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本文公开了用于选择性抑制与神经肌肉疾

病如面肩肱型肌营养不良相关的RNA转录物的工

程化DUX4靶向寡核苷酸。还公开了含有这些寡核

苷酸中的任一种的载体、含有这些寡核苷酸中的

任一种的药物配制品和含有这些寡核苷酸中的

任一种的试剂盒。本文还公开了通过使DUX4靶向

寡核苷酸接触与神经肌肉疾病如面肩肱型肌营

养不良相关的RNA转录物来选择性抑制多肽表达

和活性的方法。
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1.一种长度为约15至约25个核苷酸的工程化DUX4靶向寡核苷酸，其中所述工程化DUX4

靶向寡核苷酸与SEQ .ID .NO:20 ,962‑42 ,138中的任一个具有至少约：80％、85％、90％或

95％序列同一性。

2.根据权利要求1所述的长度为约15至约25个核苷酸的工程化DUX4靶向寡核苷酸，其

中所述工程化DUX4靶向寡核苷酸与SEQ .ID .NO:42 ,006‑42 ,138中的任一个具有至少约

80％、85％、90％或95％序列同一性。

3.根据权利要求1所述的工程化DUX4靶向寡核苷酸，其与DUX4  RNA中在个体之间大于

85％保守的结合位点互补。

4.根据权利要求2所述的工程化DUX4靶向寡核苷酸，其中所述工程化DUX4靶向寡核苷

酸包含DNA核苷酸和RNA核苷酸。

5.根据权利要求1所述的工程化DUX4靶向寡核苷酸，其中所述寡核苷酸包含DNA核苷

酸。

6.根据权利要求1所述的工程化DUX4靶向寡核苷酸，其中所述工程化DUX4靶向寡核苷

酸包含RNA核苷酸。

7.根据权利要求6所述的工程化DUX4靶向寡核苷酸，其中所述工程化DUX4靶向寡核苷

酸是小干扰RNA(siRNA)、微RNA(miRNA)、小核RNA(snRNA)、U剪接体RNA(U‑RNA)、小核仁RNA

(snoRNA)、Piwi相互作用RNA(piRNA)、重复相关小干扰RNA(rasiRNA)、小rDNA来源的RNA

(srRNA)、转移RNA来源的小RNA(tsRNA)、核糖体RNA来源的小RNA(rsRNA)、大型非编码RNA来

源的小RNA(lncsRNA)、或信使RNA来源的小RNA(msRNA)、反义寡核苷酸(ASO)、gapmer、

mixmer、双链RNA(dsRNA)、单链RNAi(ssRNAi)、DNA引导的RNA干扰(ddRNAi)、RNA激活寡核苷

酸(RNAa)、或外显子跳读寡核苷酸。

8.根据权利要求1所述的工程化DUX4靶向寡核苷酸，其中所述工程化DUX4靶向寡核苷

酸包含选自锁核酸核碱基、2’O甲基核碱基或2'甲氧基乙基核碱基的至少一个核碱基。

9.根据权利要求2所述的工程化DUX4靶向寡核苷酸，其在水溶液中与DUX4编码序列结

合，其预测解链温度(Tm)为约45至约65摄氏度，其中所述水溶液的pH范围为约7.2至约7.6。

10.一种缀合物，所述缀合物包含i)根据权利要求1‑9中任一项所述的工程化DUX4靶向

寡核苷酸；ii)抗体、抗体片段、单个单体可变抗体结构域、天然存在的配体、小分子或肽；和

任选地iii)将i)连接至ii)的接头。

11.一种载体，所述载体含有或编码根据权利要求1至9所述的工程化DUX4靶向寡核苷

酸。

12.根据权利要求11所述的载体，其中所述载体包括病毒载体、纳米颗粒载体、脂质体

载体、外体载体、细胞外囊泡载体或其组合。

13.根据权利要求12所述的载体，其中所述载体是所述脂质体载体。

14.根据权利要求12所述的载体，其中所述载体是所述纳米颗粒载体。

15.根据权利要求12所述的载体，其中所述载体是所述外体载体。

16.根据权利要求12所述的载体，其中所述载体是所述细胞外囊泡载体。

17.一种药物组合物，所述药物组合物包含根据权利要求1至9中任一项所述的工程化

DUX4靶向寡核苷酸、根据权利要求10所述的缀合物、根据权利要求11至16中任一项所述的

载体，以及药学上可接受的：赋形剂、稀释剂、载体或其组合。
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18.根据权利要求17所述的药物组合物，所述药物组合物包含所述药学上可接受的赋

形剂，其中所述药学上可接受的赋形剂包括缓冲剂、稳定剂、抗氧化剂、冷冻保护剂、冻干

剂、稀释剂或其任何组合。

19.根据权利要求17所述的药物组合物，所述药物组合物包含所述药学上可接受的稀

释剂，其中所述药学上可接受的稀释剂包括蒸馏水、去离子水、生理盐水、林格氏溶液、右旋

糖溶液、细胞生长培养基、磷酸盐缓冲盐水(PBS)或其任何组合。

20.根据权利要求17所述的药物组合物，所述药物组合物呈单位剂量形式。

21.一种试剂盒，所述试剂盒包含根据权利要求1至9中任一项所述的工程化DUX4靶向

寡核苷酸、根据权利要求10所述的缀合物、根据权利要求11至1516中任一项所述的载体或

根据权利要求17‑20中任一项所述的药物组合物以及容器。

22.根据权利要求21所述的试剂盒，其中所述容器包括罐、安瓿、注射筒、袋、盒或其组

合。

23.一种治疗受试者的疾病或病症的方法，所述方法包括向所述受试者施用治疗有效

量的根据权利要求17‑20中任一项所述的药物组合物。

24.根据权利要求23所述的方法，其中所述疾病或病症是DUX4介导的疾病或病症。

25.根据权利要求24所述的方法，其中所述DUX4介导的疾病或病症是面肩肱型肌营养

不良。

26.根据权利要求23‑25中任一项所述的方法，其中所述受试者是有需要的。

27.根据权利要求26所述的方法，其中所述有需要的受试者是有需要的人类受试者。

28.根据权利要求23‑27中任一项所述的方法，其中所述施用是以约0 .001mg至约10 ,

000mg药物配制品/kg所述受试者体重的量进行。

29.根据权利要求23‑28中任一项所述的方法，其中所述施用是口服、鼻内、直肠、外用、

眼内、肌内、静脉内、腹膜内、心内、皮下、颅内、鞘内或其任何组合。

30.根据权利要求29所述的方法，其中所述药物组合物包含以以下体积施用的液体剂

型：约1ml至约5ml、约5ml至10ml、约15ml至约20ml、约25ml至约30ml、约30ml至约50ml、约

50ml至约100ml、约100ml至150ml、约150ml至约200ml、约200ml至约250ml、约250ml至约

300ml、约300ml至约350ml、约350ml至约400ml、约400ml至约450ml、约450ml至500ml、约

500ml至750ml、或约750ml至1000ml。

31.根据权利要求23‑30中任一项所述的方法，其中所述药物组合物呈液体剂型、固体

剂型、可吸入剂型、鼻内剂型、脂质体配制品、呈丸剂形式、呈胶囊形式、凝胶或其任何组合。

32.根据权利要求23‑31中任一项所述的方法，其中所述施用包括全身或局部施用。

33.根据权利要求32所述的方法，所述方法包括全身施用，其中所述全身施用包括以下

中的至少一种：肠胃外施用、静脉内施用、皮下施用、鞘内施用、腹膜内施用、肌内施用、血管

内施用、输注、口服施用、吸入施用、十二指肠内施用、眼部施用、真皮施用、直肠施用或其任

何组合。

34.根据权利要求23所述的方法，所述方法进一步包括并行或连续施用共同疗法。

35.一种方法，所述方法包括向受试者施用根据权利要求1‑9中任一项所述的工程化

DUX‑4靶向寡核苷酸，其中在所述施用后，所述工程化DUX‑4靶向寡核苷酸选择性地与两种

不同的内源性疾病相关RNA杂交，其中所述两种不同的内源性疾病相关RNA中的一种是从第
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一遗传基因座转录的DUX4  RNA，并且所述两种不同的内源性疾病相关RNA中的一种转录自

与所述第一遗传基因座不同的遗传基因座。

36.根据权利要求35所述的方法，其中所述两种不同的内源性疾病相关RNA中的第二种

选自SEQ  ID  NO:42139‑42894。

37.根据权利要求35所述的方法，其中所述工程化DUX4靶向寡核苷酸与转录自与所述

第一遗传基因座不同的遗传基因座的所述内源性疾病相关RNA杂交，使得在杂交后，在结合

位点中存在不多于4个错配、凸起、插入或缺失，并且所得双链体含有两个长至少7个连续核

碱基的互补区域，或一个长至少10个连续核碱基的区域。

38.根据权利要求35所述的方法，其中所述方法是治疗疾病或病症的方法，所述疾病或

病症是DUX4介导的疾病或病症。

39.根据权利要求37所述的方法，其中所述DUX4介导的疾病或病症是面肩肱型肌营养

不良。

40.根据权利要求8所述的方法，其中在所述工程化DUX4靶向寡核苷酸与所述第二RNA

之间杂交后，预测的热解链点为约40摄氏度至约65摄氏度。

41.一种在治疗神经肌肉疾病中使用的组合物，所述组合物包含根据权利要求1至9中

任一项所述的工程化DUX4靶向寡核苷酸、根据权利要求9所述的缀合物、根据权利要求11至

16中任一项所述的载体、根据权利要求17‑20中任一项所述的药物组合物和药学上可接受

的：赋形剂、稀释剂或载体。

42.根据权利要求41所述的用于所述用途的组合物，其中所述神经肌肉疾病是面肩肱

型肌营养不良。
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用于神经肌肉障碍的寡核苷酸及其组合物

相关申请的交叉引用

[0001] 本申请要求2021年7月14日提交的美国临时申请号63/221 ,568的权益，将其公开

内容通过引用以其整体并入本文。

通过引用并入

[0002] 本说明书中提到的所有出版物、专利和专利申请都通过引用并入本文，并入程度

就像每个单独的出版物、专利或专利申请被具体地且单独地指出以通过引用并入一样。就

通过引用并入的出版物和专利或专利申请与说明书中包括的公开内容相矛盾而言，说明书

旨在取代和/或优先于任何这种矛盾的材料。

发明内容

[0001] 本公开文本的某些方面涉及一种长度为约15至约25个核苷酸的工程化DUX4靶向

寡核苷酸，其中所述工程化DUX4靶向寡核苷酸与SEQ.ID.NO:20,962‑42,138中的任一个具

有至少约：80％、85％、90％或95％序列同一性。此外，所述工程化DUX4靶向寡核苷酸的长度

可以为约15至约25个核苷酸，可以与SEQ.ID.NO:42,006‑42,138中的任一个具有至少约：

80％、85％、90％或95％序列同一性。

[0002] 在某些情况下，所述工程化DUX4靶向寡核苷酸包含DNA核苷酸和RNA核苷酸。在一

些情况下，此寡核苷酸包含DNA核苷酸。在一些情况下，所述寡核苷酸包含RNA核苷酸。在某

些情况下，所述寡核苷酸是小干扰RNA(siRNA)、微RNA(miRNA)、小核RNA(snRNA)、U剪接体

RNA(U‑RNA)、小核仁RNA(snoRNA)、Piwi相互作用RNA(piRNA)、重复相关小干扰RNA

(rasiRNA)、小rDNA来源的RNA(srRNA)、转移RNA来源的小RNA(tsRNA)、核糖体RNA来源的小

RNA(rsRNA)、大型非编码RNA来源的小RNA(lncsRNA)、或信使RNA来源的小RNA(msRNA)。在某

些情况下，如上所述的寡核苷酸可包含至少一个锁核酸核碱基。

[0003] 如上所述的DUX4靶向寡核苷酸可以在水溶液中与DUX4编码序列结合，其预测解链

温度(Tm)为约45至约65摄氏度，其中所述水溶液的pH范围为约7.2至约7.6。

[0004] 本公开文本的另一方面是i)如上所述的DUX4靶向寡核苷酸的缀合物，其中所述缀

合物包含所述寡核苷酸和抗体、抗体片段、单个单体可变抗体结构域、天然存在的配体、小

分子或肽；和任选地iii)将i)连接至ii)的接头。

[0005] 本公开文本的另一方面涉及一种载体，所述载体含有或编码如本文所述的缀合物

或如本文所述的寡核苷酸。在某些情况下，所述载体可以包括病毒载体、纳米颗粒载体、脂

质体载体、外体载体、细胞外囊泡载体或其组合。所述载体可以是脂质体载体。所述载体可

以是纳米颗粒载体。所述载体可以是外体载体。所述载体可以是细胞外载体。

[0006] 本公开文本的另一方面涉及一种药物组合物，所述药物组合物包含本文所述的工

程化DUX4靶向寡核苷酸、本文所述的缀合物、如本文所述的载体、根据权利要求10至15中任

一项所述的载体，和药学上可接受的：赋形剂、稀释剂、载体或其组合。在某些情况下，所述

药学上可接受的赋形剂包括缓冲剂、稳定剂、抗氧化剂、稀释剂或其任何组合。在某些情况

下，所述药学上可接受的稀释剂包括蒸馏水、去离子水、生理盐水、林格氏溶液、右旋糖溶
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液、细胞生长培养基、磷酸盐缓冲盐水(PBS)或其任何组合。本文所述的药物组合物可以呈

