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本发明涉及一种包含编码突触融合蛋白结

合蛋白1(STXBP1、Munc‑18)的转基因的核酸构建

体、用于将所述核酸包装在病毒颗粒中的病毒载

体；和此类病毒颗粒用于治疗与STXBP1功能活性

损失相关的疾病的用途。
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1.一种核酸构建体，其包含编码以下的转基因：

i.包含亚型a、b、c、d、e、f、g或h的突触融合蛋白结合蛋白1(STXBP1)，所述亚型分别具

有SEQ  ID  NO：9、10、11、12、13、14、15或16中所示的序列；或

ii.与SEQ  ID  NO：9、10、11、12、13、14、15或16具有至少95％序列同一性并且保留作为

STXBP1的功能性的序列；或

iii.天然存在的变体，其相对于SEQ  ID  NO：9包含如表7中所示的一个或多个突变。

2.根据权利要求1的核酸构建体，其中所述转基因编码：

i.STXBP1转录变体1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11或12，其分别具有SEQ  ID  NO：22、23、24、

25、26、27、28、29、30、31、32或33中所示的序列；或

ii .与SEQ  ID  NO：22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32或33具有至少95％或96％或

97％或98％或99％或99.5％序列同一性的序列。

3.根据权利要求1的核酸构建体，其中所述转基因编码STXBP1亚型a并且包含SEQ  ID 

NO：7的cDNA序列；或与SEQ  ID  NO：7具有至少95％或96％或97％或98％或99％或99.5％序

列同一性的序列。

4.根据权利要求1至3中任一项的核酸构建体，其进一步包含可操作地连接至所述转基

因的启动子，其中所述启动子包含：

i.SEQ  ID  NO：1的CAG  1.6kb启动子；或

ii.SEQ  ID  NO：2的hSYN启动子；或

iii.SEQ  ID  NO：3的MECP2启动子；或

iv.SEQ  ID  NO：4的hNSE启动子；或

v.SEQ  ID  NO：5的CamKII启动子；或

vi.SEQ  ID  NO：6的内源性hSTXBP1启动子；或

vii.SEQ  ID  NO：3的MECP2启动子，其在5'至3'方向上可操作地连接至SEQ  ID  NO：37的

MECP2内含子。

5.前述权利要求中任一项的核酸构建体，其中所述构建体包含SEQ  ID  NO：8的SV40多

腺苷酸化信号序列。

6.一种病毒载体，其包含前述权利要求中任一项的核酸构建体，其中所述病毒载体在

所述核酸构建体的5'和/或3'侧进一步包含反向末端重复序列(ITR)。

7.根据权利要求6的病毒载体，其中所述5 'ITR和/或所述3 'ITR包含天然腺相关病毒

(AAV)的ITR。

8.根据权利要求6或权利要求7的病毒载体，其中所述3'ITR包含SEQ  ID  NO：18和/或所

述5'ITR包含SEQ  ID  NO：19。

9.一种病毒颗粒，其包含根据权利要求1至5中任一项的核酸构建体或根据权利要求6

至8中任一项的病毒载体。

10.根据权利要求9的病毒颗粒，其包含来自选自AAV2、AAV5、AAV6、AAV8、AAV9、AAV10、

AAVtt或其组合的AAV的VP1衣壳蛋白。

11.根据权利要求10的病毒颗粒，其中所述衣壳蛋白来自AAVtt或AAV9并且分别包含

SEQ  ID  NO：20或21或与SEQ  ID  NO：20或21具有至少98.5％或99％或99.5％序列同一性的

序列。
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12.根据权利要求9至11中任一项的病毒颗粒，其用于疗法中。

13.根据权利要求12的病毒颗粒，其用于治疗和/或预防与严重早发性癫痫性脑病相关

的STXBP1遗传病症。

14.根据权利要求12或权利要求13的病毒颗粒，其用于治疗大田原综合征、韦斯特综合

征或德拉韦综合征。

15.一种治疗和/或预防特征在于STXBP1功能活性损失的疾病的方法，其包括向有需要

的受试者施用根据权利要求9至11中任一项的病毒颗粒。

16.根据权利要求15的方法，其中所述疾病与患者中引起病理性STXBP1变体的至少一

种突变相关联，其中所述病理性STXBP1变体相对于SEQ  ID  NO：9包含如表5和/或表6中所示

的突变或突变的组合。
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核酸构建体、病毒载体和病毒颗粒

技术领域

[0001] 本发明涉及用于治疗和/或预防与突触融合蛋白结合蛋白1(STXBP1)功能活性损

失相关的疾病的核酸构建体、病毒载体和病毒颗粒，所述STXBP1功能活性损失例如在诸如

大田原综合征(Ohtahara  syndrome)、韦斯特综合征(West  syndrome)和德拉韦综合征

(Dravet  syndrome)的与癫痫症相关的神经发育病症中鉴别出。

背景技术

[0002] 许多神经发育病症与基因改变相关，导致生命早期显现严重临床症状。STXBP1的

基因改变与严重早发性癫痫性脑病(EOEE)相关，诸如大田原综合征、韦斯特综合征和德拉

韦综合征(Saitsu等人2008,Stamberger等人2016)。STXBP1脑病(STXBP1‑E)的特征在于大

范围症状，但现已确定所有患者均具有深度智能障碍并且高达85％患者出现癫痫发作

(Abramov等人2020)。STXBP1‑E可由STXBP1(Munc‑18)基因中的显性、杂合、新发(de  novo)

突变引起。已报导多种基因变体，包括错义、无义、移码、缺失、重复和剪接位点变体。大多数

情况由杂合功能丧失(LoF)突变引起，通常为新发的，但在罕见情况下由杂合或嵌合亲本遗

传。已描述了引起STXBP1的纯合突变的新近变体。基因型‑表型相关性研究迄今为止未能鉴

定出突变类型与STXBP1‑E的不同表达之间的明确关联。

[0003] STXBP1(Munc‑18；突触融合蛋白结合蛋白1)是控制神经元和神经内分泌细胞中

SNARE介导(N‑乙基顺丁烯二酰亚胺敏感性因子附着蛋白受体)的膜融合的分子机制的必要

组分。STXBP1通过结合突触融合蛋白‑1的封闭构象(一种驱动突触处突触囊泡融合和神经

递质释放的过程)调节SNARE复合物的形成。

[0004] 图1显示了在正常条件(A)和疾病条件(B)下STXBP1对突触传递的影响的示意图。

STXBP1(Munc18)为突触机制的主要组分并且其在突触前膜与突触融合蛋白‑1的相互作用

是触发神经递质释放的关键步骤。在正常条件(A)下，STXBP1在突触前膜处大量表达，并且

与突触融合蛋白‑1形成复合物确保有效的突触囊泡融合，这引起神经递质释放和突触后电

流产生。在疾病条件(B)下，突变STXBP1不表达或不能直接结合突触融合蛋白‑1并且剩余正

常STXBP1水平不足以维持有效的神经递质释放，导致突触后电流减少[Patzke等人2015]。

[0005] STXBP1敲除(KO)研究已证明，神经元中缺乏所述蛋白质引起整个发育中神经递质

从突触囊泡的分泌完全丧失(Verhage等人2000)。针对STXBP1的杂合KO模型(HET)的表征表

明，STXBP1蛋白水平降低约50％引起强癫痫表型，其特征为肌痉挛抽动和棘波放电

(Kovacevic等人2018,Orock等人2018,Chen等人2020)。此类HET小鼠的长期表型分型还显

示认知表现减弱、活动过度和焦虑样行为。仅在GABA能神经元中具有杂合表达的小鼠的产

生通过突出显示从GABA能中间神经元至谷氨酸能锥体神经元的突触传递的差异而提供对

STXBP1突变机制的进一步见解(Chen等人2020)。

[0006] STXBP1  HET小鼠神经元显示正常的突触传递，但更详细的分析表明，在谷氨酸能、

GABA能和神经肌肉突触处进行密集刺激期间，STXBP1水平降低引起突触抑制增加(Toonen

等人2006)。利用干细胞来源的人类神经元的实验表明，STXBP1水平降低20％‑30％导致正
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常突触功能显著减少(Patzke等人2015)，进一步突出显示STXBP1突变的作用可能在神经元

亚型与物种背景之间有所变化。相反，正常小鼠神经元中STXBP1的过度表达引起突触功能

增加(Toonen等人2006)并且在大脑中过表达蛋白质亚型munc18‑1a的转基因小鼠品系的表

型分析显示几种精神分裂症相关行为(Uriguen等人2013)。已描述STXBP1的额外非突触作

用，并且表明其调节皮质神经元的辐射型迁移机制。因此，STXBP1还可调节质膜处的囊泡融

合以将各种蛋白质分布在细胞表面上以及从高尔基体至质膜的囊泡转运(Hamada等人

2016)。

[0007] STXBP1中引起功能活性丧失的突变已在体外和模型系统中表征，以确定对神经元

功能的影响。在神经元系统中未检测到导致STXBP1蛋白截短(一般与无义、移码或缺失有

关)的突变，并且假设此类突变蛋白由其RNA信使的无义介导的衰减机制快速下调。STXBP1

中约40‑50％突变为错义突变(Abramov等人2020)并且体外实验已证明，此类点突变引起

STXBP1蛋白的稳定性降低并且引起神经元系统中的表达水平降低(Kovacevik等人2018,

Zhu等人2020)。来自携带STXBP1错义突变的Othahara患者的干细胞来源的神经元的研究还

指示STXBP1蛋白水平降低(Yamashita等人2016)。新近，鉴别出纯合STXBP1突变，并且体外

研究指示，纯合L446F突变引起功能获得型表型，同时对蛋白质水平的影响小于先前针对杂

合突变所报导的(Lammertse等人2020)。

[0008] 总体而言，STXBP1遗传病症与STXBP1蛋白的功能丧失有关并且已提出多种治疗方

法，包括小分子伴侣，其用于预防突变形式和反义寡核苷酸的聚集以下调负调节STXBP1表

达的特定miRNA(Abramov等人2020)。开发用于STXBP1的疾病改善疗法的复杂性在于开发能

够恢复正常STXBP1功能活性并且可转化至临床的新特定工具。此时，未有经批准的解决潜

在疾病机制的药物疗法。

[0009] 对STXBP1遗传病症的有效治疗存在明显未满足的医疗需求。本公开内容提供一种

疾病改善基因疗法，其过表达STXBP1以恢复正常STXBP1功能活性，具有治愈潜力。

[0010] 发明概述

[0011] 本发明借助于基因疗法提供STXBP1基因的健康副本，其能够补偿STXBP1突变的作

用并且恢复正常STXBP1功能活性。

[0012] 本发明提供：

[0013] 一种核酸构建体，其包含编码以下的转基因：

[0014] i.包含亚型a、b、c、d、e、f、g或h的突触融合蛋白结合蛋白1(STXBP1)，所述亚型分

别具有SEQ  ID  NO：9、10、11、12、13、14、15或16中所示的序列；或

[0015] ii.与SEQ  ID  NO：9、10、11、12、13、14、15或16具有至少95％或96％或97％或98％

或99％或99.5％序列同一性并且保留作为STXBP1的功能性的序列；或

[0016] iii .天然存在的变体，其相对于SEQ  ID  NO：9包含如表7中所示的一个或多个突

变。

[0017] 本发明进一步提供：

[0018] 一种病毒载体，其包含所述核酸构建体。

[0019] 一种病毒颗粒，其包含所述病毒载体。

[0020] 病毒颗粒的医疗用途，其用于治疗和/或预防STXBP1遗传病症。

[0021] 一种治疗和/或预防特征在于STXBP1突变的疾病的方法，其包括向有需要的受试
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者施用病毒颗粒。

[0022] 附图的简要说明

[0023] 图1：在正常条件(A)和疾病条件(B)下STXBP1对突触传递的影响的示意图。STXBP1

(Munc18)为突触机制的主要组分并且其在突触前膜与突触融合蛋白‑1的相互作用是触发

神经递质释放的关键步骤。在正常条件(A)下，STXBP1在突触前膜处大量表达，并且与突触

融合蛋白‑1形成复合物确保有效的突触囊泡融合，这引起神经传递素释放和突触后电流产

生。在疾病条件(B)下，突变STXBP1不表达或不能直接结合突触融合蛋白‑1并且剩余正常

STXBP1水平不足以维持有效的神经传递素释放，导致突触后电流减少[Patzke等人2015]。

[0024] 图2：人类、猴和小鼠STXBP1序列(根据SEQ  ID  NO:9的人类亚型a)的蛋白质序列比

对。比对显示物种间高序列同源性。猴和小鼠氨基酸序列与人类氨基酸序列相同。

[0025] 图3：设计的构建体的示意图。在该图中，“prom”意指启动子；“INT”意指内含子 ,

“h”意指人类，SV40意指聚腺苷酸化序列SV40；“标签”意指HA或Myc标签，位于构建体的N端

或C端。

[0026] 图4：(A)用抗STXBP1抗体检测的用各种启动子(CAG、MECP2和MECP2‑内含子)驱动

的hSTXBP1质粒转染的AD‑HEK293细胞的免疫荧光成像。(B)放大部分显示STXBP1定位至细

胞膜。AD＝粘附，NC＝阴性对照。

[0027] 图5：(A)用抗STXBP1抗体检测的用各种启动子(CAG、MECP2和MECP2‑内含子)驱动

的hSTXBP1质粒转染的Neuro‑2A细胞的免疫荧光成像。(B)放大显示STXBP1定位至细胞膜。

NC＝阴性对照。

[0028] 图6：用各种启动子(CAG、MECP2和MECP2‑内含子)驱动的hSTXBP1转染的Neuro‑2A

细胞的蛋白质印迹分析。显示了各条件的两个技术重复。NC＝阴性对照，1＝MECP2‑内含子‑

hSTXBP1，2＝CAG‑hSTXBP1，3＝MECP2‑hSTXBP1。

[0029] 图7：以下的蛋白质印迹分析：(A)用抗Myc抗体检测的AD‑HEK293细胞中由CAG启动

子驱动的经Myc标记的hSTXBP1；和(B)用抗HA抗体检测的AD‑HEK293细胞、SH‑SY5Y细胞和

Neuro‑2a细胞中由hSYN启动子驱动的经HA标记的hSTXBP1。显示了各条件的两个技术重复。

(C)还使用抗STXBP1抗体检测AD‑HEK293细胞中的经表位标记的蛋白质。NC＝阴性对照，1＝

CAG‑hSTXBP1‑Myc，2＝CAG‑Myc‑hSTXBP1，3＝hSYN‑HA‑hSTXBP1。(A)中NC泳道中背景蛋白质

条带归因于抗Myc抗体对内源性Myc的检测。

[0030] 图8：iPSC来源的谷氨酸能神经元中SXTBP1表达盒的慢病毒载体转导。图像显示在

对照条件下(未经转导)和在hSyn或MECP2启动子的控制下转导表达盒之后STXBP1表达的代

表性图像。

[0031] 图9：小鼠原代神经元中STXBP1的AAV9转导。(A)用AAV9病毒载体以MOI  5.0E+5GC/

细胞转导的原代小鼠皮质神经元中STXBP1染色的代表性图像。图像显示在对照条件(未经

转导)和在hSyn、MECP2或MECP2‑内含子启动子的控制下的STXBP1表达。(B)相同原代小鼠皮

质神经元中HA染色(右)与STXBP1染色(左)的比较。

[0032] 图10：MAP2阳性神经元中STXBP1过表达的共定位。图像为AAV9病毒载体转导后小

鼠原代神经元中的抗HA标签染色(左图)和抗MAP2染色(右图)的代表性图像。箭头指示表达

STXBP1(HA)和神经元标记物(MAP2)的细胞的实例。

[0033] 图11：病毒载体DNA拷贝分析。SV40pA(猿猴病毒40的多聚A信号)的qPCR数据通过
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AAV处理后5周龄小鼠的左海马回和左额叶皮质的二倍体小鼠基因组的数目标准化。显示了

媒介物和四个AAV9转导的组(对照病毒、hSyn、MECP2、MECP2‑内含子)的数据。结果显示为平

均值±SD。

[0034] 图12：STXBP1  mRNA表达分析。数据表示为针对两种参考基因标准化的相对表达并

且针对所有组的平均表达按比例调整(平均值±SD)。对AAV处理后5周龄小鼠的左海马回和

左额叶皮质的组织进行分析。显示了媒介物和四个AAV9转导的组(对照病毒、hSyn、MECP2、

MECP2‑内含子)的数据。

[0035] 图13：通过蛋白质印迹法的蛋白质分析。(A)显示皮质中不同表达盒的HA‑标签表

达的蛋白质印迹(n＝5‑7/组)。GAPDH用作上样对照。(B)HA‑标签条带强度的定量，各样品相

对于GAPDH上样对照标准化。结果显示为平均值±SD。

[0036] 图14：使用来自AAV9‑hSyn‑NLS‑eGFP‑NLS病毒的GFP报告物测定的感染细胞在小

鼠脑中的分布。(A)接受AAV9‑hSyn1‑NLS‑GFP‑NLS  icv的1个月后处死并且进行免疫染色以

标记GFP的小鼠脑的矢状切片。从整个脑的前部至背部观察到表达GFP的细胞的分布。展现

GFP+细胞的一些主要脑区域用矩形突出显示。(B‑G)：显示来自A的GFP+细胞的脑区域的高

度放大(箭头指向GFP+细胞)。

[0037] 图15：表达来自AAV9‑hSyn‑NLS‑eGFP‑NLS病毒的GFP报告物的细胞的表征。进行双

重免疫荧光标记以检测(A‑F)GFP和神经元标记物NeuN、(G‑L)GFP和星形细胞标记物GFAP。

在所有脑区域(箭头指向经双重标记的细胞)中观察到对(A‑C)GFP和(D‑F)NeuN呈阳性的细

胞，表明神经元被转导并且表达报告基因。相反，在GFAP阳性细胞(J‑L)中未检测到GFP(G‑

I)信号，表明星形细胞不表达报告基因。

[0038] 图16：在AAV9施用后小鼠脑中来自不同启动子的HA‑STXBP1融合蛋白的分布。通过

针对HA的免疫组织化学研究小鼠脑中从不同启动子过表达的经HA标记的STXBP1的分布。作

为阴性对照条件，在接受(A)仅PBS或(B)AAV9‑hSyn‑GFP病毒icv的动物中未观察到HA信号。

(C)作为抗体选择性的阴性对照(NC)，在接受AAV9‑MECP2‑内含子‑HA‑STXBP1病毒但在免疫

组织化学程序期间省略一抗HA抗体的动物中未观察到HA信号。(D‑F)在注射从不同启动子

表达HA‑STXBP1的不同病毒的所有动物的脑中观察到HA信号。3种启动子引起整个脑中HA分

布的共同模式，其中在大脑皮质、海马回、纹状体、嗅球、黑质和前脑中的纤维束中观察到主

要表达。表16中报道了启动子之间的HA分布的明显差异。

[0039] 图17：在AAV9施用后海马回中来自不同启动子的HA‑STXBP1融合蛋白的分布。进行

双重免疫荧光标记以检测(A‑C)HA和(D‑F)神经元标记物NeuN，其用于鉴别海马回的不同部

分。所有3种启动子引起整个海马回中的HA表达，主要在神经元突出物(Mol、LMol或MF)中并

且偶尔在细胞体中。(F)MECP2‑内含子启动子相比于其他2种启动子(D、E)产生更好的覆盖

度和更高的HA信号强度。LMol：海马回腔隙分子层；MF：苔状纤维；Mol：齿状回分子层；Or：起

层。

[0040] 图18：从不同启动子表达HA‑STXBP1的细胞的表征。进行双重免疫荧光标记以检测

(A‑C)HA和(D‑F)神经元标记物NeuN。对HA呈阳性并且偶尔在脑不同区域中观察到的细胞体

还对NeuN呈阳性，证实所有3个启动子均驱动神经元中的转基因表达。箭头指向双重标记的

细胞。

[0041] 图19：通过qPCR分析小鼠脑中的STXBP1变体mRNA水平。来自WT(野生型)同窝小鼠
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和HET(杂合)小鼠的尾侧皮质(右半球)的脑组织样品的mRNA分析(n＝11‑13/组)。(A)：对总

