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用于治疗显性视网膜色素变性的组合物和

方法。本公开内容的一些方面涉及可用于治疗视

网膜色素变性的方法和组合物。在一些方面，本

公开内容提供了用于向对象递送干扰RNA以降低

对象中内源RHO基因的一个或两个等位基因(例

如与视网膜色素变性相关的突变rho等位基因)

的表达的组合物和方法。在一些实施方案中，还

向所述对象递送对所述干扰RNA具有抗性的替代

RHO编码序列。
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1.短发夹RNA(shRNA)，其包含：

a)包含核苷酸序列GUGGCAUUCUACAUCUUCA(SEQ  ID  NO:1)的有义链，

b)包含核苷酸序列UGAAGAUGUAGAAUGCCAC(SEQ  ID  NO:2)的反义链，以及

包含核苷酸序列UUCAAGAGA(SEQ  ID  NO:3)的环。

2.权利要求1所述的shRNA，其包含核苷酸序列：

GUGGCAUUCUACAUCUUCAUUCAAGAGAUGAAGAUGUAGAAUGCCAC(SEQ  ID  NO:4)。

3.载体，其编码权利要求1或2所述的shRNA。

4.权利要求3所述的载体，其还包含重组RHO编码序列，所述重组RHO编码序列不包含被

所述shRNA靶向的序列。

5.权利要求4所述的载体，其中所述重组RHO编码序列对于在人细胞中的表达进行了密

码子优化。

6.权利要求4或5所述的载体，其中所述重组RHO编码序列包含与SEQ  ID  NO:5的核苷酸

序列具有至少90％同一性的核苷酸序列。

7.权利要求6所述的载体，其中所述重组RHO编码序列包含SEQ  ID  NO:5的核苷酸序列。

8.载体，其包含与SEQ  ID  NO:6的核苷酸序列具有至少90％同一性的核苷酸序列。

9.权利要求8所述的载体，其中所述载体包含SEQ  ID  NO:6的核苷酸序列。

10.权利要求3至9中任一项所述的载体，其中所述载体是质粒。

11.权利要求3至9中任一项所述的载体，其中所述载体是病毒载体。

12.权利要求11所述的载体，其中所述病毒载体是重组腺相关病毒(rAAV)载体。

13.权利要求12所述的载体，其中所述rAAV载体是自身互补的。

14.重组腺相关病毒(rAAV)颗粒，其包含权利要求12或13所述的rAAV载体。

15.权利要求14所述的rAAV颗粒，其中所述rAAV病毒颗粒是AAV血清型5(AAV5)病毒颗

粒。

16.组合物，其包含权利要求1或2所述的shRNA、权利要求3至13中任一项所述的载体、

或者权利要求14或15所述的rAAV颗粒，以及可药用载体。

17.在对象中调节RHO表达的方法，所述方法包括向所述对象施用权利要求16所述的组

合物。

18.在对象中治疗视网膜色素变性的方法，所述方法包括向所述对象施用权利要求16

所述的组合物。

19.权利要求17或18所述的方法，其中所述对象是人对象。

20.权利要求16所述的组合物，其用于治疗视网膜色素变性。

21.权利要求16所述的组合物，其用于制造治疗视网膜色素变性的药物。

22.权利要求16所述的组合物在治疗视网膜色素变性中的用途。

23.权利要求16所述的组合物在制造治疗视网膜色素变性的药物中的用途。

24.短发夹核酸(shRNA)分子，其包含：

a)包含以下序列组之一的有义及反义链：

i)包含核苷酸序列CUGCCUACAUGUUUCUGCU(SEQ  ID  NO:21)的有义链和包含核苷酸序列

AGCAGAAACAUGUAGGCAG(SEQ  ID  NO:22)的反义链，

ii)包含核苷酸序列CCUACAUGUUUCUGCUGAU(SEQ  ID  NO:23)的有义链和包含核苷酸序
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列AUCAGCAGAAACAUGUAGG(SEQ  ID  NO:24)的反义链，

iii)包含核苷酸序列GCAUGGUCAUCAUCAUGGU(SEQ  ID  NO:25)的有义链和包含核苷酸序

列ACCAUGAUGAUGACCAUGC(SEQ  ID  NO:26)的反义链，或

iv)包含核苷酸序列UGAAGAUGUAGAAUGCCAC(SEQ  ID  NO:1)的有义链和包含核苷酸序列

UGAAGAUGUAGAAUGCCAC(SEQ  ID  NO:2)的反义链；以及

b)包含核苷酸序列UUCAAGAGA(SEQ  ID  NO:3)的环。

25.载体，其编码权利要求24所述的shRNA。

26.权利要求25所述的载体，其还包含重组RHO编码序列，所述重组RHO编码序列不包含

被所述shRNA靶向的序列。

27.权利要求26所述的载体，其中所述重组RHO编码序列对于在人细胞中的表达进行了

密码子优化。

28.权利要求26或27所述的载体，其中所述重组RHO编码序列包含与SEQ  ID  NO:5的核

苷酸序列具有至少90％同一性的核苷酸序列。

29.权利要求28所述的载体，其中所述重组RHO编码序列包含SEQ  ID  NO:5的核苷酸序

列。

30.权利要求25至29中任一项所述的载体，其中所述载体是质粒。

31.权利要求25至29中任一项所述的载体，其中所述载体是病毒载体。

32.权利要求31所述的载体，其中所述病毒载体是重组腺相关病毒(rAAV)载体。

33.权利要求32所述的载体，其中所述rAAV载体是自身互补的。

34.重组腺相关病毒(rAAV)颗粒，其包含权利要求32或33所述的rAAV载体。

35.权利要求34所述的rAAV颗粒，其中所述rAAV病毒颗粒是AAV血清型5(AAV5)病毒颗

粒。

36.组合物，其包含权利要求24所述的shRNA、权利要求25至33中任一项所述的载体、或

者权利要求34或35所述的rAAV颗粒，以及可药用载体。

37.在对象中调节RHO表达的方法，所述方法包括向所述对象施用权利要求36所述的组

合物。

38.在对象中治疗视网膜色素变性的方法，所述方法包括向所述对象施用权利要求36

所述的组合物。

39.权利要求37或38所述的方法，其中所述对象是人对象。

40.权利要求36所述的组合物，其用于治疗视网膜色素变性。

41.权利要求36所述的组合物，其用于制造治疗视网膜色素变性的药物。

42.权利要求36所述的组合物在治疗视网膜色素变性中的用途。

43.权利要求36所述的组合物在制造治疗视网膜色素变性的药物中的用途。
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用于治疗显性视网膜色素变性的组合物和方法

