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1.一种携带表达盒的重组载体，该表达盒包括人α-L-艾杜糖苷酸酶基因，该基因具有

SEQ  ID  NO:1核苷酸序列，其编码功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶，其中所述表达盒进一步包括

指导人α-L-艾杜糖苷酸酶表达的调控序列，所述调控序列包括肝脏特异性启动子。

2.根据权利要求1所述的重组载体，其中该启动子是TBG启动子。

3.根据权利要求1所述的重组载体，其中该载体进一步包括一个或多个增强子。

4.根据权利要求3所述的重组载体，其中这些增强子是相同或不同的。

5.根据权利要求3所述的重组载体，其中这些增强子选自下组，该组由以下各项组成：

内含子、CMV增强子、和αmic/bik增强子。

6.根据权利要求5所述的重组载体，其中所选择的增强子的多于一个拷贝存在于该载

体中。

7.根据权利要求6所述的重组载体，其中该增强子的该多于一个拷贝串联定位。

8.根据权利要求1所述的重组载体，其中该表达盒进一步包括选自兔球蛋白poly  A的

poly  A。

9.根据权利要求1所述的重组载体，其质粒具有SEQ  ID  NO:3的序列。

10.一种重组腺相关病毒颗粒，该颗粒具有AAV衣壳并且具有包装在其中的5'反向末端

重复序列、在控制其表达的调节序列的控制下的人α-L-艾杜糖苷酸酶基因、和AAV  3'反向

末端重复序列，其中所述人α-L-艾杜糖苷酸酶基因具有在SEQ  ID  NO:1中示出的序列，其编

码功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶。

11.根据权利要求10所述的重组腺相关病毒颗粒，其中经修饰的人α-L-艾杜糖苷酸酶

基因在肝脏特异性启动子的控制下进行表达。

12.根据权利要求11所述的重组腺相关病毒颗粒，其中该启动子是TBG启动子。

13.根据权利要求10所述的重组腺相关病毒颗粒，其中该载体进一步包括一个或多个

增强子。

14.根据权利要求13所述的重组腺相关病毒颗粒，其中这些增强子是相同或不同的。

15.根据权利要求13所述的重组腺相关病毒颗粒，其中这些增强子选自下组，该组由以

下各项组成：内含子、CMV增强子、和αmic/bik增强子。

16.根据权利要求15所述的重组腺相关病毒颗粒，其中所选择的增强子的多于一个拷

贝存在于该载体中。

17.根据权利要求16所述的重组腺相关病毒颗粒，其中该增强子的该多于一个拷贝串

联定位。

18.根据权利要求10所述的重组腺相关病毒颗粒，其中该重组腺相关病毒颗粒包括AAV

衣壳，该AAV衣壳选自AAV8和AAV9。

19.根据权利要求18所述的重组腺相关病毒颗粒，其中该重组腺相关病毒是假型的。

20.根据权利要求19所述的重组腺相关病毒颗粒，其中这些反向末端重复序列来自

AAV2。

21.根据权利要求10所述的重组腺相关病毒颗粒，其具有AAV8衣壳，并且具有包装在其

中的AAV2  5'反向末端重复序列、在控制其表达的调节序列的控制下的SEQ  ID  NO:1的人α-

L-艾杜糖苷酸酶基因、和AAV2的3'反向末端重复序列，其中所述调节序列包含肝脏特异性

的TBG启动子，多于一个拷贝串联定位的αmic/bik增强子，内含子和polyA序列。
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22.一种对于治疗I型粘多糖贮积症(MPS  I)有用的组合物，该组合物包括根据权利要

求10到21中任一项所述的重组腺相关病毒颗粒和药学上可接受的载体。

23.根据权利要求10到21中任一项所述的重组腺相关病毒颗粒在I型粘多糖贮积症治

疗用药物的制备中的用途，所述药物包含有效量的所述重组腺相关病毒和药学上可接受的

载体。

24.根据权利要求23所述的用途，其中所述药物配制用于静脉内递送。

25.根据权利要求23所述的用途，其中所述药物配制成含有3x  109到3x  1013基因组拷

贝的重组腺相关病毒颗粒/公斤。
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用于治疗MPS1的组合物和方法

[0001] 发明背景

[0002] 粘多糖贮积症是由缺乏糖胺聚糖(GAG)(也被成为粘多糖)降解中涉及的特异性溶

酶体酶引起的一组遗传性障碍。部分降解的GAG的累积引起对细胞、组织、和器官功能的干

扰。随着时间，GAG在细胞、血液和结缔组织内累积，造成越来越多的细胞和器官损伤。最严

重的粘多糖贮积症(MPS)障碍MPS  I是由酶α-L-艾杜糖苷酸酶(IDUA)的缺乏引起的。这导致

三种临床综合征，按严重性的顺序为贺勒氏(Hurler)、贺勒-施艾氏(Hurler-Scheie)和施

艾氏(Scheie)综合征。每一种都是常染色体隐性遗传，酶缺陷的程度与临床表型的严重性

直接相关。

[0003] 已经报道IDUA基因为生产称为α-L-艾杜糖苷酸酶的酶提供指示，这种酶对于分解

称为糖胺聚糖(GAG)的大的糖分子是必要的。具体地，报道了α-L-艾杜糖苷酸酶从被称为硫

酸化α-L-艾杜糖醛酸的分子中去除硫酸素(sulfate)，硫酸素存在于被称为硫酸乙酰肝素

和硫酸皮肤素两种GAG中。α-L-艾杜糖苷酸酶位于溶酶体中，溶酶体是细胞内消化和再循环

不同种类的分子的隔室。已经发现IDUA基因中的多于100种突变引起I型粘多糖贮积症(MPS 

I)。改变一个DNA结构单元(核苷酸)的突变是最常见的。引起MPS  I的突变减少或完全消除

α-L-艾杜糖苷酸酶的功能。

[0004] 关于临床综合征，目前对贺勒氏综合征的医疗标准是造血干细胞移植(HSCT)，如

骨髓移植(BMT)或脐带血移植(UCBT)。要尽早并且在两岁前进行这一手术，从而影响疾病的

躯体和CNS两个方面。然而，对于MPS  I的HSCT仍然与大量发病和20％的死亡率相关。如果移

植不是选项，则可以开始酶替代疗法(ERT)，该疗法需要为了患者的生命而每周输注酶。ERT

不影响CNS疾病的进展，但部分改善躯体表现。器官巨大症得到显著改善，尽管疾病在骨骼

系统、眼和心脏方面仅得到部分改善。患者可能需要手术来稳固臀部和膝盖并且来治疗腕

管综合征和手指收缩。心脏疾病用药物治疗，尽管最终可能需要手术。

[0005] 对于MPS  I的ERT提供外源性酶来摄取到溶酶体中并且增加GAG的分解代谢。尽管

溶酶体酶在内部起作用，细胞表面甘露糖-6-磷酸受体能够结合、内化、和递送这些酶到溶

酶体。重组IDUA(阿杜拉酶 拜马林制药(BioMarin))被FDA批准用于患有

贺勒氏和贺勒-施艾氏形式的MPS  I的患者和用于患有施艾氏形式的患者，这些患者具有中

等到严重的症状并且被示为改善了肺功能和行走能力。还观察到了ERT减少MPS  I患者的肝

脏肿大以及尿液中GAG的水平。然而，因为静脉内的酶不容易穿过进入脑部，所以目前ERT没

有解决某些MPS  I患者经历的神经症状。

[0006] ERT的并发症围绕对重组酶的免疫应答，其范围可以从温和到全面过敏反应以及

终生外周通路并发症如局部和全身感染。高达91％的接受阿杜拉酶的患者发展出了对酶的

抗体，尽管并不清楚它对疗效有多大影响。进一步地，ERT需要在医院环境下每周静脉内

(i.v.)输注，经3-8小时的时期给药，这严重影响了患者的生活质量，并且高昂的费用是卫

生保健报销系统的主要压力。

[0007] 鉴于这些限制，可以更有效地矫正与MPS  I相关的发病的治疗仍然是未满足的医

疗需求。
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[0008] 发明概述

[0009] 在一个方面，本发明提供了表达盒，该表达盒包括人α-L-艾杜糖苷酸酶(hIDUA)基

因，该基因具有SEQ  ID  NO:1核苷酸序列或在人细胞中编码功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶的、

