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1.一种重组腺相关病毒(rAAV)包装细胞系和/或生产细胞系，与相应未修饰的亲本细

胞相比，其包含具有KCNN2的表达降低的细胞，或者具有KCNN2的表达降低和RGMA、ATP5EP2、

LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、SPANXN3、PGA5、MYRIP或NALCN‑AS1的表达降低的细胞。

2.根据权利要求1所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中使用核酸酶、双链RNA

(dsRNA)、小干扰RNA(siRNA)、小发夹RNA(shRNA)、微RNA(miRNA)或反义RNA寡核苷酸(ASO)

使所述表达降低。

3.根据权利要求1所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中采用包含选自序列

SEQ  ID  NO:1‑11中任一个的核苷酸序列的siRNA使所述表达降低。

4.根据权利要求3所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中采用在有义链中包含

SEQ  ID  NO:7的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO:38的核苷酸序列的siRNA使KCNN2

的表达降低。

5.根据权利要求3所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中RGMA的表达降低，并

且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO:9的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO:40

的核苷酸序列。

6.根据权利要求3所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中ATP5EP2的表达降低，

并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO:1的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO:

32的核苷酸序列。

7.根据权利要求3所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中LINC00319的表达降

低，并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO:2的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID 

NO:33的核苷酸序列。

8.根据权利要求3所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中CYP3A7的表达降低，

并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO:3的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO:

34的核苷酸序列。

9.根据权利要求3所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中NOG的表达降低，并且

所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO:4的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO:35的

核苷酸序列。

10.根据权利要求3所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中SPANXN3的表达降

低，并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO:5的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID 

NO:36的核苷酸序列。

11.根据权利要求3所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中MYRIP的表达降低，

并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO:6的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO:

37的核苷酸序列。

12.根据权利要求3所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中NALCN‑AS1的表达降

低，并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO:8的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID 

NO:39的核苷酸序列。

13.根据权利要求3所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中PGA5的表达降低，并

且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO:10的序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO:41的序

列。

14.根据权利要求3所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中ABCA10的表达降低，
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并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO:11的序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO:42的序

列。

15.根据权利要求2所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述核酸酶选自由

锌指核酸酶(ZFN)、大范围核酸酶、转录激活物样效应物核酸酶(TALEN)和成簇规律间隔短

回文重复序列(CRISPR)相关蛋白组成的组。

16.根据权利要求1所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中用CRISPR基因组编

辑使所述表达降低。

17.根据权利要求16所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述CRISPR基因组

编辑使用指导RNA(gRNA)对，其中每个gRNA：

(a)包含选自SEQ  ID  NO:12‑15的核苷酸序列的序列，和/或

(b)靶向选自SEQ  ID  NO:16‑31的任一核苷酸序列的靶DNA序列。

18.根据权利要求17所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述gRNA对用于靶

向KCNN2并且包含含有SEQ  ID  NO:12的序列的第一gRNA分子和含有SEQ  ID  NO:13的序列的

第二gRNA分子。

19.根据权利要求17所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述gRNA对用于靶

向KCNN2并且包含含有SEQ  ID  NO:14的序列的第一gRNA分子和含有SEQ  ID  NO:15的序列的

第二gRNA分子。

20.根据权利要求18或19所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中每个gRNA分子

是2'O‑甲基类似物，其在其5'和3'端的任一者或两者上的末端三个核苷酸中包含3'硫代磷

酸酯核苷酸间键。

21.根据权利要求1所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中与相应未修饰的亲

本细胞相比，所述基因表达消除。

22.根据权利要求1所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述细胞系是人细

胞系。

23.根据权利要求22所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述人细胞系是

HeLa细胞系或人胚肾(HEK)293细胞系。

24.根据权利要求23所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述细胞系是rAAV

包装细胞系。

25.根据权利要求23所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述细胞系是rAAV生产

细胞系。

26.一种产生rAAV生产细胞系的方法，所述方法包括将rAAV载体递送至根据权利要求

24所述的rAAV包装细胞系的细胞。

27.一种产生rAAV的方法，所述方法包括用辅助病毒感染由根据权利要求26所述的方

法产生的rAAV生产细胞系的细胞。

28.一种产生rAAV的方法，所述方法包括用辅助病毒感染根据权利要求25所述的rAAV

生产细胞系的细胞。

29.根据权利要求27所述的方法，其中所述rAAV从所述rAAV生产细胞系收获。

30.根据权利要求28所述的方法，其中所述rAAV从所述rAAV生产细胞系收获。

31.根据权利要求27至30中任一项所述的方法，其中与相应未修饰的亲本细胞系相比，
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rAAV的产生得到增强。

32.一种重组腺相关病毒(rAAV)包装细胞系和/或生产细胞系，与相应未修饰的亲本细

胞相比，其包含经工程化以具有KCNN2的表达降低的细胞，或者具有KCNN2的表达降低和

RGMA、ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、SPANXN3、PGA5、MYRIP或NALCN‑AS1的表达

降低的细胞。

33.根据权利要求32所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中KCNN2、RGMA、

ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、SPANXN3、PGA5、MYRIP或NALCN‑AS1的表达被无限

期或永久性地降低。

34.根据权利要求33所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其包含经工程化以在

KCNN2、RGMA、ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、SPANXN3、PGA5、MYRIP或NALCN‑AS1

中的至少一种中包含基因破坏的细胞。

35.根据权利要求33所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其包含经工程化以在选

自KCNN2、RGMA、ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、SPANXN3、PGA5、MYRIP和NALCN‑

AS1中的至少两种基因中包含基因破坏的细胞。

36.根据权利要求33所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其包含经工程化以在

KCNN2、RGMA、ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、SPANXN3、PGA5、MYRIP或NALCN‑AS1

中的至少一种中包含部分或完全基因缺失的细胞。

37.根据权利要求33所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其包含经工程化以在选

自KCNN2、RGMA、ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、SPANXN3、PGA5、MYRIP和NALCN‑

AS1中的至少两种基因中包含部分或完全基因缺失的细胞。

38.根据权利要求34‑37中任一项所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中用成

簇规律间隔短回文重复序列(CRISPR)基因组编辑使所述表达降低。

39.根据权利要求38所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述CRISPR基因组

编辑使用指导RNA(gRNA)对，其中每个gRNA：

(a)包含选自SEQ  ID  NO:12‑15的核苷酸序列的序列，和/或

(b)靶向选自SEQ  ID  NO:16‑31的任一核苷酸序列的靶DNA序列。

40.根据权利要求39所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述gRNA对用于靶

向KCNN2并且包含含有SEQ  ID  NO:12的序列的第一gRNA分子和含有SEQ  ID  NO:13的序列的

第二gRNA分子,或者其中所述gRNA对用于靶向KCNN2并且包含含有SEQ  ID  NO:14的序列的

第一gRNA分子和含有SEQ  ID  NO:15的序列的第二gRNA分子。

41.根据权利要求40所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中每个gRNA分子是2'

O‑甲基类似物，其在其5'和3'端的任一者或两者上的末端三个核苷酸中包含3'硫代磷酸酯

核苷酸间键。

42.一种重组腺相关病毒(rAAV)包装细胞系和/或生产细胞系，与相应未修饰的亲本细

胞系相比，所述细胞系包含表现出由KCNN2表达的多肽或多核糖核苷酸的表达降低的细胞，

或者表现出由KCNN2表达的多肽或多核糖核苷酸的表达降低的细胞和RGMA、ATP5EP2、

LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、SPANXN3、PGA5、MYRIP或NALCN‑AS1表达的多肽或多核糖核

苷酸的表达降低的细胞。

43.根据权利要求32‑42中任一项所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述
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细胞系是人细胞系。

44.根据权利要求43所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述人细胞系是

HeLa细胞系或人胚肾(HEK)293细胞系。
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工程化的生产细胞系及其制备和使用方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2019年4月12日提交的美国临时专利申请号62/833,548；于2019年4

月26日提交的美国临时专利申请号62/839,207；以及于2020年2月21日提交的美国临时专

利申请号62/979,483的权益和优先权，出于所有目的，其公开内容通过引用以其全文并入

本文。

[0003] 序列表

[0004] 本申请包含序列表，该序列表已以ASCII格式电子提交，并通过引用以其全文特此

并入。所述ASCII副本创建于2020年4月9日，名为ULP‑005WO_SL.txt，大小为113kb字节。

技术领域

[0005] 本申请总体上涉及工程化的生产细胞系和/或包装细胞系以及产生用于增加重组

腺相关病毒(rAAV)滴度的工程化的生产细胞系和/或包装细胞系的方法。

背景技术

[0006] 基于rAAV的载体是用于人基因治疗的最有希望的载体之一。rAAV载体被考虑用于

广泛多种基因治疗应用。具体地讲，rAAV载体可将治疗性基因递送至分裂和非分裂细胞，并

且这些基因可持续较长时间而不整合到靶细胞的基因组中。尽管用于产生rAAV的系统在过

去二十年中已经发展，但仍有几个问题有待解决。rAAV生产系统的一个限制是rAAV颗粒的

低滴度产量。基于rAAV的基因产物在临床前阶段的药物开发需要大量rAAV载体用于在较大

物种中的研究，以实现有助于预测人类剂量的完全毒理学和生物分布研究。此外，因为目前

的rAAV生产系统导致低滴度产量，所以制造用于人体试验和商业应用的足够水平的rAAV是

有挑战性的。研究人员已经探索了许多方法来产生足够高滴度的rAAV颗粒，但是仍然非常

需要解决这个问题。特别地，需要能够以高滴度产率产生高质量rAAV的有效细胞系。通过本

文所述的工程化细胞系产生高滴度rAAV加速了这种载体系统用于体内基因治疗用途的应

用。

发明内容

[0007] 本公开通过提供包含其中一种或多种基因和/或蛋白已被修饰的细胞的rAAV包装

细胞系和/或生产细胞系解决了获得用于基因治疗应用的改善的rAAV滴度的需要。本文还

描述了鉴定与rAAV的产生相关的一种或多种基因和/或蛋白的方法，以及产生工程化的

rAAV包装细胞系和/或生产细胞系的方法。

[0008] 本文描述了产生rAAV包装细胞系和/或生产细胞系的组合物和方法，所述rAAV包

装细胞系和/或生产细胞系包含与对照亲本细胞相比可产生更高滴度的rAAV的细胞。更具

体地，本文提供了rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其包含其中一种或多种基因和/或蛋

白的表达被调节，导致与对照亲本细胞相比更高的rAAV滴度的细胞。在一个方面，本公开提

供了rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其包含与对照亲本细胞相比一种或多种基因和/或
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蛋白的表达降低的细胞。例如，与对照亲本细胞相比，ATP5EP2(ATP合酶F1亚基ε假基因2)、

LINC00319(长基因间非蛋白编码RNA319)、CYP3A7(细胞色素P450家族3亚家族A成员7)、

ABCA10(ATP结合盒亚家族A成员10)、NOG(Noggin)、RGMA(排斥性引导分子BMP共受体A)、

SPANXN3(SPANX家族成员N3)、PGA5(胃蛋白酶原A5)、MYRIP(肌球蛋白VIIA和Rab相互作用蛋

白)、KCNN2(钾钙激活通道亚家族N成员2)和/或NALCN‑AS1(NALCN反义RNA1)的表达降低。

[0009] 在一些实施方案中，本公开提供了包含其中与对照亲本细胞相比，KCNN2、

LINC00319、RGMA和SPANXN3的表达降低的细胞的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系。

[0010] 在某些实施方案中，本公开提供了rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其包含经工

程化以与相应未修饰的亲本细胞相比降低由ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、

RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1表达的基因产物的表达和/或活性的细

胞。在某些实施方案中，本公开提供了rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其与相应的亲本

细胞系相比，表现出由ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、

MYRIP、KCNN2和NALCN‑AS1中的至少一种表达的多肽或多核糖核苷酸的表达和/或活性降

低。

[0011] 在一个方面，本公开提供了rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中使用核酸酶、

双链RNA(dsRNA)、小干扰RNA(siRNA)、小发夹RNA(shRNA)、微RNA(miRNA)或反义RNA寡核苷

酸(ASO)降低一种或多种基因的表达。

[0012] 在某些实施方案中，用包含选自序列SEQ  ID  NO：1‑11中任一个的核苷酸序列的

siRNA降低一种或多种基因的表达。例如，在一些实施方案中，ATP5EP2的表达降低，并且

siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：1的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：32的核苷

酸序列。在一些实施方案中，LINC00319的表达降低，并且siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：

2的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：33的核苷酸序列。在一些实施方案中，CYP3A7

的表达降低，并且siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：3的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ 

ID  NO：34的核苷酸序列。在一些实施方案中，NOG的表达降低，并且siRNA在有义链中包含

SEQ  ID  NO：4的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：35的核苷酸序列。在一些实施方

案中，SPANXN3的表达降低，并且siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：5的核苷酸序列和在反义

链中包含SEQ  ID  NO：36的核苷酸序列。在一些实施方案中，MYRIP的表达降低，并且siRNA在

有义链中包含SEQ  ID  NO：6的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：37的核苷酸序列。

在一些实施方案中，KCNN2的表达降低，并且siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：7的核苷酸序

列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：38的核苷酸序列。在一些实施方案中，NALCN‑AS1的表达降

低，并且siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：8的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：39

的核苷酸序列。在一些实施方案中，RGMA的表达降低，并且siRNA在有义链中包含SEQ  ID 

NO：9的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：40的核苷酸序列。在一些实施方案中，

PGA5的表达降低，并且siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：10的序列和在反义链中包含SEQ 

ID  NO：41的序列。在一些实施方案中，ABCA10的表达降低，并且siRNA在有义链中包含SEQ 

ID  NO：11的序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：42的序列。

[0013] 在某些实施方案中，用于降低一种或多种基因表达的核酸酶选自由锌指核酸酶

(ZFN)、大范围核酸酶、转录激活物样效应物核酸酶(TALEN)或成簇规律间隔短回文重复序

列(CRISPR)相关蛋白组成的组。
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[0014] 在某些实施方案中，使用CRISPR基因组编辑降低一种或多种基因的表达。在一些

