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1.一种用于预防、缓解或治疗与脑神经元细胞中真核翻译起始因子4E(eIF4E)的活性

增加相关的疾病或其症状的药物组合物，所述药物组合物包含eIF4E抑制剂。

2.根据权利要求1所述的药物组合物，其中，所述疾病是皮质发育畸形(FMCD)。

3.根据权利要求2所述的药物组合物，其中，所述FMCD是局灶性皮质发育不良(FCD)、半

侧巨脑症(HME)或结节性硬化症(TSC)。

4.根据权利要求2至3中任一项所述的药物组合物，其中，所述FMCD为脑体细胞突变引

起的FMCD。

5.根据权利要求2至4中任一项所述的药物组合物，其中，所述FMCD为局灶性皮质发育

不良II型(FCD  II型)。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的药物组合物，其中，所述症状为选自由以下组成

的组中的至少一种：癫痫、焦虑、认知障碍、短期记忆障碍、运动障碍、社交行为障碍、重复行

为障碍和抑郁症。

7.根据权利要求1至6中任一项所述的药物组合物，其中，所述症状为自发性癫痫发作、

行为性癫痫发作或脑电图癫痫发作。

8.根据权利要求1至7中任一项所述的药物组合物，其中，所述eIF4E抑制剂抑制或降低

eIF4E的活性。

9.根据权利要求1至7中任一项所述的药物组合物，其中，所述eIF4E抑制剂抑制eIF4E

的表达，或降低eIF4E的表达水平。

10.根据权利要求1至7中任一项所述的药物组合物，其中，所述eIF4E抑制剂抑制eIF4E

激活敏感基因的表达增加，或降低eIF4E激活敏感基因的表达，其中，所述eIF4E激活敏感基

因包括选自由位于5'‑非翻译区的富含U基序、鸟嘌呤四联体基序、富含A基序和CERT基序组

成的组中的至少一个基序。

11.根据权利要求10所述的药物组合物，其中，所述eIF4E激活敏感基因为ADK基因、

CREB1基因或IRSp53基因。

12.根据权利要求1至11中任一项所述的药物组合物，其中，所述eIF4E抑制剂为化合

物、多核苷酸、肽或抗体。

13.根据权利要求1至11中任一项所述的药物组合物，其中，所述eIF4E抑制剂为帽结合

拮抗剂、eIF4E‑eIF4G相互作用抑制剂、通过与eIF4E结合降低游离eIF4E水平的物质、阻断

eIF4E磷酸化的MNK抑制剂或能够与eIF4E结合的核酸。

14.根据权利要求13所述的药物组合物，其中，所述eIF4E抑制剂是二甲双胍、利巴韦

林、7‑BnGMP、4Ei‑1、4EGI‑1、4E1RCat、喹巴因、紫苏醇、4EBP模拟肽、GnRH激动剂‑4EBP融合

肽、CGP052088、CGP57380，或能够与eIF4E结合的siRNA、shRNA或反义寡核苷酸。

15.根据权利要求14所述的药物组合物，其中，所述反义寡核苷酸是抑制eIF4E表达的

寡核苷酸，并且所述反义寡核苷酸的长度为14至30、15至30、16至30、17至30、18至30或19至

30个核苷酸。

16.根据权利要求14至15中任一项所述的药物组合物，其中，所述反义寡核苷酸包含可

与选自由eIF4E的5'‑非翻译区、翻译起始区、外显子区、内含子区和3'‑非翻译区组成的组

中的至少一个区杂交的反义核苷酸分子。

17.根据权利要求14至16中任一项所述的药物组合物，其中，与具有SEQ  ID  NO：201的
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核苷酸序列的对照相比，所述反义寡核苷酸降低90％或更低的eIF4E  mRNA的相对表达水

平。

18.根据权利要求14至16中任一项所述的药物组合物，其中，所述反义寡核苷酸包含选

由化学修饰的核苷间键、化学修饰的糖部分和化学修饰的核碱基组成的组中的至少一种化

学修饰。

19.根据权利要求18所述的药物组合物，其中，所述寡核苷酸中包含的至少一种核苷酸

是选自由2'‑O‑甲氧基乙基核糖、cET核糖和锁核酸组成的组中的至少一种。

20.根据权利要求19所述的药物组合物，其中，在所述寡核苷酸的每一端包含1至6个修

饰的核苷酸。

21.根据权利要求14至20中任一项所述的药物组合物，其中，所述寡核苷酸包含至少一

个化学修饰的核苷间键。

22.根据权利要求21所述的药物组合物，其中，所述化学修饰的核苷间键为硫代磷酸酯

键，化学修饰的糖部分为2'‑O‑甲氧基乙基核糖，或化学修饰的核碱基为5‑甲基胞嘧啶。

23.根据权利要求14至22中任一项所述的药物组合物，其中，所述寡核苷酸包含选自由

SEQ  ID  NO：1至95和SEQ  ID  NO：101至200组成的组中的至少一种寡核苷酸。

24.根据权利要求23所述的药物组合物，其中，所述寡核苷酸包括具有SEQ  ID  NO：96的

核苷酸序列的寡核苷酸。

25.根据权利要求23所述的药物组合物，其中，所述寡核苷酸包含选自由具有SEQ  ID 

NO：16、20、21、27、28、35、75、77、132、143、147、149、161、162、171、178、179、180、182、183和

184的核苷酸序列的寡核苷酸组成的组中的至少一种寡核苷酸。

26.根据权利要求25所述的药物组合物，其中，所述寡核苷酸包含硫代磷酸酯键、2'‑O‑

甲氧基乙基核糖和5‑甲基胞嘧啶。

27.根据权利要求1所述的药物组合物，其中，所述eIF4E抑制剂通过皮下注射、静脉注

射、肌肉注射、动脉内注射、腹膜内注射、脑内注射、鞘内注射或脑室内注射提供。

28.一种反义寡核苷酸，其中，所述反义寡核苷酸抑制eIF4E的表达或活性，并且所述反

义寡核苷酸的长度为14至30、15至30、16至30、17至30、18至30或19至30个核苷酸，并且其中

所述反义寡核苷酸包含选自由化学修饰的核苷间键、化学修饰的糖部分和化学修饰的核碱

基组成的组中的至少一种化学修饰。

29.根据权利要求28所述的反义寡核苷酸，其中，所述反义寡核苷酸包含可与选自由

eIF4E的5'‑非翻译区、翻译起始区、外显子区、内含子区和3'‑非翻译区组成的组中的至少

一个区特异性杂交的反义核苷酸分子。

30.根据权利要求28所述的反义寡核苷酸，其中，与具有SEQ  ID  NO：201的核苷酸序列

的对照相比，所述反义寡核苷酸降低90％或更低的eIF4EmRNA的相对表达水平。

31.根据权利要求28至30中任一项所述的反义寡核苷酸，其中，所述反义寡核苷酸包含

选自由化学修饰的核苷间键、化学修饰的糖部分和化学修饰的核碱基组成的组中的至少一

种化学修饰。

32.根据权利要求31所述的反义寡核苷酸，其中，所述寡核苷酸中包含的至少一种核苷

酸是选自由2'‑O‑甲氧基乙基核糖、cET核糖和锁核酸组成的组中的至少一种。

33.根据权利要求32所述的反义寡核苷酸，其中，在所述寡核苷酸的每一端包括1至6个
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修饰的核苷酸。

34.根据权利要求28至33中任一项所述的反义寡核苷酸，其中，所述寡核苷酸包含至少

一种化学修饰的核苷间键。

35.根据权利要求28所述的反义寡核苷酸，其中，所述化学修饰的核苷间键是硫代磷酸

酯键，化学修饰的糖部分是2'‑O‑甲氧基乙基核糖，或化学修饰的核碱基是5‑甲基胞嘧啶。

36.根据权利要求28至35中任一项所述的反义寡核苷酸，其中，所述寡核苷酸包含选自

由SEQ  ID  NO：1至95和SEQ  ID  NO：101至200组成的组中的至少一种寡核苷酸。

37.根据权利要求36所述的反义寡核苷酸，其中，所述寡核苷酸包含具有SEQ  ID  NO：96

的核苷酸序列的寡核苷酸。

38.根据权利要求36所述的反义寡核苷酸，其中，所述寡核苷酸包含选自由具有SEQ  ID 

NO：16、20、21、27、28、35、75、77、132、143、147、149、161、162、171、178、179、180、182、183和

184的核苷酸序列的寡核苷酸组成的组中的至少一种寡核苷酸。

39.根据权利要求28所述的反义寡核苷酸，其中，所述寡核苷酸包含硫代磷酸酯键、2'‑

O‑甲氧基乙基核糖和5‑甲基胞嘧啶。

40.一种用于预防、缓解或治疗与脑神经元细胞或神经组织中真核翻译起始因子4E

(eIF4E)的活性增加相关的疾病或其症状的方法，包括向有需要的受试者给药eIF4E抑制

剂。

41.根据权利要求40所述的方法，其中，所述受试者具有激活的eIF4E激活敏感基因的

特征，所述激活的eIF4E激活敏感基因包括受eIF4E调节的5'‑非翻译区。

42.一种与真核翻译起始因子4E(eIF4E)的活性增加相关的脑部疾病的诊断试剂盒，其

包含检测选自由eIF4E、其表达或活性受eIF4E调节的eIF4E激活敏感基因，以及编码它们的

核苷酸分子组成的组中的至少一种生物标志物的试剂。

43.一种通过使用选自由eIF4E、其表达或活性受eIF4E调节的eIF4E激活敏感基因，以

及编码它们的核苷酸分子组成的组中的至少一种生物标志物来选择要给药eIF4E抑制剂的

受试者、预测eIF4E抑制剂在受试者中的易感性或监测eIF4E抑制剂在受试者中的功效的方

法。

44.根据权利要求43所述的方法，其中，所述eIF4E激活敏感基因在其5'‑非翻译区包括

的选自由富含U基序、鸟嘌呤四联体基序、富含A基序和CERT基序组成的组中的至少一个基

序。

45.根据权利要求43所述的方法，其中，所述方法还包括测量所述受试者的测试样品中

的生物标志物的活性、表达水平或浓度水平，并与参考样品中的生物标志物的活性、表达水

平或浓度水平进行比较。

46.根据权利要求45所述的方法，其中，所述样品是脑组织、脑细胞、脑组织裂解物或脑

脊液。
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用于诊断或治疗与ELF4E活性增加相关的病症的包含ELF4E抑

制剂的组合物

技术领域

[0001] 本发明涉及用于诊断或治疗与eIF4E活性增加相关的病症的包含eIF4E抑制剂的

组合物，更具体地，涉及用于预防、缓解、减轻或治疗与eIF4E活性增加相关的病症(例如，与

eIF4E活性增加相关的疾病或病症)、其症状及其相关疾病的组合物。

背景技术

[0002] eIF4E是一种24kDa的蛋白质，作为真核翻译起始因子，在mRNA翻译的起始中起重

要作用。在mRNA翻译起始后，eIF4E与mRNA的5'端的7‑甲基鸟苷帽结构结合，这导致支架蛋

白eIF4G和解旋酶eIF5A的募集以形成复合物(称为eIF4F)。复合物的组装对于帽依赖性翻

译的起始是必要的。因此，eIF4E与eIF4G的结合是翻译中的关键过程。eIF4F复合物的组装

是翻译起始的限速步骤，并取决于eIF4E的可用性。

[0003] eIF4E组装成eIF4F复合物的可用性受阻遏蛋白调节，称为eIF4E结合蛋白(4E‑

BPs：4E‑BP1/2/3)，4E‑BP1/2/3与eIF4E的结合是由4E‑BPs的磷酸化状态控制的。在正常情

况下，eIF4E与4E‑BP结合，并被抑制与mRNA的5'端的7‑甲基鸟苷帽结合。然而，当磷酸化时，

4E‑BP1/2/3功能减弱。结果，4E‑BP1/2/3(4E‑BPs)作为抑制剂的eIF4E变得活跃。

[0004] WO2001/096388和WO2001/096389介绍了编码人eIF4E的核酸分子，公开了通过向

癌症患者给药多核苷酸组合物实现的癌症治疗。

[0005] 此前有报道称，eIF4E在小鼠体内的过表达和激活选择性地增强了ODC、细胞周期

蛋白D1(cyclin  D1)、c‑myc等促生长基因的翻译，从而诱导细胞转化、肿瘤发生、肿瘤侵袭

和肿瘤转移。特别是，癌症中eIF4E表达和激活的增加增强了参与生长促进的基因的翻译，

从而增加细胞生长并引发肿瘤发生和转移。已知eIF4E的表达升高与肿瘤发生相关，并在白

血病、淋巴瘤、乳腺癌、结肠直肠癌、膀胱癌、肺癌、前列腺癌和头颈癌的进展中发挥作用

(Oncogene.2004年4月19日；23(18)：3189‑99，eIF‑4E表达及其在恶性肿瘤和转移中的作用

(eIF‑4E  expression  and  its  role  in  malignancies  and  metastases))。

[0006] 此外，在癌症中发现eIF4E的表达上调，增强血管生成和肿瘤生长。eIF4E抑制剂下

调eIF4E的表达并降低癌基因c‑myc和细胞周期蛋白D1以及存活的抗凋亡蛋白和Bcl‑2的表

达。因此，已知eIF4E抑制剂可诱导肿瘤细胞凋亡并降低肿瘤细胞中的细胞活力

(J.Clin.Invest.117：2638‑2648，2007)。因此，传统上，eIF4E的表达是过度增殖性疾病(如

血管生成或实体癌)研究的目标。

发明内容

[0007] 本发明涉及用于诊断或治疗与eIF4E活性增加相关的病症的包含eIF4E抑制剂的

组合物，或用于其的试剂盒或方法。

[0008] 本发明的一种实施方式提供了用于预防、缓解或治疗与eIF4E活性增加相关的脑

部疾病(例如FMCD(皮质发育的局灶性畸形)、FMCD的症状，或其相关疾病)的包含eIF4E抑制
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剂作为活性成分的组合物，或其相关疾病或用于其的试剂盒或方法。