与SEQ  ID  NO:1具有至少约95％一致性的序列，其中所述表达盒进一步包括在人细胞中指

导人α-L-艾杜糖苷酸酶表达的调控序列，所述调控序列包括肝脏特异性启动子。

[0010] 在另一个方面，本发明提供了包含该表达盒的载体。在一个实施例中，该表达盒位

于cis质粒上。在另一个实施例中，该表达盒位于pENN.TBG.hIDUA.nRBG上。

[0011] 在还另一个方面，本发明提供了重组腺相关病毒(rAAV)颗粒，该颗粒具有AAV衣壳

并且具有包装在其中的左反向末端重复序列(ITR)、在控制其表达的调节序列的控制下的

人α-L-艾杜糖苷酸酶(hIDUA)基因、和AAV右ITR，其中所述hIDUA基因具有在SEQ  ID  NO:1

(图1)中示出的序列或编码功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶的、与SEQ  ID  NO:1示出的序列具有

至少约95％一致性的序列。在一个实施例中，该功能性hIDUA基因在肝脏特异性启动子的控

制下进行表达。这种启动子可以是甲状腺素结合球蛋白(TBG)启动子。

[0012] 在进一步的方面，本发明提供了重组腺相关病毒颗粒AAV2/8.TBG.hIDUA.co。

[0013] 在还另一个方面，本发明提供了对于治疗I型粘多糖贮积症(MPS  I)有用的组合

物，该组合物包括rAAV和药学上可接受的载体，该rAAV包括在此所述的表达盒。

[0014] 在仍另一个方面，本发明提供了用于治疗I型粘多糖贮积症的方法，该方法包括递

送有效量的组合物，该组合物包括药学上可接受的载体和如在此所述的rAAV。

[0015] 在还另一个方面，本发明提供了用于治疗或改善贺勒氏、贺勒-施艾氏和/或施艾

氏综合征的症状的方法。

[0016] 本发明的还有其他方面和优点将从本发明的详细描述中显而易见。

[0017] 附图简要说明

[0018] 图1A至1D提供了在此所述的pENN.AAV.TBG.PI.hIDUA.RGB质粒[SEQ  ID  NO:3]的

序列，该序列包括功能性人IDUA基因的核酸序列。功能性IDUA的基因位于图1的位置1251-

3213处，并且还在SEQ  ID  NO:1和2中提供了其编码的酶序列。进一步对序列进行注释以标

识以下序列：αmic/bik增强子、内含子1、兔球蛋白poly  A、ITR、复制起点。

[0019] 图2提供了pENN.AAV.TBG.PI.hIDUA.RGB的环状图。

[0020] 发明详细说明

[0021] 在此所述的组合物提供了携带人IDUA基因的表达盒，该表达盒在人类受试者中表

达治疗有效量的功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶。

[0022] 如在此所使用，“治疗有效量”指在靶细胞中递送和表达足以改善或治疗贺勒氏、

贺勒-施艾氏和/或施艾氏综合征、和或MPS  I症状的酶的量的组合物的量。“治疗”可以包括

预防这些综合征(或MPS  I)中的一种的症状的恶化并可能逆转其症状中的一种或多种。

[0023] 如在此所使用的“功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶”指人α-L-艾杜糖苷酸酶的酶，该酶

通常在未患有MPS1或相关综合征(如贺勒氏、贺勒-施艾氏和/或施艾氏综合征)的人中起作

用。相反地，引起MPS1或这些综合征中的一种的人α-L-艾杜糖苷酸酶的酶的变体被认为是

非功能性的。在一个实施例中，功能性人α-l-艾杜糖苷酸酶具有布雷默(Bremer)等人在以

下文献中所描述的野生型人α-L-艾杜糖苷酸酶的氨基酸序列：分子遗传学与新陈代谢

(Mol.Genet.Metab.)104(3):289-294(2011)，NCBI参考序列NP_000194.2，重现在SEQ  ID 
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NO:2(653个氨基酸)中。然而，此序列的若干天然发生的功能多态性(变体)已被描述并可以

涵盖在本发明的范围内。参考SEQ  ID  NO:2，这些变体包括在位置110处的N-键联糖基化[陈

(Chen)等人，蛋白质组学研究杂志(J  Proteome  Res.)，8:651-661(2009)]，在氨基酸位置

33处的从H到Q的改变[SEQ  ID  NO:7，VAR_003350；斯科特·HS(Scott,HS)等人，美国国家科

学院院刊(Proc  Natl  Acad.Sci)，88:9695-9699(1991)；斯科特·HS(Scott,HS)等人，基因

组学(Genomics)，12:1311-1313(1992)；斯科特·HS(Scott ,HS)等人，人类遗传学(Hum 

Genet)，90:327-327(1992)；贝尔托拉·F(Bertola  F.)等人，人类突变，32:E2189-E2210

(2011)]，在氨基酸位置82处的H到Q的还原[SEQ  ID  NO:8，VAR_020976；斯科特·HS(Scott,

HS)等，人类遗传学(Hum  Genet)，上文引用]，在位置105处的从R到Q的改变[SEQ  ID  NO:9，

VAR_003356；斯科特·HS(Scott,HS)等人，人类遗传学(Hum  Genet)，上文引用；贝尔托拉

(Bertola)等人，上文引用]，在位置116处的从G到R的改变[SEQ  ID  NO:12，VAR_003367]，在

位置279处的从V到A的改变[SEQ  ID  NO:11，VAR_003359]，在位置346处的从L到R的改变

[SEQ  ID  NO:12，VAR  017436，腾，YN(Teng,YN)等人，临床遗传学(Clin.Genet)，57:131-136

(2000)]，在位置361处的从A到T的改变[SEQ  ID  NO:13，VAR_003364；斯科特·HS(Scott,

HS)等人，人分子遗传学(Hum  Mol  Genet)，2:1471-1473(1993)；宇佳玲加姆(Yogalingam)

等人，人类突变(Hum  Mutat)，24:199-207(2004)；贝尔托拉(Bertola)等人，上文引用]，在

位置449处的从H到N的改变[SEQ  ID  NO:14，VAR_066228，贝尔托拉(Bertola)等人，上文引

用]，在位置454处的从V到I的改变[SEQ  ID  NO:15，VAR_003372，宇佳玲加姆(Yogalingam)

