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本公开总体上涉及治疗、预防受试者的青光

眼和/或延缓所述受试者的青光眼的进展的方

法，所述方法包括施用反义寡核苷酸，所述反义

寡核苷酸调节OPA1基因转录物或其部分的mRNA

生产性转录物、稳定性和/或翻译。
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1.一种治疗、预防受试者的青光眼和/或延缓所述受试者的青光眼的进展的方法，所述

方法包括施用反义寡核苷酸，所述反义寡核苷酸调节OPA1基因转录物或其部分的mRNA生产

性转录物、稳定性和/或翻译。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述反义寡核苷酸增加所述受试者的细胞和/或组

织中的OPA1 mRNA的水平或功能性OPA1蛋白的量。

3.根据权利要求2所述的方法，其中所述细胞和/或所述组织中的所述功能性OPA1蛋白

的量增加约1.1至约10倍。

4.根据权利要求2或3所述的方法，其中所述组织选自由视网膜、视网膜色素上皮细胞

和其组合组成的组。

5.根据权利要求1至4中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸与以下的靶向部分

结合：

(i)细胞中的OPA1基因前体mRNA，以在OPA1前体mRNA剪接期间促进无义介导的RNA衰变

诱导(NMD)外显子的排除，从而增加编码全长功能性OPA1的OPA1 mRNA转录物的水平；

(ii)细胞中OPA1基因转录物的5'非翻译区(UTR)，以增加OPA1 mRNA的翻译效率；

(iii)细胞中OPA1基因转录物的5'UTR，以增加转录物稳定性；和/或

(iv)细胞中OPA1基因转录物的3'UTR，以增加转录物稳定性。

6.根据权利要求5所述的方法，其中所述反义寡核苷酸与细胞中的OPA1基因前体mRNA

的内含子7结合，并且通过排除NMD外显子7x来增加编码全长功能性OPA1的OPA1基因转录物

的水平。

7.根据权利要求1至6中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸结合在对应于SEQ 

ID NO:1、55、139的OPA1前体mRNA核苷酸序列的靶向部分内。

8.根据权利要求1至5中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸结合在OPA1mRNA的

5'UTR的靶向部分内，其中所述靶向部分位于对应于SEQ ID NO:55的核苷酸序列内。

9.根据权利要求1至5中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸结合在OPA1mRNA的

3'UTR的靶向部分内，其中所述靶向部分位于对应于SEQ ID NO:139的核苷酸序列内。

10.根据权利要求1至9中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸包括骨架修饰。

11.根据权利要求10所述的方法，其中所述反义寡核苷酸包括骨架修饰，所述骨架修饰

包括硫代磷酸酯键或磷酸二酰胺键。

12.根据权利要求1至11中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸包括磷酸二酰胺

吗啉代、锁核酸、肽核酸、2'‑O‑甲基、2'‑氟代或2'‑O‑甲氧基乙基部分。

13.根据权利要求1至12中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸包括至少一个经

修饰的糖部分。

14.根据权利要求1至13中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸中的每个糖部分

是经修饰的糖部分。

15.根据权利要求1至14中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸包括2'‑O‑甲氧

基乙基部分。

16.根据权利要求15所述的方法，其中所述反义寡核苷酸的每个核苷酸包括2'‑O‑甲氧

基乙基部分。

17.根据权利要求1至16中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸的核苷酸序列由
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以下组成：10至50个核苷酸、15至40个核苷酸、18至40个核苷酸、17至25个核苷酸、20至35个

核苷酸、20至30个核苷酸、22至30个核苷酸、22至28个核苷酸、24至30个核苷酸、25至30个核

苷酸或26至30个核苷酸。

18.根据权利要求17所述的方法，其中所述反义寡核苷酸的所述核苷酸序列由20至30

个核苷酸组成。

19.根据权利要求18所述的方法，其中所述反义寡核苷酸包括一个或多个磷酸二酰胺

吗啉代部分。

20.根据权利要求1至19中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸与功能性部分连

接。

21.根据权利要求20所述的方法，其中所述功能性部分包括递送部分或稳定部分或由

其组成。

22.根据权利要求21所述的方法，其中所述递送部分选自由以下组成的组：脂质、肽、碳

水化合物和抗体。

23.根据权利要求21或22所述的方法，其中所述递送部分包括细胞穿透肽(CPP)或N‑乙

酰基半乳糖胺(GalNAc)部分。

24.根据权利要求20至23中任一项所述的方法，其中所述功能性部分与所述反义寡核

苷酸共价或非共价连接。

25.根据权利要求20至24中任一项所述的方法，其中所述功能性部分与所述反义寡核

苷酸的5'端连接或与所述反义寡核苷酸的3'端连接。

26.根据权利要求1至25中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸的所述核苷酸序

列在所述反义寡核苷酸的长度上与所述靶向部分的核苷酸序列至少60％、65％、70％、

75％、80％、85％、90％、95％或100％互补。

27.根据权利要求1至26中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸的所述核苷酸序

列对应于SEQ  ID  NO:2‑54、56‑138、140‑2488或2491‑2503中的任一个。

28.根据权利要求1至27中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸与递送纳米载体

复合。

29.根据权利要求28所述的方法，其中所述递送纳米载体选自由以下组成的组：脂质复

合物、脂质体、外泌体、无机纳米颗粒和DNA纳米结构。

30.根据权利要求29所述的方法，其中所述递送纳米载体包括包封所述反义寡核苷酸

的脂质纳米颗粒(LNP)。

31.根据权利要求1至30中任一项所述的方法，其中所述反义寡核苷酸被调配用于选自

由以下组成的组的施用途径：玻璃体内、脉络膜上、视网膜下、睫毛肌内、静脉内、动脉内、皮

下和局部途径。

32.一种反义寡核苷酸在制备用于治疗、预防受试者的青光眼和/或延缓所述受试者的

青光眼的进展的药物中的用途，其中所述反义寡核苷酸调节OPA1基因转录物或其部分的

mRNA翻译。

33.一种反义寡核苷酸，其与细胞中的OPA1基因转录物的内含子7x的靶向部分结合，并

且通过排除NMD外显子7x来增加编码全长功能性OPA1的OPA1基因转录物的水平。

34.根据权利要求33所述的反义寡核苷酸，其包括SEQ  ID  NO:2‑54或SEQ  ID  NO:2491‑

权　利　要　求　书 2/3 页

3

CN 119053704 A

3



2503中的任一个或由其组成。

35.一种反义寡核苷酸，其与细胞中的OPA1基因转录物的5'UTR的靶向部分结合并增加

OPA1 mRNA的转录物稳定性，其中所述靶向部分位于对应于SEQ ID NO:55的核苷酸序列内。

36.根据权利要求35所述的反义寡核苷酸，其包括SEQ ID NO:56‑138中的任一个或由

其组成。

37.一种反义寡核苷酸，其与细胞中的OPA1基因转录物的3'UTR的靶向部分结合并增加

OPA1 mRNA的转录物稳定性。

38.根据权利要求37所述的反义寡核苷酸，其中所述反义寡核苷酸结合在OPA1mRNA的

3'UTR的靶向部分内，其中所述靶向部分位于对应于SEQ ID NO:139的核苷酸序列内。

39.根据权利要求37或38所述的反义寡核苷酸，其包括SEQ ID NO:140‑2488中的任一

个或由其组成。
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治疗青光眼的方法

[0001] 相关申请数据

[0002] 本申请要求于2022年3月23日提交的标题为“治疗青光眼的方法(Methods  of 

Treating  Glaucoma)”的澳大利亚专利申请第2022900727号的优先权，所述澳大利亚专利

申请的全部内容特此以引用方式并入。

[0003] 序列表

[0004] 本申请与电子形式的序列表一起提交。序列表的全部内容特此以引用方式并入。

技术领域

[0005] 本公开总体上涉及治疗、预防受试者的青光眼和/或延缓所述受试者的青光眼的

进展的方法，所述方法包括施用反义寡核苷酸，所述反义寡核苷酸调节OPA1基因转录物或

其部分的mRNA翻译、稳定性和生产性转录物。

背景技术

[0006] 青光眼(一种进行性视神经病变和失明的主要原因)的特征在于视网膜神经节细

胞(RGC)的损害或变性，所述RGC将视觉信息传递到脑。目前，全世界约8000万人受到青光眼

的影响，并且预期到2040年该数量将增加到超过1.2亿。青光眼的患病率随着年龄的增长而

增加，并且该增加受到非洲和亚洲人群的强烈影响。

[0007] 当房水在眼睛前部积聚时，可能会触发青光眼。房水的过量产生或减少排出增加

了眼内压(IOP)，这会不可逆地损害视神经和RGC。青光眼可以被分类为原发性青光眼或继

发性青光眼，其中继发性青光眼可归因于眼睛内的另一种病症或问题，如损伤、外科手术、

药物或其它眼部疾病。原发性青光眼被分类为开角型青光眼(POAG)、正常眼压型青光眼

(NTG)、闭角型青光眼和先天性青光眼。继发性青光眼被分类为新生血管性青光眼、色素性

青光眼、剥落性青光眼和葡萄膜炎性青光眼。在所有青光眼亚型中，RGC的逐渐丧失是标志。

RGC功能障碍和死亡导致视力受损并且最终导致失明。

[0008] 没有批准直接靶向RGC的青光眼治疗。在已经进行临床研究的用于POAG患者的神

经保护活性和减少视力丧失的药物中，例如溴莫尼定 (brim onid ine)和美金刚

(memantine)，到目前为止没有一种被最终证明有效。相反，降低IOP水平的唯一可用的治疗

是间接保护RGC。另外，据报道，在约三分之一的青光眼病例中，可以在具有正常IOP水平的

眼睛中发展出特征性视神经变化和视野丧失。因此，迫切需要鉴定用于RGC神经保护的治疗

策略，以限制由青光眼引起的视力受损和失明的预计负担。如脑源性因子、睫毛源性因子、

神经胶质细胞源性因子和神经生长因子等神经营养因子的使用已经成为最近研究的焦点，

因为已知它可防止不受控制的RGC丧失并有助于细胞活力。然而，它们的有效性受到半衰期

相对较短、渗透性不足和靶RGC浓度低的限制。

[0009] 因此，仍然需要用于治疗、预防青光眼和/或延缓青光眼的进展的新干预。
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发明内容

