
(19)国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 202311261068.0

(22)申请日 2018.11.15

(30)优先权数据

62/586624 2017.11.15 US

(62)分案原申请数据

201880086649.6 2018.11.15

(71)申请人 密歇根大学董事会

地址 美国密歇根州

(72)发明人 D.A.汤普森　R.R.阿利　

A.J.史密斯　

(74)专利代理机构 中国专利代理(香港)有限公

司 72001

专利代理师 罗文锋　彭昶

(51)Int.Cl.

A61K 48/00(2006.01)

A61K 38/44(2006.01)

A61P 27/02(2006.01)

C12N 15/864(2006.01)

C12N 15/53(2006.01)

 

 

(54)发明名称

包括RDH12编码区的病毒载体和治疗视网膜

营养不良的方法

(57)摘要

本发明涉及包括RDH12编码区的病毒载体和

治疗视网膜营养不良的方法。提供了用于通过施

用有效量的包括人RDH12的可表达编码区的腺相

关病毒AAV2、血清型5(AAV  2/5)或AAV‑5治疗如

莱伯氏先天性黑蒙等眼科病状的材料、方法和用

途。
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1.包括核酸的腺相关病毒载体在制备用于治疗患有由于对视黄醇脱氢酶12(RDH12)蛋

白进行编码的基因中的一个或多个功能缺失突变而引起的眼科病状的人类受试者的药物

中的用途，所述治疗包括向所述受试者的至少一只眼睛施用所述腺相关病毒载体，其中所

述核酸包括人RDH12  DNA，并且其中所述人RDH12  DNA对包含SEQ  ID  NO:2的蛋白质进行编

码，其中所述腺相关病毒载体是AAV2/5，其中所述眼科病状是早发性严重视网膜营养不良

(EOSRD)，以及其中所述RDH12  DNA在人视紫红质激酶1(hGRK1)启动子的表达控制下。

2.根据权利要求1所述的用途，其中所述hGRK1启动子包括SEQ  ID  NO:3。

3.根据权利要求1所述的用途，所述治疗包括以2×1010病毒基因组每毫升(vg/mL)的滴

度到2×1012vg/mL的滴度施用所述核酸。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的用途，其中所述核酸被施用到视网膜下空间中。

5.根据权利要求4所述的用途，其中微注射套管插入到所述视网膜下空间中。

6.根据权利要求1所述的用途，其中所述hGRK1启动子由SEQ  ID  NO:3组成。

7.一种腺相关病毒载体，其包含对人RDH12  DNA进行编码的核酸，其中所述人RDH12 

DNA对包含SEQ  ID  NO:2的蛋白质进行编码，其中所述RDH12  DNA在人视紫红质激酶1

(hGRK1)启动子的控制下，并且其中所述腺相关病毒载体是AAV2/5。

8.根据权利要求7所述的腺相关病毒载体，其中所述hGRK1启动子包括SEQ  ID  NO:3。

9.根据权利要求7‑8中任一项所述的腺相关病毒载体，其中所述hGRK1启动子由SEQ  ID 

NO:3组成。

10.根据权利要求7到9中任一项所述的腺相关病毒载体，其用于治疗患有由于对视黄

醇脱氢酶12(RDH12)蛋白进行编码的基因中的一个或多个功能缺失突变而引起的眼科病状

的人类受试者，其中所述眼科病状是早发性严重视网膜营养不良(EOSRD)。

11.一种分离的宿主细胞，其包括根据权利要求7到10中任一项所述的腺相关病毒载

体。

12.根据权利要求11所述的分离的宿主细胞，其中所述细胞表达人RDH12蛋白。
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包括RDH12编码区的病毒载体和治疗视网膜营养不良的方法

[0001] 本 申 请 为 分 案 申 请 ，原 申 请 的 申 请 日 为 2 0 1 8年 1 1 月 1 5 日 ，申 请 号 为

201880086649.6(PCT/US2018/061319)，发明名称为“包括RDH12编码区的病毒载体和治疗

视网膜营养不良的方法”。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求于2017年11月15日提交的临时美国专利申请第62/586,624号的优先

权，该申请通过引用并入本文。

[0004] 通过引用并入通过电子方式提交的材料

[0005] 作为本公开的独立部分，本申请包含计算机可读形式的序列表 (文件名称：

51914A_Seqlisting.txt，创建于2018年11月9日(5,230字节，ASCII文本文件))，其全部内

容通过引用并入本文。

技术领域

[0006] 本公开涉及医学治疗方法，例如用于治疗患有由于对视黄醇脱氢酶12蛋白

(RDH12)进行编码的基因中的至少一个功能缺失突变而引起的眼科病状(例如，莱伯氏先天

性黑蒙)的人类受试者的方法，所述方法包括向所述受试者施用有效量的核酸，所述核酸包

括腺相关病毒载体，所述腺相关病毒载体包括人RDH12互补DNA(cDNA)。

背景技术

[0007] 遗传性视网膜疾病(IRD)是儿童法定失明(legal  blindness)的主要原因。莱伯氏

先天性黑蒙(LCA)和早发性严重视网膜营养不良(EOSRD)导致从出生到几岁发生严重视力

障碍，两者加在一起占所有IRD的5％或更多(Koenekoop等人，2004)。LCA/EOSRD与常染色体

显性和常染色体隐性遗传模式相关，涉及视网膜色素上皮和视杆光感受器及视锥光感受器

作为主要靶(Weleber等人，2013)。大约10％的LCA/EOSRD是由对RDH12进行编码的基因的突

变引起的(Kumaran等人，2017)。鉴于RDH12在为感光细胞提供发色团的视觉循环中的作用

(Haeseleer等人，2002；Chen等，2012)，以及RDH12构成了一个重要的治疗靶点，RDH12是最

重要的LCA基因之一。

[0008] 尽管如遗传性视网膜疾病的眼科病状在人类和非人类哺乳动物中普遍存在，并且

对对视黄醇脱氢酶进行编码的基因以及这些基因中的一些突变的影响有所了解，但是对于

由RDH12中的一个或多个突变引起的LCA还没有已知的治疗方法。因此，在本领域中继续需

要用于治疗如LCA的视网膜营养不良的材料和方法，以及用于纠正可能导致这种营养不良

的遗传异常的材料和方法。

发明内容

[0009] 本发明提供了一种腺相关病毒(AAV)载体，其包括对视黄醇脱氢酶进行编码的基

因RDH12的基因产物的编码区。包含RDH12的AAV载体可用于治疗视网膜营养不良病症(例如

莱伯氏先天性黑蒙(LCA))，其通过提供RDH12编码区置于可调节或可控制的启动子(如异源
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启动子)的控制下的重组构建体来向缺乏野生型水平(如由RDH12中的突变造成)的RDH12活

