
(19)国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201810214134.1

(22)申请日 2013.02.13

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 108310396 A

(43)申请公布日 2018.07.24

(30)优先权数据

61/598,772 2012.02.14 US

(62)分案原申请数据

201380019909.5 2013.02.13

(73)专利权人 加利福尼亚大学董事会

地址 美国加利福尼亚州

(72)发明人 H·K·哈蒙德　高美华　

(74)专利代理机构 青岛联智专利商标事务所有

限公司 37101

专利代理师 阎娬斌　刘丹丹

(51)Int.Cl.

A61K 48/00(2006.01)

A61K 31/436(2006.01)

A61K 31/65(2006.01)

A61K 38/22(2006.01)

A61K 38/25(2006.01)

A61K 38/30(2006.01)

A61K 38/52(2006.01)

A61K 47/69(2017.01)

C07K 14/075(2006.01)

C07K 14/575(2006.01)

C07K 14/65(2006.01)

C12N 15/86(2006.01)

C12N 15/861(2006.01)

A61P 9/04(2006.01)

A61P 3/10(2006.01)

A61P 3/04(2006.01)

(56)对比文件

M Johnson-Saliba等.Gene therapy: 

optimising DNA delivery to the nucleus.

《Curr. Drug. Targets》.2001,第2卷(第4期),

第371-399页.

审查员 王冠男

 

(54)发明名称

用于心血管疾病和其它病况的旁分泌基因

的全身性递送和受调节的表达

(57)摘要

本发明提供了用于治疗、改善或防止(预防)

个体或患者的对体内升高的旁分泌多肽水平有

反应的疾病、感染或病况的方法，所述方法包括：

提供可操作地连接到转录调节序列的编码旁分

泌多肽的核酸或基因；或其中已含有编码旁分泌

的核酸或基因的表达运载体、载体、重组病毒或

等同物，并且所述表达运载体、载体、重组病毒或

等同物能够在细胞中或体内表达所述编码旁分

泌的核酸或基因；以及向有需要的个体或患者施

用或递送可操作地连接到转录调节序列的所述

编码旁分泌多肽的核酸或基因，或所述表达运载

体、载体、重组病毒或等同物，从而治疗、改善或

防止(预防)所述个体或患者的对升高的旁分泌

多肽水平有反应的所述疾病、感染或病况。
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1.其中已含有操作性地连接到肝脏特异性启动子的编码尿皮质素‑2的核酸的腺相关

病毒AAV8或AAV9载体在制备用于在患者或个体中增强或改善心脏功能或治疗充血性心力

衰竭，或在II型糖尿病患者或个体中降低血糖的药物中的用途，

其中所述AAV载体被制备为通过静脉内注射被施用或递送至有需要的个体或患者，

从而在所述患者或个体中增强或改善心脏功能、治疗充血性心力衰竭、或降低血糖。

2.如权利要求1所述的用途，其中所述启动子是鸡β‑肌动蛋白启动子。

3.如权利要求1所述的用途，其中所述编码尿皮质素‑2的核酸操作性地连接到受调节

的启动子或可诱导的启动子。

4.如权利要求3所述的用途，

其中，转录和/或翻译的正调控因子激活子和/或负调控因子阻遏子操作性地连接到所

述编码尿皮质素‑2的核酸。

5.如权利要求1所述的用途，其中将所述AAV载体配制成药物或配制成无菌的。

6.如权利要求1所述的用途，其中所述患者或个体患有2型糖尿病；2型糖尿病和心力衰

竭或受损的左心室功能；充血性心力衰竭；或受损的左心室功能。
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用于心血管疾病和其它病况的旁分泌基因的全身性递送和受

调节的表达

[0001] 本申请是申请日为2013年2月13日、申请人为加利福尼亚大学董事会、  发明名称

为“用于心血管疾病和其它病况的旁分泌基因的全身性递送和受调节 的表达”的中国专利

申请201380019909.5的分案申请。

[0002] 关于对根据联邦政府资助的研究作出的本发明的权利的声明

[0003] 本发明是在政府支持下根据国家卫生研究院(National  Institutes  of  Health， 

NIH)的DHHS授予的拨款号HL088426作出的。政府拥有本发明的某些权利。

技术领域

[0004] 本发明涉及细胞和分子生物学以及医学。本发明提供了组合物以及体外和  离体

方法。在替代性实施方案中，本发明提供了用于治疗、改善或防止(预防)  个体或患者的对

体内升高或持续的旁分泌多肽水平有反应的疾病、感染或病况 的方法，所述方法包括：提

供可操作地连接到转录调节序列的编码旁分泌多肽 的核酸或基因；或其中已含有编码旁

分泌的核酸、基因、转录物或信使的表达  运载体(vehicle)、载体、重组病毒或等同物，并且

所述表达运载体、载体、重 组病毒或等同物能够在细胞中或体内表达所述编码旁分泌的核

酸、基因、转录  物或信使；以及向有需要的个体或患者施用或递送可操作地连接到转录调

节序  列的所述编码旁分泌多肽的核酸、基因、转录物或信使，或所述表达运载体、  载体、重

组病毒或等同物，从而治疗、改善或防止(预防)所述个体或患者的对升 高的旁分泌多肽水

平有反应的所述疾病、感染或病况。

背景技术

[0005] 最近，已显示，静脉内注射编码血友病B中缺乏的人类因子IX的病毒载体  使得患

有血友病B的受试者的血清中因子IX的浓度升高到降低了所述受试者对  外源性因子IX输

注的需求的程度。然而：1)这种蛋白质并不处在受调节的表达  之下，并且因此，不能够对血

清中所述转基因的水平进行最佳的调控；2)这种系  统未提供在不希望或出乎意料的作用

的情况下关闭转基因表达的手段；以及3)  所述基因，即因子IX不是旁分泌基因，并且不具

有有益的心血管作用，并且因 此，不能用于治疗心脏病。

发明内容

[0006] 本发明提供了用于治疗、改善或防止(预防)个体或患者的对体内升高的旁分  泌

多肽水平有反应的任何疾病、感染或病况的方法。在替代性实施方案中，本  发明提供了用

于治疗、改善或防止(预防)对体内升高或持续的肽或旁分泌多肽水  平有反应的疾病、感染

或病况的方法，所述方法包括：

[0007] (a)(i)提供可操作地连接到转录调节序列的编码旁分泌多肽的核酸或基因；  或

其中已含有编码旁分泌的核酸或基因或者表达旁分泌多肽的核酸、转录物或  信使的表达

运载体、载体、重组病毒或等同物，并且所述表达运载体、载体、  重组病毒或等同物能够在
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细胞中或体内表达所述编码旁分泌的核酸、基因、转  录物或信使；以及

[0008] (ii)向所述细胞或者有需要的个体或患者施用或递送可操作地连接到转录调  节

序列的所述编码旁分泌多肽的核酸、基因、转录物或信使、或者所述表达运  载体、载体、重

组病毒或等同物，

[0009] 从而治疗、改善或防止(预防)所述个体或患者的对升高或持续的旁分泌多肽  水

平有反应的所述疾病、感染或病况；

[0010] (b)(a)的方法，其中所述表达运载体、载体、重组病毒或等同物是或包括：

[0011] 腺相关病毒(AAV)、慢病毒载体或腺病毒载体，

[0012] AAV血清型AAV5、AAV6、AAV8或AAV9，

[0013] 源自恒河猴的AAV、或源自恒河猴的AAV  AAVrh.10hCLN2，

[0014] AAV衣壳突变体或AAV杂合体血清型，

[0015] 嗜器官性AAV、或嗜心性AAV、或嗜心性AAVM41突变体，

[0016] 其中任选地，将所述AAV工程化以提高靶向对野生型(wt)AAV不许可的特  定细胞

类型的效率和/或提高仅感染所关注的细胞类型的功效，

[0017] 并且任选地，通过一种或多种修饰将杂合体AAV重新定向或工程化成杂交  体血清

型，所述一种或多种修饰包括：1)衣壳转移；2)使双特异性抗体吸附至衣 壳表面；3)将镶嵌

型衣壳工程化；和/或4)将嵌合型衣壳工程化；

[0018] (c)(a)的方法，其中所述编码旁分泌的核酸、基因、转录物或信使被可操  作地连

接到受调节的或可诱导的转录调节序列；

[0019] (d)(c)的方法，其中所述受调节的或可诱导的转录调节序列是受调节的启  动子

或可诱导的启动子，

[0020] 其中任选地，转录和/或翻译的正调控因子(激活子)和/或负调控因子(阻遏子) 

可操作地连接到所述编码旁分泌多肽的核酸、基因、转录物或信使；

[0021] (e)(a)至(d)中任一项的方法，其中向有需要的个体或患者施用可操作地连  接到

转录调节序列的所述编码旁分泌多肽的核酸、基因、转录物或信使、或所  述表达运载体、载

体、重组病毒或等同物使得旁分泌蛋白被释放到血流或周身  循环中，或使得所述旁分泌蛋

白在细胞中的表达增加或持续，

[0022] 其中任选地，所述旁分泌蛋白的释放或者所述旁分泌蛋白的表达增加或持  续是

依赖于可诱导的启动子的激活或阻遏子的去阻遏，所述可诱导的启动子和 阻遏子可操作

地连接到所述编码旁分泌多肽的核酸、基因、转录物或信使；或

[0023] (f)(a)至(e)中任一项的方法，其中对体内升高的旁分泌多肽水平有反应的  所述

疾病、感染或病况是心脏收缩功能障碍；充血性心力衰竭(CHF)；心脏纤维  化(cardiac 

fibrosis)；心肌细胞疾病、功能障碍或细胞凋亡；肺动脉高压；心脏、  皮肤、肝脏、肺、肌肉、

神经、脑或肾脏疾病、癌症或功能障碍；癌症或瘤形 成；或者血友病或血友病B。

[0024] 在本发明的方法的替代性实施方案中：

[0025] (a)通过口服、肌内(IM)注射、通过静脉内(IV)注射、通过皮下(SC)注射或  真皮内

注射、通过鞘内注射、通过动脉内(IA)注射、通过冠状动脉内注射、通过 吸入或通过生物射

弹粒子递送系统、或使用“基因枪”、气手枪或HELIOSTM基因  枪(加利福尼亚州赫拉克勒斯的

伯乐实验室公司(Bio‑Rad  Laboratories,Hercules,  CA))向有需要的个体或患者施用或
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递送可操作地连接到所述转录调节序列的所  述编码旁分泌的核酸或基因；或者所述表达

运载体、载体、重组病毒或等同物； 或者

[0026] (b)通过引入到体内靠近血流或由血流引流的任何组织或体液间隙中向有需  要

的所述个体或患者施用或递送可操作地连接到所述转录调节序列的所述编码  旁分泌的核

酸或基因；或所述表达运载体、载体、重组病毒或等同物，从而使  得该所编码的蛋白质可以

由所述组织中的细胞分泌并且被释放到所述血流中。

[0027] 在本发明的方法的替代性实施方案中：所述旁分泌多肽或肽是或包括：哺  乳动物

强心肽、生长因子、重组人松弛素‑2(Serelaxin)、松弛素‑2、尿皮质素‑2(Urocortin‑2，

UCn‑2)、尿皮质素‑1(UCn‑1)、尿皮质素‑3(UCn‑3)、脑利钠肽、  前列环素合酶、生长激素、胰

岛素样生长因子‑1或其任何组合；或人强心肽、  人生长因子、重组人松弛素‑2、松弛素‑2、

尿皮质素‑2、尿皮质素‑1、尿皮质素  ‑3、脑利钠肽、前列环素合酶、生长激素、胰岛素样生长

因子‑11或其任何组合。

[0028] 在本发明的方法的替代性实施方案中：所述旁分泌多肽是尿皮质素、尿皮  质素‑

2、尿皮质素‑1、尿皮质素‑3、松弛素‑2或脑利钠肽，并且所述疾病或病况  是充血性心力衰

竭(CHF)；或所述旁分泌多肽是前列环素合酶并且所述疾病或病  况是肺动脉高压，以及所

述疾病或病况是充血性心力衰竭(CHF)；或所述旁分泌  多肽是前列环素合酶并且所述疾病

或病况是肺动脉高压。

[0029] 在本发明的方法的替代性实施方案中：

[0030] (a)向所述个体、患者或受试者施予刺激或信号，所述刺激或信号诱导所述  表达

旁分泌的核酸或基因表达，或者诱导或激活诱导所述表达旁分泌的核酸或  基因表达的启

动子(例如可操作地连接到所述旁分泌表达核酸或基因)；

[0031] (b)向所述个体、患者或受试者施予刺激或信号，所述刺激或信号诱导启动  子，任

选地表达旁分泌的核酸或基因特异性启动子(例如可操作地连接到所述表  达旁分泌的核

酸或基因)，的激活子的合成；

[0032] (c)向所述个体、患者或受试者施予刺激或信号，所述刺激或信号诱导所述  表达

旁分泌的核酸或基因或者所述表达旁分泌的核酸或基因特异性启动子的天  然激活子或合

成激活子的合成，

[0033] 其中任选地，所述天然激活子是内源性转录因子；

[0034] (d)(c)的方法，其中所述合成激活子是被设计成特异性并且选择性地启动  内源

性或外源性靶标基因的锌指DNA结合蛋白，其中任选地，所述内源性靶标  是表达基因旁分

泌的核酸或基因、或者表达旁分泌的核酸或基因的激活子、或  者可操作地连接到表达旁分

泌的核酸或基因的启动子的激活子；

[0035] (e)(a)至(c)中任一项的方法，其中所述刺激或信号包括生物刺激或信号、  光刺

激或信号、化学品刺激或信号或药物刺激或信号；

[0036] (f)向所述个体、患者或受试者施予刺激或信号，所述刺激或信号刺激或诱  导表

达旁分泌的核酸或基因的转录后激活子的表达或可操作地连接到表达旁分  泌的核酸或基

因的启动子的激活子的表达，或

[0037] (g)向所述个体、患者或受试者施予刺激或信号，所述刺激或信号抑制表达  旁分

泌的核酸或基因的转录阻遏子或转录后阻遏子或诱导对表达旁分泌的核酸  或基因的转录
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阻遏子或转录后阻遏子的抑制。

[0038] 在本发明的方法的替代性实施方案中：诱导所述表达旁分泌的核酸或基因  表达，

或者诱导可操作地连接到所述表达旁分泌的核酸或基因的所述受调节启  动子或可诱导的

启动子表达的化学品或药物是口服抗生素、多西环素  (doxycycline)或雷帕霉素

(rapamycin)；或使用利用多西环素的tet调节系统来诱  导所述表达旁分泌的核酸或基因

或者其等同物的表达。

[0039] 在本发明方法的替代性实施方案中：将所述表达旁分泌的核酸或基因或者  所述

表达运载体、载体、重组病毒或等同物配制成液体、凝胶、水凝胶、粉剂 或水性制剂。

[0040] 在本发明方法的替代性实施方案中：将所述表达旁分泌的核酸或基因或者  所述

表达运载体、载体、重组病毒或等同物或者所述尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多  肽配制于囊泡、

脂质体、纳米粒子或纳米脂质粒子(NLP)或等同物中，或者将其  配制用于使用囊泡、脂质

体、纳米粒子或纳米脂质粒子(NLP)或等同物递送。

[0041] 在本发明方法的替代性实施方案中：将所述表达旁分泌的核酸或基因或者  所述

表达运载体、载体、重组病毒或等同物配制于、或插入或转染到分离的或  培养的细胞中，并

且任选地，所述细胞是哺乳动物细胞、心脏细胞、或人细胞、  非人灵长类动物细胞、猴细胞、

小鼠细胞、大鼠细胞、豚鼠细胞、兔细胞、仓 鼠细胞、山羊细胞、牛细胞、马细胞、绵羊细胞、

犬科动物(canine)细胞或猫 科动物(feline)细胞。

[0042] 在本发明方法的替代性实施方案中：将所述表达旁分泌的核酸或基因或者  所述

表达运载体、载体、重组病毒或等同物或者所述尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多  肽配制成药物

或无菌制剂。

[0043] 在本发明方法的替代性实施方案中：将所述表达旁分泌的核酸或基因或者  所述

表达运载体、载体、重组病毒或等同物或者所述尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多  肽与制品、人工

器官或植入物一起、在所述制品、人工器官或植入物上或者联 同所述制品、人工器官或植

入物来配制或递送。

[0044] 在本发明方法的替代性实施方案中：所述表达旁分泌的核酸或基因或者所  述表

达运载体、载体、重组病毒或等同物在体外或离体表达旁分泌多肽。

[0045] 在替代性实施方案中，本发明提供了用于治疗、改善或防止(预防)个体或患  者的

旁分泌反应性病变、感染、疾病、病症或病况的方法，所述方法包括实施  本发明的方法。

[0046] 在替代性实施方案中，本发明提供了用于治疗、改善或防止(预防)以下疾病 的方

法：心脏收缩功能障碍；充血性心力衰竭(CHF)；心脏纤维化；心肌细胞疾  病、功能障碍或细

胞凋亡；肺动脉高压；心脏、皮肤、肝脏、肺、肌肉、神经、  脑或肾脏的疾病、癌症或功能障碍；

癌症或瘤形成；或者血友病或血友病B，所 述方法包括实施本发明的方法。

[0047] 在替代性实施方案中，本发明提供了治疗、改善或防止(预防)患者或个体的  糖尿

病或糖尿病前期的方法，所述方法包括：

[0048] (a)实施本发明的方法，其中所述旁分泌多肽或肽包含尿皮质素‑2(UCn‑2)或 由

尿皮质素‑2(UCn‑2)组成；以及

[0049] (b)向有需要的个体或患者施用尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽，或者编码尿皮  质

