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本文描述了BBB转运融合蛋白质、编码所述

融合蛋白质的多核苷酸和被遗传修饰成表达并

分泌所述融合蛋白质的哺乳动物细胞，以及包含

所述融合蛋白质或分泌所述融合蛋白质的经遗

传修饰的细胞的组合物、可植入设备和设备制

剂，以及制造它们和使用它们治疗各种CNS疾病

和疾患，例如具有CNS表现的任何粘多糖贮积症

类型的方法。
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1.一种融合蛋白质，其包含由以下定义的N末端至C末端结构：式I：AB‑L1‑RB‑L2‑C或式

II：RB‑L1‑AB‑L2‑C，

其中对于式I和式II中的每一者：

AB包含与人血清白蛋白(HSA)结合的结构域；

L1可存在或不存在，包含第一接头氨基酸序列；

RB包含与人IGF1R(hIGF1R)的胞外结构域结合的结构域；

L2可存在或不存在，包含与所述第一接头氨基酸序列相同或不同的第二接头氨基酸序

列；并且

C是货物部分，任选地所述货物部分包含多肽的氨基酸序列，实质上由或由多肽的氨基

酸序列组成。

2.如权利要求1所述的融合蛋白质，其由式I：AB‑L1‑RB‑L2‑C定义。

3.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中AB和RB中的每一者均具有小于约75kDa、50kDa

或25kDa中的任一个的分子量，并且任选地所述货物部分具有约1kD至约200kD，或约2kD至

约100kD的分子量。

4.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中

(i)AB包含对应于抗HSA抗体的重链可变区的三个互补决定区CDR1、CDR2和CDR3的第一

氨基酸序列、第二氨基酸序列和第三氨基酸序列的集合，任选地所述第一氨基酸序列、第二

氨基酸序列和第三氨基酸序列的集合选自：

(a)GRTFIAYA(SEQ  ID  NO:1)、ITNFAGGTT(SEQ  ID  NO:2)、AADRSAQTMRQVRPVLPY(SEQ  ID 

NO:3)；

(b)GFLLRSNTM(SEQ  ID  NO:41)、IRPSGLT(SEQ  ID  NO:42)、HTRPPFQRDS(SEQ  ID  NO:

43)；

(c)GFLLRSNTM(SEQ  ID  NO:41)、IRPSGLT(SEQ  ID  NO:42)、ATRPPFQRDS(SEQ  ID  NO:

44)；

(d)GRTFDNYVM(SEQ  ID  NO:45)、ISGSGSIT(SEQ  ID  NO:46)、AAGSRRTYYREPKFYPS(SEQ 

ID  NO:47)；

(e)GSTFSSSSV(SEQ  ID  NO:48)、ITSGGST(SEQ  ID  NO:49)、NVAGRNWVPISRYSPGPY(SEQ 

ID  NO:50)；和

(f)GSTFSSSSV(SEQ  ID  NO:48)、ITSGGST(SEQ  ID  NO:49)、AVAGRNWVPISRYSPGPY(SEQ 

ID  NO:51)；或者

(ii)AB包含选自以下的氨基酸序列，实质上由或由选自以下的氨基酸序列组成：

(a)QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGRTFIAYAMGWFR  QAPGKEREFVAAITNFAGGTTYYADSVKGR

FTISRDNAKTTVYLQ  MNSLKPEDTALYYCAADRSAQTMRQVRPVLPYWGQGTQVTVSS(SEQ  ID  NO:4)或其

保守取代的变体；

(b)QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFIAYAMGWFR  QAPGKEREFVAAITNFAGGTTYYADSVKGR

FTISRDNAKTTVYLQ  MNSLRAEDTAVYYCAADRSAQTMRQVRPVLPYWGQGTLVTVSS(SEQ  ID  NO:5)或其

保守取代的变体；

(c)QVKLEESGGGLVQAGGSLRLSCVGPGFLLRSNTMGWYR  QAPGKERELVAFIRPSGLTNYNDAVQGRFT

ISRDNAKNTVYLQM  NALKPEDTAVYYCHTRPPFQRDSWGQGTQV  TVSS(SEQ  ID  NO:52)或其保守取代
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的变体；

(d)QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAGPGFLLRSNTMGWYR  QAPGKERELVAFIRPSGLTNYNDAVQGRFT

ISRDNAKNTVYLQM  NSLRAEDTAVYYCHTRPPFQRDSWGQGTLV  TVSS(SEQ  ID  NO:53)或其保守取代

的变体；

(e)QVQLVESGGGFVQAGGSLRLSCAASGRTFDNYVMAWFR  QAPGKEREFVASISGSGSITNYANSVKDRF

TISRDSAKNAIYLQMN  SLKPEDTALYYCAAGSRRTYYREPKFYPSWGQGTQVTVSS(SEQ  ID  NO:54)或其保

守取代的变体；

(f)EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFDNYVMAWFR  QAPGKGLEFVSSISGSGSITNYANSVKDRF

TISRDNSKNTLYLQMN  SLRAEDTAVYYCAAGSRRTYYREPKFYPSWGQGTLVTVSS(SEQ  ID  NO:55)或其保

守取代的变体；

(g)QVKLEESGGGLVQAGGSLKLSCAASGSTFSSSSVGWYRQ  APGQQRELVAAITSGGSTNTADSVKGRFT

MSRDNAKNTVYLQMR  DLKPEDTAVYYCNVAGRNWVPISRYSPGPYWGQGTQVTVSS(SE  Q  ID  NO:56)或其

保守取代的变体；和

(h)EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSTFSSSSVGWYRQ  APGKGLELVSAITSGGSTNTADSVKGRFT

ISRDNSKNTLYLQMNS  LRAEDTAVYYCNVAGRNWVPISRYSPGPYWGQGTLVTVSS(SEQ  ID  NO:57)或其保

守取代的变体。

5.如权利要求4所述的融合蛋白质，其中AB中的所述第一氨基酸序列、所述第二氨基酸

序列和所述第三氨基酸序列是：GRTFIAYA(SEQ  ID  NO:1)或其保守取代的变体；ITNFAGGTT

(SEQ  ID  NO:2)或其保守取代的变体；以及AADRSAQTMRQVRPVLPY(SEQ  ID  NO:3)或其保守取

代的变体。

6.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中AB包含来自sdAb的氨基酸序列，实质上由或由

来自sdAb的氨基酸序列组成。

7.如权利要求6所述的融合蛋白质，其中AB实质上由或由选自以下的氨基酸序列组成：

(i)SEQ  ID  NO:4；

(ii)SEQ  ID  NO:5；或

(iii)抗体的重链可变区的氨基酸序列，所述抗体与由SEQ  ID  NO:4或SEQ  ID  NO:5组

成的sdAb交叉竞争结合至HSA。

8.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质经由AB结合至HSA的结构域1

(DI)或结构域2(DII)并且基本上不抑制人FcRn与HSA的结合。

9.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中如通过表面等离子体共振在25℃下所确定，所

述融合蛋白质在约5.0至约7.4的pH范围内经由所述AB结构域以小于约0.1nM至约1,000nM

的解离常数(KD)亲和力结合至HSA，任选地其中所述KD是约0 .5nM至约500nM、约1nM至约

250nM、约5nM至约50nM、约10nM至约25nM，或约0.5nM至约1nM。

10.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质在25℃下在约5.5至约7.4的

pH范围内经由AB结合至至少一种哺乳动物血清白蛋白直系同源物，任选地其中所述融合蛋

白质经由AB结合至选自由小鼠血清白蛋白、大鼠血清白蛋白、仓鼠血清白蛋白、兔血清白蛋

白、豚鼠白蛋白、猪白蛋白、猫白蛋白、狗白蛋白和非人灵长类动物血清白蛋白组成的组的

两种或更多种哺乳动物血清白蛋白，任选地其中所述非人灵长类动物血清白蛋白是食蟹猴

血清白蛋白或恒河猴血清白蛋白。
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11.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质经由所述RB结构域结合至人

脑内皮细胞表面上表达的hIGF1R，任选地其中所述融合蛋白质经由RB结合至包含

FENFLHNSIFVPR(SEQ  ID  NO:6)的hIGF1R胞外结构域中的表位。

12.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质基本上不结合至人胰岛素受

体(h‑IR)，任选地其中所述融合蛋白质基本上不抑制胰岛素、胰岛素生长因子1(IGF1)或胰

岛素生长因子2(IGF2)与hIGF1R的结合。

13.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中如通过表面等离子体共振在25℃下所确定，

所述融合蛋白质在约5.0至约7.4的pH范围内经由RB以约0.1nM至约1 ,000nM的KD亲和力结

合至hIGF1R，任选地其中所述KD是(i)约0.2nM至约500nM、250nM、100nM、50nM、25nM或10nM

中的任一个；(ii)约0.5nM至约250nM、100nM、50nM、25nM、10nM或5nM中的任一个；或(iii)约

1nM至约100nM、50nM、25nM、10nM或5nM中的任一个。

14.如权利要求13所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质经由RB以1nM至10nM的KD结

合至hIGF1R。

15.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质在25℃下且在约5.0至约7.4

的pH范围内经由RB结合至至少一种哺乳动物IGF1R直系同源物，任选地其中所述融合蛋白

质经由RB结合至选自由小鼠IGF1R、大鼠IGF1R、仓鼠IGF1R、兔IGF1R、豚鼠IGF1R、狗IGF1R、

猫IGF1R和非人灵长类动物IGF1R组成的组的两种或更多种哺乳动物IGF1R蛋白质，任选地

其中所述非人灵长类动物IGF1R是食蟹猴IGF1R或恒河猴IGF1R。

16.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中

(i)RB包含对应于抗hIGF1R抗体的重链可变区的三个互补决定区CDR1、CDR2和CDR3的

第一氨基酸序列、第二氨基酸序列和第三氨基酸序列，任选地所述第一氨基酸序列、第二氨

基酸序列和第三氨基酸序列选自：

(a) GRTIDNYA (SEQ  ID  NO :7)，IDWG DGGX，其中X是A或T (SEQ  ID  NO :8)，

AMARQSRVNLDVARYDY(SEQ  ID  NO:9)；

(b)GRTIDNYA(SEQ  ID  NO:7)、IDWGDGGA(SEQ  ID  NO:10)、AMARQSRVNLDVARYDY(SEQ  ID 

NO:9)；

(c)EYPSNFYA(SEQ  ID  NO:58)、VSRDGLTT(SEQ  ID  NO:59)、AIVITGVWNKVDVNSRSYHY(SEQ 

ID  NO:60)；和

(d)GGTVSPTA(SEQ  ID  NO:61)、ITWSRGTT(SEQ  ID  NO:62)、AASTFLRILPEESAYTY(SEQ  ID 

NO:63)；或者

(ii)RB包含选自以下的氨基酸序列，实质上由或由选自以下的氨基酸序列组成：

(a)QVKLEESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTIDNYAMAWSR  QAPGKDREFVATIDWGDGGARYANSVKGRF

TISRDNAKGTMYL  QMNNLEPEDTAVYSCAMARQSRVNLDVARYDYWGQGTQVTVS  S(SEQ  ID  NO:11)或其

保守取代的变体；

(b)QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTIDNYAMAWVR  QAPGKGLEWVATIDWGDGGTRYANSVKGRF

TISRDNSKNTMYL  QMNSLRAEDTAVYYCAMARQSRVNLDVARYDYWGQGTLVTVS  S(SEQ  ID  NO:12)或其

保守取代的变体；

(c)QVKLEESGGGLVQAGGSLRLSCVASEYPSNFYAMSWFR  QAPGKEREFVAGVSRDGLTTLYADSVKGRF

TMSRDNAKNTVDL  QMNSVKAEDTAVYYCAIVITGVWNKVDVNSRSYHYWGQGTQV  TVSS(SEQ  ID  NO:67)或
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其保守取代的变体；

(d)EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASEYPSNFYAMSWFRQ  APGKEREFVSGVSRDGLTTLYADSVKGRF

TISRDNSKNTLYLQMN  SLRAEDTAVYYCAIVITGVWNKVDVNSRSYHYWGQGTLVTVSS(SEQ  ID  NO:68)，或

其保守取代的变体；

(e)QVKLEESGGGLVQAGGSLRLSCEVSGGTVSPTAMGWFR  QAPGKEREFVGHITWSRGTTRVASSVKDRF

TISRDSAKNTVYLQM  NSLKSEDTAVYYCAASTFLRILPEESAYTYWGQGTQVTVSS(SEQ  ID  NO:69)或其保

守取代的变体；和

(f)QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGGTVSPTAMGWVR  QAPGKGLEWVGHITWSRGTTRYASSVKGRF

TISRDNSKNTVYLQ  MNSLRAEDTAVYYCAASTFLRILPEESAYTYWGQGTLVTVSS(SE  Q  ID  NO:70)或其

保守取代的变体。

17.如权利要求16所述的融合蛋白质，其中RB中的所述第一氨基酸序列、所述第二氨基

酸序列和所述第三氨基酸序列是：GRTIDN  YA(SEQ  ID  NO:7)，或其保守取代的变体；

IDWGDGGA(SEQ  ID  NO:10)，或其保守取代的变体；以及AMARQSRVNLDVARYDY(S  EQ  ID  NO:

9)，或其保守取代的变体。

18.如权利要求17所述的融合蛋白质，其中RB实质上由或由以下组成：

(i)SEQ  ID  NO:11；

(ii)SEQ  ID  NO:12；或

(iii)与由SEQ  ID  NO:11或SEQ  ID  NO:12组成的sdAb交叉竞争结合至hIGF1R的抗体的

重链可变区的氨基酸序列。

19.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中存在L1和L2，任选地其中L1和L2中的每一者

均是长度小于50个氨基酸，或长度在约15与30个氨基酸之间，或长度在约20与25个氨基酸

之间的接头肽。

20.如权利要求19所述的融合蛋白质，其中L1和L2中的一者或两者实质上由或由

(GGGGS)m组成，其中m是4或5。

21.如权利要求20所述的融合蛋白质，其中L1和L2中的每一者均实质上由或由以下组

成：GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO:14)。

22.如权利要求1所述的融合蛋白质，其中所述货物部分是选自由以下组成的组的货物

多肽：酶、生长因子、细胞因子，或抗体或其抗原结合片段，任选地其中所述货物多肽包含由

野生型人基因编码的成熟氨基酸序列。

23.如权利要求22所述的融合蛋白质，其中所述货物多肽是酸性α‑葡糖苷酶蛋白质

(GAA)、α‑半乳糖苷酶A(GLA)蛋白质、α‑L‑艾杜糖醛酸酶(IDUA)蛋白质、α‑N‑乙酰基‑氨基葡

糖苷酶(NAGLU)蛋白质、β‑葡糖醛酸酶(GUSB)蛋白质、β‑葡糖苷酶(GBA)蛋白质、艾杜糖醛

酸‑2‑硫酸酯酶(IDS)蛋白质、乙酰肝素‑α‑氨基葡糖苷N‑乙酰转移酶(HGSNAT)蛋白质、N‑乙

酰半乳糖胺‑6‑硫酸酯酶(GNS)蛋白质或N‑磺基葡糖胺磺基水解酶(SGSH)蛋白质，任选地其

中所述货物多肽不是IDS蛋白质。

24.如权利要求22或23所述的融合蛋白质，其中所述货物多肽是IDUA蛋白质，任选地其

中所述IDUA蛋白质实质上由或由以下组成：

(i)SEQ  ID  NO:22的氨基酸26、27或28至氨基酸653；或

(ii)SEQ  ID  NO:22的氨基酸27‑653。

权　利　要　求　书 4/8 页

5

CN 118984840 A

5



25.如权利要求24所述的融合蛋白质，其具有在野生型人IDUA蛋白质的相应酶活性的

80％‑120％以内的IDUA酶活性。

26.如权利要求22或23所述的融合蛋白质，其中所述货物多肽是IDS蛋白质，任选地其

中所述融合蛋白质包含SEQ  ID  NO:93或SEQ  ID  NO:94，实质上由或由SEQ  ID  NO:93或SEQ 

ID  NO:94组成。

27.如权利要求26所述的融合蛋白质，其具有在野生型人IDS蛋白质的相应酶活性的

80％‑120％以内的IDS酶活性。

28.如权利要求1所述的融合蛋白质，其包含图3A、图3B、图3C、图3D、图3E或图3F中所示

的hIDUA融合蛋白质的氨基酸序列，实质上由或由所述氨基酸序列组成，任选地，其中所述

融合蛋白实质上由或由SEQ  ID  NO:29组成，其中m和n中的每一者＝4。

29.一种多核苷酸，其包含编码权利要求1所述的融合蛋白质的第一核苷酸序列，任选

地其中所述多核苷酸是经分离的双链DNA分子中的一条链。

30.如权利要求29所述的多核苷酸，其中所述第一核苷酸序列可操作地连接至编码所

述融合蛋白质的分泌信号序列的核苷酸序列，任选地其中所述分泌信号序列包含以下，实

质上由或由以下组成：SEQ  ID  NO:79、SEQ  ID  NO:80、SEQ  ID  NO:81、SEQ  ID  NO:82、SEQ  ID 

NO:83、SEQ  ID  NO:84、SEQ  ID  NO:85或SEQ  ID  NO:86。

31.如权利要求30所述的多核苷酸，其中所述分泌信号序列实质上由或由SEQ  ID  NO:

79组成。

32.如权利要求29所述的多核苷酸，其中所述第一核苷酸序列可操作地连接至启动子

序列和polyA信号序列，任选地其中所述启动子序列包含SEQ  ID  NO:32、SEQ  ID  NO:33或

SEQ  ID  NO:34，实质上由或由SEQ  ID  NO:32、SEQ  ID  NO:33或SEQ  ID  NO:34组成，并且任选

地其中所述polyA信号序列包含SEQ  ID  NO:35、SEQ  ID  NO:36或SEQ  ID  NO:37，实质上由或

由SEQ  ID  NO:35、SEQ  ID  NO:36或SEQ  ID  NO:37组成。

33.如权利要求32所述的多核苷酸，其包含SEQ  ID  NO:39。

34.一种经遗传修饰的哺乳动物细胞，其用权利要求29所述的多核苷酸瞬时或稳定转

染，任选地其中所述细胞衍生自人类细胞。

35.如权利要求34所述的经遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述多核苷酸被插入到所

述哺乳动物细胞的基因组中的至少一个位置中。

36.如权利要求34所述的经遗传修饰的哺乳动物细胞，其衍生自RPE细胞，任选地ARPE‑

19细胞。

37.如权利要求34所述的经遗传修饰的哺乳动物细胞，其衍生自诱导型多能干细胞

(iPSC)或间充质干细胞(MSC)。

38.一种包含多个经遗传修饰的细胞的组合物，其中所述多个经遗传修饰的细胞中的

每个细胞均为如由权利要求34所限定的经遗传修饰的细胞，任选地其中所述多个经遗传修

饰的细胞是从单克隆细胞系的培养物获得的。

39.一种可植入设备，所述可植入设备包括至少一个含细胞隔室，所述含细胞隔室包括

权利要求34所述的经遗传修饰的细胞或权利要求38所述的组合物；并且进一步包括至少一

种用于在所述设备被植入到受试者中时减轻异物反应(FBR)的装置，任选地其中所述设备

包括直径为约0.75mm至约2mm的球形两隔室水凝胶胶囊。
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40.如权利要求39所述的可植入设备，其中所述含细胞隔室包括聚合物组合物，其中所

述聚合物组合物包含用肽共价修饰的藻酸盐，其中所述肽实质上由或由GRGDSP(SEQ  ID 

NO:89)、GGRGDSP(SEQ  ID  NO:90)或GGGRGDSP(SEQ  ID  NO:91)组成。

41.如权利要求39所述的可植入设备，其中所述含细胞隔室被屏障隔室围绕，所述屏障

隔室包括藻酸盐水凝胶和任选的设置在所述屏障隔室的外表面上的式(III)化合物或其药

学上可接受的盐，

其中式(III)是 其中

A是烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基、杂芳基、‑O‑、‑C(O)O‑、‑C(O)‑、‑OC

(O)‑、‑N(RC)‑、‑N(RC)C(O)‑、‑C(O)N(RC)‑、‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑亚烷基)‑、‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑

亚烯基)‑、‑N(RC)N(RD)‑、‑NCN‑、‑C(＝N(RC)(RD))O‑、‑S‑、‑S(O)x‑、‑OS(O)x‑、‑N(R
C)S

(O)x‑、‑S(O)xN(R
C)‑、‑P(RF)y‑、‑Si(OR

A)2‑、‑Si(R
G)(ORA)‑、‑B(ORA)‑或金属，其中的每一者

均任选地连接至附接基团(例如，本文所述的附接基团)且任选地被一个或多个R1取代；

L1和L3中的每一者均独立地为键、烷基或杂烷基，其中每个烷基和杂烷基均任选地被一

个或多个R2取代；

L2是键；

M是不存在、烷基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，其中的每一者均任选地被一

个或多个R3取代；

P是不存在、环烷基、杂环基，或杂芳基，其中的每一者均任选地被一个或多个R4取代；

Z是氢、烷基、烯基、炔基、杂烷基、‑ORA、‑C(O)RA、‑C(O)ORA、‑C(O)N(RC)(RD)、‑N(RC)C(O)

RA、‑N(RC)(RD)、环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，其中每个烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、

杂环基、芳基和杂芳基均任选地被一个或多个R5取代；

每个RA、RB、RC、RD、RE、RF和RG均独立地为氢、烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤素、叠氮基、环烷

基、杂环基、芳基或杂芳基，其中每个烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基和杂芳

基任选地被一个或多个R6取代；

或者RC和RD与它们所附接至的氮原子一起形成任选地被一个或多个R6取代的环(例如，

5‑7元环)；

每个R1、R2、R3、R4、R5和R6均独立地为烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤素、氰基、叠氮基、氧代

基、‑ORA1、‑C(O)ORA1、‑C(O)RB1、‑OC(O)RB1、‑N(RC1)(RD1)、‑N(RC1)C(O)RB1、‑C(O)N(RC1)、SRE1、S

(O)xR
E1、‑OS(O)xR

E1、‑N(RC1)S(O)xR
E1、‑S(O)xN(R

C1)(RD1)、‑P(RF1)y、环烷基、杂环基、芳基、杂

芳基，其中每个烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基和杂芳基均任选地被一个或

多个R7取代；

每个RA1、RB1、RC1、RD1、RE1和RF1均独立地为氢、烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、

芳基或杂芳基，其中每个烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基、杂芳基均任选地

被一个或多个R7取代；

每个R7均独立地为烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤素、氰基、氧代基、羟基、环烷基或杂环

基；

x是1或2；并且
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y是2、3或4。

42.如权利要求41所述的可植入设备，其中所述屏障隔室包括用

或其药学上可接受的盐化学修饰的藻酸盐。

43.一种设备制剂，其中所述制剂中的每个设备均为权利要求39所述的设备。

44.一种水凝胶胶囊，其包括：

(i)内部隔室，所述内部隔室包括包封在第一聚合物组合物中的多个权利要求34所述

的经遗传修饰的细胞，其中所述第一聚合物组合物包含形成水凝胶的聚合物，任选地其中

所述内部隔室中的所述经遗传修饰的细胞的浓度是至少4000万个细胞/ml所述第一聚合物

组合物；和

(ii)屏障隔室，所述屏障隔室围绕所述内部隔室并且包括第二聚合物组合物，其中所

述第二聚合物组合物包含用至少一种式(III)化合物或其药学上可接受的盐共价修饰的藻

酸盐，任选地其中所述式(III)化合物选自下表中提供的化合物：
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45.一种胶囊组合物，其包含在药学上可接受的载体中的多个权利要求44所述的水凝

胶胶囊。

46.如权利要求45所述的胶囊组合物，其中所述多个水凝胶胶囊中的经遗传修饰的细

胞表达并分泌IDUA融合蛋白质，所述IDUA融合蛋白质实质上由或由SEQ  ID  NO:29组成，其

中m和n中的每一者＝4。

47.一种药物组合物，其包含权利要求1所述的融合蛋白质和药学上可接受的载体。

48.如权利要求47所述的药物组合物，其中所述融合蛋白质实质上由或由SEQ  ID  NO:

29组成，其中m和n中的每一者＝4。

49.一种预防或治疗受试者的中枢神经系统(CNS)的疾病或疾患的方法，所述方法包

括：

(i)向所述受试者施用权利要求47所述的药物组合物；

(ii)植入权利要求39中任一项所述的设备或设备制剂；或

(iii)植入权利要求45所述的胶囊组合物。

50.一种治疗被诊断患有1型粘多糖贮积症(MPS‑1)疾病的人受试者的方法，所述方法

包括：

(i)提供权利要求46所述的胶囊组合物；以及

(ii)将所述胶囊组合物设置于所述受试者的身体中，任选地其中所述设置步骤包括将

所述胶囊组合物放置于所述受试者的腹膜内间隙中或腹膜腔大囊中。
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用于治疗CNS病症的组合物、设备和方法

[0001] 优先权要求

[0002] 本申请要求2022年1月28日提交的美国专利申请第63/304,377号的优先权。前述

申请的全部内容通过引用以其整体并入本文。

背景技术

[0003] 从理论上讲，许多神经变性疾病和其它中枢神经系统(CNS)病症可通过诸如酶、细

胞因子和抗体的蛋白质治疗。然而，使用基于蛋白质的疗法来治疗CNS病症的前景受到了难

以将大于500道尔顿的分子转运穿过血脑屏障(BBB)的限制，血脑屏障由内衬血管并通过紧

密连接彼此连接的脑内皮细胞(BEC)形成。受体介导的转胞吞作用(RMT)是已被探索以增加

蛋白质穿过BBB的递送的多种方法之一。RMT方法通常采用融合蛋白质的静脉内或皮下施

用，该融合蛋白质将治疗性蛋白质连接至结合BEC表面上表达的内源性受体之一的分子。受

体结合后，RMT过程需要受体‑融合蛋白质复合物的内化和融合蛋白质在细胞近腔侧的胞吐

作用。RMT的候选靶受体包括转铁蛋白受体、胰岛素受体、胰岛素样生长因子‑1受体

(IGF1R)、低密度脂蛋白质(LDL)受体相关蛋白质1和2(LRP‑1和LRP‑2)、白喉毒素受体和

TMEM30A。在临床前和临床研究中获得的结果表明，多种因素可影响穿过BBB的治疗性蛋白

质的量和/或活性(包括融合蛋白质的血浆半衰期及其对RMT靶受体的结合亲和力)。

发明内容

[0004] 本文描述了BBB转运融合蛋白质，其包含位于与人血清白蛋白(HSA)和与人IGF1R

(hIGF1R)的胞外部分结合的单独结构域的C末端的货物部分，例如具有可用于治疗或诊断

目标中枢神经系统(CNS)疾患或病症的活性的分子。在一个实施方案中，IGF1R结合结构域

设置在HSA结合结构域与货物部分之间。在另一个实施方案中，HSA结合结构域设置在IGF1R

结合结构域与货物部分之间。在一个实施方案中，接头部分设置在两个结合结构域之间和/

或hIGF1结合结构域与货物部分之间。在一个实施方案中，HSA结合结构域和hIGF1R结合结

构域中的一者或两者具有小于约75kDa、50kDa或25kDa中的任一个的分子量。在一个实施方

案中，HSA结合结构域和hIGF1R结合结构域中的每一者的氨基酸序列来自单链Fab(scFab)、

单链Fv(scFv)或单结构域抗体(sdAb)。在一个实施方案中，货物部分(分子)具有约1kD至约

200kD，或约2kD至约100kD的分子量。在一个实施方案中，货物部分(分子)实质上由或由多

肽(例如，细胞因子、酶或抗体)的氨基酸序列组成。在一个实施方案中，接头部分是长度小

于50个氨基酸的接头肽。

[0005] 在一个方面，本公开的特征是一种BBB转运融合蛋白质，其包含由式I：AB‑L1‑RB‑

L2‑C或由式II：RB‑L1‑AB‑L2‑C定义的一级结构，其中在每个式中，AB包含HSA结合结构域，

L1包含第一接头氨基酸序列，RB包含hIGF1R结合结构域，L2包含第二接头氨基酸序列，并且

C包含货物多肽的氨基酸序列。

[0006] 在一个实施方案中，融合蛋白质经由AB结合至HSA的结构域1(DI)或结构域2

(DII)，并且基本上不抑制人FcRn(h‑FcRn)与HSA的结合。在一个实施方案中，如通过表面等
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离子体共振在25℃下所确定，融合蛋白质在约5.0至约7.4的pH范围内经由AB结构域以小于

约1nM至约100nM的KD亲和力结合至HSA。在一些实施方案中，融合蛋白质还在25℃下在约

5.5至约7.4的pH范围内经由AB结合至至少一种哺乳动物血清白蛋白直系同源物。在一个实

施方案中，白蛋白直系同源物来自小鼠、大鼠、仓鼠、兔、豚鼠、猪、猫、狗或非人灵长类动物

(例如，食蟹猴或恒河猴)。

[0007] 在一个实施方案中，AB包含对应于抗HSA抗体(例如，具有两条重链和两条轻链的

常规抗体、scFab、scFv、sdAb)的重链可变区的三个互补决定区CDR1、CDR2和CDR3的第一、第

二和第三氨基酸序列。在一个实施方案中，AB中的CDR1、CDR2和CDR3氨基酸序列是：

GRTFIAYA(SEQ  ID  NO:1)或其保守取代的变体；ITNFAGGTT(SEQ  ID  NO:2)或其保守取代的

变体；以及AADRSAQTMRQVRPVLPY(SEQ  ID  NO:3)或其保守取代的变体。

[0008] 在一个实施方案中，AB实质上由或由以下组成：QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGRT

FIAYAMGWFRQAPGKEREFVAAITNFAGGTTYYADSVKGRFTISRDNAKTTVYLQMNSLKPEDTALYYCAADRSAQ

TMRQVRPVLPYWGQGTQVTVSS(SEQ  ID  NO:4)，或其保守取代的变体。在一个实施方案中，AB实

质上由或由以下组成：QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFIAYAMGWFRQAPGKEREFVAAITNFAGG

TTYYADSVKGRFTISRDNAKTTVYLQMNSLRAEDTAVYYCAADRSAQTMRQVRPVLPYWGQGTLVTVSS(SEQ  ID 

NO:5)，或其保守取代的变体。在一个实施方案中，AB实质上由或由抗体的重链可变区的氨

基酸序列组成，该抗体与由SEQ  ID  NO:4或SEQ  ID  NO:5组成的sdAb交叉竞争结合至HSA。

[0009] 融合蛋白质经由RB结构域结合至人脑内皮细胞表面上表达的hIGF1R。在一些实施

方案中，融合蛋白质基本上不结合至人胰岛素受体(h‑IR)。在一些实施方案中，融合蛋白质

基本上不抑制胰岛素、胰岛素生长因子1(IGF1)或胰岛素生长因子2(IGF2)与hIGF1R的结

合。在一个实施方案中，融合蛋白质经由RB结合至包含FENFLHNSIFVPR(SEQ  ID  NO:6)的

hIGF1R胞外结构域中的表位。在一个实施方案中，如通过表面等离子体共振在25℃下所确

定，融合蛋白质在约5.0至约7.4的pH范围内经由RB以约0.5nM至约50nM的KD亲和力结合至

hIGF1R。在一些实施方案中，融合蛋白质还在25℃下且在约5.0至约7.4的pH范围内经由RB

结合至至少一种哺乳动物IGF1R直系同源物。在一个实施方案中，IGF1R直系同源物来自小

鼠、大鼠、仓鼠、兔、豚鼠、狗、猫，或非人灵长类动物(例如，食蟹猴或恒河猴)。在一个实施方

案中，RB包含对应于抗hIGF1R抗体(例如，具有两条重链和两条轻链的常规抗体、scFab、

scFv、sdAb)的重链可变区的三个互补决定区CDR1、CDR2和CDR3的第一、第二和第三氨基酸

序列。在一个实施方案中，RB中的CDR1、CDR2和CDR3氨基酸序列是GRTIDNYA(SEQ  ID  NO:7)

或其保守取代的变体；IDWGDGGX，其中X是A或T(SEQ  ID  NO:8)或其保守取代的变体；以及

AMARQSRVNLDVARYDY(SEQ  ID  NO:9)或其保守取代的变体。在一个实施方案中，RB中的CDR2

序列是IDWGDGGA(SEQ  ID  NO:10)。

[0010] 在一个实施方案中，RB实质上由或由以下组成：QVKLEESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRT

IDNYAMAWSRQAPGKDREFVATIDWGDGGARYANSVKGRFTISRDNAKGTMYLQMNNLEPEDTAVYSCAMARQSRV

NLDVARYDYWGQGTQVTVSS(SEQ  ID  NO:11)或其保守取代的变体。在另一个实施方案中，RB实

质上由或由以下组成：QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTIDNYAMAWVRQAPGKGLEWVATIDWGDGG

TRYANSVKGRFTISRDNSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAMARQSRVNLDVARYDYWGQGTLVTVSS(SEQ  ID 

NO:12)或其保守取代的变体。在一个实施方案中，RB实质上由或由抗体的重链可变区的氨

基酸序列组成，该抗体与由SEQ  ID  NO:11或SEQ  ID  NO:12组成的sdAb交叉竞争结合至

说　明　书 2/74 页

11

CN 118984840 A

11



hIGF1R。

[0011] 在一些实施方案中，融合蛋白质中的货物部分包含在溶酶体贮积症(LSD)中缺乏

的酶的氨基酸序列，实质上由或由该氨基酸序列组成，该酶为例如α‑L‑艾杜糖醛酸酶

(IDUA)、艾杜糖醛酸‑2‑硫酸酯酶(IDS)、芳基硫酸酯酶B(ARSB)、N‑磺基葡糖胺磺基水解酶

(SGSH)、葡糖神经酰胺酶(GBA)、α‑半乳糖苷酶A(GLA)和α‑1,4‑葡糖苷酶(GAA)。在一个实施

方案中，货物部分不是IDS。在其它实施方案中，货物部分(分子)包含结合至脑中的靶蛋白

质(例如，β‑分泌酶1(BACE1)、免疫疗法靶标(例如，程序性死亡受体1(PD‑1))的抗体或其抗

原结合片段的氨基酸序列，实质上由或由该氨基酸序列组成。

[0012] 本公开的BBB转运融合蛋白质中的L1和L2氨基酸序列可相同或不同。在一些实施

方案中，L1和L2中的每一者的长度为3至约35个氨基酸、4至约30个氨基酸，或5至约20个氨

基酸。在一个实施方案中，L1和L2中的每一者实质上由或由(GGGGS)n(SEQ  ID  NO:13)组成，

其中n等于3、4或5。在一个实施方案中，L1和L2中的每一者实质上由或由(GGGGS)4(SEQ  ID 

NO:14)组成。在一个实施方案中，BBB转运融合蛋白质中的货物部分是IDUA蛋白质。在一个

实施方案中，BBB转运IDUA融合蛋白质包含图6中所示的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:38)，实质

上由或由该氨基酸序列组成。

[0013] 在另一个方面，本公开提供了一种多核苷酸(例如，分离的多核苷酸)，其包含编码

本文所述的BBB转运融合蛋白质的核苷酸序列。在一个实施方案中，核苷酸序列可操作地连

接至启动子序列和polyA信号序列。在一个实施方案中，该启动子序列与图4中的启动子序

列(SEQ  ID  NO:32、SEQ  ID  NO:33或SEQ  ID  NO:34)中的一个启动子序列是同一的或基本上

同一的。在一个实施方案中，该polyA信号序列与图5中所示的polyA信号序列(SEQ  ID  NO:

35、SEQ  ID  NO:36或SEQ  ID  NO:37)中的一个polyA信号序列是同一的或基本上同一的。在

一个实施方案中，BBB转运融合蛋白质由图6中所示的氨基酸序列组成，并且该多核苷酸包

含图7中所示的核苷酸序列，实质上由或由该核苷酸序列组成。

[0014] 在又一个方面，本公开提供了一种被遗传修饰成表达并分泌本文所述的BBB转运

融合蛋白质的哺乳动物细胞(例如，小鼠细胞、中国仓鼠卵巢(CHO)细胞、猴细胞、人类细胞

(例如，RPE细胞)。在一个实施方案中，通过用本文所述的编码BBB转运融合蛋白质的多核苷

酸(例如，表达载体)转染来对该哺乳动物细胞进行遗传修饰。在一个实施方案中，该融合蛋

白质中的货物部分是IDUA蛋白质。在一个实施方案中，通过用包含图7中所示的核苷酸序列

的表达载体转染来从ARPE‑19细胞衍生出该哺乳动物细胞。

[0015] 本公开还提供了一种包含多个本文所述的经遗传修饰的细胞的组合物以及制造

该组合物的方法。在一个实施例中，该组合物包含细胞培养基或贮存介质。在一个实施方案

中，该组合物包含其中悬浮有细胞的聚合物溶液，例如本文所述的聚合物溶液，例如包含藻

酸盐和例如如本文所定义的细胞结合物质的聚合物溶液。在一个实施方案中，制造该组合

物的方法包括培养多个本文所述的经遗传修饰的细胞，直到已经产生所需数目的经培养细

胞，以及将所需数目的经培养细胞与细胞培养基、贮存介质或聚合物溶液组合。

[0016] 在又一个方面，本公开的特征是一种设备，该设备包括至少一个含细胞隔室，该含

细胞隔室包含如本文所述的经遗传修饰的哺乳动物细胞或多个此类细胞。该设备被构造成

保护一个或多个细胞免受接受者的免疫系统的影响并减轻对植入的设备的异物反应(FBR)

(如本文所定义)。在一个实施方案中，设备的表面包含减轻对设备的FBR(如本文所定义)的
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化合物或聚合物(例如，去纤维化(afibrotic)化合物或去纤维化聚合物)。在一个实施方案

中，去纤维化聚合物包括生物相容性两性离子聚合物，例如，如WO  2017/218507、WO  2018/

140834或Liu等人 ,Zwitterionically  modified  alginates  mitigate  cellular 

overgrowth  for  cell  encapsulation,Nature  Communications(2019)10:5262中所描述。

在一个实施方案中，该化合物为式(III)化合物：

[0017]

[0018] 或其药学上可接受的盐，其中变量A、L1、M、L2、P、L3和Z以及相关子变量在本文中被

定义。在一些实施方案中，式(III)化合物或其药学上可接受的盐(例如，式(III‑a)、(III‑

b)、(III‑b‑i)、(III‑b‑ii)、(III‑c)、(III‑d)、(III‑e)、(III‑f)、(IV)、(IV‑a)、(V)、(V‑

a)、(V‑b)、(V‑c)、(V‑d)、(VI‑a)、(VI‑b)、(VI‑c)、(VI‑d)或(VI‑e))是本文所述的化合物，

包括例如本文表6中所示的化合物之一。在一个实施方案中，式(III)化合物为选自表6中所

示的化合物100、化合物101、化合物102或化合物122的化合物。

[0019] 在一个方面，本公开的设备是两隔室水凝胶胶囊(例如，微胶囊(直径小于1mm)或

毫米胶囊(直径为至少1mm))，其中包含多个活的本文所述的经遗传修饰的细胞(以及任选

的一种或多种细胞结合物质)的含细胞隔室(例如，内隔室)被包含去纤维化聚合物的屏障

隔室(例如，外隔室，例如水凝胶层)包围。在一个实施方案中，去纤维化聚合物包含去纤维

化化合物。在一个实施方案中，去纤维化化合物为式(III)化合物。

[0020] 在另一个方面，本公开的特征是一种包含多个(至少3、6、12、25、50个或更多个中

的任一个)本文所述的含细胞设备的制剂(例如，组合物)，例如，包封经遗传修饰的ARPE‑19

细胞的水凝胶胶囊的制剂。在一些实施方案中，该制剂是药学上可接受的组合物。

[0021] 在另一个方面，本公开的特征是一种制备或制造包含本文所述的经遗传修饰的细

胞的设备的方法。在一些实施方案中，该方法包括提供经遗传修饰的细胞或多个此类细胞，

以及将一个或多个细胞设置于封闭部件(例如，如本文所述的设备的含细胞隔室)中。在一

些实施方案中，封闭部件包括柔性聚合物(例如，PLA、PLG、PEG、CMC或多糖，例如藻酸盐)。在

一些实施方案中，封闭部件包括非柔性聚合物或金属外壳。在一些实施方案中，设备的表面

例如用如本文所述的式(III)化合物进行化学修饰。

[0022] 在一个实施方案中，将本文所述的设备或多个该设备与药学上可接受的赋形剂组

合以制备设备制剂或组合物，该设备制剂或组合物可施用于需要用由该设备产生的BBB转

运融合蛋白质治疗的受试者(例如，施用至腹膜内腔中)。在一个实施方案中，经遗传修饰的

细胞衍生自人类细胞(例如，RPE细胞、ARPE‑19细胞)，并且该设备制剂或组合物能够在持续

的时间段(例如，至少以下中的任一者：3个月、6个月、1年、2年或更长时间)内向受试者连续

递送有效量的BBB转运融合蛋白质。

[0023] 在另一个方面，本公开的特征是一种评价本文所述的组合物、设备或设备制剂的

方法。在一些实施方案中，该方法包括提供组合物、设备或设备制剂以及评价该组合物、设

备或设备制剂的功能参数。在一个实施方案中，功能参数是由体外(例如，当放置于合适的

培养基中时)和/或体内(例如，在植入到受试者，例如非人类受试者或人类受试者中之后)

的组合物、设备或设备制剂中的细胞产生的BBB转运融合蛋白质的量。

说　明　书 4/74 页

13

CN 118984840 A

13



[0024] 在另一个方面，本公开的特征是一种治疗需要使用本文所述的BBB转运融合蛋白

质的疗法的受试者的方法。在一个实施方案中，该方法包括向该受试者施用可植入元件(例

如，设备或设备制剂)，该可植入元件包含表达并分泌该融合蛋白质的经遗传修饰的细胞，

或多个此类细胞。在一些实施方案中，施用步骤包括将药学上可接受的制剂放置于受试者

中，该制剂包含多个设备，这些设备中的每个设备均具有产生BBB转运融合蛋白质的能力。

在一些实施方案中，将可植入元件施用至、置于或注射于受试者的腹膜腔(例如，小囊)、网

膜或皮下脂肪中。在一个实施方案中，该方法进一步包括测量从受试者移除的组织样品中

(例如从血液样品分离的血浆中或从CNS或目标器官获得的组织样品中)存在的BBB转运融

合蛋白质的量。在一个实施方案中，在施用、植入或放置设备或设备制剂后15、30、60或120

天从患者移除组织样品。在一些实施方案中，受试者是人。在一个实施方案中，受试者是被

诊断为患有神经元病性MPS疾病的人患者，并且融合蛋白质包含在神经元病性MPS疾病中缺

乏的糖胺聚糖代谢酶。在一个实施方案中，可植入元件产生足以减少神经元病性MPS疾病的

一种或多种症状的量的BBB转运融合蛋白质。在一个实施方案中，该治疗使得脑中以及任选

的位于CNS外的一种或多种其它器官或组织(例如肝、脾、肾、肺和心脏)中的硫酸乙酰肝素

水平降低。在一个实施方案中，患者已被诊断患有I型粘多糖贮积症(MPS  I)，并且BBB转运

融合蛋白质包含人IDUA蛋白质。

[0025] 本文阐述了本公开的一个或多个实施方案的细节。本公开的其它特征、目标和优

点将从具体实施方式、附图、实施例和权利要求书中显而易见。

附图说明

[0026] 图1A‑1J示出可作为货物多肽包含在本文所述的BBB转运融合蛋白质中的示例性

LSD酶的野生型人前体多肽的氨基酸序列：GAA(图1A，SEQ  ID  NO:15)；GBA(图1B，SEQ  ID 

NO:16)；GLA(图1C，SEQ  ID  NO:17)；GNS(图1D，SEQ  ID  NO:18)；GUSB(图1E，SEQ  ID  NO:19)；

HGSNAT(图1F，SEQ  ID  NO:20)；IDS(图1G，SEQ  ID  NO:21)；IDUA(图1H，SEQ  ID  NO:22)；

NAGLU(图1I，SEQ  ID  NO:23)；以及SGSH(图1J，SEQ  ID  NO:24)。

[0027] 图2A‑2B示出本文所述的BBB转运融合蛋白质所结合的人蛋白质的前体形式的示

例性氨基酸序列，其中图2A(SEQ  ID  NO:25)示出前体人IGF1R单体(UniProtKB–P08069)的

氨基酸序列，其中信号肽为斜体，弗林蛋白酶裂解位点以小写字母斜体示出，并且加下划线

的粗体字体指示作为本文所述的某些hIGF1R结合结构域的推定结合位点中的接触点的氨

基酸，而图2B(SEQ  ID  NO:95)示出前体人血清白蛋白的氨基酸序列，其中信号肽加下划线。

[0028] 图3A‑3F示出本公开的示例性BBB转运IDUA融合蛋白质的氨基酸序列，其中图3A

(SEQ  ID  NO:26)、图3B(SEQ  ID  NO:27)和图3C(SEQ  ID  NO:28)中的融合蛋白质包含亲本抗

HSA和三个不同的亲本抗IGF1R  sdAb序列之一；图3D(SEQ  ID  NO:29)、图3E(SEQ  ID  NO:30)

和图3F(SEQ  ID  NO:31)中的融合蛋白质包含图3A、3B和3C中所示的抗HSA和抗IGF1R  sdAb

序列的人源化变体；并且这些融合蛋白质中的每一种均包含两个具有GGGGS(SEQ  ID  NO:92

的4或5个重复序列的接头序列。

[0029] 图4A‑4C示出可用于本公开的BBB转运融合蛋白质的表达构建体中的示例性启动

子序列：pCAG启动子序列(图4A，SEQ  ID  NO:32)；EF1α启动子序列(图4B，SEQ  ID  NO:33)；和

EFS启动子序列(图4C，SEQ  ID  NO:34)。
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[0030] 图5A‑5C示出可用于本公开的BBB转运融合蛋白质的表达构建体中的示例性polyA

信号序列：rBG  poly  A信号序列(图5A，SEQ  ID  NO:35)；SV40晚期poly  A信号序列(图5B，

SEQ  ID  NO:36)和BGH  poly  A信号序列(图5C，SEQ  ID  NO:37)。

[0031] 图6示出示例性BBB转运IDUA融合蛋白质的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:38)，其中加下

划线指示VHH共有信号肽，粗体字体指示抗HSA  sdAb，斜体表示抗IGF1R  sdAb，粗体斜体指

示野生型人成熟IDUA氨基酸序列，并且点划线下划线指示柔性接头序列。

[0032] 图7示出可用于表达图6中所述的IDUA融合蛋白质的示例性转录单元的核苷酸序

列(SEQ  ID  NO:39)，其中波浪线下划线指示EF1A启动子序列，直线下划线指示VHH共有信号

肽的示例性编码序列，粗体字体指示抗HSA  sdAb的示例性编码序列，斜体指示抗IGF1RsdAb

的示例性编码序列，粗体斜体指示野生型人成熟IDUA氨基酸序列的示例性编码序列，虚线

下划线指示柔性接头序列的编码序列，虚线下划线指示终止密码子，并且加下划线的斜体

字体指示rBG  poly  A信号序列。

[0033] 图8A‑8B图示了含有经由氨基酸接头与hIDUA融合的示例性抗IGF1R  sdAb的单一

IDUA融合蛋白质中的IDUA活性，其中图8A示出在表达基于sdAb取向和接头长度的六种不同

融合构建体之一的细胞在培养基中的体外IDUA活性，并且图8B比较了来自植入了表达野生

型hIDUA(浅灰色条形)或在图8A中产生最高体外hIDUA活性的融合构建体(IGF1rR‑hIDUA，

深灰色条形)的经包封的细胞的MPS‑1小鼠的肝和血浆样品中的体内hIDUA活性。

[0034] 图9A是示出表达含有各种取向的hIDUA、示例性抗IGF1R  sdAb(IGF1R5)和示例性

抗HSA  sdAb(R28)的六种不同的双重IDUA融合蛋白质之一的细胞在条件培养基中的体外

IDUA活性的图表。

[0035] 图9B是比较表达示例性抗IGF1R‑hIDUA融合酶(IGF1R4‑hIDUA，浅灰色条形)的细

胞与表达示例性抗HSA‑抗IGF1R‑hIDUA融合酶(R28‑IGF1R5‑hIDUA，深灰色条形)的细胞在

条件培养基中的体外IDUA活性的图表。

[0036] 图10是比较植入了表达野生型hIDUA(浅灰色条形)或示例性抗HSA‑抗IGF1R‑

hIDUA融合酶(R28‑IGF1R5‑hIDUA，深灰色条形)的经包封的细胞的MPS‑1小鼠的血浆和全身

(非脑)组织中的体内hIDUA活性的图表。

[0037] 图11是比较来自未经治疗的MPS‑1小鼠(浅灰色条形)和植入了表达示例性抗HSA‑

抗IGF1R‑hIDUA融合酶(R28‑IGF1R5‑hIDUA，深灰色条形)的经包封的细胞的MPS‑1小鼠的脑

组织样品中的硫酸乙酰肝素水平的图表。

[0038] 图12A和12B是本公开的示例性BBB转运IDS融合蛋白质的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:

93和SEQ  ID  NO:94)。

[0039] 图13是图示了如实施例5中概述的用本文所述的示例性构建体产生的酶活性水平

的比较的图表。

[0040] 图14是比较来自未经治疗的MPS‑1小鼠(灰色条形)和植入了表达示例性抗HSA‑抗

IGF1R‑hIDUA融合酶(R28‑IGF1R5‑hIDUA，黑色条形)的经包封的细胞的MPS‑1小鼠的肝、脾、

肾、肺和心脏组织样品中的硫酸乙酰肝素水平的图表。

[0041] 图15是比较来自未经治疗的MPS‑1小鼠(实心黑色条形)和植入了表达示例性

hIDUA融合酶(灰色条形)的经包封的细胞的MPS‑1小鼠的脑组织样品中的硫酸乙酰肝素水

平的图表。
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具体实施方式

[0042] 本公开的特征是包含HSA和hIGF1R结合结构域和货物部分的BBB转运融合蛋白质，

被遗传修饰成表达并分泌这些融合蛋白质的哺乳动物细胞(例如，人RPE细胞)，以及包含经

遗传修饰的细胞的组合物和设备。在一些实施方案中，设备包括含细胞隔室，该含细胞隔室

包括细胞结合物质以及经遗传修饰的细胞。在一些实施方案中，设备被构造为当被放置在

受试者(例如，人受试者)中时减轻FBR。在一些实施方案中，融合蛋白质、经遗传修饰的细

胞、组合物和设备可用于治疗CNS疾患或病症，诸如溶酶体贮积病。各种实施方案将在下文

中进行描述。

[0043] 缩写和定义

[0044] 在本公开的整个详细描述和实施例中，将使用以下缩写。

[0045] CNS        中枢神经系统

[0046] CS         硫酸软骨素

[0047] DS         硫酸皮肤素

[0048] GAA        酸性α‑葡糖苷酶

[0049] GAG        糖胺聚糖

[0050] GBA        β‑葡糖苷酶

[0051] GLA        α‑半乳糖苷酶A

[0052] GNS        N‑乙酰半乳糖胺‑6‑硫酸酯酶

[0053] GUSB       β‑葡糖苷酸酶(glucoronidase)

[0054] HS         硫酸乙酰肝素

[0055] HGSNAT     乙酰肝素‑α‑氨基葡糖苷N‑乙酰转移酶蛋白质

[0056] IDS        艾杜糖醛酸‑2‑硫酸酯酶蛋白质

[0057] IDUA       α‑L‑艾杜糖醛酸酶蛋白质

[0058] MPS        粘多糖贮积症

[0059] NAGLU      α‑N‑乙酰基‑氨基葡糖苷酶

[0060] SGSH       N‑磺基葡糖胺磺基水解酶

[0061] 为了可以更容易地理解本公开，下文具体地定义本文中使用的某些技术和科学术

语。除非在本文件的别处具体定义，否则本文使用的所有其它技术和科学术语具有本公开

所属领域的普通技术人员通常所理解的含义。

[0062] 除非上下文另有明确规定，否则如本文(包括所附权利要求书)所用，单数形式的

词如“一个/种(a/an)”和“该/所述(the)”包括其相应的复数指代物。

[0063] “约”或“大约”，当在本文中被用于修饰从数字定义的参数(例如，由工程化细胞分

泌的融合蛋白质的量，设备(例如，水凝胶胶囊)的物理描述如直径、球形度、包封在其中的

细胞的数目、制剂中的设备的数目)时，意指所列举的数值在由本领域普通技术人员确定的

所定义参数的可接受的功能范围内，这将部分取决于如何测量或确定该数值，例如测量系

统的限制，包括该测量系统的可接受误差范围。例如，“约”可意指所列举数值以上和以下

20％的范围。作为非限制性实例，被定义为具有约1.5毫米(mm)的直径并包封约5百万(M)个

细胞的水凝胶胶囊可具有1.2至1.8mm的直径并且可包封4M至6M个细胞。作为另一个非限制

性实例，约100个设备(例如，水凝胶胶囊)的制剂包括具有80至120个设备的制剂。在一些实
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施方案中，术语“约”意指所修饰的参数可在该参数的所陈述数值以上和以下变化多达

15％、10％或5％。

[0064] 如本文所用的术语“获得(acquire)”或“获得(acquiring)”是指通过“直接获得”

或“间接获得”值(例如，数值)或物理实体(例如，样品)来获得该值或图像或该物理实体的

过程。“直接获得”意指执行一个过程(例如，执行分析方法或方案)来获得值或物理实体。

“间接获得”是指从另一方或来源(例如，直接获得物理实体或值的第三方实验室)接收该值

或物理实体。直接获得值或物理实体包括执行包括物理物质的物理变化或机器或设备的使

用的过程。直接获得值的实例包括从人受试者获得样品。直接获得值包括执行使用机器或

设备的过程，例如使用荧光显微镜来获得荧光显微术数据。

[0065] 如本文所用的“施用(Administer)”、“施用 (administering)”或“施用

(administration)”是指将本文所述的实体(例如，设备或设备的制剂)植入、吸收、摄取、注

射、放置或以其它方式引入到受试者中，或向受试者提供这样的实体以供施用。

[0066] 如本文所用的“去纤维化”是指减轻异物反应(FBR)的化合物或材料。例如，通过将

包含去纤维化化合物的设备(例如，水凝胶胶囊)(例如，包含用表6中列出的化合物共价修

饰的聚合物的水凝胶胶囊)植入到生物组织中而诱导的该组织中的FBR的量低于通过植入

没有去纤维化(afibrotic‑null)的参考设备，即缺乏任何去纤维化化合物但具有基本上相

同的组成(例如，一种或多种相同的细胞类型)和结构(例如，尺寸、形状、隔室数目)的设备

所诱导的FBR。在一个实施方案中，使用例如如WO  2017/075630中所描述的本领域中已知的

测定或使用Vegas,A.等人,Nature  Biotechnol(上文)中描述的测定/方法中的一种或多种

测定/方法(例如，所植入胶囊的皮下组织蛋白酶测量，马森氏三色染色(MT)，组织切片的苏

木精或伊红染色，胶原密度的定量，巨噬细胞(CD68或F4/80)、肌成纤维细胞(α‑肌肉肌动蛋

白，SMA)或一般细胞沉积的细胞染色和共聚焦显微术，已知炎症因子和免疫细胞标志物的

79个RNA序列的定量，或对在合适的测试受试者(例如具有免疫能力的小鼠)的腹膜内间隙

中14天后取回的设备(例如，胶囊)上的巨噬细胞和嗜中性粒细胞的FACS分析)通过含有所

植入的设备(例如，水凝胶胶囊)的组织中的免疫反应来评估FBR的程度，该免疫反应可包括

例如蛋白质吸附、巨噬细胞、多核异物巨细胞、成纤维细胞和血管生成。在一个实施方案中，

通过测量含有植入物的组织中的一种或多种免疫反应生物标志物(例如组织蛋白酶、TNF‑

α、IL‑13、IL‑6、G‑CSF、GM‑CSF、IL‑4、CCL2或CCL4)的水平来评估FBR。在一些实施方案中，由

本发明的设备(例如，包含设置在其外表面上的去纤维化化合物的水凝胶胶囊)诱导的FBR

比没有FBR的参考设备，例如除了缺乏用于减轻FBR的装置外与测试或要求保护的设备基本

上同一的设备(例如，不包含去纤维化化合物但在其它方面与要求保护的胶囊基本上同一

的水凝胶胶囊)诱导的FBR低至少约80％、约85％、约90％、约95％、约99％或约100％。在一

些实施方案中，FBR(例如，一种或多种生物标志物的水平)是在约30分钟、约1小时、约6小

时、约12小时、约1天、约2天、约3天、约4天、约1周、约2周、约1个月、约2个月、约3个月、约6个

月或更长时间后测量。

[0067] “酸性α‑葡糖苷酶蛋白质”、“酸性麦芽糖酶蛋白质”、“α‑1 ,4‑葡糖苷酶蛋白质”和

“GAA蛋白质”在本文中可互换使用，并且是指包含由野生型哺乳动物(例如人)GAA基因编码

的成熟氨基酸序列或其任何片段、突变体、变体或衍生物的蛋白质，如通过任何本领域公认

的GAA活性测定所测量，该蛋白质具有在相应野生型哺乳动物成熟GAA蛋白质的80％‑
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120％、85％‑115％、90％‑110％或95％‑105％以内的GAA酶活性。GAA酶催化糖原中α(1,4)
和α(1,6)键联的水解，从而产生游离葡萄糖和缩短的糖原聚合物。GAA酶活性可使用任何本

领域公认的测定来测量。野生型人GAA基因编码952个氨基酸的前体多肽原，其中的N末端27

个氨基酸构成信号肽，并且氨基酸28‑69构成肽原(UniProtKB–P10253)。在一些实施方案

中，本文所述的BBB转运融合蛋白质中的GAA氨基酸序列包含图1A中所示的人前体GAA序列

的氨基酸70‑952。在一个实施方案中，BBB转运融合蛋白质中的人GAA氨基酸序列实质上由

图1A中所示的序列的氨基酸28‑952组成。

[0068] “α‑半乳糖苷酶A蛋白质”、“α‑Gal  A蛋白质”和“GLA蛋白质”在本文中可互换使用，

并且是指包含由野生型哺乳动物(例如人)GLA基因编码的成熟氨基酸序列或其任何片段、

突变体、变体或衍生物的蛋白质，如通过任何本领域公认的GLA活性测定所测量，该蛋白质

具有在相应野生型哺乳动物成熟GLA蛋白质的80％‑120％、85％‑115％、90％‑110％或

95％‑105％以内的GLA酶活性。GLA酶水解鞘糖脂，特别是神经酰胺三己糖苷(Gb3)中的末端

α‑D‑半乳糖残基。GLA酶活性可使用任何本领域公认的测定来测量。野生型人GLA基因编码

429个氨基酸的多肽，其中的N末端31个氨基酸构成信号肽(UniProtKB–P06280)。在一些实

施方案中，本文所述的BBB转运融合蛋白质中的人GLA氨基酸序列实质上由图1C中所示的人

前体GLA氨基酸序列的氨基酸32‑429组成。

[0069] “α‑L‑艾杜糖醛酸酶蛋白质”和“IDUA蛋白质”在本文中可互换使用，并且是指包含

由野生型哺乳动物(例如，人)IDUA基因编码的成熟氨基酸序列或其任何片段、突变体、变体

或衍生物的蛋白质，如通过任何本领域公认的IDUA活性测定(例如，底物4‑甲基伞形酮基‑

α‑L‑艾杜糖醛酸苷(4MU‑艾杜糖醛酸苷)的水解，参见例如Ou ,L .等人 ,Mol  Genet 

Metab.2014年2月:111(2):113‑115)或本文所述的任何IDUA活性测定所测量，该蛋白质具

有在相应野生型哺乳动物成熟IDUA蛋白质的80％‑120％、85％‑115％、90％‑110％或95％‑

105％以内的IDUA酶活性。IDUA蛋白质使糖胺聚糖(GAG)(例如硫酸皮肤素和硫酸乙酰肝素)

中的非还原末端α‑L‑艾杜糖醛酸残基水解。人野生型IDUA基因编码653个氨基酸的前体蛋

白质，其中的N末端26或27个氨基酸构成信号肽(GenBAnk登录号AAA81589.1，GenBAnk登录

号AAA51698.1；UniProtKB–P35475)。在一些实施方案中，本文所述的BBB转运融合蛋白质中

的成熟人IDUA氨基酸序列包含图1H中所示的前体人IDUA氨基酸序列的氨基酸26、27或28至

氨基酸653。在一个实施方案中，BBB转运融合蛋白质中的成熟人IDUA氨基酸序列实质上由

图1H中所示的氨基酸序列的氨基酸27‑653组成。

[0070] “α‑N‑乙酰基‑氨基葡糖苷酶蛋白质”、“N‑乙酰基‑α‑氨基葡糖苷酶”和“NAGLU蛋白

质”在本文中可互换地用来指包含由野生型哺乳动物(例如人)NAGLU基因编码的成熟氨基

酸序列或其任何片段、突变体、变体或衍生物的蛋白质，如通过任何本领域公认的NAGLU测

定所测量，该蛋白质具有在相应野生型哺乳动物成熟NAGLU蛋白质的80％‑120％、85％‑

115％、90％‑110％或95％‑105％以内的酶活性。NAGLU催化N‑乙酰基‑α‑D‑氨基葡糖苷中的

末端非还原N‑乙酰基‑D‑葡糖胺残基的水解。野生型人NAGLU基因编码743个氨基酸的前体

多肽，其中的N末端23个氨基酸构成信号肽(UniProtKB‑P54802)。在一些实施方案中，本文

所述的BBB转运融合蛋白质中的成熟人NAGLU氨基酸序列实质上由图1I中所示的氨基酸序

列的氨基酸24‑743组成。

[0071] “β‑葡糖醛酸酶蛋白质”和“GUSB蛋白质”在本文中可互换地用来指包含由野生型
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哺乳动物(例如人)GUSB基因编码的成熟氨基酸序列或其任何片段、突变体、变体或衍生物

的蛋白质，如通过任何本领域公认的GUSB测定所测量，该蛋白质具有在相应野生型哺乳动

物成熟GUSB蛋白质的80％‑120％、85％‑115％、90％‑110％或95％‑105％以内的酶活性。

GUSB催化β‑D‑葡糖醛酸苷(glucuronoside)水解为醇和D‑葡糖醛酸。野生型人GUSB基因编

码651个氨基酸的前体多肽，其中的N末端22个氨基酸构成信号肽(UniProtKB  PO8236)。在

一些实施方案中，本文所述的BBB转运融合蛋白质中的成熟人GUSB氨基酸序列实质上由图

1E中所示的序列的氨基酸23‑651组成。

[0072] “β‑葡糖苷酶蛋白质”、“酸性β‑葡糖脑苷脂酶蛋白质”、“葡糖脑苷脂酶蛋白质”、

“葡糖神经酰胺酶蛋白质”、“溶酶体酸性葡糖基神经酰胺酶蛋白质”、“溶酶体酸性GCase蛋

白质”和“GBA蛋白质”在本文中可互换地用来指包含由野生型哺乳动物(例如人)GBA基因编

码的成熟氨基酸序列或其任何片段、突变体、变体或衍生物的蛋白质，如通过任何本领域公

认的GBA测定所测量，该蛋白质具有在相应野生型哺乳动物成熟GBA蛋白质的80％‑120％、

85％‑115％、90％‑110％或95％‑105％以内的酶活性。溶酶体隔室内的GBA催化糖脂葡萄糖

神经酰胺(GlcCer)分解为神经酰胺和葡萄糖。野生型人GBA基因编码536个氨基酸的前体多

肽，其中的N末端39个氨基酸构成信号肽(UniProtKB  P04062.3)。在一些实施方案中，本文

所述的BBB转运融合蛋白质中的成熟人GBA氨基酸序列实质上由图1B中所示的序列的氨基

酸40‑536组成。

[0073] 如本文所用的“细胞”是指工程化的细胞(例如，经遗传修饰的细胞)或未工程化的

细胞。在一个实施方案中，细胞是永生化细胞或衍生自永生化细胞的工程化细胞。在一个实

施方案中，细胞是活细胞，例如，如通过本文所述或本领域已知的任何技术所测量是有活力

的。

[0074] 如本文所用的“细胞结合肽(CBP)”意指包含衍生自细胞粘附分子(CAM)(例如，介

导细胞‑基质连接或细胞‑细胞连接的细胞粘附分子)的配体的细胞结合结构域的氨基酸序

列的线性或环状肽。在一个实施方案中，CBP是国际专利公布WO2020069429中描述的任何

CBP。在一个实施方案中，CBP是包含RGD(SEQ  ID  NO:87)的线性肽并且长度小于10个氨基

酸。在一个实施方案中，CBP是实质上由GRGD(SEQ  ID  NO:88)或GRGDSP(SEQ  ID  NO:89)组成

的线性肽。

[0075] 如本文所用的“CBP‑聚合物”意指包含经由接头共价附接至聚合物的至少一种细

胞结合肽分子的聚合物。在一个实施方案中，CBP‑聚合物中的聚合物是合成的或天然存在

的多糖，例如藻酸盐，例如藻酸钠。在一个实施方案中，接头是氨基酸接头(即，实质上由单

个氨基酸，或若干同一或不同的氨基酸的肽组成)，该接头经由肽键联接至CBP的N末端或C

末端。在一个实施方案中，CBP‑聚合物是WO2020069429中定义的任何CBP‑藻酸盐。

[0076] 如本文所用，“细胞结合物质(CBS)”是指能够模拟介导细胞‑基质连接或细胞‑细

胞连接或其它受体介导的信号传导的细胞粘附分子(CAM)或其它细胞表面分子的配体的至

少一种活性的任何化学、生物或其它类型的物质(例如，小有机化合物、肽、多肽)。在一个实

施方案中，当存在于包封活细胞的聚合物组合物中时，CBS能够与一种或多种细胞形成暂时

或永久的键或接触。在一个实施方案中，CBS促进包封在聚合物组合物中的两个或更多个活

细胞之间的相互作用。在一个实施方案中，包封多个细胞(例如，活细胞)的聚合物组合物中

CBS的存在与在将包封的细胞植入测试受试者(例如小鼠)中时增加的细胞生产力(例如，治
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疗剂的表达)和增加的细胞活力中的一者或两者相关。在一个实施方案中，CBS物理附接至

聚合物组合物中的一个或多个聚合物分子。在一个实施方案中，C BS是如本文或

WO2020069429中所定义的细胞结合肽。

[0077] 如本文所用的“经保守修饰的变体”或“保守取代”是指除了在氨基酸序列中具有

一个或多个保守氨基酸取代之外，与参考分子同一的参考肽或多肽的变体。在一个实施方

案中，经保守修饰的变体由与参考氨基酸序列至少70％、80％、85％、90％、95％、97％、98％

或99％同一的氨基酸序列组成。在一些实施方案中，HSA结合结构域序列和/或IGF1R结合结

构域序列的经保守修饰的变体不包含CDR中任何氨基酸的取代。保守氨基酸取代是指将氨

基酸用具有相似特征(例如，电荷、侧链大小、疏水性/亲水性、主链构象和刚性等)且对所得

的经取代的肽或多肽的生物活性的影响最小的氨基酸取代。功能上相似的氨基酸的保守取

代表是本领域众所周知的，并且按功能特征分组的示例性取代列于下表1中。

[0078] 表1.示例性保守氨基酸取代基团。

[0079]