实施方案中，指导RNA对用于靶向基因以减少和/或消除该基因的表达。在某些实施方案中，

使用指导RNA对降低一种或多种基因的表达，其中每个指导RNA：(a)包含选自SEQ  ID  NO：

12‑15的核苷酸序列的序列，和/或(b)靶向选自SEQ  ID  NO：16‑31的任一核苷酸序列的靶

DNA序列。例如，在一些实施方案中，gRNA对用于靶向KCNN2并且包含含有SEQ  ID  NO：12的序

列的第一gRNA分子和含有SEQ  ID  NO：13的序列的第二gRNA分子。在一些实施方案中，gRNA

对用于靶向KCNN2并且包含含有SEQ  ID  NO：14的序列的第一gRNA分子和含有SEQ  ID  NO：15

的序列的第二gRNA分子。在一些实施方案中，每个gRNA分子是2′O‑甲基类似物，其在其5′和

3′末端的任一者或两者上的末端三个核苷酸中包含3′硫代磷酸酯核苷酸间键。

[0015] 在某些实施方案中，一对指导RNA用于降低一种基因的表达。在某些其他实施方案

中，使用多对指导RNA来降低一种或多种基因的表达。在某些实施方案中，与对照亲本细胞

系相比，rAAV包装细胞系和/或生产细胞系中一种或多种基因的基因表达和/或一种或多种

基因和/或蛋白的活性降低和/或消除。在某些实施方案中，与对照亲本细胞相比，rAAV包装

和/或生产细胞中的基因表达和/或活性消除。

[0016] 在本文所述的一些实施方案中，rAAV包装细胞系和/或生产细胞系是真核细胞系。

在某些实施方案中，rAAV包装细胞系和/或生产细胞系是人细胞系。在某些实施方案中，

rAAV包装细胞系和/或生产细胞系是昆虫细胞系。在某些实施方案中，rAAV包装细胞系和/

或生产细胞系是HeLa细胞系。在某些其他实施方案中，rAAV包装细胞系和/或生产细胞系是

人胚肾(HEK)293细胞系。

[0017] 在本文所述的一些实施方案中，本公开的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系产生

比对照亲本细胞系更高的rAAV滴度。在某些实施方案中，与从包含对照亲本细胞的细胞系

产生的rAAV的滴度相比，由本公开的rAAV生产细胞系的细胞产生的rAAV的滴度增加约1.5

至约7倍。本文还描述了工程化细胞系的裂解物。在某些实施方案中，从裂解物中收获较高

滴度的rAAV。本文还描述了来自工程化细胞系的细胞培养物上清液。在某些实施方案中，从

细胞培养物上清液中收获较高滴度的rAAV。

[0018] 本文还描述了产生生产细胞系的方法，其中所述方法包括将rAAV载体递送至包装

细胞系的细胞，其中与对照亲本细胞相比，ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、

SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1的表达降低。在某些实施方案中，本公开提供

了产生生产细胞系的方法，其中所述方法包括将rAAV载体递送至包装细胞系的细胞，其中

与对照亲本细胞相比，KCNN2、LINC00319、RGMA和SPANXN3的表达降低。

[0019] 本文还描述了通过用辅助病毒感染由包装细胞系产生的生产细胞系的细胞来产

生rAAV的方法，其中与对照亲本细胞相比，包装细胞系中ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、

ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1的表达降低。在某些实施方

案中，与对照亲本细胞相比，包装细胞系中KCNN2、LINC00319、RGMA和SPANXN3的表达降低。

[0020] 在一个方面，本公开提供了通过用辅助病毒感染生产细胞系的细胞来产生rAAV的

方法，其中与对照亲本细胞相比，生产细胞系中ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、

RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1的表达降低。在某些实施方案中，本公开

提供了通过用辅助病毒感染生产细胞系的细胞来产生rAAV的方法，其中与对照亲本细胞相

比，生产细胞系中KCNN2、LINC00319、RGMA和SPANXN3的表达降低。
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[0021] 本文还描述了从生产细胞系收获rAAV的方法，其中与对照亲本细胞系相比，

ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑

AS1的表达降低。还描述了从生产细胞系收获rAAV的方法，其中与对照亲本细胞系相比，

KCNN2、LINC00319、RGMA和SPANXN3的表达降低。在某些实施方案中，与对照亲本细胞系相

比，从本公开的生产细胞系的rAAV产生得到增强。

[0022] 本文还描述了鉴定与rAAV产生相关的一种或多种基因的方法，其中所述方法包括

i.)添加一种或多种增加细胞系中rAAV滴度的补充剂；ii.)在经补充和未经补充的细胞系

中测量跨转录组的全局基因表达；iii.)获得在经补充和未经补充的细胞系之间差异表达

的基因列表；以及iv.)鉴定与rAAV的产生相关的一种或多种基因。在一些实施方案中，一种

或多种鉴定的基因负责减少rAAV的产生。

[0023] 本文还描述了产生rAAV包装细胞系和/或生产细胞系以促进rAAV的产生增加的方

法。在一些实施方案中，通过调节从在经补充和未经补充的rAAV生产细胞系之间差异表达

的基因列表中鉴定的一种或多种基因和/或蛋白质的表达来增加rAAV产生。在某些实施方

案中，通过调节从在经补充和未经补充的rAAV生产细胞系之间差异表达的基因列表中鉴定

的一种或多种基因和/或蛋白质的表达来增加rAAV滴度。在一些实施方案中，与未调节的细

胞系的rAAV滴度相比，一种或多种基因和/或蛋白的调节增加rAAV滴度至少1.5倍。在某些

实施方案中，调节表达是降低一种或多种基因的表达。在某些实施方案中，调节表达包括降

低一种或多种蛋白质的表达。在某些实施方案中，调节表达是消除一种或多种基因的表达。

在某些实施方案中，调节表达包括消除一种或多种蛋白质的表达。

[0024] 在一些实施方案中，rAAV包装细胞系和/或生产细胞系是真核细胞系。在某些实施

方案中，细胞系是人细胞系。在某些实施方案中，细胞系是昆虫细胞系。在某些实施方案中，

细胞系是HeLa细胞系。在某些实施方案中，细胞系是人胚肾(HEK)293细胞系。

[0025] 本文还描述了重组腺相关病毒(rAAV)包装细胞系和/或生产细胞系，其包含经工

程化以与相应未修饰的亲本细胞相比降低由ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、

RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1表达的基因产物的表达和/或活性的细

胞。

[0026] 在一些实施方案中，由ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、

PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1表达的基因产物的表达和/或活性被无限期或永久性地

降低。

[0027] 在一些实施方案中，细胞系已被工程化以在ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、

NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1中的至少一种中包含基因破坏或部

分或完全基因缺失。

[0028] 在一些实施方案中，细胞系已被工程化以在ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、

NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1中的至少一种中包含基因破坏。

[0029] 在一些实施方案中，细胞系已被工程化以在选自ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、

ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1的至少两种基因中包含基

因破坏。

[0030] 在一些实施方案中，细胞系已被工程化以在ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、

NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1中的至少一种中包含部分或完全基
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因缺失。

[0031] 在一些实施方案中，细胞系已被工程化以在选自ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、

ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1的至少两种基因中包含部

分或完全基因缺失。

[0032] 还提供了包装细胞系和/或生产细胞系，其中与相应的亲本细胞系相比，所述细胞

系表现出由ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和

NALCN‑AS1中的至少一种表达的多肽或多核糖核苷酸的表达和/或活性降低。

[0033] 从以下具体实施方式和权利要求中，本公开的其他特征和优点将是显而易见的。

[0034] 除非有相反的说明，否则本文引用的所有出版物、参考文献、专利和/或专利申请

均出于所有目的通过引用整体并入本文。

附图说明

[0035] 参考以下附图可以更全面地理解本公开。

[0036] 图1是产生本文所述的rAAV包装细胞和生产细胞的方法的示意图。

[0037] 图2A‑2D显示从HPRT1  siRNA敲除实验的优化和开发产生的实验数据。图2A‑2B显

示了在24孔中进行的HPRT1  siRNA敲低实验产生的敲低百分比(图2A)和蛋白质表达(图2B)

数据。图2C‑2D显示了在6孔中进行的HPRT1  siRNA敲低实验产生的敲低百分比(图2C)和蛋

白质表达(图2D)数据。

[0038] 图3A‑3B显示从PGA5(图3A)和SPANXN3(图3B)的RNA‑Seq数据的生物信息学分析获

得的基因表达的对数倍数变化值，表示为在未经补充的细胞培养基中培养的细胞相对于未

感染的细胞(未用辅助病毒感染的细胞)的基因表达的对数倍数变化，和在经补充的细胞培

养基中培养的细胞相对于在未经补充的细胞培养基中培养的细胞的基因表达的对数倍数

变化。图3C‑3D显示相对于未感染的细胞，在未经补充和经补充的细胞培养基中培养的细胞

中PGA5(图3C)和SPANXN3(图3D)的表达的RT‑qPCR倍数变化值。

[0039] 图4A‑4B显示了相对于未感染细胞(未用辅助病毒感染的细胞)，在未经补充的细

胞培养基和经补充的细胞培养基中培养的生产细胞系克隆中PGA5(图4A)和SPANXN3(图4B)

表达的倍数变化值，如RT‑qPCR确定。21C5、3C6、2B6代表HeLa生产细胞系的不同克隆。图4C‑

4D显示与在未经补充的细胞培养基中培养的克隆相比，在经补充的细胞培养基中培养的生

产细胞系克隆21C5、3C6、2B6中PGA5(图4C)和SPANXN3(图4D)表达的相对倍数增加。

[0040] 图5A‑5F显示降低不同生产细胞系中单个基因的表达对rAAV滴度的影响。这些图

显示了生产细胞系#1(图5A)、生产细胞系#2(图5B)和生产细胞系#3(图5C)以基因组拷贝

(GC)/毫升(mL)产生的rAAV基因组的滴度。图5D‑5F显示由生产细胞系#1(图5D)、生产细胞

系#2(图5E)和生产细胞系#3(图5F)产生的rAAV的滴度的倍数变化。图5A‑5B显示3个生物重

复的平均值。图5C‑5F显示4个生物重复的平均值。

[0041] 图6是示出示例性基因过滤方法的说明性流程图。

[0042] 图7A显示了前19个2H5敲除克隆的24深孔滴度。滴度报告为基因组拷贝数/mL。对

照样品是未修饰的2H5。图7B显示了与2H5对照相比滴度的倍数变化。2H5滴度设为1，其他滴

度显示为高于2H5对照的倍数增加。图7C显示了前19个7B12敲除克隆的24深孔滴度。滴度报

告为基因组拷贝数/mL。对照样品是未修饰的7B12。图7D显示了与7B12对照相比滴度的倍数
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变化。7B12滴度设为1，其他滴度显示为高于7B12对照的倍数增加。

[0043] 图8A显示了前五个2H5敲除克隆的 15滴度。滴度报告为基因组拷贝数/mL。

对照样品是未修饰的2H5。图8B显示了与2H5对照相比滴度的倍数变化。2H5滴度设为1，其他

滴度显示为高于2H5对照的倍数增加。图8C显示了前四个7B12敲除克隆的 15滴度。

滴度报告为基因组拷贝数/mL。对照样品是未修饰的7B12。图8D显示了与7B12对照相比滴度

的倍数变化。7B12滴度设为1，其他滴度显示为高于7B12对照的倍数增加。

[0044] 图9A‑9B显示了通过降低两种生产细胞系中各种基因组合的表达而产生的对rAAV

滴度的影响。该图显示与用错义siRNA处理的对照相比，rAAV滴度的倍数变化。图9A显示了

与2H5错义对照相比，滴度的倍数变化。2H5错义滴度设为1，其他滴度显示为高于2H5错义对

照的倍数增加。图9B显示了与7B12错义对照相比，滴度的倍数变化。7B12错义滴度设定为1，

其他滴度显示为高于7B12错义对照的倍数增加。

具体实施方式

[0045] 本公开描述了重组腺相关病毒(rAAV)包装细胞系和/或生产细胞系，其包含其中

一种或多种基因和/或蛋白的表达被调节的细胞。与其中一种或多种基因和/或蛋白质的表

达未被调节的细胞系相比，基因表达的调节导致增加的滴度产率。

[0046] 除非另有说明，技术术语均按惯例使用。分子生物学中常用术语的定义可以在以

下中找到：Benjamin  Lewin，Genes  V[基因V]，由Oxford  University  Press[牛津大学出版

社出版]出版，1994(ISBN  0‑19‑854287‑9)；Kendrew等人(编辑.)，The  Encyclopedia  of 

Molecular  Biology[分子生物学百科全书]，由Blackwell  Science  Ltd.[布莱克威尔科学

公司]出版，1994(ISBN  0‑632‑02182‑9)；和Robert  A.Meyers(编辑)，Molecular  Biology 

and  Biotechnology：a  Comprehensive  Desk  Reference[分子生物学和生物技术：综合案

头参考]，由VCH  Publishers[VCH出版公司]出版，1995(ISBN  1‑56081‑569‑8)。

[0047] 包括以下定义是为了理解本主题和构建所附专利权利要求。本文所用的缩写具有

其在化学和生物领域内的常规含义。

[0048] 定义

[0049] 如本文所用，“调节(modulation或modulate)”是指基因和/或蛋白质的调控、表达

或活性的改变。调节可以是增加、减少(降低)或消除一种或多种基因和/或蛋白质的表达

和/或活性。在调节多个基因和/或蛋白的情况下，基因和/或蛋白的所有表达和/或活性可

以增加，或基因和/或蛋白的所有表达和/或活性可以降低，或一种或多种基因和/或蛋白可

以增加而其他基因和/或蛋白可以降低。

[0050] 本文所用的术语“细胞”是指能够产生重组腺相关病毒(rAAV)的任一种或多种细

胞。在一些实施方案中，细胞是哺乳动物细胞，例如HeLa细胞、COS细胞、HEK293细胞、A549细

胞、BHK细胞或Vero细胞。在其他实施方案中，细胞是昆虫细胞，例如Sf9细胞、Sf‑21细胞、

Tn‑368细胞或BTI‑Tn‑5B1‑4(High‑Five)细胞。术语“细胞系”是指能够继续分裂而不经历

衰老的克隆细胞群。除非另有说明，术语“细胞”或“细胞系”应理解为包括所示细胞或细胞

系的经修饰或工程化变体。

[0051] 如本文所用，术语“工程化的细胞系”是指已通过一种或多种方式修饰以降低一种
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或多种内源表达基因和/或蛋白质(例如ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、

SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1)的表达或其他特性(例如生物活性)从而增加

rAAV产生的细胞系。

[0052] 如本文所用，术语“对照亲本细胞”是指未通过一种或多种方式修饰以降低一种或

多种内源表达基因和/或蛋白质(例如ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、

SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1)的表达或其他特性(例如生物活性)从而增加

rAAV产生的细胞。

[0053] 如本文所用，术语“对照亲本细胞系”是指能够继续分裂并且不经历衰老的对照亲

本细胞的克隆群体。

[0054] “裂解”是指细胞的分解，通常通过损害其完整性的病毒、酶或渗透机制。“裂解的

细胞”是已经经历实质裂解的细胞。如本文所用，术语“裂解物”是指含有裂解的细胞的内容

物的流体。

[0055] 如本文所用，术语“较高滴度”表示与未修饰的对照亲本细胞系和/或对照亲本细

胞产生的滴度相比增加的滴度。

[0056] 如本文所用，术语“细胞培养上清液”是指其中悬浮和/或培养细胞的细胞培养基。

[0057] 如本文所用，术语“基因”是指转录单元和与所述转录单元相邻(例如，位于上游和

下游)且可操作地连接的调控区。转录单元是一系列转录成RNA分子的核苷酸。转录单元可

以包括编码区。“编码区”是编码未加工的前体RNA(即，包括外显子和内含子的RNA分子)的

核苷酸序列，前体RNA随后被加工成mRNA。转录单元可以编码非编码RNA。非编码RNA是不翻

译成蛋白质的RNA分子。非编码RNA的实例包括微RNA。转录单元的边界通常由其5′端的起始

位点和其3′端的转录终止子决定。“调控区”是调节与其可操作连接的转录单元的表达的核

苷酸序列。调节序列的非限制性实例包括启动子、增强子、转录起始位点、翻译起始位点、翻

译终止位点、转录终止子和聚(A)信号。位于转录单元上游的调控区可称为5′UTR，位于转录

单元下游的调控区可称为3′UTR。调控区可以被转录并且是未加工的前体RNA的一部分。

[0058] 在本文的上下文中，术语“靶”或“靶基因”是指任何基因，包括编码蛋白质的基因

和编码非编码RNA(例如miRNA)的基因，其在被调节时改变病毒产生的某些方面。靶基因包

括内源基因、病毒基因和转基因。

[0059] 关于基因名称，单个基因通常用多个符号表示。在本文的上下文中，基因符号，无

论是人类的还是非人类的，都可以用大写或小写字母来表示。在这些公开的上下文中，使用

一个特定符号或采用小写或大写符号都不旨在限制基因的范围。除非另有说明，本文中鉴

定的所有基因标识号(GeneID)均来自国家生物技术信息中心(National  Center  for 

Biotechnology  Information)“Entrez  Gene”或KEGG网站。

[0060] 本文所用的术语“约”是指大约、在区域内、大致或周围。当术语“约”与数值范围结

合使用时，其通过在允许的数值范围内扩展高于和/或低于所述数值的边界来修饰该范围。

[0061] 如本公开中所使用的，无论是在过渡性短语中还是在权利要求的主体中，术语“包

含(comprise(s)和comprising)”应被解释为具有开放式含义。即，该术语应被解释为与短

语“至少具有”或“至少包括”同义。当在方法的上下文中使用时，术语“包含”是指该方法至

少包括所述的步骤，但可以包括另外的步骤。当在组合物的上下文中使用时，术语“包含”是

指组合物至少包括所述的特征或组分，但也可包括另外的特征或组分。
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[0062] 为了促进对文中描述的实施方案的理解，使用对优选实施方案和特定语言的引用

来描述它们。本文中使用的术语仅用于描述特定实施方案的目的，并且不旨在限制本公开

的范围。如整个本公开使用的，单数形式“一(a，an)”和“所述”包括复数引用，除非上下文另

外清楚地指明。除非另外指明，否则本文所用的所有百分比和比率均按重量计。

[0063] 除非另外定义，否则本文所使用的所有技术术语和科学术语具有与本披露内容所

属领域的普通技术人员通常所理解的相同的意义。虽然与本文描述的那些方法和材料类似

或等同的方法和材料可以用于本披露的实践或测试，但是以下描述合适的方法和材料。此

外材料、方法和实施例仅为说明性的并且不旨在是限制性的。所有的公开物、专利申请、专

利、以及本文提及的其他参考文献通过引用并入。

[0064] 腺相关病毒(AAV)：

[0065] AAV是一种小的、复制缺陷的、无包膜的病毒，其感染人类和一些其他灵长类物种。

AAV已知不会引起疾病并引发非常温和的免疫应答。利用AAV的基因疗法载体可以感染分裂

细胞和休眠细胞，并且能以染色体外状态持续存在而不整合到宿主细胞的基因组中。这些

特征使AAV成为一种有吸引力的基因疗法病毒载体。AAV包括许多血清学上可区分的类型，

包括血清型AAV‑1至AAV‑12，以及来自非人灵长类的超过100种血清型(参见，例如，

Srivastava，J.Cell  Biochem.[细胞生物化学杂志]，105(1)：17‑24(2008)，以及Gao等人，

J.Virol.[病毒学杂志]，78(12)，6381‑6388(2004))。AAV是非自主复制的，并且具有包含潜

伏期和感染期的生命周期。在潜伏期，细胞被AAV感染后，AAV作为前病毒位点特异性地整合

到宿主基因组中。除非细胞也被允许AAV复制的辅助病毒(例如，腺病毒(AV)或单纯疱疹病

毒)感染，否则不会发生感染阶段。

[0066] 野生型AAV基因组含有两个具有145个核苷酸的反向末端重复序列(ITR)，其含有

指导AAV复制、基因组衣壳化和整合的信号序列。除ITR外，三种AAV启动子p5、p19和p40驱动

编码rep和cap基因的两个开放阅读框的表达。与单个AAV内含子的差异剪接偶联的两个rep

启动子导致从rep基因产生四种rep蛋白(Rep  78、Rep  68、Rep  52和Rep  40)。Rep蛋白负责

基因组复制。cap基因由p40启动子表达，并编码三个衣壳蛋白(VP1、VP2和VP3)，它们是cap

基因的剪接变体。这些蛋白质形成AAV颗粒的衣壳。

[0067] 因为用于复制、衣壳化和整合的顺式作用信号包含在ITR内，所以4.3kb内部基因

组的一些或全部可以被外源DNA，例如用于感兴趣的外源蛋白质的表达盒代替。在这种情况

下，rep和cap蛋白反式提供在例如质粒上。为了产生AAV载体，允许AAV复制的细胞系必须表

达rep和cap基因、ITR侧翼表达盒和由辅助病毒提供的辅助功能，例如AV基因E1a、E1b55K、

E2a、E4orf6和VA(Weitzman等人，Adeno‑associated  virus  biology[腺相关病毒生物学]

.Adeno‑Associated  Virus：Methods  and  Protocols[腺相关病毒：方法和方案]，第1‑23

页，2011)。AAV载体的产生也可导致辅助病毒颗粒的产生，辅助病毒颗粒必须在使用AAV载

体之前除去或灭活。许多细胞类型适于产生AAV载体，包括HEK293细胞、COS细胞、HeLa细胞、

BHK细胞、Vero细胞以及昆虫细胞(参见例如美国专利号6,156,303、5,387,484、5,741,683、

5,691 ,176、5,688 ,676、8,163 ,543、美国公开号20020081721、PCT公开号WO  00/47757、

WO00/24916和WO  96/17947)。AAV载体通常在这些细胞类型中由一种含有ITR侧翼表达盒的

质粒和一种或多种提供另外AAV和辅助病毒基因的另外质粒产生。

[0068] 任何血清型的AAV可用于本发明。类似地，预期可以使用任何AV类型，并且本领域
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技术人员将能够鉴定适于产生其期望的重组AAV载体(rAAV)的AAV和AV类型。AAV和AV颗粒

可以例如通过亲和层析、碘克沙醇梯度或CsCl梯度纯化。

[0069] 野生型AAV的基因组是单链DNA，为4.7kb。AAV载体可具有大小为4.7kb或大于或小

于4.7kb的单链基因组，包括大至5.2kb或小至3.0kb的超大基因组。此外，载体基因组可以

基本上是自身互补的，使得在病毒内基因组基本上是双链的。含有所有类型基因组的AAV载

体适用于本公开的方法。

[0070] 如上所述，AAV需要用辅助病毒共感染以进入其生命周期的感染阶段。辅助病毒包

括腺病毒(AV)和单纯疱疹病毒(HSV)，并且存在使用杆状病毒在昆虫细胞中产生AAV的系

统。也已经提出乳头状瘤病毒也可以为AAV提供辅助功能(参见，例如，Hermonat等人，

Molecular  Therapy[分子疗法]9，S289‑S290(2004))。辅助病毒包括能够产生和允许AAV复

制的任何病毒。AV是一种无包膜的核DNA病毒，其双链DNA基因组为约36kb。AV能够通过提供

E1a、E1b55K、E2a、E4orf6和VA基因并允许AAV复制和衣壳化来拯救细胞中潜伏的AAV前病

毒。HSV是具有包裹在二十面体衣壳中的相对大的双链线性DNA基因组的病毒家族，所述二

十面体衣壳包裹在脂双层包膜中。HSV具有感染性和高传染性。以下HSV‑1复制蛋白被鉴定

为AAV复制所必需的：解旋酶/引发酶复合物(UL5、UL8和UL52)和由UL29基因编码的DNA结合

蛋白ICP8，以及增强辅助功能的其他蛋白。AAV包装系统具有两个目的：它避免了转染方法

的问题，并提供了基于使用一种或几种辅助功能的生产技术。

[0071] rAAV的产生

[0072] rAAV的一般原理可以在别处综述(参见，例如，Carter，1992，Current  Opinions 

in  Biotechnology[生物技术的最新观点]，3：533‑539；以及Muzyczka，1992，Curr.Topics 

in  Microbiol.and  Immunol.[微生物学和免疫学的当前主题]，158：97‑129)。一般而言，为

了允许产生rAAV，必须给细胞提供AAVITR(其可以例如侧接感兴趣的异源核苷酸序列)、AAV 

rep和cap基因功能、以及另外的辅助功能。这些可以使用任何数量的合适质粒或载体提供

给细胞。另外的辅助功能可以由例如腺病毒(AV)感染、携带所有所需AV辅助功能基因的质

粒或其他病毒如HSV或杆状病毒提供。细胞产生rAAV所必需的任何基因、基因功能或遗传物

质可瞬时存在于细胞内，或稳定插入细胞基因组中。适用于本公开方法使用的rAAV生产方

法包括以下中披露的那些：Clark等人，Human  Gene  Therapy[人基因疗法]6：1329‑1341

(1995)，Martin等人，Human  Gene  Therapy  Methods[人基因疗法方法]24：253‑269(2013)，

Thorne等人，Human  Gene  Therapy[人基因疗法]20：707‑714(2009)，Fraser  Wright，Human 

Gene  Therapy[人基因疗法]20：698‑706(2009)，和Virag等人，Human  Gene  Therapy[人基

因疗法]20：807‑817(2009)。AAV产生系统的两种主要方法是重组腺相关病毒(rAAV)包装细

胞系和腺相关病毒(rAAV)生产细胞系。

[0073] 重组腺相关病毒(rAAV)包装细胞系和/或生产细胞系

[0074] rAAV包装细胞系可通过允许本文所述AAV遗传元件的细胞表达来产生。用编码AAV 

rep和cap基因的质粒稳定转染细胞系(例如HEK293、HeLa)可产生包装细胞系。该rAAV包装

细胞系可以用两种不同的腺病毒(辅助病毒和含有AAV基因治疗元件的杂合病毒)共感染以

产生rAAV颗粒。可替代地，用含有rAAV载体的质粒稳定转染包装细胞或用rAAV载体感染它

们产生rAAV生产细胞系。用辅助病毒感染产生细胞导致rAAV的产生。图1说明包装细胞系和

生产细胞系。
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[0075] 在本公开的某些实施方案中，将包含AAV  rep和cap基因功能的rAAV包装细胞系工

