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1.一种靶向RNA的核酸分子，所述靶向RNA的核酸分子包含工程化snRNA  esnRNA，其中

所述esnRNA系统包含工程化茎环(eSL)，所述工程化茎环包含一个或多个选自以下的核酸

序列：SEQ  ID  NO:1‑SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:146‑SEQ  ID  NO:148、SEQ  ID  NO:163或SEQ 

ID  NO:186‑205。

2.根据权利要求1所述的靶向RNA的核酸分子，其中所述esnRNA包含靶向目的靶RNA的

靶向序列(TS)。

3.根据权利要求2所述的靶向RNA的核酸分子，其中所述靶RNA是前mRNA或mRNA序列。

4.根据权利要求2所述的靶向RNA的核酸分子，其中所述目的靶RNA是微卫星重复RNA。

5.根据权利要求4所述的靶向RNA的核酸分子，其中所述微卫星重复RNA选自CUG、CAG和

GGGGCC+CCCCGG。

6.根据权利要求2所述的靶向RNA的核酸分子，其中所述靶RNA是编码DMD的序列。

7.根据权利要求6所述的靶向RNA的核酸分子，其中所述靶向序列选自SEQ  ID  NO:206

或SEQ  ID  NO:207。

8.根据权利要求6所述的靶向RNA的核酸分子，其中所述靶向序列包含SEQ  ID  NO:208‑

SEQ  ID  NO:227中所示的一个或多个核酸序列。

9.根据权利要求1所述的靶向RNA的核酸分子，其中所述esnRNA包含靶向两个目的RNA

的两个靶向序列。

10.根据权利要求9所述的靶向RNA的核酸分子，其中所述两个TS是融合序列。

11.根据权利要求1所述的靶向RNA的核酸分子，其中所述esnRNA包含选自以下的Sm结

合结构域(SmBD)：U1、U2、U4和U5  SmBD。

12.根据权利要求11所述的靶向RNA的核酸分子，其中所述SmBD包含SEQ  ID  NO:31‑SEQ 

ID  NO:38或SEQ  ID  NO:164中任一个所示的核酸序列。

13.根据权利要求1所述的靶向RNA的核酸分子，其中所述esnRNA包含5'相互作用稳定

剂结构域(5'ISD)，所述5'相互作用稳定剂结构域包含选自SEQ  ID  NO:12‑SEQ  ID  NO:23中

的任一个的核苷酸序列。

14.根据权利要求1所述的靶向RNA的核酸，其中所述esnRNA包含SEQ  ID  NO:65‑SEQ  ID 

NO:119或SEQ  ID  NO:179‑SEQ  ID  NO:185中任一个所示的核酸序列。

15.一种载体，所述载体包含一个或多个权利要求1的esnRNA。

16.根据权利要求15所述的载体，其中所述病毒载体是AAV载体。

17.根据权利要求16所述的AAV载体，其中所述snRNA可操作地连接至启动子。

18.根据权利要求16所述的AAV载体，其中所述snRNA可操作地连接至U7启动子或U1启

动子。

19.根据权利要求6所述的AAV载体，其中所述snRNA可操作地连接至下游终止子(DT)。

20.根据权利要求16所述的AAV载体，其中所述snRNA可操作地连接至U7下游终止子或

U1下游终止子。

21.根据权利要求16所述的AAV载体，其中所述载体包含至少一个、至少两个、至少三

个、至少四个或至少五个esnRNA。

22.根据权利要求21所述的AAV载体，其中所述至少一个、至少两个、至少三个、至少四

个或至少五个esnRNA各自靶向相同的靶RNA序列。
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23.根据权利要求21所述的AAV载体，其中所述至少一个、至少两个、至少三个、至少四

个或至少五个esnRNA靶向两个或更多个靶RNA序列。

24.根据权利要求21所述的AAV载体，其中每个esnRNA被缓冲序列隔开。

25.根据权利要求24所述的AAV载体，其中所述缓冲序列包含SEQ  ID  NO:24‑SEQ  ID 

NO:30中任一个所示的核酸序列。

26.根据权利要求20所述的AAV载体，其中所述载体包含SEQ  ID  NO:123‑SEQ  ID  NO:

143、SEQ  ID  NO:168‑SEQ  ID  NO:178或SEQ  ID  NO:231‑SEQ  ID  NO:233中任一个所示的核

酸序列。

27.一种靶向一个或多个目的靶RNA，并且对所述一个或多个靶RNA进行阻断、敲低、编

辑、外显子跳跃或剪接的方法，所述方法包括使权利要求1的esnRNA与包含所述一个或多个

靶RNA的细胞接触。

28.一种靶向DMD外显子51RNA的核酸分子，所述靶向DMD外显子51RNA的核酸分子包含

SEQ  ID  NO:206‑SEQ  ID  NO:230中任一个所示的间隔子序列。

29.一种治疗受试者的疾病或障碍的方法，所述方法包括施用根据权利要求1所述的靶

向RNA的核酸分子或根据权利要求15所述的AAV载体。

30.根据权利要求29所述的方法，其中所述疾病或障碍与毒性重复RNA序列相关。

31.根据权利要求29所述的方法，其中所述毒性重复RNA序列是CAG、CUG、GGCCCC、CCGGG

或GGCCC+CCGGGG  RNA重复。

32.根据权利要求29所述的方法，其中所述疾病或障碍是强直性肌营养不良(DM1)或亨

廷顿病(HD)。

33.根据权利要求29所述的方法，其中所述疾病或障碍是迪谢内肌营养不良。

34.根据权利要求33所述的方法，其中所述靶向RNA的核酸分子或AAV载体靶向编码抗

肌萎缩蛋白(DMD)的RNA序列。

35.根据权利要求34所述的方法，其中所述编码DMD的RNA序列包含内含子序列或外显

子序列。

36.根据权利要求35所述的方法，其中所述外显子序列包含DMD的外显子51或其侧翼区

域。

37.根据权利要求29所述的方法，其中所述施用是静脉内、肌肉内、软膜下、鞘内、实质

内、鞘内、纹状体内、皮下、皮内、腹膜内、瘤内、静脉内、眼内和/或肠胃外施用。
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包括工程化核内小RNA(snRNA)的组合物和方法

对电子序列表的引用

[0001] 将电子序列表(LOCN_020_001WO_SeqList_ST26.xml；大小：289,776字节；创建日

期：2023年3月6日)的内容通过引用以其整体并入本文。

相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2022年3月4日提交的美国临时申请号63/316,659和2022年10月18日

提交的美国临时申请号63/379,983的优先权和权益。将这些申请中的每一个的内容通过引

用以其整体特此并入。

技术领域

[0003] 本公开文本涉及分子生物学、基因疗法、以及用于修饰RNA分子的表达和活性的组

合物和方法。

背景技术

[0004] 对于提供用于校正功能障碍信使RNA的有效疗法，本领域存在长期但未满足的需

求。

[0005] 核内小RNA(snRNA)是最小类型的RNA之一，平均大小为约150个核苷酸。snRNA是功

能性非编码RNA。真核基因组编码多种非编码RNA(一类高度丰富的RNA，如snRNA)，所述非编

码RNA位于细胞核中，在内含子剪接和RNA加工中具有重要功能。在前mRNA剪接过程中，

snRNA能够与其他蛋白质一起形成核糖核蛋白颗粒(snRNP)。这些snRNP和另外的蛋白质形

成结合至未剪接的前mRNA转录物的大颗粒复合物(剪接体)。除了剪接之外，snRNA还在新生

转录物的核成熟、基因表达调节、在非经典系统中作为剪接供体以及在复制依赖性组蛋白

mRNA的3'端加工中起作用。可以将U7  snRNA编程为结合和调节mRNA，而不表达外源蛋白质，

但是仍然需要开发一种使免疫原性风险最小化的高度特异性地靶向mRNA的治疗剂。此外，

这些经编程的snRNA的小尺寸为开发单载体、高度特异性(等位基因特异性)、单靶标和多靶

标基因治疗方法创造了机会。

[0006] 因此，本公开文本提供了包含由工程化snRNA构成的新的治疗性靶向RNA的平台的

组合物和方法。

发明内容

[0007] 本公开文本提供了基因疗法组合物，所述基因疗法组合物包含新的治疗性靶向

RNA的平台，所述平台由包含工程化snRNA茎环(eSL)的工程化snRNA(esnRNA)构成。

[0008] 本文公开了包含核酸分子的组合物和包含工程化snRNA(esnRNA)的载体。

[0009] 本文公开了靶向RNA的核酸分子，所述靶向RNA的核酸分子包含工程化snRNA

(esnRNA)系统，其中所述esnRNA系统包含工程化茎环(eSL)。

[0010] 在一个实施方案中，所述esnRNA包含5'相互作用稳定剂结构域(5'ISD)。

[0011] 在一个实施方案中，所述esnRNA包含靶向目的RNA的靶向序列(TS)(或间隔子)。在
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另一个实施方案中，所述目的靶RNA是微卫星重复RNA或非重复RNA。在另一个实施方案中，

所述目的微卫星重复RNA选自CUG、CAG、GGGGCC和CCCCGG。在一个实施方案中，所述esnRNA包

含靶向两个目的靶RNA(GGGGCC和CCCCGG)的靶向序列(TS)。在另一个实施方案中，所述两个

目的靶RNA是微卫星重复RNA和非重复RNA。在另一个实施方案中，所述非重复RNA是微卫星

重复RNA的侧翼序列。在另一个实施方案中，所述esnRNA包含靶向两个或更多个目的RNA的

靶向序列(TS)。在另一个实施方案中，所述esnRNA包含靶向两个或更多个目的RNA的两个或

更多个靶向序列(TS)。在另一个实施方案中，所述esnRNA包含两个或更多个TS的融合物。

[0012] 在一个实施方案中，所述esnRNA包含Sm结合结构域(SmBD)。在一个实施方案中，所

述SmBD选自U1、U2、U4和U5  snRNA。在另一个实施方案中，所述SmBD源自假snRNA。

[0013] 在一个实施方案中，所述esnRNA可操作地连接至snRNA启动子。在另一个实施方案

中，所述snRNA启动子是U7启动子。在另一个实施方案中，所述U7启动子是内源U7启动子。在

另一个实施方案中，所述U7启动子是人U7启动子(hU7)或小鼠U7启动子(mU7)。在另一个实

施方案中，所述U7启动子是SEQ  ID  NO:43的内源人U7启动子。在一个实施方案中，所述

snRNA启动子是U1启动子。在另一个实施方案中，所述U1启动子是人U1启动子或小鼠U1启动

子。在另一个实施方案中，所述snRNA启动子选自：人U7启动子、人U1启动子、人U2启动子、人

U4启动子、人U5启动子、人U6启动子、人7sk启动子、tRNA(Val)启动子、小鼠U1启动子和小鼠

U7启动子。在另一个实施方案中，所述载体包含一个或多个esnRNA，或由一种或多种snRNA

启动子驱动的esnRNA的一个或多个拷贝。在一个实施方案中，所述载体包含所述esnRNA的

两个拷贝(2x)。在一个实施方案中，所述载体包含两种snRNA启动子，其中每种启动子驱动

2x  esnRNA的拷贝。在另一个实施方案中，所述两种snRNA启动子是U7启动子和U1启动子。在

另一个实施方案中，所述两种snRNA启动子选自：人U7启动子、人U1启动子、人U2启动子、人

U4启动子、人U5启动子、人U6启动子、人7sk启动子、tRNA(Val)启动子、小鼠U1启动子、小鼠

U2启动子、小鼠U5启动子、小鼠U6启动子、小鼠U7启动子和小鼠H1启动子。在另一个实施方

案中，所述两种snRNA启动子是小鼠U7启动子和小鼠U1启动子。

[0014] 在一个实施方案中，所述esnRNA可操作地连接至snRNA下游终止子(DT)。在另一个

实施方案中，所述snRNA  DT是U7  DT。

[0015] 在一个实施方案中，所述esnRNA包含所述eSL、所述U7启动子、所述TS、所述SmBD、

所述5'ISD和所述DT。在另一个实施方案中，所述esnRNA包含所述eSL、所述U7启动子、所述

U1启动子、所述TS、所述SmBD、所述5'ISD和所述DT。

[0016]

[0017] 在一个实施方案中，所述esnRNA包含所述eSL、所述U7启动子、所述TS、所述SmBD、

所述5'ISD和所述DT。在另一个实施方案中，所述esnRNA包含所述eSL、所述U7启动子、所述

U1启动子、所述TS、所述SmBD、所述5'ISD和所述DT。

[0018] 本文还公开了包含所述esnRNA的载体。在一些实施方案中，所述载体包含所述

esnRNA的多个拷贝。在一些实施方案中，所述esnRNA的多个拷贝是所述esnRNA的2、3或4个

拷贝(2x、3x或4x)。在一些实施方案中，所述esnRNA的多个拷贝是所述esnRNA的4个或更多

个拷贝(4x或更多)。在一些实施方案中，所述esnRNA的多个拷贝中的每个esnRNA被源自

snRNA下游的人非编码基因组序列的核酸缓冲序列隔开。在一个实施方案中，所述缓冲序列

源自U7下游的人基因组序列。在一个实施方案中，所述缓冲序列选自：缓冲物1(30bp、100bp
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或500bp)、缓冲物2(30bp、100bp或500bp)、缓冲物3(30bp、100bp或500bp)及其组合。在一个

实施方案中，所述载体是病毒载体或非病毒载体。在另一个实施方案中，所述病毒载体是

AAV载体。在另一个实施方案中，所述AAV载体是scAAV载体或ssAAV载体。在另一个实施方案

中，所述AAV载体是AAV9载体。在另一个实施方案中，所述AAV9载体是ssAAV9载体或scAAV9

载体。

[0019] 本文还公开了一种靶向一个或多个目的靶RNA，并且对所述一个或多个靶RNA进行

阻断、敲低、编辑、外显子跳跃、外显子包含或剪接的方法，所述方法包括使本公开文本的

esnRNA与包含所述一个或多个靶RNA的细胞接触。

[0020] 本公开文本提供了一种靶向RNA的核酸分子，所述靶向RNA的核酸分子包含工程化

snRNA  esnRNA，其中所述esnRNA系统包含工程化茎环(eSL)，所述工程化茎环包含一个或多

个选自以下的核酸序列：SEQ  ID  NO:1‑SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:146‑SEQ  ID  NO:148、SEQ 

ID  NO:163或SEQ  ID  NO:186‑205。

[0021] 在一些实施方案中，所述esnRNA包含靶向目的靶RNA的靶向序列(TS)。

[0022] 在一些实施方案中，所述靶RNA是前mRNA或mRNA序列。在一些实施方案中，所述目

的靶RNA是微卫星重复RNA。在一些实施方案中，所述微卫星重复RNA选自CUG、CAG和GGGGCC+

CCCCGG。

[0023] 在一些实施方案中，所述靶RNA是编码DMD的序列。在一些实施方案中，所述靶向序

列选自SEQ  ID  NO:206或SEQ  ID  NO:207。在一些实施方案中，所述靶向序列包含SEQ  ID 

NO:208‑SEQ  ID  NO:227中所示的一个或多个核酸序列。

[0024] 在一些实施方案中，所述esnRNA包含靶向两个目的RNA的两个靶向序列。在一些实

施方案中，所述两个TS是融合序列。

[0025] 在一些实施方案中，所述esnRNA包含选自以下的Sm结合结构域(SmBD)：U1、U2、U4

和U5  SmBD。

[0026] 在一些实施方案中，所述SmBD包含SEQ  ID  NO:31‑SEQ  ID  NO:38或SEQ  ID  NO:164

中任一个所示的核酸序列。

[0027] 在一些实施方案中，所述esnRNA包含5'相互作用稳定剂结构域(5'ISD)，所述5'相

互作用稳定结构域包含选自SEQ  ID  NO:12‑SEQ  ID  NO:23中的任一个的核苷酸序列。

[0028] 在一些实施方案中，所述esnRNA包含SEQ  ID  NO:65‑SEQ  ID  NO:119或SEQ  ID  NO:

179‑SEQ  ID  NO:185中任一个所示的核酸序列。

[0029] 本公开文本提供了一种载体，所述载体包含本公开文本的一个或多个esnRNA。在

一些实施方案中，所述病毒载体是AAV载体。在一些实施方案中，所述esnRNA可操作地连接

至启动子。

[0030] 在一些实施方案中，所述esnRNA可操作地连接至U7启动子或U1启动子。

[0031] 在一些实施方案中，所述esnRNA可操作地连接至下游终止子(DT)。在一些实施方

案中，所述esnRNA可操作地连接至U7下游终止子或U1下游终止子。

[0032] 在一些实施方案中，所述载体包含至少一个、至少两个、至少三个、至少四个或至

少五个esnRNA。在一些实施方案中，所述至少一个、至少两个、至少三个、至少四个或至少五

个esnRNA各自靶向相同的靶RNA序列。

[0033] 在一些实施方案中，所述至少一个、至少两个、至少三个、至少四个或至少五个
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esnRNA靶向两个或更多个靶RNA序列。在一些实施方案中，每个esnRNA被缓冲序列隔开。在

一些实施方案中，所述缓冲序列包含SEQ  ID  NO:24‑SEQ  ID  NO:30中任一个所示的核酸序

列。

[0034] 在一些实施方案中，所述载体包含SEQ  ID  NO:123‑SEQ  ID  NO:143、SEQ  ID  NO:

168‑SEQ  ID  NO:178或SEQ  ID  NO:231‑SEQ  ID  NO:233中任一个所示的核酸序列。

[0035] 一种靶向DMD外显子51RNA的核酸分子，所述靶向DMD外显子51RNA的核酸分子包含

SEQ  ID  NO:206‑SEQ  ID  NO:230中任一个所示的间隔子序列。

[0036] 本公开文本提供了一种治疗受试者的疾病或障碍的方法，所述方法包括施用本公

开文本的靶向RNA的核酸分子或本公开文本的AAV载体。

[0037] 在一些实施方案中，所述疾病或障碍与毒性重复RNA序列相关。在一些实施方案

中，所述毒性重复RNA序列是CAG、CUG、GGCCCC、CCGGG或GGCCC+CCGGGG  RNA重复。

[0038] 在一些实施方案中，所述疾病或障碍是强直性肌营养不良(DM1)或亨廷顿病(HD)。

[0039] 在一些实施方案中，所述疾病或障碍是迪谢内肌营养不良。在一些实施方案中，所

述靶向RNA的核酸分子或AAV载体靶向编码抗肌萎缩蛋白(DMD)的RNA序列。

[0040] 在一些实施方案中，所述编码DMD的RNA序列包含内含子序列或外显子序列。在一

些实施方案中，所述外显子序列包含DMD的外显子51或其侧翼区域。在一些实施方案中，所

述施用是静脉内、肌肉内、软膜下、鞘内、实质内、鞘内、纹状体内、皮下、皮内、腹膜内、瘤内、

静脉内、眼内和/或肠胃外施用。

附图说明

[0041] 本专利或申请文件包含至少一幅彩色附图。在请求并支付必要的费用后，官方将

会提供带有彩色附图的本专利或专利申请公开案的副本。

[0042] 图1A‑图1D。图1A示出了PCR产物的tape  station图像，其中工程化SL的丰度增加，

指示本文公开的esnRNA的稳定性增加。预测的PCR产物大小在图像下方示出。图1B说明了与

非工程化茎环相比，包含本文公开的工程化茎环(eSL)的工程化snRNA(esnRNA)的示意图。

图1C示出了保护snRNA的5'端的替代机制，所述替代机制放弃使用相互作用稳定剂结构域

(ISD)。图1D示出了snRNA盒的大致大小。

[0043] 图2A‑图2C。图2A‑图2B示出了与NT(非靶向)esnRNA相比，本文公开的靶向CUG的

esnRNA的CUG  RNA灶点(foci)的FISH定量和图像。Y轴描绘了相对于NT归一化的每个细胞的

平均灶点百分比，并且x轴描绘了处理。将细胞核用DAPI染色，并且将CUG  RNA灶点用特异性

标记探针标记。图2C示出了靶向和阻断CUG重复扩增、释放MBLN以及恢复DM1疾病的剪接缺

陷特征的esnRNA  MOA的示意图。

[0044] 图3A‑图3C。图3A示出了将CAG80报告物mRNA剂量依赖性敲低至基线水平的qPCR结

果。Y轴描绘了相对于参考基因GAPDH的CAG重复RNA表达水平，并且x轴描绘了snRNA处理，

CAG靶向(CUG15)或非靶向(nt)(使用不同的剂量，250ng、500ng或1000ng)。图3B示出了

CAG80报告物聚Q蛋白表达的蛋白质印迹。顶部泳道显示CAG报告物聚Q表达，并且底部泳道

显示GAPDH加载对照。图3C示出了亨廷顿病的突变体HTT中的CAG重复扩增和阻断CAG重复的

esnRNA  MOA。

[0045] 图4A‑图4D。图4A示出了在用esnRNA处理后用于检测USH2A外显子13包含(顶部条
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带)或排除(底部条带)的PCR产物的tape  station图像。图4C示出了与NT  esnRNA对照(在A

中示出)相比，在esnRNA处理后，外显子13排除的百分比的定量。图4B示出了与非工程化

snRNA相比，包含eSL的工程化snRNA的示意图。图4D示出了厄舍综合征和DMD(迪谢内肌营养

不良)中剪接调节的示意图。

[0046] 图5A‑图5F示出了在用esnRNA处理以靶向DM1患者来源的肌管中的CUG重复后，

BIN1、DMD和LBD3(在DM1患者细胞中错误剪接)的剪接同种型恢复的PCR结果。图A‑图C示出

了来自图D‑图F中示出的tape  station图像的恢复为健康剪接同种型的百分比的定量。Y轴

描绘了校正百分比，并且x轴描绘了处理(knt是指非靶向阴性对照；CAGx15是指靶向CUG的

esnRNA；unt是指未经处理的)。

[0047] 图6A‑图6B示出了具有可替代的5'相互作用稳定结构域(ISD)的esnRNA在敲低CUG 

RNA灶点中的功效的定量，在CTG480  HeLa细胞中进行合成snRNA转染、随后是用于CUG  RNA

灶点的荧光原位杂交。(浅蓝色＝具有相应5'ISD的可替代的工程化茎环。深蓝色＝选择的

工程化茎环和相应5'ISD。sR220004＝非靶向snRNA)。以33nM(A)或11nM(B)剂量进行合成

snRNA转染。

[0048] 图7A‑图7B示出了不同的ISD导致随时间而变的不同的稳定性水平。图7A和图7B示

出了具有可替代的5'稳定结构域的合成工程化snRNA随时间而变的相对丰度。在转染具有

不同稳定结构域的合成snRNA之后24h、48h和72h时间点收集RNA，以确定snRNA的相对稳定

性。

[0049] 图8示出了当snRNA在不同的PolIII和PolII启动子下表达时，通过qPCR测定的

CTG480  HeLa细胞中的snRNA表达的水平。Y轴描绘了相对于GAPDH参考基因的snRNA表达水

平，并且x轴描绘了用于表达snRNA的不同snRNA启动子(Pol  II  U1和U7启动子或PolIII：

U6、tRNA和7SK)。以两种不同的剂量(250和500ng)转染具有不同启动子的质粒。

[0050] 图9A‑图9B示出了在用500ng(A)或250ng(B)具有不同的Pol  III和Pol  II启动子

和各自的DT序列的工程化snRNA构建体转染后，通过RNA  FISH对CTG480  HeLa细胞中的CUG

灶点的定量。具有驱动工程化snRNA表达的Pol  II启动子的构建体(P02225和P03557)比具

有驱动snRNA的Pol  III启动子的构建体更有效地耗尽含有微卫星重复的灶点。灰色条表示

NT  esnRNA，并且蓝色条表示靶向CUG的esnRNA。

[0051] 图10示出了当snRNA在PolIII(U6、tRNA和7SK)或PolII启动子(U7和U1)下表达，并

且含有SmOpt或U1  Sm结合位点时，通过qPCR测定的HEK293T细胞中的snRNA表达水平。

[0052] 图11A‑图11B示出了在转染到HEK293细胞中后，相对于GAPDH参考基因的snRNA表

达水平。将对每种snRNA(z)具有特异性的引物用于qPCR，以确定相对启动子强度。Y轴描绘

了相对于GAPDH的snRNA表达水平，并且x轴描绘了当它们在snRNA的不同启动子(U1、U2、U4、

U5和U7；unt是指未经处理的)下表达时，snRNA间隔子znt(非靶向对照，在A中)和z38(靶向

间隔子，B)。使用了对z‑nt(图A)或z‑38(图B)具有特异性的引物组。

[0053] 图12A‑图12B示出了用本文公开的snRNA转导人δ外显子52肌管后，外显子51跳跃

的结果(A03980：2x  z38/42融合snRNA盒；A03981：2个snRNA盒，一个具有z42  TS，并且另一

个具有z38  TS)。图12A示出了表示外显子51包含和排除同种型的PCR产物的tape  station

图像和显示预期片段大小的示意图。图12B示出了图12A半定量PCR中的条带强度的定量。Y

轴描绘了外显子51跳跃的百分比，并且x轴描绘了处理(合成snRNA或以不同的MOI转导的
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A03980或A03981的AAV)。

[0054] 图13A‑图13B示出了在用用于外显子51跳跃的snRNA处理后，人δ外显子52肌管的

抗肌萎缩蛋白染色和恢复。图13A示出了用于未经处理的肌管、用合成snRNA处理的肌管或

以1e6或5e6的MOI用A03980(2x  z38/z42融合snRNA盒)处理的肌管中的结蛋白或抗肌萎缩

蛋白的免疫荧光法。图13B示出了用于以1e6或5e6的MOI用A03981(具有z42  TS和z38  TS的2

个snRNA盒)转导的肌管中结蛋白或抗肌萎缩蛋白的免疫荧光法。

[0055] 图14A说明了A04569的载体基因组，其表达如图14B描绘的相同序列的2个融合

snRNA。图14C示出了可以构建靶向外显子51外显子剪接增强子(ESE)的融合snRNA，使得z38

靶向序列位于反义序列的最5'位置且z42靶向序列位于z38序列的下游(z73)，或者以相反

的方向，其中z42靶向序列位于最5'位置且z38位于下游(z187)。在两种情况下，snRNA的反

义序列由2个靶向序列构成，每个靶向序列靶向外显子51中的单独且独特的ESE(图14C底部

图)。

[0056] 图15A‑图15D示出了在缺失外显子52的人骨骼肌管和del52hDMD/mdx小鼠中，靶向

外显子51ESE的融合snRNA的活性。(A)在用低剂量的携带融合反义序列z73(z38/z42)和

z187(z42/z38)的合成snRNA转染之后24小时，缺失DMD外显子52的人骨骼肌管中外显子51

跳跃的tape  station图像和定量。在低剂量下，合成snRNA  z187的转染比z73诱导更高水平

的外显子51跳跃。(图15B)示出了在以2.5e4、1e5和5e5的MOI用AAV9‑A04526(携带各自表达

z73的两个esnRNA盒)和A04569(携带各自表达z187的两个盒)转导7天后，缺失DMD外显子52

的人骨骼肌管中外显子51跳跃的定量。(图15C)示出了在缺失人源化外显子52的DMD

(del52hDMD/mdx)小鼠模型中的外显子51跳跃的定量。我们向小鼠眼眶后注射3e12个

A04526和A04569载体基因组。存活3周后，从胫骨前肌(TA)、腓肠肌(Gc)和心脏提取RNA。进

行半定量RT‑PCR，以检测包含和排除外显子51的条带。(图15D)示出了在将剂量为3e11个

vg/肌肉的A04526或靶向ESE的Vivo‑Morpholino(ViM)肌肉内递送至del52hDMD/mdx小鼠的

腓肠肌之后4周，抗肌萎缩蛋白阳性纤维的定量。表达野生型人抗肌萎缩蛋白的hDMD/mdx小

鼠(灰色条)用作抗肌萎缩蛋白表达的阳性对照。U＝未经处理的。

[0057] 图16A‑图16D示出了在患者来源的肌管(含有1700个CUG重复)中，在用靶向CUG重

复的snRNA处理后，DMD和LBD3剪接同种型的剪接逆转以及DMPK的敲低。通过用myoD腺病毒

载体转导(持续5天)，使DM1患者成纤维细胞分化成肌管。然后以多个MOI用A04233和A04234

(靶向CUG重复的scAAV9双snRNA)转导细胞，并且将细胞在转导之后7天收获。图16A示出了

用于检测DMD外显子78包含(顶部条带)和LBD3外显子11排除(底部条带)的使用特异性引物

所得到的RT‑PCR产物的tape  station图像，所述DMD外显子78包含和LBD3外显子11排除是

正常WT细胞中剪接校正的标记物。DMD外显子78包含(图16B)和LBD3外显子11排除(图16C)

的定量。x轴描绘了处理(载体和MOI)。y轴描绘了DMD外显子78的外显子包含或LBD3外显子

11的排除的剪接校正的百分比。图16D示出了在以不同MOI用snRNA(AAV9  A04233和AAV9 

A04234)处理后，通过ddPCR测定的DMPK  RNA表达水平。x轴描绘了处理。y轴描绘了相对于

UNT(未经处理的细胞)归一化的每1000个GAPDH参考基因拷贝的DMPK拷贝。

[0058] 图17A‑图17B示出了以不同MOI用AAV9  A04233和AAV9  A04234转导来自患者来源

的肌管的核RNA灶点的图像和定量。通过用myoD腺病毒载体转导(持续5天)，使DM1患者成纤

维细胞分化成肌管。然后以多个MOI用A04233和A04234(靶向CUG重复的scAAV9双snRNA)转
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导细胞，并且将细胞在转导后7天收获以用于RNA  FISH(以检测CUG灶点)。图17A示出了从未

经处理的肌管和用AAV9  snRNA载体A04233和A04234处理的肌管获得的CUG  RNA灶点的图

像。将细胞核用DAPI染色，并且用CUG标记的探针进行CUG  FISH。在转导之后7天处理细胞。

图17B示出了平均CUG灶点数量/细胞的定量。x轴描绘了处理和使用的MOI。y轴描绘了相对

于UNT(未经处理的细胞)归一化的平均CUG数量灶点/细胞。

[0059] 图18A‑图18C描绘了在用靶向CAG重复的AAV‑snRNA处理后，HTT突变体可溶性蛋白

的处理、时间线和定量。图18A示出了使用AAV‑A04390(靶向CAG重复的2x  hU7/hU1  snRNA)

的载体的实验设计，即2个MOI和用于检测突变体(mut)HTT可溶性蛋白的终点测定。图18B描

绘了本实验的时间线。将HD患者iPSc(含有66个CAG重复)分化为皮层神经元持续2周，然后

用AAV‑A04390  snRNA载体转导另外的2周。然后收获皮层神经元，并且通过Meso 

scalediscovery(MSD，在图18C中示出)免疫测定定量突变体可溶性HTT蛋白。y轴描绘了每

mg蛋白质裂解物中的突变体可溶性HTT(以fmol计)，并且x轴描绘了处理和MOI。

[0060] 图19A‑图19B描绘了在R6/2HD小鼠模型上靶向CAG重复的体内研究设计，以及在用

靶向CAG重复的AAV‑snRNA(A03081)处理后，突变体HTT可溶性蛋白的定量。图19A图示了通

过纹状体内注射施用的AAVrh10‑snRNA(4xCAGx15靶向snRNA载体)的剂量(2e10个载体基因

组)。将未经处理和未注射的对侧纹状体侧用作对照。(图1 9 B)示出了通过 Mes o 

scalediscovery(MSD)免疫测定对未经处理的小鼠和经snRNA处理的小鼠(n＝10)的突变体

可溶性HTT蛋白的定量。y轴描绘了每mg总蛋白裂解物中的突变体可溶性HTT(以fmol计)，并

且x轴描绘了处理。

[0061] 图20A描绘了由A04527和A04526表达的snRNA之间的差异，其中A04526表达具有5'

ISD和工程化小鼠SL的工程化snRNA，而A04527不具有5'ISD并且具有小鼠天然SL。图20B示

出了在以1e6的MOI用AAV9‑A04527或A04526病毒转导CHO‑Lec2细胞之后2天z38/42的表达

(以snRNA拷贝/纳克计)的条形图。

具体实施方式

[0062] 本公开文本提供了基因疗法组合物，所述基因疗法组合物包含新的治疗性靶向

RNA的平台，所述平台由包含工程化snRNA茎环(eSL)的工程化snRNA(esnRNA)构成。

[0063] 本文公开了包含核酸分子的组合物和包含工程化snRNA(esnRNA)的载体。

[0064] 核内小核糖核酸(snRNA)是核内小核糖核蛋白复合物(snRNP)的必要组分，当核内

小核糖核酸蛋白复合物与另外的蛋白质组装时，形成称为剪接体(被委派介导整个mRNA成

熟过程的细胞机器)的大核糖核蛋白复合物。剪接体负责前体mRNA剪接，即在蛋白质产生之

前从RNA转录物去除内含子的过程。单个snRNA的大小通常为约250个核苷酸或更少。例如，

U1  snRNA的长度为164个核苷酸，并且由在人基因组内存在数个拷贝的基因编码。U1  snRNA

表示核颗粒U1  snRNP的核糖核酸组分。U1  snRNA具有茎和环三维结构，并且在5'区内存在

单链序列，通常长度为约9个核苷酸，能够通过互补碱基配对结合至前mRNA分子上的剪接供

体位点。(Horowitz等人,1994,Trends  Genet.,10(3):100‑6.)由于多种剪接体snRNA含有

大量的尿苷酸，因此它们被命名为U1、U2、U4、U5、U6、U4ATAC、U6ATAC、U7、U11和U12。(Mattaj

等人,1993,FASEB  J,15,7:47‑53.)