[0009] 本发明的另一种实施方式提供了用于预防、缓解或治疗与脑神经元细胞或神经组

织中真核翻译起始因子4E(eIF4E)的活性增加相关的疾病或其症状的方法，该方法包括以

下步骤：向有需要的受试者给药eIF4E抑制剂。

[0010] 本发明的另一种实施方式提供了用于诊断与eIF4E活性增加相关的脑部疾病(例

如FMCD、FMCD的症状或其相关疾病)的生物标志物，其中所述生物标志物是选自由以下组成

的组中的至少一种：eIF4E、其表达或活性受eIF4E调节的eIF4E活化敏感蛋白和编码其的核

酸分子。

[0011] 本发明的另一种实施方式提供了用于诊断与eIF4E活性增加相关的脑部疾病(例

如FMCD、FMCD的症状或其相关疾病)的组合物或试剂盒，该组合物或试剂盒包含能够检测选

自由以下组成的组中的至少一种生物标志物的分子或试剂，所述生物标志物选自eIF4E、其

表达或活性受eIF4E调节的eIF4E活化敏感蛋白和编码其的核酸分子；或用于诊断与eIF4E

活性的增加相关的脑部疾病(例如FMCD、FMCD的症状或其相关疾病)的方法；或用于提供关

于与eIF4E的活性增加相关的脑部疾病(例如FMCD、FMCD的症状或其相关疾病)的诊断信息

的方法，该方法使用能够检测选自由以下组成的组中的至少一种生物标志物的分子或试

剂，所述生物标志物选自eIF4E、其表达或活性受eIF4E调节的eIF4E活化敏感蛋白和编码其

的核酸分子。能够检测生物标志物的分子或试剂可以是全部可与生物标志物杂交的引物、

探针或适体，或者各自与生物标志物蛋白特异性结合的抗体或适体。

[0012] 本发明的另一种实施方式提供了用于选择要给药eIF4E抑制剂的受试者、用于预

测受试者对eIF4E抑制剂的易感性、或用于监测eIF4E抑制剂在受试者中的给药功效的方

法，该方法使用选自以下组成的组中的至少一种生物标志物：eIF4E、其表达或活性受eIF4E

调节的eIF4E活化敏感蛋白和编码其的核酸分子。

[0013] 如本文所用，术语“药学上可接受的盐”是指根据本发明的化合物的生理学和药学

上可接受的盐，即保留母体化合物的所需生物活性并且不赋予不希望的毒理学作用的盐。

[0014] 如本文所用，术语“诊断”旨在涵盖鉴定病理状况的存在或特征、确定病理状况的

发作、检测或探测发病机制的风险或可能性以及监测病理状况。

[0015] 如本文所用，术语“治疗”旨在包括减轻或缓解病症、疾病、紊乱或其症状，降低疾

病程度，延迟或阻止疾病进展，改善、减轻或稳定疾病状态、部分或完全康复、延长生存期或

其他有益结果。在本文中，“治疗”包括通过将eIF4E抑制剂给药于患此病的患者来缓解、减

轻、减少或治疗与eIF4E的活性增加相关的病症(例如疾病、紊乱、其症状或其相关疾病)。

[0016] 本文中的术语“受试者”是指被选择用于诊断、缓解、预防或治疗的人或非人动物。

受试者可以是患有eIF4E活性诱导的脑部疾病(例如FMCD、FMCD的症状或其相关疾病)、具有

疾病发作的风险或可能性、或已接受针对疾病的病变进行的手术的人或动物。

[0017] 受试者可以是需要预防、减轻或治疗与脑神经元细胞或神经组织中的eIF4E活性

增加相关的疾病或其症状的受试者，例如，可能患有由eIF4E的表达、细胞内水平或活性增

加引起的脑部疾病、其症状或其相关疾病，或可能经历脑神经元细胞或神经组织中PI3K‑

AKT‑mTOR信号传导途径中上游基因的表达或活性的变化，上游基因诱导eIF4E激活敏感基

因的激活，该激活的表达受eIF4E或eIF4E激活的调节。eIF4E激活敏感基因通过eIF4E活性

增加而被激活，并且在其5'‑非翻译区包括由eIF4E调节的基序，例如，选自5'‑非翻译区中

说　明　书 2/48 页

6

CN 114340678 A

6



的富含U基序、鸟嘌呤四重基序、富A的基序和CERT基序中的至少一种基序。该基因的具体实

例列于下表1中。

[0018] eIF4E抑制剂可以抑制或降低IF4E的活性、表达或水平。具体而言，eIF4E抑制剂可

以起到抑制eIF4E的产生和/或表达或抑制eIF4E的活性的作用，例如，eIF4E抑制剂可以是

药物、抗体、shRNA、siRNA、微RNA、反义寡核苷酸等，这些都是eIF4E的抑制剂。eIF4E  mRNA的

mRNA表达抑制剂，例如与IF4E互补结合的物质，例如药物、抗体、siRNA、shRNA、微RNA、反义

寡核苷酸，均能抑制eIF4E，均落入本发明范围内。

[0019] 本发明的一种实施方式涉及抑制真核翻译起始因子4E的活性或表达并且具有14

至30、15至30、16至30、17至30、18至30或19至30个核苷酸长度的反义寡核苷酸。更具体地，

反义寡核苷酸可以是与eIF4E中的5'‑非翻译区、起始区、外显子、内含子和3'‑非翻译区中

的至少一种特异性杂交的反义核酸分子。

[0020] 本发明的一种实施方式提供了包含作为eIF4E抑制剂的反义寡核苷酸的组合物或

试剂盒，用于诊断、预防、缓解或治疗与eIF4E的活性增加相关的脑部疾病，例如FMCD(皮质

发育的局灶性畸形)、FMCD的症状或其相关疾病，或使用反义寡核苷酸作为eIF4E抑制剂用

于诊断、预防、缓解或治疗与eIF4E的活性增加相关的脑部疾病(例如FMCD(皮质发育的局灶

性畸形)、FMCD的症状或其相关疾病)的方法。

[0021] 下面，将给出本发明的详细描述。

[0022] 在本发明中，由eIF4E的活性增加引起的脑部疾病、其症状或其相关疾病可能是由

脑神经元细胞或神经组织中eIF4E活性的增加引起的。与eIF4E活性的增加相关的脑部疾病

可能是由eIF4E的表达、细胞内水平或活性增加引起的。例如，由eIF4E活性增加引起的脑部

疾病可能是FMCD，例如，可能包括局灶性皮质发育不良(FCD)、半侧巨脑症(HME)、偏侧肥大、

多发性硬化症(TSC)或韦伯综合征(Sturge‑Weber  syndrome，SWS)。

[0023] eIF4E的表达、细胞内水平或活性增加可以通过负责调节eIF4E活性或表达的上游

基因来实现，例如，活性的基因促进和/或活性的基因抑制，或通过eIF4E的磷酸化来实现。

[0024] 通过磷酸化激活eIF4E主要以两种模式进行，包括eIF4E结合蛋白(4E‑BP)的磷酸

化和eIF4E的磷酸化。例如，mTOR负责调节eIF4E的活性或表达，疾病可能是由mTOR基因的活

性或表达上调驱动的eIF4E的活性或表达增加引起的。mTOR激活突变对eIF4E的激活可能是

由于脑神经组织和神经元细胞中参与PI3K‑AKT‑mTOR信号传导途径的上游基因中的脑体细

胞突变所致。具体而言，PI3K‑AKT‑mTOR信号传导途径中的上游基因如mTOR、PI3K、AKT、TSC

等脑体细胞突变可以是氨基酸缺失、取代或插入，优选为氨基酸取代。由脑体细胞突变引起

的疾病的实例包括局灶性皮质发育不良(FCD)(例如FCD  II型)、半侧巨脑症(HME)或韦伯综

合征(SWS)。

[0025] 根据本发明的与eIF4E活性增加相关的脑部疾病是指与脑神经元细胞或神经组织

中eIF4E活性增加相关的脑部疾病，但不包括大脑以外的身体部分中或神经元细胞或神经

组织以外的细胞或组织中与eIF4E活性增加相关的过度增殖性疾病，例如恶性肿瘤。

[0026] 根据本发明的与eIF4E的活性增加相关的疾病的症状或相关疾病可以包括选自由

以下组成的组中的至少一种：癫痫(尤其是顽固性癫痫)、大脑中异常神经细胞的产生和神

经精神障碍。癫痫的具体症状包括自发性癫痫发作、行为性癫痫发作和/或脑电图癫痫发

作。神经精神障碍包括焦虑、认知障碍、短期记忆障碍、运动障碍、社交行为障碍、重复行为
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障碍和抑郁症。

[0027] 如本文所用，术语“癫痫”是指一种慢性疾病，其特征在于由于某些神经元在短时

间内过度电变化而导致反复发作。术语“顽固性癫痫”是指对迄今为止开发的任何抗癫痫药

物均无反应的癫痫。顽固性癫痫的病因包括皮质发育畸形，例如FCD，尤其是FCD  II型、HME

和TSC。

[0028] 癫痫可能是由参与mTOR信号传导途径的基因中的脑体细胞突变引起的，更具体

地，由参与mTOR信号传导途径的基因mTOR、PI3K、AKT或eIF4E中的脑体细胞突变引起，例如，

氨基酸缺失、取代或插入，优选氨基酸取代。

[0029] 局灶性皮质发育不良是散发性大脑皮质发育异常之一，伴有大脑皮质的结构异常

和神经元细胞的细胞学异常。局灶性皮质发育不良根据病理标准分为几种类型。其中，FCD 

II型表现出以皮质发育不良、畸形神经元或球囊细胞为特征的一致病理表现(Epilepsia 

52，158‑174(2011))。

[0030] 在从局灶性皮质发育不良患者手术获得的脑组织中，可以使用各种深度测序技

术，如全外显子组测序、杂交捕获测序、扩增子测序等，检测出局灶性皮质发育不良的脑损

伤特异性体细胞突变。

[0031] 如根据本发明的一种实施方式的FMCD模型动物所表明的，mTOR激活突变通过上述

机制增加了eIF4E的活性，进而增加了在其5'‑UTR中具有富含A、鸟嘌呤四联体(GGC)4、CERT

和/或富含U基序的eIF4E激活敏感基因的活性和/或表达，导致顽固性癫痫发作。

[0032] 在本发明中，eIF4E激活敏感基因的表达或活性通常受eIF4E调控，并且eIF4E激活

敏感基因在其5'‑UTR中具有受eIF4E调控的特定共同基序。当从5'‑UTR中去除共同基序时，

基因的表达不再因eIF4E活性的增加而上调。因此，发现根据本发明的eIF4E激活敏感基因

的5'‑UTR中的特定基序受eIF4E特异性调控。

[0033] 具体地，根据本发明的eIF4E激活敏感基因可以包括选自由以下组成的组中的至

少一个基序：富含U基序、鸟嘌呤四联体基序、富含A基序和CERT基序。例如，5'‑UTR可以包含

两个或更多个不同的基序、一个基序的重复或它们的组合。富含U基序表示为TTDWTTTTTNT

(SEQ  ID  NO：97)，鸟嘌呤四联体基序表示为GGCGGCGGCGGC(SEQ  ID  NO：98)，富含A基序表示

为AANATAAAA(SEQ  ID  NO：99)，以及CERT基序表示为GCCGCCGCCGCC(SEQ  ID  NO：100)。在ADK

基因的5'‑UTR中检测到一个鸟嘌呤四联体，在CREB1基因的5'‑UTR中检测到鸟嘌呤四联体

基序、富含A基序和CERT基序，在IRSp53基因的5'‑UTR中检测到富含U基序。

[0034] eIF4E过度激活敏感基因列于下表1中，优选可以是选自由以下组成的组中的至少

一种：腺苷激酶(ADK)、cAMP反应元件结合蛋白1(CREB1)和IRSp53。eIF4E激活敏感基因或蛋

白质可用作探测、检测或诊断由eIF4E活性增加引起的病症的生物标志物，例如疾病、病症、

其症状或其相关疾病。

[0035] 具体而言，从每个时间点单个基因相对于对照的翻译效率(TE)的倍数变化分布来

看，相对于MTOR‑WT模型，在MTOR‑C1483Y或MTOR‑L2427P模型中选择了256个z评分为1.2或

更高的基因用于eIF4E激活敏感蛋白或基因。选择的基因在下表1中给出。TE倍数变化分布

中z‑评分≥1.2满足log2(TE[p.C1483Y]/[WT])≥2.142605598和log2(TE[p.L2427P]/

[WT])≥2.232171262的条件。

[0036] [表1]
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[0037]
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[0038]
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[0039]
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[0040]
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[0041]
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[0042]
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[0043]

[0044] 作为eIF4E过度激活敏感基因的一个具体实例，腺苷激酶(ADK，EC  2.7.1.20)是一

种进化上保守的磷酸转移酶，可将腺苷转化为5'‑单磷酸腺苷。ADK在复杂的内稳态和代谢

网络中起着上游调节器的作用。ADK功能障碍与包括糖尿病、癌症等在内的各种病理有关。

人腺苷激酶的氨基酸和核酸序列是已知的，例如NCBI登录号NP_001114 .2、NP_

001189378.1、NP_001189379.1、NP_001356052.1或NP_006712.2的氨基酸序列和NCBI登录

号NC_000010.11的核酸序列。由于ADK在星形胶质细胞中过表达而患癫痫的模型是已知的，

但与本发明无关，本发明致力于因ADK在神经元中过表达而发生癫痫。

[0045] cAMP反应元件结合蛋白1(CREB1)是一种细胞转录因子，它与称为cAMP反应元件

(CRE)的某些DNA序列结合，从而调节下游基因的转录。人CREB1的氨基酸和核酸序列是已知

的，例如NCBI登录号NP_001307722.1、NP_004370.1和NP_604391.1的氨基酸序列以及NCBI

登录号NG_023299.1的核酸序列。

[0046] 胰岛素受体底物p53(IRSp53)，也称为脑特异性血管生成抑制剂1相关蛋白2

(BAIAP2)，与脑特异性血管生成抑制剂1相互作用并作为胰岛素受体酪氨酸激酶底物发挥

作用。人IRSp53的氨基酸和核酸序列是已知的，例如NCBI登录号NP_001138360 .1、NP_

006331.1、NP_059344.1和NP_059345.1的氨基酸序列以及NCBI登录号NG_029486.2的核酸

序列。

[0047] 根据本发明的eIF4E抑制剂是能够抑制脑中eIF4E的表达、活性或水平的物质，可

以包括化合物(例如二甲双胍)、多核苷酸(例如siRNA、shRNA、miRNA、反义寡核苷酸等)、多

肽和抗体(例如，完整抗体、抗体片段等)，但不限于此。优选地，多核苷酸可以是反义多核苷

酸。详细地，多核苷酸可以是能够与靶基因互补结合的任何多核苷酸或核酸分子，并且包括

可以是单链或双链的DNA和RNA。术语“对eIF4E的表达、活性或水平的抑制活性”是指将
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eIF4E的表达、活性或水平降低至未患有与eIF4E的表达增加相关的脑部疾病的受试者中的

95％或更低、90％或更低、85％或更低、80％或更低、75％或更低、70％或更低、65％或更低、

60％或更低、55％或更低或50％或更低。

[0048] 因此，只要本领域已知，任何eIF4E抑制剂均可用于本发明。例如，eIF4E抑制剂包

括(i)利巴韦林、合成的核苷酸衍生物7‑苄基鸟苷一磷酸(7‑BnGMP)和4Ei‑1(无毒小分子)，

它们各自是与eIF4E结合并竞争性抑制EIF4E与7‑MeG‑加帽的mRNA结合的帽结合拮抗剂，

(ii)4EGI‑1，4E1RCat、喹巴因(Quabain)(一种强心苷)和紫苏醇(一种植物甲羟戊酸代谢的

次级产物)，它们各自是eIF4E‑eIF4G相互作用抑制剂，(iii)4EBP模拟肽和GnRH激动剂‑

4EBP融合肽，它们各自与eIF4E结合以降低游离eIF4E的水平，(iv)CGP052088(星形孢菌素

的衍生物，一种广谱激酶抑制剂)、CGP57380(一种有效的Mnk1和Mnk2抑制剂)和视黄酰胺

(一种新型Mnk抑制剂/一种视黄酸代谢阻断剂/阻断eIF4E磷酸化)，它们各自是阻断eIF4E

磷酸化的Mnk抑制剂，和(v)反义寡核苷酸。

[0049] eIF4E抑制剂可以是帽结合拮抗剂、eIF4E‑eIF4G相互作用抑制剂、与eIF4E结合以

降低游离eIF4E水平的物质、阻断eIF4E磷酸化的Mnk抑制剂或与eIF4E结合的核酸。更具体

地，eIF4E抑制剂可以是二甲双胍、利巴韦林、7‑BnGMP、4Ei‑1、4EGI‑1。4E1RCat、喹巴因、紫

苏醇、4EBP模拟肽、GnRH激动剂‑4EBP融合肽、CGP052088、CGP57380，或能够与eIF4E结合的

siRNA、shRNA或反义寡核苷酸。

[0050] 只要它具有针对eIF4E表达、活性或水平的抑制活性，任何反义寡核苷酸(ASO)都

可以用作本发明中的eIF4E抑制剂，即使在本领域中已知为抗癌剂。反义寡核苷酸的实例包

括在US  9,096,851、US  8,410,074、US  8,252,762和US  7,601,700中公开的那些，但不限于

此。示例性的eIF4E特异性ASO包括LY2275796和ISIS  183750，但不限于此。

[0051] 在其一种实施方式中，本发明提供了一种eIF4E  mRNA表达抑制剂，例如，包括能够

与真核翻译起始因子4E(eIF4E)互补结合的多核苷酸的eIF4E抑制剂。在此，“mRNA表达抑制

剂”与mRNA互补结合以抑制该mRNA编码的蛋白质的表达，可以优选为选自由反义寡核苷酸、

siRNA、shRNA和微RNA组成的组中的至少一种，更优选为shRNA，但不限于此。shRNA可以更有

效地实现目标，因为它在转染时具有高周转率和低降解率。

[0052] 在本发明中，作为eIF4E抑制剂起作用的多核苷酸可以是各自与eIF4E  mRNA互补

结合的反义寡核苷酸、siRNA或shRNA。多核苷酸与eIF4E  mRNA互补结合，而eIF4E  mRNA又经

历由RNase  H介导的降解，从而预防、减轻或治疗与eIF4E表达增加相关的疾病、其症状或其

相关疾病。

[0053] 在根据本发明的一种实施方式中，eIF4E抑制剂可以是eIF4E抑制药物，例如二甲

双胍。或者，eIF4E抑制剂可以是shRNA并且可以包括例如SEQ  ID  NO：203或SEQ  ID  NO：204。

在另一种实施方式中，eIF4E抑制剂可以是反义寡核苷酸(ASO)，其实例列于下表2中。任何

抑制eIF4E基因表达和/或活性的寡核苷酸都是可用的。

[0054] 寡核苷酸可以是抑制eIF4E的活性或表达的反义寡核苷酸，并且长度为14至30个

核苷酸、15至30个核苷酸、16至30个核苷酸、17至30个核苷酸、18至30个核苷酸、19至30个核

苷酸、14至25个核苷酸、15到25个核苷酸、16到25个核苷酸、17到25个核苷酸、18到25个核苷

酸、19到25个核苷酸、14到23个核苷酸、15到23个核苷酸、16到23个核苷酸、17到23个核苷

酸、18到23个核苷酸，或19到23个核苷酸。更具体地，反义寡核苷酸可以是与选自eIF4E中的
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5'‑非翻译区、翻译起始区、外显子、内含子和3'‑非翻译区的至少一种特异性杂交的反义核