素‑2(UCn‑2)的核酸、基因、信使或转录物，

[0050] 其中任选地，所述尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽是分离的、重组的、合成的  和/或
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拟肽(peptidomimetic)的肽或多肽或者其变体，

[0051] 从而治疗、改善或防止(预防)所述患者或个体的糖尿病或糖尿病前期。

[0052] 在替代性实施方案中，本发明提供了治疗、改善或防止(预防)患者或个体的  肥胖

症的方法，所述方法包括：

[0053] (a)实施本发明的方法，其中所述旁分泌多肽或肽包含尿皮质素‑2(UCn‑2)或 由

尿皮质素‑2(UCn‑2)组成；以及

[0054] (b)向有需要的个体或患者施用尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽，或者编码尿皮  质

素‑2(UCn‑2)的核酸、基因、信使或转录物，

[0055] 其中任选地，所述尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽是分离的、重组的、合成的  和/或

拟肽的肽或多肽或者其变体，

[0056] 从而治疗、改善或防止(预防)所述患者或个体的肥胖症。

[0057] 在替代性实施方案中，本发明提供了在患者或个体中抑制体重增加、或抑  制食

欲、或刺激或引发体重减轻的方法，所述方法包括：

[0058] (a)实施本发明的方法，其中所述旁分泌多肽或肽包含尿皮质素‑2(UCn‑2)或 由

尿皮质素‑2(UCn‑2)组成；以及

[0059] (b)向有需要的个体或患者施用尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽，或者编码尿皮  质

素‑2(UCn‑2)的核酸、基因、信使或转录物，

[0060] 其中任选地，所述尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽是分离的、重组的、合成的  和/或

拟肽的肽或多肽或者其变体，

[0061] 从而在所述患者或个体中抑制体重增加、或抑制食欲、或刺激或引发体重  减轻。

[0062] 在替代性实施方案中，将所述尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽配制于囊泡、脂  质体、

纳米粒子或纳米脂质粒子(NLP)中或配制成囊泡、脂质体、纳米粒子或纳  米脂质粒子

(NLP)，或者将其配制用于：口服施用、肌内(IM)注射、静脉内(IV)  注射、皮下(SC)注射或真

皮内注射、鞘内注射、动脉内(IA)注射、冠状动脉内注 射、吸入或通过气溶胶施用。

[0063] 本发明的一个或多个实施方案的细节阐述于附图和以下的说明中。根据所  述说

明和附图以及权利要求书，本发明的其它特征、目的以及优势将是显而易 见的。

[0064] 本文引用的所有公布、专利、专利申请在此以引用的方式明确并入本文用  于所有

目的。

附图说明

[0065] 图1图示了如以下实施例2中所述的包含编码IGF1的AAV5的本发明的示  例性构建

体。

[0066] 图2中的A和B图示了来自如以下实施例2中所述的如下研究的数据，在  所述研究

中，使用本发明的示例性AAV5 .IGFI .tet构建体感染培养的新生大鼠心  肌细胞，并且对

IGFI进行诱导、表达，然后进行测量。

[0067] 图3以图表方式图示了如以下实施例2中所述在培养的新生大鼠心肌细胞  中，在

使用示例性AAV5.IGFI‑tet进行基因转移后，在添加多西环素(doxicillin) 以及将多西环

素去除的情况下IGFI  mRNA表达的受调节的表达。

[0068] 图4A图示了显示出在AAV5.EGFP基因在大鼠中转移后的3周时，在单侧  胫骨前肌
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中的EGFP表达的显微照片；并且图4B是表4，其汇总了来自对骨骼  肌IGFI表达在CHF中的作

用进行测量的超声心动描记术的数据，如以下实施例  2中所述。

[0069] 图5图示了如以下实施例2中所述用于本发明的示例性AAV5.IGFI.tet在CHF中在

骨骼肌中进行基因转移的实验方案。

[0070] 图6图示了AAV5.IGFI‑tet基因转移对心脏凋亡和纤维化的作用：图6中的  A以图

表方式图示了来自TUNEL染色的数据，所述数据指示IGFI表达的激活  (IGF启动型)与减少

的心肌细胞凋亡有关；图6中的B图示了来自IGF关闭型和  IGF启动型大鼠的未梗塞的室间

隔的经过苦味酸天狼猩红染色的切片，其示出了  心脏纤维化减少，并且胶原面积分数减

小；并且图6中的C以图表方式图示了  来自所述IGF关闭型和IGF启动型大鼠的这一数据，如

以下实施例2中所述。

[0071] 图7以图表方式图示了如以下实施例2中所述在如下施用本发明的示例性  AAV5构

建体时：向小鼠静脉内递送，向大鼠肌内递送，静脉内施用在使IGFI 的血清水平升高方面

给出的结果优于肌内施用

[0072] 图8以图表方式并且通过图像图示了如下数据，如以下实施例2中所述，  所述数据

显示出在使用肝脏和心脏中的拷贝数和转基因表达作为终点的情况  下，静脉内递送本发

明的示例性AAV5和AAV9构建体的相对功效。

[0073] 图9图示了如以下实施例2中所论述，在实施本发明的方法时，用于确定  和测试用

于所需的或具体的适应症的最适当载体的示例性方案。图中所示策略 为：

[0074] 1.目的2A：选择最好的AAV载体(在第6周的血清IGF)；

[0075] 2.目的2B：选择Rap调节或Tet调节(在第12周的血清IGF  I)；

[0076] 3.目的3：在大鼠CHF中测试(血清IGF  I、LV功能、死亡率)；

[0077] 4.目的4：在正常的猪中进行的可行性和剂量确定。

[0078] 图10中的A、B、C、D、E以及F图示了如以下实施例2中所述的本发明 的示例性载体

构建体。

[0079] 图11以图表方式图示了如下的数据，如以下实施例3中所述，所述数据显  示静脉

内AAV8对于旁分泌方法来说是最佳的载体和递送途径以达到持续升高 的血清尿皮质素‑2

(UCn‑2)水平。

[0080] 图12A以图表方式图示了在静脉内施用示例性AAV8.CBA.UCn2构建体之  后，UCn2 

mRNA在肝脏中表达的时间过程；并且图12B以图表方式图解了如  下的数据，所述数据显示

了在静脉内施用AAV8.CBA.UCn2后的6周时，LV中  UCn2  mRNA的表达，如以下实施例3中所

述。

[0081] 图13A‑图13B以图表方式图示了来自如下研究的数据，所述研究通过以静  脉内

(IV)递送向正常小鼠递送本发明的示例性AAV8.UCn2构建体来确定UCn2  基因转移是否增

强LV功能：图13A以图表方式图示了如下的数据，所述数据  显示UCn2基因转移增强了LV的

收缩功能；图13B以图表方式图示了如下的数  据，所述数据显示‑dP/dt也降低，这指示增强

的LV舒张，如以下实施例3中所 述。

[0082] 图14图示了显示出UCn2转移对衰竭心脏的作用的数据：A图示了研究方  案；并且B

和C图示了显示出UCn2转移对衰竭心脏的作用的数据，如以下实  施例3中所述。

[0083] 图15A‑图15B图示了数据，图15A通过图表图示了所述数据，图15B通过  免疫印迹
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图示了所述数据，其中正常小鼠接受示例性AAV8.CBA.UCn2的静脉 内递送；并且在四周后，

来自UCn2基因转移组的LV样本显示SERCA2a蛋白  质表达增加到2倍，如以下实施例3中所

述。

[0084] 图16A‑16B示出了在UCn2基因转移后Ca2+瞬变的数据：图16A以图表方  式图示了

UCn2基因转移使得Ca2+下降的速率增大；图16B以图表方式图示了  在来自4周前已接受UCN2

基因转移的小鼠的心肌细胞中Ca2+瞬变衰减的时间  缩短，如以下实施例3中所述。

[0085] 图17A‑17B示出了如下的数据，UCn2保护培养的新生大鼠心肌细胞免遭缺  氧性损

伤：图17A图示了在NaN3处理后的24小时之时，UCn2维持了形态正  常性；图17B以图表方式

图示了UCn2减少了在NaN3处理后LDH的释放，如 以下实施例3中所述。

[0086] 图18A‑18B以图表方式图示了如以下实施例3中所述，在静脉内递送本发  明的示

例性UCn2.CBA.UCn2构建体后的4周，在LV样本中检测到CREB(图  18A)和β‑联蛋白(图18B)

这两者的磷酸化。

[0087] 图19A‑19B图示了如下的数据，所述数据显示UCn2影响葡萄糖调节：小 鼠接受示

例性AAV8.CBA.UCn2的静脉内递送：图19A图示了在UCn2组中观  测到空腹血糖小幅降低；图

19B图示了如下的结果，所述结果指示UCn2基因  转移促进了葡萄糖的利用并且防止了饮食

诱发的高血糖症，如以下实施例3中 所述。

[0088] 图20中的A、B、C、D、E以及F图示了如以下实施例3中所述的本发明 的示例性构建

体。

[0089] 在各个附图中同样的附图标记指示同样的元件。

具体实施方式

[0090] 本发明提供了组合物以及体内和离体方法，所述方法包括施用编码旁分泌  的核

酸、基因、转录物或信使以治疗、改善或防止(作为预防)个体的对体内升高 的旁分泌水平

有反应的疾病、感染或病况。在替代性实施方案中，本发明提供  了用于体内或原位递送和/

或体内表达以及受控表达任何旁分泌多肽或肽的组合  物和方法，所述旁分泌多肽或肽例

如哺乳动物强心肽、重组人松弛素‑2、松弛素  ‑2、尿皮质素‑2、尿皮质素‑1、尿皮质素‑3、脑

利钠肽、前列环素合酶、生长激  素、胰岛素样生长因子‑1或其任何组合；或者人强心肽、重

组人松弛素‑2、松弛  素‑2、尿皮质素‑2、尿皮质素‑1、尿皮质素‑3、脑利钠肽、前列环素合

酶、生长  激素、胰岛素样生长因子‑1或其任何组合。

[0091] 在替代性实施方案中，本发明提供了用于递送和受控表达编码旁分泌的核  酸或

基因或者包含(其中已含有)编码旁分泌的核酸或基因的表达运载体(例如载  体、重组病毒

等)以使得旁分泌蛋白被释放到血流或周身循环中的组合物和方法，  在所述血流或周身循

环中所述旁分泌蛋白对身体(例如像在治疗心血管疾病的情  况下的心脏，或者肺或肾脏，

或者其它靶标)可以具有有益的作用。

[0092] 在替代性实施方案中，本发明提供了用于体内表达编码旁分泌的核酸或基  因以

实施本发明的方法的表达运载体、载体、重组病毒等。在替代性实施方案 中，例如作为门诊

病人，例如在诊室看病期间，表达所述编码旁分泌的核酸或  基因的所述表达运载体、载体、

重组病毒等可以通过肌内(IM)注射、静脉内(IV)  注射、皮下注射、吸入、生物射弹式粒子递

送系统(例如所谓的“基因枪”)等来递  送。
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[0093] 在替代性实施方案中，这种“外周式”递送方式，例如肌内注射或静脉内注射 的表

达运载体、载体、重组病毒等可以规避在使基因或核酸直接在器官(例如心  脏、肺或肾脏)

本身当中表达时所遇到的问题。所需的一种或多种旁分泌蛋白在  血流或周身循环中的持

续分泌也规避了通过输注施用蛋白质的困难和费用，所  述通过输注施用蛋白质对于表现

出非常短的体内半衰期的许多蛋白质来说可能 特别成问题，如下表1中所汇总：

[0094]

[0095]

[0096] 在替代性实施方案中，本发明提供了能够容易地并且有效地启动和关闭旁  分泌

表达核酸或基因表达以进行调控的治疗和确保最佳安全性的方法。

[0097] 在替代性实施方案中，由一种或多种旁分泌表达核酸或基因表达的一种或  多种

旁分泌蛋白即使被分泌到与它们的一个或多个作用部位相距一段距离的(例  如在解剖学

上远端的)血液或周身循环中，也会对组织或器官，例如心脏、血管、  肺、肾脏或其它靶标具

有有益的或有利的作用(例如治疗性或防治性作用)。

[0098] 在本发明的一个示例性实施方案中，使用编码尿皮质素‑2的旁分泌表达核酸  或

基因，但其它旁分泌表达核酸或基因也可以用于实施本发明的方法，例如对  于治疗充血性

心力衰竭(CHF)或肺动脉高压，包括但不限于：尿皮质素‑1和尿皮  质素‑3、脑利钠肽(用于

CHF)、前列环素合酶(用于肺动脉高压)、生长激素和/或  胰岛素样生长因子‑1或其任何组

合。

[0099] 在替代性实施方案中，本发明为受调节的表达系统提供了应用和组合物以  及方

法，所述受调节的表达系统提供旁分泌型基因的受控表达以治疗心脏疾病  或肺病，例如充

血性心力衰竭(CHF)或肺动脉高压。

[0100] 举例来说，在替代性实施方案中，例如作为门诊病人，例如在医师的诊室 中，重组

病毒(例如长期病毒或病毒载体)、或载体、或表达运载体等可以被注射  到例如全身静脉内

(例如静脉内)，或通过肌内(IM)注射、通过吸入或通过生物射  弹式粒子递送系统(例如所
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谓的“基因枪”)来被注射。在替代性实施方案中，在数 天或数周以后(例如四周以后)，向个

体、患者或受试者施用(例如吸入、被注射  或吞咽)诱导所述旁分泌表达核酸或基因表达的

化学品或药物；例如，每天一次  (或者以更高或更低的频率)施用口服抗生素(例如多西环

素或雷帕霉素)，这将激  活所述基因的表达。在替代性实施方案中，在“激活”或诱导(例如

通过可诱导的  启动子)所述核酸或基因表达之后，旁分泌蛋白被合成并且被释放到受试者

的循  环中(例如血液中)，并且随后具有有益于个体或患者(例如有益于心脏、肾脏或  肺功

能)的有利的生理作用，例如治疗性或防治性作用，这取决于所表达的一种  或多种旁分泌

蛋白。当医师或受试者期望中止治疗时，所述受试者只需停止服  用激活性化学品或药物

(例如抗生素)即可。

[0101] 本发明人已使用编码尿皮质素‑2的AAV载体并且使用静脉内递送向小鼠施  用所

述载体。结果显示：1)在静脉内递送所述载体后的4至6周时，转基因的血清  水平升高到17

倍；2)对心脏收缩(contractile)功能(收缩(systolic)功能)有显著有  利的作用；并且3)

对心脏舒张(relaxation)(舒张(diastoilc)功能)有显著有利的作用。

[0102] 在替代性实施方案中，本发明的应用包括：治疗严重的低射血分数心力衰  竭；治

疗肺动脉高压；治疗射血分数正常的心力衰竭；替代需要住院治疗和持  续静脉内输注血管

活性肽以治疗肺动脉高压和心力衰竭的当前疗法；以及治疗  其中可以使用旁分泌型基因

的受控表达在体内相距一段距离处促进有利作用的 其它病况。

[0103] 产生和操作核酸

[0104] 在替代性实施方案中，为了实施本发明的方法，本发明提供了编码旁分泌  多肽的

分离的、合成的和/或重组的核酸或基因。在替代性实施方案中，为了实  施本发明的方法，

本发明提供了处于(例如被剪接到)用于体内表达的表达运载  体，例如处于载体或重组病

毒中的呈重组形式的旁分泌表达核酸或基因。在其  它替代性实施方案中，本发明提供了例

如编码抑制性核酸(例如siRNA、微小  RNA、反义核酸、核糖酶)的分离的、合成的和/或重组

的核酸，所述抑制性核酸  可以抑制如下的基因或信使(mRNA)的表达，所述基因或信使

(mRNA)抑制所需 的旁分泌基因表达。

[0105] 在替代性实施方案中，通过例如cDNA文库的克隆和表达、经由PCR的信  使或基因

组DNA的扩增等来制备、分离和/或操作本发明的核酸。包括DNA、RNA、iRNA、反义核酸、cDNA、

基因组DNA、载体、病毒或其杂合体在内的  用于实施本发明的核酸和基因可以从多种来源

中被分离、被遗传工程化、被扩  增、和/或被重组表达/产生。由这些核酸产生的重组多肽

(例如用于实施本发明的  旁分泌嵌合蛋白质)可以被单独地分离或克隆并且针对所需活性

进行测试。可以  使用任何重组表达系统或基因疗法递送载体，包括例如病毒(例如AAV构建

体 或杂合体)、细菌、真菌、哺乳动物、酵母、昆虫或植物细胞的表达系统或表达 运载体。

[0106] 或者，可以在体外通过如例如以下文献中所述的公知的化学合成技术来合  成用

于实施本发明的核酸：Adams(1983)J .Am .Chem .Soc .105:661；Belousov  (1997)Nucleic 

Acids  Res.25:3440‑3444；Frenkel(1995)Free  Radic.Biol.Med .  19:373‑380；Blommers

(1994)Biochemistry  33:7886‑7896；Narang(1979)Meth.  Enzymol.68:90；Brown(1979)