单位剂量形式。

[0007] 本公开文本的另一方面涉及一种试剂盒，所述试剂盒包含如本文所述的工程化

DUX4靶向寡核苷酸、如本文所述的缀合物、如本文所述的载体或如本文所述的药物组合物

和容器。在某些情况下，所述容器可以包括罐、安瓿、注射筒、袋、盒或其组合。

[0008] 本公开文本的另一方面是一种治疗受试者的疾病或病症的方法，所述方法包括向

所述受试者施用治疗有效量的如本文所述的药物组合物。所述疾病或病症是DUX4介导的疾

病或病症。所述DUX4介导的疾病或病症是面肩肱型肌营养不良。所述受试者可以是有需要

的受试者。所述受试者可以是有需要的人类受试者。

[0009] 在所述方法中，所述施用是以约0.001mg至约10,000mg药物配制品/kg受试者体重

的量进行。所述施用可以是口服、鼻内、直肠、外用、眼内、肌内、静脉内、腹膜内、心内、皮下、

颅内、鞘内或其任何组合。

[0010] 所述方法可以使用所述药物组合物，其中所述药物组合物包含以以下体积施用的

液体剂型：约1ml至约5ml、约5ml至10ml、约15ml至约20ml、约25ml至约30ml、约30ml至约

50ml、约50ml至约100ml、约100ml至150ml、约150ml至约200ml、约200ml至约250ml、约250ml

至约300ml、约300ml至约350ml、约350ml至约400ml、约400ml至约450ml、约450ml至500ml、

约500ml至750ml、或约750ml至1000ml。在某些情况下，所述药物组合物呈液体剂型、固体剂

型、可吸入剂型、鼻内剂型、脂质体配制品、呈丸剂形式、呈胶囊形式或其任何组合。

[0011] 在某些情况下，所述施用包括全身或局部施用。所述全身可以是施用，其中所述全

身施用包括以下中的至少一种：肠胃外施用、静脉内施用、皮下施用、鞘内施用、腹膜内施

用、肌内施用、血管内施用、输注、口服施用、吸入施用、十二指肠内施用、直肠施用或其任何

组合。

[0012] 在某些情况下，所述方法进一步包括并行或连续施用共同疗法。

[0013] 本公开文本的另一方面涉及一种施用本文所述的工程化DUX‑4靶向寡核苷酸的方

法，其中在所述施用后，所述工程化DUX‑4靶向寡核苷酸选择性地与两种不同的内源性疾病

相关RNA杂交，其中所述两种不同的内源性疾病相关RNA中的一种是从第一遗传基因座转录

的DUX4  RNA，并且所述两种不同的内源性疾病相关RNA中的一种转录自与所述第一遗传基

因座不同的遗传基因座。仍此外，在某些情况下，所述工程化DUX4靶向寡核苷酸与转录自与

所述第一遗传基因座不同的遗传基因座的所述内源性疾病相关RNA杂交，使得所述工程化

DUX4靶向寡核苷酸的至少10个连续寡核苷酸与被至少一个核碱基隔开的连续碱基的至少

两个不同连续部分杂交。此方法可以是一种治疗疾病或病症的方法，所述疾病或病症是

DUX4介导的疾病或病症。所述疾病或病症可以是面肩肱型肌营养不良。在所述工程化DUX4

靶向寡核苷酸与所述第二RNA之间杂交后，预测的热解链点可以为约40摄氏度至约65摄氏

度。

[0014] 本公开文本的另一方面是一种在治疗神经肌肉疾病中使用的组合物，所述组合物

包含如本文所述的工程化DUX4靶向寡核苷酸、如本文所述的缀合物、如本文所述的载体、如

本文所述的药物组合物和药学上可接受的：赋形剂、稀释剂或载体。所述组合物可用于所述

神经肌肉疾病是面肩肱型肌营养不良的情况。
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附图说明

[0015] 图1示出了导致FSHD的遗传修饰。

[0016] 图2示出了源自D4Z4区域的可变剪接的DUX4转录物。

[0017] 图3示出了来自FSHD和健康肌肉活检组织的可变剪接的DUX4转录物的RNA‑Seq数

据的读段覆盖的示意图。

[0018] 图4示出了来自睾丸的可变剪接的DUX4转录物的RNA‑Seq数据的读段覆盖的示意

图。

[0019] 图5示出了化学修饰的抗DUX4  ASO相对于未修饰的寡核苷酸的血清稳定性。

[0020] 图6A‑图6B描绘了先天刺激的减少。图6A描绘了在将PBMC暴露于工程化抗DUX4ASO

后先天IFNα和TNFα产生的减少。图6B描绘了通过Raw‑blue细胞测定的工程化DUX4ASO的先

天免疫刺激的减少。

[0021] 图7示出了DUX4  ASO  HTS测定设计，其使用稳定的表达eGFP的人或小鼠成肌细胞

且DUX4的编码序列位于3’UTR中。

[0022] 图8A‑图8B示出了DUX4  mRNA的敲减。图8A示出了治疗性ASO具有FSHD肌管中DUX4

的强敲减。图8B示出了FSHD肌管中DUX4和DUX4诱导的基因ZSCAN4和SLC34A2的敲减。

[0023] 图9示出了通过多靶向ASO对FSHD患者成肌细胞中的DUX4和DBET  RNA转录物的同

时敲减。

[0024] 图10示出了用于鉴定FSHD相关基因和途径的数据分析的示意性概略图。

[0025] 图11示出了由水平间隙分开的表示六种FSHD相关生物学功能的基因的表达(从上

到下)：DUX4调节、细胞外基质、细胞周期、免疫/炎症反应、免疫球蛋白和肌肉发育相关。

[0026] 图12A‑图12B按照经鉴定的共同靶标示出了潜在效应的示例性途径。图12A示出了

来自Xie等人(18)的细胞增殖中Ki‑67的途径调节。图12B示出了来自Elkon等人(19)的炎症

信号传导中IRF5的诱导。

[0027] 图13示出了患者活检样品中的IRF5和MKI67  RNA表达。

[0028] 图14A‑图14B示出了通过多靶向ASO对共同靶向转录物的验证。图14A示出了用ASO

处理后的成肌细胞。图14B示出了从用ASO处理的成肌细胞获得的RNA(DUX4、DBET、IRF5和

MKI67)的qRT‑PCT结果。

[0029] 图15是显示如本文所公开的方法和系统的图。

[0030] 图16示出了被编程以分析遗传物质的计算机控制系统。

具体实施方式

概述

[0031] 面肩肱型肌营养不良(FSHD)是肌营养不良(MD)的第三常见形式，在美国大约有

40,000名患者出现症状(1，2)。1型FSHD(FSHD1)(占所有FSHD患者的95％)是染色体4q35上

D4Z4重复序列的数量从大约100减少到小于11的结果(3)。2型FSHD(SHD2)是表观遗传因子

(含有柔性铰链结构域的染色体结构维持蛋白1(SMCHD1))中的功能丧失突变的结果(3)(图

1)。两种遗传突变导致D4Z4区域的低甲基化，这允许D4Z4内编码的双同源框4蛋白(DUX4)基

因的不适当表达。DUX4的异常表达对肌肉组织具有严重毒性，这导致肌细胞的氧化应激和

凋亡，从而削弱肌肉功能(4，5)。FSHD导致面部、肩部、手臂、腹部和腿部肌肉的进行性虚弱。
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约20％的患者最终坐轮椅(6)。当仅保留1‑3个D4Z4重复序列时，会导致显著更严重且进展

迅速的障碍(7)，通常伴随儿科发作(8)以及听力和视力损失(9)。本领域存在广泛的科学共

识，即如果可以消除肌肉组织中的DUX4表达，则可以阻止FSHD1和2的进展(10‑12)。几项研

究表明，在体外和在小鼠模型中，RNA寡核苷酸治疗剂具有直接阻遏DUX4，逆转肌肉病理的

潜力(13‑16)。然而，DUX4靶向寡核苷酸治疗剂的互补结合位点的保守性仍然是一个问题。

[0032] 如果设计用于治疗任何障碍的寡核苷酸治疗剂(ONT)与疾病转录物中的靶RNA结

合位点完全互补，则所述治疗剂在调节所靶向转录物方面将是最有效的。此外，所靶向的结

合序列在患有这种障碍的患者之间应该具有低的差异。否则，在靶结合位点处疾病基因的

序列中具有SNP或突变的患者可能与治疗性寡核苷酸并非完全互补，这导致ONT对疾病基因

的沉默不完全。本申请首次解决了确定DUX4基因/外显子内的保守变体序列的问题，鉴定了

靶向临床上重要的DUX4变体的RNA治疗剂，并产生了具有针对功效和稳定性优异的结构修

饰的RNA治疗剂。

[0033] 通常使用包括数百至数千个体的序列数据库来选择寡核苷酸治疗剂(ONT)的高度

保守的结合位点(20)。然而，这些数据库不能用于准确预测DUX4基因中的变异。挑战是找到

DUX4的保守治疗靶标。本文公开了DUX4靶向寡核苷酸的解决方案以及生成和验证。大多数

公共序列数据库利用DNA片段测序技术来高效且廉价地从群体收集序列数据。这涉及将长

基因组DNA片段化为长度为几百个碱基的片段，将这些片段克隆、扩增并测序。然后将单独

的片段映射到更大的已知参考基因组序列。已知此技术不能有效地准确区分或映射重复序

列(21)。

[0034] DUX4基因的编码区位于4号染色体上的每个D4Z4重复序列中。来自正常个体的DNA

在每条4号染色体上含有11‑200个D4Z4拷贝(12)。此外，在10号染色体上发现含有DUX4的

D4Z4重复序列。然而，由于DUX4编码序列中缺乏下游外显子3‑5，因此10号染色体上D4Z4重

复序列的缺失与面肩肱型肌营养不良(FSHD)的发展无关。因此，在10号染色体DUX4编码序

列中发现的序列变异性与ONT的设计无关。此外，在整个人基因组中也发现了D4Z4假基因

(22)，并且在D4Z4中的DUX4序列与编码DUX家族成员DUX1‑DUX5的其他重复DNA序列之间存

在显著序列重叠(23)。这种基因组复杂性导致所测序的与D4Z4重复序列重叠的DNA片段的

映射较差，它们源自哪个基因组基因座的可信性很低。在预测FSHD患者中DUX4编码序列中

的变异时，这产生了一个问题，即序列数据和列出的变异可以准确预测DUX4中的保守序列

的可信性很低，因为许多数据被来自与位于FSHD患者的4号染色体的一个拷贝上的致病性

缩短的D4Z4重复序列阵列无关的其他基因组位置的序列变异所污染。一种合乎逻辑的解决

方案是使用来自FSHD患者的肌肉活检的RNA序列数据。如实施例1中所示，此方法没有得到

足够的数据以允许预测DUX4编码序列中的变异性。

[0035] 本公开文本首次解决了确定DUX4基因/外显子内的保守变体序列的问题，鉴定了

靶向有临床意义的DUX4变体的ONT治疗剂，并产生了具有针对功效和稳定性优异的结构修

饰的ONT治疗剂。

[0036] 本文公开了表示DUX4编码序列中在206名受试者中>85％保守的所有区域的序列

(表4)。为了鉴定这些区域，诸位发明人有了令人惊讶的发现，如实施例3中所示，可以通过

将来自患者的肌肉活检的RNA‑seq数据组合到具有来自睾丸样品的RNA‑seq的组合数据库

中而在RNA‑seq数据中鉴定足够的读段计数。虽然本领域已知在睾丸中的配子细胞中观察
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到低水平的DUX4表达(24)，本领域技术人员不会期望能够从睾丸RNA序列预测DUX4疾病转

录物变异，因为已经报道在睾丸中表达的DUX4转录物发生差别剪接并且缺少DUX4的肌肉特

有转录物中包括的被预测引起疾病的外显子1、外显子2和外显子3的区域(25)(图2)。通过

将来自这两种组织的RNA‑seq数据组合到单个数据集中，能够在整个DUX4疾病基因中产生

足够的读段覆盖，以预测大于85％保守的区域，并能够有效治疗大多数患者。

[0037] 依赖于核糖核酸酶H来切割且随后降解互补RNA的反义寡核苷酸(ASO)可以并且确

实使除预期RNA靶标之外的许多RNA沉默(26，27)。这些非靶RNA通常被称为脱靶效应。对于

gapmer  ASO，当寡核苷酸的DNA部分通过结合部分互补的靶位点并诱导RNA酶H切割而引起

非预期的RNA脱靶降解时，就会发生这种情况。仔细的序列分析可以鉴定许多这些潜在的相

互作用。然而，简单的序列比对通常不能准确预测真实的脱靶相互作用。诸位发明人已经开

发了一种数据分析流程来预测和跟踪RNA治疗剂的脱靶效应，所述流程还考虑结构基序和

结合能以改善预测(WO  2021203043)。

[0038] 本领域的一般实践要在寡核苷酸设计中尽可能避免脱靶效应。本文描述的新颖方

法代之以全面地看待脱靶。诸位发明人首先通过经由毒性数据库(如Toxnet和Ingenuity途

径分析(IPA))过滤预测的靶标来寻找可能有害并引起毒性的那些脱靶。诸位发明人还通过

分析来自FSHD患者的肌肉活检的转录组特征，通过寻找在子集中显著过表达的基因，或与

已知的疾病途径(如炎症、肌细胞分裂或细胞死亡途径)相关的基因，来考虑可能与疾病途

径相关的脱靶。

[0039] 此信息允许优先化要合成、测试和验证的ASO序列。然后使用表现出高敲减潜力的

ASO和具有高疾病相关性的脱靶通过qRT‑PCR在体外在分化的肌管中验证脱靶转录物的敲

减。

定义

[0040] 除非另有指示，否则开放术语(例如“含有(contain、containing)”、“包括

(include、including)”等)意指包含。

[0041] 除非上下文另外明确规定，否则单数形式“一个/一种(a)”、“一个/一种(an)”和

“所述”在本文中用于包括复数指示物。因此，除非有相反的指示，否则本申请中阐述的数值

参数是近似值，所述近似值可以根据试图获得的所需特性而变化。

[0042] 如本文所用，术语“约”可以意指所引用的数字指示加上或减去：所引用的数字指

示的5％、10％、15％或20％。在一些情况下，“约”可以意指所引用的数字指示加上或减去所

引用的数字指示的15％。在一些情况下，“约”可以意指所引用的数字指示加上或减去所引

用的数字指示的20％。关于生物系统或过程，所述术语可以意指在值的数量级以内、在值的

5倍以内或在值的2倍以内。在本公开文本和权利要求中描述特定值的情况下，除非另有说

明，否则应当假设术语“约”对于特定值意指在可接受的误差范围内。此外，在提供值的范围

和/或子范围的情况下，所述范围和/或子范围可以包括所述范围和/或子范围的端点。

[0043] 如本文所用的术语“基本上”可以指接近给定值的100％的值。在一些情况下，所述

术语可以指可以为总量的至少约90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、

99％、99.9％、99.99％或约100％的量。

[0044] 术语“同源性”可以指序列与参考序列的同一性％。实际上，无论任何特定序列是

否可以与本文所述的任何序列(其可以对应于本文所述的特定核酸序列)至少50％、60％、
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70％、80％、85％、90％、92％、95％、96％、97％、98％或99％相同，可以使用已知的计算机程

序例如Bestfit程序(威斯康星序列分析软件包，Unix版本8，遗传学计算机组，大学研究园，

威斯康星州麦迪逊科学大道575号，53711)常规地确定这种特定多肽序列。当使用Bestfit

或任何其他序列比对程序来确定特定序列是否与参考序列例如95％相同时，可以设置参数

使得在所述参考序列的全长上计算同一性百分比，并且允许总参考序列的高达5％的同源

性空位。本文公开的任何序列还包含与所公开的序列具有约以下序列同一性的序列：75％、

76％、77％、78％、79％、80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％。

[0045] 术语“寡核苷酸”可以指DNA、RNA或杂合核酸序列(无论是否经过化学修饰)，其中

单链(如例如，典型地在DNA的情况下)反向互补地与靶RNA序列结合。在RNA的情况下，寡核

苷酸可以是单链的(如典型地在miRNA的情况下)，其中单链反向互补地与靶RNA序列结合。

在其他情况下，关于RNA寡核苷酸可以是双链的(例如，如典型地在siRNA的情况下)，其中一

条链反向互补地与靶RNA序列结合。

[0046] 如本文所用，在一些情况下，术语“靶向(targeting)”和术语“靶向的(targeted)”

可以互换使用，例如，靶向DUX4的寡核苷酸可以是DUX4靶向寡核苷酸或以DUX4为靶标的寡

核苷酸。它可以是DUX4靶向寡核苷酸。靶向序列可以与DUX4转录物具有反向互补性。在一些

情况下，靶向序列可与DUX4转录物和再一个另外的遗传基因座或其转录物具有至少部分反

向互补性。在一些情况下，遗传基因座

[0047] 如本文所用，术语“片段”可以是序列的一部分，可以是短于全长序列的子集。片段

可以是基因的一部分。片段可以是肽或蛋白质的一部分。片段可以是氨基酸序列的一部分。

片段可以是寡核苷酸序列的一部分。片段的长度可以小于约：20、30、40、50个氨基酸。片段

的长度可以小于约：2、5、10、20、30、40、50个寡核苷酸。

[0048] 如本文所用的术语“表观遗传标记物”可以是核酸碱基的任何共价修饰。

[0049] 如本文所用，术语“施用(administer、administering、administration)”等可以

指可用于使得能够将化合物或组合物递送至所需生物作用位点的方法。术语“递送”可包括

直接施用于身体的受影响组织或区域。

[0050] 术语“受试者”、“宿主”、“个体”和“患者”在本文中可互换使用以指代动物(典型地

是哺乳动物)。

[0051] 如本文所用，术语“治疗(treat)”、“治疗(treating)”或“治疗(treatment)”可以

包括至少部分地：缓解、减轻或改善疾病或病症症状；预防另外的症状；改善或预防症状的

根本原因；预防症状的复发；抑制疾病或病症，例如，至少部分地阻止疾病或病症的发展；缓

解疾病或病症；引起疾病或病症的消退；缓解由疾病或病症引起的病症；或预防性地、治疗

性地或两者兼有地停止疾病或病症的症状。

[0052] 如本文所用，“药剂”或“生物活性剂”可以指任何这些结构的生物、药物或化学化

合物或盐。

[0053] 如本文所用，术语“组织”可以是任何组织样品。组织可以是疑似或确认患有疾病

或病症的组织。

[0054] 术语“哺乳动物细胞”可以指任何哺乳动物细胞(典型地是人细胞)。

工程化DUX4靶向寡核苷酸
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[0055] 本公开文本在本文中提供了对包含选择的DUX4靶位置的RNA转录物的治疗性靶