[0080] 如整个说 明书 和权 利要 求书 中所 用的“实 质 上由……组 成 (C o n s i s t s 

essentially  of)”以及诸如“实质上由……组成(consist  essentially  of)”或“实质上

由……组成(consisting  essentially  of)”的变化形式表示包括任何列举的要素或要素

的组，并且任选地包括与所列举的要素具有相似或不同性质的其它要素，该其它要素不会

实质上改变指定分子、组合物、设备或方法的基本或新颖特性。作为非限制性实例，实质上

由所列举的氨基酸序列组成的HSA结合结构域或IGF1R结合结构域还可分别包含不实质上

影响HSA结合结构域或IGF1R结合结构域的相关生物活性的一个或多个氨基酸(包括所列举

的氨基酸序列中的一个或多个氨基酸残基的取代)。
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[0081] 如本文关于一个或多个细胞所用的“衍生自”是指从组织、细胞系或细胞获得的细

胞，该细胞然后任选地被培养、传代、永生化、分化和/或诱导等以产生一个或多个衍生的细

胞。

[0082] 如本文中使用的“设备”是指任何可植入物体(例如，颗粒、水凝胶胶囊、植入物、医

疗设备)，该可植入物体含有能够在植入设备后表达和分泌融合蛋白质的一个或多个工程

化细胞(例如，活细胞)，并且具有通过允许细胞营养物质进入设备来支持该细胞的活力的

构造。

[0083] 如本文使用的“有效量”是指以下中的任一者的量：分泌BBB转运融合蛋白质的经

遗传修饰的细胞、产生融合蛋白质的设备制剂、设备中的经遗传修饰的细胞的数目、设备中

足以引起所需生物反应的CBS和/或去纤维化化合物的量。在一些实施方案中，术语“有效

量”是指设备的部件的量(例如，设备中的细胞的数目、设置在设备的表面上和/或屏障隔室

中的去纤维化化合物的密度、含细胞隔室中的CBS的密度)。

[0084] 在一个实施方案中，所需的生物反应是从用经遗传修饰的细胞、含有此类细胞的

设备或设备制剂治疗(例如，植入了经遗传修饰的细胞、含有此类细胞的设备或设备制剂)

的受试者移除的组织样品中货物分子(例如，货物多肽)的水平增加。如本领域的普通技术

人员将理解的，有效量可以根据诸如以下的因素变化：所期望的生物学终点，分泌的BBB转

运融合蛋白质、组合物或设备的药物代谢动力学，所治疗的疾患，施用方式，以及受试者的

年龄和健康状况。有效量涵盖治疗性和预防性治疗。

[0085] 在一个实施方案中，设置在设备之上或之中的式(III)化合物的有效量是与参考

设备相比减少对所植入的设备的FBR的量，例如减少所植入的设备上或附近的纤维变性或

纤维化组织的量。

[0086] 在一个实施方案中，在含细胞隔室中与工程化细胞一起设置的CBS的有效量是与

参考设备相比增强该细胞的活力(例如，活细胞的数目)和/或与参考设备相比增加该细胞

的BBB转运融合蛋白质的产生(例如，增加植入有该设备的受试者的血浆中融合蛋白质的水

平)的量。设备、组合物或组分(例如，去纤维化化合物、CBS、工程化细胞)的有效量可通过本

文所述的领域中已知的任何技术来确定。

[0087] 如本文所用的“工程化细胞”或“经遗传修饰的细胞”是具有非天然发生的改变的

哺乳动物细胞(例如人细胞，例如RPE细胞、衍生自细胞系(例如ARPE‑19或其它细胞系)的细

胞、干细胞、由iPSC分化的细胞)，并且通常包含编码本文所述的BBB转运融合蛋白质的外源

核苷酸序列(例如，载体或改变的染色体序列)。在一个实施方案中，外源核苷酸序列是染色

体的(例如，外源序列设置于内源染色体序列中)或染色体外的(例如，非整合的表达载体)。

在一个实施方案中，经遗传修饰的细胞中的外源核苷酸序列包含针对AB、BBB或C结构域中

的一者、两者或全部三者的经密码子优化的编码序列，该经密码子优化的编码序列实现比

这些结构域中的每一个结构域的天然存在的编码序列更高的融合蛋白质表达。经密码子优

化的序列可使用市售算法，例如GeneOptimizer (ThermoFisher  Scientific)、

OptimumGeneTM(GenScript,Piscataway,NJ  USA)、 (ATUM,Newark,CA  USA)或

Java  Codon  Adaptation  Tool(JCat ,www .jcat .de ,Grote ,A .等人 ,Nucleic  Acids 

Research,第33卷,增刊第_2期,第W526‑W531页(2005)产生。在一个实施方案中，该细胞还

被遗传修饰，以减少或消除由亲本细胞天然表达的一种或多种蛋白质的表达。在一个实施
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方案中，从经稳定转染的细胞群体或单克隆细胞系培养经遗传修饰的细胞(例如，经修饰的

RPE细胞、经修饰的ARPE‑19细胞)。

[0088] 如本文所用的“外源核苷酸序列”是不天然存在于受试者细胞中的核苷酸序列。

[0089] 如本文所用的“外源多肽”是不天然存在于受试者细胞(例如，工程化细胞)中的多

肽。提及特定序列的氨基酸位置是指所述氨基酸在参考氨基酸序列，例如全长成熟(信号肽

裂解后)野生型蛋白质的序列(除非另有说明)中的位置，并且不排除参考氨基酸序列中其

它位置处的变异(例如缺失、插入和/或取代)的存在。

[0090] 如本文所用的“表达载体”是指包含一个或多个表达构建体的重组多核苷酸，该表

达构建体编码一种或多种待表达的蛋白质。每个表达构建体均含有可操作地连接至一个或

多个待表达的核苷酸序列的表达控制序列。表达载体包含足够的顺式作用的用于表达的元

件；其它用于表达的元件可由宿主细胞或在体外表达系统中提供。载体可包含用于将一个

或多个表达盒表达和/或整合到哺乳动物细胞的基因组中的额外序列元件。表达载体包括

本领域中已知的并入有重组多核苷酸的所有表达载体，诸如粘粒、质粒(例如，裸露或包含

在脂质体中)和病毒(例如，慢病毒、逆转录病毒、腺病毒和腺相关病毒)。适合用于将哺乳动

物细胞工程化成表达本文所述的任何融合蛋白质的表达载体还可含有编码用于选择含有

此种载体的细胞的标志物的核苷酸序列。合适标志物的实例是编码对抗生素(诸如氨苄青

霉素、氯霉素、卡那霉素、诺尔丝菌素或博来霉素)具有抗性的基因。

[0091] “法布里病(Fabry  disease)”、“GLA缺乏症”、“α‑半乳糖苷酶A缺乏症”和“安德森‑

法布里病(Anderson‑Fabry  disease)”在本文中可互换地用来指由酶α‑半乳糖苷酶A(GLA

或GALA)的活性缺乏引起的X连锁LSD，该缺乏导致鞘糖脂神经酰胺三己糖苷(Gb3)在各种组

织和器官中的破坏性累积。已经在患有法布里病的人中鉴定了位于人GLA基因中的超过370

种不同的突变，其中许多是单一家族所特有的。消除GLA活性的突变导致严重的经典形式的

法布里病，其通常在儿童期开始发病。较轻微、晚发形式的法布里病与降低但不会消除GLA

活性的突变有关。法布里病患者是指被诊断患有或疑似患有法布里病的个体。可使用本领

域已知的任何方法来诊断法布里病患者。在一个实施方案中，人法布里病患者具有与GLA酶

活性缺乏和/或法布里病相关的GLA基因突变。

[0092] 如本文所用的“戈谢病”是指由β‑葡萄糖脑苷脂酶的活性缺乏引起的常染色体隐

性LSD，该缺乏导致糖脂葡萄糖脑苷脂在整个身体的细胞内累积。已鉴定出了至少五种形式

的戈谢病；与CNS并发症相关的形式被命名为戈谢病2型和戈谢病3型。2型形式也称为急性

神经元病性戈谢病，发生在新生儿和婴儿中，他们通常在生命的最初三年内死亡。3型戈谢

病也称慢性神经元病性戈谢病，通常发生在生命的最初十年，其中CNS并发症的发生和进展

比2型患者更慢。位于GBA基因中的许多突变一直与2型和3型戈谢病有关，其中L483P取代是

与3型相关的最常见突变。戈谢病患者是指已被诊断患有或疑似患有戈谢病的个体。在一个

实施方案中，人戈谢病患者具有与GBA酶活性缺乏和/或3型戈谢病相关的GBA基因突变。

[0093] “乙酰肝素‑α‑氨基葡糖苷N‑乙酰转移酶蛋白质”、“乙酰肝素乙酰基‑CoA:α‑氨基

葡萄糖苷N‑乙酰基转移酶蛋白质”、“HGSNAT蛋白质”和“N‑乙酰转移酶蛋白质”在本文中可

互换地用来指包含由野生型哺乳动物(例如人)基因编码的成熟氨基酸序列或其任何片段、

突变体、变体或衍生物的蛋白质，如通过任何本领域公认的HGSNAT测定所测量，该蛋白质具

有在相应野生型哺乳动物成熟HGSNAT蛋白质的80％‑120％、85％‑115％、90％‑110％或
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95％‑105％以内的HGSNAT酶活性。HGSNAT催化溶酶体内乙酰肝素或硫酸乙酰肝素的末端葡

糖胺残基的乙酰化，从而将它转化为NAGLU水解的底物。野生型人HGSNAT基因编码663个氨

基酸的多肽，该多肽包含在易位至内质网中后不会被裂解的预测的信号序列(UniProtKB–

Q68CP4)。在一些实施方案中，本文所述的BBB转运融合蛋白质中的HGSNAT氨基酸序列实质

上由图1F中所示的人HGSNAT序列的氨基酸1‑663组成。

[0094] 如本文所用的“高分子量藻酸盐”或“HMW‑Alg”意指近似分子量为150kDa‑250kDa

的藻酸盐。

[0095] “艾杜糖醛酸‑2‑硫酸酯酶蛋白质”、“IDS蛋白质”、“I2S蛋白质”和“α‑L‑艾杜糖醛

酸硫酸酯硫酸酯酶蛋白质”“IDS”在本文中可互换使用，是指包含由野生型哺乳动物(例如

人)IDS基因或其任何片段、突变体、变体或衍生物编码的成熟氨基酸序列的蛋白质，如通过

任何本领域公认的IDS测定所测量，该蛋白质具有在相应野生型哺乳动物成熟IDS蛋白质的

80％‑120％、85％‑115％、90％‑110％或95％‑105％以内的IDS酶活性。IDS水解硫酸皮肤

素、硫酸乙酰肝素和乙酰肝素的L‑艾杜糖醛酸2‑硫酸酯单元的2‑硫酸基团。野生型人IDS基

因编码550个氨基酸的前体多肽原，其中的N末端25个氨基酸构成信号肽，并且其余氨基酸

构成多肽原，该多肽原通过去除氨基酸26‑33的前肽且然后裂解成由氨基酸34‑455和氨基

酸456‑550形成的两条链而被加工成成熟多肽。(UniProtKB–P22304)。在一些实施方案中，

本文所述的BBB转运融合蛋白质中的IDS氨基酸序列包含图1G中所示的人前体IDS序列的氨

基酸34‑550。在一个实施方案中，BBB转运融合蛋白质中的人IDS氨基酸序列实质上由图1G

中所示的序列的氨基酸26‑550组成。

[0096] 如本文所用的“低分子量藻酸盐”或“LMS‑Alg”意指近似分子量<75kDa的藻酸盐。

[0097] 如本文所用的“溶酶体贮积症”和“LSD”是指由酶或其辅助因子的缺乏引起的先天

性代谢缺陷，该缺乏导致溶酶体的缺陷功能以及一种或多种糖胺聚糖(GAG)在各种组织和

器官中的累积。作为由重复二糖组成的长未支化多糖的GAG包括：硫酸软骨素(CS)、硫酸皮

肤素(DS)、硫酸乙酰肝素(HS)、硫酸角质素(KS)和透明质酸。约70％的LSD是由酶缺陷引起

的，而其余的则是由于酶激活因子或相关蛋白质的缺陷所致。已知的LSD包括酶缺乏性LSD

和在Pastores等人,Neurol  Clin.31(4)；1051‑1071(2013)的表1和表2中列出的其它LSD。

在一个实施方案中，LSD是粘多糖贮积症(MPS)或神经鞘脂贮积症(SP)。

[0098] 如本文所用的“中等分子量藻酸盐”或“MMW‑Alg”意指近似分子量为75kDa至

150kDa的藻酸盐。

[0099] 如本文所用的“粘多糖贮积症”和“MPS”是指由参与糖胺聚糖代谢的酶的缺乏引起

的疾患，该缺乏导致糖胺聚糖片段在溶酶体中累积并且可导致骨、软组织和CNS表现，特别

是对于MPS的神经元病性形式。神经元病性MPS中的神经元损伤与未降解的硫酸乙酰肝素

(HS)的储存以及次级毒性产物如GM2和GM3神经节苷脂、炎性细胞因子和活性氧类有关。神

经元病性MPS包括MPS‑1Hurler(MPS‑1H)、MPS‑2、MPS‑3(A‑D)和MPS‑7。

[0100] “I型粘多糖贮积症”和“MPS1”在本文中可互换地用来指由IDUA酶活性缺乏以及随

之发生的GAG(主要是DS和HS)在多个器官和组织的溶酶体内累积而引起的LSD。MPS1患者是

指已被诊断患有或疑似患有MPS1疾病(例如重度MPS1或减弱的MPS1)的个体(例如，人)。可

使用包括用于诊断MPS1的临床、生物化学和遗传方法在内的本领域已知的任何方法诊断患

者。在一个实施方案中，人MPS1患者具有与IDUA酶活性缺乏和/或MPS1疾病相关的位于IDUA
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基因中的突变。

[0101] “II型粘多糖贮积症”、“MPS2”和“亨特综合征”在本文中可互换地用来指由IDS酶

活性缺乏以及随之发生的GAG(主要是DS和HS)在多个器官和组织的溶酶体内累积而引起的

X连锁LSD。MPS2患者是指已被诊断患有或疑似患有MPS2疾病，例如严重早发MPS2(症状在2‑

4岁内变得明显)或轻度、晚发MPS2的个体(例如，人)。可使用包括用于诊断MPS2的临床、生

物化学和遗传方法在内的本领域中已知的任何方法对患者进行诊断在一个实施方案中，人

MPS2患者具有与IDS活性缺乏和/或MPS2疾病相关的位于IDS基因中的突变。

[0102] “IIIA型粘多糖贮积症”、“MPS  3A”和“A型圣菲利浦综合征”在本文中可互换地用

来指由SGSH活性缺乏以及随之发生的硫酸乙酰肝素在CNS中的累积引起的常染色体隐性

LSD。MPS  3A的特征在于重度CNS变性。在MPS  3A患者中已鉴定出了位于SGSH基因中的超过

80种不同的突变。MPS  3A患者是指已被诊断患有或疑似患有MPS3A疾病的个体(例如，人)。

可使用包括用于诊断MPS  3A的临床、生物化学和遗传方法在内的本领域中已知的任何方法

对患者进行诊断。在一个实施方案中，人MPS  3A患者具有与SGSH酶活性缺乏和/或MPS  3A疾

病相关的SGSH基因突变。

[0103] “IIIB型粘多糖贮积症”、“MPS  3B”和“B型圣菲利浦(Sanfilippo)综合征”在本文

中可互换地用来指由NAGLU酶活性缺乏以及随之发生的HS在CNS中的累积引起的常染色体

隐性LSD。位于人NAGLU基因中的超过100种不同的突变与MPS  3B表型相关。MPS  3B患者是指

已被诊断患有或疑似患有MPS  3B疾病的个体(例如，人)。可使用包括用于诊断MPS  3B的临

床、生物化学和遗传方法在内的本领域中已知的任何方法对患者进行诊断。在一个实施方

案中，人MPS  3B患者具有与NAGLU酶活性缺乏和/或MPS  3B疾病相关的NAGLU基因突变。

[0104] “IIIC型粘多糖贮积症”、“MPS  3C”和“C型圣菲利浦综合征”在本文中可互换地用

来指由HGSNAT酶活性缺乏以及随之发生的硫酸乙酰肝素在CNS中的累积引起的常染色体隐

性LSD。MPS  3C疾病发作通常在10岁之前并且其特征在于进行性CNS变性。在MPS  3C患者中

已鉴定出了位于HGSNAT基因中的超过50种不同的突变。MPS  3C患者是指已被诊断患有或疑

似患有MPS  3C疾病的个体(例如，人)。可使用包括用于诊断MPS  3C的临床、生物化学和遗传

方法在内的本领域中已知的任何方法对患者进行诊断在一个实施方案中，人MPS  3C患者具

有与HGSNAT酶活性缺乏和/或MPS  3C疾病相关的HGSNAT基因突变。

[0105] “IIID型粘多糖贮积症”、“MPS  3D”和“D型圣菲利浦综合征”在本文中可互换地用

来指由GNS酶活性缺乏以及随之发生的HS在CNS中的累积引起的常染色体隐性LSD。MPS  3D

疾病发作通常在2岁与6岁之间并且其特征在于大多数6岁与10岁之间的患者会出现严重神

经系统变性。MPS  3D患者是指已被诊断患有或疑似患有MPS  3D疾病的个体(例如，人)。可使

用包括用于诊断MPS‑3A的临床、生物化学和遗传方法在内的本领域中已知的任何方法对患

者进行诊断。在一个实施方案中，人MPS  3D患者具有与GNS酶活性缺乏和/或MPS  3D疾病相

关的GNS基因突变。

[0106] “VII型粘多糖贮积症”、“MPS7”和“斯赖综合征(Sly  syndrome)”在本文中可互换

地用来指由GUSB酶活性缺乏以及随之发生的CS、DS和HS在多种组织的溶酶体中的累积引起

的常染色体隐性LSD。在MPS  7患者中已鉴定出了位于GUSB基因中的至少49种不同的突变。

MPS  7患者是指已被诊断患有或疑似患有MPS  7疾病的个体(例如，人)。可使用包括用于诊

断MPS  7的临床、生物化学和遗传方法在内的本领域中已知的任何方法对患者进行诊断在
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一个实施方案中，人MPS  7患者具有与GUSB酶活性缺乏和/或MPS  7疾病相关的GUSB基因突

变。

[0107] “N‑乙酰半乳糖胺‑6‑硫酸酯酶蛋白质”、“葡糖胺N‑乙酰基‑6‑硫酸酯酶蛋白质”和

“GNS蛋白质”在本文中可互换地用来指包含由野生型哺乳动物(例如人)GNS基因编码的成

熟氨基酸序列或其任何片段、突变体、变体或衍生物的蛋白质，如通过任何本领域公认的

GNS酶测定所测量，该蛋白质具有在相应野生型哺乳动物成熟GNS蛋白质的80％‑120％、

85％‑115％、90％‑110％或95％‑105％以内的GNS酶活性。GNS催化硫酸乙酰肝素和硫酸角

质素的N‑乙酰基‑D‑葡糖胺6‑硫酸酯单元的6‑硫酸酯基团的水解。野生型人GNS基因编码

552个氨基酸的前体多肽，其中N的末端36个氨基酸构成信号肽(UniProtKB–P15586)。在一

些实施方案中，本文所述的BBB转运融合蛋白质中的成熟人GNS氨基酸序列实质上由图1D中

所示的人前体GNS序列的氨基酸37‑552组成。

[0108] “N‑磺基葡糖胺磺基水解酶”、“SGSH”、“磺酰胺酶”和“乙酰肝素‑N‑硫酸酯酶”在本

文中可互换地用来指包含由野生型哺乳动物(例如人)SGSH基因编码的成熟氨基酸序列或

其任何片段、突变体、变体或衍生物的蛋白质，如通过任何本领域公认的SGSH测定所测量，

该蛋白质具有在相应野生型哺乳动物成熟SGSH蛋白质的80％‑120％、85％‑115％、90％‑

110％或95％‑105％以内的酶活性。SGSH催化N‑磺基‑D‑葡糖胺水解为D‑葡糖胺和硫酸盐。

野生型人SGSH基因编码502个氨基酸的前体多肽，其中的N末端20个氨基酸构成信号肽

(UniProtKB–P51688)。在一些实施方案中，本文所述的BBB转运融合蛋白质中的成熟人SGSH

氨基酸序列实质上由图1J中所示的序列的氨基酸21‑502组成。

[0109] 如本文所用的“肽”是少于50个氨基酸、通常少于25个氨基酸的多肽。

[0110] 如本文所用的“PolyA信号”是指终止编码序列转录成RNA并指导polyA尾添加到

RNA上的任何连续序列。polyA信号的实例是兔结合球蛋白(rBG)polyA信号、SV40晚期polyA

信号、SV50  polyA信号、牛生长激素(BGH)polyA信号、人生长激素(HGH)polyA信号和本领域

已知的合成polyA信号。

[0111] 如本文所用，“聚合物组合物”是包含一种或多种聚合物的组合物(例如，溶液、混

合物)。作为一类，“聚合物”包括均聚物、杂聚物、共聚物、嵌段聚合物、嵌段共聚物并且可以

是天然的和合成的。均聚物含有一种类型的结构单元或单体，而共聚物含有多于一种类型

的单体。

[0112] 如本文所用的“多肽”是包含通过肽键连接的氨基酸残基并且具有至少两个、并且

在一些实施方案中至少10、50、75、100、150或200个氨基酸残基的聚合物。

[0113] “庞贝病(Pompe  disease,PD)”、“酸性α‑葡萄糖苷酶缺乏症”和“II型糖原贮积症”

在本文可互换地用来指由GAA酶活性缺乏和随之发生的溶酶体糖原主要在心脏、骨骼、平滑

肌和神经系统中的过量累积引起的常染色体隐性LSD。PD大致分类为婴儿PD(IPD)和晚发PD

(LOPD)。在PD患者中已鉴定出了位于GAA基因中的超过580种突变。PD患者是指已被诊断患

有或疑似患有PD疾病的个体(例如，人)。可使用包括用于诊断PD的临床、生物化学和遗传方

法在内的本领域中已知的任何方法对患者进行诊断在一个实施方案中，人PD患者具有与

GAA酶活性缺乏和/或PD相关的GAA基因突变。在一个实施方案中，患者已被诊断患有LOPD。

[0114] 如本文所用的“预防(Prevention)”、“预防(prevent)”和“预防(preventing)”是

指一种这样的治疗，该治疗包括在CNS疾患或疾病的一种或多种症状发作之前施用或施加
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本文所述的BBB转运融合蛋白质，例如施用包封表达融合蛋白质(例如，如本文所述)的经修

饰的细胞的设备组合物，以阻止该一种或多种症状的身体表现。在一些实施方案中，“预防

(Prevention)”、“预防(prevent)”和“预防(preventing)”需要CNS疾患/疾病的体征或症状

尚未发展或尚未被观察到。在一些实施方案中，治疗包括预防，而在其它实施方案中，治疗

不包括预防。

[0115] 如本文所用的“启动子序列”是指能够在哺乳动物细胞，例如人类细胞(例如RPE细

胞，例如ARPE‑19细胞)中驱动表达的核苷酸序列。在一些实施方案中，例如，为了驱动本文

所述的BBB转运融合蛋白质的表达，启动子序列来自强哺乳动物启动子，例如人启动子序

列。用于本文所述的表达盒中的强启动子的非限制性实例包括EF1A启动子、CAG启动子、PGK

(磷酸甘油酸激酶)启动子和ACTB(人β‑肌动蛋白)启动子。在一个实施方案中，可用于驱动

本文所述的ST蛋白质的表达的启动子序列可来自中等强度启动子，例如EFS启动子序列，其

是EF1A启动子序列的缩短形式。

[0116] 如本文所用的“RPE细胞”是指具有以下特征中的一种或多种特征的细胞：a)其包

含视网膜色素上皮细胞(RPE)(例如，使用ARPE‑19细胞系( CRL‑2302TM)培养)或由

其衍生或修饰(例如通过用编码BBB转运融合蛋白质的外源序列稳定转染从ARPE‑19细胞系

培养的细胞来衍生或修饰)的细胞、衍生自RPE细胞的原代细胞培养物的细胞、直接从天然

存在的RPE细胞(例如从人或其它哺乳动物)分离的细胞(没有长期培养，例如，自分离以来

少于5或10代或轮细胞分裂)、衍生自转化的、永生化的或长期(例如，超过5或10代或轮细胞

分裂)RPE细胞培养物的细胞；b)从分化程度较低的细胞获得的细胞，例如开发、编程或重编

程(例如，在体外)成RPE细胞的细胞，或者除了任何遗传工程化之外与天然存在的RPE细胞

或来自RPE细胞的原代或长期培养物的细胞中的一种或多种基本相似的细胞(例如，细胞可

衍生自IPS细胞)；c)具有一种或多种以下特性的细胞：i)其表达生物标志物CRALBP、RPE‑

65、RLBP、BEST1或αB‑晶状体蛋白质中的一种或多种；ii)其不表达生物标志物CRALBP、RPE‑

65、RLBP、BEST1或αB‑晶状体蛋白质中的一种或多种；iii)其天然存在于视网膜中并在布鲁

赫膜中的脉络膜血管上方形成单层；或iv)其负责视网膜中的上皮运输、光吸收、分泌和免

疫调节；或v)它是合成产生的，或由天然存在的细胞修饰的，以具有与永生化RPE细胞系(例

如，ARPE‑19细胞系( CRL‑2302TM))相同或基本相同的遗传内容物和任选的相同或

基本上相同的表观遗传内容物。在一个实施方案中，本文所述的RPE被遗传修饰成例如具有

新的特性，例如细胞被遗传修饰成表达并分泌本文所述的融合蛋白质。在一个实施方案中，

细胞还被遗传修饰成减少或消除由亲本细胞天然表达的一种或多种蛋白质的表达。在其它

实施方案中，RPE细胞是未经遗传修饰的。

[0117] 当在本文中用于指两个核苷酸序列或两个氨基酸序列时，“序列同一性”或“百分

比同一”意指当在比较窗口或指定区域上比较和比对两个序列以获得最大对应性时，两个

序列在指定区域内相同，或在指定区域内的指定百分比的核苷酸或氨基酸位置处具有相同

的核苷酸或氨基酸。序列同一性可使用本领域已知的标准技术(包括但不限于美国专利申

请公布第2017/02334455A1号中描述的任何算法)来确定。在一个实施方案中，同一的核苷

酸或氨基酸位置的指定百分比是至少约80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％或更高。

[0118] 如本文所用的“球形”意指具有形成球(例如，完全圆形的球体)或球样形状的弯曲
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表面的设备(例如，水凝胶胶囊或其它颗粒)，其例如在表面上可具有波浪和起伏。球和球样

物体可通过围绕三个垂直轴a、b和c中的每一个旋转圆、椭圆或组合来从数学上定义。对于

球，三个轴的长度相同。一般来说，球样形状是半主轴彼此相差在10％、5％或2.5％以内的

椭球体(就其平均表面而言)。球或球样形状的直径是平均直径，如半主轴的平均值。

[0119] 如本文所用的“神经鞘脂贮积症”和“SP”是指参与鞘脂代谢的酶的缺乏，该缺乏导

致鞘脂在溶酶体中累积并且可导致各种器官和组织(包括内脏和神经系统)出现各种表现。

SP疾病包括戈谢病(Gaucher  disease)和法布里病。

[0120] 如本文所用的“受试者”是指人类或非人类动物。在一个实施方案中，受试者是任

何年龄组的人(即男性或女性)，例如儿科人受试者(例如婴儿、儿童、青少年)或成人受试者

(例如年轻人、中年人或老年人)。在一个实施方案中，受试者是非人类动物，例如哺乳动物

(例如，小鼠、狗、灵长类动物(例如食蟹猴或恒河猴)。在一个实施方案中，受试者是商业相

关的哺乳动物(例如，牛、猪、马、绵羊、山羊、猫或狗)或鸟类(例如，商业相关的鸟类，如鸡、

鸭、鹅或火鸡)。在某些实施方案中，动物是哺乳动物。动物可以是雄性或雌性并且处于任何

发育阶段。非人类动物可以是转基因动物。

[0121] 如本文所用的“治疗(treatment)”、“治疗(treat)”和“治疗(treating)”是指减

少、逆转、缓和CNS疾患或疾病，延迟CNS疾患或疾病的发作，或抑制CNS疾患或疾病的症状、

表现或潜在原因中的一者或多者的进展。在一个实施方案中，治疗包括增加CNS中治疗性蛋

白质的活性。在一个实施方案中，治疗包括减少、逆转、缓和与疾患或疾病相关的症状，延迟

其发作或抑制其进展。在一些实施方案中，“治疗(treatment)”、“治疗(treat)”和“治疗

(treating)”需要已经发展或已经观察到与CNS疾患/疾病相关的体征或症状。在其它实施

方案中，治疗可在没有疾病的体征或症状的情况下施用，例如在预防性治疗中。例如，可在

症状发作之前向易感个体施用治疗(例如，根据症状史和/或根据遗传或其它易感性因素)。

治疗也可以在症状已经消退之后继续进行，例如，以便延迟或预防复发。在一些实施方案

中，治疗包括预防，而在其它实施方案中，治疗不包括预防。

[0122] “野生型”(wt)是指物种中多核苷酸、多肽或蛋白质的天然形式，包括序列。野生型

形式与由于一种或多种基因突变而产生的多核苷酸、多肽或蛋白质的突变形式有所区别。

[0123] 所选择的化学定义

[0124] 具体官能团和化学术语的定义在下文更详细地描述。化学元素根据元素周期表，

CAS版本，Handbook  of  Chemistry  and  Physics,第75版，封二来鉴定，并且具体官能团通

常如其中所描述来定义。此外，有机化学的一般原理以及具体官能部分和反应性描述于

Thomas  Sorrell ,Organic  Chemistry ,University  Science  Books ,Sausalito ,1999；

Smith和March,March’s  Advanced  Organic  Chemistry,第5版,John  Wiley&Sons,Inc.,

New  York ,2001；Larock ,Comprehensive  Organic  Transformations ,VCH  Publishers ,

Inc.,New  York,1989；以及Carruthers,Some  Modern  Methods  of  Organic  Synthesis,第

3版,Cambridge  University  Press,Cambridge,1987中。

[0125] 本文所使用的缩写具有其在化学和生物学领域中的常规含义。根据在化学领域已

知的化学价的标准规则构建本文所示的化学结构和化学式。

[0126] 当列出值的范围时，意图涵盖该范围内的每个值和子范围。例如，“C1‑C6烷基”意图

涵盖C1、C2、C3、C4、C5、C6、C1‑C6、C1‑C5、C1‑C4、C1‑C3、C1‑C2、C2‑C6、C2‑C5、C2‑C4、C2‑C3、C3‑C6、C3‑
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C5、C3‑C4、C4‑C6、C4‑C5、以及C5‑C6烷基。

[0127] 如本文所用，“烷基”是指具有1至24个碳原子的直链或支化饱和烃基团的基团

(“C1‑C24烷基”)。在一些实施方案中，烷基具有1至12个碳原子(“C1‑C12烷基”)、1至10个碳原

子(“C1‑C12烷基”)、1至8个碳原子(“C1‑C8烷基”)、1至6个碳原子(“C1‑C6烷基”)、1至5个碳原

子(“C1‑C5烷基”)、1至4个碳原子(“C1‑C4烷基”)、1至3个碳原子(“C1‑C3烷基”)、1至2个碳原

子(“C1‑C2烷基”)或1个碳原子(“C1烷基”)。在一些实施方案中，烷基具有2至6个碳原子

(“C2‑C6烷基”)。C1‑C6烷基的实例包括甲基(C1)、乙基(C2)、正丙基(C3)、异丙基(C3)、正丁基

(C4)、叔丁基(C4)、仲丁基(C4)、异丁基(C4)、正戊基(C5)、3‑戊烷基(C5)、戊基(C5)、新戊基

(C5)、3‑甲基‑2‑丁烷基(C5)、叔戊基(C5)以及正己基(C6)。烷基的另外实例包括正庚基(C7)、

正辛基(C8)等。烷基的每个实例可独立地为任选取代的，即未取代的(“未取代的烷基”)，或

者被一个或多个取代基，例如1至5个取代基、1至3个取代基或1个取代基取代(“取代的烷

基”)。

[0128] 如本文所用，“烯基”是指具有2至24个碳原子、一个或多个碳‑碳双键且无三键的

直链或支化烃基团的基团(“C2‑C24烯基”)。在一些实施方案中，烯基具有2至10个碳原子

(“C2‑C10烯基”)、2至8个碳原子(“C2‑C8烯基”)、2至6个碳原子(“C2‑C6烯基”)、2至5个碳原子

(“C2‑C5烯基”)、2至4个碳原子(“C2‑C4烯基”)、2至3个碳原子(“C2‑C3烯基”)或2个碳原子

(“C2烯基”)。一个或多个碳‑碳双键可以是内部的(如在2‑丁烯基中)或末端的(如在1‑丁烯

基中)。C2‑C4烯基的实例包括乙烯基(C2)、1‑丙烯基(C3)、2‑丙烯基(C3)、1‑丁烯基(C4)、2‑丁

烯基(C4)、丁二烯基(C4)等。C2‑C6烯基的实例包括前面提到的C2‑4烯基以及戊烯基(C5)、戊二

烯基(C5)、己烯基(C6)等。烯基的每个实例可独立地为任选取代的，即，未取代的(“未取代的

烯基”)，或者被一个或多个取代基，例如1至5个取代基、1至3个取代基或1个取代基取代

(“取代的烯基”)。

[0129] 如本文所用，术语“炔基”是指具有2至24个碳原子、一个或多个碳‑碳三键的直链

或支化烃基团的基团(“C2‑C24烯基”)。在一些实施方案中，炔基具有2至10个碳原子(“C2‑C10
炔基”)、2至8个碳原子(“C2‑C8炔基”)、2至6个碳原子(“C2‑C6炔基”)、2至5个碳原子(“C2‑C5
炔基”)、2至4个碳原子(“C2‑C4炔基”)、2至3个碳原子(“C2‑C3炔基”)或2个碳原子(“C2炔