Meth.Enzymol.68:109；Beaucage(1981)Tetra.Lett.  22:1859；美国专利号4,458,066。

[0107] 例如像亚克隆、标记探针(例如使用克列诺聚合酶(Klenow  polymerase)进行 的

随机引物标记、切口平移、扩增)、测序、杂交等用于操作用于实施本发明的  核酸的技术充
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分描述于科学文献和专利文献中，参见例如Sambrook编著,  MOLECULAR  CLONING:A 

LABORATORY  MANUAL(《分子克隆：实验室手  册》)(第2版) ,第1‑3卷,冷泉港实验室出版社

(Cold  Spring  Harbor  Laboratory) ,  (1989)；CURRENT  PROTOCOLS  IN  MOLECULAR 

BIOLOGY(《最新分子生物  学实验方法汇编》),Ausubel编著,约翰威立父子出版公司(John 

Wiley&Sons,  Inc.) ,纽约(New  York)(1997)；LABORATORY  TECHNIQUES  IN BIOCHEMISTRY 

AND  MOLECULAR  BIOLOGY:HYBRIDIZATION  WITH NUCLEIC  ACID  PROBES(《生物化学和分子

生物学实验室技术：核酸探针杂  交》) ,Part  I.Theory  and  Nucleic  Acid  Preparation

(第I部分：理论和核酸制备),  Tijssen编著,爱思唯尔出版公司(Elsevier) ,纽约(1993)。

[0108] 另一种获得和操作用于实施本发明的方法的核酸的有用手段是从基因组样  本中

克隆，并且如果需要的话，对从例如基因组克隆或cDNA克隆中分离或扩  增的插入物进行筛

选和重新克隆。用于本发明的方法中的核酸的来源包括例如 以下各项中所含的基因组或

cDNA文库：哺乳动物人工染色体(MAC)，参见例  如美国专利号5,721,118、6,025,155；人类

人工染色体，参见例如Rosenfeld(1997)  Nat.Genet.15:333‑335；酵母人工染色体(YAC)；

细菌人工染色体(BAC)；P1人  工染色体，参见例如Woon(1998)Genomics  50:306‑316；P1衍

生的载体(PAC)，  参见例如Kern(1997)Biotechniques  23:120‑124；粘粒、重组病毒、噬菌

体或质 粒。

[0109] 在替代性实施方案中，为了实施本发明的方法，使用旁分泌融合蛋白和编  码它们

的核酸。可以使用任何旁分泌多肽来实施本发明，例如尿皮质素‑1、尿皮  质素‑2、尿皮质

素‑3、脑利钠肽、前列环素合酶、生长激素、胰岛素样生长因子  ‑1蛋白质。在替代性实施方

案中，旁分泌蛋白可以与异源性肽或多肽融合，所  述异源性肽或多肽诸如用于使多肽靶向

所需的细胞类型(如心肌细胞或肺细胞) 的肽。

[0110] 在替代性实施方案中，与用于实施本发明的蛋白质接合或融合的异源性肽  或多

肽可以是赋予所需的特征，如荧光检测、增强的稳定性和/或简化的纯化的  N端识别肽。用

于实施本发明的肽和多肽还可以融合蛋白形式合成和表达，所  述融合蛋白具有与其连接

的一个或多个另外的结构域，以例如产生更具免疫原  性的肽、更容易地分离重组合成的

肽、识别和分离抗体和抗体表达B细胞等。  有助于检测和纯化的结构域包括例如允许在固

定的金属上进行纯化的金属螯合  肽，如多聚组氨酸束(polyhistidine  tract)和组氨酸‑

色氨酸模块；允许在固定的免  疫球蛋白上进行纯化的蛋白质A结构域；以及在FLAGS延伸/

亲和力纯化系统  (华盛顿州西雅图的英姆纳克斯公司(Immunex  Corp,Seattle  WA))中所

用的结构  域。在纯化结构域与包含基序的肽或多肽之间纳入可切割的接头序列，如因子 

Xa或肠激酶(加利福尼亚州圣地亚哥的英杰公司(Invitrogen,San  Diego  CA))，以  有助于

纯化。举例来说，表达载体可以包括表位编码核酸序列，所述表位编码  核酸序列与六个组

氨酸残基连接，之后是硫氧还蛋白和肠激酶切割位点(参见例  如Williams (1995)

Biochemistry  34:1787‑1797；Dobeli(1998)Protein  Expr.Purif.  12:404‑414)。这些组

氨酸残基有助于检测和纯化，同时该肠激酶切割位点提供  了用于从融合蛋白的其余部分

中纯化表位的手段。与编码融合蛋白的载体有关 的技术和融合蛋白的应用充分描述于科

学文献和专利文献中，参见例如Kroll  (1993)DNA  Cell.Biol.,12:441‑53。

[0111] 用于实施本发明的核酸或核酸序列可以是寡核苷酸、核苷酸、多核苷酸或  这些中

任一种的片段、可以是单链或双链并且可以表示有义链或反义链的基因  组或合成来源的

说　明　书 10/44 页

12

CN 108310396 B

12



DNA或RNA、肽核酸(PNA)、或天然或合成来源的任何DNA  样或RNA样物质。用于实施本发明的

化合物包括“核酸”或“核酸序列”，包括寡  核苷酸、核苷酸、多核苷酸或这些中任一种的任

何片段；并且包括可以是单链  或双链并且可以是有义链或反义链的基因组或合成来源的

DNA或RNA(例如  mRNA、rRNA、tRNA、iRNA)；或肽核酸(PNA)、或天然或合成来源的任何DNA  样

或RNA样物质，包括例如iRNA、核糖核蛋白(例如双链iRNA，例如iRNP)。  用于实施本发明的

化合物包括含有天然核苷酸的已知类似物的核酸，即寡核苷  酸。用于实施本发明的化合物

包括具有合成骨架的核酸样结构，参见例如Mata  (1997)Toxicol.Appl.Pharmacol.144:

189‑197；Strauss‑Soukup(1997)Biochemistry 36:8692‑8698；Samstag(1996)Antisense 

Nucleic  Acid  Drug  Dev  6:153‑156。用于 实施本发明的化合物包括可以化学合成的包括

单链多脱氧核苷酸或两条互补的  多脱氧核苷酸链在内的“寡核苷酸”。用于实施本发明的

化合物包括不具有5'磷酸 的合成寡核苷酸，并且因此在不添加磷酸的情况下，将不会通过

ATP在激酶存  在下连接到另一个寡核苷酸上。合成寡核苷酸可以连接到未经过去磷酸化的

片 段上。

[0112] 在替代性方面，用于实施本发明的化合物包括牵涉到产生旁分泌多肽(例如  尿皮

质素‑1、尿皮质素‑2、尿皮质素‑3、脑利钠肽、前列环素合酶、生长激素、  胰岛素样生长因

子‑1蛋白质)的基因或任何DNA片段；它可以包括在编码区之  前和之后的区域(前导区和尾

随区)以及在适当的情况下，处于单个编码段(外显  子)之间的间插序列(内含子)。“可操作

地连接”可以指两个或更多个核酸(例如  DNA)片段之间的功能关系。在替代性方面，它可以

指转录调节序列与所转录的  序列的功能关系。举例来说，如果启动子刺激或调控编码序列

在适当的宿主细  胞或其它表达系统中的转录，那么所述启动子能够可操作地连接到所述

编码序  列(如用于实施本发明的核酸)。在替代性方面，启动子转录调节序列可以可操作 

地连接到所转录的序列，其中它们与所转录的序列可以是物理上连续的，即它  们可以起顺

式作用。在替代性方面，诸如增强子之类的转录调节序列无需与由  它们增强转录的编码序

列是物理上连续的或位于紧邻所述编码序列处。

[0113] 在替代性方面，本发明包括“表达盒”的使用，所述“表达盒”包含用于实施本  发明

的核苷酸序列，所述“表达盒”能够影响例如(例如编码旁分泌蛋白的)结构基  因或转录物

的核酸在与这些序列相容的宿主中的表达。表达盒可以包括至少一  个启动子，所述至少一

个启动子与多肽编码序列或抑制性序列可操作地连接； 以及在一个方面，所述至少一个启

动子与例如转录终止信号的其它序列可操作  地连接。还可以使用在实现表达方面必需的

或有帮助的额外因子，例如增强子。

[0114] 在替代性方面，用于实施本发明的表达盒还包括质粒、表达载体、重组病  毒、任何

形式的重组“裸DNA”载体等。在替代性方面，用于实施本发明的“载体”  可以包含可以感染、

转染、瞬时或永久转导细胞的核酸。在替代性方面，用于  实施本发明的载体可以是裸核酸

或者与蛋白质或脂质复合的核酸。在替代性方  面，用于实施本发明的载体可以包含病毒或

细菌核酸和/或蛋白质和/或膜(例如细  胞膜、病毒脂质包膜等)。在替代性方面，用于实施

本发明的载体可以包括但不 限于复制子(例如RNA复制子、噬菌体)，DNA的片段可以与所述

复制子连接并  且被复制。载体因此包括但不限于RNA、自主自我复制的环状或线性DNA或 

RNA(例如质粒、病毒等，参见例如美国专利号5,217,879)，并且可以包括表达  质粒和非表

达质粒这两者。在替代性方面，用于实施本发明的载体可以作为自  主结构由细胞在有丝分
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裂期间被稳定地复制，或可以被并入到宿主的基因组内。

[0115] 在替代性方面，用于实施本发明的“启动子”包括能够驱动编码序列在细胞中  转

录的所有序列，所述细胞例如哺乳动物细胞，如心脏细胞、肺细胞、肌肉细  胞、神经细胞或

脑细胞。因此，用于本发明的构建体中的启动子包括牵涉到调  节或调控基因转录的发生时

间和/或速率的顺式作用转录控制元件和调节序列。  举例来说，用于实施本发明的启动子

可以是牵涉到转录调节的顺式作用转录控  制元件，包括增强子、启动子、转录终止子、复制

起点、染色体整合序列、5'  端和3'端非翻译区或内含子序列。这些顺式作用序列典型地与

蛋白质或其它生  物分子相互作用以执行(启动/关闭、调节、调控等)转录。

[0116] 在替代性实施方案中，用于实施本发明的“组成型”启动子可以是在发育或细  胞

分化的大部分环境条件和状态下连续驱动表达的启动子。在替代性实施方案 中，用于实施

本发明的“可诱导的”或“受调节的”启动子可以在环境条件、所施用 的化学剂或发育条件

的影响下引导本发明的核酸表达。

[0117] 基因疗法和基因递送载体

[0118] 在替代性实施方案中，本发明的方法包括使用核酸(例如基因或多肽编码核  酸)

递送系统例如作为基因疗法递送载体在体外、离体或体内向一个或多个细胞  递送有效负

载量的编码旁分泌的核酸或基因或者旁分泌多肽表达核酸、转录物 或信使。

[0119] 在替代性实施方案中，用于实施本发明的方法的表达运载体、载体、重组  病毒或

等同物是或包括：腺相关病毒(AAV)、慢病毒载体或腺病毒载体；AAV  血清型AAV5、AAV6、

AAV8或AAV9；源自恒河猴的AAV或源自恒河猴的AAV  AAVrh.10hCLN2；嗜器官性AAV、或嗜心

性AAV、或嗜心性AAVM41突变体；  和/或AAV衣壳突变体或AAV杂合体血清型。在替代性实施

方案中，将AAV工  程化以提高靶向对野生型(wt)AAV不许可的特定细胞类型的效率和/或提

高仅感  染所关注的细胞类型的功效。在替代性实施方案中，通过一种或多种修饰将杂  合

体AAV重新定向或工程化为杂合体血清型，所述一种或多种修饰包括：1)衣 壳转移；2)使双

特异性抗体吸附至衣壳表面；3)将镶嵌型衣壳工程化；和/或4)  将嵌合型衣壳工程化。如何

将腺相关病毒(AAV)衣壳工程化以提高靶向对野生型  (wt)病毒不许可的特定细胞类型的

效率以及提高仅感染所关注的细胞类型的功  效是本领域公知的；参见例如Wu等 ,

Mol .Ther .,2006年9月；14(3):316‑27 .2006  年7月7日电子出版；Choi等,Curr .Gene 

Ther.,2005年6月；5(3):299‑310。

[0120] 举例来说，可以使用源自恒河猴的AAV  AAVrh.10hCLN2或其等同物，其  中所述源

自恒河猴的AAV可以不受人体内任何预先存在的免疫力抑制；参见例  如Sondhi等,Hum 

Gene  Ther.Methods.2012年10月；23(5):324‑35,2012年11月  6日电子出版；Sondhi等,Hum 

Gene  Ther.Methods.2012年10月17日；所述文  献教导了以可针对人类按比例缩放的剂量

向大鼠和非人灵长类动物的CNS直接  施用AAVrh.10hCLN2具有可接受的安全性特征并且在

CNS中介导显著有效负 载量的表达。

[0121] 举例来说，还可以使用被特别设计用于心脏基因转移的AAV载体(嗜心性  AAV)，例

如在心肌中具有提高的转导效率和特异性的AAVM41突变体，参见  例如Yang等,Virol 

J.2013年2月11日；10(1):50。

[0122] 由于腺相关病毒(AAV)是灵长类动物的常见感染因子，并且因而，健康的灵  长类

动物携带有大量的AAV特异性中和抗体(NAb)，所述AAV特异性中和抗  体会抑制AAV介导的
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基因转移治疗策略，因此本发明的方法包括在治疗之前，  特别是在使用常用的AAV8衣壳元

件治疗之前，针对AAV特异性NAb对患者  候选者进行筛选以促进个体化治疗设计和增强治

疗功效；参见例如Sun等,J.  Immunol.Methods.2013年1月31日；387(1‑2):114‑20,2012年

10月11日电子出 版。

[0123] 试剂盒和说明书

[0124] 本发明提供了包含本发明的组合物和方法的试剂盒，所述试剂盒包括其使  用说

明书。因而，还可以提供试剂盒、细胞、表达运载体(例如重组病毒、载体) 等。

[0125] 举例来说，在替代性实施方案中，本发明提供了试剂盒，所述试剂盒包含  用于实

施本发明的组合物，例如包含尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽；或者编码旁  分泌的核酸；(b)

本发明的液体或水性制剂；或(c)本发明的囊泡、脂质体、纳米  粒子或纳米脂质粒子。在一

个方面，所述试剂盒进一步包括用于实施本发明的  任何方法的说明书，所述方法例如用于

提高血流中所需的旁分泌水平、或用于  保护细胞(例如心脏细胞或肺细胞)；或用于治疗、

预防或改善糖尿病或糖尿病前  期的体外或离体方法。

[0126] 制剂

[0127] 在替代性实施方案中，本发明提供用于提高体内旁分泌水平的组合物和方  法。在

替代性实施方案中，这些组合物包含被配制用于这些目的的编码旁分泌 的核酸，例如被配

制在缓冲液、盐水溶液、粉剂、乳液、囊泡、脂质体、纳米  粒子、纳米脂质粒子等中的表达运

载体或编码旁分泌的核酸。

[0128] 在替代性实施方案中，本发明提供如下的方法，所述方法包括施用尿皮质  素‑2

(UCn‑2)肽或多肽或者UCn‑2编码核酸，以治疗、改善或预防糖尿病(包括1  型糖尿病和2型

糖尿病或成年发病型糖尿病)或糖尿病前期、或者肥胖症或过重；  或刺激体重减轻、或充当

食欲抑制剂。因此，本发明提供了用于同样目的的尿  皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽或者UCn‑2

编码核酸的适当制剂和剂量。

[0129] 在替代性实施方案中，所述组合物(包括尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽或者编  码

旁分泌(例如编码UCn‑2)的核酸的制剂)可以通过任何方式配制并且可以多种  浓度和形式

施用，这取决于所需的体外、体内或离体条件，包括所需的体内或  离体施用方法等。关于体

外、体内或离体制剂和施用的技术细节充分描述于科 学文献和专利文献中。

[0130] 用于实施本发明的编码旁分泌的核酸或者尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽的制  剂