[0001] 本申请是申请号为201980036506.9、发明名称为“用于治疗显性视网膜色素变性

的组合物和方法”的中国专利申请的分案申请，该母案申请是2019年06月03日提交的PCT国

际专利申请PCT/US2019/035159进入中国国家阶段的申请。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求2018年6月1日提交的美国临时申请No.62/679,585和2019年2月22日

提交的美国临时申请No.62/809,539的申请日的权益，其各自的全部内容通过引用并入。

技术领域

[0004] 本公开内容的一些方面涉及用于在对象(例如，人)中治疗视网膜色素变性(例如，

显性视网膜色素变性)的组合物和方法。

背景技术

[0005] 常染色体显性视网膜色素变性(autosomal  dominant  retinitis  pigmentosa，

adRP)是一种致盲性疾病，其在12,000人中影响1人。这些个体中有相当一部分在视紫红质

基因(RHO)中携带突变，该基因是视网膜中感光细胞的捕光色素蛋白(light  harvesting 

pigment  protein)。该疾病是显性的，因为从任一亲本遗传该突变基因都导致视网膜变性

和最终失明。在RHO中鉴定出的超过100种不同突变导致失明。目前尚无用于adRP的经批准

药物或基因疗法治疗。因此，需要涉及adRP和相关病症的任何和所有原因的有效治疗选择。

发明内容

[0006] 本公开内容的一些方面涉及用于在对象(例如，人)中治疗视网膜色素变性(例如，

显性视网膜色素变性)的组合物和方法。在一些实施方案中，通过向对象(例如，向患有视网

膜色素变性的对象，例如向患有显性视网膜色素变性的人)施用短发夹RNA(short  hairpin 

RNA，shRNA)分子来使对象(例如，人)的视紫红质基因(RHO基因)的一个或两个等位基因沉

默。在一些实施方案中，还向对象施用替代RHO编码序列以提供功能性RHO蛋白，例如以恢复

对象的光感受器功能。在一些实施方案中，替代RHO编码序列相对于内源基因等位基因具有

一个或更多个核苷酸替换，这使得替代基因对干扰RNA的作用具有抗性。在一些实施方案

中，替代RHO编码序列是包含一个或更多个(例如1、2、3、4、5或更多个)替换以使基因对由

shRNA介导的降解具有抗性(也称为“硬化”)的人RHO编码序列(例如，野生型人RHO编码序

列)。

[0007] 在一些方面，本公开内容提供了短发夹RNA(shRNA)，其包含：包含核苷酸序列

GUGGCAUUCUACAUCUUCA(SEQ  ID  NO：1)的有义链、包含核苷酸序列UGAAGAUGUAGAAUGCCAC

(SEQ  ID  NO：2)的反义链、以及包含核苷酸序列UUCAAGAGA(SEQ  ID  NO：3)的环。

[0008] 在一些方面，本公开内容提供了短发夹RNA(shRNA)，其包含：包含核苷酸序列

GUGGCAUUCUACAUCUUCA(SEQ  ID  NO：1)的有义链、包含核苷酸序列UGAAGAUGUAGAAUGCCAC

(SEQ  ID  NO：2)的反义链、以及环。环可以由九个核苷酸组成。
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[0009] 在一些实施方案中，shRNA包含核苷酸序列：