内源性STXBP1的mRNA表达分析(识别所有STXBP1转录物的常见探针)。(B)和(C)：使用两种

特异性识别长亚型(B)或短蛋白质亚型(C)的不同探针对STXBP1变体进行mRNA表达分析。通

过计算2‑ΔCt值，数据显示为mRNA表达水平，其中表达相对于两种参考基因的平均值标准化。

结果显示为平均值±SD。

[0042] 图20：通过蛋白质印迹分析小鼠脑中的STXBP1蛋白水平。已分析了来自WT(野生

型)同窝小鼠和HET(杂合)小鼠的右额叶(内侧)皮质的组织样品(n＝11‑13/组)。(A)：代表

总STXBP1蛋白表达的蛋白质印迹。(B)：(A)中各自蛋白质印迹的定量数据。B‑肌动蛋白用作

上样对照，用于标准化。“WT”组用作按比例调整组。结果显示为平均值±SD。

[0043] 图21：通过LC‑MS分析小鼠脑中的STXBP1变体蛋白水平。已分析了来自WT(野生型)

同窝小鼠和HET(杂合)小鼠的额叶皮质侧半部的组织样品(n＝11‑13/组)。(A)：总STXBP1肽

相对STXBP1长亚型相对STXBP1短亚型的定量。结果显示为平均值±SD。(B)：代表STXBP1短

和长亚型的蛋白质印迹。(C)：(B)中各自蛋白质印迹的组合定量数据。B‑肌动蛋白用作上样

对照。数据显示为各STXBP1亚型的条带强度与各自B‑肌动蛋白条带之间的比。结果显示为

平均值±SD。

[0044] 图22：通过蛋白质印迹分析小鼠脑中的突触融合蛋白‑1A(STX1A)蛋白水平。对小

鼠脑组织样品中的STX1A蛋白表达进行定量(n＝11‑13/组)。B‑肌动蛋白用作上样对照，用

于标准化。“WT”组用作按比例调整组。结果显示为平均值±SD。

[0045] 图23：通过qPCR分析小鼠脑中的AAV转导效率(注射后7周)。(A)通过qPCR对注射媒

介物‑PBS的WT小鼠(WT)、注射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET)、注射STXBP1长变体的HET小鼠

(HET‑AAV9(L))和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9(S))中的病毒基因组拷贝进行绝

对定量。从尾侧皮质(右半球)收集样品并且使用相对于二倍体小鼠基因组的绝对数目标准

化的SV40pA定量。结果显示为平均值±SD。每组，分析n＝14‑15只动物，并且应用非参数单

向ANOVA(Kruskal‑Wallis检验)，接着应用Dunn事后分析多重比较检验。经转导的组之间未

观察到显著差异。(B)SV40多聚A和(C)人类特异性STXBP1的mRNA表达分析。通过计算2‑ΔCt

值，数据显示为mRNA表达水平，其中表达相对于两种参考基因的平均值标准化。结果显示为

平均值±SD。每组，分析n＝14‑15只动物，并且应用非参数单向ANOVA(Kruskal‑Wallis检

验)，接着应用Dunn事后分析多重比较检验。经转导的组之间未观察到显著差异。

[0046] 图24：通过qPCR分析小鼠脑中AAV处理后的STXBP1变体表达(注射后7周)。使用特

异性探测短变体(A)或长变体(B)的总(小鼠和人类)水平的探针进行STXBP1变体mRNA表达

的分析。通过计算2‑ΔCt值，数据显示为mRNA表达水平，其中表达相对于两种参考基因的平均

值标准化。结果显示为平均值±SD。每组，分析n＝14‑16只动物。

[0047] 图25：通过蛋白质印迹分析小鼠脑中AAV处理后的STXBP1变体表达(注射后7周)。

通过蛋白质印迹对注射媒介物‑PBS的WT小鼠(WT)、注射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET)、注射

STXBP1长变体的HET小鼠(HET‑AAV9(L))和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9(S))中

来自右额叶(内侧)皮质的样品进行蛋白质分析。

[0048] (A)总STXBP1(长变体和短变体)蛋白表达的蛋白质印迹数据的定量。

[0049] (B)对长STXBP1变体蛋白表达的蛋白质印迹数据的定量。

[0050] (C)对短STXBP1变体蛋白表达的蛋白质印迹数据的定量。
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[0051] (D)对突触融合蛋白‑1A蛋白表达的蛋白质印迹数据的定量

[0052] B‑肌动蛋白用作上样对照，用于各STXBP1和STX1A条带强度的标准化。媒介物WT组

(WT)用作按比例调整组。结果显示为平均值±SD。使用非参数单向ANOVA(Kruskal‑Wallis

检验)，随后进行Dunn事后分析多重比较检验来分析数据 (＊＜p .0 .05；＊＊p＜

0.01；＊＊＊p＜0.001；＊＊＊＊p＜0.0001)。

[0053] 图26：通过免疫组织化学分析小鼠脑中AAV处理后经HA标记的STXBP1表达的脑分

布(注射后7周)。对注射经HA标记的STXBP1长变体的HET小鼠的矢状切片进行HA标签染色并

且与经媒介物(PBS)处理的小鼠进行比较。显示了AAV处理组(动物6023)和经媒介物处理的

组(动物6009)的代表性脑切片的实例。在动物6023(经AAV处理)中的主要脑区域中观察到

强HA染色，而在经PBS处理的组(动物6009)中未观察到HA染色。

[0054] 图27：在注射后(6‑7周)(A、B)和24周(C、D)通过EEG分析STXBP1  HET小鼠脑中AAV

处理后的棘波放电(SWD)。(A)注射媒介物‑PBS的WT小鼠(WT，n＝10)、注射媒介物‑PBS的HET

小鼠(HET，n＝19)、注射STXBP1长变体的HET小鼠(HET‑AAV9(L)，n＝15)和注射STXBP1短变

体的HET小鼠(HET‑AAV9(S)，n＝16)中的SWD平均数目。在注射后6‑7周在连续7日24小时的

时期中分析SWD。(B)对“无癫痫发作”的动物数目(在记录期间未检测到任何SWD)和“有癫痫

发作”的动物(在记录期间检测到SWD)的分析。(C)注射媒介物‑PBS的WT小鼠(WT，n＝5)、注

射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET，n＝12)、注射STXBP1长变体的HET小鼠(HET‑AAV9(L)，n＝9)

和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9(S)，n＝11)中的SWD平均数目。在注射后24周在

连续7日24小时的时期中分析SWD。(D)在注射后24周对“无癫痫发作”的动物数目(在记录期

间未检测到任何SWD)和“有癫痫发作”的动物(在记录期间检测到SWD)的分析。通过非参数

单向ANOVA(Kruskal‑Wallis检验)，接着Dunn事后分析多重比较检验分析组之间的差异

(＊＊＊＊p＜0.0001)，(＊＊＊p＜0.001)，并且对于无癫痫发作分析，使用卡方偶发检验

(chi‑square  contingency  test)。

[0055] 图28：对STXBP1  HET小鼠中AAV处理后的体重的分析(注射后1‑22周)。(A)注射媒

介物‑PBS的WT(n＝17)和HET小鼠(n＝16)中随年龄而变化的平均体重。通过双向重复量度

ANOVA，接着未校正的费舍尔LSD事后分析多重比较检验分析组之间的差异 (＊＜

p.0.05；＊＊p＜0.01；＊＊＊p＜0.001；＊＊＊＊p＜0.0001)。(B)注射媒介物‑PBS的WT小

鼠(WT，n＝17)和注射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET，n＝16)、注射STXBP1长变体的HET小鼠

(HET‑AAV9(L)，n＝10)和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9(S)，n＝13)中22周龄时测

量的平均体重。通过参数单向ANOVA，接着未校正的费舍尔LSD事后分析多重比较检验分析

组之间的差异(＊＊p＜0.01；＊＊＊＊p＜0.0001；ns，不显著)。条形图为平均值±SEM。

[0056] 图29：对STXBP1  HET小鼠中AAV处理后的后肢抱拢的分析(注射后4‑22周)。(A)注

射媒介物‑PBS的WT小鼠(WT，n＝17)和注射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET，n＝16)、注射STXBP1

长变体的HET小鼠(HET‑AAV9(L)，n＝10)和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9(S)，n＝

13)中随年龄而变的平均后肢抱拢分数。(B)注射媒介物‑PBS(n＝17)的WT小鼠和注射媒介

物‑PBS(n＝16)、AAAV9/MECP2‑int‑STXBP1‑L(n＝10)和AAV9/MECP2‑int‑STXBP1‑S(n＝13)

的HET小鼠中在22周龄时记录的平均后肢抱拢分数。通过非参数单向ANOVA(Kruskal‑

Wallis检验)，接着未校正的Dunn事后分析多重比较检验分析组之间的差异 (＊＜

p.0.05；＊＊p＜0.01；＊＊＊＊p＜0.0001；ns，不显著)。条形图为平均值±SEM。
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[0057] 图30：AAV处理后(注射后8周)，丝线悬挂测试中STXBP1  HET小鼠的分析。注射媒介

物‑PBS的WT小鼠(WT，n＝17)和注射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET，n＝16)、注射STXBP1长变体

的HET小鼠(HET‑AAV9(L)，n＝10)和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9(S)，n＝13)中8

周龄时在四肢丝线悬挂测试中测量的掉落潜伏期。通过参数单向ANOVA，接着未校正的费舍

尔LSD事后分析多重比较检验分析组之间的差异(＊＊＊＊p＜0.0001；ns，不显著)。条形图

为平均值±SEM。

[0058] 图31：在恐惧条件测试中对AAV处理后(注射后10周)的STXBP1HET小鼠的分析。(A)

注射媒介物‑PBS的WT小鼠(WT，n＝17)和注射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET，n＝16)、注射

STXBP1长变体的HET小鼠(HET‑AAV9(L)，n＝10)和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9

(S)，n＝13)中10周龄时在恐惧条件训练期之后24小时进行的情境恐惧记忆测试期间的平

均冻结(freezing，或称为僵直)行为。通过参数单向ANOVA，接着未校正的费舍尔LSD事后分

析多重比较检验分析组之间的差异(＊＜p.0.05；＊＊＊＊p＜0.0001)。(B)在情境恐惧记

忆测试之后1小时，在与(A)中相同的动物中进行的线索恐惧记忆测试期间的平均冻结行

为。通过参数单向ANOVA，接着未校正的费舍尔LSD事后分析多重比较检验分析组之间的差

异(＊p＜0.05；＊＊＊p＜0.001；＊＊＊＊p＜0.0001)。条形图为平均值±SEM。

[0059] 序列的简要说明

[0060] 表1：序列概述
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[0061]
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[0062]

[0063] 发明详述

[0064] 现将参照特定的非限制性方面和其实施方案并且参考某些附图和实施例描述本

发明。

[0065] 除非另外指示，否则技术术语根据其常见含义使用。如果向某些术语传递特定含

义，则将在使用所述术语的上下文中给定术语的定义。

[0066] 在涉及单数名词时，使用不定冠词或定冠词，例如“一(a/an)”或“所述(the)”的情

况下，除非特别陈述其他某物，否则这包括复数个该名词。
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[0067] 如本文所用，术语“包含”不排除其他要素。出于本发明的目的，术语“由……组成”

视为术语“包含”的优选实施方案。

[0068] 如本文所用，术语“治疗(treatment)”、“治疗(treating)”和其类似术语是指获得

所要的药理学和/或生理学作用。所述作用就完全或部分预防疾病或其症状而言可以是预

防性的，和/或就部分或完全治愈疾病和/或由所述疾病引起的不良病状而言可以是治疗性

的。因此，治疗涵盖对哺乳动物，尤其人类的疾病的任何治疗，并且包括：(a)预防疾病症状

在可能易患所述疾病但尚未诊断为患有所述疾病的受试者(即人类)中发生；(b)抑制疾病，

即遏制其发展；和(c)减轻疾病，即引起疾病消退。

[0069] 突触融合蛋白结合蛋白1

[0070] 已鉴别出编码8种蛋白质亚型的人类STXBP1的12种转录变体。氨基酸序列在啮齿

动物与人类之间高度保守。在中枢神经系统中，STXBP1在神经元中特异性表达并且跨越主

要脑区广泛分布，包括皮质、小脑、海马回和基底神经节(Kalidas等人2000)。已描述两种主

要剪接变体，包括短形式和长形式：

[0071] Munc18‑1a(aa  568‑603):GSTHILTPTKFLMDLRHPDFRESSRVSFEDQAPTME(SEQ  ID  NO:

38)。

[0072] Munc18‑1b(aa  568‑594):GSTHILTPQKLLDTLKKLNKTDEEISS(SEQ  ID  NO:39)。

[0073] 较长剪接形式(M18L、Munc18‑1a，603个氨基酸)显示最后25个C端氨基酸的差异，

并且据报道，其在大鼠脑中的突触水平和GABA能神经元中的主要部分表达(Ramos等人

2015)。较小剪接形式(M18S、Munc18‑1b、594个氨基酸)定位在不同细胞区室中，并且更普遍

存在地在GABA能和谷氨酸能神经元中表达。功能性研究表明STXBP1剪接变体可在突触可塑

性中起不同作用(Meijer等人2015)。

[0074] STXBP1基因位于染色体9q34 .11(GRCh38基因组坐标：chr9:127 ,579 ,370‑127 ,

696,029)上并且人类编码的蛋白质与大鼠和鼠类STXBP1具有高水平同一性(Swanson等人

1998)。STXBP1基因含有25个外显子。STXBP1初级转录物中最终外显子的选择性剪接可包括

或跳过含有终止密码子的110bp序列，产生STXBP1的两个不同C端氨基酸序列。STXBP1‑202

转录物(ENST00000373302.8)(SEQ  ID  NO：22)最长，编码603氨基酸蛋白质(SEQ  ID  NO：9)。

STXBP1‑201(ENST00000373299.5)(SEQ  ID  NO：23)编码594氨基酸蛋白质(SEQ  ID  NO：10)。

在中枢神经系统中检测到这两种变体，但其表达模式可在脑组织与细胞类型之间变化

(Ramos‑Miguel等人2015)。

[0075] 表2中概述了人类STXBP1的12种转录变体和8种蛋白质亚型。

[0076] 表2：STXBP1转录变体和蛋白质亚型
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[0077]

[0078]

[0079] 本领域中有时通过表3中所列的替代名称指代突触融合蛋白结合蛋白1或STXBP1。

最常见的是“Munc18‑1”并且其次为“Sec1”。公认基因名称为STXBP1。

[0080] 表3：突触融合蛋白结合蛋白1替代名称

[0081] 突触融合蛋白结合蛋白1

突触融合蛋白‑结合蛋白1

MUNC18‑1

蛋白质Unc‑18同源物1

蛋白质Unc‑18同源物A

Unc‑18A

Unc18‑1

N‑Sec1

UNC18

P67

神经元SEC1

RBSEC1

STXBP1

HUNC18

RbSec1

UNC18A
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NSEC1

M18

[0082] 图2中显示人类、猴和小鼠STXBP1序列(人类亚型a根据SEQ  ID  NO：9)的蛋白质序

列比对。比对显示物种间高序列同源性。猴和小鼠氨基酸序列与人类氨基酸序列相同。

[0083] 转基因

[0084] 本发明提供一种核酸构建体，其包含编码以下的转基因：

[0085] i.包含亚型a、b、c、d、e、f、g或h的突触融合蛋白结合蛋白1(STXBP1)，所述亚型分

别具有SEQ  ID  NO：9、10、11、12、13、14、15或16中所示的序列；或

[0086] ii.与SEQ  ID  NO：9、10、11、12、13、14、15或16具有至少95％或96％或97％或98％

或99％或99.5％序列同一性并且保留作为STXBP1的功能性的序列；或

[0087] iii .天然存在的变体，其相对于SEQ  ID  NO：9包含如表7中所示的一个或多个突

变。

[0088] 术语“转基因”是指编码用作基因疗法中的活性成分的基因产物的核酸分子(“核

酸分子”与“核酸”可互换使用)、DNA或cDNA。基因产物可以是一种或多种肽或蛋白质。

[0089] 在一个实施方案中，转基因编码具有SEQ  ID  NO：9中所示的序列，或与SEQ  ID  NO：

9具有至少95％或96％或97％或98％或99％或99.5％序列同一性的序列的STXBP1亚型a。

[0090] 在一个实施方案中，转基因编码具有SEQ  ID  NO：10中所示的序列，或与SEQ  ID 

NO：10具有至少95％或96％或97％或98％或99％或99.5％序列同一性的序列的STXBP1亚型

b。

[0091] 在一个实施方案中，转基因编码具有SEQ  ID  NO：11中所示的序列，或与SEQ  ID 

NO:11具有至少95％或96％或97％或98％或99％或99.5％序列同一性的序列的STXBP1亚型

c。

[0092] 在一个实施方案中，转基因编码具有SEQ  ID  NO：12中所示的序列，或与SEQ  ID 

NO:12具有至少95％或96％或97％或98％或99％或99.5％序列同一性的序列的STXBP1亚型

d。

[0093] 在一个实施方案中，转基因编码具有SEQ  ID  NO：13中所示的序列，或与SEQ  ID 

NO：13具有至少95％或96％或97％或98％或99％或99.5％序列同一性的序列的STXBP1亚型

e。

[0094] 在一个实施方案中，转基因编码具有SEQ  ID  NO：14中所示的序列，或与SEQ  ID 

NO：14具有至少95％或96％或97％或98％或99％或99.5％序列同一性的序列的STXBP1亚型

f。

[0095] 在一个实施方案中，转基因编码具有SEQ  ID  NO：15中所示的序列，或与SEQ  ID 

NO：15具有至少95％或96％或97％或98％或99％或99.5％序列同一性的序列的STXBP1亚型

g。

[0096] 在一个实施方案中，转基因编码具有SEQ  ID  NO：16中所示的序列，或与SEQ  ID 

NO：16具有至少95％或96％或97％或98％或99％或99.5％序列同一性的序列的STXBP1亚型

h。

[0097] 在一个实施方案中，转基因编码：

[0098] i.STXBP1转录变体1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11或12，其分别具有SEQ  ID  NO：22、
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23、24、25、26、27、28、29、30、31、32或33中所示的序列；或

[0099] ii.与SEQ  ID  NO：22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32或33具有至少95％或96％

