
(19)国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 202380031445.3

(22)申请日 2023.01.27

(30)优先权数据

63/303,673 2022.01.27 US

63/321,335 2022.03.18 US

(85)PCT国际申请进入国家阶段日

2024.09.27

(86)PCT国际申请的申请数据

PCT/US2023/011746 2023.01.27

(87)PCT国际申请的公布数据

WO2023/147058 EN 2023.08.03

(71)申请人 阿斯克生物公司

地址 美国特拉华州

(72)发明人 安娜·特里亚科娃　

雷斯特·苏亚雷斯　安妮·布雷　

迈克尔·L·罗伯茨　

卡罗琳·佩德尔　

伊莱亚娜·格雷里尼　

胡安·曼努埃尔·伊格莱西亚斯　

豪尔赫·奥马尔·亚内斯库纳　

菲利普·穆利埃　

(74)专利代理机构 北京信慧永光知识产权代理

有限责任公司 11290

专利代理师 董世豪　杨国强

(51)Int.Cl.

A61K 48/00(2006.01)

A61K 38/17(2006.01)

A61K 31/713(2006.01)

A61P 25/28(2006.01)

A61P 25/00(2006.01)

A61P 25/14(2006.01)

A61P 25/16(2006.01)

A61P 25/18(2006.01)

A61P 25/08(2006.01)

A61P 9/10(2006.01)

A61P 25/20(2006.01)

A61P 21/04(2006.01)

 

(54)发明名称

用于治疗神经系统疾病的组合物

(57)摘要

本公开的方面涉及对治疗神经系统疾病和

紊乱有用的组合物和方法。在一些实施方式中，

本公开提供了治疗神经系统疾病或紊乱的方法，

所述方法包括施用包含干扰性核酸(例如人工

miRNA)的病毒载体和包含CYP46A1蛋白的病毒载

体两者。在一些实施方式中，本公开提供了治疗

亨廷顿病的方法，所述方法包括施用包含靶向亨

廷顿基因(HTT)的干扰性核酸(例如人工miRNA)

的病毒载体和包含CYP46A1蛋白的病毒载体两

者。在一些实施方式中，病毒载体包含经修饰的

病毒衣壳，例如用于优先靶向CNS或PNS中的细

胞。
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1.一种治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱的方法，所述方法包括向患有所

述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病或紊乱的风险的受试者施用治

疗有效量的以下中的至少一个：

(a)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或多个miRNA；以及

(b)编码CYP46A1蛋白的分离的核酸。

2.一种治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱的方法，所述方法包括向患有所

述神经系统疾病或紊乱或处于发展出所述神经系统疾病或紊乱的风险的受试者施用治疗

有效量的以下中的至少一个：

(a)包含分离的核酸的重组病毒载体，所述核酸包含(i)第一区域和(ii)第二区域，所

述第一区域包含第一腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所述第二区域包含编

码一个或多个miRNA的转基因；以及

(b)包含编码所述CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病毒载体。

3.如权利要求1‑2中任一项所述的方法，其中，所述神经系统疾病或紊乱是阿尔茨海默

病、帕金森病、亨廷顿病、Canavan病、利氏病、脊髓性脑性共济失调、多聚谷氨酰胺重复脊髓

小脑性共济失调、Krabbe病、Batten氏病、Refsum病、Tourette综合征、原发性侧索硬化症、

肌萎缩侧索硬化症、进行性肌萎缩、皮克病、肌营养不良、多发性硬化症、重症肌无力、

Binswanger病、神经性疼痛、脊髓或头部损伤引起的创伤、眼科疾病和紊乱、泰‑萨二氏病、

Lesch‑Nyhan病、癫痫、脑梗塞、抑郁症、双相情感障碍、持续性情感障碍、继发性情绪障碍、

精神分裂症、药物依赖、神经机能病、精神病、痴呆、妄想、注意缺陷性障碍、性心理障碍、睡

眠障碍、疼痛障碍、进食或体重障碍。

4.如权利要求1‑3中任一项所述的方法，其中，所述神经系统疾病或紊乱是中枢神经系

统(CNS)疾病或紊乱。

5.如权利要求1‑4中任一项所述的方法，其中，所述CNS疾病或紊乱选自亨廷顿病、阿尔

茨海默病、多聚谷氨酰胺重复脊髓小脑性共济失调、肌萎缩侧索硬化症和帕金森病。

6.如权利要求1‑5中任一项所述的方法，其中，所述CNS疾病或紊乱是阿尔茨海默病，并

且所述至少一个miRNA包含与淀粉样前体蛋白(APP)、早老蛋白1、早老蛋白2、ABCA7、SORL1、

以及它们的疾病相关等位基因互补的种子序列。

7.如权利要求1‑5中任一项所述的方法，其中，所述CNS疾病或紊乱是帕金森病，并且所

述至少一个miRNA包含与SNCA、LRRK2/PARK8、PRKN、PINK1、DJ1/PARK7、VPS35、EIF4G1、

DNAJC13、CHCHD2、UCHL1、GBA1、以及它们的疾病相关等位基因互补的种子序列。

8.如权利要求1‑5中任一项所述的方法，其中，所述CNS疾病是亨廷顿病，并且至少一个

miRNA包含与SEQ  ID  NO：4互补的种子序列，或者其中，至少一个miRNA包含SEQ  ID  NO：6‑

SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：

158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的任一个的序列，所述序列侧接有

miRNA骨架序列。

9.如权利要求1‑8中任一项所述的方法，其中，所述CNS疾病是亨廷顿病，并且至少一个

miRNA包含SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ 

ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的任一个的

序列。
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10.如权利要求8‑9中任一项所述的方法，其中，所述miRNA中的至少一个与人亨廷顿基

因杂交并抑制人亨廷顿基因的表达。

11.如权利要求8‑10中任一项所述的方法，其中，所述受试者包含具有多于36个CAG重

复、多于40个重复、或多于100个重复的亨廷顿基因。

12.如权利要求8‑11中任一项所述的方法，其中，所述受试者的年龄小于20岁。

13.如权利要求1‑12中任一项所述的方法，其中，所述重组病毒载体选自于由以下组成

的组：AAV载体、腺病毒载体、慢病毒载体、逆转录病毒载体、疱疹病毒载体、甲病毒载体、痘

病毒载体、杆状病毒载体和嵌合病毒载体。

14.如权利要求2‑13中任一项所述的方法，其中，包含(a)的所述重组病毒载体与包含

(b)的所述重组病毒载体相同。

15.如权利要求1‑13中任一项所述的方法，其中，(a)和(b)的所述分离的核酸包含在分

开的重组病毒载体中。

16.如权利要求1‑14中任一项所述的方法，其中，(a)和(b)的所述分离的核酸包含在相

同的重组病毒载体中。

17.如权利要求1‑16中任一项所述的方法，其中，在基本上相同的时间施用(a)和(b)。

18.如权利要求1‑13和15中任一项所述的方法，其中，在不同的时间点施用(a)和(b)。

19.如权利要求18所述的方法，其中，所述不同的时间点间隔至少1min、至少1小时、至

少1天、至少1周、至少1个月、至少1年，或更长。

20.如权利要求18‑19中任一项所述的方法，其中，在(b)的施用之前施用(a)。

21.如权利要求18‑19中任一项所述的方法，其中，在(a)的施用之前施用(b)。

22.如权利要求1‑21中任一项所述的方法，其中，(a)、(b)、或者(a)和(b)的施用重复至

少一次。

23.如权利要求1‑22中任一项所述的方法，其中，所述转基因包含串联的两个miRNA，所

述串联的两个miRNA侧接有内含子。

24.如权利要求23所述的方法，其中，所述侧接的内含子是相同的。

25.如权利要求23所述的方法，其中，所述侧接的内含子来自相同的物种。

26.如权利要求23所述的方法，其中，所述侧接的内含子是hCG内含子。

27.如权利要求1‑26中任一项所述的方法，其中，所述转基因包含启动子。

28.如权利要求27所述的方法，其中，所述启动子是synapsin(Syn1)启动子或表10‑表

13的启动子。

29.如权利要求1‑28中任一项所述的方法，其中，所述一个或多个miRNA位于所述转基

因的非翻译部分。

30.如权利要求29所述的方法，其中，所述非翻译部分是内含子。

31.如权利要求30所述的方法，其中，所述非翻译部分在编码蛋白质的核酸序列的最后

一个密码子和poly‑A尾序列之间，或者在启动子序列的最后一个核苷酸碱基和poly‑A尾序

列之间。

32.如权利要求1‑31中任一项所述的方法，进一步包括第三区域，所述第三区域包含第

二腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体。

33.如权利要求1‑32中任一项所述的方法，其中，所述ITR变体缺乏功能性末端解析位
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点(TRS)，任选地，其中，所述ITR变体是ATRS  ITR。

34.如权利要求1‑33中任一项所述的方法，其中，所述施用使得将所述病毒载体或分离

的核酸递送至所述受试者的所述中枢神经系统(CNS)。

35.如权利要求1‑34中任一项所述的方法，其中，所述施用是通过注射、任选静脉内注

射或纹状体内注射进行。

36.如权利要求2‑35中任一项所述的方法，其中，所述病毒载体是AAV1、AAV2、AAV3b、

AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、或AAV12、或其嵌合体。

37.如权利要求2‑36中任一项所述的方法，所述病毒载体包含来自AAV血清型AAV1、

AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、或AAV12、或其嵌合

体的衣壳蛋白。

38.如权利要求37所述的方法，其中，所述衣壳蛋白是AAV9衣壳蛋白。

39.如权利要求2‑38中任一项所述的方法，其中，所述病毒载体是自互补AAV(scAAV)。

40.如权利要求2‑39中任一项所述的方法，其中，所述病毒载体被配制用于递送至所述

中枢神经系统(CNS)。

41.一种组合物或组合，包含以下中的至少一个：

(a)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或多个miRNA；以及

(b)编码CYP46A1蛋白的分离的核酸。

42.一种组合物或组合，包含以下中的至少一个：

(a)包含分离的核酸的重组病毒载体，所述核酸包含(i)第一区域，和(ii)第二区域，所

述第一区域包含第一腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所述第二区域包含编

码一个或多个miRNA的转基因；以及

(b)包含编码CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病毒载体。

43.如权利要求41‑42中任一项所述的组合物或组合，用于治疗有需要的受试者中的神

经系统疾病或紊乱的方法中，所述方法包括向患有所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展

出所述神经系统疾病或紊乱的风险的受试者施用治疗有效量的所述组合物或组合。

44.如权利要求43所述的组合物或组合，其中，所述神经系统疾病或紊乱是阿尔茨海默

病、帕金森病、亨廷顿病、Canavan病、利氏病、脊髓性脑性共济失调、Krabbe病、多聚谷氨酰

胺重复脊髓小脑性共济失调、Batten氏病、Refsum病、Tourette综合征、原发性侧索硬化症、

肌萎缩侧索硬化症、进行性肌萎缩、皮克病、肌营养不良、多发性硬化症、重症肌无力、

Binswanger病、神经性疼痛、脊髓或头部损伤引起的创伤、眼科疾病和紊乱、泰‑萨二氏病、

Lesch‑Nyhan病、癫痫、脑梗塞、抑郁症、双相情感障碍、持续性情感障碍、继发性情绪障碍、

精神分裂症、药物依赖、神经机能病、精神病、痴呆、妄想、注意缺陷性障碍、性心理障碍、睡

眠障碍、疼痛障碍、进食或体重障碍。

45.如权利要求44所述的组合物或组合，其中，所述神经系统疾病或紊乱是中枢神经系

统(CNS)疾病或紊乱。

46.如权利要求45所述的组合物或组合，其中，所述CNS疾病或紊乱选自亨廷顿病、阿尔

茨海默病、多聚谷氨酰胺重复脊髓小脑性共济失调、肌萎缩侧索硬化症和帕金森病。

47.如权利要求41‑46中任一项所述的组合物或组合，其中，所述至少一个miRNA包含与

淀粉样前体蛋白(APP)、早老蛋白1、早老蛋白2、ABCA7、SORL1、以及它们的疾病相关等位基
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因互补的种子序列。

48.如权利要求41‑46中任一项所述的组合物或组合，其中，所述至少一个miRNA包含与

SNCA、LRRK2/PARK8、PRKN、PINK1、DJ1/PARK7、VPS35、EIF4G1、DNAJC13、CHCHD2、UCHL1、GBA1、

以及它们的疾病相关等位基因互补的种子序列。

49.如权利要求41‑46中任一项所述的组合物或组合，其中，所述至少一个miRNA包含与

SEQ  ID  NO：4互补的种子序列，或者其中，所述至少一个miRNA包含SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID 

NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ 

ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的任一个的序列，所述序列侧接有miRNA骨

架序列。

50.如权利要求41‑46中任一项所述的组合物或组合，其中，所述至少一个miRNA包含

SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、

SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的任一个的序列。

51.如权利要求49‑50中任一项所述的组合物或组合，其中，所述miRNA中的至少一个与

人亨廷顿基因杂交并抑制人亨廷顿基因的表达。

52.如权利要求49‑51中任一项所述的组合物或组合，其中，所述受试者包含具有多于

36个CAG重复、多于40个重复、或多于100个重复的亨廷顿基因。

53.如权利要求49‑52中任一项所述的组合物或组合，其中，所述受试者的年龄小于20

岁。

54.如权利要求42‑53中任一项所述的组合物或组合，其中，所述重组病毒载体选自于

由以下组成的组：AAV载体、腺病毒载体、慢病毒载体、逆转录病毒载体、疱疹病毒载体、甲病

毒载体、痘病毒载体、杆状病毒载体和嵌合病毒载体。

55.如权利要求42‑54中任一项所述的组合物或组合，其中，包含(a)的所述重组病毒载

体与包含(b)的所述重组病毒载体相同。

56.如权利要求41‑54中任一项所述的组合物或组合，其中，(a)和(b)的所述分离的核

酸包含在分开的重组病毒载体中。

57.如权利要求41‑55中任一项所述的组合物或组合，其中，(a)和(b)的所述分离的核

酸包含在相同的重组病毒载体中。

58.如权利要求41‑57中任一项所述的组合物或组合，其中，在基本上相同的时间施用

(a)和(b)。

59.如权利要求41‑54和56中任一项所述的组合物或组合，其中，在不同的时间点施用

(a)和(b)。

60.如权利要求59所述的组合物或组合，其中，所述不同的时间点间隔至少1min、至少1

小时、至少1天、至少1周、至少1个月、至少1年或更长。

61.如权利要求59‑60中任一项所述的组合物或组合，其中，在(b)的施用之前施用(a)。

62.如权利要求59‑60中任一项所述的组合物或组合，其中，在(a)的施用之前施用(b)。

63.如权利要求59‑60中任一项所述的组合物或组合，其中，(a)、(b)、或者(a)和(b)的

施用重复至少一次。

64.如权利要求41‑63中任一项所述的组合物或组合，其中，所述转基因包含串联的两

个miRNA，所述串联的两个miRNA侧接有内含子。
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65.如权利要求64所述的组合物或组合，其中，所述侧接的内含子是相同的。

66.如权利要求64所述的组合物或组合，其中，所述侧接的内含子来自相同的物种。

67.如权利要求64所述的组合物或组合，其中，所述侧接的内含子是hCG内含子。

68.如权利要求41‑67中任一项所述的组合物或组合，其中，所述转基因包含启动子。

69.如权利要求68所述的组合物或组合，其中，所述启动子是synapsin(Syn1)启动子或

表10‑表13的启动子。

70.如权利要求41‑69中任一项所述的组合物或组合，其中，所述一个或多个miRNA位于

所述转基因的非翻译部分。

71.如权利要求70所述的组合物或组合，其中，所述非翻译部分是内含子。

72.如权利要求70所述的组合物或组合，其中，所述非翻译部分在编码蛋白质的核酸序

列的最后一个密码子和poly‑A尾序列之间，或在启动子序列的最后一个核苷酸碱基和

poly‑A尾序列之间。

73.如权利要求41‑72中任一项所述的组合物或组合，所述组合物或组合进一步包含第

三区域，所述第三区域包含第二腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体。

74.如权利要求41‑73中任一项所述的组合物或组合，其中，所述ITR变体缺乏功能性末

端解析位点(TRS)，任选地，其中，所述ITR变体是ATRS  ITR。

75.如权利要求41‑74中任一项所述的组合物或组合，其中，所述施用使得将所述病毒

载体或分离的核酸递送至所述受试者的所述中枢神经系统(CNS)。

76.如权利要求41‑75中任一项所述的组合物或组合，其中，所述施用是通过注射、任选

静脉内注射或纹状体内注射进行。

77.如权利要求42‑76中任一项所述的组合物或组合，其中，所述病毒载体是AAV1、

AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、AAV12、或其嵌合

体。

78.如权利要求42‑77中任一项所述的组合物，所述病毒载体包含来自AAV血清型AAV1、

AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、或AAV12、或其嵌合

体的衣壳蛋白。

79.如权利要求78所述的组合物或组合，其中，所述衣壳蛋白是AAV9衣壳蛋白。

80.如权利要求42‑79中任一项所述的组合物或组合，其中，所述病毒载体是自互补AAV

(scAAV)。

81.如权利要求42‑80中任一项所述的组合物或组合，其中，所述病毒载体被配制用于

递送至所述中枢神经系统(CNS)。

82.一种包含编码CYP46A1蛋白的分离的核酸的组合物，所述核酸包含与SEQ  ID  NO：

110至少80％相同的序列。

83.一种包含重组病毒载体的组合物，所述重组病毒载体包含编码CYP46A1蛋白的分离

的核酸，所述核酸包含与SEQ  ID  NO：110至少80％相同的序列。

84.一种治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱的方法，所述方法包括向患有

所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病或紊乱的风险的受试者施用

治疗有效量的权利要求82或83所述的组合物。

85.如权利要求84所述的方法，其中，所述神经系统疾病或紊乱是阿尔茨海默病、帕金
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森病、亨廷顿病、Canavan病、利氏病、脊髓性脑性共济失调、多聚谷氨酰胺重复脊髓小脑性

共济失调、Krabbe病、Batten氏病、Refsum病、Tourette综合征、原发性侧索硬化症、肌萎缩

侧索硬化症、进行性肌萎缩、皮克病、肌营养不良、多发性硬化症、重症肌无力、Binswanger

病、神经性疼痛、脊髓或头部损伤引起的创伤、眼科疾病和紊乱、泰‑萨二氏病、Lesch‑Nyhan

病、癫痫、脑梗塞、抑郁症、双相情感障碍、持续性情感障碍、继发性情绪障碍、精神分裂症、

药物依赖、神经机能病、精神病、痴呆、妄想、注意缺陷性障碍、性心理障碍、睡眠障碍、疼痛

障碍、进食或体重障碍。

86.如权利要求84‑85中任一项所述的方法，其中，所述神经系统疾病或紊乱是中枢神

经系统(CNS)疾病或紊乱。

87.如权利要求84‑86中任一项所述的方法，其中，所述CNS疾病或紊乱选自亨廷顿病、

阿尔茨海默病、多聚谷氨酰胺重复脊髓小脑性共济失调、肌萎缩侧索硬化症和帕金森病。

88.如权利要求83‑87中任一项所述的组合物或方法，其中，所述重组病毒载体选自于

由以下组成的组：AAV载体、腺病毒载体、慢病毒载体、逆转录病毒载体、疱疹病毒载体、甲病

毒载体、痘病毒载体、杆状病毒载体和嵌合病毒载体。

89.如权利要求84‑88中任一项所述的方法，其中，所述施用重复至少一次。

90.如权利要求84‑89中任一项所述的方法，其中，所述施用使得将所述病毒载体或分

离的核酸递送至所述受试者的中枢神经系统(CNS)。

91.如权利要求84‑90中任一项所述的方法，其中，所述施用通过注射、任选静脉内注射

或纹状体内注射进行。

92.如权利要求83‑91中任一项所述的组合物或方法，其中，所述病毒载体是AAV1、

AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、或AAV12、或其嵌合

体。

93.如权利要求83‑92中任一项所述的组合物或方法，病毒载体包含来自AAV血清型

AAV1、AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、或AAV12、或

其嵌合体的衣壳蛋白。

94.如权利要求93所述的组合物或方法，其中，所述衣壳蛋白是AAV9衣壳蛋白。

95.如权利要求83‑94中任一项所述的组合物或方法，其中，所述病毒载体是自互补AAV

(scAAV)。

96.如权利要求83‑95中任一项所述的组合物或方法，其中，所述病毒载体被配制用于

递送至所述中枢神经系统(CNS)。

97.如权利要求82‑96中任一项所述的组合物或方法，其中，所述核酸包含与SEQ  ID 

NO：110至少90％相同的序列。

98.如权利要求82‑96中任一项所述的组合物或方法，其中，所述核酸包含与SEQ  ID 

NO：110至少95％相同的序列。

99.如权利要求82‑96中任一项所述的组合物或方法，其中，所述核酸包含与SEQ  ID 

NO：110相同的序列。

100.如权利要求2‑40、42‑81、83‑99中任一项所述的组合物或方法，其中，所述病毒载

体包含经修饰的病毒衣壳。

101.如权利要求2‑40、42‑81、83‑99中任一项所述的组合物或方法，其中，所述病毒载
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体包含对病毒衣壳的修饰。

102.如权利要求100或101所述的组合物或方法，其中，所述修饰是所述病毒衣壳的化

学、非化学或氨基酸修饰。

103.如权利要求100或101所述的组合物或方法，其中，所述衣壳修饰的至少一种优先

靶向CNS或PNS中的细胞。

104.如权利要求100或101所述的组合物或方法，其中，所述化学修饰包含经化学修饰

的酪氨酸残基，所述酪氨酸残基被修饰以包含共价连接的单糖或多糖部分。

105.如权利要求104所述的组合物或方法，其中，所述经化学修饰的酪氨酸残基包含选

自半乳糖、甘露糖、N‑乙酰半乳糖胺、GalNac桥和甘露糖‑6‑磷酸的单糖。

106.如权利要求100或101所述的组合物或方法，其中，所述化学修饰包含通过‑CSNH‑

键共价地连接至衣壳多肽的伯氨基基团的配体。

107.如权利要求106所述的组合物或方法，其中，所述配体包含共价地结合至所述配体

的亚芳基或杂亚芳基自由基。

108.如权利要求100‑107中任一项所述的组合物或方法，其中，所述经修饰的病毒衣壳

是嵌合衣壳或单倍体衣壳。

109.如权利要求100‑107中任一项所述的组合物或方法，其中，所述经修饰的病毒衣壳

是单倍体衣壳。

110.如权利要求100‑107中任一项所述的组合物或方法，其中，所述经修饰的病毒衣壳

是进一步包含修饰的嵌合衣壳或单倍体衣壳。

111.如权利要求100‑110中任一项所述的组合物或方法，其中，所述经修饰的病毒衣壳

为AAV血清型AAV1、AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、

AAV12、或其突变的修饰形式、嵌合体、镶嵌体或合理的单倍体。

112.如权利要求100‑111中任一项所述的组合物或方法，其中，与未修饰的病毒衣壳相

比，所述修饰改变了经修饰的病毒衣壳的抗原谱。

113.如权利要求100‑112中任一项所述的组合物或方法，其中，所述经修饰的病毒衣壳

可用于重复施用。

114.一种合成的CNS特异性启动子，所述合成的CNS特异性启动子包含根据SEQ  ID  NO：

187‑SEQ  ID  NO：189中的任一个的序列或其功能变体，或由根据SEQ  ID  NO：187‑SEQ  ID 

NO：189中的任一个的序列或其功能变体组成。

115.如权利要求114所述的合成的CNS特异性启动子，其中，所述功能变体与SEQ  ID 

NO：187‑SEQ  ID  NO：189中的任一个至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至

少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少

97％、至少98％或至少99％相同。

116.一种CRE，所述CRE包含根据SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID  NO：192中的任一个的序列或

其功能变体，或由根据SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID  NO：192中的任一个的序列或其功能变体组

成。

117.如权利要求116所述的CRE，所述CRE包含与SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID  NO：192中的

任一个至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少

91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％
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相同的序列。

118.一种CRM，所述CRM包含如权利要求116或117所述的CRE。

119.一种最小启动子，所述最小启动子包含根据SEQ  ID  NO：211的序列或其功能变体，

或由根据SEQ  ID  NO：211的序列或其功能变体组成。

120.一种CNS特异性启动子，所述CNS特异性启动子包含如权利要求116或117所述的

CRE、如权利要求118所述的CRM或如权利要求119所述的最小启动子。

121.一种表达盒，所述表达盒包含如权利要求114、115或120中任一项所述的合成的

CNS特异性启动子，所述启动子可操作地连接至编码表达产物的序列。

122.一种载体，所述载体包含如权利要求114、115或120中任一项所述的合成的CNS特

异性启动子或如权利要求121所述的表达盒。

123.如权利要求122所述的载体，其中，所述载体是病毒载体。

124.如权利要求123所述的载体，其中，所述病毒载体是AAV载体。

125.一种病毒体，所述病毒体包含如权利要求123或124所述的载体。

126.一种药物组合物，所述药物组合物包含如权利要求114、115或120中任一项所述的

合成的CNS特异性启动子、如权利要求121所述的表达盒、如权利要求122‑124中任一项所述

的载体或如权利要求125所述的病毒体。

127.用于治疗中的如权利要求114、115或120中任一项所述的合成的CNS特异性启动

子、如权利要求121所述的表达盒、如权利要求122‑124中任一项所述的载体、如权利要求

125所述的病毒体或如权利要求126所述的药物组合物。

128.用于基因治疗中的如权利要求127所述的合成的CNS特异性启动子、表达盒、载体、

病毒体或药物组合物，适当地，其中所述基因治疗涉及治疗性表达产物在CNS中的表达。

129.用于CNS相关疾病的基因治疗中的如权利要求127或128所述的合成的CNS特异性

启动子、表达盒、载体、病毒体或药物组合物。

130.一种细胞，所述细胞包含如权利要求114、115或120中任一项所述的合成的CNS特

异性启动子、如权利要求121所述的表达盒、如权利要求122‑124中任一项所述的载体或如

权利要求125所述的病毒体。

131.如权利要求130所述的细胞，其中，所述细胞是CNS细胞，任选地是人类CNS细胞，优

选是神经元，更优选是多巴胺能神经元。

132.用于制造用来治疗医学病症或疾病的药物组合物中的如权利要求114、115或120

中任一项所述的合成的CNS特异性启动子、如权利要求121所述的表达盒、如权利要求122‑

124中任一项所述的载体或如权利要求125所述的病毒体，任选地，其中所述疾病是CNS相关

疾病。

133.一种生产表达产物的方法，所述方法包括：将如权利要求121所述的合成的CNS特

异性表达盒引入细胞中、任选地为CNS细胞；以及，使存在于合成的CNS特异性表达盒中的基

因进行表达。

134.一种在细胞、任选地为CNS细胞中表达治疗性转基因的方法，其中，所述方法包括

向所述细胞中引入如权利要求121所述的表达盒、如权利要求122‑124中任一项所述的载体

或如权利要求125所述的病毒体。

135.一种对有需要的受试者进行治疗的方法，其中，所述方法包括：向所述有需要的受

权　利　要　求　书 8/9 页

9

CN 119677545 A

9



试者施用如权利要求120所述的表达盒、如权利要求122‑124中任一项所述的载体、或如权

利要求125所述的病毒体、或如权利要求127或128所述的药物组合物，所述表达盒、载体、病

毒体或药物组合物包含编码可操作地连接的治疗产品的序列。
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用于治疗神经系统疾病的组合物

对相关申请的交叉引用

[0001] 本申请依据35  U .S .C .§119(e)要求2022年1月27日提交的美国临时申请第63/

303,673号以及2022年3月18日提交的美国临时申请第63/321,335号的权益，其各自的内容

以其整体通过引用并入本文中。

技术领域

[0002] 本文所述技术涉及用于治疗神经系统疾病或紊乱的方法，例如亨廷顿病。

背景技术

[0003] 亨廷顿病(HD)是破坏性遗传性神经退行性疾病，由亨廷顿基因的外显子1中的CAG

重复区的扩增引起。当亨廷顿蛋白(HTT)在全身表达时，多聚谷氨酰胺扩增蛋白对纹状体中

的中棘神经元及它们的皮层连接而言尤其有毒。患者受困于情绪症状，包括抑郁和焦虑，以

及特征性的运动障碍和舞蹈症。目前不存在亨廷顿病的治愈疗法；治疗选项限于改善疾病

症状。

发明内容

[0004] 本文提供的一个方面描述了用于治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱

的方法，所述方法包括向患有所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病

或紊乱的风险的受试者施用治疗有效量的如下中的至少一种：(a)编码至少一种miRNA的核

酸；以及(b)编码CYP46A1蛋白的核酸。例如，单独施用编码至少一种miRNA的核酸，或将其与

编码CYP46A1蛋白的核酸组合施用。或者，单独施用编码CYP46A1蛋白的核酸，或将其与编码

至少一种miRNA的核酸组合施用。所述核酸可以是野生型或密码子优化的变体。

[0005] 本文所述的另一方面提供组合物或组合，所述组合物或组合包含如下中的至少一

种：(a)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或多个miRNA；以及(b)编码CYP46A1

蛋白的分离的核酸。在一个方面中，本文所述的组合物或组合包含：(a)包含分离的核酸的

重组病毒载体，所述核酸包含(i)第一区域和(ii)第二区域，所述第一区域包含第一腺相关

病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所述第二区域包含编码一个或多个miRNA的转基

因；以及(b)包含编码所述CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病毒载体。

[0006] 本文所述的另一方面提供了组合物或组合，所述组合物或组合包含(a)编码转基

因的分离的核酸，所述转基因编码分离的核酸，所述核酸编码CYP46A1蛋白。在一些方面中，

所述组合物或组合进一步包含(b)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或多个

miRNA。在其它方面，所述组合物或组合不包含(b)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编

码一个或多个miRNA。在一个方面中，本文所述的组合物或组合包含：(a)包含分离的核酸的

重组病毒载体，所述核酸包含(i)第一区域和(ii)第二区域，所述第一区域包含第一腺相关

病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所述第二区域包含编码CYP46A1蛋白的转基因。在

一些方面，所述组合物或组合进一步包含：(b)包含编码一个或多个miRNA的分离的核酸的
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重组病毒载体。在其它方面，所述组合物或组合不包含(b)包含编码一个或多个miRNA的分

离的核酸的重组病毒载体。

[0007] 本文所述的另一方面提供了组合物或组合，所述组合物或组合包含(a)编码转基

因的分离的核酸，所述转基因编码分离的核酸，所述核酸编码一个或多个miRNA。在一些方

面中，所述组合物或组合进一步包含(b)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码

CYP46A1蛋白。在其它方面，所述组合物或组合不包含(b)编码转基因的分离的核酸，所述转

基因编码CYP46A1蛋白。在一个方面中，本文所述的组合物或组合包含：(a)包含分离的核酸

的重组病毒载体，所述核酸包含(i)第一区域和(ii)第二区域，所述第一区域包含第一腺相

关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所述第二区域包含编码一个或多个miRNA的转

基因。在一些方面，所述组合物或组合进一步包含：(b)包含编码CYP46Al蛋白的分离的核酸

的重组病毒载体。在其它方面，所述组合物或组合不包含(b)包含编码CYP46Al蛋白的分离

的核酸的重组病毒载体。

[0008] 本文所述的另一方面提供了用于治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱

的方法，所述方法包括向患有所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病

或紊乱的风险的受试者施用治疗有效量的如下中的至少一种：(a)编码转基因的分离的核

酸，所述转基因编码一个或多个miRNA；以及(b)编码CYP46A1蛋白的分离的核酸。在一个方

面中，本文所述的是用于治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱的方法，所述方法

包括向患有所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病或紊乱的风险的

受试者施用治疗有效量的如下中的至少一种：(a)包含分离的核酸的重组病毒载体，所述核

酸包含(i)第一区域和(ii)第二区域，所述第一区域包含第一腺相关病毒(AAV)反向末端重

复(ITR)或其变体，所述第二区域包含编码一个或多个miRNA的转基因；以及(b)包含编码所

述CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病毒载体。

[0009] 本文所述的另一方面提供了用于治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱

的方法，所述方法包括向患有所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病

或紊乱的风险的受试者施用治疗有效量的(a)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码

CYP46A1蛋白。在一些方面中，所述方法进一步包括向受试者施用治疗有效量的(b)编码转

基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或多个miRNA。在其它方面中，所述方法不包括向

受试者施用(b)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或多个miRNA。在一个方面

中，本文所述的是用于治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱的方法，所述方法包

括向患有所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病或紊乱的风险的受

试者施用治疗有效量的(a)包含分离的核酸的重组病毒载体，所述核酸包含(i)第一区域和

(ii)第二区域，所述第一区域包含第一腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所

述第二区域包含编码CYP46A1蛋白的转基因。在一些方面中，所述方法进一步包括向受试者

施用治疗有效量的(b)包含编码一个或多个miRNA的分离的核酸的重组病毒载体。在其它方

面，所述方法不包括向受试者施用治疗有效量的(b)包含编码一个或多个miRNA的分离的核

酸的重组病毒载体。

[0010] 本文所述的另一方面提供了用于治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱

的方法，所述方法包括向患有所述神经系统疾病或紊乱或处于发展出所述神经系统疾病或

紊乱的风险的受试者施用治疗有效量的(a)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一
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个或多个miRNA。在一些方面中，所述方法进一步包括向受试者施用治疗有效量的(b)编码

转基因的分离的核酸，所述转基因编码CYP46A1蛋白。在其它方面中，所述方法不包括向受

试者施用(b)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码CYP46A1蛋白。在一个方面中，本文

所述的是用于治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱的方法，所述方法包括向患有

所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病或紊乱的风险的受试者施用

治疗有效量的(a)包含分离的核酸的重组病毒载体，所述核酸包含(i)第一区域和(ii)第二

区域，所述第一区域包含第一腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所述第二区

域包含编码一个或多个miRNA的转基因。在一些方面中，所述方法进一步包括向受试者施用

治疗有效量的(b)包含编码CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病毒载体。在其它方面中，所

述方法不包括向受试者施用治疗有效量的(b)包含编码CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组

病毒载体。

[0011] 在一些实施方式中，所述神经系统疾病或紊乱是阿尔茨海默病、帕金森病、亨廷顿

病、Canavan病、利氏病(Leigh′s  disease)、脊髓性脑性共济失调(spinal  cerebral 

ataxia)、多聚谷氨酰胺重复脊髓小脑性共济失调、Krabbe病、Batten氏病、Refsum病、

Tourette综合征、原发性侧索硬化症、肌萎缩侧索硬化症、进行性肌萎缩、皮克病(Pick’s 

disease)、肌营养不良、多发性硬化症、重症肌无力、Binswanger病、神经性疼痛、脊髓或头

部损伤引起的创伤、眼科疾病和紊乱、泰‑萨二氏病(Tay‑Sachs  disease)、Lesch‑Nyhan病、

癫痫、脑梗塞、抑郁、双相情感障碍、持续性情感障碍、继发性情绪障碍、精神分裂症、药物依

赖、神经机能病、精神病、痴呆、妄想、注意缺陷性障碍、性心理障碍、睡眠障碍、疼痛障碍、进

食或体重障碍。在一些实施方式中，所述神经系统疾病或紊乱是中枢神经系统(CNS)疾病或

紊乱。在一些实施方式中，所述CNS疾病或紊乱选自于亨廷顿病、阿尔茨海默病、多聚谷氨酰

胺重复脊髓小脑性共济失调、肌萎缩侧索硬化症和帕金森病。

[0012] 在一些实施方式中，所述CNS疾病或紊乱是阿尔茨海默病，并且所述至少一个

miRNA包含与淀粉样前体蛋白(APP)、早老蛋白1、早老蛋白2、ABCA7、SORL1以及它们的疾病

相关等位基因互补的种子序列。

[0013] 在一些实施方式中，所述CNS疾病或紊乱是帕金森病，并且所述至少一个miRNA包

含与SNCA、LRRK2/PARK8、PRKN、PINK1、DJ1/PARK7、VPS35、EIF4G1、DNAJC13、CHCHD2、UCHL1、

GBA1以及它们的疾病相关等位基因互补的种子序列。

[0014] 在一些实施方式中，所述CNS疾病是亨廷顿病，并且至少一个miRNA包含与SEQ  ID 

NO：4互补的种子序列，或者其中，至少一个miRNA包含SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID 

NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ 

ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的任一个的序列，所述序列侧接有miRNA骨架序列。在一些实

施方式中，所述CNS疾病是亨廷顿病，并且至少一个miRNA包含SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、

SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：

185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的任一个的序列。在一些实施方式中，所述miRNA中

的至少一个与人亨廷顿基因杂交并抑制人亨廷顿基因的表达。在一些实施方式中，所述受

试者包含具有多于36个CAG重复、多于40个重复、或多于100个重复的亨廷顿基因。在一些实

施方式中，所述受试者的年龄小于20岁。

[0015] 在一些实施方式中，所述重组病毒载体选自于由以下组成的组：AAV载体、腺病毒
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载体、慢病毒载体、逆转录病毒载体、疱疹病毒载体、甲病毒载体、痘病毒载体、杆状病毒载

体和嵌合病毒载体。

[0016] 在一些实施方式中，包含(a)的重组病毒载体与包含(b)的重组病毒载体相同。在

一些实施方式中，(a)和(b)的分离的核酸包含在分开的重组病毒载体中。在一些实施方式

中，(a)和(b)的分离的核酸包含在相同的重组病毒载体中。

[0017] 在一些实施方式中，(a)和(b)在基本上相同的时间被施用。在一些实施方式中，

(a)和(b)在不同的时间点被施用。在一些实施方式中，不同的时间点间隔至少1min、至少1

小时、至少1天、至少1周、至少1个月、至少1年或更长。在一些实施方式中，在(b)的施用之前

施用(a)。在一些实施方式中，在(a)的施用之前施用(b)。在一些实施方式中，(a)、(b)、或者

(a)和(b)的施用重复至少一次。

[0018] 在一些实施方式中，所述转基因包含串联的两个miRNA，所述两个miRNA侧接有内

含子。在一些实施方式中，所述侧接的内含子是相同的。在一些实施方式中，所述侧接的内

含子来自相同的物种。在一些实施方式中，所述侧接的内含子是hCG内含子。

[0019] 在一些实施方式中，所述转基因包含启动子。在一些实施方式中，所述启动子是

synapsin(Syn1)启动子，或表10‑表13的启动子。

[0020] 在一些实施方式中，所述一个或多个miRNA位于转基因的非翻译部分中。在一些实

施方式中，所述非翻译部分是内含子。在一些实施方式中，所述非翻译部分在编码蛋白质的

核酸序列的最后的密码子和poly‑A尾序列之间，或在启动子序列的最后的核苷酸碱基和

poly‑A尾序列之间。

[0021] 在一些实施方式中，所述核酸或病毒载体进一步包含第三区域，所述第三区域包

含第二腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体。

[0022] 在一些实施方式中，所述 I TR变体缺乏功能性末端解析位点 (te rm i na l 

resolution  site；TRS)，任选地，其中所述ITR变体是ATRS  ITR。

[0023] 在一些实施方式中，施用使得将病毒载体或分离的核酸递送至受试者的中枢神经

系统(CNS)。在一些实施方式中，所述施用通过注射、任选静脉内注射或纹状体内注射进行。

[0024] 在一些实施方式中，所述病毒载体是AAV1、AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、

AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、或AAV12，或其嵌合体(chimera)。在一些实施方式中，所

述病毒载体包含来自AAV血清型AAV1、AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、

AAV10、AAVrh10、AAV11、或AAV12，或其嵌合体的衣壳蛋白。在一些实施方式中，所述衣壳蛋

白是AAV9衣壳蛋白。在一些实施方式中，所述病毒载体是自互补的AAV(scAAV)。在一些实施

方式中，将所述病毒载体配制用于递送至中枢神经系统(CNS)。

[0025] 在任何方面的一些实施方式中，所述病毒载体包含经修饰的病毒衣壳。

[0026] 在任何方面的一些实施方式中，所述病毒载体包含对病毒衣壳的修饰。

[0027] 在任何方面的一些实施方式中，所述修饰是病毒衣壳的化学、非化学或氨基酸修

饰。

[0028] 在任何方面的一些实施方式中，所述衣壳修饰的至少一种优先靶向CNS或PNS中的

细胞。

[0029] 在任何方面的一些实施方式中，所述化学修饰包括经化学修饰的酪氨酸残基，所

述酪氨酸残基被修饰以包含共价连接的单糖或多糖部分。
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[0030] 在任何方面的一些实施方式中，所述经化学修饰的酪氨酸残基包含选自半乳糖、

甘露糖、N‑乙酰半乳糖胺、GalNac桥和甘露糖‑6‑磷酸的单糖。

[0031] 在任何方面的一些实施方式中，所述化学修饰包含通过‑CSNH‑键共价地连接至衣

壳多肽的伯氨基基团的配体。

[0032] 在任何方面的一些实施方式中，所述配体包含共价地结合至所述配体的亚芳基或

杂亚芳基自由基。

[0033] 在任何方面的一些实施方式中，所述经修饰的病毒衣壳是嵌合衣壳或单倍体衣

壳。

[0034] 在任何方面的一些实施方式中，所述经修饰的病毒衣壳是单倍体衣壳。

[0035] 在任何方面的一些实施方式中，所述经修饰的病毒衣壳是进一步包含修饰的嵌合

衣壳或单倍体衣壳。

[0036] 在任何方面的一些实施方式中，所述经修饰的病毒衣壳是AAV血清型AAV1、AAV2、

AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、AAV12，或其突变的修饰

形式、嵌合体(chimera)、镶嵌体(mosaic)或合理的单倍体。

[0037] 在任何方面的一些实施方式中，与未修饰的病毒衣壳相比，所述修饰改变了经修

饰的病毒衣壳的抗原谱。

[0038] 在任何方面的一些实施方式中，所述经修饰的病毒衣壳可用于重复施用。

附图说明

[0039] 图1是示出了pJAL130‑CYP46A1(7314bp)的HD质粒图谱的示意图，参见例如SEQ  ID 

NO：111和表16，其示出了来自质粒的经密码子优化的CYP46序列(参见例如SEQ  ID  NO：110)

的ITR至ITR序列。

[0040] 图2示出了通过脑室内(ICV)和静脉内(IV)注射来递送的在CNS‑1(参见例如SEQ 

ID  NO：112)、CNS‑2(参见例如SEQ  ID  NO：113)、CNS‑3(参见例如SEQ  ID  NO：114)、CNS‑4(参

见例如SEQ  ID  NO：115)、CNS‑5(参见例如SEQ  ID  NO：122)、CNS‑6(参见例如SEQ  ID  NO：

123)、CNS‑7(参见例如SEQ  ID  NO：124)和CNS‑8(参见例如SEQ  ID  NO：125)以及对照启动子

hSyn1(参见例如SEQ  ID  NO：152)的控制下的转基因GFP在矢状切片中的颅内生物分布。比

例尺为1mm。

[0041] 图3A‑图3B示出了冠状脑切片的图像。图3A示出了通过ICV递送的在CNS‑1(参见例

如SEQ  ID  NO：112)、CNS‑2(参见例如SEQ  ID  NO：113)、CNS‑3(参见例如SEQ  ID  NO：114)和

CNS‑4(参见例如SEQ  ID  NO：115)的控制下的转基因GFP的冠状切片中的颅内生物分布。比

例尺为1mm。图3B示出了通过ICV递送的在CNS‑5(参见例如SEQ  ID  NO：122)、CNS‑6(参见例

如SEQ  ID  NO：123)、CNS‑7(参见例如SEQ  ID  NO：124)和CNS‑8(参见例如SEQ  ID  NO：125)以

及对照启动子hSyn1(参见例如SEQ  ID  NO：152)的控制下的转基因GFP的冠状切片中的颅内

生物分布。比例尺为1mm。

[0042] 图4示出了在由CNS1‑8(参见例如SEQ  ID  NO：112‑SEQ  ID  NO：115、SEQ  ID  NO：

122‑SEQ  ID  NO：125)或Synapsin‑1(参见例如SEQ  ID  NO：152)驱动的GFP的ICV或IV递送之

后不同脑区中的GFP免疫反应性百分比。数据通过在皮层、海马体、纹状体、中脑和小脑中经

由阈值分析对10张GFP染色强度的不重叠的RGB图像进行定量测量来获得(平均值±SEM)。
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图像通过离散的脑区保持恒定设置以×40放大倍率进行拍摄。前景免疫染色(foreground 

immunostaining)通过最高和最低信号求平均值来定义。数据表示为各感兴趣的区域的每

个场的免疫反应性的平均百分比面积(n＝3)。在ICV递送的情况下，在皮层和海马脑区中表

达最高。CNS1‑8(参见例如SEQ  ID  NO：112‑SEQ  ID  NO：115、SEQ  ID  NO：122‑SEQ  ID  NO：

125)在海马体中显示出比hSyn1对照更高的表达。在ICV递送的情况下，与hSyn1相比，CNS‑1

(参见例如SEQ  ID  NO：112)在海马体、中脑和小脑中显示出更高的表达。

[0043] 图5A‑图5B示出了faf1和pitx3基因的组织表达模式，由此设计了来自CNS‑5、CNS‑

5_v2、CNS‑2、CNS‑3和CNS‑4的CRE/近端启动子。图5A示出了来自单细胞转录组数据的小鼠

PNS神经元中faf1基因的表达模式(Zeisel等，2018)。深灰色表示高表达，白色表示无表达，

而浅灰色表示低表达。faf1在许多PNS神经元中表达。图5B示出了来自单细胞转录组数据的

PNS神经元中pitx3基因的表达模式(Zeisel等，2018)。深灰色表示高表达，白色表示无表

达，而浅灰色表示低表达。pixt3在交感PNS神经元中表达。faf1在许多PNS神经元中表达，因

此预期包含从faf1基因设计的近端启动子或CRE(例如CNS‑5和CNS‑5_v2)的合成的启动子

在PNS中具有强的表达。pitx3在交感PNS神经元中表达，因此预期包含从pitx3基因设计的

CRE(例如CNS‑2、CNS‑3或CNS‑4)的合成的启动子在PNS交感神经元中具有表达。对lmxlb和

pitx2的类似分析显示在PNS中没有高于分析的截止分数的表达(三值化分数(trinization 

score)小于0.95；数据未显示)，因此预期CNS‑1、CNS‑6、CNS‑6_v2、CNS‑7、CNS‑7_v2、CNS‑8

和CNS‑8_v2不在PNS神经元中活跃。

[0044] 图6A示出了HTT基因在来自成年小鼠大脑的矢状切片中的表达模式(取自Allen小

鼠大脑图集；mouse.brain‑map.org)。HTT(亨廷顿)在整个大脑中高度表达。

[0045] 图6B示出了CYP46A1基因在来自成年小鼠大脑的冠状切片中的表达模式(取自

Allen小鼠大脑图集；可在万维网mouse.brain‑map.org上获得)。CYP46A1在大脑中广泛表

达。

[0046] 图7A示出了合成的NS特异性启动子SP0013、SP0014、SP0030、SP0031、SP0032、

SP0019、SP0020、SP0021、SP0022、SP0011、SP0034、SP0035、SP0036和对照启动子Synapsin‑1

相对于对照启动子CAG在来源于神经母细胞瘤的SH‑SY5Y细胞中的中值GFP表达。NTC表示未

转染的细胞。从三个生物重复中收集数据，所述生物重复的每个都是两个技术重复的平均

数。误差条为标准误差。

[0047] 图7B示出了当用可操作地连接至GFP的合成的NS特异性启动子SP0013、SP0014、

SP0030、SP0031、SP0032、SP0019、SP0020、SP0021、SP0022、SP0011、SP0034、SP0035、SP0036

或对照启动子Synapsin‑1和CAG进行转染时，在来源于神经母细胞瘤的SH‑SY5Y细胞中的转

染效率。NTC表示未转染的细胞。从三个生物重复中收集数据，所述生物重复的每个都是两

个技术重复的平均值。误差条为标准误差。GFP阳性％表示所有细胞中GFP阳性的百分比。

[0048] 图8示出了用包含靶向HTT基因的外显子1的miRNA的质粒对源自患者的成纤维细

胞进行核感染后HTT转录本的水平。N＝1。

[0049] 图9是示出了dbDNA‑CYP46A1(4，573bp，参见例如SEQ  ID  NO：194)的HD质粒图谱的

示意图，其示出了包含经密码子优化的CYP46序列的ITR至ITR序列(参见例如SEQ  ID  NO：

212)、CAG启动子和来自质粒的bGH  poly(a)信号(参见例如表24)。这是包装在rAAVrh.10中

的质粒，用于向HD患者施用(参见例如实施例6)。
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具体实施方式

[0050] 本发明的各方面涉及施用干扰RNA(例如miRNA，如人工miRNA)和编码CYP46A1蛋白

的核酸，所述干扰RNA当递送至受试者时对于减少受试者中的致病基因的表达而言时有效

的。因此，在一些实施方式中，本公开所述的方法和组合物对于治疗神经系统疾病或紊乱是

有用的。

治疗方法

[0051] 本公开提供了向受试者递送核酸和/或转基因(例如，抑制性RNA，如miRNA或编码

CYP46A1的核酸)的方法。所述方法通常涉及向受试者施用有效量的编码至少一种干扰RNA/

抑制性核酸的至少一种核酸以及编码CYP46A1的核酸，所述干扰RNA/抑制性核酸能够减少

靶基因(例如，与神经系统疾病或紊乱相关的致病基因(例如，亨廷顿(htt)蛋白))的表达。

例如，单独施用编码至少一种miRNA的核酸，或将其与编码CYP46A1蛋白的核酸组合施用。或

者，单独施用编码CYP46A1蛋白的核酸，或将其与编码至少一种miRNA的核酸组合施用。在一

些实施方式中，所述核酸中的一种或两种在病毒载体中和/或在病毒颗粒(例如rAAV)中提

供。

[0052] 因此，本文所述的一个方面提供了用于治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或

紊乱的方法，所述方法包括向患有所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统

疾病或紊乱的风险的受试者施用治疗有效量的(a)编码转基因的分离的核酸，所述转基因

编码CYP46A1蛋白。在一些方面中，所述方法进一步包括向受试者施用治疗有效量的(b)编

码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或多个miRNA。在其它方面，所述方法不包括

向受试者施用(b)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或多个miRNA。在一个方

面中，本文所述的是用于治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱的方法，所述方法

包括向患有所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病或紊乱的风险的

受试者施用治疗有效量的(a)包含分离的核酸的重组病毒载体，所述核酸包含(i)第一区域

和(ii)第二区域，所述第一区域包含第一腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，

所述第二区域包含编码CYP46A1蛋白的转基因。在一些方面中，所述方法进一步包括向受试

者施用治疗有效量的(b)包含编码一个或多个miRNA的分离的核酸的重组病毒载体。在其它

方面中，所述方法不包括向受试者施用治疗有效量的(b)包含编码一个或多个miRNA的分离

的核酸的重组病毒载体。

[0053] 本文描述的另一方面提供了用于治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱

的方法，所述方法包括向患有所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病

或紊乱的风险的受试者施用治疗有效量的(a)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码

一个或多个miRNA。在一些方面中，所述方法进一步包括向受试者施用治疗有效量的(b)编

码转基因的分离的核酸，所述转基因编码CYP46A1蛋白。在其它方面，所述方法不包括向受

试者施用(b)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码CYP46A1蛋白。在一个方面中，本文

描述的是用于治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱的方法，所述方法包括向患有

所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病或紊乱的风险的受试者施用

治疗有效量的(a)包含分离的核酸的重组病毒载体，所述核酸包含(i)第一区域和(ii)第二

区域，所述第一区域包含第一腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所述第二区

域包含编码一个或多个miRNA的转基因。在一些方面中，所述方法进一步包括向患者施用治
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疗有效量的(b)包含编码CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病毒载体。在其它方面中，所述

方法不包括向受试者施用治疗有效量的(b)包含编码CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病

毒载体。

[0054] 如本文所使用，“神经系统疾病或紊乱”可以指影响神经系统或与神经系统相关的

任何疾病、紊乱或病症，即，影响中枢神经系统(大脑和脊髓)、周围神经系统(PNS；例如，周

围神经和颅神经)和自主神经系统(它的一些部分位于中枢神经系统和周围神经系统中)的

疾病、紊乱或病症。在人中已经鉴定了多于600种神经系统疾病。作为非限制性的例子，所述

神经系统疾病或紊乱可以是透明隔缺如、酸性脂肪酶病、酸性麦芽糖酶缺乏症、获得性癫痫

样失语症、急性播散性脑脊髓炎、注意缺陷多动障碍(ADHD)、艾迪氏瞳孔(Adie′s  Pupil)、

艾迪氏综合征(Adie′s  Syndrome)、肾上腺脑白质营养不良、胼胝体发育不全、认识不能、

Aicardi综合征、Aicardi‑Goutieres综合征紊乱、AIDS‑神经系统并发症、亚历山大病

(Alexander  Disease)、Alpers病、交替性偏瘫、阿尔茨海默病、肌萎缩侧索硬化症(ALS)、无

脑畸形、动脉瘤、天使综合征(Angelman  syndrome)、血管瘤病、缺氧、抗磷脂综合征、失语

症、失用症、蛛网膜囊肿、蛛网膜炎、Arnold‑Chiari畸形、动静脉畸形、阿斯伯格综合征

(Asperger  Syndrome)、共济失调、共济失调毛细血管扩张症、共济失调及小脑或脊髓小脑

变性症、房颤和中风、注意缺陷多动障碍、自闭症谱系障碍、自主神经功能失调、背痛、巴氏

综合征(Barth  Syndrome)、Batten病、Becker肌强直、白塞病、贝尔氏麻痹(Bell′s  Palsy)、

良性原发性眼睑痉挛、良性局限性肌萎缩、良性颅内高压、伯‑罗二氏综合征(Bernhardt‑

Roth  Syndrome)、Binswanger病、眼睑痉挛、色素失禁症(Bloch‑Sulzberger  Syndrome)、臂

丛神经分娩损伤、臂丛神经损伤、Bradbury‑Eggleston综合征、脑和脊柱肿瘤、脑动脉瘤、脑

损伤、脊髓半切综合症(Brown‑Sequard  Syndrome)、球脊髓(Bulbospinal)肌萎缩症、常染

色体显性遗传脑动脉病伴皮层下梗死和白质脑病(CADASIL)、Canavan病、腕管综合征、灼

痛、海绵状血管瘤(Cavernomas)、海绵状血管瘤(Cavernous  Angioma)、海绵状血管畸形、中

央颈髓综合征、中央脊髓综合征、中枢性疼痛综合征、脑桥中央髓鞘溶解症、头颅紊乱

(Cephalic  Disorders)、神经酰胺酶缺乏症、小脑变性、小脑发育不全、脑动脉瘤、脑动脉硬

化、脑萎缩、脑型脚气病、脑海绵状血管畸形、脑性巨人症、脑缺氧、大脑性瘫痪、脑‑眼‑面‑

骨骼综合症(COFS)、腓骨肌萎缩症(Charcot‑Marie‑Tooth  Disease)、小脑扁桃体下疝畸

形、胆固醇酯贮积病、舞蹈症、神经棘红细胞症、慢性炎性脱髓鞘性多发性神经病(CIDP)、慢

性直立不耐受、慢性疼痛、II型科凯恩综合征(Cockayne  Syndrome  Type  II)、Coffin 

Lowry综合征、空洞脑(Colpocephaly)、昏迷、复杂性区域疼痛综合征、先天性双侧面瘫、先

天性肌无力、先天性肌病、先天性血管海绵状畸形、皮层基底节变性、颅动脉炎、颅缝早闭、

Cree脑炎、克‑雅氏病(Creutzfeldt‑Jakob  Disease)、累积性创伤障碍、库欣综合征

(Cushing′s  syndrome)、巨细胞包涵体病、巨细胞病毒感染、舞眼‑舞足综合征、Dandy‑

Walker综合征、Dawson病、De  Morsier′s综合征、Dejerine‑Klumpke麻痹、痴呆、多发性梗塞

性痴呆、语义痴呆、皮层下痴呆、路易体痴呆、齿状核小脑共济失调、齿状核红核萎缩、皮肌

炎、发育性运动障碍、Devic′s综合征、糖尿病神经病变、弥漫性硬化、Dravet综合征、家族性

自主神经异常、书写障碍、诵读困难、吞咽困难、动作协调障碍、肌阵挛性小脑性协调障碍、

进行性小脑协同失调、肌张力障碍、早期婴儿型癫痫性脑病、空蝶鞍综合征、脑炎、昏睡性脑

炎、脑膨出、脑病、脑病(家族性婴儿型)、脑三叉神经血管瘤病、癫痫、癫痫性偏瘫、Erb′s麻
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痹、Erb‑Duchenne麻痹和Dejerine‑Klumpke麻痹、原发性震颤、脑桥外髓鞘溶解症、Fabry