[0010] 在产生本发明时，诸位发明人鉴定了视神经萎缩基因1(OPA1)作为用于治疗或预

防青光眼的药理学干预的潜在靶标。诸位发明人已经鉴定了增加OPA1表达的表达的反义寡

核苷酸(ASO)，所述ASO可用于治疗或预防青光眼。诸位发明人已经鉴定了依赖多种作用机

制中的任何作用机制上调OPA1表达的ASO。例如，由诸位发明人鉴定的ASO通过以下方式增

加OPA1表达：

[0011] ·与细胞中的OPA1基因前体mRNA结合，以在OPA1前体mRNA剪接期间促进无义介导

的RNA衰变诱导(NMD)外显子的排除，从而增加编码全长功能性OPA1的OPA1  mRNA转录物的

水平；

[0012] ·与细胞中的OPA1基因转录物的5′非翻译区(UTR)结合，以增加OPA1  mRNA的翻译

效率和/或转录物稳定性；

[0013] ·与细胞中的OPA1基因转录物的3′UTR结合，以增加OPA1  mRNA的转录物稳定性。

[0014] 这些发现另外为治疗、预防青光眼和/或延缓所述青光眼的进展的方法提供了基

础。

[0015] 因此，本公开提供了一种治疗、预防受试者的青光眼和/或延缓所述受试者的青光

眼的进展的方法，所述方法包括施用增加所述受试者体内的功能性OPA1蛋白水平的反义寡

核苷酸。例如，与施用所述OPA1之前所述受试者体内的水平相比，所述受试者体内的OPA1蛋

白的水平得以增加。

[0016] 在一个实例中，所述ASO增加OPA1  mRNA的水平和所述受试者的细胞和/或组织中

的功能性OPA1蛋白的量。例如，所述ASO增加所述受试者的细胞和/或组织中的OPA1  mRNA的

水平。在另一个实例中，所述ASO增加所述受试者的细胞和/或组织中的功能性OPA1蛋白的

量。

[0017] 在一个实例中，所述细胞和/或所述组织中的功能性OPA1蛋白的量增加约1.1至约

10倍。例如，所述细胞和/或所述组织中的功能性OPA1蛋白的量增加约1.5至约10倍、约2至

约10倍、约3至约10倍、约4至约10倍、约1.1至约5倍、约1.1至约6倍、约1.1至约7倍、约1.1至

约8倍、约1.1至约9倍、约2至约5倍、约2至约6倍、约2至约7倍、约2至约8倍、约2至约9倍、约3

至约6倍、约3至约7倍、约3至约8倍、约3至约9倍、约4至约7倍、约4至约8倍、约4至约9倍、至

少约1.1倍。例如，所述细胞和/或所述组织中的功能性OPA1蛋白的量增加至少约1.5倍、至

少约2倍、至少约2.5倍、至少约3倍、至少约3.5倍、至少约4倍、至少约5倍或至少约10倍。例

如，与施用或接触之前组织中的水平相比，所述细胞和/或所述组织中的功能性OPA1蛋白的

量得以增加。在一个实例中，与施用或接触之前组织中的水平相比，向受试者施用本文所公

开的ASO或药物组合物中的任何ASO或药物组合物或使本文所公开的ASO或药物组合物中的

任何ASO或药物组合物与细胞接触使OPA1蛋白水平增加约1.1至约2.5倍。

[0018] 在一个实例中，所述细胞和/或组织选自由以下组成的组：眼部组织、视网膜色素

上皮(RPE)细胞、穆勒神经胶质细胞(Müller  glial  cell)、内皮细胞、神经胶质细胞、星形

胶质细胞、光感受器。例如，所述细胞和/或组织选自由以下组成的组：视网膜、RPE细胞和其

组合。

[0019] 在一个实例中，所述ASO与以下的靶向部分结合：

[0020] (i)细胞中的OPA1基因前体mRNA，以在OPA1前体mRNA剪接期间促进无义介导的RNA
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衰变诱导(NMD)外显子的排除，从而增加编码全长功能性OPA1的OPA1  mRNA转录物的水平；

[0021] (ii)细胞中OPA1基因转录物的5′非翻译区(UTR)，以增加OPA1  mRNA的翻译效率；

[0022] (iii)细胞中OPA1基因转录物的5′UTR，以增加转录物稳定性，例如通过抑制脱帽

酶的活性；和/或

[0023] (iv)细胞中OPA1基因转录物的3′UTR，以增加转录物稳定性，例如通过阻止miRNA

与3′UTR结合。

[0024] 在一个实例中，所述ASO与细胞中OPA1前体mRNA的靶向部分结合，以在OPA1前体

mRNA剪接期间促进NMD外显子的排除，从而增加编码全长功能性OPA1的OPA1  mRNA转录物的

水平。

[0025] 在一个实例中，所述ASO与内含子7OPA1前体mRNA的靶向部分结合。示例性ASO结合

在对应于SEQ  ID  NO：1中的一个或多个的OPA1前体mRNA核苷酸序列的靶向部分内。

[0026] 在一个实例中，所述ASO与细胞中的OPA1基因前体mRNA的内含子7结合，并且通过

排除NMD外显子7x来增加编码全长功能性OPA1的OPA1基因转录物的水平。例如，所述ASO足

够接近外显子7x的受体位点，以促进OPA1  mRNA剪接中外显子7x的排除。

[0027] 在一个实例中，与内含子7OPA1前体mRNA的靶向部分结合的所述ASO包括SEQ  ID 

NO：2‑54中的任一个或由其组成。

[0028] 在一个实例中，与内含子7OPA1前体mRNA的靶向部分结合的所述ASO包括SEQ  ID 

NO：2‑54或SEQ  ID  NO：2491‑2503中的任一个或由其组成。

[0029] 在一个实例中，与内含子7OPA1前体mRNA的靶向部分结合的所述ASO包括SEQ  ID 

NO：2491‑2503中的任一个或由其组成。

[0030] 在一个实例中，所述ASO与细胞中的OPA1基因转录物的5′UTR的靶向部分结合，以

增加OPA1  mRNA的翻译效率或转录物稳定性。例如，所述ASO增加OPA1蛋白的表达。不受理论

或作用模式的束缚，此类ASO可以在空间上抑制来自上游开放阅读框(uORF)起始位点的翻

译和/或在空间上抑制5′UTR中的二级结构和/或抑制脱帽酶的活性。

[0031] 在一个实例中，所述ASO结合在OPA1  mRNA的5′UTR的靶向部分内，其中所述靶向部

分位于对应于SEQ  ID  NO：55的核苷酸序列内。

[0032] 在一个实例中，与所述OPA1  mRNA的5′UTR的靶向部分结合的所述ASO包括SEQ  ID 

NO：56‑138中的任一个或由其组成。

[0033] 在一个实例中，与所述OPA1  mRNA的5′UTR的靶向部分结合的所述ASO包括SEQ  ID 

NO：112或由其组成。

[0034] 在一个实例中，所述ASO与细胞中的OPA1基因转录物的3′UTR的靶向部分结合，以

增加OPA1  mRNA的转录物稳定性。例如，所述ASO增加OPA1蛋白的表达。不受理论或作用模式

的束缚，此类ASO可以在空间上抑制miRNA与3′UTR的结合。

[0035] 在一个实例中，所述ASO结合在OPA1  mRNA的3′UTR的靶向部分内，其中所述靶向部

分位于对应于SEQ  ID  NO：139的核苷酸序列内。

[0036] 在一个实例中，与所述OPA1  mRNA的3′UTR的靶向部分结合的所述ASO包括SEQ  ID 

NO：140‑2488中的任一个或由其组成。

[0037] 在一个实例中，所述ASO的核苷酸序列在所述ASO的长度上与所述靶向部分的核苷

酸序列至少60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％或100％互补。
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[0038] 在一个实例中，所述ASO包括骨架修饰。例如，所述骨架修饰包括硫代磷酸酯键或

磷酸二酰胺键。在一个实例中，所述ASO包括硫代磷酸酯键。在另一个实例中，所述ASO包括

磷酸二酰胺键。

[0039] 在一个实例中，所述ASO包括磷酸二酰胺吗啉代、锁核酸、肽核酸、2′‑O‑甲基、2′‑

氟代或2′‑O‑甲氧基乙基部分。例如，所述ASO包括磷酸二酰胺吗啉代部分。在另一个实例

中，所述ASO包括锁核酸。在另外的实例中，所述ASO包括2′‑O‑甲基部分。在一个实例中，所

述ASO包括2′‑氟代部分。在另一个实例中，所述ASO包括2′‑O‑甲氧基乙基部分。

[0040] 在一个实例中，所述ASO包括至少一个经修饰的糖部分。例如，所述反义寡核苷酸

中的每个糖部分是经修饰的糖部分。

[0041] 在一个实例中，所述ASO包括2′‑O‑甲氧基乙基部分。例如，所述ASO的每个核苷酸

包括2′‑O‑甲氧基乙基部分。

[0042] 在一个实例中，所述ASO的核苷酸序列由以下组成：10至50个核苷酸、15至40个核

苷酸、18至40个核苷酸、17至25个核苷酸、20至35个核苷酸、20至30个核苷酸、22至30个核苷

酸、22至28个核苷酸、24至30个核苷酸、25至30个核苷酸或26至30个核苷酸。在一个实例中，

所述ASO的核苷酸序列由20至30个核苷酸组成。例如，所述ASO的核苷酸序列由17个核苷酸

组成。在一个实例中，所述ASO的核苷酸序列由19个核苷酸组成。在另一个实例中，所述ASO

的核苷酸序列由21个核苷酸组成。在另外的实例中，所述ASO的核苷酸序列由22个核苷酸组

成。在一个实例中，所述ASO的核苷酸序列由23个核苷酸组成。在另一个实例中，所述ASO的

核苷酸序列由24个核苷酸组成。在另一个实例中，所述ASO的核苷酸序列由25个核苷酸组

成。在另一个实例中，所述ASO的核苷酸序列由26个核苷酸组成。在另一个实例中，所述ASO

的核苷酸序列由27个核苷酸组成。在另一个实例中，所述ASO的核苷酸序列由28个核苷酸组

成。在另一个实例中，所述ASO的核苷酸序列由29个核苷酸组成。在另一个实例中，所述ASO

的核苷酸序列由30个核苷酸组成。

[0043] 在一个实例中，所述ASO包括一个或多个磷酸二酰胺吗啉代部分。

[0044] 在本文所述的任何方法的一个实例中，所述ASO与功能性部分连接。所述功能性部

分可以与所述ASO共价连接或非共价连接。所述功能性部分可以位于所述ASO的5′端和/或

3′端处。

[0045] 在一些实例中，所述功能性部分包括递送部分。例如，所述递送部分选自由以下组

成的组：脂质、肽、碳水化合物和抗体。示例性递送部分包括细胞穿透肽(CPP)。本公开另外

考虑了递送部分，如N‑乙酰基半乳糖胺(GalNAc)部分、脂肪酸部分或脂质部分。

[0046] 在一些实例中，所述功能性部分包括稳定部分。

[0047] 本公开另外提供了一种药物组合物，所述药物组合物包括本公开的ASO以及药学

上可接受的赋形剂，其用于本公开的任何方法。

[0048] 在一个实例中，所述ASO与递送纳米载体复合。例如，所述递送纳米载体选自由以

下组成的组：脂质复合物、脂质体、外泌体、无机纳米颗粒和DNA纳米结构。在一个实例中，所

述递送纳米载体包括包封所述反义寡核苷酸的脂质纳米颗粒(LNP)。

[0049] 在本文所述的任何方法的一个实例中，所述ASO被调配用于选自由以下组成的组

的施用途径：玻璃体内、脉络膜上、视网膜下、睫毛肌内、静脉内、动脉内、皮下和局部途径。

[0050] 本公开还提供了一种ASO在制备用于治疗、预防受试者的青光眼和/或延缓所述受
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试者的青光眼的进展的药物中的用途，其中所述ASO调节所述OPA1基因转录物或其部分的