或97％或98％或99％或99.5％序列同一性的序列。

[0100] 如本领域中的常规实践，为了与参考基因组序列一致，STXBP1转录变体1至12的

mRNA序列以DNA序列形式报告。(National  Center  for  Biotechnology  Information，

www.ncbi.nlm.nih.gov)。其目标是更直接进行报告的具有较少错配的基因组比对。为了表

达STXBP1亚型a、b或c，例如本领域技术人员将从转录变体1、2或3表达cDNA。

[0101] 在一个实施方案中，转基因编码STXBP1亚型a并且包含SEQ  ID  NO：7的cDNA序列，

或与SEQ  ID  NO：7具有至少95％或96％或97％或98％或99％或99.5％序列同一性的序列。

[0102] 术语“核酸”和“多核苷酸”或“核苷酸序列”可互换使用，是指由单体核苷酸构成或

包含单体核苷酸的任何分子。核酸可以是寡核苷酸或多核苷酸。核苷酸序列可以是DNA或

RNA。核苷酸序列可经化学修饰或为人工的。核苷酸序列包括肽核酸(PNA)、吗啉基核酸和锁

核酸(LNA)以及乙二醇核酸(GNA)和苏糖核酸(TNA)。这些序列中的每一个与天然存在的DNA

或RNA的区别在于分子主链的变化。可使用硫代磷酸酯核苷酸。其他脱氧核苷酸类似物包括

甲基膦酸酯、胺基磷酸酯、二硫代磷酸酯、N3'P5'‑氨基磷酸酯和寡核糖核苷酸硫代磷酸酯

和其2'‑0‑烯丙基类似物和2'‑0‑甲基核糖核苷甲基膦酸酯。

[0103] 术语“核酸构建体”是指由使用重组DNA技术产生的非天然存在的核酸。特别地，核

酸构建体为已被修饰以含有以自然界中不存在的方式组合或并接的核酸序列区段的核酸

分子。

[0104] 在特定实施方案中，所述核酸构建体包含与STXBP1的天然存在或重组的功能变体

的编码序列具有至少70％、80％、90％、95％、99％或100％同一性的编码核酸序列的全部或

片段。

[0105] 如本文所用，术语“片段”是指参考序列的连续部分。举例而言，具有1000个核苷酸

长度的序列的片段可指所述序列的5、50、500个连续核苷酸。

[0106] 如本文所用，术语“病理性变体”是指相对于参考序列经修饰并且与所述参考序列

相比功能减弱的核酸或氨基酸序列。表5和6中分别显示STXBP1的病理性变体和可能病理性

变体。

[0107] 如本文所用，术语“功能变体”是指相对于参考序列经修饰但保留所述参考序列的

功能的核酸或氨基酸序列。表7显示STXBP1的功能变体。

[0108] 术语“序列同一性”或“同一性”是指在两个多核苷酸或多肽序列比对的位置中匹

配的数目(相同的核酸或氨基酸残基)。序列同一性通过在对序列进行比对以最大化重叠和

同一性同时最小化序列间隙的情况下比较所述序列来确定。具体地，取决于两个序列的长

度，可使用多种数学全局或局域比对算法中的任一种来确定序列同一性。类似长度的序列

优选使用全局比对算法(例如，Needleman和Wunsch算法；Needleman和Wunsch,1970,J  Mol 

Biol.；48(3):443‑53)进行比对，其在整个长度上最佳地比对序列，而基本上不同长度的序

列优选使用局域比对算法(例如，Smith和Waterman算法(Smith和Waterman,1981,J  Theor 

Biol.；91(2):379‑80)或Altschul算法(Altschul  SF等人,1997,Nucleic  Acids  Res.；25

(17):3389‑402；Altschul  SF等人,2005,Bioinformatics.；21(8):1451‑6)进行比对。用于

确定核酸或氨基酸序列同一性百分比的目的比对可以本领域技能内的各种方式实现，例如
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使用可在诸如http://blast .ncbi .nlm .nih .gov/或http://www .ebi .ac .uk/Tools/

emboss/的网际网络网站上获得的公开可用的电脑软件。本领域技术人员可确定用于测量

比对的适当参数，包括在所比较序列的全长内实现最大比对所需的任何算法。出于本文的

目的，核酸或氨基酸序列同一性％值是指使用逐对序列比对程序EMBOSS  Needle产生的值，

所述程序EMBOSS  Needle使用Needleman‑Wunsch算法来产生两个序列的最佳全局比对，其

中所有搜寻参数均设定成预设值，即得分矩阵＝BLOSUM62，空位开口＝10，空位延伸＝0.5，

末端空位罚分＝假，末端空位开口＝10，并且末端空位延伸＝0.5。

[0109] 根据本发明的核酸构建体包含转基因和至少适合其在宿主中例如在宿主细胞中

表达的核酸组件。

[0110] 例如，所述核酸构建体包含编码STXBP1的转基因和在相关宿主中表达STXBP1所需

的一个或多个控制序列。一般而言，核酸构建体包含转基因和在转基因之前(5 '非编码序

列)和之后(3'非编码序列)为STXBP1表达所需的调节序列。

[0111] 启动子

[0112] 在一个实施方案中，核酸构建体包含编码STXBP1的转基因和可操作地连接至所述

转基因的启动子。优选地，转基因在启动子的控制下。

[0113] 术语“启动子”是指引导其可操作地连接的核酸的转录的调节组件。启动子可调节

可操作地连接的核酸的转录速率和效率两者。启动子还可以可操作地连接至增强(“增强

子”)或阻遏(“阻遏子”)核酸的启动子依赖性转录的其他调节组件。这些调节组件包括但不

限于转录因子结合位点、阻遏子和活化子蛋白结合位点，和本领域技术人员已知的直接或

间接起作用以调节从启动子的转录量的任何其他核苷酸序列，包括例如衰减子、增强子和

沉默子。启动子位于可操作地连接的基因或编码序列的转录起始位点附近，位于相同链上

并且位于DNA序列上游(朝向有义链的5'区)。启动子可以是约100‑1000个碱基对长。启动子

中的位置相对于特定基因的转录起始位点指定(即，上游位置为从‑1计数返回的负数值，例

如，‑100为上游100个碱基对的位置)。

[0114] 术语“在5'至3'方向上可操作地连接”或简称“可操作地连接”是指两个或更多个

核苷酸序列以允许所述两个或更多个序列中的每一个执行其正常功能的功能关系连接。通

常，术语可操作地连接用于指例如启动子的调节组件和编码感兴趣的蛋白质的转基因的并

接。举例而言，启动子与转基因之间的可操作连接允许启动子起作用于驱动转基因在适合

表达系统中(例如在细胞中)的5'表达。

[0115] 启动子可以是组织或细胞类型特异性启动子，或器官特异性启动子，或对多个器

官具有特异性的启动子，或全身性或普遍存在的启动子。

[0116] 术语“普遍存在的启动子”更具体地是指在各种不同细胞或组织中，例如在神经元

和星形细胞两者中具有活性的启动子。

[0117] 适合于在中枢神经系统中表达转基因的启动子的实例包括鸡β肌动蛋白(CBA)启

动子(Miyazaki  1989,Gene  79:269‑277)、CAG启动子(Niwa  1991,Gene  108:193‑199)、延

伸因子1α启动子(EF1α)(Nakai1998 ,Blood  91:4600‑4607)、人类突触蛋白1基因启动子

(hSyn)(Kugler  S.等人Gene  Ther.2003.10(4):337‑47)或磷酸甘油酸激酶1启动子(PGK1)

(Hannan  1993 ,Gene  130:233‑239)、甲基CPG结合蛋白2(MECP2)启动子(Adachi等人 ,

Hum .Mol .Genetics .2005；14(23):3709‑3722)、人类神经元特异性烯醇酶(NSE)启动子
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(Twyman,R.M.和E.A.Jones(1997) .J  Mol  Neurosci  8(1):63‑73))、钙/调钙蛋白依赖性蛋

白质激酶II(CAMKII)启动子(Nathanson,J.L.等人,(2009) .Neuroscience  161(2):441‑

450)和人类泛素C(UBC)启动子(Schorpp ,M .等人 ,(1996) .Nucleic  Acids  Res  24(9):

1787‑1788)。

[0118] 在一个实施方案中，启动子为SEQ  ID  NO：1的CAG  1.6kb启动子。

[0119] 在一个实施方案中，启动子为SEQ  ID  NO：2的hSYN启动子。

[0120] 在一个实施方案中，启动子为SEQ  ID  NO：3的MECP2启动子。

[0121] 在一个实施方案中，启动子为SEQ  ID  NO：4的hNSE启动子。

[0122] 在一个实施方案中，启动子为SEQ  ID  NO：5的CamKII启动子。

[0123] 在一个实施方案中，启动子为SEQ  ID  NO：6的内源性hSTXBP1启动子。

[0124] 在一个实施方案中，启动子为SEQ  ID  NO：3的MECP2启动子，其在5'至3'方向上可

操作地连接至SEQ  ID  NO：37的MECP2内含子。

[0125] 在替代实施方案中，核酸构建体包含编码STXBP1的转基因和可操作地连接至所述

转基因的启动子，其中所述启动子与以下至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或99％相同：

[0126] (a)CAG  1.6kb启动子(SEQ  ID  NO：1)。

[0127] (b)hSYN启动子(SEQ  ID  NO：2)。

[0128] (c)MECP2启动子(SEQ  ID  NO：3)。

[0129] (d)hNSE启动子(SEQ  ID  NO：4)。

[0130] (e)CamKII启动子(SEQ  ID  NO：5)。

[0131] (f)内源性hSTXBP1启动子(SEQ  ID  NO：6)。

[0132] (g)MECP2启动子(SEQ  ID  NO：3)，其在5'至3'方向上可操作地连接至MECP2内含子

(SEQ  ID  NO：37)。

[0133] 启动子可以是本文所述的启动子的功能变体或片段。启动子的功能变体或片段可

在其保留对应非变体或全长启动子的特征的意义上具有功能性。因此，启动子的功能变体

或片段保留驱动其可操作地连接的转基因转录的能力，由此驱动由所述转基因编码的

STXBP1表达。启动子的功能变体或片段可保留对特定组织类型的特异性。举例而言，启动子

的功能变体或片段可对CNS细胞具有特异性。启动子的功能变体或片段可特异性地驱动神

经元中STXBP1的表达。

[0134] 启动子可包含“最小序列”，其意指启动子的核苷酸序列具有足够长度并且含有充

当启动子所需的组件，即能够驱动所述启动子可操作地连接的转基因的转录，由此驱动

STXBP1的表达。

[0135] 本发明的核酸构建体中所用的最小启动子可以是例如包含SEQ  ID  NO：1的CAG启

动子，或包含SEQ  ID  NO：2的hSYN启动子，或包含SEQ  ID  NO：3的MECP2启动子。

[0136] 启动子可包含一个或多个内含子。术语“内含子”是指基因内非编码核苷酸序列。

通常，内含子在基因转录期间从DNA转录成信使RNA(mRNA)，但在基因翻译之前通过剪接从

mRNA转录物中切除。

[0137] 启动子可包含本文所述的内含子的功能变体或片段。内含子的功能变体或片段可

在其保留对应非变体或全长内含子的特征的意义上具有功能性。因此，本文所述的内含子
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的功能变体或片段为非编码的。本文所述的内含子的功能变体或片段还可保留从DNA转录

为mRNA的能力和/或通过剪接从mRNA切除的能力。

[0138] 可并入本发明中使用的启动子中的内含子可来自天然非编码区或可经工程改造。

[0139] 在一个实施方案中，内含子为MECP2内含子，其包含SEQ  ID  NO：37或与SEQ  ID  NO：

37具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.5％或99.9％同

一性的其功能变体或片段或由其组成。

[0140] 启动子和/或内含子可与一个或多个非表达型外显子序列组合。非表达型外显子

序列不能产生转录物，而是其可侧接内含子序列以提供剪接位点。

[0141] 或者，启动子可以是化学诱导型启动子。化学诱导型启动子为通过向有需要的受

试者体内施用化学诱导剂而调节的启动子。适合化学诱导型启动子的实例包括但不限于四

环素/米诺环素诱导型启动子(Chtarto  2003,Neurosci  Lett.352:155‑158)或雷帕霉素诱

导型系统(Sanftner  2006,Mol  Ther.13:167‑174)。

[0142] 多腺苷酸化信号序列

[0143] 核酸构建体可包含3'非翻译区，其包含多腺苷酸化信号序列和/或转录终止子。

[0144] 术语“多腺苷酸化信号序列”(或“多腺苷酸化位点”或“多聚(A)信号”，均可互换使

用)是指基因的3'非翻译区(3'UTR)内的特异性识别序列，其转录为前驱mRNA并且引导基因

转录终止。多腺苷酸化信号序列充当新形成的前驱mRNA在其3'端的核酸内切酶裂解信号，

并且用于添加至仅由腺嘌呤碱基组成的RNA延伸物的此3 '端(多腺苷酸化过程；多聚(A)

尾)。多腺苷酸化信号序列对于mRNA的核输出、翻译和稳定性是重要的。在本发明的上下文

中，多腺苷酸化信号序列为可在哺乳动物细胞中指引哺乳动物基因和/或病毒基因多腺苷

酸化的识别序列。

[0145] 多腺苷酸化信号序列通常由以下组成：(a)共有序列AAUAAA，其已显示为前信使

RNA(前mRNA)的3'端裂解和多腺苷酸化所需以及促进下游转录终止；和(b)在AAUAAA上游和

下游的控制AAUAAA作为多聚(A)信号的利用效率的额外组件。哺乳动物基因中这些基序存

在相当大的变化性。

[0146] 在一个实施方案中，任选与本文所述的各种实施方案的一个或多个特征组合，本

发明的核酸构建体的多腺苷酸化信号序列为哺乳动物基因或病毒基因的多腺苷酸化信号

序列。适合的多腺苷酸化信号尤其包括SV40早期多腺苷酸化信号、SV40晚期多腺苷酸化信

号、HSV胸苷激酶多腺苷酸化信号、鱼精蛋白基因多腺苷酸化信号、腺病毒5EIb多腺苷酸化

信号、生长激素多腺苷酸化信号、PBGD多腺苷酸化信号或电脑模拟设计的合成多腺苷酸化

信号。

[0147] 在一个实施方案中，多腺苷酸化信号序列为包含SEQ  ID  NO：8的SV40多腺苷酸化

信号序列。

[0148] 其他调节组件

[0149] 核酸构建体可包含额外调节组件，例如增强子序列、内含子、微RNA靶向序列、促进

DNA片段插入载体内的多接头序列和/或剪接信号序列。

[0150] 病毒载体

[0151] 本发明进一步提供一种病毒载体，其包含如本文所述的核酸构建体。

[0152] 术语“病毒载体”是指如本文所公开的病毒颗粒的核酸部分，其可包装在衣壳中。
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[0153] 病毒载体通常至少包含(i)核酸构建体，其包括转基因和适用于其在宿主中表达

的核酸组件；和(ii)病毒基因组的全部或一部分，例如病毒基因组的反向末端重复序列。

[0154] 术语“反向末端重复序列”(ITR)是指位于病毒5'‑端的核苷酸序列(5'ITR)和位于

病毒3'端(3'ITR)的核苷酸序列，其含有回文序列并且可折叠过去形成在DNA复制起始期间

充当引物的T形发夹结构。其还是病毒基因组整合至宿主基因组中、从宿主基因组挽救以及

将病毒核酸衣壳化为成熟病毒体所需的。呈顺式的ITR是载体基因组复制和将其包装至病

毒颗粒中所需的。

[0155] 在一个实施方案中，病毒载体包含病毒的5'ITR和3'ITR。

[0156] 在一个实施方案中，病毒载体包含独立地选自微小病毒(特别是腺相关病毒)、腺

病毒、α病毒、反转录病毒(特别是 γ 反转录病毒和慢病毒)、疱疹病毒和SV40的病毒的5'ITR

和3'ITR。

[0157] 在一个实施方案中，病毒为腺相关病毒(AAV)、腺病毒(Ad)或慢病毒。

[0158] 在一个实施方案中，病毒为AAV。

[0159] 在一个实施方案中，病毒载体包含AAV的5'ITR和3'ITR。

[0160] AAV作为一种潜在的人类基因疗法载体引起人们极大关注。病毒的有利特性是其

与任何人类疾病的关联的缺乏，其能够感染分裂和非分裂细胞，并且可感染来源于不同组

织的广泛细胞系。AAV基因组由含有4681个碱基的线性单链DNA分子构成(Berns和

Bohenzky,1987,Advances  in  Virus  Research(Academic  Press,Inc.)32:243‑307)。基因

组包括每个末端处的反向末端重复序列(ITR)，其呈顺式充当DNA复制起点并且充当病毒的

包装信号。ITR的长度通常为约100‑150bp。

[0161] AAV  ITR可具有野生型核苷酸序列或可通过一个或多个核苷酸的插入、缺失或取

代而改变，其与已知AAV  ITR相比通常具有不超过5、4、3、2或1个核苷酸插入、缺失或取代。

AAV载体的反向末端重复序列(ITR)的血清型可选自任何已知的人类或非人类AAV血清型。

[0162] 在特定实施方案中，病毒载体可包含任何AAV血清型的ITR。已知的AAV  ITR包括但

不限于AAV1、AAV2、AAV3(包括类型3A和3B)、AAV‑LK03、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、

AAV10(AAVrh10)、AAV11、AAV12、禽类AAV、牛AAV、犬AAV、马AAV、羊AAV。还包括从灵长类动物

脑鉴别的重组血清型，例如Rec2和Rec3。

[0163] 或者，病毒载体可包含合成5'ITR和/或3'ITR。

[0164] 在一个实施方案中，本发明的核酸构建体包含在病毒载体中，所述病毒载体进一

步包含血清型AAV2的AAV的5'ITR和/或3'ITR。

[0165] 在一个实施方案中，病毒载体包含血清型AAV2的AAV的5'ITR和/或3'ITR，其分别

具有SEQ  ID  NO：18和/或19中所示的序列；或分别与SEQ  ID  NO：18和/或19具有至少80％或

至少90％同一性的序列。

[0166] 病毒颗粒

[0167] 本发明进一步提供一种病毒颗粒，其包含如本文所述的核酸构建体或病毒载体。

[0168] 术语“病毒颗粒”是指一种感染性并且通常复制缺陷的病毒颗粒，其包含(i)包装

在内的病毒载体(任选包含核酸构建体)和(ii)衣壳。

[0169] 在一个实施方案中，衣壳由腺相关病毒的衣壳蛋白形成。

[0170] 腺相关病毒的病毒衣壳的蛋白质包括衣壳蛋白VP1、VP2和VP3。各种AAV血清型的
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衣壳蛋白序列之间的差异导致使用不同细胞表面受体用于细胞进入。与替代性细胞内加工

途径组合，这产生每种AAV血清型的不同组织向性。

[0171] 靶向CNS的基于AAV的基因疗法综述于Pignataro  D,Sucunza  D,Rico  AJ等人 ,J 

Neural  Transm  2018；125:575‑589中。可选择和/或工程改造病毒颗粒以至少靶向脑和CNS

的各个区域中的神经元细胞。

[0172] AAV病毒通常根据其血清型来提及。血清型对应于AAV的变异亚种，其由于衣壳表

面抗原的表达概况而具有独特反应性，这可用于将其与其他变异亚种区分开来。AAV血清型

包括AAV1、AAV2、AAV3(包括A和B)AAV‑LK03、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10

