性实施方案

中，AAV载体是AAV血清型9(AAV9)载体、AAV9变体载体、AAV血清型8(AAV8)载体、AAV血清型5

(AAV5)载体或AAV血清型2(AAV2)载体。在某些实施方案中，AAV衣壳和载体来自AAV9血清

型。在某些实施方案中，AAV衣壳和载体来自AAV8血清型。

[0083] AAV9衣壳是由多种AAV9  VP蛋白组成的自组装AAV衣壳。AAV9  VP蛋白通常表达为

由SEQ  ID  NO：9的核酸序列或其至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少

95％、至少97％、至少99％的序列编码的选择性剪接变体，该序列编码SEQ  ID  NO：10的衣壳

蛋白VP1氨基酸序列(GenBank登录号：AAS99264)。这些剪接变体产生SEQ  ID  NO：10的长度

不同的蛋白质。在某些实施方案中，AAV9衣壳包括与AAS9926499％相同或与SEQ  ID  NO：

1099％相同的氨基酸序列的AAV9衣壳蛋白。还参见美国专利号7,906,111和国际公开号WO/

2005/033321。如本文所用，AAV9变体包括例如国际公开号WO/2016/049230、美国专利号8,

927,514、美国专利公开号2015/0344911和美国专利号8,734,809中描述的那些。

[0084] 如本文所指示，AAV9衣壳序列和由该序列编码的衣壳蛋白(例如，编码AAV9衣壳蛋

白VP1的SEQ  ID  NO：9的核酸序列或SEQ  ID  NO：10的氨基酸序列)可用于产生rAAV。然而，在
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其他实施方案中，选择另一种AAV衣壳。组织特异性由衣壳类型决定。转导合适靶标(例如

肝、肌肉、肺或CNS)的AAV血清型可被选作AAV病毒载体衣壳的来源，包括例如AAV1、AAV2、

AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV6.2、AAV7、AAV8、AAV9、AAVrh10、AAVrh64R1、AAVrh64R2、AAVrh8。

参见，例如，美国专利公开号2007/0036760；美国专利公开号2009/0197338；和EP  1310571。

还参见国际申请号WO  2003/042397(AAV7和其他猿猴AAV)、美国专利号7,282,199和7,790,

449(AAV8)。此外，尚未发现的AAV或基于其的重组AAV可用作AAV衣壳的来源。这些文献还描

述了可被选择用于产生AAV的其他AAV，并通过引用并入本文。在一些实施方案中，用于在病

毒载体中使用的AAV衣壳可以通过诱变(即通过插入、缺失或取代)上述AAV衣壳之一或其编

码核酸来产生。

[0085] 包含重组核酸分子的宿主细胞：

[0086] 在一些方面，本文提供了包含本文披露的重组核酸分子、病毒载体(例如AAV载体)

或rAAV的宿主细胞。在具体的实施方案中，宿主细胞可以适合AAV的繁殖。

[0087] 可以使用多种宿主细胞，比如细菌、酵母、昆虫、哺乳动物细胞等。在一些实施方案

中，宿主细胞可以是适合于产生重组AAV(rAAV)的细胞(或细胞系)，例如HeLa、Cos‑7、

HEK293、A549、BHK、Vero、RD、HT‑1080、ARPE‑19或MRC‑5细胞。在某些实施方案中，本发明的

宿主细胞系是HeLa细胞系(例如HeLa  S3)。在另一个实施方案中，本发明的宿主细胞系是

HEK293细胞系。

[0088] 可以使用本领域已知的任何合适的方法将重组核酸分子或载体递送到宿主细胞

培养物中。在一些实施方案中，产生了具有插入其基因组中的重组核酸分子或载体的稳定

宿主细胞系。在一些实施方案中，产生稳定的宿主细胞系，其含有本文描述的AAV载体。将

AAV载体转染至宿主培养物后，可以通过多种方法(比如抗生素选择、荧光激活细胞分选、蛋

白质印迹、基于PCR的检测、荧光原位杂交)测定rAAV进入宿主基因组的整合，如Nakai等人，

Nature  Genetics[自然遗传学](2003)34：297‑302；Philpott等人，Journal  ofVirology

[病毒学杂志](2002)76(11)：5411‑5421和Howden等人，J  Gene  Med[基因药物杂志]2008；

10：42‑50中描述。此外，稳定细胞系可以根据本领域熟知的方案建立，比如在Clark，Kidney 

International[国际肾脏杂志]第61卷(2002)：S9‑S15和Yuan等人，Human  Gene  Therapy

[人基因疗法](2011)22(5)：613‑24中描述的那些。

[0089] 用于基因疗法的重组AAV：

[0090] 腺 相 关 病 毒 ( A A V ) 属 于 细 小 病 毒 科 ( P a r v o v i r i d a e ) 和 依 赖 病 毒 属

(Dependovirus)。AAV是一种小型无包膜病毒，其包装线性单链DNA基因组。AAV  DNA的有义

链和反义链都以相同的频率包装到AAV衣壳中。

[0091] AAV基因组的特征是两个末端反向重复(ITR)，它们位于两个开放阅读框(ORF)的

侧翼。AAV2基因组，例如ITR的前125个核苷酸是回文，它自身折叠以最大化碱基配对并形成

T形发夹结构。ITR的其他20个碱基，称为D序列，保持未配对状态。ITR是对AAVDNA复制很重

要的顺式作用序列；ITR是复制起点，并作为DNA聚合酶合成第二链的引物。在此合成过程中

形成的双链DNA，称为复制型单体，用于第二轮自引发复制并形成复制型二聚体。这些双链

中间体通过链置换机制进行处理，产生用于包装的单链DNA和用于转录的双链DNA。位于ITR

内的是Rep结合元件和末端解离位点(TRS)。在AAV复制过程中，病毒调节蛋白Rep使用这些

特征来处理双链中间体。除了在AAV复制中的作用外，ITR对于AAV基因组包装、转录、非许可
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条件下的负调节和位点特异性整合也必不可少(Days和Berns，Clin  Microbiol  Rev[临床