mRNA翻译。

[0051] 本公开还提供了一种经修饰的细胞，所述经修饰的细胞包括本公开的ASO，其用于

本文所述的任何方法。例如，所述经修饰的细胞是哺乳动物细胞，如人类细胞。

[0052] 本公开另外提供了一种ASO，其与细胞中的OPA1基因转录物的内含子7x的靶向部

分结合，并且通过排除NMD外显子7x来增加编码全长功能性OPA1的OPA1基因转录物的水平。

例如，所述ASO包括SEQ  ID  NO：2‑54中的任一个或由其组成。在一个实例中，所述ASO包括

SEQ  ID  NO：2‑54或SEQ  ID  NO：2491‑2503中的任一个或由其组成。在另一个实例中，所述

ASO包括SEQ  ID  NO：2491‑2503中的任一个或由其组成。

[0053] 本公开另外提供了一种ASO，其与细胞中的OPA1基因转录物的5′UTR的靶向部分结

合并增加OPA1  mRNA的转录物稳定性，例如通过抑制脱帽酶的活性。

[0054] 在一个实例中，所述ASO包括SEQ  ID  NO：56‑138中的任一个或由其组成。

[0055] 本公开另外提供了一种ASO，其与细胞中的OPA1基因转录物的3′UTR的靶向部分结

合并增加OPA1  mRNA的转录物稳定性，例如在空间上抑制miRNA与3′UTR的结合。

[0056] 在一个实例中，所述ASO结合在OPA1  mRNA的3′UTR的靶向部分内，其中所述靶向部

分位于对应于SEQ  ID  NO：139的核苷酸序列内。

[0057] 在一个实例中，与所述OPA1  mRNA的3′UTR的靶向部分结合的所述ASO包括SEQ  ID 

NO：140‑2488中的任一个或由其组成。

[0058] 本公开另外提供了一种治疗病状的方法，所述方法包括施用本公开的ASO。在一个

实例中，所述病状与OPA1表达相关，例如OPA1表达降低。在一个实例中，所述病状是青光眼。

在另一个实例中，所述病状是常染色体显性视神经萎缩。

附图说明

[0059] 图1包含一系列图形表示，其示出了增加OPA1蛋白水平的ASO的结合位点。(A)OPA1

(转录物ID：ENST00000361510)的外显子结构的示意图，指示起始和终止密码子以及5′UTR、

NMD外显子7x(在未剪接的情况下)和3′UTR的区。(B)使用RNAfoldweb工具(http：//

rna.tbi.univie.ac.at/cgi‑bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi)预测OPA1转录物(对应于SEQ 

ID  NO：55)的5′UTR的二级结构。热力学整体的自由能是‑137.26kcal/mol。设计了ASO  56‑

138，其靶向上游开放阅读框(uORF)的起始密码子、调节结合位点、抑制性5′UTR二级结构

和/或G‑四链体。(C)含有过早终止密码子(PTC)的外显子7x(黑框)位于外显子7与8之间(未

按比例绘制)。ASO(SEQ  ID  NO：2‑54)被设计成靶向内含子7(虚线，对应于SEQ  ID  NO：1)内

的剪接调节元件，以在前体mRNA剪接期间介导外显子7x的排除，从而增加生产性OPA1转录

物。(D)位于外显子31中的3′UTR(未按比例绘制)的示意图。ASO被设计成与转录物杂交并掩

蔽/抑制miRNA的结合，以防止mRNA降解和OPA1蛋白水平增加。

[0060] 图2示出了在ADOA患者成纤维细胞中PMO(25和50μM)的筛选。如所指示的，用靶向

去除OPA1外显子7x的PMO转染患者成纤维细胞48小时。通过数字液滴PCR(ddPCR)评估OPA1

转录物表达并且将其相对于GAPDH、RPL27和SCL25A3转录物水平归一化。将未经处理的细胞

中的OPA1表达设定为1。

[0061] 图3示出了在ADOA患者成纤维细胞中PMO(50和100μμM)的筛选。(A)蛋白质印迹凝
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胶图像示出了在48小时时用靶向OPA1转录物的内含子7的PMO转染的患者成纤维细胞中长

和短的OPA1同种型的表达。(B)将OPA1表达的条带强度相对于β‑肌动蛋白归一化(通过

ImageJTM评估)。将未经处理的细胞中的OPA1表达设定为1。

[0062] 图4是细化反义寡核苷酸以改善OPA1上调的示意图。(A)OPA1外显子以及外显子7x

的位置存在于转录物中的说明。(B)外显子7x上游的OPA1转录物上的亲本PMO的结合区。外

显子7x未按比例绘制。(C)为改善PMO的功效而进行微行走(microwalk)、核苷酸碱基取代和

延长的子代序列的结合区。

[0063] 图5示出了在ADOA患者成纤维细胞中细胞穿透肽缀合的PMO(PPMO)(5μμM、10μμM和
20μμM)的筛选。如所指示的，用靶向OPA1转录物的内含子7的PPMO转染ADOA患者成纤维细胞

5天。通过ddPCR评估OPA1转录物表达并且将其相对于HPRT1归一化。将未经处理的细胞中的

OPA1表达设定为1。

[0064] 图6示出了在ADOA患者成纤维细胞中靶向外显子7x排除(25μμM和50μμM)的PMO的

筛选。如所指示的，用靶向去除OPA1外显子7x的PMO一式三份地转染患者成纤维细胞48小

时。在1‑4个生物复制品中进行实验，如条形图内数据点的数量所指示的。通过ddPCR评估

OPA1转录物表达并且将其相对于HPRT1转录物水平归一化。将未经处理的细胞中的OPA1表

达设定为1。

[0065] 图7示出了在ADOA患者成纤维细胞中5′UTR  PMO(25μM和50μM)的筛选。将具有SEQ 

ID  NO：78、112和2500‑2503的PMO一式三份转染到ADOA患者成纤维细胞中72小时，其中PMO

靶向OPA1  mRNA的5′UTR。使用蛋白质印迹分析来确定经PMO处理的细胞中OPA1蛋白的上调。

将OPA1表达的条带强度相对于HPRT1归一化(通过ImageJTM评估)。将未经处理的细胞中的

OPA1表达设定为1。PMO  SEQ  ID  NO：78、112和2502显著增加了患者成纤维细胞中的OPA1蛋

白上调(大于1.3倍)。斯图登氏t检验用于统计分析。

[0066] 图8显示PMO  OPA1  H1A(+10+32)1mm10C>T(SEQ  ID  NO：112)与CPP缀合以增强细胞

穿透能力。将CPP‑PMO(或PPMO)与源自含有OPA1突变c.27082711delTTAG(患者1)和c.985‑

1G>A(患者2)的ADOA患者的真皮皮肤成纤维细胞一起温育7天。使用蛋白质印迹测定评估

PPMO诱导的OPA1上调的功效。结果显示在具有明显OPA1突变的2名患者中，以剂量依赖性方

式显著的OPA1蛋白上调。斯图登氏t检验用于统计分析。

[0067] 图9示出了在PPMO治疗后在ADOA患者源性成纤维细胞中的线粒体功能改善。以6孔

板格式，将PMO  OPA1  H1A(+10+32)1mm10C>T(SEQ  ID  NO：112)与成纤维细胞一起温育7天。

在第7天，将细胞胰蛋白酶化，并以8,000个细胞/孔重新接种到96孔板中，并在补充有2.5mM 

2‑脱氧‑D‑葡萄糖和5mM丙酮酸的葡萄糖耗尽的DMEM细胞培养基中温育18小时。使用

测定来评估线粒体ATP并且使用14.7‑10,000nM的ATP标准稀释液(赛默飞世

尔公司(ThermoFisher))根据标准曲线计算ATP的浓度。斯图登氏t检验用于统计分析。

[0068] 图10示出了PMO  OPA1  H1A(+10+32)1mm10C>T(SEQ  ID  NO：112)增强了从具有OPA1 

c.985‑1G>A突变的ADOA患者获得的富集的iPSC源性RGC中的OPA1蛋白上调。在蛋白质采集

之前，将iPSC‑RGC与PPMO一起温育5天。使用蛋白质印迹测定评估PPMO诱导的OPA1上调的功

效并且将其相对于β‑肌动蛋白表达归一化。结果显示在10μM下显著的OPA1蛋白上调。斯图

登氏t检验用于统计分析。
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具体实施方式

[0069] 概述

[0070] 贯穿本说明书，除非另外明确说明或上下文另外要求，否则提及单个步骤、物质组

成、步骤组或物质组成组应被视为涵盖这些步骤、物质组成、步骤组或物质组成组中的一个

和多个(即，一个或多个(one  or  more))。因此，如本文所使用的，除非上下文另外明确指

出，否则单数形式“一个(a)”、“一种(an)”和“所述(the)”包含复数方面。例如，提及“一个”

包含单个以及两个或更多个；提及“一种”包含单种以及两种或更多种；提及“所述”包含单

个以及两个或更多个等等。

[0071] 本领域的技术人员将理解，除了具体描述的那些之外，本公开容易进行变化和修

改。应当理解，本公开包含所有此类变化和修改。本公开还包含本说明书中个别或共同提及

或指出的所有步骤、特征、组合物和化合物，以及所述步骤或特征中的任何两个或更多个步

骤或特征的任何和所有组合。

[0072] 本公开不限于本文所述的具体实例的范围，这些实例旨在仅用于例示的目的。功

能等效的产物、组合物和方法显然在本公开的范围内。

[0073] 除非另有明确说明，否则本文中的本公开的任何实例在进行必要的修改后应被视

为适用于本公开的任何其它实例。换句话说，本公开的任何具体实例都可以与本公开的任

何其它具体实例组合(互斥的情况除外)。

[0074] 公开了特定特征或特征组或方法或方法步骤的本公开的任何实例将被用来为否

认特定特征或特征组或方法或方法步骤提供明确的支持。

[0075] 除非另外明确定义，否则本文所使用的所有技术和科学术语应被认为具有与本领

域的普通技术人员通常理解的含义相同的含义(例如，分子生物学、微生物学、病毒学、重组

DNA技术、溶液中的肽合成、固相肽合成和免疫学)。

[0076] 除非另外指明，否则本公开中使用的分子生物学、微生物学、病毒学、重组DNA技

术、溶液中的肽合成、固相肽合成和免疫学的常规技术是本领域的普通技术人员熟知的标

准程序。此类技术在以下来源的文献中进行了描述和解释：如J.Perbal，《分子克隆实用指

南(A  Practical  Guide  to  Molecular  Cloning)》，约翰威利父子出版公司(John  Wiley 

and  Sons) (1984)；J .Sambrook等人《分子克隆：实验室手册(Molecular  Cloning：A 

Laboratory  Manual)》，冷泉港实验室出版社(Cold  Spring  Harbour  Laboratory  Press)