[0010] GUGGCAUUCUACAUCUUCAUUCAAGAGAUGAAGAUGUAGAAUGCCAC(SEQ  ID  NO：4)。在一些实

施方案中，shRNA由核苷酸序列

[0011] GUGGCAUUCUACAUCUUCAUUCAAGAGAUGAAGAUGUAGAAUGCCAC(SEQ  ID  NO：4)组成。在一

些实施方案中，shRNA包含核苷酸序列：

[0012] GUGGCAUUCUACAUCUUCAUUCAAGAGAUGAAGAUGUAGAAUGCCACUU(SEQ  ID  NO：36)。在一

些实施方案中，shRNA由核苷酸序列

[0013] GUGGCAUUCUACAUCUUCAUUCAAGAGAUGAAGAUGUAGAAUGCCACUU(SEQ  ID  NO：36)组成。

[0014] 在一些方面，本公开内容提供了短发夹RNA(shRNA)分子，其包含：a)包含以下序列

组之一的有义及反义链：i)包含核苷酸序列CUGCCUACAUGUUUCUGCU(SEQ  ID  NO：21)的有义

链和包含核苷酸序列AGCAGAAACAUGUAGGCAG(SEQ  ID  NO：22)的反义链；ii)包含核苷酸序列

CCUACAUGUUUCUGCUGAU(SEQ  ID  NO：23)的有义链和包含核苷酸序列AUCAGCAGAAACAUGUAGG

(SEQ  ID  NO：24)的反义链；iii)包含核苷酸序列GCAUGGUCAUCAUCAUGGU(SEQ  ID  NO：25)的

有义链和包含核苷酸序列ACCAUGAUGAUGACCAUGC(SEQ  ID  NO：26)的反义链；或iv)包含核苷

酸序 列G U G G C A U U C U A C A U C U U C A (S E Q  I D  N O：1)的有义链和包含 核苷酸序 列

UGAAGAUGUAGAAUGCCAC(SEQ  ID  NO：2)的反义链；以及b)包含核苷酸序列UUCAAGAGA(SEQ  ID 

NO：3)的环。

[0015] 在一些方面，本公开内容提供了短发夹RNA(shRNA)分子，其包含：a)包含以下序列

组之一的有义及反义链：i)包含核苷酸序列CUGCCUACAUGUUUCUGCU(SEQ  ID  NO：21)的有义

链和包含核苷酸序列AGCAGAAACAUGUAGGCAG(SEQ  ID  NO：22)的反义链；ii)包含核苷酸序列

CCUACAUGUUUCUGCUGAU(SEQ  ID  NO：23)的有义链和包含核苷酸序列AUCAGCAGAAACAUGUAGG

(SEQ  ID  NO：24)的反义链；iii)包含核苷酸序列GCAUGGUCAUCAUCAUGGU(SEQ  ID  NO：25)的

有义链和包含核苷酸序列ACCAUGAUGAUGACCAUGC(SEQ  ID  NO：26)的反义链；或iv)包含核苷

酸序 列G U G G C A U U C U A C A U C U U C A (S E Q  I D  N O：1)的有义链和包含 核苷酸序 列

UGAAGAUGUAGAAUGCCAC(SEQ  ID  NO：2)的反义链；以及b)由九个核苷酸组成的环。

[0016] 在一些实施方案中，短发夹RNA(shRNA)分子包含以下核苷酸序列之一或由其组

成：

[0017] CUGCCUACAUGUUUCUGCUUUCAAGAGA  AGCAGAAACAUGUAGGCAG(SEQ  ID  NO：27)；

[0018] CCUACAUGUUUCUGCUGAUU  UCAAGAGAAUCAGCAGAAACAUGUAGG(SEQ  ID  NO：28)；GCAUG

GUCAUCAUCAUGGUUUCAAGAGAACCAUGAUGAUGACCAUGC(SEQ  ID  NO：29)；或

[0019] GUGGCAUUCUACAUCUUCAUUCAAGAGAUGAAGAUGUAGAAUGCCAC(SEQ  ID  NO：4)。在一些实

施方案中，短发夹核酸(shRNA)分子包含以下核苷酸序列之一或由其组成：

[0020] CUGCCUACAUGUUUCUGCUUUCAAGAGAAGCAGAAACAUGUAGGCAGUU(SEQ  ID  NO：37)；

[0021] CCUACAUGUUUCUGCUGAUUUCAAGAGAAUCAGCAGAAACAUGUAGGUU(SEQ  ID  NO：38)；

[0022] GCAUGGUCAUCAUCAUGGUUUCAAGAGAACCAUGAUGAUGACCAUGCUU(SEQ  ID  NO：39)；或

[0023] GUGGCAUUCUACAUCUUCAUUCAAGAGAUGAAGAUGUAGAAUGCCACUU(SEQ  ID  NO：36)。

[0024] 在另一些方面，本公开内容提供了编码上述实施方案中任一个或如本文在其他地

方所述的shRNA的载体。在一些实施方案中，shRNA编码序列可操作地连接至启动子，例如人

H1  RNA启动子。
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[0025] 在一些实施方案中，载体还包含重组RHO编码序列，所述重组RHO编码序列不包含

被shRNA靶向的序列。在一些实施方案中，重组RHO编码序列对于在人细胞中的表达进行了

密码子优化。在一些实施方案中，重组RHO编码序列包含与SEQ  ID  NO：5的核苷酸序列具有

至少90％(例如，至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％)同一性的核苷酸序列。在一些实施方案中，重组RHO编码序

列包含与SEQ  ID  NO：5的核苷酸序列具有1、2、3、4、5、或5至10个不同核苷酸的核苷酸序列。

在一些实施方案中，重组RHO编码序列包含SEQ  ID  NO：5的核苷酸序列。在一些实施方案中，

重组RHO编码序列可操作地连接至启动子，例如人视蛋白近端启动子。在一些实施方案中，

载体是质粒。在一些实施方案中，载体是病毒载体。在一些实施方案中，病毒载体是重组腺

相关病毒(rAAV)载体。在一些实施方案中，rAAV载体是自身互补的。

[0026] 在另一些方面，本公开内容提供了载体，其包含与SEQ  ID  NO：6的核苷酸序列具有

至少90％(例如，至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％)同一性的核苷酸序列。在一些实施方案中，重组RHO编码序

列包含与SEQ  ID  NO：6的核苷酸序列具有1、2、3、4、5、或5至10个不同核苷酸的核苷酸序列。

在一些实施方案中，载体包含SEQ  ID  NO：6的核苷酸序列。在一些实施方案中，载体是质粒。

在一些实施方案中，载体是病毒载体。在一些实施方案中，病毒载体是重组腺相关病毒

(rAAV)载体。在一些实施方案中，rAAV载体是自身互补的。

[0027] 在另一些方面，本公开内容提供了重组腺相关病毒(rAAV)颗粒，其包含上述或如

本文其他地方所述的任一种rAAV载体。在一些实施方案中，rAAV颗粒是rAAV血清型5

(rAAV5)颗粒。

[0028] 在另一些方面，本公开内容提供了组合物，其包含上述或如本文其他地方所述的

任一种shRNA、载体或rAAV颗粒，以及可药用载体。在一些实施方案中，本公开内容提供了在

对象(例如，人对象)中调节RHO表达的方法，所述方法包括向所述对象施用所述组合物。在

一些实施方案中，本公开内容提供了在对象(例如，人对象)中治疗视网膜色素变性的方法，

所述方法包括向所述对象施用所述组合物。在一些实施方案中，对象是哺乳动物。在一些实

施方案中，哺乳动物是啮齿动物或狗。在一些实施方案中，哺乳动物是人(例如，患有或已知

患有、例如被诊断为患有视网膜色素变性、例如显性视网膜色素变性的人)。在一些实施方

案中，所述组合物用于治疗视网膜色素变性。在一些实施方案中，所述组合物用于制造治疗

视网膜色素变性的药物。

[0029] 在以下附图、实施例和权利要求书中描述了这些和其他方面。

附图说明

[0030] 以下附图构成本说明书的一部分，并且被包括在内以进一步说明本公开内容的某

些方面，其可以通过参考这些附图中的一个或更多个并结合本文给出的具体实施方案的详

细描述更好地理解。应当理解，附图中示出的数据绝不限制本公开内容的范围。

[0031] 图1A‑1H示出了人视紫红质(RHO)的野生型(WT)、P23H、T17M和shRNA820抗性

(RHO820)变体的shRNA介导的敲低。用表达WT、P23H、T17M或shRNA820抗性(RHO820)的具有C端

turboGFP标签的人RHO(RHO‑tGFP)的质粒以及编码空DNA(无shRNA)、对照shRNA、shRNA131、

shRNA134或shRNA820的rAAV2质粒(用泳道标记表示)转染HEK293T细胞。还包括无DNA转染对
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照。(图1A、1C、1E、1G)针对turboGFP标签和作为上样对照的β‑微管蛋白探测的从经转染的