[0065] snRNA系统可以用于治疗毒性突变。例如，干扰含有毒性突变的外显子内的剪接位

说　明　书 7/85 页

10

CN 119137273 A

10



点和调节元件的反义寡核苷酸可以在前RNA水平上诱导特定外显子的跳跃。此类反义序列

可以包装在snRNA序列中，所述snRNA序列使用携带可以转录snRNA的核酸序列的病毒载体

来递送。U7  snRNA内源性地参与组蛋白前mRNA  3'端加工，但是可以通过Sm/Lsm蛋白质的结

合位点的微小变化转化为用于剪接调节的通用工具。用于治疗迪谢内肌营养不良的一种这

样的治疗性策略已经使用经修饰的U7  snRNA来将框外突变转化为框内突变，这产生内部缺

失的毒性RNA，但是仍具有功能性的抗肌萎缩蛋白。(Goyenvalle等人,2009,17(7):1234‑

1240.)

[0066] 大多数富含U的snRNP是介导前mRNA的剪接的复合物。U7  snRNP是例外。U7不参与

剪接，而是在复制依赖性组蛋白mRNA的独特3'端加工中的关键因子。通过修饰U7  snRNA组

蛋白结合序列和Sm基序，U7可以不再参与组蛋白前mRNA的加工，而是靶向前mRNA或smRNA以

进行阻断或剪接调节。以这种方式，U7  snRNA可以用作有效的基因疗法平台。U7  snRNA平台

还具有以下另外的优点：尺寸紧凑，具有在细胞核中积累而不引起细胞毒性的能力，并且几

乎没有免疫反应性。(Gadgil等人,2021,J  Gene  Med,23(4):e3321.)

[0067] 本文公开了新工程化和重新设计的snRNA平台(或者本文称为esnRNA平台)，其包

含1)工程化茎环(eSL)。对天然茎环序列进行补偿修饰产生了工程化茎环(eSL)，所述工程

化茎环更有效地与snRNA相互作用稳定结构域(ISD)通信(折叠和退火)，这进而产生具有增

加的稳定性的snRNA平台。参见图1。先前已经表明，U7  snRNA可编程以调节mRNA。本文公开

了能够用作基因疗法工具的经编程的工程化snRNA改进。本文显示这些工程化snRNA系统导

致阻断微卫星重复扩增(本文显示用于治疗强直性肌营养不良(DM1)或亨廷顿病(HD))、导

致外显子跳跃(用于治疗DMD)以及导致剪接调节(本文显示用于治疗USH2A(2型厄舍综合

征))。在一个实施方案中，这些snRNA是人snRNA。在另一个实施方案中，这些snRNA是小鼠

snRNA。在另一个实施方案中，snRNA是人snRNA和小鼠snRNA的组合。在一个实施方案中，U7

是人U7或小鼠U7。在本文公开的另一个实施方案中，通过组合内源snRNA的结构域以微调平

台的稳定性和/或减少脱靶效应，工程化snRNA包含不同类型的snRNA(U1‑U12等)。例如，在

一个实施方案中，工程化snRNA系统包含人或小鼠U7  snRNA组分和人或小鼠U1  snRNA组分

的组合。

[0068] 可以调整RNA的加工和丰度的另外的元件可以被进一步工程化到包含eSL的

esnRNA中。参见图1C。在一个实施方案中，可以调整esnRNA的加工、稳定性和丰度的另外的

元件可以在5'或3'端被进一步工程化到esnRNA中。在另一个实施方案中，此类元件可以包

括但不限于茎环、发夹、G‑C夹、吻式环、三链体、四链体和蛋白质结合位点。

[0069] 本文公开的esnRNA平台及其部分可以用于任何治疗环境和背景中，只要esnRNA治

疗性组合物的设计中包含一个或多个合适的间隔子(或一个或多个TS)即可。在某些实施方

案中，治疗性esnRNA组合物用于治疗选自以下的疾病：迪谢内肌营养不良、DM1和HD。在另一

个实施方案中，esnRNA组合物用于治疗由外显子51突变引起的DMD。

工程化茎环

[0070] 本文公开的工程化snRNA(esnRNA)系统包含工程化茎环(eSL)，所述工程化茎环包

括对天然snRNA茎环进行补偿修饰。与包含未经修饰的茎环的snRNP相比，这些修饰导致

esnRNP的稳定性增加。本文公开的eSL可以源自任何snRNP(如U1‑U12)。在一个实施方案中，

eSL是人或小鼠U7  eSL。在一个实施方案中，eSL是人或小鼠eSL。在一些实施方案中，eSL是
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人和小鼠eSL。在一些实施方案中，eSL是选自以下的非人eSL：小鼠、猪、绵羊、山羊、牛、狗、

猫、马或其组合。在一些实施方案中，eSL是选自以下的eSL：人、小鼠、猪、绵羊、山羊、牛、狗、

猫、马或其组合。在一些实施方案中，eSL序列不是天然茎环序列。在一些实施方案中，eSL的

核酸序列的至少65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％

(或其间的任何百分比)不是天然茎环序列。

[0071] 在一些实施方案中，人eSL包含与以下核苷酸序列中的一个或多个至少65％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何百分比)

相同的核酸序列，基本上由其组成或由其组成：

ggctttctggctccttaccggaaagcc(SEQ  ID  NO:1)、

ggctttctgggaggttaccggaaagcc(SEQ  ID  NO:2)、

ggctttctggcctccttaccggaaagcc(SEQ  ID  NO:3)、

ggctttctggggaggttaccggaaagcc(SEQ  ID  NO:4)、

ggctttctggctggctaccggaaagcc(SEQ  ID  NO:5)、

ggctttctggcttccccggaaagcc(SEQ  ID  NO:6)、

ggctttctggcttcttcccggaaagcc(SEQ  ID  NO:7)、

ggctttctggcaacttaccggaaagcc(SEQ  ID  NO:8)、

ggctttctggttcggtaccggaaagcc(SEQ  ID  NO:9)、

ggctttctggaagccttaccggaaagcc(SEQ  ID  NO:10)、

ggctttctggcttcttaccggaaagcc(SEQ  ID  NO:11)或

GGCTTTCTGGCCTCCGCCGGAAAGCCCCT(SEQ  ID  NO:186)。

[0072] 在一些实施方案中，鼠eSL包含与以下核苷酸序列中的一个或多个至少65％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何百分比)

相同的核酸序列，基本上由其组成或由其组成：ggctttctggctccttaccggaaagcccct(SEQ  ID 

NO:163)、

Ggttttctgacctccgtcggaaaacccct(SEQ  ID  NO:146)、

ggttttctgacctccttcggtcggaaaacccct(SEQ  ID  NO:147)、

Ggttttctgacctccgtcggaaaacc(SEQ  ID  NO:148)、

GGTTTTCTGACACTCCGTCGGAAAACCCCT(SEQ  ID  NO:228)、

GGTTTTCTGATCTCCATCGGAAAACCCCT(SEQ  ID  NO:229)或

GGTTTTCCGACCTCCGTCGGAAAACCCCT(SEQ  ID  NO:230)。

[0073] 在一些实施方案中，人或鼠eSL包含与以下核苷酸序列中的一个或多个至少65％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何百分比)

相同的核酸序列，基本上由其组成或由其组成：

GGCTTTCTGGCACTCCACCGGAAAGCCCCT(SEQ  ID  NO:190)、

GGCTTTCTGGCACTCCGCCGGAAAGCCCCT(SEQ  ID  NO:191)或

GGCTTTCTGGCCTCCACCGGAAAGCCCCT(SEQ  ID  NO:192)。

[0074] 在一些实施方案中，狗或猫eSL包含与以下核苷酸序列中的一个或多个至少65％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何百分比)

相同的核酸序列，基本上由其组成或由其组成：
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GGTTTTCCGGTCTCCACCGGAAAGCCCCC(SEQ  ID  NO:193)。

[0075] 在一些实施方案中，牛、绵羊或山羊eSL包含与以下核苷酸序列中的一个或多个至

少65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何

百分比)相同的核酸序列，基本上由其组成或由其组成：

GGCTTTCCGGTCTCCACCGGAAAGCCCCT(SEQ  ID  NO:194)或

GGCTTTCCGGCCTCCGCCGGAAAGCCCCT(SEQ  ID  NO:195)。

[0076] 在一些实施方案中，猪eSL包含与以下核苷酸序列中的一个或多个至少65％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何百分比)

相同的核酸序列，基本上由其组成或由其组成：

GGTTTTCCGGTCTCCACCGGAAAACCCTT(SEQ  ID  NO:196)、

GGTTTTCCGTGCTCCCACGGAAAACCCTT(SEQ  ID  NO:197)、

GGTTTTCCGGCCTCCGCCGGAAAACCCTT(SEQ  ID  NO:198)、

GGTTTTCCGTGACTCCCACGGAAAACCCTT(SEQ  ID  NO:199)或

GGTTTTCCGGCACTCCGCCGGAAAACCCTT(SEQ  ID  NO:200)。

[0077] 在一些实施方案中，马eSL包含与以下核苷酸序列中的一个或多个至少65％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何百分比)

相同的核酸序列，基本上由其组成或由其组成：

GGTCTTCCGGTCTCCTCCGGAAGGCCCCC(SEQ  ID  NO:201)或

GGTCTTCCGGCTCCCCGGAAGGCCCCC(SEQ  ID  NO:202)。

[0078] 在一些实施方案中，绵羊eSL包含与以下核苷酸序列中的一个或多个至少65％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何百分比)

相同的核酸序列，基本上由其组成或由其组成：

GGCTTTCCGTGCTCCCACGGAAAGCCCCT(SEQ  ID  NO:203)、

GGCTTTCCGTGACTCCCACGGAAAGCCCCT(SEQ  ID  NO:204)或

GGCTTTCCGGCACTCCGCCGGAAAGCCCCT(SEQ  ID  NO:205)。

[0079] 在一些实施方案中，相对于包含天然茎环的snRNA，工程化茎环提供snRNA的增强

的稳定性。在一些实施方案中，天然snRNA茎环包含与以下核苷酸序列中的一个或多个至少

65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何百

分比)相同的核酸序列，基本上由其组成或由其组成：

Ggttttctgacttcggtcggaaaacccct(SEQ  ID  NO:145)、

ggttttctgacttcggtcggaaaacc(SEQ  ID  NO:206)、

Ggctttctggctttttaccggaaagcc(SEQ  ID  NO:235)或

ggctttctggctttttaccggaaagccCCT(SEQ  ID  NO:236)。

5'相互作用稳定结构域

[0080] 本文公开的eSL具有与5'相互作用稳定结构域(5'ISD)更有效地折叠和退火的特

性，并且这进而导致与非工程化snRNA相比，esnRNA的增加的稳定性。5'ISD具有与工程化SL

内的核苷酸互补的核苷酸，并且不希望受理论束缚，预测5'ISD与eSL之间的相互作用形成

保护snRNA的5'端的二级结构。在一些方面，5'ISD与本公开文本的eSL退火和/或杂交。在一

些方面，5'ISD是与本公开文本的eSL中存在的序列具有互补性和/或反向互补性的序列。在
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一些方面，本文公开的5'ISD可以是选自以下的核苷酸序列的5'ISD中的一个：

ggagt(SEQ  ID  NO:12)、

cctct(SEQ  ID  NO:13)、

ggaggt(SEQ  ID  NO:14)、

cctcct(SEQ  ID  NO:15)、

agccag(SEQ  ID  NO:16)、

ggaag(SEQ  ID  NO:17)、

gaagaag(SEQ  ID  NO:18)、

gttg(SEQ  ID  NO:19)、

ccgaa(SEQ  ID  NO:20)、

taaggag(SEQ  ID  NO:21)、

gaag(SEQ  ID  NO:22)或

ggctt(SEQ  ID  NO:23)。

靶向序列

[0081] 可以将esnRNA系统编程为包含靶向序列(TS)(也称为间隔子)。在一些方面，靶向

序列是靶向一个或多个目的RNA的5'靶向序列(5'TS)(也称为间隔子)。在此上下文中，5'是

关于snRNA插入片段的5'端，而不一定是关于包含一个或多个snRNA插入片段的整体载体构

型。并且TS可以位于snRNA的5 '端或附近。在可替代的实施方案中，一个或多个靶向序列

(TS)可以位于snRNA构建体的3 '位置或附近，从而产生3 '靶向序列(3 'TS)，特别是如果

snRNA构建体不是基于U7的snRNA。

[0082] 本公开文本的靶向序列(包括5'TS和3'TS)的长度可以在约1与约200个核苷酸之

间。在一些方面，本公开文本的靶向序列的长度在约10与约150个核苷酸之间。在一些方面，

本公开文本的靶向序列的长度在约10与约100个核苷酸之间。在一些方面，本公开文本的靶

向序列的长度在约20与约60个核苷酸之间。在一些方面，本公开文本的靶向序列的长度是

至少约10、20、30、40、50、60或约70个核苷酸。

[0083] 在一个例子中，可以通过用与目的靶标互补的序列替代组蛋白mRNA结合序列来编

程U7  snRNA。在一些方面，本公开文本的esnRNA系统结合目的靶mRNA或前mRNA序列。本文所

示的示例性esnRNA系统导致阻断或敲低微卫星重复扩增(用于治疗强直性肌营养不良

(DM1)或亨廷顿病(HD))、六核苷酸重复扩增(用于治疗C9/ALS)，导致剪接调节(用于治疗

USH2A(2型厄舍综合征))，或导致靶向一个或多个外显子剪接增强子(ESE)以诱导外显子跳

跃(用于治疗DMD，例如DMD外显子51跳跃)。在一个实施方案中，目的靶RNA是微卫星或六核

苷酸重复RNA或非重复RNA。在另一个实施方案中，目的重复RNA选自CUG、CAG、GGGGCC和

CCCCGG。在一个实施方案中，esnRNA包含靶向两个目的靶RNA(GGGGCC和CCCCGG)的靶向序列

(TS)。在另一个实施方案中，所述两个目的靶RNA是微卫星重复RNA和非重复RNA。在另一个

实施方案中，非重复RNA是重复RNA的侧翼序列。

[0084] 在一些实施方案中，本公开文本的esnRNA靶向编码DMD基因的前mRNA或mRNA序列。

DMD是编码蛋白质抗肌萎缩蛋白的基因。DMD中的突变与迪谢内肌营养不良相关。在一些实

施方案中，由本公开文本的esnRNA组合物靶向的DMD  RNA序列是外显子51DMD  RNA序列。

[0085] 结合DMD的靶向序列可以包含与下表中所示的以下核苷酸序列中的一个或多个至
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少65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何