程化以增加rAAV滴度。

[0076] 在一个方面，本公开提供了rAAV包装细胞系，其包含其中与对照亲本细胞相比，一

种或多种基因和/或蛋白的表达降低的细胞。例如，与对照亲本细胞相比，ATP5EP2、

LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1的表达

降低。

[0077] 在一些实施方案中，本公开提供了rAAV包装细胞系，其包含其中与对照亲本细胞

相比，KCNN2、LINC00319、RGMA和SPANXN3的表达降低的细胞。

[0078] 在其他实施方案中，本公开提供了rAAV生产细胞系，其包含其中与对照亲本细胞

相比，一种或多种基因和/或蛋白的表达降低的细胞。例如，与对照亲本细胞相比，ATP5EP2、

LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1的表达

降低。在一些实施方案中，本公开的rAAV生产细胞系已被工程化以减少KCNN2、LINC00319、

RGMA和SPANXN3的基因表达。

[0079] 在某些实施方案中，本公开的细胞系可以是粘附或悬浮形式。

[0080] 在某些实施方案中，本公开的细胞系(例如rAAV包装细胞系和/或生产细胞系)是

哺乳动物细胞系(例如HeLa、人胚肾(HEK)293、COS、A549或Vero细胞系)。在某些实施方案

中，细胞系是昆虫细胞系(例如Sf9、Sf‑21、Tn‑368、或BTI‑Tn‑5B1‑4)。

[0081] 产生rAAV生产细胞系的方法

[0082] 在一些实施方案中，本公开提供了通过将rAAV载体递送至包含其中与对照细胞相

比，ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或

NALCN‑AS1的表达降低的细胞的工程化rAAV包装细胞系来产生生产细胞系的方法。

[0083] 在某些实施方案中，本公开提供了通过将rAAV载体递送至包含其中与对照亲本细

胞相比，KCNN2、LINC00319、RGMA和SPANXN3的表达降低的细胞的工程化rAAV包装细胞系来

产生生产细胞系的方法。

[0084] 补充剂

[0085] 如本文所用，术语“补充剂”是指任何化学或生物来源的化合物或其他材料，其可

用于细胞培养的培养基中以增加rAAV滴度或测定rAAV滴度的增加。补充剂的非限制性实例

包括氨基酸、盐、金属、糖、脂质、核酸、激素、维生素、脂肪酸、蛋白质、酶、核苷、代谢物、表面

活性剂、乳化剂、无机盐和聚合物。在某些实施方案中，添加到本公开的rAAV包装细胞系和/

或生产细胞系中的一种或多种补充剂是糖皮质激素类似物。在某些实施方案中，加入rAAV

包装细胞系和/或生产细胞系的一种或多种补充剂包括地塞米松、氢化可的松、泼尼松龙、

甲泼尼龙、倍他米松、可的松、泼尼松、布地奈德和/或曲安西龙。

[0086] 在某些实施方案中，用于增加rAAV滴度的溶液中糖皮质激素类似物的浓度可以大

于或等于1μM、大于或等于0.1μM、大于或等于0.01μM、在0和1μM之间、在0和0.1μM之间、在0

和0.01μM之间、在0.01和1μM之间、或在0.01和0.1μM之间。

[0087] 如本文所用，“经补充的细胞系”是指其中已添加一种或多种补充剂(例如糖皮质

激素类似物)以增加rAAV滴度的细胞系(例如rAAV包装细胞系和/或生产细胞系)。如本文所

用，“未经补充的细胞系”是指未暴露于用于增加rAAV滴度的一种或多种补充剂的细胞系

(例如rAAV包装细胞系和/或生产细胞系)。如本文所用，术语“未经补充的”和“非经补充的”
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可互换使用，是指其中细胞系(例如rAAV包装细胞系和/或生产细胞系)不暴露于用于增加

rAAV滴度的一种或多种补充剂的培养条件。

[0088] 鉴定与rAAV产生相联的一种或多种基因的方法

[0089] 本公开部分地涉及通过比较经补充和未经补充的细胞系中的全局基因表达模式

来鉴定与rAAV产生相关的一种或多种基因的方法。

[0090] 术语“全局基因表达”是本领域熟知的(参见Wang  Z等人，Nature  Reviews 

Genetics[遗传学自然评论]，10(1)，57‑63(2009))。术语“全局基因表达”是指包含关于基

因表达的不同方面的信息的一组或多组数据。数据集任选地包括关于以下的信息：细胞或

细胞来源样品中靶转录物的存在；靶转录物的相对和绝对丰度水平；各种处理(例如添加补

充剂)调节特定基因表达的能力；以及各种处理(例如添加补充剂)将特定基因的表达改变

至不同水平的能力。

[0091] 术语“差异表达”是本领域公知的(参见Wang  Z.等人，Nature  Reviews  Genetics

[遗传学自然评论]，10(1)，57‑63(2009)、Ozsolak，F.等人Nature  Reviews  Genetics[遗传

学自然评论]，12(2)，87‑98(2011)、Han，Y.等人Bioinformatics  andBiology  Insights[生

物信息学和生物学见解]，9，29‑46(2015))。

[0092] 在某些实施方案中，本公开的细胞系(例如rAAV包装细胞系和/或生产细胞系)补

充有一种或多种增加rAAV产生的补充剂。在一些实施方案中，使用任何公知的程序从一种

或多种细胞系(经补充的和未经补充的)中提取RNA样品。例如，可以使用基于二氧化硅的分

离以自动化兼容的96孔格式从细胞中纯化总RNA，例如 纯化平台(凯杰公司

(Qiagen，Inc.)；瓦伦西亚(Valencia)，加利福尼亚州)。

[0093] 表达的RNA样品中的基因表达模式可以通过定性和定量测量中的任一种(或两种)

来评价。在一些实施方案中，相对于其他表达产物和/或相对于对照序列定量基因的表达水

平是有用的。确定相对表达的一种方便且广泛适用的方法是将一种或多种感兴趣的基因的

表达与对照基因(例如管家基因(例如HPRT1、HSP70或β‑肌动蛋白))的表达进行比较。

[0094] 为了确定观察到的表达数据，例如，响应于生物样品(例如，经补充的和未经补充

的细胞系)的一种或多种处理(例如，添加补充剂)的基因表达谱的变化是否显著，例如，不

仅仅是实验噪声或群体异质性的产物，还可以为每个生物样品中的每个遗传和表型终点构

建概率分布的估计值。估计的群体分布的构建包括对每种处理进行多个独立实验，例如，所

有实验以一式两份、一式三份、一式四份等进行。可以使用多变量统计将来自多个生物样品

(例如，经补充的和未经补充的细胞系)的表达数据分组或聚类。对数据的分析可以产生一

系列例如在经补充的和未经补充的细胞系之间响应于处理而差异表达的基因。可使用各种

基因过滤方法过滤差异表达基因的列表，以鉴定可用于增加rAAV产生的一种或多种基因。

[0095] 在一些实施方案中，本公开涉及从经补充和未经补充的细胞系之间差异表达的基

因列表中鉴定与rAAV产生相关的一种或多种基因的方法。在某些实施方案中，细胞系是真

核细胞系。在某些实施方案中，细胞系是人细胞系。在某些实施方案中，细胞系是HeLa细胞

系或HEK293细胞系。在某些实施方案中，在不同细胞系中(例如，在未经补充的HeLa和经补

充的HeLa细胞系之间、在未经补充的HEK293和经补充的HEK293细胞系之间、在未经补充的

HeLa和经补充的HEK  293细胞系之间、在未经补充的HeLa和未经补充的HEK  293细胞系之

间、在经补充的HeLa和经补充的HEK  293细胞系之间)测量全局基因表达以鉴定与rAAV产生
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相关的一种或多种基因。在某些实施方案中，可以将来自经补充的HEK  293和经补充的HeLa

的全局基因表达数据合并，并与来自未经补充的HEK293和未经补充的HeLa细胞系的合并的

全局基因表达数据进行比较，以鉴定与rAAV产生相关的一种或多种基因。

[0096] 在某些实施方案中，本公开提供了产生rAAV包装细胞系和/或生产细胞系以促进

增加rAAV产生的方法。在一些实施方案中，通过调节从在经补充和未经补充的rAAV生产细

胞系之间差异表达的基因列表中鉴定的一种或多种基因和/或蛋白质的表达来增加rAAV产

生。在某些实施方案中，通过对从经补充和未经补充rAAV生产细胞系之间差异表达的基因

列表中鉴定的一种或多种基因和/或蛋白质的表达进行调节来增加rAAV滴度。在一些实施

方案中，与由不调节相应一种或多种基因和/或一种或多种蛋白质的表达的细胞系产生的

rAAV滴度相比，rAAV滴度增加至少1.5倍(例如2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍、

20倍或30倍)。

[0097] 受调节的基齿和/或蛋白质

[0098] 在某些实施方案中，本公开提供了当在rAAV包装细胞系和/或生产细胞系中被调

节(单独或组合)时增强rAAV产生的基因列表。

[0099] ATP合酶F1亚基ε假基因2(也称为ATP5EP2)编码线粒体ATP合酶亚基ε样蛋白。

ATP5EP2是线粒体膜ATP合酶，其在跨膜质子梯度的存在下从ADP产生ATP，所述跨膜质子梯

度由呼吸链的电子传递复合物产生。人ATP5EP2序列的实例可在NCBI核苷酸数据库(核苷酸

序列)中以参考序列NM_006886.4(SEQ  ID  NO：43)或NG_053163.1(SEQ  ID  NO：44)获得。

[0100] 长基因间非蛋白编码RNA  319(也称为LINC00319)是RNA基因，并与非编码RNA类相

关。长非编码RNA(lncRNA)已显示在多种癌症的发病机理和进展中起重要的调节作用。

LINC00319序列的实例可在NCBI核苷酸数据库(核苷酸序列)中以参考序列NM_194309(SEQ 

ID  NO：45)或NR_026960.1(SEQ  ID  NO：46)获得。

[0101] 细胞色素P450家族3亚家族A成员7(也称为CYP3A7)是编码参与药物代谢和胆固

醇、类固醇和其他脂质合成的酶的细胞色素P450超家族成员的基因。该酶羟基化睾酮和脱

氢表雄酮3‑硫酸盐，其涉及妊娠期间雌三醇的形成。该基因是染色体7q21.1上相关基因的

簇的一部分。CYP3A7序列的实例可在NCBI核苷酸数据库(核苷酸序列)中以参考序列NM_

000765(SEQ  ID  NO：47)获得。

[0102] ATP结合盒亚家族A成员10(也称为ABCA10)编码属于ATP结合盒(ABC)转运蛋白超

家族成员的膜相关蛋白。ABC蛋白转运各种分子穿过胞外膜和胞内膜。ABC基因分为7个不同

的亚家族(ABC1、MDR/TAP、MRP、ALD、OABP、GCN20和White)。ABCA10是ABC1亚家族成员。ABC1

亚家族成员包括唯一在多细胞真核生物中发现的仅有主要ABC亚家族。该基因聚簇在17q24

上的其他四个ABC1家族成员中。ABCA10序列的实例可在NCBI核苷酸数据库(核苷酸序列)中

以参考序列NM_080282.3(SEQ  ID  NO：48)获得。

[0103] Noggin(也称为NOG)编码分泌性多肽，其结合并灭活转化生长因子‑β(TGF‑β)超家

族信号传导蛋白的成员，例如骨形态发生蛋白‑4(BMP4)。不受理论的束缚，据信通过比TGF‑

β超家族的成员更有效地扩散通过细胞外基质，该蛋白质可在产生形态发生梯度中具有主

要作用。NOG似乎在发育早期和后期都具有多效性作用。NOG序列的实例可在NCBI核苷酸数

据库(核苷酸序列)中以参考序列NM_005450.4(SEQ  ID  NO：49)获得。

[0104] 排斥性引导分子BMP共受体A(也称为RGMA)是编码排斥性引导分子家族成员的基
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因。编码的蛋白质是糖基磷脂酰肌醇锚定的糖蛋白，其在发育和成人中枢神经系统中起轴

突引导蛋白的作用。该蛋白还可以在一些癌症中起肿瘤抑制剂的作用。RGMA序列的实例可

在NCBI核苷酸数据库(核苷酸序列)中以参考序列NM_020211 .2(SEQ  ID  NO：50)或NM_

001166283.1(SEQ  ID  NO：51)获得。

[0105] SPANX(与X染色体上的细胞核相关的精子蛋白)家族成员N3(也称为SPANXN3)是蛋

白质编码基因。SPANXN3序列的实例可在NCBI核苷酸数据库(核苷酸序列)中以参考序列NM_

001009609(SEQ  ID  NO：52)获得。

[0106] 胃蛋白酶原‑5，组I(也称为PGA5或胃蛋白酶原A)编码消化酶胃蛋白酶的蛋白质前

体，胃蛋白酶是内肽酶的肽酶A1家族的成员。编码的前体由胃主细胞分泌并在酸性条件下

经历自催化切割以形成活性酶，其在饮食蛋白质的消化中起作用。该基因存在于染色体11

上的相关基因簇中，每个基因编码多个胃蛋白酶原中的一个。PGA5序列的实例可在NCBI核

苷酸数据库(核苷酸序列)中以参考序列NM_014224.4(SEQ  ID  NO：53)获得。

[0107] 肌球蛋白VIIA和Rab相互作用蛋白(也称为MYRIP)编码参与黑素体转运的Rab效应

蛋白，其用作黑素体结合的RAB27A与运动蛋白MYO5A和MYO7A之间的连接。该Rab效应蛋白起

蛋白激酶A锚定蛋白(AKAP)的作用，并且可以作为支架蛋白，该支架蛋白将PKA连接到胞吐

机制的组分，从而促进胞吐，包括胰岛素释放。MYRIP序列的实例可在NCBI核苷酸数据库(核

苷酸序列)中以参考序列NM_015460(SEQ  ID  NO：54)或NM_001284423.1(SEQ  ID  NO：55)获

得。

[0108] 钾钙激活通道亚家族N成员2(也称为KCNN2)基因是钾通道基因的KCNN家族成员。

所编码的蛋白质是与三个其他钙调素结合亚基形成电压非依赖性钙激活通道的整合膜蛋

白。该基因的交替剪接产生多个转录变体。KCNN2序列的实例可在NCBI核苷酸数据库(核苷

酸序列)中以参考序列NM_170775.2(SEQ  ID  NO：56)或NM_001278204.1(SEQ  ID  NO：57)获

得。

[0109] NALCN反义RNA  1(也称为NALCN‑AS1)是RNA基因，并且与非编码RNA类相关。NALCN‑

AS1序列的实例可在NCBI核苷酸数据库(核苷酸序列)中以参考序列NW_011332700.1(SEQ 

ID  NO：58)或NR_047687.1(SEQ  ID  NO：59)获得。

[0110] 在某些实施方案中，本公开提供了rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其包含其中

与对照亲本细胞相比，ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、

MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS  1的表达降低的细胞。

[0111] 在某些实施方案中，本公开提供了rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其包含其中