性的受试者提供互补视黄醇脱氢酶。尽管具有相对较小的基因组大小、相对较低的整合入

宿主DNA的趋势和相对较低的免疫原性特征的优点，但令人惊讶的发现是，一些AAV血清型

组合或假型产生了编码的RDH12产物的表达水平，其在治疗视网膜营养不良的受试者给药

的情况下不是治疗有效的和/或表现出不希望的毒性。与这一发现相一致的是，发现某些假

类型(如AAV2/5假类型)表现出与治疗视网膜营养不良症的治疗用途相一致的意想不到的

和令人惊讶的有效表达水平和毒性特征。可以用本发明方法治疗的受试者可以包含通过光

学相干断层扫描(OCT)确定视觉功能丧失(例如，视网膜电图(ERG)测试反应受损)但是保留

了一些感光细胞的受试者。因此，在一个方面，本发明提供了一种治疗患有由于对视黄醇脱

氢酶12(RDH12)蛋白的进行编码的基因中的一个或多个功能丧失突变引起的眼科病状(如

莱伯氏先天性黑蒙或LCA，或另一种临床定义的眼科病状)的人类受试者的方法。具体地，本

公开的一个方面提供了一种治疗患有由于对视黄醇脱氢酶12(RDH12)蛋白的进行编码的基

因中的一个或多个功能缺失突变引起的眼科病状的人类受试者的方法，所述方法包括向所

述受试者的至少一只眼睛施用包括核酸的腺相关病毒载体，其中所述核酸包括人RDH12 

DNA(例如人RDH12  cDNA)，并且其中所述RDH12  DNA(例如人RDH12  DNA)对与SEQ  ID  NO:2的

全长至少70％、80％、90％、95％或99％相同的蛋白质进行编码。在上述一些实施例中，所述

眼科病状是莱伯氏先天性黑蒙(LCA)。在上面提到的一些实施例中，所述眼科病状是莱伯氏

先天性黑蒙(LCA)。在一些实施例中，RDH12  DNA(例如RDH12  cDNA)在人视紫红质激酶1

(hGRK1)启动子的表达控制下，如其中hGRK1启动子包括SEQ  ID  NO:3或基本上由SEQ  ID 

NO:3组成。在一些实施例中，所述腺相关病毒载体是AAV‑2、血清型‑5(AAV2/5)或AAV‑5。在

一些实施例中，RDH12  DNA(例如RDH12  cDNA)包括与SEQ  ID  NO:1至少60％或70％相同的序

列。在一些实施例中，所述核酸以约2×1010病毒基因组每毫升(vg/mL)到约2×1012vg/mL的

滴度施用，例如，约2×1010病毒基因组每毫升(vg/mL)到约2×1012vg/mL的滴度，如约2×

1011vg/mL或约2×1012vg/mL。在一些实施例中，所述核酸被施用到视网膜下空间，例如，其

中微注射套管插入到所述视网膜下空间中。

[0010] 本公开的另一个方面涉及对人RDH12  DNA进行编码的核酸(例如人RDH12  cDNA)，

其中RDH12  DNA(例如人RDH12  DNA(如cDNA))对与SEQ  ID  NO:2的全长至少70％、80％、

90％、95％或99％相同的蛋白质进行编码，其中RDH12  DNA在人视紫红质激酶1(hGRK1)启动

子的控制下。在一些实施例中，所述hGRK1启动子包括SEQ  ID  NO:3或基本上由SEQ  ID  NO:3

组成。在一些实施例中，所述人RDH12  DNA(例如人RDH12  cDNA)对包括SEQ  ID  NO:2的蛋白

质进行编码。在一些实施例中，所述人RDH12  DNA(例如人RDH12cDNA)与SEQ  ID  NO:1的全长

至少60％或70％相同。

[0011] 本公开的又另一个方面是本文公开的用于治疗由于对视黄醇脱氢酶12(RDH12)蛋

白进行编码的基因中的一个或多个功能缺失突变而患有眼科病状的人类受试者的核酸。在

上述一些实施例中，所述眼科病状是莱伯氏先天性黑蒙(LCA)。

[0012] 本公开的又另一方面是一种病毒载体，其包括对本文所公开的RDH12进行编码的

核酸。在一些实施例中，所述病毒载体是腺相关病毒载体。在一些实施例中，所述腺相关病

毒载体是AAV‑2、血清型‑5(AAV2/5)或AAV‑5。

[0013] 本公开的又另一个方面是本文公开的用于治疗由于对视黄醇脱氢酶12(RDH12)蛋
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白进行编码的基因中的一个或多个功能缺失突变而患有眼科病状的人类受试者的病毒载

体。在上述一些实施例中，所述眼科病状是莱伯氏先天性黑蒙(LCA)。

[0014] 本公开的另一方面涉及分离的宿主细胞，其包括本文公开的病毒载体或本文公开

的核酸。在一些实施例中，分离的宿主细胞表达人RDH12蛋白。

[0015] 除非另外限定，否则本文中所使用的所有技术和科技术语具有本发明所属领域的

技术人员通常所理解的相同含义。本文描述了用于本发明的方法和材料；也可以使用本领

域已知的其它合适的方法和材料。材料、方法和实例仅是说明性的，而不是限制性的。本文

提及的所有出版物、专利申请、专利、序列、数据库条目和其它参考文献均通过引用整体并

入本文。在发生冲突的情况下，应以本说明书(包含定义)为准。

[0016] 从下面的详细描述和附图以及权利要求中，本发明的其它特征和优点将变得清

楚。

附图说明

[0017] 图1：视觉循环和感光细胞中的RDH活性。(A)视觉循环将维生素A转化为11‑顺式视

黄醛(即视觉色素的发色团)，并回收漂白后释放的全反式视黄醛。(B)所示为RPE‑感光细胞

对的类视黄醇流。外段中的RDH8可减少全反式视黄醛。内段的RDH12可以减少全反式视黄

醛、11‑顺式视黄醛和其它有毒的短链醛类。缩写：11cRAL—11‑顺式视黄醛；11cROL—11‑顺

式视黄醇；AtRAL—全反式视黄醛；AtROL—全反式视黄醇；RCHO—短链醛；RCHOH—短链醇；

Rh—视紫红质；MRh—变视紫红质。

[0018] 图2：重组RDH12在注射AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12小鼠中的表达和定位。(A)AAV2/5‑

