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(57)摘要

用于治疗病症的症状的方法和组合物，所述

病症例如但不限于骨关节炎和类风湿性关节炎。

该方法的特征在于关节内直接注射自身互补型

重组腺相关病毒(sc-rAAV)和适于表达修饰的

IL-1Ra肽的载体。本发明的方法可以表达治疗有

效量的经修饰的IL-1Ra肽，以改善与所治疗病症

相关的症状。
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1.一种向有此需要的人提供治疗有效量的白介素1受体激动剂(IL-1Ra)肽的方法，所

述方法包括：将包含自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)的组合物引入目标位置，其中所

述sc-rAAV包含：

a.工程化AAV衣壳；和

b.包装在所述衣壳内的载体，所述载体包含可操作地连接到启动子的修饰的IL-1Ra基

因，所述修饰的IL-1Ra基因与SEQ  ID  NO:2至少95％相同；

其中所述sc-rAAV将载体转导到目标位置的细胞中，其中表达所述修饰的IL-1Ra基因

以便为人提供治疗有效量的所述IL-1Ra肽。

2.权利要求1所述的方法，其中所述人被诊断患有骨关节炎或类风湿性关节炎或有发

生骨关节炎或类风湿性关节炎的风险。

3.权利要求1所述的方法，其中所述目标位置是人的关节、滑膜、滑膜下层、关节囊、腱、

韧带、软骨或关节周围肌肉。

4.权利要求1所述的方法，其中所述组合物通过关节内直接注射被引入目标位置。

5.权利要求1所述的方法，其中所述细胞是软骨细胞、滑膜细胞或其组合。

6.权利要求1所述的方法，其中所述方法在第一次进行所述方法的时间之后的时间点

第二次进行。

7.权利要求1所述的方法，其中所述时间点是至少3个月。

8.权利要求1所述的方法，其中所述方法进一步包括将第二治疗与所述组合物联合共

同引入目标位置。

9.权利要求8所述的方法，其中所述第二治疗包括糖皮质激素、透明质酸、富血小板血

浆、重组人IL-1Ra或其组合。

10.权利要求1所述的方法，其中所述启动子包括CMV启动子。

11.权利要求1所述的方法，其中所述工程化衣壳包含至少一部分血清型AAV2和至少一

部分血清型AAV6。

12.权利要求1所述的方法，其中所述工程化衣壳包含至少一部分血清型AAV1、AAV2、

AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11或其组合。

13.权利要求1所述的方法，其中所述载体进一步包含SV40和牛生长激素(bGH)聚腺苷

酸化序列。

14.权利要求13所述的方法，其中所述载体进一步包含SV40剪接供体(SD)和剪接受体

(SA)位点。

15.权利要求1所述的方法，其中所述载体包含sc-rAAV2.5Hu-IL-1Ra。

16.一种改善人骨关节炎或类风湿性关节炎的症状的方法，所述方法包括将包含自身

互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)的组合物引入目标位置，其中所述sc-rAAV包含：

a.工程化AAV衣壳；和

b.包装在所述衣壳内的载体，所述载体包含可操作地连接到启动子的修饰的IL-1Ra基

因，所述修饰的IL-1Ra基因与SEQ  ID  NO:2至少95％相同；

其中所述sc-rAAV将载体转导到目标位置的细胞中，其中表达所述修饰的IL-1Ra基因

以便为人提供有效改善与骨关节炎或类风湿性关节炎相关症状的量的IL-1Ra肽。

17.权利要求16所述的方法，其中所述目标位置是人的关节、滑膜、滑膜下层、关节囊、
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腱、韧带、软骨或关节周围肌肉。

18.权利要求16所述的方法，其中所述组合物通过关节内直接注射被引入目标位置。

19.权利要求16所述的方法，其中所述细胞是软骨细胞、滑膜细胞或其组合。

20.权利要求16所述的方法，其中所述方法在第一次进行所述方法的时间之后的时间

点第二次进行。

21.权利要求16所述的方法，其中所述时间点是至少3个月。

22.权利要求16所述的方法，其中所述方法进一步包括将第二治疗与所述组合物联合

共同引入目标位置。

23.权利要求22所述的方法，其中所述第二治疗包括糖皮质激素、透明质酸、富血小板

血浆、重组人IL-1Ra或其组合。

24.权利要求16所述的方法，其中所述启动子包括CMV启动子。

25.权利要求16所述的方法，其中所述工程化衣壳包含至少一部分血清型AAV2和至少

一部分血清型AAV6。

26.权利要求16所述的方法，其中所述工程化衣壳包含至少一部分血清型AAV1、AAV2、

AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11或其组合。

27.权利要求16所述的方法，其中所述载体进一步包含SV40和牛生长激素(bGH)聚腺苷

酸化序列。

28.权利要求27所述的方法，其中所述载体进一步包含SV40剪接供体(SD)和剪接受体

(SA)位点。

29.权利要求16所述的方法，其中所述载体包含sc-rAAV2.5Hu-IL-1Ra。

30.一种将IL-1Ra肽递送至软骨细胞或滑膜细胞的方法，所述方法包括将软骨细胞或

滑膜细胞与自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)接触，所述自身互补型重组腺相关病毒

包含：

a.工程化腺相关病毒(AAV)衣壳，其包含至少一部分血清型2和至少一部分血清型6；和

b.包装在所述衣壳内的载体，所述载体包含可操作地连接到CMV启动子的修饰的IL-

1Ra基因，所述修饰的IL-1Ra基因与SEQ  ID  NO:2至少95％相同；

其中所述sc-rAAV将载体转导到软骨细胞或滑膜细胞中，并且表达所述修饰的IL-1Ra

基因以便向软骨细胞或滑膜细胞提供IL-1Ra肽。

31.权利要求30所述的方法，其中所述载体包含sc-rAAV2.5Hu-IL-1Ra。

32.权利要求30所述的方法，其中所述载体进一步包含SV40和牛生长激素(bGH)聚腺苷

酸化序列。

33.权利要求30所述的方法，其中所述载体进一步包含SV40剪接供体(SD)和剪接受体

(SA)位点。

34.一种包含自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)的组合物，其中所述sc-rAAV包含：

a.包含至少一部分血清型2和至少一部分血清型6的工程化衣壳；和

b.包装在所述衣壳内的载体，所述载体包含编码可操作地连接至CMV启动子的修饰的

IL-1Ra肽的核酸序列，编码修饰的IL-1Ra肽的所述核酸序列与SEQ  ID  NO:2至少90％相同。

35.权利要求34所述的组合物，其中所述载体进一步包含SV40和牛生长激素(bGH)多聚

腺苷酸化序列。
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36.权利要求35所述的组合物，其中所述载体进一步包含SV40剪接供体(SD)和剪接受

体(SA)位点。

37.权利要求34的组合物，其中所述载体包含sc-rAAV2.5Hu-IL-1Ra。

38.一种自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)载体，其包含可操作地连接至CMV启动

子的修饰的IL-1Ra基因，所述修饰的IL-1Ra基因与SEQ  ID  NO:2至少95％相同。

39.权利要求38所述的载体，其进一步包含SV40和牛生长激素(bGH)多聚腺苷酸化序

列。

40.权利要求39所述的载体，其进一步包含SV40剪接供体(SD)和剪接受体(SA)位点。

41.权利要求38所述的载体，其包含sc-rAAV2.5Hu-IL-1Ra。

42.一种修复有此需要的人的软骨的方法，所述方法包括：将包含自身互补型重组腺相

关病毒(sc-rAAV)的组合物引入软骨位置，其中所述sc-rAAV包含：

a.工程化AAV衣壳；和

b.包装在所述衣壳内的载体，所述载体包含可操作地连接到启动子的修饰的IL-1Ra基

因，所述修饰的IL-1Ra基因与SEQ  ID  NO:2至少95％相同；

其中所述sc-rAAV将载体转导到软骨位置的细胞中，其中表达所述修饰的IL-1Ra基因，

以便为人提供有效修复软骨的IL-1Ra肽。

43.权利要求42所述的方法，其中所述人被诊断患有骨关节炎或类风湿性关节炎或有

发生骨关节炎或类风湿性关节炎的风险。

44.权利要求42所述的方法，其中所述组合物通过关节内直接注射被引入软骨位置。

45.权利要求42所述的方法，其中所述细胞是软骨细胞、滑膜细胞或其组合。

46.权利要求42所述的方法，其中所述方法在第一次进行所述方法的时间之后的时间

点第二次进行。

47.权利要求42所述的方法，其中所述时间点是至少3个月。

48.权利要求42所述的方法，其中所述方法进一步包括将第二治疗与所述组合物联合

共同引入软骨位置。

49.权利要求48所述的方法，其中所述第二治疗包括糖皮质激素、透明质酸、富血小板

血浆、重组人IL-1Ra或其组合。

50.权利要求42所述的方法，其中所述启动子包括CMV启动子。

51.权利要求42所述的方法，其中所述工程化衣壳包含至少一部分血清型AAV2和至少

一部分血清型AAV6。

52.权利要求42所述的方法，其中所述工程化衣壳包含至少一部分血清型AAV1、AAV2、

AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11或其组合。

53.权利要求42所述的方法，其中所述载体包含sc-rAAV2.5Hu-IL-1Ra。

54.一种向炎症区域提供白介素1受体激动剂(IL-1Ra)肽的方法，所述方法包括：将包

含自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)的组合物引入炎症位置，其中所述sc-rAAV包含：

a.工程化AAV衣壳；和

b.包装在所述衣壳内的载体，所述载体包含可操作地连接到启动子的修饰的IL-1Ra基

因，所述修饰的IL-1Ra基因与SEQ  ID  NO:2至少95％相同；

其中所述sc-rAAV将载体转导到炎症位置的细胞中，其中表达所述修饰的IL-1Ra基因
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以便为炎症位置的细胞提供治疗有效量的对减轻炎症有效的IL-1Ra肽。