(AAVrh10)或AAV11或其组合。AAV可以是重组血清型，例如从灵长类动物脑鉴别的Rec2和

Rec3；和AAV2‑真型(AAVtt)。AAVtt详细描述于Tordo等人,Brain.2018；141(7):2014‑2031

和WO  2015/121501。AAV血清型的综述可见于Choi等人(Curr  Gene  Ther.2005；5(3)；299‑

310)和Wu等人(Molecular  Therapy.2006；14(3) ,316‑327)。

[0173] 在本发明的病毒颗粒中，衣壳可来源于任何AAV血清型或血清型的组合(例如来自

一个AAV血清型的VP1和来自不同血清型的VP2和/或VP3)。

[0174] 在特定实施方案中，衣壳蛋白可来源于AAV2、AAV5、AAV8、AAV9、AAV2‑retro或

AAVtt。

[0175] 在一个实施方案中，病毒颗粒至少包含来自AAV的VP1衣壳蛋白，其中所述衣壳蛋

白来源于AAV2、AAV5、AAV6、AAV8、AAV9(例如如SEQ  ID  NO：21中所示的AAV9.hu14)、AAV10、

AAV‑真型(如SEQ  ID  NO：20中所示的AAVtt)或其组合。

[0176] 在一个实施方案中，病毒颗粒包含如SEQ  ID  NO：20中所示的来自AAVtt的衣壳蛋

白。在一个实施方案中，衣壳蛋白与SEQ  ID  NO：20至少98.5％、99％或99.5％相同。

[0177] 在一个实施方案中，病毒颗粒包括来自AAV9的如SEQ  ID  NO：21中所示的衣壳蛋

白。在一个实施方案中，衣壳蛋白与SEQ  ID  NO：21至少98.5％、99％或99.5％相同。

[0178] 用于本发明的包括ITR序列、rep或cap基因的AAV基因组或AAV基因组组件可来源

于AAV全基因组序列的以下登录号：腺相关病毒1NC_002077，AF063497；腺相关病毒2NC_

001401；腺相关病毒3NC_001729；腺相关病毒3B  NC_001863；腺相关病毒4NC_001829；腺相

关病毒5Y18065、5AF085716；腺相关病毒6NC_001862；禽类AAV  ATCC  VR‑865AY186198、

AY629583、NC_004828；禽类AAV株DA‑1NC_006263、AY629583；牛AAV  NC_005889、AY388617。

[0179] AAV病毒还可根据进化枝或克隆来提及。这是指天然来源的AAV病毒的系统发育关

系，并且通常是指可追溯至共同祖先并且包括其所有后代的AAV病毒的系统发育群。另外，

AAV病毒可根据特定分离株，即自然界中发现的特定AAV病毒的基因分离株来提及。

[0180] 术语“基因分离株”描述与其他天然存在的AAV病毒进行有限基因混合，由此在基

因水平上定义可识别的独特群体的AAV病毒群体。可用于本发明的AAV进化枝和分离株的实

例包括：

[0181] ●进化枝A：AAV1  NC_002077、AF063497、AAV6  NC_001862、Hu .48AY530611、Hu 

43AY530606、Hu  44AY530607、Hu  46AY530609；

[0182] ●进化枝B：Hu .19AY530584、Hu.20AY530586、Hu  23AY530589、Hu22  AY530588、

Hu24  AY530590、Hu21  AY530587、Hu27  AY530592、Hu28  AY530593、Hu  29AY530594、Hu63 

AYS30624、Hu64  AY530625、Hul3  AY530578、Hu56  AY530618、Hu57  AY530619、Hu49 
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AY530612、Hu58  25AY530620、Hu34  AY530598、Hu35  AY530599、AAV2NC_001401、Hu45 

AY530608、Hu47  AY530610、Hu51  AY530613、Hu52  AY530614、Hu  T41  AY695378、Hu  S17 

AY695376、Hu  T88AY695375、Hu  T71  AY695374、HuT70  AY695373、Hu  T40  AY695372、Hu  T32 

AY695371、Hu  T17  AY695370、Hu  LG15  AY695377；

[0183] ●进化枝C：Hu9  AY530629、HulO  AY530576、Hull  AY530577、Hu53  AY530615、Hu55 

AY530617、Hu54  AY530616、Hu7  AY530628、Hul8  AY530583、Hul5  AY530580、Hul6 

AY530581、Hu25  AY530591、Hu60  AY530622、Ch5  AY243021、Hu3  AY530595、Hul  AY530575、

Hu4  AY530602Hu2、AY530585、Hu61  AY530623；

[0184] ●进化枝D：Rh62  AY530573、Rh48  AY530561、Rh54  AY530567、Rh55  AY530568、C5 

y2  AY243020、AAV7  AF513851、Rh35  AY243000、Rh37  AY242998、Rh36  AY242999、Cy6 

AY243016、Cy4  AY243018、Cy3  AY243019、Cy5  AY243017、Rhl3  AY243013；

[0185] ●进化枝E：Rh38  AY530558、Hu66  AY530626、Hu42  AY530605、Hu67  AY530627、

Hu40  AY530603、Hu41  AY530604、Hu37  AY530600、Rh40  10AY530559、Rh2  AY243007、Bbl 

AY243023、Bb2  AY243022、RhlO  AY243015、Hul7  AY530582、Hub  AY530621、Rh25  AY530557、

Pi2  AY530554、Pil  AY530553、Pi3  AY530555、Rh57  AY530569、Rh50AY530563、Rh49 

AY530562、Hu39  AY530601、Rh58  AY530570、Rhbl  AY530572、Rh52AY530565、Rh53 

AY530566、Rh51  AY530564、Rh64AY530574、Rh43  15AY530560、AAV8  AF513852、Rh8 

AY242997、Rhl  AY530556；和

[0186] ●进化枝F：Hu  14(AAV9)AY530579、Hu31  AY530596、Hu32AY530597；克隆分离株

AAV5  Y18065、AF085716、AAV  3NC_001729、AAV  3B  NC_001863、AAV4  15NC_001829、Rh34 

AY243001、Rh33AY243002、Rh32  AY243003。

[0187] 本发明涵盖在相同载体内来自不同AAV血清型、进化枝、克隆或分离株的衣壳蛋白

序列的用途。本发明还涵盖将一种血清型的基因组包装至另一血清型的衣壳中，即假型化。

嵌合、改组或衣壳修饰的衍生物可经选择以提供一个或多个所需功能。因此，与包含天然存

在的AAV衣壳的AAV病毒载体相比，这些衍生物可显示增加的基因递送效率、降低的免疫原

性(体液或细胞)、改变的向性范围和/或改良的特定细胞类型靶向。增加的基因递送效率可

通过细胞表面处改善的受体或共受体结合、改善的内化、细胞内和至细胞核中改善的迁移、

改善的病毒颗粒的脱壳或改善的单链基因组至双链形式的转变来实现。增加的效率还可与

改变的向性范围或特定细胞群体的靶向相关，使得载体剂量不因递送至不需要其的组织而

稀释。

[0188] 嵌合衣壳蛋白包括通过天然存在的AAV血清型的两个或更多个衣壳编码序列之间

的重组产生的那些嵌合衣壳蛋白。这可例如通过标记物挽救方法执行，其中一种血清型的

非感染性衣壳序列与不同血清型的衣壳序列共转染，并且使用定向选择来选择具有所需特

性的衣壳序列。不同血清型的衣壳序列可通过细胞内的同源重组来改变，以产生新的嵌合

衣壳蛋白。

[0189] 嵌合衣壳蛋白还包括通过工程改造衣壳蛋白序列以在两种或更多种衣壳蛋白之

间，例如在不同血清型的两种或更多种衣壳蛋白之间转移特定衣壳蛋白结构域、表面环或

特定氨基酸残基所产生的那些嵌合衣壳蛋白。改组或嵌合衣壳蛋白可通过DNA改组或通过

易错PCR产生。可通过以下方式产生混合型AAV衣壳基因：将相关AAV基因的序列，例如编码
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多种不同血清型的衣壳蛋白的那些序列随机分割并且随后在自引发聚合酶反应中重组所

述片段，其还可在序列同源性区域中引起交叉互换。可筛选以此方式通过改组几种血清型

的衣壳基因而产生的混合型AAV基因文库以鉴别具有所需功能性的病毒克隆。类似地，易错

PCR可用于随机突变AAV衣壳基因以产生不同变体文库，所述变体随后可根据所需特性选

择。

[0190] 衣壳基因的序列可经基因修饰以相对于天然野生型序列引入特定缺失、取代或插

入。例如，衣壳基因可通过将不相关蛋白质或肽的序列插入衣壳编码序列的开放阅读框架

内或衣壳编码序列的N端和/或C端处来进行修饰。不相关蛋白质或肽可有利地为充当特定

细胞类型的配体的蛋白质或肽，由此赋予改良的与目标细胞的结合或改善病毒颗粒靶向特

定细胞群体的特异性。不相关蛋白质还可以是作为生产过程的一部分帮助纯化病毒颗粒的

蛋白质，即表位或亲和标签。插入位点将通常经选择以避免干扰病毒颗粒的其他功能，例如

病毒颗粒的内化或迁移。适合的插入位点公开于Choi等人(Curr  Gene  Ther.2005；5(3)；

299‑310)。

[0191] 在一个实施方案中，病毒颗粒可通过将来源于特定AAV血清型的AAV病毒载体包封

在由与相同血清型的AAV对应的天然Cap蛋白形成的病毒颗粒中来制备。

[0192] 然而，已研发出几种技术来调节和改善天然存在的病毒颗粒的结构和功能特性(B

ünning  H等人J  Gene  Med  2008；10:717‑733)。

[0193] 因此，在另一实施方案中，病毒颗粒可包括核酸构建体，其包含编码STXBP1的转基

因，由给定AAV血清型的ITR侧接，被包装至以下中：

[0194] (a)病毒颗粒，其包含来源于不同AAV血清型的衣壳蛋白，例如AAV2  ITR和AAV9衣

壳蛋白；或AAV2  ITR和AAVtt衣壳蛋白；或

[0195] (b)嵌合病毒颗粒，其包含来自不同AAV血清型或突变体的衣壳蛋白的混合物，例

如AAV2  ITR与由两种或更多种AAV血清型的蛋白质形成的衣壳；或

[0196] (c)包含衣壳蛋白的嵌合病毒颗粒，所述衣壳蛋白已通过在不同AAV血清型或变体

之间进行结构域交换而截短，例如AAV2  ITR与包含AAV3结构域的AAV5衣壳蛋白；或

[0197] (d)病毒颗粒，其经工程改造以显示选择性结合结构域，使得能够与目标细胞特异

性受体进行严格相互作用。

[0198] 还命名为AAV2‑真型衣壳的AAVtt衣壳描述于WO2015/121501中。在一个实施方案

中，AAVtt  VP1衣壳蛋白相对于野生型VP1衣壳蛋白在与AAV2蛋白序列(NCBI参考序列：YP_

680426 .1)中以下位置中的一个或多个相对应的位置处包含至少一个氨基酸取代：125、

151、162、205、312、457、492、499、533、546、548、585、588和/或593。

[0199] 在一个实施方案中，AAVtt相对于野生型AAV2  VP1衣壳蛋白(NCBI参考序列：YP_

680426 .1)包含以下氨基酸取代中的一个或多个：V125I、V151A、A162S、T205S、N312S、

Q457M、S492A、E499D、F533Y、G546D、E548G、R585S、R588T和/或A593S。

[0200] 在一个实施方案中，AAVtt相对于野生型AAV2  VP1衣壳蛋白在位置457、492、499和

533处包含四个或更多个突变。

[0201] 重组AAV病毒颗粒的构建通常为本领域中已知的并且已描述于例如US  5 ,173 ,

41 4；U S  5 ,1 3 9 ,941；WO  9 2/ 01 07 0；WO  93 / 0 37 6 9；L e bk o ws k i等人 (1 9 8 8)

Molec.Cell.Biol.8:3988‑3996；Vincent等人(1990)Vaccines  90(Cold  Spring  Harbor 
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Laboratory  Press)；Carter,B.J .(1992)Current  Opinion  in  Biotechnology  3:533‑

539；Muzyczka ,N.(1992)Current  Topics  in  Microbiol.and  Immunol.158:97‑129；和

Kotin,R.M.(1994)Human  Gene  Therapy  5:793‑801。

[0202] 病毒颗粒的产生

[0203] 携带如本文所述的病毒载体和核酸构建体的病毒颗粒的产生可借助于常规方法

和方案进行，所述方法和方案通过考虑待产生的病毒颗粒的结构特征来选择。

[0204] 简言之，病毒颗粒可在宿主细胞中，更具体地在特定的产生病毒的细胞(包装细

胞)中产生，所述细胞在辅助载体或病毒或其他DNA构建体的存在下用核酸构建体或病毒载

体转染。

[0205] 术语“包装细胞”是指可用核酸构建体或病毒载体转染并且以反式提供病毒载体

的完整复制和包装所需的所有缺失功能的细胞或细胞系。包装细胞可以以组成性或诱导性

方式表达此类缺失病毒功能。包装细胞可以是粘附或悬浮细胞。

[0206] 典型地，产生病毒颗粒的方法包含以下步骤：

[0207] (a)在培养基中培养包含核酸构建体或病毒载体的包装细胞；和

[0208] (b)从细胞培养物上清液和/或在细胞内部收获所述病毒颗粒。

[0209] 常规方法可用于产生病毒颗粒，其涉及用携带编码STXBP1的转基因的核酸构建体

或表达载体(例如质粒)对细胞短暂共转染；编码rep和cap基因但不携带ITR序列的第二核

酸构建体(例如AAV辅助质粒)；和提供AAV复制所需的腺病毒功能的第三核酸构建体(例如

质粒)。

[0210] AAV复制所需的病毒基因被称为病毒辅助基因。通常，AAV复制所需的所述基因为

腺病毒辅助基因，例如E1A、E1B、E2a、E4或VA  RNA。在一个实施方案中，腺病毒辅助基因为

Ad5或Ad2血清型。

[0211] 或者通过用重组杆状病毒的组合感染昆虫细胞产生AAV颗粒(Urabe等人Hum.Gene 

Ther.2002；13:1935‑1943)。SF9细胞用分别表达AAV  rep、AAV  cap和待包装的AAV载体的两

种或三种杆状病毒载体共感染。重组杆状病毒载体将提供病毒复制和/或包装所需的病毒

辅助基因功能。Smith等人2009(Molecular  Therapy,第17卷,第11期,第1888‑1896页)描述

用于昆虫细胞中AAV颗粒的大规模产生的双重杆状病毒表达系统。

[0212] 适合的培养基为本领域技术人员所已知的。构成此类培养基的成分可取决于待培

养细胞的类型而变化。除营养组成以外，摩尔渗透压浓度和pH值被视为培养基的重要参数。

细胞生长培养基包含本领域技术人员熟知的多种成分，包括氨基酸、维生素、有机和无机

盐、碳水化合物来源、脂质、微量元素(仅举几例，CuS04、FeS04、Fe(N03)3、ZnS04)，各成分以

支持体外培养细胞(即细胞存活和生长)的量存在。成分还可包括辅助物质，例如缓冲物质

(例如碳酸氢钠、Hepes、Tris或类似效能的缓冲液)、氧化稳定剂、抵消机械应力的稳定剂、

蛋白酶抑制剂、动物生长因子、植物水解产物、抗结块剂、消泡剂。细胞生长培养基的特征和

组成取决于特定细胞需求而变化。市售细胞生长培养基的实例包括：MEM(最小必需培养

基)、BME(基础Eagle培养基)、DMEM(Dulbecco改良Eagle培养基)、Iscove  DMEM(Iscove改良

Dulbecco培养基)、GMEM、RPMI  1640、Leibovitz  L‑15、McCoy's、培养基199、Ham(Ham培养

基)F10和衍生物、Ham  F12、DMEM/F12。

[0213] 用于构建和产生根据本发明使用的病毒载体的进一步指导可见于Viral  Vectors 
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for  Gene  Therapy,Methods  and  Protocols.Series:Methods  in  Molecular  Biology,第

7 37卷 .Me rten和Al‑R u bea i (编辑)；2011 Huma na  Press (Spring e r)；Gene 

Therapy.M.Giacca.2010Springer‑Verlag；Heilbronn  R.和Weger  S.Viral  Vectors  for 

Gene  Transfer:Current  Status  of  Gene  Therapeutics.Drug  Delivery,Handbook  of 

Experimental  Pharmacology  197；M. ‑Korting(编辑) .2010Springer‑Verlag；

第143‑170页；Adeno‑Associated  Virus:Methods  and  Protocols .R .O .Snyder和

P .Moulllier(编辑) .2011Humana  Press (Springer)；Bünning  H .等人Recent 

developments  in  adeno‑associated  virus  technology.J.Gene  Med.2008；10:717‑733；

Adenovirus:Methods  and  Protocols .M.Chillón和A.Bosch(编辑)；第三版2014Humana 

Press(Springer)。

[0214] 宿主细胞

[0215] 本发明进一步提供一种宿主细胞，其包含如本文所述的编码STXBP1的核酸构建体

或病毒载体。根据本发明的宿主细胞是产生病毒的细胞，还命名为包装细胞，其在辅助载体

或病毒或其他DNA构建体的存在下用核酸构建体或病毒载体转染；并且以反式提供病毒颗

粒的完整复制和包装所需的所有缺失功能。所述包装细胞可以是粘附或悬浮细胞。

[0216] 包装细胞可以是真核细胞，例如哺乳动物细胞，包括猿猴、人类、犬和啮齿类动物

细胞。人类细胞的实例为PER .C6细胞(WO01/38362)、MRC‑5(ATCC  CCL‑171)、WI‑38(ATCC 

CCL‑75)、HEK‑293细胞(ATCC  CRL‑1573)、HeLa细胞(ATCC  CCL2)和胎恒河猴肺细胞(ATCC 

CL‑160)。非人类灵长类细胞的实施例为Vero细胞(ATCC  CCL81)、COS‑1细胞(ATCC  CRL‑

1650)或COS‑7细胞(ATCC  CRL‑1651)。犬细胞的实例为MDCK细胞(ATCC  CCL‑34)。啮齿类动

物细胞的实例为仓鼠细胞，例如BHK21‑F、HKCC细胞或CHO细胞。

[0217] 作为哺乳动物来源的替代方案，用于产生病毒颗粒的包装细胞可来源于禽类来

源，例如鸡、鸭、鹅、鹌鹑或野鸡。禽类细胞系的实例包括禽类胚胎干细胞(WO01/85938；

WO03/076601)、永生化鸭视网膜细胞(WO2005/042728)和禽类胚胎干细胞源性细胞，包括鸡

细胞(WO2006/108846)或鸭细胞，例如EB66细胞系(WO2008/129058；WO2008/142124)。

[0218] 在另一实施方案中，宿主细胞可以是任何容许杆状病毒感染和复制的包装细胞。

在一个实施方案中，所述细胞为昆虫细胞，例如SF9细胞(ATCC  CRL‑1711)、Sf21细胞(IPLB‑

Sf21)、MG1细胞(BTI‑TN‑MG1)或High  FiveTM细胞(BTI‑TN‑5B1‑4)。

[0219] 在一个实施方案中，宿主细胞包含：

[0220] (a)包含编码人类STXBP1的转基因的第一核酸构建体或病毒载体；

[0221] (b)编码AAV  rep和/或cap基因的第二核酸构建体，例如质粒，其中所述第二核酸

构建体不携带ITR序列；和任选地，

[0222] (c)包含病毒辅助基因的第三核酸构建体，例如质粒或病毒。

[0223] 本发明进一步提供经本发明的病毒颗粒转导的宿主细胞，并且如本文所用的术语

“宿主细胞”是指易被感兴趣的病毒感染并且能够体外培养的任何细胞系。

[0224] 药物组合物

[0225] 本发明进一步提供一种药物组合物，其包含本发明的核酸构建体、病毒载体、病毒

颗粒以及药学上可接受的赋形剂、稀释剂或载剂。

[0226] 术语“药学上可接受”意指被监管机制或公认药典(例如欧洲药典)批准用于动物
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和/或人类。术语“赋形剂”是指与治疗剂一起施用的稀释剂、佐剂、载剂或媒介物。

[0227] 任何适合的药学上可接受的载剂、稀释剂或赋形剂可用于制备药物组合物(参见

例如Remington:The  Science  and  Practice  of  Pharmacy,Alfonso  R.Gennaro(Editor)

Mack  Publishing  Company,1997年4月)。药物组合物在制造和储存条件下通常无菌并且稳

定。药物组合物可配制为溶液(例如，盐水、右旋糖溶液或缓冲溶液或其他药学上可接受的

无菌流体)、微乳液、脂质粒或适合于容纳高产品浓度的其他有序结构(例如，微粒或纳米粒

子)。载剂可以是含有例如水、乙醇、多元醇(例如，丙三醇、丙二醇和液体聚乙二醇和其类似

物)和其适合混合物的溶剂或分散介质。举例而言，可通过使用包衣(例如卵磷脂)、在分散

液情况下通过维持所需粒径和通过使用表面活性剂来维持适当流动性。在许多情况下，组

合物中优选包括等张剂，例如糖、多元醇(例如甘露糖醇或山梨糖醇)或盐，例如氯化钠。

[0228] 在一个实施方案中，药物组合物配制为溶液，例如缓冲盐水溶液。

[0229] 还可将补充活性化合物并入本发明的药物组合物中。可在Compendium  of 

Pharmaceutical  and  Specialties(CPS)of  the  Canadian  Pharmacists  Association中