hGRK1p.hRDH12基因疗法构建体的示意图，其中在源自AAV2基因组的反向末端重复序列之

间，在人视紫红质激酶启动子的下游克隆人RDH12cDNA。(B、C)在视网膜下注射AAV2/5‑

hGRK1p.hRDH12(1.3×109vg)或PBS后6周，人RDH12蛋白在小鼠视网膜中的表达，使用针对

小鼠Rdh12或人RDH12的特异性抗体对其进行了评估。(B)对C57BL/6J小鼠、注射了PBS的

Rdh12‑/‑小鼠和注射了AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12的Rdh12‑/‑小鼠的视网膜裂解物进行蛋白质

分析(western  analysis)。(C)免疫组化分析显示，在C57BL/6J小鼠中，天然小鼠Rdh12(深

灰色)定位于视网膜的IS、ONL和OPL，但在Rdh12‑/‑
小鼠中没有定位，而注射AAV2/5‑

hGRK1p.hRDH12产生的重组人RDH12(浅灰色)显示出C57BL/6J和Rdh12‑/‑小鼠的相似定位。

相位对比图像(左)。缩写：ITR—末端倒置重复序列；hGRK1—人视紫红质激酶启动子；SD/

SA—猴病毒40剪接供体/剪接受体位点；hRDH12—人RDH12  cDNA；polyA—猿猴病毒40多聚

腺苷酸化信号；RPE—视网膜色素上皮；OS—外段；IS—内段；ONL—外核层；OPL—外丛状层；

INL—内核层；IPL—内丛状层；GCL—神经节细胞层。

[0019] 图3：AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12基因替代疗法恢复RDH12缺陷小鼠的RDH12功能。(A)

用HPLC分析注射了或未注射AAV2/5‑hGRK1p .hRDH12(1 .3×109vg)或PBS的C57BL/6J和

Rdh12‑/‑小鼠视网膜中的视黄醛还原酶活性。注射后6周，全反式视黄醇的形成在以全反式

视黄醛为底物的测定中被定量。每个数据点代表至少5个独立实验的平均±标准误差，其中

汇集3至5只小鼠的视网膜，并一式三份进行测定。●C57BL/6J；Δ Rdh12‑/‑；◇注射了PBS的

Rdh12‑/‑； 注射了AAV的Rdh12‑/‑；(B)重组RDH12在注射AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12后16周评估

的Rdh12‑/‑小鼠全视网膜切片中表达的免疫组织化学。人RDH12(浅灰色)定位于视网膜注射
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区域的IS、ONL和OPL(图像的右侧)。

[0020] 图4：AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12基因替代疗法减少白化Rdh12缺陷小鼠的光损伤。在

暴露于5 ,000勒克司2小时前一周和暴露于5 ,000勒克司2小时后一周对一只眼睛注射了

AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12且对侧眼睛未注射的小鼠进行视了ERG分析。对10‑13只小鼠的组进

行暗视(视杆分离和组合视杆‑视锥)反应的量化，并计算光损伤后剩余的初始ERG反应的百

分比。示出了具有标准误差的平均结果，以及使用双尾配对t检验分析计算的注射眼和未注

射眼之间差异的显著性。

[0021] 图5：AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12不会显著影响视网膜中11‑顺式视黄醛的稳态水平。

小鼠通过视网膜下注射接受AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12(1.3×109vg)或PBS，或者未注射。暗适

应过夜后，在暗红光下提取类视黄醇，并通过HPLC分析进行定量。(A)每个处理条件的代表

性色谱图；显示了顺‑11‑顺式视黄醛肟、反‑11‑顺式视黄醛肟和顺‑全反式视黄醛肟的峰。

每个处理条件±标准误差的(B)11‑顺式视黄醛和(C)全反式视黄醛的总视黄醛水平(■未

注射C57BL/6J； 未注射Rdh12‑/‑； 注射了AAV的Rdh12‑/‑；□注射了PBS的Rdh12‑/‑)。

[0022] 图6：视网膜功能不受AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12的不利影响。未注射C57BL/6J；未注

射Rdh12‑/‑；注射了AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12的Rdh12‑/‑小鼠(高达2×109vg)处理后6周记录

的暗视(视杆分离和组合视杆‑视锥)和明视(视锥介导)视网膜电图(ERG)反应。显示了在注

射后6周测量的每个处理组中代表性动物的ERG。

[0023] 图7：视觉色素定位不受AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12干扰。在处理后16周评估未注射和

注射(1.3×109vg)Rdh12‑/‑小鼠中视紫红质和视锥视蛋白的免疫组织化学定位。人RDH12蛋

白在IS和ONL(浅灰色)中的表达。注射了AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12的眼睛中的视紫红质和红/

绿视蛋白(深灰色)。缩写与针对图2描述的缩写一样。

[0024] 图8：视网膜结构不会因长期表达AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12而受损。在注射AAV2/5‑

hGRK1p.hRDH12(高达2×109vg)后54周，对C57BL/6J和Rdh12‑/‑小鼠的眼睛进行光学相干断

层扫描(OCT)分析。

[0025] 图9：浸润性CD68+巨噬细胞和RDH12在注射了AAV2/8‑hGRK1p.hRDH12的视网膜中

的表达。视网膜下注射AAV2/8‑hGRK1p.hRDH12(2×109vg)后8周通过免疫组织化学分析对

Rdh12‑/‑和C57BL/6J小鼠进行了评估。人RDH12在IS、ONL和OPL的表达(浅灰色)和巨噬细胞

CD68标记(白色)。缩写与针对图2描述的缩写一样。

具体实施方式

[0026] 遗传性视网膜变性是严重视力丧失的罕见原因，这是当前开发靶向基因疗法的研

究重点。病毒载体介导的体细胞基因疗法在处理人类视网膜变性疾病的动物模型方面显示

出巨大的前景。迄今为止，已经有许多成功的研究使用腺相关病毒(AAV)介导的基因递送来

拯救小动物模型(Ali等人，2000；Pang等人，2012；Pawlyk等人，2010；Pawlyk等人，2005；Tan

等人，2009)和大型动物模型(Acland等人，2001；Alexander等人，2007；Beltran等人，2012；

Komaromy等人，2010；Lheriteau等人，2009)中的感光细胞变性。在这些情况下，视网膜色素

上皮(RPE)或光感受器是转基因表达的主要靶。此外，涉及针对RPE以及最近的脉络膜炎

(Maclaren等人，2014)的莱伯氏先天性黑蒙(LCA)患者的基因疗法(Bainbridge等，2008；

Cideciyan等人，2008；Maguire等人，2008)的I期临床试验已经取得了一些成功。目前还没
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有临床试验使用AAV介导的基因替代疗法来治疗由RDH12突变引起的遗传性视网膜变性患