酸分子。

[0055] 通常，反义寡核苷酸是指具有允许与靶核酸分子的相应区段杂交的碱基序列的单

链寡核苷酸。

[0056] 根据本发明的一种实施方式的反义寡核苷酸是与选自由eIF4E中的5'‑非翻译区、

翻译起始区、外显子、内含子和3'‑非翻译区组成的组中的至少一种特异性杂交的反义核酸

分子，以降低eIF4E的产生表达水平和/或活性，从而预防、缓解或治疗由脑神经元细胞中

eIF4E的过度激活或活性增加引起的病症，特别是疾病、或病症、或疾病或病症的症状。此

外，根据本发明的反义寡核苷酸可以抑制或降低eIF4E的活性，从而可以调节eIF4E激活敏

感基因的表达或活性，该基因的表达受eIF4E调节。eIF4E激活敏感基因如上所述。

[0057] 更详细地，反义寡核苷酸可以将eIF4E  mRNA的表达水平降低至具有SEQ  ID  NO：

201序列的对照的95％或更低、90％或更低、85％或更低、80％或更低、75％或更低、70％或

更低、65％或更低60％或更低、55％或更低、或50％或更低。

[0058] 可以对寡核苷酸进行各种化学修饰，以提高体内稳定性、赋予对核酸酶的抗性和

减少非特异性免疫反应。

[0059] 可以修饰反义寡聚化合物以在寡聚物链的至少一个末端具有至少一个稳定基团，

以增加例如对核酸酶的稳定性。术语“帽结构”或“末端帽部分”是指已掺入反义寡聚化合物

的任一末端的化学修饰。

[0060] 此外，反义寡核苷酸可具有化学修饰的核苷间键、糖部分或碱基。“修饰的寡核苷

酸”是指具有至少一个修饰的核苷间键、修饰的糖和/或修饰的核碱基的寡核苷酸。

[0061] 用于化学修饰的核苷酸可以是选自由以下组成的组中的至少一种：核苷酸的糖部

分的2'位置的OH基被‑CH3(甲基)、‑OCH3(甲氧基)、‑NH2、‑F、‑O‑2‑甲氧基乙基、‑O‑丙基、‑

O‑2‑甲硫基乙基、‑O‑3‑氨基丙基、‑O‑3‑二甲基氨基丙基、‑O‑N‑甲基乙酰胺基或‑O‑二甲基

氨基氧基乙基取代的修饰；核苷酸的糖部分上的氧被硫取代的修饰；将核苷酸中的胞嘧啶

修饰为在5位具有甲基的修饰；以及核苷间键被修饰为硫代磷酸酯、硼烷磷酸酯或膦酸甲酯

键的修饰。寡核苷酸可以包括修饰成PNA(肽核酸)、LNA(锁核酸)或UNA(未锁核酸)的修饰。

LNA是一种修饰的核苷酸，其核糖部分被连接2'氧和4'碳的额外的亚甲基桥修饰。“cEt”或

“受约束的乙基”或“cEt修饰的糖”是指具有包含连接4'‑碳和2'‑碳的桥的糖部分的双环核

苷，其中该桥具有式：4'‑CH(CH3)‑O‑2'。

[0062] 在本发明的一种实施方式中，反义寡核苷酸可以包括选自由化学修饰的核苷间

键、化学修饰的糖部分和化学修饰的核碱基组成的组中的至少一种化学修饰。

[0063] 寡核苷酸中的单个核苷酸可以被化学修饰并且可以包含选自受约束的乙基

(cET)、2'‑O‑甲氧基乙基(2'‑MOE)和锁核酸(LNA)的修饰的糖部分。在寡核苷酸中，修饰的

核苷酸的数量可以是1至6个，例如在其每个末端有1、2、3、4、5或6个。

[0064] 寡核苷酸中的单个核苷酸可以包括化学修饰的碱基。术语“修饰的碱基”是指除腺

嘌呤、胞嘧啶、鸟嘌呤、胸腺嘧啶或尿嘧啶之外的任何核碱基。“修饰的核碱基”是指除腺嘌

呤、胞嘧啶、鸟嘌呤、胸腺嘧啶或尿嘧啶之外的任何核碱基。“未修饰的核碱基”是指嘌呤碱

基腺嘌呤(A)和鸟嘌呤(G)，以及嘧啶碱基胸腺嘧啶(T)、胞嘧啶(C)和尿嘧啶(U)。例如，修饰

的碱基可以是在5位具有甲基的胞嘧啶。
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[0065] 在反义寡核苷酸中，核苷间键可以被化学修饰，例如硫代磷酸酯键、硼磷酸酯键或

膦酸甲酯键，优选硫代磷酸酯键。

[0066] 在本发明中，反义寡核苷酸的给药、腺相关病毒(AAV)介导的siRNA递送、eIF4E活

性抑制剂(例如eFT‑508)的给药或肽介导的RNA递送可以被实施。

[0067] 根据本发明的组合物可以通过各种途径给药于受试者。可以考虑所有的给药方

式。例如，可以非胃肠道给药。非胃肠道给药是指通过注射(例如推注)或输注给药。非胃肠

道给药包括皮下注射、静脉内注射、肌肉内注射、动脉内注射、腹膜内注射、脑内注射、鞘内

注射或脑室内注射。

[0068] 反义多核苷酸的具体实例列于表2中。在表2中，SEQ  ID  NO：1至89和SEQ  ID  NO：

101至200的寡核苷酸在5'到3'方向的第1‑5和16‑20位的核苷酸上包含2'‑MOE修饰。SEQ  ID 

NO：81至95的寡核苷酸在第1‑3和14‑16位的核苷酸上包含2'‑MOE。表2中的所有寡核苷酸都

经过修饰以在每两个相邻的核苷酸之间含有硫代磷酸酯键。

[0069] [表2]
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[0070]

说　明　书 15/48 页

19

CN 114340678 A

19



[0071]
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[0072]
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[0073]
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[0074]

[0075] 可以通过皮下注射、静脉内注射、肌肉内注射、动脉内注射、腹膜内注射、脑内注

射、鞘内注射或脑室内注射来将治疗有效剂量的根据本发明的寡核苷酸递送到细胞中。由

于eIF4E抑制剂除了作用于神经系统外，还被称为抗癌剂，因此静脉注射可以发挥抗癌活

性，但eIF4E抑制剂不能穿过脑血屏障进入大脑。因此，优选脑内注射、鞘内注射或脑室内注

射，更优选鞘内注射。

[0076] 取决于给药途径，根据本发明的包含eIF4E抑制剂的药物组合物可以通过本领域

已知的方法与药学上可接受的载体一起不同地配制。载体包括所有类型的溶剂、分散介质、

水包油或油包水乳液、水性组合物、脂质体、微珠和微粒体。

[0077] 根据本发明的药物组合物可以药学有效量给药，即以足以预防、减轻或治疗癫痫

或其症状的量给药。例如，组合物可以以0.01至1000mg/kg的日剂量给药，优选以1至100mg/

kg的日剂量给药。本发明的药物组合物在所需剂量范围内可以一次给药或分成多次给药。

但是，本领域技术人员可以根据给药途径、待给药的受试者、年龄、性别、体重、个体差异和

疾病状态适当地选择根据本发明的组合物的剂量。

[0078] 此外，本发明的药物组合物可以口服或非胃肠道给药。此外，根据本发明的药物组
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合物的给药可以借助能够将活性成分递送至靶细胞的任何装置来进行。根据不同的给药途

径，本发明的药物组合物可以配制成合适的剂型。

[0079] 根据其实施方式，本发明提供至少一种选自由eIF4E、eIF4E激活敏感蛋白和编码

其的核酸分子组成的组中的生物标志物。生物标志物可用于探测、检测或诊断由eIF4E活性

的增加引起的脑部疾病，例如FMCD、FMCD的症状或其相关疾病。

[0080] 因此，根据本发明的一种实施方式，考虑了用于诊断与eIF4E的活性增加相关的脑

部疾病(例如FMCD、FMCD的症状或其相关疾病)的组合物或试剂盒，该组合物或试剂盒包含

能够检测生物标志物的分子或试剂；或用于诊断或提供关于与eIF4E的活性增加相关的脑

部疾病(例如FMCD、FMCD的症状或其相关疾病)的诊断信息的方法；或用于提供关于与eIF4E

的活性增加相关的脑部疾病(例如FMCD、FMCD的症状或其相关疾病)的诊断信息的方法，该

方法使用能够检测生物标志物的分子或试剂。本发明的另一种实施方式涉及包含作为生物

标志物能够探测、检测或诊断与eIF4E的活性增加相关的脑部疾病(例如FMCD、FMCD的症状，

或相关疾病)的分子或试剂的组合物或试剂盒。

[0081] 本发明的另一种实施方式涉及用于选择要给药eIF4E抑制剂的受试者、用于预测

受试者对eIF4E抑制剂的易感性或用于监测受试者中eIF4E抑制剂的给药功效的方法，该方

法使用至少一种选自由eIF4E、其表达或活性受eIF4E调节的eIF4E激活敏感蛋白和编码其

的核酸分子组成的组中的生物标志物。

[0082] 在本发明的一种实施方式中，该方法包括以下步骤：测量来自受试者的生物测试

样品中的生物标志物的活性、表达或浓度水平，并比较测试样品和参考样品中生物标志物

的活性、表达或浓度水平的测量值。

[0083] 此外，该方法还可以包括以下步骤：选择需要eIF4E抑制剂的受试者；在比较步骤

中，当来自受试者的生物样品中的生物标志物的活性、表达或浓度水平高于参考样品时，将

eIF4E抑制剂给药于选择的受试者。参考样品可获自未患有与eIF4E活性增加相关的脑部疾

病、其症状或其相关疾病的受试者。测试样品可获自具有发生与eIF4E活性增加相关的疾

病、其症状或其相关疾病的风险，或因与eIF4E活性增加相关的疾病而接受手术的受试者。

[0084] 如本文所用，术语“来自患者的样品”或“来自受试者的样品”是指可以从中检测到

生物标志物蛋白质或基因的组织或细胞等样品，并且旨在涵盖脑组织、脑细胞、脑组织匀浆

物或脑脊液，但不限于此。

[0085] 与eIF4E活性增加相关的脑部疾病，例如FMCD、FMCD的症状或其相关疾病，如上描

述了eIF4E、eIF4E过度激活敏感蛋白和编码其的核酸分子。

[0086] 根据本发明的能够检测生物标志物的分子或试剂可以是能够与生物标志物杂交

的引物、探针或适体，或者与生物标志物特异性结合的抗体或适体。

[0087] 详细而言，本发明中的“能够检测基因的试剂”是指可用于检测感兴趣样品中的靶

基因的物质。在具体实施方式中，所述试剂可以是能够与靶基因的核酸序列互补结合的引

物、探针、反义寡核苷酸或适体。引物、探针或反义寡核苷酸特异性结合靶基因，但优选不结

合其他核酸序列。探针可以构建成寡核苷酸探针、单链DNA探针、双链DNA探针或RNA探针的

形式。在本发明中，可以通过确定靶基因和与其互补的探针、引物或反义寡核苷酸之间的杂

交来进行诊断。可以基于本领域知识修改合适序列和杂交条件的选择。

[0088] 在诊断组合物、诊断试剂盒、诊断方法和提供与eIF4E活性增加相关的脑部疾病
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(例如FMCD、FMCD的症状或其相关疾病)的诊断信息的方法中，检测来自受试者的样品中的

生物标志物基因可以通过扩增来自患者样品的核酸序列和/或确定扩增的核酸序列来进

行。

[0089] 详细地，核酸扩增可以通过靶序列的聚合酶链式反应(PCR)、多重PCR、降落PCR

(touchdown  PCR)、热启动PCR、巢式PCR、加强PCR(booster  PCR)、实时PCR、差异显示PCR

(DD‑PCR)、cDNA末端快速扩增(RACE)、反向PCR、小载体PCR、热不对称交错PCR(TAIL‑PCR)、

连接酶链反应、修复链反应、转录介导的扩增、自保留序列复制或选择性扩增反应来进行。

[0090] 另外，扩增子的测序步骤可以通过Sanger测序、Maxam‑Gilbert测序、Shotgun测

序、焦磷酸测序、微阵列杂交、等位基因特异性PCR、动态等位基因特异性杂交(DASH)、PCR延

伸分析、TaqMan方法、自动序列分析或下一代测序进行。可以使用本领域广泛使用的序列分

析系统进行下一代测序，例如可以使用Roche公司的454GS  FLX、Illumina公司的Genome 

Analyzer、Applied  Biosystems公司的SOLid  Platform等。

[0091] 这里，“能够检测基因的试剂”是指可以用于检测目标样品中的靶蛋白的物质。优

选地，所述试剂可以是靶向靶蛋白的特定化合物、肽、抗体、适体或合成物质。抗体可以是多

克隆或单克隆的。

[0092] 此外，可以以试剂盒的形式提供包含能够检测用于诊断癫痫的靶基因或蛋白质的

试剂的组合物。用于检测mTOR激活敏感基因或蛋白质的试剂盒可包含组合物、溶液或装置，

该组合物、溶液或装置含有一种或多种适用于分析的不同成分，以及能够检测基因或蛋白

质的试剂，该试剂包括引物、探针、反义核酸、适体、抗体、肽和化合物。

[0093] 通过检测eIF4E信号传导途径下游基因即可检测eIF4E激活敏感蛋白或编码其的

核酸分子，从而实现无需切除脑组织进行的微创诊断，并在时间和成本方面具有优于传统

基因检测方法的优势。

[0094] 发明效果

[0095] 在本发明中，如药理学或遗传抑制所表明的，eIF4E被鉴定为顽固性癫痫的新治疗

靶标，并且可以使用eIF4E阻遏物或eIF4E抑制剂来抑制癫痫。

附图说明

[0096] 图1示出了通过免疫荧光分析测量的来自TSC、FCD和HME患者的脑组织中磷酸化

4E‑BP1/2/3(4E‑BP)和S6的表达水平增加，其中对照1指UMB5309的死后脑组织，对照2指

UMB5408的死后脑组织，对照3指FCD247的未受影响的脑组织。

[0097] 图2示出了通过蛋白质印迹分析测量的从TSC、FCD和HME患者的脑组织获得的蛋白

质溶液中ADK、IRSp53、CREB1和p‑S6的表达水平增加，其中α‑微管蛋白用作上样对照，对照1

指UMB5309的死后脑组织，对照2指UMB5408的死后脑组织，对照3指FCD247的未受影响的脑

组织，对照4指UMB1712的死后脑组织，对照5指UMB4917的死后脑组织。

[0098] 图3示出了通过免疫荧光分析测量的TSC、FCD和HME患者的病变组织中ADK、IRSp53

和CREB1的表达水平增加，其中对照1指UMB5309的死后脑组织，对照2指UMB5408的死后脑组

织，对照3指FCD247的未受影响的脑组织。

[0099] 图4示出了FMCD动物模型(胚胎第18天)中4E‑BP的磷酸化和S6K的激活，其中4E‑BP

的磷酸化和S6K的激活导致包括eIF4E在内的eIF4F的活性增加。
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[0100] 图5示出了FMCD动物模型(成体‑出生后第56天和第120天)中4E‑BPs的磷酸化和

S6K的活化，其中4E‑BPs的磷酸化和S6K的活化导致包括eIF4E的eIF4F的活性增加。

[0101] 图6至图8示出了根据实施例1‑6的FMCD动物模型中大脑皮质发育不良、癫痫和细

胞肥大的产生。

[0102] 图9a和9b示出了根据实施例2的pCIG‑MTOR突变体‑IRES‑GFP；mU6‑shScramble或

pCIG‑MTOR突变体‑IRES‑GFP；和mU6‑sheIF4E载体构建，以及通过蛋白质印迹测量的

sheIF4E对eIF4E的抑制活性。

[0103] 图9c和9d示出了来自实施例1‑6和2‑1中使用实施例2‑1的pCIG‑MTOR突变体‑

IRES‑GFP；mU6‑sheIF4E载体建立的动物模型的出生后第21天脑组织中eIF4E的表达降低。

[0104] 图9e示出了来自实施例1‑6和2‑1中使用实施例2‑1的pCIG‑MTOR突变体‑IRES‑

GFP；mU6‑sheIF4E载体建立的动物模型的出生后第21天脑组织中ADK、IRSp53和CREB1的表

达降低，其中eIF4E表达降低。

[0105] 图9f示出了使用实施例2中具有sheIF4E介导的eIF4E表达下调的CIG‑MTOR突变

体‑IRES‑GFP；mU6‑sheIF4E载体和动物模型建立的动物模型中癫痫的显著减少。

[0106] 图10示出了根据实施例2的在其中具有eIF4E表达下调的动物模型中癫痫发作开

始时的癫痫发作频率和持续时间。

[0107] 图11示出了FMCD癫痫动物模型中皮质发育不良的显著减少，其中根据实施例2通

过靶向eIF4E的shRNA降低了eIF4E表达(***P<0.001(在每种情况下n＝5，使用Bonferroni

事后检验的单因素方差分析)。比例尺＝100μm。平均值±sem)。

[0108] 图12示出了在实施例2的FMCD癫痫动物模型的mTOR突变体表达细胞中，当eIF4E表

达被靶向eIF4E的shRNA下调时，mTOR突变导致肥大体细胞大小显著减小，其中比较了来自

出生后第21天，FMCD癫痫动物模型大脑皮层的2/3层的细胞大小方面的治疗效果。

[0109] 图13示出了根据实施例2在动物模型中根据突触棘密度对癫痫的治疗。在出生后

第21天的FMCD癫痫动物模型中，当eIF4E表达被靶向eIF4E的shRNA下调时，mTOR突变体表达

细胞中mTOR突变介导的突触棘密度的降低被恢复。***P<0.001(n＝10个分支，每种条件下5

只小鼠，使用Bonferroni事后检验的单因素方差分析)。比例尺＝2μm。平均值±sem)。

[0110] 图14和15示出了在根据实施例3的患有癫痫的癫痫动物模型中，二甲双胍介导的

癫痫发作频率和持续时间减少，其中eIF4E活性被二甲双胍降低(**P<0.01和***P<0.001

(p.C1483Y‑shScramble：n＝20，p.L2427P‑shScramble：n＝25，p.C1483Y‑sheIF4E：n＝15，

p.L2427P‑sheIF4E：n＝20，图14中的条件为10只小鼠，图15中的条件为5只小鼠，使用

Bonferroni事后检验的单因素方差分析)。平均值±sem)。

[0111] 图16a示出了通过蛋白质印迹分析的，根据本发明实施方式的在用ASO候选物处理

的细胞中ASO介导的eIF4E表达下调。

[0112] 图16b和16c是根据实施方式的在用ASO候选物处理的细胞中定量表达相对eIF4E 

mRNA表达水平的图。

[0113] 图16d示出了根据本发明实施方式选择的ASO序列中的共同基序。

[0114] 图16e示出了根据本发明实施方式选择的ASO序列的mRNA表达水平和IC50值。

[0115] 图16f和16g示出了根据本发明实施方式的ASO序列的脱靶表达水平。

[0116] 图16h示出了根据本发明实施方式的ASO的化学变体对eIF4E表达的抑制效率。
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[0117] 图17至图19示出了将根据本发明实施方式的ASO候选物的脑室内注射到正常小