找到关于共同施用额外治疗剂的指南。

[0230] 在一个实施方案中，药物组合物为适合于实质内、脑内、静脉内或鞘内施用的组合

物。这些药物组合物仅为示例性的并且不限制适合于其他肠胃外和非肠胃外施用途径的药

物组合物。本文所述的药物组合物可以以单一单位剂量或以多剂量形式包装。

[0231] 医疗用途

[0232] 本发明的药物组合物、核酸构建体、病毒载体和病毒颗粒可用于治疗或预防与

STXBP1功能活性损失相关的任何病况；例如与STXBP1突变相关的任何病况。

[0233] 此类病况包括德拉韦综合征、Lennox‑Gastaut综合征、婴儿痉挛、肌痉挛癫痫症、

癫痫性脑病、早期肌痉挛脑病、非综合症候癫痫症、大田原综合征、早发性癫痫性脑病、韦斯

特综合征、发育延迟、自闭症谱系障碍、共济失调‑震颤‑阻滞综合征、雷特氏综合征和无癫

痫症的智能障碍。

[0234] 本发明的药物组合物、核酸构建体、病毒载体和病毒颗粒特别是适用于治疗或预

防与STXBP1基因中的基因突变(例如促成例如大田原、德拉韦和韦斯特综合征的综合征的

发展的突变)相关的神经发育和/或癫痫病症。

[0235] 因此，在一个实施方案中，提供药物组合物、核酸构建体、病毒载体或病毒颗粒以

用于疗法中。

[0236] 在一个实施方案中，提供药物组合物、核酸构建体、病毒载体或病毒颗粒以用于治

疗STXBP1遗传病症。

[0237] 在一个实施方案中，STXBP1遗传病症为德拉韦综合征、Lennox‑Gastaut综合征、婴

儿痉挛、肌痉挛癫痫症、癫痫性脑病、早期肌痉挛脑病、非综合症候癫痫症、大田原综合征、

早发性癫痫性脑病、韦斯特综合征、发育延迟、自闭症谱系障碍、共济失调‑震颤‑阻滞综合

征、雷特氏综合征或无癫痫症的智能障碍。

[0238] 在一个实施方案中，STXBP1遗传病症为德拉韦综合征、大田原综合征或韦斯特综

合征。

[0239] 在一个实施方案中，提供核酸构建体、病毒载体或病毒颗粒的用途，其用于制造用

于治疗STXBP1遗传病症的药剂。
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[0240] 在一个实施方案中，本发明提供一种治疗STXBP1遗传病症的方法，其包括向有需

要的患者施用治疗有效量的药物组合物或病毒颗粒。

[0241] 术语“治疗有效量”是指在向患者或受试者施用时实现所需治疗结果的多个病毒

颗粒或包含此类病毒颗粒的药物制剂的量。所需治疗结果包括：

[0242] ●不同癫痫发作类型的频率或持续时间显著减少，例如失张性癫痫发作(跌倒发

作)、肌痉挛癫痫发作、全面性癫痫发作、部分性癫痫发作、发热性癫痫发作、婴儿痉挛；

[0243] ●显著实现无持续癫痫发作；

[0244] ●对神经发育症状例如发育延迟、智能障碍、语言障碍、认知障碍、非自主运动、步

态紊乱、自闭特征的进展具有显著影响。

[0245] 术语“患者”或“受试者”可互换地使用，是指哺乳动物。任何哺乳动物物种可受益

于治疗方法。通常，患者为人类。患者可以是新生儿、婴儿、儿童或青少年。

[0246] STXBP1遗传病症可通过已知基因突变鉴别。

[0247] 在一个实施方案中，STXBP1遗传病症与包含突变或突变组合的病理性STXBP1变体

相关。

[0248] 术语“病理性STXBP1变体”意指患者样品中发现并且经由临床测试或研究鉴别的

STXBP1变体，其被报道为与病理性表型相关。实施例3中了描述病理性和可能病理性的

STXBP1变体并在表5和6中分别显示。

[0249] 在一个实施方案中，病理性STXBP1变体包含选自表5中所列的群的一种或多种突

变。

[0250] 在一个实施方案中，病理性STXBP1变体包含选自表6中所列的群的一种或多种突

变。

[0251] 本文所述的STXBP1基因疗法可与抗癫痫药物或其他神经调节治疗组合施用。

[0252] 药物组合物、核酸构建体、病毒载体或病毒颗粒可施用至患者的脑和/或脑脊髓液

(CSF)。举例而言，其可通过注射或通过使用目的特异性施用装置施用。向脑的递送可选自

大脑内递送、脑实质内递送、皮质内递送、海马回内递送、壳核内递送、小脑内递送和其组

合。向CSF的递送可选自脑池内递送、鞘内递送、脑室内(ICV)递送和其组合。

[0253] 治疗可以以单剂量提供，但可考虑重复剂量，例如在治疗可能未靶向正确区域的

情况下，或在未来数年和/或采用不同AAV血清型。

[0254] 序列

[0255] 本发明中所包括的序列显示于表4中。

[0256] 表4：序列
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[0257]
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[0258]
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[0259]
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[0261]
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[0262]
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[0279]

实施例

[0280] 以下实施例举例说明本发明。

[0281] 实施例1：构建体设计、产生和克隆

[0282] 本研究中使用的质粒通过重组DNA技术构建。AAV顺式主链质粒从头合成并且含有

两个AAV反向末端重复序列(ITR)、卡那霉素抗性表达盒、原核复制起点和SV40多腺苷酸化

序列。利用便利克隆限制位点从头合成编码人类STXBP1(包含SEQ  ID  NO：7)的亚型变体X1

的DNA序列。利用便利克隆限制位点从头合成个体启动子。人类流感血球凝集素(HA)或Myc

标签(分别根据SEQ  ID  NO：33和32)合成为来自Integrated  DNA  TechnologiesTM

(Coralville,IA,USA)的寡核苷酸并且插入于氨基或羧基端处。测试人类STXBP1基因的七

个不同启动子(MECP2‑内含子、MECP2、hNSE、CamKII、hSyn、hSTXBP1p、CAG)。

[0283] 设计的构建体的示意图示于图3中。在该图中，“prom”意指启动子；“INT”意指内含

子，“h”意指人类，SV40意指多腺苷酸化序列SV40；“标签”意指位于构建体的N端或C端的HA

或Myc标签。

[0284] 实施例2：评估不同启动子下的STXBP1表达

[0285] 细胞培养

[0286] 人源性AD‑HEK293(Agilent  TechnologiesTM,Santa  Clara ,CA,USA)和小鼠源性

Neuro‑2A(ATCCTM ,Manassas ,VA)细胞系在DMEM+10％  FBS+1％青霉素/链霉素(均来自

Thermo  Fisher  ScientificTM,Waltham,MA,USA)中传代。如先前描述通过将生长培养基补

充10μM视黄酸(MilliporeSigmaTM ,Burlington ,MA ,USA)，使Neuro‑2A细胞分化72小时

(Tremblay ,R .G .等人2010)。根据制造商方案使用X‑tremeGene  360转染试剂(Roche ,

Mannheim,Germany)转染细胞。还包括用对照质粒进行的对照转染。

[0287] 免疫荧光和显微术
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[0288] 成像实验在装备有40×物镜和Hamamatsu  Orca  4急速冷却单色相机(Hamamatsu 

Photonics  KKTM,Hamamatsu  City,Japan)的Zeiss  Axio  Observer  7落射荧光显微镜(Carl 

Zeiss  AGTM,Oberkochen,Germany)上执行。经转染的AD‑HEK293和Neuro‑2A细胞用4％三聚

甲醛(Electron  Microscopy  Sciences ,Hatfield ,PA ,19440)固定，并且用兔多克隆抗

STXBP1(MilliporeSigmaTM,Burlington,MA,USA)以1:500染色。细胞随后在成像之前用与

Alexa  Fluor  488缀合的1:1,000的驴抗兔二抗进行染色。

[0289] 图4：(A)用抗STXBP1抗体检测的用各种启动子(CAG、MECP2和MECP2‑内含子)驱动

的hSTXBP1质粒转染的AD‑HEK293细胞的免疫荧光成像。(B)放大部分显示STXBP1定位至细

胞膜。AD＝粘附，NC＝阴性对照。

[0290] 如图4中所示，经转染的细胞证明在普遍存在的CAG启动子或神经特异性启动子

(MECP2和MECP2‑内含子)驱动下人类STXBP1转基因的不同表达水平。

[0291] 如图5中所示，还分析用普遍存在的CAG启动子和神经特异性启动子(MECP2和

MECP2‑内含子)驱动的STXBP1质粒转染的Neuro‑2A转染细胞。

[0292] 图5：(A)用抗STXBP1抗体检测的用各种启动子(CAG、MECP2和MECP2‑内含子)驱动

的hSTXBP1质粒转染的Neuro‑2A细胞的免疫荧光成像。(B)放大显示STXBP1定位至细胞膜。

NC＝阴性对照。

[0293] STXBP1为与一组膜相关蛋白质相互作用的胞质蛋白质。经转染的AD‑HEK293和

Neuro‑2A的放大图像显示，如所预期，从这些质粒表达的STXBP1定位至质膜(图4(B))或神

经突和质膜两者(图5(B))。

[0294] 蛋白质印迹分析

[0295] 根据制造商说明书，在含有1X  Halt蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合物(Thermo 

Fisher  ScientificTM ,Waltham ,MA ,USA)的1X细胞裂解缓冲液(Cell  Signaling 

TechnologyTM,Danvers,MA,USA)中收获经转染的AD‑HEK  293细胞。将补充有10％还原剂的

十二烷基硫酸锂(LDS)样品缓冲液(均为Thermo  Fisher  ScientificTM,Waltham,MA,US)添

加至蛋白质裂解产物中至最终浓度1X。样品通过1D  SDS‑PAGE凝胶电泳解析。对于各样品，

每个泳道上样30μg蛋白质。使用半干式转移设备(Bio‑Rad  LaboratoriesTM,Hercules  CA)

将蛋白质转移至硝化纤维素膜(Li‑Cor  BiosciencesTM,Lincoln,NE,USA)。在转移之后，膜

在室温下在封闭溶液(Li‑Cor  BiosciencesTM,Lincoln,NE,USA)中孵育1小时。膜随后与含

有一抗的封闭溶液在4℃下孵育过夜。以下一抗用于此分析：1:1,000的兔多克隆抗STXBP1

(MilliporeSigmaTM ,Burlington ,MA ,USA)、1:1 ,000的山羊多克隆抗STXBP1(Abnova ,

Taoyuan ,Taiwan，PRC)、1,1000的兔多克隆抗c‑myc(MilliporeSigmaTM,Burlington ,MA,

USA)、1:1,000的兔单克隆抗HA(Cell  Signalling  TechnologyTM,Danvers,MA,USA)、1:1,

000的小鼠单克隆抗GAPDH(MilliporeSigmaTM,Burlington,MA,USA)。将膜用PBST溶液洗涤

三次，在室温下放置在含有适用于在远红光谱上检测的IRDye680RD驴抗山羊或IRDye 

680RD驴抗兔二抗或800CW驴抗小鼠(1:15,000；Li‑Cor  BiosciencesTM,Lincoln,NE,USA)的

封闭溶液中1小时。使用Li‑Cor  Odyssey  CLx远红成像器(Li‑Cor  BiosciencesTM,Lincoln,

NE,USA)可视化蛋白质。

[0296] 还原条件下STXBP1单体的分子质量预测为约70kDa，并且通过蛋白质印迹检测蛋

白质为单体。使用GAPDH的检测作为上样对照。这些结果显示，通过分化的Neuro‑2A中的各
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种启动子实现稳健表达(图6)。

[0297] 图6：用各种启动子(CAG、MECP2和MECP2‑内含子)驱动的hSTXBP1转染的Neuro‑2A

细胞的蛋白质印迹分析。显示了各条件的两个技术重复。NC＝阴性对照，1＝MECP2‑内含子‑

hSTXBP1，2＝CAG‑hSTXBP1，3＝MECP2‑hSTXBP1。

[0298] 这些结果还显示，通过由CAG启动子驱动的N端和C端标记的构建体实现稳健表达

(图7)。

[0299] 图7：以下的蛋白质印迹分析：(A)用抗Myc抗体检测的AD‑HEK293细胞中由CAG启动

子驱动的经Myc标记的hSTXBP1；和(B)用抗HA抗体检测的AD‑HEK293细胞、SH‑SY5Y细胞和

Neuro‑2a细胞中由hSYN启动子驱动的经HA标记的hSTXBP1。显示了各条件的两个技术重复。

(C)还使用抗STXBP1抗体检测AD‑HEK293细胞中的经表位标记的蛋白质。NC＝阴性对照，1＝

CAG‑hSTXBP1‑Myc,2＝CAG‑Myc‑hSTXBP1,3＝hSYN‑HA‑hSTXBP1。(A)中NC泳道中的背景蛋白

质条带归因于抗Myc抗体对内源性Myc的检测。

[0300] 实施例3：天然存在的变体和病理性变体鉴别和分析

[0301] ClinVar数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)是一个带有支持性

证据的可免费访问的关于人类变异和表型之间的关系的报告的公共档案，其用于使用搜索

项“STXBP1”和“病原性”或“可能病原性”来寻找以鉴别STXBP1基因变体。病原性变体的列表

由 发 表 在 科 学 同 行 综 述 文 献 中 的 突 变 补 充 ，并 且 由 P u b M e d ( h t t p s : / /

pubmed .ncbi.nlm.nih.gov/)搜索使用搜索项“STXBP1、Munc18、变体、突变”进行手动管理

并且由作者将其定义为病原性，以鉴别ClinVar中未报道的额外STXBP1病原性变体。

[0302] 接着鉴别导致STXBP1蛋白发生变化的病理性变体和可能病理性变体。(分别为表5

和6)。

[0303] 表5：
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[0304]
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[0305]
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[0306]

[0307] 表6：

[0308]
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[0309]

[0310] STXBP1基因变体可包括错义突变，导致氨基酸取代。举例而言，表5中的R190Q意指

相对于SEQ  ID  NO：9在位置190处的精氨酸被谷氨酰胺置换。

[0311] 还可发生其他突变。所鉴别的一种类型突变为涉及核苷酸插入或缺失的突变，其

中改变的碱基对的数目不可被三整除而产生新氨基酸序列，移码，指示为“fs”。如果突变破

坏正确阅读框架，则将不正确地读取突变之后的整个DNA序列。举例而言，表5中的E12fs意

指相对于SEQ  ID  NO：9在位置12处的谷氨酸由于核苷酸的移码而改变，从而产生具有不正

确氨基酸序列的异常蛋白质。

[0312] 变体中发现的另一类型突变为DNA水平的突变，其移除蛋白质中的一个或多个氨

基酸残基。此类型突变在表中指示为缺失(del)。举例而言，表5中的I539del意指移除参考

SEQ  ID  NO：9在位置539处的异亮氨酸。

[0313] 其他突变包括引入终止密码子，由星号(＊)指示，这意指蛋白质的翻译在此位置

处停止，产生缩短或截短的蛋白质。举例而言，表5中的Y531＊意指终止突变发生在参考SEQ 

ID  NO：9通常编码酪氨酸531的密码子中，从而终止蛋白质在此位置处的翻译。

[0314] 使用查询项“STXBP1”，健康群体中天然存在的变体源于gnomAD(基因组聚集数据

库‑https://gnomad .broadinstitute.org/v2.1.1)，其为一个公开可得的对照数据集，含

有来自无关个体的60,146个样品的遗传信息。从对照数据集提取的变体包括引起氨基酸变

化的错义、起始丢失和终止获得变体。引起氨基酸变化的天然存在的变体报道于表7中。
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[0315] 表7：

[0316]

[0317]

[0318] 实施例4：病毒颗粒的产生

[0319] AAV产生

[0320] 通过ATUMTM(Newark,CA,USA)从头合成含有AAV2  Rep序列，接着AAV9.hu14(下文中

为AAV9)或AAV‑真型(下文中为AAVtt)衣壳序列(分别根据SEQ  ID  NO：17和34)的反式质粒。

AAV辅助质粒pALD‑X80购自Aldevron，LLCTM(Fargo,ND,USA)。

[0321] 通过三重转染方法产生非复制AAV载体。在摇瓶中以3.0E+05‑5.5E+05个细胞/毫

升的接种密度，使用Expi293表达培养基(Thermo  FisherTM,Waltham,MA,USA)每3‑4天传代

Expi293细胞(Thermo  FisherTM,Waltham,MA,USA)。Expi293细胞在设定在37℃与5％CO2下

的Eppendorf培养箱中在定轨震荡器上以125rpm培养。为了设置生产培养瓶，125mL摇瓶在
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转染前一天以1 .5E+05个细胞/毫升接种，每个病毒制剂总体积为30‑66mL。使用Vi‑Cell 

Blu(Beckman  CoulterTM,Pasadena,CA,USA)计算活细胞密度。

[0322] 针对具有30mL工作体积的生产培养瓶，各培养瓶如下产生转染复合物：在1 .5mL 

OptiPRO无血清培养基(Thermo  FisherTM,Waltham,MA,USA)中稀释180μL  1mg/mL聚乙烯亚

胺(PEI)MAX(Polysciences  IncTM,Warrington,PA,USA)，在设定8下涡旋四次并且在室温下

孵育5分钟。分别地，在1 .5mL  OptiPRO无血清培养基中稀释20μg顺式质粒(如表10中所指

示)、30μg  Rep/Cap质粒(AAV9或AAVtt)和40μg辅助质粒(pALD‑X80)，在设定8下涡旋四次并

且在室温下孵育5分钟。接着将此两种混合物合并，在设定8下涡旋四次，并且在室温下孵育

15分钟。随后将转染复合物添加至含有细胞的摇瓶中。在37℃下在以125rpm恒定搅动下将

细胞与转染混合物一起培养。

[0323] 在96小时之后，培养瓶加标浓缩的AAV裂解缓冲液至最终浓度为1X(150mM  NaCl、

120mM  Tris‑HCl[pH＝8.0]、2mM  MgCl2、0.1％Triton  X‑100)和核酸酶(MilliporeSigmaTM,

Burlington,MA,USA)至最终浓度为50U/mL。在37℃下在以125rpm恒定搅动下孵育此混合物

1小时。通过在23℃下在2,880×g下离心10分钟使混合物澄清。将样品储存于‑80℃下直至

进一步分析。

[0324] AAV效价确定

[0325] 从‑80℃取出各样品并且使其在室温下解冻15分钟。一旦将样品解冻，即将其短暂

涡旋并且离心一分钟。在此之后，将10μL样品添加至96孔PCR板的个体孔中，与10X  DNA酶缓

冲液、50U  DNA酶和无DNA酶水(均来自PromegaTM,Madison,WI,USA)组合，各孔中的总体积为

100μL。
[0326] 随后将板转移至Bio‑RadTM(Hercules ,CA,USA)热循环仪并且在37℃下加热30分

钟，随后冷却至4℃。随后如表8中所描述连续稀释样品。

[0327] 表8：

[0328]

[0329] 五(5)μL稀释液D2、D3、D4和D5与20μL  ddPCR主混合物混合至最终浓度为1X，所述

主混合物由Supermix  for  Probes(无dUTP；Bio‑RadTM ,Hercules ,CA ,USA)、正向引物

GATCCAGACATGATAAGATACATTG(SEQ  ID  NO：40)、反向引物GCAATAGCATCACAAATTTCAC(SEQ  ID 

NO：41)、探针6‑Fam/Zen/3'IB  FQ:TGGACAAACCACAACTAGAATGCA(SEQ  ID  NO：42)和无DNA酶

水组成。此引物集合靶向转基因的SV40多聚A区。各样品在96孔PCR板中一式两份地操作。

[0330] 用箔片覆盖物热密封板，脉冲涡旋，并且以1 ,000×g离心5分钟。将板放置在Bio‑

RadTM  QX‑200液滴产生器中并且根据制造商说明书产生液滴。

[0331] 在液滴产生之后，使用箔片覆盖物热密封板并且放置在经程序化以运行表9中所

描述的循环的BioRadTM热循环仪中。
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[0332] 表9：