者。

[0027] 为了开发AAV介导的基因疗法来治疗RDH12突变的个体，我们制备了携带人RDH12 

cDNA的腺相关病毒载体，其中表达在视紫红质激酶启动子的控制下。在所公开的对具有来

源于AAV血清型5或AAV血清型8的衣壳的载体的研究中，我们已经显示了AAV2/5‑

hGRK1p.RDH12的视网膜下递送在Rdh12缺陷(Rdh12‑/‑)小鼠中的Rdh12导致重组人RDH12的

表达，所述重组人RDH12稳定、正确定位、重建视黄醛还原酶活性、降低光损伤易感性，并且

不引起用AAV2/8‑hGRK1p.hRDH12所见的视网膜毒性。AAV2/5‑hGRK1p.RDH12构建体提供了

RDH12基因替代疗法的产物。

[0028] RDH12

[0029] 对视黄醇脱氢酶12(RDH12)进行编码的基因突变导致严重的早发性视网膜变性，

通常诊断为莱伯氏先天性黑蒙(LCA)或早发性严重视网膜营养不良(EOSRD)。作为短链脱氢

酶/还原酶家族的一员，RDH12对于还原视细胞光响应中不可或缺的维生素A视觉循环活性

所产生的视黄醛至关重要。当包含11‑顺式视网膜发色团的视觉色素吸收光子时，11‑顺式

视黄醛被异构化为全反式视黄醛，从而启动调节突触信号的信号转导级联。视觉色素失活

包括全反式视黄醛的释放以及其针对11‑顺式视黄醛发色团的再生(图1A)而还原为全反式

视黄醇并返回到视网膜色素上皮(RPE)。当这些再循环反应例如由于老化或遗传疾病无效

或被破坏时，视黄醛和视黄醛缩合产物在光感受器和视网膜色素上皮中积累，导致外视网

膜发生严重损伤(Ben‑Shabat等人，2001；Thompson等人，2003；Sparrow，2010；Chen等，

2012)。

[0030] 为了防止毒性，在视网膜中表达了许多类视黄醇结合蛋白和酶。RDH12是短链脱氢

酶/还原酶家族的一员，这一家族使用NADPH来还原多种底物，包含顺式和反式视黄醛

(Haeseleer等人，2002)、由脂质光氧化产生的C9醛(Belyaeva等人，2005；Lee等人，2008；

Marchette等人，2010)以及类固醇底物(Keller等人，2007)。RDH12基因功能缺失突变的个

体表现出严重的视网膜变性表型，通常诊断为莱伯氏先天性黑蒙(LCA)(Janecke等人，

2004；Thompson等人，2005；Perrault等人，2004；den  Hollander等人，2008；Mackay等人，

2011)，目前还没有治疗方法。RDH12定位于视杆和视锥光感受器细胞的内段(Haeseleer等

人，2002；Maeda等人，2006)，其中它保护免受至少部分由活性视黄醛引起的光诱导损伤

(Maeda等人，2006)。曝光后产生的全反式视黄醛已被证明从光感受器外段泄漏到内段，其

从光感受器细胞的有效清除需要外段中存在的RDH8和内段中存在的RDH12的活性(Chen等

人，2012)(图1B)。因此，RDH12也有在减少11‑顺式视黄醛中发挥重要作用的潜力，所述视黄

醛的存在超过视蛋白生物合成所需的量，所述视蛋白生物合成可从视网膜下空间进入内段

(Chen等人，2012)。

[0031] 为了研究由于RDH12突变导致的LCA/EOSRD的基因替代疗法的潜力，我们制备了携

带人RDH12  cDNA的腺相关病毒载体，其中表达在视紫红质激酶启动子控制下，所述启动子

指导光感受器细胞特异性表达(Khani等人，2007；Sun等人，2010年；Young等人，2003年)。所

述DNA构建体用来自AAV血清型8的介导光感受器细胞的有效和强有力的转导的衣壳包装，

(Allocca等人，2007；Natkunarajah等人，2008；Vandenberghe等人，2011年；Vandenberghe

等人，2013)，或用介导光感受器转导的血清型5衣壳包装，但所述衣壳与血清型8衣壳相比
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具有较慢的动力学和较不稳定的表达(Yang等人，2002；Lotery等人，2003；Allocca等人，

2007；Lebherz等人，2008)。

[0032] 在对Rh12缺乏小鼠模型(Rdh12‑/‑)进行的比较研究中(Kurth等人，2007年)，我们

的工作表明，两种载体具有显著不同的安全性特征，其中AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12显示出意

想不到的有效表达水平和毒性特征，与治疗视网膜营养不良的治疗用途相一致。

[0033] 人RDH12序列

[0034] 由相对于转译起始位点的‑10到+980个核苷酸组成的对所有七个转译的RDH12外

显子(GenBank#NM_152443)进行编码的示例性人RDH12  cDNA的序列在SEQ  ID  NO:1中提供。

[0035] 全长人RDH12蛋白序列在SEQ  ID  NO:2中提供。

[0036] 视紫红质激酶启动子(hGRK1p)