HEK293T细胞分离的蛋白质样品的免疫印迹。(图1B、1D、1F、1H)RHO‑GFP的单体形式(上排)

以及RHO‑GFP的单体形式和聚集形式(下排)的相对定量。每个western印迹的第一个泳道包

含来自Li‑Cor的Chameleon  Duo预染蛋白质梯。棒表示三个技术重复的平均值，误差条表示

SEM。ns.＝不显著，*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001，****p<0.0001。

[0032] 图2A‑2H示出了shRNA820在野生型(WT)视网膜中对视紫红质的抑制。(图2A‑2C)与

未注射对照(图2A)相比，在用1×1011(图2B)和5×1011vg/mL(图2C)滴度的scAAV2/5‑H1‑

shRNA820注射之后7‑8周来自代表性WT眼的体内成像结果。示出的是OCT扫描(左)、经归一化

的内段/外段(inner/outer  segment，IS/OS)强度地形图(中间)和外核层(outer  nuclear 

layer，ONL)厚度地形图(右)。点线，注射泡边界。箭头，显示在左侧的OCT的位置。(图2D、2E)

在用一系列滴度注射的十只眼中注射泡(水平线阴影圆圈，上图)和未注射对照位置(斜线

阴影圆圈，下图)中取样的经归一化IS/OS强度(图2D)和ONL厚度(图2E)。符号代表33至95个

样品的组平均值(±SD)(参见图12)。虚线表示在未注射的对照眼中相同视网膜位置处取样

的相应参数的第99百分位数界限。下拉箭头估计了对应于向可检测效果转变的滴度。(图

2F)苏木精/伊红染色的(上排)和视紫红质(RHO)免疫标记的视网膜冰冻切片的显微照片，

显示了注射之后7‑8周经处理(Tx；1‑10×1011vg/mL滴度范围)和未经处理(UnTx)区域中ONL

和外段(OS)的形态。(图2G)用1‑50×1011vg/mL滴度处理的WT狗的视网膜的示意图，显示了

在注射之后7‑8周用于定量视紫红质(RNA和蛋白质)表达的神经视网膜穿孔物的位置。虚

线，泡边界；斑点区域：毯区。(图2H)以不同载体滴度注射的眼的作为未经处理区域中测量

水平的百分比的经处理视网膜区域中内源犬RHO  RNA剩余水平的定量。以不同载体滴度注

射的眼的代表性免疫印迹和作为未经处理区域中测量水平的百分比的经处理视网膜区域

中内源犬RHO蛋白剩余水平的定量。标记例如N282‑OD是指动物和眼；OSasOD标示是指为了

可比较性而显示为右眼的左眼。

[0033] 图3A‑3D示出了shRNA820在RHO突变视网膜中对视紫红质的抑制。(图3A)用1‑

10x1011vg/mL滴度的scAAV2/5‑H1‑shRNA820注射的四只RHO突变狗眼的眼底的示意图，显示

了在注射之后8‑10周用于定量视紫红质(RNA和蛋白质)表达的神经视网膜穿孔物的位置。

虚线，泡边界；斑点区域：毯区。(图3B)以不同滴度注射的眼的作为未经处理区域中测量水

平的百分比的经处理视网膜区域中内源犬RHO  RNA剩余水平的定量。以1‑50×1011vg/mL滴

度注射的眼的代表性免疫印迹和作为未经处理区域中测量水平的百分比的经处理视网膜

区域中内源犬RHO蛋白剩余水平的定量。(图3C)以1‑10×1011vg/mL滴度处理的四只RHO突变

狗眼中在光暴露之后两周(注射之后8‑10周)的外核层(ONL)厚度地形图。点线，泡边界；虚

线，ONL营救边界。插图，显著性图，显示了ONL厚度(左)和IS/OS强度(右)值与未注射对照的

第99百分位数置信区间进行逐点比较的视网膜区域。(图3D)H&E染色(上排)和视紫红质

(RHO)/人视锥拘留蛋白(human  cone  arrestin，hCA)共免疫标记的视网膜冰冻切片的显微

照片，显示了(图3C)中显示的同一眼的经处理(Tx；1‑10×1011vg/mL滴度范围)和未经处理

(UnTx)区域中在光暴露之后两周(注射之后8‑10周)的ONL和外段(OS)的形态。

[0034] 图4A‑4G显示了用单载体抑制和替代视紫红质阻止了RHO突变视网膜中的视网膜

变性。(图4A‑4B)用5×1011vg/mL滴度的scAAV2/5‑hOP‑RHO820‑H1‑shRNA820注射的两只RHO突

变眼中在注射之后/光暴露之前(注射之后)和在光暴露之后两周(LE之后)的外核层(ONL)
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厚度地形图。点线，泡边界；虚线，ONL营救边界。插图，图3A‑3D中描述的显著性图。(图4C‑

4D)视紫红质(RHO)/人视锥拘留蛋白(hCA)共免疫标记的视网膜冰冻切片，显示了(图4A‑

4B)中显示的同一眼的经处理和未经处理(UnTx)区域中ONL和外段(OS)的形态。(图4E)以5

×1011vg/mL滴度注射的四只RHO突变狗眼的眼底的示意图，显示了用于定量视紫红质(RNA

和蛋白质)表达的神经视网膜穿孔物的位置。虚线，泡边界；斑点区域：毯区。(图4F)经注射

眼的作为未经处理区域中测量水平的百分比的经处理视网膜区域中内源犬RHO  RNA剩余水

平的定量。(图4G)经注射眼的作为未经处理区域中测量的内源犬RHO的生理水平的百分比

的经处理视网膜区域中存在的外源人RHO  RNA(RHO820)的水平的定量。经注射眼的代表性免

疫印迹和作为未经处理区域中测量水平的百分比的经处理视网膜区域中总(内源犬和

RHO820)RHO蛋白剩余水平的定量。

[0035] 图5A‑5D显示了用组合了对视紫红质的抑制和替代的单载体处理的RHO突变视网

膜中视网膜结构和功能的长至5周的保护。(图5A)上图，时间线，显示了在两只RHO突变狗的

一只眼中注射scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820(5×1011vg/mL滴度)(对侧眼注射BSS)、光暴露