向。在RNA医学中采用两种主要方法：双链RNA介导的干扰(RNAi)和反义寡核苷酸(ASO)。从

广义上讲，RNAi可以通过激活核糖核酸酶来起作用，所述核糖核酸酶与其他酶和复合物一

起在初始RNA靶标被切成较小的片段后协同降解RNA。反义寡核苷酸可经由沃森‑克里克碱

基配对与其靶核酸结合，并经由空间位阻、剪接改变、靶降解的启动或其他事件来抑制或改

变基因表达。

[0056] 在本公开文本的某些方面，寡核苷酸治疗剂(ONT)可以被设计以治疗适于调节所

靶向转录物的任何障碍。在某些方面，治疗是用一种或多种关于具有需要下调的转录物的

疾病的靶RNA结合位点基本上或完全互补的ASO。在某些情况下，寡核苷酸治疗剂主要是

DNA，在其他情况下，寡核苷酸主要是RNA。通常，有效靶向DUX4的ASO可以与融合转录物结合

并诱导通过RNA酶H降解。

[0057] 在本公开文本的其他方面，可以设计包含与DUX4  RNA转录物互补的序列的干扰

RNA(如siRNA或miRNA)，以治疗适于调节这种所靶向转录物的任何障碍。在某些方面，siRNA

是双链的，其中一条链是互补的。RISC使用miRNA或siRNA的指导链经由沃森‑克里克碱基配

对来靶向mRNA转录物的互补的3'‑非翻译区(3'UTR)，使其能够以多种方式(如mRNA降解)调

节所述mRNA转录物的基因表达，从而防止或减少所选mRNA的蛋白质表达。

[0058] 如所提及的寡核苷酸可包括miRNA。这种miRNA可以含有一个或多个序列修饰、一

个或多个化学修饰或其组合，所述修饰可以：增强miRNA的稳定性；大幅减少或消除免疫刺

激(如经由先天免疫应答)；改善miRNA的药理学活性；保留miRNA的多靶向效应；或其任何组

合。

[0059] 本文提供的核酸序列(包括但不限于序列表中的那些)旨在涵盖含有天然或经修

饰的RNA和/或DNA的任何组合的核酸(包括但不限于具有经修饰的核碱基的此类核酸)。通

过进一步的例子并且没有限制，具有核碱基序列“ATCGATCG”的寡核苷酸涵盖具有这种核碱

基序列的任何寡聚化合物(无论是经修饰的还是未经修饰的)，其包括但不限于包含RNA碱

基的此类化合物，如具有序列“AUCGAUCG”的那些和具有一些DNA碱基和一些RNA碱基的那些

(如“AUCGATCG”)以及具有其他经修饰的或天然存在的碱基的寡聚化合物。同样，具有序列

“AUCGAUCG”的RNA转录物涵盖任何对应的DNA序列(如“ATCGATCG”)。本文的核酸序列还包括

与所公开的序列具有至少约以下序列同一性的序列：75％、76％、77％、78％、79％、80％、

81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或99％。

[0060] 在某些情况下，寡核苷酸构建体可包含含有DUX4靶向寡核苷酸的第一链和含有与

DUX4靶向寡核苷酸的至少一部分互补的序列的第二链。第二链可以与第一链的至少约

10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％或更多互补。第二链可以与第一链的至

少约5、10、15或20个连续碱基互补。寡核苷酸可以包含末端突出端，如5'端或3'端。第一链、

第二链或其组合可以包含一个或多个化学修饰。第一链、第二链或其组合的至少约10％、

20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％的碱基可包含化学修饰。第一链、第二链或其

组合可以包含一个或多个糖修饰。第一链、第二链或其组合的至少约10％、20％、30％、

40％、50％、60％、70％、80％、90％的碱基可包含糖修饰。糖修饰可以包括糖基化的碱基。在

一些情况下，核苷酸的碱基可以被聚糖糖基化。第一链、第二链或其组合可以包含具有化学
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修饰和糖修饰的碱基的组合。

[0061] 在一些情况下，如本文所述的寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸或其盐)的长度可以

为约5至约50个核苷酸。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸或其盐的长度可以为约5至约40

个核苷酸。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸或其盐的长度可以为约5至约30个核苷酸。在

一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸或其盐的长度可以为约5至约25个核苷酸。在一些情况下，

DUX4靶向寡核苷酸或其盐的长度可以为约5至约60个核苷酸。在一些情况下，DUX4靶向寡核

苷酸或其盐的长度可以为约5至约80个核苷酸。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸或其盐的

长度可以为约5至约100个核苷酸。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸或其盐的长度可以为

约5至约200个核苷酸。

[0062] 在某些其他情况下，干扰RNA可以是调节性非编码RNA(ncRNA)，其包含调节哺乳动

物细胞中其他生物分子的表达或功能的在基因组中表达的短非编码RNA序列。ncRNA的长度

通常<200个核苷酸，并且可以是单链的或双链的，并且可以形成非线性二级或三级结构。

ncRNA可包括外源来源的小干扰RNA(siRNA)、微RNA(miRNA)、小核RNA(snRNA)、U剪接体RNA

(U‑RNA)、小核仁RNA(snoRNA)、Piwi相互作用RNA(piRNA)、重复相关小干扰RNA(rasiRNA)、

小rDNA来源的RNA(srRNA)、转移RNA来源的小RNA(tsRNA)、核糖体RNA来源的小RNA(rsRNA)、

大型非编码RNA来源的小RNA(lncsRNA)、或信使RNA来源的小RNA(msRNA)。

[0063] DUX4靶向寡核苷酸可包含DNA、RNA或其混合物。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸

可包含多个核苷酸。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸可包含人工核酸类似物。在一些情况

下，DUX4靶向寡核苷酸可包含DNA，可包含无细胞DNA、cDNA、胎儿DNA、病毒DNA或母体DNA。在

一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸可包含shRNA或siRNA、ncRNA模拟物、短发夹RNA(shRNA)、

dicer依赖性siRNA(di‑siRNA)、反义寡核苷酸(ASO)、gapmer、mixmer、双链RNA(dsRNA)、单

链RNAi(ssRNAi)、DNA引导的RNA干扰(ddRNAi)、RNA激活寡核苷酸(RNAa)或外显子跳读寡核

苷酸。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸可包含全合成miRNA。全合成miRNA是并非源自或基

于ncRNA的miRNA。而是全合成miRNA可以基于对多个潜在靶序列的分析，或者可以基于并非

ncRNA的分离的天然非编码序列。

经修饰的寡核苷酸

[0064] 在一些情况下，第二链可包含核苷酸的经化学修饰的碱基。在一些情况下，第二链

的碱基子集可以是经化学修饰的，如约1％至约5％的碱基、约1％至约10％的碱基、约1％至

约20％的碱基、约1％至约30％的碱基、约1％至约40％的碱基、约1％至约50％的碱基、约

1％至约60％的碱基、约1％至约70％的碱基、约1％至约80％的碱基、或约1％至约90％的碱

基、或更多。如本文所述的第二链可以以与如本文针对DUX4靶向寡核苷酸所述相同的方式

进行化学修饰。

[0065] 寡核苷酸可包含糖修饰。寡核苷酸可包含多个糖修饰。糖修饰可包括葡萄糖或其

衍生物。糖修饰可包括核糖或脱氧核糖。糖修饰可包括单糖、二糖、三糖或其任何组合。

[0066] 在一些情况下，可以通过如本文所述的化学修饰来修饰核糖核苷酸或脱氧核苷

酸，如形成DUX4靶向寡核苷酸的骨架的碱基组分、糖(核糖)组分、磷酸组分或其任何组合。

[0067] 寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可包含化学修饰。寡核苷酸可包含多个化学修

饰。寡核苷酸可在寡核苷酸的一部分(如末端)内包含多个化学修饰。化学修饰可包括甲基、

氟基、甲氧基乙基、乙基、酰胺基、酯基、多于一个这些基团中的任一种或其任何组合。化学
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修饰可包括经化学修饰的核苷酸，如鸟苷、尿苷、腺苷、胸苷或胞嘧啶，包括已经以化学方式

(例如通过乙酰化、甲基化、羟基化等)改变的任何天然存在或非天然存在的鸟苷、尿苷、腺

苷、胸苷或胞苷，包括1‑甲基‑腺苷、1‑甲基‑鸟苷、1‑甲基‑肌苷、2,2‑二甲基‑鸟苷、2,6‑二

氨基嘌呤、2'‑氨基‑2'‑脱氧腺苷、2'‑氨基‑2'‑脱氧胞苷、2'‑氨基‑2'‑脱氧鸟苷、2'‑氨基‑

2'‑脱氧尿苷、2‑氨基‑6‑氯嘌呤核苷、2‑氨基嘌呤核苷、2'‑阿糖腺苷、2'‑阿糖胞苷、2'‑阿

糖尿苷、2'‑叠氮基‑2'‑脱氧腺苷、2'‑叠氮基‑2'‑脱氧胞苷、2'‑叠氮基‑2'‑脱氧鸟苷、2'‑

叠氮基‑2'‑脱氧尿苷、2‑氯腺苷、2'‑氟‑2'‑脱氧腺苷、2'‑氟‑2'‑脱氧胞苷、2'‑氟‑2'‑脱氧

鸟苷、2'‑氟‑2'‑脱氧尿苷、2'‑氟胸苷、2‑甲基‑腺苷、2‑甲基‑鸟苷、2‑甲基‑硫代‑N6‑异戊

烯基‑腺苷、2’‑O‑甲基‑2‑氨基腺苷、2’‑O‑甲基‑2'‑脱氧腺苷、2'‑O‑甲基‑2'‑脱氧胞苷、

2'‑O‑甲基‑2'‑脱氧鸟苷、2'‑O‑甲基‑2'‑脱氧尿苷、2’‑O‑甲基‑5‑甲基尿苷、2'‑O‑甲基肌

苷、2’‑O‑甲基假尿苷、2‑硫胞苷、2‑硫胞苷、3‑甲基‑胞苷、4‑乙酰基‑胞苷、4‑硫尿苷、5‑(羧

基羟甲基)‑尿苷、5,6‑二氢尿苷、5‑氨基烯丙基胞苷、5‑氨基烯丙基‑脱氧尿苷、5‑溴尿苷、

5‑羧甲基氨基甲基‑2‑硫尿嘧啶、5‑羧甲基氨基甲基‑尿嘧啶、5‑氯‑阿糖‑胞嘧啶、5‑氟尿

苷、5‑碘尿苷、5‑甲氧基羰基甲基‑尿苷、5‑甲氧基‑尿苷、5‑甲基‑2‑硫尿苷、6‑氮杂胞苷、6‑

氮杂尿苷、6‑氯‑7‑去氮杂‑鸟苷、6‑氯嘌呤核苷、6‑巯基‑鸟苷、6‑甲基‑巯基嘌呤‑核苷、7‑

去氮杂‑2'‑脱氧‑鸟苷、7‑去氮杂腺苷、7‑甲基‑鸟苷、8‑氮杂腺苷、8‑溴‑腺苷、8‑溴‑鸟苷、

8‑巯基‑鸟苷、8‑氧代鸟苷、苯并咪唑‑核苷、β‑D‑甘露糖基‑辫苷、二氢‑尿苷、肌苷、N1‑甲基

腺苷、N6‑([6‑氨基己基]氨甲酰基甲基)‑腺苷、N6‑异戊烯基‑腺苷、N6‑甲基‑腺苷、N7‑甲

基‑黄苷、N‑尿嘧啶‑5‑氧基乙酸甲基酯、嘌呤霉素、辫苷、尿嘧啶‑5‑氧基乙酸、尿嘧啶‑5‑氧

基乙酸甲基酯、维布托辛(wybutoxosine)、黄苷、木‑腺苷(xylo‑adenosine)、或其任何组

合。此类变体的制备是本领域技术人员已知的，例如根据美国专利US  4 ,373 ,071、US  4 ,

401,796、US  4,415,732、US  4,458,066、US  4,500,707、US  4,668,777、US  4,973,679、US 

5,047,524、US  5,132,418、US  5,153,319、US  5,262,530或US  5,700,642。

[0068] 在一些情况下，寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可包含经化学修饰的核苷酸，如

2‑氨基‑6‑氯嘌呤核苷‑5'‑三磷酸酯、2‑氨基嘌呤‑核苷‑5’‑三磷酸酯、2‑氨基腺苷‑5’‑三

磷酸酯、2'‑氨基‑2'‑脱氧胞苷‑三磷酸酯、2‑硫胞苷‑5’‑三磷酸酯、2‑硫尿苷‑5 '‑三磷酸

酯、2'‑氟胸苷‑5'‑三磷酸酯、2’‑O‑甲基‑肌苷‑5'‑三磷酸酯、4‑硫尿苷‑5’‑三磷酸酯、5‑氨

基烯丙基胞苷‑5’‑三磷酸酯、5‑氨基烯丙基尿苷‑5’‑三磷酸酯、5‑溴胞苷‑5'‑三磷酸酯、5‑

溴尿苷‑5'‑三磷酸酯、5‑溴‑2'‑脱氧胞苷‑5’‑三磷酸酯、5‑溴‑2'‑脱氧尿苷‑5’‑三磷酸酯、

5‑碘胞苷‑5'‑三磷酸酯、5‑碘‑2'‑脱氧胞苷‑5’‑三磷酸酯、5‑碘尿苷‑5’‑三磷酸酯、5‑碘‑

2'‑脱氧尿苷‑5’‑三磷酸酯、5‑甲基胞苷‑5’‑三磷酸酯、5‑甲基尿苷‑5'‑三磷酸酯、5‑丙炔

基‑2'‑脱氧胞苷‑5’‑三磷酸酯、5‑丙炔基‑2'‑脱氧尿苷‑5’‑三磷酸酯、6‑氮杂胞苷‑5'‑三

磷酸酯、6‑氮杂尿苷‑5'‑三磷酸酯、6‑氯嘌呤核苷‑5’‑三磷酸酯、7‑去氮杂腺苷‑5’‑三磷酸

酯、7‑去氮杂鸟苷‑5’‑三磷酸酯、8‑氮杂腺苷‑5’‑三磷酸酯、8‑叠氮基腺苷‑5’‑三磷酸酯、

苯并咪唑‑核苷‑5'‑三磷酸酯、N1‑甲基腺苷‑5'‑三磷酸酯、N1‑甲基鸟苷‑5’‑三磷酸酯、N6‑

甲基腺苷‑5’‑三磷酸酯、06‑甲基鸟苷‑5’‑三磷酸酯、假尿苷‑5’‑三磷酸酯、嘌呤霉素‑5’‑

三磷酸酯、黄苷‑5’‑三磷酸酯、或其任何组合。

[0069] 在一些情况下，寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可包含经化学修饰的核苷酸，如

吡啶‑4‑酮核糖核苷、5‑氮杂‑尿苷、2‑硫代‑5‑氮杂‑尿苷、2‑硫尿苷、4‑硫代‑假尿苷、2‑硫
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代‑假尿苷、5‑羟基尿苷、3‑甲基尿苷、5‑羧甲基‑尿苷、1‑羧甲基‑假尿苷、5‑丙炔基‑尿苷、

1‑丙炔基‑假尿苷、5‑牛磺酸甲基尿苷、1‑牛磺酸甲基‑假尿苷、5‑牛磺酸甲基‑2‑硫代‑尿

苷、1‑牛磺酸甲基‑4‑硫代‑尿苷、5‑甲基‑尿苷、1‑甲基‑假尿苷、4‑硫代‑1‑甲基‑假尿苷、2‑

硫代‑1‑甲基‑假尿苷、1‑甲基‑1‑去氮杂‑假尿苷、2‑硫代‑1‑甲基‑1‑去氮杂‑假尿苷、二氢

尿苷、二氢假尿苷、2‑硫代‑二氢尿苷、2‑硫代‑二氢假尿苷、2‑甲氧基尿苷、2‑甲氧基‑4‑硫

代‑尿苷、4‑甲氧基‑假尿苷、4‑甲氧基‑2‑硫代‑假尿苷、或其任何组合。

[0070] 在一些情况下，寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可包含经化学修饰的核苷酸，如

5‑氮杂‑胞苷、假异胞苷、3‑甲基‑胞苷、N4‑乙酰胞苷、5‑甲酰胞苷、N4‑甲基胞苷、5‑羟甲基

胞苷、1‑甲基‑假异胞苷、吡咯并‑胞苷、吡咯并‑假异胞苷、2‑硫代‑胞苷、2‑硫代‑5‑甲基‑胞

苷、4‑硫代‑假异胞苷、4‑硫代‑1‑甲基‑假异胞苷、4‑硫代‑1‑甲基‑1‑去氮杂‑假异胞苷、1‑

甲基‑1‑去氮杂‑假异胞苷、泽布拉林、5‑氮杂‑泽布拉林、5‑甲基‑泽布拉林、5‑氮杂‑2‑硫

代‑泽布拉林、2‑硫代‑泽布拉林、2‑甲氧基‑胞苷、2‑甲氧基‑5‑甲基‑胞苷、4‑甲氧基‑假异

胞苷、4‑甲氧基‑1‑甲基‑假异胞苷、或其任何组合。

[0071] 在一些情况下，寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可包含经化学修饰的核苷酸，如

2‑氨基嘌呤、2,6‑二氨基嘌呤、7‑去氮杂‑腺嘌呤、7‑去氮杂‑8‑氮杂‑腺嘌呤、7‑去氮杂‑2‑

氨基嘌呤、7‑去氮杂‑8‑氮杂‑2‑氨基嘌呤、7‑去氮杂‑2、6‑二氨基嘌呤、7‑去氮杂‑8‑氮杂‑

2、6‑二氨基嘌呤、1‑甲基腺苷、N6‑甲基腺苷、N6‑异戊烯基腺苷、N6‑(顺式‑羟基异戊烯基)

腺苷、2‑甲基硫代‑N6‑(顺式‑羟基异戊烯基)腺苷、N6‑甘氨酰基氨甲酰基腺苷、N6‑苏氨酰

基氨甲酰基腺苷、2‑甲基硫代‑N6‑苏氨酰基氨甲酰基腺苷、N6,N6‑二甲基腺苷、7‑甲基腺嘌

呤、2‑甲基硫代‑腺嘌呤、2‑甲氧基‑腺嘌呤、或其任何组合。

[0072] 在一些情况下，寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可包含经化学修饰的核苷酸，如