病、法尔综合征(Fahr′s  Syndrome)、昏厥、家族性阿尔茨海默病、家族性自主神经功能障

碍、家族性血管瘤、家族性特发性基底节钙化症、家族性周期性瘫痪、家族性痉挛性瘫痪、

Farber′s病、热性惊厥、纤维肌发育不良、Fisher综合征、婴儿松弛综合征、足下垂、

Friedreich′s共济失调、额颞叶痴呆、戈谢病、广泛性神经节苷脂沉积症(Generalized 

Gangliosidoses)、格斯特曼综合征(Gerstmann′sSyndrome)、Gerstmann‑Straussler‑

Scheinker病、巨轴突神经病、巨细胞动脉炎、巨细胞包涵体病、球形细胞脑白质营养不良、

舌咽神经痛、糖原贮积症、格林‑巴利综合征、Hallervorden‑Spatz病、颅脑损伤、头痛、连续

性偏头痛、半面痉挛、交替性偏瘫、遗传性神经病、遗传性痉挛性截瘫、遗传性共济失调性多

发性神经炎样病、带状疱疹、耳带状疱疹、Hirayama综合征、Holmes‑Adie综合征、前脑无裂

畸形(Holoprosencephaly)、HTLV‑1相关性脊髓病、Hughes综合征、亨廷顿病、积水性无脑畸

形、脑积水、正常压力性脑积水、脊髓积水、皮层醇增多症、嗜睡、张力亢进、张力减退、缺氧、

免疫介导的脑脊髓炎、包涵体肌炎、色素失调症、婴儿肌张力减退、婴儿神经轴索营养不良、

婴儿植烷酸贮积病、婴儿Refsum病、婴儿痉挛、炎症性肌病、枕骨裂脑露畸形、肠性脂质营养

不良、颅内囊肿、颅内高压、Isaacs综合征、Joubert综合征、卡恩斯‑塞尔综合征(Kearns‑

Sayre  Syndrome)、肯尼迪病(Kennedy′s  Disease)、Kinsbourne综合征、Kleine‑Levin综合

征、Klippel‑Feil综合征、Klippel‑Trenaunay综合征(KTS)、克吕菲尔‑布希综合征

(Kliiver‑Bucy  Syndrome)、柯萨可夫综合征(Korsakoff  s  Amnesic  Syndrome)、Krabbe

病、库格尔贝格‑韦兰德病(Kugelberg‑Welander  Disease)、库鲁病(Kuru)、Lambert‑Eaton

肌无力综合征、Landau‑Kleffner综合征、股外侧皮神经卡压综合征、延髓背外侧综合征、学

习障碍、利氏病、Lennox‑Gastaut综合征、Lesch‑Nyhan综合征、脑白质营养不良、Levine‑

C r i t c h l e y综 合 征 、路 易 体 痴 呆 、脂 质 贮 积 病、类 脂 蛋白 沉 积 症 、无 脑 回畸 形

(Lissencephaly)、闭锁综合症、肌萎缩性侧索硬化症(Lou  Gehrig′s  Disease)、狼疮‑神经

系统后遗症、莱姆病‑神经系统并发症、马查多‑约瑟夫病、巨脑、巨脑畸形、Melkersson‑

Rosenthal综合征、脑膜炎、脑膜炎和脑炎、门克斯病(Menkes  disease)、感觉异常性股痛、

异染性脑白质营养不良、头小畸型、偏头痛、米勒费雪症候群、小卒中、线粒体肌病、Moebius

综合征、单侧肌萎缩、运动神经元疾病、烟雾病、粘脂贮积病、粘多糖贮积症、多发性梗塞性

痴呆、多灶性运动神经病、多发性硬化、多系统萎缩、伴有直立性低血压的多系统萎缩、肌营

养不良、先天性重症肌无力、重症肌无力、髓鞘裂解性弥漫性硬化(Myelinoclastic 

Diffuse  Sclerosis)、婴儿肌阵挛性脑病、肌阵挛、肌病、先天性肌病、甲状腺毒性肌病、肌

强直、先天性肌强直、嗜睡症、神经棘红细胞增多症、神经退行性变伴脑铁沉积、神经纤维瘤

病、神经阻滞剂恶性综合征、AIDS的神经系统并发症、莱姆病的神经系统并发症、巨细胞病

毒感染的神经系统后果、庞贝病的神经系统表现、狼疮的神经系统后遗症、视神经脊髓炎、

神经性肌强直、神经元蜡样质脂褐质沉积症、神经元移行异常、遗传性神经病、神经结节病、

神经梅毒、神经毒性、海绵状痣、Niemann‑Pick病、O′Sullivan‑McLeod综合征、枕神经痛、大

田原(Ohtahara)综合征、橄榄桥脑小脑萎缩、视性眼阵挛肌阵挛、直立性低血压、过用综合

征、慢性疼痛、泛酸激酶依赖型神经退行性疾病、副肿瘤综合征、感觉异常、帕金森病、阵发

性舞蹈手足徐动症、阵发性偏头痛、Parry‑Romberg、佩梅病(Pelizaeus‑Merzbacher 

Disease)、Pena  Shokeir  II综合征、周围神经囊肿、周期性麻痹、周围神经病变、脑室旁白
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质软化症、持续植物状态、广泛性发育障碍、植烷酸贮积病、皮克病(Pick′s  Disease)、神经

挟捏、梨状肌综合征、垂体瘤、多发性肌炎、多聚谷氨酰胺重复性脊髓小脑共济失调、病、脑

穿通畸形、脊髓灰质炎后综合征、带状疱疹后遗神经痛、感染后脑脊髓炎、体位性低血压、直

立性心动过速综合征、体位性心动过速综合征、原发性齿状核萎缩(Primary  Dentatum 

Atrophy)、原发性侧索硬化、原发性进行性失语、朊病毒病、进行性偏面萎缩、进行性运动性

共济失调、进行性多灶性白质脑病、进行性硬化性灰质营养不良、进行性核上性麻痹、面孔

失认、进行性肌萎缩、假性Torch综合征、假性弓形体病综合征、假性脑瘤、心因性运动、

Ramsay  Hun t综合征I、Ramsa y  Hun t综合征II、拉斯穆森脑炎 (Ra sm ussen ′s 

Encephalitis)、反射性交感神经营养不良综合征、Refsum病、婴儿Refsum病、重复性运动障

碍、重复性应激损伤、不宁腿综合征、逆转录病毒相关脊髓病、Rett综合征、Reye′s综合征、

风湿性脑炎、Riley‑Day综合征、骶神经根囊肿、Saint  Vitus舞蹈症、唾液腺疾病、Sandhoff

病、Schilder′s病、脑裂畸形、赛特贝格病(Seitelberger  disease)、癫痫、语义痴呆、视隔

发育不良、婴儿严重肌阵挛性癫痫(SMEI)、摇晃婴儿综合征、带状疱疹、Shy‑Drager综合征、

干燥综合征、睡眠呼吸暂停、昏睡病、Sotos综合征、痉挛状态、脊柱裂、脊髓梗死、脊髓损伤、

脊髓肿瘤、脊髓性肌萎缩、脊髓小脑萎缩症、脊髓小脑变性、Steele‑Richardson‑Olszewski

综合征、僵人综合征、纹状体黑质变性、中风、Sturge‑Weber综合征、亚急性硬化性全脑炎、

皮层下动脉硬化性脑病、单侧短暂性神经痛样(SUNCT)头痛、吞咽障碍、脊髓大脑性共济失

调、Sydenham舞蹈病、晕厥、梅毒性脊髓硬化症、脊髓空洞积水症、脊髓空洞症、系统性红斑

狼疮、脊髓痨、迟发性运动障碍、Tarlov囊肿、泰‑萨二氏病、颞动脉炎、脊髓栓系综合征、

Thomsen′s肌强直、胸廓出口综合征、甲状腺毒性肌病、痛性痉挛、托德瘫痪(Todd′s 

Paralysis)、Tourette综合征、短暂性脑缺血发作、传染性海绵状脑病、横贯性脊髓炎、创伤

性脑损伤、震颤、三叉神经痛、热带痉挛性瘫痪、Troyer综合征、结节性硬化、血管勃起肿瘤

(Vascular  Erectile  Tumor)、中枢和外周神经系统血管炎综合征、Von  Economo′s病、Von 

Hippel‑Lindau病(VHL)、Von  Recklinghausen′s病、Wallenberg′s综合征、韦‑霍二氏病

(Werdnig‑Hoffman  Disease)、Wernicke‑Korsakoff综合征、West综合征、Whiplash、

Whipple′s病、威廉斯综合征(Williams  Syndrome)、威尔逊病(Wilson  Disease)、Wolman′s

病、X‑连锁脊髓延髓性肌萎缩、神经病理性疼痛、脊髓或头部损伤引起的创伤、眼科疾病与

障碍、脑梗死、抑郁、持续性情感障碍、继发性心境障碍、精神分裂症、药物依赖、神经症、精

神病、痴呆、偏执狂和性心理障碍。

[0055] 在一些实施方式中，所述CNS疾病选自于由以下所组成的列表：多巴胺转运体缺陷

综合征、注意力缺陷/多动障碍(ADHD)、双相型障碍、癫痫、多发性硬化症、tauopathies、阿

尔茨海默病、亨廷顿病、帕金森病、Krabbe病、肾上腺脑白质营养不良、运动神经元疾病、大

脑性瘫痪、Batten病、戈谢病、泰‑萨二氏病、Rett综合征、Sandhoff病、腓骨肌萎缩症、天使

综合征、Canavan病、晚期婴儿型神经元蜡样质脂褐质沉积症、粘多糖贮积症IIIA、粘多糖贮

积症IIIB、异染性脑白质退化症、遗传性溶酶体贮积病(如C1型Niemann‑Pick病)和/或神经

元蜡样质脂褐质沉积症(如Batten病)、进行性核上性麻痹、皮层基底综合征和脑癌(包括星

形细胞瘤和胶质母细胞瘤)。

[0056] 如本文所使用，“亨廷顿病”或“HD”是指由于HTT基因中三核苷酸重复扩展(例如，

CAG，其被翻译成多聚谷氨酰胺、或PolyQ束)(导致产生致病的突变亨廷顿蛋白(HTT，或
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mHTT))引起的神经退行性疾病，其特征是逐渐恶化的运动、认知和行为变化。

[0057] 如本文所使用，“HTT”或“亨廷顿”是指编码亨廷顿蛋白的基因。正常的亨廷顿蛋白

在神经细胞中发挥作用，并且正常的HTT基因通常在5′端具有约7个至约35个CAG重复。在患

有亨廷顿病的患者或处于发展出亨廷顿病的风险的患者中，所述HTT基因通常发生突变。在

一些实施方式中，突变的亨廷顿蛋白加速了大脑特定区域的神经元细胞死亡速率。一般来

说，HD的严重性与受试者中的三核苷酸重复扩展的大小相关。例如，具有包含36个至39个重

复之间的CAG重复区(SEQ  ID  NO：157)的受试者的特征在于具有“降低的外显率”HD，而具有

大于40个重复的受试者的特征在于具有“完全外显率”HD。因此，在一些实施方式中，患有HD

或处于患HD风险的受试者具有包含约36个和约39个之间的CAG重复的HTT基因(例如36个、

37个、38个或39个重复)。在一些实施方式中，患有HD或处于患HD风险的受试者具有包含40

个以上(例如，40个、45个、50个、60个、70个、80个、90个、100个、200个或更多个)的CAG重复

(SEQ  ID  NO：156)的HTT基因。在一些实施方式中，具有包含超过100个CAG重复的HTT基因的

受试者比具有少于100个CAG重复的受试者更早地发展出HD。在一些实施方式中，具有包含

超过100个CAG重复的HTT基因的受试者可在约20岁之前发展出HD症状，并被称为患有青少

年HD(也被称为运动不能‑强直HD，或Westphal变异型HD)。受试者的HTT基因等位基因中CAG

重复的数量可以通过本领域已知的任何合适的方式来确定。例如，可以从受试者的生物样

本(例如血液)中分离出核酸(例如DNA)，并且可以通过基于杂交的方法(例如PCR或核酸测

序(例如Illumina测序、Sanger测序、SMRT测序等))确定HTT等位基因的CAG重复的数量。HTT

基因的序列在一些物种中是已知的，例如，人HTT(NCBI  Gene  ID：3064)mRNA序列(NCBI  Ref 

Seq：NM_002111.8，SEQ  ID  NO：4)和蛋白质序列(NCBI  Ref  Seq：NP_0021012.4，SEQ  ID  NO：

5)。因此，在一些与治疗亨廷顿病有关的实施方式中，所述一个或多个抑制性核酸(例如

miRNA)可以与HTT杂交和/或减少HTT的表达。

[0058] 如本文所使用，“阿尔茨海默病”或“AD”是指神经退行性疾病，其特征是逐渐恶化

的记忆力、迷失方向、情绪波动，以及语言、动力和自理方面越来越困难。一些基因可能促成

AD或增加AD的风险，包括淀粉样前体蛋白(APP；NCBI  Gene  ID：351)、早老蛋白1(PSEN1；

NCBI  Gene  ID  5663)、早老蛋白2(PSEN2；NCBI  Gene  ID  5664)、ATP结合盒亚家族A成员7

(ABCA7；NCBI  Gene  ID  10347)、和sortilin相关受体1(SORL1；NCBI  Gene  ID  6653)。这种

AD相关基因的序列在许多物种中是已知的，例如，人mRNA和蛋白质序列可以在NCBI数据库

中使用所提供的Gene  ID号获得。这些AD相关基因和其它、以及其AD相关的等位基因(例如

突变、SNP等)在本领域是已知的，并且在例如以下中进一步进行描述：Sims等，Nature 

Neuroscience  202023：311‑22；Bellenguez等，Current  Opinion  in  Neurobiology  2020 

61：40‑48；Tabuas‑Pereira等，2020  Neurogenetics  and  Psychiatric  Genetics  8：1‑16；

以及Porter等，“Neurodegeneration  and  Alzheimer’s  Disease”2019第15章；将其各自通

过引用的方式以其整体并入本文。因此，在与治疗阿尔茨海默病有关的一些实施方式中，所

述一个或多个抑制性核酸(例如miRNA)可以与APP、PSEN1、PSEN2、ABCA7和/或SORL1杂交，

和/或减少APP、PSEN1、PSEN2、ABCA7和/或SORL1的表达。

[0059] “家族性阿尔茨海默病”或“FAD”是指经由常染色体显性遗传模式传代的单一遗传

突变引起的阿尔茨海默病的子集。已知有三个基因与FAD相关、或引起FAD：14号染色体上的

早老蛋白1(PS1)；1号染色体上的早老蛋白2(PS2)；以及21号染色体上的淀粉样前体蛋白

说　明　书 11/153 页

21

CN 119677545 A

21



(APP)。因此，在一个实施方式中，受试者在PS1、PS2和APP中的至少一个中具有突变。

[0060] 如本文所使用，“帕金森病”或“PD”是指神经退行性疾病，其特征是逐渐恶化的颤

抖和僵硬以及越来越多的平衡、行走和协调方面的问题。许多基因可能促成PD或增加PD的

风险，包括突触核蛋白α(SNCA；NCBI  Gene  ID：6622)、富亮氨酸重复激酶2(LRRK2/PARK8；

NCBI  Gene  ID  120892)、葡萄糖神经酰胺酶β(GBA1；NCBI  Gene  ID  2629)、parkin  RBR  E3

泛素(PRKN；NCBI  Gene  ID  5071)、PTEN诱导的激酶1(PINK1；NCBI  Gene  ID  65018)、帕金森

病相关去糖化酶(DJ1/PARK7；NCBI  Gene  ID  11315)、VPS35  retromer复合物成分(VPS35；

NCBI  Gene  ID  55737)、真核翻译起始因子4 γ  1(EIF4G1；NCBI  Gene  ID  1981)、DnaJ热休

克蛋白家族成员C13(DNAJC13；NCBI  Gene  ID  23317)、含卷曲螺旋‑螺旋‑卷曲螺旋‑螺旋结

构域2(CHCHD2；NCBI  Gene  ID  51142)、和/或泛素C‑末端水解酶L1(UCHL1；NCBI  Gene  ID 

7345)。许多物种中的此类PD相关基因的序列是已知的，例如，人mRNA和蛋白质序列可以在

NCBI数据库中使用所提供的Gene  ID号获得。这些PD相关基因和其它、以及其PD相关的等位

基因(例如突变、SNP等)在本领域是已知的，并且在例如以下中进一步进行描述：D’Souza

等，Acta  Neuropsychiatrica  2020  32：10‑22；Sardi等，Parkinsonism&Related 

Disorders  2019  59：32‑38；Hardy等，Current  Opinion  in  Genetics&Development  2009 

19：254‑65；Ferreria等，Neurologica  2017  135：273‑84；Jain等，Clinical  Science  2005 

109：355‑64；Fagan等，European  Journal  of  Neurology  2017  24：561‑e20；Campelo等，

Parkinson’s  Disease  2017  4318416；以及Porter等，“Neurodegeneration  and 

Alzheimer’s  Disease”2019第15章；将其各自都通过引用的方式以其整体并入本文。因此，

在一些与治疗帕金森病有关的实施方式中，所述一个或多个抑制性核酸(例如miRNA)可以

与SNCA、LRRK2/PARK8、PRKN、PINK1、DJ1/PARK7、VPS35、EIF4G1、DNAJC13、CHCHD2、UCHL1和/

或GBA1杂交，和/或减少SNCA、LRRK2/PARK8、PRKN、PINK1、DJ1/PARK7、VPS35、EIF4G1、

DNAJC13、CHCHD2、UCHL1和/或GBA1的表达。

[0061] 在一个实施方式中，所述神经系统疾病或紊乱为亨廷顿病。

[0062] 当疾病或紊乱为亨廷顿病时，所述方法可以进一步包括在给予编码CYP46A1的核

酸(野生型或密码子优化的变体)之后的时间评估至少一种主要结果测量、至少一种次要结

果测量或其组合。给予之后的时间可以是例如2周、4周、6周、8周、10周、15周、20周、25周、30

周、35周、40周、45周、50周、52周、55周、60周或更长。主要结果测量的非限制性实例包括剂

量限制性毒性(DLT)、治疗突发性不良事件(TEAE)、严重不良事件(SAE)及其组合的发生率。

次要结果测量的非限制性实例包括通过MRI评估的受亨廷顿病影响的大脑区域的解剖学和

体积测量、亨廷顿病综合统一评分量表(cUHDRS)分数、血液和/或脑脊液(CSF)中的突变亨

廷顿蛋白(mHTT)浓度、血液和/或CSF中的神经丝轻链(NfL)水平、血液和/或CSF中的24OH胆

固醇浓度、磁共振波谱(MRS)代谢谱、正电子发射断层扫描(PET)氟脱氧葡萄糖(FDG)纹状体

谱(striatal  profile)及其组合。

[0063] 在一些实施方式中，确定受亨廷顿病影响的大脑区域的解剖学和体积测量。相对

于基线变化的可变性和量级(即，在编码CYP46A1的核酸的rAAV施用时的大脑区域的测量，

由皮层萎缩、心室扩张和纹状体结构的萎缩进展的斜率确定)可以维持(即，稳定)或改善

(例如，降低)大于或等于约0.5vol％、大于或等于约1vo1％、大于或等于约2vol％、大于或

等于约3vol％、大于或等于约4vol％、大于或等于约5vol％、大于或等于约6vol％、大于或
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等于约7vol％、大于或等于约8vo1％、大于或等于约9vol％、大于或等于约10vo1％、大于或

等于约15vol％、大于或等于约20vol％、大于或等于约25vol％或更多，例如变化约

0 .5vol％、约1vo1％、约2vo1％、约3vol％、约4vol％、约5vol％、约6vo1％、约7vol％、约

8vo1％、约9vo1％、约10vo1％、约11vo1％、约12vo1％、约13vo1％、约14vo1％、约15vol％、

约16vo1％、约17vol％、约18vol％、约19vo1％、约20vo1％、约25vo1％或更多。

[0064] 在一些实施方式中，确定cUHDRS分数并将其与基线cUHDRS分数(即，在编码

CYP46A1的核酸的rAAV施用时的cUHDRS分数)进行比较。相对于基线cUHDRS分数，所述

cUHDRS分数可以维持(即，稳定)或改善大于或等于约0.5％、大于或等于约1％、大于或等于

约2％、大于或等于约3％、大于或等于约4％、大于或等于约5％、大于或等于约6％、大于或

等于约7％、大于或等于约8％、大于或等于约9％、大于或等于约10％、大于或等于约15％、

大于或等于约20％、大于或等于约25％或更多，例如改善约0.5％、约1％、约2％、约3％、约

4％、约5％、约6％、约7％、约8％、约9％、约10％、约11％、约12％、约13％、约14％、约15％、

约16％、约17％、约18％、约19％、约20％、约25％或更多。

[0065] 在一些实施方式中，确定血液和/或CSF中的mHTT浓度并将其与相应的基线mHTT浓

度(即，在编码CYP46A1的核酸的rAAV施用时的血液和/或CSF中的mHTT浓度)进行比较。相对

于基线mHTT浓度，所述mHTT浓度可以维持(即，稳定)或改善(即，降低)大于或等于约0.5％、

大于或等于约1％、大于或等于约2％、大于或等于约3％、大于或等于约4％、大于或等于约

5％、大于或等于约6％、大于或等于约7％、大于或等于约8％、大于或等于约9％、大于或等

于约10％、大于或等于约15％、大于或等于约20％、大于或等于约25％或更多，例如改善约

0.5％、约1％、约2％、约3％、约4％、约5％、约6％、约7％、约8％、约9％、约10％、约11％、约

12％、约13％、约14％、约15％、约16％、约17％、约18％、约19％、约20％、约25％或更多。

[0066] 在一些实施方式中，确定血液和/或CSF中的NfL水平并将其与相应的基线NfL水平

(即，在编码CYP46A1的核酸的rAAV施用时的血液和/或CSF中的NfL水平)进行比较。相对于

基线NfL水平浓度，所述NfL水平可以维持(即，稳定)或改善(即，降低)大于或等于约0.5％、

大于或等于约1％、大于或等于约2％、大于或等于约3％、大于或等于约4％、大于或等于约

5％、大于或等于约6％、大于或等于约7％、大于或等于约8％、大于或等于约9％、大于或等

于约10％、大于或等于约15％、大于或等于约20％、大于或等于约25％或更多，例如改善约

0.5％、约1％、约2％、约3％、约4％、约5％、约6％、约7％、约8％、约9％、约10％、约11％、约

12％、约13％、约14％、约15％、约16％、约17％、约18％、约19％、约20％、约25％或更多。

[0067] 在一些实施方式中，确定血液和/或CSF中的24OH胆固醇浓度并将其与相应的基线

24OH胆固醇浓度(即，在编码CYP46A1的核酸的rAAV施用时的血液和/或CSF中的24OH胆固醇

浓度)进行比较。相对于基线24OH胆固醇浓度，所述24OH胆固醇浓度可以维持(即，稳定)或

改善(即，增加)大于或等于约0 .5％、大于或等于约1％、大于或等于约2％、大于或等于约

3％、大于或等于约4％、大于或等于约5％、大于或等于约6％、大于或等于约7％、大于或等

于约8％、大于或等于约9％、大于或等于约10％、大于或等于约15％、大于或等于约20％、大

于或等于约25％或更多，例如改善约0.5％、约1％、约2％、约3％、约4％、约5％、约6％、约

7％、约8％、约9％、约10％、约11％、约12％、约13％、约14％、约15％、约16％、约17％、约

18％、约19％、约20％、约25％或更多。

[0068] 在一些实施方式中，确定MRS代谢概况并将其与相应的基线MRS代谢概况(即，在编
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码CYP46A1的核酸的rAAV施用时的MRS代谢概况)进行比较。相对于基线MRS代谢概况，所述

MRS代谢概况可以维持(即，稳定)或改善大于或等于约0.5％、大于或等于约1％、大于或等

于约2％、大于或等于约3％、大于或等于约4％、大于或等于约5％、大于或等于约6％、大于

或等于约7％、大于或等于约8％、大于或等于约9％、大于或等于约10％、大于或等于约

15％、大于或等于约20％、大于或等于约25％或更多，例如改善约0 .5％、约1％、约2％、约

3％、约4％、约5％、约6％、约7％、约8％、约9％、约10％、约11％、约12％、约13％、约14％、约

15％、约16％、约17％、约18％、约19％、约20％、约25％或更多。

[0069] 在一些实施方式中，确定PET  FDG概况并将其与相应的基线PET  FDG概况(即，在编

码CYP46A1的核酸的rAAV施用时的PET  FDG概况)进行比较。相对于基线PET  FDG概况，所述

PET  FDG概况可以维持(即，稳定)或改善大于或等于约0.5％、大于或等于约1％、大于或等

于约2％、大于或等于约3％、大于或等于约4％、大于或等于约5％、大于或等于约6％、大于

或等于约7％、大于或等于约8％、大于或等于约9％、大于或等于约10％、大于或等于约

15％、大于或等于约20％、大于或等于约25％或更多，例如改善约0 .5％、约1％、约2％、约

3％、约4％、约5％、约6％、约7％、约8％、约9％、约10％、约11％、约12％、约13％、约14％、约

15％、约16％、约17％、约18％、约19％、约20％、约25％或更多。

[0070] 在一个实施方式中，所述神经系统疾病或紊乱是阿尔茨海默病。

[0071] 在一个实施方式中，所述神经系统疾病或紊乱是家族性阿尔茨海默病。

[0072] 在一个实施方式中，所述神经系统疾病或紊乱是帕金森病。

[0073] 在一个实施方式中，所述神经系统疾病或紊乱是多系统萎缩。

[0074] 物质的“有效量”是足以产生期望的效果的量。在一些实施方式中，分离的核酸的

有效量是足以转染(或在rAAV介导的递送的情况下感染)足够数量的受试者目标组织的目

标细胞。在一些实施方式中，目标组织是中枢神经系统(CNS)组织(例如大脑组织、脊髓组

织、脑脊液(CSF)等)。在一些实施方式中，有效量的分离的核酸(例如，其可通过rAAV递送)

可以是足以在受试者中具有治疗益处的量，例如，以减少致病基因或蛋白质(例如，HTT)的

表达，以延长受试者的寿命，以改善受试者中的一个或多个疾病症状(例如，亨廷顿病的症

状)等。有效量将取决于各种因素，例如，如物种、年龄、重量、受试者的健康和将要靶向的组

织，并因此可能在受试者和组织之间有所不同，如在本公开其它地方所述。

抑制性RNA

[0075] 在一些方面，本公开提供了抑制性核酸(例如miRNA)，其特异性地结合(例如，与之

杂交)靶标(例如，人亨廷顿mRNA(例如SEQ  ID  NO：4))的至少两个(例如2个、3个、4个、5个、6

个、7个、8个、9个、10个、11个、12个、13个、14个、15个、16个、17个、18个、19个、20个、21个、22

个、23个、24个、25个或更多个)连续碱基。在一些实施方式中，本公开提供了抑制性核酸(例

如miRNA)，其特异性地结合(例如，与之杂交)人亨廷顿mRNA的外显子1(例如SEQ  ID  NO：3)

的至少两个(例如2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个、10个、11个、12个、13个、14个、15个、

16个、17个、18个、19个、20个、21个、22个、23个、24个、25个或更多个)连续碱基。本文所使用

的“连续碱基”是指共价结合(例如通过一个或多个磷酸二酯键等)至彼此(例如作为核酸分

子的一部分)的两个以上的核苷酸碱基。在一些实施方式中，所述至少一个miRNA与靶标(例

如SEQ  ID  NO：3或SEQ  ID  NO：4)的两个以上(例如2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个、10

个、11个、12个、13个、14个、15个、16个、17个、18个、19个、20个、21个、22个、23个、24个、25或
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更多个)连续核苷酸碱基约50％、约60％、约70％、约80％、约90％、约95％、约99％或约

100％相同。在一些实施方式中，抑制性RNA是包含SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：

40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID 

NO：217‑SEQ  ID  NO：260中任一个所示的序列的miRNA，或者是由SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：

17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID 

NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中任一个所示的序列编码的miRNA。

[0076] 在一个方面，本文描述的是可用于治疗神经系统疾病或紊乱的抑制性RNA。在任何

方面的一些实施方式中，抑制性RNA的核酸序列包含以下中的一个：SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID 

NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ 

ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260，或与SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID 

NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ 

ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的至少一个序列是至少95％(例如，至少95％、至少96％、至少

97％、至少98％、或至少99％)相同并保持与SEQ  ID  NO：3或SEQ  ID  NO：4功能相同(例如，

HTT抑制)的序列。

[0077] 在一些实施方式中，本文所述的载体包含至少一个miRNA，每个miRNA包含SEQ  ID 

NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID 

NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中任一个所示的序列。在一些实

施方式中，本文所述的载体包含至少一个miRNA，每个miRNA包含SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：

17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID 

NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中任一个所示的序列，其侧接有miRNA骨架序列。

[0078] 在一些实施方式中，本文所述的载体包含至少一个miRNA，每个miRNA包含与SEQ 

ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：18‑SEQ  ID  NO：39或SEQ  ID  NO：46‑SEQ  ID  NO：49中的

一个互补的种子序列。在一些实施方式中，本文所述的载体包含至少一个miRNA，每个miRNA

包含与SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：18‑SEQ  ID  NO：39或SEQ  ID  NO：46‑SEQ  ID 

NO：49中的一个互补的种子序列，其侧接有miRNA骨架序列。在一些实施方式中，本文所述的

载体包含至少一个miRNA，每个miRNA包含与SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：18‑SEQ 

ID  NO：39或SEQ  ID  NO：46‑SEQ  ID  NO：49中的一个基本上互补的种子序列。在一些实施方

式中，本文所述的载体包含至少一个miRNA，每个miRNA包含与SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、

SEQ  ID  NO：18‑SEQ  ID  NO：39或SEQ  ID  NO：46‑SEQ  ID  NO：49中的一个基本上互补的种子

序列，其侧接有miRNA骨架序列。

[0079] 表1：与SEQ  ID  NO：4基本上互补的第一RNA序列

[0080] 表2：与表1中提供的一个或多个第一RNA序列基本上互补的第二RNA序列
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[0081] 表3：由表1和表2提供的miRNA靶向的、人HTT基因的外显子1中的靶标序列

[0082] 在一些实施方式中，miRNA包含SEQ  ID  NO：6和SEQ  ID  NO：11、SEQ  ID  NO：7和SEQ 

ID  NO：12；SEQ  ID  NO：8和SEQ  ID  NO：11；SEQ  ID  NO：8和SEQ  ID  NO：16；SEQ  ID  NO：8和SEQ 

ID  NO：17；SEQ  ID  NO：9和SEQ  ID  NO：14；或SEQ  ID  NO：10和SEQ  ID  NO：15。

[0083] 在一些实施方式中，所述载体包含具有SEQ  ID  NO：40或SEQ  ID  NO：41的序列的

pre‑miRNA。这些pre‑miRNA包括含有SEQ  ID  NO：8的支架。在SEQ  ID  NO：40和SEQ  ID  NO：41

的任一个中，可用本文所公开的替代性第一RNA序列代替SEQ  ID  NO：8。
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[0084] 在一些实施方式中，所述载体包含具有SEQ  ID  NO：42或SEQ  ID  NO：43的序列的

pri‑miRNA。SEQ  ID  NO：42的pri‑miRNA包括含有SEQ  ID  NO：8和SEQ  ID  NO：16的支架。在

SEQ  ID  NO：42中，可用本文中公开的替代性RNA序列代替SEQ  ID  NO：8和SEQ  ID  NO：16。SEQ 

ID  NO：43和SEQ  ID  NO：44的pri‑miRNA包括含有SEQ  ID  NO：8和SEQ  ID  NO：17的支架。在

SEQ  ID  NO：43和SEQ  ID  NO：44的任一个中，可用本文中公开的替代性RNA序列代替SEQ  ID 

NO：8和SEQ  ID  NO：17。

[0085] 表4：包含表1和表2中提供的miRNA的pre‑miRNA和pri‑miRNA

[0086] 在一些实施方式中，所述抑制性核酸可以包含国际专利公布WO2017/201258的SEQ 

ID  NO：1‑SEQ  ID  NO：102和/或SEQ  ID  NO：103‑SEQ  ID  NO：249中的一个或多个。在一些实

施方式中，所述抑制性核酸可以包含选自国际专利公布WO2017/201258的SEQ  ID  NO：1‑SEQ 

ID  NO：249的双链体组合中的一个或多个，它们在国际专利公布WO2017/201258的表3‑表5

中予以提供。在一些实施方式中，所述载体可以包含国际专利公布WO2017/201258的表9中

提供的pri‑miRNA或表10中提供的pri‑mRNA中的一个或多个。将国际专利公布WO2017/

201258的内容通过引用的方式以其整体并入本文。

[0087] 在一些实施方式中，抑制性核酸可以包含国际专利公布WO2018/204803的SEQ  ID 
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NO：914‑SEQ  ID  NO：1013和/或SEQ  ID  NO：1014‑SEQ  ID  NO：1160中的一个或多个。在一些

实施方式中，抑制性核酸可以包含选自国际专利公布WO2018/204803的SEQ  ID  NO：914‑SEQ 

ID  NO：1160的双链体组合中的一个或多个，它们在国际专利公布W02018/204803的表4‑表6

中予以提供。将国际专利公布WO2018/204803的内容通过引用的方式以其整体并入本文。

[0088] 在一些实施方式中，抑制性核酸可以包含国际专利公布WO2018/204797的SEQ  ID 

NO：916‑SEQ  ID  NO：1015和/或SEQ  ID  NO：1016‑SEQ  ID  NO：1162中的一个或多个。在一些

实施方式中，抑制性核酸可以包含国际专利公布WO2018/204797的SEQ  ID  NO：916‑SEQ  ID 

NO：1015、SEQ  ID  NO：1016‑SEQ  ID  NO：1162、SEQ  ID  NO：1164‑SEQ  ID  NO：1332和/或SEQ 

ID  NO：1333‑SEQ  ID  NO：1501中的一个或多个。在一些实施方式中，抑制性核酸可以包含选

自国际专利公布WO2018/204797的SEQ  ID  NO：916‑SEQ  ID  NO：1162的双链体组合中的一个

或多个，它们在国际专利公布WO2018/204797的表4‑表6中予以提供。在一些实施方式中，抑

制性核酸可以包含选自国际专利公布WO2018/204797的SEQ  ID  NO：1164‑SEQ  ID  NO：1501

的双链体组合中的一个或多个，它们在国际专利公布WO2018/204797的表9中予以提供。将

国际专利公布WO2018/204797的内容通过引用的方式以其整体并入本文。

[0089] 在一些实施方式中，抑制性核酸可以靶向编码功能获得性突变亨廷顿蛋白的基因

内的杂合SNP(例如，包含与编码功能获得性突变亨廷顿蛋白的基因内的杂合SNP互补或基

本上互补的序列)。在一些实施方式中，所述SNP在样本群中具有至少10％的等位基因频率。

在一些实施方式中，所述SNP存在于选自于由以下所组成的组中的基因组位点处：

RS362331、RS4690077、RS363125、RS363075、RS362268、RS362267、RS362307、RS362306、

RS362305、RS362304、RS362303和RS7685686。此类SNP在例如美国专利9,343,943中进行了

更详细的描述，将所述专利通过引用的方式以其整体并入本文。在一些实施方式中，所述靶

标序列是SEQ  ID  NO：45‑SEQ  ID  NO：49中的一个。在一些实施方式中，所述抑制性核酸序列

包含SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：61中的一个或多个。在一些实施方式中，所述抑制性核酸序

列包含至少SEQ  ID  NO：50和SEQ  ID  NO：51(例如，在双链体中)。在一些实施方式中，所述抑

制性核酸序列包含至少SEQ  ID  NO：52和SEQ  ID  NO：53，(例如，在双链体中)。在一些实施方

式中，所述抑制性核酸序列包含至少SEQ  ID  NO：54和SEQ  ID  NO：55(例如，在双链体中)。在

一些实施方式中，所述抑制性核酸序列包含至少SEQ  ID  NO：56和SEQ  ID  NO：57(例如，在双

链体中)。在一些实施方式中，所述抑制性核酸序列包含至少SEQ  ID  NO：58和SEQ  ID  NO：59

(例如，在双链体中)。在一些实施方式中，所述抑制性核酸序列包含至少SEQ  ID  NO：60和

SEQ  ID  NO：61(例如，在双链体中)。

[0090] 表5‑靶标序列

[0091] 表6：靶向人HTT基因中的SNP的正义和反义序列(或第一和第二RNA序列)
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[0092] 在一个实施方式中，所述抑制性核酸(例如miRNA)能够与HTT基因的外显子1特异

性杂交。与HTT基因的外显子1杂交的示例性miRNA如表17中所述，即，SEQ  ID  NO：158‑SEQ 

ID  NO：160和SEQ  ID  NO：164‑SEQ  ID  NO：166。

[0093] 在一个实施方式中，所述抑制性核酸(例如miRNA)能够与HTT基因的外显子1/外显

子2边界特异性杂交。与HTT基因的外显子1/外显子2边界杂交的示例性miRNA如表17中所

述，即，SEQ  ID  NO：161‑SEQ  ID  NO：163和SEQ  ID  NO：167‑SEQ  ID  NO：169(即，如星号所

示)。

[0094] 在一个实施方式中，所述抑制性RNA的核酸序列包括SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：

169中的至少一个或与SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：169中的至少一个的序列至少95％(例

如，至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％)相同且保持相同的HTT抑制功能

的序列。

[0095] 在一些实施方式中，所述抑制性核酸序列包括至少SEQ  ID  NO：158和SEQ  ID  NO：

164(例如，在双链体中)。在一些实施方式中，所述抑制性核酸序列包括至少SEQ  ID  NO：159

和SEQ  ID  NO：165(例如，在双链体中)。在一些实施方式中，所述抑制性核酸序列包括至少

SEQ  ID  NO：160和SEQ  ID  NO：166(例如，在双链体中)。在一些实施方式中，所述抑制性核酸

序列包括至少SEQ  ID  NO：161和SEQ  ID  NO：167(例如，在双链体中)。在一些实施方式中，所

述抑制性核酸序列包括至少SEQ  ID  NO：162和SEQ  ID  NO：168(例如，在双链体中)。在一些

实施方式中，所述抑制性核酸序列包括至少SEQ  ID  NO：163和SEQ  ID  NO：169(例如，在双链

体中)。

[0096] 在一个实施方式中，所述抑制性核酸(例如miRNA)能够与HTT基因的内含子1特异

性杂交。与HTT基因的内含子1杂交的示例性miRNA如表18中所述，即，SEQ  ID  NO：170‑SEQ 

ID  NO：174和SEQID  NO：178‑SEQ  ID  NO：182。

[0097] 在一个实施方式中，所述抑制性核酸(例如miRNA)能够与HTT基因的外显子1/内含

子1边界特异性杂交。与HTT基因的外显子1/内含子1边界杂交的示例性miRNA如表18中所

述，即，SEQ  ID  NO：175‑SEQ  ID  NO：177和SEQ  ID  NO：183‑SEQ  ID  NO：185。(即，如星号所

示)。
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[0098] 在一个实施方式中，所述抑制性RNA的核酸序列包括SEQ  ID  NO：170‑SEQ  ID  NO：

185中的一个或与SEQ  ID  NO：170‑SEQ  ID  NO：185中的至少一个的序列至少95％(例如至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％)相同且保持相同的HTT抑制功能的序列。

[0099] 在一些实施方式中，所述抑制性核酸序列包括至少SEQ  ID  NO：170和SEQ  ID  NO：

178(例如，在双链体中)。在一些实施方式中，所述抑制性核酸序列包括至少SEQ  ID  NO：171

和SEQ  ID  NO：179(例如，在双链体中)。在一些实施方式中，所述抑制性核酸序列包括至少

SEQ  ID  NO：172和SEQ  ID  NO：180(例如，在双链体中)。在一些实施方式中，所述抑制性核酸

序列包括至少SEQ  ID  NO：173和SEQ  ID  NO：181(例如，在双链体中)。在一些实施方式中，所

述抑制性核酸序列包括至少SEQ  ID  NO：174和SEQ  ID  NO：182(例如，在双链体中)。在一些

实施方式中，所述抑制性核酸序列包括至少SEQ  ID  NO：175和SEQ  ID  NO：183(例如，在双链

体中)。在一些实施方式中，所述抑制性核酸序列包括至少SEQ  ID  NO：176和SEQ  ID  NO：184

(例如在双链体中)。在一些实施方式中，所述抑制性核酸序列包括至少SEQ  ID  NO：177和

SEQ  ID  NO：185(例如，在双链体中)。

[0100] 在一个实施方式中，本公开的分离的核酸包含编码miRNA的序列，所述miRNA包含

SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185中的任一者所示的序列。

[0101] 在任一方面的一些实施方式中，所述抑制性RNA的核酸序列包括SEQ  ID  NO：158‑

SEQ  ID  NO：185中的一个或与SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185中的至少一个的序列至少

95％(例如，至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％)相同的序列，所述序列保

持与SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185相同的功能(例如，HTT抑制)。

[0102] 在一个实施方式中，优选的miRNA分子或其等同物或模拟物或isomiR包含在SEQ 

ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185中识别或识别为SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185的种子序列中

存在的7个核苷酸中的至少6个，并且更优选地具有至少6个、至少7个、至少8个、至少9个、至

少10个、至少11个、至少12个、至少13个、至少14个、至少15个、至少16个、至少17个、至少18

个、至少19个、至少20个、至少21个、至少22个、至少23个、至少24个、至少25个、至少26个、至

少27个、至少28个、至少29个、至少30个核苷酸或更多的长度。

[0103] 本文描述了重组AAV，所述重组AAV包含衣壳蛋白和编码转基因的核酸，其中所述

转基因包含编码一个或多个miRNA的核酸序列，并且其中每个miRNA包含SEQ  ID  NO：158‑

SEQ  ID  NO：185中的任一个所示的序列。

[0104] 本文描述了治疗CNS疾病(例如，亨廷顿病)的方法，所述方法包括向受试者施用重

组AAV，所述重组AAV包含衣壳蛋白和编码转基因的核酸，其中所述转基因包含编码一个或

多个miRNA的核酸序列，并且其中每个miRNA包含SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185中的任一

个所示的序列。

[0105] 本文描述了治疗CNS疾病(例如，亨廷顿病)的方法，所述方法包括向受试者施用重

组AAV、以及CYP461蛋白或编码CYP46A1蛋白的核酸序列，所述重组AAV包含衣壳蛋白和编码

转基因的核酸，其中所述转基因包含编码一个或多个miRNA的核酸序列，并且其中每个

miRNA包含SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185中的任一个所示的序列。

[0106] 本文描述了治疗CNS疾病(例如，亨廷顿病)的方法，所述方法包括向受试者施用重

组AAV、以及免疫调节剂，所述重组AAV包含衣壳蛋白和编码转基因的核酸，其中所述转基因

包含编码一个或多个miRNA的核酸序列，并且其中每个miRNA包含SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID 
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NO：185中的任一个所示的序列。

[0107] 本文描述了治疗CNS疾病(例如，亨廷顿病)的方法，所述方法包括向受试者施用重

组AAV、CYP461蛋白或编码CYP46A1蛋白的核酸序列、以及免疫调节剂，所述重组AAV包含衣

壳蛋白和编码转基因的核酸，其中所述转基因包含编码一个或多个miRNA的核酸序列，并且

其中每个miRNA包含SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185中的任一个所示的序列。

[0108] 本文描述了具有如下基因组的重组AAV，所述基因组包含SEQ  ID  NO：194的序列、

基本由SEQ  ID  NO：194的序列组成或由SEQ  ID  NO：194的序列组成。在各种实施方式中，SEQ 

ID  NO：194的序列中描述的任何元件都可以被本文所述的任何元件替换。

[0109] 例如，在一个实施方式中，SEQ  ID  NO：194的序列中描述的增强子元件可被本文所

述的任何增强子元件替换。在一个实施方式中，SEQ  ID  NO：194的序列中描述的启动子可被

本文所述的任何启动子替换。在一个实施方式中，SEQ  ID  NO：194的序列中描述的CYP46A1

转基因可被本文所述的任何CYP46A1转基因替换，例如，不同的密码子优化的CYP46A1转基

因。在一个实施方式中，SEQ  ID  NO：194的序列中描述的poly(A)信号序列可被本文所述的

任何poly(A)信号序列替换。在一个实施方式中，SEQ  ID  NO：194的序列中描述的内含子元

件可被本文所述的任何内含子元件替换。在一个实施方式中，SEQ  ID  NO：194的序列中所述

的原核端粒酶(protelomerase)识别序列可被本文所述的任何原核端粒酶识别序列替换。

在一个实施方式中，SEQ  ID  NO：194的序列中所述的任何接头或填充序列(stuffer 

sequence)可被本文所述的任何接头或填充序列替换。在一个实施方式中，SEQ  ID  NO：194

的序列中所述的ITR可被本文所述的任何ITR替换。

[0110] 在一个实施方式中，SEQ  ID  NO：194的序列被修饰以包括本文所述的任何miRNA。

[0111] 本文进一步描述了包含重组AAV的组合物，所述重组AAV具有如下的基因组，所述

基因组包含SEQ  ID  NO：194的序列、基本上由SEQ  ID  NO：194的序列组成或由SEQ  ID  NO：

194的序列组成。

[0112] 本文描述了用于治疗CNS疾病或紊乱的方法，所述方法包括向受试者施用重组

AAV，所述重组AAV具有如下的基因组，所述基因组包含SEQ  ID  NO：194的序列、基本上由SEQ 

ID  NO：194的序列组成或由SEQ  ID  NO：194的序列组成。在一个实施方式中，进一步向受试

者施用免疫调节剂。

[0113] 本文描述了用于治疗亨廷顿病的方法，所述方法包括向受试者施用具有如下的基

因组的重组AAV，所述基因组包含SEQ  ID  NO：194的序列、基本上由SEQ  ID  NO：194的序列组

成或由SEQ  ID  NO：194的序列组成。

[0114] 本文的另一方面是治疗CNS疾病或紊乱(例如，亨廷顿病)的方法，所述方法包括向

受试者施用具有如下的基因组的重组AAV，所述基因组包含已经如上文所述进行修饰的SEQ 

ID  NO：194的序列、基本由已经如上文所述进行修饰的SEQ  ID  NO：194的序列组成或由已经

如上文所述进行修饰的SEQ  ID  NO：194的序列组成，例如，SEQ  ID  NO：194所述的CYP46A1转

基因序列已经被本文所述的另一个CYP46A1转基因序列替换。在一个实施方式中，进一步向

受试者施用免疫调节剂。

[0115] 在一个实施方式中，进一步向受试者施用免疫调节剂。

[0116] 在一些实施方式中，所述载体包含本文所述的至少一种抑制性核酸序列(例如，

miRNA)，所述载体包含所述至少一种抑制性核酸序列的至少一个拷贝。例如，所述载体可以
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包含至少1个、至少2个、至少3个、至少4个、至少5个或更多个给定的miRNA。

[0117] 在一些实施方式中，抑制性核酸(例如miRNA)可以与本文所公开的基因之一中的

多态性、突变或SNP进行特异性杂交，或者靶向本文所公开的基因之一中的多态性、突变或

SNP。选择靶向HTT基因中的多态性(例如SNP)的抑制性核酸序列的方法在本领域中是已知

的。例如，此类方法在美国专利8,679,750和7,947,658中公开，将其各自都通过引用的方式

以其整体并入本文。在一些实施方式中，所述抑制性核酸可以包含例如美国专利8,679,750

或7,947,658的SEQ  ID  NO：1‑SEQ  ID  NO：342中的一个或多个的序列。

[0118] 在一些实施方式中，所述抑制性核酸可以包含SEQ  ID  NO：62‑SEQ  ID  NO：66中的

一个或多个。

[0119] 表7.在一些实施方式中，大写字母包含2’‑O‑(2‑甲氧基)乙基修饰。

[0120] 进一步合适的序列在本领域中是已知的，例如在美国专利7 ,9 51 ,9 3 4；

Miniarikova等，Molecular  Therapy‑Nucleic  Acids  20155：e297；和Kordasiweicz等，

Neuron  201274：1031‑1044；将其各自都通过引用的方式以其整体并入本文。

[0121] 在任何方面的一些实施方式中，抑制性RNA(例如miRNA)结合和/或靶向靶标的5′

非翻译区(UTR)。在任何方面的一些实施方式中，抑制性RNA(例如miRNA)结合和/或靶向靶

标的一个或多个外显子。在任何方面的一些实施方式中，抑制性RNA(例如，miRNA)结合和/

或靶向HTT的5′UTR、外显子1、CAG重复、CAG  5′‑跨接区(CAG  5′‑jumper)或CAG  3′跨接区。

[0122] 在一些实施方式中，抑制性RNA和/或载体不包含SEQ  ID  NO：67‑SEQ  ID  NO：73中

的任何一个的序列。在一些实施方式中，抑制性RNA和/或载体不包含与SEQ  ID  NO：67‑SEQ 

ID  NO：73中的任何一个具有多于80％、多于85％、多于90％、多于95％或多于98％的序列同

一性的序列。

[0123] 在一些实施方式中，抑制性RNA和/或载体不包含SEQ  ID  NO：67‑SEQ  ID  NO：73或

SEQ  ID  NO：135‑SEQ  ID  NO：151中的任何一个的序列。在一些实施方式中，所述抑制性RNA

和/或载体不包含与SEQ  ID  NO：67‑SEQ  ID  NO：73或SEQ  ID  NO：135‑SEQ  ID  NO：151中的任
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何一个具有多于80％、多于85％、多于90％、多于95％、或多于98％的序列同一性的序列。

[0124] 在一些实施方式中，抑制性RNA和/或载体确实包含SEQ  ID  NO：67‑SEQ  ID  NO：73

中的任何一个的序列。在一些实施方式中，抑制性RNA和/或载体确实包含与SEQ  ID  NO：67‑

SEQ  ID  NO：73中的任何一个具有多于80％、多于85％、多于90％、多于95％、或多于98％的

序列同一性的序列。

[0125] 在一些实施方式中，抑制性RNA和/或载体确实包含SEQ  ID  NO：67‑SEQ  ID  NO：73

或SEQ  ID  NO：135‑SEQ  ID  NO：151中的任何一个的序列。在一些实施方式中，抑制性RNA和/

或载体确实包含与SEQ  ID  NO：67‑SEQ  ID  NO：73或SEQ  ID  NO：135‑SEQ  ID  NO：151中的任

何一个具有多于80％、多于85％、多于90％、多于95％、或多于98％的序列同一性的序列。参

见例如国际专利申请WO  2021/127455，将其内容通过引用的方式以其整体并入本文。

[0126] 表8

[0127] 在靶向AD和/或PD相关靶标的抑制性核酸(例如，miRNA)中使用的合适的序列是本

领域已知的，例如，参见国际专利公布WO2011/133890、WO2012/036433、WO2013/007874；美

国专利公布US2016/0264965；美国专利号7,829,694、8,415，319、10，125，363、10,011，835。

将上述参考文献的内容通过引用的方式以其整体并入本文。

[0128] 在任何方面的一些实施方式中，治疗神经系统疾病或紊乱的药剂是抑制性核酸或
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包含抑制性核酸。在任何方面的一些实施方式中，给定基因的表达的抑制剂可以是抑制性

核酸。如本文所使用，“抑制性核酸”是指能够抑制靶标的表达的核酸分子，例如双链RNA

(dsRNA)、抑制性RNA(iRNA)等。

[0129] 已经示出双链RNA分子(dsRNA)在被称为RNA干扰(RNAi)的高度保守的调控机制中

阻断基因表达。本文所述的抑制性核酸可以包含RNA链(反义链)，其具有长度为30个核苷酸

以下(即长度为15个‑30个核苷酸，长度一般为19个‑24个核苷酸)的区域，所述区域与被靶

向的mRNA转录本的至少一部分基本上互补。使用这些iRNA使得靶向性的mRNA转录本降解成

为可能，造成靶标的表达和/或活性降低。

[0130] 如本文所使用，术语“iRNA”是指含有RNA(或如下文所述的经修饰的核酸)并通过

RNA诱导的沉默复合体(RISC)途径介导RNA转录本的靶向切割的试剂。在任何方面的一些实

施方式中，如本文所述的iRNA引起靶标的表达和/或活性的抑制。在任何方面的一些实施方

式中，使细胞与抑制剂(例如iRNA)接触使得细胞中的靶标mRNA水平降低在没有iRNA存在的

细胞中发现的靶标mRNA水平的至少约5％、约10％、约20％、约30％、约40％、约50％、约

60％、约70％、约80％、约90％、约95％、约99％、高至并包括100％。在任何方面的一些实施

方式中，向受试者施用抑制剂(例如iRNA)可使得受试者中的靶标mRNA水平降低在没有iRNA

存在的受试者中发现的靶标mRNA水平的至少约5％、约10％、约20％、约30％、约40％、约

50％、约60％、约70％、约80％、约90％、约95％、约99％、高至并包括100％。

[0131] 在任何方面的一些实施方式中，所述iRNA可以是dsRNA。dsRNA包含在将使用dsRNA

的条件下足够互补以杂交形成双链体结构的两条RNA链。dsRNA的一条链(反义链)包含互补

性区域，所述互补性区域与靶标序列基本上互补，并且通常完全互补。靶标序列可以来源于

靶标的表达期间形成的mRNA的序列，例如，它可以跨越一个或多个内含子的边界。另一条链

(正义链)包含与反义链互补的区域，使得两条链在合适的条件下结合时杂交并形成双链体

结构。一般来说，双链体结构的长度在15(含)个至30(含)个碱基对之间，长度更通常在18

(含)个至25(含)个碱基对之间，长度还更通常在19(含)个至24(含)个碱基对之间，并且长

度最通常在19(含)个至21(含)个碱基对之间。相似地，与靶标序列互补的区域的长度在15

(含)个至30(含)个碱基对之间，长度更通常在18(含)个至25(含)个碱基对之间，长度还更

通常在19(含)个至24(含)个碱基对之间，并且长度最通常在19(含)个到21(含)个碱基对之

间。在任何方面的一些实施方式中，dsRNA的长度在15(含)个至20(含)个核苷酸之间，并且

在其它实施方式中，dsRNA的长度在25(含)个至30(含)个核苷酸之间。如普通技术人员将认

识的那样，靶向切割的RNA的被靶向区域将往往是更大的RNA分子(通常是mRNA分子)的一部

分。在相关情况下，mRNA靶标的“一部分”是mRNA靶标的连续序列，其长度足以作为RNAi定向

切割的底物(即通过RISC途径切割)。在一些情况下，具有短至9个碱基对的双链体的dsDNA

可以介导RNAi定向的RNA切割。最通常地，靶标的长度将为至少15个核苷酸，优选长度为15

个‑30个核苷酸。抑制性核酸类型的示例性实施方式可以包括例如siRNA、shRNA、miRNA、和/

或amiRNA，它们是本领域众所周知的。

[0132] 在任何方面的一些实施方式中，所述抑制剂是miRNA。microRNA(miRNA)是17个‑25

个核苷酸的小RNA，其在真核细胞中作为基因表达的调节器发挥作用。“microRNA”或

“miRNA”是能够介导转录基因沉默或翻译后基因沉默的小的非编码RNA分子。通常，miRNA被

转录为发夹或茎环(例如，具有自互补性的单链骨架)双链体结构，被称为初级miRNA(pri‑
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miRNA)，其被酶促加工(例如，由Drosha、DGCR8、Pasha等)成为pre‑miRNA。所述双链体结构