与对照亲本细胞相比，KCNN2、LINC00319、RGMA和SPANXN3的表达降低的细胞。

[0112] 在某些实施方案中，本公开提供了当在rAAV包装细胞系和/或生产细胞系中被单

独调节时与对照亲本细胞系相比提高rAAV产生的基因列表。在一些方面，rAAV包装细胞系

和/或生产细胞系中不同基因组合的调节增加rAAV产生。在一些方面，调节rAAV包装细胞系

和/或生产细胞系中至少1种、至少2种、至少3种、至少4种、至少5种、至少6种、至少7种、至少

8种、至少9种、至少10种或至少11种基因的表达导致与对照亲本细胞系相比增加rAAV产生。

[0113] 调节一种或多种基因和/或蛋白质的方法

[0114] 调节(例如，降低)基因(例如，ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、

SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2或NALCN‑AS1)的表达或活性可以通过不同的机制实现，包括但
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不限于改变以下的一种或多种：1)基因拷贝数，2)基因的转录或翻译，3)转录物稳定性或寿

命，4)mRNA或miRNA的拷贝数，5)非编码RNA或非编码RNA靶位点的可用性，6)蛋白质上翻译

后修饰的位置或程度，或7)蛋白质的活性。可用于调节基因表达的工具包括但不限于核酸

酶、双链RNA(dsRNA)、小干扰RNA(siRNA)、小发夹RNA(shRNA)、微RNA(miRNA)、反义RNA寡核

苷酸(ASO)、基因破坏或部分或完全基因缺失。

[0115] 核酸酶

[0116] 在某些实施方案中，使用锌指核酸酶(ZFN)实现基因调节。合成的ZFN由与例如

FokI  DNA切割结构域融合的锌指结合结构域构成。可以设计/工程化ZFN用于编辑细胞的基

因组，包括但不限于在多种生物体中敲除或敲入基因表达。大范围核酸酶、转录激活物样效

应物核酸酶(TALEN)、或成簇规律间隔短回文重复序列(CRISPR)相关蛋白(例如Cas核酸酶)

和三链体也可用于多种细胞类型的基因组工程化。所述试剂可用于靶向启动子、蛋白编码

区(外显子)、内含子、5′和3′UTR等。

[0117] 用于调节的双链RNA(dsRNA)分子

[0118] 在某些实施方案中，双链RNA(dsRNA)分子可用于调节本文所述细胞系(例如rAAV

包装细胞系和/或生产细胞系)中一种或多种基因的表达。可以设计dsRNA分子以通过相应

RNA序列的基于序列同源性的靶向来拮抗一种或多种基因。这种dsRNA可以是小干扰RNA

(siRNA)、小发夹RNA(shRNA)或微RNA(miRNA)。这种dsRNA的序列将包含编码一种或多种待

调节基因的mRNA的互补部分。该部分可与mRNA内的靶部分100％互补，但也可使用较低水平

的互补性(例如，90％或更高或95％或更高)。典型地，互补百分比在一段连续核酸残基上确

定。本公开的dsRNA分子可例如与mRNA内的靶部分具有至少80％互补性，这在至少10个、至

少20个、至少30个、至少40个、至少50个、至少60个、至少70个、至少80个、至少90个或更多个

核酸残基上测量。在一些情况下，dsRNA分子在dsRNA分子的整个长度上与mRNA的靶部分具

有至少80％互补性。

[0119] 使用RNA干扰(RNAi)途径的另一种基因靶向试剂是小发夹RNA，也称为shRNA。通过

例如表达构建体(例如质粒、慢病毒)递送至细胞的shRNA具有以组成型或调节型方式提供

基因表达的长期降低的能力，这取决于所用启动子的类型。在一个实施方案中，慢病毒颗粒

的基因组被修饰成包括一种或多种靶向一种或多种感兴趣基因的shRNA表达盒。这种慢病

毒可以感染细胞，将其病毒基因组稳定地整合到宿主基因组中，并以组成型、调节型或(在

表达多个shRNA的情况下)组成型和调节型方式表达shRNA。因此，在一些实施方案中，可以

设计shRNA以靶向单个基因或多个密切相关的基因家族成员的个体变体。个体shRNA可以调

节具有相似或冗余功能或序列基序的靶集合。本领域技术人员将认识到慢病毒构建体也可

掺入克隆的DNA或ORF表达构建体。

[0120] 在本文所述的实施方案中，包括小干扰RNA(siRNA)以及微RNA(miRNA)的基因靶向

试剂可用于调节基因功能。siRNA和miRNA可掺入宽范围的化学修饰，与感兴趣的靶转录物

的互补水平和设计(参见美国专利号8,188,060)以增强稳定性、细胞递送、特异性和功能

性。另外，此类试剂可以被设计成靶向基因的不同区域(包括mRNA的5′UTR、开放阅读框、3′

UTR)或(在一些情况下)编码感兴趣的基因的基因组DNA的启动子/增强子区域。基因调节

(例如，降低基因表达、敲除)可以通过将靶向相同mRNA转录物的不同区域的单个siRNA或

miRNA或多个siRNA或miRNA库引入(至细胞中)来实现。合成的siRNA/miRNA递送可通过许多
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方法实现，包括但不限于1)自我递送、2)脂质介导的递送、3)电穿孔、或4)基于载体/质粒的

表达系统。导入的RNA分子可称为外源核苷酸序列或多核苷酸。在一些实施方案中，siRNA可

以被设计成靶向单个基因或多个密切相关的基因家族成员的个体变体。

[0121] siRNA可用于降低一种或多种基因(例如ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、

NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1)的表达。在一些实施方案中，包含

选自SEQ  ID  NO：1至11的核苷酸序列或其变体的siRNA用于降低靶基因的表达。

[0122] 表1：用于降低基因表达的siRNA序列。

[0123]
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[0124]
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[0125]

[0126] *用于降低基因表达的siRNA序列(有义和反义)。序列中小写核苷酸代表3`突出

端。

[0127] 在一些实施方案中，用于降低ATP5EP2表达的siRNA包含SEQ  ID  NO：1的核苷酸序
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列或其变体。例如，在一些实施方案中，siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：1的核苷酸序列和

在反义链中包含SEQ  ID  NO：32的核苷酸序列。

[0128] 在一些实施方案中，用于降低LINC00319表达的siRNA包含SEQ  ID  NO：2的核苷酸

序列或其变体。例如，在一些实施方案中，siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：2的核苷酸序列

和在反义链中包含SEQ  ID  NO：33的核苷酸序列。

[0129] 在一些实施方案中，用于降低CYP3A7表达的siRNA包含SEQ  ID  NO：3的核苷酸序列

或其变体。例如，在一些实施方案中，siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：3的核苷酸序列和在

反义链中包含SEQ  ID  NO：34的核苷酸序列。

[0130] 在一些实施方案中，用于降低NOG表达的siRNA包含SEQ  ID  NO：4的核苷酸序列或

其变体。例如，在一些实施方案中，siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：4的核苷酸序列和在反

义链中包含SEQ  ID  NO：35的核苷酸序列。

[0131] 在一些实施方案中，用于降低SPANXN3表达的siRNA包含SEQ  ID  NO：5的核苷酸序

列或其变体。例如，在一些实施方案中，siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：5的核苷酸序列和

在反义链中包含SEQ  ID  NO：36的核苷酸序列。

[0132] 在一些实施方案中，用于降低MYRIP表达的siRNA包含SEQ  ID  NO：6的核苷酸序列

或其变体。例如，在一些实施方案中，siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：6的核苷酸序列和在

反义链中包含SEQ  ID  NO：37的核苷酸序列。

[0133] 在一些实施方案中，用于降低KCNN2表达的siRNA包含SEQ  ID  NO：7的核苷酸序列

或其变体。例如，在一些实施方案中，siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：7的核苷酸序列和在

反义链中包含SEQ  ID  NO：38的核苷酸序列。

[0134] 在一些实施方案中，用于降低NALCN‑AS1表达的siRNA包含SEQ  ID  NO：8的核苷酸

序列或其变体。例如，在一些实施方案中，siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：8的核苷酸序列

和在反义链中包含SEQ  ID  NO：39的核苷酸序列。

[0135] 在一些实施方案中，用于降低RGMA表达的siRNA包含SEQ  ID  NO：9的核苷酸序列或

其变体。例如，在一些实施方案中，siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：9的核苷酸序列和在反

义链中包含SEQ  ID  NO：40的核苷酸序列。

[0136] 在一些实施方案中，用于降低PGA5表达的siRNA包含SEQ  ID  NO：10的核苷酸序列

或其变体。例如，在一些实施方案中，siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：10的核苷酸序列和

在反义链中包含SEQ  ID  NO：41的核苷酸序列。

[0137] 在一些实施方案中，用于降低ABCA10表达的siRNA包含SEQ  ID  NO：11的核苷酸序

列或其变体。例如，在一些实施方案中，siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：11的核苷酸序列

和在反义链中包含SEQ  ID  NO：42的核苷酸序列。

[0138] 反义RNA寡核苷酸(ASO)

[0139] 反义RNA寡核苷酸(ASO)可用于调节rAAV包装细胞系和/或生产细胞系中一种或多

种基因的表达。通常，ASO用于降低一种或多种基因的表达。使用已知技术并基于待调节的

一种或多种基因的序列的了解，可以设计ASO分子以通过相应RNA的基于序列同源性的靶向

来拮抗一种或多种基因。ASO序列可包含与由一种或多种基因产生的mRNA或lncRNA的靶部

分互补的核苷酸序列。该部分可与mRNA或lncRNA内的靶部分100％互补，但也可使用较低水

平的互补性(例如，90％或更高或95％或更高)。
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[0140] 在一些实施方案中，ASO可以是反义RNA寡核苷酸，其中序列的至少一个核苷键是

硫代磷酸酯键，二硫代磷酸酯键，磷酸三酯键，烷基膦酸酯键，氨基烷基磷酸三酯键，亚烷基

膦酸酯键，亚膦酸酯键，氨基磷酸酯键和氨基烷基氨基磷酸酯键，硫代氨基磷酸酯键，硫代

烷基膦酸酯键，硫代烷基磷酸三酯键，硫代磷酸酯键，硒代磷酸酯键或硼磷酸酯键。在特定

的实施方案中，反义RNA寡核苷酸序列的至少一个核苷间键是硫代磷酸酯键。在一些实施方

案中，反义RNA寡核苷酸序列的所有核苷间键都是硫代磷酸酯键。

[0141] CRISPR基因组编辑

[0142] 在一些实施方案中，使用CRISPR基因组编辑来调节rAAV包装细胞系和/或生产细

胞系中的基因表达。CRISPR基因组编辑通常包含两种不同的组分：(1)指导RNA和(2)内切核

酸酶，特别是CRISPR相关(Cas)核酸酶(例如Cas9)。指导RNA是内源细菌crRNA和tracrRNA组

合成单个嵌合指导RNA(gRNA)转录物。不受理论束缚，据信当gRNA和Cas在细胞中表达时，基

因组靶序列可被修饰或永久破坏。

[0143] 通过gRNA序列与待降低基因(例如，ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、

RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2或NALCN‑AS1)中靶DNA序列的互补序列之间的碱基配对

将gRNA/Cas复合物募集到靶序列。为了成功结合Cas，基因组靶序列还必须包含紧随靶序列

的正确原型间隔区相邻基序(PAM)序列。gRNA/Cas复合物的结合将Cas定位于本公开的一种

或多种基因中的基因组靶序列，使得野生型Cas可切割DNA的两条链，引起双链断裂。这可以

通过以下两种一般修复途径中的一种进行修复：(1)非同源末端连接DNA修复途径或(2)同

源定向修复途径。非同源修复途径可导致双链断裂处的插入/缺失，其可导致移码和/或过

早终止密码子，有效地破坏靶基因的开放阅读框。同源定向修复途径需要存在修复模板，其

用于修复双链断裂。

[0144] 任何适当的gRNA对可以用于CRISPR基因组编辑。通常，gRNA对用于降低一种或多

种基因(例如ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2

和NALCN‑AS1)的表达。在本文描述的一些实施方案中，gRNA对用于调节(例如，降低或消除/

敲除)ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或

NALCN‑AS1的表达。

[0145] gRNA对可使用已知技术并基于待调节的一种或多种基因的序列的了解来设计，通

常使用任何公众可获得的适当计算机程序。敲除包装细胞和/或生产细胞可以使用任何合

适的技术产生，其中标准技术是本领域已知的并且合适的试剂盒是可商购的。

[0146] 可以通过任何合适的方式将gRNA对递送到本公开的生产细胞系。合适的技术是本

领域已知的，包括使用质粒、病毒和细菌载体以将gRNA对递送至生产细胞系。通常，使用质

粒DNA递送gRNA对。

[0147] gRNA对可用于降低一种或多种基因(例如ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、

NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和NALCN‑AS1)的表达。多个gRNA对可用于调节基因

的表达。在本文描述的一些实施方案中，gRNA对用于降低ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、

ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2或NALCN‑AS1中的至少一种的表达。多个

gRNA对可用于调节KCNN2、LINC00319、RGMA和SPANXN3的表达。在一些实施方案中，可以修饰

gRNA以通过增加与靶位点的结合和抑制核酸酶降解来增强编辑效率。在某些实施方案中，

这些修饰可以是gRNA的5′和3′端上的末端三个核苷酸中的2′O‑甲基类似物和3′硫代磷酸
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酯核苷酸间键。用于调节一种或多种基因的基因表达的gRNA对所靶向的示例性靶DNA序列

可包含选自表2中所列的SEQ  ID  NO：16‑31中的任一个核苷酸序列或其变体。

[0148] 表2：gRNA对的示例性靶区域序列(SEQ  ID  NO：12‑15)和靶DNA序列(SEQ  ID  NO：

16‑31)

[0149]

[0150]

[0151] 例如，用于靶向KCNN2的gRNA对可包含选自SEQ  ID  NO：12‑15的核苷酸序列的序列

(示于表2中)。在一些实施方案中，用于靶向KCNN2的gRNA对包含含有SEQ  ID  NO：12的序列

的第一gRNA分子和含有SEQ  ID  NO：13的序列的第二gRNA分子。在一些实施方案中，用于靶

向KCNN2的gRNA对包含含有或具有SEQ  ID  NO：14的序列的第一gRNA分子和含有或具有SEQ 

ID  NO：15的序列的第二gRNA分子。

[0152] 在一些实施方案中，用于靶向KCNN2的gRNA分子是2′O‑甲基类似物，其在其5′和3′
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端的任一者或两者上的末端三个核苷酸中包含3′硫代磷酸酯核苷酸间键并且包含SEQ  ID 