[0037] 在本文所述方法的一些实施方案中，使用替换基因构建体，其中本文所述的人

RDH12  cDNA置于人视紫红质激酶(hGRK1)启动子的控制下。在一些实施方案中，hGRK1启动

子的长度约为200个碱基对(bp)，包含源于视紫红质激酶(RK)hGRK1基因的短启动子，所述

启动子已被证明驱动视杆细胞和视锥细胞中的细胞特异性表达(Khani等人，2007；Sun等

人，2010；Young等人，2003)。示例性的hGRK1启动子序列包含SEQ  ID  NO:3的核苷酸‑112到+

87(Khani等人，2007)。

[0038] 病毒递送载体

[0039] 如上所述，将缩写的人RDH12  cDNA包装到递送载体中，例如AAV5或AAV2/5载体。

[0040] 替换基因(cDNA)可以在任何有效载体中施用，例如，任何能够将组分基因有效递

送至体内细胞的制剂或组合物。方法包含将基因插入非致病性、非复制性病毒载体，包含重

组逆转录病毒、腺病毒、腺相关病毒、慢病毒和单纯疱疹病毒‑1，或重组细菌或真核质粒。病

毒载体直接转染细胞；质粒DNA可以裸递送或借助于例如阳离子脂质体(脂质体)或衍生化

的(例如抗体缀合)、多聚赖氨酸缀合物、格兰霉素S、人工病毒包膜或其它此类细胞内载体

以及基因构建体的直接注射或体内进行的Ca3(PO4)2沉淀递送。

[0041] 将核酸体内导入细胞的优选方法是使用含有核酸(例如，cDNA)的病毒载体。用病

毒载体感染细胞的优点是大部分靶细胞可以接收核酸。此外，病毒载体中编码的分子(例如

由病毒载体中包含的cDNA编码的分子)在吸收了病毒载体核酸的细胞中有效表达。逆转录

病毒载体和腺病毒衍生的载体可以用作重组基因递送系统，用于在体内(特别是在人类中)

在许多细胞类型中转移外源性基因。然而，这些载体不能以足以使其对本申请有用的效率

转换感光细胞。

[0042] 又另一种用于递送核酸的病毒载体系统是腺相关病毒(AAV)。腺相关病毒是一种

天然存在的需要另一种病毒(如腺病毒或疱疹病毒)作为有效复制和生产生命周期的辅助

病毒的缺陷型病毒(Muzyczka等人，1992)。腺相关病毒也是少数几个可以将其DNA整合到非

分裂细胞中并且表现出高频率的稳定整合的病毒之一(例如，参见Flotte等人，1992；

Samulski等人，1989年；和McLaughlin等人，1988)。含有少至300个AAV碱基对的载体可以被

包装和整合。外源性DNA的空间被限制在4.5kb左右。可以使用AAV载体(如在Tratschin等人

(1985)中描述的)将DNA导入细胞。已经使用AAV载体将多种核酸引入不同的细胞类型(参

见，例如，Hermonat等人，1984；Tratschin等人，1984a；Tratschin等人，1984b；Wondisford

等人，1988年；和Flotte等人，1993年)。
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[0043] 在优选实施例中，病毒递送载体是重组AAV2/5病毒。在施用之前，可以对最终产物

实施一系列超纯化步骤来满足临床等级标准。

[0044] 受试者选择

[0045] 作为本治疗方法候选对象的受试者包含诊断为由对RDH12进行编码的基因的突变

引起的LCA的受试者。患有由对RDH12进行编码的基因的突变引起的其它眼科临床定义病状

的受试者(例如早发性色素性视网膜炎)也可以使用本文所述的方法进行治疗。可以使用本

领域已知的方法来诊断由对RDH12进行编码的基因突变引起的LCA或其它眼科病状。

[0046] 本文描述的方法可以包含：识别患有由对RDH12进行编码的基因中的一个或多个

突变引起的LCA或另一种眼科病状的受试者(例如儿童、青少年或年轻成年受试者)或者被

怀疑患有由对RDH12进行编码的基因中的一个或多个突变引起的LCA或另一种眼科病状的

受试者(例如，基于疾病症状的存在而没有其它明显原因)；从所述受试者获得包括基因组

DNA的样品；使用已知的分子生物学方法检测RDH12中突变的存在；并选择在导致LCA或另一

种病状的RDH12等位基因中均有突变的患者。这一病状的症状包含黄斑萎缩、视网膜中央凹

变薄和层状结构破坏，导致早期中心视力丧失和进展为LP视力。在测量的最早年龄，视野受

到限制，在成年早期，ERG反应变得不可恢复。检测RDH12中的突变可以包含对受试者中的全

部或部分RDH12基因进行测序，并将所述序列与参考序列(例如，GenBank保藏号NG_

008321.1)进行比较以检测突变。移码突变、截短突变、改变保守氨基酸的突变、影响转录剪

接的突变或影响调节区(例如启动子)的突变被视为可导致本文所述的LCA或另一种眼科病

状的突变；功能的改变可以通过在体外(例如，在培养的细胞中)表达突变体并测定例如酶

功能来证实。纯合状态的示例性突变包含：Glu127X、Gln189X、Tyr226Cys、Ala269GlyfsX1和

Leu274Pro(所有位置参考均指SEQ  ID  NO:2的RDH12蛋白序列)。化合物杂合状态的典型突

变包含：Thr49Met/Arg62X；Arg65X/Ala269GlyfsX1；His151D/Thr155Ile；His151D/

Arg269GlyfsX1(Janecke等人，2004；Schuster等人，2007)(位置指SEQ  ID  NO:2的蛋白质序

列)。

[0047] 患有由于至少一种RDH12突变而引起的LCA或其它眼科病状的患者可使用本文所

述的方法进行治疗，优选保留一些光感受器和例如通过标准视觉功能或现场测试和/或光

学相干断层扫描(OCT，例如，光谱域‑OCT(SD‑OCT))测量的视觉功能。本文所述的方法可包

含识别被诊断患有由于至少一个RDH12突变而引起的LCA或另一种眼科病状的受试者和在

RDH12中具有至少一个导致其病状的已确认突变的受试者，并测试其视觉能力和检测剩余

中枢光感受器的存在。

[0048] 实例

[0049] 在以下实例中进一步描述了所公开和要求保护的主题，这些实例不限制权利要求

中描述的本发明的范围。

[0050] 材料和方法

[0051] 以下材料和方法被用于下面列出的实例中公开的实验中。

[0052] 动物

[0053] 先前已对Rdh12‑/‑小鼠的产生和分析进行了描述(Kurth等人，2007)。本研究中使

用的Rdh12‑/‑小鼠是在我们的机构动物设施中饲养的未受精卵雄性和雌性之间通过同胞交

配繁殖的。研究中使用的WT小鼠是来自杰克逊实验室(The  Jackson  Laboratory)(威尔明
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顿，马萨诸塞州)的C57BL/6。