(1989)；T.A.Brown(编辑)，《基本分子生物学：实用方法(Essential  Molecular  Biology：A 

Practical  Approach)》，第1卷和第2卷，IRL出版社(IRL  Press)(1991)；D .M .Glover和

B.D.Hames(编辑)，《DNA克隆：实用方法(DNA  Cloning：A  Practical  Approach)》，第1‑4卷，

IRL出版社(1995和1996)；以及F.M.Ausubel等人(编辑)，《当代分子生物学指南(Current 

Protocols  in  Molecular  Biology)》，格林出版协会(Greene  Pub.Associates)和威利国

际科学出版公司(Wiley‑Interscience)(1988，包含迄今为止的所有更新)；Ed  Harlow和

David  Lane(编辑)《抗体：实验室手册(Antibodies：A  Laboratory  Manual)》，冷泉港实验

室，(1988)；以及J .E .Coligan等人(编辑)，《当代免疫学指南(Current  Protocols  in 

Immunology)》，约翰威利父子出版公司(包含迄今为止的所有更新)。

[0077] 术语“和/或”，例如“X和/或Y”应被理解为意指“X和Y”或“X或Y”，并且应被视为对

两个含义或任一含义提供明确支持。
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[0078] 除非相反地说明，否则术语“约(about)”是指指定值的+/‑20％，更优选地+/‑

10％。为了避免疑问，后面跟随有指定值的术语“约”应被解释为还涵盖精确的指定值本身

(例如，“约10”还精确地涵盖10)。

[0079] 贯穿本说明书，词语“包括(comprise)”或如“包括(comprises)”或“包括

(comprising)”等变体应当被理解为暗示包含所陈述要素、整数或步骤或要素组、整数组或

步骤组，但不排除任何其它要素、整数或步骤或要素组、整数组或步骤组。

[0080] 所选定义

[0081] 如本文所使用的，术语“反义寡核苷酸”、“反义低聚物”或“ASO”涵盖寡核苷酸和包

括能够与靶RNA转录物上的互补序列杂交的核碱基的任何其它低聚物分子，但不包括糖部

分，如在肽核酸(PNA)的情况下。优选地，ASO是耐核酸酶切割或降解的ASO。

[0082] 如本文所使用的，关于ASO的短语“与靶向部分结合”或“结合在靶向部分内”是指

在ASO核苷酸序列与在本文所阐述的范围内互补的靶核苷酸序列之间的特异性杂交。在一

些实例中，特异性杂交在离体条件下杂交在高严格条件下发生的情况下发生。“高严格条

件”意指在此类离体条件下，ASO以比非特异性杂交可检测地更强的量与靶序列杂交。然后，

高严格条件是将具有精确互补序列的多核苷酸或仅含有几个分散错配的多核苷酸与碰巧

具有与探针匹配的几个小区(例如，1‑5个碱基)的随机序列区分开的条件。此类互补性小区

比12‑17个或更多个碱基的全长互补体更容易熔化，并且中等严格杂交使得它们容易区分。

在一个实例中，高严格条件包含例如低盐和/或高温条件，如由约0.02‑0,1M  NaCl或等效物

提供，在约50‑70℃的温度下。本领域的技术人员将理解，在体内条件下，ASO与其靶序列之

间的杂交的特异性是根据ASO与其在细胞内杂交的靶序列之间的互补性水平来定义的。

[0083] 术语“无义介导的RNA衰变诱导(NMD)外显子”或“NMD外显子”是指位于内含子内的

区中并且如果包含在成熟RNA转录物中可以激活NMD通路的外显子或伪外显子。在组成型剪

接事件中，含有NMD外显子的内含子通常被剪接掉，但是内含子或其一部分可以在替代性或

异常剪接事件期间被保留。含有这种NMD外显子的成熟mRNA转录物由于诱导NMD通路的移码

而可能是非生产性的。在成熟OPA1  RNA转录物中包含NMD外显子可以下调总OPA1  mRNA和

OPA1蛋白表达。

[0084] 术语“前体mRNA(precursor  mRNA)”或“前体mRNA(pre‑mRNA)”是指初级转录物是

通过特定基因的转录单元的基因组DNA序列的转录合成的单链RNA产物，其通常涵盖转录起

始位点与终止信号之间的核苷酸序列。

[0085] 术语“肽”旨在包含由通过酰胺键连接的氨基酸残基构成的化合物。肽可以是天然

或非天然的、核糖体编码的或合成衍生的。通常，肽由2至200个氨基酸组成。例如，肽的长度

可以在10至20个氨基酸、或10至30个氨基酸、或10至40个氨基酸、或10至50个氨基酸、或10

至60个氨基酸、或10至70个氨基酸、或10至80个氨基酸、或10至90个氨基酸或10至100个氨

基酸的范围内，包含在所述范围内的任何长度。肽可以包括少于约150个氨基酸、或少于约

125个氨基酸、或少于约100个氨基酸、或少于约90个氨基酸、或少于约80个氨基酸、或少于

约70个氨基酸、或少于约60个氨基酸或少于约50个氨基酸或由其组成。

[0086] 如本文所提及的肽包含“反型(inverso)”肽，其中所有L‑氨基酸被对应D‑氨基酸

取代；“逆反型(retro‑inverso)”肽，其中氨基酸序列被反向并且所有L‑氨基酸被D‑氨基酸

替换。
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[0087] 肽可以包括呈L‑形式和/或D‑形式两者的氨基酸。例如，L‑形式和D‑形式两者可以

用于同一肽序列内的不同氨基酸。在一些实例中，肽序列内的氨基酸呈L‑形式，如天然氨基

酸。在一些实例中，肽序列内的氨基酸是L‑形式和D‑形式的组合。另外，肽可以包括不寻常

的但天然存在的氨基酸，包含但不限于羟脯氨酸(Hyp)、β‑丙氨酸、瓜氨酸(Cit)、鸟氨酸

(Om)、正亮氨酸(N1e)、3‑硝基酪氨酸、硝基精氨酸、焦谷氨酸(Pyr)。肽还可以并入非天然氨

基酸，包含但不限于同源氨基酸、N‑甲基氨基酸、α‑甲基氨基酸、β(同源)氨基酸、γ 氨基酸

和N‑取代的甘氨酸。肽可以是线性肽或环状肽。

[0088] 术语“蛋白质”应被视为包含单个多肽链，即由肽键连接的一系列连续氨基酸，或

彼此共价或非共价连接的一系列多肽链(即，多肽复合物)。例如，所述一系列多肽链可以使

用合适的化学键或二硫键共价连接。非共价键的实例包含氢键、离子键、范德华力(Van  der 

Waals  force)和疏水相互作用。

[0089] 相对于给定氨基酸序列的氨基酸序列同一性百分比被定义为在比对序列并在必

要时引入空位以实现最大序列同一性百分比之后并且不考虑任何保守取代作为序列同一

性的一部分，候选序列中的与参考序列中的氨基酸残基相同的氨基酸残基的百分比。氨基

酸序列同一性可以使用可从作为欧洲分子生物学实验室(the  European  Molecular 

Biology  Laboratory)的一部分的欧洲生物信息学研究所(The  European  Bioinformatics 

Institute，EMBL‑EBI)获得的EMBOSS成对比对算法工具来确定。此工具可在位于

www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/的网站上获得。此工具利用尼德曼‑翁施全局比对算

法(Needleman‑Wunsch  global  alignment  algorithm)(Needleman和Wunsch，1970)。利用

默认设置，所述默认设置包含空位开放：10.0和空位延伸0.5。默认矩阵“Blosum62”用于氨

基酸序列和默认矩阵。

[0090] 术语“细胞穿透肽”(CPP)是指能够穿过细胞膜的肽。在一个实例中，CPP能够跨哺

乳动物细胞膜易位并进入细胞中。在另一个实例中，CPP可以将缀合物引导到期望的亚细胞

区室。因此，CPP可以引导或促进所关注分子穿过磷脂、线粒体、内体、溶酶体、囊泡或核膜的

渗透。CPP可以在其氨基酸序列完全和完整的情况下跨膜易位或者可替代地部分降解。

[0091] CPP可以将所关注分子(如本文所公开的反义寡核苷酸)从细胞外引导穿过质膜并

进入细胞质或期望的亚细胞区室中。可替代地或另外，CPP可以引导所关注分子穿过血脑屏

障、经粘膜屏障、血液视网膜屏障、皮肤屏障、胃肠屏障和/或肺屏障。

[0092] 术语“肽配体”或“受体结合结构域”是指能够与膜表面受体结合以使肽能够跨细

胞膜易位的肽。在一个实例中，肽配体可以通过靶向受体的天然胞吞作用实现跨细胞膜的

易位。在另一个实例中，肽配体可以利用跨细胞膜易位的互补机制，包含利用缀合的CPP。在

一个实例中，肽配体能够跨哺乳动物细胞膜易位并进入细胞。在另一个实例中，肽配体可以

将缀合物引导到期望的亚细胞区室。因此，肽配体可以引导或促进所关注分子穿过磷脂、线

粒体、内体、溶酶体、囊泡或核膜的细胞摄取。肽配体可以在其氨基酸序列完全和完整的情

况下跨膜易位或者可替代地部分降解。

[0093] 肽配体通过其与靶受体的结合可以引导所关注分子(如本文所公开的ASO)从细胞

外引导穿过质膜并进入细胞质或期望的亚细胞区室中。可替代地或另外，肽配体通过其与

靶受体的结合可以引导所关注分子穿过相关的生物屏障，例如血脑屏障、经粘膜屏障、血液

视网膜屏障、皮肤屏障、胃肠屏障和/或肺屏障。
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[0094] 治疗或预防青光眼的方法