等人，上文引用；贝尔托拉(Bertola)等人，上文引用]，在位置591处的从A到T的改变[SEQ 

ID  NO:16，VAR_0066231，贝尔托拉(Bertola)等人，上文引用]，和在位置622处的从A到T的

改变[SEQ  ID  NO:17，斯科特(Scott)等人，基因组学(Genomics)，上文引用]。参见例如

UniProtKB/Swiss-Prot；www.uniprot.org/uniprot/P35475。在另一个实施例中，功能性人

α-L-艾杜糖苷酸酶可以包括合成氨基酸序列，其中SEQ  ID  NO:2的前26个氨基酸的全部或

一部分由异源前导肽所替代，这些氨基酸对应于前导(信号)肽。这个负责将酶通过其分泌

路径转运出细胞进入循环的前导肽可以由另一种合适的前导肽所取代，例如，如来自白细

胞介素-2(IL-2)或制瘤素的前导肽。优选合适的前导肽，但并不必需来自人。可以从

http://proline.bic.nus.edu.sg/spdb/zhang270.htm(将其通过引用结合在此)选择合适

的前导肽，或可以使用多种用于在选择的蛋白中确定前导(信号)肽的计算程序来确定。尽

管不受限制，这样的序列长度可以从约15到约50个氨基酸，或长度可以从约20到约28个氨

基酸，或可以根据需要更长或更短。另外，至少一种体外测定已经被描述为对评估IDUA酶的

酶活性是有用的[参见，例如，见卡其斯(Ka kkis)等人，分子遗传学与新陈代谢

(Mol.Genet.Metab.)，2001年3月；72(3):199-208]。

[0024] 合适地，在此所述的组合物和方法不需要长期、重复每周注射治疗剂量。不希望被

理论所限制，在此所述的方法被认为对于矫正除了与MPSI障碍相关的躯体症状之外的中枢

神经系统表型是有用的。

[0025] 表达盒

[0026] 表达盒在最低限度上由基因及其调节序列构成。当该盒被设计成用于从重组腺相

关病毒进行表达时，该表达盒进一步包含5'和3'AAV反向末端重复序列(ITR)。这些ITR可以

是全长型，或这些ITR中之一或二者可以被截短。例如，可以将包含D序列缺失和末端解离位
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点(trs)缺失的截短的5'ITR用于例如自我互补AAV。在一个实施例中，rAAV是假型的，即AAV

衣壳来自与提供ITR的AAV不同来源的AAV。在一个实施例中，使用了AAV血清型2的ITR。然

而，可以选择来自其他合适的来源的ITR。

[0027] 如在此所述，将携带功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶(hIDUA)基因的在指导功能性人

α-L-艾杜糖苷酸酶的酶在细胞中表达的调节序列的控制下的表达盒递送给患有在此所述

的病症中的一种的患者。

[0028] 该表达盒包含hIDUA基因，其特征在于具有SEQ  ID  NO:1核苷酸序列。这个序列由

发明人所开发，具有与基因库(Genbank)中编码SEQ  ID  NO:2的公开基因序列NP000194.2约

83％的一致性。在另一个实施例中，该表达盒包含hIDUA基因(其特征在于具有与SEQ  ID 

NO:1具有至少约80％一致性的核苷酸序列)并且编码功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶。在另一

个实施例中，该序列与SEQ  ID  NO:1具有至少约85％一致性或与SEQ  ID  NO:1具有至少约

90％一致性并且编码功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶。在一个实施例中，该序列与SEQ  ID  NO:1

具有至少约95％一致性、与SEQ  ID  NO:1具有至少约97％一致性、或与SEQ  ID  NO:1具有至

少约99％一致性并且编码功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶。在一个实施例中，这涵盖了全长

hIDUA基因，包括人α-L-艾杜糖苷酸酶的前导肽序列(即，编码SEQ  ID  NO:2的约氨基酸26、

或约氨基酸27到约氨基酸653)，对应于SEQ  ID  NO:1的约1到约78。在另一个实施例中，

hIDUA基因编码合成的功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶的酶，该酶是包括与功能性α-L-艾杜糖

苷酸酶的酶的分泌部分融合的异源前导序列的合成肽，即，SEQ  ID  NO:2或在此指定的其功

能性变体之一的约氨基酸27到约653。

[0029] 相对于序列的一致性或相似性在此处被定义为：在比对序列并且引入空位(如果

需要的话)以实现最大序列一致性百分比之后，在候选序列中与在此所提供的肽和多肽区

域相同(即，相同残基)或相似(即，基于共有侧链特性来自相同组的氨基酸残基，见下文)的

氨基酸残基的百分比。百分比(％)一致性是两个多核苷酸或两个多肽之间的关系的度量，

如通过分别比较其核苷酸或氨基酸序列所确定。通常，对有待比较的两条序列进行比对来

给出序列之间的最大相关性。对两条序列的比对进行检查，并且确定给出两条序列之间的

准确氨基酸或核苷酸对应关系的位置的数量，除以比对的总长度并乘以100来给出百分比

一致性数字。这个百分比一致性数字可以根据有待比较的序列的全长来确定，这种方式对

于高度同源的长度相同或非常相似的序列是特别合适的，或者根据较短定义长度来确定，

这种方式对于长度不相等或具有较低同源水平的序列更合适。存在多种算法和基于其的计

算机程序，这些在文献中是可用的和/或可公开或商业可得的以用于进行比对和百分比一

致性。算法或程序的选择不是对本发明的限制。

[0030] 合适的比对程序的实例包括例如在Unix下并然后导入到Bioedit程序的软件

CLUSTALW(霍尔·T.A.(Hall,T.A.)1999，BioEdit：用于Windows  95/98/NT的用户友好的生

物序列比对编辑器和分析程序(BioEdit:a  user-friendly  biological  sequence 

alignment  editor  and  analysis  program  for  Windows  95/98/NT)，核酸专题论文集系

列(Nucl .Acids .Symp .Ser .)，41:95-98)；威斯康辛序列分析包(Wisconsin  Sequence 

Analysis  Package)，版本9.1(德弗罗·J.(Devereux  J.)等人，核酸研究(Nucleic  Acids 

Res .)，12:387-395，1984，可从美国威斯康辛州麦迪逊的遗传学计算机集团(Genetics 

Computer  Group)获得)。程序BESTFIT和GAP可以用于确定两个多核苷酸之间的百分比一致
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性和两条多肽序列之间的百分比一致性。

[0031] 其他用于确定序列之间的一致性和/或相似性的程序包括例如，可从美国马里兰

州贝塞斯达的国家生物技术信息中心(NCB，National  Center  for  Biotechnology 

Information,Bethesda,Md.,USA)获得并可通过NCBI的主页(www.ncbi.nlm.nih.gov)访问

的BLAST程序家族，GCG序列比对软件包的一部分的ALIGN程序(版本2.0)。使用ALIGN程序以

比较氨基酸序列时，能使用PAM120权重残基表，缺口长度罚分为12并且缺口罚分为4；以及

FASTA(皮尔森·W.R.(Pearson  W.R.)和李普曼·D.J.(Lipman  D.J.)，美国国家科学院院

刊(Proc.Natl.Acad.Sci.USA)，85:2444-2448，1988，可获得为威斯康辛序列分析包的一部

分)。SeqWeb软件(对于GCG威斯康辛包的基于网页的界面：Gap程序)。

[0032] 如贯穿本说明书及权利要求书所使用的，术语“包括”(comprising)和“包含”