[0333]

[0334] 完成后，根据制造商说明书将板放置在Bio‑RadTM  QX200液滴中进行液滴读取。载

体基因组的浓度(VG/mL)使用下式进行定量：

[0335] VG/ML:X＝[(aY)(1000/b)]D，其中：

[0336] X为VG/mL；

[0337] a为ddPCR反应体积(25μl)；
[0338] Y为每微升的ddPCR拷贝读数；

[0339] b为ddPCR中的稀释剂载体的体积(5μL)；
[0340] D为施加至测试材料的总稀释度。

[0341] 测定接受标准如下定义：

[0342] 重复之间的％CV必须≤15％；如果＞15％，则可省略一个离群值。如果省略一个离

群值并且％CV仍然＞15％，则必须重复测定。稀释内的％CV必须≤20％并且报告的稀释度

必须是至少两个连续稀释度。如果％CV＞20％，则可省略一个稀释度，只要所报告的稀释度

为至少两个连续稀释度。如果平均稀释度仍＞20％，则必须重复测定。各反应孔必须具有≥

1,000个可接受的液滴。如果＜10,000个液滴，则将从分析中排除该孔。

[0343] 通过AAV衣壳ELISA定量病毒颗粒

[0344] 根据制造商说明书，通过ELISA试剂盒(PROGENTM  Biotechnik  GmbH,Heidelberg ,

Germany)确定病毒颗粒效价。对于AAV9，小鼠单克隆ADK9抗体用于捕获和检测步骤两者。对

于AAVtt，A20R单克隆抗体用于捕获和检测步骤两者。在各步骤之间使用Molecular 

DevicesTM(San  Jose,CA,USA)AquaMax  4000微板洗涤器在所提供的1X分析缓冲液(ASSB)中

进行洗涤。用Molecular  DevicesTM  SpectraMax  M5e读板器检测样品。从标准曲线内推衣壳

效价并且报告于表10中。

[0345] 表10：

[0346]

[0347] 通过ddPCR获得的病毒基因组效价和通过ELISA获得的衣壳效价指示可成功地产

生AAV9和AAVtt病毒颗粒，所述病毒颗粒包含病毒载体，所述病毒载体具有包含可操作地连

接至人类STXBP1转基因的所指示启动子的核酸。
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[0348] 实施例5：NGN2分化的谷氨酸能神经元中STXBP1表达盒的慢病毒表达

[0349] 携带DOX诱导性NGN2表达表达盒的基因编辑iPSC株系(EBiSC，Ref:BIONi010‑C‑

13)用于产生iPSC来源的谷氨酸能神经元。在此方案中，NGN2转录因子通过多西环素诱导9

天以引发神经元分化。在分裂(DIV)21，iPSC来源的NGN2神经元在hSyn或MECP2启动子的控

制下用表达人类STXBP1(SEQ  ID  NO：9)的慢病毒载体的连续稀释液转导。慢病毒载体使用

第三代系统在HEK  293细胞中产生以提高安全性。在DIV28，如下进行免疫细胞化学(ICC)分

析：将细胞用2％三聚甲醛固定并且用一抗兔多克隆抗STXBP1抗体(Sigma，Ref:HPA008209)

以1:250的稀释度染色。细胞随后用1:1000稀释的与Alexa  Fluor  568缀合的山羊抗兔二抗

进行染色。使用经验参数用InCell分析仪6000仪器进行成像。

[0350] 来自用慢病毒载体以2的感染复数(MOI)转导的细胞的代表性ICC图像显示于图8

中。

[0351] 图8：iPSC来源的谷氨酸能神经元中SXTBP1表达盒的慢病毒载体转导。图像显示在

对照条件下(未经转导)和在hSyn或MECP2启动子的控制下转导表达盒之后STXBP1表达的代

表性图像。

[0352] 针对所有条件使用相同获取设置拍摄图像。该信号与未经转导的细胞的比较允许

可视化人类iPSC来源的NGN2神经元中STXBP1的过表达。在hSyn启动子控制下的STXBP1引起

高于MECP2启动子的表达(概述于表11中)。

[0353] 表11：在iPSC来源的谷氨酸能神经元中进行慢病毒转导之后的STXBP1表达水平

[0354] 未经转导 hSYN‑STXBP1 MECP2‑STXBP1

未检测到 ++ +

[0355] (+)通过ICC分析观察到的相对表达水平

[0356] 实施例6：原代小鼠神经元中STXBP1表达盒的AAV‑9转导

[0357] AAV9载体如实施例4中所述产生并且衣壳特征列于表12中。转基因表达与HA标签

在N端融合的STXBP1蛋白(SEQ  ID  NO：9)并且表达由以下启动子驱动：hSyn、MECP2或MECP2‑

内含子。HA标记的蛋白质用于将转基因表达与内源性STXBP1水平区分开来。具有CAG‑eGFP‑

NLS表达盒的AAV9衣壳用作转导效率的对照载体。通过转导小鼠原代皮质神经元体外研究

STXBP1表达。未经转导的细胞用作内源性STXBP1表达的对照。

[0358] 表12：AAV9病毒载体特性

[0359]

[0360] 小鼠原代皮质神经元细胞由E17小鼠胚胎的皮质组织制备。皮质组织在37℃下使

用木瓜蛋白酶解离30分钟并且在补充有B27补充剂2％、GlutaMAX‑I  1mM和青霉素‑链霉素
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50单位/毫升的NeurobasalTM培养基中维持培养。每周更换一半培养基。

[0361] 在分裂(DIV)7，细胞用不同AAV9载体以两种不同MOI(2.5E+6GC/细胞和5.0E+5GC/

细胞)转导。通过包括在两种MOI条件下均高的hSyn‑eGFP‑NLS构建体来证实转导水平。在

DIV13，细胞用2％三聚甲醛固定并且用一抗兔多克隆抗STXBP1抗体(1:250；Sigma，Ref:

HPA008209)和抗HA标签染色(1:100；Ref:2367S，Cell  Signaling  Technology)染色。使用

经验参数用InCell分析仪6000仪器进行成像。

[0362] 图9：小鼠原代神经元中STXBP1的AAV9转导。(A)用AAV9病毒载体以MOI  5.0E+5GC/

细胞转导的原代小鼠皮质神经元中STXBP1染色的代表性图像。图像显示对照条件(未经转

导)和hSyn、MECP2或MECP2‑内含子启动子的控制下的STXBP1表达。(B)相同原代小鼠皮质神

经元中HA染色(右)与STXBP1染色(左)的比较。

[0363] 使用类似获取参数，我们确认所有三种启动子的STXBP1表达水平相较于未经转导

的细胞的增加(图9A)，这表明AAV9转导能够实现高于基线水平的STXBP1表达。具有内含子

启动子的MECP2显示最高表达水平，接着为hSyn和MECP2(表13)。此外，对于所有研究的病毒

载体观察到抗HA与STXBP1染色的共定位，代表性影像显示于图9B中(参见箭头)。

[0364] 表13：小鼠原代神经元中SXTBP1在不同神经元启动子控制下的AAV9转导

[0365]   未经转导 hSyn MECP2 MECP2‑内含子

STXBP1 ‑ ++ + +++

[0366] (+)通过ICC分析观察到的相对表达水平

[0367] 为证明STXBP1转导对神经元细胞具有特异性，我们用针对泛神经元标记物MAP2的

抗体对小鼠原代培养物进行复染(1:5000；Ref:ab5392；AbcamTM,Cambridge,MA,USA)。

[0368] 图10：MAP2阳性神经元中STXBP1过表达的共定位。图像为AAV9病毒载体转导后小

鼠原代神经元中的抗HA标签染色(左图)和抗MAP2染色(右图)的代表性图像。箭头指示表达

STXBP1(HA)和神经元标记物(MAP2)的细胞的实例。

[0369] 图10显示经转导的小鼠原代皮质神经元中神经元标记物(MAP2)与抗HA染色的共

定位(参见箭头)。此数据证实在不同神经元启动子控制下经HA标记的STXBP1转基因产物的

神经元表达。HA标签信号的强度(表14)与STXBP1水平(表13)相关，表明启动子强度可如下

排序：MECP2‑内含子＞hSyn＞MECP2。

[0370] 表14：小鼠原代神经元中HA标签的表达和定位

[0371]

[0372] (+)通过ICC分析观察到的相对表达水平

[0373] 实施例7：小鼠脑中AAV‑9介导的转导之后STXBP1的体内表达

[0374] 在体内研究小鼠脑中STXBP1的AAV9介导的转导。病毒载体通过两侧脑室内(ICV)

注射至产后1日龄的新生儿小鼠(PND1)的脑中来施用。先前已描述用于ICV新生儿注射的方

法(Bertrand‑Mathon等人,2015；Kim等人,2014；Hamodi等人,2020)。对所注射动物进行持

续5周的监测并且STXBP1的表达和分布通过脑组织上的生物化学读出进行分析。
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[0375] 实验包括5组：对照(注射的媒介物)、对照病毒(AAV9/hSyn_eGFP)、AAV9/hSyn‑HA‑

STXBP1、AAV9/MECP2‑HA‑STXBP1和AAV9/MECP2‑内含子‑HA‑STXBP1。AAV9载体与表12中所述

相同。体内实验条件的概述显示于表15中。

[0376] 表15：体内实验条件的概述

[0377]

[0378] 在研究过程中(注射后5周)监测体重差异以评估小鼠的总体健康状况。在最后一

次评估时不同表达盒组的体重无显著差异。各组均未显示毒性的任何临床体征。另外，用

AAV9/hSyn‑HA‑STXBP1、AAV9/MECP2‑HA‑STXBP1或AAV9/MECP2‑内含子‑HA‑STXBP1处理的成

年野生型小鼠中不存在明显的发病或发育延迟迹象。此实验的结果证明，病毒载体表达盒

展现长期耐受性和低毒性并且因此可安全地用于临床前背景。

[0379] 在注射后5周，收集脑组织，解剖并且提交用于生物化学分析。DNA/RNA从左额叶皮

质和海马回提取，而蛋白质从匹配右额叶皮质提取。使用AllPrep微型试剂盒(Qiagen ,

80204)遵循制造商说明书进行DNA/RNA提取，并且包括用于RNA提取的DNA酶处理。使用

Precellys  24仪器(Bertin  Technologies)使组织在RLT  Plus缓冲液(补充有β‑巯基乙醇)

中裂解。测量DNA浓度并且针对所有样品将其调整至20ng/μl。接着，将40ng用于使用对SV40

多聚 A信号 (存在于所有 A A V表达盒中)具有特异性的引物 /探针进行q PCR。使用

试剂盒(tataabiocenter，A106P25)对小鼠基因组的量进行分析。

序列对以每单倍体正常基因组恰好一个拷贝存在的gDNA的非转录基因座

具有特异性。对于两个qPCR，使用标准曲线方法确定拷贝数。测量RNA浓度，并且将500ng 

RNA用于使用试剂盒高容量cDNA  RT试剂盒+RNA酶抑制剂(Applied  Biosystems目录号

4374966)进行RT。所得cDNA进行人类STXBP1信号qPCR，以及两种参考基因用于将所得结果

进行标准化。测定并且针对所有组的平均值按比例调整相对表达。对于蛋白质提取，使用

Precellys  24仪器(Bertin  Technologies)和冷却系统在RIPA缓冲液(Pierce,89900)中裂

解组织，所述缓冲液包括2x浓缩蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合物 (Cell  Signaling 

Technology，#5872)。将样品静置在冰上30分钟，离心并且收集上清液作为最终蛋白质提取

物。使用BCA蛋白质分析试剂盒(Pierce，23227)测定蛋白质浓度，并且将7 .5μg蛋白质与
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Laemli缓冲液和β‑巯基乙醇混合并且在90℃下孵育10分钟，随后进行SDS‑Page。将凝胶转

移至硝化纤维素膜并且通过蛋白质印迹分析。膜在封闭溶液(Ref:927‑50000；Li‑Cor)中在

4℃下孵育1小时，随后与一抗小鼠单克隆抗HA(1:2000；Ref:2367S ,Cell  Signaling 

Technology)和小鼠单克隆抗GAPDH(1:10000；Ref:G8795 ,Sigma)一起孵育。所用二抗为

680RD驴抗小鼠IgG二抗(1:20000；Ref:926‑68072,Li‑Cor)和 800CW

驴抗兔IgG二抗(1:20000；Ref:926‑32213,Li‑Cor)。

[0380] 图11：病毒载体DNA拷贝分析。SV40pA(猿猴病毒40的多聚A信号)的qPCR数据通过

AAV处理后5周龄小鼠的左海马回和左额叶皮质的二倍体小鼠基因组的数目标准化。显示媒

介物和四个AAV9转导组(对照病毒、hSyn、MECP2、MECP2‑内含子)的数据。结果显示为平均值

±SD。

[0381] 图12：STXBP1  mRNA表达分析。数据表示为针对两种参考基因标准化的相对表达并

且针对所有组的平均表达按比例调整(平均值±SD)。对AAV处理后5周龄小鼠的左海马回和

左额叶皮质的组织进行分析。显示媒介物和四个AAV9转导组(对照病毒、hSyn、MECP2、

MECP2‑内含子)的数据。

[0382] 图13：通过蛋白质印迹的蛋白质分析。(A)显示皮质中不同表达盒的HA‑标签表达

的蛋白质印迹(n＝5‑7/组)。GAPDH用作上样对照。(B)HA‑标签条带强度的定量，相对于

GAPDH上样对照标准化各样品。结果显示为平均值±SD。

[0383] 如图11中所示，在DNA提取物中检测到每二倍体小鼠基因组的大量的载体DNA拷

贝，并且证明在海马回和皮质中不同病毒载体中的有效AAV9转导(N＝5‑7只小鼠)。对于全

部三个表达盒，均观察到人类STXBP1转基因表达(mRNA)，并且与hSyn和MECP2相比，观察到

MECP2‑内含子表达盒的强得多的表达(图12)。针对所有三个所研究的表达盒，对经HA标记

的STXBP1蛋白的蛋白质印迹分析证实在前额叶皮质中的体内特异性转基因产物表达(图

13A和B)。所有数据一起允许在病毒载体中对启动子强度进行整体排序。MECP2‑内含子显示

最高HA‑标签STXBP1表达，接着为hSyn和MECP2。此数据符合小鼠原代皮质神经元中的体外

数据，其中观察到相似的相对排序。

[0384] 实施例8：小鼠脑中AAV‑9介导的转导之后STXBP1的体内分布

[0385] 通过免疫组织化学(IHC)研究PND1注射AAV9载体后小鼠脑中STXBP1表达的分布。

从与实施例7中所描述相同的动物收集小鼠脑组织。

[0386] 用恒冷箱切片机(cryostat‑microtome)产生固定的冷冻切片(12μm厚；矢状切片)

并且储存在‑80℃下。所有后续孵育步骤均在室温下进行。冷冻切片在PBS1X中冲洗10分钟，

并且接着与以下一抗一起孵育：GFP(1:2 ,000；#1020 ,Aves)、HA(血球凝集素标签；1:5 ,

000；#3724,Cell  Signaling)、NeuN(1:2,000；ab177487,Abcam)、GFAP(1:2,000；#173006,

Synaptic  Systems)、小白蛋白(1:500；PV235,Swant)，单独或组合用于双重免疫荧光，在含

有0.3％  Triton  X‑100的PBS中稀释，在潮湿室中过夜。孵育之后，将切片用PBS洗涤3次，接

着与适当的Alexa缀合的二抗(抗小鼠、兔、鸡，缀合至Alexa  488或647)孵育1小时。然后，其

用DAPI(300nM稀释液)进行复染以标记细胞核，并且用PBS洗涤3次。最终将切片用Prolong 

Gold抗荧光淬灭封固介质(Life  Technologies)进行封固，并且施加盖玻片。使用具有20x

物镜(Zeiss)的AxioScan  Z1幻灯片扫瞄器获得染色切片的数位影像并且使用Zen  3软件

(Zeiss)进行分析。
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[0387] 为研究经转导的细胞在从神经元启动子表达转基因的脑中的分布，在PND1幼鼠

icv注射AAV9/hSyn_eGFP。在病毒施用之后1个月处死动物并且解剖脑并且针对免疫组织化

学进行加工以标记GFP。

[0388] 图14：使用来自AAV9‑hSyn‑NLS‑eGFP‑NLS病毒的GFP报告物测定的感染细胞在小

鼠脑中的分布。(A)接受AAV9‑hSyn1‑NLS‑GFP‑NLS  icv、1个月后处死并且进行免疫染色以

标记GFP的小鼠脑的矢状切片。从整个脑的前部至背部观察到表达GFP的细胞的分布。展现

GFP+细胞的一些主要脑区域用矩形突出显示。(B‑G)：显示来自A的GFP+细胞的脑区域的高

度放大(箭头指向GFP+细胞)。

[0389] 图15：表达来自AAV9‑hSyn‑NLS‑eGFP‑NLS病毒的GFP报告物的细胞的表征。进行双

重免疫荧光标记以检测(A‑F)GFP和神经元标记物NeuN、(G‑L)GFP和星形细胞标记物GFAP。

在所有脑区域中观察到对(A‑C)GFP和(D‑F)NeuN呈阳性的细胞(箭头指向经双重标记的细

胞)，表明神经元被转导并且表达报告基因。相反，在GFAP阳性细胞(J‑L)中未检测到GFP(G‑

I)信号，表明星形细胞不表达报告基因。

[0390] 图16：在AAV9施用后小鼠脑中来自不同启动子的HA‑STXBP1融合蛋白的分布。通过

针对HA的免疫组织化学研究小鼠脑中从不同启动子过表达的经HA标记的STXBP1的分布。作

为阴性对照条件，在接受(A)仅PBS或(B)AAV9‑hSyn‑GFP病毒icv的动物中未观察到HA信号。

(C)作为抗体选择性的阴性对照(NC)，在接受AAV9‑MECP2‑内含子‑HA‑STXBP1病毒但在免疫

组织化学程序期间省略一抗HA抗体的动物中未观察到HA信号。(D‑F)在注射从不同启动子

表达HA‑STXBP1的不同病毒的所有动物的脑中观察到HA信号。3种启动子引起整个脑中HA分

布的共同模式，其中大脑皮质、海马回、纹状体、嗅球、黑质和前脑中的纤维束中观察到主要

表达。表16中报告了启动子之间的HA分布的明显差异。

[0391] 图17：在AAV9施用后海马回中来自不同启动子的HA‑STXBP1融合蛋白的分布。进行

双重免疫荧光标记以检测(A‑C)HA和(D‑F)神经元标记物NeuN，这用于鉴别海马回的不同部

分。所有3种启动子引起整个海马回中的HA表达，主要在神经元突出物(Mol、LMol、Or、MF)中

并且偶尔在细胞体中。(F)MECP2‑内含子启动子相比于其他2种启动子(D、E)产生更好的覆

盖度和更高的HA信号强度。LMol：海马回腔隙分子层；MF：苔状纤维；Mol：齿状回分子层；Or：

起层。

[0392] 图18：从不同启动子表达HA‑STXBP1的细胞的表征。进行双重免疫荧光标记以检测

(A‑C)HA和(D‑F)神经元标记物NeuN。对HA呈阳性并且偶尔在脑不同区域中观察到的细胞体

还对NeuN呈阳性，证实所有3个启动子均驱动神经元中的转基因表达。箭头指向双重标记的

细胞。

[0393] 总体而言，在整个脑中，从嗅球至小脑和脑干，观察到GFP+细胞(图14A‑G)。在纹状

体(图14D)、大脑皮质(图14B)、海马回(图14C)和嗅球中显著观察到大量感染细胞。双重免

疫标记证实，GFP仅由神经元表达，如GFP与神经元标记物NeuN之间的共定位(图15A‑F)和

GFP与星形细胞标记物GFAP的共定位的不存在所证明的(图15G‑L)。

[0394] 通过针对HA进行免疫组织化学，分析从3种不同神经元启动子(hSyn、MECP2或

MECP2‑内含子)过表达的经HA标记的STXBP1的组织分布(图16)。3种启动子引起整个脑中HA

表达的共同模式(图16D‑F)；观察到HA染色的主要区域为大脑皮质、海马回、纹状体、嗅球、

黑质和前脑中的纤维束。仅在注射包括MECP2‑内含子启动子的AAV的动物中在小脑中检测
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到HA信号(图16F)；MECP2‑内含子启动子提供与2种其他启动子相比在整个脑中最佳的HA信