微生物学评论](2008)21(4)：583‑593)。

[0092] AAV的左侧ORF包含Rep基因，其编码四种蛋白质‑Rep78、Rep68、Rep52和Rep40。右

侧ORF包含Cap基因，其产生三种病毒衣壳蛋白(VP1、VP2和VP3)。AAV衣壳包含60个病毒衣壳

蛋白，它们排列成二十面体对称。VP1、VP2和VP3以1∶1∶10的摩尔比存在(Daya和Berns，Clin 

Microbiol  Rev[临床微生物学评论](2008)21(4)：583‑593)。

[0093] AAV是目前基因治疗中最常用的病毒之一。尽管AAV会感染人和其他一些灵长类动

物，但它已知不会引起疾病并引发非常温和的免疫应答。利用AAV的基因疗法载体可以感染

分裂细胞和休眠细胞，并且以染色体外状态持续存在而不整合到宿主细胞的基因组中。由

于AAV的有利特征，本披露考虑将AAV用于本文披露的重组核酸分子和方法。

[0094] AAV具有基因疗法载体的几个令人期望的特征，包括结合并进入靶细胞、进入细胞

核的能力，在细胞核中长时间表达的能力以及低毒性。然而，AAV基因组的小尺寸限制了可

以掺入的异源DNA的大小。为了尽量最小化这个问题，已经构建了不编码Rep和整合效率元

件(IEE)的AAV载体。ITR被保留，因为它们是包装所需的顺式信号(Daya和Berns，Clin 

Microbiol  Rev[临床微生物评论]，(2008)21(4)：583‑593)。

[0095] 生产适用于基因疗法的rAAV的方法是本领域熟知的(参见，例如，美国专利申请号

2012/0100606；2012/0135515；2011/0229971；和2013/0072548；和Ghosh等人，Gene  Ther.

[基因疗法](2006)13(4)：321‑329)，并且可以与本文披露的重组核酸分子和方法一起使

用。

[0096] 在一些方面，本申请涉及本文披露的rAAV用于治疗威尔逊病(WD)的用途，其中该

rAAV包含AAV衣壳和包装在其中的载体基因组。在一些实施方案中，载体含有基因组，该基

因组按5’至3’顺序包含可操作地连接的组分：5’‑末端反向重复序列(ITR)、启动子序列、截

短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如，SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：15)、和3’‑末

端反向重复序列(ITR)。在示例性实施方案中，载体基因组还包含启动子序列上游的增强子

序列、启动子下游的内含子和3’‑ITR上游的聚腺苷酸化序列。因此，在另一个示例性实施方

案中，载体基因组按5’至3’顺序包含可操作地连接的组分：5’‑末端反向重复序列(ITR)、增

强子序列、启动子序列、内含子序列、截短的人ATP7B(ATP7B Δ 1‑3‑SS)的编码序列(例如，

SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：15)、聚腺苷酸化信号序列、和3’‑末端反向重复序列(ITR)。在另

一个示例性实施方案中，载体基因组按5’至3’顺序包含可操作地连接的组分：AAV25’‑ITR

序列、enTTR增强子、TTR启动子、SV40小T内含子、截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序

列(例如，SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：15)、SV40聚腺苷酸化信号序列、和AAV23’‑ITR。在一些

实施方案中，载体基因组还包含位于内含子序列下游的共有Kozak序列。在一些实施方案

中，衣壳是AAV9衣壳。

[0097] 在一些方面，本申请涉及本文披露的rAAV用于治疗威尔逊病(WD)的用途，其中该

rAAV包含AAV衣壳和包装在其中的载体基因组。在一些实施方案中，载体基因组按5’至3’顺

序包含可操作地连接的组分：5’‑末端反向重复序列(ITR)、启动子序列、截短的人ATP7B

(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如，SEQ  ID  NO：1)和3’‑末端反向重复序列(ITR)。在示例

性实施方案中，载体基因组还包含启动子序列上游的增强子序列、启动子下游的内含子和

3’‑ITR上游的聚腺苷酸化序列。因此，在另一个示例性实施方案中，载体含有基因组，该基
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因组按5’至3’顺序包含可操作地连接的组分：5’‑末端反向重复序列(ITR)、增强子序列、启

动子序列、内含子序列、截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如，SEQ  ID  NO：1)、

聚腺苷酸化信号序列、和3’‑末端反向重复序列(ITR)。在另一个示例性实施方案中，载体含

有基因组，该基因组按5’至3’顺序包含可操作地连接的组分：AAV2  5’‑ITR序列、enTTR增强

子、TTR启动子、SV40小T内含子、截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如，SEQ  ID 