(LE1‑LE4)、OCT成像和ERG时段的时间点。下图，用scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820注射的眼在注

射之前、注射之后11周(临LE1前)、LE1之后1.5周和LE4之后2.1周的代表性外核层(ONL)厚

度图。虚线，ONL营救边界。视神经头(黑色圆圈)和大血管(黑色实线)、毯边界(灰色实线)和

中央凹样区域(椭圆)重叠(中间排)。插图，图3A‑3D中描述的显著性图。(图5B)示意图(左)

显示了用scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820注射的两只RHO突变眼的经处理区域中为了定量ONL厚

度和IS/OS强度而取样的视网膜位置。与未经注射的对照相比，经注射的眼中ONL厚度(中)

和IS/OS强度(右)的平均值(±SD)差异的纵向定量。水平虚线表示WT变异性的界限(+/‑

3SD)。(图5C)在一只眼中注射scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820(实线)并且在对侧眼中注射BSS(虚

线)的RHO突变狗中在四次光暴露时段中每一次之后约2周时经过暗适应而记录的视杆(‑

1.7log  cd.s.m‑2)、混合视杆‑视锥(0.51log  cd.s.m‑2)以及经过光适应而记录的对单次刺

激(0.51log  cd.s.m‑2)或29‑Hz视锥闪烁(0.26logcd.s.m‑2)的视锥响应的代表性ERG迹线。

(图5D)在与(图5C)中显示的类似时间点的在一只眼中注射scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820(水平

线阴影)并且在对侧眼中注射BSS(斜线阴影)的两只RHO突变狗中混合视杆‑视锥a波和b波

(上图)以及视锥1Hz和29Hz闪烁响应(下图)的最大振幅的纵向定量。

[0036] 图6显示了转基因质粒AAV‑shRNA820‑RHO820的图。

[0037] 图7显示了人视紫红质的氨基酸序列，示出了已知突变和缺失的位点 (基于

Athanasiou  et  al.(15)的综述)以及在本发明研究中评价的shRNA和核酶敲低试剂的靶位

点。

[0038] 图8显示了锤头状核酶525(Rz525)对人视紫红质mRNA的消化。在用表达Rz525的质

粒共转染的HEK293细胞中通过萤光素酶测定测量的野生型(白色条)或抗性/硬化(斜线阴

影条)RHO转录物的水平。结果相对于用缺少核酶的质粒共转染之后测量的相同融合转录物

(黑色条)进行归一化。误差条表示平均值的标准误差。*＝通过Student  t检验，抗性/硬化

RHO相对于野生型RHO的P<0.05。

[0039] 图9A‑9C显示了Rz525在WT犬视网膜中对RHO表达的抑制。(图9A)用20或50×

1011vg/mL滴度的AAV2/5‑Rz525视网膜下注射的RHO  WT狗的视网膜的示意图，其显示了用于

定量犬视紫红质(RNA和蛋白质)表达的神经视网膜穿孔物的位置。虚线，泡边界；斑点区域：
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毯区。(图9B)作为未经处理(UnTx)区域中测量水平的百分比的经处理(Tx)视网膜区域(以

50×1011vg/mL滴度注射)中内源犬RHO  RNA剩余水平的定量。(图9C)以20或50×1011vg/mL

滴度注射的眼的代表性免疫印迹(上)和作为未经处理区域中测量水平的百分比的经处理

视网膜区域中内源犬RHO蛋白剩余水平的定量(下)。OSasOD标示是指为了可比较性而显示

为右眼的左眼。

[0040] 图10A‑10E示出了Rz525在RHO突变犬视网膜中对RHO表达的抑制。(图10A)用BSS或

20或100×1011vg/mL滴度的AAV2/5‑Rz525注射的RHO突变狗的视网膜的示意图，其显示了用

于定量犬视紫红质(RNA和蛋白质)表达的神经视网膜穿孔物的位置。虚线，泡边界；斑点区

域：毯区。(图10B)用BSS或20或100×1011vg/mL滴度的AAV2/5‑Rz525注射的眼的作为未经处

理区域中测量水平的百分比的经处理视网膜区域中内源犬RHO  RNA剩余水平的定量。(图

10C)用BSS或20或100×1011vg/mL滴度的AAV2/5‑Rz525注射的眼的代表性免疫印迹(上)和

作为未经处理区域中测量水平的百分比的经处理视网膜区域中内源犬RHO蛋白剩余水平的

定量(下)。(图10D)提前8周用20或100×1011vg/mL滴度的AAV2/5‑Rz525注射的两只RHO突变

狗眼中在光暴露之后(LE之后)两周的ONL厚度地形图。点线，泡边界；虚线，ONL营救边界。

(图10E)提前8周用100×1011vg/mL的AAV2/5‑Rz525处理的RHO突变狗的两个视网膜中通过

NIR  cSLO成像(左上图和左下图)可见的多灶性深色病灶(白色箭头)在OCT  B扫描(右上图)