55.权利要求54所述的方法，其中所述炎症的位置是人的关节、滑膜、滑膜下层、关节

囊、腱、韧带、软骨或关节周围肌肉。

56.权利要求54所述的方法，其中所述组合物通过关节内直接注射被引入炎症位置。

57.权利要求54所述的方法，其中所述细胞是软骨细胞、滑膜细胞或其组合。

58.权利要求54所述的方法，其中所述启动子包括CMV启动子。

59.权利要求54所述的方法，其中所述工程化衣壳包含至少一部分血清型AAV2和至少

一部分血清型AAV6。

60.权利要求54所述的方法，其中所述工程化衣壳包含至少一部分血清型AAV1、AAV2、

AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11或其组合。

61.权利要求54所述的方法，其中所述载体包含sc-rAAV2.5Hu-IL-1Ra。

62.一种向有此需要的人提供治疗有效量的白介素1受体激动剂(IL-1Ra)的方法，所述

方法包括：将包含自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)的组合物引入目标位置，其中所述

sc-rAAV包含：

a.工程化AAV衣壳；和

b.包装在所述衣壳内的载体，所述载体包含可操作地连接到启动子的修饰的IL-1Ra基

因，所述修饰的IL-1Ra基因根据SEQ  ID  NO:6编码IL-1Ra；

其中所述sc-rAAV将载体转导到目标位置的细胞中，其中表达IL-1Ra基因以便向人提

供治疗有效量的所述IL-1Ra。

63.一种改善人骨关节炎或类风湿性关节炎的症状的方法，所述方法包括将包含自身

互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)的组合物引入目标位置，其中所述sc-rAAV包含：

a.工程化AAV衣壳；和

b.包装在所述衣壳内的载体，所述载体包含可操作地连接到启动子的修饰的IL-1Ra基

因，所述修饰的IL-1Ra基因根据SEQ  ID  NO:6编码IL-1Ra；

其中所述sc-rAAV将载体转导到目标位置的细胞中，其中表达IL-1Ra基因以便向人提

供有效改善骨关节炎或类风湿性关节炎相关症状的量的IL-1Ra。

64.一种将IL-1Ra肽递送至软骨细胞或滑膜细胞的方法，所述方法包括将软骨细胞或

滑膜细胞与自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)接触，所述自身互补型重组腺相关病毒

包含：

a.工程化腺相关病毒衣壳(AAV)，其包含至少一部分血清型2和至少一部分血清型6；和

b.包装在所述衣壳内的载体，所述载体包含可操作地连接至CMV启动子的修饰的IL-

1Ra基因，所述修饰的IL-1Ra根据SEQ  ID  NO:6编码IL-1Ra；

其中所述sc-rAAV将载体转导到软骨细胞或滑膜细胞中，并且表达IL-1Ra基因以便向

软骨细胞或滑膜细胞提供IL-1Ra。

65.一种包含自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)的组合物，其中所述sc-rAAV包含：

a.包含至少一部分血清型2和至少一部分血清型6的工程化衣壳；和

b.包装在所述衣壳内的载体，所述载体包含编码可操作地连接至CMV启动子的修饰的

IL-1Ra肽的核酸序列，所述核酸序列根据SEQ  ID  NO:6编码IL-1Ra。

66.一种修复有此需要的人的软骨的方法，所述方法包括：将包含自身互补型重组腺相
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关病毒(sc-rAAV)的组合物引入软骨位置，其中所述sc-rAAV包含：

a.工程化AAV衣壳；和

b.包装在所述衣壳内的载体，所述载体包含可操作地连接到启动子的修饰的IL-1Ra基

因，所述修饰的IL-1Ra基因根据SEQ  ID  NO:6编码IL-1Ra；

其中所述sc-rAAV将载体转导到软骨位置的细胞中，其中表达IL-1Ra基因以便为人提

供有效修复软骨的IL-1Ra。

67.一种向炎症区域提供白介素1受体激动剂(IL-1Ra)肽的方法，所述方法包括：将包

含自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)的组合物引入炎症位置，其中所述sc-rAAV包含：

a.工程化AAV衣壳；和

b.包装在所述衣壳内的载体，所述载体包含可操作地连接到启动子的修饰的IL-1Ra基

因，所述修饰的IL-1Ra基因根据SEQ  ID  NO:6编码IL-1Ra；

其中所述sc-rAAV将载体转导到炎症位置的细胞中，其中表达IL-1Ra基因以便向炎症

位置的细胞提供治疗有效量的对减轻炎症有效的IL-1Ra肽。
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使用自身互补型重组腺相关病毒治疗病症的方法和组合物

[0001] 交叉引用

[0002] 本申请要求2016年8月19日提交的美国临时专利申请第62/377,297号的优先权，

该申请的说明书(多个说明书)以引用的方式完整地并入本文。

[0003] 对序列表的参考

[0004] 申请人声称，以根据第13条第1(a)项提交的附件C/ST.25文本文件的形式记录的、

标题为CALIM_16_02_PCT_Sequence_Listing_ST25.txt的信息与构成提交的国际申请一部

分的信息相同。序列表的内容以引用的方式完整地并入本文。

技术领域

[0005] 本发明涉及基因治疗和用于基因治疗的组合物，更具体地涉及自身互补型重组腺

相关病毒(sc-rAAV)和使用sc-rAAV治疗病症或病症的症状的方法。

背景技术

[0006] 骨关节炎(OA)影响了2700多万美国人，是老年人残疾的主要原因。OA患者的死亡

风险也很高。我们的医疗保健系统的OA费用估计每年超过1000亿美元。这些统计数据反映

出OA是不可治愈的，并且对治疗有显著抗性。

[0007] OA最早和最主要的症状是疼痛。这通常出现在疾病过程的后期，此时受影响的关

节通常有相当大的结构改变，包括关节软骨的丧失、软骨下骨的硬化、骨赘的形成和滑膜炎

症。膝关节也有半月板损伤。在缺乏阻止或逆转疾病进展的疾病改善性骨关节炎药物

(DMOAD)的情况下，目前的治疗是姑息性的。由于目前没有有效的方式来干预疾病过程，许

多患者发展到需要全关节置换手术的地步。虽然这是一个成功的手术，但需要大规模、昂贵

的手术和广泛的康复训练。在许多情况下，需要进行翻修手术来替换已经功能失调的人工

关节。

[0008] 在缺乏DMOAD的情况下，目前的护理标准是姑息性的。正如美国风湿病学会(ACR)

于2012年和美国骨科医生学会(AAOS)于2013年发布的最新膝关节(本申请的目标关节)OA

治疗指南所反映的，目前的治疗方法分为三个渐进类别。非药物疗法包括一系列策略，如患

者教育和自助、锻炼计划和减重。药物治疗包括使用对乙酰氨基酚、非甾体抗炎药(NSAID)、

鸦片剂和关节内注射糖皮质激素或透明质酸。NSAID给许多患者带来部分缓解，但其与上消

化道出血和肾功能衰竭有关，在目前情况下尤其令人担忧，因为许多OA患者都是老年人。在

许多情况下，关节内注射糖皮质激素带来迅速缓解，但效果通常只持续几周。由于担心感染

和证据表明持续高剂量的糖皮质激素损伤关节软骨，反复注射糖皮质激素是不切实际的和

忌用的。关节内注射透明质酸(黏性补给)的益处存在争议；ACR对此没有提出建议，而AAOS

也不再对其提出建议。关节内注射间充质干细胞(MSC)和自体血液制品，如富含血小板的血

浆越来越受欢迎，但未获FDA批准用于OA。国际骨关节炎研究协会和欧洲抗风湿病联盟对膝

关节OA治疗的最新建议与ACR和AAOS的建议大同小异。各机构的建议强调了OA的治疗选择

缺乏和完全缺乏可靠有效的药物干预。即使对治疗有一些反应，它也只解决体征和症状，而
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不解决疾病进展。当治疗没有控制OA的症状和进展时，可指示进行外科干预。