NO：1)、SV40聚腺苷酸化信号序列、和AAV2  3’‑ITR。在一些实施方案中，包装的基因组还包

含位于内含子序列下游的共有Kozak序列。在一些实施方案中，衣壳是AAV9衣壳。

[0098] 在一些方面，本申请涉及本文披露的rAAV用于治疗威尔逊病(WD)的用途，其中该

rAAV包含AAV衣壳和包装的载体基因组。在一些实施方案中，载体含有包装的基因组，该基

因组按5’至3’顺序包含可操作地连接的组分：5’‑末端反向重复序列(ITR)、启动子序列、截

短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如，SEQ  ID  NO：15)和3’‑末端反向重复序列

(ITR)。在示例性实施方案中，包装的基因组还包含启动子序列上游的增强子序列、启动子

下游的内含子、和3’‑ITR上游的聚腺苷酸化序列。因此，在另一个示例性实施方案中，载体

含有包装的基因组，该基因组按5’至3’顺序包含可操作地连接的组分：5’‑末端反向重复序

列(ITR)、增强子序列、启动子序列、内含子序列、截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序

列(例如，SEQ  ID  NO：15)、聚腺苷酸化信号序列、和3’‑末端反向重复序列(ITR)。在另一个

示例性实施方案中，载体含有包装的基因组，该基因组按5’至3’顺序包含可操作地连接的

组分：AAV2  5’‑ITR序列、enTTR增强子、TTR启动子、SV40小T内含子、截短的人ATP7B(ATP7B

Δ 1‑3‑SS)的编码序列(例如，SEQ  ID  NO：15)、SV40聚腺苷酸化信号序列、和AAV2  3’‑ITR。

在一些实施方案中，包装的基因组还包含位于内含子序列下游的共有Kozak序列。在一些实

施方案中，衣壳是AAV9衣壳。

[0099] 图1提供了显示用于表达保留MBD4、5和6的截短的ATP7B的示例性包装的载体基因

组构建体的示意图。5’‑ITR由核苷酸1‑145表示；enTTR增强子由核苷酸146‑245表示；TTR启

动子由核苷酸246‑435表示；SV40小T内含子由核苷酸436‑530表示；共有Kozak序列由核苷

酸531‑536表示；截短的ATP7B编码序列由核苷酸540‑4142表示；SV40聚腺苷酸化信号序列

由核苷酸4143‑4340表示；以及3’‑ITR由核苷酸4341‑4485表示。

[0100] 在某些实施方案中，编码ATP7BΔ 1‑3‑SS的核酸序列是天然人序列(由SEQ  ID  NO：

1表示)。可替代地，在一些实施方案中，编码ATP7BΔ 1‑3‑SS的核酸序列是密码子优化的人

序列(由SEQ  ID  NO：15表示)。

[0101] 改善治疗WD的功效：

[0102] 在某些实施方案中，本文描述的由SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：15编码的截短的人

ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)比全长或其他截短形式的ATP7B(例如ATP7BΔ 1‑4，SEQ  ID  NO：13)

更有效。在一些方面，本披露的ATP7BΔ 1‑3‑SS定位于反面高尔基网(TGN)。在某些实施方案

中，包含编码ATP7BΔ 1‑3‑SS的SEQ  ID  NO：1的核酸序列的rAAV在注射到诊断患有铜代谢障

碍(例如威尔逊病)的哺乳动物后降低了哺乳动物的肝脏和尿液中的铜水平。

[0103] 改善包含截短的ATP7B的AAV载体的产量：

[0104] 在一方面，包含本文描述的包装在AAV8或AAV9中的编码ATP7B  Δ 1‑3‑SS的核酸序

列的rAAV具有比全长ATP7B或ATP7B  Δ 1‑4高约1 .1至约10倍(例如，约1 .1倍、约1 .2倍、约

1 .3倍、约1 .4倍、约1 .5倍、约1 .6倍、约1 .7倍、约1 .8倍、约1 .9倍、约2倍、约3倍、约4倍、约5
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倍、约6倍、约7倍、约8倍、约9倍或约10倍)的生产产量。

