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公开了使用包含编码FVIII蛋白的核酸和核

酸变体的载体的方法。在特定实施方案中，治疗

患有血友病A的人的方法包括施用重组腺相关病

毒(rAAV )载体，所述载体包含编码因子VIII

(FVIII)的核酸或编码具有B结构域缺失的因子

VIII(FVIII)(hFVIII-BDD)的核酸变体。在一些

方面，核酸变体与SEQ ID NO:7具有95％或更高

的同一性和/或具有不超过2个胞嘧啶-鸟嘌呤二

核苷酸(CpG)的核酸变体。在其他方面，以小于约

6×1012载体基因组/千克(vg/kg)的剂量向所述

人施用rAAV载体。
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1.一种治疗患有血友病A的人的方法，其包括施用重组腺相关病毒(rAAV)载体，其中所

述载体基因组包含编码具有B结构域缺失的因子VIII(FVIII)(hFVIII-BDD)的核酸变体，其

中所述核酸变体与SEQ  ID  NO:7具有95％或更高的同一性。

2.一种治疗患有血友病A的人的方法，包括施用重组腺相关病毒(rAAV)载体，其中所述

载体基因组包含编码具有B结构域缺失的因子VIII(FVIII)(hFVIII-BDD)的核酸变体，其中

所述核酸变体具有不超过2个胞嘧啶-鸟嘌呤二核苷酸(CpG)。

3.一种治疗患有血友病A的人的方法，包括施用重组腺相关病毒(rAAV)载体，其中所述

载体基因组包含编码因子VIII(FVIII)或编码具有B结构域缺失(hFVIII-BDD)的因子VIII

(FVIII)的核酸，其中向该患有血友病A的人施用的rAAV载体的剂量小于6×1012载体基因

组/千克(vg/kg)。

4.根据权利要求1或2的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量在约1×109至约1×

1014vg/kg之间，包括端点值。

5.根据权利要求1或2的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量在约1×1010至约6

×1013vg/kg之间，包括端点值。

6.根据权利要求1或2的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量在约1×1010至约1

×1013vg/kg之间，包括端点值。

7.根据权利要求1或2的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量在约1×1010至约6

×1012vg/kg之间，包括端点值。

8.根据权利要求1-3中任一项所述的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量在约1

×1010至约5×1012vg/kg之间，包括端点值。

9.根据权利要求1-3中任一项所述的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量在约1

×1011至约1×1012vg/kg之间，包括端点值。

10.根据权利要求1-3中任一项所述的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量在约

2×1011至约9×1011vg/kg之间，包括端点值。

11.根据权利要求1-3中任一项所述的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量在约

3×1011至约8×1012vg/kg之间，包括端点值。

12.根据权利要求1-3中任一项所述的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量在约

3×1011至约7×1012vg/kg之间，包括端点值。

13.根据权利要求1-3中任一项所述的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量在约

3×1011至约6×1012vg/kg之间，包括端点值。

14.根据权利要求1-3中任一项所述的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量在约

4×1011至约6×1012vg/kg之间，包括端点值。

15.根据权利要求1-3中任一项所述的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量为约

5×1011vg/kg或约1×1012vg/kg。

16.根据权利要求1-15中任一项所述的方法，其中如通过凝结活性反映的，在所述人中

表达的FVIII或hFVIII-BDD的量大于基于从施用所述rAAV载体的非人灵长类动物研究获得

的数据预测的量。

17.根据权利要求1至16中任一项所述的方法，其中如通过凝血活性反映的，在所述人

中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量比基于从施用所述rAAV载体的非人类灵长类动物研究获
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得的线性回归曲线预测的表达的量高1-4倍。

18.根据权利要求1-16中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性所反映的，在所述

人中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量比基于从施用所述rAAV载体的非人类灵长类动物研究

获得的线性回归曲线预测的表达的量高2-4倍。

19.根据权利要求1-16中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性所反映的，在所述

人中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量比基于从施用所述rAAV载体的非人类灵长类动物研究

获得的线性回归曲线预测的表达的量高2-3倍。

20.根据权利要求1-16中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性所反映的，在所述

人中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量比基于从施用所述rAAV载体的非人类灵长类动物研究

获得的线性回归曲线预测的表达的量高1-2倍。

21.根据权利要求16-20中任一项所述的方法，其中所述非人灵长类动物是食蟹猴(猕

猴)。

22.根据权利要求1-21中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性所反映的，在施用

rAAV载体之后14天或更多天，在所述人中表达FVIII或hFVIII-BDD的量为约3％或更高，在

施用rAAV载体之后21天或更多天的表达FVIII或hFVIII-BDD的量为约4％或更高，在施用

rAAV载体之后21天或更多天的表达FVIII或hFVIII-BDD的量为约5％或更高，在施用rAAV载

体之后21天或更多天的表达FVIII或hFVIII-BDD的量为约6％或更高，在施用rAAV载体之后

21天或更多天的表达FVIII或hFVIII-BDD的量为约7％或更高，在施用rAAV载体之后28天或

更多天的表达FVIII或hFVIII-BDD的量为约8％或更高，在施用rAAV载体之后28天或更多天

的表达FVIII或hFVIII-BDD的量为约9％或更高，在施用rAAV载体之后35天或更多天的表达

FVIII或hFVIII-BDD的量为约10％或更高，在施用rAAV载体之后35天或更多天的表达FVIII

或hFVIII-BDD的量为约11％或更高，在施用rAAV载体之后35天或更多天的表达FVIII或

hFVIII-BDD的量为约12％或更高。

23.根据权利要求1-21中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性所反映的，在所述

人中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量在连续14天内平均为约10％或更高。

24.根据权利要求1-21中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性所反映的，在所述

人中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量在连续4周的时间段内平均为约10％或更高。

25.根据权利要求1-21中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性所反映的，在所述

人中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量在连续8周的时间段内平均为约10％或更高。

26.根据权利要求1-21中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性所反映的，在所述

人中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量在连续12周的时间段内平均为约10％或更高。

27.根据权利要求1-21中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性所反映的，在所述

人中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量在连续16周的时间段内平均为约10％或更高。

28.根据权利要求1-21中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性所反映的，在所述

人中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量在连续6个月的时间段内平均约10％或更高。

29.根据权利要求1-21中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性反映的，在所述人

中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量在连续14天的时间段内平均为约12％或更高。

30.根据权利要求1-21中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性反映的，在所述人

中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量在连续4周、连续8周、连续12周、连续16周、连续6个月或
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连续1年的时间段内平均为约12％至约100％。

31.根据权利要求1-21中任一项所述的方法，其中，如通过凝血活性反映的，在所述人

中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量在连续4周、连续8周、连续12周、连续16周、连续6个月或

连续1年的时间段内平均为约20％至约80％。

32.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约14天。

33.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约21天。

34.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约28天。

35.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约35天。

36.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约42天。

37.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约49天。

38.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约56天。

39.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约63天。

40.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约70天。

41.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约77天。

42.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约84天。

43.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约91天。

44.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约98天。

45.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约105天。

46.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约112天。

47.权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约4个月的时间。

48.权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约6个月的时间。

49.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或
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hFVIII-BDD在所述人中表达至少约7个月的时间。

50.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后所述FVIII或

hFVIII-BDD在所述人中表达至少约12个月的时间。

51.根据权利要求1、2和4-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约1×109至约1

×1014vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的

水平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

52.根据权利要求1、2和4-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约5×109至约6

×1013vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的

水平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

53.根据权利要求1、2和4-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约1×1010至约

6×1013vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、

3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性

的水平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

54.根据权利要求1、2和4-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约1×1010至约

1×1013vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、

3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性

的水平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

55.根据权利要求1、2和4-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约1×1010至约

6×1012vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、

3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性

的水平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

56.根据权利要求1-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以小于6×1012vg/kg的

剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13

或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或

hFVIII-BDD。

57.根据权利要求1-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约1×1010至约5×

1012vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、

5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水

平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

58.根据权利要求1-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约1×1011至约1×

1012vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、

5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水

平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

59.根据权利要求1-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约2×1011至约9×

1011vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、

5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水

平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。
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60.根据权利要求1-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约3×1011至约8×

1012vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、

5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水

平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

61.根据权利要求1-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约3×1011至约7×

1012vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、

5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水

平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

62.根据权利要求1-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约3×1011至约6×

1012vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、

5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水

平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

63.根据权利要求1-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约4×1011至约6×

1012vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、

5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水

平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

64.根据权利要求1-50中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体以约5×1011至约1×

1012vg/kg(包括端点值)的剂量施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、

5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水

平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

65.根据权利要求1-64中任一项所述的方法，其中所述FVIII或hFVIII-BDD以稳定状态

在所述人中产生，其中在4、6、8或12周或数月内活性变化不超过5-50％。

66.根据权利要求1-64中任一项所述的方法，其中所述FVIII或hFVIII-BDD以稳定状态

在所述人中产生，其中在4、6、8或12周或数月内活性变化不超过25-100％。

67.根据权利要求1-66中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之前在所述人中未

检测到AAV抗体，或者其中所述人对于AAV是血清阴性的。

68.根据权利要求1-66中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之前，在所述人中的

AAV抗体等于或小于1：5。

69.根据权利要求1-66中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之前，在所述人中的

AAV抗体为等于或小于1：3。

70.根据权利要求1-66中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后至少约1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10、11个月或更长时间所述人不产生针对所述FVIII或hFVIII-BDD的可检测

抗体。

71.根据权利要求1-66中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后至少约14天、或

至少约21天、或至少约28天、或至少约35天、或至少约42天、或至少约49天、或至少约56天、

或至少约63天、或至少约70天、或至少约77天、或至少约84天、或至少约91天、或至少约98

天、或至少约105天、或至少约112天、或至少约154天、或至少约168天、或至少约182天、或至

少约196天、或至少约210天，所述人不产生针对所述rAAV载体的可检测抗体。

72.根据权利要求1-71中任一项所述的方法，其中在施用rAAV载体之后至少连续1、2、
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3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14周或月所述人不会产生针对rAAV载体的细胞介导的免疫

应答。

73.根据权利要求1-72中任一项所述的方法，其中所述人没有针对所述rAAV载体产生

足以降低或阻断FVIII或hFVIII-BDD治疗作用的体液免疫应答。

74.根据权利要求1-73中任一项所述的方法，其中所述人在施用rAAV载体之后至少约

1、2、3、4、5或6个月不产生针对所述rAAV载体的可检测抗体。

75.根据权利要求1-74中任一项所述的方法，其中在rAAV载体施用之前、期间和/或之

后，不向所述人施用免疫抑制剂。

76.根据权利要求1-75中任一项所述的方法，其中实现在所述人中表达所述FVIII或

hFVIII-BDD，而无需施用免疫抑制剂。

77.根据权利要求1-75中任一项所述的方法，其进一步包括施用免疫抑制剂。

78.根据权利要求1-76中任一项所述的方法，其进一步包括在施用所述rAAV载体之后

施用免疫抑制剂。

79.根据权利要求1-75中任一项所述的方法，其进一步包括在施用所述rAAV载体之后1

小时至至多45天的时间段内施用免疫抑制剂。

80.根据权利要求75-79中任一项所述的方法，其中所述免疫抑制剂包括类固醇，环孢

菌素(例如，环孢菌素A)，霉酚酸酯，利妥昔单抗或其衍生物。

81.根据权利要求1-80中任一项所述的方法，其中所述核酸或核酸变体与SEQ  ID  NO:7

具有96％或更高的序列同一性。

82.根据权利要求1-80中任一项所述的方法，其中所述核酸或核酸变体与SEQ  ID  NO:7

具有95％-100％的序列同一性。

83.根据权利要求1-82中任一项所述的方法，其中所述核酸或核酸变体具有20个或更

少，15个或更少，或10个或更少的胞嘧啶-鸟嘌呤二核苷酸(CpG)。

84.根据权利要求1-82中任一项所述的方法，其中所述核酸或核酸变体具有不超过5个

胞嘧啶-鸟嘌呤二核苷酸(CpG)。

85.根据权利要求1-82中任一项所述的方法，其中所述核酸或核酸变体具有4、3、2、1或

0个胞嘧啶-鸟嘌呤二核苷酸(CpG)。

86.根据权利要求1-82中任一项所述的方法，其中所述核酸或核酸变体具有1个胞嘧

啶-鸟嘌呤二核苷酸(CpG)。

87.根据权利要求1-86中任一项所述的方法，其中所述核酸或核酸变体编码具有序列

SFSQN PPVLKR HQR (SEQ  I D  NO :29)的一个或多个氨基酸缺失的或者整个序列

SFSQNPPVLKRHQR缺失的SEQ  ID  NO:25。

88.根据权利要求1至86中任一项所述的方法，其中所述核酸或核酸变体编码SEQ  ID 

NO:25。

89.权利要求1-86中任一项所述的方法，其中所述hFVIII-BDD与由SEQ  ID  NO:19编码

的hFVIII-BDD相同。

90.根据权利要求1-86中任一项所述的方法，其中所述核酸或核酸变体编码具有序列

SFSQNPPVLKRHQR(SEQ  ID  NO:29)的一个或多个氨基酸缺失的或整个序列SFSQNPPVLKRHQR

缺失的SEQ  ID  NO:25。
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91.根据权利要求1-90中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包括AAV血清型或AAV

假型，其中所述AAV假型包括不同于ITR血清型的AAV衣壳血清型。

92.根据权利要求1-91中任一项所述的方法，其中所述载体基因组进一步包含内含子，

表达控制元件，一个或多个腺相关病毒(AAV)反向末端重复序列(ITR)和/或填充物多核苷

酸序列。

93.根据权利要求92所述的方法，其中所述内含子在所述核酸变体之内或侧接所述核

酸变体。

94.根据权利要求92所述的方法，其中所述表达控制元件可操作地连接所述核酸变体。

95.根据权利要求92所述的方法，其中所述AAV  ITR侧接所述核酸变体的5'或3'末端。

96.根据权利要求92所述的方法，其中所述填充物多核苷酸序列侧接所述核酸变体的

5'或3'末端。

97.根据权利要求92所述的方法，其中所述内含子，表达控制元件，一个或多个腺相关

病毒(AAV)反向末端重复序列(ITR)和/或填充物多核苷酸序列已被修饰为具有减少的胞嘧

啶-鸟嘌呤二核苷酸(CpG)。

98.根据权利要求92的方法，其中所述内含子，表达控制元件，一个或多个腺相关病毒

(AAV)反向末端重复序列(ITR)和/或填充物多核苷酸序列已被修饰为具有20个或更少，15

个或更少，10个或更少，5个或更少或0个胞嘧啶-鸟嘌呤二核苷酸(CpG)。

99.根据权利要求92所述的方法，其中所述表达控制元件包括组成型或可调节控制元

件，或组织特异性表达控制元件或启动子。

100.根据权利要求92所述的方法，其中所述表达控制元件包括赋予在肝脏中表达的元

件。

101.根据权利要求92所述的方法，其中所述表达控制元件包括TTR启动子或突变TTR启

动子。

102.根据权利要求101所述的方法，其中所述突变体TTR启动子包含SEQ  ID  NO:22。

103.根据权利要求101所述的方法，其中，所述ITR包括以下任一个的一个或多个ITR：

AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、Rh10、Rh74或AAV-2i8 

AAV血清型或其组合。

104.根据权利要求1-103中任一项所述的方法，其中所述载体基因组包含如SEQ  ID 

NO:23中所示的ITR、启动子、聚腺苷酸化信号和/或内含子序列。

105.根据权利要求1-104中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包含修饰的或变体

的AAV  VP1、VP2和/或VP3衣壳序列，或野生型AAV  VP1、VP2和/或VP3衣壳序列。

106.根据权利要求1-105中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包含与AAV1、AAV2、

AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、Rh10、Rh74或AAV-2i8  VP1、VP2和/

或VP3序列具有90％或更高同一性的修饰的或变体AAV  VP1、VP2和/或VP3衣壳序列。

107.根据权利要求1-105中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包含选自以下中的

任一个的VP1、VP2或VP3衣壳序列：AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、

AAV10、AAV11、Rh10、Rh74或AAV-2i8  AAV血清型。

108.根据权利要求1-104中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包含与LK03衣壳

(SEQ  ID  NO:27)具有90％或更高的序列同一性的衣壳。
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109.根据权利要求1-104中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包含与SPK衣壳(SEQ 

ID  NO:28)具有90％或更高的序列同一性的衣壳。

110.根据权利要求1-104中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包含LK03衣壳(SEQ 

ID  NO:27)。

111.根据权利要求1-104中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包含SPK衣壳(SEQ 

ID  NO:28)。

112.根据权利要求1-104中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包含所述核酸变体

SEQ  ID  NO:7和LK03衣壳序列(SEQ  ID  NO:27)。

113.根据权利要求1-104中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包含所述核酸变体

SEQ  ID  NO:7和SPK衣壳(SEQ  ID  NO:28)。

114.根据权利要求1-113中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包含所述核酸变体

和在SEQ  ID  NO:23中的突变的TTR启动子(TTRmut)、合成内含子、多聚腺苷酸和ITR中的一

个或多个。

115.根据权利要求1-113中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包含所述核酸变体，

和在SEQ  ID  NO:23中的突变的TTR启动子(TTRmut)、合成内含子、多聚腺苷酸和ITR中的一

个或多个，和LK03衣壳序列(SEQ  ID  NO:27)或SPK衣壳(SEQ  ID  NO:28)。

116.根据权利要求1-115中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体包含药物组合物。

117.根据权利要求116所述的方法，其中所述药物组合物包含生物相容性载体或赋形

剂。

118.根据权利要求1-117中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体被封装在脂质体中

或与磷脂或胶束混合。

119.根据权利要求1-118中任一项所述的方法，其进一步包括施用空衣壳AAV，任选地

其中所述空衣壳AAV与所述rAAV载体一起施用。

120.根据权利要求1-118中任一项所述的方法，其进一步包括施用AAV1、AAV2、AAV3、

AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11和/或AAV-Rh74血清型的空衣壳。

121.根据权利要求1-118中任一项所述的方法，其进一步包括施用与所施用的AAV载体

相同血清型的空衣壳AAV。

122.根据权利要求1-118中任一项所述的方法，其进一步包括施用具有LK03衣壳(SEQ 

ID  NO:27)或SPK衣壳(SEQ  ID  NO:28)的空衣壳。

123.根据权利要求118-122中任一项所述的方法，其中所述空衣壳与所述rAAV载体的

比例在约2：1至约50：1之间。

124.根据权利要求118-122中任一项所述的方法，其中所述空衣壳与所述rAAV载体的

比例在约2：1至约25：1之间。

125.根据权利要求118-122中任一项所述的方法，其中所述空衣壳与所述rAAV载体的

比例在约2：1至约20：1之间。

126.根据权利要求118-122中任一项所述的方法，其中所述空衣壳与所述rAAV载体的

比例在约2：1至约15：1之间。

127.根据权利要求118-122中任一项所述的方法，其中所述空衣壳与所述rAAV载体的

比例在约2：1至约10：1之间。
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128.根据权利要求118-122中任一项所述的方法，其中所述空衣壳与所述rAAV载体的

比例为约2：1、3：1、4：1、5：1、6：1、7：1、8：1、9：1或10：1。

129.根据权利要求1-128中任一项所述的方法，其中由所述核酸变体编码的FVIII或

hFVIII-BDD在所述哺乳动物的细胞、组织或器官中表达。

130.根据权利要求129所述的方法，其中所述细胞包括分泌细胞。

131.根据权利要求129所述的方法，其中所述细胞包括内分泌细胞或内皮细胞。

132.根据权利要求129所述的方法，其中所述细胞包括肝细胞，窦内皮细胞，巨核细胞，

血小板或造血干细胞。

133.根据权利要求129所述的方法，其中所述哺乳动物的组织或器官包括肝脏。

134.根据权利要求1-133中任一项所述的方法，其中所述rAAV载体通过静脉内，动脉

内，肌内，皮下，腔内，或通过插管或通过导管递送至所述人。

135.根据权利要求1-134中任一项所述的方法，其中所述FVIII或hFVIII-BDD以不显著

增加血栓形成风险的水平表达。

136.根据权利要求135的方法，其中所述血栓形成风险通过测定纤维蛋白降解产物来

确定。

137.根据权利要求1-136中任一项所述的方法，其中至少1、2、3或4周内，或至少1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10或11个月内，或至少1年内可检测到所述FVIII或hFVIII-BDD的活性。

138.根据权利要求1-137中任一项所述的方法，其中在至少1、2、3或4周内，或至少1、2、

3、4、5、6、7、8、9、10或11个月内，或至少1年内所述人未表现出自发性出血。

139.根据权利要求1-138中任一项所述的方法，其中在至少1、2、3或4周内，或至少1、2、

3、4、5、6、7、8、9、10或11个月内，或至少1年内所述人不需要FVIII蛋白预防法。

140.根据权利要求1-139中任一项所述的方法，其进一步包括分析或监测所述人的AAV

抗体的存在或数量，针对AAV、FVIII或hFVIII-BDD抗体的免疫应答，针对FVIII或hFVIII-

BDD的免疫应答，FVIII或hFVIII-BDD的数量，FVIII或hFVIII-BDD的活性，一种或多种肝酶

的数量或水平，或出血发作的频率和/或严重程度或持续时间。
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因子VIII(FVIII)基因治疗方法

相关应用

[0001] 本专利申请要求2017年8月1日提交的美国临时专利申请第62/540,053号、2017年

11月9日提交的美国临时专利申请第62/583,890号、2017年12月8日提交的美国临时专利申

请第62/596,535号、以及2017年12月8日提交的美国临时专利申请第62/596,670号的权益。

上述申请的全部内容(包括所有文本，表格和附图)通过引用并入本文。

技术领域

[0002] 本发明涉及重组凝血因子产生和与异常止血有关的医学疾病的治疗领域。更具体

地，本发明提供了施用编码因子VIII(FVIII)蛋白的核酸的方法，以及血友病A的治疗方法。

背景技术

[0003] 在整个说明书中引用了多个出版物和专利文件，以描述本发明所属领域的技术水

平。这些引用中的每一个都通过全文引用并入本文。

[0004] 血友病是一种X连锁的出血性疾病，全世界每5,000名男性中就有1名。旨在将凝血

因子水平提高到正常水平的1％以上的疗法与严重疾病表型的显著改善有关。血友病B(HB)