[0009] 关节镜灌洗和清创术已广泛用于缓解症状，但有证据表明其效果没有比安慰剂

好，因此其使用已经减少。有时进行截骨术来重新调整膝关节中的力，使得负载现在由完整

的软骨区域承受。这项措施可以缓解几年，直到新的承重关节软骨侵蚀和症状重现。总的来

说，截骨术被认为是一种拖延策略，它能为假体膝关节的手术植入争取时间。许多患者发展

到需要全关节置换的程度，去年在美国手术植入超过70万个人工膝关节。

[0010] IL-1是软骨细胞软骨溶解和抑制软骨细胞基质合成的强大介质。这两个过程在一

起对软骨有很大的破坏性。IL-1也显示出抑制软骨形成，但同时促进成骨分化的某些方面，

这可能帮助引起骨赘的形成和软骨下骨的硬化。矛盾的是，IL-1也促进破骨细胞活性。通过

刺激成骨作用和骨质溶解，IL-1将增强骨转换，正如在OA期间的软骨下骨中所见。最后，IL-

1能够很好地激起OA中见到的炎症变化。它的热原活性是已知的，并且在兔膝关节中极少量

的IL-1的表达足以引起明显的滑膜炎。

[0011] 在研究从患有OA的人关节中恢复的软骨时，发现软骨细胞产生的IL-1以自分泌的

方式大幅提高和维持。而且，细胞不产生IL-1Ra。这表明在OA期间，在缺乏其主要生理抑制

剂的情况下，IL-1增强软骨细胞的自分泌和旁分泌激活。在OA中软骨细胞对IL-1的反应性

增强也可通过OA软骨细胞上I型IL-1受体(信号传导受体)的表达增加来指示。软骨细胞对

IL-1的局部产生和消耗可能有助于解释为什么滑液中IL-1的浓度趋向于较低，甚至在OA中

也是如此。此外，遗传分析已经确定了编码IL-1Ra(IL1RN)的人类基因中的单核苷酸多态性

(SNP)和与某些类型OA的发病率和严重性相关的调控因素。

[0012] 靶向药物递送是关节内治疗关节疾病的主要问题。各种大小的分子以及颗粒都通

过淋巴管、滑膜下层毛细血管或两者从关节中迅速清除。这使得在关节中难以实现持续的

治疗剂量的抗OA药物。为了解决这个问题，小分子可以全身递送，但是蛋白质难以以这种方

式递送，因为在穿过滑膜毛细血管的穿孔内皮时存在尺寸依赖性限制。而且，全身递送使非

靶位点暴露于高剂量的治疗剂，导致不良副作用。蛋白质从关节中快速流出，半衰期通常为

几个小时，这使得关节内递送可能无效。例如，重组IL-1R(阿那白滞素(Kineret)，Amgen 

Biologicals)通过每日皮下注射来递送，以尝试治疗RA的症状。然而，每日递送未在两次注

射之间维持IL-1Ra的治疗性血清水平(Evans等人，1996，Human  Gene  Therapy，7:1261-

1290；Evans等人，2005，PNAS102(24):8698-8703)。一些研究使用离体基因转移引入IL-1Ra

以治疗OA。然而，这些方法是费力的，并且已经看来没有提供长期的基因表达(Frisbie等

人，2002，基因疗法9(1):12-20)。此外，一些研究描述了靶向IL-1α和IL-1β(例如ABT-981)

的双可变结构域免疫球蛋白(DVD-Ig)用于治疗骨关节炎的用途(Kamath等人，2011，

Osteoarthritis  and  Cartilage19S1:S64；Wang等人，2015，Osteoarthritis  and 

Cartilage  23:A398-399；Wang等人，2014，Osteoarthritis  and  Cartilage  22:S462-

S463；Lacy等人，2015，mAbs  7(3):605-619；Wu等人，2009，mAbs  1(4):339-347；Wang等人，

2014，Scientific  Abstracts  SAT0448第756页；Goss等人，2014，Scientific  Abstracts 

SAT0447第755-756页；US2015/0050238；Wang等人，2014年ACR/ARHP  Annual  Meeting 

Abstract编号2237；Wang等人，2015年ACR/ARHP  Annual  Meeting  Abstract编号318)。然

而，由于半衰期相对短，这些肽需要反复全身引入(例如每2周4剂或每4周3剂，例如通过皮

下注射或静脉输注)。(Wang等人，2015，Osteoarthritis  and  Cartilage  23:A398-399；
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Wang等人，2014，Osteoarthritis  and  Cartilage  22:S462-S463；Evans等人，2005，

PNAS102(24):8698-8703)。

[0013] 本发明的特征在于以持续的方式将治疗性基因产物(例如，IL-1Ra)递送至目标位

置(例如关节)的方法和组合物。本发明的特征还在于用于治疗病症的症状的方法和组合

物，所述病症例如但不限于骨关节炎和类风湿性关节炎。本发明的特征还在于用于向个体

(例如人)提供治疗有效量的治疗性基因产物(例如IL-1Ra)的方法和组合物。所述方法和组

合物可以以自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)为特征，其中sc-rAAV包含工程化衣壳和

包装在衣壳内的载体(例如sc-rAAV载体)。所述载体可包含可操作地连接到启动子(例如组

成型启动子)的转基因(例如编码目的蛋白质，例如治疗性基因产物，例如IL-1Ra的核苷酸

序列或其密码子修饰形式)。治疗基因产物可被递送到目标位置，例如关节。例如，为了治疗

骨关节炎，可以通过关节内直接注射将sc-rAAV引入关节中的细胞(例如，软骨细胞，滑膜细

胞等)中。本发明不限于上述病症，也不限于目标位置(例如，关节)。

[0014] 注意，Goodrich等人(Molecular  Therapy-Nucleic  Acids，2013，2:e70)一般性公

开了一种使用scAAV递送的IL-1Ra治疗骨关节炎的方法。然而，Goodrich等人未具体鉴定或

启用任何特定的IL-1Ra序列，例如根据本发明的IL-1Ra序列。特别地，基因治疗领域是不可

预测的领域，其中人们不能假设目的蛋白质的任何特定基因序列都将有效表达。此外，与人

相比，基因治疗就动物模型中的有效性而言也是不可预测的，例如，人们不能假设如果特定

方法在动物模型中有效，那么它将在人中有效。

[0015] 发明概述

[0016] 本发明的特征在于一种自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)。在一些实施方案

中，sc-rAAV包含工程化AAV衣壳和包装在衣壳内的载体，其中所述载体包含可操作地连接

到启动子的修饰的IL-1Ra基因，并且修饰的IL-1Ra基因与SEQ  ID  NO:2至少95％相同。在一

些实施方案中，启动子包含CMV启动子。在一些实施方案中，工程化衣壳包含至少一部分血

清型AAV2和至少一部分血清型AAV6。在一些实施方案中，工程化衣壳包含至少一部分血清

型AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11或其组合。在一些实施

方案中，载体进一步包含SV40和牛生长激素(bGH)多聚腺苷酸化序列。在一些实施方案中，

载体进一步包含SV40剪接供体(SD)和剪接受体(SA)位点。在一些实施方案中，载体包含sc-

rAAV2.5Hu-IL-1Ra。在一些实施方案中，sc-rAAV是组合物的一部分。

[0017] 在一些实施方案中，sc-rAAV包含工程化AAV衣壳和包装在衣壳内的载体，其中所

述载体包含可操作地连接到启动子的修饰IL-1Ra基因，并且修饰的IL-1Ra基因根据SEQ  ID 

NO:6编码IL-1Ra蛋白。

[0018] 本发明的特征在于向有此需要的人(例如，被诊断患有骨关节炎或类风湿性关节

炎或有骨关节炎或类风湿性关节炎风险的人)提供治疗有效量的白介素1受体激动剂(IL-

1Ra)肽的方法。在一些实施方案中，该方法包括将包含根据本发明的自身互补型重组腺相

关病毒(sc-rAAV)的组合物引入目标位置(例如，通过关节内注射)。sc-rAAV将载体转导到

目标位置的细胞中，其中表达修饰的IL-1Ra基因，以便为人提供治疗有效量的所述IL-1Ra

肽。

[0019] 本发明的特征还在于一种改善人骨关节炎或类风湿性关节炎的症状的方法。在一

些实施方案中，该方法包括将包含根据本发明的自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)的
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组合物引入目标位置(例如，通过关节内直接注射)。sc-rAAV将载体转导到目标部置的细胞