(including)是把其他组件、元件、整体、步骤等包括在内的。相反地，术语“组成”及其变体

是将其他组件、元件、整体、步骤等排除在外的。除非另外规定，否则术语“约”涵盖了在±

10％内并包括其的变化。

[0033] 在一个实施例中，该表达盒针对人肝脏定向表达而设计。因此，肝脏特异性启动子

尤其特别适合于该表达盒。在一个实施例中，选择了甲状腺素结合球蛋白启动子。在一个实

施例中，TBG启动子具有图1的核苷酸442到901的序列。可替代地，可以选择另一种肝脏特异

性启动子。除其他之外，组织特异性启动子的实例针对肝脏和其他组织是众所周知的(白蛋

白，宫武(Miyatake)等人，(1997)，病毒学杂志(J.Virol.)，71:5124-32；乙型肝炎病毒核心

启动子，桑迪格(Sandig)等人，(1996)，基因治疗(Gene  Ther.)，3:1002-9；甲胎蛋白(AFP)，

阿巴斯诺特(Arbuthnot)等人，(1996)，人类基因治疗(Hum.Gene  Ther.)，7:1503-14)，骨钙

素(斯泰因(Stein)等人，(1997)，分子生物学导报(Mol.Biol.Rep.)，24:185-96)；谷唾液酸

蛋白(陈(Chen)等人，(1996)，骨矿物质研究杂志(J.Bone  Miner.Res.)，11:654-64)，淋巴

球(CD2，汉萨尔(Hansal)等人，(1998)，免疫学杂志(J.Immunol.)，161:1063-8；免疫球蛋白

重链；T细胞受体链)，神经元(如神经元特异性烯醇化酶(NSE))启动子(安德森(Andersen)

等人，(1993)，细胞和分子神经生物学(Cell.Mol.Neurobiol.)，13:503-15)，神经微丝轻链

基因(皮克利(Piccioli)等人，(1991)，美国国家科学院院刊(Proc.Natl.Acad .Sci.USA)，

88:5611-5)，和神经元特异性vgf基因(皮克利(Piccioli)等人，(1995)，神经元(Neuron)，

15:373-84)。可以选择其他启动子(非肝脏特异性的)，但是包含其的表达盒可能不具有带

有TBG或另一种肝脏特异性启动子的那些表达盒的全部优点。可替代地，可以选择可调节的

启动子。例如，参见WO  2011/126808B2，通过引用结合在此。

[0034] 在一个实施例中，该表达盒包括一个或多个表达增强子。在一个实施例中，该表达

盒包含两个或更多个表达增强子。这些增强子可以是相同的或可以各不相同。例如，增强子

可以包括αmic/bik增强子。这个增强子可以存在于互相邻近定位的两个拷贝中。可替代地，

增强子的双拷贝可以由一个或多个序列分开。仍在另一个实施例中，该表达盒进一步包含

内含子，例如普洛麦格(Promega)内含子。其他合适的内含子包括本领域已知的那些，例如，

如在WO  2011/126808中所述。

[0035] 进一步地，本发明的表达盒具有合适的聚腺苷酸化信号。在一个实施例中，polyA

序列是兔球蛋白poly  A。在一个实施例中，polyA序列特征在于具有图1的nt  3261-3387。可

替代地，另一种polyA(例如人生长激素(hGH)聚腺苷酸化序列)是SV40polyA，或合成polyA。
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仍然地，其他常规调节元件可以另外地或任选地包括在表达盒中。

[0036] 在一个实施例中，将表达盒工程化到合适的载体上，例如，使用本领域技术人员已

知的技术的质粒载体。任选地，本发明的组合物可以包含包括经修饰的人IDUA基因的第一

表达盒和包括不同基因的第二表达盒。在仍另一个实施例中，可以从多于一个表达盒来表

达功能性人IDUA，该多于一个表达盒可以位于多个载体上，例如，如在WO  2011/126808中所

述。

[0037] 在一个实施例中，该表达盒由pENN.TBG.hIDUA.nRBG携带，该质粒用于生成携带该

表达盒的重组腺相关病毒。

[0038] 生产AAV病毒颗粒

[0039] 在一个实施例中，本发明提供了重组腺相关病毒(rAAV)颗粒，该颗粒具有AAV衣壳

并且具有包装在其中的5'反向末端重复序列(ITR)、在控制其表达的调节序列的控制下的

人α-L-艾杜糖苷酸酶(hIDUA)基因、和AAV  3'ITR，其中所述hIDUA基因具有在SEQ  ID  NO:1

(图1)中示出的序列或编码功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶的、与SEQ  ID  NO:1示出的序列具有

至少约95％一致性的序列。一种特别期望的rAAV是AAV2/8.TBG.hIDUA.co。

[0040] 制备基于AAV的载体的方法是已知的。例如，见美国公开专利申请号2007/0036760

(2007年2月15日)，将其通过引用结合在此。使用AAV8的AAV衣壳尤其特别适合于在此所述

的组合物和方法。在美国专利7,282,199  B2、US  7,790,449、和US  8,318,480中描述了AAV8

序列和基于AAV8衣壳生成载体的方法，将这些文件通过引用结合在此。还特别适合于在本

法命中使用的是AAV9衣壳。在美国专利7,906,111中描述了AAV9序列和基于AAV9衣壳生成

载体的方法，将该文件通过引用结合在此。然而，还可以选择或生成其他AAV衣壳来在本发

明中使用。在上文引用的美国专利7,282,199  B2、US  7,790,449、US  8,318,480、和美国专

利7,906,111中提供了许多这样的AAV的序列，和/或这些序列可以从基因库(GenBank)获

得。可以合成地或使用多种分子生物学和基因工程技术来容易地生成这些AAV衣壳中的任

何的序列。合适的生产技术对于本领域技术人员是熟知的。例如，见萨姆布鲁克(Sambrook)

等人，分子克隆：实验室手册(Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual)，冷泉港出版社

(冷泉港(Cold  Spring  Harbor)，纽约)。可替代地，寡核苷酸编码肽(例如，CDR)或这些肽自

身可以例如由众所周知的固相肽合成法而合成生成(梅里菲尔德(Merrifield)，(1962)，美

国化学会志(J.Am.Chem.Soc.)，85:2149；斯图尔特(Stewart)和杨(Young)，固相肽合成(弗

里曼(Freeman)，旧金山，1969)pp.27-62)。还见D  M·麦卡迪(D  M  McCarty)等人，“自我互

补重组腺相关病毒(scAAV)载体独立于DNA合成促进高效转导(Self-complementary 

recombinant  adeno-associated  virus(scAAV)vectors  promote  efficient 

transduction  independently  of  DNA  synthesis)”，基因治疗(Gene  Therapy)，(2001年8

月)，第8卷，第16期，第1248-1254页。在例如美国专利号6,596,535、7,125,717、和7,456,

683中描述了自我互补AAV，其中每篇都通过引用以其全文结合在此。这些和其他合适的生

产方法在本领域技术人员的知识内并且不是对本发明的限制。

[0041] 可以使用已知的技术来生成在此所述的重组腺相关病毒(AAV)。这种方法涉及培

养包含编码AAV衣壳的核酸序列的宿主细胞；功能性rep基因；在最低限度上由AAV反向末端

重复序列(ITR)和转基因构成的表达盒；和足够的辅助功能以允许将该表达盒包装到AAV衣

壳蛋白中。
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[0042] 需要在宿主细胞中培养以在AAV衣壳中包装AAV表达盒的组件可以在相反侧提供