NO：12、13、14或15的序列。

[0153] 变体gRNA序列可以与本公开的序列具有至少80％序列一致性，这是在任何适当长

度的序列上测量。典型地，序列同一性百分比是在一段连续核酸上确定的。本公开的变体

gRNA序列可例如与本公开的序列具有至少80％序列同一性，这在至少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个或更多个核酸残基上测量。在一些实施方案中，变

体gRNA分子在变体gRNA分子的整个长度上与本公开的gRNA分子具有至少80％序列同一性。

在一些实施方案中，本公开的变体gRNA分子可以是其靶区域与SEQ  ID  NO：16至30中的一个

的靶序列互补的一种或多种gRNA分子的变体。本公开的gRNA对可以包含靶向基因(例如，选

自ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和NALCN‑

AS1的基因)的对中的两种gRNA序列中的一种或两种的变体。例如，包含含有SEQ  ID  NO：12

的序列的第一gRNA分子和含有SEQ  ID  NO：13的序列的第二gRNA分子的gRNA对的变体可以

包含1)含有SEQ  ID  NO：12的序列的变体的第一gRNA分子，2)含有SEQ  ID  NO：13的序列的变

体的第二gRNA分子，或3)两者。

[0154] 在蛋白质水平的调节

[0155] 在另一个实施方案中，基因的表达和/或活性的调节在蛋白质(例如，多肽)水平发

生。例如，可以通过包括但不限于用小分子、肽、适体、去稳定结构域靶向蛋白质的方法或可

以例如下调基因产物活性或提高基因产物降解速率的其他方法来实现蛋白质水平上的基

因功能降低。可替代地，可以通过定点诱变和/或引入错义或无义突变来修饰表达的蛋白质

以降低或消除生物活性。在一些实施方案中，可以将结合例如活性位点并抑制靶蛋白功能

的小分子加入例如细胞培养基中，并由此引入包装细胞和/或生产细胞中。可替代地，可通

过向细胞(例如包装细胞和/或生产细胞)中引入例如肽来调节靶蛋白功能，所述肽例如防

止蛋白‑蛋白相互作用(参见Shangary等人，(2009)Annual  Review  of  Pharmacologyand 

Toxicology[药理学与毒理学年度评论]49：223)。可通过例如转染或电穿孔或经由表达构

建体将此类肽引入细胞(例如包装和/或生产细胞)中。可替代地，可通过添加(例如，通过缀

合)一种或多种促进细胞递送的部分或增压分子以增强自身递送来将肽引入细胞(例如，包

装细胞和/或生产细胞)。用于表达肽的技术包括但不限于肽与支架的融合、或信号序列的

附着，以分别将肽稳定或引导至感兴趣的位置或区室。在某些实施方案中，rAAV包装细胞系

和/或生产细胞系包含已使用前述方法中的任一种工程化以降低由ATP5EP2、LINC00319、

CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1表达的基因产物的

表达和/或活性的细胞。

[0156] 调节对一种或多种基因和/或蛋白质的表达的影响

[0157] 在某些实施方案中，本公开中描述的调节方法可用于生成产生高滴度rAAV的rAAV

包装细胞系和/或生产细胞系。在某些实施方案中，本公开中描述的调节方法可导致一种或

多种基因(例如ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、

KCNN2和/或NALCN‑AS1)的表达的显著降低和/或由一种或多种基因表达的蛋白质的活性的

显著降低(例如降低至少5％、至少10％、至少20％或更大)。在某些实施方案中，靶基因的表

达降低约40％至约100％(例如，约40％至约95％、约40％至约90％、约40％至约85％、约
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40％至约80％、约40％至约75％、约40％至约70％、约40％至约65％、约40％至约60％、约

40％至约55％、约40％至约50％、约40％至约45％、约45％至约100％、约50％至约100％、约

55％至约100％、约60％至约100％、约65％至约100％、约70％至约100％、约75％至约

100％、约80％至约100％、约85％至约100％、约90％至约100％、约95％至约100％；或约

40％、约50％、约60％、约70％、约80％、约90％、约100％)。

[0158] 在某些实施方案中，本公开中描述的调节方法可导致由靶基因(例如，ATP5EP2、

LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1)表达

的蛋白质或RNA的活性显著降低。例如，本文所述的方法可导致由靶基因表达的蛋白质或

RNA的活性降低至少5％、至少10％、至少20％或更多。在某些实施方案中，靶基因蛋白或RNA

活性降低约40％至约100％(例如，约40％至约95％、约40％至约90％、约40％至约85％、约

40％至约80％、约40％至约75％、约40％至约70％、约40％至约65％、约40％至约60％、约

40％至约55％、约40％至约50％、约40％至约45％、约45％至约100％、约50％至约100％、约

55％至约100％、约60％至约100％、约65％至约100％、约70％至约100％、约75％至约

100％、约80％至约100％、约85％至约100％、约90％至约100％、约95％至约100％；或约

40％、约50％、约60％、约70％、约80％、约90％、约100％)。此外，一种或多种基因的调节可

导致多种基因的调节(例如，通过miRNA)。

[0159] 在某些实施方案中，本公开中描述的调节方法可导致基因产物(例如，ATP5EP2、

LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1的基因

产物)的表达显著降低(例如降低至少5％、至少10％、至少20％或更多)。在某些实施方案

中，基因产物的表达降低约40％至约100％(例如，约40％至约95％、约40％至约90％、约

40％至约85％、约40％至约80％、约40％至约75％、约40％至约70％、约40％至约65％、约

40％至约60％、约40％至约55％、约40％至约50％、约40％至约45％、约45％至约100％、约

50％至约100％、约55％至约100％、约60％至约100％、约65％至约100％、约70％至约

100％、约75％至约100％、约80％至约100％、约85％至约100％、约90％至约100％、约95％

至约100％；或约40％、约50％、约60％、约70％、约80％、约90％、约100％)。

[0160] 在某些实施方案中，本公开中描述的调节方法可导致由ATP5EP2、LINC00319、

CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1中的至少一种表达

的多肽或多核糖核苷酸的表达显著降低(例如，降低至少5％、至少10％、至少20％或更多)。

在某些实施方案中，多肽或多核糖核苷酸的表达降低约40％至约100％(例如，约40％至约

95％、约40％至约90％、约40％至约85％、约40％至约80％、约40％至约75％、约40％至约

70％、约40％至约65％、约40％至约60％、约40％至约55％、约40％至约50％、约40％至约

45％、约45％至约100％、约50％至约100％、约55％至约100％、约60％至约100％、约65％至

约100％、约70％至约100％、约75％至约100％、约80％至约100％、约85％至约100％、约

90％至约100％、约95％至约100％；或约40％、约50％、约60％、约70％、约80％、约90％、约

100％)。

[0161] 在某些实施方案中，本公开中描述的调节方法可导致由ATP5EP2、LINC00319、

CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1中的至少一种表达

的多肽或多核糖核苷酸的活性显著降低(例如，降低至少5％、至少10％、至少20％或更多)。

在某些实施方案中，表达的多肽或多核糖核苷酸的活性降低约40％至约100％(例如，约
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40％至约95％、约40％至约90％、约40％至约85％、约40％至约80％、约40％至约75％、约

40％至约70％、约40％至约65％、约40％至约60％、约40％至约55％、约40％至约50％、约

40％至约45％、约45％至约100％、约50％至约100％、约55％至约100％、约60％至约100％、

约65％至约100％、约70％至约100％、约75％至约100％、约80％至约100％、约85％至约

100％、约90％至约100％、约95％至约100％；或约40％、约50％、约60％、约70％、约80％、约

90％、约100％)。

[0162] 在某些实施方案中，rAAV包装细胞系和/或生产细胞系中一种或多种基因、蛋白质

或RNA的表达和/或活性的降低维持约5天(例如，约6小时、约12小时、约1天、约2天、约3天、

约4天、约5天、约6天、约7天、约8天、约9天、约10天或更长时间)。

[0163] 在某些实施方案中，rAAV包装细胞系和/或生产细胞系中一种或多种基因、蛋白质

或RNA的表达和/或活性的降低旨在无限期或永久地维持，例如通过使用基因破坏或部分或

完全基因缺失。

[0164] 在某些实施方案中，rAAV包装细胞系和/或生产细胞系中一种或多种基因、蛋白质

或RNA的表达和/或活性的降低在培养物中维持rAAV包装细胞系和/或生产细胞系的至少一

代、至少二代、至少三代、至少四代、至少五代、至少十代、至少二十代、至少三十代、至少四

十代或更多代。

[0165] 调节对rAAV产生的影响

[0166] rAAV包装细胞系和/或生产细胞系中一种或多种基因和/或蛋白的调节可导致

rAAV滴度的增加。在一些实施方案中，调节导致由rAAV包装细胞系和/或生产细胞系产生的

rAAV的滴度增加至约1.5至约7倍(例如，约1.5至约6.5、约1.5至约6、约1.5至约5.5、约1.5

至约5、约1.5至约4.5、约1.5至约4、约1.5至约3.5、约1.5至约3.0、约1.5至约2.5、约1.5至

约2.0、约2至约7、约2.5至约7、约3至约7、约3.5至约7、约4至约7、约4.5至约7、约5至约7、约

5.5至约7、约6至约7、约6.5至约7、或约1 .5、约2.0、约2.5、约3.0、约3.5、约4.0、约4.5、约

5.0、约5.5、约6.0、约6.5、或约7.0)。在一些实施方案中，由rAAV包装细胞系和/或生产细胞

系产生的rAAV的滴度增加至少2倍、至少3倍、至少4倍、至少5倍、至少6倍、至少7倍、至少8

倍、至少9倍、至少10倍、至少15倍、至少20倍或更多。由一种或多种基因和/或蛋白质的调节

引起的rAAV滴度的任何增加可以与由对照亲本细胞系产生的rAAV滴度进行比较。

[0167] 在一些实施方案中，rAAV包装细胞系和/或生产细胞系中一种或多种基因和/或蛋

白的调节可增加rAAV滴度产生至少2天、至少5天、至少20天、至少30天、至少40天、至少50

天、至少60天、至少70天、至少80天、至少90天、至少100天或更长时间。

[0168] 产生rAAV的方法

[0169] 在某些实施方案中，本公开描述了从已被工程化以调节一种或多种基因、蛋白质

或非编码RNA的表达的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系产生rAAV的方法。在某些实施方案

中，rAAV是通过对通过将rAAV载体递送至工程化的rAAV包装细胞系而产生的rAAV生产细胞

系的细胞进行感染而产生的。在某些实施方案中，rAAV通过感染其中一种或多种基因、蛋白

质或非编码RNA的表达已被调节的rAAV生产细胞系的细胞而产生。在某些实施方案中，与对

照亲本细胞系相比，来自工程化的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系的rAAV的产生得到增

强。

[0170] 在某些实施方案中，工程化的包装细胞系的细胞用辅助病毒(例如腺病毒(AV)或
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单纯疱疹病毒)感染，其允许rAAV复制。在一些实施方案中，工程化的生产细胞系的细胞用

辅助病毒(例如腺病毒(AV)或单纯疱疹病毒)感染。

[0171] 收获rAAV的方法

[0172] 可以通过裂解细胞从工程化的rAAV包装和/或生产细胞获得rAAV颗粒。工程化的

rAAV包装和/或生产细胞的裂解可通过化学或酶处理细胞以释放感染性病毒颗粒的方法实

现。这些方法包括使用核酸酶(例如全能核酸酶(benzonase)或DNA酶)、蛋白酶(例如胰蛋白

酶)或去污剂或表面活性剂。也可以使用物理破坏，例如均质化或研磨，或通过微流化器压

力单元施加压力，或冻融循环。在某些实施方案中，来自工程化的rAAV包装和/或生产细胞

的裂解物可用于收获rAAV颗粒。

[0173] 在某些实施方案中，可以从工程化的rAAV包装和/或生产细胞中收集细胞培养上

清液而不需要细胞裂解。在本公开的某些实施方案中，工程化的rAAV包装和/或生产细胞分

泌rAAV颗粒，其可从细胞培养上清液中收集而无需细胞裂解。在某些实施方案中，工程化的

rAAV包装细胞系和/或生产细胞系具有比对照亲本细胞系更高的rAAV滴度，使得与对照亲

本细胞系相比，从工程化的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系收获更多的rAAV。

[0174] 收获rAAV颗粒后，可能需要纯化含有rAAV的样品，以除去例如由细胞裂解产生的

细胞碎片。AAV颗粒的最小纯化的方法是本领域已知的。两种示例性纯化方法是基于氯化铯

(CsCl)和基于碘克沙醇的密度梯度纯化。Strobel等人，Human  Gene  Therapy  Methods[人

基因疗法方法]，26(4)：147‑157(2015)中描述了这两种方法。也可以使用亲和色谱法，使用

例如AVB琼脂糖凝胶亲和树脂(通用健康医疗集团生物科学部(GE  Healthcare  Bio‑

Sciences  AB)，乌普萨拉(Uppsala)，瑞典)实现最小纯化。使用AVB琼脂糖凝胶亲和树脂的

AAV纯化方法描述于，例如，Wang等人，Mol  Ther  Methods  Clin  Dev.[分子疗法‑方法与临

床开发]，2：15040(2015)。纯化后，可将rAAV颗粒过滤并储存在≤‑60℃。

[0175] 在某些实施方案中，本公开提供了一种收获在细胞用两种不同的腺病毒共感染之

后从工程化的rAAV包装细胞系产生的rAAV颗粒的方法。

[0176] 在某些实施方案中，本公开提供了一种收获在感染由工程化的rAAV包装细胞系产

生的rAAV生产细胞系后产生的rAAV颗粒的方法。

[0177] 在某些实施方案中，本公开提供了一种收获在用辅助病毒感染工程化的rAAV生产

细胞系后产生的rAAV颗粒的方法。

[0178] rAAV颗粒的定量

[0179] 由于AAV感染在体外不会导致细胞病变效应，因此不能使用斑块测定来确定感染

滴度，因此rAAV颗粒的定量是复杂的。然而，rAAV颗粒可使用多种方法定量，包括定量聚合

酶链式反应(qPCR)(Clark等人，Hum.Gene  Ther.[人类基因治疗]10，1031‑1039(1999))、斑

点杂交(Samulski等人，J.Virol.[病毒学杂志卷]63，3822‑3828(1989))、以及通过高度纯

化的载体制剂的光密度(Sommer等人，Mol.Ther.[分子治疗]7，122‑128(2003))。可通过热

循环仪(例如，iCycler  iQ96孔模块式热循环仪(伯乐公司(Bio‑Rad)，赫拉克勒斯

(Hercules)，加利福尼亚州)中的实时定量的基因表达减少的聚合酶链反应(qPCR)(DRP‑

qPCR)对DNA酶抗性颗粒(DRP)进行定量。在DNA酶I(100U/ml；普洛麦格公司(Promega)，麦迪

逊，威斯康星州)存在的情况下，可将含有rAAV颗粒的样品在37℃下温育60分钟，然后在50

℃进行蛋白酶K(英杰公司(Invitrogen)，卡尔斯巴德(Carlsbad)，加利福尼亚州)消化
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(10U/ml)60分钟，然后在95℃变性30分钟。所使用的引物‑探针组应特异于rAAV载体基因组