的AAV介导的基因转移的最新临床试验表明，治疗水平的因子IX(FIX)可以长期持续表达，

但证实了AAV载体剂量可能因对AAV衣壳的抗AAV免疫应答而受到限制。尽管这些数据与血

友病B有关，但所有血友病中有80％是由于FVIII缺乏症，即血友病A(HA)。

[0005] 该疾病的当前治疗是蛋白质替代疗法，该蛋白质替代疗法需要经常输注因子VIII

蛋白质。迫切需要达到持续治疗水平的因子VIII表达，以使患者不再需要这种频繁的蛋白

质治疗。实际上，因子VIII的连续表达将防止出血发作，并可以确保建立对该蛋白的免疫耐

受性。

发明概述

[0006] 根据本发明，提供了治疗患有血友病A或需要因子VIII(FVIII)的人的方法。在一

实施方案中，一种方法包括施用重组腺相关病毒(rAAV)载体，其中所述载体基因组包含编

码具有B结构域缺失的因子VIII(FVIII)(hFVIII-BDD)的核酸变体，其中所述核酸变体与

SEQ  ID  NO:7具有95％或更高的同一性。在另一实施方案中，一种方法包括施用重组腺相关

病毒(rAAV)载体，其中所述载体基因组包含编码具有B结构域缺失的因子VIII(FVIII)

(hFVIII-BDD)的核酸变体，其中所述核酸变体具有不超过2个胞嘧啶-鸟嘌呤二核苷酸

(CpG)。

[0007] 在进一步的实施方案中，一种治疗患有血友病A或需要因子VIII(FVIII)的人的方

法，其包括施用重组腺相关病毒(rAAV)载体，其中该载体基因组包含编码因子VIII(FVIII)

的核酸或编码具有B结构域缺失的因子VIII(FVIII)(hFVIII-BDD)的核酸，其中向所述人施

用的rAAV载体的剂量小于6×1012载体基因组/千克(vg/kg)。

[0008] 所述方法和用途的实施方案包括向所述人施用介于约1×109至约1×1014vg/kg之

间的(包括端点值)剂量的rAAV载体。
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[0009] 所述方法和用途的实施方案包括向所述人施用介于约1×1010至约6×1013vg/kg

之间的(包括端点值)剂量的rAAV载体。

[0010] 所述方法和用途的实施方案包括向所述人施用介于约1×1010至约1×1013vg/kg

之间的(包括端点值)剂量的rAAV载体。

[0011] 所述方法和用途的实施方案包括向所述人施用介于约1×1010至约6×1012vg/kg

之间的(包括端点值)剂量的rAAV载体。

[0012] 所述方法和用途的实施方案包括向所述人施用介于约1×1010至约5×1012vg/kg

之间的(包括端点值)剂量的rAAV载体。

[0013] 根据权利要求1-3中任一项所述的方法，其中，向所述人施用的rAAV载体的剂量为

约1×1011至约1×1012vg/kg，包括端点值。

[0014] 所述方法和用途的实施方案包括向所述人施用介于约2×1011至约9×1011vg/kg

之间的(包括端点值)剂量的rAAV载体。

[0015] 所述方法和用途的实施方案包括向所述人施用介于约3×1011至约8×1012vg/kg

之间的(包括端点值)剂量的rAAV载体。

[0016] 12.权利要求1-3中任一项所述的方法，其中向所述人施用的rAAV载体的剂量为约

3×1011至约7×1012vg/kg，包括端点值。

[0017] 所述方法和用途的实施方案包括向所述人施用介于约3×1011至约6×1012vg/kg

之间的(包括端点值)剂量的rAAV载体。

[0018] 所述方法和用途的实施方案包括向所述人施用介于约4×1011至约6×1012vg/kg

之间的(包括端点值)剂量的rAAV载体。

[0019] 所述方法和用途的实施方案包括向所述人施用约5×1011vg/kg或约1×1012vg/kg

的剂量的rAAV载体。

[0020] 所述方法和用途的实施方案包括基于从施用rAAV载体的非人灵长类动物研究获

得的数据，在人体内提供大于预期量的FVIII或hFVIII-BDD。例如，通过凝血活性所反映的，

在所述人中表达的FVIII或hFVIII-BDD的量可能大于基于从施用rAAV载体的非人灵长类动

物研究获得的线性回归曲线预测的值。

[0021] 在某些实施方案中，如通过凝血活性所反映的，在所述人中表达的FVIII或

hFVIII-BDD的量大于基于从施用rAAV载体的非人灵长类动物研究获得的数据预测的量。

[0022] 在某些实施方案中，如通过凝血活性所反映的，在所述人中表达的FVIII或

hFVIII-BDD的量比基于从施用rAAV载体的非人灵长类动物研究获得的线性回归曲线预测

的表达的量高1-4倍。

[0023] 在某些实施方案中，如通过凝血活性所反映的，在所述人中表达的FVIII或

hFVIII-BDD的量比基于从施用rAAV的非人灵长类动物研究获得的线性回归曲线所预测的

表达的量高2-4倍。

[0024] 在某些实施方案中，如通过凝血活性所反映的，在所述人中表达的FVIII或

hFVIII-BDD的量比基于从施用rAAV的非人灵长类动物研究获得的线性回归曲线所预测的

表达的量高2-3倍。

[0025] 在某些实施方案中，如通过凝血活性所反映的，在所述人中表达的FVIII或

hFVIII-BDD的量比基于从施用rAAV的非人灵长类动物研究获得的线性回归曲线所预测的
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表达的量高1-2倍。

[0026] 非人灵长类动物包括猕猴属。在一特定的实施方案中，非人灵长类是食蟹猴(猕

猴)。

[0027] 在某些实施方案中，FVIII或hFVIII-BDD被表达一段时间，提供短期、中期或长期

的止血改善。在某些实施方案中，该时间段使得不需要向所述人施用补充的FVIII蛋白或重

组FVIII蛋白以维持止血。

[0028] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约14天。

[0029] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约21天。

[0030] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约28天。

[0031] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约35天。

[0032] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约42天。

[0033] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约49天。

[0034] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约56天。

[0035] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约63天。

[0036] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约70天。

[0037] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约77天。

[0038] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约84天。

[0039] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约91天。

[0040] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约98天。

[0041] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约105天。

[0042] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约112天。

[0043] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后FVIII或hFVIII-BDD表达至少约4个月。

[0044] 在某些实施方案中，FVIII或hFVIII-BDD表达至少约154天。

[0045] 在某些实施方案中，FVIII或hFVIII-BDD表达至少约210天。

[0046] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后，FVIII或hFVIII-BDD表达至少约6个月。

[0047] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后，FVIII或hFVIII-BDD表达至少约12个

月。

[0048] 在施用rAAV载体之后的一段时间内，FVIII或hFVIII-BDD可以一定量表达。在某些

实施方案中，该量使得存在可检测的FVIII或hFVIII-BDD或存在一定量的提供治疗益处的

FVIII或hFVIII-BDD。

[0049] 在某些实施方案中，如通过凝血活性所反映的，在所述人中表达的FVIII或

hFVIII-BDD的量在施用rAAV载体后14天或更多天为约3％或更高，在施用rAAV载体后21天

或更多天为约4％或更高，在施用rAAV载体后21天或更多天为约5％或更高，在施用rAAV载

体后21天或更多天为约6％或更高，在施用rAAV载体后21天或更多天为约7％或更高，在施

用rAAV载体之后28天或更多天为约8％或更高，在施用rAAV载体之后28天或更多天为约9％

或更高，在施用rAAV载体之后35天或更多天为约10％或更高，在施用rAAV载体之后35天或

更多天为约11％或更高，在施用rAAV载体之后35天或更多天为约12％或更高。

[0050] 在某些实施方案中，如通过凝血活性反映的，在所述人中表达的FVIII或hFVIII-

BDD的量在连续14天内平均为约10％或更高。
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[0051] 在某些实施方案中，如通过凝结活性反映的，在所述人中表达的FVIII或hFVIII-

BDD的量在连续4周内平均为约10％或更高。

[0052] 在某些实施方案中，如通过凝结活性反映的，在所述人中表达的FVIII或hFVIII-

BDD的量在连续8周内平均为约10％或更高。

[0053] 在某些实施方案中，如通过凝血活性反映的，在所述人中表达的FVIII或hFVIII-

BDD的量在连续12周内平均为约10％或更高。

[0054] 在某些实施方案中，如通过凝血活性反映的，在所述人中表达的FVIII或hFVIII-

BDD的量在连续16周内平均为约10％或更高。

[0055] 在某些实施方案中，如通过凝血活性反映的，在所述人中表达的FVIII或hFVIII-

BDD的量在连续6个月内平均为约10％或更高。

[0056] 在某些实施方案中，如通过凝血活性反映的，在所述人中表达的FVIII或hFVIII-

BDD的量在连续7个月内平均为约10％或更高。

[0057] 在某些实施方案中，如通过凝血活性反映的，在所述人中表达的FVIII或hFVIII-

BDD的量在连续14天内平均为约12％或更高。

[0058] 在某些实施方案中，如通过凝血活性反映的，在所述人中表达的FVIII或hFVIII-

BDD的量在连续4周、连续8周、连续12周、连续16周、连续6个月、连续7个月或连续1年的时间

段内平均为约12％至约100％。

[0059] 在某些实施方案中，如通过凝血活性反映的，在所述人中表达的FVIII或hFVIII-

BDD的量在连续4周、连续8周、连续12周、连续16周、连续6个月或连续1年的时间段内平均为

约20％至约80％。

[0060] 在施用rAAV载体之后的一定时间段，例如4-6、6-8或6-12周或更长，例如6-12个月

或甚至若干年，也可以实现稳态FVIII表达。

[0061] 在某些实施方案中，FVIII或hFVIII-BDD以稳定状态在所述人中产生，其中FVIII

活性在4、6、8或12周或月内变化不超过5-50％。

[0062] 在某些实施方案中，FVIII或hFVIII-BDD以稳定状态在所述人中产生，其中FVIII

活性在4、6、8或12周或月内变化不超过25-100％。

[0063] 可以以预期提供表达FVIII一定量和一定时间段的剂量施用rAAV载体，以在施用

后提供持续表达。

[0064] 在某些实施方案中，rAAV载体以约1×109至约1×1014vg/kg(包括端点值)的剂量

施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14

天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生FVIII或hFVIII-BDD。

[0065] 在某些实施方案中，rAAV载体以约5×109至约6×1013vg/kg(包括端点值)的剂量

施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14

天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-

BDD。

[0066] 在某些实施方案中，rAAV载体以约1×1010至约6×1013vg/kg(包括端点值)的剂量

施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14

天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-

BDD。
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[0067] 在某些实施方案中，rAAV载体以约1×1010至约1×1013vg/kg(包括端点值)的剂量

施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14

天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-

BDD。

[0068] 在某些实施方案中，rAAV载体以约1×1010至约6×1012vg/kg(包括端点值)的剂量

施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14

天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-

BDD。

[0069] 在某些实施方案中，rAAV载体以小于6×1012vg/kg的剂量施用至所述人，并且在施

用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述人中以

平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

[0070] 在某些实施方案中，rAAV载体以约1×1010至约5×1012vg/kg(包括端点值)的剂量

施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14

天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-

BDD。

[0071] 在某些实施方案中，rAAV载体以约1×1011至约1×1012vg/kg(包括端点值)的剂量

施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14

天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-

BDD。

[0072] 在某些实施方案中，rAAV载体以约2×1011至约9×1011vg/kg(包括端点值)的剂量

施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14

天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-

BDD。

[0073] 在某些实施方案中，rAAV载体以约3×1011至约8×1012vg/kg(包括端点值)的剂量

施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14

天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-

BDD。

[0074] 在某些实施方案中，rAAV载体以约3×1011至约7×1012vg/kg(包括端点值)的剂量

施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14

天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-

BDD。

[0075] 在某些实施方案中，rAAV载体以约3×1011至约6×1012vg/kg(包括端点值)的剂量

施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14

天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-

BDD。

[0076] 在某些实施方案中，rAAV载体以约4×1011至约6×1012vg/kg(包括端点值)的剂量

施用至所述人，并且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14

天、周或月，在所述人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-

BDD。

说　明　书 5/77 页

15

CN 111163796 A

15



[0077] 在某些实施方案中，以约5×1011vg/kg或约1×1012vg/kg的剂量施用rAAV载体，并

且在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天、周或月，在所述

人中以平均为约12％至约100％活性的水平产生所述FVIII或hFVIII-BDD。

[0078] 根据所述方法和用途的人包括那些对于AAV抗体是血清阴性或不具有可检测的

AAV抗体的人。

[0079] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之前在所述人中未检测到AAV抗体，或者其中

所述人对于AAV是血清阴性的。

[0080] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后至少约1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11个月

或更长时间未检测到针对FVIII或hFVIII-BDD的AAV抗体。

[0081] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后至少约14天、或至少约21天、或至少约28

天、或至少约35天、或至少约42天、或至少约49天、或至少约56天、或至少约63天、或至少约

70天、或至少约77天、或至少约84天、或至少约91天、或至少约98天、或至少约105天、或至少

约112天，未检测到针对所述rAAV载体的AAV抗体。

[0082] 根据所述所述方法和用途的人包括具有可检测的AAV抗体的人。

[0083] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之前，在所述人中的AAV抗体等于或小于约1：

5。

[0084] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之前，在所述人中的AAV抗体等于或小于约1：

3。

[0085] 在某些方法和用途中，施用了rAAV载体的人不产生针对rAAV载体的细胞介导的免

疫应答。

[0086] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后至少连续1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

12、13或14周或月，施用了rAAV载体的人不会产生针对rAAV载体的细胞介导的免疫应答。

[0087] 在某些实施方案中，施用了rAAV载体的人未产生足以降低或阻断FVIII或hFVIII-

BDD治疗作用的针对rAAV载体的体液免疫应答。

[0088] 在某些实施方案中，施用了rAAV载体的人在施用rAAV载体之后至少约1、2、3、4、5

或6个月不产生针对rAAV载体的可检测抗体。

[0089] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之前、期间和/或之后，未向施用了rAAV载体

的人施用免疫抑制剂。

[0090] 在某些实施方案中，在不施用免疫抑制剂的情况下实现了在施用rAAV载体的所述

人中表达FVIII或hFVIII-BDD。

[0091] 在预先存在免疫应答或施用rAAV载体后产生免疫应答的情况下，可以在施用rAAV

载体之前或之后向人施用免疫抑制剂。

[0092] 在某些实施方案中，方法或用途包括在施用rAAV载体之前施用免疫抑制剂。

[0093] 在某些实施方案中，方法或用途包括在施用rAAV载体之后施用免疫抑制剂。

[0094] 在某些实施方案中，在施用rAAV载体之后的1小时至最多45天的时间段内施用免

疫抑制剂。

[0095] 在某些实施方案中，免疫抑制剂包含类固醇，环孢菌素(例如，环孢菌素A)，霉酚酸

酯，利妥昔单抗或其衍生物。

[0096] 在某些实施方案中，核酸变体与SEQ  ID  NO:1-18中的任一个具有90％，91％，
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92％，93％，94％，95％，96％，97％，98％，99％，99.5％或更高的序列同一性。在某些实施方

案中，核酸变体与SEQ  ID  NO:1-18中的任一个具有90-95％的序列同一性。在某些实施方案

中，核酸变体与SEQ  ID  NO:1-18中的任一个具有95％-100％的序列同一性。

[0097] 在某些实施方案中，与编码FVIII的野生型核酸相比，编码FVIII或hFVIII-BDD的

核酸变体具有降低的CpG含量。在某些实施方案中，核酸变体具有比编码FVIII的野生型核

酸(SEQ  ID  NO:19)少至少20个CpG。在某些实施方案中，核酸变体具有不超过10个CpG，不超

过9个CpG，不超过8个CpG，不超过7个CpG，不超过6个CPG，不超过5个CpG，不超过4个CpG，不

超过3个CpG，不超过2个CpG，或不超过1个CpG。在某些实施方案中，核酸变体具有至多4个

CpG，3个CpG，2个CpG，或1个CpG。在某些实施方案中，核酸变体不具有CpG。

[0098] 在某些实施方案中，与编码FVIII的野生型核酸相比，编码FVIII或hFVIII-BDD的

核酸变体具有降低的CpG含量，并且此类CpG减少的核酸变体与SEQ  ID  NO:1-18中的任一个

具有90％或更高的序列同一性。在某些实施方案中，CpG减少的核酸变体与SEQ  ID  NO:1-18

中的任一个具有91％，92％，93％，94％，95％，96％，97％，98％，99％，99.5％或更高的序列

同一性。在某些实施方案中，CpG减少的核酸变体与SEQ  ID  NO:1-18中的任一个具有90-

95％的序列同一性。在某些实施方案中，CpG减少的核酸变体与SEQ  ID  NO:1-18中的任一个

具有95％-100％的序列同一性。在某些实施方案中，编码FVIII的CpG减少的核酸变体如在

SEQ  ID  NO:1-18中的任一个中所示。

[0099] 在某些实施方案中，编码FVIII或hFVIII-BDD蛋白的核酸变体与野生型人FVIII核

酸或包含B结构域缺失的野生型人FVIII核酸是至少75％相同。在某些实施方案中，编码

FVIII蛋白的核酸变体与野生型人FVIII核酸或包含B结构域缺失的野生型人FVIII核酸是

约75-95％相同(例如，约75％，76％，77％，78％，79％，80％，81％，82％，83％，84％，85％，

86％，87％，88％，89％，90％，91％，92％，93％，94％，95％相同。

[0100] 在某些实施方案中，编码FVIII蛋白的核酸和变体是哺乳动物的，例如人的。这样

的编码FVIII蛋白的哺乳动物核酸和核酸变体包括人形式，其可以基于人野生型FVIII或包

含B结构域缺失的人野生型FVIII。

[0101] 在某些实施方案中，重组腺病毒相关病毒(sAAV)载体包含AAV载体，所述AAV载体

包含AAV血清型或AAV假型，例如AAV1，AAV2，AAV3，AAV4，AAV5，AAV6，AAV7，AAV8，AAV9，

AAV10，AAV11，Rh10，Rh74或AAV-2i8AAV。在某些实施方案中，rAAV载体包含SEQ  ID  Nos：1-

18中的任一个，或包含SEQ  ID  NO:23或24。

[0102] 在某些实施方案中，表达控制元件包括组成型控制元件或可调节控制元件，或组

织特异性表达控制元件或启动子。在某些实施方案中，表达控制元件包括赋予在肝脏中表

达的元件。在某些实施方案中，表达控制元件包含TTR启动子或突变TTR启动子，例如SEQ  ID 

NO:22。在另外的特定方面，表达控制元件包含PCT公开号WO  2016/168728(USSN  62/148,

696；62/202,133；和62/212,634)中列出的启动子，其通过引用整体并入本文。

[0103] 在某些实施方案中，rAAV载体包含AAV血清型或包含与ITR血清型不同的AAV衣壳

血清型的AAV假型。在另外的实施方案中，rAAV载体包含VP1、VP2和/或VP3衣壳序列，其与

AAV1，AAV2，AAV3，AAV4，AAV5，AAV6，AAV7，AAV8，AAV9，AAV10，AAV11，Rh10，Rh74或AAV-

2i8AAV血清型中的任一个具有75％或更高的序列同一性(例如80％，85％，90％，95％，

96％，97％，98％，99％，99.1％，99.2％，99.3％，99.4％，99.5％，99.6％，99.7％，99.8％
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等)。

[0104] 在某些实施方案中，rAAV载体包含VP1、VP2和/或VP3衣壳序列，其与SEQ  ID  NO:27

或SEQ  ID  NO:28具有75％或更高的序列同一性(例如80％，85％，90％，95％，96％，97％，

98％，99％，99.1％，99.2％，99.3％，99.4％，99.5％，99.6％，99.7％，99.8％等)。在某些实

施方案中，rAAV载体包含与SEQ  ID  NO:27或SEQ  ID  NO:28具有100％同一性的VP1、VP2和/

或VP3衣壳。

[0105] 在某些实施方案中，rAAV载体还包括内含子，表达控制元件，一个或多个AAV反向

末端重复序列(ITR)(例如，AAV1，AAV2，AAV3，AAV4，AAV5，AAV6，AAV7，AAV8，AAV9，AAV10，

AAV11，Rh10，Rh74或AAV-2i8AAV血清型中的任一个，或其组合)，填充物多核苷酸序列

(filler  polynucleotide  sequence)和/或多聚腺苷酸化信号(poly  A  signal)。

[0106] 在某些实施方案中，内含子在编码FVIII或hFVIII-BDD的核酸或核酸变体内或侧

接(flank)编码FVIII或hFVIII-BDD的核酸或核酸变体，和/或表达控制元件可操作地连接

至编码FVIII或hFVIII-BDD的核酸或核酸变体，和/或AAV  ITR侧接编码FVIII的核酸或核酸

变体的5'或3'末端，和/或填充物多核苷酸序列侧接编码FVIII或hFVIII-BDD的核酸或核酸

变体的5'或3'末端。

[0107] 在特定实施方案中，表达控制元件包括组成型控制元件或可调节控制元件，或组

织特异性表达控制元件或启动子。在某些实施方案中，表达控制元件包括在赋予肝脏中表

达的元件(例如，TTR启动子或突变体TTR启动子)。

[0108] 在某些实施方案中，rAAV包含药物组合物。这样的药物组合物任选地包括空衣壳

AAV(例如，缺少包含编码FVIII或hFVIII-BDD的核酸或核酸变体的载体基因组)。

[0109] 在某些实施方案中，将编码FVIII或hFVIII-BDD蛋白的核酸或核酸变体，载体，表

达载体或病毒或AAV载体封装在脂质体内或与磷脂或胶束(micelles)混合。

[0110] 本发明的方法还包括治疗哺乳动物受试者(例如人)，例如需要FVIII的人(该人产

生不足量的FVIII蛋白，缺陷或异常的FVIII蛋白)或患有血友病A的人。

[0111] 在一实施方案中，人产生不足量的FVIII蛋白，或者缺陷或异常的FVIII蛋白。在另

一实施方案中，人患有轻度，中度或重度血友病A。

[0112] 在某些实施方案中，通过施用rAAV载体的方式表达的FVIII或hFVIII-BDD以对哺

乳动物具有有益或治疗作用的水平表达。

[0113] 用于施用(例如，递送)的包含编码FVIII或hFVIII-BDD的核酸或核酸变体的rAAV

的候选受试者(例如，患者)和哺乳动物(例如，人类)包括患有以下疾病的或处于罹患以下

疾病的风险的受试者，疾病例如为：血友病A，血管性血友病(von  Willebrand)疾病以及与

创伤、损伤、血栓形成、血小板减少症、中风、凝血病、弥散性血管内凝血(DIC)或过度抗凝治

疗障碍相关的出血。

[0114] 用于施用(例如递送)的编码FVIII的核酸或核酸变体的候选受试者(例如患者)和

哺乳动物(例如人类)包括那些对AAV抗体为血清阴性的候选受试者和哺乳动物，以及那些

具有(血清学反应阳性)或处于发展AAV抗体风险的候选受试者和哺乳动物。这样的受试者

(例如患者)和哺乳动物(例如人类)对于AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、

AAV9、AAV10、AAV11、Rh10或AAV-Rh74血清型可以是血清阴性或血清阳性的。

[0115] 在某些实施方案中，AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、
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AAV11、AAV-12、AAV-Rh10和/或AAV-Rh74血清型的空衣壳单独或与包含编码FVIII的核酸或