[0105] 改善包含AAV9衣壳的AAV载体的产量：

[0106] 在一方面，包含AAV9衣壳的rAAV具有比包含AAV8衣壳的rAAV高约1.1‑约10倍(例

如，约1.1倍、约1.2倍、约1.3倍、约1.4倍、约1.5倍、约1.6倍、约1.7倍、约1.8倍、约1.9倍、约

2倍、约3倍、约4倍、约5倍、约6倍、约7倍、约8倍、约9倍或约10倍)的滴度产量。

[0107] 药物组合物：

[0108] 本披露提供了包含本文披露的rAAV和药学上可接受的载剂的组合物。可在例如美

国专利申请公开号2012/0219528中找到用于施用rAAV的合适药物配制剂。可用于本披露的

药学上可接受的载剂(媒介物)是常规的。Remington′s  Pharmaceutical  Sciences[雷明顿

制药科学](E.W.Martin，Mack  Publishing  Co.[麦克出版公司]，Easton，Pa.[宾夕法尼亚

州伊斯顿]，第15版(1975))描述了适用于一种或多种治疗性化合物、分子或药剂的药物递

送的组合物和配制剂。

[0109] 如前述段落描述的，本申请在一些方面涉及包含本发明的rAAV的药物组合物。在

一些实施方案中，药物组合物包含药学上可接受的载剂或赋形剂。在一些实施方案中，药物

组合物被配制用于皮下、肌内、皮内、腹膜内或静脉内施用。在示例性实施方案中，药物组合

物被配制用于静脉内施用。

[0110] 在一些实施方案中，rAAV在适合输注人受试者的缓冲液/载剂中配制。缓冲液/载

剂应包括防止rAAV粘附在输液管上，但不会干扰rAAV体内结合活性的组分。各种合适的溶

液可能包括以下中的一个或多个：缓冲盐水、表面活性剂和生理上相容的盐或盐的混合物

(其离子强度被调节至相等于约100mM氯化钠(NaCl)至约250mMNaCl)、或被调节至相等离子

浓度的生理上相容的盐。pH值可以在6.5到8.5、或7到8.5、或7.5到8的范围内。合适的表面

活性剂或表面活性剂的组合可选自泊洛沙姆，即由聚氧丙烯10(聚(环氧丙烷))的中心疏水

链和侧翼的两个聚氧乙烯(聚(环氧乙烷))亲水链构成的非离子三嵌段共聚物、SOLUTOLHS 

15(Macrogol‑15羟基硬脂酸酯)、LABRASOL(聚氧辛酸甘油酯)、聚氧10油基醚、TWEEN(聚氧

乙烯脱水山梨糖醇脂肪酸酯)、乙醇和聚乙二醇。

[0111] 治疗威尔逊病的方法：

[0112] 在又另一方面，本申请涉及治疗人受试者的WD的方法，该方法包括向该人受试者

施用治疗有效量的包含本文披露的编码截短的ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的SEQ  ID  NO：1或

SEQ  ID  NO：15的rAAV。

[0113] 在一个实施方案中，本申请提供了治疗WD的方法，该方法包括施用包含AAV衣壳和

包装的载体基因组的rAAV，其中该载体基因组包含截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码

序列(例如SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：15)。

[0114] 在又另一方面，本申请涉及治疗人受试者的WD的方法，该方法包括向诊断为具有

至少一个ATP7B中突变的人受试者施用治疗有效量的至少一种rAAV，该rAAV包含载体基因

组，该载体基因组包含截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如SEQ  ID  NO：1或

SEQ  ID  NO：15)。在一个实施方案中，本申请提供在诊断为具有至少一个ATP7B中突变的人

受试者中治疗WD的方法，该方法包括施用rAAV，该rAAV包含AAV衣壳和包装的载体基因组，

其中该载体基因组包含截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如SEQ  ID  NO：1或

SEQ  ID  NO：15)。由SEQ  ID  NO：1表示的编码序列编码由SEQ  ID  NO：8表示的截短的ATP7B。
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在一些实施方案中，衣壳是AAV9衣壳。

[0115] 在又另一方面，本申请涉及治疗人受试者的WD的方法，该方法包括向诊断为具有

至少一个ATP7B中突变的人受试者施用治疗有效量的至少一种rAAV，该rAAV包含载体基因

组，该载体基因组包含截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如SEQ  ID  NO：1)。在

一个实施方案中，本申请提供在诊断为具有至少一个ATP7B中突变的人受试者中治疗WD的

方法，该方法包括施用rAAV，该rAAV包含AAV衣壳和包装的载体基因组，其中该载体基因组

包含截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如SEQ  ID  NO：1)。由SEQ  ID  NO：1表示

的编码序列编码由SEQ  ID  NO：8表示的截短的ATP7B。在一些实施方案中，衣壳是AAV9衣壳。

[0116] 在又另一方面，本申请涉及治疗人受试者的WD的方法，该方法包括向诊断为具有

至少一个ATP7B中突变的人受试者施用治疗有效量的至少一种rAAV，该rAAV包含载体基因

组，该载体基因组包含截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如SEQ  ID  NO：15)。

在一个实施方案中，本申请提供在诊断为具有至少一个ATP7B中突变的人受试者中治疗WD

的方法，该方法包括施用rAAV，该rAAV包含AAV衣壳和包装的载体基因组，其中该载体基因

组包含截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的编码序列(例如SEQ  ID  NO：15)。在一些实施方案