的非天然部分，例如目的蛋白质的聚(A)序列。基于引物、探针和扩增序列的长度和组成，可

以使用任何合适的循环参数组来扩增PCR产物。替代方案披露于例如Lock等人，Human  Gene 

Therapy  Methods[人基因疗法方法]25(2)：115‑125(2014)。

[0180] 也可以使用类似于上述的qPCR技术测量病毒基因组扩增。然而，为了定量生产细

胞内的总基因组扩增，仅收集细胞内样品并且样品不经DNA酶I处理以测量包装的和未包装

的病毒基因组。病毒基因组扩增可以在每个宿主细胞的基础上通过同时测量宿主细胞管家

基因例如RNA酶P来计算。

[0181] 可以使用TCID50(50％的组织培养感染剂量)测定来确定rAAV颗粒的感染性，例如

在Zhen等人，Human  Gene  Therapy[人基因疗法]15：709‑715(2004)中描述。在该测定中，

rAAV载体颗粒被连续稀释并用于在96孔板中与AV颗粒一起共感染表达Rep/Cap的细胞系。

感染后48小时，从感染孔和对照孔中提取总细胞DNA。然后使用qPCR，用转基因特异性探针

和引物测量rAAV载体复制。TCID50感染性/毫升(TCID50/ml)使用 方程计算，使用10

倍连续稀释的AAV阳性孔的比率。

[0182] 治疗应用

[0183] 由本文所述的工程化的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系产生的rAAV可用于例如

哺乳动物的基因治疗。由本文所述的工程化的细胞产生的rAAV可用于离体和/或体内基因

治疗应用。由本文所述的工程化的细胞产生的rAAV可用于例如递送小分子(例如siRNA或

sgRNA)、肽和/或蛋白质。

[0184] 在一些实施方案中，由本文所述的工程化的细胞系产生的rAAV可用于治疗有需要

的人类受试者的疾病或障碍。在某些实施方案中，由本文所述的工程化的细胞系产生的

rAAV可与药学上可接受的载剂联合施用。

[0185] 任何合适的方法或途径可用于施用由本文所述的工程化的包装细胞系和/或生产

细胞系产生的rAAV或含有rAAV的组合物。施用途径包括例如全身、口服、吸入、鼻内、气管

内、动脉内、眼内、静脉内、肌内、皮下、皮内和其他肠胃外施用途径。在一些实施方案中，静

脉内施用由工程化的包装细胞系和/或生产细胞系产生的rAAV或包含rAAV的组合物。

[0186] 从前述实例将更充分地理解本公开的实践，所述实例在本文中仅出于说明性目的

而给出，并且不应解释为以任何方式限制本公开。

[0187] 实施例

[0188] 实施例1：敲低方案的开发

[0189] 通过敲低管家基因HPRT1，针对6孔和24孔形式优化并开发siRNA敲低实验。基于多

种因素评估在24孔中进行的实验，所述因素例如接种密度、细胞培养条件(例如，二氧化碳

百分比(CO2))、胎牛血清(FBS)百分比)、转染试剂( RNAiMax)和siRNA之

间的比率(“比率”)、温育时间和siRNA浓度。为HPRT1基因敲低设计的市售siRNA用于优化实

验条件。根据制造商的说明书，使用 RNAiMax，用不同浓度的siRNA转染

HeLa生产细胞。通过实时PCR测定HPRT1表达的减少百分比。与基线对照相比，优化的24孔

siRNA敲低方法能够将高表达基因HPRT1敲低80％以上。如图2A‑D所示，细胞以1x105个细

胞/孔接种、转染试剂和siRNA之间的比率为1：5、8nM  siRNA显示出最高的敲低效率。图2A显

说　明　书 25/34 页

30

CN 113966395 B

30



示了使用的不同siRNA浓度/比率对HPRT1敲低百分比的影响。图2B显示不同siRNA浓度/比

率对HPRT1表达百分比的影响。对于6孔方案优化，测试两种不同的siRNA浓度。针对图2A和

2B中绘制的数据，测试5x104、8x104和1x  105的接种密度。图2C显示了不同siRNA浓度对

HPRT1敲低百分比的影响。图2D显示了不同浓度的siRNA对HPRT1表达百分比的影响。所有实

验重复三次。

[0190] 实施例2：RNA测序

[0191] 在两种不同的HeLaS3生产细胞系中，在补充和非补充生产条件下运行八个三升生

物反应器。在没有腺病毒5(Ad5)的情况下运行两个另外的生物反应器作为未感染对照。表3

列出了关于生物反应器条件和产生水平的详细信息。

[0192] 表3：生物反应器条件和产生水平。

[0193]
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[0194]

[0195] 表3中使用的缩写：添加一种或多种补充剂用(+)表示；缺少一种或多种补充剂用

(‑)表示；MOI‑感染复数。

[0196] 用Ad5感染后三十小时，取出样品用于RNA‑Seq。将样品用PBS洗涤一次并将细胞沉

淀储存在‑80℃直至准备运输。通过本领域熟知的方法进行RNA提取和提取的RNA的cDNA合

成。在测序之前，使用市售RNA‑Seq文库制备试剂盒进行文库制备。使用市售Illumina测序

平台进行RNA测序。使用本领域熟知的映射方法将产生的读段映射到人基因组、Ad5基因组

和AAV2基因组。丢弃映射到Ad5基因组的任何读段。进行另一轮测序以富集映射到人基因组

的读段。使用RNA测序产生的数据进行差异分析(参见表4)。

[0197] 表4：差异分析

[0198] 差异分析# 对照条件 实验条件

1 PCL1；无产生 PCL1*；产生(N.S.)

2 PCL1；无产生 PCL2；无产生

3 PCL1；无产生 PCL1；产生(S)

4 PCL1；产生(N.S.) PCL1；产生(S)

5 PCL1；产生(N.S.) PCL1；产生(S)

6 PCL1；产生(N.S.) PCL2；产生(N.S.)

7 PCL2；无产生 PCL2；产生(N.S.)

8 PCL2；无产生 PCL2；产生(S)

9 PCL2；无产生 PCL2；产生(S)

10 PCL1；产生(S) PCL2；产生(S)

11 PCL2；产生(S) PCL2；产生(S)

12 PCL1；产生(S) PCL1；产生(S)

13 PCL1；产生(S) PCL1；产生(S)

[0199] *PCL1‑生产细胞系1；PCL2‑生产细胞系2；无产生‑未感染的对照细胞；产生

(N.S.)‑在未经补充条件下培养的Ad5感染细胞；产生(S)‑在经补充条件下培养的Ad5感染

细胞。

[0200] 在该实例中，差异表达分析计算为实验条件与对照条件相比的mRNA水平的对数倍

数变化(LogFC)。上调基因表达为正LogFC，下调基因表达为负LogFC。p值≤0.05的差异表达
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基因被认为是统计学上显著的。在每个差异分析中，成百上千个基因被显著上调或下调。建

立过滤标准(参见例如图6)，并将其用于将数据集减少到可管理的基因数目以进行评估。如

实例6所述，将基因集比对并移向过滤标准。

[0201] 实施例3：通过RT‑qPCR验证从RNA测序获得的结果

[0202] 选择一小组基因用于验证RNA测序数据。按照本领域熟知的方法，使用RT‑qPCR测

定证实RNA‑Seq结果。使用Δ Δ Ct方法分析数据。RT‑qPCR独立地证实了在RNA‑Seq数据中观

察到的趋势。图3A‑B显示了从PGA5(图3A)和SPANXN3(图3B)的RNA‑Seq数据的生物信息学分

析获得的基因表达的对数倍数变化值。X轴显示生产细胞系生长的条件(经补充(如表4所述

的差异分析#5)相对于未经补充(如表4所述的差异分析#1))，y轴显示基因表达的对数倍数

变化(LogFC)。将在未经补充的细胞培养基中培养的细胞中PGA5(图3A)和SPANXN3(图3B)表

达的对数倍数变化相对于未感染细胞(未用辅助病毒感染的细胞)中相应的基因表达作图。

将在经补充的细胞培养基中培养的细胞中PGA5(图3A)和SPANXN3(图3B)表达的对数倍数变

化相对于在未经经补充的细胞培养基中培养的细胞中相应的基因表达作图。

[0203] 在经补充和未经补充条件下生长的生产细胞系中的PGA5和SPANXN3基因表达也通

过RT‑qPCR使用本领域熟知的方法评估。图3C‑D显示相对于未感染的细胞(未用辅助病毒感

染的细胞)，在未经补充和经补充的细胞培养基中培养的细胞中PGA5(图3C)和SPANXN3(图

3D)表达的RT‑qPCR倍数变化值。图3A‑D显示从qPCR和RNA测序获得的数据遵循相同的趋势。

[0204] 实施例4：在生产细胞系的不同克隆中通过RT‑qPCR验证从RNA测序获得的结果

[0205] 通过对从HeLa  S3生产细胞系的不同克隆中提取的RNA进行RT‑qPCR实验进一步验

证RNA测序结果。图4A‑B显示了相对于未感染细胞(未用辅助病毒感染的细胞)，在未补充的

细胞培养基和补充的细胞培养基中培养的生产细胞系克隆中PGA5(图4A)和SPANXN3(图4B)

表达的倍数变化值，如RT‑qPCR确定。21C5、3C6和2B6代表HeLa生产细胞系的不同克隆。图

4C‑D显示与在未经补充的细胞培养基中培养的克隆相比，在经补充的细胞培养基中培养的

生产细胞系克隆21C5、3C6和2B6中PGA5(图4C)和SPANXN3(图4D)表达的相对倍数增加。这些

结果进一步验证了实例3中描述的生物信息学RNA测序和RT‑qPCR数据。

[0206] 实施例5：基因敲低对rAAV滴度的影响

[0207] 基于实例1中讨论的优化方案，通过单独敲低HeLa生产细胞系中的基因来进行敲

低实验。为每个基因设计siRNA核苷酸序列(见表1)。

[0208] 条件确定为1x105接种密度，8nM  siRNA和siRNA：RNAiMAX比率1：5。基因表达降低

后24小时诱导AAV产生，感染后72小时收获rAAV。测定每个样品的滴度并与非靶向错义

siRNA对照进行比较。该实验独立进行三次，结果取平均值，并进行统计分析。图5A‑5C分别

显示生产细胞系1‑3中单个基因的siRNA对绝对rAAV滴度的结果(GC/mL；GC＝基因组拷贝)。

图5D‑5F分别显示不同生产细胞系1‑3中单个基因的siRNA对rAAV滴度的倍数增加。

[0209] 如图5A‑5F所示，生产细胞系中KCNN2、LINC00319、RGMA或SPANXN3表达的降低导致

rAAV滴度比错义对照在统计学上明显高2‑4倍。在三个生产细胞系中，这四种基因在被敲低

时对滴度显示出统计学上相关的积极影响。这些结果表明，这些基因对于更持久的修饰如

CRISPR/Cas9敲除是优异的靶标。

[0210] 实施例6：基因过滤方法

[0211] 对于过滤器1，将来自差异分析1和7(如表3所述)的基因进行比对。差异分析1和7
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确定在未经补充条件下加入腺病毒5后上调或下调的基因。分析1观察来自21C5生产细胞系

(生产细胞系1，PCL1)的细胞。分析7观察来自2B6(生产细胞系2，PCL2)的细胞。此过滤器1后

的基因列表鉴定了非细胞系特异性基因，并且这种比对提供了在两种生产细胞系之间共有

的总共9149个基因。

[0212] 对于过滤器2，将来自过滤器1的基因与差异分析5中存在的基因进行比对。分析5

观察在经补充条件下与未经补充条件相比在来自21C5生产细胞系(PCL1)的细胞中上调和

下调的基因。该差异分析的目的是确定在经补充条件下的产生相对于未经补充条件下的产

生的影响。将来自过滤器1的基因集与差异分析5比对的目的是鉴定在改进的生产力条件下

的基因，这些基因1)不是改进的生产条件的副产物2)可能与两种不同细胞系相关。比对后，

374个基因向前移动。

[0213] 对于过滤器3，只有具有>2LogFC±的大LogFc阈值的基因向前移动。这样做是为了

确保向前移动的基因的高水平的上调/下调，并给出所选择的基因不是RNA‑Seq的人为现象

的置信度。过滤后，77个基因向前移动。

[0214] 对于过滤器4，仅保留在差异分析1和差异分析5中都显示上调或在差异分析1和差

异分析5中显示下调的基因。例如，77个基因中的一个必须显示差异分析1中的上调和差异

分析5中的进一步上调或差异分析1中的下调和差异分析5中的进一步下调。该过滤器的目

的是确保对于被评价的基因，与低滴度条件相比，高滴度条件对该特定基因的调节没有拮

抗作用。过滤后，留下11个基因进行评价。显示示例性基因过滤方法的说明性流程图在图6

中显示(使用缩写：LogFC＝对数倍数变化)。

[0215] 表5提供了在针对生产力过滤重要基因的过程中来自每次比较的Log2FC数据。

[0216] 表5：Log2FC数据

[0217]