和/或承载体(carrier)是本领域公知的。用于实施本发明的制剂和/或承载体  可以呈适用

于体内或离体施用的形式诸如片剂、丸剂、粉剂、胶囊、液体、凝  胶、糖浆、浆体、混悬液等。

[0131] 在替代性实施方案中，用于实施本发明的编码旁分泌的核酸或者尿皮质素  ‑2

(UCn‑2)肽或多肽可以呈与水溶液和/或缓冲溶液的混合物形式或呈水性混悬  液和/或缓

冲混悬液形式，所述混悬液例如包括助悬剂，诸如羧甲基纤维素钠、 甲基纤维素、羟丙基甲

基纤维素、海藻酸钠、聚乙烯吡咯烷酮、黄蓍胶以及阿  拉伯树胶；和分散剂或湿润剂，如天

然存在的磷脂(例如卵磷脂)、环氧烷与脂肪  酸的缩合产物(例如聚氧乙烯硬脂酸酯)、环氧

乙烷与长链脂族醇的缩合产物(例  如十七碳亚乙基氧基鲸蜡醇(heptadecaethylene 

oxycetanol))、环氧乙烷与由脂肪  酸和己糖醇衍生的偏酯的缩合产物(例如聚氧乙烯山梨

糖醇单油酸酯)、或环氧乙  烷与由脂肪酸和己糖醇酐衍生的偏酯的缩合产物(例如聚氧乙

烯失水山梨糖醇单  油酸酯)。水性混悬液还可以含有一种或多种防腐剂，如对羟基苯甲酸

说　明　书 13/44 页

15

CN 108310396 B

15



乙酯或对  羟基苯甲酸正丙酯。可以例如通过使用适当的缓冲剂对制剂的渗透压 

(osmolarity)进行调节。

[0132] 在实施本发明中，本发明的化合物(例如制剂)可以包括编码旁分泌的核酸或  基

因或者尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽溶解于药学上可接受的承载体中的溶液，  所述药学上

可接受的承载体例如可以使用的可接受的媒介物和溶剂，包括水和  林格氏溶液(Ringer's 

solution)——一种等渗氯化钠。此外，还可以使用无菌不挥 发性油作为溶剂或悬浮介质。

为了实现这个目的，可以使用任何不挥发性油，  包括合成的甘油单酯或甘油二酯、或脂肪

酸，如油酸。在一个实施方案中，用  于实施本发明的溶液和制剂是无菌的并且可以被制造

为一般不含不需要的物  质。在一个实施方案中，通过常规的公知的灭菌技术对这些溶液和

制剂进行灭  菌。

[0133] 用于实施本发明的溶液和制剂根据需要可以包含辅剂物质以接近生理条  件，如

pH值调节剂和缓冲剂、毒性调节剂，例如乙酸钠、氯化钠、氯化钾、氯  化钙、乳酸钠等。这些

制剂中活性剂(例如编码旁分泌的核酸或基因)的浓度可以  广泛不同，并且可以主要基于

流体体积、粘度等，根据所选的具体的体内或离  体施用方式和所需的结果(例如提高体内

旁分泌表达)来选择。

[0134] 用于实施本发明的溶液和制剂可以被冻干；举例来说，本发明提供一种稳  定的冻

干制剂，所述制剂包含编码旁分泌的核酸或基因或者尿皮质素‑2(UCn‑2)  肽或多肽。在一

个方面，这种制剂是通过将包含编码旁分泌的核酸或基因或者  尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多

肽和增量剂的溶液冻干来制备的，所述增量剂例如甘  露醇、海藻糖、棉子糖以及蔗糖或其

混合物。用于制备稳定的冻干制剂的方法  可以包括将约2.5mg/mL的蛋白质、约15mg/mL的

蔗糖、约19mg/mL的NaCl 以及pH值大于5.5但小于6.5的柠檬酸钠缓冲液的溶液冻干。参见

例如美国专  利申请号20040028670。

[0135] 本发明的组合物和制剂可以通过使用脂质体来递送(还参见以下论述内容)。  通

过使用脂质体，特别是在脂质体表面带有靶细胞特异性的配体或以其它方式  优先地针对

特定的组织或器官类型的情况下，可以在体内或离体施用中将活性  剂集中递送到靶细胞

中。

[0136] 纳米粒子、纳米脂质粒子以及脂质体

[0137] 本发明还提供包含用于实施本发明的方法的化合物(例如编码旁分泌的核酸  或

基因或者尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽)的纳米粒子、纳米脂质粒子、囊泡以及  脂质体膜，

以例如体内或离体向个体、患者或哺乳动物细胞递送编码旁分泌的  核酸或基因或者尿皮

质素‑2(UCn‑2)肽或多肽。在替代性实施方案中，这些组合  物被设计成靶向特定的分子，包

括生物分子，如多肽，包括细胞表面多肽，例  如用于靶向所需的细胞类型，例如哺乳动物心

脏细胞、肾脏细胞、肺细胞、神 经细胞等。

[0138] 本发明提供包含用于实施本发明的化合物的多层脂质体，例如如Park等的美  国

专利公开号20070082042中所述。所述多层脂质体可以使用油相组分的混合物  被制备为约

200nm至5000nm的粒度，以例如来包封编码旁分泌的核酸或基因，  所述油相组分包含角鲨

烷、甾醇、神经酰胺、中性脂质或油类、脂肪酸以及卵  磷脂。

[0139] 脂质体可以使用例如如Park等的美国专利公开号20070042031中所述的任何  方

法来制备，所述任何方法包括通过封装活性剂(例如编码旁分泌的核酸或基因  或者尿皮质
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素‑2(UCn‑2)肽或多肽)来制备脂质体的方法，该方法包括在第一贮器 中提供水溶液；在第

二贮器中提供有机脂质溶液，然后将该水溶液与该有机脂  质溶液在第一混合区中混合以

产生脂质体溶液，其中该有机脂质溶液与该水溶  液混合以基本上即刻产生封装所述活性

剂的脂质体；以及然后立即将该脂质体 溶液与缓冲溶液混合以产生稀释了的脂质体溶液。

[0140] 在一个实施方案中，用于实施本发明的脂质体组合物包含取代的铵和/或聚  阴离

子，例如用于将用于实施本发明的化合物(例如编码旁分泌的核酸或基因)  靶向递送到所

需的细胞类型中，如例如美国专利公开号20070110798中所述。

[0141] 本发明还提供包含用于实施本发明的化合物(例如编码旁分泌的核酸或基因  或

者尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽)的纳米粒子，所述纳米粒子呈含有活性剂的纳  米粒子(例

如次级纳米粒子)的形式，如例如美国专利公开号20070077286中所述。  在一个实施方案

中，本发明提供下述的纳米粒子，所述纳米粒子包含本发明的  脂溶性活性剂或脂肪溶解的

水溶性活性剂，以与二价或三价金属盐起作用。

[0142] 在一个实施方案中，可以使用固体脂质混悬液来配制并且体内或离体向患  者、个

体或哺乳动物细胞递送用于实施本发明的编码旁分泌的核酸或基因或者  尿皮质素‑2

(UCn‑2)肽或多肽，如例如美国专利公开号20050136121中所述。

[0143] 递送载体

[0144] 在替代性实施方案中，可以使用任何递送载体以实施本发明的方法或组合  物，例

如以递送编码旁分泌的核酸或基因或者尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽，以  体内或离体实施

本发明的方法。举例来说，可以使用包含聚阳离子、阳离子聚  合物和/或阳离子肽(如聚乙

烯亚胺衍生物)的递送载体，例如如例如美国专利公 开号20060083737中所述。

[0145] 在一个实施方案中，使用干燥的多肽‑表面活性剂复合体来配制本发明的组  合

物，其中表面活性剂经由非共价键与核酸缔合，例如如例如美国专利公开号  20040151766

中所述。

[0146] 在一个实施方案中，用于实施本发明的核酸或多肽可作为聚合水凝胶或水  溶性

共聚物形式向细胞施用，例如如美国专利号7,413,739中所述；例如，可以  通过强亲核体与

共轭不饱和键或共轭不饱和基团之间的反应，通过亲核加成来  使核酸或蛋白质聚合，其中

每一种前体组分均包含至少两个强亲核体或至少两  个共轭不饱和键或共轭不饱和基团。

[0147] 在一个实施方案中，使用具有细胞膜穿透性肽缀合物的载体向细胞施用核  酸或

蛋白质，例如如美国专利号7,306,783、6,589,503中所述。在一个方面，核  酸本身与细胞膜

穿透性肽缀合。在一个实施方案中，核酸、蛋白质和/或递送载  体与介导转运的肽缀合，例

如如美国专利号5,846,743中所述，该美国专利描述  了高度碱性并且与多磷酸肌醇结合的

介导转运的肽。

[0148] 在一个实施方案中，使用电通透作为主要或辅助手段以例如使用如例如美  国专

利号7,109,034、6,261,815、5,874,268中所述的任何电穿孔系统向细胞递送  编码旁分泌

的核酸或基因。

[0149] 制品、植入物以及人工器官

[0150] 本发明还提供制品，所述制品包含本发明的细胞(例如经过修饰以表达旁分  泌蛋

白或尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽从而实施本发明的方法的细胞)和由本发 明的方法所制

备的细胞实施本发明的用途，包括例如包含经过修饰以表达旁分  泌蛋白从而实施本发明
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的方法的细胞的植入物和人工器官、生物反应器系统、  细胞培养系统、板、皿、管、瓶以及烧

瓶。可以使用任何植入物、人工器官、  生物反应器系统、细胞培养系统、细胞培养板、皿(例

如皮氏培养皿(petri  dish))、  细胞培养管和/或细胞培养烧瓶(例如滚瓶)。

[0151] 在替代性实施方案中，本发明提供包含经过修饰以表达旁分泌蛋白从而实  施本

发明的方法的生物反应器、植入物、支架、人工器官或类似装置；例如，  包括如以下专利中

所述的植入物：USPN  7,388,042；7,381 ,418；7,379,765；  7,361 ,332；7,351 ,423；6,886,

568；5,270,192；以及美国专利申请公开20040127987；  20080119909(描述了耳部植入物)；

20080118549 (描述了眼部植入物)；  20080020015 (描述了生物活性创口敷料)；

20070254005(描述了心脏瓣膜生物假  体、血管移植物、半月板植入物)；20070059335；

20060128015(描述了肝植入物)。

[0152] 在体内植入细胞

[0153] 在替代性实施方案中，本发明的方法还包括植入或移植细胞，例如心脏细  胞、肺

细胞或肾脏细胞，所述细胞包含或表达用于实施本发明的编码旁分泌的  核酸或基因或者

尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽；并且在一个方面，本发明的方法  包括将编码旁分泌的核酸

或基因(或表达它们的细胞)或者尿皮质素‑2(UCn‑2)肽  或多肽离体或体内植入或移植到

血管、组织或器官中，或将重新程序化的分化 的细胞植入或移植到有需要的个体中。

[0154] 可以将细胞从个体体内取出，使用本发明的组合物和/或方法处理，并且使  用任

何已知的技术或方案重新插入(例如注射或移植)到组织、器官中或个体内。  举例来说，可

以使用例如如美国专利号7,442,389中所述的微球体重新植入(例如  注射或移植)去分化

的重新程序化的细胞或重新程序化的分化的细胞；例如在一  个方面，细胞承载体包含含有

被预先加载到混合和递送系统内的圆形并且光滑 的聚甲基丙烯酸甲酯微粒的增量剂和含

有这些细胞的自体承载体。在另一个实  施方案中，将细胞于生物相容性交联基质中向有需

要的组织、器官和/或个体重 新施用，如例如美国专利申请公开号20050027070中所述。

[0155] 在另一个实施方案中，将本发明的细胞(例如通过实施本发明的方法所制备 的细

胞)在生物相容性非免疫原性包衣内或在所述生物相容性非免疫原性包衣的  保护下向有

需要的组织、器官和/或个体重新施用(例如注射或移植)，所述包衣  例如位于合成植入物

的表面上，例如如美国专利号6,969,400中所述，该美国专  利号6,969,400描述了例如以下

方案，在所述方案中，可以将非cAMP活性  AC(cAMP‑incompetent  AC)与已经过修饰以含有

多个亲核基团(如伯氨基或硫醇  基)的聚乙二醇缀合。

[0156] 在一个实施方案中，使用如例如由美国专利号7,442,390、5,733,542所述的  移植

方法将本发明的细胞(例如通过实施本发明的方法所制备的细胞)向有需要 的组织、器官

和/或个体重新施用(例如注射或移植)。

[0157] 可以使用用于向组织或器官(例如肺、肾脏、心脏)递送多肽、核酸和/或细  胞的任

何方法，并且这些方案是本领域公知的，例如如美国专利号  (USPN)7,514,401中所述，该美

国专利号7,514,401描述了例如利用多肽、核酸和/  或细胞至心脏原位的冠状动脉内(IC)

递送、静脉内(IV)递送和/或局部递送(心肌  注射)。举例来说，在替代性实施方案中，可以

使用进入到肺中和血流中的气溶  胶药物粒子、基因疗法、连续输注、重复注射和/或持续释

放聚合物向组织或器  官(例如肺、肾脏、心脏)递送多肽、核酸和/或细胞。在替代性实施方

案中，核  酸和/或细胞可以通过进入到冠状动脉中的导管或通过经由有限胸廓切开术 
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(limited  thoracotomy)的至左心房或心室肌的直接注射来给予；或经由在心导管插  入术

期间穿过的导管被递送到心肌中；或被递送到心包腔中。

[0158] 在替代性实施方案中，用于实施本发明的核酸或蛋白质、或包含用于实施  本发明

的核酸的载体(例如AAV或腺病毒基因治疗载体)、或本发明的囊泡、脂质  体、纳米粒子或纳

米脂质粒子(NLP)等向组织或器官(例如肺、肾脏、心脏)递送；  例如如USPN  7,501,486中所

述，例如包含氨基酸序列CRPPR(SEQ  ID  NO:1)、氨  基酸序列CARPAR(SEQ  ID  NO:2)或其拟

肽、或氨基酸序列CPKRPR(SEQ  ID NO:3)或其拟肽的本发明多肽。

[0159] 用于实施本发明的组合物可以与其它治疗剂组合使用，所述其它治疗剂例  如血

管生成剂、抗血栓形成剂、抗炎剂、免疫抑制剂、抗心律失常剂、肿瘤坏  死因子抑制剂、内皮

素抑制剂、血管紧张素转化酶抑制剂、钙拮抗剂、抗生剂、 抗病毒剂以及病毒载体。

[0160] 用于实施本发明的组合物可以用于改善或治疗多种心脏病和心血管疾病中 的任

一种，例如心脏病和心血管疾病，例如冠状动脉疾病(CAD)；动脉粥样硬化；  血栓形成；再狭

窄；血管炎，包括自身免疫性血管炎和病毒性血管炎，如结节  性多动脉炎、变应性肉芽肿性

血管炎(Churg‑Strass  syndrome)、高安氏动脉炎  (Takayasu 's  arteritis)、川崎氏病

(Kawasaki  Disease)以及立克次体性血管炎；动脉  粥样硬化性动脉瘤；心肌肥大；先天性

心脏病(CHD)；缺血性心脏病和心绞痛； 获得性瓣膜/心内膜疾病；原发性心肌疾病，包括心

肌炎；心律失常；以及移植  排斥反应；代谢性心肌疾病和心肌病，如充血性心肌病、肥厚性

心肌病以及限  制性心肌病、和/或心脏移植。在替代性实施方案中，用于实施本发明的组合

物，  例如尿皮质素‑2(UCn‑2)肽或多肽用于治疗、改善或防止(预防)患者或个体的糖尿  病

或糖尿病前期；或抑制患者或个体的体重增加、或抑制食欲、或刺激或引发  体重减轻；或治

疗、改善或防止(预防)患者或个体的糖尿病。

[0161] 将参考以下实施例进一步描述本发明；然而，应当理解的是，本发明不限  于这些

实施例。

[0162] 实施例

[0163] 实施例1：静脉内递送编码尿皮质素‑2的AAV9会增强正常小鼠的心脏功能

[0164] 这个实施例证实本发明的一个示例性实施方案的有效性：静脉内递送AAV9/  尿皮

质素‑2(或AAV9/UCn2)使得血清UCn2和LV收缩功能持续提高，这表明本发 明的这一示例性

实施方案治疗心力衰竭的有效性。

[0165] 在这项研究中，我们研发了两种编码尿皮质素‑2(UCn‑2)的腺相关病毒  (AAV)血

清型(AAV5和AAV9)并且对它们的相对功效进行测试，所述尿皮质素‑2  是促肾上腺皮质激

素释放因子家族中对患有心力衰竭的动物和患者具有多种多  样有益作用的一种血管活性

肽。通过静脉内注射(IV)来递送AAV5.Ucn‑2和  AAV9.Ucn‑2(5×1011个基因组拷贝，gc)。在

基因转移后的四周(wk)，AAV的  DNA(qPCR)在肝脏(AAV5 .UCn2：2 ,601 ,839个拷贝/μg；

AAV9.UCn2：30,121,663  个拷贝/μg)和心脏(AAV5：87,635gc/μg；AAV9：300,529个拷贝/μg)

中升高，并  且mRNA同样升高(AAV5.Ucn‑2：68±xx倍；AAV9.Ucn‑2：8,575)，与内源性UCn2 

相比。

[0166] 左心室样本显示Ucn2  mRNA仅在AAV9.UCn2的情况下升高，与内源性  mRNA相比，增

加到28倍。血浆Ucn‑2提高(AAV5 .UCn2：从之前的2.7ng/ml提高  到3.6ng/ml，p<0.0001；

AAV9.UCn2)。最终，与血清UCn2水平提高相关的是LV 收缩功能增强。
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[0167] 实施例2：用于治疗心血管疾病的基因转移