基”)。一个或多个碳‑碳三键可以是内部的(如在2‑丁炔基中)或末端的(如在1‑丁炔基中)。

C2‑C4炔基的实例包括乙炔基(C2)、1‑丙炔基(C3)、2‑丙炔基(C3)、1‑丁炔基(C4)、2‑丁炔基

(C4)等。炔基的每个实例可独立地为任选取代的，即，未取代的(“未取代的炔基”)，或者被

一个或多个取代基，例如1至5个取代基、1至3个取代基或1个取代基取代(“取代的炔基”)。

[0130] 如本文所用，术语“杂烷基”是指包括至少一个碳原子和至少一个选自由O、N、P、Si

和S组成的组的杂原子的非环状稳定的直链或支化链或它们的组合，并且其中氮原子和硫

原子可任选地被氧化，并且氮杂原子可任选地被季铵化。一个或多个杂原子O、N、P、S和Si可

被放置于杂烷基的任何位置处。示例性杂烷基包括但不限于：‑CH2‑CH2‑O‑CH3、‑CH2‑CH2‑NH‑

CH3、‑CH2‑CH2‑N(CH3)‑CH3、‑CH2‑S‑CH2‑CH3、‑CH2‑CH2、‑S(O)‑CH3、‑CH2‑CH2‑S(O)2‑CH3、‑CH＝

CH‑O‑CH3、‑Si(CH3)3、‑CH2‑CH＝N‑OCH3、‑CH＝CH‑N(CH3)‑CH3、‑O‑CH3和‑O‑CH2‑CH3。至多两

个或三个杂原子可以是连续的，诸如例如‑CH2‑NH‑OCH3和‑CH2‑O‑Si(CH3)3。在叙述“杂烷

基”，后面接着具体杂烷基如‑CH2O、‑NR
CRD等的叙述时，将理解，术语杂烷基和‑CH2O或‑NRCRD

并不冗余或互相排斥。而是，叙述具体杂烷基以增加清晰性。因此，术语“杂烷基”在此不应
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解释为排除具体杂烷基基团，如‑CH2O、‑NR
CRD等。杂环基的每个实例可独立地为任选取代

的，即，未取代的(“未取代的杂烷基”)，或者被一个或多个取代基，例如1至5个取代基、1至3

个取代基或1个取代基取代(“取代的杂烷基”)。

[0131] 除非另有说明，否则术语“亚烷基”、“亚烯基”、“亚炔基”或“亚杂烷基”单独或作为

另一个取代基的一部分分别意指衍生自烷基、烯基、炔基或杂烷基的二价基团。亚烷基、亚

烯基、亚炔基或亚杂烷基可被描述为例如C1‑C6元亚烷基、C2‑C6元亚烯基、C2‑C6元亚炔基或

C1‑C6元亚杂烷基，其中术语“元(membered)”是指该部分内的非氢原子在亚杂烷基的情况

下，杂原子还可占据一个或两个链末端(例如，亚烷基氧基、亚烷基二氧基、亚烷基氨基、亚

烷基二氨基等)。更进一步，对于亚烷基和亚杂烷基连接基团，连接基团的取向并非由书写

连接基团的化学式的方向所暗示。例如，式‑C(O)2R’‑可表示‑C(O)2R’‑和‑R’C(O)2‑两者。

[0132] 如本文所用，“芳基”是指单环或多环(例如，双环或三环)4n+2芳族环系统(例如，

具有在环阵列中共享的6、10，或14个π电子)的基团，在该芳族环系统中具有6‑14个环碳原

子和零个杂原子(“C6‑C14芳基”)。在一些实施方案中，芳基具有6个环碳原子(“C6芳基”；例

如苯基)。在一些实施方案中，芳基具有10个环碳原子(“C10芳基”；例如萘基，诸如1‑萘基和

2‑萘基)。在一些实施方案中，芳基具有14个环碳原子(“C14芳基”；例如，蒽基)。芳基可被描

述为例如C6‑C10元芳基，其中术语“元”是指该部分内的非氢环原子。芳基包括苯基、萘基、茚

基和四氢萘基。芳基的每个实例可独立地为任选取代的，即，未取代的(“未取代的芳基”)，

或者被一个或多个取代基取代的(“取代的芳基”)。

[0133] 如本文所用，“杂芳基”是指5‑10元单环或双环4n+2芳族环系统(例如，具有在环阵

列中共享的6或10个π电子)的基团，在该芳族环系统中具有环碳原子和1‑4个环杂原子，其

中每个杂原子独立地选自氮、氧和硫(“5‑10元杂芳基”)。在含有一个或多个氮原子的杂芳

基中，当价态允许时，附接点可以是碳或氮原子。杂芳基双环系统可以包括一个或两个环中

的一个或多个杂原子。“杂芳基”还包括其中如上文定义的杂芳基环与一个或多个芳基稠合

的环系统，其中附接点是在芳基或杂芳基环上，并且在此类情况下，环成员的数目指示稠合

的(芳基/杂芳基)环系统中的环成员的数目。双环杂芳基，其中一个环不含杂原子(例如，吲

哚基、喹啉基、咔唑基等)，附接点可以在任一环，即携带杂原子的环(例如，2‑吲哚基)或不

含杂原子的环(例如，5‑吲哚基)上。杂芳基可被描述为例如6‑10元杂芳基，其中术语“元”是

指该部分内的非氢环原子。

[0134] 在一些实施方案中，杂芳基是5‑10元芳香族环系统，在该芳香族环系统中具有环

碳原子和1‑4个环杂原子，其中每个杂原子独立地选自氮、氧和硫(“5‑10元杂芳基”)。在一

些实施方案中，杂芳基是5‑8元芳香族环系统，在该芳香族环系统中具有环碳原子和1‑4个

环杂原子，其中每个杂原子独立地选自氮、氧和硫(“5‑8元杂芳基”)。在一些实施方案中，杂

芳基是5‑6元芳香族环系统，在该芳香族环系统中具有环碳原子和1‑4个环杂原子，其中每

个杂原子独立地选自氮、氧和硫(“5‑6元杂芳基”)。在一些实施方案中，5‑6元杂芳基具有1‑

3个选自氮、氧和硫的环杂原子。在一些实施方案中，5‑6元杂芳基具有1‑2个选自氮、氧和硫

的环杂原子。在一些实施方案中，5‑6元杂芳基具有1个选自氮、氧和硫的环杂原子。杂芳基

的每个实例可独立地为任选取代的，即，未取代的(“未取代的杂芳基”)，或者被一个或多个

取代基取代(“取代的杂芳基”)。

[0135] 含有1个杂原子的示例性5元杂芳基包括但不限于吡咯基、呋喃基和苯硫基。含有2
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个杂原子的示例性5元杂芳基包括但不限于咪唑基、吡唑基、噁唑基、异噁唑基、噻唑基以及

异噻唑基。示例性的含有三个杂原子的5元杂芳基包括但不限于三唑基、噁二唑基和噻二唑

基。含有4个杂原子的示例性5元杂芳基包括但不限于四唑基。含有1个杂原子的示例性6元

杂芳基包括但不限于吡啶基。示例性的含有两个杂原子的6元杂芳基包括但不限于哒嗪基、

嘧啶基和吡嗪基。含有3或4个杂原子的示例性6元杂芳基分别包括但不限于三嗪基和四嗪

基。含有1个杂原子的示例性7元杂芳基包括但不限于氮杂卓基、氧杂卓基和硫杂卓基。示例

性的5,6‑双环杂芳基包括但不限于吲哚基、异吲哚基、吲唑基、苯并三唑基、苯并噻吩基、异

苯并噻吩基、苯并呋喃基、苯并异呋喃基、苯并咪唑基、苯并噁唑基、苯并异噁唑基、苯并噁

二唑基、苯并噻唑基、苯并异噻唑基、苯并噻二唑基、吲哚嗪基和嘌呤基。示例性6,6‑双环杂

芳基包括但不限于萘啶基、蝶啶基、喹啉基、异喹啉基、噌啉基、喹喔啉基、酞嗪基以及喹唑

啉基。其它示例性杂芳基包括血红素和血红素衍生物。

[0136] 如本文所用，术语“亚芳基”和“亚杂芳基”单独或作为另一个取代基的一部分分别

意指衍生自芳基和杂芳基的二价基团。

[0137] 如本文所用，“环烷基”是指在非芳香族环系统中具有3至10个环碳原子(“C3‑C10环

烷基”)和0个杂原子的非芳香族环状烃基团的基团。在一些实施方案中，环烷基具有3至8个

环碳原子(“C3‑C8环烷基”)、3至6个环碳原子(“C3‑C6环烷基”)或5至10个环碳原子(“C5‑C10
环烷基”)。环烷基可被描述为例如C4‑C7元环烷基，其中术语“元”是指该部分内的非氢环原

子。示例性C3‑C6环烷基包括但不限于环丙基(C3)、环丙烯基(C3)、环丁基(C4)、环丁烯基

(C4)、环戊基(C5)、环戊烯基(C5)、环己基(C6)、环己烯基(C6)、环己二烯基(C6)等。示例性C3‑

C8环烷基包括但不限于前面提到的C3‑C6环烷基以及环庚基(C7)、环庚烯基(C7)、环庚二烯基

(C7)、环庚三烯基(C7)、环辛基(C8)、环辛烯基(C8)、立方烷基(C8)、双环[1.1.1]戊烷基(C5)、

双环[2.2.2]辛烷基(C8)、双环[2.1.1]己烷基(C6)、双环[3.1.1]庚烷基(C7)等。示例性C3‑

C10环烷基包括但不限于前面提到的C3‑C8环烷基以及环壬基(C9)、环壬烯基(C9)、环癸基

(C10)、环癸烯基(C10)、八氢‑1H‑茚基(C9)、十氢萘基(C10)、螺[4.5]癸烷基(C10)等。如前述实

例所阐明的，在某些实施方案中，环烷基是单环的(“单环环烷基”)抑或含有稠合、桥联或螺

环系统(如双环系统(“双环环烷基”))，并且可以是饱和的或者可以是部分不饱和的。“环烷

基”还包括环系统，其中如上文所定义的环烷基环与一个或多个芳基稠合，其中附接点在环

烷基环上，并且在此类情况下，碳的数目继续表示环烷基环系统中的碳的数目。环烷基的每

个实例可独立地为任选取代的，即，未取代的(“未取代的环烷基”)，或者被一个或多个取代

基取代(“取代的环烷基”)。

[0138] 如本文所用的“杂环基”是指具有环碳原子和1至4个环杂原子的3至10元非芳香族

环系统的基团，其中每个杂原子独立地选自氮、氧、硫、硼、磷和硅(“3‑10元杂环基”)。在含

有一个或多个氮原子的杂环基中，附接点可以是碳或氮原子，只要化合价允许。杂环基可以

是单环的(“单环杂环基”)或稠合、桥连或螺环系统，诸如双环系统(“双环杂环基”)，并且可

以是饱和的或可以是部分不饱和的。杂环基双环系统可以包括一个或两个环中的一个或多

个杂原子。“杂环基”还包括环系统，其中如上文所定义的杂环基环与一个或多个环烷基稠

合，其中附接点在环烷基或杂环基环上；或环系统，其中如上文所定义的杂环基环与一个或

多个芳基或杂芳基稠合，其中附接点在杂环基环上，并且在此类情况下，环成员的数目继续

表示杂环基环系统中的环成员的数目。杂环基可被描述为例如3‑7元杂环基，其中术语“元”
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是指该部分内的非氢环原子，即碳、氮、氧、硫、硼、磷以及硅。杂环基的每个实例可独立地为

任选取代的，即，未取代的(“未取代的杂环基”)，或者被一个或多个取代基取代(“取代的杂

环基”)。在某些实施方案中，杂环基是未取代的3‑10元杂环基。在某些实施方案中，杂环基

是取代的3‑10元杂环基。

[0139] 在一些实施方案中，杂环基是具有环碳原子和1‑4个环杂原子的5‑10元非芳香族

环系统，其中每个杂原子独立地选自氮、氧、硫、硼、磷和硅(“5‑10元杂环基”)。在一些实施

方案中，杂环基是具有环碳原子和1‑4个环杂原子的5‑8元非芳香族环系统，其中每个杂原

子独立地选自氮、氧和硫(“5‑8元杂环基”)。在一些实施方案中，杂环基是具有环碳原子和

1‑4个环杂原子的5‑6元非芳香族环系统，其中每个杂原子独立地选自氮、氧和硫(“5‑6元杂

环基”)。在一些实施方案中，5‑6元杂环基具有1‑3个选自氮、氧和硫的环杂原子。在一些实

施方案中，5‑6元杂环基具有1‑2个选自氮、氧和硫的环杂原子。在一些实施方案中，5‑6元杂

环基具有1个选自氮、氧和硫的环杂原子。

[0140] 含有1个杂原子的示例性3元杂环基包括但不限于氮丙啶基、环氧乙烷基和环硫乙

烷基。含有1个杂原子的示例性4元杂环基包括但不限于氮杂环丁烷基、氧杂环丁烷基和硫

杂环丁烷基。含有一个杂原子的示例性5元杂环基包括但不限于四氢呋喃基、二氢呋喃基、

四氢苯硫基、二氢苯硫基、吡咯烷基、二氢吡咯基和吡咯基‑2,5‑二酮。示例性的含有两个杂

原子的5元杂环基包括但不限于二氧戊环基、氧硫杂环戊烷基、二硫杂环戊烷基和噁唑烷‑

2‑酮。含有3个杂原子的示例性5元杂环基包括但不限于三唑啉基、噁二唑啉基和噻二唑啉

基。含有1个杂原子的示例性6元杂环基包括但不限于哌啶基、哌嗪基、四氢吡喃基、二氢吡

啶基和噻烷基(thianyl)。含有2个杂原子的示例性6元杂环基包括但不限于哌嗪基、吗啉

基、二噻烷基和二噁烷基。含有两个杂原子的示例性6元杂环基包括但不限于三嗪烷基

(triazinanyl)或硫代吗啉基‑1,1‑二氧化物。含有1个杂原子的示例性7元杂环基包括但不

限于，氮杂环庚烷基、氧杂环庚烷基和硫杂环庚烷基。含有1个杂原子的示例性8元杂环基包

括但不限于，氮杂环辛烷基、氧杂环辛烷基和硫杂环辛烷基。稠合至C6芳基环的示例性5元

杂环基(在本文中也称为5,6‑双环杂环)包括但不限于吲哚啉基、异吲哚啉基、二氢苯并呋

喃基、二氢苯并噻吩基、苯并噁唑啉酮基等。稠合至芳基环的示例性6元杂环基(在本文中也

称为6,6‑双环杂环)包括但不限于四氢喹啉基、四氢异喹啉基等。

[0141] 如本文所用的“氨基”是指基团‑NR70R71，其中R70和R71各自独立地为氢、C1‑C8烷基、

C3‑C10环烷基、C4‑C10杂环基、C6‑C10芳基以及C5‑C10杂芳基。在一些实施方案中，氨基是指

NH2。

[0142] 如本文所用，“氰基”是指‑CN。

[0143] 除非另有说明，否则如本文所用，“卤基”或“卤素”独立地或作为另一个取代基的

一部分意指氟(F)、氯(Cl)、溴(Br)或碘(I)原子。

[0144] 如本文所用，“羟基”是指基团‑OH。

[0145] 如本文定义的烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基以及杂芳基是任选

取代的(例如，“取代的”或“未取代的”烷基、“取代的”或“未取代的”烯基、“取代的”或“未取

代的”炔基、“取代的”或“未取代的”杂烷基、“取代的”或“未取代的”环烷基、“取代的”或“未

取代的”杂环基、“取代的”或“未取代的”芳基，或“取代的”或“未取代的”杂芳基)。一般来

说，术语“取代的”，无论之前有无术语“任选地”，都意指基团(例如，碳或氮原子)上存在的
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至少一个氢被可允许的取代基置换，该可允许的取代基例如是取代后产生稳定的化合物的

取代基，该稳定的化合物例如是不会自发地如通过重排、环化、消除或其它反应而进行转化

的化合物。除非另外说明，否则“取代的”基团在该基团的一个或多个可取代的位置处具有

取代基，并且当任何给定结构中的多于一个位置被取代时，该取代基在每个位置处是相同

或不同的。术语“取代的”预期包括用有机化合物的所有允许的取代基，如本文所述的产生

稳定化合物的形成的任何取代基取代。本公开考虑了任何和所有此类组合以达成稳定的化

合物。出于本公开的目的，杂原子(如氮)可具有氢取代基和/或如本文所述的满足杂原子的

化合价并且产生稳定部分的形成的任何合适的取代基。

[0146] 两个或更多个取代基可以任选地联接以形成芳基、杂芳基、环烷基或杂环基基团。

此类所谓的成环取代基通常但不一定附接至环状基本结构。在一个实施方案中，成环取代

基附接至基本结构的相邻成员。例如，附接至环状基本结构的相邻成员的两个成环取代基

形成稠环结构。在另一个实施方案中，成环取代基附接至基本结构的单个成员。例如，附接

至环状基本结构的单个成员的两个成环取代基形成螺环结构。在另一个实施方案中，成环

取代基附接至基本结构的不相邻成员。

[0147] 本文所述的式(III)化合物及其药学上可接受的盐可包含一个或多个不对称中

心，并且因此可以以各种异构体形式(例如对映异构体和/或非对映异构体)存在。例如，本

文所述的化合物可呈单独对映异构体、非对映异构体或几何异构体的形式，或者可呈立体

异构体混合物(包括外消旋混合物以及富含一种或多种立体异构体的混合物)的形式。异构

体可通过本领域的技术人员已知的方法从混合物中分离，该方法包括手性高压液相色谱法

(HPLC)以及手性盐的形成和结晶；或者优选的异构体可通过不对称合成来制备。参见例如，

Jacques等人 ,Enantiomers ,Racemates  and  Resolutions(Wiley  Interscience ,New 

York ,1981)；Wilen等人 ,Tetrahedron  33:2725(1977)；Eliel ,Stereochemistry  of 

Carbon  Compounds(McGraw‑Hill ,NY,1962)；以及Wilen ,Tables  of  Resolving  Agents 

and  Optical  Resolutions第268页(E.L.Eliel,编辑,Univ.of  Notre  Dame  Press,Notre 

Dame,IN  1972)。本公开另外涵盖呈基本上不含有其它异构体的单独异构体形式，以及可替

代地呈不同异构体的混合物形式的本文描述的化合物。

[0148] 如本文所用，纯对映异构体化合物基本上不含化合物的其它对映异构体或立体异

构体(即，呈对映体过量)。换言之，化合物的“S”形式基本上不含化合物的“R”形式，并且因

此呈“R”形式的对映体过量。术语“对映异构纯的”或“纯对映异构体”表示化合物包含多于

75重量％、多于80重量％、多于85重量％、多于90重量％、多于91重量％、多于92重量％、多

于93重量％、多于94重量％、多于95重量％、多于96重量％、多于97重量％、多于98重量％、

多于99重量％、多于99.5重量％或多于99.9重量％的对映异构体。在某些实施方案中，重量

是基于化合物的所有对映异构体或立体异构体的总重量。

[0149] 本文所述的式(III)化合物还可包含一种或多种同位素取代。例如，H可处于任何

同位素形式，包括
1H、2H(D或氘)和3H(或氚)；C可处于任何同位素形式，包括

12C、13C和14C；O可

处于任何同位素形式，包括
16O和18O等。

[0150] 术语“药学上可接受的盐”意图包括根据本文所述的化合物上发现的特定取代基

用相对无毒的酸或碱制备的活性化合物的盐。当用于制备本公开的设备的式(III)化合物

含有相对酸性的官能团时，可以通过使此类化合物的中性形式与足量的期望碱(纯的或在
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合适的惰性溶剂中)接触来获得碱加成盐。药学上可接受的碱加成盐的实例包括钠、钾、钙、

铵、有机氨基或镁盐，或类似盐。当本公开中使用的化合物含有相对碱性的官能团时，可通

过使中性形式的此类化合物与足量的所需的酸纯净地或于适合的惰性溶剂中接触来获得

酸加成盐。药学上可接受的酸加成盐的实例包括衍生自无机酸，如盐酸、氢溴酸、硝酸、碳

酸、一氢碳酸、磷酸、一氢磷酸、二氢磷酸、硫酸、一氢硫酸、氢碘酸或亚磷酸等的那些盐；以

及衍生自有机酸，如乙酸、丙酸、异丁酸、马来酸、丙二酸、苯甲酸、琥珀酸、辛二酸、富马酸、

乳酸、扁桃酸、邻苯二甲酸、苯磺酸、对甲苯磺酸、柠檬酸、酒石酸、甲磺酸等的盐。还包括氨

基酸的盐，诸如精氨酸盐等；和有机酸，如葡糖醛酸或半乳糖醛酸等的盐(参见例如，Berge

等人,Journal  of  Pharmaceutical  Science  66:1‑19(1977))。本公开的设备(例如，颗粒、

水凝胶胶囊)中使用的某些特定化合物含有允许该化合物转化成碱加成盐或酸加成盐的碱

性和酸性官能基两者。这些盐可通过本领域技术人员已知的方法制备。本领域技术人员已

知的其它药学上可接受的载体也适合用于本公开中。

[0151] 本公开的设备可含有呈前药形式的式(III)化合物。前药是在生理条件下容易发

生化学变化以提供可用于制备本公开中的设备的化合物的那些化合物。另外，前药可在离

体环境中通过化学或生物化学方法转化成有用的式(III)化合物。

[0152] 本文所述的某些式(III)化合物可以非溶剂化形式以及溶剂化形式(包括水合形

式)存在。一般来说，溶剂化形式等效于非溶剂化形式并且涵盖在本公开的范围内。本文所

述的某些式(III)化合物可以多种结晶或无定形形式存在。一般来说，所有物理形式对于本

公开所涵盖的用途而言都是等效的并且意图落入本公开的范围内。

[0153] 术语“溶剂合物”是指通常通过溶剂分解反应与溶剂缔合的化合物的形式。这种物

理缔合可包括氢键合。常用的溶剂包括水、甲醇、乙醇、乙酸、DMSO、THF、乙醚等。本文所述的

化合物可例如以结晶形式制备，并且可被溶剂化。适合的溶剂合物包括药学上可接受的溶

剂合物并且进一步包括化学计量的溶剂合物和非化学计量的溶剂合物。

[0154] 术语“水合物”是指与水缔合的化合物。通常，包含在化合物的水合物中的水分子

的数目处于与水合物中的化合物分子的数目的一定的比率下。因此，化合物的水合物可例

如由通式R·x  H2O表示，其中R是化合物并且其中x是大于0的数字。

[0155] 如本文所用的术语“互变异构体”是指作为可互换形式的化合物结构并且在氢原

子和电子移位方面变化的化合物。因此，通过π电子和原子(通常是H)的移动，两种结构可处

于平衡状态。例如，烯醇类和酮类是互变异构体，因为它们可通过用酸抑或碱处理进行快速

地相互转换。互变异构形式可与获得目标化合物的最优化学反应性和生物活性相关。

[0156] 如本文所用的符号 是指与实体，例如聚合物(例如形成水凝胶的聚合物，如

藻酸盐)或可植入设备(例如，颗粒、水凝胶胶囊)的表面的连接。由 表示的连接可以

指与实体(例如聚合物或可植入元件)的直接附接，可以指通过附接基团与实体的键联。如

本文所述的“附接基团”是指用于将式(III)化合物键联至实体(例如，如本文所述的聚合物

或可植 入元件 (例如设备) )的部 分，并且可包含本 领域已 知的 任何附 接化学物

(chemistry)。示例性附接基团的列表概述在Bioconjugate  Techniques(第3版 ,Greg 

T.Hermanson,Waltham,MA:Elsevier,Inc,2013)中，其通过引用以其整体并入本文。在一些

实施方案中，附接基团包括烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基、杂芳基、‑C

(O)‑、‑OC(O)‑、‑N(RC)‑、‑N(RC)C(O)‑、‑C(O)N(RC)‑、‑N(RC)N(RD)‑、‑NCN‑、‑C(＝N(RC)(RD))
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O‑、‑S‑、‑S(O)x‑、‑OS(O)x‑、‑N(R
C)S(O)x‑、‑S(O)xN(R

C)‑、‑P(RF)y‑、‑Si(OR
A)

2‑、‑Si(R
G)

(ORA)‑、‑B(ORA)‑或金属，其中RA、RC、RD、RF、RG、x和y中的每一者均独立地如本文所述。在一

些实施方案中，附接基团包括胺、酮、酯、酰胺、烷基。在一些实施方案中，附接基团是交联

剂。在一些实施方案中， 附接基团是‑C(O)(C1‑C6
1
，并且R1如本文所述 在一些实施方

案中，附接基团是‑C(O)(C1‑C6‑亚烷基)‑，其中亚烷基被1‑2个烷基(例如1‑2个甲基)取代。

在一些实施方案中，附接基团是‑C(O)C(CH3)2‑。在一些实施方案中，附接基团是‑C(O)(亚甲

基)‑，其中亚烷基被1‑2个烷基(例如1‑2个甲基)取代。在一些实施方案中，附接基团是‑C

(O)CH(CH3)‑。在一些实施方案中，附接基团是‑C(O)C(CH3)‑。

[0157] BBB转运融合蛋白质的特征

[0158] 本公开的BBB转运融合蛋白质包含HSA结合结构域(AB)和位于货物部分(C)(例如，

治疗性蛋白质的氨基酸序列)上游的IGF1R结合结构域(RB)。在一些实施方案中，第一接头

部分(例如，接头肽)位于AB与RB之间，并且第二接头部分(例如，接头肽)位于RB与货物部分

之间。

[0159] HSA结合结构域AB

[0160] BBB转运蛋白质的血清半衰期比没有AB结构域的在其它方面同一的融合蛋白质的

血清半衰期更长。这种半衰期延长主要是由于融合蛋白质经由AB与HSA结合。成熟人血清白

蛋白质(HSA)是具有585个氨基酸的单体蛋白质(GenBank登录号AAA98797.1)，并且含有三

个同源结构域DI(图2B的氨基酸25‑221)；DII(图2B的氨基酸213‑409)；和DIII(图2B的氨基

酸405‑609)(Dockal,M.等人,J.Biol.Chem.,第274卷,第41期,第29303‑29310页(1999)。白

蛋白在血液中的长半衰期主要由以下两个特征驱动：(i)白蛋白的大尺寸(65kDa)限制其肾

小球滤过率；和(ii)白蛋白在低pH(pH  6)下结合至FcRn，从而通过使白蛋白从早期内体循

环回到胞外环境来保护白蛋白在内皮细胞和上皮细胞中的被动内吞后不在溶酶体中降解。

在一个实施方案中，AB结构域赋予BBB转运融合蛋白质这样的在人体内的血清半衰期(表示

为t1/2‑β)，该血清半衰期超过6小时、12小时、24小时、72小时、一周、两周或高达HSA在人体

内的半衰期(估计为约19天)中的任一者。

[0161] 在一些实施方案中，AB结构域对血清白蛋白质具有特异性，即AB结构域基本上不

与任何非白蛋白蛋白质结合。在一些实施方案中，融合蛋白质基本上不抑制FcRn与HSA的结

合，HAS的结合位点位于DIII中。在一个实施方案中，在存在本公开的融合蛋白质的情况下，

发生FcRn与HSA的结合的小于约20％、15％、10％、5％或1％抑制，其可通过本领域中已知的

任何竞争结合测定，例如WO  2019/204925的[0095]中或US  2019/0367596A1的实施例3中描

述的SPR竞争结合测定来确定。可通过从不与DIII结合的抗HSA抗体衍生出AB结构域来降低

干扰FcRn结合的可能性。在一个实施方案中，融合蛋白质经由AB结构域与HSA的DI结合。在

一个实施方案中，融合蛋白质经由AB与由WO2019/204925中描述的单结构域抗体(sdAb)，即

R11、R28、M75或M79的氨基酸序列组成的sdAb交叉竞争与HSA的结合。

[0162] 在一些实施方案中，AB(作为融合蛋白质的一部分)还与来自一种、两种、三种、四

种或更多种其它哺乳动物物种，例如小鼠、大鼠、豚鼠、仓鼠、兔、猫、狗、猪、绵羊、马、牛和猴

(例如，恒河猴和/或食蟹猴)中的两种、三种、四种或更多种的任何组合的血清白蛋白结合

(例如，交叉反应)。在一个实施方案中，融合蛋白质经由AB结构域与来自至少小鼠、大鼠、猴

(恒河猴或食蟹猴)和人类的血清白蛋白结合。在一个实施方案中，融合蛋白质经由AB结构
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域与来自至少小鼠、狗和人类的血清白蛋白结合。

[0163] 在一些实施方案中，AB结构域(作为融合蛋白质的一部分)在约5.0或约5.5直至约

7.4之间的pH范围内以所需的亲和力结合至HSA并且任选地结合至至少一种其它哺乳动物

血清白蛋白。在一个实施方案中，所需的亲和力是在约0 .1nM至约1 ,000nM、约0 .5nM至约

500nM、约1nM至约250nM、约5nM至约50nM、约10nM至约25nM或约0.5nM至约1nM中的任一个的

范围内的解离常数(KD)。在一个实施方案中，亲和力是通过在25℃和约5.5至约7.4的pH范围

下的表面等离子体共振(SPR)来确定的。在一个实施方案中，融合蛋白质对来自小鼠、大鼠

和猴的血清白蛋白的亲和力与对HSA的亲和力相似，例如，在对HSA的KD的70％至130％、

80％至120％或90％至110％以内。

[0164] 用于测量抗HSA抗体和融合蛋白质的KD的示例性SPR测定在WO  2019/204925的

[0092]中有所描述。用于测量在5.0至7.4的pH范围内的亲和力的另一种示例性SPR测定在

US  2019/0367597A1中有描述。抗HSA抗体和融合蛋白质对HSA和哺乳动物直向同源物的KD
也可基本上如WO  2019/246003在[0994]‑[0995]中所述来确定。

[0165] 本公开的BBB转运融合蛋白质的AB结构域包含抗HSA抗体的重链可变区(HCVR)的

氨基酸序列。为了促进经遗传修饰的细胞表达融合蛋白质，在一些实施方案中，AB结构域具

有小于约75kDa、50kDa或25kDa中的任一个的分子量。AB结构域可衍生自本领域中已知的任

何抗HSA抗体分子，包括常规4链抗体、抗原结合片段、Fab、Fab’、F(ab’)2、Fv(双链和单链

(scFv))、微型抗体、双抗体和sdAb。在一个实施方案中，AB实质上由或由sdAb的HCVR氨基酸

序列组成。

[0166] 在一个实施方案中，AB结构域包含WO  2006/122787的表I中描述的抗HSA  sdAb中

的一个抗HSA  sdAb中的三个CDR氨基酸序列的集合。在一个实施方案中，AB实质上由或由WO 

2006/22787的表II中描述的抗HSA  sdAb中的一个抗HSA  sdAb(例如，Alb‑1)中的氨基酸序

列，或WO  2006/22787的表III中描述的Alb‑1的人源化变体中的一个人源化变体(例如，

Alb‑8)中的氨基酸序列组成。在一个实施方案中，AB实质上由或由WO  2012/175400中描述

的Alb‑23序列中的任一个Alb‑23序列(例如，Alb‑23D)组成。在一个实施方案中，本公开的

BBB转运融合蛋白质与WO  2006/22787(例如Alb‑8)或WO  2012/175400(例如Alb‑23D)中描

述的抗HSA  sdAb中的任一个抗HSA  sdAb交叉竞争结合至HSA。在一个实施方案中，BBB转运

融合蛋白质不包含Alb‑1的氨基酸序列。在一个实施方案中，BBB转运融合蛋白质不包含

Alb‑8的氨基酸序列。

[0167] 在另一实施方案中，AB结构域实质上由或由WO  2019/246003的表7中描述的白蛋

白结合结构域(ABD)，例如LAEAKVLANRELD  KYGVSDYYKNLINNAKTVEGVKALIDEILAALP(SEQ  ID 

NO:40)(其在WO  2019/246003中被描述为对HSA的KD为约1.2nM的AB  D)的氨基酸序列组成。

在一个实施方案中，AB结构域包含在WO  2019/2460003的表14中描述的抗HSA  P367抗体的

三个CDR。在一个实施方案中，AB实质上由或由抗HSA  P367抗体或其人源化变体P494(其中

的每一者均列于WO  2019/2460003的表14中)的氨基酸序列组成。在一个实施方案中，本公

开的BBB转运融合蛋白质与WO  2019/2460003中描述的P494  sdAb交叉竞争结合至HSA。

[0168] 在另一个实施方案中，AB结构域包含在WO  2021/119551的表5中描述的抗HSA 

sdAb中的一个抗HSA  sdAb中的三个重链CDR氨基酸序列的集合。在一个实施方案中，AB实质

上由或由WO  2021/119551的表5中描述的抗HSA  sdAb中的一个抗HSA  sdAb中的VH氨基酸序
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列组成。在一个实施方案中，本公开的BBB转运融合蛋白质与WO  2021/119551的表5中描述