核酸变体的rAAV载体联合进一步施用于哺乳动物或患者。

[0116] 根据本发明的施用(例如递送)方法包括离体或体内的任何接触或递送方式。在特

定实施方案中，施用(例如，递送)是：静脉内，动脉内，肌内，皮下，腔内，插管或通过导管。

[0117] 在某些实施方案中，FVIII或hFVIII-BDD以基本上不增加血栓形成风险的水平表

达。

[0118] 在某些实施方案中，通过测定纤维蛋白降解产物来确定血栓形成风险。

[0119] 在某些实施方案中，在至少1、2、3或4周内，或至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10或11个

月内，或至少1年内在所述人中可检测到所述FVIII或hFVIII-BDD的活性。

[0120] 在某些实施方案中，进一步分析或监测所述人的以下的一种或多种：AAV抗体的存

在或数量，针对AAV、FVIII或hFVIII-BDD抗体的免疫应答，针对FVIII或hFVIII-BDD的免疫

应答，FVIII或hFVIII-BDD的数量，FVIII或hFVIII-BDD的活性，一种或多种肝酶的数量或水

平，和/或出血发作的频率和/或严重程度或持续时间。

附图说明

[0121] 图1显示了NHP研究设计。

[0122] 图2A-2C显示了在静脉内施用2×1012(A)，5×1012(B)或1×1013vg/kg(C)的AAV-

SPK-8005后，NHP中的hFVIII抗原水平。线代表个体动物。人FVIII血浆水平通过ELISA测定，

并代表在研究过程中对同一组动物通过连续出血获得的重复测量值(每组n＝2-3只动物)。

在所有三幅曲线图中的空心正方形表示在溶媒(vehicle)处理的动物中测得的人FVIII水

平。

ε＝针对FVIII的抑制剂的开发。

[0123] 图3A-3C显示了在2×1012(A)，5×1012(B)或1×1013vg/kg(C)的AAV-SPK-8005时

NHP中的ALT水平。

[0124] 图4A-4C示出了NHP中的D-二聚体水平。静脉内施用2×1012(A)，5×1012(B)或1×

1013vg/kg(C)的AAV-SPK-8005后，NHP血浆中D-二聚体抗原浓度。虚线表示500ng/ml，是人体

内D-二聚体的正常上限。

[0125] 图5显示了三种剂量的AAV-SPK-8005中FVIII水平的数据汇总。

[0126] 图6A-6D显示了在静脉内施用2×1012(A)，6×1012(B)或2×1013(vg/kg)(C)的AAV-

SPK-8011(LK03衣壳)-hFVIII(试验研究)之后，食蟹猕猴(cynomolgus  macaques)血浆中的

hFVIII水平。线代表个体动物。hFVIII血浆水平通过ELISA进行了测定，并代表了在研究过

程中对同一组动物通过连续出血获得的重复测量值(每组n＝3只动物)。以空心正方形表示

在溶媒处理的动物中测得的人FVIII水平(n＝2)。ε＝在每只动物中检测到针对FVIII的抑

制剂产生的时间。

[0127] 图7显示了在施用SPK-8011后食蟹猕猴中的人FVIII表达水平。试点研究(Pilot 

study)(正方形)和GLP研究(圆形)。

[0128] 图8显示了用AAV-SPK-8011(LK03衣壳)-hFVIII达到的FVIII水平与通过具有AAV5

和AAV8衣壳的AAV载体递送的FVIII的报道水平的比较。http://www.biomarin.com/pdf/

BioMarin_R&D_Day_4_20_2016.pdf，幻灯片16。AAV8:McIntosh  J等人.Blood  2013；121
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(17):3335-44。

[0129] 图9显示了AAV-SPK(SEQ  ID  NO:28)和AAV-LK03(SEQ  ID  NO:27)在非人灵长类动

物中，主要是在肾脏、脾脏和肝脏中的组织生物分布(每个组织的第三个柱形)。

[0130] 图10显示了在将AAV-SPK-8005全身施用给小鼠后肝和脾FVIII表达。

[0131] 图11显示了在体外分析的AAV-LK03衣壳的转导效率。X轴，食蟹猴(左竖直柱形)，

人(右竖直柱形)。

[0132] 图12显示了在线性剂量反应后，SPK-8011施用后食蟹猕猴中的人FVIII表达水平。

图片A和图片B以线性比例显示SPK-8011剂量，而图片C和图片D使用对数X轴。

[0133] 图13显示仅使用来自低剂量和中剂量组的数据的线性回归分析。图片A和图片B以

线性比例显示SPK-8011剂量，而图片C和图片D使用对数X轴。

[0134] 图14显示了在3名接受AAV-LK03(FVIII)载体输注的人类受试者中的FVIII活性。

受试者1和2(菱形，圆形)被注入5×1011vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体。受试者3(三角形)被

注入1×1012vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体。

[0135] 图15显示了在输注AAV-LK03(FVIII)载体的相同人受试者(受试者1和2，图14)中

治疗水平的FVIII活性的扩展表达。受试者1和2(圆形，正方形)被注入5×1011vg/kg  AAV-

LK03(FVIII)载体。

[0136] 图16显示了表现出治疗水平的FVIII的10个人类受试者(受试者1-10)。受试者1在

输注后第6周紧急拔牙后输注了FVIII。此后不久，FVIII记录了19％的活性水平；由于接近

FVIII输注而被排除在此图表之外。FVIII活性是指来自本地实验室的FVIII：C值。

[0137] 图17显示了在输注5×1011vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体的受试者1中FVIII的治疗

水平。底图显示了干扰素-γ酶联免疫吸附斑点(ELISPOT)分析的结果，该结果与受试者的

外周血单核细胞(PBMC)与AAV衣壳肽(实心柱形)和FVIII肽(空心圆)的反应有关。结果以每

100万个PBMC的斑点形成单位(SFU)数量表示；大于50SFU的值或比媒介对照(虚线)高三倍

的值视为正值。

[0138] 图18显示了在输注5×1011vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体的受试者2中FVIII的治疗

水平。底图显示了干扰素-γELISPOT分析的结果，该结果与受试者的PBMC与AAV衣壳肽(实

心柱形)和FVIII肽(空心圆)的反应有关。结果以每100万个PBMC的SFU数量表示；大于50SFU

的值或比媒介对照(虚线)高三倍的值视为正值。

[0139] 图19显示了在输注1×1012vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体的受试者3中FVIII的治疗

水平。底图显示了干扰素-γELISPOT分析的结果，该结果与受试者的PBMC与AAV衣壳肽(实

心柱形)和FVIII肽(空心圆)的反应有关。结果以每100万个PBMC的SFU数量表示；大于50SFU

的值或比媒介对照(虚线)高三倍的值视为正值。

[0140] 图20显示了在输注1×1012vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体的受试者4中FVIII的治疗

水平。底图显示了干扰素-γELISPOT分析的结果，该结果与受试者的PBMC与AAV衣壳肽(实

心柱形)和FVIII肽(空心圆)的反应有关。结果以每100万个PBMC的SFU数量表示；大于50SFU

的值或比媒介对照(虚线)高三倍的值视为正值。

[0141] 图21显示了在输注2×1012vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体的受试者5中的FVIII的治

疗水平。底图显示了干扰素-γELISPOT分析的结果，该结果与受试者的PBMC与AAV衣壳肽

(实心柱形)和FVIII肽(空心圆)的反应有关。结果以每100万个PBMC的SFU数量表示；大于
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50SFU的值或比媒介对照(虚线)高三倍的值视为正值。

[0142] 图22显示了在输注1×1012vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体的受试者6中FVIII的治疗

水平。底图显示了干扰素-γELISPOT分析的结果，该结果与受试者的PBMC与AAV衣壳肽(实

心柱形)和FVIII肽(空心圆)的反应有关。结果以每100万个PBMC的SFU数量表示；大于50SFU

的值或比媒介对照(虚线)高三倍的值视为正值。

[0143] 图23显示了在输注2×1012vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体的受试者7中FVIII的治疗

水平。底图显示了干扰素-γELISPOT分析的结果，该结果与受试者的PBMC与AAV衣壳肽(实

心柱形)和FVIII肽(空心圆)的反应有关。结果以每100万个PBMC中的SFU数量表示；大于

50SFU的值或比媒介对照(虚线)高三倍的值视为正值。

[0144] 图24显示了在输注2×1012vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体的受试者8中FVIII的治疗

水平。底图显示了干扰素-γELISPOT分析的结果，该结果与受试者的PBMC与AAV衣壳肽(实

心柱形)和FVIII肽(空心圆)的反应有关。结果以每100万个PBMC的SFU数量表示；大于50SFU

的值或比媒介对照(虚线)高三倍的值视为正值。

[0145] 图25显示了在注入2×1012vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体的受试者9中FVIII的治疗

水平。底图显示了干扰素-γELISPOT分析的结果，该结果与受试者的PBMC与AAV衣壳肽(实

心柱形)和FVIII肽(空心圆)的反应有关。结果以每100万个PBMC的SFU数量表示；大于50SFU

的值或比媒介对照(虚线)高三倍的值视为正值。

[0146] 图26显示了在注入2×1012vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体的受试者10中FVIII的治

疗水平。底图显示了干扰素-γELISPOT分析的结果，该结果与受试者的PBMC与AAV衣壳肽

(实心柱形)和FVIII肽(空心圆)的反应有关。结果以每100万个PBMC的SFU数量表示；大于

50SFU的值或比媒介对照(虚线)高三倍的值视为正值。

[0147] 图27显示了在注入2×1012vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体的受试者11中FVIII的治

疗水平。底图显示了干扰素-γELISPOT分析的结果，该结果与受试者的PBMC与AAV衣壳肽

(实心柱形)和FVIII肽(空心圆)的反应有关。结果以每100万个PBMC的SFU数量表示；大于

50SFU的值或比媒介对照(虚线)高三倍的值视为正值。

[0148] 图28显示了在注入2×1012vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体的受试者12中FVIII的治

疗水平。底图显示了干扰素-γELISPOT分析的结果，该结果与受试者的PBMC与AAV衣壳肽

(实心柱形)和FVIII肽(空心圆)的反应有关。结果以每100万个PBMC的SFU数量表示；大于

50SFU的值或比媒介对照(虚线)高三倍的值视为正值。

具体实施方案

[0149] 本文公开了治疗患有血友病A或需要因子VIII(FVIII)的人的方法。可以使用具有

基因组的rAAV载体实现此类方法，该基因组包含可以在细胞和/或人类中表达的编码FVIII

或hFVIII-BDD的核酸或核酸变体，从而可以在体内提供增加的FVIII或hFVIII-BDD蛋白水

平。编码FVIII或hFVIII-BDD的示例性核酸变体可具有与参考野生型哺乳动物(例如人类)

FVIII或hFVIII-BDD相比降低的CpG和/或可具有与参考野生型哺乳动物(例如人类)FVIII

或hFVIII-BDD小于100％的序列同一性。此类方法也可以通过施用小于6×1012vrAAV载体基

因组/公斤(vg/kg)的rAAV载体剂量来实现。以小于6×1012vrAAV载体基因组/千克(vg/kg)

的剂量施用的rAAV载体可以包含载体基因组，该载体基因组包含编码FVIII或hFVIII-BDD
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的核酸或核酸变体。

[0150] 术语“多核苷酸”和“核酸”在本文可互换使用，是指所有形式的核酸，寡核苷酸，包

括脱氧核糖核酸(DNA)和核糖核酸(RNA)。多核苷酸包括基因组DNA，cDNA和反义DNA，以及剪

接或未剪接的mRNA，rRNA  tRNA和抑制性DNA或RNA(RNAi，例如，小或短发夹(sh)RNA，微小

RNA(miRNA)，小或短干扰(si)RNA，反式剪接RNA或反义RNA)。多核苷酸包括天然存在的、合

成的和有意修饰或改变的多核苷酸(例如，变体核酸)。多核苷酸可以是单，双或三链，线性

或环状，并且可以具有任何长度。在讨论多核苷酸时，本文中可以根据在5'至3'方向上提供

序列的惯例描述特定多核苷酸的序列或结构。

[0151] 如本文所用，术语“修饰”或“变体”及其语法变体是指核酸，多肽或其不同于参考

序列的亚序列(subsequence)。因此，修饰序列和变体序列可以具有与参考序列基本相同、

更大或更小的表达，活性或功能，但是至少保留了参考序列的部分活性或功能。修饰或变体

的特定实例是编码FVIII的CpG减少的核酸变体。

[0152] “核酸”或“多核苷酸”变体是指与野生型相比已被遗传改变的修饰序列。该序列可

以被遗传修饰而不改变编码的蛋白质序列。或者，可以对该序列进行遗传修饰以编码变体

蛋白。核酸或多核苷酸变体也可以是指一种组合序列，其已被密码子修饰以编码仍保留与

参考序列(例如野生型蛋白质序列)具有至少部分序列同一性的蛋白质，以及也已被密码子

修饰以编码变体蛋白。例如，将改变此类核酸变体的一些密码子，而无需改变由此编码的蛋

白质(FVIII)的氨基酸，以及将改变该核酸变体的一些密码子，从而又改变由此编码的蛋白

质的氨基酸(FVIII)。

[0153] 术语“变体因子VIII(FVIII)”是指修饰的FVIII，其与未修饰的野生型FVIII(例

如，SEQ  ID  NO:19)或FVIII-BDD相比已被遗传修饰。这样的变体可以被称为“编码因子VIII

(FVIII)的核酸变体”。变体的特定实例是编码FVIII或FVIII-BDD蛋白的CpG减少的核酸。术

语“变体”不必在提及编码FVIII的CpG减少的核酸的每种情况下出现。同样地，术语“CpG减

少的核酸”等可以省略术语“变体”，但是旨在提及“CpG减少的核酸”包括遗传水平的变体。

[0154] 与未减少CpG含量的野生型FVIII或FVIII-BDD相比，具有减少的CpG含量的FVIII

和hFVIII-BDD构建体可表现出改善，并且无需对该核酸进行修饰，所述修饰导致氨基酸改

变为编码的FVIII或FVIII-BDD蛋白。在比较表达时，如果CpG减少的核酸编码保留B结构域

的FVIII蛋白，则将其与野生型FVIII表达进行比较是合适的；并且如果CpG减少的核酸编码

没有B结构域的FVIII蛋白，则将其与也具有B结构域缺失的野生型FVIII的表达进行比较。

[0155] “变体因子VIII(FVIII)”也可以是指修饰的FVIII蛋白，使得与野生型FVIII相比，

修饰的蛋白具有氨基酸改变。同样，在比较活性和/或稳定性时，如果编码的变体FVIII蛋白

保留了B结构域，则将其与野生型FVIII进行比较是合适的；并且如果编码的变体FVIII蛋白

具有B结构域缺失，则将其与也具有B结构域缺失的野生型FVIII进行比较。

[0156] 变体FVIII可包含B结构域的一部分。因此，FVIII-BDD包括B结构域的一部分。通

常，在FVIII-BDD中，大多数B结构域都被删除。

[0157] 变体FVIII可包含表示如SFSQNPPVLKRHQR(SEQ  ID  NO:29)所示的“SQ”序列。通常，

具有SQ的这种变体FVIII(FVIII/SQ)具有BDD，例如，删除了BD的至少全部或部分。变体

FVIII，例如FVIII-BDD可以具有“SQ”序列的全部或部分，即SEQ  ID  NO:29的全部或部分。因

此，例如，具有SQ序列(SFSQNPPVLKRHQR，SEQ  ID  NO:29)的变体FVIII-BDD可以具有全部或
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仅部分的氨基酸序列SFSQNPPVLKRHQR。例如，FVIII-BDD可以具有SFSQNPPVLKRHQR(包括在

内)的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12或13个氨基酸残基。因此，具有1、2、3、4、5、6、7、8、9、

10、11、12或13个内部缺失以及1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12或13个氨基-或羧基末端缺失

的SFSQNPPVLKRHQR被包含在如本文所述的变体FVIII蛋白。

[0158] 由“核酸”或“多核苷酸”序列编码的“多肽”、“蛋白质”和“肽”包括全长天然

(FVIII)序列，(与天然存在的野生型蛋白质一样)，以及功能亚序列、修饰形式或序列变体，

只要所述亚序列、修饰形式或变体保留了天然全长蛋白质的一定程度的功能。例如，编码

FVIII或hFVIII-BDD蛋白的CpG减少的核酸可具有如本文所述的B结构域缺失并保留凝血功

能。在本发明的方法和用途中，由所述核酸序列编码的此类多肽、蛋白质和肽可以但不必须

与在治疗的哺乳动物中有缺陷或表达不足或缺乏的内源蛋白质相同。

[0159] 修饰的非限制性实例包括一个或多个核苷酸或氨基酸取代(例如1-3、3-5、5-10、

10-15、15-20、20-25、25-30、30-40、40-50、50-100、100-150、150-200、200-250、250-500、

500-750、750-850或更多个核苷酸或残基)。核酸修饰的一个实例是CpG减少。在某些实施方

案中，编码FVIII的CpG减少的核酸(例如人FVIII蛋白)与编码人因子FVIII的野生型序列相

比具有10个或更少的CpG；或与编码人因子FVIII的野生型序列相比具有5个或更少的CpG；

或在编码FVIII的CpG减少的核酸中不超过5个CpG。

[0160] 氨基酸修饰的一个实例是参考序列(例如，FVIII，例如具有B结构域缺失的FVIII)

的保守氨基酸替代或缺失(例如，亚序列或片段)。在特定实施方案中，修饰或变体序列保留

未修饰序列的功能或活性的至少一部分。

[0161] 明确地包括已知或未知的编码蛋白的核酸的所有哺乳动物和非哺乳动物形式，包

括本文公开的编码FVIII和hFVIII-BDD的CpG减少的核酸的其他哺乳动物形式。因此，本发

明包括来自非哺乳动物、除人类以外的哺乳动物和人类的基因和蛋白质，这些基因和蛋白

质的功能与本文所述的FVIII(例如人类)基因和蛋白质基本相似。

[0162] 术语“载体”是指可以通过插入或掺入核酸来操纵的小载体核酸分子，质粒，病毒

(例如，AAV载体)或其他载体。这样的载体可以用于遗传操纵(即“克隆载体”)，以将多核苷

酸引入/转移到细胞中，以及在细胞中转录或翻译插入的多核苷酸。“表达载体”是专门的载

体，其包含具有在宿主细胞中表达所需的必需调控区的基因或核酸序列。载体核酸序列通

常至少包含用于在细胞中繁殖的复制起点和任选的其他元件，例如异源多核苷酸序列，表

达控制元件(例如启动子，增强子)，内含子，ITR，可选标记(例如，抗生素抗性)，聚腺苷酸化

信号。

[0163] 病毒载体衍生自或基于一种或多种包含病毒基因组的核酸元件。特定的病毒载体

包括慢病毒，假型慢病毒和细小病毒载体，例如腺相关病毒(AAV)载体。

[0164] 术语“重组”，作为载体的修饰物，例如重组病毒(例如慢病毒或细小病毒(例如，

AAV))载体，以及序列(例如重组多核苷酸和多肽)的修饰物，是指组合物已经以自然界中通

常不会发生的方式被操纵(即工程化)。重组载体的一个具体实例，例如AAV载体，是将野生

型病毒(例如，AAV)基因组中通常不存在的多核苷酸插入在病毒基因组内的情形。重组多核

苷酸的一个实例是将编码FVIII或hFVIII-BDD蛋白的CpG减少的核酸克隆到基因通常缔合

(associated)在病毒(例如，AAV)基因组内的具有或不具有5'，3'和/或内含子区域的载体

中。尽管术语“重组”在本文中的使用并不总是与诸如病毒和AAV载体之类的载体以及诸如
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多核苷酸之类的序列相关，仍明确包括包括多核苷酸在内的重组形式，尽管有任何此类省