[0168] 这个实施例证实了本发明的一个示例性实施方案在以能够容易地并且安全  地施

用的方式在心脏中获得高产率的转基因表达方面的有效性。

[0169] 在替代性实施方案中，本发明提供使用编码旁分泌型转基因的表达运载体  (例如

载体)的方法。在这个实施方案中，该转基因作为激素起作用，在从远处部  位释放到循环中

之后具有心脏作用(cardiac  effect)。在替代性实施方案中，这种  方法可以规避实现高产

率心脏基因转移的问题并且使患者能够在诊室看病期间 通过全身性注射来治疗患者。

[0170] 我们检验了多种AAV血清型载体和递送方法，并且成功地完成了对旁分泌  基因转

移的概念验证性(proof‑of‑concept)研究。患有严重的扩张性CHF的大鼠接  受在四环素

(tetracycline)调节下的编码胰岛素样生长因子I(IGFI)的腺相关病毒  5(AAV5)载体的骨

骼肌递送。这使得能够在将多西环素添加到大鼠的供水中之后  激活IGFI表达。该系统使得

IGFI的血清水平持续升高并且使得衰竭心脏的功能 得到改善。

[0171] 在替代性实施方案中，a)使用IGFI基因转移来增强收缩功能；b)使用AAV  载体和

启动子进行静脉内递送以在最小的脱靶效应的情况下提供最大程度的转  基因表达；c)使

用受调节的转基因表达以使得能够对血清转基因水平进行微调，  并且允许根据需要关闭

和启动表达；d)例如在大鼠CHF模型中使用旁分泌表达  基因的基因转移；以及e)例如在正

常的猪中，使用血清旁分泌(例如IGFI)作为 终点，使用有效剂量的AAV，并且在静脉内递送

载体之后使用转基因表达的激 活剂。

[0172] 在替代性实施方案中，静脉内注射具有受调节的选择性肽表达的AAV载体  将经由

旁分泌介导的作用对衰竭的心脏具有有利的作用。

[0173] 载体选择：在替代性实施方案中，使用腺相关病毒(AAV)载体，从而使得能  够进行

优于腺病毒的长期转基因表达，同时避免了与慢病毒载体有关的插入诱  变的可能性。在单

次注射AAV载体后的数年，已在狗和非人灵长类动物中证实  血清中因子IX、促红细胞生成

素以及α1‑抗胰蛋白酶持续升高 1 ‑ 4，以及我们已  经在我们的实验室中确认，使用

AAV5.IGFI‑tet对大鼠进行肌内注射后血清IGFI  持续(>1年)升高5。虽然最近的临床试验

已经发现一些AAV血清型激发免疫应  答6 ,7，但是新一代的AAV载体没有显示在灵长类动物

的临床前研究中具有类似 的问题。

[0174] AAV血清型：在替代性实施方案中，使用AAV血清型AAV2，但在一些实  施方案中，

“假型化(pseudotyped)”AAV载体是优选的。包括AAV5、AAV6、AAV8 以及AAV9在内的这些AAV

血清型是杂合型构建体，所述杂合型构建体包括  AAV2的衣壳以及赋予它们特定命名的独

特的复制元件。在替代性实施方案中，  使用AAV6、AAV8以及AAV9的静脉内递送；这些在心

脏、肝脏、骨骼肌以及  别处显示出大量分布和转基因表达。

[0175] 我们发现在使IGFI的血清水平升高方面，静脉内AAV5优于肌内AAV5，  如图7中所

示，该图7以图表方式示出了在静脉内AAV5.IGFI.tet基因转移相比  肌内AAV5.IGFI.tet基

因转移的3个月后，游离IGFI血清水平的数据：向小鼠  静脉内递送(每组n＝3)在使用多西

环素激活IGFI表达后(启动)使得血清IGFI增  加到2倍；向大鼠肌内递送(每组n＝9)在激活

IGFI表达后的5周时使血清IGFI  增加到>1 .3倍。P值位于条柱上方：组内比较(t检验，双

侧)。在静脉内递送  AAV5.IGFI.tet后，血清IGFI的变化更大(p<0.001)。

[0176] 当静脉内给予时，在转基因在肝脏和心脏中的表达方面，AAV9优于AAV5，  如图8中
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以图表方式并且通过图像所阐明，其阐明如下的数据，所述数据显示  出在使用肝脏和心脏

中的拷贝数和转基因表达作为终点的情况下静脉内递送本 发明的示例性AAV5和AAV9构建

体的相对功效，如图8中所阐明。

[0177] 在替代性实施方案中，AAV8如同AAV9一样提供了全身性表达，但在肝脏 中的比例

高于在其它器官中——一个我们提出的与肝脏特异性启动子结合利用 的性质。

[0178] 在替代性实施方案中，使用自身互补型AAV载体(scAAV)载体；与它们的单  链

(ssAAV)类似物相比，它们可以提供更高的转基因表达8。使用ssAAV载体(插  入容量：

4.7kb)的转基因表达延迟4至6周直到互补DNA链被合成。通过在载体  内针对互补DNA链编

码，scAAV(插入容量：3.3kb)使得能够在2周内进行转基因  表达并且相比于它的ssAAV类似

物，引起更高的转基因表达8。

[0179] 只有一种受调节的表达载体(AAV8.TBG.IGFI.tet)可适合于进行scAAV建构，  其

它载体过大，如图10中所示。然而，如果选择这种载体用于猪研究，那么可 以使用ssAAV以

为制造所需的大的量提供更佳的产率。scAAV类似物可以被用于  人类使用，其利用优越的

表达，使得剂量要求降低成为可能以及提高在临床试  验中的安全性。

[0180]

[0181] 启动子相对于靶标组织：在替代性实施方案中，在AAV载体中被选用于转  基因表

达的启动子具有某种组织依赖性。在替代性实施方案中，用于实施本发  明的启动子包括：

鸡β‑肌动蛋白(CBA)启动子；甲状腺激素结合球蛋白(TBG，肝  脏特异性)启动子；以及劳氏

肉瘤病毒(Rous  Sarcoma  Virus，RSV)启动子。在这  方面，CMV始终被证实为骨骼肌和心肌

中优越的启动子。最近的研究表明CMV  启动子在肝脏中易被甲基化，从而最终中断转基因

表达。肝脏表达丧失将降低  转基因的血清水平，我们因此选择不使用CMV启动子，而是选择

以下同样稳健 的(robust)并且更不易被甲基化的启动子：鸡β‑肌动蛋白(CBA)启动子；甲

状  腺激素结合球蛋白(TBG，肝脏特异性)启动子；以及劳氏肉瘤病毒(RSV)启动子，  如图10

中所示。

[0182] 受调节的表达：在替代性实施方案中，在使用由AAV介导的基因转移所赋  予的长

期表达的情况下，如果意识到出乎意料的不良作用，则对转基因表达进  行调节以关闭表

达。受调节的表达还将使得能够间歇性递送而非恒定的递送。  在替代性实施方案中，该系
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统可以经过配置以使得激活剂关闭或启动转基因表  达。在需要几乎恒定的转基因表达的

情况下，“关闭型”系统是理想的(例如，只  有在不需要转基因表达时，例如在出现不良作用

的情况下，才服用口服激活剂)。  在替代性实施方案中，在需要间歇性转基因表达的情况

下，“启动型”系统是理想  的(例如，只有在需要转基因表达的那些时候才服用口服激活

剂)。

[0183] 这些替代性实施方案使得能够进行严格的控制，并且在被调控用于所治疗  的特

定疾病时，提供了一种服用最少量激活剂的手段。在替代性实施方案中，  使用受调节的表

达系统，例如蜕皮激素(ecdysone)、他莫昔芬(tamoxifen)、四环  素、雷帕霉素9‑12；大尺寸

的蜕皮激素系统可能需要双载体策略，所述双载体策 略由于调节限制而难以研发用于临

床基因转移。他莫昔芬系统虽然并非同样难 处理，但需要较四环素系统耐受性低的激活剂

(他莫昔芬对比多西环素)。在替代  性实施方案中，只有两种可供使用的选择方案(四环素

调节和雷帕霉素调节)可能  是合适的，并且这些选择方案是仅有的已经在大型动物模型中

经过测试的系统 
3 ,4。这两种系统具有类似的特征(上表2)：所关注的基因受可由激活药物

(四环素 或雷帕霉素类似物)诱导的工程化的转录因子控制。

[0184] 受四环素调节的表达：在替代性实施方案中，本发明在基因转移的背景下  使用受

四环素调节的表达：

[0185] a)转基因的基础表达(“渗漏”)：不同于先前的rtTA构建体，较新型的rtTA  变体，

如我们提出并且已经在最近的研究中使用的rtTA变体(rtTA2S‑M2)提供稳  健的四环素依

赖性表达，无基础活性13。

[0186] b)相关于患者耐受性和脱靶效应的四环素的长期使用：

[0187] ·tet调节系统已经被深入地研究11；体外研究显示由多西环素刺激的转基  因表

达在0.001ng/ml下开始并且在0.1μg/ml下达到最大限度，与第一代系统相 比，EC50降低至

1/1013。在人类中，200mg多西环素的单次口服剂量在24小时  提供1.5μg/ml的平均血浆和组

织浓度14，是最大限度表达所需的浓度的15倍。  10‑20mg多西环素的单次日剂量可满足在人

类受试者中完全激活转基因表达15。  在针对痤疮和慢性感染长期使用口服多西环素的情况

下，200mg/d的剂量是患 者良好耐受的14,16。

[0188] · (40mg多西环素，每天口服一次)由FDA批准用于连续使用以治  疗

酒渣鼻16。这一剂量比治疗感染所需的200mg剂量低80％，提供了治疗酒渣鼻 的抗炎作用，

但不具有抗微生物作用，并且不会引起抗生素抗性生物体的产生(11  年的临床数据)。每个

胶囊含有40mg无水多西环素，为30mg立即释放型珠粒和  10mg延迟释放型珠粒。对四环素过

敏的受试者、光敏感性增大的受试者、怀孕  或哺乳的女性或不到9岁的儿童(牙齿变色、长

骨生长可能减少)不应当使用多西  环素。在5年的临床使用中，最常见的副作用是轻度胃肠

道不适16。

[0189] ·四环素可削弱基质金属蛋白酶的表达和活性，并且在心肌梗塞(MI)后的  前几

天内施用时对左心室(LV)重构有影响17。然而，在所提出的临床前研究中，  在MI后的5周时，

当LV腔扩张和瘢痕形成稳定并且在各组间相同时，施用多  西环素。我们先前已经证实在所

提出的MI诱发的鼠类CHF模型中，多西环素  不影响LV重构、TIMP或MMP表达18。在临床环境

下，在MI的急性期内将不  会使用四环素。

[0190] c)对rtTA系统的组分的免疫应答：在于非人灵长类动物中使用AAV4 .tet和 
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AAV5.tet基因转移(视网膜内)的长期研究中，未发现对tet调节剂的免疫应答3,15，  在该研

究中，他们在2.5年的研究持续时间内观测到持续的四环素依赖性转基因  表达。我们在表

达高水平的rtTA的小鼠心脏中未观测到炎症18,19，或在使用  rtTA2S‑M2调节元件进行AAV5

介导的受调节的IGFI表达后的小鼠和大鼠中未  观测到炎症5。看来不同于视网膜内或血管

内递送，向非人灵长类动物肌内递送  AAV.tet的确会因对转录激活子融合蛋白的细菌和病

毒组分的免疫应答而引起受  调节的表达减弱20。可以测定对tet调节剂的免疫应答，并且可

以同时测定对雷  帕霉素调节系统的免疫应答，该雷帕霉素调节系统不具有细菌蛋白或病

毒蛋白  并且与免疫应答的激发无关7。关于tet调节和雷帕霉素调节的强度和限制，参  见

表2。

[0191] 受雷帕霉素调节的表达：在替代性实施方案中，使用大环内酯西罗莫司 

(s i r o l i m u s) (雷帕霉素) ，所述西罗莫司是细菌吸水链霉菌(St r e p t o m y c e s 

hygroscopicus)的产物：它最初作为抗真菌剂被研发，但已发现它具有抗增殖性  和免疫抑

制作用。当前，它在临床上被用于以下用途：a)用于预防器官移植的排  斥反应(2mg  P.O .

(经口，口服)，每天一次，提供12±6ng/ml的平均血清水平)； 以及b)由于它的抗增殖性作

用而在药物洗脱支架中用以减轻血管成形术后的再  狭窄。雷帕霉素延长了小鼠的寿命，似

乎防止了衰老的有害影响21，并且在治疗  多形性成胶质细胞瘤中被用作佐剂22。雷帕霉素

结合胞质的FK‑结合蛋白12(FKBP12)并且抑制雷帕霉素(mTOR)信号转导通路的哺乳动物靶

标。丝氨酸/  苏氨酸蛋白激酶mTOR影响细胞生长和增殖，并且促进细胞存活。雷帕霉素在 

基因疗法方面的有用性在于它的二聚化特性，这一特征在雷帕霉素调节的表达  系统中被

加以利用。在这种系统中，工程化的转录因子的DNA结合域和激活域  被分开地表达为融合

蛋白，它们在添加二价“二聚化”药物的情况下交联并且进而  被激活，所述二价“二聚化”药

物在这种情况下是雷帕霉素或雷帕霉素类似物12。  表达是剂量依赖性的、可逆性的，并且由

纳摩尔浓度的激活剂触发12。该雷帕霉  素系统不含病毒蛋白或细菌蛋白，并且因此不太可

能激发免疫应答。在猕猴中，  肌内注射编码促红细胞生成素的AAV1在促红细胞生成素的水

平不下降并且对  调节元件无免疫应答的情况下提供了长达6年(yr)的Rap调节的表达(26

个单独 的诱导周期)4。免疫抑制作用是雷帕霉素潜在的缺点。然而，这个问题可以通过  使

用口服雷帕霉素类似物(AP22594)来规避，所述口服雷帕霉素类似物与雷帕霉  素同样有效

地激活转基因表达，表现出最低限度的免疫抑制作用，并且不抑制  mTOR4。此外，作为激活

剂，每周一次而非每天一次给药具有有效性，从而进  一步减少脱靶效应。可以在猪中从有

效用于猕猴的口服剂量(0.45mg，每周一次)  开始，确定口服施用的AP22594的剂量‑响应关

系和它的最大给药时间间隔4。

[0192] 胰岛素样生长因子I(IGFI)

[0193] IGFI的选择。生长激素(GH)经由IGFI的激活来发挥它的许多作用。IGFI  经由Akt

发挥它的许多作用。由于从GH经由IGFI向Akt进行信号转导的汇聚  性(convergence)，因此

必须支持优先于GH或Akt的对IGFI的选择。预测GH  表达增加会使血清葡萄糖和血压升高，

这些有害影响通过选择IGFI来避免。预  期Akt的表达增加会使细胞凋亡减少，但具有并非

由Akt提供的其它潜在有利 的作用，如血管生成增加。我们因此选择了IGFI基因转移用于

我们的最初临床  前CHF研究，并且最近已表明IGFI基因转移改善衰竭的大鼠心脏的功能5

(参见 图1‑8以及表4和5)。
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[0194] IGFI信号转导。IGF最初被称为生长调节素，是介导GH的许多合成代谢  活性和促