中，其中表达修饰的IL-1Ra基因，以便为人提供有效改善骨关节炎或类风湿性关节炎相关

症状的量的IL-1Ra肽。

[0020] 本发明的特征还在于一种修复有此需要的人(例如，被诊断患有骨关节炎或类风

湿性关节炎或有发生骨关节炎或类风湿性关节炎风险的人)的软骨的方法。在一些实施方

案中，该方法包括将包含根据本发明的自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)的组合物引

入软骨位置(例如，通过关节内直接注射)。sc-rAAV将载体转导到软骨位置的细胞中，其中

表达修饰的IL-1Ra基因，以便为人提供有效修复软骨的IL-1Ra肽。

[0021] 本发明的特征还在于一种向炎症区域提供白介素1受体激动剂(IL-1Ra)肽的方

法。在一些实施方案中，该方法包括将包含根据本发明的自身互补型重组腺相关病毒(sc-

rAAV)的组合物引入炎症位置(例如，通过关节内注射)。sc-rAAV将载体转导到炎症位置的

细胞中，其中表达修饰的IL-1Ra基因，以便为炎症位置的细胞提供治疗有效量的对减轻炎

症有效的IL-1Ra肽。

[0022] 在一些实施方案中，目标位置是人的关节、滑膜、滑膜下层(subsynovium)、关节

囊、腱、韧带、软骨或关节周围肌肉。在一些实施方案中，细胞是软骨细胞、滑膜细胞或其组

合。

[0023] 在一些实施方案中，该方法在第一次进行该方法的时间之后的时间点第二次进

行。在一些实施方案中，时间点是至少3个月。在一些实施方案中，该方法还包括与组合物联

合向目标位置共同引入第二治疗(例如糖皮质激素、透明质酸、富血小板血浆、重组人IL-

1Ra或其组合)。

[0024] 本发明的特征还在于一种将IL-1Ra肽递送至软骨细胞或滑膜细胞的方法。在一些

实施方案中，该方法包括使软骨细胞或滑膜细胞与根据本发明的自身互补型重组腺相关病

毒(sc-rAAV)接触，根据本发明的自身互补型重组腺相关病毒例如包含至少一部分血清型2

和至少一部分血清型6的工程化腺相关病毒衣壳(AAV)和包装在衣壳内的载体，其中所述载

体包含可操作地连接至CMV启动子的修饰的IL-1Ra基因，并且所述修饰的IL-1Ra基因与SEQ 

ID  NO:2至少95％相同。sc-rAAV将载体转导到软骨细胞或滑膜细胞中，并且表达修饰的IL-

1Ra基因以向软骨细胞或滑膜细胞提供IL-1Ra肽。

[0025] 对于上述方法和组合物(例如，向有此需要的人提供治疗有效量的白介素1受体激

动剂(IL-1Ra)肽的方法、改善人骨关节炎或类风湿性关节炎的症状的方法、将IL-1Ra肽递

送至软骨细胞或滑膜细胞的方法、包含自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)的组合物、包

含可操作地连接至CMV启动子的修饰的IL-1Ra基因的自身互补型重组腺相关病毒(sc-

rAAV)载体、修复有需要的犬的软骨的方法、向炎症区域提供白介素1受体激动剂(IL-1Ra)

肽的方法等)，修饰的IL-1Ra基因可与SEQ  ID  NO:2至少95％相同并根据SEQ  ID  NO:6编码

IL-1Ra。

[0026] 本文描述的任何特征或特征组合都包括在本发明的范围内，只要包括在任何这样

的组合中的特征不相互矛盾，这由上下文、本说明书和本领域普通技术人员的知识是显而

易见的。在下面的详细描述和权利要求中，本发明的其他优点和方面是显而易见的。

[0027] 附图简述

[0028] 图1示出质粒sc-rAAV2.5Hu-IL-1Ra，其包含在CMV启动子控制下编码人IL-1Ra蛋
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白的修饰的互补DNA。基因插入片段还含有SV40和牛生长激素(bGH)多聚腺苷酸化序列，以

及SV40剪接供体(SD)和剪接受体(SA)位点。末端反向重复序列(TR)之间的区域已经通过测

序验证。

[0029] 术语

[0030] 除非另有解释，本文使用的所有技术和科学术语具有与所公开的发明所属领域的

普通技术人员通常理解的相同含义。除非上下文另外明确指明，否则单数术语“一(a)”，“一

(an)”和“该(the)”包括复数的指示对象。类似地，除非上下文中另外明确指示，“或”一词旨

在包括“和”。“包含”是指“包括”。因此，“包含甲或乙”是指“包括甲”或“包含乙”或“包含甲

和乙”。

[0031] 下面描述用于实践和/或测试本公开内容的实施方案的合适方法和材料。这样的

方法和材料仅仅是说明性的，而不要成为限制性的。可以使用类似于或等同于本文所述的

方法和材料的其他方法和材料。例如，本公开内容所属领域中熟知的常规方法在各种一般

和更具体的参考文献中有所描述，包括例如Sambrook等人，Molecular  Cloning:A 

Laboratory  Manual，第2版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，1989；Sambrook等

人，Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual，第3版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory 

Press，2001；Ausubel等人，Current  Protocols  in  Molecular  Biology，Greene 

Publishing  Associates，1992(以及至2000年的增补)；Ausubel等人，Short  Protocols  in 

Molecular  Biology:A  Compendium  of  Methods  from  Current  Protocols  in  Molecular 

Biology，第4版，Wiley和Sons，1999；Harlow和Lane，Antibodies:A  Laboratory  Manual，

Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，1990；以及Harlow和Lane，Using  Antibodies:A 

Laboratory  Manual，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，1999，它们的公开内容通过

引用完整地并入本文。

[0032] 本文提及的所有出版物、专利申请、专利和其他参考文献都通过引用完整地并入

本文。

[0033] 虽然类似于或等同于本文所述的方法和材料的方法和材料可以用于实践或测试

所公开的技术，但是在下文中描述了合适的方法和材料。这些材料、方法和实例仅是说明性

的，而不要成为限制性的。

[0034] 为了便于审阅本公开内容的各个实施方案，提供了以下对特定术语的解释：

[0035] 腺相关病毒(AAV)、重组腺相关病毒(rAAV)和自身互补型重组腺相关病毒(sc-

rAAV)：AAV是细小病毒科中的小病毒(20nm)。已知AAV不会引起疾病。由于多种原因，AAV最

近被用于基因治疗，包括其已显示具有低免疫原性、能够有效转导非分裂细胞以及能够感

染多种细胞和组织类型。重组AAV(rAAV)不含天然病毒编码序列。重组AAV  DNA作为长度约

为4600个核苷酸的单链分子包装在病毒衣壳中。病毒感染细胞后，细胞的分子机制将单链

DNA转化为双链形式。只有双链的DNA形式对将所含基因转录成RNA的细胞蛋白质有用。自互

补型AAV(sc-rAAV)是一种能形成分子内双链DNA模板的工程化形式的rAAV。因此，一旦感

染，sc-rAAV的两个互补半体将结合形成一个双链的DNA单元，为立即复制和合成做好准备。

[0036] 表达：将核酸序列转化成蛋白质。蛋白质可以在细胞内表达并保持，成为细胞表面

膜的组分，或者分泌到细胞外基质或培养基中。

[0037] 可操作地连接：当第一核酸序列与第二核酸序列处于功能关系时，第一核酸序列
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与第二核酸序列可操作地连接。例如，如果启动子影响编码序列的转录或表达，则启动子可

操作地连接到编码序列。

[0038] 药学上可接受的媒介物：药学上可接受的载体(媒介物)，例如溶液，可以是常规

的，但不限于常规媒介物。例如，E.W.Martin，Remington的Remington's  Pharmaceutical 

Sciences，Mack  Publishing  Co.，Easton，PA，第15版(1975)和D.B.Troy编辑的Remington：

The  Science  and  Practice  of  Pharmacy，Lippincott  Williams&Wilkins，Baltimore  MD