肌苷、1‑甲基‑肌苷、怀俄苷、怀丁苷、7‑去氮杂‑鸟苷、7‑去氮杂‑8‑氮杂‑鸟苷、6‑硫代‑鸟

苷、6‑硫代‑7‑去氮杂‑鸟苷、6‑硫代‑7‑去氮杂‑8‑氮杂‑鸟苷、7‑甲基‑鸟苷、6‑硫代‑7‑甲

基‑鸟苷、7‑甲基肌苷、6‑甲氧基‑鸟苷、1‑甲基鸟苷、N2‑甲基鸟苷、N2,N2‑二甲基鸟苷、8‑氧

代‑鸟苷、7‑甲基‑8‑氧代‑鸟苷、1‑甲基‑6‑硫代‑鸟苷、N2‑甲基‑6‑硫代‑鸟苷、N2,N2‑二甲

基‑6‑硫代‑鸟苷、或其任何组合。

[0073] 在一些情况下，寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可包含经化学修饰的核苷酸，如

6‑氮杂‑胞苷、2‑硫代‑胞苷、α‑硫代‑胞苷、假‑异‑胞苷、5‑氨基烯丙基‑尿苷、5‑碘‑尿苷、

N1‑甲基‑假尿苷、5,6‑二氢尿苷、α‑硫代‑尿苷、4‑硫代‑尿苷、6‑氮杂‑尿苷、5‑羟基‑尿苷、

脱氧‑胸苷、5‑甲基‑尿苷、吡咯并‑胞苷、肌苷、α‑硫代‑鸟苷、6‑甲基‑鸟苷、5‑甲基‑胞苷、8‑

氧代‑鸟苷、7‑去氮杂‑鸟苷、N1‑甲基‑腺苷、2‑氨基‑6‑氯‑嘌呤、N6‑甲基‑2‑氨基‑嘌呤、假‑

异‑胞苷、6‑氯‑嘌呤、N6‑甲基‑腺苷、α‑硫代‑腺苷、8‑叠氮基‑腺苷、7‑去氮杂‑腺苷、或其任

何组合。

[0074] 在一些情况下，寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可包含经化学修饰的核苷酸，其

可在2'位置处被化学修饰。经化学修饰的寡核苷酸可包含在2'碳原子处的取代基，其中所

述取代基可包含卤素、烷氧基、氢、芳氧基、氨基或氨基烷氧基，如2'‑氢(2'‑脱氧)、2'‑O‑甲

基、2'‑O‑甲氧基乙基、2'‑氟、2'‑甲氧基乙基、2'‑氟、锁核酸(LNA)或其任何组合。

[0075] 对寡核苷酸(如DUX4‑targeting寡核苷酸)的另一化学修饰(如涉及核苷酸的2'位

置的化学修饰)可以是锁核酸(LNA)核苷酸、乙烯桥接核酸(ENA)核苷酸、(S)约束乙基(cEt)
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核苷酸、桥接核酸(BNA)或其任何组合。骨架修饰可以将经修饰的核苷酸的糖锁定为优选的

northern构象。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸的靶序列中这种类型的修饰的存在可允

许DUX4靶向寡核苷酸序列与靶位点更强且更快地结合。

[0076] 在一些情况下，寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可包含至少一个经化学修饰的核

苷酸，其中可掺入DUX4靶向寡核苷酸中的磷酸骨架可被修饰。所述骨架的一个或多个磷酸

基团可例如通过用不同的取代基替代一个或多个氧原子来进行修饰。此外，经修饰的核苷

酸可包括用如本文所述的经修饰的磷酸酯对未经修饰的磷酸部分的完全替代。经修饰的磷

酸基团的例子可包括硫代磷酸酯、甲 基膦酸酯、硒代磷酸酯、硼磷酸酯 (bo ra n o 

phos pha te)、硼磷酸酯 (bo ra no  phos pha te  es te r)、膦酸氢酯、氨基磷酸酯

(phosphoroamidate)、烷基膦酸酯、芳基膦酸酯或磷酸三酯。磷酸接头也可以通过用氮(桥

接氨基磷酸酯)、硫(桥接硫代磷酸酯)和碳(桥接亚甲基‑膦酸酯)替代连接氧来进行修饰。

[0077] 在一些情况下，寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可包含糖修饰。所述糖修饰可以

包括缀合物(如接头)。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸可包含一个或多个接头基团。DUX4

靶向寡核苷酸可以与抗体、蛋白质、脂质、适体、小分子、药物或其任何组合连接。接头可形

成共价键。DUX4靶向寡核苷酸可经由接头与一个或多个寡核苷酸(如第二DUX4靶向寡核苷

酸)连接。在一些情况下，接头可以是可切割接头。在一些情况下，接头可包含叠氮化物接

头。DUX4靶向寡核苷酸可包含用聚糖糖基化的核苷酸的碱基。在一些情况下，DUX4靶向寡核

苷酸可包含无碱基位点(如缺乏有机碱基的核苷酸)。在一些情况下，无碱基核苷酸可包含

如本文所述的化学修饰(如在核糖的2'位置处)。在一些情况下，核糖的2'C原子可被诸如以

下的取代基取代：卤素、烷氧基、氢、芳氧基、氨基或氨基烷氧基，在一些情况下来自2 '‑氢

(2'‑脱氧)、2'‑O‑甲基、2'‑O‑甲氧基乙基或2'‑氟。在一些情况下，无碱基位点核苷酸可包

含结构1A或1B：

[0078] 在一些情况下，寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可通过添加“5 '帽”结构进行修

饰。5'帽可以是实体，如经修饰的核苷酸实体，其可以将成熟miRNA的5'端“加帽”。5'帽典型

地可以由经修饰的核苷酸形成，特别是由鸟嘌呤核苷酸的衍生物形成。在一些情况下，5'帽

可经由5’‑5’‑三磷酸连接与DUX4靶向寡核苷酸的5'末端连接。5'帽可以是甲基化的(例如

m7GpppN)，其中N可以是携带5'帽的核酸的末端5'核苷酸(如RNA的5'端)。5'帽结构可包括

甘油基、反向脱氧无碱基残基(部分)、4',5'亚甲基核苷酸、1‑(β‑D‑赤呋喃糖基)核苷酸、

4'‑硫代核苷酸、碳环核苷酸、1,5‑无水己糖醇核苷酸、L‑核苷酸、α‑核苷酸、经修饰的碱基

核苷酸、苏‑戊呋喃糖基核苷酸、无环3',4'‑开环核苷酸、无环3,4‑二羟基丁基核苷酸、无环

3,5二羟基戊基核苷酸、3'‑3’‑反向核苷酸部分、3'‑3’‑反向无碱基部分、3'‑2'‑反向核苷

酸部分、3'‑2'‑反向无碱基部分、1,4‑丁二醇磷酸酯、3'‑氨基磷酸酯、己基磷酸酯、氨基己
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基磷酸酯、3'‑磷酸酯、3'硫代磷酸酯、二硫代磷酸酯、或桥接或非桥接甲基膦酸酯部分。在

一些情况下，经修饰的5'帽结构可包含CAP1(m7G的相邻核苷酸的核糖的甲基化)、CAP2(m7G

下游的第二核苷酸的核糖的甲基化)、CAP3(m7G下游的第三核苷酸的核糖的甲基化)、CAP4

(m7G下游的第四核苷酸的核糖的甲基化)、ARCA(抗反向帽类似物)、经修饰的ARCA(例如，经

硫代磷酸酯修饰的ARCA)、肌苷、N1‑甲基‑鸟苷、2'‑氟‑鸟苷、7‑去氮杂‑鸟苷、8‑氧代‑鸟苷、

2‑氨基‑鸟苷、LNA‑鸟苷、或2‑叠氮基‑鸟苷。

[0079] 在一些情况下，寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可包括共价修饰，所述共价修饰

可包括将甲基、羟甲基、碳原子、氧原子或其任何组合添加至核酸序列的一个或多个碱基。

在一些情况下，共价修饰可包括改变与核酸序列相关的分子(如氧原子或其组合)的氧化

态。共价修饰可在任何碱基处发生，如胞嘧啶、胸腺嘧啶、尿嘧啶、腺嘌呤、鸟嘌呤或其任何

组合。在一些情况下，表观遗传修饰可包括氧化或还原。核酸序列可包含一个或多个经表观

遗传修饰的碱基。经表观遗传修饰的碱基可包括任何碱基，如胞嘧啶、尿嘧啶、胸腺嘧啶、腺

嘌呤或鸟嘌呤。经表观遗传修饰的碱基可包括甲基化碱基、羟甲基化碱基、甲酰化碱基或含

羧酸的碱基或其盐。经表观遗传修饰的碱基可包括5‑甲基化碱基，如5‑甲基化胞嘧啶(5‑

mC)。经表观遗传修饰的碱基可包括5‑羟甲基化碱基，如5‑羟甲基化胞嘧啶(5‑hmC)。经表观

遗传修饰的碱基可包括5‑甲酰化碱基，如5‑甲酰化胞嘧啶(5‑fC)。经表观遗传修饰的碱基

可包括5‑羧化碱基或其盐，如5‑羧化胞嘧啶(5‑caC)。在一些情况下，经表观遗传修饰的碱

基可包括甲基转移酶引导的经激活基团转移(mTAG)。

[0080] 经表观遗传修饰的碱基可包括嘌呤的一个或多个碱基(如结构1)或嘧啶的一个或

多个碱基(如结构2)。表观遗传修饰可发生在一个或多个任何位置。例如，表观遗传修饰可

发生在嘌呤的一个或多个位置，包括位置1、2、3、4、5、6、7、8、9，如结构1所示。在一些情况

下，表观遗传修饰可发生在嘧啶的一个或多个位置，包括位置1、2、3、4、5、6，如结构2所示。

[0081] 核酸序列可包含经表观遗传修饰的碱基。核酸序列可包含多个经表观遗传修饰的

碱基。核酸序列可包含位于CG位点、CpG岛或其组合内的经表观遗传修饰的碱基。核酸序列

可包含不同的经表观遗传修饰的碱基，如甲基化碱基、羟甲基化碱基、甲酰化碱基、含羧酸

的碱基或其盐、多种这些中的任一种或其任何组合。

[0082] 在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸或其盐在被化学修饰时可具有下式：引导模式

1、引导模式2或引导模式3，如表1所示。
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[0083] 如表4所示，N和n可以是任何天然或非天然核苷酸；{N}可以是LNA；[N]可以是BNA；

<N>可以是2'‑甲基氧基乙基修饰的尿嘧啶、鸟嘌呤、腺嘌呤或胞嘧啶；*可以是经硫代磷酸

酯修饰的骨架；mp可以是经甲基膦酸酯修饰的骨架；CAP可以是5'末端甲基(5'‑O甲基)或烷

基氨基，如氨基‑碳6链(5'‑氨基C6)；a可以是10‑26；b可以是8‑24；c可以是4‑20；d可以是5‑

22；e可以是9‑25。

[0084] 在一些情况下，相对于天然碱基或糖，寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)可包含对

DUX4靶向寡核苷酸的碱基或糖的化学修饰。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸可包含多于

一个化学修饰(如多个化学修饰)。DUX4靶向寡核苷酸的一部分碱基或一部分糖可包含一个

或多个化学修饰。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸中约：10％、20％、30％、40％、50％、

60％、70％、80％、90％或更多的碱基或糖可被化学修饰。

[0085] 在一些情况下，可以工程化或修饰DUX4靶向寡核苷酸以增加对多个RNA序列中的

一个RNA序列的特异性。可以修饰DUX4靶向寡核苷酸以显著增加对多个RNA序列中的一个

RNA序列的特异性。可将增加的特异性与可能未被工程化的相当的寡核苷酸比较，或者可将

增加的特异性与可能以不同方式工程化或修饰的相当的寡核苷酸比较。与相当的寡核苷酸

相比，特异性可被增加至少约：2％、5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、

50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％或更多。可以工程化或修饰DUX4

靶向寡核苷酸以与第二RNA序列相比增加对第一RNA序列的特异性。

DUX4靶向寡核苷酸的研究与发现

[0086] 为了鉴定靶DUX4变体，可以使用基于Brutlag等人(Comp.App.Biosci.6:237‑245

(1990))的算法的FASTDB计算机程序来确定参考序列(查询序列，即，如本文所述的序列)与

目标序列(subject  sequence)之间的同一性，这也称为全局序列比对。在一些情况下，在

FASTDB氨基酸比对中使用的用于狭义性解释同一性的特定方面的参数可包括：评分方案＝

PAM(接受突变百分比)0，k元组＝2，错配罚分＝1，联合罚分＝20，随机化组长度＝0，截止得

分＝1，窗口大小＝序列长度，空位罚分＝5，空位大小罚分＝0.05，窗口大小＝500或目标序

列的长度(以较短者为准)。如果目标序列由于N末端或C末端缺失而不是由于内部缺失而短

于查询序列，考虑到FASTDB程序在计算全局同一性百分比时不考虑目标序列的N末端和C末

端截短，可以对结果进行手动校正。对于相对于查询序列在N末端和C末端截短的目标序列，

可以通过以下方式来校正同一性百分比：将查询序列中位于目标序列N末端和C末端的侧面

且与相应的目标残基不匹配/对齐的残基的数量计算为查询序列总碱基的百分比。确定残

基是否匹配/对齐可以通过FASTDB序列比对的结果来确定。然后，可以从使用指定参数通过
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FASTDB程序计算的同一性百分比减去此百分比，以得到最终同一性百分比得分。此最终同

一性百分比得分可以用于此方面的目的。在一些情况下，出于手动调整同一性百分比得分

的目的，仅考虑目标序列的N末端和C末端与查询序列不匹配/对齐的残基。也就是说，对于

此手动校正，仅考虑在目标序列的最远N末端和C末端残基之外的查询残基位置。例如，可以

将90个残基的目标序列与100个残基的查询序列比对，以确定同一性百分比。缺失发生在目

标序列的N末端，因此，FASTDB比对不显示N末端的前10个残基的匹配/比对。10个未配对的

残基占序列的10％(N末端和C末端处不匹配的残基数/查询序列中残基的总数)，因此从通

过FASTDB程序计算的同一性百分比得分减去10％。如果剩余的90个残基是完全匹配的，则

最终同一性百分比将是90％。在另一个例子中，将90个残基的目标序列与100个残基的查询

序列比较。这次缺失是内部缺失，因此目标序列的N末端或C末端没有与查询序列不匹配/对

齐的残基。在这种情况下，不对通过FASTDB计算的同一性百分比进行手动校正。再一次，仅

对目标序列的N末端和C末端之外(如FASTDB比对中所展示)与查询序列不匹配/对齐的残基

位置进行手动校正。

[0087] 为了评价所有不同的OTN位置，在跨越DUX4基因chr4：190,173,774‑190,185,942

的参考序列中以1bp滑动产生大小为15bp、16bp、17bp、18bp、19bp和20bp的窗口。对于每个

窗口，还报告参考的反向互补(反义)序列，因此其可直接用于OTN设计。使用Pysamstats 

v1.1.2工具https://github.com/alimanfoo/pysamstats将所有样品的RNA‑Seq  BAM文件

合并到单个BAM文件中，并且使用自定义Python脚本来获得合并的BAM文件中每个基因组位

置处的参考碱基频率和读取深度。平均覆盖度被定义为覆盖窗口的每个碱基的读段的平均

数。计算每个OTN窗口的最小保守性得分，其表示具有最低保守性的碱基。使用最近邻模型

用Primer3  v2.4.0R工具(39)以默认参数计算所得OTN/靶RNA双链体的平均解链温度(Tm)。

基于SantaLucia  1998(40)和Owczarzy等人.2004(41)定义的不同的盐校正公式报告两个

解链温度(TM)值。然后，针对研究中个体之间DUX4中平均覆盖度>50，最小保守性>85％，并

且平均TM为45℃‑65℃的长度为15‑20bp的OTN和OTN结合位点，过滤此数据。以涵盖

SEQ.ID.NO  1‑2X,XXX的序列表文件提交所有所得OTN序列和配对的DUX4靶位点序列(全部

以DNA形式表示)。将它们包括在本公开文本中，因为它们表示开发OTN以治疗DUX4介导的障

碍的任何努力的宝贵资源。这些DUX4靶向寡核苷酸或其盐在经化学修饰时或未经化学修饰

时可与SEQ .ID.NO:41 ,923‑42,115中的任一个具有至少90％序列同一性。在某些情况下，

DUX4靶向寡核苷酸或其盐可与SEQ.ID.NO:41,923‑42,115中任一个的寡核苷酸具有至少约

80％序列同一性。例如，DUX4靶向寡核苷酸或其盐可与SEQ.ID.NO:41,923‑42,115中任一个

的寡核苷酸具有至少约90％序列同一性。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸或其盐可与

SEQ.ID.NO:41,923‑42,115中任一个的寡核苷酸具有约80％至100％序列同一性。在一些情

况下，DUX4靶向寡核苷酸或其盐可与SEQ.ID.NO:41,923‑42,115中任一个的寡核苷酸具有

约85％至100％序列同一性。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸或其盐可与SEQ.ID.NO:41,