鼠，降低了大脑皮质、小脑和脊髓中的eIF4E表达并因此降低了癫痫发作频率，其中在脑室

内注射ASO候选物后，实施例1‑6的FMCD动物模型的癫痫发作频率降低。

[0118] 图20a和20b示出了脑室内注射后脑细胞中对照ASO的分布；图20a示出了在正常小

鼠中通过将Cy3荧光标记到ASO的ASO分布；和图20b示出了用Cy3(红色)标记的ASO渗透到实

施例1中p.C1483Y和p.L2427P小鼠的突变体表达细胞(GFP标记)中。

[0119] 图21a示出了通过免疫荧光分析分析的ASO注射导致的脑细胞中eIF4E表达的降

低。

[0120] 图21b示出了根据实施例5在注射ASO后ADK、IRSp53和CREB1的表达恢复到正常水

平。

[0121] 图22示出了根据实施例5的ASO在突变细胞大小方面的治疗效果。

[0122] 图23a至23c示出了根据实施例6的ASO的一些副作用(体温、体重和神经精神效

应)。

[0123] 图24至25示出了ASO对根据实施例6的对照动物模型伴随的神经精神障碍的影响。

[0124] 图26至27示出了根据实施例7的FMCD模型的神经精神障碍。

[0125] 图28至29示出了sheIF4E对根据实施例7的FMCD模型中的神经精神障碍的治疗效

果。

[0126] 图30至31示出了ASO  3对根据实施例7的顽固性癫痫模型中的神经精神障碍的治

疗效果。

[0127] 图32示出了eIF4E激活敏感基因中的5'‑UTR共有序列(基序)，其中在eIF4E激活敏

感基因中富集了富含U基序、鸟嘌呤四联体(GGC)4基序、富含A基序和富含胞嘧啶的翻译调

节子(CERT)基序，通过多重Em对基序诱导(MEME)进行分析，具有统计学意义。在所有eIF4E

激活敏感基因中，给出了包含富含U基序、鸟嘌呤四联体(GGC)4基序、富含A基序和CERT基序

的基因百分比。

[0128] 图33是说明根据本发明实施方式的FMCD小鼠中含有5'‑UTR基序的mTOR激活敏感

基因的频率图。

[0129] 图34a和34b示出了通过mTOR激活突变增加的具有5'‑UTR区的eIF4E激活敏感基因

的表达。当eIF4E激活敏感基因Adk‑S、Adk‑L、Creb1和IRSp53的5'‑UTR位于荧光素酶基因的

上游时，荧光素酶的表达响应于mTOR中的体细胞激活突变而增加。mTOR激活突变是mTOR 

p .C1483Y和mTOR  p .L2427P，而mTOR  WT用作对照。mTOR  WT、mTOR  p .C1483Y和mTOR 

p.L2427P在HEK293T细胞中表达。在图中，Pro代表启动子，Actb代表β‑肌动蛋白基因，pGL3

代表缺乏5'‑UTR的空载体。结果标准化为mTOR  WT转染的细胞中的荧光素酶活性。

[0130] 图35示出了取决于5'‑UTR基序的存在或不存在的eIF4E激活敏感基因的表达水平

的差异，其中指示了5'‑UTR基序在Adk‑S、IRSp53和Creb1中的位置。从每个eIF4E过度激活

敏感基因中删除5'‑基序逆转了响应于mTOR突变的基因表达增加，这意味着响应于mTOR激

活突变的eIF4E激活敏感基因的翻译增加依赖于相应基因的5‑UTR基序。

具体实施方式

[0131] 根据以下实施例可以获得对本发明的更好理解，这些实施例旨在说明但不应解释
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为限制本发明。

[0132] <实施例1>mTOR突变的FMCD患者脑组织中蛋白质表达的图像分析

[0133] 1‑1：受试者的选择

[0134] 确定了自2004年以来在Severance儿童医院接受癫痫手术的被诊断患有HME、FCD

或TSC的个体。入选的个体符合FCD  II的研究准入标准，并接受了广泛的术前评估，包括视

频脑电图监测、高分辨率MRI、氟脱氧葡萄糖质子发射断层扫描和减法发作期单光子发射计

算机断层扫描，与MRI共同注册，以定位解剖病变。完全切除被定义为切除颅内脑电图上癫

痫发作和刺激区的所有区域。

[0135] 根据国际抗癫痫联盟诊断方法委员会最近的共识分类，对本发明重新确认了具有

HME、FCD或TSC的研究个体的病理诊断。根据Severance儿童医院和韩国科学技术高级研究

所(KAIST)机构审查委员会和人类研究委员会批准的方案获得了进行的研究以及所有人体

组织。从患有HME、FCD和TSC的个体的父母那里获得了知情同意。从马里兰大学大脑和组织

库获得健康成人对照脑样本：获得没有神经系统疾病的个体的脑组织。

[0136] 具体而言，该测试中使用的样品的患者的临床信息在下表3中给出。在此表中，UMB

组代表从马里兰大学大脑和组织库获得的健康成人对照大脑样本。

[0137] [表3]

[0138]

[0139] 1‑2：突变测试

[0140] 对于实施例1‑1的表4中的患者TSC2、FCD254、HME255、TSC264和TSC357，通过WES

(全外显子组测序)、panel测序和扩增子测序确认突变信息。具体分析结果总结在下表4中。

从患者中，选择被诊断为患有结节性硬化症(TSC)、局灶性皮质发育不良(FCD)和半侧巨脑

症(HME)的患者。选择的TSC、FCD和HME患者分别由TSC2、FCD254和HME255表示。

[0141] [表4]
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[0142]

[0143] 1‑3：患者样本中磷酸化4E‑BP1/2/3(4E‑BPs)和S6的表达水平

[0144] 使用免疫荧光染色，鉴定出实施例1‑1中的FMCD癫痫患者(TSC2、FCD254和

HME255)，4E‑BP的磷酸化增加和S6的磷酸化增加(图1)。在以磷酸化蛋白诱导的eIF4E活性

增加为特征的动物模型中观察到相同的模式。

[0145] 简而言之，通过从实施例1‑1中选择的TSC2、FCD254和HME255患者切除病变组织并

进行免疫荧光染色获得样品。通过切除患有疾病的患者的病变组织并进行免疫荧光染色获

得样品。在平均2‑5个皮质区域的NeuN阳性神经元细胞中，对免疫荧光染色的组织中的p‑

4E‑BP‑阳性或p‑S6‑阳性细胞进行定量，并且测量值在图1中以百分比表示。

[0146] 对于小鼠脑块，在研究时收获脑组织并在新鲜制备的磷酸盐缓冲的4％多聚甲醛

中固定2小时，在30％缓冲蔗糖中冷冻保护过夜，在干冰上的OCT中冷冻，并储存在‑80℃。收

集冷冻切片(20‑μm厚)并放置在载玻片上。

[0147] 将组织切片在磷酸盐缓冲盐水(PBS)‑GT(0.2％明胶和0.2％TritonX‑100的PBS溶

液)中于室温下封闭1小时，然后在封闭缓冲液中的稀释的一抗中于4℃培养过夜，然后在

PBS中洗涤(3×5分钟)，然后在室温下与封闭缓冲液中的稀释的二抗反应1小时。再进行一

轮洗涤后，将盖玻片安放在含有DAPI(P36931，Life  Technologies)的封固液上。

[0148] 在使用的抗体中，有针对磷酸化S6(Ser240/244)(Cell  Signaling，5364，1：800)、

磷酸化4E‑BP(Thr37/46)(Cell  Signaling，2855，1：200)和NeuN(Millipore，MAB377，1：

100)的抗体。用PBS洗涤样品并用以下二抗染色：Alexa  Fluor  594缀合的山羊抗兔抗体(1：

200稀释，A11012，Thermo  Scientific)和Alexa  Fluor  488缀合的山羊抗兔抗体(1：200稀

释；A11001，Thermo  Scientific)。含有DAPI(P36931，Life  Technology)的封固液用于核染

色。使用Zeiss  LSM780或LSM800(Carl  Zeiss)共聚焦显微镜获得共聚焦图像，顺序采集设

置为2048×2048像素的分辨率。

[0149] 使用×10或×20物镜计数NeuN、磷酸化S6(Ser240/244)和磷酸化4E‑BP(Thr37/

46)阳性的细胞。每个受试者获得四个或五个视野。

[0150] 图1示出了通过免疫荧光分析测量的来自选择的TSC2、FCD254和HME255患者的脑

组织中磷酸化4E‑BP1/2/3(4E‑BP)和S6的表达水平增加。在图1的箱线图中，对照1指

UMB5309的死后脑组织，对照2指UMB5408的死后脑组织，对照3指FCD247的未受影响的脑组

织。观察选择的TSC2、FCD254和HME255患者均具有升高的磷酸化4E‑BP和S6水平，表明mTOR

激活发生在所有相应患者的脑损伤中。4E‑BP和S6的磷酸化增加导致包括eIF4E在内的

eIF4F复合物的活性增加。
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[0151] mTOR是一种靶向4E‑BP1/2/3(4E‑BP)和S6K的激酶，当被激活时，可诱导4E‑BP1/2/

3和S6的磷酸化。当磷酸化时，4E‑BP1/2/3失活，导致eIF4E激活，4E‑BP1/2/3(4E‑BP)在其上

充当阻遏物。同时，激活eIF4B以帮助eIF4E的功能。S6K磷酸化S6和eIF4B，这反过来又增加

了eIF4E的活性。eIF4B增加了eIF4F复合物的活性，其中eIF4F复合物包括eIF4E作为关键成

分。

[0152] 1‑4：患者样本中ADK、CREB1和IRSp53表达的蛋白质印迹分析

[0153] 如通过翻译组分析所测量的，eIF4E过度激活导致实施例1‑1的FMCD癫痫患者中

eIF4E激活敏感基因ADK、CREB1和IRSp53的表达增加(图2)。

[0154] 翻译组由在单个细胞中瞬间或条件中翻译的所有mRNA片段组成。通常，使用翻译

组分析或核糖体分析技术来获取翻译组分析信息。翻译组分析是一种在基因组水平上分析

将mRNA翻译成蛋白质的技术。

[0155] 图2示出了通过对从FMCD患者的脑组织中提取的蛋白质进行蛋白质印迹分析来鉴

定mTOR活性，并对ADK、IRSp53、CREB1和p‑S6的表达水平进行定量，并以相对于对照样品平

均值的百分比变化表示的条形图(*P<0.05，**P<0.01和***P<0.001(使用Bonferroni事后

检验的单因素方差分析。平均值±sem)。在图2中，α‑微管蛋白用作上样对照。

[0156] 本分析中使用的抗体包括针对ADK(人类图谱，HPA038409，1：500)、IRSp53(Novus，

NBP1‑88711，1：1000)、CREB1(Cell  signaling，9197，1：1000)和磷酸化S6(Ser240/244)

(Cell  signaling，5364，1：1000)的抗体。

[0157] 在FMCD癫痫患者中，如通过翻译组分析的，观察到eIF4E过度激活会增加eIF4E过

度激活敏感基因ADK、CREB1和IRSp53的表达水平(图2)。在这方面，对野生型ADK‑S、CREB1和

IRSp53及其具有基序删除5'‑UTR的变体进行了实施例12的实验，表明当从mTOR过度激活敏

感基因中删除特定基序(其翻译受eIF4E调节)时，由mTOR突变和eIF4E过度激活引起的基因

表达上调消失。数据表明ADK、CREB1和IRSp53具有共同的基序，该基序在通过eIF4E激活上

调基因表达中发挥作用。患者样本中ADK、CREB1和IRSp53的表达上调是由eIF4E激活引起

的。

[0158] 1‑5：患者样本中ADK、CREB1和IRSp53表达的免疫荧光分析

[0159] 使用免疫荧光染色，鉴定实施例1‑1中的FMCD癫痫患者(TSC2、FCD254和HME255)的

ADK、IRSp53和CREB的表达增加(图3)。在以磷酸化蛋白质诱导的eIF4E活性增加为特征的动

物模型中观察到相同的蛋白质表达模式。

[0160] 通过切除实施例1‑1中选择的TSC2、FCD254和HME255患者的病变组织获得样品，并

以与实施例1‑3相同的方式进行免疫荧光染色。通过切除患有疾病的患者的病变组织并进

行免疫荧光染色获得样品。在平均2‑5个皮质区域的NeuN阳性神经元细胞中，对免疫荧光染

色的组织中的ADK‑、IRSp53‑或CREB1‑阳性细胞进行定量，测量值在图3中以百分比表示。

[0161] 在使用的抗体中，有针对NeuN(Millipore，MAB377，1：100)、ADK(Human  atlas，

HPA038409，1：200)、CREB1(Cell  signaling，9197，1：800)和IRSp53(Novus，NBP1‑88711，1：

100)的抗体。使用ⅹ10或ⅹ20物镜对NeuN、ADK、CREB1和IRSp53阳性细胞进行计数。每个受

试者获得四个或五个视野。

[0162] 如图3中，对照1指UMB5309的死后脑组织，对照2指UMB5408的死后脑组织，对照3指

FCD247的未受影响的脑组织。如图3所示，与对照组1至3相比，观察到TSC、FCD和HME患者的
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神经元细胞的ADK、IRSp53和CREB1的表达增加。

[0163] 1‑6：患者与动物模型的比较

[0164] 美国专利号9,629,346公开了在mTOR(C1483Y或L2427P)中具有脑体细胞突变的

FCD  II型动物模型通过S6蛋白的磷酸化表现出mTOR过度激活。

[0165] 实施例1‑3中获得的FMCD患者组织中4E‑BP磷酸化和S6K激活的结果(图1)与图4和

5的FMCD动物模型中(在FCD  II型动物模型中)4E‑BP磷酸化和S6K激活一致，在FCD  II型动

物模型中，mTOR通过引入mTOR突变体(C1483Y或L2427P)而被过度激活。图4示出了FMCD动物

模型(胚胎第18天)中4E‑BP的磷酸化和S6K的激活，图5示出了FMCD动物模型(成体‑出生后

第56天和第120天)中4E‑BP的磷酸化和S6K的激活。4E‑BP的磷酸化和S6K的激活增加了含有

eIF4E的eIF4F复合物的活性。

[0166] 在胚胎第18天(E18)和出生后第56天至第120天(P56‑P120)的小鼠中，在胚胎第14

天(E14)进行了子宫内电穿孔，由于mTOR突变导致的mTOR过度激活大大增加了磷酸化的S6

蛋白的水平和磷酸化的4E‑BP蛋白的水平(图4和图5)。通过该实验，观察到mTOR的体内突变

导致mTOR过度激活，中断正常的皮质发育。

[0167] 对动物模型进行视频脑电图监测。使用小脑作为参考记录来自位于额叶(AP 

2.8mm，ML±1 .5mm)和颞叶(前至后‑2.4mm，内侧至外侧±2.4mm)上的硬膜外电极的EEG信

号。从手术恢复超过10天后，记录脑电图信号超过2天(每天12小时)(图7)。结果，在小鼠的

大脑皮质中观察到明显有缺陷的神经元迁移，并且动物模型表现出与患者相同模式的典型

癫痫发作。相反，其中插入了野生型mTOR基因的小鼠没有表现出癫痫发作。大脑皮质中明显

有缺陷的神经元迁移表明皮质径向神经元迁移的中断。动物模型中的实验结果总结在下表

5中。

[0168] [表5]

[0169] 组 GFP+pups的数量 癫痫发作的老鼠数量 ％

野生型 8 0 0

p.Cys1483Tyr 15 14 93.3

p.Leu2427Pro 23 21 91.3

[0170] 如图8所示，用根据本发明的携带mTOR突变基因的质粒电穿孔的小鼠的神经元大

小比正常神经元的大小显著增加，而其中导入了野生型mTOR基因的小鼠的神经元大小没有

显著改变。这些结果与皮质发育畸形患者的畸形神经元模式一致，表明可以使用mTOR突变

体产生癫痫动物模型。与正常神经元相比，用携带mTOR突变基因的质粒电穿孔的小鼠的树

突分支数量显著减少，而观察到具有野生型mTOR基因的小鼠的突触棘数量保持不变。

[0171] <实施例2>通过用sheIF4E下调eIF4E来预防癫痫发作(eIF4E的遗传抑制)