[0095] 本公开提供了例如一种治疗、预防受试者的青光眼和/或延缓所述受试者的青光

眼的进展的方法。本文所述的方法包含一种通过向有需要的受试者施用治疗有效量的包括

本文所公开的ASO中的任何ASO的药物组合物来治疗、预防所述受试者的青光眼和/或延缓

所述受试者的青光眼的进展的方法。同样地，在一些实例中，本文中的ASO中的任何ASO用于

制备用于治疗、预防青光眼和/或延缓青光眼的进展的药物。

[0096] 青光眼是导致视力丧失的一组眼睛疾病。青光眼通常是由眼内压(IOP)升高引起

的，这可能导致视神经损伤。青光眼可以被分类为原发性青光眼或继发性青光眼，其中继发

性青光眼可归因于眼睛内的另一种病症或问题，如损伤、外科手术、药物或其它眼部疾病。

原发性青光眼被分类为开角型青光眼(POAG)、正常眼压型青光眼(NTG)、闭角型青光眼和先

天性青光眼。继发性青光眼被分类为新生血管性青光眼、色素性青光眼、剥落性青光眼和葡

萄膜炎性青光眼。

[0097] 在本公开的方法的一个实例中，青光眼是原发性青光眼。例如，原发性青光眼是开

角型青光眼(POAG)、正常眼压型青光眼(NTG)、闭角型青光眼或先天性青光眼。

[0098] 在一个实例中，原发性青光眼是开角型青光眼(POAG)。

[0099] 在一个实例中，原发性青光眼是正常眼压型青光眼(NTG)。

[0100] 在一个实例中，原发性青光眼是闭角型青光眼。

[0101] 在一个实例中，原发性青光眼是先天性青光眼。

[0102] 在本公开的方法的一个实例中，青光眼是继发性青光眼。例如，继发性青光眼是新

生血管性青光眼、色素性青光眼、剥落性青光眼或葡萄膜炎性青光眼。

[0103] 在一个实例中，继发性青光眼是新生血管性青光眼。

[0104] 在一个实例中，继发性青光眼是色素性青光眼。

[0105] 在一个实例中，继发性青光眼是剥落性青光眼。

[0106] 在一个实例中，继发性青光眼是葡萄膜炎性青光眼。

[0107] 在一个实例中，所治疗的受试者患有青光眼。例如，受试者已经被诊断为患有或罹

患青光眼。在一个实例中，受试者患有青光眼。例如，受试者需要治疗。可以向此类受试者施

用如此处所描述的ASO以治疗或预防青光眼的进展。

[0108] 在一个实例中，施用如本文所述的ASO可减缓青光眼的进展。

[0109] 在一个实例中，受试者有患上青光眼的风险。可以向此类受试者施用如此处所描

述的ASO以防止青光眼发作。

[0110] 如本文所使用的，术语“有风险”是指与正常个体相比，受试者患上青光眼的机会

增加。可以使用本领域中已知的任何方法和/或本文所述的那些方法将受试者鉴定为有患

上青光眼的风险。例如，如果受试者具有一种或多种常见风险因素，包含家族史、高眼压、糖

尿病、高血压或低血压和长期使用甾体药物，则可以鉴定受试者有患上青光眼的风险。

[0111] 本文还提供了一种用于增加细胞中的OPA1蛋白的方法，所述方法包括使所述细胞

与如本文所公开的组合物或药物组合物接触，由此增加所述细胞中的OPA1蛋白的量。本文

还提供了一种用于增加离体细胞或体内组织中的OPA1蛋白水平的方法，所述方法包括使所

述细胞与如本文所公开的ASO或药物组合物接触，由此增加所述细胞中的OPA1蛋白的量。在

一些实例中，细胞是视网膜细胞。在一些实例中，组织是视网膜组织，例如视网膜和/或视网
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膜色素上皮。

[0112] 在一些实例中，与施用或接触之前组织中的水平相比，向受试者施用本文所公开

的ASO或药物组合物中的任何ASO或药物组合物或使本文所公开的ASO或药物组合物中的任

何ASO或药物组合物与细胞接触使OPA1蛋白水平增加约1.1至约10倍，例如1.5至约10倍、约

2至约10倍、约3至约10倍、约4至约10倍、约1 .1至约5倍、约1 .1至约6倍、约1 .1至约7倍、约

1.1至约8倍、约1.1至约9倍、约2至约5倍、约2至约6倍、约2至约7倍、约2至约8倍、约2至约9

倍、约3至约6倍、约3至约7倍、约3至约8倍、约3至约9倍、约4至约7倍、约4至约8倍、约4至约9

倍、至少约1.1倍、至少约1.5倍、至少约2倍、至少约2.5倍、至少约3倍、至少约3.5倍、至少约

4倍、至少约5倍或至少约10倍。

[0113] 用本文所公开的组合物、药物组合物或药物进行治疗的合适的施用途径包含但不

限于玻璃体内、脉络膜上、视网膜下、睫毛肌内、静脉内、动脉内、皮下和局部。

[0114] 在一些实例中，通过玻璃体内、脉络膜上或视网膜下途径施用到眼睛中。例如，施

用于眼睛是通过玻璃体内施用进行的。在另一个实例中，施用于眼睛是通过脉络膜上施用

进行的。在另外的实例中，施用于眼睛是通过视网膜下施用进行的。在一个实例中，施用于

眼睛是通过局部施用进行的。

[0115] 如本领域的技术人员将理解的，本文所公开的治疗方法包含以治疗有效量向受试

者(例如，人类受试者)施用本文所公开的组合物和药物组合物。如本文所使用的，术语“有

效量”或“治疗有效量”是指所施用的所公开的ASO以在一定程度上缓解与特定疾病或健康

状况中的病理学炎症相关的一种或多种症状和/或临床标记的足够量。在一些实例中，用于

治疗用途的“有效量”是提供疾病症状和/或炎性标志物的临床显著减少或预防疾病症状而

没有过度的不良副作用所需的前述药剂之一的量。可以使用如剂量递增研究等技术来确定

在任何个体病例中的合适的“有效量”。术语“治疗有效量”包含例如预防有效量。应当理解，

“有效量”或“治疗有效量”可以因受试者而不同，这是由于受试者的任何年龄、体重、总体状

况、所治疗的病状、所治疗的病状的严重程度以及处方医师的判断的化合物的代谢变化。仅

举例来说，可以通过包含但不限于剂量递增临床试验的常规实验来确定治疗有效量。当在

组合中使用多于一种治疗剂时，每种治疗剂的“治疗有效量”可以指单独使用时具有治疗效

果的治疗剂的量，或者可以指由于与一种或多种另外的治疗剂组合使用而具有治疗效果的

减少量。

[0116] 用于增加OPA1蛋白水平的组合物

[0117] OPA1线粒体动力蛋白如GTPase基因(也称为OPA1、FLJ12460、KIAA0567、MGM1、NPG

和NTG；本文中称为OPA1)由跨超过90kb的基因组DNA分布的30个编码外显子构成。所述OPA1

线粒体动力蛋白位于染色体3q29上并编码普遍表达的动态相关GTPase，所述GTPase通过N‑

末端输入序列输入到线粒体中并定位到面向膜间空间的内膜。OPA1含有由机械酶的动力蛋

白超家族的成员共享的高度保守的功能性GTPase结构域并且调节若干重要的细胞过程，包

含线粒体网络的稳定性。在人类中，OPA1通过外显子4、4b和5b的差异剪接产生至少八种同

种型。仅出于命名而非限制的目的，整个人类OPA1基因序列的序列以及已知转录物图谱和

序列可通过在线ensembl数据库公开获得，记录为ENSG00000198836。人类OPA1的示例性基

因序列示出于NCBI参考序列NM_130837或SEQ  ID  NO：2489和UniProt  ID  O60313或SEQ  ID 

NO：2490中。
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[0118] OPA1基因含有在内含子7(位于外显子7与8之间)中具有过早终止密码子(PTC)的

内含子。在一些受试者中，来自野生型OPA1基因的一定比例的OPA1  RNA转录物保留含有此

PTC的内含子7的一部分；此保留的内含子部分在经转录的RNA中被称为外显子7x。含有外显

子7x(含有PTC的保留的内含子区段)的RNA转录物经受无义介导的RNA衰变。因此，被翻译成

成熟野生型蛋白质的一部分OPA1  RNA，以及由于PTC的存在而几乎立即被RNA酶降解的一部

分OPA1  RNA。

[0119] 如本文所述，根据任何实例的ASO与人类OPA1前体mRNA的靶向部分结合，并且通过

促进哺乳动物细胞中OPA1剪接中外显子7x的排除来增加OPA1蛋白的表达。

[0120] 不受理论或作用模式的束缚，认为在哺乳动物细胞中与人类OPA1前体mRNA的靶向

部分结合并导致NMD外显子7x被排除的ASO通过阻止NMD外显子7x的翻译来增加OPA1蛋白的

表达。

[0121] 本文还描述了根据任何实例的ASO与OPA1  mRNA的5′UTR或3′UTR结合并且增加

OPA1蛋白的表达。

[0122] 不受理论或作用模式的束缚，认为与5′UTR结合的ASO通过空间抑制来自上游开放

阅读框(uORF)起始位点的翻译和/或空间抑制UTR中的二级结构和/或抑制脱帽酶的结合

和/或活性来增加OPA1蛋白的表达。

[0123] 本文还描述了根据任何实例的ASO与OPA1  mRNA的3′UTR或3′UTR结合并且增加

OPA1蛋白的表达。不受理论或作用模式的束缚，此类ASO可以在空间上抑制miRNA与3′UTR的

结合。

[0124] 反义寡核苷酸(ASO)

[0125] 在本文所述的组合物和方法的一些实例中，ASO具有跨其长度与靶序列完全互补

的序列或接近互补性的序列(例如，足够的互补性以与靶序列结合，从而促进外显子剪接)。

ASO被设计成使得其与靶RNA序列(例如，前体mRNA转录物的靶向部分)结合(杂交)并在生理

条件下保持杂交。在可能的情况下，为ASO选择合适的序列通常避免基因组或细胞mRNA或

miRNA中的其它(即，脱靶)位置中的类似核酸序列，使得ASO将在这些位点处杂交的可能性

受到限制。

[0126] 在一些实例中，ASO与靶核酸或OPA1  mRNA  5′UTR的靶向部分“特异性杂交”或对其

具有“特异性”。在一些实例中，ASO与靶核酸或OPA1前体mRNA的靶向部分“特异性杂交”或对

其具有“特异性”。在给定的离子强度和pH下，Tm是50％的靶序列与互补寡核苷酸杂交的温

度。

[0127] 当杂交以反平行构型在两个单链多核苷酸之间发生时，ASO序列与其靶序列“互

补”。根据通常接受的碱基配对规则，互补性可以根据预期彼此形成氢键的相对链中的碱基

比例(例如，百分比)来定量。ASO的核苷酸序列不需要与其杂交的靶核酸的核苷酸序列

100％互补。在某些实例中，本文所公开的组合物中的ASO的核苷酸序列可以在ASO核苷酸序

列的长度上与RNA转录物的靶向部分的核苷酸序列至少60％、至少65％、至少70％、至少

75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％或100％互补。例如，ASO序列的20个核苷酸

中的18个核苷酸与靶区互补并且将因此特异性杂交的ASO将表示90％的互补性。在此类实

例中，ASO的剩余非互补核苷酸可以聚集在一起或穿插有互补核苷酸，并且不需要是连续

的。ASO序列与靶核苷酸序列的互补性(表达为与其靶序列的“互补性百分比”；或与其反向
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互补序列的“同一性百分比”)可以使用本领域中已知的算法常规地确定，如BLAST程序(基

本局部比对搜索工具)和PowerBLAST程序(Altschul等人，1990，《分子生物学杂志(J 

Mol.Biol.)》，215：403‑410；Zhang等人，1997，《基因组研究(Genome  Res.)》，7：649‑656)中

所例示的。

[0128] 在一些实例中，ASO不与靶序列中的所有核苷酸杂交，并且其杂交的核苷酸位置可

以是连续的或不连续的。ASO可以在mRNA的5′UTR区的一个或多个区段上或在OPA1前体mRNA

的内含子7的一个或多个区段上杂交，使得在杂交事件中不涉及中间或相邻区段(例如，可

以形成环结构或发夹结构)。

[0129] 在一些实例中，本文所述的ASO的核苷酸序列与OPA1  mRNA  5′UTR的靶向部分互

补。例如，ASO与对应于SEQ  ID  NO：55的OPA1  mRNA的5′UTR的靶向部分互补。在一些实例中，

ASO与对应于SEQ  ID  NO：55的涵盖5′UTR的OPA1  mRNA的靶向部分互补。在一些实例中，ASO

的核苷酸序列在ASO的长度上与OPA1  5′UTR的靶向部分的核苷酸序列至少60％、65％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％或100％互补。