有丝分裂活性的肽的家族。与胰岛素具有结构和代谢相似性的两种生  长调节素在1978年

从人类血浆中分离出并且被命名为IGFI和IGFII。IGFI(生长  调节素C)随后被证实为由循

环GH调节的IGF。IGFI在具有3个二硫桥键的单  链中具有70个氨基酸并且具有7.6kD的分子

量。最初认为它仅由肝脏产生，然  而已显示，它由包括肠、脑、肾脏、肺以及心脏在内的多种

组织产生。IGFI基  因在大鼠中的肝脏特异性缺失并未改变正常的生长和发育23，这表明在

包括心脏  在内的其它组织中广泛表达的IGFI以旁分泌方式经由局部组织释放来调节生长 

和发育。

[0195] IGFI属于包括配体(IGFI、IGFII、胰岛素)、六种已知的结合蛋白(IGFBP  1‑6) 以

及(包括IGFI受体和胰岛素受体在内的)细胞表面受体在内的蛋白质家族24。  IGFI被翻译成

前原肽(pre‑pro  peptide)，所述前原肽包括氨基端信号肽、A、B、  C和D结构域以及可变羧

基端E肽。在人类中存在三种已知的不同之处仅在于  可变E肽的氨基酸组成的原IGFI亚型

(原IGFIa、原IGFIb以及原IGFIc)。IGF  结合蛋白(IGFBP)充当承载体蛋白并且通过抑制降

解来延长IGF的半衰期24。几  乎所有(98％)的IGFI以主要(80％)与IGFBP‑3结合的形式循

环24。

[0196] IGFI和IGFII对除肝脏之外的所有组织中的IGFI受体显示出高亲和力结合  作用。

IGF受体与胰岛素受体共有60％的同源性并且含有酪氨酸激酶结构域。  IGFI与受体结合引

起酪氨酸残基的自体磷酸化。这激活受体，引起包括胰岛素  受体底物在内的底物磷酸化，

这激活多个信号转导级联，所述多个信号转导级  联包括PI3激酶/Akt通路和丝裂原激活蛋

白激酶(MAPK)通路以及其它级联，它  们当中有许多具有有益的心血管作用(参见以下部分

和表3)。

[0197] 增加的IGFI的作用。血清IGFI增加降低血清胰岛素水平，提高胰岛素敏感  性并且

改善脂质特征24。然而，输注IGFI蛋白可能引起低血压和低血糖症25。  对抗胰岛素活性的GH

使血清葡萄糖水平升高。IGFI提高心脏中葡萄糖摄取的  能力可以在IGFI施用后在LV功能

的缺血后恢复中起作用。IGFI经由受体依赖  性作用和非受体依赖性作用以及一氧化氮的

产生而使肌肉血流增加并且具有血 管扩张剂活性26。高剂量静脉内IGFI输注在人体内组合

的代谢作用和血管扩张  剂作用可能会引起头昏和潮红——较低剂量增强心脏功能，不影

响血压或血清  葡萄糖并且与症状无关25,27。

[0198] IGFI受体激活引起许多细胞反应，包括调节基因表达、刺激肌细胞生成、  细胞周

期进程、免疫调控以及类固醇生成。在心脏中，IGFI和IGFI受体/PI3K/Akt  信号转导通路对

心肌细胞的功能、生长以及存活具有有益的作用。此外，IGF  表现出血管生成作用28，增强正

常心脏25,29,30和衰竭心脏27,29,30‑33的心脏收缩功 能，并且抑制细胞凋亡34,35,38。这些特征使

得IGFI对于CHF疗法来说是有吸引  力的(表3)。
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[0199]

[0200] 治疗心脏病方面的IGFI蛋白(表3)

[0201] 临床前研究。已对施用重组人IGFI或GH蛋白在动物心脏病模型中的作用  进行研

究。IGFI在分离的大鼠心脏和白鼬乳头肌中是一种正性肌肉收缩剂  (inotrope)；GH在相同

的组织中不具有肌肉收缩的作用29。在从患有起搏诱发  性心力衰竭的狗分离的乳头肌中发

现IGFI的类似的肌肉收缩的作用30。向正常 大鼠施用IGFI四周增强了心脏功能并且引起向

心性LV肥厚31。将IGFI和GH  一起施用两周与正常大鼠中的LV  dP/dt增加和LV肥厚有关36。

在心肌缺血和再  灌注之前向大鼠施用IGFI使得肌酸激酶释放减少并且使得细胞凋亡减

少34。在  MI后的四周时将IGFI与GH组合施用32或单独施用IGFI33增强了大鼠的LV功  能。在

MI后向大鼠给予GH四周增强了LV的收缩功能37，减少了心脏纤维化、  心肌细胞的细胞凋亡

并且提高了存活率38。在猪的CHF的起搏模型中，GH使  血清IGFI增加，使LV功能增强并且使

LV壁应力降低39。

[0202] 临床研究。在临床上使用GH或IGFI蛋白已经受到了相当大的关注，尽管  缺乏大的

安慰剂对照研究。在对CHF患者(n＝8)进行的盲法安慰剂对照交叉研究 中对IGFI输注的急

性血液动力学作用进行了研究。IGFI的四小时输注使心输出  量增加，血管阻力减小并且使

右心房压力和楔压降低27。未在患有CHF的患者 中对IGFI蛋白的长期施用进行评价。在患有

CHF的患者中使用GH蛋白产生不  明确的结果。在总共14名患有CHF的患者中进行的两项小

的非对照并且非盲  法的研究报道进行GH蛋白疗法三个月提高了血清IGFI、LV功能以及临
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床状态 
40,41。向患有CHF的患者给予GH(蛋白质)长达3个月的随机安慰剂对照试验并  未改

变LV的功能或临床状态42,43。关于GH蛋白疗法的最新的文献综述得出结  论认为或许是由于

肽施用的动力学而缺少证据表明在缺血性和特发性临床CHF 中的功效44。因此，在替代性实

施方案中，本发明的基因转移方法通过提供持续 的IGFI表达而可优于IGFI蛋白疗法。

[0203] 心脏IGFI或GH的表达增加。人类IGFI在大鼠中的心脏定向性表达在使心  肌细胞

IGFI产生随之增加的同时几乎使血清IGFI水平加倍。这些大鼠的心脏重  量增加，伴有心肌

细胞增生，但心肌细胞体积没有增加35,45。在MI后，发现心  肌细胞的细胞凋亡减少以及Akt

的磷酸化增加35。IGFI的心脏定向性表达会减 缓年龄相关的细胞衰老，伴有端粒酶活性、端

粒缩短以及DNA损伤的减少。与  年龄匹配的转基因阴性同窝出生仔畜相比，这些大鼠在22

个月大时显示出Akt  激活增加和LV功能增强46。在心肌病背景(杂交育种模式)下心脏IGFI

的共表达  似乎防止心脏凋亡、LV重构以及LV功能障碍47。然而，由于CHF从未存在，  因此这

一策略不等同于治疗已经存在的CHF，治疗已经存在的CHF的方法是当 前建议的中心主题。

[0204] 为了确定GH基因转移是否会影响MI后的LV重构，在冠状动脉闭塞时向  大鼠心肌

直接注射编码GH的腺病毒(Ad.GH)48。在受损心肌与存活心肌之间的  边界区中进行注射。在

MI和基因转移后的六周时，在舒张末期左室内径(LV end‑diastolic  dimension)、LV  dP/

dt以及梗塞区的壁厚方面观测到有利的作用。这  些科学家们随后证实在冠状动脉闭塞后

的三周时将Ad.GH注射到大鼠的梗塞边  界区中，在注射后的三周时，使得LV  dP/dt增加并

且减少了LV扩张和壁变薄49。  在MI期间或在MI后的3周时的进行GH基因转移似乎对LV重构

具有有益的  作用。

[0205] 当在即将发生冠状动脉闭塞之前将编码IGFI的腺病毒(Ad .IGFI)注射到大鼠 的

受损灌注床中时，梗塞程度减轻50％，这一作用被认为主要是细胞凋亡减少 的结果50。这项

研究并未涉及IGFI基因转移对MI后的LV重构的作用。已显示，  腺病毒介导的IGFI基因转移

在体外减少缺氧诱导的肌细胞凋亡，以及在大鼠缺  血再灌注模型中，预先注射编码IGFI的

腺病毒使梗塞面积减少约50％(p<0.003)，  但该转基因仅在约15％的缺血区域中表达，这

与区域性旁分泌作用相符。并未  对使IGFI在整体衰竭的心脏中表达的作用进行探究。

[0206] 潜在的IGFI不良作用

[0207] 存活率。破坏GH/IGFI系统似乎会延长而非缩短具有正常心脏功能的大鼠  的寿

命51。然而，我们打算在严重CHF的背景下使IGFI表达增加，这预示着短  期死亡率会显著增

加。没有数据表明在CHF中抑制IGF会延长寿命。相反，人 中血清IGFI增加降低CHF的发病率

和死亡率52,53。流行病学研究已经显示血清  IGFI低的人产生缺血性心脏病的风险增大。在

弗雷明汉研究(Framingham  study)  中，血清IGFI高于中值的个体与低于中值的个体相比

CHF的发病率降低  50％52,53。最近的报道显示在CHF中延长寿命的血管紧张素转化酶抑制剂

(ACEI)  使IGFI信号转导增加54。我们的数据显示IGFI基因转移增强了衰竭的大鼠心脏 的

功能，并且我们打算确定是否还存在存活率方面的益处。

[0208] 癌症。临床流行病学研究报道了血清IGFI水平升高(>2倍的升高)与前列腺  癌和

绝经前乳腺癌之间的相关性55，但没有表明这种相关性是因果相关的。值得  注意的是，前列

腺癌的发病率随年龄而增加，而血清IGFI浓度降低55。在癌症  患者中，血清IGFI升高可能源

于肿瘤。实际上，大鼠的前列腺上皮中IGFI表达  增加会使得血清IGFI浓度升高并且会导致

前列腺瘤形成56。血清IGFI浓度升高  还可能由癌症患者的营养状况改变所引起。可以推测
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IGFI可能经由血管生成和  细胞凋亡减少来增进肿瘤生长。使与伴随的血清IGFI持续升高

的IGFIb的心脏  定向性表达与前列腺癌或乳腺癌无关，并且血清IGFI和GH的组合增加不提

高  患有肢端肥大症的患者的前列腺癌、乳腺癌或肺癌的发病率54。IGFI在癌症发  生或进展

中的作用是理论性的。看来谨慎的是，使IGFI表达增加的疗法应当限  制IGFI的血清浓度，

并且还提供如果需要停止表达的手段。我们打算通过使用  受调节的表达载体的基因转移

来实现这些目标，其使血清中的IGFI浓度升高并  且从而具有有益的心血管作用。

[0209] 研究的新颖性。这些研究侧重于研发用于临床CHF的IGFI基因转移。在临  床CHF中

尚未使用IGFI(或GH)基因转移。在CHF中对GH/IGFI蛋白进行的双  盲安慰剂对照临床试验

还未成功，这或许是因为GH/IGFI蛋白的生物半衰期相  对较短，这一问题将通过基因转移

来克服。虽然已经在动物研究中在冠状动脉 闭塞之前使用GH和IGFI的心脏基因转移来减

小梗塞面积，但并没有先前研究  对用于CHF本身的IGFI基因转移进行研究。此外，所提出的

使用长期并且受调  节的表达载体的全身性递送进行的旁分泌方法是新颖的，并且可以应

用于其它  基于旁分泌的肽来治疗多种心血管疾病。

[0210] 总结。由于临床前和临床研究关于IGFI的肽施用在治疗严重CHF方面的可  预测的

益处的局限性以及IGFI的基于旁分泌的基因转移在理论上的前景，我们  在我们的实验室

中着手进行研究(参见初步数据)，所述研究设计为规避连续或长  期间歇性静脉内肽输注

的障碍和不足。

[0211] 其它有益的肽。虽然IGFI的使用是引人注目的，但应当强调的是，本发明  的旁分

泌基因治疗方法还适用于具有有益的心血管作用的任何循环肽。举例来  说，尿皮质素‑2是

在促肾上腺皮质激素释放因子家族中新近发现的一种血管活  性肽，所述血管活性肽经由

促肾上腺皮质激素释放因子2型受体起作用，所述  受体稳健地表达于心脏和血管结构中。

输注尿皮质素‑2肽在患有心力衰竭的动  物和患者中具有多种多样有益的作用57。BNP是可

以类似方式递送的另一种用  于治疗临床CHF的生物有效性肽。此外，在肺动脉高压中，前列

环素类似物能  够有效治疗肺动脉高压，但当前的药剂(依前列醇(epoprostenol)和曲前列

尼尔  (trepostinil))需要恒定的全身注射，并且该治疗本身与高发病率有关58。在替代  性

实施方案中，本发明的方法提供了一种编码前列环素合酶的受调节的表达载  体作为肺动

脉高压的旁分泌型基因疗法。实际上，需要延长的或长期的间歇性  静脉内输注的任何当前

肽治疗剂均将适用于这种激素样基因转移方法。

[0212] 在临床研究中的AAV和免疫应答。在肌内或血管内递送AAV载体后长期 的转基因

表达在啮齿动物中一直是规律而不是例外。然而，在患者中进行的研 究一直受到因对转基

因以及有时对AAV载体本身的免疫应答所造成的有限表达  所困扰6。从这些研究和其它研

究中得出两个结论。1)肌内(与血管内相比)AAV  递送一般会激发对转基因和AAV衣壳的增

强的免疫应答；以及2)由于啮齿动物 的相对免疫耐受性，因此在啮齿动物中的成功并不总

是预示着在人类中的成功。 可以在着眼于人类的情况下对啮齿动物和猪的研究进行设计：

[0213] 可以选择AAV血清型(AAV8和AAV9)，所述AAV血清型最不可能与人类  受试者的预

先存在的中和抗体有关59。举例来说，AAV8与抗AAV中和抗体的  最低阳性率有关(19％，相对

而言，AAV1是59％并且AAV2是50％)。此外，在  具有AAV8/9抗体的少数人受试者当中，那些

受试者中的75％‑90％具有低滴度， 从而使得AAV8和AAV9成为当前在预期的免疫应答方面

最佳的选择59。人血  清对源自恒河猴的AAV载体(如AAVrh.32.33)几乎不具有血清阳性60，
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从而在  AAV8和AAV9被证明不合适的情况下提供一种替代的载体，尽管使用  AAVrh.32.33

的临床前和临床经验是有限的。

[0214] 可以避免肌内注射AAV载体，这是因为它们在大型动物体内可能激发免疫  应答6。

[0215] 可以使用两种物种特异性IGFI蛋白：大鼠和猪。可以使用大鼠IGFI和猪  IGFI这两

者。使用物种特异性IGFI将减少对转基因的免疫应答。可以使用编码  人IGFI的最佳载体来

进行临床试验。

[0216] 静脉内递送AAV8和AAV9是吸引人的，这是因为它的简易性并且因为它  有可能在

最低的可能的AAV剂量下达到治疗性转基因的最高血清水平。虽然对  这些AAV载体的血清

阳性率在猪和包括人在内的灵长类动物中是重要的，但它  在啮齿动物中并非是一个重要

的因素。对来自我们的供应商的猪进行初步取样  显示在所测试的9头猪中的7头中没有

AAV8抗体或AAV9抗体的迹象。

[0217] 在替代性实施方案中，本发明的转基因的表达局限于单个器官，例如如果  这种策

略提供了该转基因的治疗性血清水平。举例来说，本发明的示例性载体  是具有肝细胞特异

性启动子(TBG，人甲状腺激素结合球蛋白)的AAV8。

[0218] 使用IGFI进行的基于旁分泌的基因转移。

[0219] 虽然我们选择IGFI进行这些概念验证性研究，但在替代性实施方案中，本  发明包

括使用本文所概述的候选基因中的任一种，并且这些基因中的任一种将  有效达到预期效

果。举例来说，本发明提供有效递送任何旁分泌多肽的方法和  组合物，所述任何旁分泌多

肽例如哺乳动物强心肽、重组人松弛素‑2、松弛素‑2、  尿皮质素‑2、尿皮质素‑1、尿皮质素‑

3、脑利钠肽、前列环素合酶、生长激素、  胰岛素样生长因子‑1或其任何组合；或者人尿皮质

素‑2、尿皮质素‑1、尿皮质素  ‑3、脑利钠肽、前列环素合酶、生长激素、胰岛素样生长因子‑1

或其任何组合。

[0220] 我们将处于四环素反应元件(TRE)控制下的编码大鼠IGFI(A型)的示例性  AAV5载

体工程化：图1阐明了包含编码IGF1的AAV5的本发明的示例性构建  体；这种示例性AAV5载

体提供IGFI的受调节的表达：ITR：反向末端重复序  列；TRE：四环素反应元件；IGFIAU1：胰

岛素样生长因子‑I；SVpA：来自SV40  病毒基因组的多聚腺苷酸(双向)；rtTA2SM2：反向四环

素控制的转录激活子；  CMV：人类巨细胞病毒早期基因启动子。2823bp的总插入大小适合于

scAAV5 载体(容量：3.3kb)。

[0221] 编码序列包括信号肽以确保IGFI的细胞外分泌。我们已在基因转移实验中  在培

养的心肌细胞中使用这种载体(AAV5.IGFI.tet)：图2中的A阐明了来自以下  研究的数据，

在所述研究中，使用AAV5.IGFI.tet(10,000gc/细胞，2天)感染培养 的新生大鼠心肌细胞；

所示的凝胶表明IGFI的表达由多西环素(+Dox)(2μg/ml，  3天)所诱导，但在不存在多西环

素(‑Dox)的情况下不表达。通过免疫印迹法由抗  AU1抗体在培养基中检测到IGFI。图2中的

B阐明了如下的数据，其中在同样 的实验中，将心肌细胞在Akt裂解缓冲液中裂解(10分钟，

4℃)并且离心  (12,000×g，10分钟)；通过抗Akt抗体和抗磷酸化T308‑Akt抗体来检测总

Akt  和磷酸化Akt。IGFI表达与Akt激活有关。在感染后，转基因的表达不可检出(无 “渗

漏”)直到使用多西环素激活为止(图2中的A)。

[0222] 我们的载体(图1)含有较新的rtTA变体(rtTA2S‑M2)，不同于先前的rtTA构  建体，

这种rtTA变体提供稳健的dox依赖性表达并且提供低的基础活性或不提 供基础活性13。
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[0223] 在培养的心肌细胞中受调节的IGFI表达