的sdAb中的一个或多个sdAb交叉竞争结合至HSA。

[0169] 在另一个实施方案中，AB结构域包含位于US20190367597A1的表B中描述的

T0235002C06  sdAb中的三个CDR氨基酸序列的集合。在一个实施方案中，AB实质上由或由US 

2019/0367597A1的表B中描述的T0235002C06的氨基酸序列组成。在一个实施方案中，本公

开的BBB转运融合蛋白质与US  20190367597A1的表B中描述的T0235002C06  sdAb交叉竞争

结合至HSA。

[0170] 在另一个实施方案中，AB结构域包含位于US  20190367596A1的表B中描述的

T0235005D04  sdAb中的三个CDR氨基酸序列的集合。在一个实施方案中，AB实质上由或由US 

2019/0367596A1的表B中描述的T0235005D04的氨基酸序列组成。在一个实施方案中，本公

开的BBB转运融合蛋白质与US  20190367596A1的表B中描述的T0235002D04  sdAb交叉竞争

结合至HSA。

[0171] 在另一个实施方案中，AB结构域包含位于US  20190367598A1的表B中描述的

T0235005G01或T023500043sdAb中的三个CDR氨基酸序列的集合。在一个实施方案中，AB实

质上由或由US  20190367598A1的表B中描述的T0235005G01或T023500043的氨基酸序列组

成。在一个实施方案中，本公开的BBB转运融合蛋白质与US  20190367598A1的表B中描述的

T0235005G01或T023500043sdAb交叉竞争结合至HSA。

[0172] 在一个实施方案中，AB结构域包含位于WO  2019/204925中描述的R28、R11、M75或

M79  sdAb中的三个CDR氨基酸序列的集合。这些CDR序列在下表2A中列出。

[0173] 表2A：AB结构域的示例性CDR氨基酸序列。

[0174]

[0175]

[0176] 在一个实施方案中，AB实质上由或由WO  2019/204925中描述的R28、R11、M75或M79 

sdAb的氨基酸序列组成。在一个实施方案中，AB实质上由或由WO  2019/204925中描述的

R28、R11、M75或M79的人源化变体中的一个人源化变体的氨基酸序列组成。R28、R11、M75和

M79的亲本和人源化变体的氨基酸序列示于WO  2019/204925的第46‑48页的序列表中。在一

个实施方案中，AB实质上由或由选自本文下表2B中所示的亲本和人源化序列的氨基酸序列

组成。在一个实施方案中，AB实质上由或由下表2B中所示的R28的亲本或人源化氨基酸序列
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组成。

[0177] 表2B：AB结构域的示例性氨基酸序列。

[0178]

[0179]

[0180] IGF1R结合结构域RB

[0181] 本公开的BBB转运融合蛋白质的RB结构域赋予融合蛋白质经由由IGF1R(也称为

CD221、IGFIR、IGFR和JTK13)介导的转胞吞作用穿过BBB的能力。人IGF1R被合成为具有30个

氨基酸的信号序列(UniProtKB‑P08069)的单体型的1367个氨基酸的前‑原受体(pre‑

proreceptor)。信号肽裂解后，原受体被糖基化、二聚化并被转运至高尔基体，在高尔基体

中弗林蛋白酶裂解产生α和β亚基，该α和β亚基形成二硫连接的四聚体(β‑α‑α‑β)，该四聚体

被转运至质膜。完全成熟的细胞膜结合的IGF1R由具有若干α‑α和α‑β二硫键的两个130至

135kDa的α亚基和两个90至95kDa的β亚基组成。α亚基完全位于胞外并且形成配体结合结构

域。β亚基含有胞外结构域、跨膜结构域和胞内结构域。配体结合诱导多种多样的下游信号

传导分子的跨自磷酸化和磷酸化。

[0182] RB结构域赋予本文所述的融合蛋白质hIGF1R介导的转胞吞作用的能力可通过本

领域已知的任何方法进行评估。例如，体外测定可评价融合蛋白质向IGF1‑R表达细胞(如

MCF‑7细胞或原代人微血管脑内皮细胞(HMBEC))中的内化，如EP3725806A1的[0317]‑

[0315]中所述。在RB与大鼠IGF1‑R交叉反应时可使用的类似测定采用如US  10,100,117中

所述的永生化大鼠脑内皮细胞(svARBEC)。此外，已知的体外和体内BBB模型可被用于评价
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与人和大鼠IGF1R结合的融合蛋白质的BBB转运能力，例如，如US  10,100,117的实施例10和

12中所述。

[0183] 在一些实施方案中，RB结构域对IGF1R具有特异性，即RB结构域基本上不与胰岛素

受体或任何其它非IGF1R蛋白质结合。含有RB的融合蛋白质不应通过IGF1R或IR诱导信号传

导，并且也不应抑制由胰岛素、IGF‑1或IGF‑2诱导的通过IGF1R或IR进行的信号传导。可通

过分析IGF1R和IR和/或受体刺激的下游激酶Akt的磷酸化来评估本文所述的BBB转运融合

蛋白质的信号传导影响。此评估可使用本领域中已知的，例如如US  10,100,117的实施例14

中或EP3725806A1的段落[0325]‑[0327]中所述的任何方法进行。可使用本领域中已知的任

何方法，例如通过如EP3725806A1的[0320]‑[0324]中描述的MCF‑7细胞系增殖测定来评估

融合蛋白质对通过IGF1R的IGF1信号传导的任何影响。

[0184] 可通过从已知不会干扰配体结合的抗hIGF1R抗体分子获得RB结构域或选择不与α
亚基结合的抗体来降低干扰配体结合的可能性。在一个实施方案中，融合蛋白质经由RB结

构域与US  10,100,117中描述的IGF1R‑5sdAb、US  10,106,614中描述的IGF1R‑3sdAb或US 

10,112,998中描述的IGF1R‑5sdAb交叉竞争hIGF1R结合。在一个实施方案中，融合蛋白质经

由RB结构域与EP3725806A1中描述的996、1226和1564抗体中的任一者交叉竞争hIGF1R结

合。在一个实施方案中，RB结构域的表位具有三个结合位点：结合位点1包括R650、Y775、

P776、F778、E779、S791和L798中的一个或多个；结合位点2包括L641、H808、E809和L813中的

一个或多个；并且结合位点3包括V397、W434、D435、Y460和C488中的一个或多个。

[0185] 在一些实施方案中，RB(作为融合蛋白质的一部分)还与来自一种、两种、三种、四

种或更多种其它哺乳动物物种，例如小鼠、大鼠、豚鼠、仓鼠、兔、猫、狗、猪、绵羊、马、牛和猴

(例如，恒河猴和/或食蟹猴)中的两种、三种、四种或更多种的任何组合的IGF1R结合(例如，

交叉反应)。在一个实施方案中，融合蛋白质经由RB结构域与来自至少小鼠、大鼠、猴(恒河

猴或食蟹猴)和人类的IGF1R结合。在一个实施方案中，融合蛋白质经由RB结构域与来自至

少小鼠、狗和人类的IGF1R结合。

[0186] 在一些实施方案中，RB结构域(作为融合蛋白质的一部分)在约5.0或约5.5直至约

7.4之间的pH范围内以所需的亲和力结合至hIGF1R并且任选地结合至至少一种其它哺乳动

物IGF1R。在一个实施方案中，所需的亲和力是在以下范围内的解离常数(KD)：(i)约0.1nM

至约1,000nM；(ii)约0.2nM至约500nM、250nM、100nM、50nM、25nM或10nM中的任一个；(iii)

约0 .5nM至约250nM、100nM、50nM、25nM、10nM或5nM中的任一个；或(iv)约1nM至约100nM、

50nM、25nM、10nM或5nM中的任一个。在一个实施方案中，所需的亲和力是1nM至10nM的解离

常数(KD)。在一个实施方案中，亲和力是通过在25℃和约5.5至约7.4的pH范围下的表面等

离子体共振(SPR)来确定的。在一个实施方案中，融合蛋白质对来自小鼠、大鼠和猴的IGF1R

的亲和力与对hIGF1R的亲和力相似，例如，KD在对hIGF1R的KD的70％至130％、80％至120％

或90％至110％以内。用于测量含BBB的融合蛋白质的KD的示例性SPR测定在US  10,100,117

中有描述。

[0187] 本公开的BBB转运融合蛋白质的RB结构域包含抗hIGF1R抗体的重链可变区(HCVR)

的氨基酸序列。为了促进经遗传修饰的细胞表达融合蛋白质，在一些实施方案中，RB结构域

具有小于约75kDa、50kDa或25kDa中的任一个的分子量。RB结构域可衍生自本领域中已知的

任何抗IGF1R抗体分子，包括常规4链抗体、抗原结合片段、Fab、Fab’、F(ab’)2、Fv(双链和单
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链(scFv))、微型抗体、双抗体和sdAb。在一个实施方案中，RB实质上由或由sdAb的HCVR氨基

酸序列组成。

[0188] 在一个实施方案中，RB结构域包含选自由以下组成的组的sdAb中的三个CDR氨基

酸序列的集合：US  10 ,100 ,117中描述的IGF1R‑5sdAb、US  10 ,106 ,614中描述的IGF1R‑

3sdAb和US  10,112,998中描述的IGF1R‑5sdAb。这些CDR序列在下表3A中列出。

[0189] 表3A：RB结构域的示例性CDR氨基酸序列

[0190]

[0191] 在一个实施方案中，RB实质上由或由IGF1R‑5、IGF1R‑3或IGF1R‑4，或这些sdAb中

的一者的人源化变体的亲本氨基酸序列组成。在一个实施方案中，RB实质上由或由选自由

以下组成的组的序列组成：

[0192] (i)X1VX2LX3ESGGGLVQX4GGSLRLSCAASGRTIDNYAMAWX5RQAPGKX6X7EX8VX9TIDWGDGGX10
R Y A N S V K G R F T I S R D N X 1 1 K X 1 2 T X 1 3 Y L Q M N X 1 4 L X 1 5 X 1 6 E D T A V Y X 1 7 C A M A R 

QSRVNLDVARYDYWGQGTX18VTVSS，其中X1是E或Q；X2是K或Q；X3是V或E；X4是A或P；X5是V或S；X6是

D或G；X7是L或R；X5是F或W；X9是A或S；X10是A或T；X11是A或S；X12是G或N；X13是M或L；X14是N或

R；X15是E或R；X16是P或A；X17是S或Y；并且X18是Q或L(SEQ  ID  NO:64)；

[0193] (ii)X1VX2LX3ESGGGLVQX4GGSLRLSCX5ASEYPSNFYAMSWX6RQAPGKX7X8EX9VX10GVSRDGLT

T L Y A D S V K G R F T X 1 1 S R D N X i 2 K N T X 1 3 X 1 4 L Q M N S X 1 5 X 1 6 A E D T A V Y Y C A I V I T G 

VWNKVDVNSRSYHYWGQGTX17VTVSS，其中X1是E或Q；X2是K或Q；X3是V或E；X4是A或P；X5是V或A；X6
是F或V；X7是E或G；X8是R或L；X9是F或W；X10是A或S；X11是M或I；X12是A或S；X13是V或L；X14是D

或Y；X15是V或L；X16是K或R；并且X17是Q或L(SEQ  ID  NO:65)；和

[0194] (iii)X1VX2LX3ESGGGLVQX4GGSLRLSCX5X6SGGTVSPTAMGWX7RQAPGKX8X9EX10VX11HITWS

RGTTRX12ASSVKX13RFTISRDX14X15KNTX16YLQMNSLX17X18EDTAVYYCAASTFLRILPEESAYTYWGQGTX19
VTVSS，其中X1是E或Q；X2是K或Q；X3是V或E；X4是A或P；X5是A或E；X6是V或A；X7是V或F；X8是G或

E；X3是L或R；X10是F或W；X11是G或S；X12是V或Y；X13是D或G；X14是N或S；X15是A或S；X16是L或V；

X17是K或R；X18是A或S；并且X19是L或Q(SEQ  ID  NO:66)。

[0195] 在一个实施方案中，RB实质上由或由US  10 ,100 ,117、US  10 ,106 ,614和US  10 ,

112,998中分别描述的IGF1R‑5、IGF1R‑3或IGF1R‑5的人源化变体中的任一者的氨基酸序列

组成。在一个实施方案中，RB实质上由或由选自本文下表3B中所示的亲本或人源化序列的

氨基酸序列组成。在一个实施方案中，RB实质上由或由下表3B中所示的IGF1R‑5的亲本或人

源化氨基酸序列组成。

[0196] 表3B：RB结构域的示例性氨基酸序列。
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[0197]

[0198] HSA和hIGF1R结合结构域的产生

[0199] AB和RB结构域可衍生自具有本文所述的所需特性的任何抗体或其抗原结合片段。

该抗体或抗原结合片段可以是本领域中已知的或可通过本领域中已知的任何方法鉴定。

[0200] 在一些实施方案中，AB和RB结构域中的一者或两者衍生自单结构域Ab。例如，骆驼

科动物来源的sdAb缺乏轻链，并且因此它们的抗原结合位点由一个结构域(被称为VHH)组

成。在鲨鱼中也观察到了sdAb，其被称为VNAR。其它sdAb可基于人Ig重链和轻链序列进行工

程化。如本文中所用，术语“sdAb”包括通过噬菌体展示或其它技术从任何来源的VH、VHH、VL
或VNAR储库中直接分离的sdAb，重组产生的sdAb，以及通过人源化、亲和力成熟、稳定化、增

溶或其它抗体工程化方法对此类sdAb进行进一步修饰而产生的那些sdAb。本公开还涵盖保

留亲本sdAb的抗原结合功能和特异性的同源物、衍生物或片段。

[0201] 为了产生与HSA结合的VHH  sdAb和与hIGF1R结合的VHH  sdAb，熟练的技术人员可采

用本领域中已知的任何方法(例如基本上分别如WO  2019/204925和US  10,100,117中所述)

来从用所需抗原免疫的骆驼或其它骆驼科动物的仅有重链的抗体库中产生并筛选噬菌体

展示的VHH文库。在一个实施方案中，用于使骆驼科动物免疫的IGF1R抗原是前体hIGF1R的

片段，例如包含图1中所示序列的氨基酸1至932。在一个实施方案中，抗原hIGF1R片段不含

信号肽。

[0202] 衍生自sdAb的AB或RB结构域可包括亲本框架区；可替代地，亲本CDR可被嫁接到其

它sdAb的VNAR、VHH、VH或VL框架区上，或者嫁接到任何来源(例如，人)的其它类型的抗体片段

或抗体样分子(Fv、scFv、Fab)或其上可嫁接CDR的具有类似大小和性质的蛋白质的框架区
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上(例如，参见Nicaise,M.等人,Protein  Sci  13:1882‑91  2004)。

[0203] 在一些实施方案中，AB和RB结构域中的一者或两者中的氨基酸序列是亲本可变区

的人源化型式(人源化变体)。抗体或抗体片段的人源化包括将序列中的氨基酸用它的如在

人共有序列中发现的人对应物替代，而不丧失抗原结合能力或特异性；这种方法降低抗体

或其片段在被引入到人受试者中时的免疫原性。可使用本领域已知的任何合适的方法(例

如但不限于CDR嫁接和镶饰(veneering))对亲本序列进行人源化。

[0204] 在CDR嫁接过程中，可将一个或多于一个本文定义的CDR融合或嫁接到人可变区

(VH或VL)、另一种人抗体(IgA、IgD、IgE、IgG和IgM)、抗体片段框架区(Fv、scFv、Fab)，或其上

可嫁接CDR的具有类似大小和性质的蛋白质。CDR嫁接是本领域中已知的，并且至少在以下

中进行了描述：美国专利第6 ,180 ,370号、第5 ,693 ,761号、第6 ,054 ,297号和欧洲专利第

626390号。

[0205] 镶饰(Veneering)，在本领域中也称为“可变区重表面化(resurfacing)”，涉及对

抗体或抗体片段的溶剂暴露位置进行人源化；因此，对CDR构象来说可能重要的包埋的非人

源化残基得以保留，同时使针对溶剂暴露区域的免疫反应的可能性最小化。镶饰是本领域

中已知的，并且至少在以下中进行了描述：美国专利第5,869,619号、第5,766,886号和第5,

821,123号以及欧洲专利第519596号。

[0206] 接头

[0207] BBB转运融合蛋白质可例如，在AB与RB结构域之间和/或在RB结构域与货物部分

(例如，治疗性多肽)之间含有一个或多个接头。每个接头应具有足够的长度，以允许连接的

多肽单独折叠成具有所需功能活性(例如结合或治疗)的三维结构。此外，每个接头都不应

被血清中存在的任何蛋白酶或其它酶裂解。

[0208] 在一些实施方案中，接头是包含至少两个、三个或四个氨基酸并且少于约30个氨

基酸(例如少于约25、20、15或10个氨基酸中的任一个)的肽接头。肽接头是本领域中已知的

并且本文描述了非限制性实例。

[0209] 肽接头可具有天然存在的序列或非天然存在的序列。举例来说，源于仅有重链的

抗体的铰链区的序列可用作接头。参见例如WO1996/34103。

[0210] 合适的接头肽通常包括各种形式的G和/或S残基，示例性接头肽包括GGGG(SEQ  ID 

NO:71)、TGGGG(SEQ  ID  NO:72)、GGSSGGSGSSSGSGGSGSSG(SEQ  ID  NO:73)、(GGSS)n(SEQ  ID 

NO:74)、(GGGGS)n(SEQ  ID  NO:13)、(SGGGG)n(SEQ  ID  NO:75)和GGGG(SGGGG)n(SEQ  ID  NO:

76)，其中“n”在每种情况下通常是1与10之间的数字，例如1、2、3、4、5、6、7、8、9或10，条件是

不超过约40个氨基酸的最大长度。另一个示例性肽接头是SKPTCPPPELLGGPSVFIFPPK(SEQ 

ID  NO:77)。

[0211] 在一个实施方案中，融合蛋白质包含两个肽接头L1和L2，其中肽接头L1位于AB与

RB之间，并且L2位于RB与货物多肽之间。在一个实施方案中，L1和L2中的每一者的长度在约

15与30个氨基酸之间，或约20与25个氨基酸之间。L1和L2可具有相同或不同的氨基酸序列。

在一个实施方案中，每个L1和L2均独立地实质上由或由以下组成：(GGGGS)4(SEQ  ID  NO:

14)或(GGGGS)5(SEQ  ID  NO:78)。在一个实施方案中，L1和L2中的每一者均实质上由或由以

下组成：(GGGGS)4。

[0212] 治疗性和诊断性货物
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[0213] 货物部分可以是可联接或连接至hIGF1R结合结构域的任何治疗性或诊断性分子。

[0214] 在一个实施方案中，治疗性分子是多肽，例如细胞因子、酶、生长因子，或抗体或其

抗原结合片段。在一个实施方案中，该多肽具有可用于治疗哺乳动物(例如，人)的神经系统

病症的活性。在一个实施方案中，神经系统病症选自由以下组成的组：具有神经系统表现的

LSD(nLSD)、阿尔茨海默病(AD)、共济失调(例如，遗传性共济失调，如弗里德赖希共济失调

(Friedreich’s  ataxia))、亨廷顿病、中风、痴呆、肌营养不良症(MD)、多发性硬化症(MS)、

肌萎缩性侧索硬化症(ALS)、囊性纤维变性、安格尔曼综合征(Angelman’s  syndrome)、利德

尔综合征(Liddle  syndrome)、帕金森病、皮克病、佩吉特病、精神分裂症、抑郁症、脑炎、朊

病毒病、癌症和创伤性脑损伤。

[0215] 在一个实施方案中，治疗性分子是酶。在一个实施方案中，该酶在LSD中是缺乏的，

例如，Edelman,M.J.And和Maegawa ,G.H.B.,Frontiers  in  Molecular  Biosciences,第7

卷，文章559804(2020年11月12日)的表1中列出的缺乏的酶中的任一种。在一个实施方案

中，该酶是IDUA、IDS、SGSH、GLA或GAA。在一个实施方案中，LSD是MPS‑1并且该酶是IDUA。在

一个实施方案中，该酶是IDS。在一个实施方案中，该酶不是IDS。

[0216] 在一个实施方案中，治疗性分子是特异性结合至脑中的靶蛋白质(例如，抗原)的

抗体或其抗原结合片段。在一个实施方案中，靶蛋白质是Tau蛋白质(例如，顺式P‑tau)、Aβ、
BACE1或其剪接同种型、人表皮生长因子受体(2)(HER2)、载脂蛋白质E4(ApoE4)、α‑突触核

蛋白、CD20、朊病毒蛋白质(PrP)、富含亮氨酸的重复激酶2(LRRK2)、parkin早老素1、早老素

2、γ 分泌酶、死亡受体6(DR6)、淀粉样蛋白前体蛋白质(APP)、p75神经营养因子受体

(p75NTR)、干扰素 γ 、白细胞介素‑1受体(IL‑1R)、白细胞介素‑6(IL‑6)、白细胞介素6受体

(IL6R)、白细胞介素‑12、白细胞介素‑23、TNF受体(TNFR1)、白细胞介素1β(IL1β)、半胱天冬

酶6、白细胞介素‑17(IL‑17)、CTLA‑4、程序性死亡受体1(PD‑1)、程序性死亡配体1(PD‑L1)、

程序性死亡配体2(PD‑L2)、TNF‑α、血管内皮生长因子(VEGF)或VEGF受体(VEGFR)。

[0217] 在一个实施方案中，治疗性分子是细胞因子或生长因子，例如免疫调节细胞因子，

例如粒细胞‑巨噬细胞集落刺激因子(GM‑CSF)、干扰素‑β、神经生长因子、胶质细胞系来源

的神经营养因子(GNDF)、睫状神经营养因子(CNTF)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、成纤

维细胞生长因子‑2(FGF2)、表皮生长因子(EGF)或转化生长因子(TGF)‑β2。
[0218] 经遗传修饰的细胞

[0219] 上述BBB转运融合蛋白质中的任一种都可由一种或多种被遗传修饰成表达并分泌

融合蛋白质的哺乳动物细胞表达。一种或多种经遗传修饰的细胞可衍生自多种不同的哺乳

动物细胞类型(例如，人细胞)，包括上皮细胞、内皮细胞、成纤维细胞、间充质干细胞、角质

形成细胞和干细胞，例如胚胎干细胞或诱导型多能干细胞。示例性细胞类型包括WO  2017/

075631中所述的细胞类型。在一些实施方案中，该细胞衍生自下表4中所示的细胞系。

[0220] 表4：示例性细胞系
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[0221]

[0222]

[0223] 在一个实施方案中，本文所述的经遗传修饰的哺乳动物细胞中的任一种都衍生自

RPE细胞，例如ARPE‑19细胞。在一个实施方案中，经遗传修饰的ARPE‑19细胞包含本文所述

的表达盒、转座子和多核苷酸中的任一者。

[0224] 可使用本领域中已知的多种遗传工程化技术中的任一种将细胞遗传修饰成表达

并分泌所需的BBB转运融合蛋白质。例如，可用包含编码所需融合蛋白质的一个或多个外源

核苷酸序列的表达载体转染细胞，该一个或多个外源核苷酸序列可操作地连接至基因表达

所必需或可用于基因表达的控制元件，例如启动子、核糖体结合位点、增强子、polyA信号

等。在一些实施方案中，外源核苷酸序列是稳定整合到亲本细胞的基因组中的转录单元的

一部分。

[0225] 在一个实施方案中，外源序列包括编码融合蛋白质的分泌信号序列的核苷酸序

列。在一个实施方案中，信号序列来自天然分泌的蛋白质。在一个实施方案中，信号序列是

MELGLSWVVLAALLQGVQA(SEQ  ID  NO:79)。在一些实施方案中，信号序列实质上由下表5中所

示的氨基酸序列组成。

[0226] 表5：示例性分泌信号肽序列
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[0227]

[0228]

[0229] 用于例如作为水凝胶胶囊中的多个细胞在本文所述的设备、组合物和方法中使用

的经遗传修饰的哺乳动物细胞可处于细胞周期的各个阶段。在一些实施方案中，多个经遗

传修饰的细胞中的至少一个细胞正在经历细胞分裂。细胞分裂可使用本领域中的任何已知

方法来测量，例如，如在DeFazio  A等人(1987)J  Histochem  Cytochem  35:571‑577和

Dolbeare  F等人(1983)Proc  Natl  Acad  Sci  USA  80:5573‑5577中所描述，其中的每一者

均通过引用以其整体并入。在一个实施方案中，至少1％、2％、3％、4％、5％、10％或20％的

细胞正在经历细胞分裂，例如，如通过5‑乙炔基‑2'脱氧尿苷(EdU)测定或5‑溴‑2'‑脱氧尿

苷(BrdU)测定所确定。在一些实施方案中，通过显微术(例如荧光显微术(例如延时或纺锤

体形成的评价)或流式细胞术)对细胞增殖进行可视化或定量。在一些实施方案中，多个经

遗传修饰的细胞中没有细胞正在经历细胞分裂并且处于静止状态。在一个实施方案中，少

于1％、2％、3％、4％、5％、10％或20％的细胞正在经历细胞分裂，5‑乙炔基‑2 '脱氧尿苷

(EdU)测定、5‑溴‑2'‑脱氧尿苷(BrdU)测定、显微术(例如，荧光显微术(例如，延时或纺锤体

形成的评价)或流式细胞术)。

[0230] 在一个实施方案中，多个经遗传修饰的细胞中的至少50％、60％、70％、80％、90％

或更多的经遗传修饰的细胞是有活力的。细胞活力可使用本领域中的任何已知方法来测

量，例如，如在Assay  Guidance  Manual(Sittapalam ,G .S.等人 ,编辑)中的Riss ,T.等人

(2013)“Cell  Viability  Assays”中所描述。例如，可通过ATP测定、5‑乙炔基‑2'脱氧尿苷

(EdU)测定、5‑溴‑2'‑脱氧尿苷(BrdU)测定来测量或定量细胞活力。在一些实施方案中，通

过显微术(例如荧光显微术(例如延时或纺锤体形成的评价)或流式细胞术)对细胞活力进

行可视化或定量。在一个实施方案中，多个经遗传修饰的细胞中的至少80％的工程化细胞

是有活力的，例如，如通过ATP测定、5‑乙炔基‑2'脱氧尿苷(EdU)测定、5‑溴‑2'‑脱氧尿苷

(BrdU)测定、显微术(例如，荧光显微术(例如，延时或纺锤体形成的评价)或流式细胞术所
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确定。

[0231] 可使用本领域技术人员已知的标准技术(如组织学、显微术和各种功能测定)来评

估本文所述的任何参数。

[0232] 可植入细胞包封设备

[0233] 可将本文所述的经遗传修饰的细胞或多个此类细胞掺入到可植入设备中，以用于

向患有CNS疾病或疾患的受试者(例如患有LSD(例如MPS‑I)的患者)提供治疗性或诊断性货

物。

[0234] 本公开的可植入设备包括至少一个防止免疫细胞接触设备内部所含的细胞的屏

障。屏障的至少一部分需要是足够多孔的，以允许由细胞表达并分泌的蛋白质(例如融合蛋

白质)离开设备。本领域中已知的多种设备构造都是合适的。

[0235] 该设备(例如，颗粒)可具有适于在植入到预期目标位置中后支持所含的细胞的活

力和生产力的任何构造和形状。作为非限制性示例，设备形状可以是圆柱形、矩形、圆盘形、

卵形、星形或球形。设备可由网状或嵌套结构构成。在一些实施方案中，设备能够防止超过

一定尺寸的材料穿过孔隙或开口。在一些实施方案中，设备(例如，颗粒)能够阻止大于

50kD、75kD、100kD、125kD、150kD、175kD、200kD、250kD、300kD、400kD、500kD、750kD或1 ,

000kD的材料穿过。

[0236] 在一个实施方案中，设备是宏包封 (macroencapsulation)设备。宏设备

(macrodevice)的非限制性实例在以下中进行了描述：WO  2019/068059、WO  2019/169089、

美国专利第9,526,880号、第9,724,430号和第8,278,106号；欧洲专利第EP742818B1号，以

及Sang,S.和Roy,S.,Biotechnol.Bioeng.113(7):1381‑1402(2016)。

[0237] 在一个实施方案中，设备是具有一个或多个含细胞隔室的宏设备。具有两个或更

多个含细胞隔室的设备可被构造为产生两种或更多种蛋白质，例如，表达融合蛋白质的细

胞将被放置在一个隔室中，并且表达不同蛋白质(例如，可缓和被靶向的CNS疾病或疾患的

一种或多种症状的治疗性蛋白质)的细胞将被放置在分开的隔室中。WO  2018/232027描述

了具有在微制造体(micro‑fabricated  body)内形成并且被多孔膜覆盖的多个含细胞隔室

的设备。

[0238] 在一个实施方案中，设备被构造为细的、柔性的股线，如美国专利第10,493,107号

中所述。此股线包括基底、围绕基底的内聚合物涂层和围绕内聚合物涂层的外水凝胶涂层。

表达蛋白质的细胞位于外涂层中。

[0239] 在一些实施方案中，设备(例如，颗粒)具有最大线性尺寸(LLD)，例如为至少约0.5

毫米(mm)、优选约1.0mm、约1.5mm或更大的平均直径或尺寸。在一些实施方案中，设备的直

径或尺寸可大至10mm。例如，本文所述的设备或颗粒在0.5mm至10mm、1mm至10mm、1mm至8mm、

1mm至6mm、1mm至5mm、1mm至4mm、1mm至3mm、1mm至2mm、1mm至1 .5mm、1.5mm至8mm、1.5mm至

6mm、1.5mm至5mm、1.5mm至4mm、1.5mm至3mm、1.5mm至2mm、2mm至8mm、2mm至7mm、2mm至6mm、

2mm至5mm、2mm至4mm、2mm至3mm、2.5mm至8mm、2.5mm至7mm、2.5mm至6mm、2.5mm至5mm、2.5mm

至4mm、2.5mm至3mm、3mm至8mm、3mm至7mm、3mm至6mm、3mm至5mm、3mm至4mm、3.5mm至8mm、

3.5mm至7mm、3.5mm至6mm、3.5mm至5mm、3.5mm至4mm、4mm至8mm、4mm至7mm、4mm至6mm、4mm至

5mm、4.5mm至8mm、4.5mm至7mm、4.5mm至6mm、4.5mm至5mm、5mm至8mm、5mm至7mm、5mm至6mm、

5.5mm至8mm、5.5mm至7mm、5.5mm至6mm、6mm至8mm、6mm至7mm、6.5mm至8mm、6.5mm至7mm、7mm
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至8mm或7.5mm至8mm的尺寸范围内。

[0240] 在一些实施方案中，本公开的设备(例如，颗粒、胶囊)包括至少一个孔隙或开口，

例如以允许材料自由流动。在一些实施方案中，设备的平均孔隙尺寸是在约0.1μm至约10μm
之间。例如，平均孔隙尺寸可以是在0.1μm至10μm、0.1μm至5μm、0.1μm至2μm、0.15μm至10μm、
0.15μm至5μm、0.15μm至2μm、0.2μm至10μm、0.2μm至5μm、0.25μm至10μm、0.25μm至5μm、0.5μm
至10μm、0.75μm至10μm、1μm至10μm、1μm至5μm、1μm至2μm、2μm至10μm、2μm至5μm或5μm至10μm
之间。在一些实施方案中，设备的平均孔隙尺寸是在约0.1μm至10μm之间。在一些实施方案

中，设备的平均孔隙尺寸是在约0.1μm至5μm之间。在一些实施方案中，设备的平均孔隙尺寸

是在约0.1μm至1μm之间。

[0241] 在一些实施方案中，设备包括半透性、生物相容性膜，该膜围绕被包封在聚合物组

合物(例如，藻酸盐水凝胶)中的经遗传修饰的细胞。选择膜孔隙尺寸以允许氧气和其它对

细胞存活和功能重要的分子移动通过半透膜，同时阻止免疫细胞穿出孔隙。在一个实施方

案中，半透膜具有小于1000kD或在50‑700kD之间、70‑300kD之间，或70‑150kD之间，或70与

130kD之间的截留分子量。

[0242] 在一个实施方案中，设备可含有含细胞隔室，该含细胞隔室被由无细胞生物相容

性材料形成的屏障隔室围绕，如Ma,M等人,Adv.Healthc  Mater.,2(5):667‑672(2012)中描

述的核‑壳微胶囊。此种屏障隔室可与或不与半透膜一起使用。

[0243] 本公开的设备的一个或多个含细胞隔室中的细胞可被包封在聚合物组合物中。聚

合物组合物可包含一种或多种形成水凝胶的聚合物。除了一个或多个含细胞隔室中的聚合

物组合物之外，设备(例如，宏设备、颗粒、水凝胶胶囊)还可包含诸如金属、金属合金、陶瓷、

聚合物、纤维、惰性材料以及其组合的材料或由该材料形成。设备可完全由一种类型的材料

制成，或者可在含细胞隔室和任何其它隔室内包含其它材料。

[0244] 在一些实施方案中，设备包含金属或金属合金。在一个实施方案中，设备中的隔室

中的一个或多个隔室(例如第一隔室、第二隔室或所有隔室)包含金属或金属合金。示例性

的金属或金属合金包括钛和钛族合金(titanium  group  alloy)(例如，镍钛诺(nitinol)、

镍钛合金、热记忆合金材料)、铂、铂族合金、不锈钢、钽、钯、锆、铌、钼、镍‑铬、铬钼合金或某

些钴合金(例如，钴‑铬和钴‑铬‑镍合金，例如 和 )。例如，金属材

料可以是316级不锈钢(SS  316L)(包括Fe、<0.3％  C、16％‑18.5％  Cr、10％‑14％  Ni、2％‑

3％  Mo、<2％  Mn、<1％  Si、<0.45％  P和<0.03％  S)。在含金属的设备中，金属的量(例如，

以重量％计，实际重量)可以是至少5％，例如至少5％、10％、20％、30％、40％、50％、60％、

70％、80％、90％、95％、99％或更多，例如w/w；小于20％，例如，小于20％、15％、10％、5％、

1％、0.5％、0.1％或更少。

[0245] 在一些实施方案中，设备包括陶瓷。在一个实施方案中，设备中的隔室中的一个或

多个隔室(例如第一隔室、第二隔室或所有隔室)包括陶瓷。示例性的陶瓷材料包括过渡元

素的氧化物、碳化物或氮化物，如氧化钛、氧化铪、氧化铱、氧化铬、氧化铝和氧化锆。也可使

用基于硅的材料，如二氧化硅。在含陶瓷的设备中，陶瓷的量(例如，以重量％计，实际重量)