中，衣壳是AAV9衣壳。

[0117] 可以使用任何合适的方法或途径来施用本文描述的rAAV或含有rAAV的组合物。施

用途径包括例如全身、口服、吸入、鼻内、气管内、动脉内、眼内、静脉内、肌内、皮下、皮内和

其他肠胃外施用途径。在一些实施方案中，静脉内施用rAAV或包含rAAV的组合物。

[0118] 施用的特定剂量对于每个患者可以是均一剂量，例如1.0x1011‑1.0x1014个病毒基

因组/千克患者体重(vg)/kg。可替代地，患者的剂量可以根据患者的大致体重或表面积进

行调整。确定合适剂量的其他因素可包括要治疗或预防的疾病或病症，疾病的严重程度，施

用途径，以及患者的年龄、性别和医学病症。确定合适的治疗剂量所需的计算的进一步细化

由本领域技术人员常规地进行，尤其是根据本文披露的剂量信息和测定。剂量也可以通过

使用已知的用以确定剂量的测定结合适当的剂量‑应答数据来确定。当监测疾病的进展时，

也可以调整个体患者的剂量。

[0119] 在一些实施方案中，rAAV以例如约1.0x1011vg/kg至约1x1014vg/kg、约5x1011vg/

kg至约5x1013vg/kg、或约1x1012至约1x1013vg/kg的剂量施用，如通过qPCR或数字液滴PCR

(ddPCR)所测量的。在一些实施方案中，rAAV以约2×1012vg/kg的剂量施用。在一些实施方案

中，rAAV以约5×1012vg/kg的剂量施用。在一些实施方案中，rAAV以约6×1012vg/kg的剂量

施用。在一些实施方案中，rAAV以约1×1013vg/kg的剂量施用。在一些实施方案中，rAAV以约

7×1013vg/kg的剂量施用。rAAV可以根据所期望治疗结果的需要以单剂量或多剂量(比如2、

3、4、5、6、7、8、9、10或更多个剂量)施用。在一些示例性实施方案中，仅施用单剂量的特定

rAAV。

[0120] 在整个说明书中，在组合物被描述为具有、包括或包含具体组分的情况下，或在工

艺和方法被描述为具有、包括、或包含具体步骤的情况下，考虑到另外地，存在本发明的组

合物，其基本上由或由叙述的组分组成，并且存在根据本发明的工艺和方法，其基本上由或

由叙述的加工步骤组成。

[0121] 在本申请中，当元件或组分被称为包括在和/或选自所列举的元件或组分的列表

中时，应理解该元件或组分可以是所列举的元件或组分中的任何一个，或元件或组分可以
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从由两个或更多个该元件或组分组成的组中选择。

[0122] 此外，应当理解，本文描述的组合物或方法的要素和/或特征可以以多种方式组合

而不脱离本发明的精神和范围，无论是本文明确的还是隐含的。例如，当提及特定化合物

时，除非从上下文另有理解，否则该化合物可用于本发明组合物的各种实施方案和/或本发

明方法中。换句话说，在本申请中，已经以能够编写和绘制清晰简洁的应用的方式描述和描

绘了实施方案，但是意图是并且将理解实施方案可以在不脱离本申请教导和一个或多个发

明的情况下以各种方式组合或分离。例如，应当理解，这里描述和描绘的所有特征可以适用

于这里描述和描绘的一个或多个发明的所有方面。

[0123] 应当理解，除非从上下文和使用中另有理解，否则表述“至少一个”单独地包括表

述之后所列举的对象中的每一个以及所列举的对象中的两个或更多个的各种组合。除非根

据上下文另有理解，否则与三个或更多个列举的对象相关的表述“和/或”应被理解为具有

相同的含义。

[0124] 应理解术语“包括(include、includes、including)”、“具有(have、has、having)”、

“包含(contain、contains或containing)”的使用，包括其语法等价物通常作为开放式和非

限制性的，例如，不排除另外的未列举的元件或步骤，除非另有明确说明或从上下文中理

解。

[0125] 如果术语“约”的使用在数量值之前，则本发明还包括特定数量值本身，除非另有

特别说明。如本文所用，除非另有说明或推断，术语“约”是指标称值的±10％变化。

[0126] 应当理解，只要本发明保持可操作，步骤的顺序或执行某些动作的顺序是无关紧

要的。此外，可以同时进行两个或更多个步骤或动作。

[0127] 此处使用的任何和所有示例或示例性语言，例如“比如”或“包括”仅旨在更好地说

明本发明，除非声明，否则不对本发明的范围构成限制。说明书中的语言不应当被解释为指

示任何未要求保护的要素为实践本发明所必需的。

[0128] 实施例

[0129] 现在通过参考以下实施例，将更容易理解正总体上描述的本发明，仅出于说明本

发明的某些方面和实施方案的目的包括这些实施例，而不意在限制本发明。

[0130] 实施例1‑AAV载体和从载体产生的rAAV

[0131] AAV载体

[0132] 此实施例描述了具有由SEQ  ID  NO：1表示的核酸序列的AAV载体的构建，该载体由

两个AAV2末端反向重复序列(ITR，SEQ  ID  NO：2)限制。SEQ  ID  NO：1表示缺失MBD  1‑3的天

然人ATP7B的cDNA。SEQ  ID  NO：1中的核苷酸223‑225编码丝氨酸残基S340，SEQ  ID  NO：1中

的核苷酸226‑228编码丝氨酸残基S341(基于野生型全长ATP7B蛋白序列进行编号)。

[0133] 如图1所示，在AAV载体中，ATP7B表达盒含有增强子(EnTTR)、启动子(TTR)、内含子

(SV40小T内含子)、SEQ  ID  NO：1的核苷酸序列(其编码截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS))和

SV40聚(A)信号。图2示出了说明各种组分的载体的环状图。

[0134] AAV载体DTC319含有截短的人ATP7B序列，其中保留了金属结合结构域4、5和6。截

短的人ATP7B序列编码由SEQ  ID  NO：8表示的包含两个丝氨酸残基S340和S341的蛋白质(根

据NCBI参考序列编号：NP_000044.2)。

[0135] 猿猴病毒40(SV40)晚期聚腺苷酸化信号(Genbank登录号J02400(SEQ  ID  NO：7)提
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供了顺式序列，用于ATP7B  mRNA的有效聚腺苷酸化。该元件用作新生转录物3’端特定切割