百分比)相同的核酸序列，基本上由其组成或由其组成：

靶向DMD外显子51RNA的序列

[0086] 在一个实施方案中，作为如上表中所示的融合物的TS可以是包含在融合序列内的

单个TS序列。

[0087] 在另一个实施方案中，靶向序列(TS)靶向两个或更多个目的RNA。在另一个实施方

案中，靶向两个或更多个目的RNA的TS是靶向相同前mRNA分子的不同序列。在一个实施方案

中，间隔子或TS是融合序列。在另一个实施方案中，融合序列是靶向DMD外显子51的间隔子，
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其中所述融合序列示于上表中。

[0088] 在一些实施方案中，靶向CUG重复的序列包含以下核酸序列：CAGCAGCAGCAGCAGCA

GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG(SEQ  ID  NO:165)。

[0089] 在一些实施方案中，靶向CAG重复的序列包含以下核酸序列：CTGCTGCTGCTGCTGCT

GCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTG(SEQ  ID  NO:167)。

Sm结合结构域

[0090] 本文公开的esnRNA系统利用Sm结合结构域(SmBD)。围绕Sm结合结构域(SmBD)组装

以形成snRNP的Sm蛋白质环包含SmB/B'、SmD1、SmD2、SmD3、SmE、SmF和SmG。U7  Sm结合位点募

集内源RNA结合因子，并且可以被非U7  snRNA替代以使esnRNA更稳定。在一个实施方案中，

SmBD选自U1、U2、U4和U5  snRNA。在另一个实施方案中，SmBD源自假snRNA。在另一个实施方

案中，SmBD是包含SEQ  ID  NO:31(ATTTTT)的核苷酸序列。在另一个实施方案中，SmBD包含选

自以下的核苷酸序列：SEQ  ID  NO:32(AATTTTTGG)、SEQ  ID  NO:33(AATTTGTGG)、SEQ  ID  NO:

34(AATTTGTGG)、SEQ  ID  NO:35(AATTTCTGG)、SEQ  ID  NO:36(GATTTTTGG)、SEQ  ID  NO:37

(AATTTTTGA)、SEQ  ID  NO:38(AATTTTTTG)、SEQ  ID  NO:161(AATTTTTGGAGCA)和SEQ  ID  NO:

163(AATTTTTGGAGTA)。

启动子序列

[0091] 本文公开的esnRNA系统包含来自U1‑U12中的任一个的snRNA启动子。在一个实施

方案中，snRNA启动子是U7启动子。在另一个实施方案中，U7启动子是人U7启动子(hU7)或小

鼠U7启动子(mU7)。在另一个实施方案中，U7启动子是内源人U7启动子，所述内源人U7启动

子包含SEQ  ID  NO:39：TACTGCCGAATCCAGGTCTCCGGGCTTAACAACAACGAAGGGGCTGTGACTGGCTGC

TTTCTCAACCAATCAGCACCGAACTCATTTGCATGGGCTGAGAACAAATGTTCGCGAACTCTAGAAATGAATGACT

TAAGTAAGTTCCTTAGAATATTATTTTTCCTACTGAAAGTTACCACATGCGTCGTTGTTTATACAGTAATAGGAAC

AAGAAAAAAGTCACCTAAGCTCACCCTCATCAATTGTGGAGTTCCTTTATATCCCATCTTCTCTCCAAACACATAC

GCA。

[0092] 在一个实施方案中，snRNA启动子是U1启动子。在另一个实施方案中，U1启动子是

人U1启动子或小鼠U1启动子。

[0093] 在另一个实施方案中，snRNA启动子驱动snRNA插入片段的拷贝。在另一个实施方

案中，每个snRNA插入片段的拷贝是相同的。在另一个实施方案中，不同的snRNA启动子驱动

snRNA插入片段的每个拷贝。在一个实施方案中，2x  snRNA包含驱动snRNA插入片段的一个

拷贝的小鼠U7启动子和驱动snRNA插入片段的另一拷贝的小鼠U1启动子。

[0094] 在其他方面，snRNA启动子是PolII启动子或PolIII启动子。在其他方面，snRNA启

动子包含与以下示例性启动子表中列出的启动子和/或启动子序列至少65％、70％、75％、

80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何百分比)相同的核酸

序列，基本上由其组成或由其组成：
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终止子序列

[0095] 本文公开的esnRNA系统包含snRNA下游终止子(DT)。下游终止子定义转录单位(如

esnRNA或snRNA)的末端。在另一个实施方案中，snRNA  DT是U7  DT，所述U7  DT包含：

CCTCTTATGATGTTTGTTGCCAATGATAGATTGTTTTCACTGTGCAAAAATTA  TGGGTAGTTTTGGT

GGTCTTGATGCAGTTGTAAGCTTGGAG(SEQ  ID  NO:49)。

[0096] 在一个实施方案中，esnRNA包含eSL、一种或多种启动子、TS、SmBD、5'ISD和DT。在

一个方面，将启动子和DT组合混合并匹配。

[0097] 在另一个实施方案中，DT选自以下示例性DT表中列出的示例性DT和/或DT序列：
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[0098] 在一个实施方案中，将esnRNA在AAV载体中递送。

[0099] 在一些实施方案中，AAV载体包含esnRNA的多个拷贝。在一些实施方案中，esnRNA

的多个拷贝是esnRNA的2、3或4个拷贝(2x、3x或4x)。在一些实施方案中，esnRNA的多个拷贝

是esnRNA的4个或更多个拷贝。

[0100] 在一些实施方案中，esnRNA的多个拷贝中的每个esnRNA被源自snRNA下游的人非

编码基因组序列的核酸缓冲序列隔开。在一个实施方案中，缓冲序列源自U7下游的人基因

组序列。

[0101] 在一个实施方案中，缓冲序列选自以下核酸序列：

缓冲物1(30bp)CAAACTACAGAGCCAAGTGCTATCCACAGA(SEQ  ID  NO:24)、

缓冲物2(30bp)

GAGCTTTCTGGGTTGCCATCTCAAGCAGAC (SEQ  ID  NO:25)、缓冲物3 (30bp)

TACAAGGCCATCAGCTCATACTCACAATTG(SEQ  ID  NO:26)及其组合。

[0102] 在另一个实施方案中，缓冲序列选自以下核酸序列：

缓冲物1(100bp)

CAAACTACAGAGCCAAGTGCTATCCACAGAGAGCTTTCTGGGTTGCCATCT

CAAGCAGACTACAAGGCCATCAGCTCATACTCACAATTGACTTTGAGAG(SEQ  ID  NO:27)、

缓冲物2(100bp)

TTGACCACATACGTGCTCTTTCAAAGTTCTGTGTTTGAAGTTATGTTAGTAACAACTGATGCCCATCC

TGCAATGACAAATCCAATTCTCAGTGCAGCTC(SEQ  ID  NO:28)及其组合。

[0103] 在另一个实施方案中，缓冲序列选自以下核酸序列：

缓冲物1(500bp)

CAAACTACAGAGCCAAGTGCTATCCACAGAGAGCTTTCTGGGTTGCCATCTCAAGCAGACTACAAGGC

CATCAGCTCATACTCACAATTGACTTTGAGAGTCATTTTCCAATGCTCCTACACACCCCTTCTTCACAATCCCCAA

CAAATCTGAGGCTGGAACTTGGTACCATAACAATCATTACATTATTTCACCAGAAGTACACCTTGCCTGGAAGATT

GGCATTATAGCATCTTCTAACATTGTGAAAGTTAGTGACCAATGAGGAGATCCAAGTCAGTTCCAGTTGGATTTCT

CTATACTCTATAATAAATATATATGGTGTCTTCAACAATAGGACTTTGCCATCCAGTGATGCTAAAAATCAATAAC

AATGGCAATAACCTGCCCTGTTTGGAAAGCCTCTGGCTTCCATGACTAACAATTCAAGGCAGGTCTCCTATACCTA

GTACTGAGATTTTTATTTGATAAACTATATCTTCTGGGAGGAGAAGCATTGT(SEQ  ID  NO:29)、缓冲物2

(500bp)
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TTGACCACATACGTGCTCTTTCAAAGTTCTGTGTTTGAAGTTATGTTAGTAACAACTGATGCCCATCC

TGCAATGACAAATCCAATTCTCAGTGCAGCTCTCTGAAATAGTTTTGCTTTCTCTCTCTAGGTCTGTTCTATACTC

CTAACTCTCCAGGAGTTTACAAGGAATAAAATCTCTTCCAAATGCTTTCTGTTGCAACAACTGGACCATACTGAAA

GCTGAGGCCCACAATTGCAATCTAGGTTAGCAGGTAATCATTGTTGGTGAGGTCCTCCCTTTCCCCAGGCTCGTGT

TTGTATTGGGGAGCAGGAAATTTTTGCTAGAGCAGCACTGCCATCTCTCTACACTCCACCTGATTGGTGGGATGGA

CCAGAGAAATGGACATTCCCAACACAGTCCCTCCTTTCACATCTGCTCACCTGCCCACAGGATACTTTCCACCATG

CATACTGGGCTCTGCACCAACCATTCAGCAGTGATGAAGAGGAAACTTGAAC(SEQ  ID  NO:30)和/或其组

合。

[0104] 100bp和500bp缓冲物1序列源自始于小家鼠U7假基因8下游100bp的序列(定位14

号染色体：4,409,359‑4,409,421反向链。GRCm39:CM001007.3)。100bp和500bp缓冲物2序列

源自始于人U7假基因5下游130bp的序列(X染色体：140 ,451 ,148‑140 ,451 ,208正向链。

GRCh38:CM000685.2)。两个100bp缓冲物都是相应500bp缓冲物的前100bp。30bp缓冲物1、2

和3是“100bp缓冲物1”内的连续30bp序列，位于小家鼠U7假基因8的下游。选择这些下游序

列是由于序列内或附近缺乏任何已知的调节位点或基因(使用Gencode/Ensembl)，除了缺

乏重复序列之外，总缓冲物的GC含量为40％‑60％，缓冲物两端20bp区域的GC含量为40％‑

60％，并且序列复杂性最小。

esnRNA序列

[0105] 本公开文本的示例性esnRNA序列可以包含本文描述的esnRNA特征的任何组合。在

一些方面，esnRNA包含与以下esnRNA表中列出的esnRNA至少65％、70％、75％、80％、85％、

90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何百分比)相同的核酸序列，基本上

由其组成或由其组成：

本公开文本的esnRNA序列
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载体

[0106] 在重组表达载体的背景下，术语“可操作地连接”旨在意指当将载体引入宿主细胞

中(或与宿主细胞接触)时，杂合启动子以允许核苷酸序列在例如宿主细胞中表达的方式连

接至NOI。

[0107] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，载体包含工程化snRNA。在一些

实施方案中，治疗性snRNA是在单个或单一载体中。

[0108] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，能够靶向毒性CAG、CUG、

GGCCCC、CCGGG或GGCCC+CCGGGG  RNA重复(或其侧翼序列)的RNA结合snRNA系统是在单个载

体中。在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，靶向RNA的系统能够靶向目的非重

复RNA。在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，靶向RNA的系统能够靶向一个或

多个DMD序列。在一些方面，snRNA系统能够靶向多个(即，两个或更多个)目的RNA。在一些实

施方案中，所述两个或更多个目的RNA可以是相同的前mRNA分子，但是前mRNA分子内的不同

序列。

[0109] 一种类型的载体是“质粒”，其是指可以在其中插入(如通过标准分子克隆技术)另

外的DNA区段的环状双链DNA环。另一种类型的载体是病毒载体，其中病毒来源的DNA或RNA

序列存在于载体中以包装成病毒(例如逆转录病毒、复制缺陷型逆转录病毒、腺病毒、复制

缺陷型腺病毒和腺相关病毒)。病毒载体还包含病毒携带的用于转染至宿主细胞中的多核

苷酸。在一些实施方案中，载体是慢病毒(如整合缺陷型慢病毒载体)或腺相关病毒(AAV)载

体。载体能够在其被引入的宿主细胞中自主复制(例如像具有细菌复制起点的细菌载体和

附加体哺乳动物载体以及其他载体，例如像非附加体哺乳动物载体)，在引入宿主细胞后整

合到宿主细胞的基因组中，从而与宿主基因组一起复制。

[0110] 在一些实施方案中，载体(例如像表达载体)能够指导与它们可操作地连接的基因

的表达。常见的表达载体通常呈质粒的形式。在一些实施方案中，重组表达载体包含本文提

供的核酸，例如像适合于在宿主细胞中表达蛋白质的形式的esnRNA。重组表达载体包含一

个或多个调节元件，所述一个或多个调节元件是基于要用于表达的宿主细胞选择的，所述

一个或多个调节元件可操作地连接至待表达的核酸序列。在重组表达载体中，“可操作地连

接”旨在意指目的核苷酸序列与一个或多个调节元件以允许所述核苷酸序列表达(例如像

在体外转录/翻译系统中或将载体引入宿主细胞时在宿主细胞中)的方式连接。载体的某些

实施方案取决于这样的因素，如待转化的宿主细胞的选择以及所需的表达水平。可以将载

体引入宿主细胞中，从而产生由如本文所述的核酸编码的转录物、蛋白质或肽(包括融合蛋

白或肽)，例如像snRNA、CRISPR转录物、蛋白质、酶、其突变体形式、其融合蛋白等。

病毒载体

[0111] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，本公开文本的载体是病毒载

体。在一些实施方案中，病毒载体包含分离自或源自逆转录病毒的序列。在一些实施方案

中，病毒载体包含分离自或源自慢病毒的序列。在一些实施方案中，病毒载体包含分离自或
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源自腺病毒的序列。在一些实施方案中，病毒载体包含分离自或源自腺相关病毒(AAV)的序