号覆盖度和信号强度(图16D‑F)。来自3种启动子的HA的脑分布的概述提供于表16中。对研

发治疗癫痫症的治疗方法的目标具有重要意义，在海马回和皮质中观察到HA表达，这是涉

及癫痫形成和癫痫发作产生的关键区域。所有启动子引起整个海马回中的HA表达(图17)，

其主要在神经元突出物(海马回的苔状纤维、齿状回分子层、腔隙分子层和起层)中。使用

MECP2‑内含子启动子观察到最高HA信号强度；hSyn启动子产生中间表达水平，而MECP2启动

子提供最弱信号强度(图17A‑C)。在细胞水平，主要在神经纤维网中观察到HA表达并且偶尔

在与神经元标记物NeuN(图18D‑F)共定位的细胞体(图18A‑C)中观察到HA表达，表明所有3

种启动子均驱动神经元中的表达。

[0395] 表16：小鼠脑中不同启动子的HA‑STXBP1转基因产物的分布的概述

[0396]   hSyn MECP2 MECP2‑内含子

皮质 x x x

海马回 x x x

嗅球 x x x

纹状体 x x x

丘脑 x x x

纤维束(前脑) x x x

下丘脑 x   x

中脑 x   x

黑质 x x x

小脑核     x

髓质     x

[0397] (x)经证实的组织表达

[0398] 实施例9：WT和杂合STXBP1(HET)小鼠脑中的STXBP1变体表达的表征

[0399] 为评估STXBP1蛋白变体在正常和疾病条件下的表达，产生再现人类STXBP1单倍剂

量不足(haploinsufficiency)介导的癫痫症并且已由Kovacevic等人(2018)描述的转基因

小鼠模型。经由University  of  Amsterdam的许可获得此小鼠模型。用在Stxbp1基因的外显

子2的任一侧上具有loxP位点的Stxbp1  flox化(Stxbp1fl/fl)小鼠产生杂合模型。使

Stxbp1fl/fl与EIIa‑Cre(Jax:003724)杂交以使生殖系中的Stxbp1外显子2缺失，产生

Stxbp1fl/‑无效突变小鼠。使flox化等位基因与C57BL/6J进行远亲杂交，产生Stxbp1+/‑KO 

HET小鼠品系。在一个等位基因中外显子2的缺失导致过早终止密码子并且导致截短的和非

功能性STXBP1蛋白的表达。所有体内实验均根据比利时法律按照动物实验伦理委员会发布

的指南进行。所述实验根据欧洲委员会委员指令(2010/63/EU)进行。尽一切努力使动物痛

苦降至最低。

[0400] 为评估内源性STXBP1变体表达，在产后5‑7周处死杂合KO(STXBP1+/‑)和野生型

(WT)同窝小鼠(STXBP1+/+)雄性小鼠，并且收集脑组织，解剖并且通过生物化学读出进行分

析。RNA从尾侧皮质(右半球)提取，而蛋白质从匹配右额叶(内侧)皮质提取用于蛋白质印迹

(WB)分析，并且从额叶皮质的外侧半部提取用于液相层析质谱分析(LC‑MS)分析。

[0401] RNA分析
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[0402] 对于RNA提取，将样品转移至含有RLT  Plus裂解缓冲液的Precellys管(具有10μl/
mlβ‑巯基乙醇)(Precellys裂解试剂盒CK14‑2ml(VWR ,432‑3751))中。对RNA进行DNA酶处

理。使用Mag‑Bind总RNA  96试剂盒(Omega,M6731)在KingFisher  Flex(ThermoFisher)上进

行RNA提取。用Nanodrop测量RNA浓度，并且500ng  RNA使用试剂盒高容量cDNA  RT试剂盒+

RNA酶抑制剂(目录号4374966，ThermoFisher)进行反转录。随后，所得cDNA通过qPCR使用市

售和定制引物和探针、小鼠STXBP1以及小鼠和人类STXBP1‑长以及小鼠和人类STXBP1‑短亚

型以及两种参考基因一式三份进行分析。通过计算2‑ΔCt值获得mRNA表达水平，其中各基因

的表达相对于两种参考基因的平均值标准化。

[0403] 蛋白质印迹分析

[0404] 对于蛋白质提取，使用Precellys  24仪器(Bertin  Technologies)和冷却系统在

RIPA缓冲液(Sigma  R0278)中裂解组织，所述缓冲液包括2x蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合物

(Cell  Signaling  Technology#5872)。将样品静置在冰上30分钟，离心并且收集上清液作

为最终蛋白质提取物。使用BCA蛋白质测定(Thermo  ScientificTM)确定蛋白质浓度，并且将

10μg蛋白质与Laemmli缓冲液和β‑巯基乙醇混合并且在90℃下孵育10分钟，随后进行SDS‑

Page。将凝胶转移至硝化纤维素膜中并且接着进行标准蛋白质印迹程序。首先，膜在封闭溶

液(Ref:927‑50000；Li‑Cor)中在室温下孵育1小时。以下一抗在4℃下孵育过夜：山羊多克

隆抗STXBP1(1:1000，Ref:PAB6504，Abnova)、兔多克隆抗STXBP1(1:1000，Ref:116002，

SySy)、兔多克隆抗STXBP1(1:1000，Ref:HPA008209，Sigma)、小鼠单克隆抗突触融合蛋白‑

1A(1:2500，Ref:110111，SySy)、小鼠单克隆抗β‑肌动蛋白(1:10000，A2228，Sigma)和兔单

克隆抗β‑肌动蛋白(1:10000，8457P，Cell  Signaling  Technology)。在室温下孵育二抗1小

时，并且使用的是以下抗体： 680RD驴抗小鼠IgG二抗(1:20000；Ref:926‑68072，

Li‑Cor)、 800CW驴抗兔IgG二抗(1:20000；Ref:926‑32213，Li‑Cor)和

800CW驴抗山羊IgG二抗(1:20000；Ref:926‑32214，Li‑Cor)。

[0405] LC‑MS分析

[0406] 对于LC‑MS分析，使用Precellys组织均质器(Bertin‑Instruments)使组织样品在

5％  SDS/50mM  TEAB/1x蛋白酶抑制剂中均质化。之后，通过BCA(Pierce，A53227)测定蛋白

质浓度，将100μg的各样品还原并且烷基化。在96孔板S‑Trap上按照制造商说明书(Protifi 

Llc,Huntington,NY)并且使用胰蛋白酶/Lys‑C(Promega，V5072)进行样品洗涤和消化。将

消化的样品从板洗脱并且在真空下干燥，之后重悬用于LC‑MS分析。重悬缓冲液在含0.1％

甲酸的水中含有50fmol/μl的重标记的AQUA肽(Thermo ,Paisley ,UK)。对于总裂解产物样

品，STXBP1肽使用连接至Waters  Xevo  TQ‑XS的具有IonKey来源的Waters  Acquity  UPLC 

M‑Class来测量。肽捕集在Waters  nanoEase  M/Z  Sym100  C18管柱(5μm，300μm×25mm)上并

且在Waters肽BEH  C18  iKey(150μm×100mm， 1.7μm)上分开。用移动相A(0.1％甲酸/

100％  H2O)和移动相B(0.1％甲酸/100％乙腈)以3微升/分钟的流速施加17分钟梯度。所用

梯度为：1.0％  B  0至1分钟，1.0‑25％  B  1至3分钟，25‑40％  B  3至6分钟，40‑99％  B  6至9

分钟，99‑1％  B  12至13分钟。管柱温度设定为50℃。使用预先安排的多反应监测(MRM)法，

源参数如下：毛细管电压‑3 .8kV，源温度‑150℃，锥气体‑150L/hr，喷雾器气体‑5 .3巴

(bar)。NanoFlow气体‑0 .3巴。对于所有分析，所监测的肽为：DNALLAQLIQDK(SEQ  ID  NO：
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43)、YETSGIGEAR(SEQ  ID  NO：44)、ISEQTYQLSR(SEQ  ID  NO：45)、WEVLIGSTHILTPTK(SEQ  ID 

NO：46)(长亚型特异性)和WEVLIGSTHILTPQK(SEQ  ID  NO：47)(短亚型特异性)。监测每种肽

的三个转变(transition)。数据分析在Skyline(MacLean等人,2010)中进行。各分析包括8

点标准曲线和QC样品(低、中、高，n＝2)。这些由空白、汇集的加标由大肠杆菌中重组表达制

备的经纯化的经HA标记的STXBP1蛋白的小鼠肝组织匀浆组成。还包括由汇集的小鼠脑膜匀

浆(空白和加标额外STXBP1)组成的内源性QC样品。针对此标准曲线对总蛋白质和短亚型进

行定量。亚型特异性肽相对于其相应内标进行相对定量。

[0407] 图19：通过qPCR分析小鼠脑中的STXBP1变体mRNA水平。来自WT(野生型)同窝小鼠

和HET(杂合)小鼠的尾侧皮质(右半球)的脑组织样品的mRNA分析(n＝11‑13/组)。(A)：对总

内源性STXBP1的mRNA表达分析(识别所有STXBP1转录物的常见探针)。(B)和(C)：使用两种

特异性识别长亚型(B)或短蛋白质亚型(C)的不同探针对STXBP1变体进行mRNA表达分析。通

过计算2‑ΔCt值，数据显示为mRNA表达水平，其中表达相对于两种参考基因的平均值标准化。

结果显示为平均值±SD。

[0408] 图20：通过蛋白质印迹分析小鼠脑中的STXBP1蛋白水平。已分析来自WT(野生型)

同窝小鼠和HET(杂合)小鼠的右额叶(内侧)皮质的组织样品(n＝11‑13/组)。(A)：代表总

STXBP1蛋白表达的蛋白质印迹。(B)：(A)中各自蛋白质印迹的定量数据。B‑肌动蛋白用作上

样对照，用于标准化。“WT”组用作按比例调整组。结果显示为平均值±SD。

[0409] 图21：通过LC‑MS分析小鼠脑中的STXBP1变体蛋白水平。已分析来自WT(野生型)同

窝小鼠和HET(杂合)小鼠的额叶皮质侧半部的组织样品(n＝11‑13/组)。(A)：总STXBP1肽对

比STXBP1长亚型对比STXBP1短亚型的定量。结果显示为平均值±SD。(B)：代表STXBP1短和

长亚型的蛋白质印迹。(C)：(B)中各自蛋白质印迹的组合定量数据。B‑肌动蛋白用作上样对

照。数据显示为各STXBP1亚型的条带强度与各自B‑肌动蛋白条带之间的比。结果显示为平

均值±SD。

[0410] 图22：通过蛋白质印迹分析小鼠脑中的突触融合蛋白‑1A(STX1A)蛋白水平。对小

鼠脑组织样品中的STX1A蛋白表达进行定量(n＝11‑13/组)。B‑肌动蛋白用作上样对照，用

于标准化。“WT”组用作按比例调整组。结果显示为平均值±SD。

[0411] WT和杂合(+/‑)KO小鼠(图中称为HET)中RNA转录物分析结果显示于图19(A‑C)中。

HET小鼠中总STXBP1的内源性小鼠mRNA转录物水平减少(图19(A))。还观察到与WT同窝小鼠

小鼠相比，HET小鼠中STXBP1的短亚型和长亚型减少(37‑43％)(图19(B、C))。对总STXBP1的

蛋白质印迹分析证实，与WT动物相比，HET小鼠中蛋白质减少60‑70％(图20)。

[0412] LC‑MS对STXBP1蛋白质亚型的定量(图21)指示，WT和HET动物的小鼠脑中，与长亚

型的总水平相比，短STXBP1变体最丰富(图21(A))。HET动物中STXBP1肽的定量指示，与WT同

窝小鼠小鼠相比，STXBP1的总、短和长变体减少约60％。蛋白质印迹数据还证实，与WT动物

相比，HET动物中STXBP1短和长亚型的总体减少相同(图21，B图和C图)。

[0413] 已报告STXBP1充当突触融合蛋白‑1A蛋白(STX1A)的伴侣蛋白，确保突触囊泡的迁

移、对接和释放(Dulubova  I.等人2007,Saitsu  H.等人2008)。如图22中所示，STXBP1的单

倍剂量不足导致HET小鼠中的STX1A蛋白水平与WT同窝小鼠小鼠相比减少50％至60％。

[0414] 总而言之，数据首次提供小鼠脑中STXBP1亚型表达水平的充分表征并且验证再现

人类STXBP1单倍剂量不足的转基因小鼠模型中内源性STXBP1变体mRNA和蛋白水平减少。
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[0415] 实施例10：单倍剂量不足小鼠模型中STXBP1变体的AAV介导的过表达

[0416] 病毒载体如实施例7中所描述的通过两侧脑室内(ICV)注射至产后1日龄的新生儿

小鼠(PND1)的脑中来施用。先前已描述用于ICV新生儿注射的方法(Bertrand‑Mathon等人,

2015；Kim等人,2014；Hamodi等人,2020)。对所注射动物进行持续7周的监测并且STXBP1的

表达和分布通过脑组织上的生物化学读出进行分析。实验包括以下组：

[0417] ●杂合KO(STXBP1+/‑)(称为HET)

[0418] ●野生型同窝小鼠(STXBP1+/+)雄性小鼠(称为WT)

[0419] ●用表17中描述的两种病毒载体中的一种两侧注射HET小鼠

[0420] 表17：AAV9病毒载体特性

[0421]

[0422] WT和HET小鼠的一个额外组注射媒介物‑PBS用作对照。体内实验条件的概述显示

于表18中。

[0423] 在注射后7周，收集脑组织，解剖并且提交用于生物化学分析。DNA/RNA从尾侧皮质

(右半球)提取，而蛋白质从匹配右额叶(内侧)皮质提取。DNA和RNA均用与实施例7中所述相

同的裂解缓冲液组合物提取。针对DNA进行蛋白酶K和RNA酶处理。使用Mag‑BindTM  HDQ血液

DNA和组织96试剂盒(Omega ,M6399)提取DNA。使用QubitTM  Flex荧光计(ThermoFisher)与

QubitTM  dsDNA  BR分析试剂盒(ThermoFisher，Q32853)来测量DNA浓度，并且针对所有样品

调整相同总DNA量，使用40ng用于使用对SV40  20多聚A信号(存在于所有AAV表达盒中)具有

特异性的引物/探针进行qPCR。使用 试剂盒(tataabiocenter，A106P25)对

小鼠基因组的量进行分析。 序列对以每单倍体正常基因组恰好一个拷贝

存在的gDNA的非转录基因座具有特异性。对于SV40p和 两者，使用标准曲

线方法确定绝对拷贝数。

[0424] RNA提取步骤和转化成cDNA描述于实施例7中。所得cDNA通过qPCR使用市售和定制

引物和探针，例如SV40多聚A、人类STXBP1、小鼠STXBP1、小鼠STX1A、小鼠和人类STXBP1‑长

亚型和小鼠和人类STXBP1‑短亚型以及两种参考基因一式三份进行分析。通过计算2‑ΔCt值

获得mRNA表达水平，其中各基因的表达相对于两种参考基因的平均值标准化。如实施例7中

所述进行蛋白质提取和蛋白质印迹分析。

[0425] 图23：通过qPCR分析小鼠脑中的AAV转导效率(注射后7周)。(A)通过qPCR对注射媒

介物‑PBS的WT小鼠(WT)、注射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET)、注射STXBP1长变体的HET小鼠
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(HET‑AAV9(L))和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9(S))中的病毒基因组拷贝进行绝

对定量。从尾侧皮质(右半球)收集样品并且使用相对于二倍体小鼠基因组的绝对数目标准

化的SV40pA定量。结果显示为平均值±SD。每组，分析n＝14‑15只动物，并且应用非参数单

向ANOVA(Kruskal‑Wallis检验)，接着应用Dunn事后分析多重比较检验。经转导的组之间未

观察到显著差异。(B)SV40多聚A和(C)人类特异性STXBP1的mRNA表达分析。通过计算2‑ΔCt

值，数据显示为mRNA表达水平，其中表达相对于两种参考基因的平均值标准化。结果显示为

平均值±SD。每组，分析n＝14‑15只动物，并且应用非参数单向ANOVA(Kruskal‑Wallis检

验)，接着应用Dunn事后分析多重比较检验。经转导的组之间未观察到显著差异。

[0426] 图24：通过qPCR分析小鼠脑中AAV处理后的STXBP1变体表达(注射后7周)。使用特

异性测量短变体(A)或长变体(B)的总(小鼠和人类)水平的探针进行STXBP1变体mRNA表达

的分析。通过计算2‑ΔCt值，数据显示为mRNA表达水平，其中表达相对于两种参考基因的平均

值标准化。结果显示为平均值±SD。每组，分析n＝14‑16只动物。

[0427] 图25：通过蛋白质印迹分析小鼠脑中AAV处理后的STXBP1变体表达(注射后7周)。

通过蛋白质印迹对注射媒介物‑PBS的WT小鼠(WT)、注射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET)、注射

STXBP1长变体的HET小鼠(HET‑AAV9(L))和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9(S))中

来自右额叶(内侧)皮质的样品进行蛋白质分析。

[0428] (A)总STXBP1(长变体和短变体)蛋白表达的蛋白质印迹数据的定量。

[0429] (B)对长STXBP1变体蛋白表达的蛋白质印迹数据的定量。

[0430] (C)对短STXBP1变体蛋白表达的蛋白质印迹数据的定量。

[0431] (D)对突触融合蛋白‑1A蛋白表达的蛋白质印迹数据的定量

[0432] B‑肌动蛋白用作上样对照，用于各STXBP1和STX1A条带强度的标准化。媒介物WT组

(WT)用作按比例调整组。结果显示为平均值±SD。使用非参数单向ANOVA(Kruskal‑Wallis

检验)，随后进行Dunn事后分析多重比较检验来分析数据 (＊＜p .0 .05；＊＊p＜

0.01；＊＊＊p＜0.001；＊＊＊＊p＜0.0001)。

[0433] 图26：通过免疫组织化学分析小鼠脑中AAV处理后经HA标记的STXBP1表达的脑分

布(注射后7周)。对注射经HA标记的STXBP1长变体的HET小鼠的矢状切片进行HA标签染色并

且与经媒介物(PBS)处理的小鼠进行比较。显示AAV处理组(动物6023)和经媒介物处理的组

(动物6009)的代表性脑切片的实例。在动物6023(经AAV处理)中的主要脑区域中观察到强

HA染色，而在经PBS处理的组(动物6009)中未观察到HA染色。

[0434] 如图23(A)中所示，在来自AAV处理组的小鼠脑中检测到每二倍体小鼠基因组大量

的病毒基因组拷贝，证明编码STXBP1的长变体和短变体的两种表达盒下有效的病毒转导。

仅在经病毒载体转导的组中检测到人类STXBP1转基因(图23(B))和SV40pA表达(mRNA)(图

23(C))，显示与注射的病毒DNA量相似的表达趋势。

[0435] HET动物的AAV9转导引起短和长STXBP1变体的稳定和选择性过表达，不影响内源

性小鼠变体的表达水平(图24)。

[0436] 蛋白质印迹分析证实与注射媒介物‑PBS的HET小鼠相比，两个AAV处理组中的总

STXBP1水平的显著过表达，如图25(A)中所示。使用特异性识别STXBP1长亚型的抗体的蛋白

质印迹定量仅在利用STXBP1‑长表达盒的AAV处理组中用显示长变体的显著和特异性过表

达(图25(B))。类似地，使用针对STXBP1短亚型的特异性抗体，仅观察到相较于注射HET‑PBS
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的动物，经STXBP1‑短表达盒转导的组的显著和特异性蛋白质过表达(图25(C))。此外，如图