[0130] 在一些实例中，与OPA1  mRNA的5′UTR的靶向部分结合的ASO的核苷酸序列包括SEQ 

ID  NO：56‑138中的任一个或由其组成。

[0131] 在一些实例中，本文所述的ASO的核苷酸序列与OPA1前体mRNA的内含子7的靶向部

分互补。在一些实例中，ASO与足够接近外显子7x的受体位点的靶向部分互补，以促进OPA1 

mRNA剪接中外显子7x的排除，例如反义寡核苷酸包括SEQ  ID  NO：2‑54中的任一个。在一些

实例中，ASO与足够接近外显子7x的受体位点的靶向部分互补，以促进OPA1  mRNA剪接中外

显子7x的排除，例如反义寡核苷酸包括SEQ  ID  NO：2‑54或SEQ  ID  NO：2491‑2503中的任一

个。在一些实例中，ASO与足够接近外显子7x的受体位点的靶向部分互补，以促进OPA1  mRNA

剪接中外显子7x的排除，例如反义寡核苷酸包括SEQ  ID  NO：2491‑2503中的任一个。在一些

实例中，ASO的核苷酸序列在ASO的长度上与OPA1前体mRNA的内含子7的靶向部分的核苷酸

序列至少60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％或100％互补。

[0132] 在一些实例中，本文所述的ASO的核苷酸序列与OPA1  mRNA  3′UTR的靶向部分互

补。例如，ASO与对应于SEQ  ID  NO：139的OPA1  mRNA的3′UTR的靶向部分互补。在一些实例

中，ASO与对应于SEQ  ID  NO：139的涵盖3′UTR的OPA1  mRNA的靶向部分互补。在一些实例中，

ASO的核苷酸序列在ASO的长度上与OPA1  3′UTR的靶向部分的核苷酸序列至少60％、65％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％或100％互补。

[0133] 本文所述的ASO可以具有任何适用于与靶序列特异性杂交的长度。在一些实例中，

ASO的核苷酸序列由8至50个核苷酸组成。例如，ASO序列的长度可以为10个、11个、12个、13

个、14个、15个、16个、17个、18个、19个、20个、21个、22个、23个、24个、25个、26个、27个、28

个、29个、30个、31个、32个、33个、34个、35个、40个、45个或50个核苷酸。在一些实例中，ASO

由长度超过50个核苷酸但不超过100个核苷酸组成。

[0134] 在一些实例中，ASO核苷酸序列的长度为8至50个核苷酸、8至40个核苷酸、8至35个

核苷酸、8至30个核苷酸、8至25个核苷酸、8至20个核苷酸、8至15个核苷酸、9至50个核苷酸、

9至40个核苷酸、9至35个核苷酸、9至30个核苷酸、9至25个核苷酸、9至20个核苷酸、9至15个

核苷酸、10至50个核苷酸、10至40个核苷酸、10至35个核苷酸、10至30个核苷酸、10至25个核

苷酸、10至20个核苷酸、10至15个核苷酸、11至50个核苷酸、11至40个核苷酸、11至35个核苷
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酸、11至30个核苷酸、11至25个核苷酸、11至20个核苷酸、11至15个核苷酸、12至50个核苷

酸、12至40个核苷酸、12至35个核苷酸、12至30个核苷酸、12至25个核苷酸、12至20个核苷

酸、12至15个核苷酸、13至50个核苷酸、13至40个核苷酸、13至35个核苷酸、13至30个核苷

酸、13至25个核苷酸、13至20个核苷酸、14至50个核苷酸、14至40个核苷酸、14至35个核苷

酸、14至30个核苷酸、14至25个核苷酸、14至20个核苷酸、15至50个核苷酸、15至40个核苷

酸、15至35个核苷酸、15至30个核苷酸、15至25个核苷酸、15至20个核苷酸、20至50个核苷

酸、20至40个核苷酸、20至35个核苷酸、20至30个核苷酸、20至25个核苷酸、25至50个核苷

酸、25至40个核苷酸、25至35个核苷酸或25至30个核苷酸。在一些实例中，ASO的长度为17个

核苷酸。在一些优选的实例中，ASO核苷酸的核苷酸序列的长度为25个核苷酸。

[0135] ASO化学物质和修饰

[0136] 本文所述的组合物中所使用的ASO可以包括天然存在的核苷酸、核苷酸类似物、经

修饰的核苷酸或其任何组合。术语“天然存在的核苷酸”包含脱氧核糖核苷酸和核糖核苷

酸。术语“经修饰的核苷酸”包含具有经修饰的或经取代的糖基团和/或具有经修饰的骨架

的核苷酸。在一些实例中，ASO的所有核苷酸都是经修饰的核苷酸。与本文所述的组合物和

方法相容的ASO或ASO组分的化学修饰在本领域中是已知的，如在例如美国专利第8,258,

109号、美国专利第5,656,612号、美国专利公开号2012/0190728以及Roberts等人，2020，

《自然评论药物发现(Nature  Rev.Drug  Disc.)》，19：673‑694中所公开的。

[0137] ASO的一个或多个核苷酸可以是任何天然存在的、未经修饰的核碱基(如腺嘌呤、

鸟嘌呤、胞嘧啶、胸腺嘧啶、尿嘧啶和肌苷)或与未经修饰的核碱基充分类似的任何合成的

或经修饰的核碱基，使得其能够与靶RNA转录物上存在的核碱基进行氢键合。合适的经修饰

的核碱基的实例包含但不限于次黄嘌呤、黄嘌呤、7‑甲基鸟嘌呤、5，6‑二氢尿嘧啶、5‑甲基

胞嘧啶和5羟甲基胞嘧啶。

[0138] ASO包含“骨架”结构，其是指ASO的核苷酸/单体之间的连接。在天然存在的寡核苷

酸中，骨架包括连接相邻核苷酸的糖部分的3′‑5′磷酸二酯键。适用于本文所述的ASO的骨

架键的类型包含但不限于磷酸二酯、硫代磷酸酯、二硫代磷酸酯、磷酸二酰胺、硒代磷酸酯、

二硒代磷酸酯、硫代苯胺磷酸酯(phosphoroanilothioate)、苯胺磷酸酯、氨基磷酸酯等。在

一些实例中，骨架修饰是硫代磷酸酯键。在其它实例中，骨架修饰是磷酸二酰胺键。参见例

如，Roberts等人见上文；以及Agrawal(2021)，《生物医学(Biomedicines)》，9：503。在一些

实例中，ASO的骨架结构不含有基于磷的键，而是含有例如肽核酸(PNA)中的肽键或包含氨

基甲酸酯、酰胺以及直链和环状烃基团在内的连接基团。

[0139] 在一些实例中，ASO骨架的磷核苷酸间键中的每个磷核苷酸间键处的立体化学是

随机的。在其它实例中，ASO骨架的磷核苷酸间键中的每个磷核苷酸间键处的立体化学是受

控的并且不是随机的。例如，美国专利第9,605,019号描述了用于独立地选择寡核苷酸中的

每个磷原子处的手性偏手性的方法。在一些实例中，本文所公开的方法中所使用的组合物

或组合物包括纯的非对映异构体ASO。在其它实例中，组合物包括非对映异构体纯度为至少

约90％、至少约91％、至少约92％、至少约93％、至少约94％、至少约95％、至少约96％、至少

约97％、至少约98％、至少约99％、约100％、约90％至约100％、约91％至约100％、约92％至

约100％、约93％至约100％、约94％至约100％、约95％至约100％、约96％至约100％、约

97％至约100％、约98％至约100％或约99％至约100％的ASO。
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[0140] 在一些实例中，ASO在其磷核苷酸间键处具有Rp和Sp构型的非随机混合物。在一些

实例中，本文所公开的组合物和方法中所使用的ASO包括约5‑100％Rp、至少约5％Rp、至少

约10％Rp、至少约15％Rp、至少约20％Rp、至少约25％Rp、至少约30％Rp、至少约35％Rp、至

少约40％Rp、至少约45％Rp、至少约50％Rp、至少约55％Rp、至少约60％Rp、至少约65％Rp、

至少约70％Rp、至少约75％Rp、至少约80％Rp、至少约85％Rp、至少约90％Rp或至少约95％

Rp，其余为Sp，或约100％Rp。

[0141] 在一些实例中，本文所述的ASO含有包括核糖或脱氧核糖的糖部分、或经修饰的糖

部分或糖类似物，包含吗啉环。经修饰的糖部分的合适的实例包含但不限于2′取代，如2′‑

O‑修饰、2′‑O‑甲基(2′‑O‑Me)、2′‑O‑甲氧基乙基(2'MOE)、2′‑O‑氨基乙基、2′F、N3′‑>P5'氨

基磷酸酯、2′二甲基氨基氧基乙氧基、2′二甲基氨基乙氧基乙氧基、2′‑胍、2′‑O‑胍乙基、氨

基甲酸酯修饰的糖和双环修饰的糖。在一些实例中，糖部分修饰选自2′‑O‑Me、2'F和2'MOE。

在其它实例中，糖部分修饰是额外的桥键，如在锁核酸(LNA)中。在一些实例中，糖类似物含

有吗啉环，如磷酸二酰胺吗啉代(PMO)。在一些实例中，糖部分包括核糖呋喃糖基或2′脱氧

核糖呋喃糖基修饰。在一些实例中糖部分包括2′4′‑受限的2′‑O‑甲氧基乙基(cMOE)修饰。

在一些实例中，糖部分包括cEt  2′，4′受限的2′‑O乙基BNA修饰。在其它实例中，糖部分包括

三环DNA(tcDNA)修饰。在一些实例中，糖部分包括乙烯核酸(ENA)修饰。在一些实例中，糖部

分包括2′‑O‑(2‑N‑甲基氨基甲酰乙基)(MCE)。修饰在本领域中是已知的，如Jarver等人，

2014，《核酸治疗剂(Nucleic  Acid  Therapeutics)》，24(1)：3747中所例示的。

[0142] 在一些实例中，以相同的方式修饰ASO的每个组成核苷酸，例如，ASO的骨架的每个

键包括硫代磷酸酯键，或者每个核糖部分包括2′‑O‑甲基修饰。在其它实例中，使用不同修

饰的组合，例如，包括磷酸二酰胺键和包括吗啉环(吗啉代)的糖部分的组合的ASO。

[0143] 在一些实例中，ASO包括一个或多个骨架修饰。在一些实例中，ASO包括一个或多个

糖部分修饰。在一些实例中，ASO包括一个或多个骨架修饰和一个或多个糖部分修饰。在一

些实例中，ASO包括2'MOE修饰和硫代磷酸酯骨架。在一些实例中，ASO包括肽核酸(PNA)。

[0144] 在一些实例中，ASO包括磷酸二酰胺吗啉代(PMO)。

[0145] 本领域的技术人员将理解，ASO可以被修饰，以便实现ASO的期望特性或活性或者

降低ASO的不期望的特性或活性。在一些实例中，ASO被修饰以改变一个或多个特性。例如，

此类修饰可以：增强对前体mRNA转录物上的靶序列的结合亲和力；减少与任何非靶序列的

结合；减少由细胞核酸酶(例如，RNA酶H)引起的降解；改善ASO摄取到细胞和/或特定亚细胞

区室中；改变ASO的药代动力学或药效学；和/或调节ASO在体内的半衰期。

[0146] 在一些实例中，ASO包括一个或多个2′‑O‑(2‑甲氧基乙基)(MOE)硫代磷酸酯修饰

的核苷酸，已经显示其赋予ASO对核酸酶降解的显著增强的抗性和增加的生物利用度。

[0147] 用于合成和化学修饰ASO以及合成ASO缀合物的方法在本领域中是熟知的，并且此

类ASO是可商购获得的。

[0148] 在一些实例中，此处所提供的组合物(例如，药物组合物)包含具有不同化学物质

但与OPA1  mRNA  5′UTR的同一靶向部分互补的两种或更多种ASO。在其它实例中，与OPA1 

mRNA  5′UTR的不同靶向部分互补的两种或更多种ASO。

[0149] 在一些实例中，此处所提供的组合物(例如，药物组合物)包含具有不同化学物质

但与OPA1前体mRNA的内含子7的同一靶向部分互补的两种或更多种ASO。在其它实例中，与
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OPA1前体mRNA的内含子7的不同靶向部分互补的两种或更多种ASO。