上对应于位于视网膜下空间和RPE/脉络膜的反射率提高的局灶性结节(白色箭头)，并且通

过组织学(右下图)对应于局灶性炎性细胞浸润。在OCT  B扫描上可见视网膜分离(白色箭

头)。虚线，泡边界；点线表示OCT  B扫描的位置。OSasOD标示是指为了可比较性而显示为右

眼的左眼。

[0041] 图11A‑11C示出了shRNA131在WT犬视网膜中对RHO表达的无效抑制。(图11A)用10或

50×1011vg/mL滴度的scAAV2/5‑shRNA131注射的RHO  WT狗眼的眼底的示意图，其显示了在注

射之后8周时用于定量犬视紫红质(RNA和蛋白质)表达的神经视网膜穿孔物的位置。虚线，

泡边界；斑点区域：毯区。(图11B)用10或50×1011vg/mL滴度注射的眼的作为未经处理区域

中测量水平的百分比的经处理视网膜区域中内源犬RHO  RNA剩余水平的定量。(图11C)用10

或50×1011vg/mL滴度注射的眼的代表性免疫印迹和作为未经处理区域中测量水平的百分

比的经处理视网膜区域中内源犬RHO蛋白剩余水平的定量。OSasOD标示是指为了可比较性

而显示为右眼的左眼。

[0042] 图12显示了用1×至50×1011vg/mL滴度范围的scAAV2/5‑shRNA820注射的所有10只

RHO  WT眼的单独地形图结果。ONL厚度(左)、经归一化IS/OS强度(中)和在泡之中(带有点状

包围线的右侧方形)和外部(左侧方形)选择用于定量的位点(右)。2194‑OD和类似标记表示

单独的动物和眼。所有的眼都显示为等同的右眼，以便于更易比较。OSasOD标示是指为了可

比较性而显示为右眼的左眼。

[0043] 图13A‑13G示出了用两种单独的载体对视紫红质进行的抑制和替代：RHO突变眼中

视杆的不完全保护和视网膜毒性。(图13A‑13C)在用5×1011vg/mL的scAAV2/5‑shRNA820和5

×1011vg/mL的scAAV2/5‑RHO820共注射(处理1:1)的RHO突变眼中的OCT成像和针对光暴露

(LE)的视网膜保护的组织学分析。(图13A)注射之后7周/光暴露之前(注射之后)和光暴露

之后(LE之后)4周的ONL厚度地形图。点线，泡边界；白色箭头，下图中显示的OCT  B扫描的位

置。(图13B)视紫红质(Rho)/人视锥拘留蛋白(hCA)共免疫标记的视网膜冰冻切片，显示了
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(图13A)中所示同一眼的经处理和未经处理(UnTx)区域中外核层(ONL)和外段(OS)的形态。

(图13C)在经处理区域中拍摄的H&E染色的视网膜显微照片，显示了最大的营救效果。(图

13D‑13F)用5×1011vg/mL的scAAV2/5‑shRNA820和10×1011vg/mL的scAAV2/5‑RHO820共注射

(处理1:2)的RHO突变眼中进行的与(图13A‑13C)中类似的分析。(图13D)ONL厚度地形图。点

线，泡边界；虚线，ONL营救边界；白色箭头对应于下图中显示的OCT  B扫描的位置；OCT  B扫

描上的白色箭头显示了提高的血管周增厚和反射率。(图13E)双荧光IHC(视紫红质；人视锥

拘留蛋白)。(图13F)在经处理区域中拍摄的H&E染色的视网膜显微照片，显示了有限ONL营

救和血管周细胞浸润的严重病灶(箭头)。(图13G)用5×1011vg/mL的scAAV2/5‑shRNA820和10

×1011vg/mL的scAAV2/5‑RHO820共注射(处理1:2)但是未暴露于光的RHO突变眼中在注射之

后11周的OCT成像。点线，泡边界；灰色和白色箭头显示了单次OCT  B扫描的位置(右图)。

OSasOD标示是指为了可比较性而显示为右眼的左眼。

[0044] 图14A‑14D显示了用单载体抑制和替代视紫红质阻止了RHO突变视网膜中的视网

膜变性(图4A‑4G的附加数据)。(图14A‑14B)用5×1011vg/mL滴度的scAAV2/5‑RHO820‑

shRNA820注射的两只RHO突变狗眼中在注射之后/光暴露之前(注射之后)和光暴露之后两周

(LE之后)的ONL厚度地形图。点线，泡边界；虚线，ONL营救边界。插图，显著性图，显示了ONL

厚度(上)和IS/OS强度(下)值与未注射对照的第99百分位数置信区间进行逐点比较的视网

膜区域。(图14C‑14D)视紫红质(Rho)/人视锥拘留蛋白(hCA)共免疫标记的视网膜冷冻切

片，显示了(图14A‑14B)中显示的同一眼的经处理和未经处理(UnTx)区域中外核层(ONL)和

外段(OS)的形态。OSasOD标示是指为了可比较性而显示为右眼的左眼。

[0045] 图15A‑15C显示了在不同环境照明条件下圈养的RHO突变(RHOT4R/+)狗的自然疾病

史。(图15A、15B)在循环暗红色光(图15A)或循环标准白色犬舍照明(图15B)下圈养的代表

性狗的伪色ONL地形图。所有眼都显示为等同的右眼。视神经头(黑色圆圈)和大血管(白色

线)、毯边界(灰色线)和中央凹样区域(椭圆)重叠。(图15C)示意图：在五个视网膜区域中选

择用于定量ONL厚度的位点。C，中央；ST，颞上；SN，鼻上；IT，颞下；和IN，鼻下。所有取样的单

个位点的作为年龄的函数的ONL厚度的图，作为与相同位置的平均正常值的差异示出。虚线

界定了正常变异性的第99百分位数。

[0046] 图16A‑16E示出了研究中使用的重组AAV2/5载体构建体。(图16A)携带驱动被设计

为切割鼠、犬和人RHO  mRNA的锤头状核酶(Rz525)表达的小鼠视蛋白近端启动子(mOP)的单

链AAV。(图16B)携带驱动被设计为切割犬和人RHO  mRNA的短发夹RNA(shRNA131)表达的H1 

RNA聚合酶III启动子(H1)的自身互补AAV。(图16C)携带驱动被设计为切割犬和人RHO  mRNA

的短发夹RNA(shRNA820)表达的H1  RNA聚合酶III启动子(H1)的自身互补AAV。(图16D)携带

驱动被设计为对shRNA820的抑制具有抗性的替代人RHO  mRNA(RHO820)表达的人视蛋白启动

子的自身互补AAV。(图16E)携带敲低试剂shRNA820和人抗性替代RHO820二者的自身互补AAV。

TR：AAV2反向末端重复；mTR：突变TR；wtTR：野生型TR；SV40  SD/SA：源自猿猴病毒40的剪接

供体/受体元件；hp  Rz：发夹状核酶；SV40  pA：SV40来源多腺苷酸化末端信号；HSV  TK  pro：

人单纯疱疹病毒来源胸苷激酶启动子；Neo  R：新霉素抗性基因。bGH  pA：牛生长激素多腺苷

酸化末端信号；hGFP：人源化GFP。

[0047] 图17是对狗中AAV疗法的长期研究的实验设计的图示。评价了scAAV2/5‑hOP‑

RHO820‑H1‑shRNA820在四只RHO突变狗中赋予光感受器针对反复LE事件的稳定结构(通过
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OCT和IHC评估)和功能(通过ERG评估)保护的能力，所述事件在未经处理的RHOT4R/+狗视网膜