略。

[0165] 重组病毒“载体”或“AAV载体”源自病毒的野生型基因组，例如AAV，其通过使用分

子方法从病毒(例如，AAV)中去除野生型基因组并替换为非天然核酸，例如编码FVIII的CpG

减少的核酸。通常，对于AAV，AAV基因组的一个或两个反向末端重复(ITR)序列保留在AAV载

体中。“重组”病毒载体(例如AAV)与病毒(例如AAV)基因组有所区别，因为全部或部分病毒

基因组已被相对于病毒(例如AAV)基因组核酸的非天然序列(例如编码FVIII或hFVIII-BDD

的CpG减少的核酸)取代。因此，非天然序列的掺入将病毒载体(例如，AAV)定义为“重组”载

体，在AAV的情况下，其可以称为“rAAV载体”。

[0166] 重组载体(例如，慢病毒，细小病毒，AAV)序列可以被包装——在本文中称为“颗

粒”，用于细胞、离体、体外或体内的随后感染(转导)。当重组载体序列被衣壳化或包装到

AAV颗粒中时，该颗粒也可以称为“rAAV”。这样的颗粒包括衣壳化或包装载体基因组的蛋白

质。具体实例包括病毒包膜蛋白，在AAV的情况下是衣壳蛋白。

[0167] 载体“基因组”是指重组质粒序列的最终被包装或衣壳化以形成病毒(例如，AAV)

颗粒的部分。在重组质粒用于构建或制备重组载体的情况下，载体基因组不包括“质粒”中

与重组质粒的载体基因组序列不对应的部分。重组质粒的这一非载体基因组部分被称为

“质粒骨架”，对于克隆和扩增质粒很重要(这是繁殖和重组病毒生产所必需的过程)，但本

身并没有被包装或衣壳化入病毒(例如AAV)颗粒。因此，载体“基因组”是指被病毒(例如，

AAV)包装或衣壳化的核酸。

[0168] 本文使用“转基因”来方便地指预期或已被引入细胞或生物体的核酸。转基因包括

任何核酸，例如编码多肽或蛋白质的基因(例如，编码FVIII或hFVIII-BDD的CpG减少的核

酸)。

[0169] 在具有转基因的细胞中，转基因已经通过载体(例如AAV)“转导”或“转染”细胞而

被引入/转移。术语“转导”和“转染”是指将诸如核酸的分子引入细胞或宿主生物中。转基因

可以或可以不整合到受体细胞的基因组核酸中。如果引入的核酸整合入受体细胞或生物体

的核酸(基因组DNA)中，则可以将其稳定地保持在该细胞或生物体中，并进一步传递至受体

细胞或生物体的后代细胞或生物体或由其遗传。最后，引入的核酸可以染色体外或仅瞬时

地存在于受体细胞或宿主生物中。

[0170] “转导的细胞”是其中已导入转基因的细胞。因此，“转导的”细胞(例如，在哺乳动

物中，例如细胞，组织或器官细胞中)是指在外源分子例如核酸(例如，转基因)掺入细胞后

细胞中的遗传变化。因此，“转导的”细胞是其中已引入外源核酸的细胞或其后代。细胞可以

繁殖并表达导入的蛋白质，或转录核酸。对于基因疗法的用途和方法，转导的细胞可以在受

试者体内。

[0171] “表达控制元件”是指影响可操作连接核酸的表达的核酸序列。控制元件，包括本

文所述的表达控制元件，例如启动子和增强子。包含AAV载体的载体序列可以包含一个或多

个“表达控制元件”。通常，包括这样的元件以促进适当的异源多核苷酸转录，并且如果有的

话，翻译(例如，启动子，增强子，内含子的剪接信号，基因的正确阅读框架的维持以允许

mRNA的框架内翻译以及终止密码子等等。)。这样的元件通常以顺式作用，称为“顺式作用”

元件，但是也可以以反式作用。
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[0172] 表达控制可以处于转录，翻译，剪接，信息稳定等水平。通常，调节转录的表达控制

元件并置(juxtaposed)在转录的核酸的5'末端附近(即“上游”)。表达控制元件也可以位于

转录序列的3'末端(即“下游”)或在转录本内(例如在内含子中)。表达控制元件可以位于转

录的序列附近或与其相距一定距离处(例如，距所述多核苷酸1-10、10-25、25-50、50-100、

100-500或更多个核苷酸)，甚至相距相当长的距离。然而，由于某些载体(例如AAV载体)的

长度限制，表达控制元件通常将在距转录的核酸1至1000个核苷酸内。

[0173] 在功能上，可操作连接的核酸的表达至少部分地可被元件(例如，启动子)控制，使

得元件调节核酸的转录以及视情况而定的转录物的翻译。表达控制元件的一个具体实例是

启动子，其通常位于转录序列(例如编码FVIII或hFVIII-BDD的CpG减少的核酸)的5'末端。

与不存在启动子时表达的量相比，启动子通常增加了从可操作连接的核酸表达的量。

[0174] 如本文所用的“增强子”可以指位于异源多核苷酸附近的序列。增强子元件通常位

于启动子元件的上游，但也起作用，并且可以位于序列(例如，编码FVIII或hFVIII-BDD的

CpG减少的核酸)的下游或序列内。因此，增强子元件可以位于编码FVIII的CpG减少的核酸

的上游或下游100个碱基对，200个碱基对或300个或更多个碱基对处。增强子元件通常使可

操作连接的核酸的表达增加到由启动子元件提供的表达之上。

[0175] 表达构建体可包含用于驱动特定细胞或组织类型中表达的调节元件。表达控制元

件(例如，启动子)包括在特定组织或细胞类型中活跃的那些，在本文中称为“组织特异性表

达控制元件/启动子”。组织特异性表达控制元件通常在特异性细胞或组织(例如，肝脏)中

活跃。表达控制元件通常在特定的细胞，组织或器官中活跃，因为它们被特定细胞、组织或

器官类型所特有的转录激活蛋白或其他转录调节因子所识别。这样的调节元件是本领域技

术人员已知的(参见，例如，Sambrook等人(1989)和Ausubel等人(1992))。

[0176] 在本发明的表达构建体中掺入组织特异性调节元件为编码FVIII或hFVIII-BDD的

CpG减少的核酸表达提供了至少部分组织嗜性。在肝中活跃的启动子的实例是TTR启动子，

人α1-抗胰蛋白酶(hAAT)启动子；白蛋白，Miyatake等人，J.Virol.,71:5124-32(1997)；乙

型肝炎病毒核心启动子，Sandig等人，Gene  Ther .3:1002-9(1996)；α-甲胎蛋白(AFP)，

Arbuthnot等人，Hum.Gene.Ther.,7:1503-14(1996)]等。在肝脏中活跃的增强子的实例是

载脂蛋白E(apoE)HCR-1和HCR-2(Allan等人，J.Biol.Chem.,272:29113-19(1997))。

[0177] 表达控制元件还包括能够在许多不同细胞类型中驱动多核苷酸表达的普遍存在

的或混杂的(promiscuous)启动子/增强子。此类元件包括但不限于巨细胞病毒(CMV)立即

早期启动子/增强子序列，劳斯肉瘤病毒(RSV)启动子/增强子序列以及在多种哺乳动物细

胞类型中其他活跃的病毒启动子/增强子，或自然界中不存在的合成元件(参见，例如，

Boshart等人，Cell,41:521-530(1985))，SV40启动子，二氢叶酸还原酶启动子，细胞质β-肌

动蛋白启动子和磷酸甘油激酶(PGK)启动子。

[0178] 表达控制元件还可以以可调节的方式赋予表达，即信号或刺激增加或减少可操作

连接的异源多核苷酸的表达。响应于信号或刺激而增加可操作连接的多核苷酸的表达的可

调节元件也被称为“可诱导元件”(即，由信号诱导)。具体实例包括但不限于激素(例如，类

固醇)诱导型启动子。通常，这些元件赋予的增加或减少的量与存在的信号或刺激的量成正

比；信号或刺激的量越大，表达的增加或减少越大。特别的非限制性实例包括锌诱导的绵羊

金属硫蛋白(MT)启动子；类固醇激素诱导的小鼠乳腺肿瘤病毒(MMTV)启动子；T7聚合酶启
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动子系统(WO  98/10088)；四环素可抑制系统(Gossen等人，Proc.Natl.Acad .Sci.USA,89:

5547-5551(1992))；四环素诱导系统(Gossen等人，Science.268:1766-1769(1995)；也参见

Harvey等人，Curr.Opin .Chem .Biol .2:512-518(1998))；RU486-可诱导系统(Wang等人，

Nat.Biotech.15:239-243(1997)和Wang等人，Gene  Ther.4:432-441(1997))；和雷帕霉素

可诱导系统(Magari等人，J .Clin .Invest .100:2865-2872(1997)；Rivera等人，

Nat.Medicine.2:1028-1032(1996))。在本文中可能是有用的其他可调节的控制元件是那

些通过特定的生理状态例如温度，急性期，发育来调节的元件。

[0179] 表达控制元件还包括异源多核苷酸的天然元件。当希望异源多核苷酸的表达应模

仿天然表达时，可以使用天然控制元件(例如启动子)。当异源多核苷酸的表达将在时间或

发育上，或以组织特异性方式或响应于特异性转录刺激而受到调节时，可以使用天然元件。

也可以使用其他天然表达控制元件，例如内含子，聚腺苷酸化位点或Kozak共有序列。

[0180] 术语“可操作地连接”是指表达编码序列所必需的调节序列被置于相对于编码序

列的适当位置，以实现编码序列的表达。有时将该相同定义应用于编码序列和转录控制元

件(例如启动子，增强子和终止元件)在表达载体中的布置。该定义有时还应用于其中产生

杂合核酸分子的第一和第二核酸分子的核酸序列的布置。

[0181] 在与核酸可操作连接的表达控制元件的实例中，该关系使得控制元件调节核酸的

表达。更具体地，例如，两个DNA序列可操作地连接是指两个DNA以这样的关系(顺式或反式)

布置，使得至少一个DNA序列能够对另一序列发挥生理作用。

[0182] 因此，用于载体的其他元件包括但不限于表达控制(例如，启动子/增强子)元件，

转录终止信号或终止密码子，侧接于序列的5'或3'非翻译区(例如，聚腺苷酸化(polyA)序

列)，例如AAV  ITR序列的一个或多个拷贝，或内含子。

[0183] 其他元件包括例如填充物多核苷酸序列或填充多核苷酸序列(filler  or 

stuffer  polynucleotide  sequence)，例如以改善包装并减少污染性核酸的存在。AAV载体

通常接受DNA插入物，该DNA插入物的大小范围通常为约4kb至约5.2kb，或稍大。因此，对于

较短的序列，包括所述填充或填充物以将长度调节至接近或处于AAV载体包装入病毒颗粒

所可接受的病毒基因组序列的正常大小。在各种实施方案中，填充物/填充核酸序列是核酸

的非翻译(非蛋白质编码)区段。对于小于4.7Kb的核酸序列，填充物或填充多核苷酸序列的

长度是当与该序列组合(例如插入载体中)时的总长度在约3.0-5 .5Kb之间，或在约4.0-

5.0Kb之间，或在约4.3-4.8Kb之间。

[0184] 内含子还可以充当填充物或填充多核苷酸序列，以便获得将AAV载体包装到病毒

颗粒中的长度。用作填充物或填充多核苷酸序列的内含子和内含子片段也可以增强表达。

[0185] 短语“止血相关病症”是指出血病症，例如血友病A，具有抑制性抗体的血友病A患

者，凝血因子VII、VIII、IX和X、XI、V、XII、II、血管性血友病因子缺乏，FV/FVIII合并缺乏，

维生素K环氧还原酶C1缺乏，γ-羧化酶缺乏；与创伤，损伤，血栓形成，血小板减少症，中风，

凝血病，弥散性血管内凝血 (D I C ) 相关的出血 ；与肝素 ，低分子量肝素 ，戊糖

(pentasaccharide)，华法林，小分子抗血栓形成剂(即FXa抑制剂)相关的过度抗凝；以及血

小板疾病，例如巨大血小板综合征，血小板无力症(Glanzman  thromblastemia)和贮存库不

足症。

[0186] 术语“分离的”当用作组合物的修饰语时，是指所述组合物是由人工制备的，或者
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与它们的天然存在的体内环境完全或至少部分地分离。通常，分离的组合物基本上不含它

们通常与自然界相关的一种或多种材料，例如一种或多种蛋白质，核酸，脂质，碳水化合物，

细胞膜。

[0187] 关于本发明的核酸，术语“分离的”是指与一个或多个序列分离的核酸分子，其与

所述序列在其起源的生物体的天然存在基因组(基因组DNA)中(在5'和3'方向上)直接相

邻。例如，“分离的核酸”可以包含插入载体(例如质粒或病毒载体)或整合到原核生物或真

核生物的DNA中的DNA或cDNA分子。

[0188] 关于本发明的RNA分子，术语“分离的”主要是指由如上定义的分离的DNA分子编码

的RNA分子。替代地，该术语可以指已经与在其天然状态下(即在细胞或组织中)与其缔合的

RNA分子充分分离的RNA分子，从而以“基本上纯的”形式存在(即术语“基本上纯的”定义如

下)。

[0189] 关于蛋白质，本文有时使用术语“分离的蛋白质”或“分离和纯化的蛋白质”。该术

语主要是指通过表达分离的核酸分子产生的蛋白质。替代地，该术语可以指已经与天然与

其缔合的其他蛋白质充分分离的蛋白质，从而以“基本上纯的”形式存在。

[0190] 术语“分离的”不排除人工制备的制品(combination)，例如，重组载体(例如，

rAAV)序列，或包装或衣壳化载体基因组的病毒颗粒和药物制剂。术语“分离的”也不排除组

合物的替代物理形式，例如杂合体/嵌合体，多聚体/低聚物，修饰(例如，磷酸化，糖基化，脂

化)或衍生化形式，或在人工制备的宿主细胞中表达的形式。

[0191] 术语“基本上纯的”是指包含至少50-60wt％的目标化合物(例如，核酸，寡核苷酸，

蛋白质等)的制剂。该制剂可包含至少75wt％，或约90-99wt％的目标化合物。通过适用于目

标化合物的方法(例如色谱法，琼脂糖或聚丙烯酰胺凝胶电泳，HPLC分析等)来测定纯度。

[0192] 当提及特定核苷酸序列或氨基酸序列时，短语“基本上由...组成”是指具有给定

SEQ  ID  NO的特性的序列。例如，当用于氨基酸序列时，该短语包括该序列本身和不会影响

该序列的基本和新颖特征的分子修饰。

[0193] 如本文所用的术语“寡核苷酸”是指引物和探针，并且被定义为由两个或更多个核

糖或脱氧核糖核苷酸(例如三个以上)组成的核酸分子。寡核苷酸的确切大小将取决于各种

因素以及寡核苷酸使用的特定应用。

[0194] 本文所用的术语“探针”是指寡核苷酸，多核苷酸或核酸，无论是RNA或DNA，无论是

天然存在于纯化的限制性酶消化物中还是合成产生，均能够与具有与探针互补的序列的核

酸退火或特异性杂交。探针可以是单链或双链的。探针的确切长度将取决于许多因素，包括

温度，探针来源和使用方法。例如，对于诊断应用，取决于靶序列的复杂性，寡核苷酸探针通

常包含15-25个或更多个核苷酸，尽管它可以包含较少的核苷酸。

[0195] 本文中的探针被选择为与特定靶核酸序列的不同链“基本上”互补。这意味着探针

必须充分互补，以便能够在一组预定条件下与其各自的靶链“特异性杂交”或退火。因此，探

针序列不必反映靶标的确切互补序列。例如，非互补核苷酸片段可以连接至探针的5'或3'

末端，而探针序列的其余部分与靶链互补。替代地，可以将非互补碱基或更长的序列散置在

探针中，条件是该探针序列与靶核酸的序列具有足够的互补性以进行特异性退火。

[0196] 术语“特异性杂交”是指具有充分互补序列的两个单链核酸分子之间的缔合，以允

许在本领域通常使用的预定条件下进行这种杂交(有时称为“基本上互补”)。特别地，该术
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语是指寡核苷酸与包含在本发明的单链DNA或RNA分子中的基本互补序列的杂交，实质上排

除了寡核苷酸与非互补序列的单链核酸的杂交。

[0197] 如本文所用的术语“引物”是指寡核苷酸，RNA或DNA，单链或双链，其源自生物系

统，通过限制性内切酶消化产生，或合成产生，当放置在适当的环境中时，它能够在功能上

充当模板依赖性核酸合成的引发剂。当提供合适的核酸模板时，合适的核酸的核苷三磷酸

前体，聚合酶，合适的辅酶因子和条件(如合适的温度和pH)时，通过在聚合酶的作用或类似

活性下添加核苷酸，可以在其3'末端延伸引物，以产生引物延伸产物。

[0198] 引物的长度可以根据特定条件和应用要求而变化。例如，在诊断应用中，寡核苷酸

引物的长度通常为15-25个或更多个核苷酸。引物必须与所期望的模板充分互补，以引发所

需延伸产物的合成，也就是说，能够以足以以适当的并置方式提供引物的3'羟基部分的方

式与所期望的模板链退火，以用于通过聚合酶或类似酶引发的合成。不需要引物序列表现

与所期望的模板的精确互补。例如，可以将非互补核苷酸序列连接至其他互补引物的5'末

端。替代地，可将非互补碱基散置(interspersed)在寡核苷酸引物序列内，条件是引物序列

与所期望的模板链的序列具有充分的互补性，以在功能上提供用于合成延伸产物的模板-

引物复合物。

[0199] 术语“同一性”，“同源性”及其语法变化形式是指当两个或多个参考的实体是“比

对”序列时它们是相同的。因此，举例来说，当两个多肽序列相同时，它们至少在参考区域或

部分内具有相同的氨基酸序列。当两个多核苷酸序列相同时，它们至少在参考区域或部分

内具有相同的多核苷酸序列。同一性可以在序列的定义区(区域或结构域)上。同一性的

“区”或“区域”是指两个或更多个相同参考实体的一部分。因此，当两个蛋白质或核酸序列

在一个或多个序列区或区域上相同时，它们在该区域内共享同一性。“比对”序列是指多个

多核苷酸或蛋白质(氨基酸)序列，与参考序列相比，通常包含针对缺失的校正或额外的碱

基或氨基酸(缺口(gap))。

[0200] 同一性可以在序列的整个长度或一部分上延伸。在某些实施方案中，共享同一性

百分比的序列的长度是2、3、4、5或更多个连续的核酸或氨基酸，例如6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19、20等个连续的核酸或氨基酸。在其他实施方案中，共享同一性的序

列长度是21个或更多个连续的核酸或氨基酸，例如21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、

32、33、34、35、36、37、38、39、40等个连续的核酸或氨基酸。在进一步的实施方案中，共享同

一性的序列的长度是41个或更多个连续的核酸或氨基酸，例如42、43、44、45、45、47、48、49、

50等个连续的核酸或氨基酸。在其他实施方案中，共享同一性的序列的长度是50个或更多

个连续的核酸或氨基酸，例如50-55、55-60、60-65、65-70、70-75、75-80、80-85、85-90、90-

95、95-100、100-150、150-200、200-250、250-300、300-500、500-1000等个连续的核酸或氨

基酸。

[0201] 如本文所述，核酸变体，例如编码FVIII或hFVIII-BDD的CpG减少的变体将不同于

野生型，但是可以显示与具有或没有B-结构域的野生型FVIII蛋白具有序列同一性。在编码

FVIII或hFVIII-BDD的CpG减少的核酸变体中，在核苷酸序列水平上，编码FVIII或hFVIII-

BDD的CpG减少的核酸通常将与编码野生型FVIII的核酸具有至少约70％同一性，更通常约

75％同一性，甚至更通常约80％-85％同一性。因此，例如，编码FVIII或hFVIII-BDD的CpG减

少的核酸可以与编码野生型FVIII的基因或彼此(即X01对比X02，X03对比X04等)具有75％-
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85％的同一性，如本文所述。

[0202] 在氨基酸序列水平上，诸如变体FVIII或hFVIII-BDD蛋白的变体将具有至少约

70％的同一性，更典型地约75％的同一性，或80％的同一性，甚至更典型地约85％的同一

性，或90％或更高的同一性。在其他实施方案中，诸如变体FVIII或hFVIII-BDD蛋白的变体

与参考序列(例如具有或不具有B-结构域的野生型FVIII蛋白)具有至少90％，91％，92％，

93％，94％，95％，96％，97％，98％，99％或更高的同一性。

[0203] 为了确定同一性，如果FVIII(例如，编码FVIII的CpG减少的核酸)保留了B-结构

域，则比较与野生型FVIII的同一性是合适的。如果FVIII(例如，编码hFVIII-BDD的CpG减少

的核酸)具有B-结构域缺失，则比较与也具有B结构域缺失的野生型FVIII的同一性是合适

的。

[0204] 术语“同源的”或“同源性”是指两个或更多个参考实体在给定区域或部分上共享

至少部分同一性。同源性或同一性的“区，区域或结构域”是指两个或多个参考实体的一部

分共享同源性或相同。因此，当两个序列在一个或多个序列区域上相同时，它们在这些区域

中共享同一性。“基本同源性”是指分子在结构或功能上是保守的，从而使其具有或被预测

具有参考分子的一种或多种结构或功能(例如生物学功能或活性)的至少部分结构或功能，

或与其共享同源性的参考分子的相关/相应区域或部分。

[0205] 两个序列之间的同一性(同源性)程度或“同一性百分比”可以使用计算机程序和/

或数学算法来确定。为了本发明的目的，使用可从威斯康星州麦迪逊市的Genetics 

Computer  Group获得的GCG  Wisconsin  Package  9.1版进行核酸序列的比较。为方便起见，

该程序指定的默认参数(空位产生罚分＝12，空位延伸罚分＝4)旨在用于比较序列同一性。

或者，由美国国家生物技术信息中心提供的Blastn  2 .0程序(可在ncbi .nlm .nih .gov/

blast/的万维网上找到；Altschul等人，1990,J  Mol  Biol  215:403-410)使用具有默认参

数的缺口比对，可用于确定核酸序列和氨基酸序列之间的同一性和相似性水平。对于多肽

序列比较，通常将BLASTP算法与评分矩阵(例如PAM100，PAM  250，BLOSUM  62或BLOSUM  50)