列。在一些实施方案中，病毒载体无复制能力。在一些实施方案中，病毒载体是分离的或重

组的。在一些实施方案中，病毒载体是自身互补的。

腺相关病毒载体

[0112] 如本文所用的“AAV载体”是指这样一种载体，所述载体包含以下、基本上由以下组

成或由以下组成：一个或多个核酸分子和一个或多个AAV反向末端重复序列(ITR)。在一些

方面，核酸分子编码本公开文本的esnRNA。当存在于提供rep和cap基因产物的功能的宿主

细胞中(例如通过转染宿主细胞)时，此类AAV载体可以被复制并包装到感染性病毒颗粒中。

在一些方面，AAV载体含有启动子、可编码至少一种蛋白质或RNA的至少一种核酸、和/或包

装到感染性AAV颗粒中的侧翼ITR内的增强子和/或终止子。衣壳化的核酸部分可以称为AAV

载体基因组。含有AAV载体的质粒还可以含有用于制造目的的元件，例如抗生素抗性基因、

复制起点序列等，但是这些元件没有被衣壳化，因此不形成AAV颗粒的一部分。

[0113] 在一些方面，AAV载体可以包含至少一种编码本公开文本的esnRNA组合物的核酸。

在一些方面，AAV载体可以包含至少一个调节序列。在一些方面，AAV载体可以包含至少一个

AAV反向末端(ITR)序列。在一些方面，AAV载体可以包含第一ITR序列和第二ITR序列。在一

些方面，AAV载体可以包含至少一个启动子序列。在一些方面，AAV载体可以包含至少一个增

强子序列。在一些方面，AAV载体可以包含至少一个终止子序列。在一些方面，AAV载体可以

包含至少一个聚A序列。在一些方面，AAV载体可以包含至少一个接头序列。在一些方面，AAV

载体可以包含至少一个缓冲序列。在一些方面，本公开文本的AAV载体可以包含至少一个核

定位信号或核输出信号和/或两者。

[0114] 在一些方面，AAV载体可以包含第一AAV  ITR序列、启动子序列、esnRNA序列、终止

子序列和第二AAV  ITR序列。在一些方面，AAV载体可以在5'至3'方向上包含第一AAV  ITR序

列、启动子序列、esnRNA序列、终止子序列和第二AAV  ITR序列。

[0115] 在一些方面，AAV载体可以包含第一AAV  ITR序列、第一启动子序列、第一esnRNA序

列、第二启动子序列、第二esnRNA序列和第二AAV  ITR序列。在一些方面，AAV载体可以包含

第一AAV  ITR序列、第一启动子序列、第一esnRNA序列、第二启动子序列、第二esnRNA序列、

第三启动子序列、第三esnRNA序列和第二AAV  ITR序列。在一些方面，AAV载体可以包含第一

AAV  ITR序列、第一启动子序列、第一esnRNA序列、第二启动子序列、第二esnRNA序列和第二

AAV  ITR序列。在一些方面，AAV载体可以包含第一AAV  ITR序列、第一启动子序列、第一

esnRNA序列、第二启动子序列、第二esnRNA序列、第三启动子序列、第三esnRNA序列、第四启

动子序列、第四esnRNA序列和第二AAV  ITR序列。

[0116] 如本文所用的术语“腺相关病毒”或“AAV”是指与此名称相关并且属于细小病毒科

(Parvoviridae)依赖细小病毒属(Dependoparvovirus)的一类病毒的成员。腺相关病毒是

在细胞中生长的单链DNA病毒，其中某些功能由共同感染的辅助病毒提供。AAV的一般信息

和综述可以在例如Carter ,1989 ,Handbook  of  Parvoviruses ,第1卷 ,第169‑228页和

Berns,1990,Virology,第1743‑1764页,Raven  Press,(New  York)中找到。完全可以预期，

这些综述中描述的相同原则将适用于在综述发表日期之后表征的另外的AAV血清型，因为

众所周知，各种血清型在结构和功能上甚至在遗传水平上都非常密切相关。(参见例如，

Blacklowe,1988,Parvoviruses  and  Human  Disease,第165‑174页,J.R.Pattison编辑；和
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Rose,Comprehensive  Virology  3:1‑61(1974))。例如，所有AAV血清型显然都展现出由同

源rep基因介导的非常相似的复制特性；并且都带有三种相关的衣壳蛋白，如在AAV2中表达

的那些。异源双链分析进一步表明了相关性的程度，所述分析揭示了血清型之间沿基因组

长度的广泛的交叉杂交；以及在末端对应于“反向末端重复序列”(ITR)的类似自退火区段

的存在。相似的感染性模式也表明每种血清型中的复制功能都是在相似的调节控制之下。

已知此病毒的多种血清型适用于基因递送；所有已知的血清型均可以感染来自各种组织类

型的细胞。

[0117] AAV具有独特的功能，使其具有作为例如在基因疗法中用于将外来DNA递送到细胞

的载体的吸引力。培养物中细胞的AAV感染是非致细胞病变的，并且人和其他动物的自然感

染是沉默的且无症状的。此外，AAV感染许多哺乳动物细胞，从而有可能在体内靶向许多不

同的组织。此外，AAV转导缓慢分裂细胞和非分裂细胞，并且可以在这些细胞的整个生命周

期中作为有转录活性的核附加体(染色体外元件)基本上持续存在。将AAV前病毒基因组作

为克隆的DNA插入质粒中，这使得重组基因组的构建可行。此外，因为指导AAV复制和基因组

衣壳化的信号包含在AAV基因组的ITR内，所以内部约4.3kb的基因组的一些或全部(编码复

制和结构衣壳蛋白，rep‑cap)可以被外来DNA替代以产生AAV载体。可以提供呈反式的rep和

cap蛋白。AAV的另一个重要特征是它是一个极其稳定和强健的病毒。它很容易承受用于灭

活腺病毒的条件(56℃至65℃持续数小时)，使得冷藏保存AAV不那么重要。AAV甚至可以被

冻干。最后，AAV感染的细胞对重复感染没有抵抗力。

[0118] 本发明的重组AAV(rAAV)基因组包含以下、基本上由以下组成或由以下组成：编码

至少一个esnRNA的核酸分子和在所述核酸分子侧翼的一个或多个AAV  ITR。假型化rAAV的

生产披露于例如WO  2001083692中。还考虑了其他类型的rAAV变体，例如具有衣壳突变的

rAAV。参见例如，Marsic等人,Molecular  Therapy,22(11):1900‑1909(2014)。各种AAV血清

型的基因组的核苷酸序列是本领域已知的。

[0119] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，病毒载体包含分离自或源自腺

相关病毒(AAV)的序列。在一些实施方案中，病毒载体包含分离自或源自血清型AAV1、AAV2、

AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11或AAV12的AAV反向末端重

复序列或衣壳序列。在一些实施方案中，AAV血清型是AAVrh.74。在一个实施方案中，AAV载

体包含经修饰的衣壳。在一个实施方案中，AAV载体是AAV2‑Tyr突变体载体。在一个实施方

案中，AAV载体包含在对应于野生型AAV2的位置Tyr252、Tyr272、Tyr275、Tyr281、Tyr508、

Tyr612、Tyr704、Tyr720、Tyr730或Tyr673中的表面暴露的酪氨酸残基的位置处具有非酪氨

酸氨基酸的衣壳。还参见WO  2008/124724，以其整体并入本文。在一些实施方案中，AAV载体

包含工程化衣壳。包含工程化衣壳的AAV载体包括但不限于AAV2.7m8、AAV9.7m8、AAV22tYF

和AAV8  Y733F。在一些实施方案中，衣壳是泛素化抗性衣壳。在另一个实施方案中，泛素化

衣壳是包含酪氨酸(Y)和丝氨酸(S)突变的AAV2衣壳。在另一个实施方案中，AAV2衣壳包含

Y、S和苏氨酸(T)突变。在另一个实施方案中，AAV2衣壳包括但不限于AAV2衣壳突变体，如

T455V、T491V、T550V、T659V、Y444+500+730F和Y444+500+730F+T491V。在一些实施方案中，

病毒载体无复制能力。在一些实施方案中，病毒载体是分离的或重组的(rAAV)。在一些实施

方案中，病毒载体是自身互补的(scAAV)。在一些实施方案中，病毒载体是单链的(ssAAV)。

AAV  ITR序列
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[0120] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，AAV反向末端重复序列可以包

含本领域已知的任何AAV  ITR序列。在一些方面，AAV  ITR序列可以包含以下或由以下组成：

AAV1  ITR序列、AAV2  ITR序列、AAV3  ITR序列、AAV4  ITR序列、AAV5  ITR序列、AAV6  ITR序

列、AAV7  ITR序列、AAV8  ITR序列、AAV9  ITR序列、AAV10  ITR序列、AAVrh10  ITR序列、AAV11 

ITR序列、AAV12  ITR序列、AAV13  ITR序列或AAVrh74  ITR序列。

[0121] 在一些方面，ITR序列可以包含经修饰的AAV  ITR序列。

[0122] 在一些方面，AAV  ITR序列可以包含与SEQ  ID  NO:59、SEQ  ID  NO:60、SEQ  ID  NO:

61、SEQ  ID  NO:162或SEQ  ID  NO:166至少65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％(或其间的任何百分比)相同的核酸序列，基本上由其组成或由其

组成。

[0123] 在一些方面，第一AAV  ITR序列可以包含与SEQ  ID  NO:59、SEQ  ID  NO:60、SEQ  ID 

NO:61、SEQ  ID  NO:162或SEQ  ID  NO:166至少65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％(或其间的任何百分比)相同的核酸序列，基本上由其组成或

由其组成，并且第二AAV  ITR序列可以包含与SEQ  ID  NO:59、SEQ  ID  NO:60、SEQ  ID  NO:61、

SEQ  ID  NO:162或SEQ  ID  NO:166至少65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％(或其间的任何百分比)相同的核酸序列，基本上由其组成或由其组成。

在一些方面，第一AAV  ITR序列位于AAV载体的5'端。在一些方面，第二AAV  ITR序列位于AAV

载体的3'端。

[0124] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，病毒载体包含分离自或源自腺

相关病毒(AAV)的序列。

[0125] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，本公开文本的载体是非病毒载

体。在一些实施方案中，载体包含以下项或由以下项组成：纳米颗粒、胶束、脂质体或阳离子

脂质体/DNA复合物、聚合物囊泡、多聚复合物或树状聚合物。在一些实施方案中，载体是表

达载体或重组表达系统。如本文所用，术语“重组表达系统”是指用于表达通过重组形成的

某些遗传物质的遗传构建体。

esnRNA载体构建体

[0126] 本公开文本的示例性esnRNA  AAV载体可以包含本公开文本的一个或多个esnRNA

序列。在一些方面，esnRNA  AAV载体包含与以下esnRNA  AAV载体表中列出的esnRNA  AAV载

体至少65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％(或其间的

任何百分比)相同的核酸序列，基本上由其组成或由其组成：
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[0127] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向DMD

外显子51的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A04569(其编码靶向DMD外显子51的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:168。

A04569：scAAVmU7p‑z42/38反向融合‑mU7终止_mU1p‑z42/38反向融合‑mU1终止；

具有5'ISD和eSL的小鼠环
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[0128] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向DMD

外显子51的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A04526(其编码靶向DMD外显子51的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:169。

A04526：scAAVmU7p‑z82/42正向融合‑mU7终止_mU1p‑z38/42正向融合‑mU1终止；

具有5'ISD和eSL的小鼠环
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[0129] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向DMD

外显子51的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A04771(其编码靶向DMD外显子51的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:170。

A04771：scAAVmU7p‑z42/38反向融合‑mU7终止_mU1p‑z42/38反向融合‑mU1终止；

具有5'ISD和eSL无CCU尾的小鼠环
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[0130] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U7启动子序列、靶向DMD

外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A04525(其编码靶向DMD外显子51的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:171。

A04525：scAAV‑mU7p‑z38/42‑mU7终止_mU7p‑z38/42‑mU7终止；无ISD无eSL的小鼠

环
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[0131] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向DMD

外显子51的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A04527(其编码靶向DMD外显子51的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:172。

A04527：scAAV‑mU7p‑z38/42‑mU7终止_mU1p‑z38/42‑mU1终止；无ISD无eSL的小鼠

环
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[0132] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向DMD

外显子51的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A04528(其编码靶向DMD外显子51的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:173。

A04528：scAAV‑mU7p‑z38/42‑mU7终止_mU1p‑z38/42‑mU1终止；具有ISD和eSL的人

环
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[0133] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向DMD

外显子51的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A04529(其编码靶向DMD外显子51的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:174。

A04529：scAAV‑mU7p‑z38/42‑mU7终止_mU1p‑z38/42‑mU1终止；具有ISD和eSL以及

添加的CCU尾的人环
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[0134] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向DMD

外显子51的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A04537(其编码靶向DMD外显子51的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:175。

A04537：scAAV‑mU7p‑z38/42‑mU7终止_mU1启动子‑p‑z38/42‑mU1终止；具有5'ISD

和eSL的长小鼠环
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[0135] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向CUG重复

的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A04233(其

编码靶向CUG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:176。

A04233：scAAV‑hU7‑CUGx15‑hU1‑CUGx15(3'突变体ITR)
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[0136] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向CUG重复

的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A04234(其

编码靶向CUG重复的snRNA序列)的核酸序列编码SEQ  ID  NO:177。

A04234：scAAV‑hU7‑CUGx15‑hU1‑CUGx15(5'突变体ITR)
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[0137] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CAG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向CAG重复

的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A04390(其

编码靶向CAG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:178。
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A04390：scAAV  5'mITR  hU7‑CAG15X‑hU1‑CAGx15

[0138] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向CUG重复

的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A04530(其

编码靶向CUG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:231。

A04530：scAAV‑mU7p‑CUGx15‑mU1p‑CUGx15；具有ISD和eSL的小鼠环
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[0139] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向CUG重复

的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A04940(其

编码靶向CUG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:232。

A04940：scAAV‑mU7p‑CUGx10‑mU1p‑CUGx10；具有ISD和eSL无CCU的小鼠环
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[0140] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CAG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向CAG重复

的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A04533(其

编码靶向CAG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:233。

A04533：scAAV‑mU7p‑CAGx15‑mU1p‑CAGx15；具有ISD和eSL的小鼠环
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[0141] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶

向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶向CUG重复的

U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序

列、U7下游终止子序列、缓冲序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A02962(其编码

靶向CUG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:120。靶向CUG重复的A02962  ss 
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pAAV‑4X  U7(15XCUG)(P00369的衍生物)

说　明　书 43/85 页

46

CN 119137273 A

46



[0142] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、非靶向U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、非靶向U7 

esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、非靶向U7  esnRNA序列、U7下游

终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、非靶向U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序

列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A02963(其编码非靶向snRNA序列)的核酸序列

包含SEQ  ID  NO:121。

A02963  ss  pAAV‑4X  U7(NT1)(P00369的衍生物)
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[0143] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CAG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶

向CAG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶向CAG重复的

U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶向CAG重复的U7  esnRNA序

列、U7下游终止子序列、缓冲序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A02967(其编码

靶向CAG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:122。

[0144] A02967靶向CAG重复的ss  pAAV‑4X  U7(15XCAG)
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[0145] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶

向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶向CUG重复的

U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序

列、U7下游终止子序列、缓冲序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A03079(其编码

靶向CUG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:123。

A03079靶向CUG重复的sc  pAAV‑4X  U7(15XCUG)(P00369的衍生物)
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[0146] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、非靶向U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、非靶向U7 

esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、非靶向U7  esnRNA序列、U7下游

终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、非靶向U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序

列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A03080(其编码靶向非重复的snRNA序列)的核

酸序列包含SEQ  ID  NO:124。

A03080  sc  pAAV‑4X  U7(NT1)(P00369的衍生物)
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[0147] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CAG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶
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向CAG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶向CAG重复的

U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶向CAG重复的U7  esnRNA序

列、U7下游终止子序列、缓冲序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A03081(其编码

靶向CAG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:125。

A03081靶向CAG重复的sc  pAAV‑4X  U7(15XCAG)
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[0148] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、CMV启动子序列、编码绿色荧

光蛋白(GFP)的序列、sv40聚A序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A02888(其编

码靶向CUG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:126。

A02888靶向CUG重复的pAAV_1xU7(15xCUG)_CMV_GFP(无缓冲物)
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[0149] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、非靶向U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、CMV启动子序列、编码绿色荧光蛋白

(GFP)的序列、sv40聚A序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A02889(其编码靶向

非靶向重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:127。

A02889  pAAV_1xU7(NT1)_CMV_GFP(无缓冲物)
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[0150] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CAG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、CMV启动子序列、编码绿色荧

光蛋白(GFP)的序列、sv40聚A序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A02925(其编

码靶向CAG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:128。

A02925靶向CAG重复的pAAV_1xU7(15xCAG)_CMV_GFP(无缓冲物)
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[0151] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶

向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶向CUG重复的

U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、CMV启动子序列、编码绿色荧光蛋白(GFP)的序列、sv40

聚A序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A02894(其编码靶向CUG重复的snRNA序

列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:129。

A02894靶向CUG重复的pAAV_3xU7(15xCUG)_CMV_GFP(100bp缓冲物)
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[0152] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、非靶向U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、非靶向U7 

esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、非靶向U7  esnRNA序列、U7下游

终止子序列、CMV启动子序列、编码绿色荧光蛋白(GFP)的序列、sv40聚A序列和第二ITR序
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列。在一些方面，编码AAV载体A02895(其编码非靶向snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID 

NO:130。

A02895  pAAV_3xU7(NT1)_CMV_GFP(100bp缓冲物)
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[0153] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CAG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶

向CAG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶向CAG重复的

U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、CMV启动子序列、编码绿色荧光蛋白(GFP)的序列、sv40

聚A序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A02968(其编码靶向CAG重复的snRNA序

列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:131。

A02968靶向CAG重复的pAAV_3xU7(15XCAG)_CMV_GFP(100bp缓冲物)
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[0154] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶

向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶向CUG重复的

U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、CMV启动子序列、编码绿色荧光蛋白(GFP)的序列、sv40

聚A序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A02896(其编码靶向CUG重复的snRNA序

列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:132。

A02896  pAAV_3xU7(15xCUG)_CMV_GFP(500bp缓冲物)
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[0155] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、非靶向U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、非靶向U7 

esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、非靶向U7  esnRNA序列、U7下游

终止子序列、CMV启动子序列、编码绿色荧光蛋白(GFP)的序列、sv40聚A序列和第二ITR序

列。在一些方面，编码AAV载体A02897(其编码靶向非靶向重复的snRNA序列)的核酸序列包

含SEQ  ID  NO:133。

A02897  pAAV_3xU7(NT1)_CMV_GFP(500bp缓冲物)
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[0156] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CAG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶

向CAG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶向CAG重复的

U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、CMV启动子序列、编码绿色荧光蛋白(GFP)的序列、sv40

聚A序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A02969(其编码靶向CAG重复的snRNA序

列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:134。

A02969靶向CAG重复的pAAV_3xU7(15xCAG)_CMV_GFP(500bp缓冲物)
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[0157] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向DMD

外显子51的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A03980(其编码靶向DMD外显子51的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:135。

A03980：pAAV(ssAAV)U7启动子‑esnRNA‑z38/42‑U7终止‑U1启动子‑esnRNAz38/

z42‑U1终止
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[0158] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向DMD

外显子51的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A03981(其编码靶向DMD外显子51的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:136。

A03981：pAAV(ssAAV)_U7启动子‑esnRNA‑z42‑U7终止‑U1启动子‑esnRNA‑z38‑U1

终止
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[0159] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、U1启动子序列、靶向DMD

外显子51的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A04229(其编码靶向DMD外显子51的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:137。

[0160] A04229：pAAV(scAAV)U7启动子‑esnRNA‑z38/42‑U7终止‑U1启动子‑esnRNAz38/

z42‑U1终止‑突变体ITR

[0161] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U1启动子序
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列、靶向DMD外显子51的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列、缓冲序列和第二ITR序列。在一

些方面，编码AAV载体A04184(其编码靶向DMD外显子51的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ 

ID  NO:138。

A04184：pAAV(ssAAV)‑U7启动子‑z38/42‑U7终止_U1启动子‑z38/42‑U1终止_缓冲

物组合序列
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[0162] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U1启动子序列、靶

向CUG重复的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列、eCMV启动子序列、编码GFP的序列、聚A序

列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A03681(其编码靶向CUG重复的snRNA序列)的

核酸序列包含SEQ  ID  NO:139。

A03681：pAAV(ssAAV)‑U7启动子‑zCUGx15‑U7终止_U1启动子‑zCUGx15‑U1终止‑

eCMV‑eGFP
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[0163] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U1启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列、缓冲序列、U7启动子序列、靶

向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、eCMV启动子序列、编码GFP的序列、聚A序

列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体A03682(其编码靶向CUG重复的snRNA序列)的

核酸序列包含SEQ  ID  NO:140。

A03682：pAAV(ssAAV)‑U1启动子‑zCUGx15‑U1终止_U7启动子‑zCUGx15‑U7终止‑

eCMV‑eGFP
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[0164] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、非靶向U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U1启动子序列、非靶向U7 

esnRNA序列、U1下游终止子序列、eCMV启动子序列、编码GFP的序列、聚A序列和第二ITR序

列。在一些方面，编码AAV载体A03683(其编码非靶向snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID 

NO:141。A03683：pAAV(ssAAV)‑U7启动子‑znt‑U7终止_U1启动子‑znt‑U1终止‑eCMV‑eGFP
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[0165] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U1启动子序列、靶

向CUG重复的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A03684(其编码靶向CUG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:142。

A03864：pAAV(ssAAV)‑U7启动子‑zCUGx15‑U7终止_U1启动子‑zCUGx15‑U1终止(减
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去GFP‑3681的衍生物)

[0166] 本公开文本的示例性AAV载体从5'至3'包含：第一反向末端重复(ITR)序列、U7启

动子序列、靶向CUG重复的U7  esnRNA序列、U7下游终止子序列、缓冲序列、U1启动子序列、靶

向CUG重复的U7  esnRNA序列、U1下游终止子序列和第二ITR序列。在一些方面，编码AAV载体

A04233(其编码靶向CUG重复的snRNA序列)的核酸序列包含SEQ  ID  NO:143。

A04233：pAAV(scAAV)‑U7启动子‑zCUGx15‑U7终止‑U1启动子‑zCUGx15‑U1终止

(A03681的衍生物，scAAV中无GFP)
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启动子序列

[0167] 本公开文本的基因疗法和靶向RNA的snRNA基因疗法组合物包含源自snRNA的启动

子序列。

[0168] “启动子”是以下控制序列，其是多核苷酸序列中控制转录起始和速率的区域。它

可以含有调节蛋白和分子可以结合的遗传元件，如RNA聚合酶和其他转录因子。

[0169] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，本文提供的表达载体、病毒载

体或非病毒载体包括但不限于表达控制元件。如本文所用的“表达控制元件”是指调节编码

序列如基因的表达的任何序列。示例性表达控制元件包括但不限于启动子、增强子、微小

RNA、转录后调节元件、多聚腺苷酸化信号序列和内含子。例如，表达控制元件可以是组成型

的、诱导型的、阻抑型的或组织特异性的。“启动子”是以下控制序列，其是多核苷酸序列中

控制转录起始和速率的区域。它可以含有调节蛋白和分子可以结合的遗传元件，如RNA聚合

酶和其他转录因子。“增强子”是DNA中可以由激活蛋白结合以增加转录的可能性或频率的

区域。

[0170] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，本文提供的表达载体、病毒载

体或非病毒载体包括但不限于载体元件(如源自snRNA下游的人基因组序列的缓冲序列)，

并且因此将具有编码来自单个构建体的多个snRNA。

[0171] 在一些实施方案中，在将编码序列掺入本文公开的组合物中的情况下，多顺反子

载体可以同时表达来自相同mRNA的两种或更多种单独的蛋白质。最广泛用于构建多顺反子
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配置的两种策略是通过使用IRES或2A自切割位点。“IRES”是指用于多顺反子载体构建体内

的病毒、原核或真核来源的内部核糖体进入位点或其部分。在一些实施方案中，IRES是允许

以非帽依赖性方式进行翻译起始的RNA元件。术语“自切割肽”或“编码自切割肽的序列”或

“2A自切割位点”是指在载体构建体内用于并入位点以促进核糖体跳跃且因此从单一启动

子产生两种多肽的连接序列，此类自切割肽包括但不限于T2A和P2A肽或编码自切割肽的其

他序列。

[0172] 在另一个实施方案中，载体构型可以包含一个或多个接头、一个或多个信号序列

和/或一个或多个标签。

[0173] 在一些实施方案中，载体是病毒载体。在一些实施方案中，载体是腺病毒载体、腺

相关病毒(AAV)载体或慢病毒载体。在一些实施方案中，载体是逆转录病毒载体、腺病毒/逆

转录病毒嵌合体载体、单纯疱疹病毒I或II载体、细小病毒载体、网状内皮组织增殖病病毒

载体、脊髓灰质炎病毒载体、乳头状瘤病毒载体、痘苗病毒载体或者并入两种或更多种病毒

载体的有利方面的任何杂合或嵌合载体。在一些实施方案中，载体还包含与多核苷酸可操

作地连接的一种或多种表达控制元件。在一些实施方案中，载体进一步包含一种或多种选

择标记物。在一些实施方案中，AAV载体具有低毒性。在一些实施方案中，AAV载体不并入宿

主基因组中，从而具有低的引起插入诱变的概率。在一些实施方案中，AAV载体可以编码

4 .5kb至4 .75kb的一系列总多核苷酸。在一些实施方案中，可以用于任何本文所述的组合

物、系统、方法和试剂盒中的示例性AAV载体可以包括AAV1载体、经修饰的AAV1载体、AAV2载

体、经修饰的AAV2载体、AAV2‑Tyr突变体载体、AAV3载体、经修饰的AAV3载体、AAV4载体、经

修饰的AAV4载体、AAV5载体、经修饰的AAV5载体、AAV6载体、经修饰的AAV6载体、AAV7载体、

经修饰的AAV7载体、AAV8载体、AAVrh8载体、AAV9载体、AAV.rh10载体、经修饰的AAV.rh10载

体、AAVrh .74、AAV .rh32/33载体、经修饰的AAV .rh32/33载体、AAV.rh43载体、经修饰的

AAV.rh43载体、AAV.rh64R1载体和经修饰的AAV.rh64R1载体、AAV‑Tyr突变体载体、AAV‑

Tyr‑Ser突变体载体、AAV‑Tyr‑Ser‑Thr突变体载体及其任何组合或等效物。在一些实施方

案中，慢病毒载体是有整合酶能力的慢病毒载体(integrase‑competent  lentiviral 

vector，ICLV)。在一些实施方案中，慢病毒载体可以是指转基因质粒载体，以及与相关质粒

(例如，包装质粒、rev表达质粒、包膜质粒)结合的转基因质粒载体，以及能够通过病毒或病

毒样进入机制将外源核酸引入细胞中的基于慢病毒的颗粒。

[0174] 慢病毒载体是本领域中熟知的(参见例如，Trono  D.(2002)Lentiviral  vectors,

New  York:Spring‑Verlag  Berlin  Heidelberg和Durand等人(2011)Viruses3(2):132‑

159doi:10.3390/v3020132)。在一些实施方案中，可以用于任何本文所述的组合物、系统、

方法和试剂盒中的示例性慢病毒载体可以包括人免疫缺陷病毒(HIV)1载体、经修饰的人免

疫缺陷病毒(HIV)1载体、人免疫缺陷病毒(HIV)2载体、经修饰的人免疫缺陷病毒(HIV)2载

体、白领白眉猴(sooty  mangabey)猿猴免疫缺陷病毒(SIVSM)载体、经修饰的白领白眉猴猿

猴免疫缺陷病毒(SIVSM)载体、非洲绿猴猿猴免疫缺陷病毒(SIVAGM)载体、经修饰的非洲绿猴

猿猴免疫缺陷病毒(SIVAGM)载体、马传染性贫血病毒(EIAV)载体、经修饰的马传染性贫血病

毒(EIAV)载体、猫免疫缺陷病毒(FIV)载体、经修饰的猫免疫缺陷病毒(FIV)载体、维斯纳/

梅迪病毒(Visna/maedi  virus)(VNV/VMV)载体、经修饰的维斯纳/梅迪病毒(VNV/VMV)载

体、羊关节炎‑脑炎病毒(CAEV)载体、经修饰的羊关节炎‑脑炎病毒(CAEV)载体、牛免疫缺陷
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病毒(BIV)或经修饰的牛免疫缺陷病毒(BIV)。

核酸

[0175] NOI(目的核苷酸序列)包括但不限于能够通过载体递送的任何核苷酸序列或转基

因。NOI可以是合成的、源自天然存在的DNA或RNA，密码子优化的、重组RNA/DNA，cDNA，部分

基因组DNA和/或其组合。NOI可以是编码区或部分编码区，但是不必须是编码区。NOI可以是

有义或反义取向的RNA/DNA。NOI可以是snRNA。NOI在本文中也称为而不限于转基因、异源序

列、基因、治疗性基因。NOI也可以编码RNA(核糖核蛋白复合物)、POI(目的蛋白)、部分POI、

POI的突变形式或变体。POI可以类似于或对应于野生型蛋白质。POI也可以是融合蛋白或核

糖核蛋白复合物(如snRNP)。在一些方面，本文公开的RNA序列可以表示为DNA序列，并且从

DNA序列获得RNA序列的序列在熟练技术人员的能力范围内。

密码子优化

[0176] 在一些实施方案中，本公开文本的NOI或转基因或GOI(如编码靶向RNA的snRNA的

核酸序列)是密码子优化的核酸序列。在一些实施方案中，在人受试者中，密码子优化的序

列相对于野生型或非密码子优化的核酸序列展现出至少5％、至少10％、至少20％、至少

30％、至少50％、至少75％、至少100％、至少200％、至少300％、至少500％或至少1000％增

加的转录或翻译。

[0177] 在一些方面，密码子优化的核酸序列展现出增加的稳定性。在一些方面，密码子优

化的核酸序列通过增加的对水解的抗性展现出增加的稳定性。在一些实施方案中，密码子

优化的序列相对于野生型或非密码子优化的核酸序列展现出至少5％、至少10％、至少

20％、至少30％、至少50％、至少75％、至少100％、至少200％、至少300％、至少500％或至少

1000％增加的稳定性。在一些实施方案中，在人受试者中，密码子优化的序列相对于野生型

或非密码子优化的核酸序列展现出至少5％、至少10％、至少20％、至少30％、至少50％、至

少75％、至少100％、至少200％、至少300％、至少500％或至少1000％增加的对水解的抗性。

[0178] 在一些方面，密码子优化的核酸序列可以不包含供体剪接位点。在一些方面，密码

子优化的核酸序列可以包含不超过约一个、或约两个、或约三个、或约四个、或约五个、或约

六个、或约七个、或约八个、或约九个、或约十个供体剪接位点。在一些方面，与非密码子优

化的核酸序列相比，密码子优化的核酸序列包含少至少一个、或至少两个、或至少三个、或

至少四个、或至少五个、或至少六个、或至少七个、或至少八个、或至少九个、或至少十个的

供体剪接位点。

[0179] 不希望受理论束缚，在密码子优化的核酸序列中去除供体剪接位点可以出乎意料

地且不可预测地增加体内目的蛋白的表达，因为阻止了隐蔽剪接。此外，隐蔽剪接在不同受

试者之间可能变化，这意味着包含供体剪接位点的蛋白质的表达水平在不同受试者之间可

能不可预测地变化。这种不可预测性在人类疗法的背景下是不可接受的。因此，缺乏供体剪

接位点的密码子优化的核酸序列出乎意料地且令人惊讶地允许人受试者中蛋白质的表达

增加，并且使不同人受试者中蛋白质的表达规范化。

[0180] 在一些方面，密码子优化的核酸序列可以具有与编码靶向RNA的snRNA的非密码子

优化的核酸序列的GC含量不同的GC含量。在一些方面，与非密码子优化的核酸序列相比，密

码子优化的核酸序列的GC含量更均匀地分布在整个核酸序列上。

[0181] 不希望受理论束缚，通过将GC含量更均匀地分布在整个核酸序列上，密码子优化
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的核酸序列在转录物的长度上展现出更统一的解链温度(“Tm”)。解链温度的统一性出乎意