923‑42 ,115中任一个的至少约10个连续碱基具有至少80％序列同一性。在一些情况下，

DUX4靶向寡核苷酸或其盐可与SEQ.ID.NO:41,923‑42,115中任一个的至少约10个连续碱基

具有至少85％序列同一性。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸可与SEQ.ID.NO:41,923‑42,

115的中任一个或其任何组合具有至少约：70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％或99％序列同一性。
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[0088] 另外，分析使得能够产生如表2所示的许多DUX4靶向寡核苷酸，其不具有化学修饰

(SEQ.ID.NO:41,923‑41,982)和具有化学修饰(SEQ.ID.No:41,983‑42,115)，都以DNA形式

表示。关于如表2所示的经化学修饰的DUX4靶向寡核苷酸，{N}可以是LNA；[N]可以是BNA；

(N)可以是2'‑甲基氧基乙基修饰的尿嘧啶、鸟嘌呤、腺嘌呤或胞嘧啶；*可以是经硫代磷酸

酯修饰的骨架；mp可以是经甲基膦酸酯修饰的骨架；氨基C6‑可以是5'氨基‑碳6链。另外，如

表2所示的某些DUX4靶向寡核苷酸能够与如表3所示的靶DUX4mRNA的多个子序列(也以xml

文件提交)相互作用。此外，即使表中未展示，任何经化学修饰的寡核苷酸也可以用5'氨基‑

碳6链来合成且保留活性。仅在未经修饰的寡核苷酸序列旁边列出另外的靶向的RNA，它们

对于相同序列的经化学修饰版本不作重复，但它们仍可被该序列靶向。
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[0089] 在表2的最右列中是与列出的DUX4靶向寡核苷酸部分互补但源自不同遗传基因座

的RNA。使用GGGenome(https://gggenome.dbcls.jp/)的修改脚本，其允许将我们的寡核苷

酸序列与人转录组进行快速比对(Human  RNA  Refseq  release  205,2021年3月)。此脚本鉴

定所有如下转录物：与靶向DUX4的每种可能的寡核苷酸部分互补，含有不多于4个错配、凸

起、插入或缺失，含有长至少7个连续碱基的两个互补区域或长至少10个连续碱基的一个区

域。这些相互作用还可以具有约40℃至约65℃的预测TM。

[0090] 为了解还有哪些其他转录物可能与FSHD相关并对目标有益，组建10项研究的数据

库，所述研究对于样品处理、通过微阵列和RNAseq进行转录组分析以及重要的患者信息具

有严格的标准。在公开的数据集中或使用自有RNA‑seq分析鉴定通常在FSHD肌肉中相比于

对照肌肉上调的基因。有趣的是，所述聚类与临床严重程度得分(即，轻度、中度或重度疾

病)基本符合。支持我们的分析，从来自更大元分析中包括的样品子集的类似分析获得类似

的结果，如图11所示。通过此分析，创建FSHD中上调基因的数据库，每个基因附带这种失调

的支持证据以及任何相关的临床相关性。通过此数据库，接下来利用GO途径分析进行途径
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富集分析(12)。主要的上调途径包括炎症反应和其他免疫调节途径、细胞增殖、细胞周期调

节。

另外的靶向的RNA表示上调的或以其他方式与疾病相关的转录物，并且除了DUX4

还可能有益于敲减。

[0091] 此外，另外的基因的许多mRNA子序列与FSHD相关。例如，预测AS‑DX‑007

(SEQ.ID.NO.23,789)靶向与FSHD相关的三个共同靶标，例如DBET、MKI67和IRF5。DBET是与

D4Z4重复序列的开放和DUX4的表达相关的非编码RNA(38)。MKI67编码Ki‑67蛋白，其在FSHD

肌肉组织中上调，并可能参与肌纤维细胞增殖和损伤的DUX4诱导(图12A)。IRF5(干扰素调

节因子5)编码通过几种炎症信号上调的转录因子，并导致几种细胞因子(如TNF)的表达和

细胞内干扰素反应的诱导(图12B)。这些基因(包括DUX4本身的那些)的mRNA的转录物内的

靶子序列提供于本文表3中，如以RNA形式所示。
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[0092]

DUX4靶向寡核苷酸和RNA靶标相互作用的结果

[0093] 在一些情况下，与使等效量的缺乏修饰的其他方面相当的DUX4靶向寡核苷酸与
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DUX4  mRNA序列接触相比，包含所述修饰的DUX4靶向寡核苷酸或其盐在与所述DUX4mRNA序

列接触时可产生更低的由所述DUX4  mRNA序列编码的多肽的活性。在一些情况下，所述更低

活性可以是低至少约1.2倍。在一些情况下，所述更低活性可以是低至少约1.5倍。在一些情

况下，所述更低活性可以是低至少约1.7倍。在一些情况下，所述更低活性可以是低至少约

2 .0倍。在一些情况下，所述更低活性可以是低约：1 .2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、

2.0、2.1、2.2、2.3、2.4、2.5倍。在一些情况下，所述更低活性可以是低约1.2倍至约2.0倍。

在一些情况下，所述更低活性可以是低约1.1倍至约1.5倍。在一些情况下，所述更低活性可

以是低约1.1倍至约2.5倍。在一些情况下，所述更低活性可以是低约1.2倍至约3.0倍。在一

些情况下，所述更低活性可以是低至少约1.2倍至约至少10倍的表达。在一些情况下，所述

更低活性可以是低至少约14倍。在一些情况下，所述更低表达可以是低至少约18倍的表达。

在一些情况下，所述更低活性可以是低约：1.2、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20倍。在一些情况下，所述更低活性可以是约1.2倍至约14倍。在一些情况下，所

述更低活性可以是低约1.1倍至约20倍。在一些情况下，所述更低活性可以是低约1.2倍至

约30倍。

[0094] 在一些情况下，与使等效量的其他方面相当的寡核苷酸与mRNA序列接触相比，

DUX4靶向寡核苷酸或其盐在与所述mRNA序列接触时可产生低至少约：1 .1、1.2、1.3、1.4、

1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、2、3、4、5、6、7、8、9、10倍的由所述mRNA序列编码的多肽的表达。更低

表达可以是低约1.2倍至约10倍的表达。

[0095] 在一些情况下，与使等效量的其他方面相当的寡核苷酸与mRNA序列接触相比，

DUX4靶向寡核苷酸或其盐在与所述mRNA序列接触时可产生低至少约：1 .1、1.2、1.3、1.4、

1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、2、3、4、5、6、7、8、9、10倍的由所述mRNA序列编码的多肽的活性。更低

活性可以是低约1.2倍至约10倍的活性。

[0096] 在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸或其盐在生理盐和pH下可包含至少约45至65摄

氏度的预测热解链温度。在一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸或其盐可在约18、19、20、21、22、

23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39或40摄氏度下结合RNA序列。在

一些情况下，DUX4靶向寡核苷酸或其盐可在约6.6、6.7、6.8、6.9、7.0、7.1、7.2、7.3、7.4、

7.5、7.6、7.7或7.8的pH下结合RNA序列。

受试者

[0097] 在一些方面，受试者可包括适于接受如本文所述的组合物或通过如本文所述的方

法治疗的哺乳动物，所述组合物包含工程化DUX4靶向核酸(如呈寡核苷酸的形式)。此类哺

乳动物的例子可包括人、非人灵长类动物(例如，猿、长臂猿、黑猩猩、猩猩、猴、猕猴等)、家

畜(例如，狗和猫)、农场动物(例如，马、牛、山羊、绵羊、猪)和实验动物(例如，小鼠、大鼠、

兔、豚鼠)。哺乳动物可以是任何年龄或处于任何发育阶段，例如哺乳动物可以是新生儿、婴

儿、青少年、成年或在子宫内。哺乳动物可以是雄性或雌性。在一些情况下，人可以是约：1日

至约7日龄、1周至约5周龄、1个月至约12个月龄、1岁至约6岁、5岁至约15岁、14岁至约30岁、

25岁至约50岁、40岁至约75岁、70岁至约100岁、85岁至约110岁或约100岁至约130岁。

[0098] 在一些情况下，受试者可能先前未被诊断患有疾病或病症。在一些情况下，受试者

可能已被诊断患有疾病或病症。在一些情况下，受试者可能尚未接受疾病或病症的明确诊

断。受试者可能处于患上疾病或病症的风险中(如至少部分地基于遗传变体)。受试者可能
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已经接受诊断测试。诊断测试可包括成像程序、血细胞计数分析、组织病理学分析、生物标

志物分析或其任何组合。

[0099] 受试者可以是患者，如正在治疗病症或疾病(如神经肌肉疾病)的患者。在某些情

况下，受试者可能易处于患上病症或疾病(如神经肌肉障碍)的风险。受试者可以处于从病

症或疾病(如神经肌肉障碍)缓解中。受试者可以是健康的。

[0100] 在一些方面，受试者可以是有需要的受试者。在一些方面，受试者可能患有疾病，

如面肩肱型肌营养不良(FSHD)的治疗可包括例如缓解患有面肩肱型肌营养不良(FSHD)的

哺乳动物所经历的肌无力，和/或引起肌无力的消退或消失。

施用和治疗

[0101] 在一些方面，本文所公开的DUX4靶向寡核苷酸可用于治疗受试者，使得所述治疗

导致：乏力减轻、能量增加、体重增加、体重减少、肌肉量增加、增加、身体柔韧性增加、姿势

增加、活动范围增加、肌强直的停止、肌肉疼痛的减轻或其任何组合。

[0102] 可以治疗有需要的受试者的疾病或病症。治疗可以是预治疗、预防治疗或防治治

疗。治疗可包括向有需要的受试者施用如本文所述的DUX4靶向寡核苷酸、核酸构建体、载体

或药物组合物。

[0103] 治疗可包括施用在患者之间高度保守并且选自在提交时呈送的XML序列表文件中

的SEQ.ID.NO:20,962‑41,922和/或如表2所示的SEQ.ID.No:41,923‑42,115或其任何组合

的工程化DUX‑4靶向寡核苷酸。

[0104] 递送可包括直接施用于身体的受影响组织或区域。递送可包括实质注射、鞘内注

射、心室内注射或脑池内注射。可通过任何方法施用本文提供的组合物。施用方法可以是通

过吸入、动脉内注射、脑室内注射、脑池内注射、肌内注射、眼眶内注射、实质内注射、腹膜内

注射、脊柱内注射、鞘内注射、静脉内注射、心室内注射、立体定向注射、皮下注射或其任何

组合。递送可包括肠胃外施用(包括静脉内、皮下、鞘内、腹膜内、肌内、血管内或输注)、口服

施用、吸入施用、十二指肠内施用、直肠施用。递送可包括外用施用(如洗剂、乳膏、软膏)至

表面(如皮肤)的外表面。在一些情况下，受试者可以在没有监督的情况下施用组合物。在一

些情况下，受试者可以在医学专业人员(例如，医师、护士、医师助理、护理员、临终关怀工作

者等)的监督下施用组合物。在一些情况下，医学专业人员可施用药物配制品。在一些情况

下，神经肌肉疾病(如面肩肱型肌营养不良)的治疗是通过如下所述采用包含DUX4靶向寡核

苷酸、包含所述寡核苷酸的载体或药物配制品的组合物来进行。仍此外，可如下所述使用

DUX4靶向寡核苷酸、包含所述寡核苷酸的载体或药物配制品来制备药物。所述药物可用于

治疗或预防面肩肱型肌营养不良。

[0105] 施用方法可包括体内或体外递送方法。方法可包括使细胞(如体内细胞)与如本文

所述的DUX4靶向寡核苷酸、核酸构建体、载体或药物组合物接触。方法可包括使细胞(如分

离和纯化的细胞(如体外细胞))与如本文所述的DUX4靶向寡核苷酸、核酸构建体、载体或药

物组合物接触。方法可包括使组织(如体内组织或分离的体外组织)与如本文所述的DUX4靶

向寡核苷酸、核酸构建体、载体或药物组合物接触。

[0106] 治疗可包括以单剂量递送的多于一种DUX4靶向寡核苷酸。递送可以是并行递送，

如在单次注射中或在同时进行的两次单独注射中递送多于一种DUX4靶向寡核苷酸。递送可

以是依序的，如递送可以间隔一段时间(如数分钟、数小时、数天、数周或数月)的第一剂量
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和第二剂量。

[0107] 本公开文本的某些方面涉及DUX4靶向寡核苷酸的施用，人细胞可以是：头部或颈

部组织的细胞、皮肤细胞、宫颈细胞、前列腺细胞、干细胞、骨细胞、血细胞、肌细胞、脂肪细

胞、神经细胞、内皮细胞、精细胞、卵细胞、癌细胞、屏障细胞、激素分泌细胞、外分泌细胞、上

皮细胞、口腔细胞、感觉传感细胞、自主神经元细胞、外周神经元细胞、中枢神经神经元细

胞、分泌细胞、心肌细胞、白细胞、生殖细胞、胸腺抚育细胞、肾细胞或其任何组合。

[0108] 组织可以如下样品，所述样品可以是基本上健康的、基本上良性的或在其他方面

基本上没有疾病或病症的。组织可以是从受试者移除的组织，如组织活检物、组织切除物、

抽吸物(如细针抽吸物)、组织洗涤物、细胞学样本、体液或其任何组合。组织可包括癌细胞、

肿瘤细胞、非癌细胞或其组合。组织可包括血液样品(如无细胞DNA样品)。组织可以是可以

被遗传修饰的样品。

[0109] 治疗可包括治疗与神经肌肉疾病(如面肩肱型肌营养不良)相关的病症。治疗可能

导致乏力减轻、能量增加、体重增加、体重减少、肌肉量增加、增加、身体柔韧性增加、姿势增

加、活动范围增加、肌强直的停止、肌肉疼痛的减轻或其任何组合。

[0110] 本公开文本的某些方面涉及用载体递送寡核苷酸(如DUX4靶向寡核苷酸)。载体可

用于递送DUX4靶向寡核苷酸、核酸构建体或其任何组合。载体可包含DNA，如双链DNA或单链

DNA。载体可包含RNA。在一些情况下，RNA可包含碱基修饰。载体可包括重组载体。载体可以

是从天然存在的载体修饰的载体。载体可包括非天然存在的载体的至少一部分。在一些情

况下，载体可包括病毒载体、脂质体、纳米颗粒、外体、细胞外囊泡或其任何组合。在一些情

况下，病毒载体可包括腺病毒载体、腺相关病毒载体(AAV)、慢病毒载体、逆转录病毒载体、

这些中的任一种的一部分、或其任何组合。在一些情况下，纳米颗粒载体可包括基于聚合物

的纳米颗粒、基于氨基脂质的纳米颗粒、金属纳米颗粒(如基于金的纳米颗粒)、这些中的任

一种的一部分、或其任何组合。在一些情况下，载体可包括AAV载体。载体可被修饰以包含经

修饰的VP1蛋白(如经修饰以包含VP1蛋白的AAV载体)。AAV可包括血清型，如AAV1血清型、

AAV2血清型、AAV3血清型、AAV4血清型、AAV5血清型、AAV6血清型、AAV7血清型、AAV8血清型、

AAV9血清型、这些中的任一种的衍生物、或其任何组合。

[0111] 在某些方面，旨在用作工程化DUX4靶向寡核苷酸的寡核苷酸的递送是通过脂质体

递送。在某些情况下，脂质体可以是带正电荷的脂质体。在某些情况下，脂质体可以是带负

电荷的脂质体。在其他情况下，工程化DUX4靶向寡核苷酸的递送是聚合物递送。在其他情况

下，工程化DUX4靶向寡核苷酸递送是树状聚合物介导的递送。在其他情况下，工程化DUX4靶

向核苷酸的递送是经由显微注射、电穿孔、超声、基因枪或流体动力学应用。在其他情况下，

工程化DUX4靶向寡核苷酸的递送是经由与纳米颗粒缀合或缔合。

药物配制品

[0112] 在一些方面，可以采用多种药物配制品来递送工程化DUX4靶向寡核苷酸靶标。

[0113] 药物配制品可包含药学上可接受的赋形剂、稀释剂、载体或其组合。

[0114] 在某些情况下，药物配制品的载体可以是固体载体，并且可包括乳糖、石膏粉、蔗

糖、滑石、明胶、琼脂、果胶、阿拉伯胶、硬脂酸镁、硬脂酸等。在其他情况下，载体是液体载

体，并且可包括磷酸盐缓冲盐水溶液、糖浆、油、花生油、橄榄油、水、乳液、润湿剂、无菌溶液

或其任何组合。
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[0115] 在关于药物配制品的一些方面，药物配制品可包含药学上可接受的稀释剂。稀释