给宿主细胞。可替代地，所需要的组件(例如，表达盒、rep序列、cap序列、和/或辅助功能)中

的任何一种或多种可以由稳定的宿主细胞提供，该稳定的宿主细胞已使用本领域技术人员

已知的方法而被工程化来包含所需要的组件中的一种或多种。最合适地，这样的稳定的宿

主细胞将包含受诱导型启动子控制的所需要的一种或多种组件。然而，所需要的一种或多

种组件可以受组成型启动子的控制。在此提供了合适的诱导型和组成型启动子的实例，在

适合与转基因一起使用的调节元件的讨论中。在仍另一个替代方案中，所选择的稳定的宿

主细胞可以包含受组成型启动子控制的所选择的一种或多种组件和受一种或多种诱导型

启动子控制的其他所选择的一种或多种组件。例如，可以生成源自293细胞的稳定的宿主细

胞(其包含受组成型启动子控制的E1辅助功能)，但该宿主细胞包含受诱导型启动子控制的

rep和/或cap蛋白。仍然地，可以由本领域技术人员生成其他稳定的宿主细胞。

[0043] 可以将生产本发明的rAAV所需的表达盒、rep序列、cap序列、和辅助功能以转移携

带在其上的序列的任何遗传因子的形式递送到包装宿主细胞。可以用任何合适的方法(包

括在此所述的那些)来递送所选择的遗传因子。用于构建本发明的任何实施例的方法对核

酸操作技术人员是已知的并且包括基因工程、重组工程、和合成技术。例如，见萨姆布鲁克

(Sambrook)等人，分子克隆：实验室手册(Molecular  Cloning:  A  Laboratory  Manual)，冷

泉港出版社(冷泉港(Cold  Spring  Harbor)，纽约)。类似地，生成rAAV病毒体的方法是众所

周知的并且对合适的方法的选择不是对本发明的限制。例如，见K·菲舍(K.Fisher)等人

(1993)，病毒学杂志(J.  Virol.)，70:520-532和美国专利号5,478,745。

[0044] 除非另外说明，在此所述的AAV  ITR、和其他所选择的AAV组件可以容易地选自于

任何AAV。可以使用本领域技术人员可获得的技术来容易地将这些ITR和其他AAV组件从AAV

序列分离。这样的AAV可以从学术、商业、或公共来源(例如，美国种质保存中心，马纳萨斯，

弗尼吉亚州)分离或获得。可替代地，参照公开序列(如在文献中或数据库(例如，基因库(

等)中可获得的)通过合成或其他合适的手段可以获得AAV序列。

[0045] A、表达盒

[0046] 该表达盒如在此所定义。另外，如在此所述的表达盒和/或载体可以包含另外的转

基因调节序列。该表达盒包装到衣壳蛋白中并且递送到所选择的宿主细胞。

[0047] 1.转基因

[0048] 本发明可以包括多个转基因的使用。本领域技术人员可以容易地选择合适的转基

因。对转基因的选择不认为是对本发明的限制。

[0049] 2.调节元件

[0050] 除了以上针对表达盒所标识的主要元件，载体还包括常规控制元件，这些控制元

件以如下方式可操作地连接到转基因：该方式允许其在受到质粒载体转染或受到本发明所

生产的病毒的感染的细胞中转录、翻译和/或表达。如在此所使用，“可操作地连接的”序列

包括与感兴趣的基因邻接的表达控制序列，和在相反侧或在远处起作用以控制感兴趣的基

因的表达控制序列两者。表达控制序列包括合适的转录起始、终止、启动子和增强子序列；

有效的RNA加工信号例如剪接和聚腺苷酸化(polyA)信号；稳定细胞质mRNA的序列；增强翻

译效率的序列(即，Kozak共有序列)；增强蛋白稳定性的序列；以及当需要时，增强所编码产

物的分泌的序列。大量表达控制序列(包括天然的、组成型、诱导型和/或组织特异性启动
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子)是本领域已知的并且可以被利用。

[0051] 组成型启动子的实例包括但不限于逆转录病毒劳斯氏肉瘤病毒(Rous  sarcoma 

virus)(RSV)LTR启动子(任选地具有RSV增强子)、巨细胞病毒(CMV)启动子(任选地具有CMV

增强子)[例如，见博沙特(Boshart)等人(1985)，细胞(Cell)，41:521-530]、SV40启动子、二

氢叶酸还原酶启动子、β-肌动蛋白启动子、磷酸甘油激酶(PGK)启动子、和EF1启动子[英杰

公司(Invitrogen)]。诱导型启动子允许对基因表达的调节并且可以受到外源提供的化合

物、环境因素(如温度)、或存在特异性生理状态(例如，急性期、细胞的特定分化状态、或仅

在复制细胞时)的调节。诱导型启动子和诱导型系统可以从多种商业来源中获得，包括但不

限于英杰公司(Invitrogen)、克罗泰克公司(Clontech)和阿瑞雅德公司(Ariad)。许多其他

系统已被描述并且可以由本领域技术人员容易地选择。受到外源提供的化合物调节的诱导

型启动子的实例包括锌诱导型绵羊金属硫蛋白(MT)启动子、地塞米松(Dex)诱导型小鼠乳

腺肿瘤病毒(MMTV)启动子、T7聚合酶启动子系统[国际专利公开号WO  98/10088]；昆虫蜕皮

激素启动子[诺(No)等人(1996)美国国家科学院院刊(Proc .Natl .Acad .Sci .USA)，93:

3346-3351]，四环素阻抑系统[哥森(Gossen)等人(1992)美国国家科学院院刊

(Proc .Natl .Acad .Sci .USA)，89:5547-5551]、四环素诱导型系统[哥森(Gossen)等人

(1995)科学(Science)，268:1766-1769，还见哈维(Harvey)等人(1998)化学生物学目前观

点(Curr.Opin.Chem.Biol.)，2:512-518]、RU486诱导型系统[王(Wang)等人(1997)自然生

物技术(Nat.Biotech)，15:239-243和王(Wang)等人(1997)基因治疗(Gene  Ther.)，4:432-

4 4 1 ]以及雷帕霉素诱导型系统[马加里(Ma g a r i)等人 (1 9 9 7) ，临床研究杂志

(J.Clin .Invest)，100:2865-2872]，包括例如从阿瑞雅德公司(Ariad)可获得的阿金特

(ArgentTM)系统。在本文中可能有用的其他类型的诱导型启动子是受具体生理状态(例如，

温度、急性期、细胞的特定分化状态、或仅在复制细胞时)调节的那些。

[0052] 转基因的另一个实施例包括可操作地连接到组织特异性启动子上的基因。例如，

如果希望在骨骼肌中表达，应当使用在肌肉中有活性的启动子。这些包括来自编码骨骼β-

肌动蛋白、肌球蛋白轻链2A、抗肌萎缩蛋白、肌间线蛋白、MHC、肌肉肌酸激酶的启动子、以及

具有比天然存在的启动子更高活性的合成肌肉启动子(见李(Li)等人，(1999)自然生物技

术(Nat.Biotech.)，17:241-245)。除其他之外，组织特异性启动子的实例针对CNS/神经元

是众所周知，包括例如，神经元特异性烯醇化酶(NSE)启动子(安德森(Andersen)等人，

(1993)，细胞和分子神经生物学(Cell.Mol.Neurobiol.)，13:503-15)，神经微丝轻链基因

(皮克利(Piccioli)等人，(1991)，美国国家科学院院刊(Proc.Natl.Acad .Sci.USA)，88:

5611-5)，和神经元特异性vgf基因(皮克利(Piccioli)等人，(1995)，神经元(Neuron)，15:

373-84)。在另一个实施例中，将使用针对转基因的天然启动子。当希望转基因的表达模仿

天然表达的时候，可以优选天然启动子。当必须时序性或发育性地、或以组织特异性方式、

或响应于特异性转录刺激调节转基因的表达时，可以使用天然启动子。在进一步实施例中，

还可以使用其他天然表达控制元件(如增强子元件、聚腺苷酸化位点或Kozak共有序列)来

模仿天然表达。

[0053] 为便于参考，转基因、启动子/增强子、以及5'和3'AAV  ITR的组合在此被称为表达

盒。具有本发明的教导，可以依靠常规技术对这样的表达盒进行设计。

[0054] 3.将表达盒递送到AAV包装宿主细胞
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[0055] 可以在任何合适的载体上携带该表达盒，例如质粒，其被递送到宿主细胞。可以对

在本发明中有用的质粒进行工程化，这样使得它们适合于复制并且任选地整合在原核细

胞、哺乳动物细胞、或两者中。这些质粒(或携带表达盒的其他载体)包含允许表达盒在真核

生物和/或原核生物中复制的序列和用于这些系统的选择标记。除其他之外，选择性标记或

报告基因可以包括编码卡那霉素、遗传霉素、潮霉素或嘌呤霉素抗性的序列。质粒还可以包

括某些选择性报告基因或标记基因，这些选择性报告基因或标记基因可以用于发出载体存

在于细菌细胞中的信号，如氨苄青霉素抗性。质粒的其他组件可以包括复制起点和扩增子，

如采用爱-巴核抗原病毒核抗原的扩增子系统。这个扩增子系统、或其他类似的扩增子组件

允许细胞中的高拷贝附加型复制。优选地，携带表达盒的分子转染到细胞中，在该细胞中它

可以短暂地存在。可替代地，可以稳定地将表达盒或染色体地或作为附加体整合到宿主细

胞的基因组中。在某些实施例中，表达盒可以存在于多个拷贝中，任选地为头接头、头接尾、

或尾接尾多联体。合适的转染技术是已知的并且可以被容易地利用来将表达盒递送到宿主

细胞。

[0056] 一般地，当通过转染递送包括表达盒的载体时，将处于从约5μg到约100μg  DNA、约

10μg到约50μg  DNA的量的载体递送至约1x  104个细胞到约1x  1013个细胞、或约1x  105个细

胞。然而，将这样的因子如所选择的载体、递送方法和所选择的宿主细胞考虑在内，可以调

整载体DNA相对于宿主细胞的量。

[0057] B、包装宿主细胞

[0058] 除了表达盒，宿主细胞包含驱动本发明的AAV衣壳蛋白在宿主细胞中表达的序列

和与在表达盒中发现的AAV  ITR的来源具有相同来源、或交叉补充来源的rep序列。为了包

装本发明的rAAV，包装宿主细胞还需要辅助功能。这样的辅助功能在本领域是众所周知的

并且将不在此进行重复。类似地，用于生产具有AAV衣壳的合适的载体的方法是已知的。[例

如，见美国公开专利申请号US  2007/0036760]。

[0059] 编码在此所述的表达盒的rAAV的构建体同样可以悬浮在生理相容性载体中，可以

给药到受试者。在一个实施例中，载体是单独的无菌盐水或任选地还有多种缓冲溶液中的

任一种(例如，磷酸盐缓冲盐水)。其他示例性载体包括乳糖、蔗糖、磷酸钙、明胶、右旋糖酐、

琼脂、果胶、芝麻油、和水。对载体的选择不是对本发明的限制。

[0060] 任选地，本发明的组合物除了rAAV和一种或多种载体之外，还可以包含其他常规

药物成分如防腐剂、或化学稳定剂。在一个实施例中，递送是通过静脉内递送。然而，仍然可

以选择其他给药途径。可替代地或另外地，希望的话，可以组合给药途径。

[0061] 在一个实施例中，本发明包括冻干组合物，该冻干组合物包含如在此所述的rAAV、

或冻干形式的rAAV混合物。任选地，一种或多种稳定剂或防腐剂存在于此组合物中。合适

地，为了使用，将冻干组合物与合适的稀释剂(例如，无菌盐水或缓冲盐水)进行重组。

[0062] 病毒载体的剂量将主要取决于如正被治疗的病症、患者年龄、体重和健康等因素，

并且因此在患者之间可以不同。例如，病毒载体的治疗有效剂量一般在从约0.1mL到约

100mL、或约0.1mL到约10mL、或约0.1mL到约5mL、或约0.5mL到约1mL溶液的范围，该溶液包

含浓度从约3x  109到3x  1013的基因组病毒载体(颗粒)/mL的水悬浮剂。另一示例性剂量是

每1kg约3x  109到3x  1013AAV基因组。一种合适的体积是约1mL。在另一个实施例中，rAAV构

建体的治疗有效剂量在约0.001ng到约1000mg/70kg动物的范围中，其可以用单个剂量或一
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系列的两个或更多剂量来递送。可以确定其他合适的剂量。可以调整剂量来平衡治疗益处

和任何副作用，并且这样的剂量可以取决于采用重组载体进行的治疗应用而不同。

[0063] 治疗方法

[0064] 本发明的组合物避免了酶替代疗法的并发症，这些并发症与对重组酶的免疫应答

相关，其范围可以从温和到全面过敏反应以及终生外周通路并发症如局部和全身感染。进

一步地，与ERT相比，本发明的组合物不需要长期、重复每周注射。不希望被理论所限制，在

此所述的肝脏定向治疗方法被认为对于通过提供高效、长期的由具有高转导效率的载体所

提供的基因转移而矫正与MPSI障碍相关的中枢神经系统表型是有用的，可以提供连续、升

高的循环IDUA水平，这提供了穿过血脑屏障的治疗手段。另外，AAV肝脏基因转移可以提供

积极耐受性并阻止酶抗体生成。

[0065] 提供了用于治疗I型粘多糖贮积症的方法，该方法包括递送治疗有效量的在此所

述的经修饰的hIDUA表达盒。还提供了用于治疗和/或改善贺勒氏、贺勒-施艾氏和施艾氏综

合征的症状的方法。

[0066] 在一个实施例中，rAAV是经静脉内递送的。

[0067] 在另一个实施例中，将约3x  109到约3x  1012的量的rAAV递送给受试者。尽管预期

单次给药rAAV是有效的，由于肝脏是再生器官，可以重复(例如，每季度、每两年、每年度)或

如另外方式所需给药。任选地，考虑到受试者的年龄和容忍输注的能力，可以经分离的输注

区段递送治疗有效量的初始剂量。然而，不需要全治疗剂量的重复每周注射，这为患者提供

在舒适度和治疗结果两方面的优势。

[0068] 以下实例仅是说明性的并且不是对在此所述的发明的限制。

[0069] 实例1-转基因和载体生产

[0070] 合成了编码功能性人α-L-艾杜糖苷酸酶的经修饰的核苷酸序列。所得序列尤其特

别适合于人表达并且与功能性人IDUA基因(hIDUA；基因库(Genbank)NP000194.2)具有小于

约90％的一致性。然后将所得转基因插入到质粒中，质粒包含使用工程化MluI和SalI位点

包装到可从宾夕法尼亚大学载体核心(UPenn  Vector  Core)获得的AAV载体中所必需的顺

式元件。基因表达由人甲状腺素结合球蛋白(TBG)所驱动[林Y(Hayashi  Y)，莫里·Y(Mori 

Y)，詹森·OE(Janssen  OE)等人，人甲状腺素结合球蛋白基因：全序列和转录调节(Human 

thyroxine-binding  globulin  gene:complete  sequence  and  transcriptional 

regulation)，分子内分泌学(Mol  Endocrinol)，1993；7:1049–1060]。所得质粒(如图2中所

示)pENN.AAV.TBG.PI.hIDUA.RGB包含受包括肝脏特异性TBG启动子的表达控制序列控制的

经修饰的hIDUA基因。质粒还包含AAV  25'ITR、αmic/bic增强子的串联重复序列、TBG启动

子、普洛麦格内含子序列、经修饰的人IDUA基因SEQ  ID  NO:1、兔球蛋白poly  A、和AAV  2-3'