[0054] 以下基因型的转基因小鼠用于本文公开的研究：C57BL/6J背景下Rpe65‑Met450

(M/M)变体纯合的Rdh12‑/‑小鼠(Kurth，2007)，和BALB/c背景下Rpe65‑Leu450(L/L)变体纯

合的白化Rdh12‑/‑小鼠(Chrispell，2009)，其通过育种获得。小鼠以12小时(光照)/12小时

(黑暗)的周期饲养，并通过吸入CO2和随后发生的双侧气胸实施安乐死。

[0055] 重组AAV2/5和AAV2/8的质粒构建和产生

[0056] 如前所述，使用设计成包含整个RDH12编码区的引物通过PCR从人视网膜的cDNA中

扩增人RDH12  cDNA，并对其进行克隆并测序以验证保真度(Janecke等人，2004)。为了构建

AAV载体，在亲本pAAV‑hGRK1‑hrGFP载体的多克隆位点中插入了RDH12  cDNA。将得到的

pAAV‑hGRK1‑Rdh12载体包装入AAV。通过二分转染产生了AAV2/5和AAV2/8假型载体：(1)对

所关注基因进行编码的AAV载体质粒，(2)对来自血清型2的AAV  Rep蛋白和来自血清型5或

血清型8的Cap蛋白以及进入293T细胞中的腺病毒辅助功能进行编码的AAV辅助质粒。转染

和纯化使用公布的方案进行(Nishiguchi等人，2015)。转染后两天，通过反复冷冻和解冻循

环裂解细胞。在最初清除细胞碎片后，通过苯并酶处理去除病毒产生细胞的核酸成分。通过

使用AVB基质的亲和层析对重组AAV载体颗粒进行了纯化，并在1x  PBS中洗涤，并使用

Vivaspin  4(10kDa)浓缩器浓缩至100‑150ml的体积。通过qPCR扩增对载体进行了滴定。

[0057] 视网膜下注射

[0058] 通过腹膜内注射氯胺酮(90mg/kg)/木聚糖嗪(9mg/kg)将大约4周大的一组小鼠在

全身麻醉下放置。将0.5％的丙胺卡因溶液应用于角膜作为局部麻醉剂。通过局部应用托吡

卡胺(0.5％)扩张了瞳孔。在眼科手术显微镜下，用30号针头在角膜缘附近切开了一个小切

口。将安装在Hamilton注射器上的34号钝针穿过晶状体后的切口，并穿过视网膜。所有注射

都是在视网膜鼻象限内的视网膜下位置进行的。每只眼睛在接受高达2×109vg  AAV2/5‑

(hGRK1)‑hRDH12，体积高达2μL。向接受处理的每只小鼠的一只眼睛分别施用了RDH12编码

载体，并且未对对侧眼睛进行注射。注射后的眼底检查发现大多数情况下超过30％的视网

膜脱离，证实视网膜下分娩成功。

[0059] 抗体

[0060] 所用的初级抗体是：对小鼠蛋白具有特异性的兔抗Rdh12多克隆抗体(CSP)(针对

252SPFFKSTSQGAQ263，SEQ  ID  NO:4)，和对人蛋白具有特异性的小鼠抗RDH12单克隆抗体

(2C9)(针对C‑284DCKRTWVSPRARNNKT299；SEQ  ID  NO:5)(Kurth等人，2007)；小鼠抗RHO单克

隆抗体(1D4)(MacKenzie等人，1984)；针对变性蛋白产生的兔抗RHO多克隆抗体；和兔抗红/

绿视锥视蛋白多克隆抗体(Millipore(密理博)目录号AB5405)。

[0061] 免疫印迹分析

[0062] 用SDS‑PAGE分离视网膜匀浆中的蛋白质，将其转移到硝酸纤维素膜上，然后将膜

封闭，将蛋白质用初级抗体孵育过夜，洗涤，用碱性磷酸酶缀合的次级抗体孵育，并用5‑溴‑

4‑氯‑3'‑吲哚基磷酸对甲苯胺和硝基四氮唑鎓氯化物显影。

[0063] 组织学和免疫荧光

[0064] 小鼠被安乐死，对眼睛进行定向评分，然后去核。对于冷冻切片，去除晶状体和前

段，用4％多聚甲醛短暂固定眼睛，用PBS洗涤，转换到蔗糖/OCT，快速冷冻，并在10μm的厚度

下切片。对于冷冻替代制备，将整只眼睛在干冰冷却的异戊烷中快速冷冻30秒，然后转移到
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含有3％冰醋酸的干冰冷却的甲醇中。将眼睛在80℃孵育48小时，然后在‑20℃过夜，包埋在

石蜡中，以6μm的厚度切片。将石蜡切片去石蜡化，在免疫标记前，通过在90℃下在1mM  EDTA

(0.05％吐温20，pH8.0)孵育30分钟回收抗原，如下所述。简而言之，用PBS冲洗视网膜横截

面，并用PBS‑T(0.3％Triton  X‑100)渗透；用1％牛血清白蛋白、10％正常山羊血清和0.3％

Triton  X‑100封闭；并与初级抗体在4℃孵育过夜，洗涤，然后与荧光团缀合的次级抗体在

室温孵育1小时。使用含有4',6‑二氨基‑2‑苯基吲哚(DAPI；Invitrogen)的ProLong  Gold凝

胶支架覆盖切片，并使用徕卡DM6000荧光显微镜成像。

[0065] ERG记录

[0066] 使用Espion  e2记录系统(Diagnosys公司，洛厄尔，马萨诸塞州)如先前所述

(Thompson，2012年)进行ERG。简而言之，对小鼠进行了暗适应过夜，并通过腹膜内注射氯胺

酮(93mg/kg)和齐拉西坦(8mg/kg)进行麻醉。用局部用托吡卡胺(0.5％)扩张了瞳孔。用加

热垫将体温保持在37℃。使用金线环用0.5％丁卡因局部麻醉和2％甲基纤维素滴眼液进行

角膜水化，从两只眼睛记录角膜ERG。放在口中的金线环用作参考，接地电极在尾部。ERG方

案包括记录对短暂白光的暗适应(暗视)反应(对于视杆隔离的B波为‑2.31log  cd .sm–2；对

于视杆‑视锥组合的A波和B波为1.09log  cd.s.m–2)。响应1.09log  cd.s.m–2强度闪光(针对

视锥分离的B波)，在适应白色32cd.m–2视杆抑制背景10分钟后，记录光适应(明视)ERG。响应

以1 .25到1000Hz的1 ,000倍增益放大，并以2000Hz的速率数字化。使用陷波滤波器来消除

60Hz线路噪声。根据刺激强度，以3秒到60秒的间隔对反应进行计算机平均和记录。为了进

行统计分析，使用配对t检验来确定经处理眼和未处理眼的ERG振幅是否有显著差异。

[0067] 光致损伤分析

[0068] 在白化Rdh12‑/‑小鼠的一只眼睛中注射AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12(1.3×109vg)或等