事件并添加长聚腺苷酸尾的信号。

[0136] 将每个截短的ATP7B表达盒克隆到AAV载体中。所有AAV载体都具有编码卡那霉素

抗性基因的骨架。图2显示了示例性AAV载体DTC319。图1描述了用于表达ATP7B(ATP7BΔ 1‑

3‑SS)的DTC319的表达盒。

[0137] rAAV病毒粒子

[0138] AAV载体基因组是单链DNA基因组。只有ITR序列之间的和包含ITR序列的序列被包

装到AAV病毒粒子中。病毒粒子是通过将三种质粒转染到人胚胎肾293(HEK293)细胞中产生

的，这些细胞提供E1a和E1b基因产物。第一质粒可以是本文描述的AAV载体。第二质粒可以

是包装质粒，其含有野生型AAV2  rep和AAV8或AAV9  cap基因。第三质粒是辅助腺病毒质粒。

[0139] 示例性包装质粒pAAV2/8.KanR(p2123FH)质粒的图解显示于图3中。在该质粒中，

腺相关Rep/Cap质粒pAAV2/8.KanR(p2123FH)(8354bp)编码四种野生型AAV2病毒复制(Rep)

蛋白和来自血清型8的三种野生型AAVVP衣壳(cap)蛋白。在该质粒中，通常驱动Rep基因表

达的AAVp5启动子已从Rep区域的5’端移动到AAV8  cap区域的3’端。这种排列在启动子和

Rep基因之间引入了间隔区(即，质粒骨架)，导致Rep表达的下调和支持高滴度rAAV生产的

能力的增加。卡那霉素抗性基因和MB1起点都被包括用于大肠杆菌中的质粒生产。

[0140] 示例性辅助质粒pAdDeltaF6(Kan)的图解显示于图4中。在该质粒中，提供了对AAV

复制重要的腺病毒基因组区域，即E2A、E4和VA  RNA。腺病毒E1功能也是必需的，但由HEK293

宿主细胞提供。图4中所示的质粒不包含其他腺病毒复制、结构基因或对腺病毒复制至关重

要的顺式元件，比如腺病毒ITR，因此，预计不会产生感染性腺病毒。卡那霉素抗性基因和

MB1起点都被包括用于大肠杆菌中的质粒生产。

[0141] 实施例2‑人ATP7B中金属结合结构域(MBD)1‑3的缺失改善了生产产量

[0142] 此实施例描述的实验证明了ATP7BΔ 1‑3‑SS具有比全长ATP7B或截短形式的ATP7B

Δ 1‑4更高的产量。

[0143] 功能性ATP7B的缺乏导致铜在肝脏和其他组织中积累，这表现为具有神经学或精

神病学症状的肝病。WD可以通过减少铜吸收或从身体中除去过量的铜来治疗。C3He‑

Atp7btx‑j小鼠不表达功能性Atp7b，因此用作WD的小鼠模型。将含有密码子优化的全长人

ATP7B序列的AAV载体用于用Rep/Cap质粒(其编码四种野生型AAV2病毒复制(Rep)蛋白和来

自血清型8的三种野生型AAV  VP衣壳(cap)蛋白)和辅助质粒转染HEK293细胞，以获得

ATP7BcoFL病毒颗粒。

[0144] 向雄性C3He‑Atp7btx‑j小鼠静脉内(i.v.)注射1010或1011GC/kg的ATP7BcoFL(经密

码子优化的全长人ATP7B)。向雌性C3He‑Atp7btx‑j小鼠静脉内注射109、1010或1011GC/kg的

相同载体。通过电感耦合等离子体‑质谱(ICP‑MS)评估雄性(用正方形表示)和雌性(用圆圈

表示)中的肝铜水平，并与来自年龄匹配的未经注射的雄性和雌性杂合(Het)和C3He‑

Atp7btx‑j小鼠的铜水平进行比较。在约9月龄时对小鼠进行尸体解剖并收获肝脏。数据示于

图5中。

[0145] 利用AAV载体的基因疗法可用于治疗WD。然而，可包装在AAV载体衣壳内的cDNA的

大小存在限制。野生型AAV基因组为4.7kb，包装较大的基因组可潜在地降低包封在AAV衣壳

内的DNA序列的产量和完整性。因此，将编码ATP7BΔ 1‑3‑SS的核苷酸序列包装在AAV8衣壳
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内，并测试ATP7B Δ 1‑3‑SS的生产产量。将编码全长(FL)人ATP7B、其中缺失MBD  1‑3但在

MBD3和MBD4之间存在包含两个丝氨酸残基(S340和S341)的富含丝氨酸的环的人ATP7B

(ATP7BΔ 1‑3‑SS)、或其中缺失MBD  1‑4的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑4)的AAV载体转染到HEK293细