包含：a)第一RNA序列，其是与靶标序列基本上互补、并且一般是完全互补的互补性区域；以

及b)第二RNA序列区域，其与第一RNA序列链互补使得两个序列在合适的条件下结合时杂交

并形成双链体结构。靶标序列可以来源于靶标的表达期间形成的mRNA的序列，例如，它可以

跨越一个或多个内含子的边界。一般来说，双链体结构的长度在15(含)个至30(含)个碱基

对之间，长度更通常在18(含)个至25(含)个碱基对之间，长度还更通常在19(含)个至24

(含)个碱基对之间，并且长度最通常在19(含)个至21(含)个碱基对之间。

[0133] miRNA最初作为长的初级转录本(称为初级miRNA(pri‑miRNA))的一部分在细胞核

中表达。pri‑miRNA的长度可以变化。在一些实施方式中，pri‑miRNA的长度范围从约100个

至约5000个碱基对(例如，约100个、约200个、约500个、约1000个、约1200个、约1500个、约

1800个或约2000个碱基对)。在一些实施方式中，pri‑miRNA的长度大于200个碱基对(例如，

长度为2500个、5000个、7000个、9000个或更多个碱基对)。

[0134] 在细胞核内，pri‑miRNA被Drosha酶部分消化，以形成65个‑120个核苷酸长的发夹

前体miRNA(pre‑miRNA)，其被输出到细胞质用于由Dicer进一步加工成为更短的成熟

miRNA，它们是活性分子。在动物中，这些短RNA包含5′近端“种子(seed)”区域(核苷酸2至

8)，其似乎是miRNA与靶标mRNA的3′非翻译区(3′‑UTR)的配对特异性的主要决定因素。Pre‑

miRNA(其特征也在于发夹或茎环双链体结构)的长度也可以变化。在一些实施方式中，pre‑

miRNA大小的范围是从约40个碱基对的长度至约500个碱基对的长度。在一些实施方式中，

pre‑miRNA大小的范围是从约50个至100个碱基对的长度。在一些实施方式中，pre‑miRNA大

小的范围是从约50个至约90个碱基对的长度(例如，约50个、约52个、约54个、约56个、约58

个、约60个、约62个、约64个、约66个、约68个、约70个、约72个、约74个、约76个、约78个、约80

个、约82个、约84个、约86个、约88个、或约90个碱基对的长度)。

[0135] 一般来说，pre‑miRNA被输出到细胞质中，并由Dicer进行酶促加工以首先产生不

完全的miRNA/miRNA*双链体，然后产生单链的成熟miRNA分子，其随后被装载入RNA诱导的

沉默复合体(RISC)。通常，成熟的miRNA分子大小的范围是从约19个至约30个碱基对的长

度。在一些实施方式中，成熟的miRNA分子长度为约19个、约20个、约21个、约22个、约23个、

约24个、约25个、约26个、约27个、约28个、约29个、或30个碱基对。在一些实施方式中，本公

开的分离的核酸包含编码pri‑miRNA、pre‑miRNA或成熟miRNA的序列，其包含SEQ  ID  NO：6‑

SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：

158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中任一个所示的序列。

[0136] 在本发明的背景下，miRNA分子或其等同物或模拟物或isomiR可以是合成的、或天

然的、或重组的、或成熟的、或成熟miRNA的一部分、或人miRNA、或来源于人miRNA，如在专门

用于一般定义的部分中进一步定义的那样。人miRNA分子是在人细胞、组织、器官或体液中

发现的miRNA分子(即内源性人miRNA分子)。人miRNA分子也可以是通过取代、删除和/或添

加核苷酸而由内源性人miRNA分子衍生的人miRNA分子。miRNA分子或其等同物或模拟物可

以是单链或双链的RNA分子。优选地，miRNA分子或其等同物或模拟物的长度为6个至30个核

苷酸，优选长度为12个至30个核苷酸，优选长度为15个至28个核苷酸，更优选所述分子的长

度为至少6个、7个、8个、9个、10个、11个、12个、13个、14个、15个、16个、17个、18个、19个、20

个、21个、22个、23个、24个、25个、26个、27个、28个、29个、30个核苷酸或更多。
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[0137] 在优选的实施方式中，miRNA分子或其等同物或模拟物或isomiR包含存在于所述

miRNA分子或其等同物或模拟物或isomiR的种子序列中的7个核苷酸的至少6个。优选地，在

这个实施方式中，miRNA分子或其等同物或模拟物或isomiR的长度为6个至30个核苷酸，并

且更优选包含存在于所述miRNA分子或其等同物的种子序列中的7个核苷酸的至少6个。甚

至更优选地，miRNA分子或其等同物或模拟物或isomiR的长度为15个至28个核苷酸，并且更

优选地，包含存在于所述种子序列中的7个核苷酸的至少6个，甚至更优选地，miRNA分子的

长度为至少6个、7个、8个、9个、10个、11个、12个、13个、14个、15个、16个、17个、18个、19个、

20个、21个、22个、23个、24个、25个、26个、27个、28个、29个、30个核苷酸或更多。

[0138] 因此，优选的miRNA分子或其等同物或模拟物或isomiR包含存在于确定为SEQ  ID 

NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID 

NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260或者在SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：

17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID 

NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中确定的种子序列中的7个核苷酸的至少6个，并

且更优选地长度为至少6个、7个、8个、9个、10个、11个、12个、13个、14个、15个、16个、17个、

18个、19个、20个、21个、22个、23个、24个、25个、26个、27个、28个、29个、30个核苷酸或更多。

[0139] miRNA的递送运载体包括但不限于以下：脂质体、聚合物纳米颗粒、病毒系统、脂质

或受体结合分子的偶联物、外泌体、和噬菌体；参见例如Baumann和Winkler，miRNA‑based 

therapies：Strategies  and  delivery  platforms  for  oligonucleotide  and  non‑

oligonucleotide  agents，Future  Med  Chem .2014，6(17)：1967‑1984；美国专利8,900 ,

627；美国专利9,421,173；美国专利9,555,060；WO  2019/177550；将其各自的内容都通过引

用的方式以其整体并入本文。

[0140] microRNA序列包含“种子”区域，即成熟microRNA的第2位‑8位的区域中的序列，其

序列与核酸的miRNA靶标序列具有完美的Watson‑Crick互补性。在一个实施方式中，病毒基

因组可以被工程化以包含、改变或去除至少一个miRNA结合位点、序列或种子区域。

[0141] 术语实质互补性是指不要求第一和第二RNA序列完全互补，或者不要求第一RNA序

列和参考或靶标序列(例如SEQ  ID  NO：3或SEQ  ID  NO：4)完全互补。在一个实施方式中，RNA

序列和靶标之间的实质互补性由以下组成：没有错配、具有一个错配的核苷酸、或具有两个

错配的核苷酸。可以理解的是，一个错配的核苷酸是指在与靶标碱基配对的RNA序列的整个

长度上，有一个核苷酸没有与靶标碱基配对。没有错配是指所有核苷酸与靶标碱基配对，并

且具有2个错配是指有两个核苷酸没有与靶标碱基配对。

[0142] miRNA和/或包含一个或多个miRNA的转基因可以在支架序列中提供或包含支架序

列。如本文所使用，“支架”是指miRNA编码序列的部分，所述部分在成熟的双链体结构之外。

例如，支架可以包含环和/或茎区域。因此，支架在产生、编码和/或表达本文所述的miRNA中

是有用的。本文所述的组合物和方法中使用的支架可以是内源性和/或天然存在的miRNA支

架的序列、从内源性和/或天然存在的miRNA支架中获得的序列、和/或来源于内源性和/或

天然存在的miRNA支架的序列，所述内源性和/或天然存在的miRNA支架例如人miRNA。在一

些实施方式中，在本文所述的组合物和方法中使用的支架序列可以是miRNA的内源性和/或

天然存在的miRNA支架的序列、从miRNA的内源性和/或天然存在的miRNA支架中获得的序

列、和/或来源于miRNA的内源性和/或天然存在的miRNA支架的序列，所述miRNA在一个或多
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个NS和/或CNS疾病中过表达。

[0143] 在一个实施方式中，在本文所述的组合物和方法中使用的支架序列可以是miRNA

的内源性和/或天然存在的miRNA支架的序列、从miRNA的内源性和/或天然存在的miRNA支

架中获得的序列、和/或来源于miRNA的内源性和/或天然存在的miRNA支架的序列，所述

miRNA在亨廷顿病中过表达。在亨廷顿病中过表达的示例性支架在本文的表24中描述。

[0144] 在一个实施方式中，在本文所述的组合物和方法中使用的支架序列可以是miRNA

的内源性和/或天然存在的miRNA支架的序列、从miRNA的内源性和/或天然存在的miRNA支

架中获得的序列、和/或来源于miRNA的内源性和/或天然存在的miRNA支架的序列，所述

miRNA在亨廷顿病中过表达。

[0145] 在一个实施方式中，本文所述的载体中使用的miRNA选自

表24。
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核酸

[0146] 在一些方面，本公开提供了分离的核酸，所述分离的核酸对于减少(例如，抑制)致

病基因(例如，HTT)的表达而言有用或编码CYP46A1。“核酸”序列是指DNA或RNA序列。在一些

实施方式中，本公开的蛋白质和核酸是分离的。如本文所使用，术语“分离的”是指人工生产

的。如在本文中对核酸所使用，术语“分离的”是指：(i)通过例如聚合酶链式反应(PCR)体外

扩增；(ii)通过克隆重组产生；(iii)纯化，如通过切割和凝胶分离；或(iv)通过例如化学合
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成而进行合成的。分离的核酸是可容易地通过本领域众所周知的重组DNA技术进行操作的

核酸。因此，在其中的5′和3′限制性位点已知或其聚合酶链式反应(PCR)引物序列已经公开

的载体中含有的核苷酸序列被认为是分离的，但在其自然宿主中以其天然状态存在的核酸

序列不是。分离的核酸可以是基本上纯化的，但不必须是。例如，在克隆或表达载体内分离

的核酸不是纯的，因为它可能只包含其所居细胞中的极小百分比的物质。然而，这样的核酸

是分离的，正如本文所使用的术语，因为它可容易地通过本领域普通技术人员已知的标准

技术进行操作。如在本文中对蛋白质或肽所使用，术语“分离的”是指从其自然环境中分离

的或人工生产(例如，通过化学合成，通过重组DNA技术等)的蛋白质或肽。

[0147] 本领域技术人员还将认识到，可以进行保守氨基酸取代，以提供功能等同的变体，

或衣壳蛋白的同源物。在一些方面，本公开包括导致保守氨基酸取代的序列改变。如本文所

使用，保守氨基酸取代是指不改变在其中进行了氨基酸取代的蛋白质的相对电荷或大小特

征的氨基酸取代。可以根据本领域普通技术人员已知的改变多肽序列的方法来制备变体，

例如在编写此类方法的参考文献中找到的方法，例如Molecular  Cloning：A  Laboratory 

Manual，J.Sambrook等编，第二版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，Cold  Spring 

Harbor，New  York，1989，或Current  Protocols  in  Molecular  Biology，F.M.Ausubel等

编，John  Wiley&Sons，Inc.New  York。氨基酸的保守取代包括在以下组内的氨基酸之间进

行的取代：(a)M、I、L、V；(b)F、Y、W；(c)K、R、H；(d)A、G；(e)S、T；(f)Q、N；和(g)E、D。因此，可以

对本文所公开的蛋白质和多肽的氨基酸序列进行保守氨基酸取代。

[0148] 本发明的分离的核酸可以是重组腺相关病毒(AAV)载体(rAAV载体)。在一些实施

方式中，如本公开所描述的分离的核酸包含含有第一腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)

或其变体的区域(例如第一区域)。分离的核酸(例如，重组AAV载体)可被包装在衣壳蛋白

内，并向受试者施用和/或递送至所选的靶标细胞。“重组AAV(rAAV)载体”通常至少由转基

因及其调控序列、以及5′和3′AAV反向末端重复(ITR)组成。如本文其它地方所公开，转基因

可包含一个或多个编码一个或多个抑制性RNA(例如miRNA)的区域，所述抑制性RNA包含靶

向受试者的内源性mRNA的核酸。如本公开其它地方所述，转基因还可以包含编码例如蛋白

质和/或表达控制序列(例如poly‑A尾)的区域。

[0149] 一般来说，ITR序列的长度为约145bp。优选地，在分子中使用基本上整个的编码

ITR的序列，尽管允许对这些序列进行一定程度的轻微修饰。修饰这些ITR序列的能力属于

本领域的技术范畴。(参见例如以下文章：如Sambrook等，“Molecular  Cloning .A 

Laboratory  Manual”，第二版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory，New  York(1989)；和

K.Fisher等，J  Virol.，70：520532(1996))。在本发明中应用的此类分子的例子是含有转基

因的“顺式作用(cis‑acting)”质粒，在其中所选的转基因序列和相关的调控元件侧接有5′

和3′AAV  ITR序列。AAV  ITR序列可以从任何已知的AAV中获得，包括目前确定的哺乳动物

AAV型。在一些实施方式中，分离的核酸(例如，rAAV载体)包含具有选自于AAV1、AAV2、AAV5、

AAV6、AAV6.2、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11及其变体的血清型的至少一个ITR。

在一些实施方式中，分离的核酸包含编码AAV2  ITR的区域(例如，第一区域)。

[0150] 在一些实施方式中，分离的核酸进一步包含含有第二AAV  ITR的区域(例如，第二

区域、第三区域、第四区域等)。在一些实施方式中，第二AAV  ITR具有选自于AAV1、AAV2、

AAV5、AAV6、AAV6.2、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11及其变体的血清型。在一些实
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施方式中，第二ITR是缺乏功能性末端解析位点(TRS)的突变ITR。术语“缺乏末端解析位点”

可以指包含废除了ITR的末端解析位点(TRS)的功能的突变(例如有义突变，如非同义突变，

或错义突变)的AAV  ITR，或指缺乏编码功能性TRS的核酸序列的截短AAV  ITR(例如，ATRS 

ITR)。在不希望受到任何特定理论约束的情况下，包含缺乏功能性TRS的ITR的rAAV载体产

生自互补的rAAV载体，例如由McCarthy(2008)Molecular  Therapy  16(10)：1648‑1656所

述。

[0151] 除了以上为重组AAV载体确定的主要元件以外，所述载体还包含常规控制元件，该

控制元件以允许其在用所述载体转染或用本发明产生的病毒感染的细胞中转录、翻译和/

或表达的方式与转基因的元件可操作地连接。如本文所使用，“可操作地连接”的序列包括

与感兴趣的基因相邻的表达控制序列以及以反式或远距离作用来控制感兴趣的基因的表

达控制序列。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

处理信号(例如剪接和聚腺苷酸化(polyA)信号；使细胞质mRNA稳定的序列；提高翻译效率

的序列(即Kozak共有序列)；提高蛋白质稳定性的序列；以及当期望时，提高编码产物的分

泌的序列。一些表达控制序列(包括天然的、组成性的、可诱导的和/或组织特异性的启动

子)是本领域已知的，并且可以被使用。

[0152] 如本文所使用，当核酸序列(例如编码序列)和调控序列以使得核酸序列的表达或

转录处于调控序列的影响或控制之下的方式共价连接时，它们可以被称为可操作地连接。

如果期望核酸序列被翻译成功能性蛋白质，如果5′调控序列中的启动子的诱导使得编码序

列转录，并且如果两个DNA序列之间的连接的性质不会(1)导致引入移码突变，(2)干扰启动

子区指导编码序列转录的能力，或(3)干扰相应的RNA转录本被翻译成蛋白质的能力，那么

所述两个DNA序列被称为可操作地连接。因此，如果启动子区能够影响该DNA序列的转录，使

得产生的转录本可能被翻译成所期望的蛋白质或多肽，则启动子区将可操作地连接至核酸

序列。相似地，当两个以上的编码区以使得它们从共同的启动子转录的结果是表达已经在

框内翻译的两个以上的蛋白质时，所述两个以上的编码区是可操作地连接的。在一些实施

方式中，可操作地连接的编码序列产生融合蛋白。在一些实施方式中，可操作地连接的编码

序列产生功能性RNA(例如，miRNA)。

[0153] 在一些方面，本公开提供了包含转基因的分离的核酸，其中，所述转基因包含编码

一个或多个microRNA(例如miRNA)的核酸序列。

[0154] 应当理解的是，分离的核酸或载体(例如，rAAV载体)在一些实施方式中包含编码

多于一个(例如，多个，例如2、3、4、5、10个或更多)的miRNA的核酸序列。在一些实施方式中，

所述多于一个的miRNA中的每一个都靶向(例如，杂交或特异性结合至)相同的靶标基因(例

如，编码三个独特的miRNA的分离的核酸，其中每个miRNA靶向HTT基因)。在一些实施方式

中，所述多于一个的miRNA中的每一个都靶向(例如，杂交或特异性结合至)不同的靶标基

因。

[0155] 在一些方面，本公开提供了编码一个或多个人工miRNA的分离的核酸和载体(例

如，rAAV载体)。如本文所使用，“人工miRNA”或“amiRNA”是指内源性pri‑miRNA或pre‑miRNA

(例如，miRNA骨架，其是能够产生功能性成熟miRNA的前体miRNA)，其中miRNA和miRNA*(例

如，miRNA双链体的过客链)序列已用相应的amiRNA/amiRNA*序列进行替代，所述amiRNA/

amiRNA*序列引导所靶向基因的高效RNA沉默，例如由Eamens等 (2014)，Methods 
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Mol.Biol.1062：211‑224所述。例如，在一些实施方式中，人工miRNA包含miR‑155pri‑miRNA

骨架，向其中插入了编码成熟HTT特异性miRNA的序列(例如SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、

SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：

185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的任何一个)以替代内源性miR‑155成熟miRNA编码

序列。在一些实施方式中，由本公开所述的miRNA(例如，人工miRNA)包含miR‑155骨架序列、

miR‑30骨架序列、mir‑64骨架序列或miR‑122骨架序列。

[0156] 包含转基因的区域(例如，第二区域、第三区域、第四区域等)可以定位在分离的核

酸的任何合适的位置。所述区域可以定位在所述核酸的任何非翻译部分，包括例如内含子、

5′或3→非翻译区等。

[0157] 在一些情况下，可能期望将所述区域(例如第二区域、第三区域、第四区域等)定位

在编码蛋白质的核酸序列(例如蛋白质编码序列)的第一个密码子的上游。例如，所述区域

可以定位在蛋白质编码序列的第一个密码子到第一个密码子上游2000个核苷酸之间。所述

区域可以定位在蛋白质编码序列的第一个密码子到第一个密码子上游1000个核苷酸之间。

所述区域可以定位在蛋白质编码序列的第一个密码子到第一个密码子上游500个核苷酸之

间。所述区域可以定位在蛋白质编码序列的第一个密码子到第一个密码子上游250个核苷

酸之间。所述区域可以定位在蛋白质编码序列的第一个密码子到第一个密码子上游150个

核苷酸之间。在一些情况下(例如，当转基因缺乏蛋白质编码序列时)，可能期望将所述区域

(例如，第二区域、第三区域、第四区域等)定位在转基因的poly‑A尾的上游。例如，所述区域

可以定位在poly‑A尾的第一个碱基和第一个碱基上游的2000个核苷酸之间。所述区域可以

定位在poly‑A尾的第一个碱基和第一个碱基上游的1000个核苷酸之间。所述区域可以定位

在poly‑A尾的第一个碱基和第一个碱基上游的500个核苷酸之间。所述区域可以定位在

poly‑A尾的第一个碱基和第一个碱基上游的250个核苷酸之间。所述区域可以定位在poly‑

A尾的第一个碱基和第一个碱基上游的150个核苷酸之间。所述区域可以定位在poly‑A尾的

第一个碱基和第一个碱基上游的100个核苷酸之间。所述区域可以定位在poly‑A尾的第一

个碱基和第一个碱基上游的50个核苷酸之间。所述区域可以定位在poly‑A尾的第一个碱基

和第一个碱基上游的20个核苷酸之间。在一些实施方式中，所述区域定位在启动子序列的

最后一个核苷酸碱基和poly‑A尾序列的第一个核苷酸碱基之间。

[0158] 在一些情况下，所述区域可以定位在转基因的poly‑A尾的最后一个碱基的下游。

所述区域可以在poly‑A尾的最后一个碱基和最后一个碱基下游的2000个核苷酸的位置之

间。所述区域可以在poly‑A尾的最后一个碱基和最后一个碱基下游的1000个核苷酸的位置

之间。所述区域可以在poly‑A尾的最后一个碱基和最后一个碱基下游的500个核苷酸的位

置之间。所述区域可以在poly‑A尾的最后一个碱基和最后一个碱基下游的250个核苷酸的

位置之间。所述区域可以在poly‑A尾的最后一个碱基和最后一个碱基下游的150个核苷酸

的位置之间。

[0159] 应当理解的是，在转基因编码多于一个miRNA的情况下，每个miRNA可以定位在转

基因内的任何合适的位置。例如，编码第一miRNA的核酸可以定位在转基因的内含子中，并

且编码第二miRNA的核酸序列可以定位在另一个非翻译区中(例如，在蛋白质编码序列的最

后一个密码子和转基因的poly‑A尾的第一个碱基之间)。

[0160] 启动子
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[0161] 在一些实施方式中，所述转基因进一步包含编码一个或多个表达控制序列(例如，

启动子等)的核酸序列。表达控制序列包括：适当的转录起始、终止、启动子和增强子序列；

有效的RNA处理信号(例如剪接和聚腺苷酸化(polyA)信号)；使细胞质mRNA稳定的序列；提

高翻译效率的序列(即Kozak共有序列)；提高蛋白稳定性的序列；以及当期望时，提高编码

产物的分泌的序列。大量的表达控制序列(包括天然的、组成性的、可诱导的和/或组织特异

性的启动子)是本领域已知的，并且可以被使用。

[0162] “启动子”是指由细胞的合成的装置或引入的合成的装置识别并需要它以启动基

因的特异性转录的DNA序列。短语“可操作地定位”、“在……控制下”或“在转录控制下”是指

启动子相对于核酸处于正确的位置和方向，以控制RNA聚合酶的启动和基因的表达。

[0163] 对于编码蛋白质的核酸，一般在转基因序列之后和3′AAV  ITR序列之前插入聚腺

苷酸化序列。在本公开中有用的rAAV构建体也可含有内含子，期望位于启动子/增强子序列

和转基因之间。一个可能的内含子序列来自SV‑40，并被称为SV‑40T内含子序列。另一个可

以使用的载体元件是内部核糖体进入位点(IRES)。IRES序列被用于从单个基因转录本产生

多于一个的多肽。IRES序列将被用于产生含有多于一条多肽链的蛋白质。选择这些和其它

常见的载体元件是常规的，并且很多这样的序列是可获得的[参见例如Sambrook等，以及其

中引用的参考文献，例如，第3 .183 .26和16 .1716 .27页；以及Ausubel等，Current 

Protocols  in  Molecular  Biology，John  Wiley&Sons，New  York，1989]。在一些实施方式

中，口蹄疫病毒2A序列被包含在多聚蛋白中；这是一种小肽(长度为约18个氨基酸)，其已被

示出介导多聚蛋白的切割(Ryan，M  D等，EMBO，1994；4：928‑933；Mattion，N  M等，J 

Virology，1996年11月；p.8124‑8127；Furler，S等，Gene  Therapy，2001；8：864‑873；和

Halpin，C等，The  Plant  Journal，1999；4：453‑459)。2A序列的切割活性之前已经在人工系

统(包括质粒和基因治疗载体(AAV和逆转录病毒))中得到证实(Ryan，M  D等，EMBO，1994；4：

928‑933；Mattion，N  M等，J  Virology，1996年11月；p .8124‑8127；Furler，S等，Gene 

Therapy，2001；8：864‑873；以及Halpin，C等，The  Plant  Journal，1999；4：453‑459；de 

Felipe，P等，Gene  Therapy，1999；6：198‑208；de  Felipe，P等，Human  Gene  Therapy，2000；

11：1921‑1931；以及Klump，H等，Gene  Therapy，2001；8：811‑817)。

[0164] 组成性启动子的例子包括但不限于逆转录病毒劳氏肉瘤病毒(RSV)LTR启动子(任

选地与RSV增强子一起)、巨细胞病毒(CMV)启动子(任选地与CMV增强子一起)[参见例如

Boshart等，Cell，41：521‑530(1985)]、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、以及EF1  a启动子[Invitrogen]。在一些实施方式中，启

动子是增强的鸡B‑肌动蛋白启动子。在一些实施方式中，启动子是U6启动子。在一些实施方

式中，启动子是人synapsin(hSYN)启动子。在一些实施方式中，启动子是GFA2启动子。

[0165] 在一个实施方式中，所述启动子是CAG启动子。在一个实施方式中，所述CAG启动子

具有SEQ  ID  NO：193的序列。在一些实施方式中，所述CAG启动子包含与SEQ  ID  NO：193中的

任何一个至少60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或99％相同的序列，或由与SEQ  ID  NO：193中的任何一个至少60％、65％、70％、

75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％相同的序列组

成。CAG启动子能够驱动例如与其可操作地连接的转基因在靶标神经元和星形胶质细胞中

的表达。
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[0166] 下划线文本(例如，SEQ  ID  NO：193的453bp‑819bp)表示CMV增强子。

[0167] 粗体、斜体文本(例如，SEQ  ID  NO：193的821bp‑1094bp)表示ACTB近端启动子。

[0168] 双下划线文本(例如，SEQ  ID  NO：193的1191bp‑2065bp)表示ACTB内含子。

[0169] 诱导型启动子允许对基因表达进行调控，并且可由外源性供应的化合物、环境因

素(例如温度)或特定生理状态(如急性期、细胞的特定分化状态、或在仅复制中的细胞中)

的存在进行调控。诱导性启动子和诱导系统可从各种商业来源获得，所述商业来源包括但

不限于Invitrogen、Clontech和Ariad。已经描述了许多其它系统，并且本领域技术人员可

以容易地进行选择。由外源性供应的启动子调控的诱导性启动子的例子包括锌诱导的绵羊

金属硫蛋白(MT)启动子、地塞米松(Dex)诱导的小鼠乳腺肿瘤病毒(MMTV)启动子、T7聚合酶

启动子系统(WO  98/10088)；蜕皮激素昆虫启动子(No等，Proc .Natl .Acad .Sci .USA，93：

3346‑3351(1996))、四环素阻遏系统(Gossen等，Proc.Natl.Acad .Sci.USA，89：5547‑5551

(1992))、四环素诱导系统(Gossen等，Science，268：1766‑1769(1995)，还参见Harvey等，

Curr.Opin.Chem.Biol.，2：512‑518(1998))、RU486诱导系统(Wang等，Nat.Biotech.，15：

239‑243(1997)和Wang等，Gene  Ther.，4：432‑441(1997))、以及雷帕霉素诱导系统(Magari

等，J.Clin.Invest.，100：2865‑2872(1997))。可能在这种情况下有用的其它类型的诱导性

启动子是那些由特定的生理状态(例如温度、急性期、细胞的特定分化状态、或仅在复制中

的细胞中)调控的诱导性启动子。

[0170] 在另一个实施方式中，将使用所述转基因的天然启动子。当期望转基因的表达应

模仿天然表达时，天然启动子可能是优选的。当转基因的表达必须在时间上或发育上进行
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调控、或以组织特异性的方式、或响应于特定的转录刺激时，可使用天然启动子。在进一步

的实施方式中，也可使用其它天然表达控制元件(例如增强子元件、聚腺苷酸化位点或

Kozak共有序列)以模仿天然表达。

[0171] 在一些实施方式中，调控序列赋予组织特异性的基因表达能力。在一些情况下，组

织特异性的调控序列与以组织特异性的方式诱导转录的组织特异性的转录因子结合。此类

组织特异性的调控序列(例如启动子、增强子等)是本领域内众所周知的。示例性的组织特

异性的调控序列包括但不限于以下组织特异性启动子：肝特异性的甲状腺素结合球蛋白

(TBG)启动子、胰岛素启动子、胰高血糖素启动子、生长抑素启动子、胰多肽(PPY)启动子、

synapsin‑1(Syn)启动子、肌酸激酶(MCK)启动子、哺乳动物结蛋白(mammalian  desmin，

DES)启动子、a‑肌球蛋白重链(a‑MHC)启动子、或心脏肌钙蛋白T(cTnT)启动子。其它示例性

启动子包括β‑肌动蛋白启动子；乙肝病毒核心启动子，Sandig等，Gene  Ther .，3：1002‑9

(1996)；甲胎蛋白(AFP)启动子，Arbuthnot等，Hum.Gene  Ther.，7：1503‑14(1996))；骨钙素

启动子(Stein等，Mol .Biol .Rep.，24：185‑96(1997))；骨涎蛋白启动子(Chen等，J .Bone 

Miner.Res.，11：654‑64(1996))；CD2启动子(Hansal等，J.Immunol.，161：1063‑8(1998)；免

疫球蛋白重链启动子；T细胞受体a‑链启动子；神经元启动子，例如神经元特异性烯醇化酶

(NSE)启动子(Andersen等，Cell.Mol.Neurobiol.，13：503‑15(1993))，神经丝轻链基因启

动子(Piccioli等，Proc.Natl.Acad.Sci.USA，88：5611‑5(1991))，以及神经元特异性的vgf

基因启动子(Piccioli等，Neuron，15：373‑84(1995))，以及对于熟练技术人员来说显而易

见的其它启动子。考虑用于本方法和组合物的NS特异性启动子还包括在2020年9月4日提交

的专利申请GB2013940.8和2020年4月20日提交的专利申请GB2005732.9中描述的启动子，

将所述专利申请通过引用的方式以其整体并入本文。在一些实施方式中，NS特异性启动子

是表10的启动子，或与表10的启动子具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少

98％同一性的启动子。在一些实施方式中，NS特异性启动子是表10的启动子，或与表10的启

动子具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少98％的同一性并保留表10的启动

子的NS特异性启动子活性的启动子。

[0172] 考虑用于本方法和组合物的CNS特异性启动子还包括在2021年4月19日提交的国

际专利申请PCT/GB2021/050939中描述的启动子，将其内容通过引用以其整体并入本文。在

一些实施方式中，CNS特异性启动子是表11‑表13的启动子，或与表11‑表13的启动子具有至

少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少98％同一性的启动子。在一些实施方式中，CNS

特异性启动子是表11‑表13的启动子，或与表11‑表13的启动子具有至少80％、至少85％、至

少90％、至少95％、至少98％同一性并保留表11‑表13的启动子的CNS特异性启动子活性的

启动子。

[0173] 在一些实施方式中，所述核酸包含一个或多个CRE。在一些实施方式中，所述核酸

包含一个或多个NS特异性CRE或CNS特异性CRE。在一些实施方式中，所述核酸包含表13‑表

15的一个或多个CRE，或与表13‑表15的CRE具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、

至少98％同一性的CRE。在一些实施方式中，所述CRE是表13‑表15的CRE，或与表13‑表15的

CRE具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少98％同一性并保留表13‑表15的CRE

的活性的CRE。

[0174] 在一些实施方式中，所述CRE可以包含本领域中已知的一个或多个CRE。例如，在一
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个实施方式中，所述一个或多个CRE可以选自2020年9月4日提交的专利申请GB2013940.8中

的SEQ  ID  NO：19‑SEQ  ID  NO：24、SEQ  ID  NO：27、SEQ  ID  NO：28、SEQ  ID  NO：37、SEQ  ID  NO：

38。例如，在一个实施方式中，所述一个或多个CRE可以选自：来自WO  2019/199867A1的SEQ 

ID  NO：1‑SEQ  ID  NO：8，来自WO  2020/076614A1的SEQ  ID  NO：1‑SEQ  ID  NO：7，和来自WO 

2020/097121的SEQ  ID  NO：25‑SEQ  ID  NO：51、SEQ  ID  NO：177‑SEQ  ID  NO：178、SEQ  ID  NO：

188。将前述参考文献通过引用以其整体并入本文。

[0175] 表10‑NS特异性启动子
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[0176] 表11‑CNS特异性启动子
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[0177] 表12‑表11的启动子中包含的最小/近端启动子

[0178] 表13‑合成的CNS特异性启动子概览
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[0179] 表14‑示例性CRE
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[0180] 表15.表11的启动子中包含的顺式调控元件(CRE)
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[0181] 在本发明的进一步方面，提供了合成的中枢神经系统(CNS)特异性启动子，所述特

异性启动子包含根据SEQ  ID  NO：187、SEQ  ID  NO：188或SEQ  ID  NO：189中的任一个的序列

或其功能变体，或由根据SEQ  ID  NO：187、SEQ  ID  NO：188或SEQ  ID  NO：189中的任一个的序

列或其功能变体组成。在一些实施方式中，所述合成的CNS特异性启动子包含与SEQ  ID  NO：

187、SEQ  ID  NO：188或SEQ  ID  NO：189中的任一个至少60％、至少65％、至少70％、至少

75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、

至少96％、至少97％、至少98％或至少99％相同的序列，或由与SEQ  ID  NO：187、SEQ  ID  NO：

188或SEQ  ID  NO：189中的任一个至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少

85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、

至少98％或至少99％相同的序列组成。

[0182] 因此，本发明提供各种合成的CNS特异性启动子及其功能变体。通常优选的是根据

本发明的启动子是SEQ  ID  NO：187、SEQ  ID  NO：188或SEQ  ID  NO：189中的任一个的变体，该

启动子保留了参考CNS特异性启动子(SEQ  ID  NO：187、SEQ  ID  NO：188或SEQ  ID  NO：189中

的任一个)的活性的至少25％、至少50％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少

91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％

或至少100％。

[0183] 在本发明的一些实施方式中，所述CNS特异性启动子的长度为1200个或更少的核

苷酸，优选为1175个或更少、1150个或更少、1125个或更少、1100个或更少、1075个或更少、
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1050个或更少、1025个或更少、1000个或更少、975个或更少、950个或更少、925个或更少、

900个或更少、875个或更少、850个或更少、825个或更少、800个或更少、775个或更少、750个

或更少、740个或更少、730个或更少、720个或更少、710个或更少、700个或更少的核苷酸。

[0184] 在本发明的另一方面，提供了合成的CNS特异性启动子，所述启动子包含根据SEQ 

ID  NO：191或SEQ  ID  NO：192中的任一个的顺式调控元件(CRE)或其功能变体。在一些实施

方式中，所述CRE可以可操作地连接到启动子元件。在一些实施方式中，所述启动子元件可

以是最小启动子或近端启动子。优选地，所述近端启动子是CNS特异性近端启动子。在一些

实施方式中，所述最小启动子是CNS特异性最小启动子。在一些实施方式中，根据SEQ  ID 

NO：191或SEQ  ID  NO：192中的任一个的CRE的功能变体包含与SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID  NO：

192至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少91％、至

少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％相同的

序列，或由与SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID  NO：192至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至

少80％、至少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少

96％、至少97％、至少98％或至少99％相同的序列组成。

[0185] 在一些实施方式中，所述合成的CNS特异性启动子包含CRE00010(SEQ  ID  NO：191)

或其功能变体，或由CRE00010(SEQ  IDNO：191)或其功能变体组成，所述CRE00010或其功能

变体可操作地连接到CRE151(SEQ  ID  NO：190)或其功能变体。

[0186] 在其它实施方式中，所述合成的CNS特异性启动子包含CRE00011(SEQ  ID  NO：192)

或其功能变体，或由CRE00011(SEQ  ID  NO：192)或其功能变体组成，所述CRE00011或其功能

变体可操作地连接到CRE151(SEQ  ID  NO：190)或其功能变体。

[0187] 所述元件CRE151是启动子元件。它与一个或多个CNS特异性CRE结合发挥作用，以

提供来自包含它们的启动子的CNS特异性转录。它的序列及其功能变体将在下文进一步讨

论。

[0188] 所述元件CRE00010和CRE00011是CNS特异性CRE。它们与启动子元件结合发挥作

用，以调节(通常增强)包含它们的启动子的CNS特异性转录。它们的序列及其功能变体将在

下文进一步讨论。

[0189] 在CRE00010可操作地连接到CRE151的实施方式中，CRE00010可以与相邻的CRE151

连续(即，直接相邻定位)，或者可以通过间隔区或其它序列将其分开。

[0190] 在CRE00011可操作地连接到CRE151的实施方式中，CRE00011可以与相邻的CRE151

连续(即，直接相邻定位)，或者可以通过间隔区或其它序列将其分开。

[0191] 在另一个实施方式中，所述合成的CNS特异性启动子包含CRE00010(SEQ  ID  NO：

191)或其功能变体，或由CRE00010(SEQ  ID  NO：191)或其功能变体组成，所述CRE00010或其

功能变体可操作地连接到CRE527(SEQ  ID  NO：211)或其功能变体。

[0192] 所述元件CRE527是启动子元件，适当地是最小启动子元件。在一些实施方式中，所

述元件CRE527是CNS特异性启动子元件。

[0193] 在CRE00010可操作地连接到CRE527的实施方式中，CRE00010可以与相邻的CRE527

连续(即，直接相邻定位)，或者可以通过间隔区或其它序列将其分开。

[0194] 在一个实施方式中，所述合成的CNS特异性启动子包含CRE00010(SEQ  ID  NO：191)

或其功能变体，或由CRE00010(SEQ  ID  NO：191)或其功能变体组成，所述CRE00010或其功能
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变异体可操作地连接到CRE527(SEQ  ID  NO：211)或CRE151(SEQ  ID  NO：190)或其功能变体。

[0195] 在本发明的进一步方面，提供了最小启动子，所述最小启动子包含根据SEQ  ID 

NO：211的序列或其功能变体，或由根据SEQ  ID  NO：211的序列或其功能变体组成。适当地，

所述最小启动子的功能变体包括与SEQ  ID  NO：211至少60％、至少65％、至少70％、至少

75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％

相同的序列。

[0196] 在本发明的另一方面，提供了合成的启动子，所述启动子包含根据SEQ  ID  NO：211

的最小启动子或其功能变体。适当地，根据SEQ  ID  NO：211的最小启动子的功能变体包含与

SEQ  ID  NO：211至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、

至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％相同的序列。

[0197] 在本发明的进一步方面，提供了CRE，所述CRE包含根据SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID 

NO：192中的任一个的序列或其功能变体，或由根据SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID  NO：192中的任

一个的序列或其功能变体组成。

[0198] 根据本发明的CRE可以与额外的CRE组合以形成顺式调控模块(CRM)。适当地，额外

的CRE可以是根据SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID  NO：192的CRE或其功能变体，或者它们可以是其

它CRE。适当地，额外的CRE是CNS特异性的。

[0199] 适当地，在另一个方面，提供了包含本发明的CRE的CRM。适当地，在一些实施方式

中，所述CRM包含根据SEQ  ID  NO：191和/或SEQ  ID  NO：192的CRE或其功能变体。在一个实施

方式中，所述CRM包含根据SEQ  ID  NO：191的CRE或其功能变体。在另一个实施方式中，所述

CRM包含根据SEQ  ID  NO：192的CRE或其功能变体。在另一个实施方式中，所述CRM包含根据

SEQ  ID  NO：191的CRE或其功能变体和根据SEQ  ID  NO：192的CRE或其功能变体。在一些实施

方式中，根据SEQ  ID  NO：191和/或SEQ  ID  NO：192中的任一个的CRE的功能变体包含与SEQ 

ID  NO：191或SEQ  ID  NO：192至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少

85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、

至少98％或至少99％相同的序列，或由与SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID  NO：192至少60％、至少

65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、

至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％相同的序列组成。

[0200] 在本发明的一个方面，提供了包含本发明的CRM的合成的中枢神经系统(CNS)特异

性启动子。

[0201] 本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子可以在CNS的一个或多

个特定区域中活跃，优选在大脑的特定区域中活跃，或在特定大脑细胞类型或细胞类型或

二者的组合中活跃。

[0202] 本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子可以在CNS的各个部分

的一个或多个中活跃。所述CNS主要由大脑和脊髓组成。视网膜、视神经、嗅觉神经和嗅觉上

皮有时被认为是与大脑和脊髓并列的CNS的部分。这是因为它们直接与大脑组织连接而不

需要中间神经纤维。适当地，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子可以

在大脑和脊髓中活跃。适当地，本发明的CRE、最小启动子或合成的CNS特异性启动子可以在

大脑中活跃，但在脊髓或CNS的任何其它部分中不活跃。适当地，本发明的CRE、CRM、最小启

动子或合成的CNS特异性启动子可以在脊髓中活跃，但在大脑中不活跃。优选地，本发明的
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CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子可以在大脑中活跃。

[0203] 适当地，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子可以在大脑内

的各个区域的一个或多个中活跃。大脑区域的非限制性实例包括：额叶、顶叶、枕叶、颞叶

(包括海马和杏仁核)、小脑、中脑、脑桥、髓质和间脑(包括丘脑和下丘脑)。脊髓区域的非限

制性实例包括：颈椎、胸椎、腰椎、骶椎和尾椎。在一些实施方式中，可能期望的是本发明的

CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在大脑中表现出广泛的活性。在一些实施

方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在大脑或CNS的所有部分

(泛CNS)中活跃，优选在大脑的所有区域中活跃。在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最

小启动子或合成的CNS特异性启动子在大脑中活跃，但在CNS的其它部分(例如脊髓)中不活

跃。在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在1个、2

个、3个、4个、5个、6个、7个、8个或9个上述大脑区域中活跃。在一些实施方式中，本发明的

CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在大脑的大多数区域中活跃，即9个上述大

脑区域中的至少5个、至少6个、至少7个、至少8个或所有9个。在一些实施方式中，本发明的

CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在4个至6个上述大脑区域中活跃。在一些

实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在2个至4个上述大

脑区域中活跃，例如中脑、颞叶和间脑。在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子

或合成的CNS特异性启动子可在上述大脑区域和脊髓区域中活跃。在一些实施方式中，本发

明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在脊髓中具活跃，但在CNS的其它部分

(例如大脑)中不活跃。在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异

性启动子在1个、2个、3个、4个或5个上述脊髓区域中活跃。在一些实施方式中，本发明的

CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在脊髓的大多数区域中活跃，即5个上述脊

髓区域中的至少3个、至少4个或所有5个。

[0204] 在一些实施方式中，可期望的是本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异

性启动子在CNS的一个区域(适当地在大脑的一个区域中)中表现出主要活性。适当地，可期

望的是本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在大脑的一个区域中表现

出活性，但在大脑或CNS的其余部分中不表现出活性或仅表现出最小活性。在一些实施方式

中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子仅在上述大脑的CNS区域中的

一个区域中(例如中脑)中活跃。在一些优选实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或

合成的CNS特异性启动子在中脑中特异性地活跃(中脑特异性的)。在一个优选实施方式中，

本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在中脑中特异性地活跃(中脑特

异性的)，但在大脑的其它区域不表现出活性或仅表现出最小活性。本发明的CRE、CRM、最小

启动子或合成的CNS特异性启动子可在CNS的各种细胞中活跃。大脑中的主要细胞类型是神

经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞、小胶质细胞和室管膜细胞。可能存在其它细胞类型，特

别是在炎症条件下。在一些实施方式中，启动子在许多不同细胞类型中活跃可能是期望的。

在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在CNS的几乎

所有细胞(例如，神经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞、小胶质细胞、室管膜细胞)中活跃。

在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在来自上述

列出的CNS细胞类型的至少四种CNS细胞类型(例如神经元、星形胶质细胞、小胶质细胞和少

突胶质细胞)中活跃。在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异

说　明　书 55/153 页

65

CN 119677545 A

65



性启动子在来自上述列出的CNS细胞类型的至少三种CNS细胞类型(例如，神经元、星形胶质

细胞和少突胶质细胞)中活跃。在一些实施方式中，可期望的是启动子在有限数量的CNS细

胞类型中活跃，或者在不超过一种CNS细胞类型中活跃。在一些实施方式中，本发明的CRE、

CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在来自上述列出的CNS细胞类型的不超过4种、3

种、2种或1种CNS细胞类型中活跃。在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合

成的CNS特异性启动子在来自上述列出的CNS细胞类型的不超过两种CNS细胞类型(例如，神

经元和少突胶质细胞)中活跃。在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的

CNS特异性启动子在来自上述列出的CNS细胞类型的仅一种CNS细胞类型(例如，神经元)中

活跃。在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在CNS

细胞的特定亚型(例如，多巴胺能神经元)中活跃。在一些特别优选的实施方式中，本发明的

CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在多巴胺能神经元中活跃。在一些优选的

实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在多巴胺能神经元

中活跃，但在其它CNS细胞类型或其它CNS细胞亚型中不活跃。在一些优选的实施方式中，本

发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在GABA能神经元或谷氨酸能神经元

中活跃。在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在特

定类型的CNS细胞或CNS细胞亚型中、以及在大脑的特定区域中活跃。本发明的CRE、CRM、最

小启动子或合成的CNS特异性启动子在CNS以外的组织中可能活跃或可能不活跃。CNS以外

的组织的非限制性实例是：心脏、肝脏、肾脏、骨骼肌和脾脏。适当地，在一些实施方式中，本

发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在CNS以外的组织或细胞中不活跃

或最小地活跃。适当地，在ICV递送中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启

动子在除上述CNS以外的组织中的不超过1个、2个、3个、4个组织中活跃。适当地，在IV递送

中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在上述CNS以外的组织中的不

超过1个、2个、3个、4个组织中活跃。

[0205] 适当地，在一些实施方式中，可期望的是本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的

CNS特异性启动子在CNS中活跃，但在CNS以外的其它组织中也具有活性。适当地，在ICV递送

中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子可以在上述的CNS以外的至少

1个、2个、3个、4个或5个组织中活跃。适当地，在IV递送中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或

合成的CNS特异性启动子可以在上述的CNS以外的至少1个、2个、3个、4个或5个组织中活跃。

[0206] 在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子可

以在CNS和周围神经系统(PNS)中活跃。如果本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特

异性启动子在CNS和PNS中活跃，则本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动

子可被称为神经系统特异性的(NS特异性的)。所述PNS是指大脑和脊髓以外的神经系统的

部分。周围神经系统的非限制性实例包括颅神经、臂丛、胸腹神经、腰丛、骶丛和神经肌肉接

头。在一些实施方式中，可期望的是本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动

子在PNS中表现出广泛的活性。在一些实施方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的

CNS特异性启动子在上述PNS区域中的1个、2个、3个、4个、5个或6个区域中活跃。在一些实施

方式中，本发明的CRE、CRM、最小启动子或合成的CNS特异性启动子在PNS中的大多数区域中

活跃，即在上述PNS的6个区域中的至少4个、至少5个或所有6个区域中活跃。

[0207] CNS特异性启动子可在其它非CNS细胞中表达。然而，其在CNS细胞中、例如在大脑
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和脊髓的神经元细胞以及位于大脑和脊髓中的神经元支持细胞或非神经元细胞中具有更

高的表达程度。例如，与位于CNS以外的细胞相比，在位于CNS中的细胞(包括位于大脑和脊

髓中的神经元和非神经元细胞)中，CNS特异性启动子以更高至少25％、或至少35％、或至少

45％、或至少55％、或至少65％、或至少75％、或至少80％、或至少90％、或至少95％或25％‑

95％之间的任何整数来表达基因。

[0208] 在本发明的进一步方面，提供了表达盒，所述表达盒包含根据本发明的任一方面

的合成的CNS特异性启动子，所述启动子可操作地连接到编码表达产物的序列(适当地为基

因，例如转基因)。在一个实施方式中，提供了表达盒，所述表达盒包含可操作地连接到编码

表达产物的序列(适当地为基因，例如转基因)的CNS‑10、CNS‑11或CNS‑13中的任一个或其

功能变体。

[0209] 在本发明的进一步方面，提供了表达盒，所述表达盒包含可操作地连接到编码表

达产物的序列(适当地为基因，例如转基因)的CNS‑10或其功能变体。

[0210] 在本发明的另一方面，提供了表达盒，所述表达盒包含可操作地连接到编码表达

产物的序列(适当地为基因，例如转基因)的CNS‑11或其功能变体。

[0211] 在本发明的另一方面，提供了表达盒，所述表达盒包含可操作地连接到编码表达

产物的序列(适当地为基因，例如转基因)的CNS‑13或其功能变体。

[0212] 在一些实施方式中，所述转基因为选自于由以下所组成的组中的任何一个基因：

NPC1、EAAT2、NPY、CYP46A1、GLB1、APOE(或APOE2)、HEX、CLN1、CLN2、CLN3、CLN4、CLN5、CLN6、

SUMF1、DCTN1、PRPH、SOD1、NEFH、GBA、IDUA、NAGLU、GUSB、ARSA、MANB、AADC、GDNF、NTN、ASP、

MECP2、PTCHD1、GJB1、UBE3A、HEXA、FXN、MOG和SLC6A3。适当地，在一些实施方式中，所述表达

产物是治疗性表达产物。在一些实施方式中，所述表达产物是报告基因，例如但不限于GFP、

RFP、YFP或荧光素酶。在一些实施方式中，当转基因是GDNF时，所述表达产物是GDNF蛋白。在

一些特别优选的实施方式中，所述转基因是密码子优化的GDNF。在一些实施方式中，所述转

基因是CpG耗竭的GDNF。更优选地，在一些实施方式中，所述转基因是CpG耗竭且密码子优化

的GDNF。

[0213] 在进一步方面中，提供了载体，所述载体包含根据本发明的合成的CNS特异性启动

子或表达盒。在一些实施方式中，所述载体是表达载体。在一些实施方式中，所述载体是病

毒载体。在一些实施方式中，所述载体是基因治疗载体，适当地是AAV载体、腺病毒载体、逆

转录病毒载体或慢病毒载体。在优选的实施方式中，所述载体是AAV载体。

[0214] 在进一步方面中，根据本发明，提供了病毒体(病毒颗粒)，所述病毒体包含病毒载

体。

[0215] 在进一步方面中，提供了药物组合物，所述药物组合物包含根据本发明的合成的

CNS特异性启动子、表达盒、载体或病毒体。

[0216] 在进一步方面中，提供了用于治疗(即，预防或治疗医学病症或疾病)中的根据本

发明的合成的CNS特异性启动子、表达盒、载体、病毒体或药物组合物。适当地，所述病症或

疾病与异常基因表达有关，任选地与CNS中的异常基因表达有关。适当地，所述用途用于基

因治疗，优选用于治疗涉及异常基因表达的疾病。在一些实施方式中，所述疾病是CNS相关

的疾病。CNS相关的疾病包括但不限于多巴胺转运体缺陷综合征(DTDS)、阿尔茨海默病、癫

痫、帕金森病、多发性硬化症、运动神经元疾病和亨廷顿病。在优选的实施方式中，所述疾病
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影响中枢神经系统中的多巴胺能神经元。

[0217] 适当地，所述基因治疗涉及在CNS中表达治疗性表达产物。

[0218] 在进一步方面中，提供了细胞，所述细胞包含如本文所述的合成的CNS特异性启动

子、表达盒、载体或病毒体。在一些实施方式中，所述细胞是真核细胞，可选地是哺乳动物细

胞，可选地是人类细胞。在一些实施方式中，所述细胞是CNS细胞，可选地，其中所述细胞是

人类CNS细胞。适当地，在一些实施方式中，所述CNS细胞是神经元、星形胶质细胞、少突胶质

细胞、小胶质细胞或室管膜细胞。在优选的实施方式中，所述CNS细胞是神经元，甚至更优选

地是多巴胺能神经元。所述合成的CNS启动子或表达盒可以在载体中，或可以在细胞的基因

组中。

[0219] 在进一步方面中，提供了用于制造用来治疗本文所讨论的医学病症或疾病的药物

组合物中的根据本发明的合成的CNS特异性启动子、表达盒、载体或病毒体。在一些实施方

式中，所述疾病是CNS相关疾病。

[0220] 在进一步方面中，提供了在细胞(优选CNS细胞)中表达治疗性转基因的方法，其中

所述方法包括将本文所述的合成的CNS特异性表达盒、载体或病毒体引入细胞中。在一些优

选的实施方式中，所述治疗性转基因是GDNF。

[0221] 在进一步方面中，提供了对有需要的受试者(优选人)进行治疗的方法，所述方法

包括：向有需要的受试者施用如本文所述的表达盒、载体、病毒体或药物组合物，所述表达

盒、载体、病毒体或药物组合物包含编码治疗产品的序列，所述序列与根据本发明的启动子

可操作地连接；以及在所述受试者的CNS中表达治疗量的治疗产品。

[0222] 在一个实施方式中，治疗产品是GDNF蛋白。

[0223] 在一些实施方式中，将本文所述的表达盒、载体、病毒体或药物组合物直接施用到

受试者的CNS中。

[0224] 在一些实施方式中，所述方法进一步包括将本发明的表达盒、载体、病毒体或药物

组合物引入受试者的CNS中，所述表达盒、载体、病毒体或药物组合物包含编码治疗产品的

基因。在一些实施方式中，所述载体是病毒基因治疗载体，优选是AAV载体。

[0225] 在进一步方面中，提供了产生表达产物的方法，所述方法包括：将本发明的合成的

CNS特异性表达盒引入CNS细胞中；以及，使存在于合成的CNS特异性表达盒中的基因进行表

达。

[0226] 所述方法适当地包括在适当的条件下维持所述CNS细胞以表达基因。在培养中，这

可以包括在适当的培养条件下孵育所述细胞或包含所述细胞的组织。表达当然可以是体

外、离体或体内的，例如在受试者的CNS中的一个或多个细胞中。

[0227] 适当地，所述方法包括将合成的CNS特异性表达盒引入CNS细胞中的步骤。本领域

熟知多种转染CNS细胞的方法。转染CNS细胞的优选方法是用包含合成的CNS特异性表达盒

的病毒载体(例如AAV载体)转导细胞。

[0228] CRE及其功能变体

[0229] 本文公开了可用于构建CNS特异性启动子的CRE。适当地，所述CRE是CNS特异性的。

这些CRE通常源自基因组启动子和增强子序列，但它们在本文中用于与它们的天然基因组

环境完全不同的情况中。通常，所述CRE构成更大的基因组调控结构域的小部分，所述调控

结构域控制着它们通常相关的基因的表达。出乎预料地发现，这些CRE(其中许多非常小)可
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以从它们的正常环境中分离并保留CNS特异性调控活性。这是令人惊讶的，因为从基因组中