体积的PBS，并且不对对侧眼睛进行注射。注射后6周，如上所述进行ERG分析并定量暗视反

应。一周后，对小鼠进行了暗适应过夜，将其瞳孔用托吡卡胺(0.5％)扩张，然后将其放在单

独的透明托盘中的灯箱中。将小鼠暴露于5,000勒克斯的环境中2小时，然后将其放回饲养

室(12小时黑暗/12小时光照(<20勒克斯))中7天，之后重复进行ERG分析。计算每只眼睛在

光损伤后剩余的原始ERG反应的百分比，绘制了平均值，并且显示出了标准误差。使用了双

尾配对t检验来确定经过处理的眼睛的ERG振幅是否与未经处理的眼睛有显著差异。

[0069] 光学相干层析成像

[0070] 麻醉小鼠，并用0.5％托吡卡胺扩张了瞳孔。将光谱域光学相干断层扫描(OCT)系

统(Bioptigen  Envisu  R2200  SD‑OCT系统(达勒姆，北卡罗来纳州，美国))(体积分析尺寸

为1.4×1.4mm)置于视神经头的中心。在整个成像过程中使用了Systane(Alcon)润滑液滴。

[0071] 类视黄醇含量分析

[0072] 使用先前描述的方法(Bligh和Dyer，1959)的改进方法提取小鼠眼中的全反式视

黄醛和11‑顺式视黄醛。六周，对注射后的小鼠进行了暗适应过夜，然后在暗红色的光线下

通过过量的CO2实施安乐死，并且将眼睛摘除并在液体N2中冷冻。在暗红光和冰上，将每只眼

睛在1mL氯仿:甲醇:羟胺(2M)(3:6:1)中匀浆，并在室温下孵育2分钟。接下来，加入200μL氯
仿和240μL水，将每个样品涡旋并以14,000rpm的速度离心5分钟。收集下层相，在氮气下蒸

发溶剂，并将样品溶解在己烷中。使用Waters  Alliance分离模块和光电二极管阵列检测器

通过高效液相色谱(HPLC)分析来识别和定量提取物中的类维生素A，其中Supelcosil  LC‑
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31色谱柱(25cm×4.6mm×3μm)通过5％1,4‑二噁烷/己烷显影。通过比较标准化合物的保留

时间和评估波长最大值来进行峰识别。通过比较顺‑和反‑11‑顺式视黄醛肟在347和351nm

处的峰面积以及顺‑和反‑全反式视黄醛肟在357和361nm处的峰面积进行了定量分析

(Kurth等人，2007)。

[0073] 视黄醛还原酶活性测定

[0074] 注射后6周，对小鼠视网膜匀浆的视黄醛还原酶活性进行了测定。对适应光的小鼠

实施安乐死，并将每个视网膜分别在125μL  0.25M蔗糖、25mM三羟基氨甲烷醋酸盐(pH  7)、

1mM二硫苏糖醇中匀浆。将匀浆液以1000×g离心5分钟以除去未破碎的细胞，然后将上清液

用微尖端探针在冰上超声处理(30次，每次1秒)。通过修改Lowry程序(Peterson等，1977)确

定了蛋白质浓度，并通过蛋白质印迹评估了RDH12的水平。将相似的样品合并，在含有200μM
全反式视黄醛和200μM  NADPH/HEPES缓冲液(pH  8)中对每种合并的裂解物的20μg(一式三

份)进行了测定；将反应在37℃水浴中孵育0‑45分钟(该反应温度使类视黄醇底物的热异构

化以及酶失活最小化)。使用正相HPLC分析对全反式视黄醇的形成进行定量，并与已知标准

进行比较(Chrispell等，2009)。

[0075] 实例1

[0076] AAV介导的人RDH12的表达

[0077] 开发并测试了用于RDH12替代疗法的多种载体。图2A中示出了最佳RDH12载体构建

体。所述构建体包含受人视紫红质激酶(GRK1)启动子片段控制的人RDH12  cDNA。所述构建

体包装在AAV2/5血清型中。已经证明AAV血清型5衣壳介导光感受器转导，但是与AAV8衣壳

相比，具有较慢的动力学和较不稳定的表达(Yang等人，2002；Lotery等人，2003；Allocca等

人，2007；Lebherz等人，2008)。在亚视网膜注射AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12(1 .3×109vg)后6