[0172] 2‑1：使用sheIF4E制备eIF4E下调的动物模型

[0173] 进行了一项检查，以了解由eIF4F激活突变介导的翻译失调是否会诱导FMCD的主

要表型，包括癫痫、巨细胞畸形神经元和皮质分层异常。

[0174] 为此，通过在子宫内电穿孔共表达加扰的(scrambled)shRNA(shScramble)或针对

eIF4E的shRNA的mTOR突变体或野生型构建体来在体内敲低eIF4E(其是eIF4F复合物的关键

组分)，以降低FMCD小鼠中的eIF4F活性(图9a和9b)。

[0175] 简而言之，以与美国专利号9,629,346中关于脑体细胞突变的FCD  II型动物模型
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公开的相同方式使用携带mTOR突变(C1483Y或L2427P)的载体制备用于评估治疗效果的

FMCD癫痫动物模型，其中将负责eIF4E翻译下调的shRNA序列插入pCIG‑mTOR突变体‑IRES‑

EGFP载体，以构建重组载体(pCIG‑mTOR突变体‑IRES‑EGFP；mU6‑sheIF4E)。

[0176] 具体而言，为了用于制备FCD  II型动物模型，通过将sheIF4E序列添加到pCIG‑

mTOR‑IRES‑EGFP质粒的背面序列来构建重组载体。用pSicoR载体获得shScramble或

sheIF4E序列。用限制酶HpaI和XhoI消化pSicoR载体。使用的shRNA序列如下。为了与shRNA

进行比较，表达了shScramble。为了使shRNA发挥作用，需要来自有义链的RNA转录物。因此，

在构建载体时引入反义链以产生表达有义链的双链序列。序列列于下表6中。

[0177] sheIF4E由包含与靶区域互补结合的CGATTGATCTCTAAGTTTGAT(SEQ  ID  NO：202)的

有义序列(SEQ  ID  NO：203)和反义序列(SEQ  ID  NO：204)组成。shScramble序列由包含与靶

区域互补结合的GGAATCTCATTCGATGCAT(SEQ  ID  NO：205)的有义序列(SEQ  ID  NO：206)和反

义序列(SEQ  ID  NO：207)组成。

[0178] [表6]

[0179]

[0180]

[0181] 用HpaI和XhoI限制酶消化的pSicoR载体在连接酶存在下与shScramble或sheIF4E

序列连接，分别构建pSicoR‑shScramble和pSicoR‑sheIF4E载体。以与实施例1.2相同的方

式培养Neuro2A细胞并用pSicoR转染，以评估eIF4E的翻译下调。

[0182] 从pSicoR‑shScramble载体和pSicoR‑sheIF4E载体中，shScramble和sheIF4E分别

与mU6启动子一起通过PCR使用以下引物进行扩增：

[0183] 正向引物(SEQ  ID  NO：208)：ggccgaggcctcctgggcccgctctagagatccgac

[0184] 反向引物(SEQ  ID  NO：209)：cgagtactaggatccattaggcgg

[0185] 用SfiI限制酶消化PCR产物(shScramble和sheIF4E序列)，其每一个都包括mU6启

动子。pCIG‑mTOR突变体‑IRES‑EGFP载体用PsiI和SfiI限制酶切割。使用连接酶将消化的

pCIG‑mTOR突变体‑IRES‑与消化的shScramble或sheIF4E(每一个都包括mU6启动子)连接。

使用上述方法构建sheIF4E序列添加载体pCIG‑mTOR突变体‑IRES‑EGFP；mU6‑sheIF4E质粒。

[0186] 正如下面将要解释的，图9a至9f提供的数据表明，使用根据实施例2的sheIF4E建

立的eIF4E下调的动物模型可以被防止受到癫痫的影响。

[0187] 2‑2：eIF4E的有效敲低和eIF4E的体内敲低对ADK、IRSp53和CREB1表达的影响
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[0188] 对于实施例2‑1中制备的动物模型，以与美国专利号9,629,346中相同的方式，在

胚胎第14天(E14)用携带mTOR突变基因的质粒对胚胎进行电穿孔后使用sheIF4E敲低

eIF4E，出生后，通过手电筒(ElectronMicroscopyScience，USA)筛选表达荧光的小鼠。

[0189] 在这方面，对小鼠进行了eIF4E的免疫荧光染色，示出了降低的eIF4E的表达水平

并表明了模型的功能(图9a至9d)。

[0190] 具体而言，以与实施例1中基本相同的方式通过蛋白质印迹分析验证了sheIF4E对

eIF4E的有效敲低(图9a和9b)。构建pCIG‑MTOR突变体‑IRES‑GFP；mU6‑shScramble或pCIG‑

MTOR突变体‑IRES‑GFP；mU6‑sheIF4E载体，并使用细胞裂解物通过蛋白质印迹分析鉴定

sheIF4E对eIF4E的抑制活性。

[0191] 以与实施例1中基本相同的方式对小鼠进行针对eIF4E的免疫染色，表明在表达

sheIF4E的神经元中eIF4E表达显著降低(图9c和9d)。在与实施例1‑6和2‑1相同的方式使用

pCIG‑MTOR突变体‑IRES‑GFP；mU6‑sheIF4E载体建立的动物模型中，在出生后第21天的脑组

织表现出降低的eIF4E表达水平。

[0192] 因此，本发明人进行了额外的免疫染色以研究体内敲低对FMCD小鼠中ADK、IRSp53

和CREB1表达的影响，并证实基因的表达显著降低(图9e)。在与实施例1‑3和3‑1相同的方式

使用pCIG‑MTOR突变体‑IRES‑GFP；mU6‑sheIF4E载体建立的动物模型的出生后第21天的脑

组织中，ADK、IRSp53和CREB1的表达随着eIF4E表达的降低而降低。如通过免疫组织化学分

析的，与shScramble小鼠相比，sheIF4E敲低的eIF4E显著降低了mTOR  p .Cys1483Tyr和

p.Leu2427Pro小鼠中eIF4E敏感基因ADK、IRSp53和CREB1的表达。

[0193] 2‑3：在表达shScramble的动物模型中癫痫发作的发生率

[0194] 在FMCD动物模型中，癫痫发作平均从出生后第21天开始，并在出生后第50天完成。

视频EGG监测从出生后3周开始进行。从出生后第21天到出生后第120天，每周记录3次EGG信

号，每天12小时。从12小时的视频记录中，测量癫痫发作的次数和长度。

[0195] 对于该实验，使用了在实施例2‑1中建立的表达shScramble的动物模型。在具有

mTOR  p.C1483Y突变的20个模型中的19个和具有mTOR  p.L2427P突变的25个模型中的23个

中检测到癫痫发作。从出生后第21天到出生后第120天拍摄的12小时视频记录中观察癫痫

发作(图9f)。

[0196] 2‑4：(癫痫发作测量)中sheIF4E介导的针对eIF4E的敲低的动物模型中癫痫发病

率的预防

[0197] 使用lifecam对实施例2‑1中建立的eIF4E下调的动物模型从出生后第21天到出生

后第120天每周3次，每天12小时进行视频记录。从12小时的视频记录中，测量癫痫发作的次

数和时长(图10)。

[0198] 如图10所示，对于具有sheIF4E介导的eIF4E敲低的动物模型，从直到出生后第120

天拍摄的视频记录，在mTOR  p.C1483Y突变的15只动物中没有观察到癫痫发作，并且仅在

mTOR  p .L2427P突变的20只动物中的5只中观察到癫痫发作。因此，具有sheIF4E介导的

eIF4E下调的动物模型被阻止受到癫痫的影响。考虑到FMCD小鼠模型中的癫痫通常在出生

后第21天至出生后第56天开始，直到出生后第120天没有癫痫发作证实了癫痫发病的预防。

[0199] 虽然产生了癫痫，但癫痫发作的频率和时间明显减少。在FMCD动物模型中，当

eIF4E靶向shRNA表达以降低mTOR突变体表达细胞中eIF4E的表达时，难治性癫痫的发作频
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率和时间显著降低。在FMCD癫痫动物模型中，当表达eIF4E靶向shRNA以降低mTOR突变体表

达细胞中eIF4E的表达时，难治性癫痫的发作频率和时间显著降低。

[0200] 2‑5：在sheIF4E介导的eIF4E下调的动物模型中分析皮质发育不良、神经元大小和

突触棘密度

[0201] 实施例2‑1中用pCIG‑mTOR突变体‑IRES‑EGFP、mU6sheIF4E载体制作的动物模型具

有mTOR突变表达神经元，其中eIF4E蛋白的表达被下调。

[0202] 然后，分析实施例1‑6的电穿孔后出生的小鼠的神经元细胞大小和突触棘密度。在

ImageJ软件(http：//rsbweb.nih.gov/ij/)中测量神经元细胞大小。使用63X物镜对突触棘

进行计数。每个受试者获得十个基底树突，并使用手动计数在表达GFP报告基因的电穿孔细

胞中测量。对于神经元细胞大小(图12)，获得出生后第21天的小鼠脑组织并测量GFP(绿色)

阳性突变细胞(表达的shScramble或sheIF4E)的大小。对于突触棘密度(图13)，获得出生后

第21天的小鼠脑组织，并在GFP(绿色)阳性突变细胞(表达的shScramble或sheIF4E)中计数

基底树突的突触棘。

[0203] 此外，对于皮质发育不良(图11)，获得实施例2‑1的出生后第7天的小鼠脑组织，并

检测皮质中GFP(绿色)阳性突变细胞(表达的shScramble或sheIF4E)的分布(在每种情况下

n＝5。比例尺＝100μm。平均值±SEM)。如图9a和9b所示，当表达靶向eIF4E的shRNA以降低

mTOR突变体表达细胞中eIF4E的表达时，FMCD癫痫动物模型中的皮质发育不良显著减少。

[0204] 因此，观察到eIF4E的表达下调可以减少顽固性癫痫患者中发现的由mTOR传导途

径激活突变引起的皮质发育不良，eIF4E的表达调节可以为皮质发育不良的治疗靶点。

[0205] 2‑6：eIF4E的体内敲低效果

[0206] 进行该实验以检查实施例2‑1中sheIF4E介导的eIF4E的体内敲低是否可以减轻

FMCD的主要表型。与shScramble小鼠相比，发现sheIF4E介导的eIF4E敲低成功地挽救了

mTOR  p.Cys1483Tyr和p.Leu2427Pro小鼠中的所有病理表型(图10、11、12和13)。

[0207] 具体而言，发现eIF4E敲低几乎完全挽救了在FMCD癫痫小鼠中观察到的自发性癫

痫发作(图10)。此外，eIF4E敲低挽救了肥大的体细胞和降低了突触棘密度，这是FMCD中发

现的畸形神经元的代表性形态(图12和13)。此外，eIF4E敲低显著减轻了mTOR突变小鼠的神

经元迁移缺陷(图11)。

[0208] 2‑7：sheIF4E介导的eIF4E的体内敲低的挽救作用

[0209] 在用实施例2‑1的pCIG‑mTOR突变体‑IRES‑EGFP；mU6sheIF4E载体建立的FMCD动物

模型中，神经元细胞表现出下调的eIF4E蛋白表达水平。为了检查sheIF4E介导的eIF4E的体

内敲低是否导致eIF4E敏感基因的表达下调，通过免疫荧光分析eIF4E敏感基因的表达。免

疫荧光结果在图9e中描述。具有sheIF4E介导的eIF4E敲低特性的动物模型和shScramble小

鼠与实施例2‑1中的基本相同。

[0210] 如图9e所示，如通过免疫组织化学染色分析的，与shScramble小鼠相比，sheIF4E

介导的eIF4E敲低显著降低了mTOR  p.Cys1483Tyr和p.Leu2427Pro小鼠中eIF4E敏感基因

ADK、IRSp53和CREB1的表达。

[0211] <实施例3>在动物模型中用药物治疗癫痫(eIF4E的药理抑制)

[0212] 在本实验中，将200m/kg剂量的二甲双胍腹腔注射到实施例1的FMCD动物模型中，

从P14到P56进行早期治疗，从P84到P114进行晚期治疗。此后，12小时的记录和视频脑电图
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分析表明，在FMCD小鼠中，用二甲双胍的早期治疗预防了癫痫发作，而晚期治疗抑制了癫痫

发作频率(图14和15)。

[0213] 因此，这些结果表明，eIF4F活性的增加通过mTOR激活敏感基因(例如ADK、IRSp53

和CREB1)的翻译增加导致FMCD的表型，并且可以通过二甲双胍抑制eIF4E来预防癫痫发作。

[0214] <实施例4>eIF4E抑制剂功效的体外测定

[0215] 4‑1：ASO设计与构建

[0216] 通过体外筛选获得对由上调eIF4E表达、活性或水平引起的癫痫产生预防或治疗

作用的ASO序列。选择高度抑制eIF4E表达的ASO治疗序列。

[0217] 在这方面，使用BLAST程序，16聚体到20聚体的ASO序列能够与前mRNA互补结合，该

前mRNA包括人类eIF4E基因的UTR、内含子和外显子。

[0218] 简而言之，每个候选物ASO序列对于每个核苷间键都有一个硫代磷酸酯键。对于20

聚体的ASO，在5'至3'翻译方向的第1至5位和第16至20位核苷酸中的每一个都具有2'‑O‑

(2‑甲氧基乙基)糖，而第6至15位的核苷酸则每个都被修饰为2'‑脱氧核苷酸，以及使用5‑

甲基胞嘧啶代替所有胞嘧啶残基。16聚体的ASO与20聚体的ASO基本相同，不同之处在于5'

至3'方向上第1至3位和第14至16位的核苷酸具有2'‑O‑(2‑甲氧基乙基)糖。此外，磷酸二酯

键被化学修饰成磷酸硫酯键。

[0219] 4‑2：通过蛋白质印迹分析进行ASO筛选

[0220] 设计的抑制ASO的eIF4E由整合的DNA技术(Integrated  DNA  Technologies，IDT)

构建，并通过HPLC和Na+交换纯化进行纯化。

[0221] 对于ASO筛选，首先，在脂质体(Lipofectamine)2000的帮助下，将ASO候选物转染

到人细胞系HEK293T(人)或小鼠细胞系Neuro2A(小鼠)中。在ASO转染后72小时收获细胞，然

后裂解以提取蛋白质，通过蛋白质印迹分析蛋白质的eIF4E表达。通过体外筛选鉴定了调节

eIF4E的有效ASO序列。将每个细胞系中的eIF4E蛋白表达水平标准化为α‑微管蛋白，并相对

于对照进行量化(加扰的ASO‑1：CTCAGTAACAGTGACACCAG(SEQ  ID  NO：201)。描绘了相对于对

照的eIF4E的表达水平(图16a)。在图16a、16b和16c中，加扰的ASO被用作对照。

[0222] 对于图16a的蛋白质印迹，在单因素方差分析检验中p值小于0.05的ASO候选物被

确定为具有癫痫治疗活性的eIF4E抑制剂。与对照相比，分别对应于SEQ  ID  NO：75至79的核

苷酸序列的ASO#75至#79均被证实降低了HEK293T和Neuro2A细胞中eIF4E的表达水平，具有

统计学意义。

[0223] 4‑3：通过实时PCR筛选的ASO

[0224] 在实施例4‑2中，通过蛋白质印迹分析从细胞中提取的蛋白质的eIF4E表达，以筛

选调节eIF4E表达的ASO。在该实施例中，从细胞中提取RNA并通过实时PCR分析eIF4E  mRNA

的转录，从而筛选出调节eIF4E表达的ASO。

[0225] 在筛选设计的ASO候选物的另一种方法中，将人类细胞系HEK293T细胞(人)在96孔

培养板上培养24小时，然后在iNfect转染试剂(iNtRON，15081)的帮助下用ASO候选物转染。

转染后24小时，收获细胞并使用SuperPrepTM  II细胞裂解&RT试剂盒试剂(Toyobo，SCQ‑

401)进行裂解和RNA提取。基于由此获得的RNA，通过逆转录PCR合成cDNA。实时PCR在CXF384

实时系统(Bio‑Rad)中使用SYBR  green实时PCR预混物(Toyobo，QPK‑201)进行。eIF4E和

GAPDH的正向和反向PCR引物序列如下：
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[0226] EIF4E正向引物(SEQ  ID  NO：210)：TGGCGACTGTCGAACCG

[0227] EIF4E反向引物(SEQ  ID  NO：211)：

[0228] AGATTCCGTTTTCTCCTCTTCTGTAG

[0229] GAPDH正向引物(SEQ  ID  NO：212)：

[0230] GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACG

[0231] GAPDH正向引物(SEQ  ID  NO：213)：GAAGATGGTGATGGGATTTCC

[0232] CXF384实时系统中的实时PCR条件如下：95℃1分钟，然后95℃15秒、59.5℃20秒、

72℃30秒，共39个循环。一式三份分析每个样品。使用GAPDH作为内部对照将相对mRNA表达

标准化为表达水平，并使用2‑ΔΔCq方法进行评估。在图16b和16c中，eIF4E表达水平表示为与

对照加扰的ASO‑1(CTCAGTAACAGTGACACCAG：(SEQ  ID  NO：201))相比的相对比率。图16b和

16c是相对eIF4E表达水平定量表示为与用ASO候选物处理的HEK293T细胞中的GAPDH表达水

平相比的比率图。

[0233] 通过筛选方法，选择了与对照加扰的ASO‑1(CTCAGTAACAGTGA  CACCAG；SEQ  ID  NO：

201)相比对eIF4E表达表现出高抑制活性的ASO序列。选则的ASO序列在表2中给出。

[0234] 4‑4：ASO的二次选择

[0235] 从表2中主要选择的作为eIF4E抑制剂的ASO中，选择了将eIF4E表达降低到与SEQ 

ID  NO：75(ASO‑1)相同或更大程度的ASO，例如允许eIF4E  mRNA表达相对于ASO#75(ASO‑1)

的eIF4E表达水平在定量预定范围内的ASO(例如，相对于ASO#75，eIF4E  mRNA表达水平为

125％或更低、120％或更低、115％或更低、110％或更低，或100％或更低)。此外，基于如脱

靶和/或错配碱基配对等附加标准选择了更优选的ASO，结果在下表7中给出。

[0236] 在表7中，脱靶基因的数量是除eIF4E之外的靶基因的数量，当对每个选择的ASO序

列进行硅片(in‑silico)方法时，除了在相应的ASO序列上相差1、2或3个核苷酸之外，它们

是一致的；eIF4E表达表示通过实时PCR以与实施例4‑3相同方式测量的mRNA表达水平，作为

相对于ASO#75的每种ASO的抑制百分比。

[0237] [表7]
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[0238]

[0239] 4‑5：ASO序列的共同基序

[0240] 对于表2中列出的序列，使用MEME浏览器应用程序(版本5.1.1)执行多重Em基序诱

导(multiple  Em  for  motif  elicitation，MEME，http：//meme‑suite.org/tools/meme)以

分析ASO序列对共同基序的eIF4E表达的高度抑制性(Bailey  TL，Elkan  C.通过期望最大化

拟合混合模型以发现生物聚合物中的基序(Fitting  a  mixture  model  by  expectation 

maximization  to  discover  motifs  in  biopolymers)。Proc.Second  Int.Conf.Intell.