复杂且“三维”的自然情况中去除调控序列通常导致活性的显著损失，因此没有理由期望给

定的CRE保留从其自然环境中去除后观察到的活性水平。甚至更令人惊讶的是当CRE在AAV

载体中保留CNS特异性活性。尤其是因为AAV载体包含反向末端重复(ITR)，并且与基因组相

比具有不同的DNA结构，并且已知ITR和DNA结构都会影响CRE的活性。应当注意的是本发明

的CRE序列可以被改变而不导致活性的显著损失。可以通过修饰CRE的序列来制备CRE的功

能变体，前提是避免对CRE活性有显著损害的修饰。鉴于本公开中提供的信息，修饰CRE以提

供功能变体是简单的。此外，本公开提供了用于简单评估任何给定的CRE变体的功能性的方

法(参见例如实施例3)。

[0230] 根据本发明的特定CRE的大小是有利的，因为它允许在载体中提供CRE(更具体地

是包含它们的启动子)，同时占用最小量的载体有效载荷(payload)。当将CRE用于容量有限

的载体(例如基于AAV的载体)时，这一点尤其重要。

[0231] 本发明的CRE包含特定的CNS特异性TFBS。通常期望在所述CRE的功能变体中，这些

CNS特异性TFBS保持功能性。技术人员充分意识到，TFBS序列可以变化但保留功能性。鉴于

此，所述TFBS的序列通常由共有序列说明，其中通常存在一定程度的变化。可以使用位置权

重矩阵(PWM)来说明关于TFBS中发生的变异的进一步信息，位置权重矩阵表示在共有序列

的给定位置通常发现的给定核苷酸的频率。TF共有序列和相关位置权重矩阵的详情可在例

如Jaspar或Transfac数据库http://jaspar .genereg .net/和http://gene‑

regulation.com/pub/databases.html中找到。此信息允许技术人员以保留(在一些情况下

甚至增加)CRE功能的方式修饰CRE的任何给定TFBS中的序列。鉴于此，技术人员对如何可以

修饰(同时保持结合期望的TF的能力)任何给定TF的TFBS具有充分的指导；例如，Jaspar系

统将基于其与给定PWM的相似性对假定的TFBS进行评分。此外，可以针对JASPAR数据库中的

所有PWM扫描CRE以识别/分析所有TFBS。技术人员当然可以在文献中找到其它指导，而且，

可以使用常规实验来确认TF与任何变体CRE中的假定TFBS的结合。显然的是，可以在保留功

能的同时对CRE(甚至对CRE中的TFBS)进行显著的序列修饰。本发明的CRE可以与多种合适

的最小启动子或CNS特异性近端启动子结合使用。CRE的功能变体包括与参考CRE元件不同、

但基本保留作为CNS特异性CRE的活性的序列。技术人员将认识到，可以改变CRE的序列，同

时保留其招募合适的CNS特异性转录因子(TF)的能力并从而增强表达。与参考CRE相比，CRE

的功能变体可以包括取代、缺失和/或插入，只要它们不会使CRE基本无功能即可。

[0232] 在一些实施方式中，CRE的功能变体可被视为当在启动子中取代参考CRE时基本保

留其活性的CRE。例如，包含给定CRE的功能变体的CNS特异性启动子优选保留其活性的至少

80％，更优选保留其活性的至少90％，更优选保留其活性的至少95％，还更优选保留其活性

的100％(与包含未修饰的CRE的参考启动子相比)。适当地，CRE的功能变体保留与参考CRE

的显著水平的序列同一性。适当地，功能变体包含与参考CRE至少70％相同的序列，更优选

与参考CRE至少80％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少

96％、至少97％、至少98％或至少99％相同的序列。

[0233] 启动子元件及其功能变体

[0234] 本文公开的一个或多个启动子元件可以是最小启动子或近端启动子。适当地，在

一些实施方式中，所述最小启动子或近端启动子可以是非组织特异性的(或普遍存在的)最
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小启动子或近端启动子。在另一个实施方式中，所述最小启动子或近端启动子可以是CNS特

异性的最小启动子或CNS特异性的近端启动子。虽然本发明的CRE可以与一系列合适的最小

启动子或CNS特异性的近端启动子组合使用，但一些启动子元件与一个或多个CRE协同作

用，以对CNS特异性启动子的活性具有显著贡献。

[0235] 启动子元件的功能变体包括与参考启动子元件不同的序列，但基本上保留了它们

作为启动子元件的活性。本领域技术人员将理解，可以改变启动子元件的序列，同时保留募

集RNA聚合酶II的能力，并在相关情况下结合CNS特异性TF以增强表达。与参考启动子元件

相比，启动子元件的功能变体可以包括取代、缺失和/或插入，前提是所述取代、缺失和/或

插入不会使启动子元件失去功能。

[0236] 在一些实施方式中，当在启动子中取代参考启动子元件时，CRE151的功能变体可

被视为基本上保留其活性的启动子元件。本文公开了用于测定CNS特异性启动子活性的合

适测定法，例如在实施例3中。

[0237] 适当地，启动子元件的功能变体保留了与参考启动子元件显著水平的序列同一

性。适当地，CRE151的功能元件包含与SEQ  ID  NO：190至少70％相同的序列，更优选与SEQ 

ID  NO：190至少80％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少

96％、至少97％、至少98％或至少99％相同的序列。如上所讨论的，CRE151的功能变体基本

上保留了参考启动子元件作为启动子元件的能力。例如，当CRE151的功能变体被替换到包

含参考启动子元件的启动子中时，经修饰的启动子保留其活性的至少80％，更优选保留其

活性的至少90％，更优选保留其活性的至少95％，并且更优选保留其活性的100％。适当地，

CRE151的功能变体包含与SEQ  ID  NO：190具有至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至

少96％、至少97％、至少98％或至少99％同一性的序列。

[0238] 在一些实施方式中，当在启动子中取代参考启动子元件时，CRE527的功能变体可

被视为基本上保留其活性的启动子元件。本文公开了用于测定CNS特异性启动子活性的合

适的测定法，例如在实施例1中。

[0239] 适当地，启动子元件的功能变体保留了与参考启动子元件显著水平的序列同一

性。适当地，CRE527的功能元件包含与SEQ  ID  NO：211至少70％相同的序列，更优选与SEQ 

ID  NO：211至少80％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少

96％、至少97％、至少98％或至少99％相同的序列。如上所讨论的，CRE527的功能变体基本

上保留了参考启动子元件作为启动子元件的能力。例如，当CRE527的功能变体被替换到包

含参考启动子元件的启动子中时，经修饰的启动子保留其活性的至少80％，更优选保留其

活性的至少90％，更优选保留其活性的至少95％，并且更优选保留其活性的100％。适当地，

CRE527的功能变体包含与SEQ  ID  NO：211具有至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至

少96％、至少97％、至少98％或至少99％同一性的序列。

[0240] 活性的保留可以通过比较如下来评估：在参考启动子控制下的适当的报告基因的

表达与在等同条件下的包含取代的启动子元件的另外的相同的启动子。本文公开了用于评

估CNS特异性启动子活性的合适的测定法，例如在实施例3中。

[0241] 本发明中使用的启动子元件可以是天然的(即从天然存在的基因启动子获得或衍

生)或可以是合成的(即非天然存在的)。

[0242] 合成的CNS特异性启动子及其功能变体
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[0243] 参考的合成的CNS特异性启动子的功能变体是包含与参考的合成的CNS特异性启

动子不同的序列但基本保留CNS特异性启动子活性的启动子。本领域技术人员将理解，可以

改变合成的CNS特异性启动子的序列，同时保留其招募合适的CNS特异性转录因子(TF)和招

募RNA聚合酶II的能力以提供可操作地连接的序列(例如开放阅读框)的CNS特异性表达。与

参考启动子相比，合成的CNS特异性启动子的功能变体可以包括取代、缺失和/或插入，前提

是此类取代、缺失和/或插入不会使合成的CNS特异性启动子与参考启动子(例如CNS‑10、

CNS‑11或CNS‑13)相比基本上无功能。

[0244] 因此，在一些实施方式中，根据本发明的启动子的功能变体可被视为基本上保留

参考启动子的CNS特异性启动子活性的变体。例如，根据本发明的启动子的功能变体优选保

留参考启动子活性的至少70％，更优选保留其活性的至少80％，更优选保留其活性的至少

90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、

至少99％，更优选保留其活性的100％。

[0245] 在一些实施方式中，CNS‑10的功能变体可被视为基本上保留参考启动子的CNS特

异性启动子活性的变体。例如，CNS‑10的功能变体优选保留参考启动子活性的至少70％，更

优选保留其活性的至少80％，更优选保留其活性的至少90％、至少91％、至少92％、至少

93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％，更优选保留其活性的

100％。

[0246] 在一些实施方式中，CNS‑11的功能变体可被视为基本上保留参考启动子的CNS特

异性启动子活性的变体。例如，CNS‑11的功能变体优选保留参考启动子活性的至少70％，更

优选保留其活性的至少80％，更优选保留其活性的至少90％，更优选保留其活性的至少

95％，还更优选保留其活性的至少100％。

[0247] 在一些实施方式中，CNS‑13的功能变体可被视为基本上保留参考启动子的CNS特

异性启动子活性的变体。例如，CNS‑13的功能变体优选保留参考启动子活性的至少70％，更

优选保留其活性的至少80％，更优选保留其活性的至少90％，更优选保留其活性的至少

95％，还更优选保留其活性的至少100％。

[0248] 合成的CNS特异性启动子的功能变体通常保留与参考的合成的CNS特异性启动子

显著水平的序列相似性。

[0249] 因此，在一些实施方式中，根据本发明的合成的CNS特异性启动子的功能变体可被

视为基本上保留参考启动子的CNS特异性启动子活性的变体。例如，根据本发明的合成的

CNS特异性启动子的功能变体优选保留参考启动子活性的至少70％，更优选保留其活性的

至少80％，更优选保留其活性的至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％，更优选保留其活性的100％。

[0250] 适当地，在一个实施方式中，CNS‑10、CNS‑11或CNS‑13中的任一个的功能变体与

SEQ  ID  NO：187、SEQ  ID  NO：188或SEQ  ID  NO：189中的任一个至少60％、至少65％、至少

70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、

至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％相同。

[0251] 在一些实施方式中，CNS‑10的功能变体包含与参考的合成的CNS特异性启动子至

少70％相同的序列，更优选与参考的合成的CNS特异性启动子至少80％、至少90％、至少

91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％
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相同的序列。适当地，CNS‑10的功能变体包含与SEQ  ID  NO：187至少70％相同的序列，更优

选与SEQ  ID  NO：187至少80％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少

99％相同的序列。

[0252] 在一些实施方式中，CNS‑11的功能变体包含与参考的合成的CNS特异性启动子至

少70％相同的序列，更优选与参考的合成的CNS特异性启动子至少80％、至少90％、至少

91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％

相同的序列。适当地，CNS‑11的功能变体包含与SEQ  ID  NO：188至少70％相同的序列，更优

选与SEQ  ID  NO：188至少80％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少

99％相同的序列。

[0253] 在一些实施方式中，CNS‑13的功能变体包含与参考的合成的CNS特异性启动子至

少70％相同的序列，更优选与参考的合成的CNS特异性启动子至少80％、至少90％、至少

91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％

相同的序列。适当地，CNS‑11的功能变体包含与SEQ  ID  NO：189至少70％相同的序列，更优

选与SEQ  ID  NO：189至少80％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％相同的序列。

[0254] 功能变体中的活性可以通过比较如下来评估：在参考的合成的CNS特异性启动子

控制下的适当的报告基因的表达来与在等同条件下的推定的功能变体。本文公开了用于评

估CNS特异性启动子活性的合适的测定法，例如在实施例3中。

[0255] 给定的合成的CNS特异性启动子的功能变体可包含一个或多个CRE的功能变体和/

或参考的合成的CNS特异性启动子中存在的启动子元件的功能变体。CNS‑10的功能变体可

以包括CRE00010的功能变体和/或CRE151的功能变体。CNS‑11的功能变体可以包括

CRE00011的功能变体和/或CRE151的功能变体。CNS‑13的功能变体可以包括CRE00010的功

能变体和/或CRE527的功能变体。

[0256] 给定的合成的CNS特异性启动子的功能变体可包含除参考的合成的CNS特异性启

动子中存在的那些以外的一个或多个额外的CRE。这些额外的CRE可以是本文公开的CRE，也

可以是其它CRE。

[0257] 与参考的合成的CNS特异性启动子相比，给定的合成的CNS特异性启动子的功能变

体可包含一个或多个额外的调控元件。例如，它们可以包含诱导元件、内含子元件、边界控

制元件(a  boundary  control  element)、绝缘子(an  insulator)、基因座控制区、应答元

件、结合位点、末端重复片段、应答位点、稳定元件、去稳定元件和剪接元件等，前提是它们

不会使启动子实质上无功能。功能变体还可以包括5′UTR序列。

[0258] 给定的合成的CNS特异性启动子的功能变体可包含相邻的CRE之间和/或CRE与启

动子元件之间的额外的间隔区。

[0259] 本发明优选的合成的CNS特异性启动子表现出CNS特异性启动子活性，其为CNS细

胞中的Synapsin‑1、Camk2a、GFAP、MBP、IBA1或NSE启动子的活性的至少15％、至少20％、至

少25％、至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少

100％、至少125％、至少150％、至少175％、至少200％、至少300％或至少400％。在一些实施

方式中，本发明的合成的CNS特异性启动子表现出CNS特异性启动子活性，其为人TH启动子

的活性的至少15％、至少20％、至少25％、至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至少
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70％、至少80％、至少90％、至少100％、至少125％、至少150％、至少175％或至少200％。在

一些实施方式中，本发明的合成的CNS特异性启动子适合于以如下水平促进CNS特异性转基

因表达，其为CNS细胞中的Synapsin‑1、Camk2a、GFAP、MBP、IBA1或NSE启动子的活性的至少

100％，优选为Synapsin‑1、Camk2a、GFAP、MBP、IBA1或NSE启动子中的任一个的活性的

150％、200％、300％或500％。

[0260] 在一些实施方式中，本发明的合成的CNS特异性启动子适合于以如下水平促进CNS

特异性转基因表达，其为人TH启动子的活性的至少100％，优选为人TH启动子的活性的

150％或200％。在许多情况下，优选较高水平的启动子活性，但情况并非总是如此；因此，在

一些情况下，可能优选更适中的表达水平。在一些情况下，可能优选更适中的表达水平，例

如，为了防止毒性或蛋白质积累。当以其它方面等同的表达构建体并在等同条件下提供如

下两种启动子时，可以通过比较在合成的CNS特异性启动子控制下的报告基因的CNS特异性

表达与在参考启动子控制下的相同报告基因的表达来评估与参考启动子(例如对照启动

子)相比的本发明的给定的合成的CNS特异性启动子的活性。

[0261] 在一些实施方式中，相对于已知的CNS特异性启动子(适当地为Synapsin‑1、

Camk2a、GFAP、MBP、IBA1或NSE)，本发明的合成的CNS特异性启动子能够使受试者的CNS中或

CNS细胞中的基因(例如治疗基因或目的基因)的表达增加至少20％、至少40％、至少60％、

至少80％、至少100％、至少200％、至少300％、至少500％、至少1000％或更多。在另一实施

方式中，本发明的合成的CNS特异性启动子能够增加基因(例如治疗基因或感兴趣的基因)

在受试者的神经元(适当地为多巴胺能神经元)中的表达，相对于人TH启动子增加至少

20％、至少40％、至少60％、至少80％、至少100％、至少200％、至少300％或更多。在优选的

实施方式中，本发明的合成的CNS特异性启动子能够增加基因(优选转基因)在神经元(可选

地为多巴胺能神经元)中的表达。

[0262] 本发明的优选的合成的CNS特异性启动子在非CNS细胞(例如HEK293细胞)中表现

出活性，其与CMV‑IE相比为50％或更低，优选比起CMV‑IE为25％或更低，更优选比起CMV‑IE

为10％或更低，并且在一些情况下比起CMV‑IE为5％或更低，或比起CMV‑IE为1％或更低。在

一些实施方式中，如果相比于在非CNS细胞或组织中，启动子在CNS中更活跃，则该启动子是

CNS特异性的。本发明的启动子可以在所有类型的CNS细胞(神经元、星形胶质细胞、少突胶

质细胞、小胶质细胞和室管膜细胞)中活跃。在一些实施方式中，相比于在CNS的其它细胞

(例如小胶质细胞、星形胶质细胞、室管膜细胞和少突胶质细胞)中，本发明的合成的CNS特

异性启动子在神经元中更活跃。在优选的实施方式中，相比于在CNS的其它细胞(例如小胶

质细胞、星形胶质细胞、室管膜细胞和少突胶质细胞)中，合成的CNS特异性启动子在多巴胺

能神经元中更活跃。

[0263] 技术人员将理解，本发明的合成的CNS特异性启动子的活性可能因向受试者施用

的途径而异。适当地，在一些实施方式中，当脑室内(ICV)递送时，相比于在CNS的其它细胞

中，所述合成的CNS特异性启动子在多巴胺能神经元中更活跃。或者，在一些实施方式中，当

静脉内(IV)递送时，相比于在CNS的其它细胞中，所述合成的CNS特异性启动子在多巴胺能

神经元中更活跃。适当地，在一个实施方式中，当通过ICV或IV递送而施用时，包含根据SEQ 

ID  NO：187中的任一个的序列或其功能变体、或由根据SEQ  ID  NO：187中的任一个的序列或

其功能变体组成的CNS特异性启动子在多巴胺能神经元中活跃。在一个实施方式中，当通过
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ICV或IV递送而施用时，包含根据SEQ  ID  NO：188中的任一个的序列或其功能变体、或由根

据SEQ  ID  NO：188中的任一个的序列或其功能变体组成的CNS特异性启动子在多巴胺能神

经元中活跃。或者，在一个实施方式中，当通过ICV递送而施用时，包含根据SEQ  ID  NO：189

中的任一个的序列或其功能变体、或由根据SEQ  ID  NO：189中的任一个的序列或其功能变

体组成的CNS特异性启动子在多巴胺能神经元中活跃。

[0264] 本发明的合成的CNS特异性启动子可以在CNS的特定区域、特定CNS细胞或CNS细胞

亚型或两者中活跃。在一些实施方式中，本发明的合成的CNS特异性启动子可以在CNS的所

有区域内的特定CNS细胞类型(例如神经元)中活跃。在其它实施方式中，本发明的合成的

CNS特异性启动子可以在CNS的不超过一个区域(例如中脑)内的特定CNS细胞类型(例如神

经元)中活跃。在一些实施方式中，本发明的合成的CNS特异性启动子可以在CNS的所有区域

中的所有CNS细胞中活跃。在一些实施方式中，本发明的合成的CNS特异性启动子可以在CNS

的不超过一个区域(例如中脑)中活跃。适当地，在一些实施方式中，本发明的合成的CNS特

异性启动子可以仅在中脑的多巴胺能神经元中活跃。

[0265] 预期CNS‑10和CNS‑13在多巴胺能神经元中特别活跃。预期CNS‑11在内侧内嗅皮层

中特别活跃。这已在初步体内实验中得到证实，籍此以CNS‑10、CNS‑11和CNS‑13主要观察到

神经元趋向性。具体而言，CNS‑10和CNS‑13示出混合神经元和最小星形胶质细胞表达。

[0266] 本公开的各方面涉及包含多于一个的启动子(例如，2个、3个、4个、5个以上的启动

子)的分离的核酸。例如，在具有包含编码蛋白质的第一区域和编码抑制性RNA(例如miRNA)

的第二区域的转基因的构建体的背景下，可能期望使用第一启动子序列(例如，可操作地连

接至蛋白质编码区的第一启动子序列)驱动蛋白质编码区的表达，并用第二启动子序列(例

如，可操作地连接至抑制性RNA编码区的第二启动子序列)驱动抑制性RNA编码区的表达。一

般来说，第一启动子序列和第二启动子序列可以是相同的启动子序列或不同的启动子序

列。在一些实施方式中，第一启动子序列(例如，驱动蛋白质编码区表达的启动子)是RNA聚

合酶III(polIII)启动子序列。polIII启动子序列的非限制性实例包括U6和HI启动子序列。

在一些实施方式中，第二启动子序列(例如，驱动抑制性RNA表达的启动子序列)是RNA聚合

酶II(polII)启动子序列。polII启动子序列的非限制性实例包括T7、T3、SP6、RSV和巨细胞

病毒启动子序列。在一些实施方式中，polIII启动子序列驱动抑制性RNA(例如miRNA)编码

区的表达。在一些实施方式中，polII启动子序列驱动蛋白质编码区的表达。

[0267] 在一些实施方式中，所述核酸包含编码蛋白质的转基因。所述蛋白质可以是治疗

性蛋白质(例如，对治疗或预防哺乳动物受试者中的疾病状态有用的肽、蛋白质或多肽)或

报告蛋白。在一些实施方式中，所述蛋白是CYP46A1。在一些实施方式中，所述蛋白是人

CYP46A1。在一些实施方式中，所述蛋白编码SEQ  ID  NO：2或包含SEQ  ID  NO：2的蛋白。在一

些实施方式中，所述蛋白编码与SEQ  ID  NO：2具有至少80％、至少85％、至少90％、至少

95％、至少98％的序列同一性的蛋白。在一些实施方式中，所述治疗性蛋白对于治疗或预防

亨廷顿病是有用的，例如聚谷氨酰胺结合肽1(QBP1)、PTD‑QBP1、ED11、C4胞内抗体、VL12.3

胞内抗体、MW7胞内抗体、Happ1抗体、Happ3抗体、mEM48胞内抗体、特定单克隆抗体(例如

1C2)、以及肽P42及其变体，如在Marelli等(2016)Orphanet  Journal  of  Rare  Disease 

11：24；doi：10.1186/s  13023‑016‑0405‑3中所述的。在一些实施方式中，治疗性蛋白是野

生型亨廷顿蛋白(例如，具有包含少于36个重复序列的PolyQ重复区的亨廷顿蛋白)。
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CYP46A1

[0268] 胆固醇24‑羟化酶是由CYP46A1基因编码的神经元酶。它将胆固醇转化为24‑羟基

胆固醇，并且在胆固醇从大脑的流出中具有关键作用(Dietschy，J.M.等，2004)。大脑胆固

醇基本上是原位产生的，但不能被降解，且完整的血脑屏障限制了胆固醇从大脑的直接运

输(Dietschy，J.M.等，2004)。24‑羟基胆固醇能够穿过细胞质膜和血脑屏障，并到达肝脏，

它在那里被降解。

[0269] CYP46A1在HD的细胞模型中是神经保护性的(参见例如WO2012/049314)。此外，在

R6/2转基因HD小鼠模型的纹状体(该疾病中更为脆弱的大脑结构)中CYP46A1mRNA减少。

[0270] 在AD的早期阶段，CSF中和外周循环中的24‑羟基胆固醇的浓度高。在AD的晚期阶

段，24‑羟基胆固醇的浓度可能降低，其可能反映了神经元损失(Kolsch，H .等，2004)。

CYP46A1在AD患者大脑中的神经炎性斑的淀粉样核心的周围表达(Brown，J .等，第三版，

2004)。

[0271] 由CYP46A1编码的胆固醇24‑羟化酶的激动作用在CNS疾病的小鼠模型中提供了神

经病理学的显著减少和认知缺陷的改善。例如，在亨廷顿病模型中，CYP46A1与ExpHtt的共

同表达促进了ExpHtt团聚体形成的强烈且显著的降低(58％比起27 .5％) (WO2012/

049314)。(另外参见国际专利公开WO2009/034127；将其通过引用的方式以其整体并入本

文)。本文所述的方法涉及CYP46A1的激动作用与施用靶向特定其它靶标的miRNA的结合。例

如，所述方法可以涉及施用病毒载体来治疗神经系统疾病或紊乱，其中所述载体在中枢神

经系统的细胞中表达CYP46A1。

[0272] 在一些实施方式中，本文描述了用于治疗神经系统疾病或紊乱的病毒载体，所述

载体包含编码胆固醇24‑羟化酶的核酸。在一些实施方式中，所述病毒载体包含编码氨基酸

序列SEQ  ID  NO：2的核酸序列。在一些实施方式中，所述病毒载体包含编码与SEQ  ID  NO：2

具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少98％或更多的序列同一性的氨基酸序

列的核酸序列。在一些实施方式中，所述病毒载体包含与SEQ  ID  NO：1具有至少80％、至少

85％、至少90％、至少95％、至少98％或更多的序列同一性的序列。在一些实施方式中，所述

病毒载体包含SEQ  ID  NO：1的序列。在一些实施方式中，所述病毒载体可以是腺相关病毒

(AAV)载体。

[0273] CY46A1及其治疗用途(例如，用于阿尔茨海默病、ALS和共济失调)的进一步描述在

本领域中进行了说明(例如，在WO  2012/049314、WO  2009/034127、WO  2018/138371和

WO2020/089154中)。在其中描述的序列、方法和组合物可以在本文所述的方法和组合物中

使用。将前述参考文献都通过引用的方式以其整体并入本文。术语“基因”是指含有至少一

个开放阅读框的多核苷酸，其能够在被转录或翻译后编码特定的多肽或蛋白质。

[0274] 术语“编码序列”或“编码特定蛋白质的序列”表示当置于适当的调控序列的控制

下时在体外或体内被转录(在DNA的情况下)和翻译(在mRNA的情况下)成多肽的核酸序列。

编码序列的边界由5′(氨基)末端的起始密码子和3′(羧基)末端的翻译终止密码子确定。编

码序列可以包括但不限于来自原核生物或真核生物mRNA的cDNA、来自原核生物或真核生物

DNA的基因组DNA序列、甚至合成的DNA序列。

[0275] 在Genbank登录号NM_006668(SEQ  ID  NO：1)中公开了CYP46A1的cDNA序列。在SEQ 

ID  NO：2中示出了氨基酸序列。本发明利用包含序列SEQ  ID  NO：1或其变体的核酸构建体来
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治疗神经系统疾病或紊乱。所述变体包括例如由于个体之间的等位基因变体(例如，多态

性)、可选择的剪接形式等而来的天然存在的变体。术语变体还包括来自其它来源或有机体

的CYP46A1基因序列。变体优选与SEQ  ID  NO：1和/或SEQ  ID  NO：2基本上同源，即表现为与

SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：2通常具有至少约75％、优选至少约85％、更优选至少约90％、更

优选至少约95％的核苷酸序列同一性的核苷酸序列。在一些实施方式中，所述核酸构建体

包含与SEQ  ID  NO：1具有至少95％序列同一性并保留了SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：2的活性

(例如，将胆固醇转化为24‑羟基胆固醇的能力)的序列。CYP46A1基因的变体还包括在严格

的杂交条件下杂交至如以上定义的序列(或其互补链)的核酸序列。通常的严格杂交条件包

括温度高于30℃、优选高于35℃、更优选超过42℃，和/或盐度低于约500mM、优选低于

200mM。杂交条件可由技术人员通过修改温度、盐度和/或其它试剂(例如SDS、SSC等)的浓度

来调整。

[0276] 在一个实施方式中，所述CYP46A1是经密码子优化的CYP46A1。本文预期使用的示

例性的经密码子优化的CYP46A1以SEQ  ID  NO：109和SEQ  ID  NO：110提供。在一些实施方式

中，所述病毒载体包含编码SEQ  ID  NO：109的氨基酸序列的核酸序列。在一些实施方式中，

所述病毒载体包含编码与SEQ  ID  NO：109具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至

少98％或更多序列同一性的氨基酸序列的核酸序列。在一些实施方式中，所述病毒载体包

含SEQ  ID  NO：110的核酸序列。在一些实施方式中，所述病毒载体包含与SEQ  ID  NO：110的

序列具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少98％或更多序列同一性的核酸序

列。

[0277] 在一个实施方式中，所述CYP46A1核酸序列是经密码子优化的，即经密码子优化的

变体。在一个实施方式中，所述野生型CYP46A1核酸序列(例如，SEQ  ID  NO：1)是经密码子优

化的，即经密码子优化的变体。本领域已知的密码子优化的示例性方法在下文中描述。在一

个实施方式中，利用多于一种的密码子优化方法。例如，所述CYP46A1核酸序列被修饰以具

有减少的CpG基序和增加的GC含量。

[0278] 例如，通常出现在CYP46A1核酸序列中转录起始位点处或附近的至少一个或多个

CpG岛(胞嘧啶碱基后紧接着鸟嘌呤碱基(CpG)，其中胞嘧啶以这种排列倾向于甲基化)被删

除和/或取代。在一个实施方式中，CpG岛的数量减少或缺失可以增强体内表达或降低转基

因的固有免疫应答。在一个实施方式中，至少1个CpG基序被删除和/或取代，例如，至少1个、

2个、3个、4个、5个或更多个CpG基序被删除和/或取代。在一个实施方式中，所述野生型

CYP46A1核酸序列被优化为包含0％的CpG。在一个实施方式中，所述野生型CYP46A1核酸序

列被优化为包含存在于野生型CYP46A1核酸序列中的不超过10％的CpG，或不超过20％的

CpG，或不超过30％的CpG，或不超过40％的CpG，或不超过50％的CpG，或不超过60％的CpG，

或不超过70％的CpG，或不超过80％的CpG，或不超过90％的CpG。下表23中描述了引起CpG岛

的移除的对野生型CYP46A1核酸序列(SEQ  ID  NO：1)的示例性修饰。

[0279] 或者，可以通过编辑核酸以移除替代性阅读框来实现密码子优化。在一个实施方

式中，替代性阅读框的缺失可以增强体内表达或降低转基因的固有免疫应答。在一个实施

方式中，至少1个替代性阅读框(例如，至少2个、至少3个或更多个替代性阅读框)被删除。下

表23中描述了引起替代性阅读框的移除的对野生型CYP46A1核酸序列(SEQ  ID  NO：1)的示

例性修饰。
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[0280] 在各种实施方式中，所述CYP46A1核酸序列通过增加总GC含量(即整个编码序列中

鸟嘌呤和胞嘧啶的百分比)进行密码子优化；移除隐藏的剪接供体或受体位点；和/或添加

或移除核糖体进入和/或起始位点(例如Kozak序列)。

[0281] 在一个实施方式中，所述野生型CYP46A1核酸(例如，SEQ  ID  NO：1)通过包含下表

23中提供的至少一个修饰进行密码子优化。表23中描述的“新元件”意在是示例性的，而不

是限制性的。例如，如表23中所描述的T222可被替换为“A”。然而，T22也可被替换为“G”或

“C”，并且每个修饰都可引起替代性阅读框架的移除。在一个实施方式中，所述野生型

CYP46A1核酸(例如，SEQ  ID  NO：1)通过包括下表23中提供的至少两个或更多个修饰来进行

密码子优化。

[0282] 在一个实施方式中，通过修饰野生型CYP46A1核酸的非翻译区，对所述野生型

CYP46A1核酸(例如，SEQ  ID  NO：1)进行密码子优化。

[0283] 在一个实施方式中，所述CYP46A1蛋白由经密码子优化的CYP46A1核酸序列编码，

例如，用于以下中的任何一个或多个：(1)增强体内表达，(2)减少CpG岛或(3)降低固有免疫

应答。

[0284] 在一些实施方式中，所述经密码子优化的CYP46A1变体相对于所述野生型CYP46A1

表现出增强的长期表达，例如至少1个月、至少2个月、至少3个月、至少4个月、至少5个月、至

少6个月、至少7个月、至少8个月、至少9个月、至少10个月、至少11个月、至少1年、至少2年、

至少3年、至少4年或至少5年的时间段。

[0285] 在一些实施方式中，所述经密码子优化的CYP46A1变体表现出相对于所述野生型

CYP46A1降低的免疫应答。

[0286] 在一些方面，编码CYP46A1和/或CYP46A1变体的rAAV是使用缺乏细菌骨架序列的

闭合线性DNA分子产生的。

[0287] 在一个方面，本文提供了组合物，所述组合物包含分离的核酸，所述分离的核酸包

含与SEQ  ID  NO：110至少80％相同(例如至少85％、至少90％、至少95％、至少98％、至少

99％或100％相同)的序列。在一个方面，本文提供了组合物，所述组合物包含重组病毒载

体，所述重组病毒载体包含分离的核酸，所述分离的核酸包含与SEQ  ID  NO：110至少80％相

同(例如至少85％、至少90％、至少95％、至少98％、至少99％或100％相同)的序列。在一些

实施方式中，与SEQ  ID  NO：1相比，编码CYP46A1蛋白的分离的核酸包含SEQ  ID  NO：110的至
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少1个、至少2个、至少3个、至少4个、至少5个、至少6个、至少7个、至少8个、至少9个、至少10

个、至少11个、至少12个、至少13个、至少14个或至少15个突变。前述组合物可用于例如在不

存在施用的miRNA的情况下治疗如本文所述的神经系统疾病或紊乱。

[0288] SEQ  ID  NO：1  CYP46A1  mRNA
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[0289] SEQ  ID  NO：2  CYP46A1氨基酸序列
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载体

[0290] 在不希望受到任何特定理论的约束的情况下，与非等位基因特异性沉默(例如，野

生型和突变型HTT等位基因的沉默)相比，由于在细胞中保留了野生型表达和功能，致病基

因(例如突变亨廷顿(HTT))的等位基因特异性沉默可在受试者中提供改善的安全性。例如，

本发明的各方面涉及发明人的认识和理解：引入了以非等位基因特异性的方式靶向HTT基

因的一个或多个抑制性RNA(例如miRNA)序列、同时驱动硬化的野生型HTT基因(未被miRNA

靶向的野生型HTT基因)的表达的分离的核酸和载体能够实现伴随突变型HTT敲低(例如在

CNS组织中)，并且野生型HTT的表达增加。一般来说，编码内源性野生型和突变型HTT  mRNA

的核酸与编码“硬化”的野生型HTT  mRNA的转基因的核酸的序列是足够不同的，其使得“硬

化”的野生型HTT转基因mRNA不被所述一个或多个抑制性RNA(例如miRNA)所靶向。例如，这

可以通过向所述HTT转基因序列中引入一个或多个沉默突变，使得其编码与内源性野生型

HTT基因相同的蛋白质但具有不同的核酸序列来实现。在这种情况下，所述外源性mRNA可被

称为“硬化”的。或者，所述抑制性RNA(例如miRNA)可以靶向内源性野生型HTT  mRNA的5′和/

或3′非翻译区。这些5′和/或3′区域可以之后在转基因mRNA中被移除或替换，使得所述转基

因mRNA不被一个或多个抑制性RNA所靶向。

[0291] 可在转基因中提供的报告序列(例如，编码报告蛋白的核酸序列)包括但不限于编

码β‑内酰胺酶、β‑半乳糖苷酶(LacZ)、碱性磷酸酶、胸苷激酶、绿色荧光蛋白(GFP)、氯霉素

乙酰转移酶(CAT)、荧光素酶和本领域众所周知的其它项的DNA序列。当与驱动它们表达的

调控元件相联系时，所述报告序列提供可通过常规手段(包括：酶法、射线照相法、比色法、

荧光法或其它光谱法测定，荧光激活细胞分选测定和免疫学测定(包括酶联免疫吸附测定

(ELISA)、放射免疫测定(RIA)和免疫组织化学))检测的信号。例如，当标记序列是LacZ基因

时，通过对β‑半乳糖苷酶活性的测定来检测携带所述信号的载体的存在。当所述转基因是

绿色荧光蛋白或荧光素酶时，可通过光度计中的颜色或光的产生可视化测量携带所述信号

的载体。例如，此类报告子可用于验证核酸的组织特异性靶向能力和组织特异性启动子调

控活性。重组腺相关病毒(rAAV)。

[0292] 在一些实施方式中，所述载体是腺相关病毒(AAV)或重组AAV。在一些方面，本公开

提供了分离的AAV。如本文中关于AAV所使用，术语“分离的”是指已经人工产生或获得的

AAV。可以使用重组方法生产分离的AAV。此类AAV在本文中被称为“重组AAV”。重组AAV

(rAAV)优选具有组织特异性靶向能力，使得所述rAAV的转基因和/或核酸酶将被特异性地

递送至一个或多个预先确定的组织。AAV衣壳是确定这些组织特异性的靶向能力的重要元
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件。因此，可以选择具有适合于被靶向组织的衣壳的rAAV。

[0293] 优选将AAV载体用作自互补双链AAV载体(scAAV)，以克服AAV转导中的限制步骤之

一(即单链到双链AAV的转换)，尽管本文也涵盖使用单链AAV载体(ssAAV)。在本发明的一些

实施方式中，所述AAV载体是嵌合的，意味着它包含来自至少两种AAV血清型的成分，例如

AAV2的ITR和AAV5的衣壳蛋白。已知AAV9特别有效地转导CNS细胞和组织，并且因此AAV9及

其衍生物对于靶向CNS细胞和组织是特别令人感兴趣的。已知AAV2g9特别有效地转导CNS细

胞和组织，并且因此AAV2g9及其衍生物对于靶向CNS细胞和组织是特别令人感兴趣的。已知

AAVrh10特别有效地转导CNS细胞和组织，并且因此AAVrh10及其衍生物对于靶向CNS细胞和

组织是特别令人感兴趣的。AAVrh10是特别优选的，因为已经发现AAVrh10的全身性或静脉

内递送在中枢神经系统中提供高的转基因表达，如在(Tanguy等人，2015)中所述，其通过引

用并入本文。已知AAVDJ8特别有效地转导CNS细胞和组织，并且因此AAVDJ8及其衍生物对于

靶向CNS细胞和组织是特别令人感兴趣的。AAVDJ8是优选的，因为已显示出它有效地靶向大

脑的多个区域并有效地靶向星形胶质细胞，如在(Hammond等人，2017)中所述，其通过引用

并入本文。还已知AAV1、AAV2、AAV4、AAV5和AAV8靶向CNS细胞和组织，并且因此对于靶向CNS

细胞和组织而言，这些AAV血清型及其衍生物也特别令人感兴趣。AAV‑PHP.eB也是特别令人

感兴趣的，因为已知它有效地穿过血脑屏障(Mathiesen等人，2020)。

[0294] 获得具有期望的衣壳蛋白的重组AAV的方法在本领域中是众所周知的。(参见例如

US  2003/0138772)，将其内容通过引用的方式以其整体并入本文)。通常，所述方法涉及培

养宿主细胞，所述宿主细胞含有编码AAV衣壳蛋白的核酸序列；功能性rep基因；由AAV反向

末端重复(ITR)和转基因构成的重组AAV载体；以及足够的辅助功能以允许将重组AAV载体

包装在AAV衣壳蛋白内。在一些实施方式中，衣壳蛋白是由AAV的cap基因编码的结构蛋白。

AAV包含三种衣壳蛋白，病毒粒子蛋白1至病毒粒子蛋白3(命名为VP  1、VP2和VP3)，它们所

有都通过选择性剪接从单个cap基因转录而来。在一些实施方式中，VP1、VP2和VP3的分子量

分别为约87kDa、约72kDa和约62kDa。在一些实施方式中，在翻译时，衣壳蛋白在病毒基因组

周围形成球形的60‑mer蛋白壳。在一些实施方式中，衣壳蛋白的功能是保护病毒基因组，递

送基因组并与宿主相互作用。在一些方面，衣壳蛋白以组织特异性的方式将病毒基因组递

送至宿主。

[0295] 在一些实施方式中，重组AAV(rAAV)衣壳蛋白具有选自于由以下所组成的组中的

AAV血清型：AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV8、AAVrh8、AAVrh10、AAV2G9、AAV2.5G9、AAV9、

AAVDJ8、AAV‑PHP.eB和AAV10。在一些实施方式中，AAV衣壳蛋白具有源自非人类灵长类动物

的血清型，例如AAVrh10血清型。在一些实施方式中，AAV衣壳蛋白具有AAV9血清型。在一些

实施方式中，所述衣壳蛋白是AAV1、AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、

AAVrh10、AAV11、AAV12或AAV13衣壳蛋白或其嵌合体。在一些实施方式中，所述rAAV包含来

自血清型AAV1、AAV2、AAV3a、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV2G9、AAV2.5G9、

AAVrh8、AAVrh10、AAVrh74、AAV10或AAV11的衣壳蛋白或其嵌合体。在特定实施方式中，所述

rAAV包含如WO2017/212019中公开的经化学修饰的衣壳，例如，甘露糖配体与AAV2化学偶

联。WO2017/212019中公开的具有化学修饰衣壳的rAAV以引用的方式以其整体并入本文中。

作为进一步实施方式，本发明的AAV衣壳蛋白和病毒衣壳可以是多倍体(也称为合理单倍

体)，因为它们可以在单个AAV衣壳中包含VP1、VP2和VP3  AAV血清型的不同组合，如PCT/
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US18/22725、PCT/US2018/044632或US10,550,405中所述，将其以引用的方式并入本文中。

[0296] 在一个实施方式中，AAV是AAV9或其衍生物。

[0297] 在一个实施方式中，AAV是AAVrh10或其衍生物。

[0298] 在另一个实施方式中，AAV是AAV‑PHP.eB或其衍生物。

[0299] 待在宿主细胞中培养以将rAAV载体包装在AAV衣壳中的成分可以以反式提供给宿

主细胞。或者，任何一个或多个所需成分(例如，重组AAV载体、rep序列、cap序列和/或辅助

功能)可由稳定的宿主细胞提供，已使用本领域技术人员已知的方法将所述稳定的宿主细

胞工程化为含有所需成分中的一个或多个。最合适地，此类稳定的宿主细胞将含有在诱导

型启动子的控制下的所需成分。然而，所需成分可在组成型启动子的控制下。在对适合与转

基因一起使用的调控元件的讨论中，本文提供了合适的诱导型和组成型启动子的例子。在

又一可选方式中，选定的稳定宿主细胞可含有在组成型启动子控制下的选定成分和在一个

或多个诱导型启动子控制下的其它选定成分。例如，可生成稳定的宿主细胞，所述细胞来源

于293细胞(其含有在组成型启动子的控制下的E1辅助功能)，但其含有在诱导型启动子的

控制下的rep和/或cap蛋白。其它稳定的宿主细胞可由本领域的技术人员生成。在一些实施

方式中，本公开涉及含有核酸的宿主细胞，所述核酸包含编码蛋白质(例如野生型亨廷顿蛋

白，任选“硬化的”野生型亨廷顿蛋白)的编码序列。在一些实施方式中，本公开涉及包含上

述宿主细胞的组合物。在一些实施方式中，包含上述宿主细胞的组合物进一步包含冷冻保

护剂。

[0300] 可使用任何适当的基因元件(载体)将生产本公开的rAAV所需的重组AAV载体、rep

序列、cap序列和辅助功能递送至包装宿主细胞。可通过任何合适的方法(包括本文所述的

那些方法)递送选定的基因元件。用于构建本公开的任何实施方式的方法是核酸操作领域

的技术人员已知的，并包括基因工程、重组工程和合成技术。参见例如Sambrook等，

Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual，Cold  Spring  Harbor  Press，Cold  Spring 

Harbor，N.Y.。相似地，生成rAAV病毒体的方法是众所周知的，并且合适方法的选择不是对

本公开的限制。参见例如K.Fisher等，J .Viro1 .，70：520‑532(1993)和美国专利号5,478,

745。

[0301] 在一些实施方式中，可使用三重转染方法(在美国专利号6,001，650中详细描述)

生产重组AAV。通常，重组AAV通过用待包装成AAV颗粒的重组AAV载体(包含转基因)、AAV辅

助功能载体和附属功能载体(an  accessory  function  vector)转染宿主细胞来生产。AAV

辅助功能载体编码“AAV辅助功能”序列(即rep和cap)，其以反式起作用，用于富有成效的

AAV复制和衣壳化。优选地，AAV辅助功能载体支持高效的AAV载体生产，而不产生任何可检

测的野生型AAV病毒体(即含有功能性rep和cap基因的AAV病毒体)。适合与本公开一起使用

的载体的非限制性例子包括pHLP19(在美国专利号6,001,650中描述)和pRep6cap6载体(在

美国专利号6,156,303中描述)，将二者的全部内容通过引用并入本文。附属功能载体编码

AAV复制所依赖的非AAV来源的病毒和/或细胞功能(即“附属功能”)的核苷酸序列。附属功

能包括AAV复制所需的那些功能，包括但不限于参与以下的那些部分：激活AAV基因转录、阶

段特异性的AAV  mRNA剪接、AAV  DNA复制、cap表达产物的合成和AAV衣壳组装。基于病毒的

附属功能可以来源于任何已知的辅助病毒，例如腺病毒、疱疹病毒(除了1型单纯疱疹病毒

以外)和牛痘病毒。

说　明　书 73/153 页

83

CN 119677545 A

83



[0302] 在一些方面，三重转染方法使用缺乏细菌骨架序列的闭合线性DNA分子，例如，如

PCT/US2021/013689(公开为WO/2021/146591)中所述，其通过引用整体并入本文。

[0303] 在一些方面，本公开提供了经转染的宿主细胞。使用术语“转染”是用于指细胞对

外来DNA的吸收，并且当外源性DNA被引入细胞膜内时，细胞被“转染”。许多转染技术在本领

域中是众所周知的。参见例如Graham等(1973)Virology，52：456；Sambrook等(1989)

Molecular  Cloning，a  laboratory  manual，Cold  Spring  Harbor  Laboratories，New 

York；Davis等(1986)，Basic  Methods  in  Molecular  Biology；Elsevier，和Chu等(1981)，

Gene  13：197。此类技术可用于将一个或多个外源性核酸(例如核苷酸整合载体和其它核酸

分子)引入合适的宿主细胞。

[0304] “宿主细胞”是指容纳有或能够容纳感兴趣的物质的任何细胞。通常，宿主细胞是

哺乳动物细胞。宿主细胞可用作以下的接受者：AAV辅助构建体、AAV小基因质粒、附属功能

载体或其它与重组AAV的产生相关的转移DNA。该术语包括被转染的原始细胞的后代。因此，

本文所使用的“宿主细胞”可指已用外源性DNA序列进行转染的细胞。可以理解的是，由于自

然的、偶然的或故意的突变，单个亲代细胞的后代在形态学上或在基因组或总DNA互补体上

可不必需与原始亲代完全相同。

[0305] 如本文所使用，术语“细胞系”是指能够在体外连续或长期生长和分裂的细胞的群

体。通常，细胞系是来源于单个祖细胞的克隆群体。在本领域中进一步知晓的是，在此类克

隆群体的储存或转移过程中，核型能够发生自发或诱导的改变。因此，来源于所指细胞系的

细胞可不与祖先细胞或培养物精确相同，并且所指的细胞系包括此类变体。

[0306] 如本文所使用，术语“重组细胞”是指在其中引入外源性DNA区段(例如导致生物活

性多肽的转录或生物活性核酸(如RNA)的产生的DNA区段)的细胞。

[0307] 如本文所使用，术语“载体”包括任何基因元件，例如质粒、噬菌体、转座子、黏粒

(cosmid)、染色体、人工染色体、病毒、病毒体等，其在与适当的控制元件相关联时能够复

制，并且其能够在细胞之间转移基因序列。因此，该术语包括克隆工具和表达工具，以及病

毒载体。一种类型的载体是“质粒”，其是指环状双链DNA环，向其中连接另外的DNA区段。另

一种类型的载体是病毒载体，其中，另外的DNA区段被连接到病毒基因组中。特定载体能够

在它们被引入的宿主细胞中自主复制(例如，具有细菌复制起点的细菌载体和附加型哺乳

动物载体)。此外，特定载体能够指导与它们所可操作地连接的基因的表达。此类载体在本

文中被称为“表达载体”。一般来说，在重组DNA技术中有用的表达载体通常是质粒的形式。

在本申请文件中，“质粒”和“载体”可以互换使用，因为质粒是最常用的载体形式。然而，本

发明旨在包括那样的其它形式的表达载体，例如病毒载体(例如复制缺陷的逆转录病毒、腺

病毒和腺相关病毒)，它们提供等同的功能。

[0308] 克隆载体是能够自主复制或整合在宿主细胞的基因组中的载体，其进一步的特征

在于一个或多个核酸内切酶限制位点，在所述核酸内切酶限制位点处可以可确定的方式切

割载体，并且可以将期望的DNA序列连接到其中，使得新的重组载体保持其在宿主细胞中复

制的能力。在质粒的情况下，随着质粒在宿主细胞(例如宿主细菌)内拷贝数增加，所期望的

序列的复制可以发生很多次，或者在宿主通过有丝分裂进行繁殖之前所期望的序列的复制

在每个宿主仅一次。在噬菌体的情况下，复制可以在裂解期主动发生或在溶原期被动发生。

[0309] 表达载体是可通过限制和连接将所期望的DNA序列插入其中从而使得它可操作地
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接合至调控序列并可表达为RNA转录本的载体。载体可以进一步含有一个或多个标记序列，

所述标记序列适合用于识别已经或尚未转化或转染有载体的细胞。标记包括例如编码增加

或减少对抗生素或其它化合物的抗性或敏感性的蛋白质的基因；编码其活性可通过本领域

已知的标准测定进行检测的酶的基因(例如，β‑半乳糖苷酶、荧光素酶或碱性磷酸酶)；以及

可视地影响经转化或转染的细胞、宿主、菌落或菌斑的表型(例如，绿色荧光蛋白)的基因。

在特定实施方式中，本文使用的载体能够自主复制和表达存在于其可操作地连接至的DNA

区段中的结构基因产物。

[0310] 本发明进一步提供了包含本发明的合成的CNS特异性启动子或表达盒的载体。在

本发明的一些实施方式中，所述载体是质粒。此类质粒可以包含多种其它功能性核酸序列，

例如一个或多个可选的标记、一个或多个复制起点、多个克隆位点等。在本发明的一些实施

方式中，所述载体是病毒载体。

[0311] 在本发明的一些实施方式中，所述载体是用于在真核细胞中表达的表达载体。真

核表达载体的例子包括但不限于可从Stratagene获得的pW‑LNEO、pSV2CAT、pOG44、pXT1和

pSG；可从Amersham  Pharmacia  Biotech获得的pSVK3、pBPV、pMSG和pSVL；以及可从

Clontech获得的pCMVDsRed2‑express、pIRES2‑DsRed2、pDsRed2‑Mito、pCMV‑EGFP。许多其

它载体是众所周知的并且可商购获得。对于哺乳动物细胞腺病毒载体，pSV和pCMV系列载体

是特别众所周知的非限制性例子。存在许多众所周知的酵母表达载体，包括但不限于酵母

整合质粒(YIp)和酵母复制质粒(YRp)。对于植物来说，农杆菌的Ti质粒是示例性的表达载

体，并且植物病毒也提供了合适的表达载体，例如烟草花叶病毒(TMV)、马铃薯X病毒和豇豆

花叶病毒。

[0312] 在一些优选实施方式中，所述载体是基因治疗载体。本领域已知各种基因治疗载

体，并且可以提及AAV载体、腺病毒载体、逆转录病毒载体和慢病毒载体。当所述载体是基因

治疗载体时，所述载体优选包含可操作地连接到本发明的合成的CNS特异性启动子的核酸

序列，该核酸序列编码治疗产品(适当地为治疗性蛋白质)。所述治疗性蛋白质可以是可分

泌蛋白质。上文讨论了可分泌蛋白质的非限制性实例，并且示例性的可分泌治疗性蛋白质

包括凝血因子，例如因子VIII或因子IX、胰岛素、促红细胞生成素、脂蛋白脂肪酶、抗体或纳

米抗体、生长因子、细胞因子、趋化因子、血浆因子、毒性蛋白质等。

[0313] 在一些实施方式中，有用的载体被认为是在其中待转录的核酸区段被定位在启动

子的转录控制之下的那些载体。如果期望编码序列被翻译为功能性蛋白质，如果5′调控序

列中的启动子的诱导引起编码序列的转录，并且如果两个DNA序列之间的连接的性质不会

(1)导致引入移码突变、(2)干扰启动子区域指导编码序列转录的能力，或(3)干扰相应的

RNA转录本被翻译成蛋白质的能力，则称所述两个DNA序列是可操作地接合的。因此，如果启

动子区域能够实现该DNA序列的转录，使得产生的转录本能够被翻译成所期望的蛋白质或

多肽，则所述启动子区域将是可操作地接合至编码序列的。

[0314] “启动子”是指由细胞的合成装置或引入的合成装置识别并需要其以启动基因的

特异性转录的DNA序列。当编码本文所述的任何多肽的核酸分子在细胞中表达时，可使用各

种转录控制序列(例如启动子/增强子序列)以指导其表达。启动子可以是天然启动子，即在

其内源性环境中的基因的启动子，其提供了基因表达的正常调控。在一些实施方式中，所述

启动子可以是组成型的，即启动子是不受调控的，允许其相关基因的连续转录。也可以使用
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各种条件性启动子，例如由分子的存在或不存在控制的启动子。

[0315] 本文所用的术语“合成的启动子”是指自然界中不存在的启动子。在目前情况下，

它通常包括可操作地连接到启动子元件(例如最小(或核心)启动子或CNS特异性近端启动

子)的本发明的CRE。本发明的一个或多个CRE用于增强可操作地连接到合成的启动子的基

因的CNS特异性转录。合成的启动子的部分可能是天然存在的(例如最小启动子或启动子中

的一个或多个CRE)，但作为完整实体的合成的启动子不是天然存在的。

[0316] 基因表达所需的调控序列的精确性质可以在物种或细胞类型之间不同，但必要时

一般而言可包括分别参与转录起始和翻译的5′非转录序列和5′非翻译序列，例如TATA盒、

加帽序列、CAAT序列等。特别是，此类5′非转录调控序列将包括启动子区域，所述启动子区

域包含用于对可操作地接合的基因进行转录控制的启动子序列。如所期望的，调控序列还

可以包括增强子序列或上游激活子序列。本发明的载体可以任选地包含5′前导或信号序

列。适当载体的选择和设计在本领域普通技术人员的能力和自由裁量范围内。

[0317] 包含用于表达的所有必需元件的表达载体是商业可得的并且是本领域技术人员

已知的。参见例如，Sambrook等，Molecular  Cloning.：ALaboratory  Manual，第二版，Cold 

Spring  Harbor  Laboratory  Press，1989。通过将异源DNA(RNA)引入细胞来对细胞进行遗

传工程化。所述异源DNA(RNA)被置于转录元件的可操作的控制之下，以允许所述异源DNA在

宿主细胞中表达。

[0318] 短语“可操作地定位”、“处于控制下”或“处于转录控制下”意指启动子相对于核酸

处于正确的位置和方向以控制RNA聚合酶起始和基因的表达。术语“表达载体或构建体”意

指包含其中部分或全部核酸编码序列能够被转录的核酸的任何类型的遗传构建体。在一些

实施方式中，表达包括核酸的转录，例如以从转录基因生成生物活性多肽产物或功能性RNA

(例如，向导RNA)。

[0319] 用于将重组载体包装在期望的AAV衣壳中以产生本公开的rAAV的前述方法并不意

味着限制，并且其它合适的方法对于本领域技术人员将是显而易见的。

[0320] 在一些实施方式中，本文提供的序列(包括序列表中提供的序列)中的任一个或多

个胸苷(T)核苷酸或尿苷(U)核苷酸可被适合与腺苷核苷酸碱基配对(例如，通过Watson‑

Crick碱基对)的任何其它核苷酸替换。例如，在一些实施方式中，本文提供的序列(包括序

列表中提供的序列)中的任一个或多个胸苷(T)核苷酸可被适当地替换为尿苷(U)核苷酸，

反之亦然。

[0321] 在任何方面的一些实施方式中，核酸(例如，miRNA)经化学修饰以增强稳定性或其

它有益的特性。本文所述的核酸可通过本领域中充分确立的方法来合成和/或修饰，例如在

“Current  protocols  in  nucleic  acid  chemistry ,”Beaucage，S .L等(编著)，John 

Wiley&Sons，Inc.，New  York，NY，USA中描述的那些方法，通过引用的方式将其并入本文。修

饰包括例如，(a)末端修饰，例如5′端修饰(磷酸化、缀合、反向连接等)、3→端修饰(缀合、

DNA核苷酸、反向连接等)；(b)碱基修饰，例如替换为稳定碱基、去稳定碱基或与扩展的伴侣

库进行碱基配对的碱基，碱基移除(无碱基核苷酸)，或缀合的碱基；(c)糖修饰(例如，在2→

位置或4′位置)或糖的替换；以及(d)骨架修饰，包括磷酸二酯键的修饰或替换。在本文所述

实施方式中有用的核酸化合物的具体实例包括但不限于包含经修饰的骨架或不含天然核

苷间连接键的核酸。具有经修饰的骨架的核酸尤其包括在骨架中没有磷原子的核酸。出于

说　明　书 76/153 页

86

CN 119677545 A

86



本申请文件的目的，并且如本领域中有时提到的，在其核苷间骨架中不具有磷原子的经修

饰的核酸也可以被认为是寡核苷。在任何方面的一些实施方式中，经修饰的核酸将在其核

苷间骨架中具有磷原子。

[0322] 例如，经修饰的核酸骨架可包括硫代磷酸酯、手性硫代磷酸酯、二硫代磷酸酯、磷

酸三酯、氨基烷基磷酸三酯、甲基和其它烷基膦酸酯(包括3′‑亚烷基膦酸酯和手性膦酸

酯)、次膦酸酯、氨基磷酸酯(包括3′‑氨基氨基磷酸酯和氨基烷基氨基磷酸酯)、具有正常

3′‑5′连接键的硼磷酸酯、硫羰氨基磷酸酯、硫羰烷基磷酸酯(thionoalkylphosphonates)、

和硫羰烷基磷酸三酯(thionoalkylphosphotriesters)，它们的2′‑5′连接类似物，以及具

有相反极性的那些物质，其中，相邻的核苷单元对以3′‑5′至5′‑3′或2′‑5→至5′‑2′连接。

还包括各种盐、混合盐和游离酸形式。其中不包含磷原子的经修饰的核酸骨架具有由短链

烷基或环烷基核苷间连接键、混合杂原子和烷基或环烷基核苷间连接键、或一个或多个短

链杂原子或杂环的核苷间连接键形成的骨架。这些骨架包括具有如下的骨架：吗啉代连接

键(部分由核苷的糖部分形成)；硅氧烷骨架；硫化物、亚砜和砜骨架；甲酰基(formacetyl)

和硫代甲酰基(thioformacetyl)骨架；亚甲基甲酰基和硫代甲酰基骨架；含有烯烃的骨架；

氨基磺酸酯骨架；亚甲基亚氨基和亚甲基肼基骨架；磺酸酯和磺酰胺骨架；酰胺骨架；具有

混合的N、O、S和CH2组成部分的其它骨架，以及具有杂原子骨架的寡核苷，并且特别是‑‑

CH2‑‑NH‑‑CH2‑‑，‑‑CH2‑‑N(CH3)‑‑O‑‑CH2‑‑[称为亚甲基(甲基亚氨基)或MMI骨架]，‑‑CH2‑‑

O‑‑N(CH3)‑‑CH2‑‑，‑‑CH2‑‑N(CH3)‑‑N(CH3)‑‑CH2‑‑和‑‑N(CH3)‑‑CH2‑‑CH2‑‑[其中天然磷酸

二酯骨架表示为‑‑O‑‑P‑‑O‑‑CH2‑‑]。

[0323] 在其它核酸模拟物中，核苷酸单元的糖和核苷间连接健(即骨架)二者都被新基团

替换。保持碱基单元以用于与合适的核酸靶化合物杂交。一种此类寡聚化合物(示出了具有

优异杂交特性的RNA模拟物)被称为肽核酸(PNA)。在PNA化合物中，RNA的糖骨架被替换为含

有酰胺的骨架，特别是氨乙基甘氨酸骨架。核碱基被保留并直接或间接结合到骨架的酰胺

部分的氮杂氮原子。

[0324] 还可以修饰核酸以包括一个或多个锁核酸(LNA)。锁核酸是具有经修饰的核糖部

分的核苷酸，其中，所述核糖部分包含连接2′和4′碳的额外桥接。这种结构有效地将核糖

“锁定”在3′‑内结构构象中。已显示出向siRNA添加锁核酸使血清中siRNA的稳定性增加，并

减少脱靶效应(Elmen，J.等，(2005)Nucleic  Acids  Research  33(1)：439‑447；Mook，OR.