周，使用对小鼠RDH12或人Rdh12蛋白有特异性的抗体评估了小鼠视网膜中人RDH12蛋白的

表达。类RDH12的载体递送的水平似乎与小鼠Rdh12的量大致相当(图2B)。使用物种特异性

抗体通过对视网膜切片进行间接免疫荧光成像对天然小鼠Rdh12和重组人RDH12进行了评

估。内源性和重组RDH12的定位似乎是相同的，表明蛋白质正在正常加工(图2C)。

[0078] 与野生型小鼠相比，Rdh12‑/‑
小鼠的视网膜减少外源性视黄醛的能力显著降低

(Chrispell等人，2009)。视网膜下向Rd h12 ‑ / ‑
小鼠注射1 .3×10 9vg  AAV2/5‑

hGRK1p.hRDH126周后，对视网膜匀浆的体外视黄醛还原酶活性进行了测定。用正相HPLC分

析对全反式视黄醇的形成进行了定量。每个数据点代表至少5个独立实验的平均±标准误

差，其中汇集3至5只小鼠的视网膜，并一式三份进行测定。未注射Rdh12‑/‑和C57BL/6J小鼠

的视网膜中全反式视黄醇形成的初始速率分别为0.013pmol分钟
‑1μg蛋白

‑1
和0.071pmol分

钟
‑1μg蛋白

‑1(图3A)。Rdh12‑/‑小鼠中存在的残留活性反映能够减少全反式视黄醛的其它

RDH亚型的存在(Rattner等人，2000；Haeseleer等人，2002)。在注射了AAV2/5‑

hGRK1p.hRDH12的Rdh12‑/‑小鼠中，全反式视黄醇形成率(0.046pmol分钟
‑1μg蛋白

‑1)显著高

于注射了PBS的Rdh12‑/‑小鼠的全反式视黄醇形成率(0.016pmol分钟
‑1μg蛋白‑

1)。视黄醛还

原酶活性的恢复(约50％)与视网膜的部分转导(约30％)一致，并显示了载体在转导的光感

受器中恢复了正常的活性水平。转基因表达超过12个月(检测到的最长时间点)。免疫荧光

标记显示了在注射后16周评估的Rdh12‑/‑小鼠视网膜转导和重组RDH12表达的程度—覆盖

了视网膜表面的大约三分之一(图3B)。
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[0079] 在在一只眼中注射了1.3×109vg或等体积的PBS并且在对侧眼中没有接受处理的

白化Rdh12‑/‑小鼠中评估了AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12对光诱导损伤易感性的影响。暗视视网

膜活性的ERG分析(视杆分离和组合视杆‑视锥)在向小鼠施加在白化动物中引起显著的视

网膜损伤的光照水平(5,000勒克斯持续2小时)之前1周和之后1周进行。载体处理的眼睛中

剩余的视网膜活性百分比明显大于未处理的眼睛中剩余的视网膜活性百分比百分比(p≤

0.0168)(图4)。相反，在注射了PBS的对照动物中，未注射的眼睛中剩余的暗视视网膜活性

的百分比并不显著大于未处理的眼睛的剩余暗视视网膜活性的百分比(p≥0.2255)。这些

发现与针对与RDH12缺乏相关的光诱导损伤的易感性增加的AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12介导的

保护作用相一致。

[0080] 通过人RDH12活性对类视黄醇代谢的直接影响对载体的毒性进行了评估，并且对

于对视网膜结构和视网膜功能的间接影响，如下所述。

[0081] RDH12广泛的底物特异性使得11‑顺式视网膜和全反式视网膜均减少，这为重组蛋

白的过度表达或错误定位创造了可能性，从而对视觉循环功能产生负面影响。使用视黄醇

含量的HPLC分析评估了注射了AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12的Rdh12‑/‑小鼠、或注射了PBS的小

鼠、或未注射的C57BL/6J对照的眼睛中的视觉循环活性。在向Rdh12‑/‑小鼠视网膜下注射

AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12(1.3×109vg)后6周对类视黄醇的分析显示，hRDH12表达未对视网

膜中稳定状态的11‑顺式视黄醛水平产生显著影响(图5A)。代表性色谱图显示了各种对照，

并且标明了各种类视黄醇的洗脱时间。11‑顺式视黄醛和全反式视黄醛的总视黄醛水平代

表至少5个独立实验的平均值±标准误差(图5B、5C)。在接受了1 .3×109vg的AAV2/5‑

hGRK1p.hRDH12并保持在饲养室中(12小时黑暗/12小时光照(<20勒克斯))的C57BL/6J和

Rdh12‑/‑小鼠中测量了视网膜活性的ERG反应。注射后6周测量的每个处理组中代表性动物

的暗视(视杆分离‑2.3logcd .s.m–2刺激)、组合视杆‑视锥(1.09log  cd .s.m–2刺激)和明视

(视锥介导反应，1.09log  cd .s.m–2刺激)ERG显示人RDH12表达对视网膜功能没有显著影响

(图6)。

[0082] 视紫红质和视锥视蛋白的错误定位是光感受器细胞生存力下降的一个很好的表

征指标(Adamian等人，2006；Turney等人，2007；Brunner等人，2010；Lopes等人，2010)。在未

注射Rdh12‑/‑或注射AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12(1.3×109vg)的小鼠中评估了视紫红质和红/

绿视蛋白的免疫组织化学定位。在表现出强转基因表达的小鼠中，在处理后16周没有观察

到视蛋白表达水平的降低或视锥视蛋白和视杆视蛋白定位错误的证据；注射后54周视网膜

结构保持完整(图7)。

[0083] 在注射AAV2/5‑hGRK1p.hRDH12(2×109vg)后54周，对C57BL/6J和Rdh12‑/‑小鼠进

行了光学相干断层扫描(OCT)分析，结果显示，在包含视神经两侧在内的大面积区域内，视

网膜分层无明显变化。与未注射的对侧眼相比，注射后至少一年内视网膜结构是稳定的(图

8)。

[0084] 实例2AAV2/8引起的视网膜损伤

[0085] 注射了AAV2/8‑hGRK1p.hRDH12的小鼠的视网膜损伤。

[0086] 一种来源于AAV血清型8的衣壳已被证明能介导感光细胞的有效和强有力的转导

(Allocca等人，2007；Natkunarajah等人，2008；Vandenberghe等人，2011；Vandenberghe等

人，2013)。用携带上述载体构建体的AAV2/8血清型进行了初步研究。以108‑109个病毒基因
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组(vg)的剂量通过视网膜下注射AAV2/8‑hGRK1p.hRDH12处理的Rdh12‑/‑小鼠使得重组人

RDH12蛋白稳健表达。然而，注射的眼睛在注射后3周就开始出现明显的视网膜损伤，并且在

几乎所有情况下在注射后6周出现。通过CD68+细胞的存在在大多数情况下观察到了巨噬细

胞浸润(图9)。从断奶到处死，向Rdh12‑/‑小鼠持续全身给药环孢菌素(Borel等人，1976)未

能减轻视网膜损伤，这表明针对载体或转基因的免疫反应不是损伤的原因。这一观点与注

射对人RDH12(AAV2/8‑hGRK1p.hRDH12)或小鼠Rdh12(AAV2/8‑hGRK1p.mRdh12)进行编码的

构建体的野生型C57BL/6J小鼠所获得的结果一致，其中注射后6周也发生了显著的视网膜

变薄和巨噬细胞浸润。
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