中造成急性视网膜变性。向每只狗的右眼(OD)视网膜下注射150μL的5×1011vg/mL滴度的

AAV构建体，而向对侧左眼(OS)视网膜下注射类似体积的平衡盐溶液(BSS)。PI：注射之后；

LE：光暴露；OCT：光学相干断层扫描；ERG：视网膜电描记术；IHC：免疫组织化学。

[0048] 图18A‑18D示出了在一只眼中注射scAAV2/5‑hOP‑RHO820‑H1‑shRNA820(点线)并

且在对侧眼中注射BSS(实线)的RHO突变狗中在四次光暴露时段中每一次之后约2周时经过

暗适应而记录的视杆(‑1 .7logcd .s .m‑2，图18A)、混合视杆‑视锥(0 .51log  cd .s .m‑2，图

18B)以及经过光适应而记录的针对单刺激(0 .51log  cd .s .m‑2，图18C)或29‑Hz视锥闪烁

(0.26log  cd.s.m‑2，图18D)的视锥响应的代表性ERG迹线。

[0049] 图19A‑19C示出了在与18A‑18D中显示的类似时间点的在一只眼中注射scAAV2/5‑

RHO820‑shRNA820(水平线阴影)并且在对侧眼中注射BSS(斜线阴影)的四只RHO突变狗中视

杆b波(图19A)、混合视杆‑视锥a波和b波(图19B)以及视锥1Hz和29Hz闪烁响应(图19C)的最

大振幅的纵向定量。AAV：scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820。

[0050] 图20A‑20D示出了在注射之前(pre‑inj.)、注射之后12周(第一次光暴露事件之

前)和注射之后50周(第四次光暴露事件之后2周)，四只RHO突变狗中每一只的外核层(ONL)

厚度图和内段‑外段(IS/OS)强度图。

[0051] 图21示出了来自RHO突变狗的视紫红质(RHO)/人视锥拘留蛋白(hCA)共免疫标记

的视网膜冷冻切片，其示出了同一只眼的未经处理和经处理区域中外核层(ONL)和外段

(OS)的形态。ONL厚度图(下图)显示了上图中显示的视网膜未经处理和经处理区域的大致

位置(星号)。

[0052] 图22示出了用scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820或AAV2/5‑GFP处理的小鼠中外核层(ONL)

厚度的OCT测量结果。用AAV2/5‑GFP或scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820在一只眼中处理P23H  RHO 

C57Bl/6小鼠，并且以不同的时间间隔分析ONL厚度：a)处理之前(“Pre”)，b)注射之后1个

月，c)注射之后2个月，或d)注射之后3个月。

[0053] 图23示出了在一只眼中注射scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820(圆圈和虚线)或AAV2/5‑

GFP(方形和实线)的P23H  RHO小鼠中视杆和混合视杆‑视锥a波和b波的最大振幅的纵向定

量。这两组小鼠经受了不同强度(‑20分贝(dB)、‑10dB和0dB)的短暂闪光。在注射之后1个

月、2个月和3个月时分析这些小鼠的电响应。

[0054] 图24显示了经过尺寸分级之后的在用scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820转染之后

HEK293细胞中表达的最频繁短mRNA的序列。

[0055] 图25示出了在转染的HEK293细胞中表达的短mRNA的最高“命中”的共有序列。如箭

头所示，52％的RNA分子在3’端具有2个额外的尿苷。73％的RNA分子中指导链5’端的序列

(UAG)与所预测的等同。

具体实施方式

[0056] 本申请的一些方面提供了可用于在对象中(例如，在患有显性视网膜色素变性的

对象，例如患有显性视网膜色素变性的人对象中)治疗视网膜色素变性的方法和组合物。

[0057] 在一些实施方案中，提供靶向人、狗和/或小鼠视紫红质(RHO)mRNA的短发夹RNA

(shRNA)。在一些实施方案中，shRNA包含：包含核苷酸序列GUGGCAUUCUACAUCUUCA(SEQ  ID 
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NO：1)的有义链、包含核苷酸序列UGAAGAUGUAGAAUGCCAC(SEQ  ID  NO：2)的反义链，以及环序

列。在一些实施方案中，shRNA包含：包含与SEQ  ID  NO：1的序列具有1、2或3个不同核苷酸的

核苷酸序列的有义链，以及包含与SEQ  ID  NO：2的序列具有1、2或3个不同核苷酸的核苷酸

序列的反义链。在一些实施方案中，环包含长度为5至10个核苷酸的序列。在某些实施方案

中，环包含长度为9个核苷酸的序列。在一些实施方案中，环包含UUCAAGAGA(SEQ  ID  NO：3)。

在某些实施方案中，环是SEQ  ID  NO：3。在某些实施方案中，环包含与SEQ  ID  NO：3的序列具

有1或2个不同核苷酸的核苷酸序列。

[0058] 在一些实施方案中，shRNA包含：包含核苷酸序列GUGGCAUUCUACAUCUUCA(SEQ  ID 

NO：1)的有义链、包含核苷酸序列UGAAGAUGUAGAAUGCCAC(SEQ  ID  NO：2)的反义链，以及包含

核苷酸序列UUCAAGAGA(SEQ  ID  NO：3)的环。在一些实施方案中，shRNA包含：包含核苷酸序

列 G U G G C A U U C U A C A U C U U C A ( S E Q  I D  N O ：1 ) 的 有 义 链 、包 含 核 苷 酸 序 列