[0150] 在一些实例中，此处所提供的组合物(例如，药物组合物)包含具有不同化学物质

但与OPA1  mRNA  3′UTR的同一靶向部分互补的两种或更多种ASO。在其它实例中，与OPA1 

mRNA  3′UTR的不同靶向部分互补的两种或更多种ASO。

[0151] 在一些实例中，本文所公开的组合物包含与功能性部分连接的ASO。在一些实例

中，功能性部分是递送部分、靶向部分、检测部分、稳定部分或治疗部分。在一些实例中，功

能性部分包含递送部分或靶向部分。在一些实例中，功能性部分包含稳定部分。在一些实例

中，功能性部分是递送部分。

[0152] 合适的递送部分包含但不限于脂质、肽、碳水化合物和抗体。

[0153] 在一些实例中，递送部分包含细胞穿透肽(CPP)。在例如PCT/AU2020/051397中描

述了CPP的合适的实例。在一些实例中，CPP的氨基酸序列包括以下或由以下组成：

RRSRTARAGRPGRNSSRPSAPRGASGGASG(SEQ  ID  NO：2504)。在一个实例中，CPP包括序列

RRSRTARAGRPGRNSSRPSAPRGASGGASG(SEQ  ID  NO：2504)，任选地其中除了甘氨酸之外的任何

氨基酸是D氨基酸。在其它实例中，递送部分包含受体结合结构域。在其它实例中，递送部分

包含碳水化合物。在一些实例中，碳水化合物递送部分选自N乙酰基半乳糖胺(GalNAc)、N‑

Ac‑葡糖胺(GluNAc)和甘露糖。在一个实例中，碳水化合物递送部分是GalNac。

[0154] 在其它实例中，递送部分包含脂质。作为递送部分的合适的脂质的实例包含但不

限于胆固醇部分、胆固醇基部分和脂肪族脂质。在一些实例中，递送部分包含脂肪酸或脂质

部分。在一些实施例中，脂肪酸链长度为约C8至C20。在例如国际专利公布WO  2019232255和

Prakash等人，(2019)中找到了合适的脂肪酸部分和其与寡核苷酸的缀合的实例。

[0155] 在另外的实例中，递送部分包含抗体，如在例如Dugal‑Tessier等人，(2021)，《临

床医学杂志(J  Clin  Med.)》，10(4)：838中所描述的。

[0156] 稳定部分的合适的实例包含但不限于聚乙二醇(PEG)、聚(低聚(乙二醇)甲醚甲基

丙烯酸酯)(POEGMA)和聚(2‑噁唑啉)s(POx)。

[0157] 在一些实例中，在ASO与功能性部分连接的情况下，功能性部分与ASO共价连接。在

其它实例中，功能性部分与ASO非共价连接。

[0158] 功能性部分可以在糖、碱基或磷酸酯基团上的若干位置中的任何位置处与ASO中

的任何核苷酸中的一个或多个核苷酸连接，如本领域所理解的并且在文献中所描述的，例

如使用接头。接头可以包含二价或三价支链接头。在一些实例中，功能性部分与ASO的5′端

连接。在其它实例中，功能性部分与ASO的3′端连接。在另外的实例中，功能性部分与ASO的

5′端和3′连接。

[0159] 在一些实例中，包括本文所公开的ASO中的任何ASO的组合物还包含与ASO复合的

递送纳米载体。在一些实例中，递送纳米载体选自脂质复合物、脂质体、外泌体、无机纳米颗

粒和DNA纳米结构。在其它实例中，递送纳米载体包含包封ASO的脂质纳米颗粒。各种递送

ASO‑纳米载体复合物形式在本领域中是已知的，如在例如Roberts等人，见上文中所综述

的。

[0160] 药物组合物

[0161] 本文还提供了药物组合物，所述药物组合物包括本文所公开的任何前述ASO和经

修饰的信使RNA(mmRNA)，并且与至少一种药学上可接受的赋形剂(包含载体、填料、防腐剂、
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佐剂、增溶剂和/或稀释剂)一起调配。

[0162] 可以根据制药工业中熟知的并且在所公开的文献中描述的常规技术来制备用于

本文所公开的方法中的含有本文所述的ASO组合物中的任何ASO组合物的药物组合物。在一

些实例中，用于治疗受试者的药物组合物包括治疗有效量的本文所公开的任何ASO。

[0163] 药学上可接受的盐适用于与人类和低等动物的组织接触而没有过度的毒性、刺

激、过敏应答等，并且与合理的益处/风险比相称。药学上可接受的无毒的酸加成盐的实例

是用无机酸(如盐酸、氢溴酸、磷酸、硫酸和高氯酸)或有机酸(如乙酸、草酸、马来酸、酒石

酸、柠檬酸、琥珀酸或丙二酸)形成的氨基的盐。其它药学上可接受的盐包含己二酸盐、藻酸

盐、抗坏血酸盐、天冬氨酸盐、苯磺酸盐、苯甲酸盐、硫酸氢盐、硼酸盐、丁酸盐、樟脑酸盐、樟

脑磺酸盐、柠檬酸盐、环戊烷丙酸盐、二葡糖酸盐、十二烷基硫酸盐、乙磺酸盐、甲酸盐、富马

酸盐、葡庚糖酸盐、甘油磷酸盐、葡糖酸盐、半硫酸盐、庚酸盐、己酸盐、氢碘酸、2‑羟基‑乙磺

酸盐、乳糖酸盐、乳酸盐、月桂酸盐、十二烷基硫酸盐、苹果酸盐、马来酸盐、丙二酸盐、甲磺

酸盐、2‑萘磺酸盐、烟酸盐、硝酸盐、油酸盐、草酸盐、棕榈酸盐、双羟萘酸盐、果胶酸盐、过硫

酸盐、3‑苯基丙酸盐、磷酸盐、苦味酸盐、新戊酸盐、丙酸盐、硬脂酸盐、琥珀酸盐、硫酸盐、酒

石酸盐、硫氰酸盐、对甲苯磺酸钠、十一酸盐、戊酸盐等。代表性碱或碱土金属盐包含钠、锂、

钾、钙、镁等。另外的药学上可接受的盐包含在适当时使用如卤化物、氢氧化物、羧酸盐、硫

酸盐、磷酸盐、硝酸盐、低级烷基磺酸盐和芳基磺酸盐等抗衡离子形成的无毒铵、季铵和胺

阳离子。

[0164] 可用于本公开的组合物的示例性盐包含氯化钙、氯化镁或氯化钠。

[0165] 在一个实例中，组合物包括缓冲液。可用于本公开的组合物的示例性缓冲液包含

磷酸钠。

[0166] 在一些实例中，药物组合物被调配成多种可能的剂型中的任一种，包含但不限于

眼部乳剂、局部软膏剂、玻璃体内注射用溶液、静脉内施用、鞘内施用、枕大池内施用、片剂、

胶囊、凝胶胶囊、液体糖浆和软凝胶。在一些实例中，组合物被调配为在水性、非水性或混合

介质中的悬浮液。水性悬浮液可以进一步含有增加悬浮液的粘度的物质，包含例如羧甲基

纤维素钠、山梨醇和/或葡聚糖。悬浮液也可以含有稳定剂。在一些实例中，本文所公开的药

物调配物是以包含但不限于溶液、乳液、微乳液、泡沫或含有脂质体的调配物(例如，阳离子

或非阳离子脂质体)的形式提供的。

[0167] 在一些实例中，包括本文所述的ASO中的任何ASO的药物调配物可以包括一种或多

种渗透增强剂、载体、赋形剂或适当且技术人员已知的其它活性或非活性成分。在一些实例

中，在药物组合物包含脂质体的情况下，此类脂质体还可以包含在空间上稳定的脂质体，例

如包括一种或多种特化脂质的脂质体。这些特化脂质产生具有增强的循环寿命的脂质体。

在一些实例中，在空间上稳定的脂质体包括一种或多种糖脂或用一种或多种亲水性聚合物

(如PEG部分)衍生化。在一些实例中，表面活性剂包含在药物调配物中。

[0168] 在一些实例中，药物组合物还包含渗透增强剂以增强ASO的递送，例如以帮助扩散

穿过细胞膜和/或增强亲脂性药物的渗透性。在一些实例中，渗透增强剂包含表面活性剂、

脂肪酸、胆汁盐或螯合剂。

[0169] 在一些实例中，药物组合物包括范围为约0.01mg/kg至20mg/kg(例如，0.05mg/kg、

0.1mg/kg、0.2mg/kg、0.5mg/kg、1mg/kg、3mg/kg、5mg/kg、8mg/kg、10mg/kg、15mg/kg)的ASO
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剂量，或范围为约0.01mg/kg至20mg/kg的另一剂量。

[0170] 在一些实例中，药物组合物包括多种ASO。在一些实例中，药物组合物除了ASO之外

还包括适用于治疗患有青光眼的受试者的另一种药物或治疗剂。

[0171] 组合疗法

[0172] 包括本文所公开的ASO中的任何ASO的药物组合物还可以与具有治疗价值的其它

药剂组合地用于治疗青光眼。通常，其它药剂不一定必须在同一药物组合物中施用，并且由

于不同的物理和化学特性，可以通过不同的途径施用。在可能的情况下，在同一药物组合物

中确定施用模式和施用合理性完全在熟练的临床医生的知识范围内。可以根据本领域中已

知的既定方案进行初始施用，并且然后基于所观察到的效果，熟练的临床医生可以修改剂

量、施用模式和施用时间。

[0173] 根据所治疗的青光眼的阶段和进展、患者的病状和所使用的具体治疗剂的选择，

可以并发地(例如，同时、基本上同时或在同一治疗方案内)或顺序地施用包括ASO和另外的

治疗剂的组合物和药物组合物。在评估所治疗的青光眼和患者的病状之后，确定在治疗方

案期间每种治疗剂的施用顺序和施用重复次数完全在熟练医生的知识范围内。

[0174] 本领域的技术人员已知，当药物用于治疗组合时，治疗有效剂量可以变化。用于以

实验方式确定用于组合治疗方案的药物和其它药剂的治疗有效剂量的方法描述于文献中。

举例来说，文献中已广泛描述节拍式给药的使用，即，提供较频繁、较低剂量以便最小化毒

副作用。组合治疗进一步包含在不同时间开始和停止的周期性治疗，以帮助患者的临床管

理。

[0175] 对于组合疗法，共同施用的治疗剂的剂量当然将根据所采用的助剂的类型、ASO和

所治疗的患者的疾病阶段而变化。

[0176] 构成本文所公开的组合疗法的包括ASO和另外的治疗剂的药物组合物可以是组合

剂型或呈旨在用于基本上同时施用的单独剂型。构成组合疗法的药物组合物也可以顺序地

施用，其中任一治疗剂通过要求两步施用的方案施用。两步施用方案可需要依序施用活性

剂或间隔开施用独立活性剂。根据每种药剂的特性，如药剂的效力、溶解度、生物利用度、血

浆半衰期和动力学特征，多个施用步骤之间的时间段可以在从几分钟至几小时的范围内。

还可以评估各种生理参数的昼夜变化以确定最优剂量间隔。

[0177] 适用于与本文所公开的组合物或药物组合物共同施用的治疗剂的实例包含但不

限于前列腺素(例如，拉坦前列素(latanoprost) 曲伏前列素(travoprost)