和Philadelphia，PA，第21版(2006)描述了适用于一种或多种治疗化合物或分子的药物递

送的组合物和制剂。通常，载体的性质将取决于所采用的特定给药方式。除生物中性载体

外，所给予的药物组合物可含有少量无毒辅助物质，例如润湿剂或乳化剂、防腐剂和pH缓冲

剂等，例如乙酸钠或脱水山梨糖醇单月桂酸酯。

[0039] 预防、治疗、管理或改善病症：“预防”疾病可以指抑制病症的全面发展。“治疗”可

以指在疾病或病理病症开始发展后改善其体征或症状的治疗性干预。“管理”可以指不允许

疾病或病症的体征或症状恶化的治疗性干预。“改善”可以指疾病或病症的体征或症状的数

量或严重性的减低。

[0040] 序列一致性：两个或多个核酸序列之间的一致性(或相似性)通过序列之间的一致

性或相似性来表示。序列一致性可以用百分比一致性来衡量；百分比越高，序列越一致。序

列相似性可以用相似性百分比来衡量(考虑到保守氨基酸置换)；百分比越高，序列越相似。

用于比较的序列比对方法是本领域熟知的。各种程序和比对算法在以下有描述：Smith&

Waterman ,Adv.Appl.Math.2:482,1981；Needleman&Wunsch,J .Mol.Biol.48:443,1970；

Pearson&Lipman,Proc.Natl.Acad.Sci.USA  85:2444,1988；Higgins&Sharp,Gene,73:237-

44,1988；Higgins&Sharp,CABIOS  5:151-3,1989；Corpet等人,Nuc.Acids  Res.16:10881-

90,1988；Huang等人，Computer  Appls.in  the  Biosciences  8,155-65,1992；以及Pearson

等人，Meth.Mol.Bio.24:307-31,1994.Altschul等人，J.Mol.Biol.215:403-10,1990，给出

了序列比对方法和同源性计算的详细考虑。NCBI基本局部比对搜索工具(Basic  Local 

Alignment  Search  Tool，BLAST)(Altschul等人，J.Mol.Biol.215:403-10,1990)可从几个

来源获得，包括国家生物技术中心(NCBI，国家医学图书馆，38A栋，8N805室，Bethesda，

MD20894)和在互联网获得，用于与序列分析程序blastp、blastn、blastx、tblastn和

tblastx关联使用。另外的信息可在NCBI网站上找到。BLASTN可用于比较核酸序列，而

BLASTP可用于比较氨基酸序列。如果两个比较的序列共享同源性，则指定的输出文件将那

些同源区域呈现为对齐的序列。如果两个比较的序列不共享同源性，则指定的输出文件将

不呈现对齐的序列。类BLAST比对工具(BLAT)也可以用来比较核酸序列(Kent ,

GenomeRes .12:656-664 ,2002)。BLAT可从几个来源获得，包括Kent  Informatics(Santa 

Cruz,CA)和在互联网(genome.ucsc.edu)获得。一旦比对，通过对两个序列中呈现相同核苷

酸或氨基酸残基的位置数计数确定匹配数。通过将匹配数除以所鉴定序列中所示序列的长

度或铰接长度(例如来自所鉴定序列中所列序列的100个连续核苷酸或氨基酸残基)来确定

序列一致性百分比，然后将结果值乘以100。例如，当与具有1554个核苷酸的测试序列比对

时，具有1166个匹配的核酸序列与测试序列75.0％相同(1166÷1554*100＝75.0)。百分比

序列一致性值四舍五入到最接近的十分之一。

[0041] 治疗有效量：一定量的特定药剂，足以在用该药剂治疗的受试者中达到预期效果。
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这些试剂可包括IL-1Ra。例如，治疗有效量的IL-1Ra可以是足以预防、治疗或改善骨关节炎

或类风湿性关节炎的症状的量。用于预防、改善和/或治疗受试者的药剂的治疗有效量将取

决于被治疗的受试者、病痛的类型和严重性，以及治疗组合物的给予方式。

[0042] 转导：转导的细胞是通过分子生物学技术已经将核酸分子引入其中的细胞。如本

文所用，术语转导包括通过其可以将核酸分子引入这种细胞的所有技术，包括用病毒或病

毒载体转染，用质粒载体转化，以及通过电穿孔、脂转染和粒子枪加速引入裸DNA。这种细胞

有时被称为转化的细胞。

[0043] 载体：被引入宿主细胞中，从而产生转化的宿主细胞的核酸分子。载体可包括允许

其在宿主细胞中复制的核酸序列，例如复制起点。载体可能缺乏允许其在宿主细胞中复制

的核酸序列。载体还可包括目标基因、一个或多个选择性标记基因、本领域已知的其他基因

要素或任何其他合适的插入片段。

[0044] 发明的详述

[0045] 本发明的特征在于用于以持续的方式将治疗性基因产物(例如IL-1Ra)递送至目

标位置(例如关节)的方法和组合物。本发明的特征还在于用于治疗病症的症状的方法和组

合物，所述病症例如但不限于骨关节炎或类风湿性关节炎。本发明的特征还在于用于向个

体(例如人)提供治疗有效量的治疗性基因产物(例如IL-1Ra)的方法和组合物。该方法和组

合物的特征可以是自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)，其中sc-rAAV包含工程化衣壳和

包装在衣壳内的载体(sc-rAAV载体)。所述载体可包含可操作地连接到启动子(例如组成型

启动子)的转基因(例如编码目的蛋白质的核苷酸序列，例如治疗性基因产物，例如IL-1Ra

或其修饰形式)。

[0046] 如之前所讨论的，本发明的特征在于包含自身互补型重组腺相关病毒(sc-rAAV)

载体的组合物。在下面表1中的SEQ  ID  NO:1中显示了sc-rAAV载体的非限制性实例。SEQ  ID 

NO:1的sc-rAAV载体包含修饰的IL-1基因。在一些实施方案中，载体包含SV40多聚腺苷酸化

序列。在一些实施方案中，载体包含牛生长激素(bGH)多腺苷酸化序列。在一些实施方案中，

载体包含SV40剪接供体(SD)和剪接受体(SA)位点。sc-rAAV载体不限于SEQ  ID  NO:1。

[0047] sc-rAAV载体包含编码目标肽的核酸。在一些实施方案中，核酸与SEQ  ID  NO:2至

少90％相同。在一些实施方案中，核酸与SEQ  ID  NO:2至少92％相同。在一些实施方案中，核

酸与SEQ  ID  NO:2至少94％相同。在一些实施方案中，核酸与SEQ  ID  NO:2至少95％相同。在

一些实施方案中，核酸与SEQ  ID  NO:2至少96％相同。在一些实施方案中，核酸与SEQ  ID 

NO:2至少97％相同。在一些实施方案中，核酸与SEQ  ID  NO:2至少98％相同。在一些实施方

案中，核酸与SEQ  ID  NO:2至少99％相同。在下表1中可以找到这种核酸序列的非限制性实

例。例如，SEQ  ID  NO:3是修饰的人IL-1Ra的序列，其与SEQ  ID  NO:2约98％相同；SEQ  ID 

NO:4是修饰的人IL-1Ra的序列，其与SEQ  ID  NO:2约99％相同；并且(注意，表1中的粗体字

母是与SEQ  ID  NO:2相比的核苷酸置换，及密码子加下划线)。

[0048] 表1
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[0049]
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[0050]
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[0051]
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[0052]

[0053] 在一些实施方案中，由IL-1Ra插入片段编码的IL-1Ra肽包含IL-1Ra(参见下面表2

中SEQ  ID  NO:6)。

[0054] 表2

[0055]

[0056] 转基因(例如，编码目标蛋白质的核苷酸序列)可操作地连接到启动子。在一些实

施方案中，启动子包含巨细胞病毒(CMV)启动子。本发明不限于CMV启动子，并且可以以任何

合适的启动子或各种启动子的部分为特征。启动子的实例包括CMV启动子、杂交CMV启动子、

CAG启动子、人β-肌动蛋白启动子、杂交β-肌动蛋白启动子、EF1启动子、U1a启动子、U1b启动

子、Tet诱导型启动子、VP16-LexA启动子、鸡β-肌动蛋白(CBA)启动子、人延长因子-1α启动

子、猿病毒40(SV40)启动子和单纯疱疹病毒胸苷激酶启动子。
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[0057] 在一些实施方案中，启动子包含杂交启动子。作为一个实例，表3显示IL-1β/IL-6

杂交启动子(另见vandeLoo等人，2004，Gene  Therapy  11:581-590)。本发明也不限于表3所

示的杂交启动子。

[0058] 表3

[0059]

[0060] 在一些实施方案中，sc-rAAV载体包装在衣壳内。在一些实施方案中，衣壳包含至

少一部分AAV血清型1(AAV1)、AAV血清型2(AAV2)、AAV血清型3(AAV3)、AAV血清型4(AAV4)、

AAV血清型5(AAV5)、AAV血清型6(AAV6)、其衍生物或其组合。例如，在一些实施方案中，衣壳

包含至少一部分AAV血清型2和至少一部分AAV血清型6，例如AAV2.5。

[0061] 该组合物，例如包含sc-rAAV的组合物，可以引入到目标位置(例如，人中)的细胞

中。例如，在一些实施方案中，当治疗骨关节炎的症状时，可以通过关节内直接注射将组合

物引入关节中的细胞(例如软骨细胞、滑膜细胞，例如A型、B型等)中。在一些实施方案中，将

该组合物给予人的关节、滑膜、滑膜下层、关节囊、腱、韧带、软骨或关节周围肌肉。本发明不

限于上述病症(例如骨关节炎)、给予方式(例如关节内注射)、目标位置(例如关节)或细胞

类型(例如软骨细胞、滑膜细胞)。例如，在一些实施方案中，可以转导的其他细胞类型可包

括间充质干细胞。

[0062] sc-rAAV将载体转导到细胞中，并表达修饰的IL-1Ra肽。在一些实施方案中，表达

IL-1Ra肽，以便向人提供治疗有效量的所述修饰的IL-1Ra肽，所述修饰的IL-1RA肽有效改

善与各种病症如骨关节炎或类风湿性关节炎相关的症状。

[0063] 在一些实施方案中，组合物(例如sc-rAAV)的引入进行一次。在一些实施方案中，
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组合物(例如sc-rAAV)的引入进行两次，例如第一次和在第一次之后的第二次。在一些实施