[0224] 使用AAV5.IGFI‑tet(104gc/细胞，2天)对培养的新生大鼠心肌细胞进行基因  转

移。如在图3中以图表方式所阐明，随后，将多西环素(2μg/ml)添加至培养基  中，并且使用

实时RT‑PCR对IGFI的mRNA表达进行定量。IGFI的mRNA表  达在30分钟内增加到1.5倍(相比

于(vs)未刺激的)，并且到第24小时达到升高  到14倍的峰值。在第48小时，IGFI  mRNA略微

减少(10倍)，反映出多西环素 降解。为了关闭IGFI表达，使用四次连续的PBS洗涤将多西环

素去除(“洗去”， 参见图3)。在撤除多西环素后，IGFI  mRNA迅速减少。

[0225] 骨骼肌递送AAV5.IGFI.tet改善衰竭心脏的功能

[0226] 骨骼肌基因转移。我们最初在鼠类心力衰竭中在间接冠状动脉内递送 

AAV5.IGFI.tet(图1)后进行研究，发现在心脏靶向递送后衰竭心脏的功能得到了  大幅改

善。然而，用于证实基于旁分泌的转移的功效的概念验证性研究将需要  骨骼肌递送该载

体。对于这些关键的研究，我们在大鼠的胫骨前肌中使用肌内  递送AAV5.IGFI.tet5。选择

AAV5的原因在于其在骨骼肌中肌内注射后的众所周  知的高表达水平。在所有情况下，我们

已在培养基中发现了IGFI的表达(细胞培  养实验)，并且在心脏中(鼠类CHF模型)和血清中

(肌内注射后的大鼠模型、静脉 内注射后的小鼠)发现了长期IGFI表达，并且发现衰竭心脏

的功能得到了相应的 改善5。

[0227] 在大鼠研究中，我们首先对骨骼肌注射AAV5.EGFP以提供长期的转基因表  达的可

行性进行研究，如图4A中所阐明：图4A阐明了显示出在AAV5.EGFP  基因转移后的3周时在大

鼠的单侧胫骨前肌中的EGFP表达的显微照片。来自 同一动物的对侧未经过注射的胫骨前

肌未显示出EGFP的表达。图4B是表4，  汇总了来自对骨骼肌IGFI表达在CHF中的作用进行测

量的超声心动描记术的数  据。

[0228] CHF的MI模型和实验方案

[0229] 通过近端左侧冠状动脉闭塞，从而引起大面积透壁性梗塞和严重的LV功能  损伤

来诱发大鼠的MI。在MI后的后的一周时，LV功能受损的大鼠在胫骨前肌 中接受2×1012个基

因组拷贝(gc)的AAV5.IGFI.tet。在四周以后(在MI后的5周  时)，将LV射血分数(EF)<35％

的大鼠随机分配到两组中：一组接受饮用水中的  多西环素以激活IGFI表达(IGF启动型；n

＝10)，而另一组不接受多西环素(IGF  关闭型；n＝9)。在MI后的十周时(在激活IGFI表达后

的5周时)，通过超声心动  描记术和血液动力学研究对LV大小和功能进行评估；图5阐明了

用于在CHF 中进行AAV5.IGFI.tet骨骼肌基因转移的实验方案。

[0230] 结果。IGF启动型大鼠显示出LV射血分数增加(p＝0.02)和收缩末期左室内  径减

小(p＝0.03)(表4，参见图4B)。此外，通过在多巴酚丁胺(dobutamine)输注期  间压力上升

的速率(LV+dP/dt)所评估的LV收缩功能在引发IGFI表达后增强  (p＝0.001)(表5，下一

页)。此外，观测到在心输出量(p＝0.007)和每搏作功(p＝0.003)  方面的有利变化(表5)。

在转基因激活后的5周时，血清IGFI增加(IGF关闭型：  164±24ng/ml；IGF启动型：218±

11ng/ml；p＝0.008；每组n＝9)。这些数据指示  骨骼肌注射AAV5.IGFI.tet使得能够进行四

环素激活的表达，使血清IGFI水平  升高，并且改善了衰竭心脏的功能5。在替代性实施方案

中，可以使用具有较小  免疫原性的AAV载体，并且可以通过静脉内注射而非肌内注射来使

用它们以避 免激发免疫应答，并且对两种受调节的表达系统进行测试。
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[0231]

[0232]

[0233] 心脏细胞凋亡和纤维化(图6)

[0234] 图6阐明了AAV5.IGFI‑tet基因转移对心脏细胞凋亡和纤维化的作用。图6  中的A

以图表方式阐明了来自TUNEL染色的数据，所述数据表明激活IGFI表  达(IGF启动型)与心

肌细胞的细胞凋亡减少有关(p<0.0001；双因素ANOVA)，所  述心肌细胞的细胞凋亡在边界

区中比在远端区中减少更多。图6中的B阐明了  来自IGF关闭型和IGF启动型大鼠的未梗塞

的室间隔的经过苦味酸天狼猩红染  色的切片，示出了心脏纤维化减少，并且胶原切面面积

减小(p＝0.048)；图6中 的C以图表方式阐明了来自IGF关闭型和IGF启动型大鼠的这一数
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据。

[0235] AAV5.IGFI.tet的静脉内递送对比肌内递送：在初步研究中，我们确定了静  脉内

基因转移是否可以提高循环IGFI水平。在静脉内递送AAV5.IGFI.tet(每只  小鼠5×1010gc，

尾静脉)后的一周时，将小鼠随机分配到两组中的一组中：一组  接受饮用水中的多西环素

以激活IGFI表达(IGF启动型)而另一组不接受多西环  素(IGF关闭型)。由于大部分循环

IGFI以高亲和力与IGFI结合蛋白(IGFBP)结合 并且是生物上不活化的，因此我们对游离血

清IGFI(生物活性IGFI形式)进行测  量，在激活IGFI表达后的3个月，在IGF启动型小鼠中的

游离血清IGFI是在  IGF关闭型小鼠中的2倍(图7，下一页)。使用在第2.2.1.2.部分中所概

述的肌内  AAV5.IGFI.tet(每只大鼠2×1012gc)基因转移策略，我们发现在激活IGFI表达后 

的5周时，IGF启动组中的游离血清IGFI是IGF关闭组中的1.3倍(图7)。这些  数据表明在血

清IGFI浓度方面，静脉内递送AAV5.IGFI.tet比肌内递送更有效。

[0236] 此外，静脉内策略有可能避免激发免疫应答，所述免疫应答的激发已在肌 内递送

AAV之后被观测到6。这些实验提供了对于我们的研究来说关键的可行 性数据。

[0237] 静脉内递送：AAV5对比AAV9。

[0238] 我们接下来使用在肝脏和心脏中的拷贝数和转基因表达作为终点来确定静  脉内

递送AAV5对比AAV9的相对功效，如图8中所阐明。我们使用自身互补  型(sc)AAV载体，使得

与单链(ss) AAV载体相比能够更早表达。小鼠接受静脉内  scAAV5 .CMV .EGFP或

scAAV9.CMV.EGFP(5×1011gc)并且在21天后被处死。使  用针对这两种载体中的共有序列的

PCR引物来比较肝脏和心脏中AAV的DNA  拷贝数。在肝脏中，AAV9(相比于AAV5)使得AAV的

DNA拷贝和EGFP表达  这两者增加到3倍；在心脏中，观测到AAV的DNA拷贝增加到5倍并且

EGFP  表达增加到8倍。这些数据显示与静脉内AAV5相比，AAV9可以提供更高血清  水平的转

基因。

[0239] 方法

[0240] 图10阐明了本发明的示例性载体和载体设计：通过使用根据初步研究和生  物特

征所选择的三种载体的静脉内递送，可以确定广泛分布和表达的AAV8和  AAV9(图10的A)以

及具有肝脏特异性启动子的AAV8(图10的B)的相对优点。  有效性的标准可以是在递送后6

周(w)时的IGFI血清水平。使用最佳的AAV载  体产生两种受调节的表达载体(Tet和Rap)，可

以在对大鼠进行静脉内递送后对  这两种受调节的表达载体进行比较，如图10的C‑F中所

示。有效性的标准可以  是IGFI的血清水平，这次是在激活转基因表达后的16周时(递送后

的20周时)  进行研究。

[0241] 图10的A和B。用于在大鼠中进行最初研究以确定用于后续研究的最好的  AAV血清

型的AAV载体。这些载体在CBA(AAV8和AAV9)或TBG(AAV8)的驱  动下编码大鼠IGFI(未受调

节)。基于血清IGFI水平和表达持续时间，这些中最  好的载体可用来进行后续的研究以确

定最佳的调节系统。

[0242] 图10的C‑F。用于在大鼠中进行研究以确定最佳的受调节的表达系统的候  选载

体。使用来自最初的研究(上述)最好的AAV载体，产生并测试2种受调节 的表达载体：一种

受四环素调节，另一种受雷帕霉素调节。这些载体在  RSV(AAV8和AAV9)或TBG(AAV8)的驱动

下编码大鼠IGFI的受调节的表达。  CBA启动子对于雷帕霉素调节载体来说过大，因此使用

RSV来替代。这两种调  节系统中的较好者被选用于产生用于在正常猪中进行的后续研究的
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最佳载体，  编码猪IGFI的受调节的表达。ITR：反向末端重复序列；TRE：四环素反应元  件；

IGFI：胰岛素样生长因子‑I；SVpA：来自SV40病毒基因组的多聚腺苷酸(双 向)；rtTA2SM2：

反向四环素控制的转录激活子；SV40en：猿猴病毒40增强子；  TBG  Prom：甲状腺激素结合球

蛋白启动子；RSV  Prom：劳氏肉瘤病毒启动子；FRB‑p6：FRAP(雷帕霉素相互作用蛋白)的一

部分，与转录因子NF‑κB的亚单位  (p65)相结合；IRE：内部转录重新进入位点；ZF：锌指HD1 

DNA结合域；FKBP：  FK506结合蛋白；pA：最小多聚腺苷酸化片段；ZBD：锌指HD  DNA结合域(8 

个拷贝)。

[0243] 我们预计对AAV的免疫应答将不会在大鼠中起重要作用，尽管这些应答在  狗、猪、

人以及其它灵长类动物中是重要的。应当仔细地对免疫应答进行评估。  可以对AAV的生物

分布(例如利用qPCR使用扩增所有载体中的共有序列的引物)  和毒性(例如使用组织学分

析)进行定量。

[0244] 组大小。成功的主要标准可以是IGFI的血清水平，所述血清水平具有20％ 的变异

系数。为了检测出各组之间血清IGFI的30％的差异，在假定α错误为0.05 并且β错误为0.10

的情况下，将需要n＝10的组大小。

[0245] 实施例3：递送编码尿皮质素‑2的AAV8增强心脏功能

[0246] 这个实施例证实在本发明的方法的替代性实施方案中，旁分泌转基因充当  激素

并且在从远处部位被释放到循环中之后具有心脏作用。这种示例性方法可 以规避实现高

产率心脏基因转移的问题并且使患者能够在诊室看病期间通过全  身性注射被治疗。此外，

这种示例性方法可以消除对静脉内(IV)递送治疗性肽的 需要并且从而避免了反复和长时

间住院治疗、高发病率以及巨大的经济成本。  在替代性实施方案中，实现这些目标的最适

合的载体是8型腺相关病毒(AAV8)，  所述8型腺相关病毒在啮齿动物、猪以及灵长类动物中

静脉内递送之后提供长  期并且广泛的表达。

[0247] 在方法的替代性实施方案中，使用尿皮质素‑2，一种新近发现的促肾上腺皮  质激

素释放因子家族血管活性肽，作为治疗性转基因。尿皮质素‑2可以经由促 肾上腺皮质激素

释放因子2型受体起作用，所述受体稳健地表达于心脏和血管  结构中。在患有充血性心力

衰竭的动物和患者中进行的研究已证实尿皮质素‑2  肽输注的有利的血液动力学作用，包

括收缩功能得到增强而与加载量无关，这  表明直接的心脏作用。我们确认静脉内递送使用

鸡β‑肌动蛋白启动子的AAV8  提供持续的高的UCn2血清水平并且增强了衰竭的小鼠心脏的

功能。

[0248] 为了选择最好的具体实施方案来实施本发明的这一方面，可以在小鼠和猪  中进

行研究，例如使用这种示例性的基于旁分泌的方法，在本领域接受的动物  模型(小鼠CHF模

型)中：a)确定受调节的转基因表达以使得能够对血浆转基因水  平进行微调，并且允许根

据需要关闭和启动表达；以及b)确定尿皮质素‑2基因  转移的安全性、功效以及作用机制。

同样，可以使用正常的猪来确定：a)提高血  清UCn2所需的最低有效载体剂量；b)载体和转

基因的生物分布；以及c)毒性。

[0249] 本发明的旁分泌基因转移方法优于静脉内肽输注的潜在优势示于表1(上文) 中。

在替代性实施方案中，实施本发明的方法允许避免感染并且减少反复和长 时间住院治疗，

从而降低了成本。在替代性实施方案中，全身性载体递送由于  在任何给定的AAV剂量下均

提供最高水平的表达而是旁分泌基因转移的一种优  势。这种方法的潜在安全性和功效最
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近在对患有血友病B的患者进行的早期基  因疗法临床试验中被证实2，这一研究重新建立

起对基因疗法的信心。在替代性  实施方案中，本发明的旁分泌基因转移方法可以适用于具

有有益的心血管作用 的任何循环肽。

[0250] 在替代性实施方案中，使用AAV，从而使得能够进行与腺病毒相比更长时  间的转

基因表达，并且避免了与反转录病毒有关的插入诱变。在单次注射AAV  载体之后的数年，在

大型动物体内仍显示出持续的转基因表达6‑10。我们已在小 鼠11和大鼠中对此加以确认。虽

然最近的临床试验已经发现一些AAV血清型在  IM注射之后激发免疫应答12,13，但较新一代

的AAV载体(AAV5、AAV6、AAV8  和AAV9)在灵长类动物中不存在类似的问题14。IV  AAV递送在

血清转基因水平  方面优于IM递送，并且AAV9和AAV8优于AAV515(和未公布的数据)。此外， 

预先存在的抗AAV8抗体(19％)并不像包括AAV1和AAV2(50％‑59％)在内的其  它AAV血清型

一样普遍存在于人类中16。以图表方式阐明于图11中的我们的数  据表明IV  AAV8对于旁分

泌方法来说是最佳的载体和递送途径以达到持续升高 的血清UCn2水平。图11阐明了来自

以下的数据：IV递送  AAV9.CMV.UCn2(9.CMV)、AAV9.CBA.UCn2(9.CBA)对比  AAV8.CBA.UCn2

(8.CBA)；其中所述数据表明所有载体均与6周后血清UCn2  大幅增加有关。条柱中的数字表

示每组的样本量；p值来自ANOVA。ITR：反  向末端重复序列；SVpA：来自SV40病毒基因组的

polyA(多腺苷酸)；UCn2：  尿皮质素‑2；CBA：鸡β‑肌动蛋白启动子；CMV增强子：人类巨细胞

病毒增强  子。

[0251] 虽然CMV启动子在横纹肌中是稳健的，但它在肝脏中易被甲基化而失活17， 并且我

们的数据表明更不易被甲基化的启动子是优良的。实际上，虽然在IV载  体递送之后，CMV使

得UCn2持续增加到2倍，但使用鸡β‑肌动蛋白(CBA)启  动子使得血清UCn2增加到15.7倍，如

图11中所阐明。还可以使用肝细胞特异 性甲状腺激素结合球蛋白(TBG)启动子。

[0252] 在替代性实施方案中，本发明的构建体和方法允许受调节的表达，例如关  闭表

达。由于有可能通过AAV基因转移赋予长期的表达，因此在产生不良作用 的情况下，能够关

闭表达是理想的。受调节的表达还使得间歇性转基因递送(而  非恒定的转基因递送)的灵

活性成为可能。在替代性实施方案中，本发明的构  建体和方法使用受调节的表达系统，例

如像蜕皮激素、他莫昔芬、四环素、雷  帕霉素18‑21。蜕皮激素系统的大小需要双载体策略并

且他莫昔芬存在毒性方面的 问题。四环素调节系统和雷帕霉素调节系统(表2)已在大型动

物模型中进行了测 试9,10,22‑26。
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[0253]