ITR。

[0071] 进行了大规模载体制备，基本上如由洛克(Lock)等人所描述[重组腺相关病毒载

体的规模化快速、简单、和通用制造(Rapid ,simple ,and  versatile  manufacturing  of 

recombinant  adeno-associated  viral  vectors  at  scale)，人类基因治疗(Hum  Gene 

Ther)，21(10):1259-1271.(2010)]。在包含HEK293细胞的75％的融合单层的10层细胞堆中

进行了基于PEI的转染。对来自细胞堆的10L原种培养基进行澄清并然后由切向流过滤进行

浓缩。经碘克沙醇(Optiprep；西格玛化学公司(Sigma  Chemical  Co.)，圣路易斯，密苏里
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州)梯度对经浓缩后的澄清原种进行纯化。收集并合并在可见污染蛋白带正下方的所有部

分。对合并的部分在PBS/35mM的NaCl中进行渗滤并使用离心超滤(Amicon  Ultra)15自旋浓

缩器(密理博公司(Millipore))进行浓缩。将甘油添加到渗滤后的浓缩产品达到最终5％并

且对制剂进行等分并储存在-80℃下。所得载体在此被称为AAV8 .TBG .hIDUA或AAV2/

8.TBG.hIDUA。在某些位置，重组AAV颗粒被称作AAV8.TBG.hIDUAco或AAV2/8.TBG.hIDUAco。

质粒还包含AAV  25'ITR、αmic/bic增强子的串联重复序列、TBG启动子、普洛麦格内含子序

列、经修饰的人IDUA基因SEQ  ID  NO:1、兔球蛋白poly  A、和AAV  2-3'ITR。

[0072] 实例2-

[0073] A、基于细胞的测定

[0074] 将HEK  293细胞维持在生长培养基中，该生长培养基包含具有5％胎牛血清(FBS；

XXX)、1％青霉素/链霉素(p/s；生命技术公司(Life  TechnologiesTM))的杜氏改良培养基

(DMEM； 生命技术公司(Life  Technologies TM))。根据制造商的推荐使用

LipofectamineTM  2000(英杰公司(InvitrogenTM)，生命技术公司(Life  TechnologiesTM))

进行质粒DNA转染。简言之，将细胞以5x  10^5细胞/孔的密度铺板于转染培养基(DMEM+5％

FBS，无p/s)中的6孔组织培养皿中并且允许其在5％CO2中在37°下粘附过夜。第二天，检查

细胞90％-95％融合并且更新培养基。将质粒DNA和脂质体转染(LipofectamineTM)2000用

减血清培养基(无血清)稀释到最终比率1:2 .5(DNA：LipofectamineTM 

2000)。在与DNA溶液进行混合前，将LipofectamineTM  2000转染溶液在22℃下孵育五分钟。

在添加到包含细胞和培养基的孔之前，将这个包含DNA：LipofectamineTM  2000溶液的最终

转染混合物进一步孵育20分钟(22℃)。模拟细胞不接受质粒DNA并且编码eGFP的质粒被用

作转染对照。针对每个测试的构建体，对三个孔进行转染。在5％CO2中在37°下孵育细胞；在

四个小时后用生长培养基替换培养基。每个孔的内容物在72个小时后收获并且在4℃下以

4000rpm收集15分钟。将细胞重新悬浮在100μl/孔的裂解缓冲液(0.2％Triton  X-100，

0.9％NaCl，pH  4.0)中并且用涡旋冷冻/解冻三次。此外，在最终冷冻/解冻前，用Benzonase

在37℃下对裂解物处理30分钟。以10000rpm(4℃)沉淀细胞碎片10分钟并且将最终澄清的

细胞裂解物放到冰上并立即测定酶活性。

[0075] B、组织裂解和蛋白提取

[0076] 在一层干冰上在盒子中对冷冻的组织进行半解冻并且将小片湿组织切(约20mg、

约10mg脾脏)到小培养皿中。然后将预处理过的组织浸没在2-ml具有1ml裂解缓冲液(0.2％

Triton  X-100，0.9％NaCl，pH  4.0)和5mm钢珠的埃彭道夫离心管(eppendorph)中。在组织

裂解器上以30Hz对样本进行匀浆2分钟。搅匀的样本以6000rpm简单旋转30秒并且移除了

5mm钢珠。使用1-1/16”直径微号角用声处理对组织裂解物进行进一步破坏并且将其在-80

℃下冷冻过夜。第二天在22℃下对处理过的样本进行解冻并且通过离心(10000rpm/10分

钟/4℃)对其进行澄清。在测定前将来自脑部、或其他脂肪组织的漂浮脂质层吸出。然后将

样本储存在湿冰上并立即测定酶活性。

[0077] C、蛋白估算

[0078] 遵循制造商规程，使用基于考马斯(Coomassie)的布拉福德(Bradford)测定法(赛

默科技公司(Thermo  Scientific))来估算总蛋白。简言之，使用牛血清白蛋白(BSA)设置标
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准曲线来生成从1到25μg/ml的工作范围和无BSA的蛋白稀释缓冲液导致的空白。从1/300到

1/1200来两倍稀释样本并且以1:1比率的稀释蛋白：布拉福德试剂在96孔平皿中进行混合。

允许样本在22℃下平衡15分钟并且在读板机上以建议的595nm波长对吸光度值进行收集。

使用标准曲线和空白校正将原始值转换成μg/ml浓度。然后对微克数量进行转换并且以毫

克进行报告。

[0079] D、酶活性测定

[0080] 根据先前公开的方法[卡其斯 (Ka k k i s)等人，分子遗传学与新陈代谢

(Mol.Genet.Metab.)，2001年3月；72(3):199-208]将4-甲基伞形酮基α-L-吡喃艾杜糖醛

酸、环己基铵盐(4-MU-Ido；多伦多研究化学品公司(Toronto  Research  Chemicals,Inc.))