剂可包括例如无菌蒸馏水、去离子水、生理盐水、林格氏溶液、右旋糖溶液、细胞生长培养

基、磷酸盐缓冲盐水(PBS)或其任何组合。

[0116] 在关于药物配制品的一些方面，药物配制品可包含赋形剂。在涉及赋形剂的情况

下，赋形剂可包括pH剂、稳定剂、缓冲剂、增溶剂或其任何组合。赋形剂可包括表面活性剂、

糖、氨基酸、抗氧化剂、盐、非离子表面活性剂、增溶剂、甘油三酯、醇或其任何组合。赋形剂

可包括碳酸钠、乙酸盐、柠檬酸盐、磷酸盐、聚乙二醇(PEG)、人血清白蛋白(HSA)、山梨糖醇、

蔗糖、海藻糖、聚山梨醇酯80、磷酸钠、蔗糖、磷酸氢二钠、甘露糖醇、聚山梨醇酯20、组氨酸、

柠檬酸盐、白蛋白、氢氧化钠、甘氨酸、柠檬酸钠、海藻糖、精氨酸、乙酸钠、乙酸盐、HCl、依地

酸二钠、卵磷脂、甘油、黄原胶、大豆异黄酮、聚山梨醇酯80、乙醇、水、替普瑞酮或其任何组

合。赋形剂可以是美国药物协会的药物赋形剂手册(1986)中描述的赋形剂。

[0117] 本公开文本可包括本文所述组合物的盐(包括药学上可接受的盐)。可具有足够酸

性、足够碱性或两种官能团的本公开文本的化合物或组合物可与多种无机碱、无机酸或有

机酸中的任一种反应以形成盐。可替代地，含有固有带电荷的化合物(如具有四价氮的那

些)的组合物可与适当的反离子(例如卤离子，如溴离子、氯离子或氟离子，特别是溴离子)

形成盐。

[0118] 药物组合物可包含第一活性成分。所述第一活性成分可包含如本文所述的DUX4靶

向寡核苷酸。药物组合物可被以单位剂量形式配制。药物组合物可包含药学上可接受的赋

形剂、稀释剂或载体。药物组合物可包含第二、第三或第四活性成分，如第二DUX4靶向寡核

苷酸。

[0119] 在一些情况下，包含修饰的工程化DUX4靶向寡核苷酸或其盐在储存于封闭容器中

并放置在室内一段时间时，将保留所述工程化DUX4靶向寡核苷酸或其盐的初始量的至少约

80％。在一些情况下，工程化DUX4靶向寡核苷酸将保留初始量的至少约70％。在一些情况

下，工程化DUX4靶向寡核苷酸将保留初始量的至少约90％。在一些情况下，工程化DUX4靶向

寡核苷酸将保留至少约：60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、99％。在一些情况

下，工程化DUX4靶向寡核苷酸可以是至少约60％至约至少80％。在一些情况下，工程化DUX4

靶向寡核苷酸可以是至少约80％至至少约99％。在一些情况下，储存时间段可以是至少1个

月。在一些情况下，储存时间段可以是至少约3个月。在一些情况下，储存时间段可以是至少

约1年。在一些情况下，储存时间段可以是至少约1、2、4、6、8、12、18、24、36、48或60个月。在

一些情况下，储存时间段可以是至少约1个月至约至少1年。在一些情况下，储存时间段可以

是至少约6个月至至少约2年。在一些情况下，储存时间段可以是至少约1个月至至少约5年。

[0120] 在一些方面，可将药物组合物以合适的单位剂量施用于受试者。药物组合物可以

呈单位剂量形式。在一些情况下，单位剂量可意在指代呈其上市使用的形式的药物产品，其

具有活性成分与非活性组分、稀释剂或赋形剂的特定混合物，呈特定配置，且分配为待递送

的特定剂量。在一些情况下，单位剂量有时也可涵盖不可重复使用的包装，但是FDA区分单

位剂量“包装”或“调剂”。多于一个单位剂量可以指代包装在一起的不同药物产品，或指代

含有多种药物和/或多个剂量的单一药物产品。在一些情况下，术语单位剂量有时还可以指

代包含药物组合物的颗粒，以及指代涉及的任何混合物。在一些情况下，单位剂量的类型可

随着用于药物递送的施用途径和所递送的一种或多种物质而变化。在一些方面，施用可包
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括静脉内、腹膜内、动脉内、肿瘤间、皮下、肌内、鼻内、外用、口服或皮内施用。在一些情况

下，施用可包括吸入施用。在一些方面，给药方案可由主治医师按照临床因素来确定。在一

些方面，用于受试者的剂量可取决于许多因素，包括受试者的体型、体表面积、年龄、性别、

一般健康状况、待施用的化合物、施用的时间和途径、并行施用的其他药物、或其任何组合。

在一些方面，剂量范围可包括0.001至1000μg。在一些方面，剂量可以低于或高于这个范围。

在一些方面，作为药物组合物的定期施用的方案可以在1μg至10mg的范围内。在一些方面，

作为药物组合物的定期施用的方案可以在每天、每周或每月102个单位至1012个单位的范围

内。在一些情况下，单位可以是载体或ASO。在一些方面，如果方案包括连续输注，则其还可

以分别在1μg至10,000mg的药物组合物、或工程化多核苷酸、或编码工程化多核苷酸的DNA、

或含有或编码工程化多核苷酸的载体/千克体重/分钟的范围内。在某些情况下，所述范围

是1mg/千克体重至1000mg/千克体重。在一些方面，可通过定期评估来监测进展。

[0121] 在本公开文本的一些方面，当药物组合物是液体时，其可以以诸如以下的液体剂

量形式施用：约1ml至约5ml、约5ml至10ml、约15ml至约20ml、约25ml至约30ml、约30ml至约

50ml、约50ml至约100ml、约100ml至150ml、约150ml至约200ml、约200ml至约250ml、约250ml

至约300ml、约300ml至约350ml、约350ml至约400ml、约400ml至约450ml、约450ml至500ml、

约500ml至750ml、或约750ml至1000ml。

[0122] 在一些方面，可将本文所述的组合物向有需要的受试者施用一天或多天。在一些

方面，施用可进行约：1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、

23、24、25、26、27、28、29、30或约31天。在一些方面，施用可进行约：1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23或约24个月。在一些方面，施用可进行约：1、2、

3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、

31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49或约50年或更多年。在一

些情况下，施用可终生进行。在一些方面，可在2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19或20天或更多天施用本文所述的药物组合物。在一些情况下，可在连续日或非连

续日施用本文所述的组合物。在一些情况下，可将本文所述的组合物每天多于一次施用于

受试者。在一些情况下，可将本文所述的组合物每天1、2、3、4、5、6、7、8、9或10次或更多次施

用于受试者。

[0123] 在一些方面，本文公开了如本文所公开的组合物的使用方法。在一些方面，每日口

服给药方案可为约0.1毫克/千克(mg/kg)至约80mg/kg总体重、约0.2mg/kg至约30mg/kg、或

约0 .5mg/kg至约15mg/kg。在一些方面，每日肠胃外给药方案可包括约0 .1mg/kg至约10 ,

000mg/kg总体重、约0.2mg/kg至约5,000mg/kg、或约0.5mg/kg至约1 ,000mg/kg。在一些方

面，每日外用给药方案可以是约0.1mg至约500mg。在一些方面，每日给药方案可以是每日约

0.01mg/kg至约1,000mg/kg。在一些方面，可以按照所治疗的病症的性质和程度、施用的形

式、途径和部位以及所治疗的特定受试者来确定组合物的单独剂量的最佳量和间隔，并且

可以优选地通过本文所述的方法来确定此类最佳值。在一些方面，本领域技术人员可以使

用治疗确定测试的常规过程来确定每天给予持续确定天数的组合物的剂量数。在一些方

面，给药方案可由主治医师根据其他临床因素来确定。在一些方面，用于任何一个受试者的

剂量可以取决于许多因素。在一些方面，影响剂量的因素可包括受试者的体型、体表面积、

年龄、待施用的特定化合物、性别、施用时间和途径、一般健康状况、并行施用的其他药物或
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其任何组合。在一些方面，可通过定期评估来监测进展。

[0124] 可以施用药物配制品，每日口服给药方案可为约0.1毫克/千克(mg/kg)至约80mg/

kg总体重、约0.2mg/kg至约30mg/kg、或约0.5mg/kg至约15mg/kg。在一些方面，每日肠胃外

给药方案可包括约0.1mg/kg至约10,000mg/kg总体重、约0.2mg/kg至约5,000mg/kg、或约

0.5mg/kg至约1,000mg/kg。在一些方面，每日外用给药方案可以是约0.1mg至约500mg。在一

些方面，每日给药方案可以是每日约0.01mg/kg至约1,000mg/kg。在一些方面，可以按照所

治疗的病症的性质和程度、施用的形式、途径和部位以及所治疗的特定受试者来确定组合

物的单独剂量的最佳量和间隔，并且可以优选地通过本文所述的方法来确定此类最佳值。

在一些方面，本领域技术人员可以使用治疗确定测试的常规过程来确定每天给予持续确定

天数的组合物的剂量数。在一些方面，给药方案可由主治医师根据其他临床因素来确定。在

一些方面，用于任何一个受试者的剂量可以取决于许多因素。在一些方面，影响剂量的因素

可包括受试者的体型、体表面积、年龄、待施用的特定化合物、性别、施用时间和途径、一般

健康状况、并行施用的其他药物或其任何组合。在一些方面，可通过定期评估来监测进展。

[0125] 可将组合物或配制品在本文中用于治疗或预防神经肌肉疾病，所述组合物或配制

品包含经配置以与包含RNA转录物的一部分的RNA杂交的工程化DUX4靶向寡核苷酸、编码或

包含所述寡核苷酸的载体和药学上可接受的：赋形剂、稀释剂或载体，其中所述工程化DUX4

靶向寡核苷酸与SEQ .ID.NO:41 ,923‑42,115中任一个的寡核苷酸具有至少70％序列同一

性。在某些情况下，神经肌肉疾病是面肩肱型肌营养不良。在其他方面，可要求在制备用于

治疗和预防面肩肱型肌营养不良的药剂时使用经配置以与包含RNA转录物的一部分的RNA

杂交的工程化DUX4靶向寡核苷酸和药学上可接受的：赋形剂、稀释剂或载体，其中所述工程

化DUX4靶向寡核苷酸与SEQ.ID.NO:41,923‑42,115中任一个的寡核苷酸具有至少70％序列

同一性。

共同疗法

[0126] 在一些方面，本文公开了将DUX4靶向寡核苷酸或其盐与共同疗法组合施用于受试

者的方法。在一些方面，可并行施用一种或多种另外的共同疗法。在一些方面，可连续施用

一种或多种另外的治疗剂。在一些情况下，共同疗法可包括免疫疗法、激素疗法、冷冻疗法、

手术或其任何组合。共同疗法可包括施用药物组合物(如小分子)。共同疗法可包括施用药

物组合物(如一种或多种抗生素)。共同疗法可包括施用肌肉松弛药、抗抑郁药、类固醇、阿

片类物质、基于大麻的治疗剂、对乙酰氨基酚、非甾体抗炎药、神经病药剂、大麻、孕激素、孕

酮或其任何组合。神经病药剂可包括加巴喷丁。非甾体抗炎药可包括萘普生、布洛芬、COX‑2

抑制剂或其任何组合。第二疗法可包括施用生物制剂、细胞疗法、再生医学疗法、组织工程

方法、干细胞移植或其任何组合。共同疗法可包括医疗程序。医疗程序可包括硬膜外注射

(如类固醇注射)、针灸、锻炼、物理疗法、超声、手术疗法、捏脊手法、整骨推拿、化学溶核术

或其任何组合。共同疗法可包括呼吸辅助装置或呼吸机的使用。共同疗法可包括施用再生

疗法或免疫疗法(如蛋白质、干细胞、脐带血细胞、脐带组织、组织或其任何组合)。第二疗法

可包括抗炎化合物或抗纤维化化合物(如吡非尼酮、尼达尼布、托珠单抗、吗替麦考酚酯/霉

酚酸泼尼松、硫唑嘌呤或其组合)。第二疗法可包括生物类似药。

[0127] 在一些方面，当共同疗法是药物制剂时，所述药物制剂以固定剂量组合药物的形

式包含在药物组合物中。
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[0128] 在一些情况下，可将共同治疗给药方案施用约1周、约2周、约3周、约4周、约6周、约

7周、约8周、约9周、约10周或约12周的持续时间。在一些情况下，可将给药方案施用约1个

月、约2个月、约3个月、约4个月、约6个月、约7个月、约8个月、约9个月、约10个月或约12个月

的持续时间。在一些情况下，可将给药方案施用约1年、约2年或多于约3年的持续时间。

[0129] 在一些方面，本文公开了如本文所公开的共同疗法组合物的使用方法。在一些方

面，每日口服给药方案可为约0.1毫克/千克(mg/kg)至约80mg/kg总体重、约0.2mg/kg至约

30mg/kg、或约0.5mg/kg至约15mg/kg。在一些方面，每日肠胃外给药方案可包括约0.1mg/kg

至约10,000mg/kg总体重、约0.2mg/kg至约5,000mg/kg、或约0.5mg/kg至约1,000mg/kg。在

一些方面，每日外用给药方案可以是约0.1mg至约500mg。在一些方面，每日给药方案可以是

每日约0.01mg/kg至约1,000mg/kg。在一些方面，可以按照所治疗的病症的性质和程度、施

用的形式、途径和部位以及所治疗的特定受试者来确定组合物的单独剂量的最佳量和间

隔，并且可以优选地通过本文所述的方法来确定此类最佳值。在一些方面，本领域技术人员

可以使用治疗确定测试的常规过程来确定每天给予持续确定天数的组合物的剂量数。在一

些方面，给药方案可由主治医师根据其他临床因素来确定。在一些方面，用于任何一个受试

者的剂量可以取决于许多因素。在一些方面，影响剂量的因素可包括受试者的体型、体表面

积、年龄、待施用的特定化合物、性别、施用时间和途径、一般健康状况、并行施用的其他药

物或其任何组合。在一些方面，可通过定期评估来监测进展。

[0130] 在一些方面，可将本文所述的共同疗法向有需要的受试者施用一天或多天。在一

些方面，施用可进行约：1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、

23、24、25、26、27、28、29、30或约31天。在一些方面，施用可进行约：1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23或约24个月。在一些方面，施用可进行约：1、2、

3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、

31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49或约50年或更多年。在一

些情况下，施用可终生进行。在一些方面，可在2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19或20天或更多天施用本文所述的药物组合物。在一些情况下，可在连续日或非连

续日施用本文所述的组合物。在一些情况下，可将本文所述的组合物每天多于一次施用于

受试者。在一些情况下，可将本文所述的组合物每天1、2、3、4、5、6、7、8、9或10次或更多次施

用于受试者。

[0131] 在一些方面，作为药物制剂的定期施用的方案可以在1μg至10mg的范围内。在一些

方面，作为药物组合物的定期施用的方案可以在每天、每周或每月102个单位至1010个单位

的范围内。在一些方面，如果方案包括连续输注，则方案也可以在1μg至10,000mg的药物制

剂的范围内。在某些情况下，所述范围是1mg/千克体重至1000mg/千克体重。在一些方面，可

通过定期评估来监测进展。

试剂盒

[0132] 试剂盒可包括容器中的DUX4靶向寡核苷酸、容器中的核酸构建体、容器中的载体、

容器中的药物组合物。试剂盒可包括容器中的多于一种DUX4靶向寡核苷酸、容器中的多于

一种载体、容器中的多于一种核酸构建体或容器中的多于一种药物组合物。在一些情况下，

容器可以是塑料、玻璃或金属容器。容器可包括注射筒、小瓶、安瓿、袋、罐等。

[0133] 试剂盒可包括多个容器，每个容器包含一种或多种DUX4靶向寡核苷酸、或核酸构
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建体、或载体、或药物组合物。试剂盒可包括用于储存DUX4靶向寡核苷酸、核酸构建体、载体