结合使用。FASTA(例如FASTA2和FASTA3)和SSEARCH序列比较程序也用于量化同一性程度

(Pearson等人，Proc .Natl .Acad .Sci .USA  85:2444(1988)；Pearson，Methods  Mol 

Biol.132:185(2000)；以及Smith等人，J.Mol.Biol.147:195(1981))。还已经开发了使用基

于Delaunay的拓扑图映射定量蛋白质结构相似性的程序(Bostick等人，Biochem  Biophys 

Res  Commun.304:320(2003))。

[0206] 可通过使用重组DNA技术方法来制备核酸分子，表达载体(例如，载体基因组)，质

粒，包括本发明的编码FVIII或hFVIII-BDD的核酸和核酸变体。核苷酸序列信息的可获得性

使得能够通过多种手段制备本发明的分离的核酸分子。例如，可以使用各种标准克隆，重组

DNA技术，经由细胞表达或体外翻译和化学合成技术来制备编码FVIII或hFVIII-BDD的CpG

减少的核酸变体。多核苷酸的纯度可以通过测序，凝胶电泳等来确定。例如，可以使用杂交

或基于计算机的数据库筛选技术分离核酸。这些技术包括但不限于：(1)基因组DNA或cDNA

文库与探针的杂交以检测同源核苷酸序列；(2)抗体筛选，例如使用表达文库筛选具有共同

结构特征的多肽；(3)使用能够退火至目的核酸序列的引物对基因组DNA或cDNA进行聚合酶

链反应(PCR)；(4)计算机在序列数据库中搜索相关序列；(5)差异筛选减去的核酸文库。

[0207] 本发明的核酸可以在任何方便的克隆载体中保持为DNA。在一实施方案中，将克隆
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保持在质粒克隆/表达载体中，例如pBluescript(Stratagene，La  Jolla，CA)，其在合适的

大肠杆菌宿主细胞中繁殖。或者，可以将核酸保持在适于在哺乳动物细胞中表达的载体中。

在翻译后修饰影响凝血功能的情况下，核酸分子可以在哺乳动物细胞中表达。

[0208] 编码FVIII或hFVIII-BDD的核酸和核酸变体包括cDNA，基因组DNA，RNA及其片段，

其可以是单链或双链的。因此，本发明提供了具有能够与本发明的核酸的至少一个序列杂

交的序列的寡核苷酸(DNA或RNA的有义或反义链)。这样的寡核苷酸可用作检测FVIII或

hFVIII-BDD表达的探针。

[0209] 诸如本文所述的那些载体(rAAV)任选地包含在宿主细胞中表达DNA所必需的调节

元件，其定位方式允许编码的蛋白质在宿主细胞中表达。表达所需的此类调节元件包括但

不限于如本文所述且为本领域技术人员已知的启动子序列，增强子序列和转录起始序列。

[0210] 本发明的方法和用途包括将核酸(转基因)递送(转导)到宿主细胞中，所述宿主细

胞包括分裂和/或非分裂细胞。本发明的核酸，rAAV载体，方法，用途和药物制剂还可以用于

将FVIII或hFVIII-BDD递送，施用或提供给需要其的受试者的方法，作为治疗方法。以这种

方式，核酸被转录并且蛋白质可以在受试者体内产生。受试者可以从FVIII或hFVIII-BDD中

受益或需要FVIII或hFVIII-BDD，因为该受试者缺乏FVIII，或者因为受试者中FVIII的产生

可以赋予一些治疗效果，作为治疗方法或其他方式。

[0211] 包含具有编码FVIII或hFVIII-BDD的核酸或核酸变体的基因组的rAAV载体可以治

疗遗传病，例如FVIII缺乏症。对于缺乏状态的疾病，可以使用基因转移将正常基因带入受

影响的组织中进行替代治疗，以及使用反义突变为该疾病创建动物模型。对于不平衡的疾

病状态，基因转移可用于在模型系统中创建疾病状态，然后可用于抵消疾病状态。还可以使

用核酸序列的位点特异性整合来纠正缺陷。

[0212] 在特定的实施方案中，包含具有编码FVIII或hFVIII-BDD的核酸或核酸变体的基

因组的rAAV载体可以用作为例如调节凝血级联的治疗剂和/或预防剂(蛋白质或核酸)或作

为基因中的转基因。例如，编码的FVIII或hFVIII-BDD可以具有与野生型FVIII相似的凝血

活性，或者与野生型FVII相比改变的凝血活性。基于细胞的策略允许在血友病A患者中连续

表达FVIII或hFVIII-BDD。如本文所公开的，FVIII分子(核酸和蛋白质)的某些修饰导致在

核酸水平的表达增加，凝血活性增加，从而有效地改善了止血作用。

[0213] 向患者施用编码FVIII或hFVIII-BDD的rAAV载体导致FVIII或hFVIII-BDD蛋白的

表达，其用于改变凝血级联。根据本发明，如本文所述的FVIII或hFVIII-BDD蛋白或功能片

段的表达增加止血作用。

[0214] rAAV载体可以单独施用，或与其他可用于调节止血的分子联合施用。根据本发明，

可以将rAAV载体或治疗剂的组合单独或以药学上可接受的或生物学上相容的组合物施用

于所述患者。

[0215] 腺相关病毒”(AAV)属于细小病毒家族。AAV是可用作基因治疗载体的病毒，因为它

们可以穿透细胞并引入核酸/遗传物质，从而可以将核酸/遗传物质稳定地维持在细胞中。

另外，这些病毒可以例如将核酸/遗传物质引入特定位点。由于AAV与人类的致病性疾病无

关，因此rAAV载体能够将异源多核苷酸序列(例如治疗性蛋白质和治疗剂)传递给人类患

者，而不会引起实质性AAV发病机理或疾病。

[0216] rAAV载体具有用于此类应用的许多期望特征，包括用于分裂和非分裂细胞的趋向
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性。这些载体的早期临床经验也表明没有持续的毒性，而且免疫应答最低或无法检测到。已

知AAV通过受体介导的内吞作用或通过转胞吞作用在体内和体外感染多种细胞类型。这些

载体系统已经在针对视网膜上皮，肝脏，骨骼肌，气道，脑，关节和造血干细胞的人类中进行

了测试。

[0217] 可能需要引入一种rAAV载体，其可以提供例如所期望基因的多个拷贝，并因此提

供该基因产物的更多量。在许多参考文献，专利和专利申请中详细描述了改进的rAAV载体

和产生这些载体的方法，包括：Wright  JF(Hum  Gene  Ther  20:698-706,2009)一种用于生

产临床级载体的技术，费城儿童医院。

[0218] 因此，本发明提供了通过rAAV载体递送FVIII或hFVIII-BDD的病毒方法。例如，重

组AAV载体可以包括编码FVIII的核酸变体，其中编码的FVIII蛋白任选地具有B结构域缺

失。向受试者(例如哺乳动物)递送或施用rAAV载体因此向受试者例如哺乳动物(例如人)提

供了FVIII。

[0219] 载体的直接递送或人细胞的离体转导，然后输注到体内将导致FVIII或hFVIII-

BDD表达，从而对止血产生有益的治疗作用。在本文所述的发明因子VIII的情况下，这种施

用增强了促凝血活性。

[0220] AAV载体通常不包括与发病机理相关的病毒基因。这样的载体通常具有全部或部

分缺失的一种或多种野生型AAV基因，例如rep和/或cap基因，但是保留了至少一种功能性

侧翼ITR序列，这对于拯救(rescue)、复制和包装重组载体入AAV载体颗粒是必需的。例如，

仅分别包括载体的基本部分，例如ITR元件。因此，AAV载体基因组将包含用于复制和包装的

要求顺式的序列(例如功能性ITR序列)

[0221] 重组AAV载体及其方法和用途包括任何病毒株或血清型。作为非限制性实例，重组

AAV载体可以基于任何AAV基因组，例如AAV-1，-2，-3，-4，-5，-6，-7，-8，-9，-10，-11，-12，-

rh74，-rh10或AAV-2i8。这样的载体可以基于相同的病毒株或血清型(或亚组或变体)，或彼

此不同。作为非限制性实例，基于一种血清型基因组的重组AAV载体可以与包装该载体的一

种或多种衣壳蛋白相同。另外，重组AAV载体基因组可以基于不同于包装载体的一种或多种

AAV衣壳蛋白的AAV(例如，AAV2)血清型基因组。例如，AAV载体基因组可以基于AAV2，而三个

衣壳蛋白中的至少一个可以是例如AAV1，AAV3，AAV4，AAV5，AAV6，AAV7，AAV8，AAV9，AAV10，

AAV11，AAV12，Rh10，Rh74或AAV-2i8或其变体。

[0222] 在特定的实施方案中，腺相关病毒(AAV)载体包括AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、

AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、AAV12、Rh10、Rh74和AAV-2i8，以及其变体(例如衣壳

变体，例如氨基酸插入，添加，替代和缺失)，例如如WO  2013/158879(国际申请号PCT/

US2013/037170)，WO  2015/013313(国际申请号PCT/US2014/047670)和US  2013/0059732

(美国专利号9,169,299，公开了LK01，LK02，LK03等)中所描述的。

[0223] AAV变体包括AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、

AAV12、Rh10、Rh74和AAV-2i8衣壳的变体和嵌合体。因此，AAV载体和AAV变体(例如衣壳变

体)包括(衣壳化或包装)编码FVIII或hFVIII-BDD的核酸或核酸变体。

[0224] AAV和AAV变体(例如衣壳变体)血清型(例如VP1，VP2和/或VP3序列)可以与或可以

不与其他AAV血清型不同，包括例如AAV1-AAV12，Rh74或Rh10(例如，不同于AAV1-AAV12，

Rh74或Rh10血清型的任一种的VP1，VP2和/或VP3序列)。
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[0225] 如本文所用，术语“血清型”是一种区分，其用于指具有在血清学上不同于其他AAV

血清型的衣壳的AAV。基于针对一种AAV的抗体与另一种AAV的抗体之间缺乏交叉反应性来

确定血清学独特性(Serologic  distinctiveness)。这样的交叉反应性差异通常是由于衣

壳蛋白序列/抗原决定簇的差异(例如，由于AAV血清型的VP1，VP2和/或VP3序列差异)。尽管

包括衣壳变体的AAV变体可能在血清学上与参考AAV或其他AAV血清型没有区别，但与参考

或其他AAV血清型相比，它们至少相差一个核苷酸或氨基酸残基。

[0226] 在传统定义下，血清型是指目标病毒已经针对所有现有和特征性血清型的血清进

行中和活性测试，并且未发现能中和目标病毒的抗体。由于更多天然存在的病毒分离株的

发现和/或衣壳突变体的产生，因此与任何目前存在的血清型可能存在血清学差异，也可能

没有血清学差异。因此，在新病毒(例如，AAV)没有血清学差异的情况下，该新病毒(例如，

AAV)将是相应血清型的亚组或变体。在许多情况下，尚未对具有衣壳序列修饰的突变病毒

进行中和活性的血清学测试，以根据传统的血清型定义确定它们是否属于另一种血清型。

因此，为方便起见和避免重复，术语“血清型”广义上既是指血清学上不同的病毒(例如

AAV)，也是指可能在给定血清型的亚组或变体内的血清学上不同的病毒(例如AAV)。

[0227] 因此，AAV载体包括与特定血清型特征性的基因/蛋白质序列相同的基因/蛋白质

序列。如本文所用，“与AAV1有关的AAV载体”是指一种或多种与包含AAV1的一个或多个多核

苷酸或多肽序列具有实质序列同一性的AAV蛋白(例如，VP1，VP2和/或VP3序列)。类似地，

“与AAV8有关的AAV载体”是指一种或多种与包含AAV8的一个或多个多核苷酸或多肽序列具

有实质序列同一性的AAV蛋白(例如，VP1，VP2和/或VP3序列)。“与AAV-Rh74有关的AAV载体”

是指一种或多种与包含AAV-Rh74的一个或多个多核苷酸或多肽序列具有实质序列同一性

的AAV蛋白(例如，VP1，VP2和/或VP3序列)。因此，与另一种血清型(例如AAV1、AAV2、AAV3、

AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、AAV12、Rh10、Rh74或AAV-2i8)有关的此类

AAV载体可以具有一个或多个与AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、

AAV10、AAV11、AAV12、Rh10、Rh74和AAV-2i8不同的序列，但可以表现出与一种或多种基因

和/或蛋白质的实质序列同一性，和/或具有AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、

AAV9、AAV10、AAV11、AAV12、Rh10、Rh74或AAV-2i8的一个或多个功能特征(例如，细胞/组织

趋向性)。示例性非限制性AAV变体包括VP1，VP2和/或VP3中的任一个的衣壳变体。

[0228] 在各种示例性实施方案中，与参考血清型有关的AAV载体具有多核苷酸，多肽或其

亚序列，其包括以下或由以下组成：与一个或多个AAV1，AAV2，AAV3，AAV4，AAV5，AAV6，AAV7，

AAV8，AAV9，AAV10，AAV11，AAV12，Rh10，Rh74或AAV-2i8(例如，ITR，或VP1，VP2和/或VP3序

列)具有至少80％或更高(例如85％，90％，95％，96％，97％，98％，99％，99.1％，99.2％，

99.3％，99.4％，99.5％等)同一性的序列。

[0229] 本发明的组合物、方法和用途包括AAV序列(多肽和核苷酸)和其亚序列，其与参考

AAV血清型(例如AAV1，AAV2，AAV3，AAV4，AAV5，AAV6，AAV7，AAV8，AAV9，AAV10，AAV11，AAV12，

Rh10或AAV-2i8)具有小于100％序列同一性，但区别于和不同于已知的AAV基因或蛋白(例

如AAV1，AAV2，AAV3，AAV4，AAV5，AAV6，AAV7，AAV8，AAV9，AAV10，AAV11，AAV12，Rh10，Rh74或

AAV-2i8，基因或蛋白等)。在一实施方案中，AAV多肽或其亚序列包含以下或由以下组成：与

任何参考AAV序列或其亚序列(例如AAV1，AAV2，AAV3，AAV4，AAV5，AAV6，AAV7，AAV8，AAV9，

AAV10，AAV11，AAV12，Rh10，Rh74或AAV-2i8(例如VP1，VP2和/或VP3衣壳或ITR))具有至少
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75％或更高的同一性(例如80％，85％，85％，87％，88％，89％，90％，91％，92％，93％，

94％，95％，96％，97％，98％，99％，99.1％，99.2％，99.3％，99.4％，99.5％等，最高可达

100％同一性)的序列。在某些实施方案中，AAV变体具有1、2、3、4、5、5-10、10-15、15-20或更

多个氨基酸替代。

[0230] 重组AAV载体，包括AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、

AAV11、AAV12、Rh10、Rh74或AAV-2i8及其变体，相关的，杂合的和嵌合序列，可以使用本领域

技术人员已知的重组技术来构建，以包括侧接一个或多个功能性AAV  ITR序列的一个或多

个核酸序列(转基因)。

[0231] 在本发明的一实施方案中，可以通过输注生物相容性载体，例如通过静脉内注射，

向患者施用包含编码FVIII或hFVIII-BDD的核酸或变体的rAAV载体。rAAV载体可以任选地

被包囊在脂质体中或与其他磷脂或胶束(micelle)混合以增加分子的稳定性。

[0232] 根据本发明，rAAV载体可单独施用或与已知可调节止血的其他药剂(例如，因子V，

因子Va或其衍生物)组合施用。

[0233] 因此，可以将rAAV载体和其他组合物，药剂，药物，生物制剂(蛋白质)掺入药物组

合物中。此类药物组合物尤其可用于体内或离体给药和递送至受试者。

[0234] 在特定的实施方案中，药物组合物还包含药学上可接受的载体或赋形剂。此类赋

形剂包括本身不会诱导对接受该组合物的个体有害的免疫应答，并且可以在没有过度毒性

的情况下给药的任何药剂。

[0235] 如本文所用，术语“药学上可接受的”和“生理学上可接受的”是指适合于一种或多

种施用途径、体内递送或接触的生物学上可接受的制剂，气态，液体或固体或其混合物。“药

学上可接受的”或“生理上可接受的”组合物是不是生物学上或其他方面不期望的物质，例

如，可以将该物质施用于受试者而不会引起实质的不期望的生物学作用。因此，这样的药物

组合物可以用于例如向受试者施用核酸，载体，病毒颗粒或蛋白质。

[0236] 药学上可接受的赋形剂包括但不限于液体，例如水，盐水，甘油，糖和乙醇。药学上

可接受的盐也可以包括在其中，例如，无机酸盐，例如盐酸盐，氢溴酸盐，磷酸盐，硫酸盐等；

以及有机酸的盐，例如乙酸盐，丙酸盐，丙二酸盐，苯甲酸盐等。另外，在这类溶媒(vehicle)

中可以存在辅助物质，例如润湿剂或乳化剂，pH缓冲物质等。

[0237] 药物组合物可以作为盐提供，并且可以利用许多酸形成，酸包括但不限于盐酸，硫

酸，乙酸，乳酸，酒石酸，苹果酸，琥珀酸等。盐相比于相应的游离碱形式倾向于更易溶于水

或其他质子溶剂。在其他情况下，制剂可以是冻干粉末，其可以包含以下任意一种或全部：

pH范围为4.5至5.5的1-50mM组氨酸，0.1％-2％蔗糖和2-7％甘露醇，在使用前与缓冲液组

合使用。

[0238] 药物组合物包括溶剂(含水或非水的)，溶液(含水或非水的)，乳剂(例如水包油或

油包水)，混悬剂，糖浆，酏剂(elixir)，分散剂和混悬媒介，包衣，等渗和吸收促进或延迟

剂，其与药物施用或体内接触或递送相容。含水和非水溶剂，溶液和混悬液可包括混悬剂和

增稠剂。此类药学上可接受的载体包括片剂(包衣的或未包衣的)，胶囊(硬或软的)，微珠，

粉末，颗粒和晶体。补充的活性化合物(例如防腐剂，抗菌剂，抗病毒剂和抗真菌剂)也可以

掺入组合物中。

[0239] 可以将药物组合物配制成与本文所述或本领域技术人员已知的特定施用或递送
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途径相容。因此，药物组合物包括适合通过各种途径给药的载体，稀释剂或赋形剂。

[0240] 适用于肠胃外给药的组合物包括活性化合物的水溶液和非水溶液，混悬液或乳

剂，这些制剂通常是无菌的并且可以与预期接受者的血液等渗。非限制性说明性实例包括

水，缓冲盐水，汉克斯溶液，林格氏溶液，右旋糖，果糖，乙醇，动物油，植物油或合成油。含水

注射混悬剂可包含增加混悬剂粘度的物质，例如羧甲基纤维素钠，山梨糖醇或葡聚糖。

[0241] 另外，可以将活性化合物的混悬液制备为合适的油注射用混悬液。合适的亲脂性

溶剂或溶媒(vehicle)包括脂肪油(例如芝麻油)，或合成脂肪酸酯(例如油酸乙酯或甘油三

酸酯)，或脂质体。任选地，混悬液还可包含合适的稳定剂或增加化合物的溶解度以允许制

备高浓度溶液的试剂。

[0242] 助溶剂和助剂(adjuvant)可以添加到制剂中。助溶剂的非限制性实例包含羟基或

其他极性基团，例如醇，例如异丙醇；二醇，例如丙二醇，聚乙二醇，聚丙二醇，乙二醇醚；甘

油；聚氧乙烯醇和聚氧乙烯脂肪酸酯。助剂包括，例如，表面活性剂，例如大豆卵磷脂和油

酸；和脱水山梨糖醇酯，例如脱水山梨糖醇三油酸酯；和聚乙烯吡咯烷酮。

[0243] 在制备药物组合物之后，可以将它们放置在适当的容器中并贴上用于治疗的标

签。这种标签可以包括给药数量、频率和方法。

[0244] 适用于本发明的组合物、所述方法和用途的药物组合物和递送系统是本领域已知

的(参见，例如，Remington:The  Science  and  Practice  of  Pharmacy(2003)20th  ed.,Mack 

Publishing  Co.,Easton,PA；Remington’s  Pharmaceutical  Sciences(1990)18th  ed .,

Mack  Publishing  Co.,Easton,PA；The  Merck  Index(1996)12th  ed .,Merck  Publishing 

Group,Whitehouse ,NJ；Pharmaceutical  Principles  of  Solid  Dosage  Forms(1993) ,

Technonic  Publishing  Co.,Inc.,Lancaster,Pa .；Ansel和Stoklosa ,Pharmaceutical 

Calculations(2001)11th  ed .,Lippincott  Williams&Wilkins ,Baltimore ,MD；和

Poznansky等人,Drug  Delivery  Systems(1980) ,R.L.Juliano,ed.,Oxford,N.Y.,pp.253-

315)。

[0245] “有效量”或“足够量”是指一定数量，其以单剂量或多剂量，单独或与一种或多种

其他组合物(治疗或免疫抑制剂，例如药物)、治疗、试验方案或治疗方案药剂组合，在受试

者中或向受试者提供任何持续时间(长期或短期)的可检测到的反应，提供任何可测量或可

检测的程度或任何持续时间内(例如，分钟，小时，天，月，年或已治愈)预期或期望的结果或

益处。

[0246] 剂量可以变化并且取决于治疗所针对的疾病的类型，发作，进展，严重程度，频率，

持续时间或可能性，期望的临床终点，受试者的既往或同时治疗、总体健康、年龄、性别、种

族或免疫能力以及本领域技术人员应理解的其他因素。剂量，数量，频率或持续时间可按比

例增加或减少，如治疗或疗法的任何不良副作用、并发症或其他危险因素以及受试者的状

况所指示。本领域技术人员将理解可影响提供足以提供治疗或预防益处的量所需的剂量和

时间的因素。

[0247] 获得治疗效果的剂量，例如以载体基因组/千克体重(vg/kg)表示的剂量，将基于

若干个因素而变化，这些因素包括但不限于：给药途径，达到治疗效果所需的异源多核苷酸

表达的水平，治疗的特定疾病，对病毒载体的任何宿主免疫应答，对异源多核苷酸或表达产

物(蛋白质)的宿主免疫应答以及表达的蛋白质的稳定性。本领域技术人员可以基于上述因
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素以及其他因素来确定用于治疗患有特定疾病或病症的患者的rAAV/载体基因组剂量范