等，(2007)Mol .Canc .Ther .6(3)：833‑843；Grunweller，A .等，(2003)Nucleic  Acids 

Research  31(12)：3185‑3193)。

[0325] 经修饰的核酸还可以包含一个或多个取代的糖部分。本文所述的核酸可在2′位置

包含以下之一：OH；F；O‑、S‑或N‑烷基；O‑、S‑或N‑烯基；O‑、S‑或N‑炔基；或O‑烷基‑O‑烷基，

其中，所述烷基、烯基和炔基可为取代或未取代的C1至C10烷基或C2至C10烯基和炔基。示例性

合适的修饰包括O[(CH2)nO]mCH3、O(CH2)nOCH3、O(CH2)nNH2、O(CH2)nCH3、O(CH2)nONH2和O(CH2)

nON[(CH2)nCH3)]2，其中n和m为1至约10。在任何方面的一些实施方式中，核酸在2′位置包含

以下之一：C1至C10低级烷基，取代的低级烷基、烷芳基、芳烷基、O‑烷芳基或O‑芳烷基、SH、

SCH3、OCN、Cl、Br、CN、CF3、OCF3、SOCH3、SO2CH3、ONO2、NO2、N3、NH2、杂环烷基、杂环烷芳基、氨基

烷基氨基、聚烷基氨基、取代的甲硅烷基、RNA剪切基团、报告基团、嵌入剂、改善核酸药代动

力学性质的基团、或改善核酸药效学性质的基团，以及具有相似性质的其它取代基。在任何
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方面的一些实施方式中，修饰包括2′甲氧基乙氧基(2′‑O‑‑CH2CH2OCH3，也称为2′‑O‑(2‑甲

氧基乙基)或2′‑MOE)(Martin等，Helv.Chim.Acta，1995，78：486‑504)，即烷氧基‑烷氧基基

团。另一示例性修饰为2′‑二甲氨基氧基乙氧基，即O(CH2)2ON(CH3)2基团，也称为2′‑DMAOE，

如下文实施例中所述；以及2′‑二甲氨基乙氧基乙氧基(在本领域中也称为2′‑O‑二甲基氨

基乙氧基乙基或2′‑DMAEOE)，即2′‑O‑‑CH2‑‑O‑‑CH2‑‑N(CH2)2，也在下文的实例中有描述。

[0326] 其它修饰包括2′‑甲氧基(2′‑OCH3)、2′‑氨基丙氧基(2′‑OCH2CH2CH2NH2)和2′‑氟

(2′‑F)。也可在核酸上的其它位置、特别是3′末端核苷酸或2′‑5′连接的dsRNA上糖的3′位

置和5′末端核苷酸的5′位置进行类似的修饰。核酸也可具有糖模拟物、例如环丁基部分来

代替呋喃戊糖。

[0327] 核酸还可以包括核碱基(在本领域中经常简称为“碱基”)的修饰或取代。如本文所

用，“未修饰”或“天然”核碱基包括嘌呤碱基腺嘌呤(A)和鸟嘌呤(G)，以及嘧啶碱基胸腺嘧

啶(T)、胞嘧啶(C)和尿嘧啶(U)。经修饰的核碱基可包括其它合成和天然核碱基，包括但不

限于5‑甲基胞嘧啶(5‑me‑C)、5‑羟甲基胞嘧啶、黄嘌呤、次黄嘌呤、2‑氨基腺嘌呤，腺嘌呤和

鸟嘌呤的6‑甲基和其它烷基衍生物，腺嘌呤和鸟嘌呤的2‑丙基和其它烷基衍生物，2‑硫脲

嘧啶、2‑硫代胸腺嘧啶(2‑thiothymine)和2‑硫代胞嘧啶(2‑thiocytosine)、5‑卤代尿嘧啶

和胞嘧啶，5‑丙炔基尿嘧啶和胞嘧啶，6‑偶氮尿嘧啶、胞嘧啶和胸腺嘧啶，5‑尿嘧啶(假尿嘧

啶)，4‑硫代尿嘧啶，8‑卤代、8‑氨基、8‑硫醇、8‑硫代烷基、8‑羟基和其它8‑取代的腺嘌呤和

鸟嘌呤，5‑卤代(特别是5‑溴代)、5‑三氟甲基和其它5‑取代的尿嘧啶和胞嘧啶，7‑甲基鸟嘌

呤和7‑甲基腺嘌呤，8‑氮杂鸟嘌呤和8‑氮杂腺嘌呤，7‑脱氮鸟嘌呤和7‑脱氮腺嘌呤(7‑

daazaadenine)，以及3‑脱氮鸟嘌呤和3‑脱氮腺嘌呤。这些核碱基中的某些特别可用于增加

本发明特征的抑制性核酸的结合亲和力。这些核碱基包括5‑取代的嘧啶，6‑氮杂嘧啶，和N‑

2、N‑6和0‑6取代的嘌呤(包括2‑氨基丙基腺嘌呤、5‑丙炔基尿嘧啶和5‑丙炔基胞嘧啶)。5‑

甲基胞嘧啶取代已显示出将核酸双链体稳定性提高0.6℃‑1.2℃(Sanghvi，Y.S.，Crooke，

S.T.和Lebleu，B.，编著，dsRNA  Research  and  Applications，CRC  Press，Boca  Raton，

1993，pp.276‑278)，并且是示例性碱基取代，当与2′‑O‑甲氧基乙基糖修饰组合时甚至更特

别是。在任何方面的一些实施方式中，经修饰的核碱基可以包括d5SICS和dNAM，它们是可以

单独或一起作为碱基对使用的非天然核碱基的非限制性实例(参见例如Leconte等，

J.Am.Chem.Soc.2008，130，7，2336‑2343；Malyshev等，PNAS.2012.109(30)12005‑12010)。

在任何方面的一些实施方式中，寡核苷酸标签(例如，Oligopaint)包含本领域已知的任何

经修饰的核碱基，即由未修饰的和/或天然核碱基进行修饰而来的任何核碱基。

[0328] 上述所述的经修饰的核酸、骨架和核碱基的制备是本领域众所周知的。

[0329] 本发明中特征的核酸的另一修饰涉及将核酸与一个或多个配体、部分或缀合物化

学连接，所述配体、部分或缀合物增强所述核酸的活性、细胞分布、药代动力学性质或细胞

摄 取 。此 类 部 分 包 括 但 不 限 于 脂 质 部 分 ，例 如 胆 固 醇 部 分 ( L e t s i n g e r 等 ，

P r o c .N a t l .A c i d .S c i .U S A，1 9 8 9，8 6：6 5 5 3 ‑ 6 5 5 6)；胆酸 (M a n o h a r a n等，

Biorg.Med.Chem.Let.，1994，4：1053‑1060)；硫醚，例如beryl‑S‑三苯甲基硫醇(Manoharan

等，Ann.N.Y.Acad.Sci.，1992，660：306‑309；Manoharan等，Biorg.Med.Chem.Let.，1993，3：

2765‑2770)；硫代胆固醇(Oberhauser等，Nucl.Acids  Res.，1992，20：533‑538)；脂肪链，例

如，十二烷二醇或十一烷基残基(Saison‑Behmoaras等，EMBO  J，1991，10：1111‑1118；
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Kabanov等，FEBS  Lett.，1990，259：327‑330；Svinarchuk等，Biochimie，1993，75：49‑54)；

磷脂，例如二‑十六烷基‑外消旋甘油或三乙基‑铵1，2‑二‑O‑十六烷基‑外消旋‑甘油‑3‑膦

酸酯/盐(Manoharan等，Tetrahedron  Lett .，1995，36：3651‑3654；Shea等，Nucl .Acids 

Res.，1990，18：3777‑3783)；聚胺或聚乙二醇链(Manoharan等，Nucleosides&Nucleotides，

1995，14：969‑973)；或金刚烷乙酸(Manoharan等，Tetrahedron  Lett .，1995，36：3651‑

3654)；棕榈基部分(Mishra等，Biochim.Biophys.Acta，1995，1264：229‑237)；或十八烷基

胺或己氨基‑羰基氧基胆固醇部分(Crooke等，J .Pharmacol .Exp.Ther.，1996，277：923‑

937)。

[0330] 在任何方面的一些实施方式中，所述载体是pEMBL。在任何方面的一些实施方式

中，所述载体是pEMBL‑D(+)Syn1。在任何方面的一些实施方式中，所述载体为pEMBL‑D(+)

Syn1‑仅hCG内含子。在任何方面的一些实施方式中，所述载体是pEMBL‑D(+)Syn1‑hCGin‑2x

对照pre‑miR。在任何方面的一些实施方式中，所述载体是pEMBL‑D(+)Syn1‑hCGin‑2x人工

pre‑miR。在任何方面的一些实施方式中，所述载体是pEMBL‑D(+)Syn1‑CYP46A1‑hCGin‑2x

人工pre‑miR。在任何方面的一些实施方式中，所述载体是pEMBL‑D(+)Syn1‑luc‑HTT‑3′

UTR/突变体。在任何方面的一些实施方式中，所述载体包含以下中的至少一种：至少一个

(例如2个)ITR；Synl启动子；至少一个(例如2个)hCG内含子；premiR的至少一个(例如2个)

拷贝(例如对照pre‑miR，人工pre‑miR；SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID 

NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑

SEQ  ID  NO：260)；小polyA；CYP46A1；荧光素酶；HTT靶向序列；和/或HTT‑3′UTR/突变体。在

一些实施方式中，所述载体包含选自表10‑表13的神经元特异性的合成的启动子和/或选自

表13‑表15的CRE。在实施方式的特定方面，所述miRNA靶向野生型HTT等位基因。在实施方式

的其它方面，miRNA靶向突变型HTT等位基因。在又一个实施方式中，miRNA靶向野生型和突

变型HTT等位基因。在又另一个实施方式中，miRNA靶向任何HTT  mRNA。

[0331] 在一些实施方式中，重组表达的基因中的一个或多个可以整合到细胞的基因组

中。

[0332] 可以使用本领域标准的方法和技术将编码要求保护的发明的酶的核酸分子引入

至一个或多个细胞中。例如，可以通过标准方案引入核酸分子，例如包括化学转化和电穿孔

的转化、转导、粒子轰击等。表达编码要求保护的发明的酶的核酸分子也可以通过将所述核

酸分子整合进基因组来实现。

[0333] 在一些实施方式中，所述启动子是synapsin(Syn1)启动子(参见例如SEQ  ID  NO：

152)。在一个方面，所述启动子包含与SEQ  ID  NO：152至少80％相同(例如，至少85％、至少

90％、至少95％、至少98％、至少99％或100％相同)的核酸序列。在一个方面，本文提供的组

合物包含重组病毒载体，所述重组病毒载体包含启动子，所述启动子包含与SEQ  ID  NO：152

至少80％相同(例如，至少85％、至少90％、至少95％、至少98％、至少99％或100％相同)的

核酸序列。

[0334] Synapsin‑1(SEQ  ID  NO：152)
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[0335] 在一个方面，本文提供了包含分离的核酸的组合物，所述分离的核酸包含与SEQ 

ID  NO：111至少80％相同(例如，至少85％、至少90％、至少95％、至少98％、至少99％或

100％相同)的序列。在一个方面，本文提供了包含重组病毒载体的组合物，所述重组病毒载

体包含分离的核酸，所述分离的核酸包含与SEQ  ID  NO：111至少80％相同(例如，至少85％、

至少90％、至少95％、至少98％、至少99％或100％相同)的序列。在一些实施方式中，所述载

体(例如，rAAV)包含启动子(例如，合成的神经系统特异性启动子；参见例如表10‑表13)或

其片段、增强子、和/或顺式调控元件(CRE；参见例如表13‑表15)。在一些实施方式中，所述

增强子是CMV增强子。在一些实施方式中，所述启动子是ACTB近端启动子。在一些实施方式

中，所述载体进一步包含内含子。在一些实施方式中，所述内含子包括ACTB内含子/嵌合

ACTB‑HBB2内含子。参见例如SEQ  ID  NO：111，表16。前述组合物可用于、例如在不存在施用

的miRNA的情况下来治疗本文所述的神经系统疾病或紊乱。

[0336] SEQ  ID  NO：111，pJAL130‑CYP46A1(4036bp)，经密码子优化的CYP46序列的ITR序

列到ITR(参见例如SEQ  ID  NO：110；参见例如图1)。

[0337] 加粗的文本(例如SEQ  ID  NO：111的核苷酸(nt)1‑130)表示左ITR。

[0338] 斜体文本(例如SEQ  ID  NO：111的nt  182‑436)表示增强子。

[0339] 粗斜体文本(例如，SEQ  ID  NO：111的nt  550‑804)表示启动子。

[0340] 双下划线文本(例如SEQ  ID  NO：111的nt  824‑1892)表示内含子。

[0341] 加粗的双下划线文本(例如SEQ  ID  NO：111的nt  1966‑3465)表示经密码子优化的

CYP46A1的编码序列(CDS)(参见例如SEQ  ID  NO：110)。

[0342] 斜体双下划线文本(例如SEQ  ID  NO：111的nt  3629‑3853)表示polyA。

[0343] 加粗的斜体双下划线文本(例如SEQ  ID  NO：111的nt3907‑4036)表示右ITR。
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[0344] 表16
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[0345] 在一个方面，本文提供了组合物，所述组合物包含分离的核酸，所述分离的核酸包

含与SEQ  ID  NO：194至少80％相同的序列，例如至少85％、至少90％、至少95％、至少98％、

至少99％或100％相同的序列。在一个方面，本文提供了组合物，所述组合物包含重组病毒

载体，所述重组病毒载体包含分离的核酸，所述分离的核酸包含与SEQ  ID  NO：194至少80％

相同(例如至少85％、至少90％、至少95％、至少98％、至少99％或100％相同)的序列。在一

些实施方式中，所述载体(例如，rAAV)包含启动子(例如，合成的神经系统特异性启动子；参

见例如表10‑表13)或其片段、增强子和/或顺式调控元件(CRE；参见例如表13‑表15)。在一

些实施方式中，所述增强子是CMV增强子。在一些实施方式中，所述启动子是ACTB近端启动

子。在一些实施方式中，所述启动子是CAG启动子。在一些实施方式中，所述载体进一步包含

内含子。在一些实施方式中，所述内含子包含ACTB内含子/嵌合的ACTB‑HBB2内含子。前述组

合物可用于、例如在不存在施用的miRNA的情况下来治疗如本文所述的神经系统疾病或紊

乱。
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[0346] SEQ  ID  NO：194，dbDNA‑CYP46A1(4 ,573bp)，经密码子优化的CYP46序列的ITR到

ITR序列(参见例如SEQ  ID  NO：212；参见例如图9)。SEQ  ID  NO：212是在C端具有另外三个碱

基对的SEQ  ID  NO：110的序列，所述碱基对翻译终止密码子。

[0347] SEQ  ID  NO：194的碱基对1‑28描述TelN原核端粒酶识别序列；即SEQ  ID  NO：195。

[0348] SEQ  ID  NO：194的碱基对29‑37描述接头序列；即，SEQ  ID  NO：196。

[0349] SEQ  ID  NO：194的碱基对38‑249描述5′填充序列；即，SEQ  ID  NO：197。

[0350] SEQ  ID  NO：194的碱基对250‑271描述接头序列；即，SEQ  ID  NO：198。

[0351] SEQ  ID  NO：194的碱基对272‑401描述L‑ITR序列；即SEQ  ID  NO：199。

[0352] SEQ  ID  NO：194的碱基对402‑452描述接头序列；即SEQ  ID  NO：200。

[0353] SEQ  ID  NO：194的碱基对453‑2073描述CAG启动子序列；即SEQ  ID  NO：193。

[0354] SEQ  ID  NO：194的碱基对2074‑2114描述HBB2内含子序列；即SEQ  ID  NO：201。

[0355] SEQ  ID  NO：194的碱基对2115‑2236描述接头序列；即SEQ  TD  NO：202。

[0356] SEQ  ID  NO：194的碱基对2237‑2379描述CYP46A1序列；即SEQ  ID  NO：212(SEQ  ID 

NO：212是在C端具有另外三个碱基对的SEQ  ID  NO：110的序列，所述碱基对翻译终止密码

子。)

[0357] SEQ  ID  NO：194的碱基对2380‑3899描述接头序列；即SEQ  ID  NO：203。

[0358] SEQ  ID  NO：194的碱基对3900‑4124描述bGH  poly(A)信号序列；即SEQ  ID  NO：

204。

[0359] SEQ  ID  NO：194的碱基对4125‑4177描述接头序列；即SEQ  ID  NO：205。

[0360] SEQ  ID  NO：194的碱基对4178‑4307描述R‑ITR序列；即SEQ  ID  NO：206。

[0361] SEQ  ID  NO：194的碱基对4308‑4321描述接头序列；即，SEQ  ID  NO：207。

[0362] SEQ  ID  NO：194的碱基对4322‑4533描述3′填充序列；即，SEQ  ID  NO：208。

[0363] SEQ  ID  NO：194的碱基对4534‑4545描述接头序列；即，ID  NO：209。

[0364] SEQ  ID  NO：194的碱基对4546‑4573描述TelN原核端粒酶识别序列；即，SEQ  ID 

NO：210。

说　明　书 84/153 页

94

CN 119677545 A

94



合成的CNS特异性表达盒

[0365] 本发明还提供了合成的CNS特异性表达盒，所述表达盒包含本发明的合成的CNS特

异性启动子，所述启动子可操作地连接到编码表达产物的序列，所述表达产物适当地为基

因(例如转基因)。

[0366] 所述基因通常编码期望的基因表达产物，例如多肽(蛋白质)或RNA。所述基因可以

是全长cDNA或基因组DNA序列，或其具有至少一些期望的生物活性的任何突变体或亚基、片

段。

[0367] 当基因编码蛋白质时，蛋白质基本上可以是任何类型的蛋白质。通过非限制性实

例，所述蛋白质可以是酶、抗体(例如单克隆抗体)、抗体片段、病毒蛋白(例如REP‑CAP、REV、

VSV‑G或RD114)、治疗性蛋白质(例如FVIII)或毒性蛋白质(例如Caspase  3、Caspase  8或

Caspase9)。

[0368] 本领域已描述了适合治疗上述病症的各种表达产物。适当地，编码可操作地连接

到根据本发明的启动子或最小/近端启动子、CRE的表达产物的核酸可以是选自于由以下组

所组成的组中的基因之一：NPC1、EAAT2、NPY、CYP46A1、GLB  1、APOE(例如ApoE2、ApoE3或

ApoE4)、HEX、CLN1、CLN2、CLN3、CLN4、CLN5、CLN6、SUMF1、DCTN1、PRPH、SOD1、NEFH、GBA、IDUA、

NAGLU、GUSB、ARSA、MANB、AADC、GDNF、NTN、ASP、MECP2、PTCHD1、GJB1、UBE3A、HEXA、MOG或

SLC6A3。另外或可替代地，可操作地连接到根据本发明的启动子或最小/近端启动子、CRE的
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表达产物可以是针对疾病等位基因的miRNA/CRISPR  Cas9。

[0369] 在一些实施方式中，有用的表达产物包括肌营养不良蛋白(包括微肌营养不良蛋

白)、β‑1，4‑n‑乙酰半乳糖胺半乳糖基转移酶(GALGT2)、氨甲酰合成酶I、α‑1抗胰蛋白酶、鸟

氨酸转氨甲酰酶、精氨琥珀酸合成酶、精氨琥珀酸裂解酶、精氨酸酶、延胡索酰乙酰乙酸水

解酶、苯丙氨酸羟化酶、葡萄糖‑6‑磷酸酶、胆色素原脱氨酶、胱硫醚β‑合酶、支链酮酸脱羧

酶、白蛋白、异戊酰CoA脱氢酶、丙酰CoA羧化酶、甲基丙二酰CoA变位酶、戊二酰CoA脱氢酶、

胰岛素、β‑葡萄糖苷酶、丙酮酸羧化酶、肝磷酸化酶、磷酸化酶激酶、甘氨酸脱羧酶、H蛋白、T

蛋白、囊性纤维化跨膜调节因子(CFTR)和多巴胺能转运体(hDAT)。

[0370] 其它有用的表达产物包括可用于酶替代疗法的酶，并且其可用于因酶活性缺陷而

导致的各种病症。例如，含有甘露糖‑6‑磷酸的酶可用于治疗溶酶体贮积症(例如，合适的基

因包括编码β‑葡糖醛酸酶(GUSB)的基因)。

[0371] 在一些实施方式中，示例性的多肽表达产物包括神经保护多肽和抗血管生成多

肽。合适的多肽包括但不限于胶质源性神经营养因子(GDNF)、成纤维细胞生长因子2(FGF‑

2)、nurturin、睫状神经营养因子(CNTF)、神经生长因子(NGF；例如，神经生长因子‑β)、脑源

性神经营养因子(BDNF)、神经营养因子‑3(NT‑3)、神经营养因子‑4(NT‑4)、神经营养因子‑6

(NT‑6)、表皮生长因子(EGF)、色素上皮源性因子(PEDF)、Wnt多肽、可溶性Fit‑1、血管抑素、

内皮抑素、VEGF、抗VEGF抗体、可溶性VEGFR、因子VIII(FVIII)、因子IX(FIX)和刺猬家族成

员(音猬因子、印度刺猬因子和沙漠刺猬因子等)。

[0372] 在一些实施方式中，有用的治疗表达产物包括激素和生长及分化因子，包括但不

限于胰岛素、胰高血糖素、生长激素(GH)、甲状旁腺激素(PTH)、生长激素释放因子(GRF)、促

卵泡激素(FSH)、促黄体生成素(LH)、人绒毛膜促性腺激素(hCG)、血管内皮生长因子

(VEGF)、血管生成素、血管抑素、粒细胞集落刺激因子(GCSF)、红细胞生成素(EPO)、结缔组

织生长因子(CTGF)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、酸性成纤维细胞生长因子(aFGF)、表

皮生长因子(EGF)、血小板衍生生长因子(PDGF)、胰岛素生长因子I和胰岛素生长因子II

(IGF‑I和IGF‑II)、转化生长因子α超家族中的任一种(包括TGFa、激活素、抑制素或任何骨

形态发生蛋白(BMP)BMPs  1‑15)、生长因子的heregluin/神经调解蛋白/ARIA/neu分化因子

(NDF)家族中的任一种、神经生长因子(NGF)、脑源性神经营养因子(BDNF)、神经营养因子

NT‑3和神经营养因子NT‑4/5、睫状神经营养因子(CNTF)、胶质细胞源性神经营养因子

(GDNF)、neurturin、集聚蛋白(agrin)、semaphorins/collapsins家族中的任一种、netrin‑

1和netrin‑2、肝细胞生长因子(HGF)、ephrins、noggin、音猬因子和酪氨酸羟化酶。

[0373] 在一些实施方式中，有用的表达产物包括调节免疫系统的蛋白质，包括但不限于

细胞因子和淋巴因子，例如血小板生成素(TPO)、白细胞介素(IL)IL‑1至IL‑25(包括IL‑2、

IL‑4、IL‑12和IL‑18)、单核细胞趋化蛋白、白血病抑制因子、粒细胞‑巨噬细胞集落刺激因

子、Fas配体、肿瘤坏死因子α和肿瘤坏死因子β、干扰素(α、β和 γ )、干细胞因子、flk‑2配体/

flt3配体。通过免疫系统产生的基因产物也可用于本发明。这些包括但不限于免疫球蛋白

IgG、IgM、IgA、IgD和IgE、嵌合免疫球蛋白、人源化抗体、单链抗体、T细胞受体、嵌合T细胞受

体、单链T细胞受体、I类MHC分子和II类MHC分子以及经工程化的免疫球蛋白和MHC分子。有

用的基因产物还包括补体调节蛋白，例如补体调节蛋白、膜辅因子蛋白(MCP)、衰变加速因

子(DAF)、CR1、CF2和CD59。
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[0374] 在一些实施方式中，有用的表达产物包括生长因子、细胞因子、淋巴因子、调节蛋

白、免疫系统蛋白和激素的受体中的任一种。有用的异源核酸序列还包括胆固醇调节和/或

脂质调节的受体，包括低密度脂蛋白(LDL)受体、高密度脂蛋白(HDL)受体、极低密度脂蛋白

(VLDL)受体和清道夫受体。本发明还涵盖使用基因产物，例如类固醇激素受体超家族的成

员，包括糖皮质激素受体和雌激素受体、维生素D受体和其它核受体。此外，有用的基因产物

包括转录因子，例如jun、fos、max、mad、血清应答因子(SRF)、AP‑1、AP‑2、myb、MyoD和肌细胞

生成素、含ETS盒的蛋白质、TFE3、E2F、ATF1、ATF2、ATF3、ATF4、ZF5、NFAT、CREB、HNF‑4、C/

EBP、S  P1、CCAAT盒结合蛋白、干扰素调节因子(IRF‑1)、Wilms肿瘤蛋白、ETS结合蛋白、

STAT、GATA盒结合蛋白(例如GATA‑3)和有翼螺旋蛋白的叉头家族。

[0375] 在一些实施方式中，有用的表达产物包括非天然存在的多肽，例如具有包含插入、

缺失或氨基酸取代的非天然存在的氨基酸序列的嵌合或杂交多肽。

[0376] 进一步合适的表达产物包括微小RNA(miRNA)、干扰RNA、反义RNA、核酶和适体。

[0377] 在本发明的一些实施方式中，所述合成的CNS特异性表达盒包含可用于基因编辑

的基因，例如编码位点特异性核酸酶的基因，例如大范围核酸酶、锌指核酸酶(ZFN)、转录激

活因子样效应物的核酸酶(TALEN)或成簇规律间隔短回文重复系统(CRISPR‑Cas)。适当地，

所述位点特异性核酸酶适于通过进行切割(通常是位点特异性双链断裂)来编辑期望的目

标基因组位点，然后通过非同源末端连接(NHEJ)或同源依赖性修复(HDR)进行修复，从而产

生期望的编辑。所述编辑可以是功能失调的基因的部分或完全修复，或功能性基因的敲低

或敲除。或者，编辑可以使用本领域已知的合适系统通过碱基编辑或先导编辑(prime 

editing)进行。

[0378] 适当地，所述合成的CNS特异性表达盒包含提供或编码以下的一个或多个(并且优

选全部)的序列：核糖体结合位点、起始密码子、终止密码子和转录终止序列。适当地，所述

表达盒包含编码转录后调控元件的核酸。适当地，所述表达盒包含编码polyA元件的核酸。

经修饰的衣壳

[0379] 在一个实施方式中，本文所述的衣壳被进一步修饰以增加对于CNS的趋向性。本文

提供的组合物含有包含有效载荷(payload)的经修饰的病毒衣壳，其中，所述有效载荷包含

靶向中枢神经系统紊乱的由反向末端重复(ITR)侧接的核酸序列以及调控序列，并且其中

所述修饰是化学、非化学或氨基酸修饰。在一些实施方式中，所述有效载荷的核酸序列包含

(a)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或多个miRNA；和(b)编码CYP46A1蛋白

的分离的核酸。在一些实施方式中，所述有效载荷的核酸序列包含编码转基因的分离的核

酸，所述转基因编码一个或多个miRNA。在一些实施方式中，所述有效载荷的核酸序列包含

编码CYP46A1蛋白的分离的核酸。

[0380] 本文进一步提供了一种组合物，所述组合物包含(a)包含第一有效载荷的第一经

修饰的病毒衣壳，和(b)包含第二有效载荷的至少第二经修饰的病毒衣壳，其中，所述有效

载荷包含靶向中枢神经系统紊乱的由反向末端重复(ITR)侧接的核酸序列以及调控序列，

其中，第一经修饰的病毒衣壳和至少第二经修饰的病毒衣壳是相同的，并且第一有效载荷

和第二有效载荷是不同的，并且其中所述修饰是化学、非化学或氨基酸修饰。在一些实施方

式中，第一有效载荷或第二有效载荷的核酸序列包含编码转基因的分离的核酸，所述转基

因编码一个或多个miRNA。在一些实施方式中，第一有效载荷或第二有效载荷的核酸序列包
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含编码CYP46A1蛋白的分离的核酸。

[0381] 本文进一步提供了一种组合物，所述组合物包含(a)包含第一有效载荷的第一经

修饰的衣壳，和(b)包含第二有效载荷的至少第二经修饰的衣壳，其中，所述有效载荷包含

靶向中枢神经系统紊乱的由反向末端重复(ITR)侧接的核酸序列以及调控序列，其中，所述

第一经修饰的衣壳和至少第二经修饰的衣壳是不同的，并且第一有效载荷和第二有效载荷

可以相同或不同，并且其中所述修饰是化学、非化学或氨基酸修饰。在一些实施方式中，第

一有效载荷或第二有效载荷的核酸序列包含编码一个或多个miRNA的转基因的分离的核

酸。在一些实施方式中，第一有效载荷或第二有效载荷的核酸序列包含编码CYP46A1蛋白的

分离的核酸。

[0382] 本文所述的另一方面提供了组合物或组合，所述组合物或组合包含以下的至少一

种：(a)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或多个miRNA；以及(b)编码CYP46A1

蛋白的分离的核酸。在一个方面，本文所述的组合物或组合包含：(a)包含分离的核酸的重

组病毒载体，所述核酸包含(i)第一区域和(ii)第二区域，所述第一区域包含第一腺相关病

毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所述第二区域包含编码一个或多个miRNA的转基因；

以及(b)包含编码所述CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病毒载体。

[0383] 本文描述的另一方面提供了组合物或组合，所述组合物或组合包含：(a)编码转基

因的分离的核酸，所述转基因编码分离的核酸，所分离的核酸编码CYP46A1蛋白。在一些方

面，所述组合物或组合进一步包含：(b)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或

多个miRNA。在其它方面，所述组合物或组合不包含：(b)编码转基因的分离的核酸，所述转

基因编码一个或多个miRNA。在一个方面，本文描述了组合物或组合，所述组合物或组合包

含：(a)包含分离的核酸的重组病毒载体，所述分离的核酸包含：(i)第一区域和(ii)第二区

域，所述第一区域包含第一腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所述第二区域

包含编码CYP46A1蛋白的转基因。在一些方面，所述组合物或组合进一步包含：(b)包含编码

一个或多个miRNA的分离的核酸的重组病毒载体。在其它方面，所述组合物或组合不包含：

(b)包含编码一个或多个miRNA的分离的核酸的重组病毒载体。

[0384] 本文所述的另一个方面提供了组合物或组合，所述组合或组合物包含(a)编码转

基因的分离的核酸，所述转基因编码分离的核酸，所述分离的核酸编码一个或多个miRNA。

在一些方面，所述组合物或组合进一步包含(b)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码

CYP46A1蛋白。在其它方面，所述组合物或组合不包含(b)编码转基因的分离的核酸，所述转

基因编码CYP46A1蛋白。在一个方面，本文描述的是组合物或组合，所述组合物或组合包含：

(a)包含分离的核酸的重组病毒载体，所述分离的核酸包含(i)第一区域和(ii)第二区域，

所述第一区域包含第一腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所述第二区域包含

编码一个或多个miRNA的转基因。在一些方面，所述组合物或组合进一步包含：(b)包含编码

CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病毒载体。在其它方面，所述组合物或组合不包含(b)包

含编码CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病毒载体。

[0385] 在特定实施方式中，经修饰的病毒衣壳包含使得其优先靶向CNS或PNS的修饰。例

如，经修饰的病毒衣壳具有对于CNS而言增加的趋向性，和/或对于至少第二位置(例如肝

脏)减少的趋向性。CNS的优先靶向性不排除对其它部位的靶向，而是表明与其它部位相比，

它更高地靶向CNS。
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[0386] 在一个实施方式中，经修饰的病毒衣壳包含使得其靶向CNS或PNS的修饰。例如，对

通常靶向非CNS部位(例如肝脏)的衣壳的修饰可以将衣壳重新定向为现在靶向CNS和非CNS

部位。在此类实施方式中，CNS靶向不需要是优先的。

[0387] 在一个实施方式中，对衣壳的修饰是氨基酸修饰，例如，氨基酸的缺失、插入或取

代。在一个实施方式中，氨基酸修饰增加了对CNS或PNS的趋向性。在一个实施方式中，氨基

酸修饰将经修饰的衣壳靶向CNS或PNS。

[0388] 在一个实施方式中，经修饰的病毒衣壳具有与美国专利申请号16/511 ,913的SEQ 

ID  NO：1‑SEQ  ID  NO：4有90％相同的核酸序列、或由与美国专利申请号16/511 ,913的SEQ 

ID  NO：1‑SEQ  ID  NO：4有90％相同的核酸序列组成、或基本上由与美国专利申请号16/511,

913的SEQ  ID  NO：1‑SEQ  ID  NO：4有90％相同的核酸序列组成，将其内容通过引用以其整体

并入本文。这一美国专利申请描述了对少突胶质细胞表现出优势趋向性的嵌合AAV衣壳序

列，并可用于创建转导受试者CNS中的少突胶质细胞的AAV载体。

[0389] 在一个实施方式中，经修饰的病毒衣壳是包含一个或多个氨基酸取代的AAV衣壳

蛋白，其中所述取代将新的聚糖结合位点引入AAV衣壳蛋白中。在一些实施方式中，所述氨

基酸取代在AAV2中的氨基酸266、氨基酸463‑475和氨基酸499‑502，或者AAV1、AAV3、AAV4、

AAV5、AAV6、AAV7、AAV8或AAV10中的相应的氨基酸位置。此类AAV衣壳蛋白在例如美国专利

申请号16/110,773中进一步进行描述；将其内容通过引用以其整体并入本文。

[0390] 在一个实施方式中，经修饰的病毒衣壳是AAV衣壳蛋白，所述AAV衣壳蛋白包含

AAV2.5衣壳蛋白(国际专利申请号PCT/US2020/029493的SEQ  ID  NO：1)(将其内容通过引用

以其整体并入本文)、由AAV2.5衣壳蛋白组成组成、或基本上由AAV2.5衣壳蛋白组成，所述

AAV2.5衣壳蛋白包含引入新聚糖结合位点的一个或多个氨基酸取代。这样的氨基酸取代可

以使衣壳靶向神经元和胶质细胞(例如星形胶质细胞)。在国际专利申请号PCT/US2020/

029493中所述的衣壳蛋白、衣壳、病毒载体和方法的实施方式中，所述一个或多个氨基酸取

代包括A267S、SQAGASDIRDQSR464‑476SX1AGX2SX3X4X5X6QX7R(分别为SEQ  ID  NO：153和SEQ 

ID  NO：154)(其中X1‑7可以是任何氨基酸)、和EYSW  500‑503(SEQ  ID  NO：155)EX8X9W，其中

X8‑9可以是任何氨基酸。在本文所述的衣壳蛋白、衣壳、病毒载体和方法的实施方式中，X1是

V或其保守取代；X2是P或其保守取代；X3是N或其保守取代；X4是M或其保守取代；X5是A或其

保守取代；X6是V或其保守取代；X7是G或其保守取代；X8是F或其保守取代；和/或X9是A或其

保守取代。在本文所述的衣壳蛋白、衣壳、病毒载体和方法的实施方式中，X1是V，X2是P，X3是

N，X4是M，X5是A，X6是V，X7是G，X8是F，且X9是A，其中新的聚糖结合位点是半乳糖结合位点。此

类AAV衣壳蛋白在例如国际专利申请号PCT/US2020/029493中进一步进行描述；将其内容通

过引用以其整体并入本文。

[0391] 在一个实施方式中，经修饰的病毒衣壳是包含表面结合的肽的AAV衣壳蛋白颗粒，

其中，与AAV颗粒的表面结合的肽是Angiopep‑2、GSH、HIV‑1TAT(48‑60)、ApoE(159‑167)2、

瘦素30(61‑90)、THR、PB5‑3、PB5‑5、PB5‑14，或它们的任何组合，如在例如美国专利申请号

16/956,306中所述；将其内容通过引用以其整体并入本文。这种AAV衣壳允许(例如有效载

荷)穿过血脑屏障的递送。

[0392] 在一个实施方式中，经修饰的病毒衣壳是AAV衣壳蛋白(例如AAV1、AAV5或AAV6衣

壳蛋白)，其中所述衣壳蛋白的VP3区域在对应于以下的位置包含修饰(例如用非酪氨酸残
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基替换酪氨酸残基和/或用非苏氨酸残基替换苏氨酸残基)：野生型AAV1衣壳蛋白(例如美

国专利申请号16/565,191的SEQ  ID  NO：1；将其内容通过引用以其整体并入本文)的Y705、

Y731和T492中的一个或多个、或每个；野生型AAV5衣壳蛋白(例如美国专利申请号16/565,

191的SEQ  ID  NO：2)的Y436、Y693和Y719中的一个或多个、或每个；或者野生型AAV6衣壳蛋

白(例如美国专利申请号16/565,191的SEQ  ID  NO：3)的Y705、Y731和T492中的一个或多个、

或每个。这种AAV衣壳靶向神经元和星形胶质细胞。

[0393] 在一个实施方式中，经修饰的病毒衣壳是AAV衣壳蛋白(例如AAV1、AAV5或AAV6衣

壳蛋白)，其中所述衣壳蛋白在衣壳的VP3区域对应于以下的位置包含Y到F(酪氨酸到苯丙

氨酸)的修饰或T到V(苏氨酸到缬氨酸)的修饰：野生型AAV1衣壳蛋白(例如美国专利申请号

16/565,191的SEQ  ID  NO：1)的Y705F、Y731F和T492V中的一个或多个、或每个；野生型AAV5

衣壳蛋白(例如美国专利申请号16/565,191的SEQ  ID  NO：2)的Y436F、Y693F和Y719F中的一

个或多个、或每个；或野生型AAV6衣壳蛋白(例如美国专利申请号16/565,191的SEQ  ID  NO：

3)的Y705F、Y731F和T492V中的一个或多个或每个。这种AAV衣壳靶向神经元和星形胶质细

胞。

[0394] 在一个实施方式中，经修饰的病毒衣壳是AAV衣壳蛋白(例如AAV1、AAV5或AAV6衣

壳蛋白)，其中，所述衣壳蛋白的VP3区域在对应于以下的位置包含修饰(例如用非酪氨酸残

基替换酪氨酸残基和/或用非苏氨酸残基替换苏氨酸残基)：野生型AAV1衣壳蛋白(例如美

国专利申请号16/565,191的SEQ  ID  NO：1)的Y705、Y731和T492中的一个或多个或每个；野

生型AAV5衣壳蛋白(例如美国专利申请号16/565,191的SEQ  ID  NO：2)的Y436、Y693和Y719

中的一个或多个或每个；或者野生型AAV6衣壳蛋白(例如美国专利申请号16/565,191的SEQ 

ID  NO：3)的Y705、Y731和T492中的一个或多个或每个。这种AAV衣壳靶向神经元和星形胶质

细胞。

[0395] 在一个实施方式中，经修饰的病毒衣壳是AAV衣壳蛋白(例如AAV1、AAV5或AAV6衣

壳蛋白)，所述衣壳蛋白在衣壳蛋白的VP3区域中对应于以下的位置包含Y到F(酪氨酸到苯

丙氨酸)的修饰或T到V(苏氨酸到缬氨酸)的修饰：野生型AAV1衣壳蛋白(例如美国专利申请

号16/565,191的SEQ  ID  NO：1)的Y705F、Y731F和T492V中的一个或多个或每个；野生型AAV5

衣壳蛋白(例如美国专利申请号16/565,191的SEQ  ID  NO：2)的Y436F、Y693F和Y719F中的一

个或多个或每个；或野生型AAV6衣壳蛋白(例如美国专利申请号16/565,191的SEQ  ID  NO：

3)的Y705F、Y731F和T492V中的一个或多个或每个。这种AAV衣壳靶向神经元和星形胶质细

胞。

[0396] 在一个实施方式中，氨基酸修饰允许经修饰的衣壳逃避中和抗体，例如针对病毒

载体(例如相同血清型的病毒载体)产生的中和抗体。在一个实施方式中，氨基酸修饰允许

经修饰的衣壳用于重复施用，例如，所述修饰将使得衣壳在再次施用时具有治疗效果。

[0397] 在一个实施方式中，经修饰的病毒衣壳是嵌合衣壳。本文中使用的“嵌合”衣壳蛋

白是指如下的AAV衣壳蛋白(例如VP1、VP2或VP3的任一个或多个)：所述AAV衣壳蛋白已通过

相对于野生型在所述衣壳蛋白的氨基酸序列中的一个或多个(例如2个、3个、4个、5个、6个、

7个、8个、9个、10个等)氨基酸残基中的替换、以及相对于野生型在所述氨基酸序列中的一

个或多个(例如2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个、10个等)氨基酸残基的插入或缺失进

行了修饰。在一些实施方式中，来自一个AAV血清型的完整或部分的结构域、功能区、表位等
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可以以任何组合替换不同AAV血清型的相应野生型结构域、功能区、表位等，以产生本发明

的嵌合衣壳蛋白。嵌合衣壳蛋白的产生可以根据本领域众所周知的方案进行，并且在文献

中以及本文中描述了大量的可以包括于本发明的衣壳中的嵌合衣壳蛋白。

[0398] 在一个实施方式中，经修饰的病毒衣壳是单倍体衣壳。如本文所使用，术语“单倍

体AAV”应指在国际申请WO2018/170310或美国申请US2018/037149中描述的AAV，将其通过

引用以其整体并入本文。在一些实施方式中，病毒体的群是单倍体AAV群，在其中可以构建

病毒体颗粒，在所述病毒体颗粒中来自于由AAV衣壳蛋白、VP1、VP2和VP3组成的组中的至少

一种病毒蛋白与其它形成能够封装AAV基因组的病毒体颗粒所需的病毒蛋白中的至少一种

不同。对于存在的每个病毒蛋白(VP  1、VP2和/或VP3)，所述蛋白是相同类型的(例如，都是

AAV2  VP1)。在一个实例中，所述病毒蛋白中的至少一个是嵌合病毒蛋白，并且另外两个病

毒蛋白中的至少一个不是嵌合的。在一个实施方式中，VP1和VP2是嵌合的，并且仅VP3是非

嵌合的。例如，病毒颗粒仅由以下组成：来自嵌合AAV2/8的VP1/VP2(AAV2的N‑端和AAV8的C‑

端)与仅来自AAV2的VP3配对；或仅嵌合VP1/VP2  28m‑2P3(来自AAV8的N‑端和来自AAV2的C‑

端，而没有VP3起始密码子突变)与仅来自AAV2的VP3配对。在另一个实施方式中，仅VP3是嵌

合的，并且VP1和VP2是非嵌合的。在另一个实施方式中，所述病毒蛋白中的至少一个来自完

全不同的血清型。例如，仅嵌合VP1/VP2  28m‑2P3与来自仅AAV3的VP3配对。在另一个例子

中，没有嵌合蛋白存在。

[0399] 在本文所述的技术的一些实施方式中，经修饰的病毒衣壳包含一个或多个修饰，

例如对衣壳的化学修饰、非化学修饰或氨基酸修饰。这种修饰可以例如对经修饰的衣壳的

组织型趋向性或细胞型趋向性以及其它进行修饰。

[0400] 修饰可以直接改变所述衣壳的特性(包括生化特性，例如受体结合)，从而使所述

修饰本身改变衣壳的行为，或者可以允许进一步的修饰(例如配体的附着，所述配体转而以

期望的方式修饰所述衣壳的行为)。

[0401] 在一个实施方式中，半胱氨酸残基(其可以是天然存在的或通过衣壳多肽编码序

列的基因修饰所引入的)的化学修饰允许通过形成二硫键来进行配体的共价附着(参见例

如WO  2005/106046，将其内容通过引用并入本文)。

[0402] 考虑了各种配体，包括但不限于例如靶向由靶细胞表达的细胞表面蛋白的抗体或

其抗原结合片段(参见例如WO  2000/002654，将其通过引用并入本文)。

[0403] WO2015/062516(将其内容也通过引用并入本文)描述了通过所述衣壳基因的基因

修饰插入包含叠氮基基团的氨基酸，然后通过所述叠氮基基团化学偶联配体。

[0404] Horowitz等，Bioconjugate  Chem.，22：529‑532(2011)描述了通过糖化或糖部分

的化学偶联来修饰AAV衣壳的趋向性。如本文所述，该方法以及类似的方法被考虑用于衣壳

的修饰。

[0405] 在其它实施方式中，特别考虑用聚合物(例如聚乙二醇(PEG)或聚‑(N‑羟丙基)甲

基丙烯酰胺(pHPMA)包被病毒衣壳。这种修饰可以例如减少与非靶向组织的特异性和非特

异性相互作用。

[0406] 在其它实施方式中，特别考虑了碳二亚胺偶联。参见例如Joo等，ACS  Nano  5，标题

为“Enhanced  Real‑time  Monitoring  of  Adeno‑Associated  Virus  Trafficking  by 

Virus‑Quantum  Dot  Conjugates”(2011)。
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[0407] 在其它实施方式中，可以对病毒衣壳进行修饰，例如，如WO  2017/212019中所述，

也参见美国国家阶段USSN  16/308,740，将其内容各自通过引用并入本文。其中描述的方法

通过包含‑CSNH‑和芳香部分的键将病毒衣壳与配体耦合。虽然可以通过这种方法进一步修

饰经基因修饰的病毒衣壳，但其中所述的修饰不要求所述病毒衣壳的基因修饰。其中描述

的配体包括例如靶向剂、用于避免中和抗体相互作用的空间屏蔽剂、标记剂或磁性剂。其中

所述的靶向配体包括例如细胞类型特异性的配体、蛋白质、单糖或多糖、类固醇激素、RGD基

序肽(例如，Arg‑Gly‑Asp，一种可以模拟细胞粘附蛋白并结合至整合素的细胞粘附基序)、

维生素和小分子。

[0408] 在一个实施方式中，本发明的化学修饰是国际专利申请PCT/EP2017/064089中所

述的修饰，将其内容通过引用以其整体并入本文。

[0409] 在一个实施方式中，本发明的化学修饰是国际专利申请PCT/EP2020/069554中所

述的修饰，将其内容通过引用以其整体并入本文。

[0410] 在一个实施方式中，所述衣壳在其衣壳中具有至少一个化学修饰的酪氨酸残基，

其中所述化学修饰的酪氨酸残基为式(I)：

[0411] 其中：

[0412] ‑X1选自于由以下组成的组：

[0413] ‑Ar是任选取代的芳基或杂芳基部分。

[0414] 在一个实施方式中，所述衣壳具有至少一个化学修饰的酪氨酸残基，其为式(Ia)：
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[0415] 其中：

[0416] ‑Xi、以及Ar如上文所定义，

[0417] ‑间隔区是用于将“Ar”基团连接至官能部分“M”的基团，其优选包含多达1000个碳

原子，并且其优选处于任选包含杂原子和/或环状部分的化学链的形式，

[0418] ‑n是0或1；并且

[0419] ‑M是包含位阻剂、标记剂、细胞类型特异性配体或药物部分的官能部分。

[0420] 在一个实施方式中，Xi为式(a)和/或“Ar”选自取代或未取代的苯基、吡啶基、萘基

和蒽基。

[0421] 在一个实施方式中，所述衣壳具有至少一个化学修饰的酪氨酸，其为式(Ic)：

[0422] 其中：

[0423] ‑X2是‑C(＝O)‑NH、‑C(＝O)‑O、‑C(＝O)‑O‑C(＝O)‑、O‑(C＝O)‑、NH‑C(＝O)‑、NH‑C

(＝O)‑NH、‑O‑C＝O‑O‑、O、NH、‑NH(C＝S)‑、或‑(C＝S)‑NH‑，优选‑(C＝O)‑NH‑或‑(C＝O)‑

O‑。

[0424] ‑X2在苯基基团的对位、间位或邻位，优选在对位，

[0425] ‑间隔区、n和M如上文所定义。

[0426] 在一个实施方式中，当存在时，“间隔区”选自于由以下组成的组：饱和或不饱和

的、直链或支链的C2‑C40烃链，任选取代的聚乙二醇、聚丙二醇、pHPMA(N‑(2‑羟丙基)甲基丙

烯酰胺的聚合物)、聚乳酸‑乙醇酸共聚物(PLGA)、烷基二胺的聚合物，以及它们的组合，和/

或

[0427] “M”包含细胞类型靶向配体或由细胞类型靶向配体组成，所述细胞类型靶向配体

优选选自单糖或多糖、激素(包括类固醇激素)、肽(例如RGD肽(例如Arg‑Gly‑Asp，一种能够

模拟细胞粘附蛋白并结合至整合素的细胞粘附基序)、肌肉靶向肽(MTP)或Angiopep‑2)、蛋
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白质或其片段、膜受体或其片段、适配体(aptamer)、抗体(包括重链抗体)及其片段(例如抗

原结合片段(Fab)、Fab’(其为进一步包含游离巯基基团的抗原结合片段))和VHH)、单链可

变片段(single‑chain  fragment  variable，ScFv)、spiegelmer、肽适配体、维生素和药物

(例如大麻素受体1(CB1)和/或大麻素受体2(CB2)配体)。

[0428] 在一个实施方式中，“间隔区”(当存在时)选自于由以下组成的组：直链或支链的

C2‑C20烷基链、聚乙二醇、聚丙二醇、pHPMA、PLGA、烷基二胺的聚合物，及它们的组合，所述具

有2个至20个单体的聚合物和/或“M”包含细胞类型特异性的配体或由细胞类型特异性的配

体组成，所述细胞类型特异性的配体来源于：选自转铁蛋白、表皮生长因子(EGF)和碱性成

纤维细胞生长因子13FGF的蛋白质；包含一个或数个半乳糖、甘露糖、N‑乙酰半乳糖胺残基、

GalNac桥或甘露糖‑6‑磷酸的单糖或多糖；选自SEQ  ID  NO：1至SEQ  ID  NO：7的MTP；以及维

生素(例如叶酸)。

[0429] 在一个实施方式中，所述衣壳在衣壳中进一步具有至少一个额外的化学修饰的氨

基酸残基，其不同于酪氨酸残基，所述氨基酸残基优选带有用式(V)的基团进行化学修饰的

氨基基团：

[0430] 其中：

[0431] ‑N*是氨基酸残基(例如赖氨酸残基或精氨酸残基)的氨基基团的氮，并且

[0432] ‑Ar、间隔区、n和M具有与权利要求2的式(II)的Ar、间隔区、n和M相同的定义。

[0433] 在一个实施方式中，在有利于使所述反应性基团与存在于衣壳中的酪氨酸残基进

行反应的条件下，将衣壳与带有选自芳基重氮和4‑苯基‑1，2,4‑三唑‑3，5‑二酮(PTAD)部分

的反应性基团的化学试剂孵育，从而形成共价结合。

[0434] 在一个实施方式中，将衣壳与式VId的化学试剂孵育，以获得式Ic的衣壳中的至少

一个化学修饰的酪氨酸残基。

药物组合物

[0435] 本发明的表达盒、载体或病毒体可以与药学上可接受的赋形剂(即，一种或多种药

学上可接受的运载体物质和/或添加剂，例如缓冲液、运载体、赋形剂、稳定剂等)一起配制

成药物组合物。药物组合物可以以试剂盒的形式提供。

[0436] 因此，本发明的进一步面提供了药物组合物，所述药物组合物包含如本文所述的

表达盒、载体或病毒体。

[0437] 在各个方面，所述药物组合物包含磷酸盐缓冲液。所述磷酸盐缓冲液包含约1mM至
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约50mM磷酸盐，例如磷酸盐的浓度为约1mM、约2mM、约3mM、约4mM、约5mM、约6mM、约7mM、约

8mM、约9mM、约10mM、约15mM、约20mM、约25mM、约30mM、约35mM、约40mM、约45mM或约50mM。所

述磷酸盐从二元磷酸盐(例如Na2HPO4、K2HPO4)和一元磷酸盐(例如NaH2PO4、KH2PO4)的组合以

二元磷酸盐：一元磷酸盐的摩尔比为约1∶10至约10∶1制备。例如，在各种示例性实施方式

中，所述10mM磷酸盐包括9.5mM二元磷酸盐和0.5mM一元磷酸盐、9mM二元磷酸盐和1mM一元

磷酸盐、8.5mM二元磷酸盐和1.5mM一元磷酸盐、或8mM二元磷酸盐和2mM一元磷酸盐。磷酸盐

缓冲液的pH为约6.5至约7.5，例如pH为6.5、6.6、6.7、6.8、6.9、6.95、7.0、7.05、7.1、7.2、

7 .3、7 .4或7 .5。磷酸盐缓冲液还可包含浓度为约50mM至约200mM的NaCl，例如浓度为约

50mM、约60mM、约70mM、约80mM、约90mM、约100mM、约110mM、约120mM、约130mM、约135mM、约

136mM、约137mM、约138mM、约139mM、约140mM、约150mM、约160mM、约170mM、约180mM、约190mM

或约200mM。所述磷酸盐缓冲液还可包含浓度为约0 .5mM至约10mM的KCl，例如浓度为约

0.5mM、约0.6mM、约0.7mM、约0.8mM、约0.9mM、约1mM、约2mM、约2.5mM、约2.6mM、约2.7mM、约

2.8mM、约2.9mM、约3mM、约4mM、约5mM、约6mM、约7mM、约8mM、约9mM或约10mM。所述磷酸盐缓

冲液还可包含浓度为约0.20mM至约10mM的CaCl2，例如浓度为约0.2mM、约0.3mM、约0.4mM、

约0.5mM、约0.6mM、约0.7mM、约0.8mM、约0.81mM、约0.82mM、约0.83mM、约0.84mM、约0.85mM、

约0.86mM、约0.87mM、约0.88mM、约0.89mM、约0.9mM、约1mM、约2mM、约3mM、约4mM、约5mM、约

6mM、约7mM、约8mM、约9mM或约10mM。所述磷酸盐缓冲液还可包含浓度为约0.10mM至约1mM的

MgCl2，例如浓度为约0.1mM、约0.2mM、约0.3mM、约0.4mM、0.41mM、0.42mM、0.43mM、0.44mM、

0.45mM、0.46mM、0.47mM、0.48mM、0.49mM、约0.5mM、约0.6mM、约0.7mM、约0.8mM、约0.9mM或

约1mM。所述磷酸盐缓冲液还可包括浓度为约0.0001wt％至约0.005wt％的泊洛沙姆188(例

如，PluronicTM  F‑68非离子表面活性剂)，例如浓度为约0 .0001wt％、约0 .0002wt％、约

0.0003wt％、约0.0004wt％、约0.0005wt％、约0.0006wt％、约0.0007wt％、约0.0008wt％、

约0.0009wt％、约0.001wt％、约0.0015wt％、约0.002wt％、约0.0025wt％、约0.003wt％、约

0.0035wt％、约0.004wt％、约0.0045wt％或约0.005wt％。所述磷酸盐缓冲液还可包含浓度

为约0.005wt％至约10wt％的山梨醇，例如浓度为约0.005wt％、约0.075wt％、约0.01wt％、

约0.02wt％、约0.03wt％、约0.04wt％、约0.05wt％、约0.06wt％、约0.07wt％、约0.08wt％、

约0 .09wt％、约0 .1wt％、约0 .2wt％、约0 .3wt％、约0 .4wt％、约0 .5wt％、约0 .6wt％、约

0.7wt％、约0.8wt％、约0.9wt％、约1wt％、约2wt％、约3wt％、约4wt％、约5wt％、约6wt％、

约7wt％、约8wt％、约9wt％或约10wt％。所述rAAV包含核酸(例如，AAVrh.10包含CAG启动子

并且所述核酸包含与SEQ  ID  NO：194至少80％相同、例如至少85％、至少90％、至少95％、至

少98％、至少99％或100％相同的序列；AAVrh10.CAG.hCYP46A1)在磷酸盐缓冲液中可以具

有如下的滴度：约0.1×109vg/μl至约5×1010vg/μl，例如滴度为约0.1×109vg/μl、约0.2×

109vg/μl、约0.3×109vg/μl、约0.4×109vg/μl、约0.5×109vg/μl、约0.6×109vg/μl、约0.7

×109vg/μl、约0.8×109vg/μl、约0.9×109vg/μl、约1×109vg/μl、约2×109vg/μl、约3×

109vg/μl、约4×109vg/μl、约5×109vg/μl、约6×109vg/μl、约7×109vg/μl、约8×109vg/μl、
约9×109vg/μl、约1×1010vg/μl、约1×1010vg/μl、约1×1010vg/μl、约4×1010vg/μl或约5×