Syst.Mol.Biol.1994；28‑36)。

[0241] 通过对实施例4‑4中选择的一些ASO序列的多重Em基序诱导(multiple  Em  for 

motif  elicitation，MEME)分析，发现特定的共同基序富集具有统计学意义。

[0242] 图16d示出了位于ASO序列上的作为共同基序的ACAWYAGC(SEQ  ID  NO：96)，该ASO

序列包括表2中的ASO#27、ASO#28、ASO#35、ASO#147、ASO#178、ASO#179、ASO#180和ASO#182。

在图16d中，描绘了基序中四个核苷酸A、G、T和C的占有率，其中单个核苷酸贡献了0位到2位

的信息内容。共同ACAWYAGC基序的位置在20聚体ASO序列上表示为红线。在共同基序中，Y指

吡啶T或C，W指A或T。

[0243] 4‑6：针对eIF4E  mRNA(实时PCR)的抑制浓度(IC50)
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[0244] 通过体外筛选方法获得了有效抑制eIF4E表达的ASO序列，即分析了ASO#21、ASO#

27、ASO#35、ASO#75(ASO‑1)、ASO#77(ASO‑3)和ASO#182对eIF4E  mRNA表达的抑制浓度

(IC50)。

[0245] 为了计算ASO序列的IC50值，在iN‑fectTM体外转染试剂(15081，iNtRON，Republic 

of  Korea)的帮助下，将ASO候选物以不同浓度(20nM,80nM,320nM)转染到人细胞系HEK293T

(人)中。ASO转染后24小时，收获细胞并通过实时PCR分析eIF4E  mRNA表达的降低。使用

GAPDH作为内部对照，将相对eIF4E  mRNA表达标准化为表达水平，并使用2‑ΔΔCq方法进行评

估。

[0246] 作为HEK293T细胞的分析结果，与错配ASO：GATCCTTTGTTAAT  GTTACA(SEQ  ID  NO：

214)(与ASO#77相同，不同之处在于将位置8‑9‑10‑11的CACC碱基更改为TGTT)相比，eIF4E 

mRNA表达在所有剂量下均被ASO#75、ASO#77、ASO#21、ASO#27和ASO#35抑制。为了比较ASO候

选物之间的抑制浓度(IC50)，使用Prism8程序(GraphPad  Software，USA)通过归一化非线性

回归导出剂量反应曲线(图16e)。

[0247] IC50数据表明，对HEK293T细胞中eIF4E  mRNA表达的抑制效力降低，依次为ASO#35

(IC50＝22.77nM)、ASO#77(IC50＝53.82nM)、ASO#21(IC50＝86.69nM)、ASO#182(IC50＝

91.07nM)、ASO#27(IC50＝92.45nM)和ASO#75(IC50＝93.93nM)。

[0248] 4‑7：脱靶基因的表达水平

[0249] 进行该实验以检查表2中的ASO#35和ASO#75是否对脱靶基因的表达具有抑制活

性。

[0250] 计算机分析确定了以下脱靶基因：一个脱靶基因(ERBB4)与ASO#35的两个核苷酸

错配；和四个脱靶基因(TNFAIP8L3、STK32A、TTPA、TTC28)与ASO#75的两个核苷酸错配。对

ERBB4到ASO#35和TTC28(四肽重复结构域28)到ASO#75进行脱靶基因分析。

[0251] 简而言之，借助iN‑fectTM体外转染试剂(15081，iNtRON，Republic  of  Korea)的

帮助，将ASO#35或ASO#1以不同剂量(5nM、20nM、80nM、320nM和1280nM)转染到HEK293T细胞

(人)中。ASO转染24小时后，收获细胞并使用SuperPrepTM  II细胞裂解&RT试剂盒试剂

(Toyobo，SCQ‑401)进行裂解和RNA提取。然后，使用 Green实时PCR预混物(QPK‑

201，TOYOBO，Japan)在CXF384Touch实时PCR检测系统(Bio‑Rad，USA)中进行ERBB4和TTC28 

mRNA表达的实时PCR。使用CXF384Touch实时PCR检测系统进行实时PCR的条件如下：95℃1分

钟，然后是95℃15秒、59 .5℃20秒和72℃30秒，40个循环。一式三份分析每个样品。使用

GAPDH作为内部对照，将ERBB4和TTC28的相对mRNA表达标准化为表达水平，并使用2‑ΔΔCq方

法进行评估。用于实时PCR的eIF4E和GAPDH引物与实施例4‑3中的相同。ERBB4和TTC28基因

的正向和反向引物如下：

[0252] ERBB4正向引物(SEQ  ID  NO：215)：CAGTCAGTGTGTGCAGGAAC

[0253] ERBB4反向引物(SEQ  ID  NO：216)：AGCCTGTGACTTCTCGAACA

[0254] TTC28正向引物(SEQ  ID  NO：217)：CTCATGGGAATCTGGGCTCT

[0255] TTC28反向引物(SEQ  ID  NO：218)：TGATGAAGCTGCCTCTCGAT

[0256] 在图16f和16g中，描述了与加扰ASO‑2(TAAGGCTATGAAGAGATACG，SEQ  ID  NO：219)

相比的相对表达比率。从实时PCR产物的双因素方差分析中，观察到ASO#35对脱靶基因

ERBB4的mRNA表达没有影响，而当以1280nM的浓度应用时，ASO#1抑制了脱靶基因TTC28的表
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达。通过归一化非线性回归得出的剂量反应曲线显示，ASO#1对脱靶基因TTC28的IC50为

400.6nM，是eIF4E的IC50值83.72nM的约五倍。

[0257] 4‑8：化学修饰(cEt/LNA)

[0258] 具有受约束乙基(cEt)核苷酸修饰的ASO通常称为2.5ASO。cEt修饰的糖是指包含

4'‑碳和2'‑碳(4'‑CH(CH3)‑O‑2')之间的桥的双环糖部分。此外，对于化学修饰的结构，被

称为ASO的第三代类似物的锁核酸(LNA)包含具有修饰结构的核糖，该修饰结构被核苷酸中

的4'碳和2'氧之间的额外桥锁定。LNA被称为增强Watson‑Crick碱基配对强度的RNA类似

物。

[0259] 通过生物合成(Bio‑Synthesis)合成eIF4E抑制性ASO，该ASO被修饰为在位置1‑5

和16‑20处具有cEt核苷酸，并且对于实施例4‑1的ASO序列#21、#35和#78的每个核苷间键都

有硫代磷酸酯键。通过IDT合成了eIF4E抑制性ASO，该ASO被修饰为在位置1‑5和16‑20处具

有LNA核苷酸，并且对于ASO序列#77、#27和#35的每个核苷间键都有硫代磷酸酯键。所有合

成的ASO均通过HPLC和Na+交换纯化进行纯化。错配对照(MM)说明了2'MOE间隔体(gapmer)

结构中GATCCTTTGTTAATGTTACA(SEQ  ID  NO：214)的对照ASO，其在ASO#77序列的第8‑9‑10位

具有TGT而不是碱基CAC。

[0260] 作为eIF4E抑制剂，分析了用cEt或LNA化学修饰的ASO对eIF4E表达的抑制活性。在

这方面，使用iNfect转染试剂(iNtRON，15081)将ASO候选物转染到人细胞系HEK293T(人)

中。转染后24小时，收获细胞并通过实时PCR分析对eIF4E表达的抑制活性。与具有与eIF4E

的3个核苷酸错配的对照ASO相比，相对表达水平定量地表示为比率(图16h)。对于实时PCR

产物，与对照eIF4E错配ASO相比，ASO示出了HEK293T细胞中eIF4E  mRNA的表达水平下调，如

通过单因素方差检验分析的，具有统计学意义(p值≤0.05)。错配对照(MM)与ASO#77相同，

不同之处在于TGT取代了在5'到3'方向的8‑9‑10位置的CAC。

[0261] <实施例5>用ASO治疗FMCD癫痫动物模型

[0262] 5‑1：在动物模型中通过eIF4E表达降低来治疗癫痫(癫痫发作监测)

[0263] 观察到在实施例4‑1中构建的表2的ASO#75和ASO#77降低了动物模型中的eIF4E表

达。

[0264] 对于该实验，使用了使用实施例1的pCIG‑mTOR  p.C1483Y‑IRES‑EGFP和pCIG‑mTOR 

p .L2427P‑IRES‑EGFP建立的动物模型，同时使用pCIG‑mTOR(WT)‑IRES‑EGFP(mTOR 

p.C1483Y或mTOR  p.L2427P)建立的动物模型作为对照。将ASO以100‑500μg的剂量分别脑室

内注射(ICV注射)到已确定患有癫痫发作的小鼠的脑中。从ASO注射后第3天到第70天，每只

小鼠每周2‑3次记录12小时视频用于癫痫监测。

[0265] 根据实验结果，发现注射ASO#75(ASO‑1)或ASO#77(ASO‑3)可显著降低癫痫模型

(mTOR  p.C1483Y或mTOR  p.L2427P)的癫痫发作频率。

[0266] 在动物模型脑室内注射ASO候选物后，eIF4E表达在大脑皮质、小脑和脊髓中降低，

因此癫痫发作频率降低。图17至19示出了向动物模型脑室内注射ASO候选物降低了大脑皮

质、小脑和脊髓中的eIF4E表达，从而降低了癫痫发作频率。ASO‑1的结果描述在图17(A)的

图(A)、和图18的图(E)、(F)和(G)中，ASO‑3的结果描述在图17的图(B)、(C)和(D)中和图18

(H)的图(H)中，ASO#75(ASO‑1)和ASO#77(ASO‑3)的结果描述在图19中。

[0267] 5‑2：脑细胞中ASO的分布
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[0268] 为了检查脑细胞在实践中是否摄取ASO，将cy3(荧光染料)标记的ASO(cy3‑ASO)脑

室内注射并分析细胞分布。

[0269] 将小鼠(C57BL/6J)(Damul  Science)或实施例1中用pCIG‑mTOR突变体‑IRES‑EGFP

建立的动物模型用异氟醚(手术操作期间0.4L/min的氧气和异氟醚蒸发器仪表2)麻醉。从

背颈到眉间做手术切口。用棉签擦拭暴露的头盖骨。

[0270] 蒸汽消毒的26G注射器用70％乙醇消毒3次，另外用蒸馏水洗涤1次。注射器针头位

于距前囟门AP‑0.3mm和ML+1.0mm的部位。注射器针头插入距前囟门DL‑3.0mm的位置并置于

侧脑室。针定位后三分钟，ASO以0.5μl/秒的速度注射。注射器在注射后放置3分钟，然后取

出。将棉签压在注射部位1分钟并缝合皮肤。

[0271] 对于正常小鼠和实施例1‑5的FMCD癫痫动物模型，图20a和20b中分别描述了向小

鼠脑室内注射ASO的结果。

[0272] 图20a和20b示出了脑室内注射后脑细胞中对照ASO的分布。图20a示出了在正常小

鼠中通过标记到ASO的Cy3荧光的ASO分布。图20b示出了用Cy3(红色)标记的ASO渗透到作为

实施例1‑5中描述的FMCD癫痫动物模型的p.C1483Y和p.L2427P小鼠的突变体表达细胞(GFP

标记)中。

[0273] 5‑3  ASO注射动物模型中ADK、IRSp53和CREB1的表达恢复及细胞内eIF4E表达的降

低

[0274] 在将ASO脑室内注射到使用实施例1的pCIG‑mTOR突变体‑IRES‑EGFP载体建立的动

物模型中后第4‑5周，将脑取出、固定、切片和免疫染色。

[0275] 以与实施例2中相同的方式进行用针对ADK、CREB1、IRSp53和eIF4E的抗体的免疫

染色和用荧光成像。

[0276] 图21a示出了通过免疫荧光分析的ASO#75(ASO‑1)和ASO#77(ASO‑3)注射对脑细胞

中eIF4E表达的降低。可以看出，ASO  1和ASO  3(红色标记)被有效地递送到癫痫小鼠模型的

脑组织中的突变表达细胞(GFP标记)中。

[0277] 图21b示出了在注射ASO#75(ASO‑1)和ASO#77(ASO‑3)后突变细胞中ADK、IRSp53和

CREB1的表达恢复到正常水平。ADK、IRSp53和CREB1是mTOR激活敏感基因，其翻译水平通过

mTOR激活突变介导的eIF4E活性上调而增加。ASO在突变细胞中抑制eIF4E表达可将ADK、

IRSp53和CREB1的表达恢复到正常水平。

[0278] 5‑4：ICV注射ASO降低eIF4E表达的动物模型中皮质发育不良和神经元细胞大小的

分析

[0279] 在将ASO脑室内注射到使用实施例1的pCIG‑mTOR突变体‑IRES‑EGFP载体建立的

FMCD动物模型中后第4‑5周，取出脑，固定，切片，并进行免疫染色。对于神经元细胞大小(图

22)，测量所得小鼠脑组织中GFP(绿色)标记的突变细胞(ASO对照或ASO  eIF4E)的大小。

[0280] 图22示出了ASO#75(ASO‑1)和ASO#77(ASO‑3)在难治性癫痫模型中在突变细胞大

小方面的治疗效果。ASO抑制eIF4E表达可以恢复顽固性癫痫患者中由mTOR传导途径激活突

变介导的神经元细胞大小增加。

[0281] <实施例6>根据ASO注射对正常动物的行为测定

[0282] 6‑1：实验小鼠和ASO

[0283] 检查了在ASO注射后在对照正常模型(C57BL/6J小鼠)中发生的行为异常的治疗效
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果。在这方面，ASO通过ICV注射给药。本实验中使用的ASO是ASO#77。