料地导致人受试者中密码子优化的核酸的增加的表达，因为核酸序列的转录和/或翻译发

生时聚合酶和/或核糖体的停滞较少。

[0182] 在一些方面，与非密码子优化的核酸序列相比，密码子优化的核酸序列可以具有

更少的抑制性微小RNA靶结合位点。在一些方面，与非密码子优化的核酸序列相比，密码子

优化的核酸序列可以具有少至少一个、或至少两个、或至少三个、或至少四个、或至少五个、

或至少六个、或至少七个、或至少八个、或至少九个、或至少十个、或至少十个的抑制性微小

RNA靶结合位点。

[0183] 不希望受到理论的束缚，通过具有更少的抑制性微小RNA靶结合位点，密码子优化

的核酸序列出乎意料地在人受试者中展现出增加的表达。

[0184] 本文提供了编码基因疗法组合物或靶向RNA的snRNA系统的核酸序列，其用于本文

所述的基因转移和表达技术中。虽然没有总是明确陈述，但是应当理解，本文提供的序列可

以用于提供表达产物以及编码RNA或表达和产生具有相同生物特性的蛋白质的基本上相同

的序列。这些“生物等效的”或“生物活性的”或“等效的”多肽是由如本文所述的等效多核苷

酸编码的。当使用在默认条件下运行的序列同一性方法比较时，它们可以具有与参考多肽

至少60％、或可替代地至少65％、或可替代地至少70％、或可替代地至少75％、或可替代地

至少80％、或可替代地至少85％、或可替代地至少90％、或可替代地至少95％、或可替代地

至少98％相同的初级氨基酸序列。提供了特定多肽序列作为具体实施方案的例子。用具有

类似电荷的可替代氨基酸对序列中的氨基酸进行修饰。另外，等效多核苷酸是在严格条件

下与参考多核苷酸或其互补体杂交的多核苷酸，或者就多肽而言，是由在严格条件下与参

考编码多核苷酸或其互补链杂交的多核苷酸编码的多肽。可替代地，等效多肽或蛋白质是

从等效多核苷酸表达的多肽或蛋白质。

[0185] 本文公开的NOI或核酸序列(例如，多核苷酸序列)可以是密码子优化的，密码子优

化是本领域熟知的技术。密码子优化涉及以下事实，即不同细胞在对特定密码子的使用方

面有所不同。该密码子偏倚对应于特定tRNA在细胞类型中的相对丰度的偏倚。通过改变序

列中的密码子以与相应tRNA的相对丰度匹配，可能增加表达。还可能通过故意选择已知相

应tRNA在特定细胞类型中罕见的密码子来减少表达。哺乳动物细胞以及多种其他生物的密

码子使用表是本领域中已知的。基于遗传密码，可以产生编码例如esnRNA、esnRNA的核酸序

列。在一些实施方案中，这样的序列被优化以用于在宿主细胞或靶细胞中表达，所述宿主细

胞或靶细胞是如用于表达esnRNA的宿主细胞或在其中实践所公开方法的细胞(如在哺乳动

物细胞例如人细胞中)。特定物种的密码子偏好和密码子使用表可以用于利用该特定物种

的密码子使用偏好来工程化编码esnRNA的分离的核酸分子。例如，本文公开的esnRNA可以

被设计为具有特定目标生物优先使用的密码子。在一个例子中，esnRNA核酸序列被优化以

用于在人细胞中表达，如与其相应野生型或起源核酸序列具有至少70％、至少80％、至少

85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少98％或至少99％序列同一性的esnRNA核酸序列。

在一些实施方案中，编码至少一个esnRNA(其可能是载体的一部分)的分离的核酸分子包括

被密码子优化以用于在真核细胞中表达的至少一个esnRNA编码序列或被密码子优化以用

于在人细胞中表达的至少一个esnRNA编码序列。在一个实施方案中，这样的密码子优化的

esnRNA编码序列与其相应野生型或起源序列具有至少80％、至少85％、至少90％、至少
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92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％序列同一性。在另一个实

施方案中，真核细胞密码子优化的核酸序列编码与其相应野生型或起源序列具有至少

85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％序

列同一性的esnRNA。在另一个实施方案中，可以常规地产生含有功能等效核酸的多个克隆，

所述功能等效核酸是如序列不同但编码相同esnRNA序列的核酸。编码序列中的沉默突变是

由于遗传密码的简并性(即，冗余)所致，借此多于一种密码子可以编码相同氨基酸残基。因

此，例如，亮氨酸可以由CTT、CTC、CTA、CTG、TTA或TTG编码；丝氨酸可以由TCT、TCC、TCA、TCG、

AGT或AGC编码；天冬酰胺可以由AAT或AAC编码；天冬氨酸可以由GAT或GAC编码；半胱氨酸可

以由TGT或TGC编码；丙氨酸可以由GCT、GCC、GCA或GCG编码；谷氨酰胺可以由CAA或CAG编码；

酪氨酸可以由TAT或TAC编码；并且异亮氨酸可以由ATT、ATC或ATA编码。显示标准遗传密码

的表格可以在多个来源(参见例如，Stryer ,1988 ,Biochemistry ,第3版 ,W .H .5Freeman 

andCo.,NY)发现。

[0186] “杂交”是指一种或多种多核苷酸反应形成通过核苷酸残基的碱基之间的氢键合

稳定化的复合物的反应。氢键合可以通过Watson‑Crick碱基配对、Hoogstein结合或以任何

其他序列特异性方式来进行。所述复合物可以包含形成双链体结构的两条链、形成多链复

合物的三条或更多条链、单条自杂交链或这些的任何组合。杂交反应可以构成更广泛过程

(如PC反应的起始或核酶对多核苷酸的酶促切割)中的步骤。

[0187] 严格杂交条件的例子包括：约25℃至约37℃的孵育温度；约6x  SSC至约10x  SSC的

杂交缓冲液浓度；约0％至约25％的甲酰胺浓度；以及约4x  SSC至约8x  SSC的洗涤溶液。中

度杂交条件的例子包括：约40℃至约50℃的孵育温度；约9x  SSC至约2x  SSC的缓冲液浓度；

约30％至约50％的甲酰胺浓度；以及约5x  SSC至约2x  SSC的洗涤溶液。高严格条件的例子

包括：约55℃至约68℃的孵育温度；约lx  SSC至约0.1x  SSC的缓冲液浓度；约55％至约75％

的甲酰胺浓度；以及约lx  SSC、0.1x  SSC的洗涤溶液或去离子水。通常，杂交孵育时间为5分

钟至24小时，有1个、2个或更多个洗涤步骤，并且洗涤孵育时间为约1、2或15分钟。SSC是

0.15M  NaCl和15mM柠檬酸盐缓冲液。应理解，可以采用使用其他缓冲液系统的SSC的等效

物。

[0188] “同源性”或“同一性”或“相似度”是指两个肽之间或两个核酸分子之间的序列相

似度。同源性可以通过比较每个序列中的位置来确定，所述序列可以出于比较目的进行比

对。在所比较序列中的位置由相同的碱基或氨基酸占据时，则所述分子在该位置是同源的。

序列之间的同源性程度随着序列共有的匹配或同源位置的数量而变。“不相关”或“非同源”

序列与本发明的序列之一共享小于40％同一性，或可替代地小于25％同一性。

细胞

[0189] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，本公开文本的细胞是原核细

胞。

[0190] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，本公开文本的细胞是真核细

胞。在一些实施方案中，细胞是哺乳动物细胞。在一些实施方案中，细胞是牛、鼠、猫、马、猪、

犬、猿猴或人细胞。在一些实施方案中，细胞是非人哺乳动物细胞，如非人灵长类动物细胞。

[0191] 在一些实施方案中，本公开文本的细胞是体细胞。在一些实施方案中，本公开文本

的细胞是性细胞。在一些实施方案中，本公开文本的性细胞不是人细胞。
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[0192] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，本公开文本的细胞是干细胞。

在一些实施方案中，本公开文本的细胞是胚胎干细胞。在一些实施方案中，本公开文本的胚

胎干细胞不是人细胞。在一些实施方案中，本公开文本的细胞是多潜能干细胞或多能干细

胞。在一些实施方案中，本公开文本的细胞是成体干细胞。在一些实施方案中，本公开文本

的细胞是诱导多能干细胞(iPSC)。在一些实施方案中，本公开文本的细胞是造血干细胞

(HSC)。

[0193] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，本公开文本的体细胞是神经元

细胞。在一个实施方案中，用本文公开的组合物治疗的患者的一个或多个细胞包括但不限

于中枢神经系统(神经元)、周围神经系统(神经元)、周围运动神经元和/或感觉神经元。在

一个实施方案中，神经元细胞是神经胶质细胞。

[0194] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，本公开文本的体细胞是成纤维

细胞或上皮细胞。在一些实施方案中，本公开文本的上皮细胞形成鳞状细胞上皮、立方细胞

上皮、柱状细胞上皮、层状细胞上皮、假复层柱状细胞上皮或移行细胞上皮。在一些实施方

案中，本公开文本的上皮细胞形成腺体，包括但不限于松果腺、胸腺、垂体、甲状腺、肾上腺、

顶质分泌腺、全质分泌腺、局质分泌腺、浆液腺、粘液腺和皮脂腺。在一些实施方案中，本公

开文本的上皮细胞接触器官的外表面，所述器官包括但不限于肺、脾、胃、胰腺、膀胱、肠、

肾、胆囊、肝、喉或咽。在一些实施方案中，本公开文本的上皮细胞接触血管或静脉的外表

面。

[0195] 在本公开文本的一些实施方案中，体细胞是眼部细胞。眼部细胞包括而不限于角

膜上皮细胞、角质形成细胞、视网膜色素上皮(RPE)细胞、晶状体上皮细胞、虹膜色素上皮细

胞、结膜成纤维细胞、非色素睫状上皮细胞、小梁网细胞、眼脉络膜成纤维细胞、结膜上皮细

胞。在一些实施方案中，眼部细胞是视网膜细胞或角膜细胞。在一个实施方案中，视网膜细

胞是感光细胞或视网膜色素上皮细胞。在另一个实施方案中，视网膜细胞是神经节细胞、无

长突细胞、双极细胞、水平细胞、米勒胶质细胞、视杆细胞或视锥细胞。在本公开文本的组合

物和方法的一些实施方案中，本公开文本的体细胞是原代细胞。

[0196] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，本公开文本的体细胞是培养的

细胞。

[0197] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，本公开文本的体细胞是体内

的、体外的、离体的或原位的。

[0198] 在本公开文本的组合物和方法的一些实施方案中，本公开文本的体细胞是自体的

或同种异体的。

使用方法

[0199] 本公开提供了一种使用本文公开的snRNA系统在细胞中编码RNA或表达NOI的方

法。在一个实施方案中，本公开文本提供了一种修饰RNA或由RNA分子编码的蛋白质的活性

的方法，所述方法包括在适合于结合至RNA分子的条件下使本公开文本的组合物与靶RNA分

子接触。

[0200] 本公开文本提供了一种修饰本公开文本的RNA分子或由RNA分子编码的蛋白质的

表达水平的方法，所述方法包括在适合于结合至RNA分子的条件下使本公开文本的组合物

与包含RNA分子的细胞接触。在一些实施方案中，细胞是体内的、体外的、离体的或原位的。
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在一些实施方案中，本公开文本的组合物包含载体，所述载体包含snRNA序列。在一些实施

方案中，载体是AAV。

[0201] 本公开文本提供了一种修饰本公开文本的RNA分子或由RNA分子编码的蛋白质的

表达水平的方法，所述方法包括在适合于敲低、阻断、剪接、多靶向或编辑靶RNA条件下使本

公开文本的组合物与RNA分子接触。在一些实施方案中，载体是AAV。

[0202] 本公开文本提供了一种修饰靶RNA或由RNA分子编码的蛋白质的活性的方法，所述

方法包括在合适于敲低、阻断、剪接、多靶向或编辑靶RNA的条件下使组合物与包含RNA分子

的细胞接触。在一些实施方案中，细胞是体内的、体外的、离体的或原位的。在一些实施方案

中，组合物包含载体，所述载体包含本文公开的snRNA序列。在一些实施方案中，载体是AAV。

[0203] 本公开文本提供了一种治疗疾病或障碍的方法，所述方法包括向受试者施用治疗

有效量的本公开文本的snRNA组合物。

[0204] 本公开文本提供了一种治疗需要这种治疗的患者的疾病的方法，所述方法包括向

患者施用治疗有效量的本公开文本的snRNA组合物，其中组合物包含载体，所述载体包含本

文公开的snRNA序列，其中组合物修饰、降低、破坏、敲低或消融毒性重复RNA的表达水平(与

用非靶向(NT)对照处理的毒性重复RNA的表达水平相比或者与未处理相比)。在另一个实施

方案中，降低水平为1倍或更大。在另一个实施方案中，降低水平为2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7

倍、8倍、9倍或10倍。在另一个实施方案中，降低水平为10倍或更大。在另一个实施方案中，

降低水平为在10倍与20倍之间。在另一个实施方案中，降低水平为11倍、12倍、13倍、14倍、

15倍、16倍、17倍、18倍、19倍或20倍。在另一个实施方案中，当施用于患者时，本文公开的基

因疗法组合物导致毒性重复RNA的20％‑100％破坏。在一个实施方案中，毒性重复RNA的消

除％是20％‑99％、25％‑99％、50％‑99％、80％‑99％、90％‑99％、95％‑99％中的任一个。

在一个实施方案中，消除％是90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％。

在另一个实施方案中，消除％是毒性重复RNA的完全消除或100％消除。

[0205] 本公开文本提供了一种治疗受试者的疾病或障碍的方法，所述方法包括施用靶向

RNA的核酸分子(即，本公开文本的esnRNA)或包含本公开文本的esnRNA的AAV载体。

[0206] 在一些方面，疾病或障碍与毒性重复RNA序列相关。在一些方面，毒性重复RNA序列

是CAG、CUG、GGCCCC、CCGGG或GGCCC+CCGGGG  RNA重复。

[0207] 在一些方面，疾病或障碍是强直性肌营养不良(DM1)或亨廷顿病(HD)。

[0208] 在一些方面，疾病或障碍是迪谢内肌营养不良。在一些方面，靶向RNA的核酸分子

或AAV载体靶向编码抗肌萎缩蛋白(DMD)的RNA序列。在一些方面，编码DMD的RNA序列包含内

含子序列或外显子序列。在一些方面，所述外显子序列包含DMD的外显子51或其侧翼区域。

[0209] 在本公开文本的方法的一些实施方案中，本公开文本的受试者已经被诊断患有待

治疗的疾病。在一些实施方案中，本公开文本的受试者呈现待治疗的障碍或疾病的至少一

种体征或症状。在一些实施方案中，本公开文本的受试者呈现疾病的至少一种体征或症状。

[0210] 在本公开文本的方法的一些实施方案中，本公开文本的受试者是雌性。在本公开

文本的方法的一些实施方案中，本公开文本的受试者是雄性。在一些实施方案中，本公开文

本的受试者具有两个XX或XY染色体。在一些实施方案中，本公开文本的受试者具有两个XX

或XY染色体和第三染色体(X或Y)。

[0211] 在本公开文本的方法的一些实施方案中，本公开文本的受试者是新生儿、婴儿、儿
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童、成人、年长成人或老年人。在本公开文本的方法的一些实施方案中，本公开文本的受试

者为至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、

27、28、29、30或31日龄。在本公开文本的方法的一些实施方案中，本公开文本的受试者为至

少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11或12月龄。在本公开文本的方法的一些实施方案中，本公开文

本的受试者为至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、

80、85、90、95、100岁或之间的任何岁数或非整岁数。

[0212] 在本公开文本的方法的一些实施方案中，本公开文本的受试者是哺乳动物。在一

些实施方案中，本公开文本的受试者是非人哺乳动物。

[0213] 在本公开文本的方法的一些实施方案中，本公开文本的受试者是人。

[0214] 在本公开文本的方法的一些实施方案中，治疗有效量包含本公开文本的组合物的

单个剂量。在一些实施方案中，治疗有效量包含本公开文本的组合物的至少一个剂量。在一

些实施方案中，治疗有效量包含本公开文本的组合物的一个或多个剂量。

[0215] 在本公开文本的方法的一些实施方案中，治疗有效量消除所述疾病或障碍的体征

或症状。在一些实施方案中，治疗有效量降低所述疾病或障碍的体征或症状的严重程度。

[0216] 在本公开文本的方法的一些实施方案中，治疗有效量消除所述疾病或障碍。

[0217] 在本公开文本的方法的一些实施方案中，治疗有效量预防疾病或障碍的发作。在

一些实施方案中，治疗有效量延迟疾病或障碍的发作。在一些实施方案中，治疗有效量降低

所述疾病或障碍的体征或症状的严重程度。在一些实施方案中，治疗有效量改善所述受试

者的预后。

[0218] 在本公开文本的方法的一些实施方案中，经由大脑内施用，将本公开文本的组合

物施用至所述受试者。在一些实施方案中，将本公开文本的组合物通过纹状体内途径施用

至所述受试者。在一些实施方案中，将本公开文本的组合物通过立体定向注射或输注施用

至所述受试者。在一些实施方案中，将所述组合物施用至脑。在本公开文本的方法的一些实

施方案中，将本公开文本的组合物局部施用至所述受试者。

在一些实施方案中，将本文公开的组合物配制成药物组合物。简言之，如本文所公

开的用于所述用途的药物组合物可以包含与一种或多种药学上或生理上可接受的载体、稀

释剂或赋形剂组合的一种或多种蛋白质或编码所述一种或多种蛋白质的多核苷酸，所述一

种或多种蛋白质或多核苷酸任选地包含于AAV中，所述AAV任选地也是免疫正交的。所述组

合物可包含缓冲液，例如中性缓冲盐水、磷酸盐缓冲盐水等；碳水化合物，例如葡萄糖、甘露

糖、蔗糖或葡聚糖、甘露醇；蛋白质；多肽或氨基酸，例如甘氨酸；抗氧化剂；螯合剂，例如

EDTA或谷胱甘肽；佐剂(例如氢氧化铝)；和防腐剂。本公开文本的组合物可以配制用于施用

途径，例如像口服、肠内、外用、透皮、鼻内和/或吸入；以及用于经由注射或输注的施用途

径，例如像静脉内、肌肉内、软膜下、鞘内、实质内、鞘内、纹状体内、皮下、皮内、腹膜内、瘤

内、静脉内、眼内和/或肠胃外施用。在某些实施方案中，本公开文本的组合物被配制用于大

脑内或纹状体内施用。

实施例

实施例1：在DM1细胞模型中靶向CUG重复的esnRNA

[0219] 材料与方法：

[0220] 将CTG480  HeLa细胞以100 ,000个细胞/ml接种在12孔板中。第二天，使用
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lipofectamine(每个样品2μL  P3000和2.5μl  lipofectamine)转染snRNA。24小时后，细胞