1010vg/μl。
[0438] 在一些实施方式中，所述药物组合物包含10mM磷酸盐、137mM  NaCl、2.7mM  KCl、

0 .88mM  CaCl2、0 .49mM  MgCl2、0 .001wt％泊洛沙姆188(pH  7 .2)和0 .4×109vg/μl 
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AAVrh10.CAG.hCYP46A1。

[0439] 在一些实施方式中，所述药物组合物包含10mM磷酸盐(9mM  Na 2HPO 4和1mM 

KH2PO4)、137mM  NaCl、2.7mM  KCl、0.88mM  CaCl2、0.49mM  MgCl2、0.001wt％泊洛沙姆188(pH 

7.2)和0.4×109vg/μl  AAVrh10.CAG.hCYP46A1。

[0440] 在一些实施方式中，所述药物组合物包含10mM磷酸盐、137mM  NaCl、2.7mM  KCl、

0 .88mM  CaCl2、0 .49mM  MgCl2、0 .001wt％泊洛沙姆188(pH  7 .2)和1 .1×109vg/μl 
AAVrh10.CAG.hCYP46A1。

[0441] 在一些实施方式中，所述药物组合物包含10mM磷酸盐(9mM  Na 2HPO 4和1mM 

KH2PO4)、137mM  NaCl、2.7mM  KCl、0.88mM  CaCl2、0.49mM  MgCl2、0.001wt％泊洛沙姆188(pH 

7.2)和1.1×109vg/μl  AAVrh10.CAG.hCYP46A1。

[0442] 在一些实施方式中，所述药物组合物包含10mM磷酸盐、137mM  NaCl、2.7mM  KC1、

0 .88mM  CaCl 2、0 .49mM  MgCl 2、0 .001wt％泊洛沙姆188(pH  7 .2)和3×109vg/μl 
AAVrhl0.CAG.hCYP46A1。

[0443] 在一些实施方式中，所述药物组合物包含10mM磷酸盐(9mM  Na 2HPO 4和1mM 

KH2PO4)、137mM  NaCl、2.7mM  KCl、0.88mM  CaCl2、0.49mM  MgCl2、0.001wt％泊洛沙姆188(pH 

7.2)和3×109vg/μl  AAVrh10.CAG.hCYP46A1。

[0444] 在一些实施方式中，所述药物组合物包含10mM磷酸盐、137mM  NaCl、2.7mM  KCl、

0 .88mM  CaCl 2、0 .49mM  MgCl 2、0 .001wt％泊洛沙姆188(pH  7 .2)和7×109vg/μl 
AAVrh10.CAG.hCYP46A1。

[0445] 在一些实施方式中，所述药物组合物包含10mM磷酸盐(9mM  Na 2HPO 4和1mM 

KH2PO4)、137mM  NaCl、2.7mM  KCl、0.88mM  CaCl2、0.49mM  MgCl2、0.001wt％泊洛沙姆188(pH 

7.2)和7×109vg/μl  AAVrh10.CAG.hCYP46A1。

[0446] 在一些实施方式中，所述药物组合物包含10mM磷酸盐、137mM  NaCl、2.7mM  KCl、

0 .88mM  CaCl2、0 .49mM  MgCl2、0 .001wt％泊洛沙姆188(pH  7 .2)和8 .2×109vg/μl 
AAVrh10.CAG.hCYP46A1。

[0447] 在一些实施方式中，所述药物组合物包含10mM磷酸盐(9mM  Na 2HPO 4和1mM 

KH2PO4)、137mM  NaCl、2.7mM  KCl、0.88mM  CaCl2、0.49mM  MgCl2、0.001wt％泊洛沙姆188(pH 

7.2)和8.2×109vg/μl  AAVrh10.CAG.hCYP46A1。

[0448] 在一些实施方式中，所述药物组合物包含10mM磷酸盐、137mM  NaCl、2.7mM  KCl、

0 .88mM  CaCl2、0 .49mM  MgCl2、0 .001wt％泊洛沙姆188(pH  7 .2)和3×1010vg/μl 
AAVrh10.CAG.hCYP46A1。

[0449] 在一些实施方式中，所述药物组合物包含10mM磷酸盐(9mM  Na 2HPO 4和1mM 

KH2PO4)、137mM  NaCl、2.7mM  KCl、0.88mM  CaCl2、0.49mM  MgCl2、0.001wt％泊洛沙姆188(pH 

7.2)和3×1010vg/μl  AAVrh10.CAG.hCYP46A1。

[0450] 在替代实施方式中，所述药物组合物等同于任何上述示例性组合物，但磷酸盐浓

度为约9.53mM，包含约8.06mM  Na2HPO4和约1.47mM  KH2PO4。

[0451] 在替代实施方式中，所述药物组合物等同于任何上述示例性组合物，但山梨醇浓

度为约0.005wt％至约10wt％。

施用
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[0452] 本公开的rAAV可根据本领域已知的任何合适的方法以组合物递送至受试者。例

如，可将优选悬浮在生理上相容的运载体中(即在组合物中)的rAAV施用至受试者，即宿主

动物，如人、小鼠、大鼠、猫、狗、绵羊、兔子、马、牛、山羊、猪、豚鼠、仓鼠、鸡、火鸡或非人灵长

类动物(如猕猴)。在一些实施方式中，宿主动物不包括人。

[0453] 向哺乳动物受试者递送rAAV可通过例如肌肉内注射或通过向哺乳动物受试者的

血流中施用而进行。向血流中施用可以是通过注射进入静脉、动脉或任何其它血管管道中。

在一些实施方式中，所述rAAV通过隔离肢体灌注(一种在外科领域众所周知的技术)的方式

向血流中施用，所述方法主要是使得技术人员在施用rAAV病毒体之前将肢体从全身性循环

中隔离出来。隔离肢体灌注技术的变体(描述于美国专利号6，177,403中)也可以由技术人

员采用以将病毒体施用至隔离肢体的脉管系统中，以潜在地增强向肌肉细胞或组织中的转

导。此外，在特定情况下，可能期望将病毒体递送至受试者的CNS。“CNS”是指脊椎动物的大

脑和脊髓的所有细胞和组织。因此，所述术语包括但不限于神经元细胞、胶质细胞、星形胶

质细胞、脑脊液(CSF)、胞间隙、骨、软骨等。通过用针、导管或相关装置，使用本领域已知的

神经外科技术(例如通过立体定向注射，参见例如Stein等，J  Virol  73：3424‑3429，1999；

Davidson等，PNAS97：3428‑3432，2000；Davidson等，Nat .Genet .3：219‑223，1993；以及

Alisky和Davidson，Hum.Gene  Ther.11：2315‑2329，2000)注射到例如脑室区域中以及纹状

体(例如，背侧纹状体的壳核和/或尾状核)、脊髓和神经肌肉接头、或小脑小叶而可将重组

AAV直接递送至CNS或脑。在一些实施方式中，通过静脉内注射施用如本公开所述的rAAV。在

一些实施方式中，通过脑内注射施用rAAV。在一些实施方式中，通过鞘内注射施用rAAV。在

一些实施方式中，通过纹状体内注射施用rAAV。在一些实施方式中，通过颅内注射递送

rAAV。在一些实施方式中，通过小脑延髓池注射递送rAAV。在一些实施方式中，通过大脑侧

脑室注射递送rAAV。

[0454] 在一些实施方式中，所述rAAV通过沿单一轨迹进行多次注射来施用。例如，可以将

套管穿过大脑定位到目标结构(例如，壳核)中的第一位置，并在第一位置进行第一注射。然

后，将套管沿相同的单一轨迹延伸或缩回至目标结构内的第二位置，并在第二位置进行第

二注射。可以通过沿相同的单一轨迹延伸或缩回套管，在目标结构内的其它位置进行进一

步注射。可以通过将穿过大脑的套管定位在轨迹引导的MRI处来靶向大脑的结构。轨迹可以

是前向的(例如，穿过额骨)，或后向的(例如，穿过枕骨)。在其它实施方式中，使用多个轨迹

来靶向单个组织或结构。

[0455] 本公开的各方面涉及包含重组AAV的组合物，所述重组AAV包含衣壳蛋白和编码转

基因的核酸，其中所述转基因包含编码一个或多个miRNA的核酸序列。在一些实施方式中，

每个miRNA包含SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑

SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中任一个

所示的序列。在一些实施方式中，所述核酸进一步包含AAV  ITR。在一些实施方式中，所述

ITR是AAV1、AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、AAV12

或AAV13  ITR。在一些实施方式中，组合物进一步包含药学上可接受的运载体。本公开的组

合物可包含单独的rAAV，或与一个或多个其它病毒(例如，具有一个或多个不同转基因的第

二rAAV编码)组合的rAAV。在一些实施方式中，组合物包含1种、2种、3种、4种、5种、6种、7种、

8种、9种、10种或以上的不同的rAAV，每个都具有一个或多个不同的转基因。
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[0456] 本领域技术人员可以根据rAAV所针对的适应症来容易地选择合适的运载体。例

如，一种合适的运载体包括盐水，其可以与多种缓冲溶液(例如磷酸盐缓冲盐水)一起配制。

其它示例性运载体包括无菌盐水、乳糖、蔗糖、磷酸钙、明胶、葡聚糖、琼脂、果胶、花生油、芝

麻油和水。运载体的选择不是对本公开的限制。

[0457] 任选地，除了rAAV和运载体之外，本公开的组合物还可包含其它常规药物成分，例

如防腐剂或化学稳定剂。合适的示例性防腐剂包括氯丁醇、山梨酸钾、山梨酸、二氧化硫、没

食子酸丙酯、对羟基苯甲酸酯类、乙基香兰素(ethyl  vanillin)、甘油、苯酚和对氯苯酚。合

适的化学稳定剂包括明胶和白蛋白。

[0458] 以足够的量施用rAAV以转染期望组织的细胞并提供足够水平的基因转移和表达

而没有过度的不良作用。常规和药学上可接受的施用途径包括但不限于直接递送至所选的

器官(例如，门静脉内递送至肝)、口服施用、吸入施用(包括鼻内和气管内递送)、眼内施用、

静脉内施用、肌内施用、皮下施用、皮内施用、瘤内施用和其它胃肠外施用途径。如果需要，

可以对施用途径进行组合。在一些实施方式中，经由包含至少一个DD‑ITR的非病毒DNA构建

体递送本文所公开的所有或至少一个核酸序列。例如，可以利用如WO  2019/246554中所述

的非病毒DNA构建体来递送本文所述的核酸中的一个或多个。将WO  2019/246554通过引用

以其整体并入本文。

[0459] 实现特定“治疗效果”所需的rAAV病毒体的剂量(例如以基因组拷贝/每千克体重

(GC/kg)计的剂量单位)将基于数种因素而变化，包括但不限于：rAAV病毒体施用的途径、实

现治疗效果所需的基因或RNA表达的水平、正在治疗的特定疾病或紊乱、以及基因或RNA产

物的稳定性。基于上述因素以及本领域熟知的其它因素，本领域技术人员可以容易地确定

rAAV病毒体的剂量范围以治疗患有特定疾病或紊乱的患者。

[0460] rAAV的有效量是足以靶向感染动物、靶向期望的组织的量。在一些实施方式中，

rAAV的有效量是足以产生稳定的体细胞转基因动物模型的量。有效量将主要取决于例如受

试者的物种、年龄、重量、健康状况和待靶向的组织等因素，并因此可因动物和组织而不同。

例如，所述rAAV的有效量通常在含有约109个至1016个基因组拷贝的约1mL至约100mL溶液的

范围内。在一些情况下，约1011个到1013个rAAV基因组拷贝之间的剂量是合适的。在特定实

施方式中，1012个或1013个rAAV基因组拷贝对靶向CNS组织是有效的。在一些情况下，稳定的

转基因动物由多剂量的rAAV产生。

[0461] 在其它情况下，施用的剂量取决于rAAV滴度和待注射的组织体积。例如，所述rAAV

(或rAAV组合物)的滴度可为约0 .1×109vg/μL至约1 .5×109vg/μL，例如滴度为约0 .1×

109vg/μL、约0.2×109vg/μL、约0.3×109vg/μL、约0.4×109vg/μL、约0.5×109vg/μL、约0.6

×109vg/μL、约0.7×109vg/μL、约0.8×109vg/μL、约0.9×109vg/μL、约1×109vg/μL、约1.1

×109vg/μL、约1.2×109vg/μL、约1.3×109vg/μL、约1.4×109vg/μL或约2.5×109vg/μL。待
注射的滴度的量可独立地取决于由MRI确定的至少一个目标组织或结构的体积。例如，待注

射的组织的体积可以是组织或结构的总体积的约1％至约90％，例如组织或结构体积的约

1％、约5％、约10％、约15％、约20％、约25％、约30％、约35％、约40％、约45％、约50％、约

55％、约60％、约65％、约70％、约75％、约80％、约85％或约90％。类似地，待注射的组织或

结构的体积可以是组织或结构体积的至少约5％、至少约10％、至少约15％、至少约20％、至

少约25％、至少约30％、至少约35％、至少约40％、至少约45％、至少约50％、至少约55％、至
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少约60％、至少约65％、至少约70％、至少约75％、至少约80％、至少约85％、至少约90％、至

少约95％或更多。当靶向(即注射)多于一个的组织或结构时，待注射的各组织或结构的体

积可以相同或不同。例如，在一些实施方式中，将滴度以独立的体积注射到左壳核和右壳核

中，例如，所述独立的体积等同于例如每个壳核总体积的约25％。在其它实施方式中，将滴

度以独立的体积注入左尾核和右尾核，例如，所述独立的体积等同于每个尾核总体积的约

25％。在其它实施方式中，左壳核和右壳核以及左尾核和右尾核均接受滴度注射，例如，基

于每个壳核和尾核的总体积大小的约25％。

[0462] 在一些实施方式中，以不超过每日历日一次(例如24小时期间)向受试者施用rAAV

的剂量。在一些实施方式中，以不超过每2个、3个、4个、5个、6个或7个日历日一次向受试者

施用rAAV的剂量。在一些实施方式中，以不超过每日历周一次(例如7个日历日)向受试者施

用rAAV的剂量。在一些实施方式中，以不超过两周一次(例如，两个日历周期间一次)向受试

者施用rAAV的剂量。在一些实施方式中，以不超过每个日历月一次(例如，每30个日历日一

次)向受试者施用rAAV的剂量。在一些实施方式中，以不超过每六个日历月一次向受试者施

用rAAV的剂量。在一些实施方式中，以不超过每日历年一次(例如，365天或闰年的366天)向

受试者施用rAAV的剂量。

[0463] 在一些实施方式中，对rAAV组合物进行配制以减少所述组合物中AAV颗粒的聚集，

特别是在存在高rAAV浓度(例如，‑1013GC/mL或更高)的情况下。用于减少rAAV聚集的方法在

本领域中是众所周知的，包括例如添加表面活性剂、pH调节、盐浓度调节等(参见例如，

Wright  FR等，Molecular  Therapy(2005)12，171‑178，其内容通过引用的方式并入本文)。

[0464] 药学上可接受的赋形剂和运载体溶液的剂型是本领域技术人员熟知的，开发用于

在多种治疗方案中使用本文所述的特定组合物的合适的给药和治疗方案也是如此。

[0465] 通常，这些剂型可包含至少约0.1％的活性化合物或更多，尽管活性成分的百分比

当然可以不同并且可以方便地在总剂型重量或体积的约1％或2％到约70％或80％或更多

之间。自然地，每种治疗有用的组合物中的活性化合物的量可以在化合物的任何给定单位

剂量中将获得合适的剂量的此类方式来制备。制备此类药物剂型的本领域技术人员将考虑

例如溶解度、生物利用度、生物半衰期、施用途径、产品保质期以及其它药理学考虑的因素，

正因如此，多种剂量和治疗方案可能是可期望的。

[0466] 在特定情况下，将期望皮下、胰内、鼻内、胃肠外、静脉内、肌内、鞘内、或口服、腹膜

内或通过吸入递送处于本文公开的适当配制的药物组合物中的基于rAAV的治疗构建体。在

一些实施方式中，如美国专利号5,543,158、5,641,515和5,399,363所述(每个都通过引用

的方式将其整体具体地并入本文)的施用方式可用于递送rAAV。在一些实施方式中，优选的

施用模式为通过门静脉注射。

[0467] 适用于可注射使用的药物形式包括无菌水性溶液或分散体以及用于临时制备无

菌可注射溶液或分散体的无菌粉末。也可以在甘油、液体聚乙二醇及其混合物中以及油中

制备分散体。在一般的储存和使用条件下，这些制剂包含防腐剂以防止微生物的生长。在许

多情况下，所述形式为无菌的且流动的，达到易于注射的程度。在制造和储存条件下它必须

是稳定的，并且必须防止微生物(例如细菌和真菌)的污染作用。运载体可以是溶剂或分散

介质，其包括例如水、乙醇、多元醇(例如甘油、丙二醇和液体聚乙二醇等)、它们的合适混合

物和/或植物油。适当的流动性可以例如通过使用包衣(例如卵磷脂)、通过在分散体的情况
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下保持所需的粒径以及通过使用表面活性剂来保持。可以通过多种抗细菌剂和抗真菌剂

(例如对羟基苯甲酸酯类、三氯丁醇、苯酚、山梨酸、硫柳汞等)带来对微生物作用的防止。在

许多情况下，将优选包括等渗剂(例如糖类或氯化钠)。可通过在组合物中使用延迟吸收的

试剂(例如单硬脂酸铝和明胶)带来对可注射组合物吸收的延长。

[0468] 例如，对于可注射水性溶液的施用，如果需要，可适当地缓冲所述溶液，并且用足

够的盐水或葡萄糖首先使液体稀释剂变得等渗。这些特定的水性溶液特别适用于静脉内、

肌内、皮下和腹膜内施用。在这方面，可以使用的无菌水性介质将是本领域技术人员已知

的。例如，可以将一个剂量溶解在1mL等渗NaCl溶液中，并添加到1000mL的皮下灌注流体中

或在输注的建议部位处予以注射(参见例如，“Remington’s  Pharmaceutical  Sciences”第

15版，1035‑1038页和1570‑1580页)。根据宿主的情况，一定会发生剂量上的一些变化。在任

何情况下，负责施用的人员将确定对于个体宿主而言的适当剂量。

[0469] 根据需要，无菌可注射溶液通过将所需量的活性rAAV与本文列举的各种其它成分

掺入适当的溶剂中然后过滤灭菌来制备。通常，分散体通过将各种已灭菌的活性成分掺入

无菌媒介中来制备，所述媒介包含来自上述列举的那些基本分散介质和所需的其它成分。

在用于制备无菌注射溶液的无菌粉末的情况下，优选的制备方法是真空干燥和冷冻干燥技

术，所述技术从其先前无菌过滤的溶液中产生活性成分加上任何附加的期望成分的粉末。

[0470] 本文公开的rAAV组合物也可配制成中性或盐的形式。药学上可接受的盐包括酸加

成盐(与蛋白质的游离氨基基团形成)，并且其与无机酸(例如盐酸或磷酸)或与诸如乙酸、

草酸、酒石酸、扁桃酸等的此类有机酸而形成。与游离羧基基团形成的盐也可以源自无机碱

(例如钠、钾、铵、钙或铁的氢氧化物)，以及诸如异丙胺、三甲胺、组氨酸、普鲁卡因等的此类

有机碱。在配制时，溶液将以与制剂剂型相容的方式并以诸如治疗有效的量来施用。所述剂

型易于以多种制剂形式(例如可注射溶液、药物释放胶囊等)来施用。

[0471] 如本文所使用的，“运载体”包括任何和所有溶剂、分散介质、媒介、包衣、稀释剂、

抗细菌剂和抗真菌剂、等渗剂和吸收延迟剂、缓冲剂、运载体溶液、悬浮剂、胶体等。此类介

质和试剂用于药物活性物质的用途在本领域中是众所周知的。补充的活性成分也可以掺入

所述组合物中。短语“药学上可接受的”是指当向宿主施用时不产生变应性反应或类似不利

反应的分子实体和组合物。

[0472] 递送媒介(例如脂质体、纳米胶囊、微颗粒、微球、脂质颗粒、囊泡等)可用于将本公

开的组合物引入至合适的宿主细胞中。特别是，可将递送转基因的rAAV载体配制用于包裹

在脂质颗粒、脂质体、囊泡、纳米球或纳米颗粒等中递送。

[0473] 此类剂型可优选用于引入本文公开的核酸或rAAV构建体的药学上可接受的剂型。

脂质体的形成和使用通常是本领域技术人员已知的。最近，开发了具有改善的血清稳定性

和循环半衰期的脂质体(美国专利号5,741,516)。此外，已经描述了脂质体和脂质体样制剂

作为潜在药物运载体的多种方法(美国专利号5,567 ,434；5,552,157；5,565,213；5,738,

868和5,795,587)。

[0474] 脂质体已成功地与通常抵抗其它程序转染的许多细胞类型一起使用。此外，脂质

体不受DNA长度限制(在基于病毒的递送系统是典型的)。脂质体已被有效地用于将基因、药

物、放射治疗剂、病毒、转录因子和变构效应物引入各种经培养的细胞系和动物中。此外，已

经完成了数项检测脂质体介导的药物递送有效性的成功临床试验。
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[0475] 脂质体由分散在水性介质中的磷脂形成并自发形成多层同心双层囊泡(也称为多

层囊泡(MLV))。MLV通常具有25nm至4μm的直径。MLV的超声处理使得形成直径在200A到500A

范围内的小单层囊泡(SUV)，其核心中含有水性溶液。

[0476] 或者，可以使用rAAV的纳米胶囊剂型。纳米胶囊通常可以以稳定且可重复的方式

捕获物质。为避免由于细胞内聚合物超载而引起的副作用，此类超细小颗粒(尺寸约为0.1μ
m)应使用能够在体内降解的聚合物进行设计。考虑使用满足这些要求的可生物降解的聚烷

基‑氰基丙烯酸酯纳米颗粒。

[0477] 除了上述递送方法之外，还考虑以下技术作为将rAAV组合物递送至宿主的替代方

法。超声导入法(即超声)已被使用，并在美国专利号5,656,016中描述为提高药物渗透进入

和通过循环系统的速率和功效的装置。考虑的其它药物递送替代方案为骨内注射(美国专

利号5,779,708)、微芯片装置(美国专利号5,797,898)、眼科剂型(Bourlais等，1998)、经皮

矩阵(transdermal  matrices)(美国专利号5,770,219和5,783,208)和经反馈控制的递送

(美国专利号5,697,899)。

[0478] 在一些实施方式中，本文所述的方法涉及用本文所述的核酸治疗患有或诊断为患

有神经系统疾病或紊乱(例如亨廷顿病)的受试者。患有神经系统疾病或紊乱(例如亨廷顿

病)的受试者可以由医师使用当前诊断此类疾病和紊乱的方法来鉴别。例如，表征这些病症

并有助于诊断的亨廷顿病的症状和/或并发症在本领域中是众所周知的，并且包括但不限

于抑郁和焦虑以及具有特征性运动障碍和舞蹈症。可有助于诊断亨廷顿病的测试例如包括

但不限于基因测试。亨廷顿病的家族史也可有助于确定受试者是否可能患有亨廷顿病或有

助于进行亨廷顿病诊断。

[0479] 可以向患有或诊断为患有神经系统疾病或紊乱的受试者施用本文所述的组合物

和方法。在一些实施方式中，本文所述的方法包括向受试者施用有效量的本文所述的组合

物(例如本文所述的核酸)以减轻神经系统疾病或紊乱的症状。如本文所使用的，“减轻症

状”是缓解与神经系统疾病或紊乱相关的任何病症或症状。与同等的未处理对照相比，此类

减少为至少5％、至少10％、至少20％、至少40％、至少50％、至少60％、至少80％、至少90％、

至少95％、至少99％或更多，通过任何标准技术测量。

[0480] 有效量、毒性和治疗功效可以通过细胞培养物或实验动物中的标准药学程序来确

定，例如，以确定最小有效剂量和/或最大耐受剂量。剂量可以根据使用的制剂形式和利用

的施用途径而不同。治疗有效剂量最初可以通过细胞培养测定来估计。此外，可以在动物模

型中配制剂量以达到最小有效剂量和最大耐受剂量之间的剂量范围。任何特定剂量的效果

可以通过合适的生物测定(例如对于神经元退化和/或功能性等的测定)来监测。剂量可以

由医师确定并进行调整(如果需要的话)，以适应观察到的治疗效果。

[0481] 本发明还提供了用于任选地在CNS中治疗疾病、优选与异常基因表达相关的疾病

(例如遗传性CNS疾病)的根据本发明的各个方面的合成的CNS特异性启动子、表达盒、载体、

病毒体或药物组合物。相关病症、疾病和治疗性表达产物在上文中进行了讨论。

[0482] 本发明还提供了用作药物的根据本发明的各个方面的合成的CNS特异性启动子、

表达盒、载体、病毒体。

[0483] 本发明还提供了用于制造用来治疗本文提及的任何病症或疾病的药物组合物中

的根据本发明的各个方面的合成的CNS特异性启动子、表达盒、载体、病毒体。
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[0484] 本发明进一步提供了细胞，所述细胞包含根据本发明的各个方面的合成的CNS特

异性启动子、表达盒、载体、病毒体。适当地，所述细胞是真核细胞。所述真核细胞可以适当

地是动物(后生动物)细胞(例如哺乳动物细胞)。适当地，所述细胞是人类细胞。

[0485] 在本发明的一些实施方式中，所述细胞是离体的，例如在细胞培养物中。在本发明

的其它实施方式中，所述细胞可以是组织或多细胞生物的一部分。

[0486] 在优选的实施方式中，所述细胞是CNS细胞，所述细胞可以是离体的或体内的。所

述CNS细胞可以是原代神经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞、小胶质细胞或室管膜细胞。或

者，所述CNS细胞可以是源自CNS的细胞系，例如永生化细胞系。

[0487] 在最优选的实施方式中，所述CNS细胞是神经元，适当地是多巴胺能神经元。

[0488] 所述细胞可以存在于CNS组织环境中(例如，在动物的CNS内)，或者可以从CNS组织

中分离，例如，它可以在细胞培养物中。适当地，所述原代细胞或原代细胞系是人类细胞。

[0489] 根据本发明的合成的CNS特异性启动子、表达盒或载体可以被插入细胞的基因组

中，或者可以是附加型的(例如存在于附加型载体中)。

[0490] 对于本领域技术人员来说显而易见的是，根据本发明的各个方面的合成的CNS特

异性启动子、表达盒、载体或病毒体可用于基因治疗。因此，此类核酸构建体在基因治疗中

的用途构成了本发明的部分。

[0491] 因此，在一些实施方式中，本发明提供了用于对受试者进行基因治疗、优选通过治

疗基因的CNS特异性表达进行基因治疗的根据本发明的表达盒、载体或病毒体。所述治疗可

涉及通过从CNS细胞分泌治疗产品来治疗疾病(适当地涉及CNS中异常基因表达的疾病)，如

上所述。

[0492] 本发明还提供了在CNS细胞中表达治疗性转基因的方法，所述方法包括将根据本

发明的表达盒或载体引入CNS细胞中。所述CNS细胞可以是体内或离体的。

[0493] 本发明还提供了对有需要的受试者(优选人类)进行基因治疗的方法，所述方法包

括：向受试者施用(适当地引入到受试者的CNS中)本发明的合成的CNS特异性表达盒、载体、

病毒体或药物组合物，所述合成的CNS特异性表达盒、载体、病毒体或药物组合物包含编码

治疗产品的基因。

[0494] 所述方法适当地包括在所述受试者的CNS中表达来自基因的治疗量的治疗产品。

上文讨论了可以治疗的各种病症和疾病。上文讨论了编码合适治疗产品的基因。

[0495] 所述方法适当地包括向受试者施用根据本发明的载体或病毒体。适当地，所述载

体是病毒基因治疗载体，例如AAV载体。

[0496] 在一些实施方式中，所述方法包括全身施用基因治疗载体。全身施用可以是肠内

施用(例如口服、舌下和直肠施用)或胃肠外施用(例如注射)。优选的注射途径包括静脉内

注射、肌内注射、皮下注射、动脉内注射、关节内注射、鞘内注射和皮内注射。在一个实施方

式中，所述基因治疗载体可以通过注射到脑脊液(CSF)通路中来递送。递送到CSF通路的非

限制性实例包括鞘内和脑室内施用。

[0497] 特别优选的AAV载体或病毒体的施用途径是血管内，所述AAV载体或病毒体包含根

据本发明的合成的CNS特异性启动子或表达盒。适当地，包含根据本发明的合成的CNS特异

性启动子或表达盒的AAV载体或病毒体可以施用于手背静脉或前臂前部静脉中。前臂前部

中的合适静脉是头静脉、正中静脉或贵要静脉。这是因为这种施用途径对患者而言通常是
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安全的，同时仍允许一些渗透到CNS中。

[0498] 在一些实施方式中，所述病毒基因治疗载体可以与一种或多种额外的治疗剂或一

种或多种被设计用于防止网状内皮系统清除载体的饱和剂同时或顺序施用。

[0499] 当所述载体是AAV载体时，所述载体的剂量可以是1×1010gc/kg至1×1015gc/kg或

更多，适当地为1×1012gc/kg至1×1014gc/kg，适当地为5×1012gc/kg至5×1013gc/kg。

[0500] 一般来说，有需要的受试者是哺乳动物，并且优选是灵长类动物，更优选是人类。

通常，有需要的受试者会表现出疾病的症状特征。所述方法通常包括通过表达治疗量的治

疗产品来改善有需要的受试者表现出的症状。在一个实施方式中，本发明的治疗方法可用

于减少功能能力和日常生活活动的下降，如通过标准评估系统(例如但不限于总功能能力

(TFC)量表)测量的。在一个实施方式中，本发明的方法可用于改善用于测量神经系统疾病

症状的任何评估的表现。此类评估包括但不限于ADAS‑cog(阿尔茨海默病评估量表‑认知)、

MMSE(简易精神状态检查量表)、GDS(老年抑郁量表)、FAQ(功能活动问卷)、ADL(日常生活活

动)、GPCOG(全科医生认知评估量表)、Mini‑Cog、AMTS(简易智力检测量表)、画钟试验、6‑

CIT(6项认知损害测试)、TYM(测试你的记忆)、MoCa(蒙特利尔认知评估量表)、ACE‑R

(Addenbrookes认知评估)、MIS(记忆损害筛查)、BADLS(Bristol日常生活活动量表)、

Barthel指数、功能独立性评测、工具性日常生活活动、IQCODE(老年人认知功能减退知情者

问卷)、神经精神量表、Cohen‑Mansfield激越情绪行为量表、BEHAVE‑AD、EuroQol、Short 

Form‑36和/或MBR护理人员应变仪(MBR  Caregiver  Strain  Instrument)、或Sheehan  B

(Ther  Adv  Neurol  Disord .5(6)：349‑358(2012))中所述的任何其它测试，其内容通过引

用的方式以其整体并入本文。

[0501] 用于在体内和体外靶细胞中表达治疗性基因的基因治疗方案在本领域中是众所

周知的，并且本文将不再详细讨论。简而言之，它们包括质粒DNA载体(裸露或在脂质体中)

或病毒载体的静脉内施用或动脉内施用(例如，颈动脉内、肝动脉内、肝静脉内)、颅内施用、

肌内注射、间质注射、气道滴注、施加至内皮和肝实质内。已经开发了各种装置来增强DNA对

靶细胞的可用性。简单的方案是用含有相关载体的导管或可植入材料与靶细胞物理接触，

而更复杂的方案可以使用喷射注射装置等。可以使用离体程序和体内程序将基因转移到哺

乳动物的CNS细胞中。离体方案通常需要收获CNS细胞，用合适的表达载体进行体外转导，然

后将经转导的CNS细胞重新引入CNS。由于在大脑中收获和重新引入CNS细胞的困难和危险，

这种方案通常不太优选。体内基因转移是通过将DNA或病毒载体直接注射到CNS来实现的，

例如通过颅内注射、或通过静脉内注射或动脉内注射病毒载体。

[0502] 在一个实施方式中，所述基因治疗载体可以以治疗有效量施用至受试者(例如，施

用至受试者的CNS)，以减轻受试者的神经系统疾病症状(例如，使用已知的评估方法确定)。

在一些实施方式中，基因治疗载体和包含基因治疗载体的组合物可以以允许它们穿过血脑

屏障、血管屏障或其它上皮屏障的方式施用。

[0503] 所述基因治疗载体可与一个或多个其它治疗、预防、研究或诊断剂组合使用。“组

合”并不意味着所述药剂必须同时施用和/或配制用于一起递送，尽管这些递送方法在本发

明的范围内。组合物可与一个或多个其它期望疗法或医疗程序同时、在其之前或在其之后

施用。可以与本文描述的AAV颗粒组合使用的53种parker化合物包括但不限于胆碱酯酶抑

制剂(多奈哌齐、利凡斯的明、加兰他敏)、NMDA受体拮抗剂(例如美金刚)、抗精神病药、抗抑
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郁药、抗痉挛药(anti‑convulsants)(例如用于肌阵挛的左乙拉西坦和丙戊酸钠)、分泌酶

抑制剂、淀粉样蛋白聚集抑制剂、铜或锌调节剂、BACE抑制剂、tau聚集抑制剂(例如亚甲基

蓝、吩噻嗪、蒽醌、n‑苯胺或罗丹明)、微管稳定剂(例如NAP、紫杉醇(taxol)或紫杉醇

(paclitaxel))、激酶或磷酸酶抑制剂(例如靶向GSK3(锂)或PP2A的抑制剂、用？β肽或tau磷

酸化表位免疫)、抗tau或抗淀粉样蛋白抗体、多巴胺耗竭剂(例如用于舞蹈症的丁苯那嗪)、

苯二氮卓类(例如用于肌阵挛、舞蹈病、肌张力障碍、僵硬和/或痉挛的氯硝西泮)、多巴胺的

氨基酸前体(例如用于僵硬的左旋多巴)、骨骼肌松弛剂(例如用于僵硬和/或痉挛的巴氯

芬、替扎尼定)、造成肌肉麻痹的神经肌肉接头处乙酰胆碱释放的抑制剂(例如用于磨牙症

和/或肌张力障碍的肉毒毒素)、非典型抗精神病药(例如用于精神病和/或易怒的喹硫平和

奥氮平，用于精神病、舞蹈病和/或易怒的氟哌啶醇、利培酮和舒必利，用于难治性精神病的

氯氮平，用于伴有明显阴性症状的精神病的阿立哌唑)；选择性血清素再吸收取抑制剂

(SSRI)(例如用于抑郁、焦虑、强迫性行为和/或易怒的文拉法辛、西酞普兰、氟西汀、帕罗西

汀、舍曲林、米氮平)；安眠药(例如用于改变的睡眠‑觉醒周期的唑吡坦和/或佐匹克隆

(xopiclone))；抗惊厥药(anticonvulsants)(例如用于躁狂或轻躁狂的卡马西平和丙戊酸

钠)和情绪稳定剂(例如用于治疗躁狂或轻躁狂的锂)。

[0504] 根据一些优选的实施方式，上述方法可用于治疗患有如上所述的CNS相关疾病(例

如多巴胺转运体缺陷综合征)的受试者。

免疫调节剂

[0505] 在一些实施方式中，本文所述的组合物包括免疫调节剂，并且所述方法进一步包

括施用免疫调节剂。所述免疫调节剂可以在施用时、施用前或施用后施用。在受试者被再次

施用至少第二种组合物的情况下，所述免疫调节剂可以在至少第二次施用之前、同时或之

后施用。

[0506] 在优选的实施方式中，所述免疫调节剂在施用重组病毒载体之前施用。在各种实

施方式中，所述免疫调节剂在施用重组病毒载体之前至少1小时、至少2小时、至少3小时、至

少4小时、至少5小时、至少6小时、至少7小时、至少8小时、至少9小时、至少10小时、至少11小

时、至少12小时、至少13小时、至少14小时、至少15小时、至少16小时、至少17小时、至少18小

时、至少19小时、至少20小时、至少21小时、至少22小时、至少23小时、至少24小时或更长时

间施用。在一个实施方式中，所述免疫调节剂在施用重组病毒载体之前不超过24小时施用。

[0507] 在一个实施方式中，所述免疫调节剂与所述重组病毒载体基本上同时施用，例如，

在本文公开的重组病毒载体的施用之前稍早施用(即，在6小时内、或5小时内、或4小时内、

或3小时内、或2小时内或1小时内)。在一些实施方式中，所述免疫调节剂与病毒载体的施用

同时施用或在病毒载体的施用后6小时内施用(即，在施用所公开的病毒载体组合物后1小

时内、或2小时内、或3小时内、或4小时内、或5小时内、或6小时内或约6小时)。

[0508] 在一些实施方式中，所述免疫调节剂允许将重组病毒载体施用至受试者，所述受

试者不是接受这种载体的良好候选者。不是接受这种载体的良好候选者的受试者是例如先

前接受过重组病毒载体的施用和/或先前暴露至重组病毒载体并随后对所述载体发展出抗

体应答的受试者。通常，当受试者的病毒载体结合抗体的滴度小于1∶5(例如，1∶1、1∶2、1∶3

或1∶4)时，该受试者被视为施用重组病毒载体的候选者(即良好候选者)。相反，当受试者的

病毒载体结合抗体的滴度为1∶5或更高(例如，1∶6、1∶6、1∶7、1∶8、1∶9、1∶10、1∶20、1∶30、1∶
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50、1∶100、1∶1000或更高)时，该受试者被视为不是适合施用重组病毒载体的候选者。本领

域技术人员可以使用本领域的标准技术评估受试者的抗体滴度，例如，通过从受试者采集

生物样本(例如受试者的血液)，用已知抗原刺激生物样本，并检测已知抗原的病毒结合抗

体的存在。抗体滴度是样品中可以检测到50％病毒载体中和之前的样品可以稀释多少的量

度。抗体滴度通常表示为比率，例如1∶100，这意味着一份血清与100份盐溶液(即稀释剂)引

起样本中50％的抗体中和，也就是说，抑制50％病毒感染所需的血清相互稀释可指定为

50％抑制时的中和抗体滴度。因此，病毒载体抗体滴度为1∶10指示病毒载体抗体水平低于1

∶100滴度。

[0509] 因此，在一个实施方式中，在施用基因疗法之前对所述受试者评估针对基因疗法

的AAV载体的抗AAV抗体的存在。在一个实施方式中，在施用基因疗法之前对受试者评估针

对基因疗法的AAV载体的中和抗AAV抗体的存在。检测中和抗AAV抗体的方法进一步描述于

例如Kasprzyk  T.等人，Mol  Therapy.Methods&Clinical  Dev.2022年1月6日，将其内容通

过引用以其整体并入本文中。

[0510] 在一个实施方式中，将免疫调节剂施用至受试者，所述受试者具有的来自受试者

的生物样品(例如，血液样品)中存在的病毒载体结合抗体的滴度小于约1∶5(例如，1∶1、1∶

2、1∶3或1∶4)，其中1份生物样品稀释在10000份缓冲液中产生50％的病毒载体中和。

[0511] 在一个实施方式中，将所述免疫调节剂施用至受试者，所述受试者具有的来自受

试者的血液制品或生物样品中存在的病毒载体结合抗体的滴度大于或等于1∶5且小于约1∶

10(例如，1∶6、1∶7、1∶8或1∶9)，其中将1份生物样品或血液制品稀释在10000份缓冲液中产

生50％的病毒载体中和，以扩大可用AAV基因疗法有效治疗的受试者池。目前，病毒中和抗

体水平为1∶5或更高的潜在患者被排除在此类治疗之外，即，他们不是良好的候选者。向具

有大于或等于1∶5但小于1∶10的抗体滴度的受试者施用免疫调节剂预期使受试者中现有的

抗体滴度降低至小于1∶5，从而使该受试者有资格作为施用重组病毒载体(例如，基因治疗

载体)的候选者。

[0512] 在一个实施方式中，将所述免疫调节剂施用至受试者，发现所述受试者具有的来

自受试者的生物样品(例如，血液样品)中存在的病毒载体结合抗体的滴度大于或等于1∶5

且小于约1∶25(例如，1∶6、1∶7、1∶8、1∶9、1∶10、1∶11、1∶12、1∶13、1∶14、1∶15、1∶16、1∶17、1∶

18、1∶19、1∶20、1∶21、1∶22、1∶23和1∶24)，其中将1份生物样品或血液产品稀释在10000份缓

冲液中产生50％的病毒载体中和。例如，向具有大于或等于1∶5但小于1∶15的滴度的受试者

施用免疫调节剂预期使受试者中现有的抗体滴度降低至小于1∶5，从而使该受试者有资格

作为施用重组病毒载体(例如，基因治疗载体)的候选者。在一个实施方式中，将所述免疫调

节剂施用至受试者，所述受试者具有的来自受试者的生物样品中存在的病毒载体结合抗体

的抗体滴度大于或等于1∶5且小于约1∶100(例如1∶6、1∶7、1∶8、1∶9、1∶10、1∶11、1∶12、1∶13、

1∶14、1∶15、1∶16、1∶17、1∶18、1∶19、1∶20、1∶21、1∶22、1∶23、1∶24、1∶25、1∶30、1∶35、1∶40、1∶

45、1∶50、1∶55、1∶60、1∶65、1∶70、1∶75、1∶80、1∶85、1∶90、1∶95和1∶99)，其中将1份生物样品

或血液制品稀释在10000份缓冲液中产生50％的病毒载体中和。向具有大于或等于1∶5但小

于1∶25的抗体滴度的受试者施用免疫调节剂预期使受试者中现有的抗体滴度降低至小于1

∶5，从而使受试者有资格作为施用重组病毒载体(例如，基因治疗载体)的候选者。

[0513] 在一些实施方式中，所述免疫调节剂使得能够进行本文公开的AAV载体的重复给
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药或重复施用。例如，所述病毒载体(例如，本文公开的AAV载体)与免疫调节剂(在施用AAV

载体的基本上同时、之前或之后)的施用可以在规定的时间段内多次(即，多于一次)施用。

为了示例性目的，所述AAV载体可以在数周(例如，2周)至数个月(例如，2个月)内施用数次

(即，多于一次)。不希望受理论限制，作为非限制性示例，根据本文公开的方法的所述AAV载

体与免疫调节剂的施用可以为在6个月的时间段内每月一次、在6周的时间段内3次‑4次、在

1个月(或约4周)或2个月(或约8周)的时间段内每周一次。在一些实施方式中，当将本文公

开的AAV载体与免疫调节剂(在施用AAV载体的基本上同时、之前或之后)多次施用(例如，重

复给药)时，所述病毒载体(例如，AAV载体)的剂量低于单剂量方案中通常使用的剂量，例

如，剂量低于本文所述的单剂量方案。例如，所述AAV载体的剂量可以小于或等于约1012，或

低于约1012，例如，剂量可以是约107、约108、约109、约1010、约1011或约1012，或107和1012之间

的任何剂量。在一些实施方式中，当根据本文公开的方法将本文公开的AAV载体的重复剂量

与免疫调节剂一起施用至受试者时，可以在不同剂量之间改变免疫调节剂，即，可以以重复

剂量使用相同或不同的免疫调节剂。例如，当将第一剂量的AAV与免疫调节剂A共同施用时，

与第二剂量或第三剂量的AAV一起施用的第二免疫调节剂不同于免疫调节剂A，例如，第二

免疫调节剂是免疫调节剂B。为了示例性目的，根据所公开的方法的给药方案可以是施用浓

度为1012或小于1012的AAV载体，其中所述免疫调节剂作为A‑B‑C‑D、或A‑A‑B‑C、或A‑B‑A‑C

施用，其中A、B、C和D是本文所公开的不同的免疫调节剂。换句话说，给药方案可以包括在时

间段内的多个的免疫调节剂的剂量，其中所述多个中的每个剂量包括独立地选自于免疫调

节剂A、免疫调节剂B、免疫调节剂C、免疫调节剂D及其组合的免疫调节剂(即，每个剂量可以

包含多于一种的免疫调节剂)。此类变化的免疫调节剂使得能够进行本文公开的AAV载体的

重复给药。在一些实施方式中，例如，如本文所公开的，免疫调节剂“A”可以是imlifidase

(例如IdeS)，并且免疫调节剂“B”可以是ImmTORTM。在一些实施方式中，将本文公开的AAV载

体在第一时间点与IdeS免疫调节剂一起施用，并且将本文公开的AAV载体在第二时间点与

不同的免疫调节剂(例如免疫球蛋白降解蛋白或小分子，例如ImmTORTM)一起施用，反之亦

然。例如，本文公开的AAV载体可以在第一时间点与ImmTORTM免疫调节剂一起施用，并且本

文公开的AAV载体可以在第二时间点与IdeS一起施用。

[0514] 本文的一个方面提供了向先前已经接受重组病毒载体(例如，相同的重组病毒载

体或具有相似血清型的另一个病毒载体)的受试者施用重组病毒载体(例如，基因治疗载

体)的方法，所述方法包括在施用重组病毒载体之前，向受试者施用免疫调节剂。在一个实

施方式中，先前接受的重组病毒载体引发免疫应答，产生靶向(即，识别和结合)至所施用的

重组病毒载体的抗AAV抗体。

[0515] 本文的另一个方面提供了向先前暴露至病毒载体的受试者施用重组病毒载体(例

如，基因治疗载体)的方法，其中所述暴露引发免疫应答，产生靶向待施用的重组病毒载体

的抗AAV抗体，并且其中所述受试者具有的抗AAV抗体滴度为至少1∶5‑1∶15、至少1∶5‑1∶25、

至少1∶5‑1∶50或至少1∶5‑1∶100，所述方法包括以下步骤：在施用重组病毒载体前，向所述

受试者施用免疫调节剂。

[0516] 在一个实施方式中，所述免疫调节剂是全身施用的。

[0517] 在一些实施方式中，所述免疫调节剂穿过血脑屏障。在替代实施方式中，所述免疫

调节剂不穿过血脑屏障。
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[0518] 在一个实施方式中，所述免疫调节剂是局部施用的。例如，当将所述重组病毒载体

局部施用至脑组织并且所述免疫调节剂不穿过血脑屏障时，优选将所述免疫调节剂局部施

用至脑组织，例如，通过合适的导管，或者直接施用至大脑组织或通过在脊髓周围循环的脑

脊液间接施用至大脑组织(即脊椎穿刺)。

[0519] 在一个实施方式中，将所述免疫调节剂局部施用至中枢神经系统(CNS)组织(例

如，大脑组织、脊髓组织、脑脊液(CSF))。CNS组织还包括但不限于神经元细胞、胶质细胞、星

形胶质细胞、脑脊液(CSF)、胞间隙、骨、软骨等。本文所述的任何组合物都可以通过注射到

例如心室区域以及纹状体(例如，纹状体的尾状核或壳核)、脊髓和神经肌肉接头或小脑小

叶而直接递送至CNS或大脑。

[0520] 在一个实施方式中，将所述免疫调节剂局部施用至以下中的任一个：神经通路、躯

体感觉系统、视觉系统、听觉系统、神经、神经内分泌系统、神经血管系统、脑神经递质系统、

硬脑膜脑膜系统或其组合。

[0521] 在一个实施方式中，将所述免疫调节剂局部施用至眼睛，例如玻璃体、视网膜或巩

膜。

[0522] 在一个实施方式中，将所述免疫调节剂全身施用。

[0523] 在一些实施方式中，所述免疫调节剂是免疫球蛋白降解酶，例如IdeS、IdeZ、IdeS/

Z、Endo  S或它们的功能变体。此类免疫球蛋白降解酶及它们的用途的非限制性实例在US 

7,666,582、US  8,133,483、US  20180037962、US  20180023070、US  20170209550、US  8,889,

128、WO  2010057626、US  9,707,279、US  8,323,908、US  20190345533、US  20190262434、US 

20210246469和WO  2020016318中描述，将其各自都通过引用的方式以其整体并入。

[0524] 在一些实施方式中，可以将本文公开的免疫调节剂以任何合适的剂量施用至受试

者，例如由医学专业人员确定的合适剂量。例如，合适的剂量可以是约0.05mg/kg受试者体

重至约5mg/kg受试者体重，或约0.1mg/kg受试者体重至约4mg/kg受试者体重。

[0525] 在一些实施方式中，将本文公开的免疫调节剂(例如，IdeZ)以约0.01mg/kg受试者

体重至约10mg/kg受试者体重的剂量施用。例如，合适的剂量可以是约0.05mg/kg受试者体

重至约5mg/kg受试者体重，或约0.1mg/kg受试者体重至约4mg/kg受试者体重。

[0526] 在一些实施方式中，将本文公开的免疫调节剂(例如，IdeS)以约0.01mg/kg受试者

体重至约10mg/kg受试者体重的剂量施用。例如，合适的剂量可以是约0.05mg/kg受试者体

重至约5mg/kg受试者体重，或约0.1mg/kg受试者体重至约4mg/kg受试者体重。

[0527] 在一些实施方式中，将本文公开的免疫调节剂(例如，EndoS)以约0.01mg/kg受试

者体重至约10mg/kg受试者体重的剂量施用。例如，合适的剂量可以是约0.05mg/kg受试者

体重至约5mg/kg受试者体重，或约0.1mg/kg受试者体重至约4mg/kg受试者体重。

[0528] 进一步，关于数值范围，例如“0 .01至10”包括0 .011、0.012、0.013等，以及9 .5、

9.6、9.7、9.8、9.9、10等，及诸如此类。例如，“约0.01mg/kg受试者体重至约10mg/kg受试者

体重”的剂量包括0.011mg/kg、0.012mg/kg、0.013mg/kg、0.014mg/kg、0.015mg/kg等，以及

9.5mg/kg、9.6mg/kg、9.7mg/kg、9.8mg/kg、9.9mg/kg等，及诸如此类。

[0529] 在各种实施方式中，在向受试者施用重组病毒载体之前，先施用蛋白酶和/或糖苷

酶以抑制、降低或阻止免疫应答(例如，体液免疫应答)，所述免疫应答针对与异源多核苷酸

或通过异源多核苷酸编码的肽或蛋白质结合的抗体、或重组病毒载体，所述异源多核苷酸
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由病毒载体包裹。例如，在施用所述病毒载体之前，可以先施用蛋白酶和/或糖苷酶至少1小

时、至少2小时、至少3小时、至少4小时、至少5小时、至少6小时、至少7小时、至少8小时、至少

9小时、至少10小时、至少11小时、至少12小时、至少13小时、至少14小时、至少15小时、至少

16小时、至少17小时、至少18小时、至少19小时、至少20小时、至少21小时、至少22小时、至少

23小时；或至少1天、至少2天、至少3天、至少4天、至少5天、至少6天、至少7天、至少8天、至少

9天、至少10天、至少11天、至少12天、至少13天、至少14天、至少15天、至少16天、至少17天、

至少18天、至少19天、至少20天、至少21天、至少22天、至少23天、至少24天、至少25天、至少

26天、至少27天、至少28天、至少29天、至少30天；或至少1个月、至少2个月、至少3个月、至少

4个月、至少5个月、至少6个月、至少7个月、至少8个月、至少9个月、至少10个月、至少11个

月；或至少1年、至少2年、至少3年、至少4年、至少5年或更长时间。

[0530] 在一个实施方式中，向受试者施用重组病毒载体与施用蛋白酶和/或糖苷酶同时

进行，以抑制、降低或阻止免疫应答(例如，体液免疫应答)，所述免疫应答针对与异源多核

苷酸或通过异源多核苷酸编码的肽或蛋白质结合的抗体、或重组病毒载体，所述异源多核

苷酸由病毒载体包裹。

[0531] 在特定实施方式中，在免疫应答(例如，体液免疫应答)之前(例如在发展出中和抗

体或发展出与异源多核苷酸、通过异源多核苷酸编码的肽或蛋白质结合的抗体之前，所述

异源多核苷酸由病毒载体包裹)，向受试者施用蛋白酶和/或糖苷酶。在一个实施方式中，免

疫应答发生在施用重组病毒载体后1小时、2小时、3小时、4小时、5小时、6小时、7小时、8小

时、9小时、10小时、11小时、12小时、13小时、14小时、15小时、16小时、17小时、18小时、19小

时、20小时、21小时、22小时、23小时内；或在1天、2天、3天、4天、5天或更长时间内。

[0532] 在一些实施方式中，所述免疫调节剂是蛋白酶体抑制剂。在一些实施方式中，所述

免疫调节剂是蛋白酶或糖苷酶。在特定方面，所述蛋白酶体抑制剂是硼替佐米。在实施方式

的一些方面中，所述免疫调节剂包括硼替佐米和抗CD20抗体，例如利妥昔单抗。在实施方式

的其它方面中，所述免疫调节剂包括硼替佐米、利妥昔单抗、甲氨蝶呤和静脉注射丙种球蛋

白。蛋白酶体抑制剂和它们与利妥昔单抗、甲氨蝶呤和静脉注射丙种球蛋白的组合的非限

制性实例在US  10,028,993、US  9,592,247和US  8,809,282中描述，将其各自都通过引用的

方式以其整体并入本文。

[0533] 在替代实施方式中，所述免疫调节剂为NF‑κB途径的抑制剂。在实施方式的特定方

面，所述免疫调节剂是雷帕霉素或其功能变体。在以下描述了雷帕霉素的用途的非限制性

实例，各自都通过引用的方式以其整体并入本文：US  10 ,071 ,114、US  20160067228、US 

20160074531、US  20160074532、US  20190076458、US  10,046,064。在实施方式的其它方面，

所述免疫调节剂为包含免疫抑制剂的合成型纳米载体。免疫抑制剂、与合成型纳米载体偶

联的免疫抑制剂、包含雷帕霉素的合成型纳米载体和/或致耐受性合成型纳米载体、它们的

剂量、施用和用途的非限制性实例在US20150320728、US  20180193482、US  20190142974、US 

20150328333、US20160243253、US  10,039,822、US  20190076522、US  20160022650、US  10,

441,651、US  10,420,835、US  20150320870、US  2014035636、US  10,434,088、US  10,335,

395、US  20200069659、US  10,357,483、US  20140335186、US  10,668,053、US  10,357,482、

US  20160128986、US  20160128987、US  20200038462、US  20200038463中描述，通过引用的

方式将它们各自以其整体并入本文中。
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[0534] 在一些实施方式中，所述免疫调节剂包含合成型纳米载体，所述合成型纳米载体