[0284] 以实施例6‑2和6‑10中的方式评价注射ASO的对照动物模型的行为异常。在图23至

24中描述了根据向小鼠注射ASO的行为异常测定结果。

[0285] 6‑2：体重和温度测量

[0286] 小鼠在ASO注射后每周称重。

[0287] 小鼠麻醉后测量体温。简而言之，将小鼠置于麻醉诱导室内。用0.4L/min的氧气和

异氟醚诱导麻醉并维持2分钟。在麻醉维持期间，使用啮齿动物加热器×1(STOELTING)测量

直肠温度。将直肠温度探头插入直肠2cm，10秒后测量温度。

[0288] 图23a示出了在将ASO注射到8周龄的C57BL/6J小鼠后8周内的体重测量结果，没有

由于ASO注射而发生体重变化。图23b示出了在将ASO注射到8周龄的mTOR突变C57BL/6J小鼠

后8周内的体重测量结果，通过ASO注射将体重恢复到正常状态。图23c(A)示出了在将ASO注

射到C57BL/6J小鼠后第21天的体温，没有由ASO注射引起的体温变化。在图23c的图(A)中，

在给予ASO注射后第21天测量难治性癫痫小鼠模型(mTOR‑p.C1483Y、mTOR‑p.L2427P)和对

照(mTOR‑WT)的体温，表明体温没有被ASO注射改变。

[0289] 6‑3：小鼠处理

[0290] 在行为测试前5天，每天在同一时间对小鼠进行10分钟的处理，以使小鼠对处理者

感到安全。为了让小鼠接受最小的压力，在不同的行为测试之间设置了一天的间隔。在双盲

试验中分析了所有行为测试。

[0291] 6‑4：旷场测试

[0292] 在行为测试之前，小鼠在测试空间进行了10分钟的习惯化过程。将小鼠置于尺寸

为40×40(cm)的盒子中，允许在其中自由移动，并测量旷场活动10分钟。使用EthoVision 

XT(Noldus)记录和分析行为。将小鼠放回它们的笼子，并用70％EtOH清洗实验装置。

[0293] 图24(A)示出了从ASO注射到C57BL/6J小鼠后第21天开始进行的行为测试的结果，

表明没有由ASO注射引起的运动障碍。图24(B)示出了旷场测试的结果，表明了ASO在神经系

统中的安全性，因为作为焦虑的指标，中心花费的时间在注射ASO的正常小鼠中没有改变。

[0294] 6‑5：明暗箱测试

[0295] 在每次实验之前，小鼠在测试空间中接受10分钟的习惯化程序。将每只小鼠置于

尺寸为20×20(cm)的明暗盒中，并允许其在其中自由移动10分钟。使用EthoVision  XT

(Noldus)记录和分析行为。将小鼠放回它们的笼子，并用70％EtOH清洗实验装置。

[0296] 图24(C)示出了明暗箱测试的结果，表明了ASO在神经系统中的安全性，因为作为

焦虑的指标，在中心花费的时间(在明箱内的停留时间)在注射ASO的正常小鼠中没有改变。

[0297] 6‑6：社交回避测试

[0298] 使用视频跟踪系统对不熟悉的社交目标的接近‑回避行为进行评分。该场所是一

个黑箱子(400×400mm)。将每只实验小鼠引入黑箱子，并连续两次跟踪其轨迹，每次2.5分

钟。在第一次会话期间(“无目标”)，箱子里有一个空的穿孔笼子(10×6.5cm)。在第二次会

话期间(“目标”)，除了将社交目标(不熟悉的CD1小鼠)引入笼子外，条件相同。在两次会话

之间，将实验小鼠从场所中移出，并放回其笼子中一分钟。来自“无目标”和“目标”条件的视

频跟踪数据用于确定实验小鼠在“交互区”中所花费的时间，“交互区”是笼子周围的走廊。

[0299] 图24(D)示出了社交回避测试的结果，表明了ASO在神经系统中的安全性，因为作
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为社交和抑郁的指标，在中心花费的时间(与陌生老鼠互动所花费的时间)在注射ASO的正

常小鼠中没有改变。

[0300] 6‑7：3‑腔室测试(社交互动测试)

[0301] 3‑腔室测试衡量社交互动和对社交新奇事物的偏好。该装置由三个腔室组成，中

心腔室尺寸为12×20×26cm，相对侧的腔室尺寸为14×20×26cm。每个相对的侧室都包括

一个塑料笼子(直径11cm，高2.15cm)，用于放置角落中的物体或陌生小鼠。该实验由三个时

期组成：习惯化(10分钟)、探索对象/小鼠(10分钟)和探索熟悉/新小鼠(10分钟)。在第二个

时期中，将一只WT陌生小鼠随机放置在塑料笼中，而相对侧的塑料笼是空的。允许小鼠自由

探索整个装置。测量在每个房间中花费的时间，然后用于随后的社交互动测试。在最后一个

时期中，将一只新的WT陌生小鼠放置在空的塑料笼子里。

[0302] 图25(E)示出了3腔室测试(社交互动)的结果，表明了ASO在神经系统中的安全性，

因为作为社交的指标，在嗅区花费的时间(与陌生小鼠交互所花费的时间)在注射ASO的雄

性或雌性小鼠中没有改变。

[0303] 6‑8：埋藏弹珠测试

[0304] 使用了覆盖有过滤器盖的普通小鼠笼。在每个笼子中均匀放置没有小鼠气味的新

鲜床上用品，高度为5厘米。玻璃弹珠每个重5克，直径15毫米，以四个六排排列在床上。用清

洁剂清洁弹珠并用去离子水洗涤。将小鼠置于笼子中。在笼子盖上盖子二十分钟后，对埋藏

的弹珠进行计数。当弹珠的一半高度隐藏在床上用品中时，就认为弹珠被埋藏了。

[0305] 图25(F)示出了埋藏弹珠测试的结果，表明了ASO在神经系统中的安全性，因为作

为重复行为的指标，埋藏弹珠的数量在注射ASO的雄性或雌性小鼠中没有改变。

[0306] 6‑9：蔗糖偏好测试

[0307] 每只小鼠在笼子里适应3‑5天，笼子里有两个可选择的水瓶。此后，在实验当天将

小鼠分别置于与习惯笼相同的笼中。给小鼠提供了两个双瓶，一个装有自来水，另一个装有

1％蔗糖溶液。24小时后测量水和蔗糖溶液的摄入量，并根据蔗糖摄入体积/液体摄入总体

积×100％计算蔗糖偏好。

[0308] 图25(G)示出了蔗糖偏好测试的结果，表明了ASO在神经系统中的安全性，因为作

为愉悦或补偿功能障碍的指标，蔗糖偏好百分比在注射了ASO的雄性或雌性小鼠中没有改

变。

[0309] <实施例7>eIF4E抑制剂对神经精神障碍的治疗潜力的测定

[0310] 7‑1：FMCD动物模型的适用性评价

[0311] 评价了实施例1的FMCD动物模型(mTOR‑p .C1483Y、mTOR‑p .L2427P)在测定伴随

FMCD和癫痫模型的神经精神疾病中的适用性。

[0312] 患有癫痫的FMCD动物模型根据FMCD进行与实施例6中基本相同的行为异常测定。

未用治疗剂治疗的癫痫动物模型的结果描绘在图26和27中。

[0313] 图26(A)示出了行为测试的结果，表明在男性和女性顽固性癫痫模型(mTOR‑

p.C1483Y、mTOR‑p.L2427P)中均未发生运动障碍。

[0314] 图26(B)示出了旷场测试的结果，表明在男性和女性顽固性癫痫模型(mTOR‑

p.C1483Y，mTOR‑p.C1483Y，mTOR‑p.L2427P)中，随着作为焦虑指标的在中心花费的时间减

少，焦虑程度增加。
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[0315] 图26(C)示出了明暗箱测试的结果，表明在男性和女性顽固性癫痫模型(mTOR‑

p.C1483Y、mTOR‑p.L2427P)中，随着作为焦虑指标的在中心花费的时间(在灯箱内的停留时

间)减少，焦虑程度增加。

[0316] 图26(D)示出了社交回避测试的结果，表明在男性和女性顽固性癫痫模型(mTOR‑

p.C1483Y，mTOR‑p.L2427P)中，随着作为社交性和抑郁的指标的在中心花费的时间(与陌生

老鼠互动的时间)减少，社交性降低和抑郁程度增加。

[0317] 图27(E)示出了3腔室测试(社交互动)的结果，表明在男性和女性顽固性癫痫模型

(mTOR‑p.C1483Y，mTOR‑p.L2427P)中，随着作为社交性指标的在嗅区花费的时间(与陌生小

鼠交互所花费的时间)减少，社交性降低。

[0318] 图27(F)示出了埋藏弹珠测试的结果，表明在男性和女性顽固性癫痫模型(mTOR‑

p.C1483Y，mTOR‑p.L2427P)中，随着作为重复行为的指标的埋藏弹珠的数量减少，重复行为

降低。也就是说，根据作为重复行为的指标的埋藏弹珠测试的结果，观察到男性和女性顽固

性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y，mTOR‑p.L2427P)所具有的异常重复行为减少。

[0319] 图27(G)示出了蔗糖偏好测试的结果，表明在男性和女性顽固性癫痫模型(mTOR‑

p.C1483Y，mTOR‑p.L2427P)中，随着作为快乐或补偿功能障碍的指标的蔗糖偏好百分比降

低，快乐或补偿功能降低。

[0320] 7‑2：sheIF4E对神经精神疾病的治疗潜力的测定

[0321] 针对实施例7‑1的FMCD和癫痫动物模型(mTOR‑p.C1483Y、mTOR‑p.L2427P)及对照

正常动物模型(mTOR‑WT)进行实验。使用与实施例2中描述的相同的sheIF4E。sheIF4E注射

后第2周，在动物中进行处理。sheIF4E注射后第3周，对动物进行行为测试。

[0322] 对癫痫动物模型进行与实施例6中基本相同的行为异常测定。结果描绘在图28和

29中。

[0323] 在28和29中，解释了sheIF4E对伴随难治性癫痫模型的神经精神疾病的治疗潜力。

[0324] 图28(A)示出了行为测试的结果，表明在具有sheIF4E的顽固性癫痫模型中没有运

动障碍。

[0325] 图28(B)示出了旷场测试的结果，表明与难治性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；mU6‑

shscramble，mTOR‑p.L2427P；mU6‑shscramble)相比，在具有shRNA介导的eIF4E表达下调的

难治性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；mU6‑sheIF4E，mTOR‑p.L2427P；mU6‑sheIF4E)中，随着作

为焦虑程度的指标的在中心花费的时间的增加，shRNA对焦虑的治疗效果。

[0326] 图28(C)示出了明暗箱测试的结果，表明了与难治性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；

mU6‑shscramble，mTOR‑p.L2427P；mU6‑shscramble)相比，在具有shRNA介导的eIF4E表达下

调的难治性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；mU6‑sheIF4E，mTOR‑p.L2427P；mU6‑sheIF4E)中，随

着作为焦虑程度的指标的在中心花费的时间(明箱内的停留时间)的增加，shRNA对焦虑的

治疗效果。

[0327] 图28(D)示出了社交回避测试的结果，表明了与难治性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；

mU6‑shscramble，mTOR‑p.L2427P；mU6‑shscramble)相比，在具有shRNA介导的eIF4E表达下

调的难治性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；mU6‑sheIF4E、mTOR‑p.L2427P；mU6‑sheIF4E)中，随

着作为社交能力和抑郁的指标的在中心花费的时间(与陌生小鼠互动所花费的时间)的增

加，shRNA对社交能力和抑郁的治疗效果。
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[0328] 图29(E)示出了3腔室测试(社交互动)的结果，表明了与难治性癫痫模型(mTOR‑

p.C1483Y；mU6‑shscramble，mTOR‑p.L2427P；mU6‑shscramble)相比，在具有shRNA介导的

eIF4E表达下调的难治性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；mU6‑sheIF4E、mTOR‑p.L2427P；mU6‑

sheIF4E)中，随着作为社交能力指标的在嗅区花费的时间(与陌生小鼠互动所花费的时间)

的增加，shRNA对社交能力的治疗效果。

[0329] 图29(F)示出了埋藏弹珠测试的结果，表明了与难治性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；

mU6‑shscramble，mTOR‑p.L2427P；mU6‑shscramble)相比，在具有shRNA介导的eIF4E表达下

调的难治性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；mU6‑sheIF4E、mTOR‑p.L2427P；mU6‑sheIF4E)中，随

着作为重复行为的指标的埋藏弹珠数量的增加，shRNA对重复行为的治疗效果。

[0330] 图29(G)示出了蔗糖偏好测试的结果，表明了与难治性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；

mU6‑shscramble，mTOR‑p.L2427P；mU6‑shscramble)相比，在具有shRNA介导的eIF4E表达下

调的难治性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；mU6‑sheIF4E、mTOR‑p.L2427P；mU6‑sheIF4E)中，随

着作为快乐或补偿功能障碍的指标的蔗糖偏好百分比的增加，shRNA对快乐或补偿功能的

治疗效果。

[0331] 7‑3：ASO对神经精神疾病的治疗潜力的测定

[0332] 针对实施例7‑1的FMCD和癫痫动物模型(mTOR‑p.C1483Y、mTOR‑p.L2427P)和对照

正常动物模型(mTOR‑WT)进行实验。在该实验中，使用了下调eIF4E表达的ASO#77。

[0333] 简而言之，通过ICV注射将ASO#77给药于FMCD，以及用实施例1的pCIG‑mTOR突变

体‑IRES‑EGFP产生癫痫动物模型。以与实施例6中基本相同的方式评估ASO#77对伴随FMCD

癫痫动物模型的神经精神障碍的治疗潜力。

[0334] 根据癫痫模型小鼠中ASO介导的eIF4E敲低，ASO对FMCD动物模型的神经精神疾病

的治疗潜力的测定结果在图30至31中描述。图30和31示出了ASO#77(ASO‑3)对伴随难治性

癫痫模型的神经精神疾病的治疗效果。

[0335] 图30(A)示出了在ASO#77(ASO‑3)注射后第21天进行的行为测试的结果，表明根据

ASO注射没有运动障碍。

[0336] 图30(B)示出了旷场试验的结果，表明了与顽固性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；ASO

对照，mTOR‑p.L2427P；ASO对照)相比，在具有ASO#77(ASO‑3)介导的eIF4E表达下调的FMCD

和癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；ASO‑eIF4E,mTOR‑p.L2427P；ASO‑eIF4E)中，随着焦虑程度的

指标的在中心花费的时间的增加，ASO#77(ASO‑3)对焦虑的治疗效果。

[0337] 图30(C)示出了明暗箱测试的结果，表明了与顽固性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；

ASO对照，mTOR‑p.L2427P；ASO对照)相比，在具有ASO#77(ASO‑3)介导的eIF4E表达下调的

FMCD和癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；ASO‑eIF4E,mTOR‑p.L2427P；ASO‑eIF4E)中，随着作为焦

虑程度的指标的在中心花费的时间(明箱内的停留时间)的增加，ASO#77(ASO‑3)对焦虑的

治疗效果。

[0338] 图30(D)示出了社交回避测试的结果，表明了与顽固性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；

ASO对照，mTOR‑p.L2427P；ASO对照)相比，在具有ASO#77(ASO‑3)介导的eIF4E表达下调的

FMCD和癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；ASO‑eIF4E,mTOR‑p.L2427P；ASO‑eIF4E)中，随着作为社

交能力和抑郁的指标的在中心花费的时间(与陌生小鼠互动所花费的时间)的增加，ASO对

社交能力和抑郁的治疗效果。
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[0339] 图31(E)示出了3腔室测试(社交互动)的结果，表明了与顽固性癫痫模型(mTOR‑

p.C1483Y；ASO对照，mTOR‑p.L2427P；ASO对照)相比，在具有ASO#77(ASO‑3)介导的eIF4E表

达下调的FMCD和癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；ASO‑eIF4E,mTOR‑p.L2427P；ASO‑eIF4E)中，随

着作为社交能力的指标的在嗅区花费的时间(与陌生小鼠互动所花费的时间)的增加，ASO

对社交能力的治疗效果。

[0340] 图31(F)示出了埋藏弹珠测试的结果，表明了与顽固性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；

ASO对照，mTOR‑p.L2427P；ASO对照)相比，在具有ASO#77(ASO‑3)介导的eIF4E表达下调的

FMCD和癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；ASO‑eIF4E,mTOR‑p.L2427P；ASO‑eIF4E)中，随着埋藏弹

珠数量(重复行为的指标)的增加，ASO对重复行为的治疗效果。

[0341] 图31(G)示出了蔗糖偏好测试的结果，表明了与顽固性癫痫模型(mTOR‑p.C1483Y；

ASO对照，mTOR‑p.L2427P；ASO对照)相比，在具有ASO介导的eIF4E表达下调的FMCD和癫痫模

型(mTOR‑p.C1483Y；ASO‑eIF4E,mTOR‑p.L2427P；ASO‑eIF4E)中，随着蔗糖偏好百分比(快乐

或补偿功能障碍的指标)的增加，ASO对快乐或补偿功能的治疗效果。

[0342] <实施例8>eIF4E过度激活敏感基因的鉴定

[0343] 8‑1：具有mTOR突变的神经元细胞的构建

[0344] 实施例1的FMCD动物模型中的突变细胞用GFP标记，GFP阳性细胞通过荧光激活细

胞分选(FACS)进行分选以获得mTOR突变细胞。

[0345] 简而言之，在子宫内电穿孔小鼠中，表达MTOR‑WT、MTOR‑p .Cys1483Tyr或MTOR‑

p.Leu2427Pro以及GFP报告基因的皮质神经元在补充有10mM  HEPES(Gibco，15630‑080)和

Pen/Strep(Life  Technologies，15140‑122)的Hank平衡盐溶液(Life  Technologies)中的

E18 .5处被解剖。为了分析蛋白质表达调控，培养基中加入了100μg/mL放线菌酮

(Millipore，239763)，放线菌酮是一种核糖体延伸抑制剂。

[0346] 为了区分表达突变的细胞，从电穿孔区域鉴定GFP阳性皮质部分，并在补充有

GlutaMAX‑I(Gibco，35050‑061)和B27(Gibco，17504‑044)的Hibernate‑E培养基(Gibco，

A12476‑01)中切除。GFP阳性皮质在4℃下在含有0.05％胰蛋白酶(Life  Technologies，

15090‑046)的解剖培养基中消化30分钟。消化后，将颗粒离心并重悬于补充有GlutaMAX‑I

和B27的Hibernate‑E培养基中3次。

[0347] 为了分离细胞，使用了火抛光的巴斯德移液器(Corning，CO‑7095B‑9)。随后，使用

100‑μm和40‑μm过滤器去除大块碎片。使用带有FITC门控的BD  FACSAria  II流式细胞仪(BD 

Biosciences)进行细胞分选。分选的皮质神经元在‑80℃下储存长达6个月。

[0348] 8‑2：使用mTOR突变表达细胞进行翻译组分析

[0349] 翻译组分析确定了mTOR突变上调mRNA翻译的基因。mTOR突变增加了基因的mRNA翻

译。如图2所示，在具有脑体细胞突变的顽固性癫痫小鼠模型中进行核糖体分析可以揭示导

致FMCD的mTOR靶基因。表达水平通过mTOR突变而增加的基因可以通过mTOR突变介导的mRNA

翻译增加来解释。

[0350] 8‑3：Ribo‑seq和RNA‑seq文库的制备

[0351] (1)核糖体分析(Ribo‑seq)和RNA测序(RNA‑seq)