被胰蛋白酶化，并且将1/2的细胞接种在用于FISH的腔室载玻片中，并且将另外1/2的细胞

接种在24孔板中以用于RNA分析。

[0221] 第二天，提取RNA以用于RNA分析，并且将细胞固定以用于FISH。对于FISH，将CUG灶

点用CUG荧光探针标记，并且将细胞核用DAPI染色。

[0222] 目的：确定包含工程化茎环的工程化snRNP是否能够敲低CUG扩增，并且因此减少

DM1细胞模型中RNA灶点的数量。

[0223] 基本原理：U7  snRNA可以通过用与目的靶标互补的序列替代其组蛋白mRNA退火序

列来编程以靶向mRNA。其他文献已经表明，具有15x  CAG重复的U7减少了导致DM1的CUG重复

扩增( 等人NSMB  2011)。我们通过工程化茎环(SEQ  ID  NO:1)来优化这种snRNA系

统，以更好地稳定细胞中U7  snRNA的二级结构。我们将我们的工程化U7茎环与本领域已知

的U7茎环( 等人NSMB  2011)进行了比较。构建体含有15x  CAG重复和优化的Sm结合

结构域，这进一步有助于稳定经编程的U7。在适当的细胞模型中测试靶向CUG的构建体以确

定它们是否可以通过结合至和阻断CUG重复来耗尽CUG灶点，并且将其与含有非靶向(NT)序

列的U7进行比较。参见图1A‑图1D和图2A‑图2C。

[0224] 将构建体和对照瞬时转染到HeLa(CTG480)中，所述HeLa具有通过模型DM1的

CRISPR插入其基因组中的480个CTG重复，并且表达如通过原位杂交所示的CUG灶点。将细胞

接种并固定在腔室载玻片上，并且使用用于CUG的探针和用于核染色的dapi在细胞上进行

RNA原位杂交。使用Halo定量CUG探针和DAPI信号的共定位。

[0225] 用15xCAG  esnRNA构建体处理(用于靶向/阻断CUG重复)显著减少了CUG  RNA灶点。

[0226] 与非工程化snRNA和esnRNA构建体的各自的非靶向对照相比，非工程化snRNA和

esnRNA构建体分别导致平均灶点数/细胞减少39％和68％。

实施例2：靶向CAG重复的esnRNA

[0227] 材料与方法：

[0228] 将 H E K 2 9 3 T细胞以 1 5 0 ,0 0 0个细胞 / m l接种在1 2孔板中。第 二天，使 用

lipofectamine(每个样品2μL  P3000和2.5μl  lipofectamine)转染snRNA。将细胞用CAG报

告物构建体(含有80个CAG重复)和渐增剂量(从100ng至1000ng)的靶向CAG重复的snRNA质

粒(称为CUG‑15)或对照非靶向(nt)转染。

[0229] 在转染后48h，使用QiaCube  Connect提取RNA以用于RNA分析。进行qRT‑PCR以检测

CAG报告物的表达水平，并且相对于GAPDH参考基因的表达水平归一化。

[0230] 另一组细胞用于采用myc标签抗体的蛋白质印迹分析，以检测含有报告物的聚Q 

CAG的蛋白质水平。将GAPDH用作加载对照。

[0231] 目的：突变体HTT是由HTT的外显子一中的微卫星重复的存在引起的。在此，我们探

索了包含工程化茎环的工程化snRNP是否能够在CAG80报告物测定中敲低CAG微卫星重复

RNA。

[0232] 基本原理：

[0233] U7  snRNA可以通过用与目的靶标互补的序列替代其组蛋白mRNA退火序列来编程

以靶向mRNA。重编程为靶向CAG重复的esnRNA系统包含SEQ  ID  NO:1的eSL，以更好地稳定细

胞中U7  snRNA的二级结构。构建体含有15x  CUG重复以靶向CAG扩增。这些构建体还含有优
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化的Sm结合结构域，这进一步有助于稳定经编程的U7。测试靶向CAG的构建体以确定与含有

非靶向序列的eSL相比，它们是否可以敲低CAG重复和含有聚Q的蛋白质。

[0234] 通过最高3个剂量的U7实现可检测聚Q蛋白的完全敲低。在最低U7剂量下实现了几

乎完全的敲低。因此，我们在本文中显示了CAG80报告物mRNA剂量依赖性敲低至基线水平。

参见图3A‑图3C。

实施例3：USH2A小基因外显子13剪接的esnRNA调节

[0235] 材料与方法：

[0236] 将HEK293T细胞以150,000/ml接种在12孔板中。第二天，用lipofectamine用50ng

的USH2A小基因和总共250ng、500ng、1ug的表达非靶向esnRNA或靶向USH2A外显子13的

esnRNA的pcDNA转染细胞。

[0237] 转染后48h收获细胞。使用Qiacube  connect提取RNA，进行逆转录，并且用与USH2A

外显子12和14退火的引物进行半定量PCR。

[0238] 用与非靶向esnRNA退火的引物通过PCR进行U7的定量。

[0239] 基本原理：USH2A外显子13突变导致2A型厄舍综合征。外显子13是框内外显子，并

且治疗策略包括跳跃外显子13。我们设计了包含本文公开的eSL的esnRNA，其靶向USH2A的

外显子13上的外显子剪接增强子并与USH2A的外显子13上的外显子剪接增强子退火，并且

阻断外显子13的包含。我们编程的靶向USH2A外显子13的esnRNA系统导致小基因上的有效

外显子13跳跃。PCR结果表明，与非工程化SL相比，esnRNA系统的稳态水平更高。参见图4A‑

图4D。还参见图1A。

实施例4：在DM1患者肌管中通过由esnRNA介导的CUG重复阻断进行剪接校正

[0240] 材料与方法：

[0241] 将在DMPK的3'UTR中含有2600个CUG重复的DM1患者肌管分化13天，然后引入包含

本文公开的eSL的靶向15xCUG重复的esnRNA。在处理之后24小时从细胞中提取RNA，逆转录

RNA，并且对DM1疾病剪接生物标记物LDB3外显子11、BIN1外显子11和DMD外显子78进行半定

量PCR。通过计算健康剪接同种型(LDB3外显子11排除同种型、BIN1外显子11包含同种型以

及DMD外显子78包含同种型)占来自疾病和健康同种型二者的总信号的百分比来进行剪接

同种型的分析。

[0242] 基本原理：

[0243] DM1是由DMPK基因的3'UTR中的CUG重复扩增引起的，其隔离MBNL蛋白，并且因此导

致可变剪接的失调。将包含本文公开的eSL的esnRNA编程为靶向CUG(15xCUG)，并且这导致

与非靶向对照相比，所有三种测试的疾病剪接生物标记物的健康剪接同种型的剂量依赖性

增加。参见图5A‑图5F。还参见图2C。

实施例5：在基于U7的eSL和ISD中测试可替代的5′稳定基序。

[0244] 通过以下来显示和确定具有可替代的5′相互作用稳定结构域(ISD)的靶向CUGx15

的snRNA在减少RNA灶点中的功效：在CTG480  HeLa细胞中进行合成snRNA转染，随后进行CUG 

RNA灶点的荧光原位杂交。参见图6A‑图6B。(浅蓝色＝具有相应5′ISD的可替代的工程化茎

环。深蓝色＝选择的工程化茎环和相应5′1SD。sR220004＝非靶向snRNA。)

[0245] 在转染合成snRNA后24h、48h和72h时间点，评价了具有可替代的5′稳定结构域的

非靶向snRNA的表达水平。参见图7A‑图7B。sR220004在所有三个时间点都具有最高表达；

说　明　书 83/85 页

86

CN 119137273 A

86



sR220088没有可检测到的表达；选择在004中发现的eSL/5′ISD用于未来的构建体；

sR220004和sR220091在48h和72h时间点具有最高的表达保留。

实施例6：通过PolIII和PolII启动子的U7snRNA功效和表达

[0246] 当由不同的人PolIII和PolII启动子驱动snRNA表达时，在CTG480  HeLa细胞中通

过qPCR来评价snRNA表达。参见图8。U1启动子驱动最高水平的snRNA，随后是U7启动子。

PolIII启动子U6和7SK具有低表达，并且PolIII  tRNA启动子具有最低表达。

[0247] 在CTG480  HeLa细胞中通过RNA  FISH来评价CUG灶点定量。参见图9A‑图9B。仅U1和

U7启动子在减少CUG灶点的数量方面明显有效，其中U1比U7更有效(蓝色＝CUG靶向；灰色＝

非靶向)。

UID 启动子,靶标

P03490 tRNA(CUGx151

P03462 U6(CUGx15)

P03465 7SK(CUGx15)

P03557 U1(CUGx15)

P02225 U7(CUGx15)

P03491 tRNA(nt)

P03463 U6(nt)

P03466 7SK(nt)

P03561 U1(nt)

P02313 U7(nt)

[0248] 在HEK293T细胞中通过qPCR来确定snRNA表达(参见图10)。当SmOpt转化为U1  Sm结

合位点时，在PolIII启动子控制下U7  snRNA的表达增加高达25x。当Sm位点转化为U1  Sm时，

通过PolII  U1和U7启动子的表达降低。通过U1和U7启动子的表达优于通过Pol  III启动子

的表达。

[0249] 将snRNA转染到HEK293T细胞中。参见图11A‑图11B。在此，由独特的snRNA启动子驱

动znt  esnRNA和z38  esnRNA表达。将这些构建体转染到HEK293T细胞中。转染之后48h提取

RNA并制备cDNA。将对每种snRNA(z)具有特异性的引物用于qPCR，以确定snRNA表达和相对

启动子强度。

实施例7：esnRNA构建体导致在患者肌管中外显子51的DMD外显子跳跃。

[0250] 用本文公开的snRNA进行人δ外显子52肌管的转导。参见图12A‑图12B。使用扩增引

物对条带强度进行定量，来确定外显子51跳跃％。

[0251] 用携带本文公开的snRNA的AAV9转导人δ外显子52肌管。对结蛋白和抗肌萎缩蛋白

进行免疫荧光法。在用靶向外显子51的snRNA处理后，可以检测到抗肌萎缩蛋白。参见图

13A‑图13B。

实施例8：外显子51跳跃骨骼肌管和DMD小鼠模型

[0252] 用携带融合反义序列(z73＝z38/z42和z187＝z42/z38)的靶向外显子51RNA的

snRNA转染缺失外显子52的人骨骼肌管，所述融合反义序列靶向外显子剪接增强子(ESE)。

在转染低剂量的snRNA之后24小时，定量外显子51跳跃水平(tape  station图像，图15A)。用

AAV9‑A04526(2x  z73)和A04569(2xz187)转导人骨骼肌管(缺失DMD外显子52)。以2.5e4、
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1e5和5e5的MOI转导肌管持续7天。定量基于AAV9的外显子51跳跃(图15B)。向携带外显子52

缺失的hDMD(del52hDMD/mdx)的小鼠眼眶后注射3e12个A04526和A04569载体基因组。存活3

周后，从胫骨前肌(TA)、腓肠肌(Gc)和心脏提取RNA。进行半定量RT‑PCR，以检测包含和排除

外显子51的条带。(图15C)显示在人源化DMD小鼠模型中外显子51跳跃的定量。将3e11个vg/

肌肉剂量的A04526或靶向外显子51ESE的Morpholino(ViM)肌肉内递送至del52hDMD/mdx小

鼠的腓肠肌。图15D显示了4周后抗肌萎缩蛋白阳性纤维的定量。表达野生型人抗肌萎缩蛋

白的hDMD/mdx小鼠(灰色条)用作抗肌萎缩蛋白表达的阳性对照。U＝未经处理的。

实施例9：在DM1患者来源的肌管中，基于AAV9的剪接逆转和CUG重复敲低

[0253] 通过用myoD腺病毒载体转导(持续5天)，使DM1患者成纤维细胞分化成肌管。以

5e4、2e5和1e6的MOI用A04233和A04234(具有靶向CUG重复的双snRNA盒的scAAV9)转导肌

管，并且在转导之后7天收获。在患者来源的肌管(含有1700个CUG重复)中，在用靶向CUG重

复的U7  snRNA处理后，DMD和LBD3  RNA的剪接逆转，以及DMPK的敲低。参见图16A‑图16D。将

细胞核用DAPI染色，并且用CUG标记的探针进行CUG  FISH。转导后7天处理细胞以定量每个

细胞的CUG灶点的平均数量。参见图17A‑图17B。

实施例10：在HD患者细胞和HD小鼠模型中的基于AAV9的HTT敲低

[0254] 将HD患者iPSc(含有66个CAG重复)分化为皮层神经元，持续2周，然后以2种不同

MOI用AAV‑A04390  snRNA载体(靶向CAG重复的2x  snRNA盒)转导另外的2周。然后收获皮层

神经元，并且通过Meso  scalediscovery免疫测定定量突变体可溶性HTT。参见图18A‑图

18C。然后，在R6/2HD小鼠模型中设计了靶向CAG重复的体内研究。以2e10个载体基因组纹状

体内施用靶向CAG重复的AAV‑snRNA载体(A03081：AAVrh10‑snRNA(具有CAGx15  TS的4x 

snRNA))，并且经由Meso  scalediscovery(MSD)免疫测定对未经处理的和经snRNA处理的小

鼠(n＝10)的处理后突变体可溶性HTT蛋白进行定量。参见图19A‑图19B。

实施例11：与天然茎环snRNA载体相比，使用工程化茎环snRNA载体的表达水平更

高。

[0255] 以1e6的MOI用AAV9‑A04527载体(表达靶向DMD外显子51ESE的z38/42的天然茎环)

或AAV9‑A04526载体(表达靶向DMD外显子51ESE的z38/42的工程化茎环)转导CHO‑Lec2细

胞。与用天然茎环snRNA载体转导的细胞中的z38/42表达相比，用工程化snRNA载体转导的

细胞中的z38/42的表达更高。参见图20A‑图20B。

通过引用并入

[0256] 将在本文中引用的每个文件(包括任何交叉参考或相关的专利或申请)通过引用

以其整体特此并入本文，除非明确排除或另有限制。引用任何文件并非承认，它是关于本文

公开或具体化的任何发明的现有技术，或者它单独地或与任何其他一个或多个参考文献的

任何组合传授、表明或公开任何这种发明。此外，在本文件中术语的任何含义或定义与通过

引用并入的文件中相同术语的任何含义或定义矛盾的方面来说，应当以分配给本文件中该

术语的含义或定义为准。

其他实施方案

[0257] 虽然已经说明并描述了本公开文本的具体实施方案，但是可以在不背离本公开文

本的精神和范围的情况下做出各种其他变化和修改。所附权利要求的范围包括在本公开文

本的范围内的所有此类变化和修改。
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