可以是至少5％，例如至少5％、10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％、

99％或更多，例如w/w；小于20％，例如，小于20％、15％、10％、5％、1％、0.5％、0.1％或更

少。
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[0246] 在一些实施方案中，设备具有两个水凝胶隔室，其中内部含细胞隔室完全被第二

外(例如，屏障)隔室围绕。在一个实施方案中，第二隔室的内边界与第一隔室的外边界形成

界面。在此类实施方案中，第二(外)隔室的厚度意指第二隔室的外边界与介于两个隔室之

间的界面之间的平均距离，例如，在外隔室中从视觉上观察到的最薄点和最厚点中的每一

者处测量的距离的平均值。在一些实施方案中(例如，设备的直径是约1.5mm)，外隔室的最

薄距离和最厚距离分别是在25与110微米(μm)之间以及270μm与480μm之间。在一些实施方

案中，外隔室的厚度大于约10纳米(nm)，优选100nm或更大，并且可大至1毫米(mm)。例如，本

文所述的水凝胶胶囊设备中的外隔室的厚度(例如，平均距离)可以是10nm至1mm、100nm至

1mm、500nm至1毫米、1微米(μm)至1mm、1μm至1mm、1μm至500μm、1μm至250μm、1μm至1mm、5μm至
500μm、5μm至250μm、10μm至1mm、10μm至500μm或10μm至250μm。在一些实施方案中，外隔室的

厚度(例如，平均距离)是100nm至1mm、在1μm与1mm之间、在1μm与500μm之间或在5μm与1mm之

间。在一些实施方案中，外隔室的厚度(例如，平均距离)是在约50μm与约100μm之间。在一些

实施方案中(例如，设备的直径是约1.5mm)，外隔室的厚度(例如，平均距离)是在约180μm与
260μm之间或在约310μm与440μm之间。

[0247] 在双隔室水凝胶胶囊设备的一些实施方案中，含细胞的内部隔室和外隔室的平均

孔隙尺寸基本上相同。在一些实施方案中，内部隔室和第二隔室的平均孔隙尺寸相差约

1 .5％、2％、5％、7.5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、

65％、70％、75％或更多。在一些实施方案中，设备的平均孔隙尺寸(例如，第一隔室的平均

孔隙尺寸和/或第二隔室的平均孔隙尺寸)取决于许多因素，如每个隔室内的一种或多种材

料以及式(III)化合物的存在和密度。

[0248] 在一些实施方案中，一个或多个含细胞隔室中的聚合物组合物包含多糖或其它形

成水凝胶的聚合物(例如，藻酸盐、透明质酸盐或软骨素)。在一些实施方案中，聚合物是藻

酸盐，该藻酸盐是由β‑D‑甘露糖醛酸(M)和α‑L‑古罗糖醛酸(G)制成的多糖。在一些实施方

案中，藻酸盐具有低分子量(例如，<75kD的近似分子量)和≥1.5的G:M比率，(ii)中等分子

量藻酸盐，例如具有75‑150kDa的近似分子量约和≥1.5的G:M比率，(iii)高分子量藻酸盐，

例如具有150kDa‑250kDa的近似MW和≥1.5的G:M比率，(iv)或这些藻酸盐中的两种或更多

种的混合物。在一些实施方案中，一个或多个含细胞隔室进一步包含至少一种细胞结合物

质(CBS)，例如WO2020069429中描述的细胞结合肽(CBP)或细胞结合多肽(CBPP)。

[0249] 在一些实施方案中，一个或多个含细胞隔室包含用接头‑细胞结合肽部分(例如

GRGD或GRGDSP)共价修饰的藻酸盐。在一个实施方案中，一个或多个含细胞隔室中的细胞结

合肽密度(如通过例如如WO2020198695中所述的燃烧分析确定的氮％)是至少0 .05％、

0.1％、0.2％或0.3％，但小于4％、3％、2％或1％。在一个实施方案中，含细胞隔室中接头‑

CBP的总密度是约0 .1至约1 .0微摩尔的CBP/g  CBP‑聚合物(例如，溶液中用GRGD(SEQ  ID 

NO:88)或GRGDSP(SEQ  ID  NO:89)共价修饰的MMW‑藻酸盐)，如通过定量肽缀合测定，例如

WO2020198695中描述的测定所确定的。在一个实施方案中，接头‑CBP是GRGDSP并且藻酸盐

具有75kDa至150kDa的分子量和大于或等于1.5的G:M比率。在一个实施方案中，含细胞隔室

还包含分子量为75kDa至150kDa且G:M比率大于或等于1.5的未经修饰的藻酸盐。

[0250] 设备可形成制剂(例如组合物)中的多个基本上相同的设备的一部分。在一些实施

方案中，制剂中的设备(例如，颗粒、水凝胶胶囊)具有约0.5mm至约8mm之间的平均直径或尺
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寸。在一些实施方案中，制剂中的设备的平均直径或尺寸在约0.5mm至约4mm之间或约0.5mm

至约2mm之间。在一些实施方案中，制剂中的设备是两隔室水凝胶胶囊，并且具有约0.7mm至

约1.3mm，或约1.2mm至约1.8mm的平均直径或尺寸。

[0251] 在一些实施方案中，设备的表面包含能够在植入受试者中后减轻FBR的化合物，如

本文下文所述的去纤维化化合物。对于包括围绕含细胞隔室的屏障隔室的设备，去纤维化

合物可以共价修饰设置在整个屏障隔室和任选地整个含细胞隔室中的聚合物。

[0252] 在一些实施方案中，设备中的一个或多个隔室包括去纤维化聚合物，例如，共价附

接至聚合物的式(III)的去纤维化化合物。在一个实施方案中，去纤维化聚合物中的一些或

全部单体用相同的式(III)化合物修饰。在一些实施方案中，去纤维化聚合物中的一些或全

部单体用不同的式(III)化合物修饰。在设备为2隔室水凝胶胶囊的一些实施方案中，去纤

维化聚合物仅存在于外屏障隔室中。

[0253] 设备中的一个或多个隔室可包括未经修饰的聚合物，该未经修饰的聚合物与设备

中存在的任何去纤维化聚合物中的聚合物相同或不同。在一个实施方案中，设备中的第一

隔室、第二隔室或所有隔室均包括未经修饰的聚合物。

[0254] 设备中的经修饰的聚合物和未经修饰的聚合物中的每一者均可以是线性、支化或

交联聚合物，或者是具有选定分子量范围、聚合度、粘度或熔体流动速率的聚合物。支化聚

合物可包括以下类型中的一种或多种：星形聚合物、梳形聚合物、刷状聚合物、树枝化聚合

物、梯状聚合物(ladder)和树状聚合物(dendrimer)。聚合物可以是热敏性聚合物，例如凝

胶(例如，在暴露于热量或某一温度后变成固体或液体)或可光交联的聚合物。示例性聚合

物包括聚苯乙烯、聚乙烯、聚丙烯、聚乙炔、聚(氯乙烯)(PVC)、聚烯烃共聚物、聚(聚氨酯)、

聚丙烯酸酯和聚甲基丙烯酸酯、聚丙烯酰胺和聚甲基丙烯酰胺、聚(甲基丙烯酸甲酯)、聚

(甲基丙烯酸2‑羟乙酯)、聚酯、聚硅氧烷、聚二甲基硅氧烷(PDMS)、聚醚、聚(原酸酯)、聚(碳

酸酯)、聚(羟基烷酸酯)、多氟烃、 (聚四氟乙烯，PTFE)、PEEK、硅酮、环

氧树脂、 (由乙二醇和对苯二甲酸获得的缩聚物)、聚乙二醇、尼龙、聚

烯烃、酚醛树脂、天然和合成弹性体、粘合剂和密封剂、聚烯烃、聚砜、聚丙烯腈、生物聚合物

如多糖和天然乳胶、胶原蛋白、纤维素聚合物(例如烷基纤维素等)、聚乙二醇和甲基丙烯酸

2‑羟乙酯(HEMA)、多糖、聚(乙醇酸)、聚(L‑乳酸)(PLLA)、聚(乳酸乙醇酸)(PLGA)、聚二氧杂

环己酮(PDA)，或外消旋聚(乳酸)、聚碳酸酯(例如，聚酰胺(例如，尼龙))、氟塑料、碳纤维、

琼脂糖、藻酸盐、壳聚糖、以及它们的共混物或共聚物。在含聚合物的设备中，聚合物的量

(例如，以设备的重量％计，聚合物的实际重量)可以是至少5％，例如至少5％、10％、20％、

30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％、99％或更多，例如w/w；小于20％，例如，小于

20％、15％、10％、5％、1％、0.5％、0.1％或更少。

[0255] 在一些实施方案中，设备中的经修饰的聚合物和未经修饰的聚合物中的一种或多

种包含聚乙烯。示例性聚乙烯包括超低密度聚乙烯(ULDPE)(例如，具有范围为0 .890至

0.905g/cm3的密度的聚合物，含有共聚单体)；极低密度聚乙烯(VLDPE)(例如，具有范围为

0.905至0.915g/cm3的密度的聚合物，含有共聚单体)；线性低密度聚乙烯(LLDPE)(例如，具

有范围为0 .915至0 .935g/cm3的密度的聚合物，含有共聚单体)；低密度聚乙烯(LDPE)(例

如，具有范围为约0.915至0.935g/m3的密度的聚合物)；中等密度聚乙烯(MDPE)(例如，具有

范围为0 .926至0 .940g/cm3
的密度的聚合物，可含有或可不含共聚单体)；高密度聚乙烯
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(HDPE)(例如，具有范围为0.940至0.970g/cm3的密度的聚合物，可含有或可不含有共聚单

体)和聚乙二醇。

[0256] 在一些实施方案中，设备中的经修饰的聚合物和未经修饰的聚合物中的一种或多

种包含聚丙烯。示例性聚丙烯包括均聚物、无规共聚物(同相共聚物)和抗冲共聚物(异相共

聚物)，例如，如McKeen,Handbook  of  Polymer  Applications  in  Medicine  and  Medical 

Devices,3‑Plastics  Used  in  Medical  Devices,(2014):21‑53中所描述。

[0257] 在一些实施方案中，设备中的经修饰的聚合物和未经修饰的聚合物中的一种或多

种包含聚丙烯。示例性聚苯乙烯包括通用或晶体聚苯乙烯(PS或GPPS)、高抗冲聚苯乙烯

(HIPS)和间同立构聚苯乙烯(SPS)。

[0258] 在一些实施方案中，经修饰的聚合物和未经修饰的聚合物中的一种或多种包含热

塑性弹性体(TPE)。示例性TPE包括(i)TPA‑聚酰胺TPE，其包含交替的硬链段和软链段的嵌

段共聚物，其中在硬嵌段中具有酰胺化学键联并且在软嵌段中具有醚和/或酯键联；(ii)

TPC‑共聚酯TPE，其由交替的硬链段和软链段的嵌段共聚物组成，主链中的化学键联是酯

和/或醚；(iii)TPO‑烯烃TPE，其由聚烯烃和常规橡胶的共混物组成，该共混物中的橡胶相

具有很少的交联或没有交联；(iv)TPS‑苯乙烯类TPE，其至少由苯乙烯和特定二烯的三嵌段

共聚物组成，其中两个末端嵌段(硬嵌段)是聚苯乙烯，并且内部嵌段(一个或多个软嵌段)

是聚二烯或氢化聚二烯；(v)TPU‑氨基甲酸酯TPE，其由交替的硬链段和软链段的嵌段共聚

物组成，其中在硬嵌段中具有氨基甲酸酯化学键联并且在软嵌段中具有醚、酯或碳酸酯键

联或它们的混合物；(vi)TPV‑热塑性橡胶硫化橡胶，其由热塑性材料和常规橡胶的共混物

组成，其中橡胶在共混和混合步骤过程中通过动态硫化过程交联；以及(vii)TPZ‑未分类的

TPE，其包含除TPA、TPC、TPO、TPS、TPU和TPV中分组的组合物或结构以外的任何组合物或结

构。

[0259] 在一些实施方案中，未经修饰的聚合物是未经修饰的藻酸盐。在一些实施方案中，

藻酸盐是高古洛糖醛酸(G)藻酸盐，并且包含大于约50％、55％、60％、65％、70％、75％、

80％、85％、90％或更多古洛糖醛酸(G)。在一些实施方案中，藻酸盐是高甘露糖醛酸(M)藻

酸盐，并且包含大于约50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％或更多甘露糖醛

酸(M)。在一些实施方案中，M:G的比率是约1。在一些实施方案中，M:G的比率小于1。在一些

实施方案中，M:G的比率大于1。在一个实施方案中，未经修饰的藻酸盐具有150kDa‑250kDa

的分子量和≥1.5的G:M比率。

[0260] 在一些实施方案中，去纤维化聚合物包含用式(III)化合物化学修饰的藻酸盐。去

纤维化聚合物中的藻酸盐可与设备中存在的任何未经修饰的藻酸盐相同或不同。在一个实

施方案中，去纤维化藻酸盐中式(III)化合物的密度(例如缀合的量)在约4.0％与约8.0％

的氮之间、约5.0％与约7.0％的氮之间或约6.0％与约7.0％的氮之间(例如，如通过针对氮

百分比的燃烧分析所确定的)。在一个实施方案中，化合物101的量产生约0.5％至2％2％至

4％  N、约4％至6％  N、约6％至8％或约8％至10％  N)的N％增加(与未经修饰的藻酸盐相

比)，其中N％是通过燃烧分析来确定并且对应于经修饰的藻酸盐中化合物101的量。

[0261] 在其它实施方案中，去纤维化藻酸盐中式(III)化合物(例如化合物101)的密度

(例如浓度)被定义为％w/w，例如，如通过合适的定量胺缀合测定(例如通过WO2020069429

中描述的测定)确定的溶液(例如盐水)中的胺的重量/去纤维化藻酸盐的重量的％，并且在

说　明　书 40/74 页

49

CN 118984840 A

49



某些实施方案中，式(III)化合物(例如化合物101)的密度在约1 .0％w/w与约3.0％w/w之

间、约1.3％w/w与约2.5％w/w之间或约1.5％w/w与2.2％w/w之间。

[0262] 在含藻酸盐的设备中，经修饰的和未经修饰的藻酸盐的量(例如，以设备的重量％

计，藻酸盐的实际重量)可以是至少5％，例如至少5％、10％、20％、30％、40％、50％、60％、

70％、80％、90％、95％、99％或更多，例如w/w；小于20％，例如，小于20％、15％、10％、5％、

1％、0.5％、0.1％或更少。

[0263] 去纤维化聚合物中的藻酸盐可使用本领域已知的任何合适的方法用式(III)的化

合物进行化学修饰。例如，可将藻酸盐羧酸部分激活用于与一种或多种胺官能化的化合物

偶联以获得用式(III)化合物修饰的藻酸盐。可将藻酸盐聚合物溶解于水(30mL/克聚合物)

中，并用活化剂(例如，2‑氯‑4,6‑二甲氧基‑1,3,5‑三嗪(0.5当量))和碱(例如，N‑甲基吗啉

(1当量))处理。可向此混合物中添加式(III)化合物于乙腈(0.3M)中的溶液。可将反应物温

热至55℃保持16小时，然后冷却至室温并通过旋转蒸发温和浓缩，然后可将残余物溶解在

例如水中。然后可将混合物过滤，例如通过氰基改性的硅胶(Silicycle)床过滤，并用水洗

涤滤饼。然后可将所得溶液用水透析(10,000MWCO膜)24小时，例如更换水两次。可例如通过

冻干将所得溶液浓缩，以得到所需的经化学修饰的藻酸盐。可使用本领域中已知的，例如，

如WO  2021/119522、WO  2019/195055、WO  2018/067615、WO  2017/075631、WO  2016/019391

和WO  2012/167223中的任一者中所述的任何合适的方法用式(III)化合物对去纤维化聚合

物中的藻酸盐进行化学修饰。

[0264] 在一个实施方案中，设备包括至少一个含细胞隔室，并且在一些实施方案中含有

两个、三个、四个或更多个含细胞隔室。在一个实施方案中，每个含细胞隔室均包括多个细

胞(例如，活细胞)，并且当设备被植入受试者中时，这些隔室中的至少一个隔室中的细胞能

够表达并分泌BBB转运融合蛋白质。

[0265] 在一个实施方案中，含细胞隔室中的所有细胞都衍生自单一亲本细胞类型或至少

两种不同亲本细胞类型的混合物。在一个实施方案中，含细胞隔室中的所有细胞都衍生自

相同的亲本细胞类型，但第一多个衍生的细胞被工程化成表达BBB转运融合蛋白质，并且第

二多个衍生的细胞被工程化成表达不同的治疗性蛋白质。在具有两个或更多个含细胞隔室

的设备中，细胞和由此产生的一种或多种蛋白质在每个含细胞隔室中可相同或不同。在一

些实施方案中，所有含细胞隔室都被单个屏障隔室围绕。在一些实施方案中，屏障隔室基本

上不含细胞。

[0266] 在一个实施方案中，待掺入到本文所述的设备(例如，水凝胶胶囊)中的细胞在被

包封于该设备内之前以细胞悬浮液的形式制备。悬浮液中的细胞可采取单细胞的形式(例

如，来自单层细胞培养物)，或以另一种形式提供，例如设置在微载体(例如，珠或基质)上或

作为细胞的三维聚集体(例如，细胞簇或球状体)。细胞悬浮液可包含多个细胞簇(例如，作

为球状体)或微载体。

[0267] 除了由包封的细胞分泌的融合蛋白质之外，设备(例如，胶囊、颗粒)还可包含一种

或多种不由该细胞表达的外源剂，并且可包含例如核酸(例如RNA或DNA分子)、蛋白质(例

如，激素、酶(例如，葡萄糖氧化酶、激酶、磷酸酶、加氧酶、氢化酶、还原酶)、抗体、抗体片段、

抗原或表位))、蛋白质或多肽的活性或非活性片段、小分子或药物。在一个实施方案中，设

备被构造成释放这样的外源剂。
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[0268] 去纤维化的–(例如，减轻FBR的)化合物

[0269] 在一些实施方案中，本文所述的设备包括至少一种式(III)化合物：

[0270]

[0271] 或其药学上可接受的盐，其中：

[0272] A是烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基、杂芳基、‑O‑、‑C(O)O‑、‑C

(O)‑、‑OC(O)‑、‑N(RC)‑、‑N(RC)C(O)‑、‑C(O)N(RC)‑、‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑亚烷基)‑、‑N(RC)C

(O)(C1‑C6‑亚烯基)‑、‑N(RC)N(RD)‑、‑NCN‑、‑C(＝N(RC)(RD))O‑、‑S‑、‑S(O)x‑、‑OS(O)x‑、‑N

(RC)S(O)x‑、‑S(O)xN(R
C)‑、‑P(RF)y‑、‑Si(OR

A)2‑、‑Si(R
G)(ORA)‑、‑B(ORA)‑或金属，其中的每

一者均任选地连接至连接基团(例如，本文所述的连接基团)且任选地被一个或多个R1取

代；

[0273] L1和L3中的每一者均独立地为键、烷基或杂烷基，其中每个烷基和杂烷基均任选地

被一个或多个R2取代；

[0274] L2是键；

[0275] M是不存在、烷基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，其中的每一者均任选地

被一个或多个R3取代；

[0276] P是不存在、环烷基、杂环基，或杂芳基，其中的每一者均任选地被一个或多个R4取

代；

[0277] Z是氢、烷基、烯基、炔基、杂烷基、‑ORA、‑C(O)RA、‑C(O)ORA、‑C(O)N(RC)(RD)、‑N(RC)

C(O)RA、‑N(RC)(RD)、环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，其中每个烷基、烯基、炔基、杂烷基、环

烷基、杂环基、芳基和杂芳基均任选地被一个或多个R5取代；

[0278] 每个RA、RB、RC、RD、RE、RF和RG均独立地为氢、烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤素、叠氮

基、环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，其中每个烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳

基和杂芳基均任选地被一个或多个R6取代；

[0279] 或者RC
和RD

与它们所附接至的氮原子一起形成任选地被一个或多个R6
取代的环

(例如，5‑7元环)；

[0280] 每个R1、R2、R3、R4、R5和R6均独立地为烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤素、氰基、叠氮基、

氧代基、–ORA1、–C(O)ORA1、–C(O)RB1、–OC(O)RB1、–N(RC1)(RD1)、–N(RC1)C(O)RB1、–C(O)N(RC1)、

SRE1、S(O)xR
E1、–OS(O)xR

E1、–N(RC1)S(O)xR
E1、–S(O)xN(R

C1)(RD1)、–P(RF1)y、环烷基、杂环基、芳

基、杂芳基，其中每个烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基和杂芳基均任选地被

一个或多个R7取代；

[0281] 每个RA1、RB1、RC1、RD1、RE1和RF1均独立地为氢、烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂

环基、芳基或杂芳基，其中每个烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基、杂芳基均任

选地被一个或多个R7取代；

[0282] 每个R7均独立地为烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤素、氰基、氧代基、羟基、环烷基或

杂环基；

[0283] x是1或2；并且

[0284] y是2、3或4。
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[0285] 在一些实施方案中，式(III)化合物为式(III‑a)化合物：

[0286]

[0287] 或其药学上可接受的盐，其中：

[0288] A是烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基、杂芳基、‑O‑、‑C(O)O‑、‑C

(O)‑、‑OC(O)‑、‑N(RC)‑、‑N(RC)C(O)‑、‑C(O)N(RC)‑、‑N(RC)N(RD)‑、N(RC)C(O)(C1‑C6‑亚烷

基)‑、‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑亚烯基)‑、‑NCN‑、‑C(＝N(RC)(RD))O‑、‑S‑、‑S(O)x‑、‑OS(O)x‑、‑N

(RC)S(O)x‑、‑S(O)xN(R
C)‑、‑P(RF)y‑、‑Si(OR

A)2‑、‑Si(R
G)(ORA)‑、‑B(ORA)‑或金属，其中的每

一者均任选地连接至附接基团(例如，本文所述的附接基团)且任选地被一个或多个R1取

代；

[0289] L1和L3中的每一者均独立地为键、烷基或杂烷基，其中每个烷基和杂烷基均任选地

被一个或多个R2取代；

[0290] L2是键；

[0291] M是不存在、烷基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，其中的每一者均任选地

被一个或多个R3取代；

[0292] P是任选地被一个或多个R4取代的杂芳基；

[0293] Z是烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，其中的每一者均任

选地被一个或多个R5取代；

[0294] 每个RA、RB、RC、RD、RE、RF和RG均独立地为氢、烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤素、叠氮

基、环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，其中每个烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳

基和杂芳基均任选地被一个或多个R6取代；

[0295] 或者RC
和RD

与它们所附接至的氮原子一起形成任选地被一个或多个R6
取代的环

(例如，5‑7元环)；

[0296] 每个R1、R2、R3、R4、R5和R6均独立地为烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤素、氰基、叠氮基、

氧代基、–ORA1、–C(O)ORA1、–C(O)RB1、–OC(O)RB1、–N(RC1)(RD1)、–N(RC1)C(O)RB1、–C(O)N(RC1)、

SRE1、S(O)xR
E1、–OS(O)xR

E1、–N(RC1)S(O)xR
E1、–S(O)xN(R

C1)(RD1)、–P(RF1)y、环烷基、杂环基、芳

基、杂芳基，其中每个烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基和杂芳基均任选地被

一个或多个R7取代；

[0297] 每个RA1、RB1、RC1、RD1、RE1和RF1均独立地为氢、烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂

环基、芳基或杂芳基，其中每个烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基、杂芳基均任

选地被一个或多个R7取代；

[0298] 每个R7均独立地为烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤素、氰基、氧代基、羟基、环烷基或

杂环基；

[0299] x是1或2；并且

[0300] y是2、3或4。

[0301] 在一些实施方案中，对于式(III)和(III‑a)，A是烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷

基、杂环基、芳基、杂芳基、‑O‑、‑C(O)O‑、‑C(O)‑、‑OC(O)‑、‑N(RC)C(O)‑、‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑

亚烷基)‑、‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑亚烯基)‑或‑N(RC)‑。在一些实施方案中，A是烷基、烯基、炔
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基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基、杂芳基、‑O‑、‑C(O)O‑、‑C(O)‑、‑OC(O)‑或‑N(RC)‑。在一

些实施方案中，A是烷基、烯基、炔基、杂烷基、‑O‑、‑C(O)O‑、‑C(O)‑、‑OC(O)‑或‑N(RC)‑。在

一些实施方案中，A是烷基、‑O‑、‑C(O)O‑、‑C(O)‑、‑OC(O)或‑N(RC)‑。在一些实施方案中，A

是‑N(RC)C(O)‑、‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑亚烷基)‑或‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑亚烯基)‑。在一些实施方

案中，A是‑N(RC)‑。在一些实施方案中，A是‑N(RC)‑，并且RC和RD独立地为氢或烷基。在一些

实施方案中，A是‑NH‑。在一些实施方案中，A是‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑亚烷基)‑，其中亚烷基被

R1取代。在一些实施方案中，A是‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑亚烷基)‑，并且R1是烷基(例如，甲基)。在

一些实施方案中，A是‑NH  C(O)C(CH3)2‑。在一些实施方案中，A是‑N(RC)C(O)(亚甲基)‑，并

且R1是烷基(例如，甲基)。在一些实施方案中，A是‑NHC(O)CH(CH3)‑。在一些实施方案中，A

是‑NHC(O)C(CH3)‑。

[0302] 在一些实施方案中，对于式(III)和(III‑a)，L1是键、烷基或杂烷基。在一些实施

方案中，L1是键或烷基。在一些实施方案中，L1是键。在一些实施方案中，L1是烷基。在一些实

施方案中，L1是C1‑C6烷基。在一些实施方案中，L1是‑CH2‑、‑CH(CH3)‑、‑CH2CH2CH2或‑CH2CH2‑。

在一些实施方案中，L1是‑CH2‑或‑CH2CH2‑。

[0303] 在一些实施方案中，对于式(III)和(III‑a)，L3是键、烷基或杂烷基。在一些实施

方案中，L3是键。在一些实施方案中，L3是烷基。在一些实施方案中，L3是C1‑C12烷基。在一些

实施方案中，L3是C1‑C6烷基。在一些实施方案中，L3是‑CH2‑。在一些实施方案中，L3是杂烷

基。在一些实施方案中，L3是任选地被一个或多个R2(例如，氧代基)取代的C1‑C12杂烷基。在

一些实施方案中，L3是任选地被一个或多个R2(例如，氧代基)取代的C1‑C6杂烷基。在一些实

施方案中，L3是‑C(O)OCH2‑、‑CH2(OCH2CH2)2‑、‑CH2(OCH2CH2)3‑、CH2CH2O‑或‑CH2O‑。在一些实

施例中，L3是–CH2O–。

[0304] 在一些实施方案中，对于式(III)或(III‑a)，M是不存在、烷基、杂烷基、芳基或杂

芳基。在一些实施方案中，对于式(III)或(III‑a)，M是不存在、烷基、杂烷基、芳基或杂芳

基。在一些实施方案中，M是杂烷基、芳基或杂芳基。在一些实施方案中，M不存在。在一些实

施方案中，M是烷基(例如，C1‑C6烷基)。在一些实施方案中，M是‑CH2‑。在一些实施方案中，M

是杂烷基(例如，C1‑C6杂烷基)。在一些实施方案中，M是(‑OCH2CH2‑)z，其中z是选自1至10的

整数。在一些实施方案中，z是选自1至5的整数。在一些实施方案中，M是‑(OCH2) 2‑、(‑

OCH2CH2‑)2、(‑OCH2CH2‑)3、(‑OCH2CH2‑)4或(‑OCH2CH2‑)5。在一些实施方案中，M是‑OCH2CH2‑、(‑

OCH2CH2‑)2、(‑OCH2CH2‑)3或(‑OCH2CH2‑)4。在一些实施方案中，M是‑(‑OCH2‑)3。在一些实施方

案中，M是芳基。在一些实施方案中，M是苯基。在一些实施方案中，M是未取代的苯基。在一些

实施方案中，M是 在一些实施方案中，M是 在一些实施方案中，M

是被1‑4个R3(例如，1个R3)取代的苯基。在一些实施方案中，R3是CF3。

[0305] 在一些实施方案中，对于式(III)和(III‑a)，P是不存在、杂环基或杂芳基。在一些

实施方案中，对于式(III)和(III‑a)，P是不存在、杂环基或杂芳基。在一些实施方案中，P是

不存在。在一些实施方案中，对于式(III)和(III‑a)，P是三环、双环或单环杂芳基。在一些

实施方案中，P是单环杂芳基。在一些实施方案中，P是含氮杂芳基。在一些实施方案中，P是

单环含氮杂芳基。在一些实施方案中，P是5元杂芳基。在一些实施方案中，P是5元含氮杂芳
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基。在一些实施方案中，P是四唑基、咪唑基、吡唑基，或三唑基或吡咯基。在一些实施方案

中，P是咪唑基。在一些实施方案中，P是1,2,3‑三唑基。在一些实施方案中，P是

在一些实施方案中，P是 在一些实施方案中，P是

[0306] 在一些实施方案中，P是杂环基。在一些实施方案中，P是杂环基。在一些实施方案

中，P是5元杂环基。在一些实施方案中，P是咪唑烷酮基。在一些实施方案中，P是

在一些实施方案中，P是硫代吗啉基‑1,1‑二氧化基。在一些实施方案中，P是

[0307] 在一些实施方案中，对于式(III)和(III‑a)，Z是烷基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳

基或杂芳基。在一些实施方案中，对于式(III)和(III‑a)，Z是烷基、杂烷基、环烷基、杂环

基、芳基或杂芳基。在一些实施方案中，Z是杂环基。在一些实施方案中，Z是单环或双环杂环

基、5元杂环基或6元杂环基。在一些实施方案中，Z是6元含氧杂环基。在一些实施方案中，Z

是四氢吡喃基。在一些实施方案中，Z是 在一些实施方案中，

Z是4元含氧杂环基。在一些实施方案中，Z是

[0308] 在一些实施方案中，Z是双环含氧杂环基。在一些实施方案中，Z是双环含氧杂环

基。在一些实施方案中，Z是邻苯二甲酸酐基。在一些实施方案中，Z是含硫杂环基

在一些实施方案中，Z是6元含硫杂环基 在一些实施方案中，Z是含

有氮原子和硫原子的6元杂环基。在一些实施方案中，Z是硫代吗啉基‑1,1‑二氧化基。在一

些实施方案中，Z是 在一些实施方案中，Z是含氮杂环基。在一些实施方案中，Z是

6元含氮杂环基。在一些实施方案中，Z是
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[0309] 在一些实施方案中，Z是双环杂环基。在一些实施方案中，Z是双环杂环基。在一些

实施方案中，Z是任选地被一个或多个R5取代的双环含氮杂环基。在一些实施方案中，Z是2‑

氧杂‑7‑氮杂螺[3.5]壬基。在一些实施方案中，Z是 在一些实施方案中，Z是1‑氧

杂‑3,8‑二氮杂螺[4.5]癸‑2‑酮。在一些实施方案中，Z是

[0310] 在一些实施方案中，对于式(III)和(III‑a)，Z是芳基。在一些实施方案中，Z是单

环芳基。在一些实施方案中，Z是苯基。在一些实施方案中，Z是(例如，被1个R5)单取代的苯

基。在一些实施方案中，Z是单取代的苯基，其中1个R5是含氮基团。在一些实施方案中，Z是

单取代的苯基，其中1个R5是NH2。在一些实施方案中，Z是单取代的苯基，其中1个R5是含氧基

团。在一些实施方案中，Z是单取代的苯基，其中1个R5是含氧杂烷基。在一些实施方案中，Z

是单取代的苯基，其中1个R5是OCH3。在一些实施方案中，Z是单取代的苯基，其中1个R5位于

邻位。在一些实施方案中，Z是单取代的苯基，其中1个R5位于间位。在一些实施方案中，Z是

单取代的苯基，其中1个R5位于对位。

[0311] 在一些实施方案中，对于式(III)和(III‑a)，Z是烷基。在一些实施方案中，Z是C1‑

C12烷基。在一些实施方案中，Z是C1‑C10烷基。在一些实施方案中，Z是C1‑C8烷基。在一些实施

方案中，Z是被1‑5个R5取代的C1‑C8烷基。在一些实施方案中，Z是被1个R5取代的C1‑C8烷基。

在一些实施方案中，Z是被1个R5取代的C1‑C8烷基，其中R5是烷基、杂烷基、卤素、氧代基、‑

ORA1、‑C(O)ORA1、‑C(O)RB1、‑OC(O)RB1或‑N(RC1)(RD1)。在一些实施方案中，Z是被1个R5取代的

C1‑C8烷基，其中R5是‑ORA1或‑C(O)ORA1。在一些实施方案中，Z是被1个R5取代的C1‑C8烷基，其

中R5是‑ORA1或‑C(O)OH。在一些实施方案中，Z是‑CH3。

[0312] 在一些实施方案中，对于式(III)和(III‑a)，Z是杂烷基。在一些实施方案中，Z是

C1‑C12杂烷基。在一些实施方案中，Z是C1‑C10杂烷基。在一些实施方案中，Z是C1‑C8杂烷基。在

一些实施方案中，Z是C1‑C6杂烷基。在一些实施方案中，Z是任选地被一个或多个R5取代的含

氮杂烷基。在一些实施方案中，Z是被1‑5个R5取代的含氮和硫的杂烷基。在一些实施方案

中，Z是N‑甲基‑2‑(甲基磺酰基)乙‑1‑氨基自由基(aminyl)。

[0313] 在一些实施方案中，Z是‑ORA或‑C(O)ORA。在一些实施方案中，Z是‑ORA(例如，‑OH

或‑OCH3)。在一些实施方案中，Z是‑OCH3。在一些实施方案中，Z是‑C(O)ORA(例如，‑C(O)OH)。

[0314] 在一些实施方案中，Z是氢。

[0315] 在一些实施方案中，L2是键并且P和L3独立地不存在。在一些实施方案中，L2是键，P

是杂芳基，L3是键，并且Z是氢。在一些实施方案中，P是杂芳基，L3是杂烷基，并且Z是烷基。

[0316] 在一些实施方案中，式(III)化合物为式(III‑b)化合物：
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[0317]