方案中，组合物的引入进行两次以上，例如三次、四次、五次等。组合物的第二次引入可以在

首次实施该方法的时间后的时间点进行，例如，在3个月、4个月、5个月、6个月、7个月、8个

月、9个月、10个月、11个月、1年、1年以上等之后。

[0064] 该组合物可包含任何合适的药物组合物。在一些实施方案中，组合物包含缓冲溶

液。在一些实施方案中，缓冲溶液包括磷酸盐缓冲盐水(PBS)。在一些实施方案中，组合物进

一步包含山梨醇，例如5％山梨醇。在一些实施方案中，组合物进一步包含盐，例如氯化钠。

盐的浓度可以是任何合适的浓度，例如350mM氯化钠、大于350mM氯化钠、小于350mM氯化钠

等。

[0065] 在一些实施方案中，组合物(例如sc-rAAV)与第二治疗共同给予。在一些实施方案

中，第二治疗包括用于OA或RA的治疗剂或用于治疗该病症的症状的任何其他合适的治疗。

用于OA的第二治疗的非限制性实例包括糖皮质激素、透明质酸(黏性补给)、富含血小板的

血浆和重组人IL-1Ra(Anakinra； )。例如，在一些实施方案中，sc-rAAV与糖皮质

激素或富含血小板的血浆共同给予。

[0066] 以下美国专利的公开内容通过引用完整地并入本文：US2008/0187576、US2009/

0104155、KR2012041139、JP2015518816、WO2013151672、WO2008088895、US8529885、

US7037492、US20070128177、US6491907、US8999948、US20150218586、US7892824、

US20130295614、JP2002538770、JP2010516252、KR2002027450、KR2003028080、US6482634、

US20090105148、US20120232130、US20140234255、US5756283、US6083716、WO2002038782、

WO2007039699、WO2012047093、WO2014170470、WO2015018860、WO2015044292、

WO2015158749、US7452696、US6943153、US6429001、WO2015031392、WO2004092211。

[0067] 实施例1

[0068] 实施例1描述了本发明的sc-rAAV(编码IL-1Ra)的给予。本发明不限于实施例1的

公开内容。五名患者参加了研究本发明sc-rAAV给予的临床试验。患者如下：(1)1名患有右

膝骨关节炎的65岁男性；(2)1名患有左膝骨关节炎的59岁男性；(3)1名患有左膝骨关节炎

的58岁女性；(4)1名患有右膝骨关节炎的51岁男性；和(5)1名患有右膝骨关节炎的48岁男

性。每名患者通过关节内注射以每膝1×1012病毒基因给予sc-rAAV。IL-1Ra在软骨细胞和滑

膜细胞中表达。患者1描述了在2周内改善OA相关症状。患者2描述了在1周内改善OA相关症

状。患者3描述了在5周内改善OA相关症状。患者4描述了在1周内改善OA相关症状。截至6周，

患者5描述OA相关症状没有改善。

[0069] 实施例2

[0070] 实施2描述了本发明sc-rAAV(编码IL-1Ra)的第一次给予和一段时间后相同的本

发明的sc-rAAV的第二次给予。本发明不限于实施例2的公开内容。一名55岁男性右膝出现

骨关节炎。他的医师进行单次关节内注射本发明的sc-rAAV载体(编码IL-1Ra)。患者的症状

在两个月内消除了。6个月后，医师进行第二次(单次)关节内注射相同的本发明的sc-rAAV

载体(编码IL-1Ra)。第二次注射后6个月，患者的症状仍然没有出现。

[0071] 实施例3

[0072] 实施例3描述了本发明的sc-rAAV(编码IL-1Ra)的第一次给予和一段时间后不同

于第一次sc-rAAV的本发明的sc-rAAV(编码IL-1Ra)的第二次给予。本发明不限于实施例3
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的公开内容。一名49岁女性右脚踝出现骨关节炎。她的医师进行单次关节内注射本发明的

sc-rAAV载体(编码IL-1Ra)。患者的症状在5个月内已经改善，但没有消除。6个月后，医师进

行第二次(单次)关节内注射不同的本发明的sc-rAAV载体(编码IL-1Ra)。第二次注射后6个

月，患者的症状消失了。

[0073] 实施例4

[0074] 实施例4描述了本发明的sc-rAAV(编码IL-1Ra)和第二治疗的共同给予。本发明不

限于实施例4的公开内容。一名68岁男性左膝出现骨关节炎。他的医师进行单次关节内注射

本发明的sc-rAAV载体(编码IL-1Ra)和富含血小板的血浆。患者的症状在2个月内消除了。

[0075] 根据前面的描述，除了在此描述的修改之外，本发明的各种修改对于本领域技术

人员而言将是显而易见的。这种修改也要落入所附权利要求的范围。本申请中引用的每篇

参考文献均通过引用完整地并入本文。

[0076] 尽管已经显示和描述了本发明的实施方案，但对于本领域技术人员而言，可以对

其进行不超出所附权利要求范围的修改将是显而易见的。权利要求中列举的附图标记是示

例性的，并且仅仅是为了便于专利局审查，不以任何方式进行限制。在一些实施方案中，本

专利申请中呈现的附图按比例绘制，包括角度、尺寸比等。在一些实施方案中，附图仅是代

表性的，并且权利要求不受附图尺寸的限制。在一些实施方案中，本文使用短语“包括”描述

的发明描述包括可以被描述为“由……组成”的实施方案，并且因此满足了使用短语

“由……组成”请求保护本发明的一个或多个实施方案的书面描述要求。

[0077] 在下面的权利要求中列举的任何附图标记仅仅是为了便于审查本专利申请，并且

是示例性的，不要以任何方式将权利要求的范围限制到附图中具有相应附图标记的特定特

征。
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                               序列表

<110>  卡琳缪恩股份有限公司（CALIMMUNE,  INC.）

<120>   使用自身互补型重组腺相关病毒治疗病症的方法和组合物

<130>   CALIM  16.02  PCT

<150>   62/377,297

<151>   2016-08-19

<160>   7

<170>   SIPOSequenceListing  1.0

<210>   1

<211>   5718

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<221>   misc_feature

<222>   (1) ..(5718)

<223>   含有完整病毒序列的Hu-IL-1Ra质粒的序列，带有修饰的人IL1Ra插入片段和

SacII/NotI限制性位点。

<400>   1

cattaatgaa  tcggccaacg  cgcggggaga  ggcggtttgc  gtattgggcg  ctcttccgct       60

tcctcgctca  ctgactcgct  gcgctcggtc  gttcggctgc  ggcgagcggt  atcagctcac      120

tcaaaggcgg  taatacggtt  atccacagaa  tcaggggata  acgcaggaaa  gaacatgtga      180

gcaaaaggcc  agcaaaaggc  caggaaccgt  aaaaaggccg  cgttgctggc  gtttttccat      240

aggctccgcc  cccctgacga  gcatcacaaa  aatcgacgct  caagtcagag  gtggcgaaac      300

ccgacaggac  tataaagata  ccaggcgttt  ccccctggaa  gctccctcgt  gcgctctcct      360

gttccgaccc  tgccgcttac  cggatacctg  tccgcctttc  tcccttcggg  aagcgtggcg      420

ctttctcata  gctcacgctg  taggtatctc  agttcggtgt  aggtcgttcg  ctccaagctg      480

ggctgtgtgc  acgaaccccc  cgttcagccc  gaccgctgcg  ccttatccgg  taactatcgt      540

cttgagtcca  acccggtaag  acacgactta  tcgccactgg  cagcagccac  tggtaacagg      600

attagcagag  cgaggtatgt  aggcggtgct  acagagttct  tgaagtggtg  gcctaactac      660

ggctacacta  gaaggacagt  atttggtatc  tgcgctctgc  tgaagccagt  taccttcgga      720

aaaagagttg  gtagctcttg  atccggcaaa  caaaccaccg  ctggtagcgg  tggttttttt      780

gtttgcaagc  agcagattac  gcgcagaaaa  aaaggatctc  aagaagatcc  tttgatcttt      840

tctacggggt  ctgacgctca  gtggaacgaa  aactcacgtt  aagggatttt  ggtcatgaga      900

ttatcaaaaa  ggatcttcac  ctagatcctt  ttaaattaaa  aatgaagttt  taaatcaatc      960

taaagtatat  atgagtaaac  ttggtctgac  agttaccaat  gcttaatcag  tgaggcacct     1020

atctcagcga  tctgtctatt  tcgttcatcc  atagttgcct  gactccccgt  cgtgtagata     1080

actacgatac  gggagggctt  accatctggc  cccagtgctg  caatgatacc  gcgagaccca     1140

cgctcaccgg  ctccagattt  atcagcaata  aaccagccag  ccggaagggc  cgagcgcaga     1200
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agtggtcctg  caactttatc  cgcctccatc  cagtctatta  attgttgccg  ggaagctaga     1260