包含雷帕霉素(即，ImmTORTM纳米颗粒)，如在Kishimoto等，2016，NatNanotechnol，11(10)：

890‑899；Maldonado等，2015，PNAS，112(2)：E156‑165和US20200038463、美国专利9,006,

254中所公开的，通过引用的方式将它们各自以其整体并入本文。在一些实施方式中，所述

免疫调节剂为经工程化的细胞，例如已经使用如WO2017192786(通过引用的方式将其整体

并入本文)中所述的SQZ技术修饰的免疫细胞。

[0535] 在一些实施方式中，所述免疫调节剂选自于由以下所组成的组：聚‑ICLC、

1018ISS、铝盐、Amplivax、AS15、BCG、CP‑870 ,893、CPG7909、CyaA、dSLIM、GM‑CSF、IC30、

IC31、咪喹莫特、ImuFact  IMP321、IS  Patch、ISS、ISCOMATRIX、Juvlmmune、LipoVac、MF59、

单磷酰脂A、Montanide  IMS1312、Montanide  ISA  206、Montanide  ISA  50V、Montanide 

ISA‑51、OK‑432、OM‑174、OM‑197‑MP‑EC、ONTAK、PEPTEL、载体系统、PLGA微颗粒、

resiquimod、SRL172、病毒体(Virosomes)和其它病毒样颗粒、YF‑17D、VEGF  trap、R848、β‑
葡聚糖、Pam3Cys和Aquila的QS21刺激物及其组合。在另一进一步的实施方式中，所述免疫

调节剂或聚‑ICLC。

[0536] 在一些实施方式中，所述免疫调节剂为抑制细胞中固有免疫应答的小分子，例如

氯喹(TLR信号转导抑制剂)和/或2‑氨基嘌呤(PKR抑制剂)，所述免疫调节剂也可以与包含

如本文公开的至少一种rAAV的组合物联合施用。商业可得的TLR信号转导抑制剂的一些非

限制性实例包括BX795、氯喹、CLI‑095、OxPAPC、多粘菌素B和雷帕霉素(均可从INVIVOGEN购

买得到)。此外，模式识别受体(PRR)(其参与固有免疫信号转导)的抑制剂(例如2‑氨基嘌

呤、BX795、氯喹和H‑89)也可用于包含如本文所公开的至少一种rAAV载体的组合物和方法

中以进行如本文公开的体内蛋白质表达。

[0537] 在一些实施方式中，所述免疫调节剂是光分离置换疗法，也被称为体外光化学疗

法或ECP。光分离置换疗法治疗是针对受试者的血液进行的。使用IV或导管，血液通过装置

从受试者中输送，所述装置分离出部分白细胞(白血球)。将分离的白细胞用称为8‑甲氧基

补骨脂素(8‑MOP)的天然存在的光敏化学品处理，然后暴露至特定波长的紫外线(UVA)光。

暴露至UVA光后，将血液施用回受试者。光分离置换疗法可以每天进行至少一次。在一个实

施方式中，在施用重组病毒载体之前，每周进行至少1次、至少2次、至少3次、至少4次、至少5

次、至少6次、至少7次光分离置换疗法。在一个实施方式中，在施用重组病毒载体之前，每周

进行至少1次、至少2次、至少3次、至少4次、至少5次、至少6次、至少7次光分离置换疗法，持

续至少1周、至少2周、至少3周、至少4周、至少5周、至少6周、至少7周、至少8周、至少9周、至

少10周、至少11周、至少12周或更多周，或持续至少1个月、至少2个月、至少3个月、至少4个

月、至少5个月、至少6个月、至少7个月、至少8个月、至少9个月、至少10个月、至少11个月或

至少12个月。因此，向受试者施用免疫调节剂可以包括对受试者进行光分离置换疗法。将理

解的是，所述光分离置换疗法可以与第二免疫调节剂的施用结合进行和/或作为多次给药

方案的部分进行，所述第二免疫调节剂选自本文所述的酶、纳米颗粒和化学组合物。

[0538] 在一些实施方式中，具有经修饰的病毒衣壳的rAAV载体还可以编码固有免疫的负

调控物(例如NLRX1)。因此，在一些实施方式中，rAAV载体还可以任选地编码NLRX1、NS1、

NS3/4A或A46R中的一种或多种。此外，在一些实施方式中，包含如本文公开的至少一种rAAV

载体的组合物还可以包含固有免疫系统的合成的、经修饰的RNA编码抑制剂以避免由组织
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或受试者产生的固有免疫应答。

[0539] 在一些实施方式中，用于本文公开的施用方法中的免疫调节剂为免疫抑制药物或

免疫抑制剂。如本文所使用的，术语“免疫抑制药物或免疫抑制剂”是指抑制或干扰正常免

疫功能的药剂。适用于本文公开的方法的免疫抑制药物或免疫抑制剂的实例包括抑制T‑细

胞/B‑细胞共刺激途径的试剂(例如干扰T‑细胞和B‑细胞通过CTLA4和B7途径偶联的试剂)，

如在美国专利公开号2002/0182211中公开的，其以引用的方式以其整体并入本文中。在一

个实施方式中，免疫抑制剂为环孢菌素A。免疫抑制剂的其它实例包括myophenylate 

mofetil、雷帕霉素和抗胸腺细胞球蛋白。在各个实施方式中，所述免疫抑制药物在包含至

少一种如本文所公开的rAAV载体的组合物中施用，或以单独的组合物施用，但与根据本文

公开的施用方法的包含至少一种rAAV载体的组合物的施用同时、或在其之前或在其之后施

用。免疫抑制药物以与施用途径相容的制剂施用，并以足以实现期望的治疗效果的剂量施

用至受试者。在一些实施方式中，所述免疫抑制药物被瞬时施用足够长的时间以诱导对本

文公开的rAAV载体的耐受性。

[0540] 在本文所公开的方法和组合物的任何实施方式中，被施用如本文公开的组合物的

受试者也被施用免疫抑制剂。已知多种方法会实现被施用AAV的患者中的免疫应答的免疫

抑制。本领域已知的方法包括向患者施用免疫抑制剂(例如蛋白酶体抑制剂)。本领域已知

的一种此类蛋白酶体抑制剂是硼替佐米，例如美国专利号9，169,492和美国专利申请号15/

796，137中所公开的，将两者均以引用的方式整体并入本文。在一些实施方式中，所述免疫

抑制剂是抗体，包括多克隆、单克隆、scfv或其它能够阻抑免疫应答的抗体衍生分子，例如，

通过消除或阻抑产生抗体的细胞。在进一步的实施方式中，所述免疫抑制元件是短发夹RNA

(shRNA)。在这个实施方式中，shRNA的编码区被包含在rAAV盒中并且通常位于下游，即，

poly‑A尾的3′。可以靶向shRNA以减少、减少或消除免疫刺激剂(例如细胞因子、生长因子

(包括转化生长因子β1和β2、TNF以及本领域知晓的其它生长因子))的表达。

[0541] 此类免疫调节剂的使用促进了在数月和/或数年中使用多次给药(例如多次施用)

的能力。这允许使用如下所讨论的多种药剂，例如编码多种基因的rAAV载体，或对受试者多

次施用。

试剂盒

[0542] 在一个方面，本公开涉及包含以下的核酸或重组病毒载体：(i)一个或多个抑制性

核酸(例如，miRNA)；和(ii)编码CYP46A1蛋白的核酸。在一个方面，本公开涉及以下的组合：

(i)一个或多个抑制性核酸(如miRNA)；和(ii)编码CYP46A1蛋白的核酸。在(i)和(ii)的组

合中，两个以上的元件可以以混合物或单一制剂的形式提供。或者，两个以上的元件可以在

分开的制剂中提供，所述制剂被包装为套装或试剂盒或者作为套装或试剂盒提供。

[0543] 在一些实施方式中，本文所述的药剂(例如病毒载体)可组装到药物或诊断或研究

试剂盒中以促进它们在治疗、诊断或研究应用中的使用。试剂盒可以包括容纳本公开的组

分的一个或多个容器以及使用说明。具体而言，此类试剂盒可包含本文所述的一种或多种

试剂，以及描述这些试剂的预期应用和正确使用的说明。在特定实施方式中，试剂盒中的试

剂可以是适合于特定应用和试剂施用方法的药物剂型和剂量。用于研究目的的试剂盒可包

含适当浓度或量的组分，以运行各种实验。

[0544] 以下将通过实施例更详细地描述本发明的示例性实施方式。这些实施方式对本发
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明是示例性的，本领域技术人员将认识到本发明不限于这些示例性实施方式。

[0545] 在一些实施方式中，本公开涉及用于生产rAAV的试剂盒，所述试剂盒包含容纳以

下一项或多项的容器：

a)分离的核酸，所述分离的核酸包含miRNA，例如所述miRNA包含SEQ  ID  NO：6‑SEQ 

ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑

SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的任一项所示的序列或由SEQ  ID  NO：

6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44或SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID 

NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的任一项所示的序列编码，或

所述miRNA包含与SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：18‑SEQ  ID  NO：39或SEQ  ID  NO：46‑SEQ  ID  NO：

49互补的种子序列；

b)重组病毒载体，所述重组病毒载体包含分离的核酸，所述分离的核酸包含编码

一个或多个miRNA的转基因，

例如，其中每个miRNA包含与SEQ  ID  NO：4互补的种子序列，或其中每个miRNA包含

SEQ  ID  NO：66‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：

66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中任一个所示的序

列，所述序列侧接有miRNA骨架序列；

c)包含编码CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病毒载体；和/或

d)重组病毒载体，所述重组病毒载体包含含有转基因的核酸，所述转基因编码一

个或多个miRNA，

例如，其中每个miRNA包含与SEQ  ID  NO：4互补的种子序列，或其中每个miRNA包含

SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、

SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中任一个所示的序列，所

述序列侧接有miRNA骨架序列；以及

编码CYP46A1蛋白的核酸。

在一些实施方式中，试剂盒进一步包括容纳编码AAV衣壳蛋白(例如AAV9衣壳蛋

白)的分离的核酸的容器。

[0546] 所述试剂盒可以设计为便于研究人员使用本文所述的方法并且所述试剂盒可以

采用许多形式。在可应用的情况下，所述试剂盒的组合物的每一种可以以液体形式(例如，

在溶液中)或以固体形式(例如，干粉)来提供。在特定情况下，一些组合物可为可构成的或

别的可加工的(例如，形成活性形式)，例如，通过添加合适的溶剂或其它物质(例如，水或细

胞培养基)，其可以或可能不随试剂盒提供。如本文所使用的，“说明”可以定义说明和/或促

进的组分，并且通常涉及在本公开的包装上或与本公开的包装相关的书面说明。说明还可

以包括以任何方式提供的任何口头或电子说明，使得用户将清楚地认识到说明与试剂盒相

关联，例如视听(例如，录像带、DVD等)、互联网和/或基于网络的通信等。书面说明可以处于

监管药品或生物制品的制造、使用或销售的政府机构规定的形式，该说明还可以反映关于

动物施用方面的制造、使用或销售的机构的批准。

[0547] 所述试剂盒可以在一个或多个容器中包含本文所述的组分的任一种或多种。作为

实例，在一个实施方式中，所述试剂盒可以包括用于混合试剂盒的一种或多种组分和/或分

离和混合样品以及应用于受试者的说明。所述试剂盒可包括容纳本文所述的试剂的容器。
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所述试剂可以处于液体、凝胶或固体(粉末)的形式。所述试剂可以无菌地制备、包装在注射

器中并冷藏运送。或者，它可以被容纳在小瓶或用于储存的其它容器中。第二容器可以具有

无菌制备的其它试剂。或者，所述试剂盒可包括预先混合并在注射器、小瓶、管或其它容器

中运送的活性剂。

[0548] 本发明的示例性实施方式将通过以下实施例更详细地描述。这些实施方式是本发

明的示例，本领域技术人员将认识到本发明不限于所述示例性实施方式。

定义

[0549] 为方便起见，以下提供了本说明书、实施例和所附权利要求中使用的一些术语和

短语的含义。除非另有说明或上下文中隐含，以下术语和短语包括以下提供的含义。提供所

述定义以帮助描述具体的实施方式，而非旨在限制所要求保护的发明，因为本发明的范围

仅由权利要求限制。除非另有定义，本文使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属领

域的普通技术人员通常理解的含义相同的含义。如果本领域中术语的使用与本文提供的其

定义之间存在明显差异，应以本说明书中提供的定义为准。

[0550] 为方便起见，将本说明书、实施例和所附权利要求中即本文使用的特定术语收集

于此。

[0551] 术语“降低(decrease)”、“减少(reduced/reduction)”、或“抑制(inhibit)”在本

文中均用于表示统计学上显著量的降低。在一些实施方式中，“减少”或“降低”或“抑制”通

常是指与参比水平(例如不存在给定的治疗或药剂)相比，至少10％的降低，并且可包括例

如至少约10％、至少约20％、至少约25％、至少约30％、至少约35％、至少约40％、至少约

45％、至少约50％、至少约55％、至少约60％、至少约65％、至少约70％、至少约75％、至少约

80％、至少约85％、至少约90％、至少约95％、至少约98％、至少约99％或更多的降低。如本

文所用，“减少”或“抑制”不包括与参比水平相比的完全抑制或减少。“完全抑制”为与参比

水平相比的100％的抑制。降低可优选地下降至可接受作为不具有给定紊乱的个体的正常

范围内的水平。

[0552] 术语“增加(increased/increase)”、“增强(enhance)”或“激活(activate)”在本

文中均用于表示统计学上显著量的增加。在一些实施方式中，术语“增加”、“增强”或“激活”

可表示与参比水平相比至少10％的增加，例如与参比水平相比至少约20％、或至少约30％、

或至少约40％、或至少约50％、或至少约60％、或至少约70％、或至少约80％、或至少约90％

的增加或高达并包括100％增加或介于10％‑100％之间的任意增加，或与参比水平相比至

少约2倍、或至少约3倍、或至少约4倍、或至少约5倍或至少约10倍的增加，或介于2倍和10倍

之间或更多的任意增加。在标志物或症状的上下文中，“增加”是关于该水平的统计学上显

著的增加。

[0553] 如本文所使用的，“受试者”意指人或动物。通常，动物为脊椎动物，例如灵长类动

物、啮齿动物、家畜或狩猎动物。灵长类动物包括黑猩猩、食蟹猴、蜘蛛猴和猕猴(例如恒河

猴)。啮齿动物包括小鼠、大鼠、土拨鼠、雪貂、兔子和仓鼠。家畜和狩猎动物包括奶牛、马、

猪、鹿、野牛、水牛、猫科物种(例如家猫)、犬科物种(例如狗、狐狸、狼)、鸟类物种(例如鸡、

鸸鹋、鸵鸟)以及鱼类(例如鳟鱼、鲶鱼和鲑鱼)。在一些实施方式中，受试者为哺乳动物，例

如灵长类动物(例如人)。术语“个体”、“患者”和“受试者”在本文中可互换使用。

[0554] 优选地，受试者为哺乳动物。哺乳动物可为人、非人灵长类动物、小鼠、大鼠、狗、
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猫、马或牛，但不限于这些实例。人以外的哺乳动物可有利地用作代表亨廷顿病的动物模型

的受试者。受试者可为雄性或雌性。

[0555] 受试者可为先前已被诊断患有或被鉴别为遭受或具有需要治疗的病症(例如亨廷

顿病)或与此类病症相关的一种或多种并发症的受试者，并且任选地已经经历了对所述病

症或与所述病症相关的一种或多种并发症的治疗的受试者。或者，受试者也可为先前未被

诊断为患有所述病症或与所述病症相关的一种或多种并发症的受试者。例如，受试者可为

表现出关于所述病症或与所述病症相关的一种或多种并发症的一种或多种风险因素的受

试者或不表现出此类风险因素的受试者。

[0556] 对特定病症的治疗的“有需要的受试者”可为患有该病症、被诊断为患有该病症或

处于发展出该病症的风险的受试者。

[0557] 如本文所使用的，术语“蛋白质”和“多肽”在本文中可互换使用，以指代通过相邻

残基的α‑氨基基团和羧基基团之间的肽键彼此连接的一系列氨基酸残基。术语“蛋白质”和

“多肽”是指氨基酸的聚合物，包括经修饰的氨基酸(例如磷酸化、糖化、糖基化等)和氨基酸

类似物，无论其大小或功能如何。“蛋白质”和“多肽”通常用于指相对大的多肽，而术语“肽”

通常用于指小的多肽，但这些术语在本领域中的用法重叠。当涉及基因产物及其片段时，术

语“蛋白质”和“多肽”在本文中可互换使用。因此，示例性多肽或蛋白质包括基因产物、天然

存在的蛋白质、同系物、直系同源物、旁系同源物、片段，和上述的其它等同物、变体、片段和

类似物。

[0558] 变体氨基酸或DNA序列可与天然或参比序列至少90％、至少91％、至少92％、至少

93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或更多的相同。例如可

通过使用万维网上用于此目的的常用的免费可得的计算机程序(例如具有默认设置的

BLASTp或BLASTn)比较两个序列，来确定天然序列和突变序列之间的同源性程度(同一性百

分比)。

[0559] 天然氨基酸序列的改变可通过本领域技术人员已知的多种技术中的任一种来实

现。可例如通过合成含有突变序列的寡核苷酸并且其侧接有限制性位点以能够与天然序列

的片段连接，从而在特定基因座处引入突变。连接后，所得的重建序列编码具有期望的氨基

酸插入、取代或缺失的类似物。或者，可采用寡核苷酸定向的位点特异性诱变程序来提供具

有根据所需的取代、缺失或插入而改变的特定密码子的经改变的核苷酸序列。进行此类改

变的技术已经非常成熟，且包括例如由以下公开的技术：Walder等，(Gene  42：133，1986)；

Bauer等，(Gene  37：73，1985)；Craik(BioTechniques，January  1985，12‑19)；Smith等，

(Genetic  Engineering：Principles  and  Methods，Plenum  Press，1981)和美国专利号4,

518，584和4,737,462，通过引用的方式将它们整体并入本文。任何不参与维持多肽正确构

象的半胱氨酸残基也可被取代，通常取代为丝氨酸，以提高分子的氧化稳定性并防止异常

交联。相反，可将一个或多个半胱氨酸键添加到多肽中以提高其稳定性或促进寡聚化。

[0560] 如本文所使用的，术语“核酸”或“核酸序列”是指合并核糖核酸、脱氧核糖核酸或

其类似物的单元的任意分子，优选聚合物分子。所述核酸可为单链或双链。单链核酸可为变

性的双链DNA的一条核酸链。或者，它可为不是源自任何双链DNA的单链核酸。在一个方面

中，所述核酸可为DNA。在另一方面中，所述核酸可为RNA。合适的DNA可包括例如基因组DNA

或cDNA。合适的RNA可包括例如mRNA、miRNA。
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[0561] 在任何方面的一些实施方式中，可对如本文所述的多肽、核酸或细胞进行工程化。

如本文所使用的，“经工程化的”是指已被人工操纵的方面。例如，当多肽的至少一个方面

(例如其序列)已经由人工操纵使得其与自然界中存在的方面不同时，所述多肽被认为是

“经工程化的”。如通常的操作以及本领域技术人员所理解的，经工程化的细胞的后代通常

仍然被称为“经工程化的”，即使实际操作是在先前实体上进行的。

[0562] 变体氨基酸或DNA序列可与天然或参比序列至少90％、至少91％、至少92％、至少

93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或更多的相同。例如可

通过使用万维网上用于此目的的常用的免费可得的计算机程序(例如具有默认设置的

BLASTp或BLASTn)比较两个序列，来确定天然序列和突变序列之间的同源性程度(同一性百

分比)。

[0563] 在任何方面的一些实施方式中，本文所述的miRNA是外源性的。在任何方面的一些

实施方式中，本文所述的miRNA是异位的。在任何方面的一些实施方式中，本文所述的miRNA

是非内源性的。

[0564] 术语“外源性的”是指存在于并非其天然来源的细胞中的物质。术语“外源性的”当

在本文中使用时可指已通过人工参与的过程引入至其通常不存在于其中的生物系统(例如

细胞或生物体)中的核酸(例如，编码多肽的核酸)或多肽，并且人们希望将所述核酸或多肽

引入此类细胞或生物体。或者，“外源性的”可指已通过人工参与的过程引入至在其中以相

对低的量存在的生物系统(例如细胞或生物体)中的核酸或多肽，并且人们希望增加该细胞

或生物体中所述核酸或多肽的量(例如以产生异位表达或水平)。相反，术语“内源性的”是

指生物系统或细胞的天然物质。如本文所使用的，“异位的”是指以不寻常的位置和/或量存

在的物质。异位的物质可为通常在给定细胞中存在的物质，但以少得多的量和/或在不同时

间存在。异位的还包括物质，例如在其自然环境中的给定细胞中并非天然存在或表达的多

肽或核酸。

[0565] 如本文所使用的，术语“载体”是指设计用于递送至宿主细胞或用于在不同宿主细

胞之间转移的核酸构建体。如本文所使用的，载体可为病毒的或非病毒的。术语“载体”包括

当与适当的控制元件相关联时能够复制并且可将基因序列转移至细胞的任何遗传元件。载

体可包括但不限于克隆载体、表达载体、质粒、噬菌体、转座子、粘粒、染色体、病毒、病毒体

等。

[0566] 在任何方面的一些实施方式中，所述载体是重组的(例如它包含源自至少两个不

同来源的序列)。在任何方面的一些实施方式中，所述载体包含源自至少两个不同物种的序

列。在任何方面的一些实施方式中，所述载体包含源自至少两个不同基因的序列，例如它包

含融合蛋白或编码表达产物的核酸，所述核酸可操作地连接到至少一个非天然(例如异源)

遗传控制元件(例如启动子、阻遏蛋白、激活子、增强子、应答元件等)。

[0567] 在任何方面的一些实施方式中，本文所述的载体或核酸是密码子优化的变体，例

如核酸序列的天然或野生型序列已被改变或工程化以包括替代密码子，从而使得经改变的

或工程化的核酸编码与天然/野生型序列相同的多肽表达产物，但将在期望的表达系统中

以改善的效率进行转录和/或翻译。在任何方面的一些实施方式中，所述表达系统是除天

然/野生型序列的来源之外的生物体(或从此类生物体获得的细胞)。在任何方面的一些实

施方式中，本文所述的载体和/或核酸序列是密码子优化的，以在哺乳动物或哺乳动物细胞
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(例如小鼠、鼠类细胞或人细胞)中表达。在任何方面的一些实施方式中，本文所述的载体

和/或核酸序列是密码子优化的，以在人细胞中表达。在任何方面的一些实施方式中，本文

所述的载体和/或核酸序列是密码子优化的，以在酵母或酵母细胞中表达。在任何方面的一

些实施方式中，本文所述的载体和/或核酸序列是密码子优化的，以在细菌细胞中表达。在

任何方面的一些实施方式中，本文所述的载体和/或核酸序列是密码子优化的，以在大肠杆

菌(E.coli)细胞中表达。

[0568] 如本文所使用的，术语“表达载体”是指指导由与载体上的转录调控序列连接的序

列表达RNA或多肽的载体。表达的序列通常(但不必须)与细胞为异源的。表达载体可包含附

加的元件，例如表达载体可具有两个复制系统，从而允许其在两种生物体中维持(例如在人

细胞中用于表达和在原核宿主中用于克隆和扩增)。

[0569] 如本文所使用的，术语“病毒载体”是指包括病毒来源的至少一个元件并且具有被

包装到病毒载体颗粒中的能力的核酸载体构建体。病毒载体可以包含代替了非必需病毒基

因的如本文所述的编码多肽的核酸。所述载体和/或颗粒可用于在体外或体内将任意核酸

转移至细胞中的目的。病毒载体的多种形式在本领域中是已知的。本发明的病毒载体的非

限制性实例包括AAV载体、腺病毒载体、慢病毒载体、逆转录病毒载体、疱疹病毒载体、甲病

毒载体、痘病毒载体、杆状病毒载体和嵌合病毒载体。

[0570] 应当理解的是，在一些实施方式中，本文所述的载体可以与其它合适的组合物和

疗法组合。在一些实施方式中，所述载体是附加型的。使用合适的附加型载体提供了在受试

者中将感兴趣的核苷酸维持高拷贝数染色体外DNA的方法，从而消除了染色体整合的潜在

影响。

[0571] 如本文所使用的，术语“治疗 (trea t/trea tment/trea ting)”或“缓解

(amelioration)”是指治疗性治疗，其中目的是逆转、减轻、缓解、抑制、减慢或停止与疾病

或紊乱(例如亨廷顿病)相关的病症的进展或严重程度。术语“治疗”包括减少或减轻病症、

疾病或紊乱的至少一种不良作用或症状。如果一种或多种症状或临床标志物减少，治疗通

常是“有效的”。或者，如果疾病的进展减少或停止，治疗是“有效的”。也就是说，“治疗”不仅

包括症状或标志物的改善，还包括与在没有治疗的情况下预期的情况相比，中止或至少减

缓症状的进展或恶化。有益的或期望的临床结果包括但不限于减轻一种或多种症状、减小

疾病程度、稳定(即不恶化)疾病状态、延迟或减缓疾病进展、缓解或缓和疾病状态、减退(无

论是部分还是全部)和/或降低的死亡率，无论是可检测的还是不可检测的。疾病的术语“治

疗”还包括提供疾病的症状或副作用的减轻(包括姑息治疗)。

[0572] 如本文所使用的，术语“药物组合物”是指与药学上可接受的运载体(例如制药工

业中常用的运载体)组合的活性剂。短语“药学上可接受的”在本文中用于指在合理医学判

断范围内适合与人和动物的组织接触使用而无过度的毒性、刺激、变应性反应或其它问题

或并发症，与合理的收益/风险比相称的那些化合物、材料、组合物和/或剂型。在任何方面

的一些实施方式中，药学上可接受的运载体可为除水之外的运载体。在任何方面的一些实

施方式中，药学上可接受的运载体可为乳膏、乳液、凝胶、脂质体、纳米颗粒和/或油膏。在任

何方面的一些实施方式中，药学上可接受的运载体可为人工或工程化的运载体，例如在自

然界中不会存在有该活性成分的运载体。

[0573] 如本文所使用的，术语“施用”是指通过方法或途径将如本文所公开的化合物放置
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到受试者中，其引起药剂在期望位点处的至少部分递送。包含本文所公开的化合物的药物

组合物可以通过在受试者中产生有效治疗的任何适当途径施用。在一些实施方式中，施用

包括人的身体活动，例如注射、摄取动作、涂抹动作、和/或递送装置或机器的操作。此类活

动可以例如由医学专业人员和/或被治疗的受试者进行。药剂对受试者的“施用”包括将药

剂引入或递送至受试者以发挥其预期功能的任何途径。施用可以通过任何合适的途径进

行，包括口服、鼻内、眼内、眼科地、肠胃外(静脉内、肌内、腹膜内或皮下)或局部。施用包括

自我施用和通过他人施用。

[0574] 如本文所使用的，“接触”是指用于将药剂递送或暴露于至少一个细胞的任何合适

方式。示例性递送方法包括但不限于直接递送至细胞培养基、灌注、注射或本领域技术人员

公知的其它递送方法。在一些实施方式中，接触包括人的身体活动(例如注射；分配、混合

和/或倾析的行为)；和/或操作递送装置或机器。

[0575] 术语“CNS细胞(CNS  cell/CNS  cells)”涉及在CNS(CNS组织)中发现的细胞或源自

CNS组织的细胞。CNS细胞可以是原代细胞或细胞系(例如SH‑Sy5y、Neuro2A、U87‑MG)。所述

CNS细胞可以在体内(例如在CNS组织中)或体外(例如在细胞培养物中)。CNS细胞包括神经

元、星形胶质细胞、少突胶质细胞、小胶质细胞和室管膜细胞。在CNS组织中发现的神经元包

括细胞体、长轴突和突触末端。神经元通过其长轴突将细胞体中接收的电信号传输到靠近

它们的突触末端的其它细胞。少突胶质细胞是CNS中的一种胶质细胞，其产生髓鞘，髓鞘包

裹神经元轴突以更快地传导电信号。星形胶质细胞呈星形，并且是大脑中最丰富的细胞类

型。它们具有多种作用，其帮助和调节大脑内电脉冲的传输和神经功能。小胶质细胞是大脑

中的常驻巨噬细胞，并参与免疫防御。室管膜细胞形成心室的上皮衬里。本文使用的术语

“CNS细胞(CNS  cell/CNS  cells)”包括神经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞、小胶质细胞

和/或室管膜细胞。本发明的启动子可以在任何CNS细胞(例如神经元)中活跃。本发明的启

动子可以在多于一种的CNS细胞(例如神经元和星形胶质细胞)中活跃。本发明的启动子可

以在所有类型的CNS细胞(神经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞、小胶质细胞和室管膜细

胞)中活跃。此外，本发明的合成的CNS特异性启动子可以在CNS细胞类型的亚型中活跃，例

如多巴胺能神经元或成熟少突胶质细胞。在一些实施方式中，本发明的合成的CNS特异性启

动子可能仅在CNS细胞类型的亚型中活跃，例如多巴胺能神经元或成熟少突胶质细胞。本发

明的CRE、近端/最小启动子和启动子可以在CNS的特定区域、在特定的CNS细胞或CNS细胞亚

型或两者中活跃。在一些实施方式中，本发明的CRE、近端/最小启动子和启动子可以在CNS

的所有区域内的特定CNS细胞类型(例如神经元)中活跃。在其它实施方式中，本发明的CRE、

近端/最小启动子和启动子可以在CNS的不超过一个区域(例如中脑)内的特定CNS细胞类型

(例如神经元)中活跃。在一些实施方式中，本发明的CRE、近端/最小启动子和启动子可以在

CNS的所有区域内的所有CNS细胞中活跃。在一些实施方式中，本发明的CRE、近端/最小启动

子和启动子可以在CNS的不超过一个区域(例如中脑)内的所有CNS细胞中活跃。

[0576] 术语“顺式调控元件”或“CRE”是本领域技术人员熟知的术语，并且是指可以调控

或调节邻近基因转录(即以顺式)的核酸序列，例如增强子、启动子、绝缘子或沉默子。CRE见

于它们调控的基因附近。CRE通常通过结合至TF来调控基因转录，即它们包括TFBS。单个TF

可以结合至许多CRE，并由此控制许多基因的表达(多效性)。CRE通常(但并非总是)位于它

们调控的基因的转录起始位点(TSS)的上游。本文上下文中的“增强子”是增强(即上调)与
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其可操作地关联的基因转录的CRE，并且可见于它们调控的基因的上游、下游以及甚至内含

子内。多个增强子可以以协调的方式起作用，以调节一个基因的转录。本文上下文中的“沉

默子”是指结合被称为阻遏蛋白的TF的CRE，沉默子的作用是阻止或下调基因的转录。术语

“沉默子”也可以指信使RNA的3′非翻译区中的区域，沉默子结合阻抑该mRNA分子翻译的蛋

白质，但这种用法不同于其在描述CRE中的用途。通常，本发明的CRE是CNS特异性增强子元

件(通常是指CNS特异性CRE、或CNS特异性CRE增强子或诸如此类)。在本文上下文中，优选的

是，CRE位于距转录起始位点(TSS)2500个核苷酸或更少的位置，更优选距TSS2000个核苷酸

或更少的位置，更优选距TSS1500个核苷酸或更少的位置，并且适当地距TSS1000个、750个、

500个、250个、200个、150个或100个核苷酸或更少的位置。本发明的CRE优选长度相对较短，

优选长度为800个核苷酸或更短，例如，它们的长度可以为800个、795个、790个、785个、780

个、775个、770个、765个、760个、755个、750个、745个、740个、735个、725个、700个、695个、

690个、685个、680个、675个、670个、665个、660个、655个、650个、645个、640个、635个、630

个、625个、620个、615个、610个、605个或600个核苷酸或更短。本发明的CRE通常与可操作地

连接的启动子元件组合而被提供，所述启动子元件可以是最小启动子或近端启动子；本发

明的CRE可以增强启动子元件的CNS特异性活性。

[0577] 术语“顺式调控模块”或“CRM”是指功能性调控核酸模块，所述功能性调控核酸模

块通常包含两个或更多个CRE；在本发明中，所述CRE通常是CNS特异性增强子，并且因此CRM

是合成的CNS特异性调控核酸。CRM可以包含多个CNS特异性CRE。适当地，CRM中包含的CRE中

的至少一个是根据SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID  NO：192的CRE或其功能变体。通常，CRM内的多

个CRE一起作用(例如，相加地或协同地)以增强包含CRM的启动子可操作地关联的基因的转

录。CRM内的CRE的改组(即重新排序)、反转(即反方向)和改变间距的范围很大。因此，本发

明的CRM的功能变体尤其包括所引用的CRM的变体，其中，它们内的CRE已被改组和/或反转，

和/或CRE之间的间距已被改变。

[0578] 如本文所用，“最小启动子”(也被称为“核心启动子”)是指短的DNA片段，其本身无

活性或很大程度上无活性，但与其它转录调控元件结合时可介导转录。最小启动子序列可

来自各种不同的来源，包括原核基因和真核基因。最小启动子的例子包括β‑珠蛋白最小启

动子、多巴胺β‑羟化酶基因最小启动子、巨细胞病毒(CMV)立即早期基因最小启动子(CMV‑

MP)和疱疹胸苷激酶最小启动子(MinTK)。最小启动子通常包含转录起始位点(TSS)和直接

上游的元件、RNA聚合酶II的结合位点和通用转录因子结合位点(通常是TATA盒)。最小启动

子还可以包含TSS下游的一些元件，但这些元件通常在没有额外调控元件的情况下几乎没

有功能性。

[0579] 如本文所用，“近端启动子”是指最小启动子加上基因上游的近端序列，所述近端

启动子倾向于包含主要调控元件。它通常在TSS上游延伸约250个碱基对，并包含特定的

TFBS。近端启动子还可以在TSS下游包含一个或多个调控元件，例如UTR或内含子。在本例

中，所述近端启动子可以适当地是天然存在的CNS特异性近端启动子，其可以与本发明的一

个或多个CRE结合。例如，所述CNS特异性近端启动子可以是人类近端TH启动子。然而，所述

近端启动子可以是合成的。

[0580] 如本文所用，“启动子元件”是指如上定义的近端启动子或最小启动子。在本发明

的上下文中，启动子元件可以与一个或多个CRE组合以提供本发明的合成的CNS特异性启动
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子。

[0581] 在本发明的上下文中，CRE、CRM、启动子元件、启动子或其它调控核酸的“功能变

体”是参考序列的变体，其保留了以与参考序列相同的方式起作用的能力，例如作为CNS特

异性CRE、CNS特异性CRM或CNS特异性启动子。此类功能变体的替代术语包括“生物等同物”

或“等同物”。将理解的是，给定的CRE、CRM、启动子或其它调控序列作为CNS特异性增强子起

作用的能力主要取决于所述序列与相同CNS特异性TF结合的能力，所述TF结合至参考序列。

因此，在大多数情况下，CRE或CRM的功能变体将包含对于与参考CRE、CRM或启动子中的大多

数或全部相同的TF而言的TFBS。功能变体的TFBS与参考CRE、CRM或启动子处于相同的相对

位置(即顺序和通用位置)是优选的，但并非必须的。功能变体的TFBS与参考序列处于相同

的方向(将注意的是，TFBS在一些情况下可以以相反的方向存在，例如作为相对于参考序列

中的序列的反向互补序列)也是优选的，但并非必须的。功能变体的TFBS位于与参考序列相

同的链上也是优选的，但并非必须的。因此，在优选的实施方式中，功能变体包含以与参考

序列相同的顺序、相同的位置、相同的方向和在相同链上的对于相同TF而言的TFBS。还将理

解的是，位于TFBS之间的序列(在特定情况下是指间隔区序列或诸如此类)对CRE或CRM的功

能影响较小。这样的序列通常可以有很大变化，并且它们的长度可被改变。然而，在优选实

施方式中，功能变体中的间隔(即相邻TFBS之间的距离)与参考序列中的间隔基本相同(例

如，其变化不超过20％，优选不超过10％，并且更优选大致相同)。显然，在一些情况下，CRE

的功能变体可以以相反的方向存在，例如，它可以是如上所述的CRE的反向互补物、或其变

体。

[0582] 功能变体与参考序列之间的序列同一性水平也可以是标志物或保留的功能性。

CRE的TFBS中的高水平序列同一性通常比间隔区序列(其中几乎不需要或不需要任何序列

保守性)中的序列同一性更重要。然而，将理解的是，即使在TFBS中，也可以容纳相当程度的

序列变异，因为功能性TFBS的序列不需要与共有序列精确匹配。

[0583] 一种或多种TF与给定功能变体中的TFBS结合的能力可以通过本领域已知的任何

相关方法确定，包括但不限于电迁移率变动分析(EMSA)、结合分析、染色质免疫沉淀(ChIP)

和ChIP测序(ChIP‑seq)。在优选的实施方式中，一种或多种TF与给定功能变体结合的能力

通过EMSA确定。执行EMSA的方法在本领域中是众所周知的。合适的方法在上文引用的

Sambrook等人中进行了描述。有许多相关文章描述了此过程，例如Hellman和Fried，Nat 

Protoc.2007；2(8)：1849‑1861。

[0584] “CNS特异性”或“CNS特异性表达”是指以相对于其它组织(例如肝脏、肾脏、脾脏、

心脏、肌肉和肺)优先或占优势的方式，顺式调控元件、顺式调控模块或启动子增强或驱动

CNS细胞(或源自CNS的细胞)中的基因表达的能力。基因的表达可以采用mRNA或蛋白质的形

式。在优选的实施方式中，CNS特异性表达使得在其它(即非CNS)组织或细胞中表达可忽略

不计，即表达是高度CNS特异性的。

[0585] 本领域技术人员可以很容易地评估CRE、CRM或启动子作为CNS特异性CRE、CRM或启

动子发挥作用的能力。因此，技术人员可以容易地确定上述特定CRE、CRM或启动子的任何变

体是否仍然具有功能性(即，它是如上定义的功能变体)。例如，可以将任何给定的待评估的

CRM可操作地连接到最小启动子(例如，位于CMV  MP上游)，并测量顺式调控元件驱动基因

(通常是报告基因)的CNS特异性表达的能力。
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[0586] 或者，可以将CRE或CRM的变体替换为合成的CNS特异性启动子以代替参考CRE或

CRM，并且可以确定由所述经修饰的启动子驱动的对CNS特异性表达的影响并将其与未修饰

的形式进行比较。类似地，技术人员可以容易地评估启动子驱动CNS特异性表达的能力(例

如，如以下实施例中所述)。可以将由参考启动子的变体驱动的基因表达水平与由参考启动

子驱动的表达水平进行比较。在一些实施方式中，当由变体启动子驱动的CNS特异性表达水

平为由参考启动子驱动的表达水平的至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少90％

或至少100％时，可以说变体仍然具有功能性。可以容易地构建用于评估CNS特异性表达增

强的合适的核酸构建体和报告测定法，并且下面列出的实施例给出了合适的方法。

[0587] 可以鉴别CNS特异性，其中基因(例如治疗基因或报告基因)的表达优先或主要发

生在源自CNS的细胞中。可以定义优先表达或主要表达，例如，其中源自CNS的细胞中的表达

水平显著高于其它类型的细胞(即非源自CNS的细胞)。例如，源自CNS的细胞中的表达比非

CNS细胞适当地高至少5倍，优选比非CNS细胞高至少10倍，并且在一些情况下可能高50倍或

更多。为方便起见，可以通过比较不同的非CNS细胞系中的表达水平来适当地证明CNS特异

性表达，例如将原代CNS细胞或源自CNS的细胞系(例如SH‑Sy5y、Neuro2A、U87‑MG)的表达水

平与源自肌肉的细胞系(例如C2C12或H2K细胞(骨骼肌)或H9C2细胞(心脏))、源自肝脏的细

胞系(例如Huh7或HepG2)、源自肾脏的细胞系(例如HEK‑293)、源自宫颈组织的细胞系(例如

HeLa)和/或源自肺的细胞系(例如A549)中的表达水平进行比较。

[0588] 当与非组织特异性启动子(例如CMV‑IE)相比时，本发明的合成的CNS特异性启动

子优选在非源自CNS的细胞中(适当地在C2C12、H9C2、Huh7、HEK‑293、HeLa和/或A549细胞

中)表现出降低的表达。本发明的合成的CNS特异性启动子优选在非源自CNS的细胞中(适当

地在C2C12、H9C2、Huh7、HEK‑293、HeLa和/或A549中)具有相比于CMV‑IE启动子50％或更低

的活性，适当地为25％或更低、20％或更低、15％或更低、10％或更低、5％或更低、或1％或

更低。通常，优选将非源自CNS的细胞中的表达最小化，但在一些情况下这可能不是必要的。

即使本发明的合成的CNS特异性启动子在例如一种或两种非CNS细胞中具有更高的表达，只

要它在一系列CNS细胞中相对于非CNS细胞总体上具有更高的表达，它仍然可以是CNS特异

性启动子。

[0589] 本发明的合成的CNS特异性启动子优选适用于促进受试者的CNS中的表达，例如驱

动转基因的CNS特异性表达，优选治疗性转基因。本发明的优选合成的CNS特异性启动子适

用于促进CNS特异性转基因表达，并且在CNS细胞中具有Synapsin‑1、Camk2a、GFAP、MBP、

IBA1或NSE启动子中任一种的活性的至少15％、至少20％、至少30％、至少40％、至少50％、

至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少100％、至少125％、至少150％、至少175％、

至少200％、至少250％、至少300％、至少350％或至少400％。在一些实施方式中，本发明的

合成的CNS特异性启动子适合于促进CNS特异性转基因表达，其水平为人类TH启动子的活性

的至少100％，优选为人类TH启动子的活性的150％或200％。这种CNS特异性表达是在源自

CNS的细胞(例如SH‑Sy5y、Neuro2A、U87‑MG细胞系或原代CNS细胞(适当地为原代人类神经

元、星形胶质细胞、少突胶质细胞、小胶质细胞和/或室管膜细胞))中适当地确定的。相比于

源自CNS的细胞(例如SH‑Sy5y，Neuro2A，U87‑MG细胞系或原代CNS细胞(适当地为原代人类

神经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞、小胶质细胞和/或室管膜细胞))中的CMV‑IE，本发明

的合成的CNS特异性启动子还可以以至少50％、至少100％、至少150％或至少200％的水平
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促进基因的CNS特异性表达。

[0590] 本文所用的术语“密码子优化的”是指如下的基因编码序列，通过用针对相同(同

义)氨基酸的密码子取代编码序列中通常存在的一个或多个密码子，对该序列进行了优化

以提高表达。以这种方式，由基因编码的蛋白质是相同的，但基因或相应mRNA的基础核碱基

序列是不同的。密码子优化还可以包括消除CpG岛和/或替代阅读框和/或限制位点的取代。

在一些实施方式中，优化用更频繁出现的同义密码子取代一个或多个稀有密码子(即，在来

自特定物种的细胞中相对不频繁出现的tRNA密码子)，以提高翻译效率。例如，在人类密码

子优化中，编码序列中的一个或多个密码子被针对相同氨基酸的人类细胞中更频繁出现的

密码子取代。密码子优化还可以通过其它机制(能够提高转录和/或翻译的效率)来增加基

因表达。期望的是，经密码子优化的基因表现出改善的蛋白质表达，例如，与在其它方面相

似的细胞中由野生型基因提供的蛋白质表达水平相比，由此编码的蛋白质在细胞中以可检

测的更高水平表达。密码子优化还提供在体外或体内区分经密码子优化的基因和/或相应

的mRNA与内源基因和/或相应的mRNA的能力。应理解，经密码子优化的序列不必尽可能充分

地优化。还应理解，经密码子优化的序列可以包括核酸非翻译区的取代和/或取代，例如，以

增强表达、增强核酸稳定性、消除CpG岛、消除限制位点和/或消除非编码RNA。

[0591] 术语“同一性”和“相同”等是指两个聚合物分子之间的序列相似性，例如两个核酸

分子之间，如两个DNA分子之间。序列比对和序列同一性的确定可以例如使用最初由

Altschul等人在1990年(J  Mol  Biol  215：403‑10)描述的基本局部比对搜索工具(Basic 

Local  Alignment  Search  Tool；BLAST)进行，例如由Tatusova和Madden在1999年(FEMS 

Microbiol  Lett  174：247‑250)描述的“Blast  2sequences”算法。用于比较的序列比对方

法是本领域众所周知的。各种程序和比对算法描述于例如：Smith和Waterman(1981)

Adv.Appl.Math.2：482；Needleman和Wunsch(1970)J.Mol.Bio1.48：443；Pearson和Lipman

(1988)Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.85：2444；Higgins和Sharp(1988)Gene  73：237‑44；

Higgins和Sharp(1989)CABIOS  5：151‑3；Corpet等人(1988)Nucleic  Acids  Res .16：

10881‑90；Huang等人(1992)Comp.Appl.Biosci.8：155‑65；Pearson等人(1994)Methods 

Mol.Biol.24：307‑31；Tatiana等人(1999)FEMS  Microbiol.Lett.174：247‑50。序列比对方

法和同源性计算的详细考虑可见于例如Altschul等人(1990)J.Mo1.Biol.215：403‑10。

[0592] 美国国家生物技术信息中心(NCBI)基本局部比对搜索工具(BLASTTM；Altschul等

人(1990))可从多个来源获得，包括美国国家生物技术信息中心(Bethesda，MD)和互联网，

用于与多个序列分析程序结合使用。互联网上BLASTTM的“帮助”部分下可得到如何使用此程

序确定序列同一性的说明。对于核酸序列的比较，可以采用BLASTTM(Blastn；Align 

Sequence  Nucleotide  BLAST)程序的“Blast  2sequences”功能，使用默认参数。通过此方

法评估时，与参考序列相似度更高的核酸序列将显示增加的百分比同一性。通常，百分比序

列同一性是相对于序列的整个长度计算的。

[0593] 例如，通过Needleman‑Wunsch算法适当地找到全局最优比对，其具有以下评分参

数：匹配得分：+2，错配得分：‑3；空位罚分：空位开放5，空位延伸2。所得最优全局比对的百

分比同一性通过比对碱基数与比对总长度的比率乘以100适当地算出，其中比对长度包括

匹配和错配。

[0594] 术语“转录因子结合位点”(TFBS)是本领域众所周知的。对技术人员将显而易见的
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是，可以使用替代的TFBS序列，只要它们被预期的TF结合即可。各种TFBS的共有序列是本领

域已知的，并且技术人员可以容易地使用此信息来确定替代的TFBS。此外，TF与给定推定序

列结合的能力可以由技术人员通过实验容易地确定(例如通过EMSA和本领域众所周知的并

在本文中讨论的其它方法)。

[0595] “共有序列”的含义是本领域众所周知的。在本申请中，除非上下文另有规定，否则

以下符号用于共有序列。考虑以下示例性DNA序列：

A[CT]N{A}YR

[0596] A表示在该位置始终存在A；[CT]表示在该位置存在C或T；N表示在该位置存在任何

碱基；并且{A}表示在该位置存在除A之外的任何碱基。Y表示任何嘧啶，并且R表示任何嘌

呤。

[0597] 本申请中的“合成”表示自然界中不存在的核酸分子。本发明的合成核酸表达构建

体是人工产生的，通常通过重组技术产生。此类合成核酸可能包含天然存在的序列(例如启

动子、增强子、内含子和其它此类调控序列)，但这些序列存在于非天然存在的环境中。例

如，合成基因(或基因的部分)通常包含一个或多个自然界中不连续的核酸序列(嵌合序

列)，和/或可能包含取代、插入和缺失及其组合。

[0598] 本文使用的“互补”或“互补性”是指两个核酸序列的沃森‑克里克碱基配对。例如，

序列5′‑AGT‑3′与互补序列3′‑TCA‑5′结合。两个核酸序列之间的互补性可以是“部分的”，

其中只有一些碱基与它们的互补序列结合；或者当序列中的每个碱基都与它的互补碱基结

合时，它可以是完全的。核酸链之间的互补程度对核酸链之间杂交的效率和强度具有显著

影响。

[0599] 如本文所用，短语“转基因”是指外源核酸序列。在一个实例中，转基因是编码工业

上或药学上有用的化合物的基因，或编码期望的性状的基因。在另一个实例中，所述转基因

编码反义核酸序列，其中反义核酸序列的表达抑制靶核酸序列的表达。转基因优选编码治

疗产品，例如蛋白质。

[0600] 术语“在区域或组织中特异性地活跃”是指启动子主要在该区域或组织中活跃，即

在该区域或组织中比在其它区域或组织中更活跃。

[0601] 术语“统计学上显著的”或“显著地”是指统计学显著性并且通常意指两个标准差

(2SD)或更大的差异。

[0602] 除在操作实例中或在另外指明的情况下之外，本文使用的表示成分或反应条件的

量的所有数字应理解为在所有情况下由术语“约”修饰。与百分比结合使用时，术语“约”可

表示±1％。

[0603] 如本文所使用的，术语“包括/包含”意指除所呈现的定义的要素之外，还可存在其

它的要素。使用“包括/包含”表示包括而非限制。

[0604] 术语“由……组成”是指如本文所述的组合物、方法及其各自的组分，其排除在实

施方式的描述中未列举的任何要素。

[0605] 如本文所使用的，术语“基本上由……组成”是指给定实施方式所需的那些要素。

该术语允许存在不实质上影响本发明的该实施方式的基本的和新颖或功能的特性的附加

要素。

[0606] 如本文所使用的，术语“对应于”是指在第一多肽或核酸中所列举位置处的氨基酸
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或核苷酸，或者与在第二多肽或核酸中所列举的氨基酸或核苷酸等同的氨基酸或核苷酸。

可以通过使用本领域已知的同源性程度程序(例如BLAST)通过比对候选序列来确定等同的

所列举的氨基酸或核苷酸。

[0607] 如本文所使用的，术语“特异性结合”是指两个分子、化合物、细胞和/或颗粒之间

的化学相互作用，其中，第一实体以比它结合至非靶标的第三实体更大的特异性和亲和力

结合至第二靶标实体。在一些实施方式中，特异性结合可指第一实体对第二靶标实体的亲

和力为对第三非靶标实体的亲和力的至少10倍、至少50倍、至少100倍、至少500倍、至少

1000倍或更大。对给定的靶标具有特异性的试剂是在所使用的测定条件下表现出对该靶标

特异性结合的试剂。

[0608] 除非上下文另有明确指出，单数术语“一个/一种(a/an)”和“该/所述(the)”包括

复数所指对象。类似地，除非上下文另有明确说明，否则词语“或”旨在包括“和”。尽管在本

公开的实践或测试中可以使用与本文所述的那些方法和材料相似或等同的方法和材料，下

文描述了合适的方法和材料。缩写“e.g .”源自拉丁语exempli  gratia，且在本文用于表示

非限制性实例。因此，缩写“e.g.”与术语“例如”同义。

[0609] 本文所公开的本发明的替代要素或实施方式的分组不应被解释为限制。每个组成

员可单独或与组的其它成员或在本文中发现的其它要素任意组合被提及和要求保护。出于

方便和/或可专利性的原因，组的一个或多个成员可包含在组中或从组中删除。当发生任何

此类包含或删除时，本说明书在此被视为包含所修改的组，从而满足所附权利要求中使用

的所有马库什组的书面描述。

[0610] 除非本文另有定义，否则与本申请结合使用的科学和技术术语应具有本公开所属

领域的普通技术人员通常理解的含义。应当理解，本发明不限于本文所述的特定方法学、方

案和试剂等，并因此可以变化。本文使用的术语仅用于描述具体实施方式的目的，并不旨在

限制本发明的范围，本发明的范围仅由权利要求限定。免疫学和分子生物学中常用术语的

定义可见于：The  Merck  Manual  of  Diagnosis  and  Therapy，第20版，Merck  Sharp&Dohme 

Corp.出版，2018(ISBN  0911910190，978‑0911910421)；Robert  S.Porter等(编著)，The 

Encyclopedia  of  Molecular  Cell  Biology  and  Molecular  Medicine，Blackwell 

Science  Ltd .出版，1999‑2012(ISBN  9783527600908)；以及RobertA .Meyers(编著)，

Molecular  Biology  and  Biotechnology：a  Comprehensive  Desk  Reference，VCH 

Publishers，Inc.出版，1995(ISBN  1‑56081‑569‑8)；Immunology  by  Werner  Luttmann，

Elsevier出版，2006；Janeway′s  Immunobiology，Kenneth  Murphy，Allan  Mowat，Casey 

Weaver(编著)，W.W.Norton&Company，2016(ISBN  0815345054，978‑0815345053)；Lewin′s 

Genes  XI，Jones&Bartlett  Publishers出版，2014(ISBN‑1449659055)；Michael  Richard 

Green和Joseph  Sambrook，Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual，第4版，Cold 

Spring  Harbor  Laboratory  Press，Cold  Spring  Harbor，N .Y .，USA(2012) (ISBN 

1936113414)；Davis等，Basic  Methods  in  Molecular  Biology，Elsevier  Science 

Publishing，Inc .，New  York，USA(2012)(ISBN  044460149X)；Laboratory  Methods  in 

Enzymology：DNA，Jon  Lorsch(编著)Elsevier，2013(ISBN  0124199542)；Current 

Protocols  in  Molecular  Biology(CPMB)，Frederick  M.Ausubel(编著)，John  Wiley  and 

Sons，2014(ISBN  047150338X，9780471503385)，Current  Protocols  in  Protein  Science
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(CPPS)，John  E .Coligan(编著)，John  Wiley  and  Sons，Inc .，2005；以及Current 

Protocols  in  Immunology(CPI) (John  E .Coligan，ADA  M  Kruisbeek，David  H 

Margulies，Ethan  M  Shevach，Warren  Strobe，(编著)John  Wiley  and  Sons，Inc.，2003

(ISBN  0471142735，9780471142737)；WO  2018/057855A；US  10,457,940；通过引用的方式

将它们各自的内容全部以其整体并入本文。

[0611] 在任何方面的一些实施方式中，本文所述的公开不涉及用于克隆人的方法、用于

改变人的种系遗传同一性的方法、用于工业或商业目的的人胚胎的用途、或用于可能导致

动物受苦而对人或动物的医疗没有任何实质性益处的改变动物遗传同一性的方法以及由

此方法产生的动物。

[0612] 其它术语在本文中本发明的各个方面的描述内定义。

[0613] 为了描述和公开的目的，以引用的方式将本申请全文所引用的所有专利和其它出

版物(包括参考文献、颁发的专利、公布的专利申请和共同未决的专利申请)明确并入本文，

例如此类出版物中描述的方法学可能与本文所述的技术结合使用。提供这些公开文本仅因

为它们在本申请的申请日之前公开。在这方面的任何内容都不应被解释为承认因在先发明

或任何其它原因而本发明人无权先于此类公开。所有关于日期的陈述或关于这些文件内容

的表示均基于申请人可获得的信息，并不构成对这些文件的日期或内容的正确性的任何承

认。

[0614] 本公开的实施方式的描述并非旨在是穷尽的或将本公开限制为所公开的精确形

式。虽然出于说明的目的本文中描述了本公开的特定实施方式和实例，但是如相关领域的

技术人员将认识到的，在本公开的范围内各种等同修饰是可能的。例如，虽然方法步骤或功

能以给定的顺序呈现，但替代实施方式可以以不同的顺序执行功能，或者可基本同时地执

行功能。本文提供的本公开的教导可适当地应用于其它程序或方法。可组合本文描述的各

种实施方式以提供进一步的实施方式。如果需要，可修改本公开的方面以采用以上参考文

献和应用的组成、功能和概念来提供本公开的更进一步的实施方式。根据详细描述，可对本

公开做出这些和其它改变。所有这些修饰都旨在包括在所附权利要求的范围内。

[0615] 前述实施方式的任一个的特定要素可组合或替代其它实施方式中的要素。此外，

虽然已经在这些实施方式的上下文中描述了与本公开的特定实施方式相关的优点，但其它

实施方式也可展现出此类优点，并且并非所有实施方式都必须展现出此类优点以落入本公

开的范围内。

[0616] 本文描述的技术通过以下实施例进一步来说明，所述实施例决不应被解释为进行

进一步地限制。

[0617] 本文描述的技术的一些实施方式可以根据以下编号的段落中的任一项来定义：

1.一种治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱的方法，所述方法包括向患

有所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病或紊乱的风险的受试者施

用治疗有效量的：

(a)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或多个miRNA；以及

(b)编码CYP46A1蛋白的分离的核酸。

2.一种治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱的方法，所述方法包括向患

有所述神经系统疾病或紊乱或处于发展出所述神经系统疾病或紊乱的风险的受试者施用
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治疗有效量的：