[0318] 或其药学上可接受的盐，其中环M1是环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，其中的每一

者均任选地被1‑5个R3取代；环Z1是任选地被1‑5个R5取代的环烷基、杂环基、芳基或杂芳基；

R2a、R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢、烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤基、氰基、硝基、氨

基、环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，或者R2a和R2b或R2c和R2d中的每一者一起形成氧代基；X是

不存在、N(R10)(R11)、O或S；RC是氢、烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基或杂芳

基，其中烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基或杂芳基中的每一者均任选地被1‑

6个R6取代；每个R3、R5和R6均独立地为烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤素、氰基、叠氮基、氧代

基、‑ORA1、‑C(O)ORA1、‑C(O)RB1、‑OC(O)RB1、‑N(RC1)(RD1)、‑N(RC1)C(O)RB1、‑C(O)N(RC1)、SRE1、

环烷基、杂环基、芳基或杂芳基；R10和R11中的每一者均独立地为氢、烷基、烯基、炔基、杂烷

基、‑C(O)ORA1、‑C(O)RB1、‑OC(O)RB1、‑C(O)N(RC1)、环烷基、杂环基或杂芳基；每个RA1、RB1、RC1、

RD1和RE1均独立地为氢、烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基、杂芳基，其中烷基、

烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基、杂芳基中的每一者均任选地被1‑6个R7取代；每

个R7均独立地为烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤素、氰基、氧代基、羟基、环烷基或杂环基；每个

m和n均独立地为1、2、3、4、5或6；并且 是指与本文所述的附接基团或聚合物的连接。

在一些实施方案中，对于每个R3和R5，每个烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基或

杂芳基任选地且独立地被卤素、氧代基、氰基、环烷基或杂环基取代。

[0319] 在一些实施方案中，式(III‑b)化合物为式(III‑b‑i)化合物：

[0320]

[0321] 或其药学上可接受的盐，其中环M2是任选地被一个或多个R3取代的芳基或杂芳基；

环Z2是环烷基、杂环基、芳基或杂芳基；R2a、R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢、烷基或杂

烷基，或者R2a和R2b或R2c和R2d中的每一者一起形成氧代基；X是不存在、O或S；每个R3和R5均

独立地为烷基、杂烷基、卤素、氧代基、‑ORA1、‑C(O)ORA1或‑C(O)RB1，其中每个烷基和杂烷基

均任选地被卤素取代；或者两个R5一起形成与环Z2稠合的5‑6元环；每个RA1和RB1独立地为

氢、烷基或杂烷基；m和n各自独立地为1、2、3、4、5或6；p是0、1、2、3、4、5或6；并且 是指

与本文所述的附接基团或聚合物的连接。

[0322] 在一些实施方案中，式(III‑b‑i)化合物为式(III‑b‑ii)化合物：
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[0323]

[0324] 或其药学上可接受的盐，其中环Z2是环烷基、杂环基、芳基或杂芳基；R2c和R2d中的

每一者均独立地为氢、烷基或杂烷基，或者R2c和R以及一起形成氧代基；每个R3和R5均独立

地为烷基、杂烷基、卤素、氧代基、‑ORA1、‑C(O)ORA1或‑C(O)RB1，其中每个烷基和杂烷基均任

选地被卤素取代；每个RA1和RB1均独立地为氢、烷基或杂烷基；p和q中的每一者均独立地为

0、1、2、3、4、5或6；并且 是指与本文所述的附接基团或聚合物的连接。

[0325] 在一些实施方案中，式(III)化合物为式(III‑c)化合物：

[0326]

[0327] 或其药学上可接受的盐，其中环Z2是环烷基、杂环基、芳基或杂芳基；R2c和R2d中的

每一者均独立地为氢、烷基或杂烷基，或者R2c和R2d一起形成氧代基；每个R3和R5均独立地为

烷基、杂烷基、卤素、氧代基、‑OR、‑C(O)OR或‑C(O)RB1，其中每个烷基和杂烷基均任选地被卤

素取代；每个RA1和RB1均独立地为氢、烷基或杂烷基；m是1、2、3、4、5或6；p和q中的每一者均

独立地为0、1、2、3、4、5或6；并且 是指与本文所述的附接基团或聚合物的连接。

[0328] 在一些实施方案中，式(III)化合物为式(III‑d)化合物：

[0329]

[0330] 或其药学上可接受的盐，其中环Z2是环烷基、杂环基、芳基或杂芳基；X是不存在、O

或S；R2a、R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢、烷基或杂烷基，或者R2a和R2b或R2c和R2d中的

每一者一起形成氧代基；每个R5均独立地为烷基、杂烷基、卤素、氧代基、‑ORA1、‑C(O)ORA1或‑

C(O)RB1，其中每个烷基和杂烷基均任选地被卤素取代；每个RA1和R均独立地为氢、烷基或杂

烷基；m和n中的每一者均独立地为1、2、3、4、5或6；p是0、1、2、3、4、5或6；并且 是指与

本文所述的附接基团或聚合物的连接。

[0331] 在一些实施方案中，式(III)化合物为式(III‑e)化合物：

[0332]

[0333] 或其药学上可接受的盐，其中环Z2是环烷基、杂环基、芳基或杂芳基；X是不存在、O

或S；R2a、R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢、烷基或杂烷基，或者R2a和R2b或R2c和R2d中的

每一者一起形成氧代基；每个R5均独立地为烷基、杂烷基、卤素、氧代基、‑ORA1、‑C(O)ORA1或‑
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C(O)RB1；每个RA1和RB1均独立地为氢、烷基或杂烷基；m和n中的每一者均独立地为1、2、3、4、5

或6；p是0、1、2、3、4、5或6；并且 是指与本文所述的附接基团或聚合物的连接。

[0334] 在一些实施方案中，式(III)化合物为式(III‑f)化合物：

[0335]

[0336] 或其药学上可接受的盐，其中M是任选地被一个或多个R3取代的烷基；环P是任选

地被一个或多个R4取代的杂芳基；L3是任选地被一个或多个R2取代的烷基或杂烷基；Z是烷

基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，其中的每一者均任选地被一个或多个R5取代；

R2a和R2b中的每一者均独立地为氢、烷基或杂烷基，或者R2a和R2b一起形成氧代基；每个R2、

R3、R4和R5独立地为烷基、杂烷基、卤素、氧代基、‑ORA1、‑C(O)ORA1或‑C(O)RB1；每个RA1和RB1均

独立地为氢、烷基或杂烷基；n独立地为1、2、3、4、5或6；并且 是指与本文所述的附接

基团或聚合物的连接。

[0337] 在一些实施方案中，式(III)化合物为式(IV)化合物：

[0338]

[0339] 或其药学上可接受的盐，其中M是键、烷基或芳基，其中烷基和芳基任选地被一个

或多个R3取代；L3是任选地被一个或多个R2取代的烷基或杂烷基；Z是氢、烷基、杂烷基、环烷

基、杂环基、芳基、杂芳基或‑OR，其中烷基、环烷基、杂环基、芳基和杂芳基任选地被一个或

多个R5取代；RA是氢；R2a和R2b中的每一者均独立地为氢、烷基或杂烷基，或者R2a和R2b一起形

成氧代基；每个R2、R3和R5独立地为烷基、杂烷基、卤素、氧代基、‑ORA1或‑C(O)RB1；每个RA1和

RB1均独立地为氢、烷基或杂烷基；n独立地为1、2、3、4、5或6；并且 是指与本文所述的

附接基团或聚合物的连接。

[0340] 在一些实施方案中，式(IV)化合物为式(IV‑a)化合物：

[0341]

[0342] 或其药学上可接受的盐，其中L3是烷基或杂烷基，其中的每一者均任选地被一个

或多个R2取代；Z是氢、烷基、杂烷基或‑ORA，杂烷基任选地被一个或多个R5取代；R2a和R2b中

的每一者均独立地为氢、烷基或杂烷基，或者R2a和R2b中的每一者一起形成氧代基；每个R2、

R3和R5独立地为杂烷基、卤素、氧代基、‑ORA1、‑C(O)ORA1；RA是氢；每个RA1和RB1独立地为氢、烷

基或杂烷基；n独立地为1、2、3、4、5或6；并且 是指与本文所述的附接基团或聚合物的

连接。
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[0343] 在一些实施方案中，式(III)化合物为式(V)化合物：

[0344]

[0345] 或其药学上可接受的盐，其中Z1是烷基、烯基、炔基、杂烷基、环烷基、杂环基、芳基

或杂芳基，其中的每一者均任选地被1‑5个R5取代；R2a、R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为

氢、烷基、烯基、炔基、杂烷基、卤基、氰基、硝基、氨基、环烷基、杂环基、芳基或杂芳基；或者

R2a和R2b或R2c和R2d中的每一者一起形成氧代基；RC是氢、烷基、烯基、炔基或杂烷基，其中烷

基、烯基、炔基或杂烷基中的每一者均任选地被1‑6个R6取代；R3、R5和R6中的每一者均独立

地为烷基、杂烷基、卤素、氧代基、‑ORA1、‑C(O)ORA1或‑C(O)RB1；每个R12均独立地为氘、烷基、

杂烷基、卤代烷基、卤素、氰基、硝基或氨基；每个RA1和RB1均独立地为氢、烷基或杂烷基；m和

n各自独立地为1、2、3、4、5或6；q是0至25的整数；w是0或1；并且 是指与本文所述的附

接基团或聚合物的连接。

[0346] 在一些实施方案中，式(V)化合物为式(V‑a)化合物：

[0347]

[0348] 或其药学上可接受的盐，其中环Z1是环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，其中的每一

者均任选地被1‑5个R5取代；R2a、R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢、烷基、杂烷基、卤基；

或者R2a和R2b或R2c和R2d一起形成氧代基；RC是氢、烷基、烯基、炔基或杂烷基，其中烷基、烯

基、炔基或杂烷基中的每一者均任选地被1‑6个R6取代；R3、R5和R6中的每一者均独立地为烷

基、杂烷基、卤素、氧代基、‑ORA1、‑C(O)ORA1或‑C(O)RB1；每个R12均独立地为氘、烷基、杂烷基、

卤代烷基、卤素、氰基、硝基或氨基；每个RA1和RB1均独立地为氢、烷基或杂烷基；m和n各自独

立地为1、2、3、4、5或6；o和p各自独立地为0、1、2、3、4或5；q是0至25的整数；w是0或1；并且

是指与本文所述的附接基团或聚合物的连接。

[0349] 在一些实施方案中，式(V)化合物为式(V‑b)化合物：

[0350]

[0351] 或其药学上可接受的盐，其中环Z1是环烷基、杂环基、芳基或杂芳基，其中的每一

者均任选地被1‑5个R5取代；RC是氢、烷基、‑N(RC)C(O)RB、‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑烷基)或‑N(RC)C
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(O)(C1‑C6‑烯基)，其中烷基和烯基中的每一者均任选地被1‑6个R6取代；R2a、R2b、R2c和R2d中

的每一者均独立地为氢或烷基；或者R2a和R2b或R2c和R2d一起形成氧代基；R3、R5和R6中的每一

者均独立地为烷基、杂烷基、卤素、氧代基、‑ORA1、‑C(O)ORA1或‑C(O)RB1；R12是氢、氘、烷基、杂

烷基、卤代烷基、卤素、氰基、硝基或氨基；每个RA1、RB1和RE1均独立地为氢、烷基或杂烷基；m

和n各自独立地为1、2、3、4、5或6；q是0至25的整数；x是0、1或2；并且 是指与本文所述

的附接基团或聚合物的连接。

[0352] 在一些实施方案中，式(V)化合物为式(V‑c)化合物：

[0353]

[0354] 或其药学上可接受的盐，其中RC是氢、烷基、‑N(RC)C(O)RB、‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑烷

基)或‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑烯基)，其中烷基和烯基中的每一者均任选地被1‑6个R6取代；R2a、

R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢或烷基；或者R2a和R2b或R2c和R2d一起形成氧代基；R3、

R5和R6中的每一者均独立地为烷基、杂烷基、卤素、氧代基、‑ORA1、‑C(O)ORA1或‑C(O)RB1；R12

是氢、氘、烷基、杂烷基、卤代烷基、卤基、氰基、硝基或氨基；每个RA1、RB1和RE1均独立地为氢、

烷基或杂烷基；m和n各自独立地为1、2、3、4、5或6；q是0至25的整数；x是0、1或2；z是0、1、2、

3、4、5或6，并且 是指与本文所述的附接基团或聚合物的连接。

[0355] 在一些实施方案中，式(V)化合物为式(V‑d)化合物：

[0356]

[0357] 或其药学上可接受的盐，其中X是C(R’)(R”)、N(R’)或S(O)x；R’和R”中的每一者均

独立地为氢、烷基或卤素；RC是氢、烷基、‑N(RC)C(O)RB、‑N(RC)C(O)(C1‑C6‑烷基)或‑N(RC)C

(O)(C1‑C6‑烯基)，其中烷基和烯基中的每一者均任选地被1‑6个R6取代；R2a、R2b、R2c和R2d中

的每一者均独立地为氢或烷基；或者R2a和R2b或R2c和R2d一起形成氧代基；R3、R5和R6中的每一

者均独立地为烷基、杂烷基、卤素、氧代基、‑ORA1、‑C(O)ORA1或‑C(O)RB1；R12是氢、氘、烷基、杂

烷基、卤代烷基、卤基、氰基、硝基或氨基；每个RA1、RB1和RE1均独立地为氢、烷基或杂烷基；m

和n各自独立地为1、2、3、4、5或6；q是0至25的整数；x是0、1或2；z是0、1、2、3、4、5或6，并且

是指与本文所述的附接基团或聚合物的连接。

[0358] 在一些实施方案中，X是S(O)x。在一些实施方案中，x是2。在一些实施方案中，X是S

(O)2。

[0359] 在一些实施方案中，R2a、R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢。

[0360] 在一些实施方案中，RC是氢、‑C(O)(C1‑C6‑烷基)或‑C(O)(C1‑C6‑烯基)。在一些实施
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方案中，烷基和烯基中的每一者被1个R6(例如，‑CH3)取代。在一些实施方案中，RC是氢。

[0361] 在一些实施方案中，n是1。在一些实施方案中，q是2、3、4或5。在一些实施方案中，q

是3。在一些实施方案中，m是1。在一些实施方案中，p是0。在一些实施方案中，R12是卤基(例

如，Cl)。

[0362] 在一些实施方案中，化合物为式(III)化合物。在一些实施方案中，L2是键并且P和

L3独立地不存在。

[0363] 在一些实施方案中，化合物为式(III‑a)化合物。在式(IV‑a)的一些实施方案中，

L2是键，P是杂芳基，L3是键，并且Z是氢。在一些实施方案中，P是杂芳基，L3是杂烷基，并且Z

是烷基。在一些实施方案中，L2是键并且P和L3独立地不存在。在一些实施方案中，L2是键，P

是杂芳基，L3是键，并且Z是氢。在一些实施方案中，P是杂芳基，L3是杂烷基，并且Z是烷基。

[0364] 在一些实施方案中，化合物为式(III‑b)化合物。在一些实施方案中，P是不存在，

L1是‑NHCH2，L
2
是键，M是芳基(例如，苯基)，L3是‑CH2O，并且Z是杂环基(例如，含氮杂环基，例

如硫代吗啉基‑1,1‑二氧化物)。在一些实施方案中，式(I‑b)化合物为化合物116。

[0365] 在式(III‑b)的一些实施方案中，P是不存在，L1是‑NHCH2，L
2
是键，M是不存在，L3是

键，并且Z是杂环基(例如，含氧杂环基，例如四氢吡喃基、四氢呋喃基、氧杂环丁烷基或环氧

乙烷基)。在一些实施方案中，式(III‑b)化合物为化合物105。

[0366] 在一些实施方案中，该化合物为式(III‑b‑i)化合物。在式(III‑b‑i)的一些实施

方案中，R2a和R2b中的每一者均独立地为氢或CH3，R
2c
和R2d中的每一者均独立地为氢，m是1或

2，n是1，X是O，p是0，M2是任选地被一个或多个R3取代的苯基，R3是‑CF3，并且Z2是杂环基(例

如，含氧杂环基，例如四氢吡喃基、四氢呋喃基、氧杂环丁烷基或环氧乙烷基)。在一些实施

方案中，式(III‑b‑i)化合物为化合物100、化合物106、化合物107、化合物108、化合物109或

化合物111。

[0367] 在一些实施方案中，该化合物为式(III‑b‑ii)化合物。在式(III‑b‑ii)的一些实

施方案中，R2a、R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢，q是0，p是0，m是1，并且Z2是杂环基(例

如，含氧杂环基，例如四氢吡喃基)。在一些实施方案中，式(III‑b‑ii)化合物为化合物100。

[0368] 在一些实施方案中，化合物为式(III‑c)化合物。在式(III‑c)的一些实施方案中，

R2c和R2d中的每一者均独立地为氢，m是1，p是1，q是0，R5是‑CH3，并且Z是杂环基(例如，含氮

杂环基，例如哌嗪基)。在一些实施方案中，式(I‑c)化合物为化合物113。

[0369] 在一些实施方案中，该化合物为式(III‑d)化合物。在式(III‑d)的一些实施方案

中，R2a、R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢，m是1，n是3，X是O，p是0，并且Z是杂环基(例

如，含氧杂环基，例如四氢吡喃基、四氢呋喃基、氧杂环丁烷基或环氧乙烷基)。在一些实施

方案中，式(III‑d)化合物为化合物110或化合物114。

[0370] 在一些实施方案中，该化合物为式(III‑f)化合物。在式(III‑f)的一些实施方案

中，R2a和R2b中的每一者均独立地为氢，n是1，M是‑CH2‑，P是含氮杂芳基(例如，咪唑基)，L3

是‑C(O)OCH2‑，并且Z是CH3。在一些实施方案中，式(III‑f)化合物为化合物115。

[0371] 在一些实施方案中，该化合物为式(IV‑a)化合物。在式(IV‑a)的一些实施方案中，

R2a和R2b中的每一者均独立地为氢，n是1，q是0，L3是‑CH2(OCH2CH2)2，并且Z是‑OCH3。在一些

实施方案中，式(IV‑a)化合物为化合物112。

[0372] 在式(IV‑a)的一些实施方案中，R2a和R2b中的每一者均独立地为氢，n是1，L3是键
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或‑CH2，并且Z是氢或‑OH。在一些实施方案中，式(IV‑a)化合物为化合物103或化合物104。

[0373] 在一些实施方案中，该化合物为式(V)化合物。在式(V)的一些实施方案中，R2a、

R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢，m是1，n是2，q是3，p是0，RC是氢，并且Z1是任选地被R5

取代的杂烷基(例如，‑N(CH3)(CH2CH2)S(O)2CH3)。在一些实施方案中，式(V)化合物为化合物

120。

[0374] 在一些实施方案中，该化合物为式(V‑b)化合物。在式(V‑b)的一些实施方案中，

R2a、R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢，m是0，n是2，q是3，p是0，并且Z2是被1个R5(例如‑

NH2)取代的芳基(例如苯基)。在一些实施方案中，式(III‑b)化合物为化合物102。

[0375] 在一些实施方案中，该化合物为式(V‑b)化合物。在式(V‑b)的一些实施方案中，

R2a、R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢，m是1，n是2，q是3，p是0，RC是氢，并且Z2是杂环基

(例如，含氮杂环基，例如含氮螺杂环基，例如2‑氧杂‑7‑氮杂螺[3.5]壬基)。在一些实施方

案中，式(V‑b)化合物为化合物121。

[0376] 在一些实施方案中，该化合物为式(V‑d)化合物。在式(V‑d)的一些实施方案中，

R2a、R2b、R2c和R2d中的每一者均独立地为氢，m是1，n是2，q是1、2、3或4，p是0，并且X是S(O)2。

在式(V‑d)的一些实施方案中，R2a和R2b中的每一者均独立地为氢，m是1，n是2，q是1、2、3或

4，p是0，并且X是S(O)2。在一些实施方案中，式(V‑d)化合物为化合物101、化合物117、化合

物118或化合物119。

[0377] 在一些实施方案中，该化合物为式(III‑b)、(III‑d)或(III‑e)化合物。在一些实

施方案中，该化合物为式(III‑b)、(III‑d)或(IV)化合物。在一些实施方案中，该化合物为

式(III‑b)、(III‑d)或(III‑f)化合物。在一些实施方案中，该化合物为式(III‑b)、(III‑d)

或(V)化合物。

[0378] 在一些实施方案中，式(I)化合物不是WO2012/112982、WO2012/167223、WO2014/

153126、WO2016/019391、WO  2017/075630、US  2012‑0213708、US  2016‑0030359或US  2016‑

0030360中公开的化合物。

[0379] 在一些实施方案中，式(III)化合物包含本文下文表6中所示的化合物，或其药学

上可接受的盐。在一些实施方案中，本文所述的设备内的外表面和/或一个或多个隔室包含

表6中所示的小分子化合物，或其药学上可接受的盐。

[0380] 表6：示例性去纤维化的(减轻FBR的)化合物
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[0381]
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[0382]
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[0383]
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[0384]
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[0385]
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[0386]
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[0387]

[0388] 表6中的化合物中的任何化合物与聚合物(例如，藻酸盐)的缀合可如WO  2019/

195055的实施例2中所述或以任何其它合适的化学反应进行。

[0389] 在一些实施方案中，该化合物为式(III)化合物或其药学上可接受的盐并且选自：
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[0390]

[0391] 或其药学上可接受的盐。

[0392] 在一些实施方案中，本文所述的设备包含化合物

[0393] 或这两种化合物中的任一种化合物的药学上可接受的盐。

[0394] 在一些实施方案中，如通过如WO  2020/069429中所述的氮百分比的燃烧分析所确

定，式(III)化合物(例如，表6中的化合物101)以至少2.0％且小于9.0％，或3.0％至8.0％、

4.0‑7.0、5.0至7.0或6.0至7.0或约6.8的缀合密度共价附接至藻酸盐(例如，具有近似MW<

75kDa、G:M比率≥1.5的藻酸盐)。在一个实施方案中，化合物101在经修饰的藻酸盐中的缀

合密度通过例如如WO2020198695中所述的定量游离胺分析来确定，其中确定的缀合密度是

1.0％w/w至3.0％w/w、1.3％w/w至2.8％w/w、1.3％w/w至2.6％w/w、1.5％w/w至2.4％w/w、

1.5％w/w至2.2％w/w，或1.7％w/w至2.2％w/w。

[0395] 设备、设备制剂或设备组合物可被构造为用于植入，或者被植入或设置到身体的

任何部位或部分之中或之上。在一些实施方案中，可植入设备或设备制剂被构造用于植入

到腹膜腔(例如小囊，也称为网膜囊(omental  bursa)或法氏囊网膜(bursalis  omentum))

中。可经由注射或导管将设备、设备制剂或设备组合物植入腹膜腔(例如网膜，例如小囊)中

或设置在腹膜腔(例如网膜，例如小囊)内的表面上。用于将设备、设备制剂或设备组合物植

入或设置到网膜(例如小囊)中的另外的考虑因素提供于M.Pellicciaro等人(2017)CellR4 

5(3):e2410中。

[0396] 设备制造

[0397] 可使用本领域中已知的方法产生和培养用于制造本文所述的设备的经遗传修饰

的ARPE‑19细胞。例如，可基本如WO2020198695中所述在体外培养经稳定转染的ARPE‑19细

胞。

[0398] 可使用本领域中已知的程序(例如基本上如WO2020198695中所述的那些)获得式

(III)化合物和用此类化合物修饰的藻酸盐。
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[0399] 用于制备去纤维化的两隔室水凝胶胶囊的藻酸盐溶液可使用本领域中已知的程

序，例如基本上如WO2020198695中所述获得。

[0400] 可使用本领域中已知的程序，例如基本上如WO2020198696中所述产生两隔室水凝

胶胶囊，该两隔室水凝胶胶囊在内部隔室中包封经遗传修饰的哺乳动物细胞并且在外层

(“有保护的胶囊(shielded  capsule)”)中包封去纤维化藻酸盐。

[0401] 治疗方法

[0402] 本文描述了通过施用或植入本文所述的药物组合物或经遗传修饰的细胞来预防

或治疗受试者的CNS疾病或疾患(例如，溶酶体贮积病，例如MPS‑1)的方法。在一个实施方案

中，药物组合物包含BBB转运融合蛋白质并且被配制用于静脉内或皮下施用。在另一个实施

方案中，药物组合物包含多个被遗传修饰成表达BBB转运融合蛋白质的细胞。在一个实施方

案中，细胞被包封在本文所述的水凝胶胶囊中。在另一个实施方案中，细胞被包封在本文所

述的宏设备中。在一些实施方案中，本文所述的方法直接或间接地减少或缓和CNS疾病或疾

患的至少一种症状，或预防或减缓疾病的发作。在一个实施方案中，该方法包括施用(例如，

植入)有效量的两隔室藻酸盐水凝胶胶囊的组合物，该胶囊在内部隔室中包含经遗传修饰

的RPE细胞和本文所述的细胞结合聚合物，并且在外胶囊表面上且任选地在外隔室内包含

式(III)化合物，例如化合物101。

[0403] 治疗MPS‑1

[0404] 本公开提供了通过向患有MPS‑1的人患者施用本文所述的BBB转运IDUA融合蛋白

质来治疗该患者的方法。在一个实施方案中，施用步骤包括植入被工程化成表达并分泌BBB

转运IDUA融合蛋白质的细胞，该细胞可被包封在宏设备中或本文所述的两隔室藻酸盐水凝

胶胶囊中。在一个实施方案中，表达BBB转运IDUA融合蛋白质的经包封的细胞被植入到腹膜

腔(例如小囊，也称为网膜囊或法氏囊网膜)中。在一个实施方案中，由植入的细胞表达和分

泌的BBB转运IDUA融合蛋白质包含SEQ  ID  NO:28或SEQ  ID  NO:29。

[0405] 可使用已用于批准的和实验性的MPS1疗法的一种或多种功效测量来评估使用BBB

转运IDUA融合蛋白质治疗的治疗功效。此类功效测量通常包括：尿糖胺聚糖(例如硫酸乙酰

肝素)水平降低；肝脏体积减小；用力肺活量稳定；6分钟步行距离增加；呼吸暂停/低通气指

数改善；肩关节屈曲增加；儿童健康评估问卷/健康评估问卷残疾指数改善。在一个实施方

案中，在植入表达GGG转运IDUA融合蛋白质的细胞之后的所需时间点进行功效测量，并与植

入前的基线水平进行比较。在一个实施方案中，所需时间点是15天、30天、60天、120天、一年

或更长时间中的任何一个或多个。

[0406] 在一个实施方案中，用本文所述的BBB转运IDUA融合蛋白质治疗受试者导致受试

者脑中以及任选地一个或多个非CNS器官和组织(例如肝、脾、肾、心脏和肺)中的硫酸乙酰

肝素水平降低。在一个实施方案中，硫酸乙酰肝素水平在所需的时间点被降低了至少10％、

25％、50％或更多。

[0407] 列举的示例性实施方案

[0408] 1.一种融合蛋白质，其包含由式I：AB‑L1‑RB‑L2‑C或由式II：RB‑L1‑AB‑L2‑C定义

的N末端至C末端结构，其中在式I和式II中的每一者中：

[0409] AB包含与人血清白蛋白(HSA)结合的结构域；

[0410] L1可存在或不存在，包含第一接头氨基酸序列；

说　明　书 62/74 页

71

CN 118984840 A

71



[0411] RB包含与人IGF1R(hIGF1R)的胞外结构域结合的结构域；

[0412] L2可存在或不存在，包含与所述第一接头氨基酸序列相同或不同的第二接头氨基

酸序列；并且

[0413] C是货物部分。

[0414] 2.如实施方案1所述的融合蛋白质，其由式I：AB‑L1‑RB‑L2‑C定义。

[0415] 3.如实施方案1所述的融合蛋白质，其由式II：RB‑L1‑AB‑L2‑C定义。

[0416] 4.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中AB具有小于约75kDa、50kDa

或25kDa中的任一个的分子量。

[0417] 5.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中RB具有小于约75kDa、50kDa

或25kDa中的任一个的分子量。

[0418] 6.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中所述货物部分具有约1kD至

约200kD，或约2kD至约100kD的分子量。

[0419] 7.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中所述货物部分实质上由或由

多肽的氨基酸序列组成。

[0420] 8.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中(i)AB包含对应于抗HSA抗体

的重链可变区的三个互补决定区CDR1、CDR2和CDR3的第一氨基酸序列、第二氨基酸序列和

第三氨基酸序列，或(ii)AB包含表2A中所示的R11  sdAb、R28  sdAb、M75  sdAb或M79sdAb的

CDR1、CDR2和CDR3序列。

[0421] 9 .如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中AB包含来自单结构域抗体

(sdAb)的氨基酸序列，或实质上由或由所述氨基酸序列组成，任选地其中所述氨基酸序列

选自由上表2B中公开的R11、R28、M75和M79氨基酸序列，WO  2006/22787的表II和表III中描

述的Alb‑1和Alb‑8氨基酸序列，以及WO  2012/175400中描述的Alb‑23氨基酸序列组成的

组。

[0422] 10.如权利要求7所述的融合蛋白质，其中AB  CDR1序列是GRTFIAYA(SEQ  ID  NO:1)

或其保守取代的变体；AB  CDR2序列是ITNFAGGTT(SEQ  ID  NO:2)或其保守取代的变体；并且

AB  CDR3序列是AADRSAQTMRQVRPVLPY(SEQ  ID  NO:3)或其保守取代的变体。

[0423] 11 .如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中AB包含来自sdAb的氨基酸

序列，实质上由或由来自sdAb的氨基酸序列组成。

[0424] 12.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中AB实质上由或由上表2B中

所示的亲本或人源化序列组成。

[0425] 13 .如实施方案1至12中任一项所述的融合蛋白质，其中AB实质上由或由以下组

成：

[0426] QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGRTFIAYAMGWFRQAPGKEREFVAAITNFAGGTTYYADSVKGR

FTISRDNAKTTVYLQMNSLKPEDTALYYCAADRSAQTMRQVRPVLPYWGQGTQVTVSS(SEQ  ID  NO:4)或其保

守取代的变体。

[0427] 14 .如实施方案1至12中任一项所述的融合蛋白质，其中AB实质上由或由以下组

成：

[0428] QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFIAYAMGWFRQAPGKEREFVAAITNFAGGTTYYADSVKGR

FTISRDNAKTTVYLQMNSLRAEDTAVYYCAADRSAQTMRQVRPVLPYWGQGTLVTVSS(SEQ  ID  NO:5)，或其
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保守取代的变体。

[0429] 15.如实施方案1至10中任一项所述的融合蛋白，其中AB实质上由或由抗体的重链

可变区的氨基酸序列组成，所述抗体与由SEQ  ID  NO:4或SEQ  ID  NO:5组成的sdAb交叉竞争

结合至HSA。

[0430] 16.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质经由AB结

合至HSA的结构域1(DI)或结构域2(DII)并且基本上不抑制人FcRn与HSA的结合。

[0431] 17.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中如通过表面等离子体共振

在25℃下所确定，所述融合蛋白质在约5.0至约7.4的pH范围内经由所述AB结构域以小于约

0.1nM至约1,000nM的解离常数(KD)亲和力结合至HSA。

[0432] 18.如实施方案17所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质经由AB结构域在约5.5

至约7.4的pH范围内以约0.5nM至约500nM、约1nM至约250nM、约5nM至约50nM、约10nM至约

25nM，或约0.5nM至约1nM的KD结合至HSA。

[0433] 19.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质在25℃下

在约5.5至约7.4的pH范围内经由AB结合至至少一种哺乳动物血清白蛋白直系同源物。

[0434] 20.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质经由AB结

合至选自由小鼠血清白蛋白、大鼠血清白蛋白、仓鼠血清白蛋白、兔血清白蛋白、豚鼠白蛋

白、猪白蛋白、猫白蛋白、狗白蛋白和非人灵长类动物血清白蛋白组成的组的两种或更多种

哺乳动物血清白蛋白，任选地其中所述非人灵长类动物血清白蛋白是食蟹猴血清白蛋白或

恒河猴血清白蛋白。

[0435] 21 .如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质经由RB结

构域结合至人脑内皮细胞表面上表达的hIGF1R。

[0436] 22.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质基本上不

结合至人胰岛素受体(h‑IR)。

[0437] 23.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质基本上不

抑制胰岛素、胰岛素生长因子1(IGF1)或胰岛素生长因子2(IGF2)与hIGF1R的结合。

[0438] 24.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质经由RB结

合至包含FENFLHNSIFVPR(SEQ  ID  NO:6)的hIGF1R胞外结构域中的表位。

[0439] 25.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中如通过表面等离子体共振

在25℃下所确定，所述融合蛋白质在约5 .0至约7 .4的pH范围内经由RB以约0 .1nM至约1 ,

000nM的KD亲和力结合至hIGF1R。

[0440] 26.如实施方案24所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质经由RB以(i)约0.2nM