围。

[0248] 通常，剂量将在至少1×108或更高的载体基因组/千克受试者体重(vg/kg)的范围

内(例如1×109、1×1010、1×1011、1×1012、1×1013或1×1014或更高的载体基因组/千克受试

者体重(vg/kg))，以达到治疗效果。小鼠的AAV剂量在1×1010-1×1011范围内有效，狗的AAV

剂量在1×1012-1×1013范围内有效。剂量可以更少，例如剂量为小于6×1012个载体基因组/

千克(vg/kg)。更特别地，剂量为5×1011vg/kg或1×1012vg/kg。

[0249] 以血友病B为例，通常来说，认为为了达到治疗效果，需要凝血因子浓度大于正常

个体中发现的凝血因子浓度的1％，以改变重症的疾病表型为中度疾病表型。严重的表型以

关节损伤和威胁生命的出血为特征。为了将中度疾病表型转化为轻度疾病表型，据信需要

大于正常值的5％的凝血因子浓度。例如通过活化的部分凝血活酶时间(aPTT)一阶段凝血

测定法确定的。

[0250] 正常人中的FVIII水平为约150-200ng/ml血浆，但可能更低(例如，约100-150ng/

ml的范围)或更高(例如，约200-300ng/ml的范围)并且由于如例如通过活化的部分凝血活

酶时间(aPTT)一阶段凝血测定法确定的功能性凝血而仍然被认为是正常的。因此，可以通

过表达FVIII或hFVIII-BDD来实现治疗效果，使得受试者/人中FVIII的总量大于正常受试

者/人中存在的FVIII的1％，例如100-300ng/ml中的1％。

[0251] rAAV载体的剂量可以处于一定水平，通常在剂量谱的较低端，从而没有针对FVIII

或AAV载体的实质性免疫应答。更特别地，剂量高达但小于6×1012vg/kg，例如约5×1011至

约5×1012vg/kg，或更特别地，约5×1011vg/kg或约1×1012vg/kg。

[0252] 用于治疗(例如，改善或提供治疗益处或改进)的“有效量”或“足够量”的剂量通常

有效地提供可测量程度的针对一种、多种或所有不良症状，疾病的后果或并发症，一种或多

种例如由疾病引起或与之相关的不良症状、病症、疾病、病状或并发症的反应，虽然疾病的

进展或恶化的降低、减少、抑制、制止、限制或控制是令人满意的结果。

[0253] 有效量或足够的量可以但不必在单次给药中提供，可以需要多次给药，并且可以

但不必单独给药或与另一种组合物(例如药剂)、治疗、试验方案或治疗方案组合给药。例

如，该量可以根据受试者的需要，所治疗疾病的类型，状态和严重性或治疗的副作用(如果

有的话)所指示来按比例增加。另外，如果以单剂量或多剂量施用而没有第二种组合物(例

如另一种药物或药剂)、治疗、试验方案或治疗方案，则有效量或足够的量不必有效或充足，

因为可以包括大于或超过所述剂量的额外的剂量、数量或持续时间，或额外的组合物(例

如，药物或药剂)，治疗，试验方案或治疗方案，以便被认为在给定的受试者中有效或足够。

认为有效的量还包括导致减少使用另一种治疗、治疗方案或试验方案(例如施用用于治疗

凝血障碍(例如，血友病A)的重组凝血因子蛋白(例如，FVIII))的量。

[0254] 因此，本发明的方法和用途还包括其中导致减少对另一种化合物，药剂，药物，治

疗方案，治疗试验方案，方法或疗法的需要或使用的方法和用途。例如，对于血液凝固疾病，

如果在给定的受试者中为补充该受试者中缺乏或有缺陷的(异常或突变的)内源性凝血因

子而施用重组凝固因子蛋白的频率较少或剂量减少或消除施用，则本发明的方法或用途具

有治疗益处。因此，根据本发明，提供了减少另一种治疗或疗法的需求或使用的方法和用

途。

说　明　书 25/77 页

35

CN 111163796 A

35



[0255] 有效量或足够量不必对每个治疗的受试者有效，也不必对在给定的队列(cohort)

或群体中大多数治疗的受试者有效。有效量或足够量是指在特定受试者而非群组或普遍群

体中有效或充分。如此类方法的典型情况，一些受试者对给定的治疗方法或用途表现出更

大的反应，或更少或没有反应。

[0256] 术语“改善”是指受试者的疾病或其症状或潜在的细胞反应的可检测或可测量的

改善。可检测或可测量的改善包括主观或客观上减少，降低，抑制，制止，限制或控制疾病的

发生，频率，严重程度，进展或持续时间，或由疾病引起或与之相关的并发症，或改善疾病的

症状，根本病因或后果，或疾病的逆转。对于血友病A，有效量将是例如减少受试者中急性出

血发作的频率或严重性的量，或例如减少通过例如凝血测定法测量的凝血时间的量。

[0257] 因此，本发明的药物组合物包括其中包含有效量的活性成分以实现预期的治疗目

的的组合物。使用本发明提供的技术和指导，确定治疗有效剂量完全在熟练医师的能力范

围内。

[0258] 治疗剂量将取决于，除其他因素外，受试者的年龄和一般状况，异常凝血表型的严

重性以及调节FVIII表达水平的控制序列的强度。因此，对人类的治疗有效量将落入一个相

对宽的范围内，该范围可以由医师根据单个患者对基于载体的FVIII治疗的反应来确定。这

样的剂量可以是单独的或与免疫抑制剂或药物组合。

[0259] 可以将诸如药物组合物的组合物递送至受试者，以允许产生因子VIII(FVIII)。在

一具体的实施方案中，包含足以使接受者能够产生治疗有效量的FVIII多肽的遗传物质的

药物组合物可以影响受试者的止血。

[0260] 所述组合物可以单独施用。在某些实施方案中，重组AAV颗粒在没有免疫抑制剂的

情况下提供治疗效果。FVIII的治疗效果可选地持续一段时间，例如2-4、4-6、6-8、8-10、10-

14、14-20、20-25、25-30或30-50天或更长时间，例如50-75天，75-100天，100-150天，150-

200天或更长时间，而无需施用免疫抑制剂。因此，在某些实施方案中，CpG  rAAV病毒颗粒提

供治疗效果而无需在一段时间内施用免疫抑制剂。

[0261] 所述组合物可以与至少一种其他药剂组合施用。在某些实施方案中，在施用rAAV

载体之前、实质上同时或之后，将rAAV载体与一种或多种免疫抑制剂联合施用。在某些实施

方案中，在施用rAAV载体后例如1-12、12-24或24-48小时，或2-4、4-6、6-8、8-10、10-14、14-

20、20-25、25-30、30-50或超过50天。如果rAAV载体之后，在初始表达水平一段时间(例如

20-25、25-30、30-50、50-75、75-100、100-150、150-200或超过200天内)后FVIII降低，则在

施用rAAV载体之后一段时间后，施用免疫抑制剂。

[0262] 在某些实施方案中，免疫抑制剂是抗炎剂。在某些实施方案中，免疫抑制剂是类固

醇。在某些实施方案中，免疫抑制剂是环孢菌素(例如，环孢菌素A)，霉酚酸酯，利妥昔单抗

或其衍生物。其他特定试剂包括稳定化化合物。

[0263] 可以施用在任何无菌的、生物相容的药物载体中的组合物，所述载体包括但不限

于生理盐水，缓冲盐水，右旋糖和水。所述组合物可以单独或与影响止血的其他药剂(例如，

辅因子)组合施用至患者。

[0264] 在美国专利号5,998,205；6,228,646；6,093,699；6,100,242；以及国际专利申请

号WO  94/17810和WO  94/23744中描述了用于产生腺病毒载体和向患者给药的设计方案，其

全部内容通过引用并入本文。特别地，例如，使用AAV载体将由CpG减少的核酸变体编码的因
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子VIII(FVIII)递送至需要其的患者。

[0265] 本发明的方法和用途包括全身地、区域性地或局部地或通过任何途径，例如通过

注射或输注，进行递送和给药。药物组合物在体内的递送通常可以通过使用常规注射器的

注射来完成，尽管设想了其他递送方法，例如对流增强给药(参见例如美国专利号5,720 ,

720)。例如，组合物可以通过皮下，表皮，皮内，鞘内，眶内，粘膜内，腹膜内，静脉内，胸膜内，

动脉内，口服，肝内，经由门静脉内或肌内递送。其他给药方式包括口服和肺部给药，栓剂和

透皮应用。专门治疗凝血功能障碍患者的临床医生可以根据许多标准(包括但不限于：患者

的状况和治疗目的(例如，增强或减少血液凝固))，确定施用腺病毒相关载体的最佳途径。

[0266] 本发明的方法和用途可以与具有期望的治疗、益处、叠加、协同或互补活性或效果

的任何化合物，药剂，药物，治疗或其他治疗方案或设计方案组合。示例性的组合的组合物

和治疗包括第二活性物质，例如生物制剂(蛋白)，药剂(例如免疫抑制剂)和药物。可以在与

本发明的任何其他方法或用途(例如，治疗受试者的血液凝固性疾病例如Hem  A的治疗方

法)之前，基本上同时或之后，施用或进行此类生物制剂(蛋白)，药剂，药物，治疗和疗法。

[0267] 化合物，药剂，药物，治疗或其他治疗方案或设计方案可作为组合组合物施用，或

分开施用，例如与核酸、载体、重组载体(例如rAAV)或重组病毒颗粒的递送或施用同时或连

续地或顺序地(之前或之后)施用。因此，本发明提供了组合，其中本发明的方法或用途与本

文所述或本领域技术人员已知的任何化合物，药剂，药物，治疗方案，治疗设计方案，方法，

补救或组合物联合使用。所述化合物，药剂，药物，治疗方案，治疗设计方案，方法，补救或组

合物可以在本发明的核酸、载体、重组载体(例如rAAV)或重组病毒颗粒施用至患者之前、基

本上同时或之后施用或进行。

[0268] 本发明可用于包括人和兽医医学应用的动物。因此，合适的受试者包括哺乳动物，

例如人类，以及非人类哺乳动物。术语“受试者”是指动物，通常是哺乳动物，例如人，非人灵

长类动物(猿，长臂猿，大猩猩(gorilla)，黑猩猩(chimpanzee)，猩猩(orangutan)，猕猴)，

家畜(狗和猫)，农场动物(家禽，例如鸡和鸭，马，牛，山羊，绵羊，猪)和实验动物(小鼠，大

鼠，兔子，豚鼠)。人类受试者包括胎儿，新生儿，婴儿，少年和成人受试者。受试者包括动物

疾病模型，例如小鼠和血液凝固疾病(例如HemA和本领域技术人员已知的其他疾病)的其他

动物模型。

[0269] 适用于根据本发明的治疗的受试者包括具有或处于产生不足量的或具有不足的

功能基因产物(例如FVIII蛋白)的风险，或产生可能导致疾病的异常的、部分功能或非功能

的基因产物(例如FVIII蛋白)的那些受试者。适用于根据本发明的治疗的受试者还包括那

些具有或处于产生导致疾病的异常或缺陷(突变)基因产物(蛋白)的风险的受试者，使得降

低该异常或缺陷(突变)基因产物(蛋白)的数量、表达或功能将导致疾病的治疗，或减轻一

种或多种症状或改善疾病。因此，目标受试者包括凝血因子产生异常、不足或缺乏的受试

者，例如血友病患者(例如，血友病A)。

[0270] 可以测试受试者的免疫应答，例如抗AAV的抗体。因此，根据本发明的方法治疗之

前，可以筛选候选血友病受试者。在治疗后还可以测试受试者的抗AAV抗体，并任选在治疗

后监测一段时间。产生抗体的受试者可以用免疫抑制剂治疗，或者可以施用一种或多种额

外量的AAV载体。

[0271] 适用于根据本发明的治疗的受试者还包括具有或处于产生抗AAV抗体的风险的那
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些受试者。可以使用若干种技术将rAAV载体施用或递送给此类受试者。例如，空衣壳AAV

(即，缺乏FVIII核酸的AAV)可以被递送以与受试者中的AAV抗体结合，从而允许带有编码

FVIII和FVIII-BDD的核酸或核酸变体的AAV载体转化该受试者的细胞。

[0272] 空衣壳与rAAV载体的比例可以在约2：1至约50：1之间，或在约2：1至约25：1之间，

或在约2：1至约20：1之间，或约在2：1至约15：1之间，或在约2：1至约10：1之间。比例也可以

是大约2：1，3：1，4：1，5：1，6：1，7：1，8：1，9：1或10：1。

[0273] 可以基于在特定受试者中产生的AAV抗体的量(滴度)来校准要施用的空衣壳AAV

的量。空衣壳可以是任何AAV血清型，例如AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、

AAV9、AAV10、AAV11、AAV12、Rh10、Rh74或AAV-2i8。

[0274] 作为替代或补充，可以通过直接肌内注射(例如，一条或多条肌肉的慢肌纤维)递

送AAV载体。在另一替代方案中，引入股动脉的导管可用于将AAV载体经由肝动脉递送至肝

脏。还可以采用非手术方式，例如内窥镜逆行胰胆管造影术(ERCP)，将AAV载体直接递送至

肝脏，从而绕过血液和AAV抗体。其他导管系统，例如下颌下腺的导管，也可用作将AAV载体

递送至已发展或具有预先存在的抗AAV抗体的受试者的门(portal)。

[0275] 可以在由疾病引起或与疾病相关的不良症状，病状，并发症等发生之前进行给药

或体内递送至受试者。例如，可以使用筛选(例如遗传)来将这样的受试者识别为本发明组

合物、方法和用途的候选者。因此，这样的受试者包括针对功能基因产物(例如，FVIII蛋白)

数量不足或缺乏呈阳性而筛选的那些受试者，或产生异常、部分功能或非功能基因产物(例

如，FVIII蛋白)的受试者。

[0276] 可以在受试者已被鉴定为患有治疗目标疾病，或具有该疾病的一种或多种症状，

或即使该受试者不具有一种或多种疾病症状但如本文所述已经被筛选并鉴定为阳性之后

1-2、2-4、4-12、12-24或24-72小时内实施根据本文公开的本发明的所述方法和用途的向受

试者的施用或体内递送。当然，可以在受试者已被鉴定为患有治疗目标疾病、或具有该疾病

的一种或多种症状、或如本文所述已经被筛选并鉴定为阳性之后1-7、7-14、14-21、21-48或

更多天，数月或数年实施本发明的方法和用途。

[0277] 如本文所用，“单元型制剂”(unit  dosage  form)是指适于作为用于待治疗受试者

的单位剂量的物理上独立(discrete)的单元；每个单元含有任选地与药物载体(赋形剂，稀

释剂，溶媒或填充剂)相关的预定数量，其在以一或多个剂量施用时，被计算为产生预期的

效果(例如预防或治疗效果)。单元型制剂可以在例如安瓿(ampule)和小瓶内，其可以包括

液体组合物，或处于冷冻干燥或冻干状态的组合物；无菌液体载体，例如，可以在体内给药

或递送之前添加。个体单元型制剂可包含在多剂量试剂盒(kit)或容器中。重组载体(例如，

rAAV)序列，重组病毒颗粒及其药物组合物可以包装为单一单元型制剂或多单元型制剂，以

易于施用和给药剂量一致。

[0278] 可以测试受试者的FVIII和FVIII-BDD数量或FVIII和FVIII-BDD活性，以确定此类

受试者是否适合根据本发明的方法进行治疗。可以在根据本发明的方法进行治疗之前测试

候选血友病受试者的FVIII和FVIII-BDD数量或活性。在根据本发明的方法进行治疗之后还

可以测试受试者的FVIII和FVIII-BDD的数量或FVIII和FVIII-BDD活性。在治疗之后，可以

定期(例如每1-4周或每1-6个月)监测所述治疗的受试者的FVIII和FVIII-BDD的数量或

FVIII和FVIII-BDD的活性。
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[0279] 可以测试受试者的一种或多种肝酶的不良反应或确定这些受试者是否适合根据

本发明的方法进行治疗。因此，在根据本发明的方法进行治疗之前，可以对候选血友病受试

者筛选一种或多种肝酶的量。根据本发明的方法进行治疗之后还可以测试受试者的一种或

多种肝酶的量。可以在治疗之后，定期(例如每1-4周或每1-6个月)监测此类治疗的受试者

的肝酶升高。

[0280] 示例性的肝酶包括丙氨酸氨基转移酶(ALT)，天冬氨酸氨基转移酶(AST)和乳酸脱

氢酶(LDH)，但是也可以监测指示肝损害的其他酶。这些酶在循环中的正常水平通常被定义

为具有较高水平的范围，高于该水平则认为该酶水平升高，因此表明肝损害。正常范围部分

取决于进行检测的临床实验室使用的标准。

[0281] 可以监测受试者的出血发作，以确定此类受试者是否适合治疗或对治疗有反应，

和/或反应的量或持续时间。可以监测受试者的出血发作以确定这些受试者是否需要额外

的治疗，例如随后的AAV载体施用或免疫抑制剂的施用，或更频繁的监测。因此，可以在根据

本发明的方法进行治疗之前和之后监测血友病受试者的出血发作。还可以在根据本发明的

方法进行治疗期间或之后测试受试者的出血发作的频率和严重性。

[0282] 本发明提供其中具有包装材料和一种或多种组分的试剂盒。试剂盒通常包括标签

或包装插页，该标签或包装插页包括组分的描述或其中的组分在体外、体内或离体使用的

说明。试剂盒可包含此类组分(例如核酸，重组载体，病毒(例如，AAV)载体或病毒颗粒)以及

任选的第二活性物质(例如另一种化合物，试剂，药物或组合物)的集合。

[0283] 试剂盒是指容纳试剂盒的一个或多个组分的物理结构。包装材料可以无菌地保持

组分，并且可以由通常用于这种目的的材料(例如，纸，波纹纤维，玻璃，塑料，箔，安瓿，小

瓶，管等)制成。

[0284] 标签或插页可包括其中一种或多种组分的识别信息，剂量，有效成分的临床药理，

包括作用机理，药代动力学和药效学。标签或插页可以包含标识制造商，批号，制造地点和

日期，有效期的信息。标签或插页可包含标识制造商信息，批号，制造商地址和日期的信息。

标签或插页可包含有关可能使用试剂盒组分的疾病的信息。标签或插页可包括针对临床医

生或受试者在方法、用途或治疗设计方案或治疗方案中使用一种或多种试剂盒组分的说

明。所述说明可以包括剂量，频率或持续时间，以及用于实施本文所述的任何方法，用途，治

疗设计方案或预防或治疗方案的说明书。

[0285] 标签或插页可包括关于组分可提供的任何益处(例如预防或治疗益处)的信息。标

签或插页可以包括有关潜在的不良副作用，并发症或反应的信息，例如关于不适用于特定

组合物的情况而对受试者或临床医生的警告信息。当受试者已经、将要或正在服用一种或

多种可能与所述组合物不相容的其他药物时，或者当受试者已经、将要或正在接受另一种

可能与所述组合物不相容的治疗设计方案或治疗方案时，也可能发生不良的副作用或并发

症，因此，所述说明中可包含有关此类不相容的信息。

[0286] 标签或插页包括“印刷品”，例如纸或纸板，或单独或附着于组分、试剂盒或包装材

料(例如盒子)，或附于包含试剂盒组分的安瓿、试管或小瓶。标签或插页可以额外包括计算

机可读介质，例如条形码打印的标签，磁盘，光盘(例如CD-或DVD-ROM/RAM，DVD，MP3，磁带)

或电子存储介质，例如RAM和ROM或它们的混合体，例如磁/光存储介质，FLASH介质或存储类

型卡。
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[0287] 除非另有定义，否则本文中使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属领域的

普通技术人员通常所理解的相同含义。尽管与本文描述的那些类似或等同的方法和材料可

以用于本发明的实施或测试中，但是本文描述了合适的方法和材料。

[0288] 本文引用的所有专利，专利申请，出版物和其他参考文献，GenBank引用和ATCC引

用均通过引用整体并入本文。如有冲突，以规范(包括定义)为准。

[0289] 上文以及整个说明书和权利要求书中使用了与本发明的生物分子有关的各种术

语。

[0290] 本文公开的所有特征可以以任何组合进行组合。说明书中公开的每个特征可以由

具有相同、等同或相似目的的替代特征代替。因此，除非另有明确说明，否则公开的特征(例

如，编码FVIII的CpG减少的核酸变体，载体，质粒，表达/重组载体(例如，rAAV)序列或重组

病毒颗粒)是等同或相似特征的一个类别的实例。

[0291] 如本文使用的，单数形式的“一”，“和”和“该”包括复数对象，除非上下文另外明确

指出。因此，例如，提及“一个核酸”包括多个这样的核酸，提及“一个载体”包括多个这样的

载体，并且提及“一种病毒”或“颗粒”包括多种这样的病毒/颗粒。

[0292] 如本文所使用的，除非上下文另外明确指出，否则所有数值或数值范围均包括该

范围内的整数以及该范围内该数值或整数的分数。因此，举例来说，提及80％或更高的同一

性，包括81％，82％，83％，84％，85％，86％，87％，88％，89％，90％，91％，92％，93％，94％

等，以及81 .1％，81 .2％，81 .3％，81 .4％，81 .5％等，82 .1％，82 .2％，82 .3％，82 .4％，

82.5％等，依此类推。

[0293] 提及大于(大于)或小于整数时分别包括大于或小于该参考数字的任何数字。因

此，例如，提及小于100时包括99、98、97等，一直到数字1(1)；并且提及小于10时包括9、8、7

等，一直到数字1(1)。

[0294] 如本文所使用的，除非上下文另外明确指出，否则所有数值或范围均包括在该范

围内的数值和整数的分数以及在该范围内的整数的分数。因此，举例来说，提及的数值范围

(例如1-10)包括1、2、3、4、5、6、7、8、9、10以及1.1、1.2、1.3、1.4、1.5等等，依此类推。因此，

提及1-50的范围时包括1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20等，最多

不超过50，以及1.1、1.2、1.3、1.4、1.5等，2.1、2.2、2.3、2.4、2.5等，依此类推。

[0295] 提及一系列范围时包括组合该系列内不同范围的边界的值的范围。因此，对一系

列范围的提及示例是，例如1-10、10-20、20-30、30-40、40-50、50-60、60-75、75-100、100-

150、150-200、200-250、250-300、300-400、400-500、500-750、750-850，包括1-20、1-30、1-

40、1-50、1-60、10-30、10-40、10-50、10-60、10-70、10-80、20-40、20-50、20-60、20-70、20-

80、20-90、50-75、50-100、50-150、50-200、50-250、100-200、100-250、100-300、100-350、

100-400、100-500、150-250、150-300、150-350、150-400、150-450、150-500等。

[0296] 本文一般使用肯定性语言来公开本发明，以描述众多实施例和方面。本发明还具

体包括其中全部或部分地排除特定主题的实施方案，特定主题为例如物质或材料，方法步

骤和条件，设计方案或程序。例如，在本发明的某些实施方案或方面中，排除了材料和/或方

法步骤。因此，即使本发明在本文中通常并未就本发明不包括的内容进行表述，但是本文中

公开了未在本发明中明确排除的方面。

[0297] 已经描述了本发明的多个实施方案。然而，在不脱离本发明的精神和范围的情况
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下，本领域技术人员可以对本发明进行各种改变和修饰以使其适应各种用途和条件。因此，