(a)包含分离的核酸的重组病毒载体，所述核酸包含(i)第一区域和(ii)第二区

域，所述第一区域包含第一腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所述第二区域

包含编码一个或多个miRNA的转基因；以及

(b)包含编码所述CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病毒载体。

3.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述神经系统疾病或紊乱是阿尔茨海

默病、帕金森病、亨廷顿病、Canavan病、利氏病、脊髓性脑性共济失调、多聚谷氨酰胺重复脊

髓小脑性共济失调、Krabbe病、Batten氏病、Refsum病、Tourette综合征、原发性侧索硬化

症、肌萎缩侧索硬化症、进行性肌萎缩、皮克病、肌营养不良、多发性硬化症、重症肌无力、

Binswanger病、神经性疼痛、脊髓或头部损伤引起的创伤、眼科疾病和紊乱、泰‑萨二氏病、

Lesch‑Nyhan病、癫痫、脑梗塞、抑郁症、双相情感障碍、持续性情感障碍、继发性情绪障碍、

精神分裂症、药物依赖、神经机能病、精神病、痴呆、妄想、注意缺陷性障碍、性心理障碍、睡

眠障碍、疼痛障碍、进食或体重障碍。

4.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述神经系统疾病或紊乱是中枢神经

系统(CNS)疾病或紊乱。

5.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述CNS疾病或紊乱选自亨廷顿病、阿

尔茨海默病、多聚谷氨酰胺重复脊髓小脑性共济失调、肌萎缩侧索硬化症和帕金森病。

6.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述CNS疾病或紊乱是阿尔茨海默病，

并且所述至少一个miRNA包含与淀粉样前体蛋白(APP)、早老蛋白1、早老蛋白2、ABCA7、

SORL1、以及它们的疾病相关等位基因互补的种子序列。

7.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述CNS疾病或紊乱是帕金森病，并且

所述至少一个miRNA包含与SNCA、LRRK2/PARK8、PRKN、PINK1、DJ1/PARK7、VPS35、EIF4G1、

DNAJC13、CHCHD2、UCHL1、GBA1、以及它们的疾病相关等位基因互补的种子序列。

8.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述CNS疾病是亨廷顿病，并且所述至

少一个miRNA包含与SEQ  ID  NO：4互补的种子序列，或者其中，所述至少一个miRNA包含SEQ 

ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ 

ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的任一个的序列，所述序列

侧接有miRNA骨架序列。

9.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述CNS疾病是亨廷顿病，并且所述至

少一个miRNA包含SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：

50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的

任一个的序列。

10.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述miRNA中的至少一个与人亨廷顿

基因杂交并抑制人亨廷顿基因的表达。

11.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述受试者包含具有多于36个CAG重

复、多于40个重复、或多于100个重复的亨廷顿基因。

12.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述受试者的年龄小于20岁。

13.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述重组病毒载体选自于由以下组成

的组：AAV载体、腺病毒载体、慢病毒载体、逆转录病毒载体、疱疹病毒载体、甲病毒载体、痘
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病毒载体、杆状病毒载体和嵌合病毒载体。

14.如前述段落中任一项所述的方法，其中，包含(a)的所述重组病毒载体与包含

(b)的所述重组病毒载体相同。

15.如前述段落中任一项所述的方法，其中，(a)和(b)的分离的核酸包含在分开的

重组病毒载体中。

16.如前述段落中任一项所述的方法，其中，(a)和(b)的分离的核酸包含在相同的

重组病毒载体中。

17.如前述段落中任一项所述的方法，其中，在基本上相同的时间施用(a)和(b)。

18.如前述段落中任一项所述的方法，其中，在不同的时间点施用(a)和(b)。

19.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述不同的时间点间隔至少1min、至

少1小时、至少1天、至少1周、至少1个月、至少1年，或更长。

20.如前述段落中任一项所述的方法，其中，在(b)的施用之前施用(a)。

21.如前述段落中任一项所述的方法，其中，在(a)的施用之前施用(b)。

22.如前述段落中任一项所述的方法，其中，(a)、(b)、或者(a)和(b)的施用重复至

少一次。

23.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述转基因包含串联的两个miRNA，所

述串联的两个miRNA侧接有内含子。

24.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述侧接的内含子是相同的。

25.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述侧接的内含子来自相同的物种。

26.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述侧接的内含子是hCG内含子。

27.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述转基因包含启动子。

28.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述启动子是synapsin(Syn1)启动子

或表10‑表13的启动子。

29.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述一个或多个miRNA位于所述转基

因的非翻译部分。

30.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述非翻译部分是内含子。

31.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述非翻译部分在编码蛋白质的核酸

序列的最后一个密码子和poly‑A尾序列之间，或者在启动子序列的最后一个核苷酸碱基和

poly‑A尾序列之间。

32.如前述段落中任一项所述的方法，进一步包括第三区域，所述第三区域包含第

二腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体。

33.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述ITR变体缺乏功能性末端解析位

点(TRS)，任选地，其中，所述ITR变体是ATRS  ITR。

34.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述施用使得将所述病毒载体或分离

的核酸递送至所述受试者的所述中枢神经系统(CNS)。

35.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述施用是通过注射、任选静脉内注

射或纹状体内注射进行。

36.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述病毒载体是AAV1、AAV2、AAV3b、

AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、或AAV12、或其嵌合体。
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37 .如前述段落中任一项所述的方法，所述病毒载体包含来自AAV血清型AAV1、

AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、或AAV12、或其嵌合

体的衣壳蛋白。

38.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述衣壳蛋白是AAV9衣壳蛋白。

39.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述病毒载体是自互补AAV(scAAV)。

40.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述病毒载体被配制用于递送至所述

中枢神经系统(CNS)。

41.一种组合物或组合，包含：

(a)编码转基因的分离的核酸，所述转基因编码一个或多个miRNA；以及

(b)编码CYP46A1蛋白的分离的核酸。

42.一种组合物或组合，包含：

(a)包含分离的核酸的重组病毒载体，所述核酸包含(i)第一区域，和(ii)第二区

域，所述第一区域包含第一腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体，所述第二区域

包含编码一个或多个miRNA的转基因；以及

(b)包含编码CYP46A1蛋白的分离的核酸的重组病毒载体。

43.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，用于治疗有需要的受试者中的神

经系统疾病或紊乱的方法中，所述方法包括向患有所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展

出所述神经系统疾病或紊乱的风险的受试者施用治疗有效量的所述组合物或组合。

44.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述神经系统疾病或紊乱是

阿尔茨海默病、帕金森病、亨廷顿病、Canavan病、利氏病、脊髓性脑性共济失调、Krabbe病、

多聚谷氨酰胺重复脊髓小脑性共济失调、Batten氏病、Refsum病、Tourette综合征、原发性

侧索硬化症、肌萎缩侧索硬化症、进行性肌萎缩、皮克病、肌营养不良、多发性硬化症、重症

肌无力、Binswanger病、神经性疼痛、脊髓或头部损伤引起的创伤、眼科疾病和紊乱、泰‑萨

二氏病、Lesch‑Nyhan病、癫痫、脑梗塞、抑郁症、双相情感障碍、持续性情感障碍、继发性情

绪障碍、精神分裂症、药物依赖、神经机能病、精神病、痴呆、妄想、注意缺陷性障碍、性心理

障碍、睡眠障碍、疼痛障碍、进食或体重障碍。

45.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述神经系统疾病或紊乱是

中枢神经系统(CNS)疾病或紊乱。

46.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述CNS疾病或紊乱选自亨

廷顿病、阿尔茨海默病、多聚谷氨酰胺重复脊髓小脑性共济失调、肌萎缩侧索硬化症和帕金

森病。

47.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述至少一个miRNA包含与

淀粉样前体蛋白(APP)、早老蛋白1、早老蛋白2、ABCA7、SORL1、以及它们的疾病相关等位基

因互补的种子序列。

48.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述至少一个miRNA包含与

SNCA、LRRK2/PARK8、PRKN、PINK1、DJ1/PARK7、VPS35、EIF4G1、DNAJC13、CHCHD2、UCHL1、GBA1、

以及它们的疾病相关等位基因互补的种子序列。

49.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述至少一个miRNA包含与

SEQ  ID  NO：4互补的种子序列，或者其中，所述至少一个miRNA包含SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID 
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NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ 

ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的任一个的序列，所述序列侧接有miRNA骨

架序列。

50.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述至少一个miRNA包含SEQ 

ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ 

ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ  ID  NO：260中的任一个的序列。

51.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述miRNA中的至少一个与

人亨廷顿基因杂交并抑制人亨廷顿基因的表达。

52.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述受试者包含具有多于36

个CAG重复、多于40个重复、或多于100个重复的亨廷顿基因。

53.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述受试者的年龄小于20

岁。

54.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述重组病毒载体选自于由

以下组成的组：AAV载体、腺病毒载体、慢病毒载体、逆转录病毒载体、疱疹病毒载体、甲病毒

载体、痘病毒载体、杆状病毒载体和嵌合病毒载体。

55.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，包含(a)的所述重组病毒载

体与包含(b)的所述重组病毒载体相同。

56.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，(a)和(b)的所述分离的核酸

包含在分开的重组病毒载体中。

57.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，(a)和(b)的所述分离的核酸

包含在相同的重组病毒载体中。

58.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，在基本上相同的时间施用

(a)和(b)。

59.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，在不同的时间点施用(a)和

(b)。

60.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述不同的时间点间隔至少

1min、至少1小时、至少1天、至少1周、至少1个月、至少1年或更长。

61.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，在(b)的施用之前施用(a)。

62.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，在(a)的施用之前施用(b)。

63.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，(a)、(b)、或者(a)和(b)的施

用重复至少一次。

64.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述转基因包含串联的两个

miRNA，所述串联的两个miRNA侧接有内含子。

65.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述侧接的内含子是相同

的。

66.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述侧接的内含子来自相同

的物种。

67.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述侧接的内含子是hCG内

含子。
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68.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述转基因包含启动子。

69 .如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述启动子是synapsin

(Syn1)启动子或表10‑表13的启动子。

70.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述一个或多个miRNA位于

所述转基因的非翻译部分。

71.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述非翻译部分是内含子。

72.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述非翻译部分在编码蛋白

质的核酸序列的最后一个密码子和poly‑A尾序列之间，或在启动子序列的最后一个核苷酸

碱基和poly‑A尾序列之间。

73.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，所述组合物或组合进一步包含第

三区域，所述第三区域包含第二腺相关病毒(AAV)反向末端重复(ITR)或其变体。

74.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述ITR变体缺乏功能性末

端解析位点(TRS)，任选地，其中，所述ITR变体是ATRS  ITR。

75.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述施用使得将所述病毒载

体或分离的核酸递送至所述受试者的所述中枢神经系统(CNS)。

76.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述施用是通过注射、任选

静脉内注射或纹状体内注射进行。

77 .如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述病毒载体本是AAV1、

AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、AAV12、或其嵌合

体。

78.如前述段落中任一项所述的组合物，所述病毒载体包含来自AAV血清型AAV1、

AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、或AAV12、或其嵌合

体的衣壳蛋白。

79.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述衣壳蛋白是AAV9衣壳蛋

白。

80.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述病毒载体是自互补AAV

(scAAV)。

81.如前述段落中任一项所述的组合物或组合，其中，所述病毒载体被配制用于递

送至所述中枢神经系统(CNS)。

82.一种包含编码CYP46A1蛋白的分离的核酸的组合物，所述核酸包含与SEQ  ID 

NO：110至少80％相同的序列。

83.一种包含重组病毒载体的组合物，所述重组病毒载体包含编码CYP46A1蛋白的

分离的核酸，所述核酸包含与SEQ  ID  NO：110至少80％相同的序列。

84.一种治疗有需要的受试者中的神经系统疾病或紊乱的方法，所述方法包括向

患有所述神经系统疾病或紊乱或者处于发展出所述神经系统疾病或紊乱的风险的受试者

施用治疗有效量的前述段落中任一项的组合物。

85.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述神经系统疾病或紊乱是阿尔茨海

默病、帕金森病、亨廷顿病、Canavan病、利氏病、脊髓性脑性共济失调、多聚谷氨酰胺重复脊

髓小脑性共济失调、Krabbe病、Batten氏病、Refsum病、Tourette综合征、原发性侧索硬化
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症、肌萎缩侧索硬化症、进行性肌萎缩、皮克病、肌营养不良、多发性硬化症、重症肌无力、

Binswanger病、神经性疼痛、脊髓或头部损伤引起的创伤、眼科疾病和紊乱、泰‑萨二氏病、

Lesch‑Nyhan病、癫痫、脑梗塞、抑郁症、双相情感障碍、持续性情感障碍、继发性情绪障碍、

精神分裂症、药物依赖、神经机能病、精神病、痴呆、妄想、注意缺陷性障碍、性心理障碍、睡

眠障碍、疼痛障碍、进食或体重障碍。

86.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述神经系统疾病或紊乱是中枢神经

系统(CNS)疾病或紊乱。

87.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述CNS疾病或紊乱选自亨廷顿病、阿

尔茨海默病、多聚谷氨酰胺重复脊髓小脑性共济失调、肌萎缩侧索硬化症和帕金森病。

88.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述重组病毒载体选自于由

以下组成的组：AAV载体、腺病毒载体、慢病毒载体、逆转录病毒载体、疱疹病毒载体、甲病毒

载体、痘病毒载体、杆状病毒载体和嵌合病毒载体。

89.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述施用重复至少一次。

90.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述施用使得将所述病毒载体或分离

的核酸递送至所述受试者的中枢神经系统(CNS)。

91.如前述段落中任一项所述的方法，其中，所述施用通过注射、任选静脉内注射

或纹状体内注射进行。

92.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述病毒载体是AAV1、AAV2、

AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、或AAV12、或其嵌合体。

93 .如前述段落中任一项所述的组合物或方法，病毒载体包含来自AAV血清型

AAV1、AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、或AAV12、或

其嵌合体的衣壳蛋白。

94.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述衣壳蛋白是AAV9衣壳蛋

白。

95.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述病毒载体是自互补AAV

(scAAV)。

96.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述病毒载体被配制用于递

送至所述中枢神经系统(CNS)。

97.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述核酸包含与SEQ  ID  NO：

110至少90％相同的序列。

98.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述核酸包含与SEQ  ID  NO：

110至少95％相同的序列。

99.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述核酸包含与SEQ  ID  NO：

110相同的序列。

100.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述病毒载体包含经修饰

的病毒衣壳。

101.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述病毒载体包含对病毒

衣壳的修饰。

102.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述修饰是病毒衣壳的化
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学、非化学或氨基酸修饰。

103.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述衣壳修饰的至少一种

优先靶向CNS或PNS中的细胞。

104.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述化学修饰包含经化学

修饰的酪氨酸残基，所述酪氨酸残基被修饰以包含共价连接的单糖或多糖部分。

105.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述经化学修饰的酪氨酸

残基包含选自半乳糖、甘露糖、N‑乙酰半乳糖胺、GalNac桥和甘露糖‑6‑磷酸的单糖。

106 .如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述化学修饰包含通过‑

CSNH‑键共价地连接至衣壳多肽的伯氨基基团的配体。

107.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述配体包含共价地结合

至所述配体的亚芳基或杂亚芳基自由基。

108.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述经修饰的病毒衣壳是

嵌合衣壳或单倍体衣壳。

109.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述经修饰的病毒衣壳是

单倍体衣壳。

110.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述经修饰的病毒衣壳是

进一步包含修饰的嵌合衣壳或单倍体衣壳。

111.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述经修饰的病毒衣壳为

AAV血清型AAV1、AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、

AAV12、或其突变的修饰形式、嵌合体、镶嵌体或合理的单倍体。

112.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，与未修饰的病毒衣壳相比，

所述修饰改变了经修饰的病毒衣壳的抗原谱。

113.如前述段落中任一项所述的组合物或方法，其中，所述经修饰的病毒衣壳可

用于重复施用。

114.一种合成的CNS特异性启动子，所述合成的CNS特异性启动子包含根据SEQ  ID 

NO：187‑SEQ  ID  NO：189中的任一个的序列或其功能变体，或由根据SEQ  ID  NO：187‑SEQ  ID 

NO：189中的任一个的序列或其功能变体组成。

115.如前述段落中任一项所述的合成的CNS特异性启动子，其中，所述功能变体与

SEQ  ID  NO：187‑SEQ  ID  NO：189中的任一个至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少

80％、至少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％相同。

116.一种CRE，所述CRE包含根据SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID  NO：192中的任一个的序

列或其功能变体，或由根据SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID  NO：192中的任一个的序列或其功能变

体组成。

117 .如前述段落中任一项所述的CRE，所述CRE包含与SEQ  ID  NO：191或SEQ  ID 

NO：192中的任一个至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少

90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％

或至少99％相同的序列。

118.一种CRM，所述CRM包含如前述段落中任一项所述的CRE。
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119.一种最小启动子，所述最小启动子包含根据SEQ  ID  NO：211的序列或其功能

变体，或由根据SEQ  ID  NO：211的序列或其功能变体组成。

120.一种CNS特异性启动子，所述CNS特异性启动子包含如前述段落中任一项所述

的CRE、如前述段落中任一项所述的CRM或如前述段落中任一项所述的最小启动子。

121.一种表达盒，所述表达盒包含如前述段落中任一项所述的合成的CNS特异性

启动子，所述启动子可操作地连接至编码表达产物的序列。

122.一种载体，所述载体包含如前述段落中任一项所述的合成的CNS特异性启动

子或如前述段落中任一项所述的表达盒。

123.如前述段落中任一项所述的载体，其中，所述载体是病毒载体。

124.如前述段落中任一项所述的载体，其中，所述病毒载体是AAV载体。

125.一种病毒体，所述病毒体包含如前述段落中任一项所述的载体。

126 .一种药物组合物，所述药物组合物包含如前述段落中任一项所述的合成的

CNS特异性启动子、如前述段落中任一项所述的表达盒、如前述段落中任一项所述的载体或

如前述段落中任一项所述的病毒体。

127.用于治疗中的如前述段落中任一项所述的合成的CNS特异性启动子、如前述

段落中任一项所述的表达盒、如前述段落中任一项所述的载体、如前述段落中任一项所述

的病毒体或如前述段落中任一项所述的药物组合物。

128.用于基因治疗中的如前述段落中任一项所述的合成的CNS特异性启动子、表

达盒、载体、病毒体或药物组合物，适当地，其中所述基因治疗涉及治疗性表达产物在CNS中

的表达。

129.用于CNS相关疾病的基因治疗中的如前述段落中任一项所述的合成的CNS特

异性启动子、表达盒、载体、病毒体或药物组合物。

130.一种细胞，所述细胞包含如前述段落中任一项所述的合成的CNS特异性启动

子、如前述段落中任一项所述的表达盒、如前述段落中任一项所述的载体或如前述段落中

任一项所述的病毒体。

131.如前述段落中任一项所述的细胞，其中，所述细胞是CNS细胞，任选地是人类

CNS细胞，优选是神经元，更优选是多巴胺能神经元。

132.用于制造用来治疗医学病症或疾病的药物组合物中的如前述段落中任一项

所述的合成的CNS特异性启动子、如前述段落中任一项所述的表达盒、如前述段落中任一项

所述的载体或如前述段落中任一项所述的病毒体，任选地，其中，所述疾病是CNS相关疾病。

133.一种生产表达产物的方法，所述方法包括：将如前述段落中任一项所述的合

成的CNS特异性表达盒引入细胞中、任选地为CNS细胞；以及，使存在于合成的CNS特异性表

达盒中的基因进行表达。

134.一种在细胞、任选地为CNS细胞中表达治疗性转基因的方法，其中，所述方法

包括向所述细胞中引入如前述段落中任一项所述的表达盒、如前述段落中任一项所述的载

体或如前述段落中任一项所述的病毒体。

135.一种对有需要的受试者进行治疗的方法，其中，所述方法包括：向有需要的受

试者施用如前述段落中任一项所述的表达盒、如前述段落中任一项所述的载体、或如前述

段落中任一项所述的病毒体、或如前述段落中任一项所述的药物组合物，所述表达盒、载
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体、病毒体或药物组合物包含编码可操作地连接的治疗产品的序列。

实施例

实施例1

[0618] 在本文中描述的一个方面是可用于治疗亨廷顿病的抑制性RNA。在任何方面的一

些实施方式中，抑制性RNA的核酸序列包含SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ 

ID  NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：

217‑SEQ  ID  NO：260中的一个，或与SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID 

NO：44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑

SEQ  ID  NO：260中的至少一个的序列至少95％(例如，至少95％、至少96％、至少97％、至少

98％或至少99％)相同并保持了与SEQ  ID  NO：6‑SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：40‑SEQ  ID  NO：

44、SEQ  ID  NO：50‑SEQ  ID  NO：66、SEQ  ID  NO：158‑SEQ  ID  NO：185或SEQ  ID  NO：217‑SEQ 

ID  NO：260相同的功能(例如，HTT抑制)的序列。

[0619] 本文描述的是包含人工miRNA的构建体。pEMBL‑D(+)‑Syn1‑hCG内含子是对照载

体，其插入有空白人绒毛膜促性腺激素(hCG)内含子(hCGin)并由synapsin启动子驱动。将

两拷贝的对照miRNA前体(随机序列或无功能突变)插入载体pEMBL‑D(+)‑Syn1‑hCGin‑2x对

照pre‑miR中的hCGin中。将两拷贝的人工pre‑miR(与3′‑UTR靶向序列完美匹配，包含约

100bp‑150bp侧接的上游和下游序列)克隆到hCG内含子之间。载体pEMBL‑D(+)‑Syn1‑

CYP46A1‑hCGin‑2x人工pre‑miR是可以同时产生CYP46A1和人工miRNA的combo构建体。为了

鉴别pre‑miRNA是否可以加工成为成熟的miRNA并与包含CAG扩增的HTT靶向序列(其与成熟

miRNA完美互补)组合，将其插入荧光素酶基因的后面。由于包装尺寸的限制，构建体中使用

了小poly  A。

[0620] 以下序列是本领域已知的：pEMBL；synapsin启动子(Syn1)；ITR(例如，来自AAV1、

AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh10、AAV11、AAV12或AAVl3)；

hCG内含子；小polyA；CYP46A1；荧光素酶；HTT靶向序列；和/或HTT‑3′UTR/突变体。

[0621] synapsin1(Synl)是synapsin基因家族的成员。synapsin编码与突触囊泡的细胞

质表面相关联的神经元磷蛋白。家族成员的特征在于共同的蛋白质结构域，并且它们与突

触发生和神经递质释放的调节有关，表明了在数种神经精神疾病中具有潜在作用。Syn1在

轴突发生和突触发生的调控中起作用。Syn1蛋白作为数种不同蛋白激酶的底物发挥作用，

并且磷酸化可能在神经末梢中此种蛋白的调控中发挥功能。该基因中的突变可能与伴有原

发性神经元退化的X连锁紊乱(例如Rett综合征)有关联。或者，已经鉴别了编码不同亚型的

剪接的转录本变体。在任何方面的一些实施方式中，Syn1启动子可以包含人启动子Syn1(参

见例如与NCBI参考编号NG_008437 .1RefSeqGene  Range  5001‑52957；NM_006950.3；NP_

008881.2；NM_133499.2；NP_598006.1相关的Syn1启动子)。

[0622] CYP46A1是细胞色素P450酶超家族的成员。细胞色素P450蛋白是单加氧酶，催化许

多涉及药物代谢以及胆固醇、类固醇和其它脂质合成的反应。这种内质网蛋白在大脑中表

达，在大脑中它将胆固醇转化为24S‑羟基胆固醇。虽然胆固醇不能通过血脑屏障，但24S‑羟

基胆固醇可以在大脑中被分泌进入到循环中，返回肝以进行分解代谢。在任何方面的一些

实施方式中，CYP46A1可以包含人CYP46A1(参见例如NCBI  ref编号NG_007963.1RefSeqGene 

Range  4881‑47884；NM_006668.2；NP  006659.1)。CYP46A1是胆固醇降解的限速酶，在亨廷
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顿病中具有神经保护性(参见例如Boussicault等，CYP46A1，the  rate‑limiting  enzyme 

for  cholesterol  degradation，is  neuroprotective  in  Huntington′s  disease，Brain，

2016年3月，139(Pt  3)：953‑70；Kacher等，CYP46A  1gene  therapy  deciphers  the  role 

of  brain  cholesterol  metabolismin  Huntington′s  disease，Brain，2019年8月1日；142

(8)：2432‑2450；它们各自的内容通过引用的方式以其整体并入本文)。

[0623] 在任何方面的一些实施方式中，miRNA包含与侧接有miRNA骨架序列的SEQ  ID  NO：

3或SEQ  ID  NO：4所示的序列的至少两个(例如，2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个、10个、

11个、12个、13个、14个、15个、16个、17个、18个、19个、20个、21个、22个、23个、24个或25个)

连续碱基互补的序列。在任何方面的一些实施方式中，miRNA包含与和HTT(参见例如NCBI 

Gene  ID：3064；例如SEQ  ID  NO：4)相关的侧接有miRNA骨架序列的非翻译区(例如，5′UTR、

3′UTR)、外显子、CAG重复或CAG跨接区(例如CAG  5′跨接区、CAG  3′跨接区)的序列的至少两

个(例如，2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个、10个、11个、12个、13个、14个、15个、16个、17

个、18个、19个、20个、21个、22个、23个、24个或25个)连续碱基互补的序列。

[0624] 当施用于同一患者时，编码转基因(编码一个或多个miRNA)的分离的核酸和编码

CYP46A1蛋白的分离的核酸可以提供与单独施用任一者相比改善的治疗效果。当施用于同

一患者时，编码转基因(编码一个或多个miRNA)的分离的核酸和编码CYP46A1蛋白的分离的

核酸可以提供与单独施用任一者相比协同(而不是相加)改善的治疗效果。编码转基因(编

码一个或多个miRNA)的分离的核酸和编码CYP46A1蛋白的分离的核酸可以按照本文所述的

任何方法顺序地或同时地向受试者施用。

[0625] 实施例2‑‑HDII外显子靶向miRNA分析

[0626] 材料和方法

[0627] 将从确诊为亨廷顿病(Coriell  GM04281)的患者中分离的成纤维细胞在MEM

(Gibco  11090)中培养，所述MEM补充有15％FBS(Gibco  10270106)、1％glutamax(Gibco 

35050)、1％非必需氨基酸(Merck  M7145)和1％青霉素‑链霉素(Gibco  15140122)。使用针

对原代哺乳动物成纤维细胞的基本核转染试剂盒(Lonza  VPI‑1002)，以核转染程序U‑023

在Nucleofector  2b设备(Lonza)上用5μg质粒对1E+06细胞进行核转染。所述质粒在GFP基

因的3′编码区中包含两拷贝的miRNA，受CMV启动子控制。核转染后48小时，将细胞用PBS清

洗，然后用0.25％胰蛋白酶‑EDTA(Gibco  25200056)解离。收集细胞，在90％PBS、10％FBS溶

液中重悬，然后使细胞穿过过滤器(VWR  734‑0001)。通过流式细胞术分离GFP阳性细胞，并

使用RNeasy  micro试剂盒(Qiagen  74004)提取RNA。使用M‑MLV  cDNA合成试剂盒(Thermo 

Fisher  28025013)和序列特异性引物UAPd18(序列GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTT

TTTTT(SEQ  ID  NO：186))进行cDNA合成。使用Taqman  Fast  Advanced  Master  Mix(Thermo 

Fisher4444554)，使用qPCR计算相对于管家基因HPRT1(Hs02800695_m1)的HTT(HTT外显子1

引物和探针序列获取自Neueder等,2017)的相对表达

[0628] 结果

[0629] 用表达miRNA  H12、Hel1‑1、Hel1‑4、Hel1‑6、Hel1‑8、Hel1‑9或Hel1‑10的质粒构建

体对源自亨廷顿病患者的成纤维细胞进行核转染，这些miRNA在GFP编码区的3′端中，受普

遍存在的CMV启动子控制。H12是获取自Miniarikova等(2016)的阳性对照。核转染后，与GFP

对照(其在GFP序列中不含miRNA)相比，miRNA  H12、Hel1‑1、Hel1‑4、Hel1‑9和Hel1‑10表现
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出HTT的敲低(参见例如图8)。

[0630] 参考文献

[0631] Miniarikova  et  al(2016)Design，Characterization ,and  Lead  Selection 

ofTherapeuticmiRNAs  Targeting  Huntingtin  for  Development  of  Gene  Therapy  for 

Huntington’s  Disease.Molecular  Therapy‑Nucleic  Acids  5，e297

[0632] Neueder  et  a1.(2017)The  pathogenic  exon  1  HTT  protein  is  produced  by 

incomplete  splicing  in  Huntington′s  disease  patients.Scientific  Reports  7(1)：

1307

[0633] 实施例3‑评估启动子活性的方法

[0634] 为了评估CRE、CRM、启动子元件或合成的CNS特异性启动子在CNS中的活性，期望将

合成的CNS特异性启动子或者包含CRE、CRM、启动子元件的合成的CNS特异性启动子可操作

地连接到报告基因(例如GFP、YFP或RFP)。将包含上述内容的表达构建体以穿过动物(例如

小鼠或大鼠)的CNS的病毒载体静脉内施用。在一段时间(例如1周、2周、3周、1个月、2个月、3

个月)后，处死动物。将动物的CNS加工成组织切片，并可进行免疫染色(荧光和比色)以评估

整个CNS和不同CNS细胞类型中报告基因的表达。技术人员将理解，可以使用细胞特异性标

记物来识别不同的CNS细胞类型。例如，可以使用荧光标记的IBA1特异性抗体来识别小胶质

细胞，可以使用荧光标记的GFAP特异性抗体来识别星形胶质细胞，可以使用荧光标记的

Oligo2特异性抗体来识别少突胶质细胞，并且可以使用荧光标记的NeuN特异性抗体来识别

神经元。如果需要量化，对CNS组织进行报告基因的蛋白质印迹。进行这些技术是常规且已

知的。

[0635] 实施例4‑在C57BL/6J小鼠纹状体中对多种滴度的AAV‑eGFP‑miHTT构建体的体内

耐受性评估

[0636] 本研究的目的是评估在C57BL/6J小鼠的纹状体中以不同滴度施用后，在注射部位

对AAV‑miHTT构建体的耐受性。为此，通过免疫组织化学(IHC)分析神经元标记物，并通过量

化注射部位处的局部细胞损失来评估耐受性。本研究通过分析纹状体中载体拷贝基因组/

细胞和不同细胞类型中的eGFP免疫反应性来评估细胞向性。

[0637] 本研究评估了在C57BL/6J小鼠的纹状体中以三种不同滴度施用后，在注射部位的

AVV‑GFP‑miHTT构建体的耐受性：根据先前研究(BV23)的1.0E9  vg/μL被良好耐受；另外，测

试了两种额外滴度(3 .5 .0E9  vg/μL和6 .5E9  vg/μL)，这些滴度未使用本表达盒(GFP‑

miHTT)在体内进行评估。为此，通过免疫组织化学(IHC)分析神经元和胶质细胞的标记物，

并通过量化注射部位处的局部细胞损失来评估耐受性。本研究还包括通过分析小鼠大脑中

不同细胞类型中的eGFP免疫反应性和分析纹状体中的载体拷贝基因组/细胞来评估细胞向

性。

[0638] 将颅内注射的日期指定为第1天，随后的日期连续编号。将研究中颅内注射之前的

日期连续编号。在两个不同的日期进行立体定位注射，在两个不同的日期进行小鼠的处死，

以遵守相同的生命期(6周)。

[0639] 载体和载体制备

[0640] 以6 .85E9  vg/μL的浓度提供在CBA的控制下编码eGFP和miR‑Hell‑9的AAVrh10

(AAVrh10‑CBA‑eGFP‑miR‑Hel1‑9)(1ot‑AAV‑B367)。以1.73E10vg/μL的浓度提供在CBA的控
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制下编码eGFP和miR‑Hell‑10的AAVrh10(AAVrh10‑CBA‑eGFP‑miR‑Hel  1‑10)(1ot‑AAV‑

B368)。

[0641] 在载体的制造中使用了与配方缓冲液具有相同组成的稀释缓冲液(溶媒)(基于来

自Lonza的参考物，#：BE1  7‑513F)：由VVC制造团队制备补充有0 .001％Pluronic  F68的

dPBS，Ca2+/Mg2+。

[0642] 临使用前，在安全柜(BSC；层流下的L2限制)下在高压灭菌的0 .5mL聚丙烯

Eppendorf管(Eppendorf；ref .0030121 .023)中将载体用溶媒(dPBS  Ca2+/Mg2+Pluronic 

F680.001％)进行稀释，以获得适当的滴度，在立体定位程序期间，将其于冰上保持在4℃。

将剂量配方吸入施用装置中：含有32G尖端3型的30毫米长度针头(Dutscher；ref：074753)

的汉密尔顿注射器(Dutscher；1701RN  10μL；ref：074493)，在每次剂量施用前填充在给药

区域。

[0643] 实验设计

[0644] 本研究共使用21只8周龄雌性C57BL/6J小鼠，从15g到25g。将小鼠随机分配到各

组，如表19所示，没有任何随机化程序。小鼠接受所示载体的双侧纹状体注射，体积为4μL/
纹状体。对每只小鼠的左半球和右半球双侧注射以相同溶媒稀释的载体(4μL)。将载体从

1.0E9vg/μL(4.0E9  vg/纹状体)到6.5E9  vg/μL(2.6E10vg/纹状体)进行施用。

[0645] 表19：组分配

[0646] 表20：载体制备细节
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[0647] 在小鼠纹状体中的脑内递送的总结方案：

[0648] 将载体通过脑内立体定位递送在小鼠纹状体内施用。施用由每个半球的单次施用

组成。对于各单次注射，施用的持续时间为20min，然后将针头留在原位额外5min以避免回

流。对于双侧注射的每只小鼠，总时间为40min注射+10min针头留置，对于单侧注射的每只

小鼠，总时间为20min注射+5min针头留置。

[0649] 通过腹膜内注射氯胺酮(Imalgene  1000，100mg/Kg)/甲苯噻嗪(Rompun  2％，

10mg/Kg)对小鼠进行麻醉，并将小鼠放置在立体定位框架(Stoelting，Wood  Dale，USA)上。

对于双侧注射的小鼠，通过汉密尔顿注射器以0.2μL/min的速率将4微升载体制剂注射入左

侧纹状体和右侧纹状体，所述汉密尔顿注射器包含连接到自动注射器(KD  Scientific；

Phymep  France；ref：78‑8130  INT)的32G尖端3型30mm长的针头。对于单侧注射的小鼠，遵

循相同的方案，只是载体制剂仅注射到左侧纹状体中。从前囟起的注射位点的立体定位坐

标如下：前侧‑后侧(+1mm)；内侧‑外侧(+/‑2mm)；背侧‑腹侧(‑3.5mm)；齿条(tooth  bar)：0。

所有载体稀释液均在紧临给药前制备。

[0650] 进行小鼠的每天观察/监测，以紧接在手术后和自从注射后第一天评估饮食/饮水

消耗、一般行为(笼内活动和一般状态)、任何不良反应。注射后6周，在麻醉时称重每只动

物，且每周称重一次，直至尸体剖检日。

[0651] 从所有动物中收集全脑组织，在4％PFA中固定后，用于IHC和表达分析。

[0652] 在尸体剖检当天，记录存活动物的终末体重，并进行麻醉。将致死剂量的Euthasol

(Vetcare)(180mg/Kg)腹膜内施用至小鼠。然后，用处于0.1M  PBS中的25mL冰冷的4％PFA进

行心内灌注，对动物实施安乐死。

[0653] 在用处于0.1M  PBS中的冰冷的4％PFA灌注小鼠后，立即从所有动物中收集大脑，

并在4％PFA溶液中固定24小时。之后，更换4％PFA溶液，并通过在20％蔗糖/磷酸盐缓冲液

中孵育24h来对大脑进行低温保护。随后，将固定后的大脑冷冻并使用冷冻切片机(Leica，

Wetzlar，德国)获得冠状40μm自由漂浮(free‑floating)的大脑切片。将大脑切片在‑20℃

下储存在由1/10的冷冻保护溶液组成的溶液中，所述冷冻保护溶液由1/10的磷酸盐缓冲液

(Sigma‑Aldrich，ref .P3619‑1GA)、3/10的蒸馏水、3/10的乙二醇(Sigma‑Aldrich，ref：

324558)和3/10的甘油(Life  Sciences  GE  Healthcare)组成。
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[0654] 在包含纹状体的整个喙部‑尾部取样的连续冷冻大脑切片中进行IHC，所述IHC针

对eGFP蛋白(兔抗eGFP；Abcam，参考：ab6556；稀释度：1∶6000)、神经元标记物NeuN(Abcam，

参考：ab177487；稀释度1/2000)和神经元标记物lbal(Wako，参考：019‑19741；稀释度1/

2000)，以分别评估eGFP表达、神经元表达和神经胶质表达，从而允许分别定性评估纹状体

整个区域中的神经元保存、神经胶质活化和eGFP表达的区域。

[0655] 用Zeiss  Axio  Scan  Z  1或Hamamatsu  Nanozoomer  S60获取经免疫染色的切片的

图像。在切片扫描期间，动物之间的光强度、曝光时间、数值增益和放大倍数保持不变。

[0656] 冷冻大脑切片的量化

[0657] 使用ImageJ软件，在小鼠纹状体存在于其中的所有经冷冻的大脑切片中测量eGFP

阳性区域、神经元损失区域的量化和小胶质细胞激活的量化。在切片扫描期间，动物之间的

数值增益和放大率保持不变，以避免潜在的技术伪迹。首先将图像转换为8‑bit灰度并进行

二值化处理以突出显示阳性染色。所有评估区域均由同一位盲测实验者绘制并通过软件测

量。

[0658] 为进行分析，将总的eGFP转导面积报告为纹状体总面积，并按如下计算每只小鼠

的转导面积百分比：(转导面积/纹状体总面积)×100。

[0659] 为进行分析，将总的神经元耗竭面积(抗NeuN免疫染色)报告为纹状体总面积，并

按如下计算每只小鼠的耗竭面积百分比：(纹状体中的转导面积/纹状体总面积)×100。

[0660] 为了进行分析，将总的lba1染色面积(抗lba1免疫染色)报告为纹状体总面积，并

按如下计算每只小鼠的lba1表达面积的百分比：(纹状体中的Iba1表达面积/纹状体总面

积)×100。

[0661] 从冷冻大脑切片中分离DNA

[0662] 对于40μm大脑切片，将作为整个纹状体的代表的喙部‑尾部连续取样(固定的冷冻

切片)进行解剖以用于各切片。最后，将来自相同半球的所有纹状体切片汇集在相同聚丙烯

管(Sarstedt参考：72706)中以用于DNA提取。根据制造商的说明，用 DNA  FFPE组

织试剂盒(Qiagen参考：56404)进行大脑的DNA分离。

[0663] 对于每个样品，使用10ng  DNA/孔。根据制造商的方案，使用 480

Green  I  Master(Roche，ref：04707516001))进行定量实时PCR反应，并在

480(Roche  Diagnostics，德国)上运行。将mADCK3管家基因用于对hCYP46A1

水平的量化进行归一化。

[0664] 引物序列：

[0665] eGFP(转基因)：FW：5′‑GACGACGGCAACTACAAGA‑3’(SEQ  ID  NO：213)RW：5′‑

GCTTGTCGGCCATGATATAGA‑3′(SEQ  ID  NO：214)

[0666] mADCK3(内源基因)：FW：5′‑CCACCTCTCCTATGGGCAGA‑3′(SEQ  ID  NO：215)：RW：5′‑

CCGGG  CCTTTTCAATGTCT‑3′(SEQ  ID  NO：216)

[0667] 将结果(每个细胞的载体基因组拷贝数，VGC/细胞)表示为相对于mADCK3基因拷贝

(2N基因组的病毒基因组拷贝数)的转基因序列拷贝数(eGFP)的n倍差异。结果通过以下公

式确定：NeGFP＝22(′)，其中样品的ACt值通过从mACDK3基因的Ct值中减去靶基因的Ct值来确

定。可以使用来自先前实验的阳性对照。使用纹状体和肝脏。收集大脑皮层并保存在‑80℃
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下，并且不立即处理(VGC分析的可选处理)。

[0668] 所有分析均使用GraphPad  Prism版本8(Graph  Pad  Software，La  Jolla，美国)进

行。所有数据均表示为平均值±SEM。对于体重增加、载体基因组拷贝、eGFP转导面积、NeuN

耗竭面积和小胶质细胞活化面积的分析，使用单因素方差分析，然后进行Bonferroni事后

检验(以处理作为独立因素)，来评估统计学显著性；可使用学生T检验逐一比较用载体注射

的组。对于体重测量，进行Bonferroni事后检验校正的双向方差分析，以时间和处理作为独

立因素。提供了来自预先安排的动物的所有数值数据的汇总统计数据(平均值和平均值的

标准误差)。对于所有分析，将统计学显著性设置为P值＜0.05。

实施例5‑在C57BL/6J小鼠纹状体中注射后的表达靶向亨廷顿基因序列的miRNA的

不同AAV‑eGFP‑miHTT构建体的体内表征

[0669] 本研究的目的是评估含有靶向人类亨廷顿基因(HTT)(非等位基因特异性的)的不

同miRNA序列的数种AAV‑miHTT构建体的体内功能。为此，通过蛋白质印迹法评价总的eGFP

蛋白水平和在C57BL/6J小鼠纹状体中注射各载体后的载体基因组拷贝数/细胞(vgc/细胞)

来评估报告基因eGFP的表达。此外，通过免疫组织化学(IHC)分析小鼠大脑切片中的eGFP免

疫反应性。

[0670] HTT蛋白中的聚谷氨酰胺(polyQ)束(tract)的扩张导致正常功能紊乱并诱导毒性

功能获得，导致细胞功能障碍并最终导致在HD条件下观察到神经元死亡。不同的研究表明，

在啮齿动物模型大脑中降低突变HTT可以改善分子、神经病理学和行为异常(Caron等，

2020，Miniarikova等，2017和Spronck等，2019)。因此，靶向和降低突变的HTT(和正常的亨

廷顿基因)的水平被视为有前途的治疗策略。在选择靶向HTT的不同的miRNA序列后，通过在

C57BL/6J小鼠大脑中注射表达每个miHTT序列和eGFP、报告基因的多种构建体来评估它们

的体内功能。为此，通过用蛋白质印迹法评估总的eGFP蛋白水平以及在C57BL/6J小鼠纹状

体中注射每个载体后的vgc/细胞的数量来评估eGFP表达。此外，通过免疫组织化学(IHC)分

析小鼠大脑中的eGFP免疫反应性。

[0671] 将颅内注射的日期指定为第1天，随后的日期连续编号。颅内注射之前的研究日期

连续编号。在三个不同的日期进行立体定位注射，并在三个不同的日期进行小鼠的处死，以

遵循相同的生命期(2周)。

[0672] 载体和载体制备

[0673] 本研究使用以下载体：

[0674] 以6 .85E9  vg/μL的浓度提供在CBA启动子的控制下编码eGFP和miR‑Hell‑9的

AAVrh10(AAVrh1O‑CBA‑eGFP‑miR‑Hel  1‑9(AAV‑B637))。

[0675] 以1 .73E10  vg/μL的浓度提供在CBA启动子的控制下编码eGFP和miR‑Hell‑10的

AAVrh10(AAVrh10‑CBA‑eGFP‑miR‑Hell‑10(AAV‑B638))。

[0676] 以3 .73E10  vg/μL的浓度提供在CBA启动子的控制下编码eGFP和miR‑He4的

AAVrh10(AAVrh1O‑CBA‑eGFP‑miR‑He4(AAV‑B639))。

[0677] 以1.11E10vg/μL的浓度提供在CBA启动子的控制下编码eGFP和miR‑H12的AAVrh10

(AAVrh1O‑CBA‑eGFP‑miR‑H12(AAV‑B64O))。

[0678] 以1 .52E10  vg/μL的浓度提供在CBA启动子的控制下编码eGFP的AAVrh10

(AAVrh1O‑CBA‑eGFP(AAV‑B641))。
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[0679] 载体通过实施例4中描述的方案进行制备和稀释。剂量配方通过实施例4中描述的

方案制定。

[0680] 实验设计

[0681] 本研究共使用25只8周龄雌性C57BL/6J小鼠，从15g到25g。将小鼠随机分配到各

组，如表21所示，不进行任何随机化程序。小鼠接受指定载体的双侧纹状体注射，体积为4μ
L/纹状体。每只小鼠的左半球和右半球双侧注射以相同溶媒稀释的载体(4μL)。以1 .0E9 

vg/μL(4.0E9  vg/纹状体)施用载体。

[0682] 表21：组分配

[0683] 表22：测试物制备细节

[0684] 将载体通过脑内递送在小鼠纹状体中施用，如实施例4所述。为了施用，将小鼠按

照实施例4所述进行麻醉。

[0685] 从所有动物中收集全脑组织，在4％PFA中固定后，用于IHC和表达分析。

[0686] 按照实施例4中所述的尸体剖检和安乐死的方法和方案进行。使用处于0.1M  PBS

中的25mL冰冷的4％PFA进行心内灌注对动物进行安乐死。从所有动物中收集以下组织并冷

冻用于eGFP蛋白水平和vgc/细胞分析，并在4％PFA中固定用于IHC分析：来自双侧注射的所

有群组的左半球和右半球的纹状体穿刺；来自双侧注射的所有群组的左半球和右半球的大

脑皮层穿刺；以及来自单侧注射的所有群组的全脑。

[0687] 对小鼠(n＝3只小鼠)实施安乐死并用0.1M  PBS灌注后，立即对双侧注射的每只动
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物进行大脑的两个半球的解剖，并将来自每个半球的大脑皮层和纹状体收集到四个不同的

1.5mL  Eppendorf管中(Eppendorf参考：0030121.023)，立即在干冰中冷冻并储存在‑80℃

下直至使用(每种条件下n＝6)。然后，使用AllPrep°DNA/RNA/Protein  Mini  Kit(Qiagen，

ref：80004)从相同样本中同时提取DNA和蛋白质，然后将用于vgc检测的基因组DNA储存在‑

20℃下，并将用于蛋白质印迹的蛋白质储存在‑80℃下。

[0688] 对小鼠灌注冰冷的0.1M  PBS后，立即从单侧注射的所有动物(n＝2/组)收集大脑，

并在4％PFA溶液中固定24h。之后，更换4％PFA溶液，并通过在20％蔗糖/磷酸盐缓冲液中孵

育24h来对大脑进行低温保护。随后，将固定后的大脑冷冻，并使用冷冻切片机(Leica，

Wetzlar，德国)获得冠状40μm自由漂浮的大脑切片。将大脑切片在‑20℃下储存在由1/10的

冷冻保护溶液组成的溶液中，所述冷冻保护溶液由1/10的磷酸盐缓冲液(Sigma‑Aldrich，

ref .P3619‑1GA)、3/10的蒸馏水、3/10的乙二醇(Sigma‑Aldrich，ref：324558)和3/10的甘

油(Life  Sciences  GE  Healthcare)组成。

[0689] 如实施例4所述，实施用于小鼠纹状体中的载体拷贝数/细胞的评估的定量PCR。在

具有标准方案和Bio‑rad耗材的Bio‑rad仪器上进行电泳。用适当的抗兔或抗小鼠过氧化物

酶偶联的二抗[1∶6000，Invitrogen参考：A16023(抗兔)和A16011(抗小鼠)]和ECL化学发光

反应(Bio‑rad)揭示了一抗兔多克隆抗eGFP(1∶1000，Abcam，参考：ab6556)和小鼠单克隆抗

GAPDH(1∶6000，Abcam参考：ab8245)。

[0690] 在包含纹状体的整个喙部‑尾部取样的连续冷冻大脑切片中进行针对eGFP蛋白

(兔抗eGFP；Abcam，参考：ab6556；稀释度：1∶6000)的IHC，以评估eGFP表达，从而使得能够定

性评估纹状体整个区域中的表达eGFP的面积。如实施例4中所述，对冷冻大脑切片上的eGFP

传导面积进行量化。

[0691] 统计分析

[0692] 所有分析均按照实施例4中所述的进行。
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实施例6‑评估在患有早期表现(Early  Manifest)的亨廷顿病的成年人中的纹状

体施用AAVrh10.CAG.hCYP46A1的研究

[0693] 本实施 例描述了 在患有早期表现的亨廷顿 病的成年人中的纹状体施 用

AAVrh10.CAG.hCYP46A1载体(即具有SEQ  ID  NO：194的序列)的安全性、耐受性和初步疗效

的评估。基于例如以下提供的下述纳入和排除标准，所述实施例包括18名年龄在18岁‑65岁

之间的参与者：

[0694] 本实施例中的纳入标准：

·同意时年龄在18岁(含)至65岁(含)之间的男性或女性受试者，能够提供知情同

意书并能够理解和遵守所有研究程序。

·有记录的亨廷顿基因中病理性CAG扩张的遗传确认≥40。

·早期表现的HD由UHDRS总功能容量(TFC)定义为评分为9至13且诊断分类水平

(DCL)为4，或如果存在认知障碍和疾病进展的明确证据，则DCL为3。

·每个半球的纹状体MRI体积：在筛查MRI上，壳核≥2.3cm3(每侧)；尾状核≥

1.7cm3(每侧)。

·所有HD伴随药物在筛查(由研究人员自行决定)前保持稳定至少30天。

[0695] 本实施例中的关键排除标准：

·在研究者看来影响受试者的安全和对研究程序的依从性的先前或持续中的医

学状况、身体检查结果、ECG结果或实验室异常。

·筛查前五年内有转移性肿瘤。

·根据研究者的临床判断，筛查时存在临床相关的免疫、血液、肝脏、心脏或肾脏

疾病。

·目前未经治疗且不稳定的需要住院治疗的严重情绪紊乱或抑郁性紊乱。

·根据研究者的判断，有自杀未遂史或即将自残的风险，或针对哥伦比亚自杀严

重程度评定量表(C‑SSRS)的第4项或第5项的回答“是”。

·有确诊中风、已知颅内肿瘤、血管畸形或颅内出血史的患者。

·根据神经外科医生的判断，受试者被认为不适合接受外科手术。

·任何基因治疗、细胞移植或任何其它实验性脑外科手术史。

·在筛查前6个月内使用过任何RNA或DNA靶向HD特异性研究药物，例如反义寡核

苷酸。

·受试者无法忍受或不愿意接受多次腰椎穿刺。

·在治疗前12周或5个半衰期(以较长者为准)内参加过任何经批准或未批准的研

究药物或干预的临床试验。

[0696] 载体和施用

[0697] 本实施例包括两个队列：低剂量组“队列1”和高剂量组“队列2”。

[0698] 队列1接受一次脑内双侧注射AAVrh10.CAG.hCYP46A1，AAVrh10.CAG.hCYP46A1是

腺相关病毒载体血清型Rh10，包含人类胆固醇24‑羟化酶基因，第一滴度为0.4×109vg/μL。
队列2接受一次脑内双侧注射AAVrh10 .CAG .hCYP46A1，第二滴度为1 .1×109vg/μL。所述
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AAVrh10.CAG.hCYP46A1组合物包含10mM磷酸盐(9mM  Na2HPO4·7H2O和1mM  KH2PO4)、137mM 

NaCl、2.7mM  KCl、0.88mM  CaCl2、0.49mM  MgCl2、0.001wt％泊洛沙姆188(pH  7.2)和各自的

AAVrh10.CAG.hCYP46A1滴度，并且可通过将各自量的AAVrh10.CAG.hCYP46A1与0.02045mg 

NaCl、0.00242mg  Na2HPO4·7H2O、0.00014mg  KH2PO4、0.00020mg  KCl、0.050mg山梨醇、

0.00001mg泊洛沙姆188和0.96mg水混合来制备。

[0699] 对于每个大脑半球，使用一个或多个套管(ClearPoint  Cannulas；Solana  Beach，

CA)和两个轨迹进行注射：用于尾状核的一个前轨迹和用于壳核的一个后轨迹，伴随壳核中

的两个沉积物沿相同的后轨迹定位。根据每个结构(两个尾状核和两个壳核)的体积MRI测

量计算每个患者的病毒注射体积。例如，将每个结构的体积的25％以第一滴度注射给队列

1，并且以第二滴度注射给队列2。神经外科医生根据基线MRI为每个大脑半球定义两个最佳

轨迹，一个用于尾状核且一个用于壳核，以确保安全。

[0700] 本实施例由2个部分组成：剂量探索部分和扩展部分；每个部分由3个阶段组成：筛

选阶段(8周，如果需要可延长至12周以适应安排)、治疗和初始随访阶段(52周)和长期随访

阶段(4年)。在剂量探索部分，在每个队列中的3名‑6名受试者中测试2个剂量滴度。一旦根

据剂量限制毒性选择了剂量，就会有另外6名受试者被纳入剂量扩展部分。

[0701] 主要结果测量

[0702] 施用后52周评估剂量限制性毒性(DLT)、治疗出现的不良事件(TEAE)和严重不良

事件(SAE)的发生率。根据本领域已知的方案规范测量DLT、TEAE和SAE的发生率。施用后52

周未观察到DLT、TEAE和SAE。

[0703] 次要结果测量

[0704] 施用后52周，将通过MRI评估受HD影响的大脑区域的解剖和体积测量。测量了由

MRI评估的受HD影响的大脑区域的解剖和体积测量相对于基线变化的变异性和幅度。施用

后52周，纹状体结构萎缩进展的斜率、心室扩张和皮层萎缩降低。

[0705] 施用后52周将评估综合统一亨廷顿病评分量表(cUHDRS)。测量cUHDRS相对于基线

的变化；分数越高表示功能越好。与施用后52周的基线水平相比，临床分数稳定或改善。

[0706] 施用后52周将评估血液和脑脊液(CSF)中的突变亨廷顿蛋白(mHTT)浓度。测量血

液和CSF中的mHTT相对于基线的变化。与施用后52周的基线水平相比，血液和CSF中的mHTT

浓度降低。

[0707] 施用后52周将评估血液和CSF中的神经丝轻链(NfL)水平。测量血液和CSF的NfL相

对于基线的变化。与基线水平相比，血液和CSF中的NFL降低，示出与施用后52周的基线水平

相比的神经元改善。

[0708] 施用后52周将评估血液和CSF中的24OH胆固醇浓度。测量血液和CSF的24OH胆固醇

相对于基线的变化。与施用后52周的基线浓度相比，血液和CSF中的24OH胆固醇浓度增加。

[0709] 施用后52周将使用磁共振波谱(MRS)评估代谢概况。测量了MRS代谢概况相对于基

线的变化。与施用后52周的基线相比，代谢概况改善。

[0710] 施用后52周将评估正电子发射断层扫描(PET)氟脱氧葡萄糖(FDG)纹状体概况。评

估了PET  FDG纹状体概况相对于基线的变化。与施用后52周的基线水平相比，PET上的葡萄

糖概况改善。

实施例7‑序列
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[0711] SEQ  ID  NO：3人类HTT基因的外显子1

[0712] SEQ  ID  NO：4人类HTT  mRNA序列
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[0713] SEQ  ID  NO：5  人类HTT蛋白序列
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