胞中。将编码四种野生型AAV2病毒复制(Rep)蛋白和来自血清型8的三种野生型AAV  VP衣壳

(cap)蛋白的Rep/Cap质粒和辅助质粒与表达各种ATP7B蛋白的AAV载体共转染。图6是显示

转染各种AAV载体后宿主细胞产生的rAAV滴度的条形图。Y轴指示基因组拷贝(GC)中每个

rAAV滴度的总产量。数据显示ATP7BΔ 1‑3‑SS具有比全长或截短形式的ATP7BΔ 1‑4更高的

产量。

[0146] 实施例3‑ATP7B  Δ 1‑3‑SS在恢复铜代谢方面与ATP7B  FL相比更有效

[0147] 此实施例描述的实验证明了ATP7BΔ 1‑3‑SS在恢复C3He‑Atp7btx‑j小鼠的铜代谢

方面比ATP7B全长(ATP7B  FL)或ATP7BΔ 1‑4更有效。

[0148] 如实施例2描述的，将大量cDNA序列包装在AAV载体衣壳内可降低DNA序列的完整

性并具有潜在的质量问题。因此，将截短形式的人ATP7B包装在AAV8衣壳中，并测试其恢复

铜代谢的功效。向C3He‑Atp7btx‑j小鼠施用涵盖全长或截短的人ATP7B的1.0x  1013GC/kg的

AAV8载体。通过电感耦合等离子体‑质谱评估肝铜和尿铜水平。图7是向C3He‑Atp7btx‑j小鼠

注射携带全长人ATP7B(ATP7B  FL)、ATP7BΔ 1‑3‑SS或ATP7BΔ 1‑4的AAV8后测定的、分别由

正方形和圆形表示的尿铜和肝铜水平(μg/g)的散点图。图7显示ATP7B Δ 1‑3‑SS在恢复

C3He‑Atp7btx‑j小鼠的铜代谢方面比ATP7B全长(ATP7B  FL)或ATP7BΔ 1‑4更有效。施用磷酸

盐缓冲盐水(PBS)的C3He‑Atp7btx‑j小鼠用作对照(媒介物)。

[0149] 实施例4‑包含AAV9衣壳的AAV载体显示较高的病毒生产

[0150] 此实施例描述的实验表明，与包含AAV8衣壳的AAV载体的生产相比，包含AAV9衣壳

的AAV载体的生产具有更高的产量。通过qPCR定量DNase抗性颗粒(DRP)来滴定不同的AAV载

体。图8显示了转染编码截短的人ATP7B的AAV载体(DTC319)(其中缺失金属结合结构域

(MBD)1‑3，但在MBD3和MBD4之间存在包含两个丝氨酸残基(S340和S341)的富含丝氨酸的

环)以及共转染编码AAV8衣壳或AAV9衣壳的质粒后，从宿主细胞产生的rAAV的总产量(基因

组拷贝(GC)的滴度)。

[0151] 实施例5‑ATP7B  Δ 1‑3‑SS的治疗特性

[0152] 此实施例描述的动物研究证明了，ATP7BΔ 1‑3‑SS(例如，DTC319，一种编码截短的

人ATP7B的rAAV载体，其中缺失金属结合结构域(MBD)1‑3，但在MBD3和MBD4之间存在包含两

个丝氨酸残基(S340和S341)的富含丝氨酸的环)在改善小鼠模型(C3He‑Atp7btx‑j)中的症

状和治疗威尔逊病(WD)方面的功效。在此实施例中，评估了三组雄性小鼠：施用AAV输注的

编码ATP7BΔ 1‑3‑SS的AAV8载体(例如，DTC319)或静脉内注射媒介物对照(稀释缓冲液)的

WD小鼠(C3He‑Atp7btx‑j小鼠)，以及用作阴性对照的野生型(WT)小鼠。对于输注，rAAV通过

三次瞬时转染贴壁HEK细胞而产生，并通过氯化铯梯度超速离心(本领域熟知的纯化方法)

进行纯化。在研究终点(输注后4周)，评估每组小鼠的肝铜积累、铜蓝蛋白活性和肝病理学。

[0153] 通过电感耦合等离子体‑质谱(ICP‑MS)测量肝铜积累，并且证明在施用ATP7BΔ 1‑

3‑SS(例如，DTC319)的WD小鼠中肝铜水平与媒介物对照相比显著降低(参见图9，DelA的条

图)。图9显示C3He‑Atp7btx‑j小鼠在施用静脉内注射的媒介物对照(稀释缓冲液，WD的条图)

或输注携带天然ATP7BΔ 1‑3‑SS的AAV8(DelA的条图)后的肝铜积累水平(μg/g)。此条形图
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中表示的未经注射的野生型小鼠(WT)中肝铜积累水平用作阴性对照。值以平均值±SEM表