[0254] 在替代性实施方案中，本发明的构建体和方法使用tet调节系统，该tet调节  系统

已被深入地研究27。不同于先前的rtTA构建体，本发明的rtTA变体(例如  rtTA2S‑M2)在不存

在基础活性(即无“渗漏”)的情况下提供稳健的tet依赖性表达 
11,26,28,29,30，并且对四环素

的敏感性高达10倍(在0.1μg/ml下达到最大限度的转基  因表达激活)30。10‑20mg多西环素

的单次日剂量可满足在人类受试者中完全激 活转基因表达26,31。在针对痤疮和慢性感染长

期使用口服多西环素的情况下，200  mg/d的剂量是患者良好耐受的31,32。四环素可削弱基质

金属蛋白酶(MMP)的活  性，并且在MI后的前几天内施用时影响LV重构24。我们先前已经证实

在所提出 的MI诱发的鼠类CHF模型中，多西环素不影响LV重构、TIMP或MMP表达，其 中多西

环素是在MI后的5周时给予的25。在临床环境下，在MI的急性期内将不会  使用四环素。

[0255] 在于非人灵长类动物中进行的AAV4.tet和AAV5.tet基因转移(视网膜内)的研 究

中并未发现对rtTA系统的组分的免疫应答(一个潜在的问题)9，其中四环素依  赖性转基因

表达在2.5年的研究持续时间内持续存在。我们在表达高水平的rtTA 的小鼠心脏中未观测

到炎症25,28,29，或在使用rtTA2S‑M2调节元件进行AAV5介导 的受调节的IGFI表达后的小鼠

中未观测到炎症11。看来不同于视网膜内或血管内  递送，向非人灵长类动物IM递送AAV.tet

的确会因对转录激活子融合蛋白的细菌  和病毒组分的免疫应答而引起受调节的表达减

弱33。可以同时测试对tet调节剂和  对雷帕霉素调节系统的免疫应答，该雷帕霉素调节系统

不具有细菌蛋白或病毒  蛋白并且与免疫应答的激发无关10。关于tet调节和雷帕霉素调节

的强度和限制， 参见表2。

[0256] 在雷帕霉素调节系统中，转基因表达由纳摩尔浓度的雷帕霉素或雷帕霉素  类似

物触发，所述表达是剂量依赖性的并且是可逆性的21。雷帕霉素在临床上被  用于抑制免疫

应答，在小鼠中防止衰老的有害影响23，并且通过阻断雷帕霉素  (mTOR)信号转导通路的哺

乳动物靶标来抑制多形性成胶质细胞瘤34。35口服雷  帕霉素类似物AP22594与雷帕霉素同

样有效地激活转基因表达，表现出最低限度 的免疫抑制作用，并且不抑制mTOR10,35‑37。可以

使用猪，从与有效用于猕猴的 口服剂量(0.45mg/kg，每周一次)类似的口服剂量开始，来确

定口服施用的  AP22594的剂量‑响应关系和它所需的给药时间间隔10。

[0257] 在替代性实施方案中，本发明的构建体和方法在体内表达尿皮质素‑2，包括 
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UCn1、UCn2以及UCn3(38‑40个氨基酸(aa))，它们属于促肾上腺皮质激素释放 因子(CRF)家

族。这些肽可以刺激促肾上腺皮质激素释放因子受体1和2(CRF1、  CRF2)。UCn1结合CRFR1和

CRFR2，但UCn2和Ucn3仅结合CRFR238‑41，所  述受体表达于心肌细胞、血管结构、肠、脑以及骨

骼肌中42,43,44。虽然UCn1见  于LPS诱发的炎症中并且牵涉到组织渗透性45,46，但UCn2的作用

是不同的，与  有利的生物作用有关，这部分归因于它对CRFR2的亲和力。UCn2的作用并不 

是完全依赖于cAMP。举例来说，CRFR2在结合UCn2后的脱敏经由β‑抑制蛋 白的易位来诱导

PI3K/Akt信号转导。此外，提高的ERK1/2信号转导经由G蛋 白的β亚单位和γ亚单位解离而

发生47,48。这些非cAMP依赖性事件促使心肌细 胞的细胞凋亡减少。在临床前和临床CHF中进

行UCn2的肽输注已经始终地显  示对LV功能的有利作用以及减少的交感肾上腺轴的激

活49‑51。

[0258] 如下表3中所列，在多种有益的作用当中，使用本发明的方法和组合物进  行的

UCn2输注可以增强收缩功能而与加载条件无关，这表明了直接的心脏作用  52。肌肉收缩的

作用机制尚未确定。最新的研究表明对Ca2+调控53、动作电位时  程54、缺血再灌注损伤55‑57、

以及肾素‑醛固酮系统具有有益的作用49。UCn2输  注的安全性和功效已在大型动物CHF模型

中58,59以及在正常人受试者和患有  CHF的患者中被证实50,51。最近的一篇评论促进了它在

第3级和第4级CHF中 的使用60。

[0259]
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[0260] 由于UCn2的血浆半衰期是15分钟51，因此需要长期输注。相反，在替代  性实施方案

中，本发明的基于旁分泌的UCn2基因转移可以避免与长期肽输注有  关的障碍，如上表1中

所指出。通过仅使物种特异性UCn2在所建议的两个物种 中表达，将消除对转基因的免疫应

答。

[0261] 基于旁分泌的基因转移的概念验证。我们证明经由IM注射编码胰岛素样生  长因

子‑I的AAV5(AAV5.IGFI)进行的旁分泌基因转移改善了衰竭的大鼠的功能 
11。我们目前还

已经证实IV递送编码UCn2的AAV8不仅提供了持续高水平的血清  UCn2(>15倍的提高)，还增

强了正常心脏和衰竭心脏的功能。

[0262] AAV载体和启动子的选择：根据先前公开的研究清楚的是，与其它AAV血  清型相

比，IV  AAV8或AAV9将提供更高水平的转基因表达，并且一般最为稳健 的CMV或CBA启动子

将是最佳的。因此，我们将在CMV或CBA的驱动下编码鼠  类UCn2的AAV8和两种AAV9载体工程

化以确定哪一种载体将最有效地提高血  清UCn2，如图11中所阐明。使用可商购获得的UCn2

特异性ELISA。AAV9.CMV  使血清UCn2升高到2.3倍，这虽然低于其它2种载体，但对于治疗性

反应来说可 能是充分的。然而，AAV8.CBA与血清UCn2升高到15.7倍有关(AAV8.CBA.UCn2： 

109±7ng/ml，n＝9；对照组：7±1ng/ml)。这种高水平的血清UCn2将使得降低AAV8 的剂量

成为可能。AAV8.CBA和AAV9.CBA相对于AAV9.CMV的优越性可能反映  了在肝脏中CBA的相对

稳健性或CMV易被甲基化而失活17。我们因此选择  AAV8.CBA进行另外的研究。

[0263] AAV8.CBA.UCn2在静脉内递送后的分布和表达。在替代性实施方案中，本  发明的

构建体和方法通过基于旁分泌的基因转移策略在体内表达UCn2，并且可 以用于提高UCn2

的血清水平。替代性实施方案不需要在心脏本身中存在有UCn2 的表达，这是因为循环UCn2

的作用以及它对心脏和血管结构的作用将提供所述  转基因的治疗作用，这些作用并不需

要UCn2在心肌细胞本身当中表达。

[0264] UCn2的肝脏表达：在IV递送AAV8.CBA.UCn2(5×1011gc；参见图11)后的6  周时所证

实的血清UCn2增加到15.7倍与肝脏中UCn2  mRNA表达的时间依赖性  增加有关，如图12中所

阐明，所述时间依赖性增加在递送后的4‑6周时趋于平稳，  这与血清UCn2的稳定升高有良

好的相关性。图12A以图表方式阐明了在  AAV8.CBA.UCn2(5×1011gc，IV)后，UCn2  mRNA在肝

脏中的表达的时间过程。  肝脏UCn2表达(每个条柱是2只小鼠的平均值)在递送后的4‑6周

时达到平稳状态，  这与对于血清UCn2所观测到平稳状态相关(数据未示)。图12B以图表方

式阐明了  如下数据，所述数据显示了在AAV8.CBA.UCn2(5×1011gc，IV)后的6周(w)，UCn2 

mRNA在LV中的表达。在骨骼肌样本中观测到类似的高水平的UCn2  mRNA(数  据未示)。

[0265] UCn2的心脏表达。虽然本发明的基于旁分泌的基因疗法的有益作用不要求  UCn2

的心脏表达，但我们证实在IV递送AAV8.CBA.UCn2后的6周时，UCn2  mRNA在LV样本中的表达

大幅增加，参见图12B。在替代性实施方案中，本发明  的构建体(包括例如AAV8，包括AAV8 

DNA的存在和UCn2  mRNA)可以向任何器  官或其它器官递送和/或表达于任何器官或其它器

官中，所述任何器官或其它器 官包括骨骼肌、肺、脑、肾脏、脾脏、小肠、骨髓。

[0266] 对正常小鼠进行UCn2基因转移。为了确定UCn2基因转移是否增强LV功 能，我们通

过静脉内(IV)递送向正常小鼠递送了AAV8.UCn2(5×1011gc)或盐水(对  照组)。在UCn2基因

转移后的五周时，小鼠经历有创性程序，其中将米勒导管  (Millar  catheter)(1.4F)放入

到LV腔中以测量压力上升。在对各组身份不知情的情  况下进行数据采集和分析。UCn2基因
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转移增强了LV的收缩功能(LV+dP/dt)(图  13A，左图)；‑dP/dt也降低，这表明LV舒张增强

(图13B，右图)。在LV的质量、  组织学或者LV的结构或功能方面未检测到不良作用。图13以

图表方式阐明了：  在IV递送AAV8.CBA.UCn2后的6周时正常小鼠的LV功能(相比于注射盐水

的  对照小鼠)。图13A：LV+dp/dt；图13B：LV‑dP/dt。值表示平均值±SE。条柱 中的数字表示

组大小。UCn2基因转移增强了收缩功能和心脏舒张作用这两者。

[0267] 对患有CHF的小鼠进行UCn2基因转移。我们使用近端左侧冠状动脉闭塞  来诱发小

鼠的严重CHF，这一模型已被我们广泛地使用并且模拟了临床基于缺  血的CHF的各个方

面25。如该方案(图12A)中所示，在冠状动脉闭塞后的3周 时，我们进行超声心动描记术以证

实严重的LV功能障碍和腔扩张。然后，我们  将入选对象随机分配以接受AAV8.CBA.UCn2(每

只小鼠5×1011gc)或等体积的盐  水的IV递送。在随机化后的五周时，对小鼠进行反复的超

声心动描记术并且测  量LV压力上升和下降以及它们的一阶导数LV+dP/dt。在对各组身份

不知情的  情况下进行数据采集和分析。尽管在进行UCn2基因转移时存在显著的LV功能 障

碍，但LV面积变化分数(FAC％)(射血分数的替代参数)增加(图14的B)。UCn2  基因转移还增

强了LV的收缩功能(LV+dP/dt)和舒张功能(LV‑dP/dt)(图14的C)。 峰值LV+dP/dt增加到接

近正常的值，从而证实所提出的策略作为一种用于CHF 的新颖性疗法值得被研发。图14的B

和C阐明了显示出UCn2转移对衰竭心脏  的作用的数据：图14的A：在MI和产生CHF后的3周

时，小鼠接受IV  AAV8.UCn2或盐水；在基因转移后的5周时(MI后的8周时)，评估LV的功能

(盲  法研究)；图14的B：UCn2基因转移使LV面积变化分数(％FAC)增加；图14 的C：UCn2基因

转移使LV的峰值+dP/dt和峰值‑dP/dt增加，表明对衰竭心脏 的LV收缩功能和舒张功能具

有显著的益处。

[0268] UCn2基因转移：对心脏Ca2+调控的作用

[0269] C2 .5 .1 .UCn2基因转移会改变SERCA2a的表达。AAV8 .CBA .UCn2基因转  移(5×

1011gc，IV)与在基因转移后的4周时从小鼠获得的LV样本中SERCA2a 的mRNA和蛋白质的表

达增加有关(图15A‑15B)。这些变化预期会促进肌丝的  Ca2+利用率，并且从而增强收缩功能

和舒张功能这两者，如我们已经在UCn2基  因转移后在正常心脏和衰竭心脏中所观测到的

那样(图13A‑13B和14)，从而提  供了UCn2基因转移增强LV功能的似乎合理的机制。UCn2肽

在分离的心肌细 胞中的类似作用已有所描述53。

[0270] 图15A‑15B阐明了如下的数据(图15A通过图表，图15B通过免疫印迹)，  其中正常

小鼠接受AAV8.CBA.UCn2(5×1011gc)或盐水(CON(对照))的IV递送；  并且在四周后，来自

UCn2基因转移组的LV样本显示SERCA2a蛋白质表达增  加到2倍。针对TnI含量将免疫印迹信

号归一化。条柱中的数字表示组大小。  将预期SERCA2a表达的这些变化促进肌丝对Ca2+的利

用率，并且从而增强LV 的收缩功能和舒张功能。

[0271] UCn2基因转移和Ca2+瞬变。在AAV8.CBA.UCn2(5×1011gc，IV)后的4周 时从小鼠分

离心肌细胞(CM)。使用已接受IV盐水的小鼠作为对照。在测量期间，  将来自UCn2小鼠的心

肌细胞与24nM的UCn2肽一起孵育以模拟体内的血清  UCn2水平。来自接受UCn2基因转移的

小鼠的心肌细胞显示Ca2+瞬变发生改变，  其中t1/2缩短，如图16A‑16B中所示：在UCn2基因

转移后的Ca2+瞬变：图16A 以图表方式阐明了UCn2基因转移使Ca2+下降的速率增加；图16B

以图表方式  阐明了在来自已在4周前接受UCN2基因转移的小鼠的心肌细胞中至Ca2+瞬变 

衰减的时间缩短。将实验重复三次。条柱表示平均值+SE；条柱中的数字表示心  肌细胞数；
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条柱上方的数字指示p值。

[0272] UCn2具有心脏保护性。为了测试UCn2对缺氧性损伤的作用，我们使用叠  氮化钠

(NaN3)处理培养的新生大鼠心肌细胞，叠氮化钠不可逆地结合细胞色素氧  化酶中的血红

素辅因子并且抑制线粒体呼吸，从而模拟缺氧诱导的细胞毒性。  UCn2处理保护了心肌细胞

免受损伤，如在形态学上以及LDH释放减少所反映，  如图17A‑17B中所阐明。UCn2还保护分

离的心肌细胞免受缺氧‑复氧损伤  (p<0.001；数据未示)。图17A‑17B示出了UCn2保护培养

的新生大鼠心肌细胞 免遭缺氧性损伤的数据：图17A阐明了在NaN3(10mM)处理后的24小时

之时，  UCn2(60nM)维持了形态正常性；图17B以图表方式阐明了UCn2减少了在NaN3处理后

的LDH释放(p<0.001)。

[0273] 对CREB和β‑联蛋白的作用。在AAV8.CBA.UCn2(5×1011gc，IV)后的4周 时从小鼠获

得LV样本。使用已接受IV盐水的小鼠作为对照。来自已接受UCn2  基因转移的小鼠的LV样本

显示CREB的磷酸化增加(增加到3倍，p<0.01，图  18A)。CREB是一种使得能够在心脏中进行

CRE介导的基因表达的转录因子。  此外，UCn2基因转移与LV的β‑联蛋白磷酸化增加到2倍有

关(p<0.0001，图  18B)。β‑联蛋白磷酸化增加使得β‑联蛋白在心肌细胞的闰盘中的积聚减

少并且  从而减轻了心脏僵硬和舒张功能障碍。这可促使我们观测到UCn2基因转移增强  正

常心脏和衰竭心脏的LV舒张。图18A‑18B以图表方式阐明了在IV递送  UCn2.CBA.UCn2后的4

周时，在LV样本中检测到CREB(图18A)和β‑联蛋白(图  18B)这两者的磷酸化。对照组小鼠接

受IV盐水。

[0274] UCn2基因转移的非心脏作用。IV递送AAV8.CBA.UCn2(5×1011gc)对葡萄  糖代谢具

有有利的作用——抗糖尿病作用。举例来说，接受UCn2基因转移的小 鼠能抵抗由高脂饮食

(HFD)所诱发的高血糖症，所述由高脂饮食诱发的高血糖症  是用于临床前研究中的一种2

型糖尿病模型(图19A)。葡萄糖水平降低是因为葡  萄糖利用率增加，如在HFD喂养的小鼠的

葡萄糖耐量测试中所观测到的(图  19B)。图19A‑19B阐明了显示UCn2影响葡萄糖调节的数

据。小鼠接受  AAV8.CBA.UCn2(5×1011gc，n＝8)或盐水(n＝8)的IV递送并且接受标准饲料3

周。  在UCn2组中观测到空腹血糖小幅降低。然后，小鼠接受高脂饮食(HFD)8周。  如所预期，

在对照中观测到高血糖症，但UCn2小鼠仍维持正常的血糖水平。图  19B：小鼠接受

AAV8.CBA.UCn2(5×1011gc，n＝8)或盐水(n＝8)的IV递送并且接 受HFD  2个月，并且进行葡

萄糖耐量测试。禁食的小鼠接受葡萄糖(每克体重2  mg，IP)并且测量葡萄糖水平。结果指示

UCn2基因转移促进了葡萄糖的利用并  且防止了饮食诱发的高血糖症。

[0275] 图20阐明了本发明的示例性构建体：缩写：ITR：反向末端重复序列；TRE：  四环素

反应元件；SVpA：来自SV40病毒基因组的polyA(双向)；rtTA2SM2：  反向四环素控制的转录

激活子；SV40en：猿猴病毒40增强子；TBG  Prom：甲  状腺激素结合球蛋白启动子；RSV  Prom：

劳氏肉瘤病毒启动子；FRB‑p6：FRAP(雷 帕霉素相互作用蛋白)的一部分，与转录因子NF‑κB

的亚单位(p65)相结合；IRE： 内部转录重新进入位点；ZF：锌指HD1  DNA结合域；FKBP：FK506

结合蛋白；  pA：最小多聚腺苷酸化片段；ZBD：锌指HD  DNA结合域(8个拷贝)。
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