[0352] 细胞以50％的汇合度接种在10厘米的培养皿中。到第二天，细胞还没有达到最大

汇合度。NIH  3T3细胞用200nM  Torin1或载体处理，CRISPR编辑的mTOR(G4448A)‑pC1483Y 
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NIH  3T3细胞用载体处理3小时。用补充有100μg/mL放线菌酮的冰冷PBS洗涤细胞一次，并在

哺乳动物多核糖体缓冲液(补充有1μL蛋白酶抑制剂混合物、2μL  RNasin和2μL  SUPERase的

10mM  Tris‑HCl，pH7.4、5mM  MgCl2、100mM  KCl、2mM  DTT、1％Triton  X‑100、100μg/mL放线

菌酮)中溶解，以维持核糖体和mRNA之间的结合。将样品在旋转器上孵育20分钟以诱导细胞

裂解。对于FACS分类的皮质神经元，应用相同的处理。将细胞裂解物分成2个试管，75％的样

品用于Ribo‑Seq，其余用于RNA‑Seq，分别用于制备Ribo‑Seq和RNA‑Seq文库。

[0353] (2)Ribo‑seq和RNA‑seq的制备

[0354] 对于Ribo‑seq，用RNaseI(Ambion，AM2294)处理制备的细胞裂解物，以从核糖体‑

mRNA复合物中去除mRNA的核糖体未结合区域。随后，使用Sephacryl  S‑400柱(GE 

Healthcare，27‑5140‑01)纯化核糖体‑mRNA复合物。使用TRIzol  LS(Ambion，10296‑010)从

样品中提取RNA足迹(即mRNA的核糖体结合区域)。使用Ribo‑zeror  RNA去除试剂盒

(Epicentre，RZH110424)从样品中去除rRNA。

[0355] 对于RNA‑seq，使用TRIzol  LS从细胞裂解物中纯化总RNA。随后，使用RNA清洁和浓

缩器(Clean&Concentrator)‑5或‑25(Zymo  Research，R1015或R1017)对RNA样品进行富集。

使用Ribo‑zeror  RNA去除试剂盒(Epicentre，RZH110424)去除rRNA。去除rRNA后，使用

NEBNext镁RNA片段化组件(New  England  BioLabs，E6150S)通过碱水解将样品RNA片段化。

[0356] 核糖体足迹(30nt大小)和RNA片段(40‑60nt大小)通过尿素‑PAGE进行大小分级，

并从凝胶洗脱液中纯化。

[0357] (3)南极磷酸酶和PNK治疗

[0358] RNaseI消化和碱性水解分别在每个核糖体足迹和RNA片段的3'末端留下单磷酸基

团。在南极磷酸酶(NEB，M0289S)去除单磷酸基团后，裸露的3'端连接到腺苷酸化3'接头的

5'端。为此，将样品在含有1μL南极磷酸酶的20μL  1×反应混合物中于37℃下孵育1小时，然

后在65℃下孵育5分钟以使酶失活。反应后，将RNA在含有2μL  PNK(Takara，2021A)和1μL

[γ‑
32P]‑ATP(PerkinElmer，NEG502Z)的45μL的1×反应混合物中于37℃下孵育5分钟，以

用32P标记RNA。标记后，加入5μL的1mM  ATP(NEB，P0756L)，将样品在37℃下孵育10分钟，以磷

酸化RNA的5'末端，用于随后的5'接头连接。核糖体足迹和RNA片段通过酸性苯酚介导的RNA

提取进行纯化，随后使用尿素‑PAGE进行大小分级和纯化以去除游离ATP。

[0359] (4)接头连接、RT‑PCR和测序

[0360] TruSeq小RNA试剂盒(Illumina，RS‑200‑0012)用于3'接头、5'接头、RT引物、5'引

物和3'引物连接。

[0361] 为了连接3'接头，将1.5μL  T4  RNA连接酶2(Epicentre，LR2D1132K)、1μL  10×缓

冲液、0.5μL  3'接头(RA3、TruSeq  Small  RNA试剂盒)和1μL  SUPERase‑In加入每个RNA样

品，并在22℃下培养4小时。接头连接的RNA通过尿素‑PAGE进行大小分级，然后从凝胶洗脱

液中纯化以去除残留的3'接头。

[0362] 随后，为了连接5'接头，将1μL  T4  RNA连接酶、1μL  10×缓冲液、1μL  10mM  ATP、

0.5μL  5'接头(RA5，TruSeq  Small  RNA试剂盒)和1μL  SUPERase‑In加入每个样品中，并在

22℃下孵育16小时。

[0363] 为了构建cDNA文库，将接头连接的RNA在含有4μL  2.5mM  dNTP、1μL  Superscript 

II  RT酶、4μL  5×缓冲液和2μL  0.1M  DTT的20μL的1×反应混合物中进行逆转录。为了扩增
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用于Illumina  DNA测序的cDNA，将总共20μL  RT样品中的1μL与1μL  Phusion  HF聚合酶

(Thermo  Fisher  Scientific，F‑530L)、5μL  5×缓冲液、2.5mM  dNTP、0 .2μL  5 '引物

(TruSeq  Small  RNA试剂盒)、0.2μL  3'引物(TruSeq  Small  RNA试剂盒)和33.6μL蒸馏水混

合。该PCR混合物在T1热循环仪上运行22‑25个循环，即98℃10秒、60℃30秒和72℃20秒。扩

增的cDNA文库通过Native‑PAGE和凝胶洗脱纯化。

[0364] 使用Illumina  HiSeq  2000或HiSeq  2500测序系统对纯化的cDNA文库进行测序。

翻译组分析导致检测具有mTOR突变介导的表达上调的基因。

[0365] 8‑4：Ribo‑seq和RNA‑seq文库的测序处理和比对

[0366] 使用Assaf  Gordon的FASTX‑Toolkit(http：//hannonlab .cshl .edu/fastx_

toolkit/)进行序列分析中的一些第一步。如此获得的读数从3'端修剪，使剩余的读数为

26nt长。用Bowtie(http：//bowtie‑bio.sourceforge.net/index.shtml)版本1.1.2将读数

与UCSC  mm10组装对齐，以去除rRNA和tRNA。然后，使用带有默认选项的TopHat(http：//

ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml)版将2.1.1读数与UCSC  mm10基因组序列对

齐，除了没有新的连接。

[0367] 8‑5：Ribo‑seq和RNA‑seq文库的mRNA转录物量化和标准化

[0368] 为了量化单个基因的核糖体足迹和mR N A丰度，在与HT S e q (h t t p s ：/ /

htseq.readthedocs.io/en/release_0.9.1/)对齐后，按单个转录物计算Ribo‑Seq和RNA‑

Seq标签。将Ribo‑Seq和RNA‑Seq文库中读数计数低的转录物(即所有文库中的FMCD小鼠模

型<100个原始读数)排除在外以减少噪音。每个单独的mRNA转录物的每个读数计数被标准

化为每个文库中读取计数的中值。

[0369] 8‑6：单个mRNA转录物翻译效率的量化

[0370] 将多达5,000个基因的mRNA转录物的翻译效率(TE)计算为核糖体保护的mRNA片段

(RPF)中单个转录物的标准化读数计数除以映射到编码序列(CDS)的标准化RNA‑Seq标签计

数。CDS映射的RNA‑Seq标签计数也被标准化为它们在RNA‑Seq文库中的中位数。以log2尺度

计算各个基因在每个时间点相对于对照的翻译效率(TE)的倍数变化。

[0371] 8‑7：eIF4E过度激活敏感基因的鉴定

[0372] 从各个基因在每个时间点相对于对照的翻译效率(TE)的倍数变化分布来看，选择

MTOR‑C1483Y和MTOR‑L2427P模型中相对于MTOR‑WT模型的256个z评分≥1.2的基因用于

eIF4E激活敏感基因。TE倍数变化分布中z评分≥1.2满足log2(TE[p .C1483Y]/[WT])≥

2.142605598和log2(TE[p.L2427P]/[WT])≥2.232171262的条件。表1中给出了256个选择

的基因。<实施例9>eIF4E过度激活敏感基因的分析

[0373] 9‑1：一般5′‑UTR特征分析

[0374] 从UCSC基因组浏览器(GRCm38/mm10；https：//genome.ucsc.edu/)获得核糖体分

析中存在的所有基因的5'‑UTR。选择在RefSeq中注释的单个mRNA的最长5'‑UTR序列进行分

析。

[0375] 将表1中FMCD小鼠中256个mTOR过度激活敏感基因的mRNA与所有检测到的基因在

5'‑UTR中的GC含量、长度和吉布斯自由能进行比较。

[0376] 使用QuikFold2  3 .0版(http：//mfold .rna .albany .edu/？q＝DINAMelt/

Quickfold)预测每个序列的最小折叠ΔG°，并设置了RNA折叠能量规则的默认参数(Lee  JH
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等，PI3K‑AKT3‑mTOR传导途径成分中的新生(De  novo)体细胞突变导致半侧巨脑症(De 

novo  somatic  mutations  in  components  of  the  PI3K‑AKT3‑mTOR  pathway  cause 

hemimegalencephaly)Nat.Genet.2012；44(8)：941‑945)。

[0377] 图9‑2：eIF4E过度激活敏感基因中的共同基序

[0378] 使用MEME浏览器应用程序(版本4.12 .0)操作多重Em基序诱导(MEME，http：//

meme‑suite.org/tools/meme)(Bailey  TL，Elkan  C.通过期望最大化拟合混合模型以发现

生物聚合物中的基序(Fitting  a  mixture  model  by  expectation  maximization  to 

discover  motifs  in  biopolymers)Proc.Second  Int.Conf .Intell.Syst.Mol.Biol.19

94；28‑36)。从UCSC基因组浏览器(GRCm38/mm10)中调用5'‑UTR，并选择具有已知5'‑UTR的

RefSeq注释的mRNA进行进一步分析。每个基因最长的5'‑UTR被编译为输入MEME作为训练

集。

[0379] 对于表1的FMCD模型中的eIF4E激活敏感基因，采用仅使用给定链的具有任意数量

重复的12‑nt序列的基序搜索参数来识别鸟嘌呤四联体(GGC)4基序、CERT基序、富含A基序

和富含U基序。

[0380] 对于FMCD小鼠，使用发现个体基序发生(Find  Individual  Motif  Occurrences，

FIMO；http：//meme‑suite.org/tools/fimo)评估FMCD中的eIF4E激活敏感基因与包含已知

5'‑UTR的RefSeq注释mRNA所存在的鸟嘌呤四联体(GGC)4基序、CERT基序、富含A基序和富含

U基序。

[0381] MEME分析结果表明，eIF4E过度激活敏感基因具有共同的5'‑UTR特异性基序(图32

和33)。

[0382] 如图32所示，eIF4E激活敏感基因提供了新的mTOR响应5'‑UTR基序，其共有序列存

在于5'‑UTR中。通过MEME分析鉴定了表1的FMCD小鼠的256个eIF4E激活敏感基因中识别的

富含U基序、鸟嘌呤四联体(GGC)4基序、富含A基序和CERT基序的共有序列和富集值(E值)。

[0383] 图33是说明了FMCD小鼠中含有富含U基序、鸟嘌呤四联体基序、富含A基序和CERT

基序的mTOR激活敏感基因的频率图，其中给予相同基因，独立地计数两个或更多个基序。结

果，具有5'‑UTR基序的基因占mTOR过度激活敏感基因的80％。

[0384] 9‑3：5'‑UTR荧光素酶报告基因测定

[0385] 5'‑UTR来自UCSC基因组浏览器(GRCm38/mm10)。为ADK‑S、CREB1和IRSp53中的每一

个合成了具有WT、颠换和缺失序列的5'‑UTR。

[0386] 在表8中，ADK‑S野生型(WT)序列上的粗体下划线字母代表鸟嘌呤四联体(GGC)4；

CREB1野生型序列上的粗体下划线字母中的第一个和第三个标记分别代表富含A和富含U的

基序；IRSp53野生型序列上的粗体下划线字母代表富含U的基序。在类型中，删除表示从WT

中删除每个基序所产生的序列。

[0387] [表8]
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[0388]
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[0389]
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[0390]

[0391] 使用HindIII(NEB，R3104)和NcoI(NEB，R3193)将合成的5'‑UTR克隆到pGL3启动子

载体(Promega，E1761)中SV40启动子和萤火虫荧光素酶开放阅读框之间的位点。Renilla 

pGL4.74用作对照报告基因。使用iNfect转染试剂将HEK293T细胞与30：30：1的pGL3‑SV40 

5'‑UTR报告基因；FLAG标记的mTOR  WT、FLAG标记的mTOR  p.Cys1483Tyr或FLAG标记的mTOR 

p.Leu2427Pro；和pGL4.74控制报告基因的混合物共转染。转染后24小时收获细胞并裂解。

使用双荧光素酶测定试剂盒(Promega，E1960)测量细胞裂解物的荧光素酶活性。萤火虫荧

光素酶活性被归一化为海肾活性，并表示为相对于FLAG标记的mTOR  WT转染的HEK293T细胞

的值。

[0392] 图34a和34b示出了eIF4E激活敏感基因中5'‑UTR基序介导的翻译上调。详细地，当

eIF4E激活敏感基因Adk‑S、Adk‑L、Creb1和IRSp53的5'‑UTR位于荧光素酶基因的上游时，荧

光素酶的表达响应于mTOR中的体细胞激活突变而增加。mTOR激活突变是mTOR  p.C1483Y和

mTOR  p.L2427P，而mTOR  WT用作对照。mTOR  WT、mTOR  p.C1483Y和mTOR  p.L2427P在HEK293T

细胞中表达。在图中，Pro代表启动子，Actb代表β‑肌动蛋白基因，pGL3代表缺乏5'‑UTR的空

载体。结果标准化为转染的mTOR  WT细胞中的荧光素酶活性。

[0393] 图34b示出了5 '‑UTR基序介导的表达上调。对靶mRNA(ADK‑S、ADK‑L、CREB1和

IRSp53)和对照mRNA(ACTB和GAPDH)进行5'‑UTR介导的翻译，并通过mTOR  WT(WT)‑和mTOR 

p.C1483Y(p.C1483Y)‑转染的HEK293T细胞，或mTOR  WT(WT)‑和p.L2427P(p.L2427P)‑转染

的HEK293T细胞中的5'‑UTR荧光素酶报告基因测定分析结果。

[0394] 在图34a中，Pro表示启动子，Actb表示β‑肌动蛋白基因，pGL3表示缺乏5'‑UTR的测

试载体。分析结果归一化为转染的mTOR‑WT细胞中的5'‑UTR报告基因活性。图34b示出了图

34a中获得的结果的量化。

[0395] 从图35的数据可以理解，从eIF4E过度激活敏感基因中删除特定基序逆转了响应

mTOR突变和eIF4E过度激活的基因的表达增加。从图35中，观察到eIF4E激活敏感基因提供

新的eIF4E响应性5'‑UTR基序，并且根据5'‑UTR基序的存在或不存在测量不同的表达水平。

在图35的上图中，示出了Adk‑S、IRSp53和Creb1中5'‑UTR基序的位置。在图35的下图的图表

中，示出了Adk‑S、IRSp53和Creb1中5'‑UTR基序结构域的缺失突变对mTOR激活的(mTOR 

p.C1483Y[p.C1483Y]或p.L2427P[p..L2427P])细胞相对于mTOR  WT(WT)转染的HEK293T细

胞中的5'‑UTR荧光素酶报告基因活性的影响。在图中，Pro表示启动子。

[0396] <实施例10>重复剂量毒性试验

[0397] 通过皮下注射分别测定实施例4中选择的ASO#16、#21、#27、#35、#75、#77和#89的

重复剂量毒性。

[0398] ASO序列的重复剂量毒性测定由Biotoxtech  Co.，Ltd.进行。在重复剂量毒性测定

中，每个ASO序列在一个月内以100mg/kg的剂量对4只雄性小鼠组分7次(第1、3、5、7、14、21

和28天)进行皮下注射。最后一次注射后两天，进行组织病理学观察。
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[0399] 在ASO#16、#21、#27、#35、#75和#77测试组中未观察到死亡或垂死的动物，而ASO#

89测试组中的所有动物均死亡或处于垂死状态。除ASO#89测试组外，所有测试组均无行为

异常。

[0400] ASO#89的毒性可能归因于其序列，而不是通常已知的2'‑MOE间隔体化学修饰结

构，或者可能是由于对靶基因以外的脱靶基因表达的影响。实施例4‑4中的计算机脱靶基因

分析表明，每个靶向eIF4E的ASO#16、#21、#27、#35、#75和#77除1个核苷酸序列外，没有与其

余19个核苷酸序列一致的脱靶基因，而ASO#89有4个脱靶基因。
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