25(D)中所示，利用短或长变体的AAV处理部分地拯救突触融合蛋白‑1A(STX1A)蛋白水平，

与注射媒介物‑PBS的HET小鼠相比显著增加。AAV处理组中STX1A水平的增加进一步证实人

类STXBP1转基因产物表达的功能影响。

[0437] 总体而言，用短或长变体处理的HET动物显示人类STXBP1转基因产物的有效过表

达并且在此小鼠模型中类似地拯救STXBP1单倍剂量不足。

[0438] 通过免疫组织化学(IHC)研究PND1注射AAV9载体后小鼠大脑中STXBP1转基因产物

表达的分布，使用注射编码与STXBP1长变体的经HA标记的融合物的病毒表达盒的另外的动

物组(如实施例7中所述)。用恒冷箱切片机产生固定的冷冻切片(12μm厚；矢状切片)并且储

存在‑80℃下。染色程序和检测方法如实施例8中所描述。

[0439] 如图26中所示，在7周之后经由整个脑中(动物6023)、矢状切片(主要在纹状体、海

马回、大脑皮质、下丘脑、苍白球和隔膜中)HA‑标签标记检测AAV介导的转基因STXBP1蛋白

表达。仅接受PBS的HET动物(动物6009)中，在这些脑区域中未观察到主要HA信号。IHC数据

证实，Mecp2_内含子_STXBP1(长)表达盒的AAV介导的转导引起STXBP1蛋白的广泛脑表达。

[0440] 实施例11：在STXBP1杂合疾病模型中拯救癫痫发作表型的AAV基因疗法

[0441] 为评估AAV载体在正常和疾病条件下的功效，产生再现人类STXBP1单倍剂量不足

介导的癫痫症并且已由Kovacevic等人(2018)描述的转基因小鼠模型。经由University  of 

Amsterdam的许可获得此小鼠模型。用在Stxbp1基因的外显子2的任一侧上具有loxP位点的

Stxbp1  flox化(Stxbp1fl/fl)小鼠产生杂合模型。使Stxbp1fl/fl与EIIa‑Cre(Jax:

003724)杂交以使生殖系中的Stxbp1外显子2缺失，产生Stxbp1fl/‑无效突变小鼠。使flox

化等位基因与C57BL/6J进行远亲杂交，产生Stxbp1+/‑KO  HET小鼠品系。在一个等位基因中

外显子2的缺失导致过早终止密码子并且导致截短的和非功能性STXBP1蛋白的表达。所有

体内实验均根据比利时法律按照动物实验伦理委员会发布的指南进行。所述实验根据欧洲

委员会委员指令(2010/63/EU)进行。尽一切努力使动物痛苦降至最低。

[0442] 在产后第1天杂合(HET)KO和野生型同窝小鼠(WT)雄性小鼠在侧脑室中两侧注射

编码长或短STXBP1变体(参见表17)的两种病毒载体之一。实验条件概述于表18中。来自各

基因型的小鼠的一个额外组注射媒介物‑PBS用作对照。在注射后3周的过程内一周一次监

测临床体征并且在注射后第3周至第7周每日监测临床体征，以便评估小鼠的整体健康状

况。跨组的有限死亡率与方法程序相关并且观察到攻击行为，但其并不与治疗或基因型相

关。

[0443] 表18：体内实验条件的概述
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[0444]

[0445] ＊表17中描述

[0446] 注射后六周，进行为期1周的体内无线EEG(脑电图)视频遥测记录以评估癫痫发作

的发生。在注射后5周以手术方式向STXBP1+/‑小鼠植入皮下遥测发射器和皮质EEG电极。手

术在无菌(sterile/aseptic)条件下进行。将麻醉小鼠(氧诱导中的异氟醚：2l/min时为

5％，1.5l/min时维持在2.5‑1.5％)放置在带有加热垫的立体定向框架中，对于记录电极，

在前额叶皮质的颅骨表面(在前囟上)钻孔，并且对于参考电极，在小脑的颅骨表面(在顶枕

点后面)钻孔。其后，将Open  Source  Instruments(OSI)A3028S2  ECoG发射器皮下植入背部

上，其中所附接的电线经皮下延伸直至颅，其中记录和参考电极经由约0.5mm各孔定位至脑

实质中。各电极用螺钉(Plastics  One)固定在适当位置。整个组装用氰基丙烯酸酯和牙科

用黏固剂保持在适当位置，形成小圆形头盖，并且背部用尼龙可吸收缝合材料封闭。术后用

药和疼痛管理包括术前剂量后24小时进行第二次卡洛芬剂量(10mg/kg)。手术后，小鼠在温

暖的室内恢复2‑3小时。对于体内无线EEG视频遥测记录，将小鼠分组圈养(2‑3只小鼠/笼)。

将小鼠笼置于Faraday围栏(Faraday  enclosure)中以有助于记录。每天一次对植入小鼠进

行健康监测，持续2周。每天对小鼠进行称重，持续4天，其后每周一次称重。所有记录均在特

意设计的具有温度和湿度控制的记录房间中进行，以减少环境干扰并且改良传输信号的接

收。信号从植入的发射器无限电发射至放置在Faraday围栏内的天线。来自一个记录通道的

EEG信号在256Hz下数位化(带通滤波器：0.3‑80Hz)。棘波放电(SWD)为失神癫痫发作的典型

特征，其用内部自动癫痫发作检测软件进行分析。SWD检测算法是基于事件持续时间分析

(＞2s)、频带频率分析(5‑9Hz)和特定基本谐波频率的识别。由算法检测的各SWD由至少一

名经验丰富的观察者以盲法进行确认。因而，在此时间段内对不同表达盒载体和媒介物组

进行EEG分析。归因于在载体处理组中的EEG信号中技术假像的出现，从分析排除总共4只动

物：(AAV9‑MECP2+内含子‑hSTXBP1(长变体)(17只中的2只)和AAV9‑MECP2+内含子‑hSTXBP1

(短变体)(18只中的2只)。

[0447] 图27：在注射后(6‑7周)(A、B)和24周(C、D)通过EEG分析STXBP1  HET小鼠脑中AAV

处理后的棘波放电(SWD)。(A)注射媒介物‑PBS的WT小鼠(WT，n＝10)、注射媒介物‑PBS的HET

小鼠(HET，n＝19)、注射STXBP1长变体的HET小鼠(HET‑AAV9(L)，n＝15)和注射STXBP1短变
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体的HET小鼠(HET‑AAV9(S)，n＝16)中的SWD平均数目。在连续7日注射24小时的时期之后6‑

7周分析SWD。(B)对“无癫痫发作”的动物数目(在记录期间未检测到任何SWD)和“有癫痫发

作”的动物(在记录期间检测到SWD)的分析。(C)注射媒介物‑PBS的WT小鼠(WT，n＝5)、注射

媒介物‑PBS的HET小鼠(HET，n＝12)、注射STXBP1长变体的HET小鼠(HET‑AAV9(L)，n＝9)和

注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9(S)，n＝11)中的SWD平均数目。在注射后24周在连

续7日24小时的时期中分析SWD。(D)在注射后24周对“无癫痫发作”的动物数目(在记录期间

未检测到任何SWD)和“有癫痫发作”的动物(在记录期间检测到SWD)的分析。通过非参数单

向ANOVA(Kruskal‑Wallis检验)，接着Dunn事后分析多重比较检验分析组之间的差异

(＊＊＊＊p＜0.0001)，(＊＊＊p＜0.001)，并且对于无癫痫发作分析，使用卡方偶发检验。

[0448] 如图27(A)中所示，相较于媒介物组，在用长变体(HET‑AAV9(L))和短变体(HET‑

AAV9(S))处理的HET小鼠中，连续7日每天记录24小时的SWD平均数目显著减少70％和65％。

用长变体处理的HET小鼠显示26％的无癫痫发作动物(图27(B)，相比于短变体差异显著)。

在记录期间(1周24/7)详细EEG分析在经处理动物中未检测到痉挛性癫痫发作的发生。

[0449] 通过非参数单向ANOVA，接着事后分析多重比较检验分析组之间的SWD频率差异

(＊＊＊＊p＜0.0001)，并且对于无癫痫发作分析，使用卡方偶发检验。

[0450] 此外，对来自注射不同组的动物的脑组织和器官组织进行生物化学和组织病理学

分析。对于转基因表达评估，遵循与实施例7中所描述相同的方法，注射后7周处死小鼠。收

集尾侧皮质并且进行DNA/RNA提取，并且使用与实施例7中所描述相同的方法，将匹配半内

侧额叶皮质用于蛋白质提取。

[0451] 在分开的一组动物中进行纵向6个月研究以使用相同实验设计，测量SXTBP1基因

疗法治疗的作用的持久性。注射后二十四周，进行为期1周的体内无线EEG(脑电图)视频遥

测记录以评估癫痫发作的发生。如图27(C)中所示，相较于媒介物组，在用长变体(HET‑AAV9

(L))和短变体(HET‑AAV9(S))处理的HET小鼠中，连续7日每天记录24小时的SWD平均数目分

别显著减少95％和92％。用长或短变体处理的HET小鼠分别显示78％和64％的无癫痫发作

动物(图27(D))。在记录期间(1周24/7)详细EEG分析在经处理动物中未检测到痉挛性癫痫

发作的发生。

[0452] 实施例12：在STXBP1杂合疾病模型中拯救行为表型的AAV基因疗法

[0453] 为评估AAV介导的基因疗法对杂合STXBP1  KO(HET)雄性小鼠和其性别和年龄匹配

的野生型(WT)同窝小鼠中的不同行为疾病表型的功效，将在Mecp2_内含子启动子控制下编

码人类STXBP1的长或短变体的病毒载体(参见表17)两侧注射至侧脑室中。这些动物组与实

施例11中所使用的动物组分开。

[0454] 经处理的动物在4周至22周龄经受一连串行为测试。来自各基因型的小鼠的一个

额外组注射媒介物‑PBS用作对照。所有行为实验均根据比利时法律按照动物实验伦理委员

会发布的指南进行。所述实验根据欧洲委员会委员指令(2010/63/EU)进行。尽一切努力使

动物痛苦降至最低。

[0455] 图28：对STXBP1  HET小鼠中AAV处理后的体重的分析(注射后1‑22周)。(A)注射媒

介物‑PBS的WT(n＝17)和HET小鼠(n＝16)中随年龄而变化的平均体重。通过双向重复量度

ANOVA，接着未校正的费舍尔LSD事后分析多重比较检验分析组之间的差异 (＊＜

p.0.05；＊＊p＜0.01；＊＊＊p＜0.001；＊＊＊＊p＜0.0001)。(B)注射媒介物‑PBS的WT小
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鼠(WT，n＝17)和注射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET，n＝16)、注射STXBP1长变体的HET小鼠

(HET‑AAV9(L)，n＝10)和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9(S)，n＝13)中22周龄时测

量的平均体重。通过参数单向ANOVA，接着未校正的费舍尔LSD事后分析多重比较检验分析

组之间的差异(＊＊p＜0.01；＊＊＊＊p＜0.0001；ns，不显著)。条形图为平均值±SEM。

[0456] 图29：对STXBP1  HET小鼠中AAV处理后的后肢抱拢的分析(注射后4‑22周)。(A)注

射媒介物‑PBS的WT小鼠(WT，n＝17)和注射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET，n＝16)、注射STXBP1

长变体的HET小鼠(HET‑AAV9(L)，n＝10)和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9(S)，n＝

13)中随年龄而变的平均后肢抱拢分数。(B)注射媒介物‑PBS(n＝17)的WT小鼠和注射媒介

物‑PBS(n＝16)、AAV9/MECP2‑int‑STXBP1‑L(n＝10)和AAV9/MECP2‑int‑STXBP1‑S(n＝13)

的HET小鼠中在22周龄时记录的平均后肢抱拢分数。通过非参数单向ANOVA(Kruskal‑

Wallis检验)，接着未校正的Dunn事后分析多重比较检验分析组之间的差异 (＊＜

p.0.05；＊＊p＜0.01；＊＊＊＊p＜0.0001；ns，不显著)。条形图为平均值±SEM。

[0457] 图30：AAV处理后(注射后8周)，丝线悬挂测试中STXBP1  HET小鼠的分析。注射媒介

物‑PBS的WT小鼠(WT，n＝17)和注射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET，n＝16)、注射STXBP1长变体

的HET小鼠(HET‑AAV9(L)，n＝10)和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9(S)，n＝13)中8

周龄时在四肢丝线悬挂测试中测量的掉落潜伏期。通过参数单向ANOVA，接着未校正的费舍

尔LSD事后分析多重比较检验分析组之间的差异(＊＊＊＊p＜0.0001；ns，不显著)。条形图

为平均值±SEM。

[0458] 图31：在恐惧条件测试中对AAV处理后(注射后10周)的STXBP1HET小鼠的分析。(A)

注射媒介物‑PBS的WT小鼠(WT，n＝17)和注射媒介物‑PBS的HET小鼠(HET，n＝16)、注射

STXBP1长变体的HET小鼠(HET‑AAV9(L)，n＝10)和注射STXBP1短变体的HET小鼠(HET‑AAV9

(S)，n＝13)中10周龄时在恐惧条件训练期之后24小时进行的情境恐惧记忆测试期间的平

均冻结行为。通过参数单向ANOVA，接着未校正的费舍尔LSD事后分析多重比较检验分析组

之间的差异(＊＜p.0.05；＊＊＊＊p＜0.0001)。(B)在情境恐惧记忆测试之后1小时，在与

(A)中相同的动物中进行的线索恐惧记忆测试期间的平均冻结行为。通过参数单向ANOVA，

接着未校正的费舍尔LSD事后分析多重比较检验分析组之间的差异(＊p＜0.05；＊＊＊p＜

0.001；＊＊＊＊p＜0.0001)。条形图为平均值±SEM。

[0459] 体重

[0460] 在注射后1至22周每周追踪动物体重。如图28(A)中所指示，注射媒介物‑PBS的HET

小鼠显示与其注射媒介物‑PBS的WT同窝小鼠小鼠相比，1至22周龄体重显示出一致且显著

的降低。此重量不足可通过用STXBP1长变体(HET‑AAV9(L))的AAV处理来拯救，显示22周时

与HET媒介物‑PBS组的差异显著(图28(B))。STXBP1短变体组显示22周龄时体重增加的趋

势。

[0461] 后肢抱拢

[0462] 4至10周龄一周一次记录后肢抱拢(Guyenet等人,2010)，并且10至22周龄每3周记

录一次。通过小鼠的尾巴悬挂小鼠并且观察后肢位置10秒。如果后肢一致向外张开，远离腹

部，则向其分配分数0。如果超过50％悬挂时间一个后肢朝向腹部收缩，则其接受分数1。如

果超过50％悬挂时间两个后肢朝向腹部部分收缩，则其接受分数2。如果超过50％悬挂时间

其后肢完全收缩并且触碰腹部，则其接受分数3。观察各小鼠三次并且平均分数值用于统得
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分析。

[0463] 图29(A)显示四个动物组中第4周至第22周后肢抱拢分数的进展。在5周龄时，与对

照WT同窝小鼠小鼠(WT‑veh)相比，经媒介物处理的HET小鼠(HET‑veh)开始显示后肢抱拢，

在7周龄时稳定，这表明STXBP1单倍剂量不足模型中的肌张力障碍的发展。与HET媒介物组

相比，在5至22周的时期中HET小鼠中用长或短STXBP1变体进行的AAV处理减弱后肢抱拢的

进展。22周龄时，在用STXBP1长变体处理的HET小鼠中记录的后肢抱拢程度类似于WT对照组

(无显著差异，ns)，这表明拯救肌张力障碍表型(图29(B))。22周龄时，STXBP1短变体显著减

少HET小鼠中的后肢抱拢严重程度分数，但未恢复肌张力障碍表型至WT程度(图29(B))。

[0464] 丝线悬挂测试

[0465] AAV处理之后八周，小鼠进行四肢丝线悬挂测试(Klein等人,2012)以评估肌肉强

度。将小鼠放置在丝网上，接着将其倒置并且轻缓地摇晃，使得小鼠抓紧丝线。记录掉落潜

伏期，截止时间为90秒。如图30中所示，8周龄时，与用媒介物‑PBS处理的其WT同窝小鼠小鼠

相比，注射媒介物‑PBS的HET小鼠显示掉落潜伏期显著增加。在用编码长人类STXBP1变体或

短人类STXBP1变体的AAV处理的HET小鼠中消除掉落潜伏期的增加，表明完全拯救单倍剂量

不足模型中的表型(图30)。

[0466] 恐惧条件测试

[0467] 在AVV处理之后十周，使用Pavlovian恐惧条件范例(Curzon等人,2009)评估联想

学习和记忆，其中小鼠学习将特定环境(即，背景)和声音(即，线索)与足部电击相关联。恐

惧记忆通过小鼠冻结体现，然后随后将其暴露于此特定背景或线索，无电击。恐惧条件测试

在具有用于递送电击的栅格地板的腔室中进行(Ugo  Basile)。腔室上方的摄影机用于监测

小鼠。在6分钟训练期期间，将小鼠放置在腔室中(114‑116勒克司光强度，一个灰色墙壁，栅

格地板可见)度过2分钟适应期以评估基线冻结，并且接着打开声音(78‑80dB，4kHz)30秒，

紧跟着轻度足部电击(2s，0.5mA)。在第一次之后以1分钟之间隔时间再重复相同的声音‑足

部电击关联两次。在训练期之后，小鼠返回至其饲养笼。24小时后，测试小鼠的情境恐惧记

忆。为此，将小鼠放置在同一训练腔室中，并且在无任何声音或足部电击刺激下监测其冻结

行为5分钟。随后小鼠返回至其饲养笼。一小时后，在腔室已改变成3个格纹壁，金属栅格不

可见，白色地板和14‑16勒克司光强度以建立用于线索恐惧记忆测试的新背景之后，将小鼠

转移至所述腔室。在腔室中度过2分钟适应期以测量基线冻结之后，在训练期中使用的相同

声音打开四次，历时30秒，无足部电击，同时在7.5分钟试验时间期间监测冻结行为。使用基

于视频的自动化系统，使用Ethovision软件(Noldus)测定冻结时间。

[0468] 图31显示四个动物组的情境测试结果(图31(A))和线索测试结果(图31(B))。用媒

介物‑PBS处理的STXBP1  HET小鼠与其WT同窝小鼠小鼠相比，展现背景和线索诱发的冻结行

为的极度减少，这表明STXBP1单倍剂量不足模型中的联想学习和记忆不足(图31(A、B))。用

长和短STXBP1变体进行的AAV处理引起情境和线索测试中的冻结行为增加(图31(A、B))。长

变体处理的作用与HET媒介物处理组显著不同，这表明背景和线索诱发的冻结行为的拯救。

与HET媒介物处理动物(图31(B))相比，短STXBP1变体处理在线索测试中引起显著增加，并

且在情境测试中显示冻结增加的趋势(图31(A))。总体而言，用STXBP1变体进行的AAV处理

有可能拯救在STXBP1单倍剂量不足小鼠模型中观察到的联想学习和记忆缺陷。

[0469] 表19：STXBP1单倍剂量不足小鼠模型中行为疾病症状的概述。
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[0470] 将HET  STXBP1小鼠中的观察结果与WT同窝小鼠小鼠比较并且归类为减少(↓)或增

加(↑)。包括STXBP1长或短变体过表达的AAV处理的作用标记为“恢复”(相对于HET媒介物处

理小鼠统计学上显著的变化)或“趋势”(观察到但非统计学上显著的变化)。

[0471]
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