至约500nM、250nM、100nM、50nM、25nM或10nM中的任一个；(ii)约0.5nM至约250nM、100nM、

50nM、25nM、10nM或5nM中的任一个；或(iii)约1nM至约100nM、50nM、25nM、10nM或5nM中的任

一个的KD结合至hIGF1R。

[0441] 27.如实施方案25所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质经由RB以1nM至10nM的

KD结合至hIGF1R。

[0442] 28.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质在25℃下

并且在约5.0至约7.4的pH范围内经由RB结合至至少一种哺乳动物IGF1R直系同源物。

[0443] 29.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中所述融合蛋白质经由RB结
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合至选自由小鼠IGF1R、大鼠IGF1R、仓鼠IGF1R、兔IGF1R、豚鼠IGF1R、狗IGF1R、猫IGF1R和非

人灵长类动物IGF1R组成的组的两种或更多种哺乳动物IGF1R蛋白质，任选地其中所述非人

灵长类动物IGF1R是食蟹猴IGF1R或恒河猴IGF1R。

[0444] 30.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中(i)RB包含对应于抗hIGF1R

抗体的重链可变区的三个互补决定区CDR1、CDR2和CDR3的第一氨基酸序列、第二氨基酸序

列和第三氨基酸序列的集合，或(ii)RB包含选自以上表3A中所示的IGF1R‑5sdAb、IGF1R‑

3sdAb和IGF1R‑4sdAb的CDR1、CDR2和CDR3氨基酸序列的第一氨基酸序列、第二氨基酸序列

和第三氨基酸序列的集合。

[0445] 31.如实施方案30所述的融合蛋白质，其中RB  CDR1序列是GRTIDNYA(SEQ  ID  NO:

7)或其保守取代的变体；RB  CDR2序列是IDWGDGGX，其中X是A或T(SEQ  ID  NO:8)，或其保守

取代的变体；并且B3  CDR3序列是AMARQSRVNLDVARYDY(SEQ  ID  NO:9)或其保守取代的变体。

[0446] 32.如实施方案31所述的融合蛋白质，其中RB  CDR2序列是IDWGDGGA(SEQ  ID  NO:

10)。

[0447] 33.如实施方案30所述的融合蛋白质，其中RB实质上由或由上表3B中所示的亲本

或人源化序列组成。

[0448] 34.如实施方案30所述的融合蛋白质，其中RB实质上由或由以下组成：QVKLEESGG

GLVQAGGSLRLSCAASGRTIDNYAMAWSR  QAPGKDREFVATIDWGDGGARYANSVKGRFTISRDNAKGTMYL  QM

NNLEPEDTAVYSCAMARQSRVNLDVARYDYWGQGTQVTVS  S(SEQ  ID  NO:11)或其保守取代的变体。

[0449] 35.如实施方案30所述的融合蛋白质，其中RB实质上由或由以下组成：QVQLVESGG

GLVQPGGSLRLSCAASGRTIDNYAMAWVR  QAPGKGLEWVATIDWGDGGTRYANSVKGRFTISRDNSKNTMYL  QM

NSLRAEDTAVYYCAMARQSRVNLDVARYDYWGQGTLVTVS  S(SEQ  ID  NO:12)或其保守取代的变体。

[0450] 36.如实施方案1至30中任一项所述的融合蛋白质，其中RB实质上由或由抗体的重

链可变区的氨基酸序列组成，所述抗体(i)与由SEQ  ID  NO:11或SEQ  ID  NO:12组成的sdAb

交叉竞争结合至hIGF1R，或(ii)与EP3725806A1中描述的996、1226和1564抗体中的任一者

交叉竞争。

[0451] 37.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中存在L1和L2。

[0452] 38.如实施方案37所述的融合蛋白质，其中L1和L2中的每一者均是长度小于50个

氨基酸的接头肽，任选地其中L1和L2中的每一者的长度在约15与30个氨基酸之间，或在约

20与25个氨基酸之间。

[0453] 39.如实施方案38所述的融合蛋白质，其中L1实质上由或由(GGGGS)m组成，其中m

是4或5。

[0454] 40.如实施方案37至39中任一项所述的融合蛋白质，其中L2实质上由或由(GGGGS)

n组成，其中n是4或5。

[0455] 41 .如实施方案39所述的融合蛋白质，其中L1和L2中的每一者均实质上由或由以

下组成：GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO:14)。

[0456] 42.如以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质，其中所述货物部分是选自由以

下组成的组的货物多肽：酶、生长因子、细胞因子，或抗体或其抗原结合片段。

[0457] 43.如实施方案42所述的融合蛋白质，其中所述货物多肽包含由野生型人基因编

码的成熟氨基酸序列。
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[0458] 44.如实施方案42或43所述的融合蛋白质，其中所述货物多肽是酶。

[0459] 45.如实施方案42至44中任一项所述的融合蛋白质，其中所述货物多肽是酸性α‑
葡糖苷酶蛋白质(GAA)、α‑半乳糖苷酶A(GLA)蛋白质、α‑L‑艾杜糖醛酸酶(IDUA)蛋白质、α‑
N‑乙酰基‑氨基葡糖苷酶(NAGLU)、β‑葡糖醛酸酶(GUSB)蛋白质、β‑葡糖苷酶(GBA)蛋白质、

艾杜糖醛酸‑2‑硫酸酯酶(IDS)蛋白质、乙酰肝素‑α‑氨基葡糖苷N‑乙酰转移酶(HGSNAT)蛋

白质、N‑乙酰半乳糖胺‑6‑硫酸酯酶(GNS)蛋白质或N‑磺基葡糖胺磺基水解酶(SGSH)蛋白

质，任选地其中所述货物多肽不是IDS蛋白质。

[0460] 46.如实施方案45所述的融合蛋白质，其中所述货物多肽是IDUA蛋白质，任选地其

中所述货物多肽包含由野生型人IDUA基因编码的成熟氨基酸序列，实质上由或由所述成熟

氨基酸序列组成。

[0461] 47.如实施方案42至46中任一项所述的融合蛋白质，其中所述货物多肽是IDUA蛋

白质并且包含图1H中所示的前体人IDUA氨基酸序列的氨基酸26、27或28至氨基酸653。

[0462] 48.如实施方案42至47中任一项所述的融合蛋白质，其中所述货物多肽是IDUA蛋

白质并且实质上由图1H中所示的氨基酸序列的氨基酸27‑653组成。

[0463] 49.如实施方案46至48中任一项所述的融合蛋白质，其具有在野生型人IDUA蛋白

质的相应酶活性的80％‑120％以内的IDUA酶活性。

[0464] 50.如实施方案42至45中任一项所述的融合蛋白质，其中所述货物多肽是IDS蛋白

质，任选地其中所述货物多肽包含图12A或图12B中所示的氨基酸序列，实质上由或由所述

氨基酸序列组成。

[0465] 51.如实施方案50所述的融合蛋白质，其具有在野生型人IDS蛋白质的相应酶活性

的80％‑120％以内的IDS酶活性。

[0466] 52.如实施方案1所述的融合蛋白质，其包含图3A、图3B、图3C、图3D、图3E或图3F中

所示的hIDUA融合蛋白质的氨基酸序列，实质上由或由所述氨基酸序列组成，任选地其中所

述融合蛋白质实质上由或由SEQ  ID  NO:29中所示的氨基酸序列组成，其中m和n中的每一者

＝4。

[0467] 53.如实施方案1所述的融合蛋白质，其包含式I：AB‑L1‑RB‑L2‑C，其中AB包含SEQ 

ID  NO:4或SEQ  ID  NO:5，实质上由或由SEQ  ID  NO:4或SEQ  ID  NO:5组成，L1包含(GGGGS)n，

实质上由或由(GGGGS)n组成，其中n是4或5，RB包含SEQ  ID  NO:11或SEQ  ID  NO:12，L1包含

(GGGGS)n，实质上由或由(GGGGS)n组成，其中n是4或5，C包含SEQ  ID  NO:22的氨基酸27‑

653，实质上由或由SEQ  ID  NO:22的氨基酸27‑653组成，并且L2包含(GGGGS)n，实质上由或

由(GGGGS)n组成，其中n是4或5。

[0468] 54.如实施方案1所述的融合蛋白质，其包含式II：RB‑L1‑AB‑L2‑C，其中AB包含SEQ 

ID  NO:4或SEQ  ID  NO:5，实质上由或由SEQ  ID  NO:4或SEQ  ID  NO:5组成，L1包含(GGGGS)n，

实质上由或由(GGGGS)n组成，其中n是4或5，RB包含SEQ  ID  NO:11或SEQ  ID  NO:12，L1包含

(GGGGS)n，实质上由或由(GGGGS)n组成，其中n是4或5，包含SEQ  ID  NO:22的氨基酸27‑653，

实质上由或由SEQ  ID  NO:22的氨基酸27‑653组成，并且L2包含(GGGGS)n，实质上由或由

(GGGGS)n组成，其中n是4或5。

[0469] 55.如实施方案53或54所述的融合蛋白质，其中AB实质上由SEQ  ID  NO:5组成并且

RB实质上由SEQ  ID  NO:12组成。
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[0470] 56.一种多核苷酸，其包含编码以上实施方案中任一项所述的融合蛋白质的第一

核苷酸序列。

[0471] 57.如实施方案56所述的多核苷酸，其中所述第一核苷酸序列可操作地连接至编

码所述融合蛋白质的分泌信号序列的核苷酸序列，任选地其中所述分泌信号序列实质上由

或由(i)MELGLSWVVLAAL  LQGVQA(SEQ  ID  NO:79)或(ii)表5中所示的氨基酸序列中的一个

氨基酸序列组成。

[0472] 58 .如实施方案57所述的多核苷酸，其中所述分泌信号序列实质上由或由

MELGLSWVVLAALLQGVQA(SEQ  ID  NO:79)组成。

[0473] 59.如实施方案56至58中任一项所述的多核苷酸，其中所述第一核苷酸序列可操

作地连接至启动子序列和polyA信号序列。

[0474] 60.如实施方案59所述的多核苷酸，其中所述启动子序列是图4A中所示的pCAG启

动子序列、图4B中所示的EF1α启动子序列或图4C中所示的EFS启动子序列。

[0475] 61 .如实施方案60所述的多核苷酸，其中所述启动子序列是图4B中所示的EF1α启
动子序列。

[0476] 62.如实施方案59至61中任一项所述的多核苷酸，其中所述polyA信号序列是图5A

中所示的rBG  poly  A信号序列、图5B中所示的SV40晚期poly  A信号序列或图5C中所示的

BGH  poly  A信号序列。

[0477] 63.如实施方案62所述的多核苷酸，其中所述polyA信号序列是图5A中所示的rBG 

poly  A信号序列。

[0478] 64.如实施方案56所述的多核苷酸，其包含图7中所示的核苷酸序列。

[0479] 65.如实施方案56至64中任一项所述的多核苷酸，其是分离的双链DNA分子中的一

条链。

[0480] 66.一种经遗传修饰的哺乳动物细胞，其用实施方案56至65中任一项所述的多核

苷酸瞬时或稳定转染。

[0481] 67.如实施方案66所述的经遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述多核苷酸被插入

到所述哺乳动物细胞的基因组中的至少一个位置中。

[0482] 68.如实施方案66或67所述的经遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述细胞衍生自

人类细胞。

[0483] 69.如实施方案68所述的经遗传修饰的哺乳动物细胞，其衍生自RPE细胞，任选地

ARPE‑19细胞。

[0484] 70.如实施方案68所述的经遗传修饰的哺乳动物细胞，其衍生自诱导型多能干细

胞(iPSC)或间充质干细胞。

[0485] 71.一种组合物，所述组合物包含多个经遗传修饰的细胞，其中所述多个经遗传修

饰的细胞中的每个细胞是如由实施方案68至70中任一项所限定的经遗传修饰的细胞。

[0486] 72.如实施方案71所述的组合物，其中所述多个经遗传修饰的细胞是从单克隆细

胞系的培养物获得。

[0487] 73.一种可植入设备，其包括至少一个含细胞隔室，所述含细胞隔室包括实施方案

66至70中任一项所述的经遗传修饰的细胞或实施方案71或72所述的组合物；并且进一步包

括至少一种用于在设备被植入到受试者中时减轻异物反应(FBR)的装置。
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[0488] 74 .如实施方案74＝3所述的可植入设备，其中所述含细胞隔室包括聚合物组合

物，其中所述聚合物组合物包含用肽共价修饰的藻酸盐，其中所述肽实质上由或由GRGDSP

(SEQ  ID  NO:89)、GGRGDSP(SEQ  ID  NO:90)或GGGRGDSP(SEQ  ID  NO:91)组成。

[0489] 75.如实施方案73或74所述的可植入设备，其中所述含细胞隔室被屏障隔室围绕，

所述屏障隔室包括藻酸盐水凝胶和任选的设置在所述屏障隔室的外表面上的式(III)化合

物。

[0490] 76.如实施方案74或75所述的可植入设备，其中所述聚合物组合物包含用肽共价

修饰的藻酸盐，其中所述肽实质上由或由GRGDSP组成，并且其中所述屏障隔室包括用

[0491] 或其药学上可接受的盐化学修饰的藻

酸盐。

[0492] 77.如实施方案73至76中任一项所述的可植入设备，其是直径为约0.75mm至约2mm

的球形两隔室水凝胶胶囊。

[0493] 78.一种设备制剂，其中所述制剂中的每个设备均为实施方案73至77中任一项所

述的设备。

[0494] 79.一种水凝胶胶囊，其包括：

[0495] (a)内部隔室，所述内部隔室包括包封在第一聚合物组合物中的多个实施方案66

至70中任一项所述的经遗传修饰的细胞，其中所述第一聚合物组合物包含形成水凝胶的聚

合物；和

[0496] (b)屏障隔室，所述屏障隔室围绕所述内部隔室并且包括第二聚合物组合物，其中

所述第二聚合物组合物包含用至少一种式(III)化合物或其药学上可接受的盐共价修饰的

藻酸盐。

[0497] 80.如实施方案79所述的水凝胶胶囊，其中所述式(III)化合物选自下表中提供的

化合物：
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[0498]

[0499] 81.如实施方案75或76所述的水凝胶胶囊，其中所选化合物为

[0500]

[0501] 82.如实施方案79‑81中任一项所述的水凝胶胶囊，其中所述内部隔室中的所述经

遗传修饰的细胞的浓度是至少4000万个细胞/ml所述第一聚合物组合物。

[0502] 83.一种胶囊组合物，其包含在药学上可接受的载体中的多个实施方案79至82中

任一项所述的水凝胶胶囊。

[0503] 84.如实施方案83所述的胶囊组合物，其中所述多个水凝胶胶囊中的经遗传修饰

的细胞表达并分泌实施方案51所述的IDUA融合蛋白质。

[0504] 85.一种药物组合物，其包含实施方案1至55中任一项所述的融合蛋白质和药学上

可接受的载体。

[0505] 86.如实施方案81所述的药物组合物，其中所述融合蛋白质是实施方案48所述的

IDUA融合蛋白质。
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[0506] 87.一种预防或治疗受试者的中枢神经系统(CNS)的疾病或疾患的方法，所述方法

包括：

[0507] (i)向所述受试者施用实施方案85或86所述的药物组合物；

[0508] (ii)将实施方案73至78中任一项所述的设备或设备制剂植入所述受试者中；或

[0509] (iii)将实施方案83或84所述的胶囊组合物植入所述受试者中。

[0510] 88.一种治疗被诊断患有1型粘多糖贮积症(MPS‑1)疾病的人受试者的方法，所述

方法包括：

[0511] (a)提供实施方案86所述的胶囊组合物；以及

[0512] (b)将所述胶囊组合物设置于所述受试者的身体中。

[0513] 89.如实施方案88所述的方法，其中所述设置步骤包括将所述胶囊组合物放置于

所述受试者的腹膜内间隙中。

[0514] 90.如实施方案88所述的方法，其中所述设置步骤包括将所述胶囊组合物放置于

腹膜腔的大囊中。

[0515] 91 .如实施方案87至90中任一项所述的方法，其中所述胶囊组合物产生BBB转运

IDUA融合蛋白质，所述BBB转运IDUA融合蛋白质包含SEQ  ID  NO:28或SEQ  ID  NO:29，实质上

由或由SEQ  ID  NO:28或SEQ  ID  NO:29组成。

[0516] 实施例

[0517] 为了可以更充分地理解本文所述的公开内容，阐述了以下实施例。提供本申请中

描述的实施例是为了说明本文提供的BBB转运融合蛋白质、经遗传修饰的细胞、可植入设备

和组合物以及方法，并且不应以任何方式解释为限制它们的范围。这些实施例中使用的

MPS‑1小鼠从Charles  River  Laboratory(Wilmington,MA)获得，并且在Idua密码子W392处

携带无义突变(ackson  Laboratory库存编号017681)。

[0518] 实施例1：将示例性IGF1R结合结构域与hIDUA融合对体外hIDUA活性的影响。

[0519] 将DNA表达载体工程化成编码六种不同的hIDUA融合酶，该hIDUA融合酶含有经由

重复3、4或5次的可变长度的G4S接头单元与hIDUA开放阅读框的N末端或C末端融合的BBB‑

穿透性sdAb(IGF1R4)。用这些表达载体转染ARPE‑19细胞，并且针对六种不同转染中的每一

种产生了稳定表达hIDUA融合酶的多克隆集落。表达载体和经转染的细胞是基于复合模块

的编码序列相对于彼此的取向而命名的。例如，hIDUA‑(G4S)3‑IGF1R4细胞表达融合酶，其

中IGF1R4经由重复3次的G4S接头与hIDUA的C末端融合。

[0520] 通过将来自每个多克隆集落的细胞以每孔2ml新鲜培养基中大约400,000个细胞

接种到6孔组织培养板中来评估从六个多克隆集落分泌的hIDUA融合蛋白质的体外IDUA活

性。二十至二十四小时后，收集条件细胞培养基并使用IDUA活性测定来测定IDUA蛋白质浓

度，并与已知标准(拉罗尼酶)进行比较，基本上如Ou,L.等人,(2014) .Standardization  of

α‑L‑iduronidase  enzyme  assay  with  Michaelis‑Menten  kinetics .Molecular 

Genetics  and  Metabolism,111(2) ,113–115中所述。简言之，在黑色96孔板中，将8ul细胞

培养基添加至32ul的0.4M甲酸钠(pH  3.5)中。将在测定缓冲液中稀释的20ul的700um  4‑甲

基伞形酮基‑α‑L‑艾杜糖醛酸苷添加到所有孔中。将板在37℃下孵育10分钟。为了终止反

应，添加100ul终止溶液(0 .5M  NaOH+0 .5M甘氨酸)。α‑L‑艾杜糖醛酸酶催化非荧光底物

(4MU‑艾杜糖醛酸苷)裂解成荧光产物(4‑MU)。在终点模式下，在Biotek  Cytation  3上分别
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在365nm和445nm的激发和发射波长(顶部读数)下测量荧光强度。将酶活性水平与用拉罗尼

酶生成的标准曲线进行比较，并且结果示于图8中。产生了最高体外IDUA活性的多克隆培养

物是表达IGF1R4‑(G4S)4‑hIDUA融合酶的多克隆培养物。

[0521] 使用用于这种融合的表达载体对ARPE‑19细胞进行新的转染，从中鉴定出具有更

高hIDUA活性的多克隆池。将来自此池中的细胞以5000万个细胞/ml包封在有保护的胶囊的

内部隔室中，实质上如WO2020198696中所述。在五只MPS‑1小鼠中的每一只的IP间隙中植入

0.5ml胶囊的剂量。施用后28天，对小鼠实施安乐死，并评估肝和血浆组织样品中hIDUA活性

的量。图8B示出与在基本相似的实验中观察到的典型hIDUA水平相比的测量的hIDUA活性水

平，该实验中植入了包封被遗传修饰成表达并分泌野生型hIDUA的ARPE‑19细胞的胶囊。这

种比较表明，与植入产生野生型hIDUA的细胞相比，为MPS‑1小鼠植入产生IGF1R4‑hIDUA融

合物的细胞不会导致更高的肝和血浆hIDUA活性。

[0522] 实施例2：将示例性HSA和IGF1R结合结构域与hIDUA融合对体外hIDUA活性的影响。

[0523] 将DNA表达载体工程化成编码六种不同的hIDUA融合酶，该hIDUA融合酶含有BBB穿

透性sdAb(IGF1R5)、抗HSA  sdAb(R28)和hIDUA的不同取向的开放阅读框，其中(G4S)4氨基

酸接头位于这些开放阅读框的每个开放阅读框之间。所评价的不同取向为：(i)2种融合物，

其中sdAb均与hIDUA的N末端融合(N末端融合物)；(ii)2种融合物，其中sdAb侧接hIDUA(侧

接融合物)；和(iii)2种融合物，其中sdAb均与hIDUA的C末端融合(C末端融合物)。用这些表

达载体转染ARPE‑19细胞，并且针对六种不同转染中的每一种产生了稳定表达hIDUA融合酶

的多克隆集落。表达载体和经转染的细胞是基于复合模块的编码序列相对于彼此的取向而

命名的。例如，IGF1R5‑R28‑hIDUA细胞表达融合酶，其中IGF1R5位于R28的N末端，该R28本身

位于hIDUA的N末端。

[0524] 如实施例1中所述评估从6个多克隆集落分泌的hIDUA融合蛋白质的体外hIDUA活

性，并且结果示于图9A中。表达N末端双重融合酶(IGF1R5‑R28‑hIDUA和R28‑IGF1R5‑hIDUA)

的多克隆池比表达侧接融合物或C末端融合物的细胞系表现出更高的hIDUA活性水平，这一

结果与实施例1中获得的hIDUA活性结果一致，实施例1中获得的hIDUA活性结果显示针对单

一N末端融合物产生的hIDUA活性高于C末端融合物。出人意料地，N末端融合物中抗HSA和抗

IGF1R  sdAb的取向对hIDUA活性具有显著影响，其中含有位于IGF1R5上游的R28的融合物产

生的hIDUA活性比含有位于R28上游的IGF1R‑5的融合物高约50％。这六种细胞系中的每一

种细胞系之间的活性差异具有统计学意义。

[0525] 为了评估添加HSA结合结构域是否影响融合蛋白质的hIDUA活性，将来自表现最好

的双重融合多克隆池(R28‑(G4S)4‑IGF1R5‑(G4S)4‑hIDUA)的培养中的细胞的条件培养基中

的体外hIDUA活性与来自用于实施例1中所述的MPS‑1小鼠实验的IGF1R4‑(G4S)4‑hIDUA多

克隆池的培养中的细胞的条件培养基中的体外hIDUA活性进行比较。如图9B所示，在单一N

末端和双重N末端融合培养物中hIDU  A活性的量实质上没有差异。

[0526] 实施例3：HSA和IGF1R结合结构域对体内hIDUA活性的影响。

[0527] 将来自分泌R28‑(G4S)4‑IGF1R5‑(G4S)4‑hIDUA融合酶的多克隆池的细胞以5000万

个细胞/ml包封于有保护的胶囊的内部隔室中，实质上如WO2020198696中所述。在六只MPS‑

1小鼠(J)中的每一只的IP间隙中植入0 .5ml胶囊的剂量。在施用后21天，对小鼠实施安乐

死，并评估血浆和各种全身组织中hIDUA活性的量。
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[0528] 图10示出与在基本相似的实验中观察到的典型hIDUA水平相比的测量的hIDUA活

性水平，该实验中植入了包封被遗传修饰成表达并分泌野生型hIDUA的ARPE‑19细胞的有保

护的胶囊。与植入有表达野生型hIDUA酶的细胞的小鼠相比，植入有表达R28‑IGF1R5‑hIDUA

融合酶的细胞的小鼠在组织(肾除外)和血浆中具有显著更高的hIDUA活性。

[0529] 实施例4：向MPS‑1小鼠植入产生示例性BBB转运融合蛋白质的有保护的胶囊对脑

硫酸乙酰肝素水平的影响。

[0530] 将包封来自分泌R28‑(G4S)4‑IGF1R5‑(G4S)4‑hIDUA融合酶的多克隆池的细胞的有

保护的胶囊植入到六只MPS‑1小鼠中的每一只的IP间隙内。观察作为对照的一组六只未经

治疗的MPS‑1小鼠。在施用后21天，对两组小鼠实施安乐死，并评估两个不同脑区域(海马和

额叶)中的硫酸乙酰肝素的量。简言之，获得每个脑区域的组织匀浆，并将组织匀浆(10ul)

与等体积的肝素酶混合液(cocktail)(肝素酶I、肝素酶II和肝素酶III在肝素酶反应缓冲

液中的的混合物)组合。各个肝素酶和肝素酶反应缓冲液来自New  England  Biolabs，目录

号P0735S、P0736S、P0737S和B0735S。将反应物在37℃下孵育3天，并且通过LC/MS对所得硫

酸乙酰肝素二糖进行定量。

[0531] 如图11所示，植入有分泌hIDUA  BBB转运融合蛋白质的细胞的MPS‑1小鼠的在这两

种脑组织中的硫酸乙酰肝素与对照小鼠相比都具有统计学显著的减少。

[0532] 实施例5：具有不同取向的示例性HSA和IGF1R结合结构域的双重IDS融合物。

[0533] 将DNA表达载体工程化成编码两种不同的hIDS融合酶，这两种不同的hIDS融合酶

含有用于BBB穿透性sdAb(IGF1R5)、抗HSA  sdAb(R28)和hIDS的不同取向的开放阅读框，其

中(G4S)4氨基酸接头位于这些开放阅读框中的每个开放阅读框之间。所评价的不同取向是

R28‑(G4S)4‑IGF1R5‑(G4S)4‑hIDS(例如，式I融合物)和IGF1R5‑(G4S)4‑R28‑(G4S)4‑hIDS

(例如，式II融合物)。用两种表达载体中的一种表达载体转染ARPE‑19细胞，并且针对两种

转染中的每一种表达载体产生了稳定表达hIDS融合酶的多克隆集落。

[0534] 通过将来自每种细胞系的细胞以每孔2ml新鲜培养基中大约400,000个细胞接种

到6孔组织培养板中来评估从每个多克隆池分泌的hIDS融合蛋白质的体外IDS活性。二十至

二十四小时后，收集条件细胞培养基并使用2步酶促IDS活性测定来测定IDS蛋白质浓度，并

与已知标准物(艾杜硫酸酯酶)进行比较。简言之，在黑色96孔板中，将3ul细胞培养基添加

至15.6ul水和20ul含有20mM在0.2M乙酸钠(pH  5.0)中的乙酸铅(II)的缓冲液中。向所有孔

添加1.4ul的20mM底物(在DMSO中重构的2‑硫酸4‑甲基伞形酮基‑α‑L‑艾杜糖醛酸苷)。将板

在37℃下孵育10分钟。为了淬灭第一个反应，向每个孔中添加40ul的补充有5ug/mL拉罗尼

酶的2x  McIlvaine缓冲液(0.40M磷酸钠、0.20M柠檬酸盐pH  4.5)。将板在37℃下孵育10分

钟。为了终止第二个反应，添加了100ul终止溶液(0.5M  NaOH+0.5M甘氨酸)。在第一个反应

步骤中，底物(2‑硫酸4MU‑α‑艾杜糖醛酸苷)被艾杜糖醛酸苷2‑硫酸酯酶(IDS)水解为产物

4MU‑艾杜糖醛酸苷。在第二个反应步骤中，通过添加过量的磷酸盐来淬灭艾杜糖醛酸2‑硫

酸酯酶活性，并且α‑L‑艾杜糖醛酸酶催化第一个反应的非荧光产物(4MU‑艾杜糖醛酸苷)裂

解成荧光产物(4‑MU)。在终点模式下，在Biotek  Cytation  3上分别在365nm和445nm的激发

和发射波长(顶部读数)下测量荧光强度。将酶活性水平与用艾杜硫酸酯酶生成的标准曲线

进行比较，并且结果显示在图13中。表达R28‑(G4S)4‑IGF1R5‑(G4S)4‑hIDS(式I)双重融合酶

的多克隆池比表达IGF1R5‑(G4S)4‑R28‑(G4S)4‑hIDS(式II)双重融合物的细胞系相比表现
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出更高的hIDS活性水平，这一结果与实施例3中获得的hIDUA活性结果一致，实施例3中获得

的hIDUA活性结果显示针对式I融合物(AB‑L1‑RB‑L2‑C)产生的hIDUA活性高于式II融合物

(RB‑L1‑AB‑L2‑C)。

[0535] 实施例6：向MPS‑1小鼠植入产生示例性BBB转运融合蛋白质的有保护的胶囊对全

身组织中的硫酸乙酰肝素的影响。

[0536] 将包封来自分泌R28‑(G4S)4‑IGF1R5‑(G4S)4‑hIDUA融合酶的多克隆池的细胞的有

保护的胶囊植入到六只MPS‑1小鼠中的每一只的IP间隙内。观察作为对照的一组六只未经

治疗的MPS‑1小鼠。在施用后21天，对这两组小鼠实施安乐死，并评估各种器官(肝、脾、肾、

肺和心脏)中的硫酸乙酰肝素的量。简言之，获得器官组织匀浆，并将组织匀浆(10ul)与等

体积的肝素酶混合液(肝素酶I、肝素酶II和肝素酶III在肝素酶反应缓冲液中的的混合物)

组合。各个肝素酶和肝素酶反应缓冲液来自New  England  Biolabs，目录号P0735S、P0736S、

P0737S和B0735S。将反应物在37℃下孵育3天，并且通过LC/MS对所得硫酸乙酰肝素二糖进

行定量。

[0537] 如图14所示，用双重融合酶(黑色条形)治疗的MPS‑1小鼠表现出肝、脾、肾、肺和心

脏组织样品中的每一者中硫酸乙酰肝素水平的相对于未经治疗的小鼠(灰色条形)的统计

学上显著的降低。

[0538] 实施例7：示例性BBB转运融合蛋白质的免疫原性潜力的评估。

[0539] 商业供应商(EpiVax,Providence,Rhode  Island ,USA)对以下分子进行了计算机

模拟免疫原性评估：R28‑(G4S)4‑IGF1R5‑(G4S)4‑hIDUA融合酶；(2)R28‑H5‑(G4S)4‑IGF1R5‑

H2‑(G4S)4‑hIDUA融合酶，其中R28‑H5组分是具有氨基酸序列(SEQ  ID  NO:5)的人源化R28

变体，并且IGF1R5‑H2组分是具有氨基酸序列(SEQ  ID  NO:12)的人源化IGF1R5变体；(3)单

独的原生人IDUA蛋白质(即未与任何其它分子融合)；和(4)两种融合酶中存在的单个亲本

和人源化sdAb。简言之，EpiVax使用其专有的EpiMatrix算法评价了包含针对预测的T细胞

表位的分子的融合构建体的氨基酸序列以及单个物(individual)的氨基酸序列。根据预测

的T细胞表位总含量对每种分子进行评分，并针对EpiMatrix蛋白质免疫原性量表对每种分

子进行排名，其中可将该分子直接与具有已知免疫原性的蛋白质进行比较。如刚好位于下

面的表格所示，所述融合酶中的每一种融合酶均具有比单独的原生hIDUA更低的预测免疫

原性得分。
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[0540]

[0541] 实施例8：示例性人源化和骆驼科动物BBB转运融合蛋白质的体内比较。

[0542] 向三组MPS‑1小鼠(每组6只小鼠)植入有保护的胶囊，该有保护的胶囊包封来自分

泌人源化IDUA融合蛋白质[R28‑H5‑(G4S)4‑IGF1R5‑H2‑(G4S)4‑hIDUA  or  IGF1R5‑H2‑

(G4S)4‑R28‑H5‑(G4S)4‑hIDUA]或骆驼科动物IDUA融合蛋白质[R28‑(G4S)4‑IGF1R5‑(G4S)4‑

hIDUA]的多克隆池的细胞。每种融合蛋白质中的IDUA氨基酸序列是同一的。观察作为对照

的一组四只未经治疗的MPS‑1小鼠。在施用后28天，对所有小鼠队列实施安乐死，并评估中

脑中的硫酸乙酰肝素的量。简言之，获得中脑组织匀浆，并将组织匀浆(10ul)与等体积的肝

素酶混合液(肝素酶I、肝素酶II和肝素酶III在肝素酶反应缓冲液中的的混合物)组合。各

个肝素酶和肝素酶反应缓冲液来自New  England  Biol  abs，目录号P0735S、P0736S、P0737S

和B0735S。将反应物在37℃下孵育3天，并且经由LC/MS对所得硫酸乙酰肝素二糖进行定量。

如图15所示，用三种双重融合酶(灰色条形)中的任一种治疗的MPS‑1小鼠表现出中脑中硫

酸乙酰肝素水平的相对于未经治疗的小鼠(黑色条形)的统计学上显著的降低。经治疗的小

鼠队列之间中脑硫酸乙酰肝素减少没有统计学上显著的差异。

[0543] 等效物和范围

[0544] 本申请提到各种授权的专利、公布的专利申请、杂志文章和其它出版物，它们全部

以引用的方式并入本文中。如果任何并入的参考文献与本说明书之间存在冲突，则应以说

明书为准。此外，在现有技术内的本公开的任何特定实施方案可从任一个或多个权利要求

项中明确排除。因为认为此类实施方案为本领域普通技术人员所知的，即使本文没有明确

阐述排除，也可排除它们。本公开的任何特定实施方案都可出于任何原因从任何权利要求

项中排除，无论是否涉及现有技术的存在。

[0545] 本领域的技术人员将认识到或仅仅使用常规实验就能够确定本文所描述的具体

实施方案的许多等效物。本文描述的本发明实施方案的范围不意图限于以上说明书、附图

或实施例，而是如在所附权利要求中所阐述的。本领域的普通技术人员将了解，可在不偏离

本公开的精神或范围的情况下对本说明书进行各种变化和修改，如以下权利要求书中所限

定的。
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