以下实施例旨在说明而非以任何方式限制本发明的范围。

[0298] 实施例1

[0299] CpG减少的因子VIII  DNA序列和某些载体构建体，质粒构建体和AAV载体产生细胞

系。

[0300] 产生了18种不同的编码FVIII的CpG减少的核酸变体(SEQ  ID  NO:1-18)，并在表达

测定中进行了评估。用突变运甲状腺素蛋白(TTRmut)启动子(SEQ  ID  NO:22)产生CpG减少

的人FVIII  cDNA构建体。

[0301] AAV-SPK-8011表达盒具有CpG减少的FVIII-X07核酸序列和用于包装的LK03衣壳。

LK03衣壳与AAV3(一种非致病性，天然复制缺陷的单链DNA病毒)具有实质同源性。

[0302] 包装质粒pLK03是7,484bp的质粒构建体，其携带受到AAV2p5启动子、细菌复制起

点和赋予细菌细胞对卡那霉素抗性的基因的控制的AAV2Rep和AAV-LK03Cap基因。在该构建

体中，p5rep启动子已移至cap基因的3'末端，以减少形成野生型或假野生型AAV物种的可能

性，并提高载体的产量。

[0303] 用于基因转移的克隆的DNA是基因表达盒，其包装到AAV-LK03衣壳中作为单链基

因组，在肝特异性启动子的控制下编码人凝血因子VIII(hFVIII)。该表达质粒称为pAAV-

TTRmut-hFVIII-X07。通过在TTR启动子中引入4点突变来对其进行修饰，并优化编码区以增

加人FVIII的表达。AAV表达盒包含以下元素：

·AAV2ITR

·运甲状腺素蛋白(TTR)启动子：一种具有肝脏特异性的运甲状腺素蛋白(TTR)启动

子，具有4点突变，与野生型启动子相比，可增加基因表达(Costa等人，1991)

·合成内含子：源自人类延伸因子EF-1α基因

·FVIII编码序列：B结构域缺失，密码子优化的人FVIII编码序列。

·兔β球蛋白多聚腺苷酸信号序列(Levitt等人，1989)。

·AAV2ITR

[0304] 三种DNA质粒构建体用于通过无辅助病毒的过程转染人胚胎肾293细胞以产生

SPK-8011载体(Matsushita等人，1998)：

·将基因盒(hFVIII编码序列和相关调节元件)克隆到质粒中，得到载体质粒pAAV-

TTRmut-hFVIII-X07。

·将缺少病毒ITR的AAV病毒基因组(rep和cap)克隆到质粒中，得到AAV包装质粒

pLK03，提供用于AAV2包装的反式的所需的AAV2  rep和AAV-LK03cap基因。将rep基因的病毒

启动子(p5)重新定位在质粒中，以防止通过非同源重组形成具有复制能力的AAV。

·将来自腺病毒2的三个基因克隆到第三质粒(pCCVC-AD2HP)中，提供了产生载体所需

的辅助病毒基因。质粒pCCVC-AD2HPv2是一个11,832bp的质粒构建体，带有3个腺病毒基因

E2A，E4和VA  RNA，以提供AAV载体复制和衣壳化所需的“辅助”功能。质粒pCCVC-AD2HPv2是

pCCVC-AD2HP的衍生物，其中包含AmpR基因和部分pUC  ori序列的DrdI–DrdI  1882bp限制性

片段已被去除，并替换为包含整个KanR基因和pUC  ori序列的一部分的来自质粒pAAV2-

hRPE65v2的DrdI-DrdI片段。

[0305] 用于生产AAV载体的细胞底物是原代人胚胎肾细胞(HEK)293的衍生物。HEK293细
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胞系是经剪切的5型人腺病毒(Ad5)DNA转化的永久细胞系(Graham等人，1977年)。工作细胞

库来自费城儿童医院(CHOP)细胞与分子治疗中心(CCMT)的特征性HEK293主细胞库。

[0306] 实施例2

[0307] 在非人灵长类动物(NHP)中评估AAV-SPK-8005和AAV-SPK-8011(LK03衣壳，FVIII-

X07(SEQ  ID  NO:7))载体。

[0308] 包装到腺相关病毒(AAV)载体中的FVIII转基因构建体被递送至非人灵长类动物

(NHP)。进行了试点研究(Pilot  study)和GLP研究。

[0309] 简而言之，在单次静脉内输注AAV-SPK-8005或AAV-SPK-8011(LK03衣壳)的雄性食

蟹猕猴中进行了剂量范围研究。在8周内评估hFVIII的表达。每个载体的动物组和剂量水平

(试点研究)如图1所示。

[0310] NHP在大约30分钟内使用校准的输液泵经由隐静脉接受静脉输液。针对抗AAV衣壳

的中和抗体预先筛选猕猴。最初确定所有治疗的动物在施用载体之前具有<1：3的滴度。这

样做是为了确保成功地进行肝转导，因为即使滴度很低也可以抑制全身递送后肝细胞摄取

的载体(Jiang等人，2006)。在基因转移之前，对于抗FVIII的中和抗体的存在所有动物也均

为阴性。

[0311] 通过不检测猕猴内源性FVIII的人特异性ELISA来测定hFVIII的血浆水平。除中间

剂量组中的一只猕猴外，研究中的所有动物均在载体递送后表达hFVIII。施用载体后人因

子VIII抗原水平在1-2周左右达到峰值。基因转移后第一周，用2×1012vg/kg  AAV-SPK-8005

转导的NHP表达的hFVIII抗原水平为13.2±3％(平均值±平均值的标准误差)。基因转移后

第一周，在下一个治疗队列(cohort)(5×1012vg/kg)中，三只动物中有两只的平均hFVIII水

平为为27±0.2％。在任何时间点，该队列的第三只猕猴均未检测到人类FVIII。重新测试基

线血浆样品后，确定该动物实际上对抗AAV抗体呈阳性，最初确定的<1：3滴度不正确。最后，

在最高测试剂量为1×1013vg/kg时，AAV输注后观察到hFVIII抗原水平峰值为54 .1±

15.6％。

[0312] 在第4周左右，约三分之一的动物中人FVIII表达下降，同时在这3只猕猴中出现了

针对hFVIII的抑制剂抗体(在图2中用ε符号标记)。先前已经在非人灵长类动物中报道了针

对hFVIII的物种特异性抗体的开发，这很可能是由于人类转基因产物与内源性食蟹猕猴

FVIII之间的几个氨基酸残基的差异所导致(McIntosh ,J .等人,Blood  121:3335-44

(2013))。

[0313] 为了评估由于人FVIII的持续表达引起的潜在血栓形成，在这项研究中测定了D-

二聚体抗原水平。应当指出，关于食蟹猕猴的D-二聚体抗原水平的临床相关性或甚至其正

常值的报道很少；作为参考，人类D-二聚体的正常范围低于500ng/ml。由于动物表达内源性

食蟹猕猴FVIII，由于肝基因转移而产生hFVIII将导致FVIII活性超生理水平。

[0314] 在AAV输注后两周，剂量为5×1012vg/kg但不表达人FVIII的动物的峰值为863ng/

ml。与基线值相比，其余动物没有显示D-二聚体抗原水平的任何显著增加。综上所述，这些

结果表明，以该研究目标水平表达的人FVIII与血栓形成的风险增加无关。

[0315] 载体施用后四周，没有明显的与载体相关的变化。肝功能测试显示正常值，伴随有

似乎与载体剂量无关的轻微波动，因为在大多数情况下它们出现在给药前(图3)。

[0316] 直到第5周的D-二聚体水平显示在图4中。当循环人FVIII达到约100％的峰值时，
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高剂量队列中的一只动物在施用载体后一周，其D-二聚体水平有轻微的短暂升高(577ng/

ml)；在该单次升高测量后，D-二聚体水平迅速恢复正常。值得注意的是，D-二聚体水平与

hFVIII抗原水平之间没有相关性(图4，下图)。

[0317] 在试点研究中，对于AAV-SPK-8011(LK03衣壳)载体，使用增加剂量的AAV-SPK-

8011(LK03衣壳)(2×1012，6×1012和2×1013(vg/kg)治疗了三个食蟹猕猴队列(n＝3)；图

1)。在GLP研究中，使用了3×1012、6×1012和2×1013vg/kg的剂量(AAV-SPK-8011(LK03衣

壳))的载体。

[0318] 在每个研究中总共使用了11个NHP。试点研究的观察期为10周，没有免疫抑制。随

后是12周的免疫抑制阶段，将其合并入以根除在研究的最初10周内产生的抗hFVIII抗体。

随后，再跟踪动物20周。

[0319] 监测动物的临床观察，体重，临床病理(临床化学，血液学，凝血，尿液分析)。此外，

在整个研究过程中评估了hFVIII抗原水平，FVIII抑制性抗体和D-二聚体水平。

[0320] hFVIII抗原试点研究数据如图6所示。平均hFVIII抗原水平在2-3周左右达到峰

值，使用150ng/ml作为100％正常hFVIII抗原水平，分别在低剂量队列中观察到22.3±

6.2％hFVIII，在中等剂量队列和高剂量队列中观察到61.6±15.7％和153±58.1％(图6A-

6D)。

[0321] 在GLP毒理学研究中，通过外周静脉输注SPK-8011进行的肝基因转移也导致了

hFVIII在所有动物中表达。在3×1012vg/kg的低剂量下，hFVIII抗原水平介于正常水平的5-

40％之间，AAV给药后第2周左右的平均峰值水平为20.3±11％(平均±SEM)。在6×1012vg/

kg队列中，平均hFVIII抗原水平为正常值的40.7±4％。

[0322] 因此，与小鼠肝脏不同，LK03AAV衣壳血清型在体内有效转导NHP肝细胞。尽管在基

因转移后不久就观察到了治疗性hFVIII的水平，但大多数动物的水平在第4周左右开始下

降。

[0323] 在施用AAV-SPK-8011(LK03衣壳)后，测定食蟹猕猴血浆中对hFVIII的体液应答。

在基线和指示的时间点通过ELISA评估动物的抗hFVIII  IgG抗体。

[0324] 在试点研究和GLP研究中，大多数经载体治疗的动物均产生了抗FVIII中和抗体，

这是基于临床前食蟹猕猴研究以及其他报告的预期结果(McIntosh ,J .等人,Blood  121:

3335-44(2013))。抗人FVIII蛋白的中和抗体通常会在AAV输注猕猴后三周开始出现，因此

无法检测到循环中的hFVIII抗原。结果，大约2-3周(即在出现针对hFVIII的抑制性抗体之

前)的hFVIII抗原峰值可用于估计人受试者中足够的起始载体剂量。SPK-8011在试点研究

和GLP  NHP研究中的剂量反应曲线如图7所示。

[0325] 将AAV-SPK-8011(LK03衣壳)达到的FVIII表达水平与已报道的用于递送FVIII的

基于AAV5衣壳和基于AAV8衣壳的AAV载体达到的FVIII表达水平进行比较。对比显示，用

AAV-SPK-8011(LK03衣壳)获得的FVIII水平高于已报道的通过具有AAV5衣壳和AAV8衣壳的

AAV载体递送的FVIII水平(图8)。

[0326] 实施例3

[0327] AAV-LK03衣壳在非人灵长类动物(NHP)中的生物分布。

[0328] 在非GLP研究中评估了AAV-LK03衣壳在非人灵长类动物中的生物分布。静脉内注

射编码人凝血因子IX的AAV-LK03衣壳化载体(AAV-LK03-hFIX)显示，两个主要靶组织是肝
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脏和脾脏(图9)。脾趋向性不是AAV-LK03的独特特征。例如，已被用于多项肝定向基因治疗

试验(例如NCT02396342，NCT02082860，NCT02576795)的AAV5衣壳，具有很强的安全记录，其

靶向脾脏的功效与靶向非人灵长类动物肝脏的功效相同或更高(Paneda等人，2013)。SPK-

8011表达盒使用被认为是肝特异性的小鼠运甲状腺素蛋白或TTR启动子(Costa，1991)。为

了进一步支持启动子的肝脏特异性，基于PCR的表达分析测定了在施用包装与SPK-8011相

同表达盒的不同AAV载体(即AAV-SPK-8005)后小鼠肝脏和脾脏中源自载体的FVIII表达。如

图10所示，人FVIII在脾脏中的表达与源自肝细胞的表达相比要低几个数量级。

[0329] 这是第一项使用AAV-LK03的临床研究，尽管已经使用其他AAV载体进行了研究，其

他AAV载体包括若干种针对血友病B的载体(NCT02396342，NCT01620801NCT00076557，

NCT02484092，NCT02618915，NCT00979238，NCT01687608)和一种针对血友病A的载体

(NCT02576795)。圣裘德儿童研究医院与伦敦大学学院合作进行的一项研究使用了AAV8载

体，该载体带有自身互补基因组，该基因组编码密码子优化的人因子IX  cDNA，scAAV2/8-

LP1-hFIXco。接受该载体的十名受试者在中位数3.2年内，其因子IX水平稳定在1-6％，所有

参与者都已终止或减少了预防性因子替代的使用(Nathwani等人，2014)。血友病A的临床研

究使用了编码人FVIII的AAV5衣壳化载体(NCT02576795)。2016年提供的初步数据表明，基

因转移后FVIII活性在多个受试者中升高了，范围在2-60％之间，随访时间长达16周

(BioMarin，2016年4月)。

[0330] 实施例4

[0331] 在体外环境中分析了AAV-LK03衣壳的转导效率。

[0332] 以范围是500至62,500个载体基因组/个细胞的四种不同的感染复数(MOI)，用表

达荧光素酶的AAV-LK03载体转导来自食蟹猕猴和人来源的原代肝细胞。转导后72小时，分

析萤光素酶表达。

[0333] AAV-LK03衣壳独特地展示了在培养中转导人肝细胞的显著更高的效率。在图11显

示的代表性实例中，与非人灵长类肝细胞相比，LK03在体外转导人肝细胞方面显示出高约5

倍的效率。重要的是，这些结果在多个MOI和重复研究中都是一致的。

[0334] 实施例5

[0335] 人临床试验剂量计算

[0336] 基于在非人灵长类动物(NHP)中观察到的hFVIII水平，确定了在人中的5×1011vg/

kg的建议起始剂量下预期的FVIII水平的估计。由于不同的载体批次可能具有略微不同的

肝转导功效，因此在施用5×1011vg/kg后，来自所述试点和GLP毒理学NHP研究的数据均用于

内插(interpolate)一系列FVIII浓度。对于该分析，使用线性回归模型(图12)，即未发现

AAV剂量与所得hFVIII表达水平之间的关系明显偏离线性(表2)。

表2
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[0337] 使用上述线性回归模型，估计以5×1011vg/kg的剂量注入SPK-8011时的平均FVIII

水平约为正常值的2.6％至3.0％。但是，当使用表2中的方程式反向计算(back  calculate)

2×1012vg/kg、3×1012vg/kg和6×1012vg的预期FVIII表达值时，此线性回归曲线似乎低估

了在低剂量和中等剂量动物中观察到的实际值(表3)。

表3

[0338] 随着AAV载体载量的增加，hFVIII表达可能在某些载体剂量下遵循线性剂量响应，

同时达到饱和。从先前的分析中删除了高剂量队列，重新计算了线性回归曲线，并重新评估

了在确定的SPK-8011剂量为5×1011vg/kg的情况下预测的hFVIII表达水平(表4和图13)。

表4
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[0339] 利用图13中所示的线性回归曲线，当以5×1011vg/kg的剂量注入SPK-8011时，平均

FVIII水平估计约为正常值的3.4％至5.2％。

[0340] 实施例6

[0341] 人临床试验设计

[0342] 资格

·符合研究条件的年龄：18岁以上(成人，老人)

·符合研究条件的性别：男性

·接受健康志愿者：否

[0343] 标准：纳入标准：

·18岁或以上的男性

·血友病A的病史证实其血友病A的确诊，血浆FVIII活性水平小于或等于正常水平的

2％

·已接受超过150天的FVIII浓缩物或冷沉淀物暴露(ED)
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·仅在接受按需治疗且FVIII基线水平为正常水平的1-2％时，在过去12个月中经历了

>10次出血事件

·对任何FVIII产品均无过敏反应史

·没有中央实验室评估的可测量的抗因子VIII抑制剂，也没有FVIII蛋白抑制剂的既

往史

·同意使用可靠的屏障避孕

[0344] 标准：排除标准：

·活动性乙型肝炎或丙型肝炎的证据

·目前正在针对乙肝或丙肝进行抗病毒治疗

·有明显的潜在肝病

·具有CD4计数≤200/mm3的HIV-1或HIV-2的血清学证据*(*HIV+且CD4计数>200/mm3

稳定且病毒载量无法检测的参与者有资格参加)

·具有可与AAV-Spark200衣壳反应的可检测抗体

·在过去52周内参加了基因转移试验，或在过去12周内参加了使用研究产品的临床试

验

[0345] 实施例7

[0346] 不同剂量AAV-SPK-8011(LK03衣壳)-hFVIII的FVIII预测水平

[0347] 临床研究NCT03003533(“针对血友病A的基因转移研究”)是被称为LK03(SEQ  ID 

NO:27)的AAV衣壳在人类中的首次使用。在非人灵长类动物中的研究表明，增加AAV-SPK-

8011(LK03衣壳)-hFVIII的剂量会导致剂量依赖性的循环人类FVIII的水平增加，至少在某

些剂量范围内，这种变化似乎并不明显偏离线性。第一队列的平均稳态FVIII水平(±平均

值的标准误)约为正常值的11.7±2.3％。给定此剂量队列中两名参与者中的n名，很难预测

随着更多的参与者纳入此研究中，所观察到的FVIII水平的相对较低的变异性是否将得以

维持。

[0348] 使用rAAV载体介导肝脏中凝血因子表达的最新经验，使用研究产品rAAV-FIX治疗

B型血友病(NCT02484092)，可能是评估较大受试者队列变异性的有用参考。输注rAAV-FIX

载体后12周达到稳态FIX表达，导致平均FIX活性(FIX：C)约为33％。重要的是，FIX：C的最高

水平约为79％(受试者9)，最低水平为约14％(受试者7)。值得注意的是，对受试者7中载体

效力的解释被针对rAAV-FIX载体衣壳的免疫应答的出现所混淆，这导致在短疗程的类固醇

启动之前FIX表达的部分丧失。然而，没有检测到细胞免疫应答的受试者6的稳态水平约为

18％。因此，研究NCT02484092中FIX：C的最高和最低水平之间的差异约为4倍。治疗血友病

的其他AAV临床试验显示显著更高的变异性。Pasi,等人.(2017)Thromb  Haemost.117(3):

508-518。表5显示了假定线性剂量反应的不同AAV-SPK-8011(LK03衣壳)-hFVIII剂量下的

预测平均FVIII水平。在血友病B研究中观察到的变异性被用作保守的方法来评估血友病A

试验中的变异性。

表5
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*在5×1011vg/kg队列中观察到的实际平均值。

[0349] 实施例8

[0350] 人临床试验结果

[0351] 在12名患有严重(N＝11)或中度严重(N＝1)血友病A的男性中进行了剂量递增研

究。受试者的年龄范围为18-52。在基因治疗之前，对12名受试者中的8名进行了预防性治

疗，对12名受试者中的4名进行了情节性治疗(episodic  treatment)。将受试者纳入三个给

药队列之一，并以5×1011vg/kg(N＝2，受试者1和2)，1×1012vg/kg(N＝3，受试者3、4和6)或

2×1012vg/kg(N＝7，受试者5和7-12)的剂量注入SPK-8011(AAV-hFVIII，LK03衣壳)。

[0352] 图14-28显示了施用三种不同剂量的AAV-SPK-8011(LK03衣壳)-hFVIII的12名人

类受试者的剂量反应研究数据。在受试者中确定的FVIII活性值相对于正常血浆中的100％

FVIII。通常，从大量(例如50或100)正常志愿者那里收集血浆，并将这种“正常合并血浆”中

的FVIII活性定义为100％。将该血浆的稀释液用于绘制FVIII活性对比用于测定FIX水平的

任何测定法的标准曲线。然后，使用相同的测定法，将该标准曲线用于定义患者样品中

FVIII的含量或百分比(％)。

[0353] 所有载体剂量均导致足以防止出血并停止预防的FVIII水平表达。在12名受试者

中，使用3种剂量后，年出血率(ABR)降低了97％，年输注率降低了97％。数据表明总体动力

学显示出逐渐上升至FVIII的持续稳定期。

[0354] 在第一个剂量队列中，在66周和51周时，FVIII水平分别为14％和15％，没有出血

事件，转氨酶水平没有升高，也没有使用类固醇。在观察期间，FVIII表达保持稳定。来自该

低剂量队列的数据表明，即使适度FVIII水平在15％的范围内，也可能足以在长达66周的随

访期内预防出血。

[0355] 在第二剂量队列中，输注后33、46和31周的FVIII水平分别为9％，26％和17％。此

剂量队列中的第一位受试者(受试者3)在第159天输注了单剂量因子浓缩液用于自发性关

节出血，此剂量队列中的第二位受试者(受试者4)在第195天开始接受了多次输注用于创伤

性出血。受试者均接受了逐渐减量的类固醇疗程，该疗程是在载体输注后第12周和第7周开

始的，这是由FVIII水平下降引起的，从而导致FVIII水平稳定。该剂量队列中的第三位受试

者(受试者6)没有出血，也没有接受因子输注，也没有施用给定的类固醇激素。

[0356] 在第三个剂量队列中(N＝7)，目前七名受试者中有五名的FVIII水平≥12％，范围

为16-49％；对于这些受试者，载体输注后12周开始的平均FVIII水平为30％，中位数为

22％。在载体输注后4周开始，这些受试者中没有出血的报道。

[0357] 在2×1012vg/kg  AAV-LK03(FVIII)载体剂量下，7名中有5名分别在接受载体输注
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后6至11周范围内的时间点开始接受了一个疗程的类固醇治疗，用于以下的一种或多种：