他氟前列素(tafluprost) 比马前列素(bimatoprost)

和布诺‑拉坦前列烯(latanoprostene  bunod) )、β阻断剂(例如，噻

吗洛尔(timolol) 和倍他洛尔(betaxolol)

α‑肾上腺素能激动剂(例如，阿拉可乐定(apraclonidine) 和溴莫尼定

(brimonidine)(Alphagan  P， ))、碳酸酐酶抑制剂(例如，多佐胺(dorzolamide)

和布林佐胺(brinzolamide) )、rho激酶抑制剂(例如，奈他地尔

(netarsudil) )以及缩瞳剂或胆碱能药剂(例如，匹鲁卡品(pilocarpine)

(Isopto ))。

[0178] 本公开不限于以下非限制性实例。
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[0179] 实例

[0180] 实例1：ASO设计靶向排除OPA1  NMD外显子7x

[0181] OPA1内含子7和外显子7x的ASO靶区示出于图1A和1C中。长度为24‑25个核苷酸的

ASO(表1，SEQ  ID  NO：2‑9)被设计成靶向内含子7中的内含子剪接增强子基序(使用

SpliceAid在线工具预测)，以介导外显子7x的排除并产生生产性的OPA1转录物。将经鉴定

的ASO序列合成为PMO和/或2 'MOE化学物质并且使用 电穿孔系统(赛默飞世尔公

司)以25μM和50μM核转染到携带OPA1突变(c.27082711delTTAG)的HEK293细胞或ADOA患者

成纤维细胞中，并且将经核转染的细胞培养48小时。使用MagMAXTM‑96总RNA分离试剂盒提取

总RNA，并且通过数字液滴PCR(凯杰公司(Qiagen)；探针目录号：dHsaCPE5043545)评估OPA1

转录物的水平。将OPA1转录物表达相对于GAPDH、RPL27和SCL25A3转录物水平归一化(凯杰

公司；探针目录号分别是：dHsaCPE5031596、dHsaCPE5036407、dHsaCPE5032926)。图2中示出

了ASO筛选的结果。使用如图3所示的蛋白质印迹测定，进一步验证了显示诱导的OPA1  mRNA

水平的PMO增加OPA1蛋白上调的能力。进行ASO序列(图4，表1；SEQ  ID  NO：10‑31和表2；SEQ 

ID  NO：32‑54)的进一步细化，以减少或延长ASO长度和微行走或经工程化的错配寡核苷酸，

并且通过ddPCR和蛋白质测定来重新验证。图5和6中示出了细化的ASO在诱导OPA1上调方面

的功效。

[0182] 实例2：ASO设计靶向OPA1转录物的5′UTR

[0183] 长度为18‑25个核苷酸的ASO(表3，SEQ  ID  NO：56‑116)被设计成在空间上抑制

uORF或降低5′UTR中RNA二级结构的复杂性。使用RNAfold在线工具预测RNA的二级结构。将

经鉴定的ASO序列合成为PMO和或2'MOE化学物质并且使用 电穿孔系统(赛默飞世

尔公司)以25μM和50μM核转染到携带OPA1突变(c.27082711delTTAG)的HEK293细胞或ADOA

患者成纤维细胞中，并且将经核转染的细胞培养48小时。按照制造商的说明书，使用

CytoBuster蛋白质提取试剂(默克密理博公司(MerckMillipore))从经转染的细胞中采集

总蛋白质，并且使用兔抗OPA1单克隆抗体(细胞信号传导公司，目录号67589)在含5％BSA的

TBST缓冲液中以1：250的稀释度，随后是山羊抗兔IgG  H&L抗体(艾博抗公司(Abcam)，目录

号ab216773， 800CW)通过蛋白质印迹测定来评估。β‑肌动蛋白用作负载对照，并且

使用单克隆小鼠抗β肌动蛋白抗体(西格玛‑奥德里奇公司(Sigma‑Aldrich)，目录号A5441)

随后是山羊抗小鼠IgG  H&L抗体(艾博抗公司，目录号ab216776， 680RD)来检测。ASO

序列通过微行走或经工程化的错配寡聚苷酸来进一步细化和/或延伸至多30个核苷酸(表

3；SEQ  ID  NO：117‑138)。随后使用蛋白质印迹测定重新验证ASO，并且将结果示出于图7中。

[0184] 实例3：ASO设计靶向3′UTR以增加OPA1表达水平

[0185] 在ENST00000361510转录物的3′UTR的序列上以3bp的距离增量进行25聚体(表4；

SEQ  ID  NO：140‑1312)或17聚体(表5；SEQ  ID  NO：1313‑2488)的ASO序列“微行走(micro‑

walk)”，以介导RNA稳定性的改善。使用实例1和2中所描述的ddPCR和蛋白质印迹测定，筛选

ASO以指导ASO选择OPA1表达上调。

[0186] 实例4：PPMO介导的OPA1上调以改善线粒体ATP产生

[0187] PMO  OPA1  H1A(+10+32)1mm10C>T(SEQ  ID  NO：112)与CPP缀合以增强递送到细胞

中。测试CPP‑PMO(或PPMO)改善源自具有不同OPA1突变的ADOA患者的成纤维细胞中OPA1蛋

白上调的能力。将PPMO与患者成纤维细胞一起温育，并且使用蛋白质印迹测定评估PPMO诱
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导的OPA1上调的功效。按照制造商的说明书，使用RIPA缓冲液(赛默飞世尔公司)从经转染

的细胞中采集总蛋白质，并且使用兔抗OPA1单克隆抗体(细胞信号传导技术公司(Cell 

Signaling  Technology)，目录号67589)在含5％BSA的TBST缓冲液中以1：250的稀释度，随

后是山羊抗兔IgG  H&L抗体(艾博抗公司，目录号ab216773， 800CW)通过蛋白质印迹

测定来评估。HPRT1用作负载对照，并且使用HPRT1多克隆抗体 (蛋白质技术公司

(ProteinTech)，目录号15059‑1‑AP)来检测。比较无PPMO转染的细胞(UT)与OPA1  PPMO温育

的细胞之间的OPA1蛋白表达水平。图8示出了与未经处理的患者成纤维细胞相比，PPMO表现

出OPA1蛋白表达的上调(n＝3个生物学复制品)。另外，通过使用 测定评估

ATP水平来评估经PPMO处理的细胞的线粒体功能的改善。将经PPMO处理的细胞在补充有5mM

丙酮酸(目录号11360070，赛默飞世尔公司)的葡萄糖饥饿条件中培养，以连续提供用于线

粒体呼吸链反应的底物，同时使用2.5mM  D‑脱氧葡萄糖(目录号D8375，西格玛‑奥德里奇公

司)抑制糖酵解。使用14.7‑10,000nM  ATP(目录号R0441，赛默飞世尔公司)分析ATP标准曲

线。图9中的结果示出了在用靶向OPA1转录物的5′UTR的PPMO(SEQ  ID  NO：112)处理的患者

成纤维细胞中线粒体ATP产生的改善。

[0188] 实例5：PPMO处理在源自ADOA患者的RGC富集的培养物中诱导总OPA1蛋白

[0189] 将PPMO  OPA1  H1A(+10+32)1mm10C>T(SEQ  ID  NO：112)与源自携带OPA1突变

(c.985‑1G>A)的ADOA患者的iPSC‑RGC一式三份一起温育120小时。按照制造商的说明书，使

用CytoBuster蛋白质提取试剂(默克密理博公司)从经转染的细胞中采集总蛋白质，并且使

用兔抗OPA1单克隆抗体(细胞信号传导技术公司，目录号67589)在含5％BSA的TBST缓冲液

中以1：250的稀释度，随后是山羊抗兔IgG  H&L抗体(艾博抗公司，目录号ab216773，

800CW)通过蛋白质印迹测定来评估。β‑肌动蛋白用作负载对照，并且使用单克隆小鼠抗β肌
动蛋白抗体(西格玛‑奥德里奇公司，目录号A5441)随后是山羊抗小鼠IgG  H&L抗体(艾博抗

公司，目录号ab216776， 680RD)来检测。图10示出了与未经处理的患者成纤维细胞

相比，PPMO介导的总OPA1蛋白在10μM下上调了至多1.3倍。斯图登氏t检验用于统计分析。

[0190] 序列

[0191] SEQ  ID  NO：1：OPA1内含子7(小写字母)和外显子7X(大写字母)cDNA序列(GRCh38/

hg38：chr3193626203‑193628616)
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[0288]

[0289] SEQ  ID：2490：OPA1蛋白序列(UniProt  ID  O60313)
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[0290]

[0291] 表6：PMO细化以靶向OPA1转录物的内含子7

[0292] SEQ  ID ASO坐标 序列5′>3′

2491 OPA1_H7xA(‑134‑105) AAATACATATATAAAAAGGTCATTGTAAAA

2492 OPA1_H7xA(‑133‑104) GAAATACATATATAAAAAGGTCATTGTAAA

2493 OPA1_H7xA(‑132‑108) TACATATATAAAAAGGTCATTGTAA

2494 OPA1_H7xA(‑132‑103) TGAAATACATATATAAAAAGGTCATTGTAA

2495 OPA1_H7xA(‑131‑102) CTGAAATACAIATATAAAAAGGTCATTGTA

2496 OPA1_H7xA(‑127‑98) AATTCTGAAATACATATATAAAAAGGTCAT

2497 OPA1_H7xA(‑126‑97) AAATTCTGAAATACATATATAAAAAGGTCA

2498 OPA1_H7xA(‑126‑102) CTGAAATACATATATAAAAAGGTCA

2499 OPA1_H7xA(‑125‑96) GAAATTCTGAAATACATATATAAAAAGGTC

[0293] 表7：PMO细化以靶向OPA1转录物的5′UTR

[0294] SEQ  ID ASO坐标 序列5′>3′

2500 hOPA1_H1A(‑45‑24)2MM CATGCGCACAGTGCGTCGGAAT

2501 hOPA1_H1A(‑2+21)2MM CCTTTCTAGGCGTGCAGCACTA

2502 hOPA1_H1A(+64+85)2MM CATGGACTTCTGCAAGAGCCTA

2503 hOPA1_H1A(+66+87)2MM CGCATGGACTTCCGCAAGAGAT

[0295] SEQ  ID  NO：2504：CPP序列

[0296]
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图1
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图1续
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图1续
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