[0218] 实施例7：KCNN2的基因敲除

[0219] 在该实例中，对两个现有的高度优化的单克隆HeLa生产细胞系(PCL)‑2H5和7B12‑
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进行遗传修饰以敲除KCNN2基因(先前在本文所述的RNA‑seq筛选中鉴定的)，其编码钙激活

的钾通道蛋白SK2。

[0220] 使用eGFP选择标记敲除2H5或7B12  HeLa细胞中的KCNN2。疑似的KCNN2敲除富集

eGFP表达并接种在96孔板中。使细胞集落形成，收获基因组DNA，并进行PCR以扩增含有敲除

的区域。对PCR产物进行桑格测序，并分析测序文件中是否存在插入/缺失。将具有高敲除可

能性的2H5和7B12克隆扩大用于进一步测试。

[0221] 将靠前的克隆转移到无血清的悬浮培养物中。通过24深孔rAAV产生来评估与亲本

系相比的克隆生产力。将克隆以2x105个细胞/mL接种于3mL培养物中，并用Ad5以50的感染

复数(MOI)感染。感染后四天，收获rAAV并评估滴度。将滴度倍数增加归一化为亲本对照。与

对照样品相比，最佳克隆显示滴度增加1.5‑2.7倍。2H5滴度为2.46x109‑4.98x1010GC/mL(图

7A)。当将滴度归一化为亲本对照时，观察到倍数增加，范围为1.2‑2.7倍(图7B)。7B12滴度

范围为4.33x108‑1 .88x1010  GC/mL(图7C)。当将滴度归一化为亲本对照时，观察到倍数增

加，范围为1.5‑2.6倍(图7D)。然后将具有最小1.5倍增加的克隆扩大到摇瓶培养物中，并接

种到 15中进行高接种密度的经补充的rAAV产生。将细胞以1 .5x106个细胞/mL接种

并用Ad5以50的MOI感染。感染后四天收获rAAV并评估滴度。将滴度倍数增加归一化为亲本

对照。与对照样品相比，最佳克隆显示滴度增加1 .5‑2 .3倍。2H5滴度为1 .5x10 1 1
‑

3.82x1011GC/mL(图8A)。当将滴度归一化为亲本对照时，观察到倍数增加，范围为1.3‑2.3倍

(图8B)。7B12滴度范围为2.62x1010‑1 .35x1011GC/mL(图8C)。当将滴度归一化为亲本对照

时，观察到倍数增加，范围为1.2‑1.5倍(图8D)。

[0222] 这些数据表明，减少或消除AAV生产细胞中本文所述的一种或多种基因的表达(例

如，通过基因敲除)可用于增加工程化细胞的rAAV的产生。

[0223] 实施例8：多组合siRNA敲低

[0224] 在该实例中，使用siRNA进行先前在本文所述的RNA‑seq筛选中鉴定的基因的多组

合敲低以确定同时靶向多个基因是否会对滴度产生累加效应。

[0225] 使用实例5中所述方法的改进进行多组合敲低。简言之，使用8nM的每种siRNA并保

持siRNA：RNAiMAX比率为1∶5来转染细胞。基因表达降低后24小时诱导AAV产生，感染后72小

时收获rAAV。测定每个样品的滴度并与非靶向错义siRNA对照进行比较。

[0226] 在该实施例中，KCNN2与先前描述的一组其他siRNA组合地被敲低。另外，RGMA和

SPANXN3彼此组合地被敲低。在2H5中，与错义对照相比，组合敲低显示滴度增加4.6‑11.4倍

(图9A)。在7B12中，与错义对照相比，组合敲低显示滴度增加3.4‑9.7倍(图9B)。每种组合显

示滴度增加；然而，并非所有组合都比单独敲低KCNN2有所改进。KCNN2敲低导致2H5中增加

5.3倍(图9A)和7B12中增加5.1倍(图9B)。

[0227] 这些数据表明，通过直接靶向已建立的产生高rAAV滴度的单克隆PCL中的多个基

因组区域，可以获得rAAV产生的额外增加。

[0228] 编号的实施方案

[0229] 1 .一种重组腺相关病毒(rAAV)包装细胞系和/或生产细胞系，其包含其中与对照

亲本细胞相比，ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、

KCNN2和/或NALCN‑AS1的表达降低的细胞。

[0230] 2.根据实施方案1所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其包含其中与对照亲本细
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胞相比，KCNN2、LINC00319、RGMA和SPANXN3的表达降低的细胞。

[0231] 3.根据实施方案1或2所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中使用核酸酶、双链

RNA(dsRNA)、小干扰RNA(siRNA)、小发夹RNA(shRNA)、微RNA(miRNA)或反义RNA寡核苷酸

(ASO)使所述表达降低。

[0232] 4.根据实施方案1至3中任一项所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中用包含

选自序列SEQ  ID  NO：1‑11中任一个的核苷酸序列的siRNA使所述表达降低。

[0233] 5.根据实施方案4所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中ATP5EP2的表达降低，

并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：1的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：

32的核苷酸序列。

[0234] 6.根据实施方案4所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中LINC00319的表达降

低，并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：2的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID 

NO：33的核苷酸序列。

[0235] 7.根据实施方案4所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中CYP3A7的表达降低，

并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：3的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：

34的核苷酸序列。

[0236] 8.根据实施方案4所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中NOG的表达降低，并且

所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：4的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：35的

核苷酸序列。

[0237] 9.根据实施方案4所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中SPANXN3的表达降低，

并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：5的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：

36的核苷酸序列。

[0238] 10.根据实施方案4所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中MYRIP的表达降低，

并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：6的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：

37的核苷酸序列。

[0239] 11 .根据实施方案4所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中KCNN2的表达降低，

并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：7的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：

38的核苷酸序列。

[0240] 12.根据实施方案4所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中NALCN‑AS1的表达降

低，并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：8的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID 

NO：39的核苷酸序列。

[0241] 13.根据实施方案4所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中RGMA的表达降低，并

且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：9的核苷酸序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：40

的核苷酸序列。

[0242] 14.根据实施方案4所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中PGA5的表达降低，并

且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：10的序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：41的序

列。

[0243] 15.根据实施方案4所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中ABCA10的表达降低，

并且所述siRNA在有义链中包含SEQ  ID  NO：11的序列和在反义链中包含SEQ  ID  NO：42的序

列。
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[0244] 16.根据实施方案3所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述核酸酶选自由

锌指核酸酶(ZFN)、大范围核酸酶、转录激活物样效应物核酸酶(TALEN)或成簇规律间隔短

回文重复序列(CRISPR)相关蛋白组成的组。

[0245] 17 .根据实施方案1至16中任一项所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中用

CRISPR基因组编辑使所述表达降低。

[0246] 18.根据实施方案17所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中用指导RNA对使所

述表达降低，其中每个指导RNA：

[0247] (a)包含选自SEQ  ID  NO：12‑15的核苷酸序列的序列，和/或

[0248] (b)靶向选自SEQ  ID  NO：16‑31的任一核苷酸序列的靶DNA序列。

[0249] 19.根据实施方案18所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述gRNA对用于靶

向KCNN2并且包含含有SEQ  ID  NO：12的序列的第一gRNA分子和含有SEQ  ID  NO：13的序列的

第二gRNA分子。

[0250] 20.根据实施方案18所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述gRNA对用于靶

向KCNN2并且包含含有SEQ  ID  NO：14的序列的第一gRNA分子和含有SEQ  ID  NO：15的序列的

第二gRNA分子。

[0251] 21.根据实施方案19或20所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中每个gRNA分子

是2′O‑甲基类似物，其在其5′和3′端的任一者或两者上的末端三个核苷酸中包含3′硫代磷

酸酯核苷酸间键。

[0252] 22.根据实施方案1至21中任一项所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中与对

照亲本细胞相比，所述基因表达消除。

[0253] 23.根据实施方案1至22中任一项所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述

细胞系是人细胞系。

[0254] 24 .根据实施方案23所述的包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述人细胞系是

HeLa细胞系或人胚肾(HEK)293细胞系。

[0255] 25.根据实施方案1至24中任一项所述的细胞系，其中所述细胞系是rAAV包装细胞

系。

[0256] 26.根据实施方案1至24中任一项所述的细胞系，其中所述细胞系是rAAV生产细胞

系。

[0257] 27.根据实施方案26所述的细胞系，其中与从包含所述对照亲本细胞的细胞系产

生的rAAV的滴度相比，rAAV的滴度增加约1.5至约7倍。

[0258] 28.一种根据实施方案1至27中任一项所述的细胞系的裂解物。

[0259] 29.一种来自根据实施方案1至27中任一项所述的细胞系的细胞培养物上清液。

[0260] 30.一种产生生产细胞系的方法，所述方法包括将重组腺相关病毒(rAAV)载体递

送至根据实施方案25所述的包装细胞系的细胞。

[0261] 31 .一种产生rAAV的方法，所述方法包括用辅助病毒感染由根据实施方案30所述

的方法产生的生产细胞系的细胞。

[0262] 32.一种产生rAAV的方法，所述方法包括用辅助病毒感染根据实施方案26所述的

生产细胞系的细胞。

[0263] 33.根据实施方案31或32所述的方法，其中所述rAAV从所述生产细胞系收获。
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[0264] 34.根据实施方案31至33中任一项所述的方法，其中与对照亲本细胞系相比，rAAV

的产生得到增强。

[0265] 35.一种鉴定与rAAV的产生相关的一种或多种基因的方法，所述方法包括：

[0266] 添加一种或多种增加细胞系中rAAV滴度的补充剂；

[0267] 在经补充和未经补充的细胞系中测量跨转录组的全局基因表达；

[0268] 获得在经补充和未经补充的细胞系之间差异表达的基因列表；以及

[0269] 鉴定与rAAV的产生相关的一种或多种基因。

[0270] 36.根据实施方案35所述的方法，其中加入所述细胞系的一种或多种补充剂包括

地塞米松、氢化可的松、泼尼松龙、甲泼尼龙、倍他米松、可的松、泼尼松、布地奈德或曲安西

龙。

[0271] 37.一种产生rAAV包装细胞系和/或生产细胞系以促进增加rAAV产生的方法，所述

方法包括调节使用根据实施方案35所述的方法鉴定的一种或多种基因的表达。

[0272] 38.根据实施方案35至37中任一项所述的方法，其中所述细胞系是rAAV包装细胞

系。

[0273] 39.根据实施方案35至37中任一项所述的方法，其中所述细胞系是rAAV生产细胞

系。

[0274] 40.根据实施方案39所述的方法，其中与由不调节相应的一种或多种基因的表达

的rAAV生产细胞系产生的rAAV滴度相比，所述rAAV生产细胞系使rAAV滴度增加至少1.5倍。

[0275] 41 .根据实施方案37至40中任一项所述的方法，其中调节所述表达包括降低一种

或多种基因的表达。

[0276] 42.根据实施方案37至40中任一项所述的方法，其中调节所述表达包括消除一种

或多种基因的表达。

[0277] 43.根据实施方案30至42中任一项所述的方法，其中所述细胞系是人细胞系。

[0278] 44.根据实施方案43所述的方法，其中所述人细胞系是HeLa细胞系或人胚肾(HEK)

293细胞系。

[0279] 45.一种重组腺相关病毒(rAAV)包装细胞系和/或生产细胞系，其包含经工程化以

与相应未修饰的亲本细胞相比降低由ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、

SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1表达的基因产物的表达和/或活性的细胞。

[0280] 46 .根据实施方案45所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中由ATP5EP2、

LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和/或NALCN‑AS1表达的

基因产物的表达和/或活性被无限期或永久性地降低。

[0281] 47.根据实施方案46所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述细胞系已

被工程化以在ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2

和/或NALCN‑AS1中的至少一种中包含基因破坏或部分或完全基因缺失。

[0282] 48.根据实施方案47所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述细胞系已

被工程化以在ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2

和/或NALCN‑AS1中的至少一种中包含基因破坏。

[0283] 49.根据实施方案47所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述细胞系已

被工程化以在选自ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、
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KCNN2和NALCN‑AS1中的至少两种基因中包含基因破坏。

[0284] 50.根据实施方案47所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述细胞系已

被工程化以在ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2

和/或NALCN‑AS1中的至少一种中包含部分或完全基因缺失。

[0285] 51.根据实施方案47所述的rAAV包装细胞系和/或生产细胞系，其中所述细胞系已

被工程化以在选自ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、SPANXN3、PGA5、MYRIP、

KCNN2和NALCN‑AS1中的至少两种基因中包含部分或完全基因缺失。

[0286] 52.一种重组腺相关病毒(rAAV)包装细胞系和/或生产细胞系，其中与相应的亲本

细胞系相比，所述细胞系表现出由ATP5EP2、LINC00319、CYP3A7、ABCA10、NOG、RGMA、

SPANXN3、PGA5、MYRIP、KCNN2和NALCN‑AS1中的至少一种表达的多肽或多核糖核苷酸的表达

和/或活性降低。

[0287] 通过引用并入

[0288] 本文提及的每个专利文献和科学文章的全部披露内容出于所有目的通过引用并

入。

[0289] 等同物

[0290] 在不脱离本披露的精神或基本特征的情况下，本发明可以以其他特定形式实施。

因此，前述实施方案在所有方面都被认为是说明性的而不是限制本文描述的发明内容。因

此，本发明的范围由所附权利要求而不是由前述说明书来指示，并且在权利要求的等效含

义和范围内的所有变化旨在包含在其中。
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