用作底物对IDUA酶活性进行测定。简言之，用重蒸馏水(ddH2O)和100μl  100μM  4-MU-Ido底

物使5-15μl裂解物、或血清达到100μl，用反应缓冲液(0.1M乙酸钠pH  3 .5，0.15M  NaCl，

0 .05％Triton  X-100)进行稀释，在丙烯酸甲酯比色皿(赛默科技公司(Thermo 

Scientific))中组合。在37℃水浴中将反应孵育1-3小时并且以添加1x终止缓冲液(290mM

甘氨酸，180mM碳酸钠，pH  10 .5)结束。通过UV通道(Ex  365nm，Em  440-470nm)在

QuantiFluorTM-ST(普洛麦格(Promega))上读出结果。原始荧光值被记录并且使用4-甲基伞

形酮(M-5410；生物合成 )的已知量的标准曲线将其转换成nmol/ml/hr。将细

胞和组织裂解物归一化成估算的蛋白值(nmol/mg/hr；见题为“蛋白估算”的方法章节)。

[0081] E、DNA提取和基因组拷贝分析

[0082] 使用Taqman  PCR来确定二倍体细胞中的载体DNA负载。对于实时PCR进行的载体基

因组的检测和量化，使用QIAamp  DNA迷你试剂盒(QIAamp  DNA  Mini  Kit) (凯杰公司

(Qiagen)，瓦伦西亚，加利福尼亚州，美国)从组织中提取总细胞DNA。引物和探针组被设计

成用于靶向载体的nRBG  polyA区域，使用如下序列；正向：GCCAAAAATTATGGGGACAT，反向：

[0083] ATTCCAACACACTATTGCAATG，探针：6FAM-ATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCT-TAMRA。用

cis质粒建立用于载体基因组量化的标准曲线，cis质粒用于相应载体的生产。用TaqMan通

用PCR预混合物(应用生物系统公司(Applied  Biosystems)，福斯特城，加利福尼亚州，美

国)进行PCR，每次使用200ng总细胞DNA作为模板、300nM引物、和200nM探针。循环是50℃下2

分钟，95℃下10分钟，40个95℃下15秒和60℃下1分钟的循环。

[0084] F、免疫印迹

[0085] 根据标准方法进行免疫印迹。简言之，使用了NuPAGE凝胶系统(生命技术公司

(Life  Technologies))、4％-12％bis-tris凝胶。在20V、30分钟后转移到PVDF膜。该单元

(block)是T-PBS中的10％NFDM(过夜)。初级MAb是小鼠抗-人IDUA  1:300(1 .5小时)；在T-

PBS中的1％NFDM。次级：HRP连接的兔抗-小鼠1:3000(1小时)；在T-PBS中的1％NFDM。用

SuperSignal  West  Dura  chemiluminiscent底物(赛默科技公司(Thermo  Scientific))进

行检测，暴露在x射线胶片上30秒。

[0086] 实例3-小鼠和狗中的体内试验

[0087] 可以在狗中发现IDUA缺陷，允许了在大型动物中对疾病和疗法的研究。MPS  I狗在

IDUA基因中携带隐性(无效)突变，其中内含子1的供体剪切位点中的G>A突变在外显子-内

含子连接处创造了过早的终止密码子[梅农(Menon)·K.P.，P.T.田(Tieu)，和E.F.诺伊费

尔德(Neufeld)，犬科粘多糖贮积症I下的犬科IDUA基因和突变架构(Architecture  of  the 
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canine  IDUA  gene  and  mutation  underlying  canine  mucopolysaccharidosis  I)，基因

组学(Genomics)，1992.14(3):p.763-8.]。狗中的疾病进程类似于贺勒-施艾氏综合征；疾

病表现包括显著的骨骼疾病，包括胸廓变形。

[0088] 尿GAG分析是用于确定在临床环境中对MPS  I的治疗的疗效的生化标记。

[0089] 通过石蜡切片的阿辛蓝(pH  1)染色剂在主要器官中评价了糖胺聚糖(GAG)的累

积。细胞内未处理的GAG的累积在经甲苯胺蓝染色的来自嵌入塑料的组织的1μm薄切片上尤

其是良好可视化的。嵌入环氧树脂的组织的薄切片(1μm)经甲苯胺蓝染色。这展示了包含储

存材料的细胞(“泡沫状的海绵细胞”)。

[0090] 用脑中的针对神经节苷脂GM3的抗体进行免疫组织化学。示出了神经元中异常的

GM3储存。在狗中评价了皮质并且在小鼠中评价了皮质和下丘脑。用免疫荧光评价了肝脏中

人IDUA的表达。

[0091] A、小鼠研究

[0092] 如在实例1中所述制备AAV8.TBG.修饰的hIDUA。对小鼠(约3个月大)进行静脉内注

射，剂量为约1x  1011GC、3x  1010GC、3x  109GC、1x  109GC并且在注射后约2周进行评价。

[0093] 结果显示了在以1x  1011、3x  1010、和3x  109给药的动物中，GAG染色减少或完全不

存在。在这些动物中，在薄切片中观察到储存损伤的减少或完全不存在。

[0094] 在以1x  109给药的动物中，GAG储存看起来或多或少如在未被治疗的小鼠中那样，

并且储存损伤看起来或多或少如在未被治疗的小鼠中那样。

[0095] 对于GM3储存，只对以1x  1011GC和3x  1010GC给药的动物进行了评价，并且观察到

了神经元中GM3储存的非常微弱的改善。

[0096] 在以1x  1011GC给药的动物中观察到了IDUA的强表达(100％肝细胞)。这随着剂量

降低而下降，在1x  109GC的情况下仅有非常少的阳性肝细胞。

[0097] B、犬科研究

[0098] 如在实例1中所述制备AAV8.TBG .修饰的hIDUA。对狗(约8个月大)进行静脉内注

射，剂量为约1x  1011GC并且在注射后4个月后(即，1岁)进行评价。

[0099] 此项研究示出了储存损伤的逆转。更具体地，用阿辛蓝染色剂看到了所有主要器

官中GAG储存的几乎完全清除。在心脏、肾脏或肝脏薄切片中没有观察到储存损伤。在神经

元中观察到了GM3累积的减少或完全清除。在>95％的肝细胞中通过免疫荧光观察到了IDUA

在肝脏中的表达。

[0100] 实例4-用AAV2/8.TBG.hIDUA对贺勒-施艾氏进行治疗

[0101] 将在贺勒-施艾氏患者中对AAV8介导的IDUA基因转移进行评价。受试者将接受单

次载体输注到外周静脉中，这基于临床前数据(会导致酶的稳定产生，其水平接近在正常受

试者中获得的酶的水平)。试验可能涉及不同载体剂量，例如，3x  1011GC/kg；1x  1012GC/kg；

3x  1012GC/kg并且请添加剂量范围。对疗效的最佳非侵入性的评估是尿GAG水平，尿GAG水平

在疾病状态下提高并且在ERT后被部分矫正。将通过测量血清IDUA确定转基因植入及其表

达水平。还将在基因治疗前后测量尿GAG。

[0102] (序列表非关键词文字)

[0103] 针对包含在数字标识符<223>下的非关键词文字的序列提供了以下信息。
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[0104]
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[0105]

[0106] 以电子形式在此提交了标记为“Z6622PCT_ST25.txt”的序列表；这个序列表通过

引用结合在此。所有在本申请中引用的公开文件、专利、以及专利申请(包括提交于2013年3

月15日的优先权申请美国专利申请号61/788,724)都通过引用以其全文结合在此，如同各

个单独的公开文件或专利申请被确切地并且单独地指明为通过引用而结合。虽然上述发明

已经通过说明以及实例的方式出于清楚理解的目标相当详细地进行了描述，但是本领域技

术人员就本发明的传授内容而言很容易清楚可以对其进行某些变化和修改而不偏离所附

权利要求的精神或范围。
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