gtaagtagtt  cgccagttaa  tagtttgcgc  aacgttgttg  ccattgctac  aggcatcgtg     1320

gtgtcacgct  cgtcgtttgg  tatggcttca  ttcagctccg  gttcccaacg  atcaaggcga     1380

gttacatgat  cccccatgtt  gtgcaaaaaa  gcggttagct  ccttcggtcc  tccgatcgtt     1440

gtcagaagta  agttggccgc  agtgttatca  ctcatggtta  tggcagcact  gcataattct     1500

cttactgtca  tgccatccgt  aagatgcttt  tctgtgactg  gtgagtactc  aaccaagtca     1560

ttctgagaat  agtgtatgcg  gcgaccgagt  tgctcttgcc  cggcgtcaat  acgggataat     1620

accgcgccac  atagcagaac  tttaaaagtg  ctcatcattg  gaaaacgttc  ttcggggcga     1680

aaactctcaa  ggatcttacc  gctgttgaga  tccagttcga  tgtaacccac  tcgtgcaccc     1740

aactgatctt  cagcatcttt  tactttcacc  agcgtttctg  ggtgagcaaa  aacaggaagg     1800

caaaatgccg  caaaaaaggg  aataagggcg  acacggaaat  gttgaatact  catactcttc     1860

ctttttcaat  attattgaag  catttatcag  ggttattgtc  tcatgagcgg  atacatattt     1920

gaatgtattt  agaaaaataa  acaaataggg  gttccgcgca  catttccccg  aaaagtgcca     1980

cctgacgtct  aagaaaccat  tattatcatg  acattaacct  ataaaaatag  gcgtatcacg     2040

aggccctttc  gtctcgcgcg  tttcggtgat  gacggtgaaa  acctctgaca  catgcagctc     2100

ccggagacgg  tcacagcttg  tctgtaagcg  gatgccggga  gcagacaagc  ccgtcagggc     2160

gcgtcagcgg  gtgttggcgg  gtgtcggggc  tggcttaact  atgcggcatc  agagcagatt     2220

gtactgagag  tgcaccatat  gcggtgtgaa  ataccgcaca  gatgcgtaag  gagaaaatac     2280

cgcatcagga  attccaacat  ccaataaatc  atacaggcaa  ggcaaagaat  tagcaaaatt     2340

aagcaataaa  gcctcagagc  ataaagctaa  atcggttgta  ccaaaaacat  tatgaccctg     2400

taatactttt  gcgggagaag  cctttatttc  aacgcaagga  taaaaatttt  tagaaccctc     2460

atatatttta  aatgcaatgc  ctgagtaatg  tgtaggtaaa  gattcaaacg  ggtgagaaag     2520

gccggagaca  gtcaaatcac  catcaatatg  atattcaacc  gttctagctg  ataaattcat     2580

gccggagagg  gtagctattt  ttgagaggtc  tctacaaagg  ctatcaggtc  attgcctgag     2640

agtctggagc  aaacaagaga  atcgatgaac  ggtaatcgta  aaactagcat  gtcaatcata     2700

tgtaccccgg  ttgataatca  gaaaagcccc  aaaaacagga  agattgtata  agcaaatatt     2760

taaattgtaa  acgttaatat  tttgttaaaa  ttcgcgttaa  atttttgtta  aatcagctca     2820

ttttttaacc  aataggccga  aatcggcaaa  atcccttata  aatcaaaaga  atagaccgag     2880

atagggttga  gtgttgttcc  agtttggaac  aagagtccac  tattaaagaa  cgtggactcc     2940

aacgtcaaag  ggcgaaaaac  cgtctatcag  ggcgatggcc  cactacgtga  accatcaccc     3000

taatcaagtt  ttttggggtc  gaggtgccgt  aaagcactaa  atcggaaccc  taaagggagc     3060

ccccgattta  gagcttgacg  gggaaagccg  gcgaacgtgg  cgagaaagga  agggaagaaa     3120

gcgaaaggag  cgggcgctag  ggcgctggca  agtgtagcgg  tcacgctgcg  cgtaaccacc     3180

acacccgccg  cgcttaatgc  gccgctacag  ggcgcgtact  atggttgctt  tgacgagcac     3240

gtataacgtg  ctttcctcgt  tagaatcaga  gcgggagcta  aacaggaggc  cgattaaagg     3300

gattttagac  aggaacggta  cgccagaatc  ctgagaagtg  tttttataat  cagtgaggcc     3360

accgagtaaa  agagtctgtc  catcacgcaa  attaaccgtt  gtcgcaatac  ttctttgatt     3420

agtaataaca  tcacttgcct  gagtagaaga  actcaaacta  tcggccttgc  tggtaatatc     3480

cagaacaata  ttaccgccag  ccattgcaac  aggaaaaacg  ctcatggaaa  tacctacatt     3540
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ttgacgctca  atcgtctgga  attccattcg  ccattcaggc  tgcgcaactg  ttgggaaggg     3600

cgatcggtgc  gggcctcttc  gctattacgc  cagctggcgc  gctcgctcgc  tcactgaggc     3660

cgcccgggca  aagcccgggc  gtcgggcgac  ctttggtcgc  ccggcctcag  tgagcgagcg     3720

agcgcgcaga  gagggagtgg  ccaactccat  cactaggggt  tccttgtagt  taatgattaa     3780

cccgccatgc  tacttatcta  cgtagccatg  ctcgatctga  attcggtacc  cgttacataa     3840

cttacggtaa  atggcccgcc  tggctgaccg  cccaacgacc  cccgcccatt  gacgtcaata     3900

atgacgtatg  ttcccatagt  aacgccaata  gggactttcc  attgacgtca  atgggtggag     3960

tatttacggt  aaactgccca  cttggcagta  catcaagtgt  atcatatgcc  aagtacgccc     4020

cctattgacg  tcaatgacgg  taaatggccc  gcctggcatt  atgcccagta  catgacctta     4080

tgggactttc  ctacttggca  gtacatctac  gtattagtca  tcgctattac  catggtgatg     4140

cggttttggc  agtacatcaa  tgggcgtgga  tagcggtttg  actcacgggg  atttccaagt     4200

ctccacccca  ttgacgtcaa  tgggagtttg  ttttggcacc  aaaatcaacg  ggactttcca     4260

aaatgtcgta  acaactccgc  cccattgacg  caaatgggcg  gtaggcgtgt  acggtgggag     4320

gtctatataa  gcagagctcg  tttagtgaac  cgtcagatcg  cctggagacg  ccatccacgc     4380

tgttttgacc  tccatagaag  acaccgggac  cgatccagcc  tccggactct  agaggatccg     4440

gtactcgagg  aactgaaaaa  ccagaaagtt  aactggtaag  tttagtcttt  ttgtctttta     4500

tttcaggtcc  cggatccggt  ggtggtgcaa  atcaaagaac  tgctcctcag  tggatgttgc     4560

ctttacttct  aggcctgtac  ggaagtgtta  cttctgctct  aaaagctgcg  gaattgtacc     4620

cgcgggccac  catggaaatc  tgcagaggcc  tgcggagcca  cctgattacc  ctgctgctgt     4680

tcctgttcca  cagcgagaca  atctgccggc  ccagcggccg  gaagtccagc  aagatgcagg     4740

ccttccggat  ctgggacgtg  aaccagaaaa  ccttctacct  gcggaacaac  cagctggtgg     4800

ccggatacct  gcagggcccc  aacgtgaacc  tggaagagaa  gatcgacgtg  gtgcccatcg     4860

agccccacgc  cctgtttctg  ggcatccacg  gcggcaagat  gtgcctgagc  tgcgtgaagt     4920

ccggcgacga  gacaagactg  cagctggaag  ccgtgaacat  caccgacctg  agcgagaacc     4980

ggaagcagga  caagagattc  gccttcatca  gaagcgacag  cggccccacc  accagctttg     5040

agagcgccgc  ctgccccggc  tggttcctgt  gtacagccat  ggaagccgac  cagcccgtgt     5100

ccctgacaaa  catgcccgac  gagggcgtga  tggtcaccaa  gttctatttt  caagaagatg     5160

agtaataagc  ggccgccggg  atccagacat  gataagatac  attgatgagt  ttggacaaac     5220

cacaactaga  atgcagtgaa  aaaaatgctt  tatttgtgaa  atttgtgatg  ctattgcttt     5280

atttgtaacc  attataagct  gcaataaaca  agttaacaac  aacaattgca  ttcattttat     5340

gtttcaggtt  cagggggagg  tgtgggaggt  tttttagtcg  actagagctc  gctgatcagc     5400

ctcgactgtg  ccttctagtt  gccagccatc  tgttgtttgc  ccctcccccg  tgccttcctt     5460

gaccctggaa  ggtgccactc  ccactgtcct  ttcctaataa  aatgaggaaa  ttgcatcgca     5520

ttgtctgagt  aggtgtcatt  ctattctggg  gggtggggtg  gggcaggaca  gcaaggggga     5580

ggattgggaa  gacaatagca  ggaaccccac  tccctctctg  cgcgctcgct  cgctcactga     5640

ggccgggcga  ccaaaggtcg  cccgacgccc  gggctttgcc  cgggcggcct  cagtgagcga     5700

gcgagcgcgc  agctgctg                                                   5718

<210>   2

<211>   537
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<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<221>   misc_feature

<222>   (1) ..(537)