FVIII水平下降，ALT升高至受试者基线以上，或IFN-γELISPOTs升高至AAV衣壳。在所有情

况下，类固醇的启动与ALT降低至正常范围以及ELISPOT信号消失有关。七名中有2名受试者

在稳定FVIII水平方面显示有限的成功，可能由于免疫应答而下降至<5％。对于其中一名，

在12周的随访中没有出血的报道；经过37周的观察，其他人有4处出血。

[0358] 总体而言，观察到良好的安全性，只有两名受试者的ALT升高超过正常上限。自载

体输注以来，迄今有91％(91％)的受试者的ABR为≤1。所有受试者在载体输注后均经历

FVIII水平升高，但是在防止两名受试者中FVIII水平下降方面取得的成功有限，这表明可

能需要添加预防性类固醇。

[0359] 根据在非NHP中观察到的hFVIII水平，并考虑到不同载体批次的效力可能略有不

同，估计以5×1011vg/kg剂量注入SPK-8011的人的平均FVIII水平可能约为3.4％-5.8％，假

设线性外推法。第一个受试者中的FVIII活性稳定在正常水平的约9.15±0.53％，第二个受

试者中则为13.50±0.50％。因此，低剂量队列的平均FVIII活性约为11.3％，比非人灵长类

动物的研究预期高出2-4倍。

[0360] 根据使用系统发育上接近的物种(例如猕猴)的临床前研究和人类受试者的实际

结果，在预测的FVIII水平之间在低剂量队列中的实质性2-4倍差异(取决于所使用的线性

回归曲线)强调了当前动物模型在确定用于人类的AAV载体剂量方面的局限性。数据表明，

人类中的FVIII活性远高于根据AAV-SPK-8011(LK03衣壳)-hFVIII给药的NHP中的FVIII活

性预测的数据。

[0361] 虽然尚不存在确定人类中AAV剂量的通用临床前模型，但先前使用AAV2，AAV8和

AAV-Spk载体介导肝脏衍生的凝血因子IX表达的非人灵长类动物的经验表明，猕猴是一种

很好的但不是人类AAV载体疗效的完美预测指标。最近，嵌合的“人源化”小鼠的肝脏被人类

肝细胞部分重新填充，已成为确定不同病毒衣壳的肝转导效率的重要工具。已有两项独立

的研究报道，利用这种小鼠模型可测量人肝细胞的转导。据报道，LK03和AAV8之间的人类肝

细胞转导百分比差异约为10倍(LK03和AAV8载体输注分别观察到43.3±11％和3.6±1.1％

(Lisowski  L,等人.Nature  506:382-6(2014))。

[0362] 总之，在12名重度或中重度血友病A患者中输注SPK-8011可在基因转移后长达66

周的时间内导致安全，持久，剂量依赖性的FVIII活性，与ABR降低97％和重组FVIII的使用

降低97％有关。

[0363] 实施例9

[0364] TTR启动子

[0365] 运甲状腺素蛋白(TTR)启动子的表征最初在Costa和Grayson  1991，Nucleic 

Acids  Research  19(15)：4139-4145中描述。TTR启动子序列是从TATTTGTGTAG到

TATTGACTTAG的修饰的序列。

[0366] 具有4个核苷酸突变的TTR启动子(TTRmut)，SEQ  ID  NO:22GTCTGTCTGCACATTTCGT

AGAGCGAGTGTTCCGATACTCTAATCTCCCTAGGCAAGGTTCATATTGACTTAGGTTACTTATTCTCCTTTTGTTGA

CTAAGTCAATAATCAGAATCAGCAGGTTTGGAGTCAGCTTGGCAGGGATCAGCAGCCTGGGTTGGAAGGAGGGGGTA

TAAAAGCCCCTTCACCAGGAGAAGCCGTCACACAGATCCACAAGCTCCT

[0367] 实施例10
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[0368] CpG减少的编码FVIII的转基因构建体和示例性AAV衣壳。

[0369] 编码FVIII的CpG减少的核酸变体X01(SEQ  ID  NO:1)
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[0370] 编码FVIII的CpG减少的核酸变体X02(SEQ  ID  NO:2)
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[0371] 编码FVIII的CpG减少的核酸变体X03(SEQ  ID  NO:3)
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[0372] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X04(SEQ  ID  NO:4)
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[0373] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X05(SEQ  ID  NO:5)
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[0374] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X06(SEQ  ID  NO:6)
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[0375] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X07(SEQ  ID  NO:7)
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[0376] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X08(SEQ  ID  NO:8)
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[0377] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X09(SEQ  ID  NO:9)
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[0378] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X10(SEQ  ID  NO:10)
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[0379] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X11(SEQ  ID  NO:11)
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[0380] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X12(SEQ  ID  NO:12)
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[0381] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X13(SEQ  ID  NO:13)
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[0382] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X14(SEQ  ID  NO:14)
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[0383] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X15(SEQ  ID  NO:15)
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[0384] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X16(SEQ  ID  NO:16)
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[0385] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X17(SEQ  ID  NO:17)
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[0386] 编码FVIII的CpG减少的核酸变异体X18(SEQ  ID  NO:18)
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[0387] 野生型因子VIII-BDDcDNA(SEQ  ID  NO:19)
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[0388] V3因子VIII  cDNA(SEQ  ID  NO:20)

ATGCAGATTGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCCTGTGCCTGCTGAGGTTCTGCTTCTCTGCCACCAGGAGATACT

ACCTGGGGGCTGTGGAGCTGAGCTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGGGAGCTGCCTGTGGATGCCAGGTTCCCC

CCCAGAGTGCCCAAGAGCTTCCCCTTCAACACCTCTGTGGTGTACAAGAAGACCCTGTTTGTGGAGTTCACTGACCA

CCTGTTCAACATTGCCAAGCCCAGGCCCCCCTGGATGGGCCTGCTGGGCCCCACCATCCAGGCTGAGGTGTATGACA

CTGTGGTGATCACCCTGAAGAACATGGCCAGCCACCCTGTGAGCCTGCATGCTGTGGGGGTGAGCTACTGGAAGGCC

TCTGAGGGGGCTGAGTATGATGACCAGACCAGCCAGAGGGAGAAGGAGGATGACAAGGTGTTCCCTGGGGGCAGCCA
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CACCTATGTGTGGCAGGTGCTGAAGGAGAATGGCCCCATGGCCTCTGACCCCCTGTGCCTGACCTACAGCTACCTGA

GCCATGTGGACCTGGTGAAGGACCTGAACTCTGGCCTGATTGGGGCCCTGCTGGTGTGCAGGGAGGGCAGCCTGGCC

AAGGAGAAGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATCCTGCTGTTTGCTGTGTTTGATGAGGGCAAGAGCTGGCACTCTGA

AACCAAGAACAGCCTGATGCAGGACAGGGATGCTGCCTCTGCCAGGGCCTGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCT

ATGTGAACAGGAGCCTGCCTGGCCTGATTGGCTGCCACAGGAAGTCTGTGTACTGGCATGTGATTGGCATGGGCACC

ACCCCTGAGGTGCACAGCATCTTCCTGGAGGGCCACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGGCAGGCCAGCCTGGAGAT

CAGCCCCATCACCTTCCTGACTGCCCAGACCCTGCTGATGGACCTGGGCCAGTTCCTGCTGTTCTGCCACATCAGCA

GCCACCAGCATGATGGCATGGAGGCCTATGTGAAGGTGGACAGCTGCCCTGAGGAGCCCCAGCTGAGGATGAAGAAC

AATGAGGAGGCTGAGGACTATGATGATGACCTGACTGACTCTGAGATGGATGTGGTGAGGTTTGATGATGACAACAG

CCCCAGCTTCATCCAGATCAGGTCTGTGGCCAAGAAGCACCCCAAGACCTGGGTGCACTACATTGCTGCTGAGGAGG

AGGACTGGGACTATGCCCCCCTGGTGCTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTGAACAATGGCCCC

CAGAGGATTGGCAGGAAGTACAAGAAGGTCAGGTTCATGGCCTACACTGATGAAACCTTCAAGACCAGGGAGGCCAT

CCAGCATGAGTCTGGCATCCTGGGCCCCCTGCTGTATGGGGAGGTGGGGGACACCCTGCTGATCATCTTCAAGAACC

AGGCCAGCAGGCCCTACAACATCTACCCCCATGGCATCACTGATGTGAGGCCCCTGTACAGCAGGAGGCTGCCCAAG

GGGGTGAAGCACCTGAAGGACTTCCCCATCCTGCCTGGGGAGATCTTCAAGTACAAGTGGACTGTGACTGTGGAGGA

TGGCCCCACCAAGTCTGACCCCAGGTGCCTGACCAGATACTACAGCAGCTTTGTGAACATGGAGAGGGACCTGGCCT

CTGGCCTGATTGGCCCCCTGCTGATCTGCTACAAGGAGTCTGTGGACCAGAGGGGCAACCAGATCATGTCTGACAAG

AGGAATGTGATCCTGTTCTCTGTGTTTGATGAGAACAGGAGCTGGTACCTGACTGAGAACATCCAGAGGTTCCTGCC

CAACCCTGCTGGGGTGCAGCTGGAGGACCCTGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACAGCATCAATGGCTATGTGT

TTGACAGCCTGCAGCTGTCTGTGTGCCTGCATGAGGTGGCCTACTGGTACATCCTGAGCATTGGGGCCCAGACTGAC

TTCCTGTCTGTGTTCTTCTCTGGCTACACCTTCAAGCACAAGATGGTGTATGAGGACACCCTGACCCTGTTCCCCTT

CTCTGGGGAGACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCTGGCCTGTGGATTCTGGGCTGCCACAACTCTGACTTCAGGA

ACAGGGGCATGACTGCCCTGCTGAAAGTCTCCAGCTGTGACAAGAACACTGGGGACTACTATGAGGACAGCTATGAG

GACATCTCTGCCTACCTGCTGAGCAAGAACAATGCCATTGAGCCCAGGAGCTTCAGCCAGAACAGCAGGCACCCCAG

CACCAGGCAGAAGCAGTTCAATGCCACCACCATCCCTGAGAATGACATAGAGAAGACAGACCCATGGTTTGCCCACC

GGACCCCCATGCCCAAGATCCAGAATGTGAGCAGCTCTGACCTGCTGATGCTGCTGAGGCAGAGCCCCACCCCCCAT

GGCCTGAGCCTGTCTGACCTGCAGGAGGCCAAGTATGAAACCTTCTCTGATGACCCCAGCCCTGGGGCCATTGACAG

CAACAACAGCCTGTCTGAGATGACCCACTTCAGGCCCCAGCTGCACCACTCTGGGGACATGGTGTTCACCCCTGAGT

CTGGCCTGCAGCTGAGGCTGAATGAGAAGCTGGGCACCACTGCTGCCACTGAGCTGAAGAAGCTGGACTTCAAAGTC

TCCAGCACCAGCAACAACCTGATCAGCACCATCCCCTCTGACAACCTGGCTGCTGGCACTGACAACACCAGCAGCCT

GGGCCCCCCCAGCATGCCTGTGCACTATGACAGCCAGCTGGACACCACCCTGTTTGGCAAGAAGAGCAGCCCCCTGA

CTGAGTCTGGGGGCCCCCTGAGCCTGTCTGAGGAGAACAATGACAGCAAGCTGCTGGAGTCTGGCCTGATGAACAGC

CAGGAGAGCAGCTGGGGCAAGAATGTGAGCACCAGGAGCTTCCAGAAGAAGACCAGGCACTACTTCATTGCTGCTGT

GGAGAGGCTGTGGGACTATGGCATGAGCAGCAGCCCCCATGTGCTGAGGAACAGGGCCCAGTCTGGCTCTGTGCCCC

AGTTCAAGAAGGTGGTGTTCCAGGAGTTCACTGATGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAGCTGAATGAG

CACCTGGGCCTGCTGGGCCCCTACATCAGGGCTGAGGTGGAGGACAACATCATGGTGACCTTCAGGAACCAGGCCAG

CAGGCCCTACAGCTTCTACAGCAGCCTGATCAGCTATGAGGAGGACCAGAGGCAGGGGGCTGAGCCCAGGAAGAACT

TTGTGAAGCCCAATGAAACCAAGACCTACTTCTGGAAGGTGCAGCACCACATGGCCCCCACCAAGGATGAGTTTGAC

TGCAAGGCCTGGGCCTACTTCTCTGATGTGGACCTGGAGAAGGATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCCCTGCTGGT
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GTGCCACACCAACACCCTGAACCCTGCCCATGGCAGGCAGGTGACTGTGCAGGAGTTTGCCCTGTTCTTCACCATCT

TTGATGAAACCAAGAGCTGGTACTTCACTGAGAACATGGAGAGGAACTGCAGGGCCCCCTGCAACATCCAGATGGAG

GACCCCACCTTCAAGGAGAACTACAGGTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCTGGCCTGGTGAT

GGCCCAGGACCAGAGGATCAGGTGGTACCTGCTGAGCATGGGCAGCAATGAGAACATCCACAGCATCCACTTCTCTG

GCCATGTGTTCACTGTGAGGAAGAAGGAGGAGTACAAGATGGCCCTGTACAACCTGTACCCTGGGGTGTTTGAGACT

GTGGAGATGCTGCCCAGCAAGGCTGGCATCTGGAGGGTGGAGTGCCTGATTGGGGAGCACCTGCATGCTGGCATGAG

CACCCTGTTCCTGGTGTACAGCAACAAGTGCCAGACCCCCCTGGGCATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGA

TCACTGCCTCTGGCCAGTATGGCCAGTGGGCCCCCAAGCTGGCCAGGCTGCACTACTCTGGCAGCATCAATGCCTGG

AGCACCAAGGAGCCCTTCAGCTGGATCAAGGTGGACCTGCTGGCCCCCATGATCATCCATGGCATCAAGACCCAGGG

GGCCAGGCAGAAGTTCAGCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCATGTACAGCCTGGATGGCAAGAAGTGGCAGA

CCTACAGGGGCAACAGCACTGGCACCCTGATGGTGTTCTTTGGCAATGTGGACAGCTCTGGCATCAAGCACAACATC

TTCAACCCCCCCATCATTGCCAGATACATCAGGCTGCACCCCACCCACTACAGCATCAGGAGCACCCTGAGGATGGA

GCTGATGGGCTGTGACCTGAACAGCTGCAGCATGCCCCTGGGCATGGAGAGCAAGGCCATCTCTGATGCCCAGATCA

CTGCCAGCAGCTACTTCACCAACATGTTTGCCACCTGGAGCCCCAGCAAGGCCAGGCTGCACCTGCAGGGCAGGAGC

AATGCCTGGAGGCCCCAGGTCAACAACCCCAAGGAGTGGCTGCAGGTGGACTTCCAGAAGACCATGAAGGTGACTGG

GGTGACCACCCAGGGGGTGAAGAGCCTGCTGACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTCCTGATCAGCAGCAGCCAGGATG

GCCACCAGTGGACCCTGTTCTTCCAGAATGGCAAGGTGAAGGTGTTCCAGGGCAACCAGGACAGCTTCACCCCTGTG

GTGAACAGCCTGGACCCCCCCCTGCTGACCAGATACCTGAGGATTCACCCCCAGAGCTGGGTGCACCAGATTGCCCT

GAGGATGGAGGTGCTGGGCTGTGAGGCCCAGGACCTGTACTGA

[0389] CO3因子VIII  cDNA(SEQ  ID  NO:21)
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[0390] 包含突变TTR启动子(TTRmut)、合成内含子、CpG减少的因子VIII  cDNA、多聚腺苷

酸和ITR的全长表达盒(SEQ  ID  NO:23)
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[0391] 包含突变TTR启动子(TTRmut)、合成内含子、CpG减少的因子VIII  cDNA、多聚腺苷

酸和ITR的全长质粒(SEQ  ID  NO:24)
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[0392] X01-X18核酸序列编码的FVIII-BDD。SQ序列黑体/下划线(SEQ  ID  NO:25)
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[0393] 具有BDD的野生型FVIII(SEQ  ID  NO:26)

MQIELSTCFFLCLLRFCFSATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYKKTLFVEF

TDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPG

GSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLSHVDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSW

HSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQAS

LEISPITFLTAQTLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDD

DNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTR

EAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVT

VEDGPTKSDPRCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQR

FLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTL

FPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNSR

HPSTRQKQFNATTIPENDIEKTDPWFAHRTPMPKIQNVSSSDLLMLLRQSPTPHGLSLSDLQEAKYETFSDDPSPGA

IDSNNSLSEMTHFRPQLHHSGDMVFTPESGLQLRLNEKLGTTAATELKKLDFKVSSTSNNLISTIPSDNLAAGTDNT

SSLGPPSMPVHYDSQLDTTLFGKKSSPLTESGGPLSLSEENNDSKLLESGLMNSQESSWGKNVSSTESGRLFKGKRA

HGPALLTKDNALFKVSISLLKTNKTSNNSATNRKTHIDGPSLLIENSPSVWQNILESDTEFKKVTPLIHDRMLMDKN

ATALRLNHMSNKTTSSKNMEMVQQKKEGPIPPDAQNPDMSFFKMLFLPESARWIQRTHGKNSLNSGQGPSPKQLVSL

GPEKSVEGQNFLSEKNKVVVGKGEFTKDVGLKEMVFPSSRNLFLTNLDNLHENNTHNQEKKIQEEIEKKETLIQENV

VLPQIHTVTGTKNFMKNLFLLSTRQNVEGSYDGAYAPVLQDFRSLNDSTNRTKKHTAHFSKKGEEENLEGLGNQTKQ

IVEKYACTTRISPNTSQQNFVTQRSKRALKQFRLPLEETELEKRIIVDDTSTQWSKNMKHLTPSTLTQIDYNEKEKG

AITQSPLSDCLTRSHSIPQANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLTRVLFQDNSSHLPAASYRKKDSGVQESSHFLQGAKK

NNLSLAILTLEMTGDQREVGSLGTSATNSVTYKKVENTVLPKPDLPKTSGKVELLPKVHIYQKDLFPTETSNGSPGH

LDLVEGSLLQGTEGAIKWNEANRPGKVPFLRVATESSAKTPSKLLDPLAWDNHYGTQIPKEEWKSQEKSPEKTAFKK

KDTILSLNACESNHAIAAINEGQNKPEIEVTWAKQGRTERLCSQNPPVLKRHQREITRTTLQSDQEEIDYDDTISVE

MKKEDFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLY

RGELNEHLGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQHHMAP

TKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAP

CNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHVFTVRKKEEYKMALYNLY

PGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGQWAPKLARLHYS

GSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNVDSS

GIKHNIFNPPIIARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARL

HLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQ

DSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY

[0394] AAV-LK03  VP1衣壳(SEQ  ID  NO:27)

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALQPGAPKPKANQQHQDNARGLVLPGYKYLGPGNGLDKGEPVNAADAAAL
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EHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGKKRPVDQSP

QEPDSSSGVGKSGKQPARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPTSLGSNTMASGGGAPMADNNEGADGVGNSSGN

WHCDSQWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNW

GFRPKKLSFKLFNIQVKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLN

NGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRTQGTTSGTTNQ

SRLLFSQAGPQSMSLQARNWLPGPCYRQQRLSKTANDNNNSNFPWTAASKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFF

PMHGNLIFGKEGTTASNAELDNVMITDEEEIRTTNPVATEQYGTVANNLQSSNTAPTTRTVNDQGALPGMVWQDRDV

YLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQIMIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQK

ENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRPL

[0395] 在AAV-SPK-8005和AAV-SPK-hFIX中使用的AAV-SPK  VP1衣壳(SEQ  ID  NO:28)

说　明　书 75/77 页

85

CN 111163796 A

85



[0396] 使用的某些定义/缩写

BDD：全部或至少一部分B结构域(BD)缺失
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FVIII-BDD：具有B结构域缺失的FVIII

SQ：SFSQNPPVLKRHQR(SEQ  ID  NO:29)

FVIII/SQ：具有SQ的FVIII

FVIIIX01-X18：CpG减少的编码FVIII的核酸变体，分别如SEQ  ID  No：1-18所示。

TTRmut：具有4个突变的TTR启动子，从TAmGTGTAG到TATTGACTTAG

CO3：密码子优化的FVIII核酸变体，如SEQ  ID  NO:21所示

NHP：非人灵长类动物

ALT：丙氨酸转氨酶

D-二聚体：来自血块分解的蛋白质片段

SPK-8005：AAV衣壳(SEQ  ID  NO:28)+TTRmut-hFVIII-X07；也称为AAV-SPK-8005

SPK-8011：AAV  LK03衣壳(SEQ  ID  NO:27)+TTRmut-hFVIII-X07；也称为AAV-SPK-8011

[0397] 尽管上面已经描述并具体例示了本发明的某些实施方案，但并不意图将本发明限

于这些实施方案。在不脱离如所附权利要求书所述的本发明的范围和精神的情况下可以对

其进行各种修改。
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图2A-2C
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图3A-3C
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图4A-4C
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图5
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图6A-6D
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图7

图8
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图9
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图11
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图14

图15
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