或药物组合物的赋形剂或稀释剂或缓冲液或液体或凝胶样介质。试剂盒可包括用于向受试

者体内递送DUX4靶向寡核苷酸、核酸构建体、载体或药物组合物的赋形剂或稀释剂或缓冲

液或液体或凝胶样介质。可将赋形剂或稀释剂或缓冲液或液体或凝胶样介质包含在容纳

DUX4靶向寡核苷酸(或核酸构建体或载体或药物组合物)的容器中或容纳在单独容器中。试

剂盒可包括递送媒介物(如注射筒或针)。试剂盒可包括用于下游分析的一种或多种试剂。

[0134] 在一些情况下，当将DUX4靶向寡核苷酸或其盐储存于封闭容器中并在约从约21至

约25摄氏度(如约：21、22、23、24、25摄氏度)和约45％至约55％(如约：45％、46％、47％、

48％、49％、50％、51％、52％、53％、54％、55％)的相对大气湿度下放置在室内至少约：1个

月、2个月、3个月、4个月、5个月、6个月的时间段时，DUX4靶向寡核苷酸或其盐的初始量的至

少约70％、75％、80％、85％、90％、95％保留。在一些情况下，时间段可以是约1个月至约1

年。在一些情况下，时间段可以是约1个月至约2年。在一些情况下，时间段可以是约1个月至

约6个月。在一些情况下，时间段可以是约1个月至约3年。在一些情况下，时间段可以是约1

个月至约9个月。

诊断

[0135] 在一些情况下，方法可进一步包括将受试者诊断为患有疾病。在一些情况下，诊断

可包括采用体外诊断。在一些情况下，体外诊断可以是伴随诊断。在其他情况下，诊断可包

括体内诊断。

[0136] 诊断测试可包括成像程序、血细胞计数分析、组织病理学分析、生物标记物分析、

活检、磁共振图像程序、体检、尿液测试、超声检查程序、遗传测试、肝功能测试、正电子发射

断层扫描程序、X射线、血清学、血管造影术程序、心电描记术程序、内镜检查术、诊断性聚合

酶链反应测试(PCR)、巴氏涂片、红细胞压积测试、皮肤过敏测试、尿液测试、结肠镜检查术、

酶联免疫吸附测定(ELISA)、显微术分析、骨髓检查、快速诊断测试、妊娠测试、器官功能测

试、毒理学测试、感染性疾病测试、体液测试或其任何组合。

计算机控制系统

[0137] 本公开文本提供了被编程以实现本公开文本的方法的计算机控制系统。图15示出

了计算机系统101，其被编程或以其他方式配置为预测或确认各种构建体对于治疗效果(如

在FSHD的治疗中)的功效。计算机系统101可调节本公开文本的各个方面，如例如，对针对各

种治疗靶标的构建体进行建模或鉴定，对构建体的功效或稳定性进行建模，或其任何组合。

计算机系统101可以是用户的电子设备或相对于所述电子设备远程定位的计算机系统。所

述电子设备可以是移动电子设备。

[0138] 计算机系统101包括中央处理单元(CPU，在本文中也称为“处理器”和“计算机处理

器”)105，其可以是单核或多核处理器，或者是用于并行处理的多个处理器。计算机系统101

还包括存储器或存储位置110(例如，随机存取存储器、只读存储器、闪存)、电子存储单元

115(例如，硬盘)、用于与一个或多个其他系统通信的通信接口120(例如，网络适配器)、以

及外围设备125(如高速缓冲存储器、其他存储器、数据存储设备和/或电子显示适配器)。存

储器110、存储单元115、接口120和外围设备125通过通信总线(实线，如主板)与CPU  105通

信。存储单元115可以是用于存储数据的数据存储单元(或数据仓库)。借助于通信接口120，

计算机系统101可以操作性地联接到计算机网络(“网络”)130。网络130可以是因特网、互联
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网和/或外联网，或者与因特网通信的内联网和/或外联网。在一些情况下，网络130是电信

和/或数据网络。网络130可以包括一个或多个计算机服务器，它们使得能够进行分布式计

算，如云计算。在一些情况下借助于计算机系统101，网络130可以实现对等网络，这可以使

联接到计算机系统101的设备能够充当客户端或服务器。

[0139] CPU  105可以执行一系列机器可读指令，所述指令可以在程序或软件中体现。所述

指令可以存储在存储位置，如存储器110中。所述指令可以被引导到CPU  105，其随后可以对

CPU  105进行编程或以其他方式配置以实现本公开文本的方法。CPU  105执行的操作的例子

可以包括提取、解码、执行和写回。

[0140] CPU  105可以是电路(如集成电路)的一部分。所述电路中可以包括系统101的一个

或多个其他部件。在一些情况下，所述电路是专用集成电路(ASIC)。

[0141] 存储单元115可以存储文件，如驱动程序、程序库和保存的程序。存储单元115可以

存储用户数据，例如用户偏好和用户程序。在一些情况下，计算机系统101可以包括一个或

多个另外的数据存储单元，所述一个或多个另外的数据存储单元位于计算机系统101的外

部，如位于通过内联网或因特网与计算机系统101通信的远程服务器上。

[0142] 计算机系统101可以通过网络130与一个或多个远程计算机系统通信。例如，计算

机系统101可以与用户的远程计算机系统通信。远程计算机系统的例子包括个人计算机(例

如，便携式PC)、平板(slate)或平板(tablet)电脑(例如， iPad、 Galaxy 

Tab)、电话、智能手机(例如， iPhone、支持安卓的设备、 )或个人数字助

理。所述用户可以经由网络130访问计算机系统101。

[0143] 本文中描述的方法可以通过存储在计算机系统101的电子存储位置上(如例如，存

储在存储器110或电子存储单元115上)的机器(例如，计算机处理器)可执行代码来实现。机

器可执行代码或机器可读代码可以以软件的形式提供。在使用期间，所述代码可以由处理

器105执行。在一些情况下，所述代码可以从存储单元1115回传并存储在存储器110中，以供

处理器105迅速存取。在一些情况下，可以排除电子存储单元115，并且机器可执行指令存储

在存储器110上。

[0144] 所述代码可以被预编译和配置成与具有适于执行所述代码的处理器的机器一起

使用，或者可以在运行时间期间进行编译。所述代码可以用编程语言来提供，可以选择所述

编程语言以使得所述代码能够以预编译的或如所编译的方式执行。

[0145] 本文提供的系统和方法的方面，如计算机系统101，可以在编程中体现。所述技术

的各个方面可以被认为是“产品”或“制品”，通常呈机器(或处理器)可执行代码和/或相关

数据的形式，所述相关数据在一种类型的机器可读介质上承载或体现于所述介质中。机器

可执行代码可以存储在电子存储单元上，例如存储器(例如，只读存储器、随机存取存储器、

闪存)或硬盘上。“存储”型介质可以包括计算机的任何或所有有形存储器、处理器等或其相

关模块，例如各种半导体存储器、磁带驱动器、磁盘驱动器等，它们可以在任何时间提供非

暂时性存储用于软件编程。软件的全部或部分可以不时通过因特网或各种其他电信网络进

行通信。例如，此类通信可以使得能够将软件从一个计算机或处理器加载到另一个计算机

或处理器中，例如从管理服务器或主计算机加载到应用服务器的计算机平台中。因此，可以

承载软件元件的另一种类型的介质包括光、电和电磁波，如跨越本地设备之间的物理接口、

通过有线和光学陆地线网络以及利用各种空中链路来使用的。承载此类波的物理元件，例
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如有线或无线链路、光链路等，也可以被认为是承载软件的介质。如本文所用，除非限于非

暂时性的有形“存储”介质，否则诸如计算机或机器“可读介质”的术语是指参与向处理器提

供指令以供执行的任何介质。

[0146] 因此，机器可读介质(如计算机可执行代码)可以采取许多形式，包括但不限于有

形存储介质、载波介质或物理传输介质。非易失性存储介质包括例如光盘或磁盘，如任何一

个或多个计算机等中的任何存储设备，如可用于实现如图中所示的数据库等。易失性存储

介质包括动态存储器，如这种计算机平台的主存储器。有形传输介质包括同轴电缆；铜线和

光纤，包括构成计算机系统内的总线的导线。载波传输介质可以采取电信号或电磁信号的

形式，或者声波或光波的形式，如在射频(RF)和红外(IR)数据通信期间产生的那些。因此，

计算机可读介质的常见形式包括例如：软盘(floppy  disk)、软盘(flexibledisk)、硬盘、磁

带、任何其他磁性介质、CD‑ROM、DVD或DVD‑ROM、任何其他光学介质、穿孔卡、纸带、任何其他

具有孔图案的物理存储介质、RAM、ROM、PROM和EPROM、FLASH‑EPROM、任何其他存储芯片或内

存盒、传输数据或指令的载波、传输这种载波的电缆或链路、或者计算机可以从中读取编程

代码和/或数据的任何其他介质。计算机可读介质的这些形式中的许多种可能参与将一个

或多个指令的一个或多个序列传送到处理器以供执行。

[0147] 计算机系统101可包括电子显示器135或与其通信，所述电子显示器135包含用户

接口(UI)140用于提供例如一个或多个结果(即时结果或来自先前方法的存档结果)、一个

或多个用户输入、来自文库或数据库的参考值或其衍生值、或其任何组合。UI的例子包括但

不限于图形用户接口(GUI)和基于万维网的用户接口。

[0148] 在一些情况下，如图15所示，含有遗传物质的样品202可获自受试者201(如人类受

试者)。可以使样品202经历如本文所述的一种或多种方法(如进行测定)。在一些情况下，测

定可包括测序(如纳米微孔测序)、基因分型、杂交、扩增、标记或其任何组合。可将来自方法

的一个或多个结果输入处理器204中。可将一个或多个输入参数(如样品标识、受试者标识、

样品类型、参考或其他信息)输入处理器204中。可将来自测定的一个或多个度量输入处理

器204中，使得所述处理器可产生结果(如神经肌肉疾病的诊断或治疗的建议)。处理器可将

结果、输入参数、度量、参考或其任何组合发送到显示器205(如视觉显示器或图形用户接

口)。处理器204可以(i)将结果、输入参数、度量或其任何组合发送到服务器207，(ii)从服

务器207接收结果、输入参数、度量或其任何组合，(iii)或其组合。

[0149] 本公开文本的方法和系统可以通过一种或多种算法来实现。算法可以在被中央处

理单元105执行时通过软件来实现。所述算法可以例如经由监督学习以优化一种或多种构

建体的治疗功效、稳定性或其他属性来确定优化的构建体。

实施例

实施例1：来自骨骼肌样品的DUX4序列

[0150] 对总共95个骨骼肌样品(其中70个源自FSHD患者，并且25个源自健康个体)的RNA‑

seq数据进行分析。使用的样品来自以下三个公开可用的数据集：Yao等人.2014(28)、Wong

等人2020(17)和Wang等人2019(29)。此分析的结果示于图3中。然而，由于DUX4以如此低的

水平表达以至于每个序列样品仅鉴定1或2个读段的事实，此方法在产生足够的数据以主要

针对DUX4编码序列预测患者中的RNA序列变异方面并不成功。为了确信地预测个体之间的

序列变异，每个样品通常需要50至100x的读段计数。只有位于外显子1中的DUX4的小区域符
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合此标准。

实施例2：来自睾丸样品的DUX4序列

[0151] 决定测试此消极假设并分析来自206名个体的睾丸样品的RNA‑seq数据(30)。出乎

意料的是，此数据集足以预测肌肉特有转录物的外显子1、2、3之间的变异，其中此序列的平

均覆盖度为117X(图4)。从此数据集中能够，DUX4编码序列中>85％保守的几个区域在所述

方法中显示出前景。然而，DUX4的几个区域仍然没有足够的覆盖度来准确预测保守性，这可

能是由于剪接异形体的差异。

实施例3：来自组合的肌肉和睾丸样品数据库的DUX4序列。

[0152] 为了解决此问题，采取一种非常独特且没有先例的方法，并且将肌肉RNA‑seq和睾

丸RNA‑seq组合为一个合并的数据集并进行分析。对于此最终分析，能够从GTEX获得486个

睾丸样品，并利用来自实施例1的95个骨骼肌样品。此最终分析生成最佳数据，产生针对超

过97％的DUX4基因>50x的读段覆盖度，从而允许准确预测在患者之间大于85％保守的DUX4

靶位点和OTN对(表4)。如上所述，所有所得OTN序列和削减的DUX4靶位点序列(都以DNA形式

表示)以xml文件提交，涵盖SEQ.ID.NO  1‑41,922。此数据将用于鉴定DUX4序列中在大多数

FSHD患者之间保守的15‑25个碱基的合适延伸以及用于OTN药物开发的选择。

[0153] 关于表4，染色体4q35上在个体之间>85％保守并且可以充当靶向DUX4的ONT的靶

位点的编码DUX4的连续序列，用于治疗FSHD。DUX4的DNA序列和列出的坐标与Ensemble  101

版(GRCh38.p13)一致。

[0154] 参考图1，此图描绘了导致FSHD的遗传修饰。1型FSHD是染色体4q35上的D4Z4重复

序列从约100个重复序列缺失到小于11个重复序列，导致染色质开放和DUX4表达的结果。2

型FSHD是表观遗传因子SMCHD1中功能丧失突变导致4q35上的D4Z4重复序列去甲基化、染色

质开放和DUX4表达的结果。

[0155] 参考图2，此图示出了源自D4Z4区域的可变剪接的DUX4转录物。当在肌肉组织中表

达时，ENST00000616166.1、ENST00000569241.5和ENST00000570263.5与FSHD相关。转录物

ENST00000565211.1、ENST00000563716.5和ENST00000564366.1通常在其他组织中表达，并

且与所述障碍无关。例如，ENST00000563716.5在睾丸中表达。
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[0156] 参考图3，此图示出了来自FSHD和健康肌肉活检组织的可变剪接的DUX4转录物的

RNA‑Seq数据的读段覆盖。

[0157] 参考图4，此图示出了来自睾丸的可变剪接的DUX4转录物的RNA‑Seq数据的读段覆

盖。当 在肌肉 组 织 中表 达 时 ，可 变 剪 接 的 D U X 4转录 物 E N S T 0 0 0 0 0 6 1 6 1 6 6 .1、

ENST00000569241.5和ENST00000570263.5与FSHD相关。

[0158] 参考图5，此图示出了DUX4靶向ASO的化学修饰可改善ASO对生物核酸酶的稳定性。

将DUX4靶向ASO在37℃下在10％人血清中孵育指定的时间长度。通过变性尿素‑PAGE使每个

时间点的ASO稳定性可视化。未经修饰的寡核苷酸显示具有极短半衰期的未经修饰的DNA核

酸的例子，阴性对照寡核苷酸显示不靶向DUX4但具有类似的化学修饰的ASO，而其他小图显

示靶向DUX4的化学工程化的ASO。例外的例子展示对生物核酸酶的稳定性达7天(168小时)。

[0159] 参考表5，此表示出了靶向DUX4的经化学修饰的ASO针对生物核酸酶的计算半衰

期。将DUX4  ASO在不同时间点在37℃下在10％人血清中孵育，并经由尿素‑PAGE可视化。在

每个时间点进行光密度测定，并根据公式N(T)＝N0(1/2)
t/t(1/2)

计算每个时间点的ASO稳定性

并取平均值，其中N(T)是在时间点t的信号，N0是在与核酸酶一起孵育前在开始时的信号，并

且t(1/2)是半衰期。未经修饰的是指未经化学修饰的RNA，而阴性对照寡核苷酸是指经化学

修饰但不靶向DUX4的ASO。
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[0160] 参考图6A，此图示出了工程化DUX4  ASO的先天免疫刺激的减少。将人外周血单个

核细胞(PBMC)(约2‑6  x  105个细胞)铺板在圆底96孔板中，并以所指示ASO的133  nM浓度用

RNAiMAX试剂转染48小时。通过ELISA对6个患者的上清液培养基中的IFN‑α(左轴)和TNF‑α
(右轴)水平进行定量。聚(dA:dT)(阳性对照#1)和免疫刺激寡核苷酸(阳性对照#2)用作免

疫刺激的阳性对照。没有寡核苷酸的RNAiMAX用作基线阴性对照(基线)，而用不靶向DUX4的

非免疫刺激RNA转染(阴性对照)展示低免疫刺激。

[0161] 参考图6B，此图进一步示出了通过Raw‑Blue细胞测定(Invivogen，raw‑sp)确定工

程化DUX4  ASO的先天免疫刺激减少。简言之，将细胞以100,000个细胞/孔以150  uL铺板在U

形底96孔板(Thermo，163320)中的具有10％FBS(Thermo，10082147)的DMEM(Thermo，

11965092)中。在24小时后，将22.34  uL的OptiMEM(Thermo，31985088)与2.66  uL的10  uM 

ASO(每孔)和1  uL的Lipofectamine(每孔)混合。然后将Lipofectamine/ASO混合物添加到

Raw细胞的每个孔中，以得到133nM的最终ASO浓度。使用1‑10ng/mL的聚 (dA:dT)

(Invivogen，tlrl‑patn)、133nM的CpG(invivogen，tlrl‑1585)作为阳性对照。将细胞在37
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度/5％  CO2下与转染/ASO混合物一起孵育1天。在孵育后，将板以300xg轻轻旋转5min，然后