示。

[0154] 在施用ATP7BΔ 1‑3‑SS(例如，DTC319)后，WD小鼠中铜蓝蛋白活性显著增加(参见

图10，DelA的条图)。使用本领域熟知的基于酶反应的比色活性测定法来检测铜蓝蛋白活性

(参见Schosinsky等人，Clin  Chem.[临床化学]1974；20(12)：1556‑63)。图10显示接受静脉

内注射的媒介物对照(稀释缓冲液，WD的条图)或AAV输注的编码ATP7BΔ 1‑3‑SS的AAV8载体

(DelA的条图)后C3He‑Atp7btx‑j小鼠中的铜蓝蛋白活性，如通过基于酶反应的比色活性测

定法所测量的。如通过相同的基于酶反应的比色活性测定法所测量的，未经注射的野生型

(WT)小鼠中铜蓝蛋白活性也表示在此条形图中。该图显示了铜蓝蛋白的活性，如在540nm读

取的光密度OD所测量的。值以平均值±SEM表示。

[0155] 从每组中所有动物收获肝脏并用H&E(苏木精和伊红染色)进行染色。由委员会认

证的病理学家根据0‑4评分系统评估H&E切片的核增大和肝细胞肥大、组织破坏、炎性浸润

和肝细胞坏死。对一组中每只小鼠的评分取平均值。图11显示了在对每组动物的H&E切片进

行标准评估后获得的平均得分。

[0156] 实施例6‑AAV9基因疗法作为威尔逊病(WD)的可行疗法

[0157] 此实施例描述了包含ATP7BΔ 1‑3‑SS的rAAV颗粒在治疗受试者的WD中的用途。将

含有编码截短的人ATP7B(ATP7BΔ 1‑3‑SS)的核苷酸序列的AAV载体如DTC319(图2)，编码四

种野生型AAV2病毒复制(Rep)蛋白和来自血清型9(AAV9)的三种野生型AAVVP衣壳(cap)蛋

白的Rep/Cap质粒，和如实施例1描述的辅助质粒共转染到宿主细胞中。然后向需要WD治疗

的受试者静脉内施用收获的rAAV颗粒。可替代地，向受试者施用从用图12表示的载体转染

的宿主细胞收获的rAAV颗粒，用于治疗WD。

[0158] 通过引用并入

[0159] 本文提及的每个专利文献和科学文章的全部披露内容出于所有目的通过引用并

入。

[0160] 等同物

[0161] 在不脱离本披露的精神或基本特征的情况下，本披露可以以其他特定形式实施。

因此，前述实施方案在所有方面都被认为是说明性的而不是限制本文描述的披露内容。不

同实施方案的各种结构元件和各种披露的方法步骤可以以各种组合和排列来使用，并且所

有此类变型都被认为是本披露的形式。因此，本披露的范围由所附权利要求而不是由前述

说明书来指示，并且在权利要求的等效含义和范围内的所有变化旨在包含在其中。

说　明　书 18/18 页

23

CN 113518628 B

23



[0001]

序　列　表 1/28 页

24

CN 113518628 B

24



[0002]

序　列　表 2/28 页

25

CN 113518628 B

25



[0003]

序　列　表 3/28 页

26

CN 113518628 B

26



[0004]

序　列　表 4/28 页

27

CN 113518628 B

27



[0005]

序　列　表 5/28 页

28

CN 113518628 B

28



[0006]

序　列　表 6/28 页

29

CN 113518628 B

29



[0007]

序　列　表 7/28 页

30

CN 113518628 B

30



[0008]

序　列　表 8/28 页

31

CN 113518628 B

31



[0009]

序　列　表 9/28 页

32

CN 113518628 B

32



[0010]

序　列　表 10/28 页

33

CN 113518628 B

33



[0011]

序　列　表 11/28 页

34

CN 113518628 B

34



[0012]

序　列　表 12/28 页

35

CN 113518628 B

35



[0013]

序　列　表 13/28 页

36

CN 113518628 B

36



[0014]

序　列　表 14/28 页

37

CN 113518628 B

37



[0015]

序　列　表 15/28 页

38

CN 113518628 B

38



[0016]

序　列　表 16/28 页

39

CN 113518628 B

39



[0017]

序　列　表 17/28 页

40

CN 113518628 B

40



[0018]

序　列　表 18/28 页

41

CN 113518628 B

41



[0019]

序　列　表 19/28 页

42

CN 113518628 B

42



[0020]

序　列　表 20/28 页

43

CN 113518628 B

43



[0021]

序　列　表 21/28 页

44

CN 113518628 B

44



[0022]

序　列　表 22/28 页

45

CN 113518628 B

45



[0023]

序　列　表 23/28 页

46

CN 113518628 B

46



[0024]

序　列　表 24/28 页

47

CN 113518628 B

47



[0025]

序　列　表 25/28 页

48

CN 113518628 B

48



[0026]

序　列　表 26/28 页

49

CN 113518628 B

49



[0027]

序　列　表 27/28 页

50

CN 113518628 B

50



[0028]

序　列　表 28/28 页

51

CN 113518628 B

51



图1

说　明　书　附　图 1/9 页

52

CN 113518628 B

52



图2

说　明　书　附　图 2/9 页

53

CN 113518628 B

53



图3

说　明　书　附　图 3/9 页

54

CN 113518628 B

54



图4

说　明　书　附　图 4/9 页

55

CN 113518628 B

55



图5

图6

说　明　书　附　图 5/9 页

56

CN 113518628 B

56



图7

说　明　书　附　图 6/9 页

57

CN 113518628 B

57



图8

图9

说　明　书　附　图 7/9 页

58

CN 113518628 B

58



图10

图11

说　明　书　附　图 8/9 页

59

CN 113518628 B

59



图12

说　明　书　附　图 9/9 页

60

CN 113518628 B

60


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002
	CLA00003
	CLA00004
	CLA00005

	DES
	DES00006
	DES00007
	DES00008
	DES00009
	DES00010
	DES00011
	DES00012
	DES00013
	DES00014
	DES00015
	DES00016
	DES00017
	DES00018
	DES00019
	DES00020
	DES00021
	DES00022
	DES00023

	BIS
	BIS00024
	BIS00025
	BIS00026
	BIS00027
	BIS00028
	BIS00029
	BIS00030
	BIS00031
	BIS00032
	BIS00033
	BIS00034
	BIS00035
	BIS00036
	BIS00037
	BIS00038
	BIS00039
	BIS00040
	BIS00041
	BIS00042
	BIS00043
	BIS00044
	BIS00045
	BIS00046
	BIS00047
	BIS00048
	BIS00049
	BIS00050
	BIS00051

	DRA
	DRA00052
	DRA00053
	DRA00054
	DRA00055
	DRA00056
	DRA00057
	DRA00058
	DRA00059
	DRA00060