<223>  修饰的人IL-1Ra插入片段

<400>   2

atggaaatct  gcagaggcct  gcggagccac  ctgattaccc  tgctgctgtt  cctgttccac       60

agcgagacaa  tctgccggcc  cagcggccgg  aagtccagca  agatgcaggc  cttccggatc      120

tgggacgtga  accagaaaac  cttctacctg  cggaacaacc  agctggtggc  cggatacctg      180

cagggcccca  acgtgaacct  ggaagagaag  atcgacgtgg  tgcccatcga  gccccacgcc      240

ctgtttctgg  gcatccacgg  cggcaagatg  tgcctgagct  gcgtgaagtc  cggcgacgag      300

acaagactgc  agctggaagc  cgtgaacatc  accgacctga  gcgagaaccg  gaagcaggac      360

aagagattcg  ccttcatcag  aagcgacagc  ggccccacca  ccagctttga  gagcgccgcc      420

tgccccggct  ggttcctgtg  tacagccatg  gaagccgacc  agcccgtgtc  cctgacaaac      480

atgcccgacg  agggcgtgat  ggtcaccaag  ttctattttc  aagaagatga  gtaataa         537

<210>   3

<211>   537

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<221>   misc_feature

<222>   (1) ..(537)

<223>  修饰的人IL-1Ra插入片段，与SEQ  ID  NO:2  98%相同；

<400>   3

atggaaatct  gcagaggact  gcggagccac  ctaattaccc  tactcctttt  cctgttccac       60

agcgagacaa  tctgccggcc  cagcggccgg  aagtccagca  agatgcaggc  tttccggatc      120

tgggacgtga  accagaaaac  cttctacctc  cggaacaacc  agctggtggc  gggatacctc      180

cagggcccca  acgtgaacct  agaagagaag  atcgacgtgg  tgcccatcga  gccccacgcc      240

ctgtttctgg  gcatccacgg  cggcaagatg  tgcctgagct  gcgtgaagtc  cggcgacgag      300

acaagactgc  agctggaagc  cgtgaacatc  accgacctga  gcgagaaccg  gaagcaggac      360

aagagattcg  ccttcatcag  aagcgacagc  ggccccacca  ccagctttga  gagcgccgcc      420

tgccccggct  ggttcctgtg  tacagccatg  gaagccgacc  agcccgtgtc  cctgacaaac      480

atgcccgacg  agggcgtgat  ggtcaccaag  ttctattttc  aagaagatga  gtaataa         537

<210>   4

<211>   537

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<220>
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<221>   misc_feature

<222>   (1) ..(537)

<223>  修饰的人IL-1Ra插入片段，与SEQ  ID  NO:2  99%相同;

<400>   4

atggagatct  gcagaggcct  gcggagccat  ctgattaccc  tactgctttt  cctgttccat       60

agcgagacaa  tctgccggcc  cagcggccgg  aagtccagca  aaatgcaggc  cttccggatc      120

tgggacgtga  accagaaaac  cttctacctg  cggaacaacc  agctggtggc  cggatacctg      180

cagggcccca  acgtgaacct  ggaagagaag  atcgacgtgg  tgcccatcga  gccccacgcc      240

ctgtttctgg  gcatccacgg  cggcaagatg  tgcctgagct  gcgtgaagtc  cggcgacgag      300

acaagactgc  agctggaagc  cgtgaacatc  accgacctga  gcgagaaccg  gaagcaggac      360

aagagattcg  ccttcatcag  aagcgacagc  ggccccacca  ccagctttga  gagcgccgcc      420

tgccccggct  ggttcctgtg  tacagccatg  gaagccgacc  agcccgtgtc  cctgacaaac      480

atgcccgacg  agggcgtgat  ggtcaccaag  ttctattttc  aagaagatga  gtaataa         537

<210>   5

<211>   537

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<221>   misc_feature

<222>   (1) ..(537)

<223>  修饰的人IL-1Ra插入片段，与SEQ  ID  NO:2  95%相同；

<400>   5

atggagatct  gcagaggact  gcggagccac  ctaattaccc  tactcctttt  cctgttccat       60

agcgagacaa  tctgccggcc  cagcggccgg  aagtccagca  aaatgcaggc  tttccggatc      120

tgggatgtga  accagaagac  cttctacctc  cggaacaacc  agctggtggc  gggatacctc      180

cagggcccca  acgtgaacct  agaagagaag  atcgacgtgg  tgcccatcga  gccccacgcc      240

ctgtttctgg  gcatccatgg  cggcaagatg  tgtctgagtt  gcgtgaagtc  aggcgacgag      300

acaagactgc  agctggaagc  cgtgaacatc  accgacctga  gcgaaaaccg  gaagcaggac      360

aagagattcg  ccttcatcag  aagcgacagc  ggccccacca  ctagctttga  gagcgcagcc      420

tgccccggct  ggttcctgtg  tacagccatg  gaggccgacc  agcccgtgtc  cctgacaaac      480

atgcctgacg  aaggcgtgat  ggtcaccaag  ttctactttc  aagaagatga  ataataa         537

<210>   6

<211>   177

<212>   PRT

<213>   智人(Homo  sapiens)

<400>   6

Met  Glu  Ile  Cys  Arg  Gly  Leu  Arg  Ser  His  Leu  Ile  Thr  Leu  Leu  Leu

1                5                    10                   15

Phe  Leu  Phe  His  Ser  Glu  Thr  Ile  Cys  Arg  Pro  Ser  Gly  Arg  Lys  Ser
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             20                   25                   30

Ser  Lys  Met  Gln  Ala  Phe  Arg  Ile  Trp  Asp  Val  Asn  Gln  Lys  Thr  Phe

         35                   40                   45

Tyr  Leu  Arg  Asn  Asn  Gln  Leu  Val  Ala  Gly  Tyr  Leu  Gln  Gly  Pro  Asn

     50                   55                   60

Val  Asn  Leu  Glu  Glu  Lys  Ile  Asp  Val  Val  Pro  Ile  Glu  Pro  His  Ala

65                   70                   75                   80

Leu  Phe  Leu  Gly  Ile  His  Gly  Gly  Lys  Met  Cys  Leu  Ser  Cys  Val  Lys

                 85                   90                   95

Ser  Gly  Asp  Glu  Thr  Arg  Leu  Gln  Leu  Glu  Ala  Val  Asn  Ile  Thr  Asp

             100                  105                  110

Leu  Ser  Glu  Asn  Arg  Lys  Gln  Asp  Lys  Arg  Phe  Ala  Phe  Ile  Arg  Ser

         115                  120                  125

Asp  Ser  Gly  Pro  Thr  Thr  Ser  Phe  Glu  Ser  Ala  Ala  Cys  Pro  Gly  Trp

     130                  135                  140

Phe  Leu  Cys  Thr  Ala  Met  Glu  Ala  Asp  Gln  Pro  Val  Ser  Leu  Thr  Asn

145                  150                  155                  160

Met  Pro  Asp  Glu  Gly  Val  Met  Val  Thr  Lys  Phe  Tyr  Phe  Gln  Glu  Asp

                 165                  170                  175

Glu

<210>   7

<211>   1165

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<221>   misc_feature

<222>   (1) ..(1165)

<223>   IL-1β/IL-6杂交启动子

<400>   7

atccaagagg  gagaagaagc  ccattggaga  tgatgccata  aaggaagtgg  aagcgatatg       60

ataaaaatca  tagtgcccat  tcccaaataa  tcccagaagc  agaagggaaa  ggagagaaat      120

atccacaaag  acaggtgtgg  gtacacacaa  catttttcat  actttaagat  cccagaggac      180

tcatggaaat  gatacaagaa  aatgactcat  aagaacaaat  attaggaagc  cagtgccaag      240

aatgagatgg  gaaattgggg  aaaatgttgg  gggcagattg  cttagttctg  ttctaagcaa      300

gagggtgaac  aaggaaggaa  cagctcacta  caaagaacag  acatcactgc  atgtacacac      360

aataatataa  gaactaaccc  atgattattt  tgcttgtctt  cttgttcaaa  atgattgaag      420

accaatgaga  tgagatcaac  cttgataact  ggctggcttc  ggcatgatta  gacacaagat      480

ggtatcaggg  cacttgctgc  tttgaataat  gtcagtctcc  tgtcttggaa  gaatgacctg      540

acagggtaaa  gaggaacttg  cagctgagaa  aggctttagt  gactcaagag  ctgaataatt      600
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ccccaaaagc  tggagcatcc  tggcatttcc  agctccccat  ctctgcttgt  tccacttcct      660

tggggctaca  tcaccatcta  catcatcatc  actcttccac  tccctccctt  agtgccaact      720

atgtttatag  cgagatattt  tctgctcatt  ggggatcgga  aggaagtgct  gtggcctgag      780

cggtctcctt  gggaagacag  gatctgatac  atacgttgca  caacctattt  gacataagag      840

gtttcacttc  ctgagatgga  tgggatggta  gcagatttgg  gtccaggtta  cagggccagg      900

atgagacatg  gcagaactgt  ggagactgtt  acgtcagggg  gcattgcccc  atggctccaa      960

aatttccctc  gagcctctgg  ccccaccctc  accctccaac  aaagatttat  caaatgtggg     1020

attttcccat  gagtctcaat  attagagtct  caacccccaa  taaatatagg  actggagatg     1080

tctgaggctc  attctgccct  cgagcccacc  gggaacgaaa  gagaagctct  atctcccctc     1140

caggagccca  gctatgaact  ccttc                                           1165
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