从每个孔中收集20uL并添加到新的平底96孔板(VWR，29442‑056)中。将180uL的QUANTI‑

Blue(Invivogen，rep‑qbs)添加到每个孔的上清液中，并在37度/5％  CO2下孵育30m‑6小

时。使用Cytation  5(Biotek)读取在620‑655nm处的吸光度。数据表示六个重复孔的平均

值，并且误差棒表示标准差。

[0162] 参考图7，DUX4  ASO  HTS测定设计。表达eGFP的稳定人或小鼠成肌细胞，其中DUX4

的编码序列位于3’UTR中。此构建体的组成型表达由用于强普遍表达的CMV驱动。转录编码

eGFP‑UTR‑DUX4转录物的不受干扰的mRNA，并翻译eGFP序列。通过eGFP序列末端的终止密码

子和DUX4的起始密码子的突变来防止毒性DUX4蛋白的翻译。高效靶向DUX4的ASO可与融合

转录物结合并诱导通过RNA酶H或RISC降解，从而阻止GFP蛋白表达。在处理后，与实验ASO相

比，在未处理的细胞和阴性对照转染中可以观察到荧光的减少，如通过读板仪或图像分析

所测定，以有效地产生比较DUX4靶向ASO的功效的可再现结果。开发两种报告测定，一种在

永生化小鼠成肌细胞系C2C12中进行，并且另一种在永生化人FSHD成肌细胞系15Abic中进

行。

[0163] 参考表6，此表展示稳定的DUX4  GFP报告物的敲减筛选测定。在黑色壁透明底部96

孔板中，将10,000个15Abic稳定细胞或1500个C2C12稳定细胞的铺板在其各自的培养基中。

在附着后的第二天，然后使用LipofectamineTMRNAiMAX转染试剂(13778075，Thermo  Fisher 

Scientific)转染细胞。对于每孔，将0.20μL/孔的 RNAiMAX与5μL的Opti‑MEM

混合并孵育5分钟。然后添加等体积的在Opti‑MEM中的20x  ASO，使得两种转染混合物的总

体积为10μL/孔，并且使得ASO在200μL的总孔体积中的最终浓度为12.5nM(对于c2c12细胞)

或25nM(对于15Abic细胞)。将ASO‑Opti‑MEM混合物在室温下孵育15min。然后将10μL的所得

转染试剂混合物添加到每个实验孔中。在6h后，将正常细胞培养基添加到每个孔中，然后将

板在37℃下孵育72‑96h。然后将培养基更换为50μL补充有分别为4mM和1mM的L‑谷氨酰胺和

丙酮酸钠的FluoroBrite  DMEM培养基(A1896701，Thermo  Fisher  Scientific)以供读取。

在Cytation  5细胞成像多模式读取器(Biotek  Instruments)上在390+10nm激发和510+

10nm发射下测量每个孔的荧光强度。在荧光测量后，去除无血清的FluoroBrite  DMEM，并向

每个孔中添加100μL的正常培养基，并且使用WST‑8测量细胞活力/细胞计数。细胞活力测量

遵循制造商的方案。简言之，随后将10μL的WST‑8(ab228554，Abcam)添加到每个孔中，并振

荡板以使试剂均匀分布。然后将板放回孵育器中持续30min至3小时，根据细胞密度和细胞

类型而定。为了测量细胞活力，在Cytation  5上测量460nm处的吸光度。将每个孔的GFP测量

相对于WST‑8细胞计数归一化。表中的值表示来自六个重复孔的平均GFP表达，并显示为用

阴性对照ASO处理的分数。

表6‑用寡核苷酸疗法敲减GFP‑DUX4报告物。
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[0164] 参考图8A，此图示出了治疗性ASO具有FSHD肌管中DUX4的强敲减。将永生化的FSHD

成肌细胞在80％汇合时铺板，并在24小时后用50nM或25nM的对照或抗DUX4  ASO和

lipofectamine  RNAimax(Thermo)转染，然后孵育24小时。然后将细胞经96小时分化为DUX4

阳性FSHD肌管，然后进行总RNA收集和qRT‑PCR。使用GAPDH作为内部对照。值表示各自具有

三次技术重复的两个实验的平均值，并且误差棒表示SEM。*对于两种剂量按照学生t检验p<

0.05。

[0165] 参考图8B和表7，其展示了FSHD成肌细胞中DUX4和DUX4诱导的基因ZSCAN4和

SLC34A2的敲减。将15Abic或C6细胞以每孔150,000个细胞的密度铺板在十二个24孔细胞培

养板中的人肌源性前体细胞 (h M PC)培养基中。hMPC培养基由以下构成：5 0 0m L 

RoosterBasalTM‑MSC、10mL  RoosterBoosterTM‑MSC(KT‑001，RoosterBio)、91mL的胎牛血清
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(10082147，Thermo  Fisher)和50mL的100mM丙酮酸钠(11360070，Thermo  Fisher)。在将细

胞铺板在hMPC培养基中后三天，将培养基更换为hMPC分化培养基，所述hMPC分化培养基由

以下构成：500mL  RoosterBasalTM‑MSC、10mL  RoosterBoosterTM‑MSC、11 .4mL的马血清

(16050130，Thermo  Fisher)和50mL的100mM丙酮酸钠。在将细胞铺板在hMPC培养基中后十

天(在将细胞铺板在hMPC分化培养基中后七天)，根据制造商的说明在1mL的孔体积中使用

0 .875μL的LipofectamineTMRNAiMAX转染试剂(13778075，Thermo  Fisher)和3 .125nM或

6.5nM  ASO对细胞进行正向转染。在转染后五天，将细胞裂解到350μL的缓冲液RLT(79216，

Qiagen)中。按照制造商的说明使用Direct‑zol‑96RNA试剂盒(R2056,Zymo  Research)提取

RNA。按照制造商的说明使用NanoDrop  1000(Thermo  Fisher)确定经纯化的RNA浓度。按照

制造商对具有ezDNaseTM酶试剂盒的SuperScriptTMIV第一链合成系统(18091150，Thermo 

Fisher)的说明生成cDNA，所述说明具有以下修改。在消化基因组DNA后添加1μL的110μM二
硫苏糖醇。在逆转录期间，使用1μL的50μM锚定的寡核苷酸d(T)20作为引物。在cDNA生成后，

进行qPCR对三种靶基因：DUX4‑fl(DUX4‑全长)、SLC34A2和ZSCAN4，以及一种对照基因：

RPL13A进行定量。使用双重淬灭的PrimeTime  qPCR探针和引物(正向引物、反向引物和探针

构成测定)进行复用的基于探针的qPCR反应。简言之，在96孔板的每个孔中，将10μL的
基因表达预混液(1055772，Integrated  DNA  Technologies)与100ng的cDNA和

0.25μL的每种20X测定物(DUX4‑fl，SLC34A2，ZSCAN4，RPL13A)以及一定体积的水混合，使得

每个孔的总体积为20μL。使用LightCycler  96(Roche  Diagnostics)进行热循环和板读取。

循环条件如下：聚合酶在95℃下激活180秒，在95℃下变性15秒，并在60℃下退火/延长60

秒，且将所述变性和退火/延长步骤重复40个循环。在每个循环后的退火/延长步骤结束时

读取荧光。使用LightCycler  96软件自动确定循环阈值。按照Taylor等人，2019(“The 

Ultimate  qPCR  Experiment:Producing  Publication  Quality,Reproducible  Data  the 

First  Time”)描述的方法计算靶基因的归一化相对表达。然后将三种靶基因的表达加在一

起，并产生条形图来描述相对于阴性对照ASO，靶基因的归一化的相对复合敲减。

表7 .在用DUX4靶向ODN的3.125nM处理之后，针对DUX4和DUX4调节基因ZSCAN4和

SLC34A2的敲减的qRT‑PCR。
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[0166] 参考表8，此表显示了HepG2肝细胞中DUX4靶向ASO的LD‑50值。使HEPG2细胞(HB‑

8065，ATCC，弗吉尼亚州马纳萨斯)在补充有10％  FBS(FBS，16000044，Thermo  Fisher 

Scientific)和1X青霉素‑链霉素(15140122，Thermo  Fisher  Scientific)的DMEM(10‑013‑

CV，Corning  Inc.)中生长。使细胞在37℃和5％  CO2下在加湿孵育器中生长。在96孔板中，

将 5 ,0 0 0个 细 胞 铺 板 在 1 8 0μ L不含 抗生 素 的 培 养 基 中。紧 接 在铺 板 之 后 ，使 用

LipofectamineTMRNAiMAX转染试剂(13778075，Thermo  Fisher  Scientific)转染细胞。对于

ASO的100nM转染，将0.4μL/孔的RNAiMAX稀释到10μL的Opti‑MEM中，然后与10μL的1μM  ASO

(10x最终培养体积)在Opti‑MEM中合并，并在室温下孵育15分钟。通过100nM复合物的连续

1:2稀释产生更低剂量的ASO。通过增加ASO的浓度但维持0.4μL/孔(这是可以使用而不引起

细胞毒性的最高剂量)的RNAiMAX来制备更高的浓度。然后在复合物形成的30分钟内将20μL
适当稀释的ASO/RNAiMAX复合物添加到每个孔中。将板轻轻振荡以将转染试剂均匀地分布

在孔中，然后将板放回孵育器中。在37℃下将细胞处理72‑96小时。在处理后，去除转染培养

基，并向每个孔中添加100μL的新鲜培养基，并进行WST‑8测定以测量细胞活力/细胞计数。

细胞活力测量遵循制造商的方案。简言之，将10μL的WST‑8(ab228554，Abcam)添加到每个孔

中，并振荡板以使试剂均匀分布。然后将板放回孵育器中持续90min。接下来，在Cytation  5

上测量460nm处的吸光度。通过从含有细胞的孔减去无细胞孔(其中仅具有培养基和WST8试
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剂的孔)的平均背景细胞活力测量值来分析数据。通过相对于仅用Opti‑mem模拟转染的孔

进行归一化来计算细胞活力。使用为此目而设计的定制excel宏从剂量曲线推知致死剂量

50(LD50)浓度值。

[0167] 参考图9，此图示出了通过多靶向反义寡核苷酸(ASO)在FSHD患者成肌细胞中对

DUX4和DBET  RNA转录物的同时敲减。AS‑DX‑10仅靶向DUX4转录物，而AS‑DX‑25、AS‑DX‑37和

AS‑DX‑55靶向DUX4和DBET转录物二者。将永生化的15Abic成肌细胞铺板在12孔板中，并在

第二天使用转染试剂RNAiMAX用50nM的对照或靶ASO进行转染。在铺板后一天，添加分化培

养基以诱导成肌细胞形成和DUX4表达。在转染后72h，裂解细胞并从孔中收集总RNA，并进行

RT‑qPCR以确定DUX4或DBET转录物的表达。ASO  AS‑DX‑25、AS‑DX‑37和AS‑DX‑55敲减DUX4和

DBET转录物二者，而AS‑DX‑10仅敲减DUX4。

实施例4：ASO靶序列的MC‑DX4脱靶分析和验证

鉴定脱靶转录物

[0168] 在跨越DUX4区域chr4：190 ,173 ,774‑190 ,185 ,942的参考序列中以1bp滑动产生

DUX4编码基因(ENSG00000258389.2)中从15bp至20bp的所有潜在反向互补体ASO位置。使用

GGGenome(https://gggenome.dbcls.jp/)的修改脚本将我们的寡核苷酸序列与人转录组

(Human  RNA  Refseq  release  205,2021年3月)快速比对。此脚本鉴定与靶向DUX4的每个可

能的ASO部分互补的所有转录物。然后，用算法分析这些命中以鉴定更高可能的脱靶。这些

脱靶可能含有多达3个错配、空位或凸起(WO  2021203043)，但它们必须遵守与结构构象、亲

和力和转录物表达有关的一系列其他原则。即使使用这些过滤器，仍然存在许多预测的脱
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靶转录物，这些转录物可能是假阳性或背景依赖性的，并且需要通过体外和体内实验测试

加以验证。

过滤潜在阳性FSHD相关靶标的脱靶相互作用

[0169] 患者分离和基因表达分析是用于了解疾病生物学的所公开的数据分析策略的关

键部分。这始于从报道来自肌肉组织和患者细胞的RNA表达模式的文献中收集可用的数据

集。诸位发明人组建10项研究的数据库，所述研究对于样品处理、通过微阵列和RNAseq进行

转录组分析和重要的患者信息具有严格的标准。这10项研究包括：在过表达DUX4的成肌细

胞中表达增加的基因(Tsumagari等人2011(31)、Pakula等人2013,(32)、Geng等人2012(33)

和Mitsuhashi等人2021(34))；人肌肉活检的微阵列研究(Winokur等人2003(35)和Rahimov

等人2012(36))；以及RNA‑seq分析(Yao等人2014(28)、Wong等人2020(17)和Wang等人2019

(29))。这些研究的一个缺点是，它们的患者数量通常较低，因此缺乏统计检验力。为了克服

这个问题，诸位发明人用可用数据从三个RNA‑seq研究创建新数据集，以改善统计检验力和

导出与患者临床属性的相关性的能力。图10示出了对我们的数据集和我们的分析的概述。

[0170] 首先，诸位发明人在公开的数据集中或使用诸位发明人自有RNA‑seq分析鉴定通

常在FSHD肌肉中相比于对照肌肉中上调的基因。诸位发明人还利用主成分分析和层次聚类

将患者分组，并比较对照样品与这些组之间的表达模式。有趣的是，所述聚类与临床严重程

度得分(即，轻度、中度或重度疾病)基本符合。支持此分析，从来自更大元分析中包括的样

品子集的类似分析获得类似的结果，如图11所示。通过此分析，诸位发明人创建FSHD中上调

基因的数据库，每个基因附带这种失调的支持证据以及任何相关的临床相关性。通过此数

据库，诸位发明人接下来利用GO途径分析进行途径富集分析(37)。主要的上调途径包括炎

症反应和其他免疫调节途径、细胞增殖、细胞周期调节和纤维化。

[0171] 在组建FSHD相关基因和途径的此数据库后，然后针对这个列表过滤我们鉴定的潜

在的脱靶相互作用。与FSHD相关基因或共同靶标匹配的潜在脱靶相互作用显示在表2的最

右列中。例如，预测AS‑DX‑007靶向与FSHD相关的三个共同靶标(DBET、MKI67和IRF5)。DBET

是与D4Z4重复序列的开放和DUX4的表达相关的非编码RNA(38)。MKI67编码Ki‑67蛋白，其在

上调的FSHD肌肉组织中被检测到，并可能参与肌纤维细胞增殖和损伤的DUX4诱导(图12A)。

IRF5(干扰素调节因子5)编码通过几种炎症信号上调的转录因子，并导致几种细胞因子(如

TNF)的表达和细胞内干扰素反应的诱导(图12B)。分析还展示了这些基因在轻度和重度

FSHD中的表达增加(图13)。

过滤潜在的负毒性相关相互作用的脱靶相互作用

[0172] 为了鉴定可能与可能需要避免的毒性相关的潜在脱靶相互作用，诸位发明人利用

积累同行评审出版物的Ingenuity知识数据库和来自Tox  net的毒性相关基因表达数据集

和其他数据库将脱靶基因与潜在毒性相关联。诸位发明人还通过go途径分析鉴定与肌肉分

化、发育和功能相关的基因。诸位发明人过滤鉴定为脱靶相互作用的寡核苷酸序列用于针

对IPA毒性知识库或go途径的匹配。例如，NR4A1与肝和肾细胞死亡和纤维化以及肌细胞分

化相关。

通过qRT‑PCR验证共同靶标相互作用

[0173] 为了验证脱靶相互作用，使用FSHD成肌细胞系15Abic。将2.5e5个15abic成肌细胞

铺板在6孔板中。在24小时后，去除复制培养基，并且添加2mL的分化培养基和250μL的含有
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适当ASO  RNAimax复合物的optimum，使得每种ASO的最终浓度为50nM。ASO处理包括荧光阴

性对照ASO、作为阳性对照的仅靶向DUX4的AS‑DX‑015‑1、或者可共同靶向DBET、IRF5和

MKI67的AS‑DX‑007‑1或AS‑DX‑050‑1。在转染开始时，向细胞添加分化培养基以诱导融合为

肌管和DUX4表达。参考图14A，其显示了在转染后48小时在优化条件下荧光ASO的转染效率

接近100％。在转染96小时后，通过细胞形态观察肌管融合，并收集总RNA。产生cDNA，并对

DUX4和共同靶基因进行qRT‑PCR。参考图14B，此图显示了三个生物重复孔的平均值，并且误

差棒表示平均值的标准误差。*表示按照双尾学生t检验，p值<0 .05。对于所有ASO，观察到

DUX4的稳健敲减，并且对于AS‑DX‑007‑1和AS‑DX‑050‑1，观察到共同靶标的显著敲减。

[0174] 虽然已在本文中示出和描述了本公开文本的优选方面，但此类方面仅以举例的方

式提供。可以进行许多变化、改变和取代。应理解，在此描述的本公开文本的方面的多种替

代方案可以用于实施本公开文本。以下权利要求旨在限定本公开文本的范围，并且在这些

权利要求及其等同物的范围内的方法和结构涵盖在其中。
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