UGAAGAUGUAGAAUGCCACUU(SEQ  ID  NO：10)的反义链，以及包含核苷酸序列UUCAAGAGA(SEQ 

ID  NO：3)的环。在一些实施方案中，shRNA包含：包含与SEQ  ID  NO：1的序列具有1、2或3个不

同核苷酸的核苷酸序列的有义链，包含与SEQ  ID  NO：10的序列具有1、2或3个不同核苷酸的

核苷酸序列的反义链，以及包含与SEQ  ID  NO：3的序列具有1或2个不同核苷酸的核苷酸序

列的环。

[0059] 在一些实施方案中，shRNA包含以下所示的SEQ  ID  NO：4的序列或由其组成。

[0060] shRNA820序列：

[0061] GUGGCAUUCUACAUCUUCAUUCAAGAGAUGAAGAUGUAGAAUGCCAC(SEQ  ID  NO：4)

[0062] 在一些实施方案中，shRNA包含与SEQ  ID  NO：4的序列具有1、2或3个不同核苷酸的

核苷酸序列。

[0063] 在某些实施方案中，shRNA包含含有以下序列组之一的有义及反义链：i)包含核苷

酸序列C UG C C U AC A UG U U U C UG C U (SE Q  I D  NO：21)的有义链和包含核苷酸序列

A G C A G A A A C A U G U A G G C A G ( S E Q  I D  N O：2 2) 的 反 义 链 ；i i ) 包 含 核 苷 酸 序 列

CCUACAUGUUUCUGCUGAU(SEQ  ID  NO：23)的有义链和包含核苷酸序列AUCAGCAGAAACAUGUAGG

(SEQ  ID  NO：24)的反义链；iii)包含核苷酸序列GCAUGGUCAUCAUCAUGGU(SEQ  ID  NO：25)的

有义链和包含核苷酸序列ACCAUGAUGAUGACCAUGC(SEQ  ID  NO：26)的反义链。

[0064] 在另一些实施方案中，shRNA包含：i)包含与SEQ  ID  NO：21具有1、2或3个不同核苷

酸的核苷酸序列的有义链，以及包含与SEQ  ID  NO：22具有1、2或3个不同核苷酸的核苷酸序

列的反义链；ii)包含与SEQ  ID  NO：23具有1、2或3个不同核苷酸的核苷酸序列的有义链，以

及包含与SEQ  ID  NO：24具有1、2或3个不同核苷酸的核苷酸序列的反义链；或iii)包含与

SEQ  ID  NO：25具有1、2或3个不同核苷酸的核苷酸序列的有义链，以及包含与SEQ  ID  NO：26

具有1、2或3个不同核苷酸的核苷酸序列的反义链。

[0065] 在一些实施方案中，可以使用载体将shRNA作为由启动子(例如人H1  RNA启动子)

驱动的shRNA来递送。在一些实施方案中，载体是质粒。在一些实施方案中，载体是病毒载

体，例如腺相关病毒(AAV)载体。在一些实施方案中，编码shRNA的载体序列包含序列GTGGC

ATTCTACATCTTCATTCAAGAGATGAAGATGTAGAATGCCAC(SEQ  ID  NO：9)。在一些实施方案中，驱动

shRNA表达的启动子包含与以下序列具有至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少

94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％同一性的序列：
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[0066] TAAAACGACGGCCAGTGAATTCATATTTGCATGTCGCTATGTGTTCTGGGAAATCACCATAAACGTGA

AATGTCTTTGGATTTGGGAATCTTATAAGTTCTGTATGAGACCACTCGGATCC(SEQ  ID  NO：8) .

[0067] 在一些实施方案中，同一载体包含编码正常(例如，野生型)视紫红质蛋白但对由

该载体表达的shRNA的作用具有抗性的编码序列。

[0068] 在一些实施方案中，如本文所述针对shRNA硬化的正常(例如，野生型)视紫红质

(RHO)编码序列可具有基于人RHO基因的序列(例如，具有登录号NG_009115.1中所示的序

列)。在一些实施方案中，对正常RHO编码序列进行修饰以包含一个或更多个(例如2、3、4、5、

6、7、8、9、10个或更多个)突变，其使得由该编码序列表达的mRNA对如本文所述的shRNA具有

抗性。在一些实施方案中，RHO编码序列包含序列GTGGCTTTTTATATATTCA(SEQ  ID  NO：11)，其

可以对如本文所述的shRNA具有抗性。在一些实施方案中，RHO编码序列包含与以下SEQ  ID 

NO：5具有至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少

97％、至少98％、至少99％或100％同一性的序列：RHO820序列：

[0069]

[0070] 在一些实施方案中，RHO编码序列由启动子(例如人视蛋白近端启动子)驱动。在一

些实施方案中，启动子包含与以下SEQ  ID  NO：7具有至少80％、至少85％、至少90％、至少

91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％
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或100％同一性的序列。

[0071] 人视蛋白近端启动子序列：

[0072]

[0073] 在一些实施方案中，如本文所述的载体包含与以下SEQ  ID  NO:6具有至少80％、至

少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少

97％、至少98％、至少99％或100％同一性的序列。

[0074] scAAV2/5‑hOP‑RHO820‑H1‑shRNA820构建体序列：

[0075]
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[0076]
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[0077]
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[0078]
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[0079]

[0080] 本公开内容的一些方面涉及用于将如本文所述的rAAV载体(例如，编码shRNA和/

或替代RHO)递送至多种组织、器官和/或细胞中的重组腺相关病毒(rAAV)颗粒。在一些实施

方案中，rAAV颗粒包含如本文所述的衣壳蛋白，例如AAV5衣壳蛋白。在一些实施方案中，包

含在rAAV颗粒中的载体编码目的RNA(例如，包含SEQ  ID  NO:4的序列的shRNA)并且包含替

代RHO编码序列(例如，包含SEQ  ID  NO:5的序列)。

[0081] 包含在rAAV颗粒中的重组AAV(rAAV)载体可至少包含(a)一个或更多个异源核酸

区域(例如，编码shRNA和/或RHO蛋白)和(b)在所述一个或更多个异源核酸区域侧翼的一个

或更多个包含反向末端重复(ITR)序列(例如，野生型ITR序列或经改造ITR序列)的区域。在

一些实施方案中，异源核酸区域编码目的RNA(例如，包含SEQ  ID  NO:4的序列的shRNA)，并

且包含替代RHO编码序列(例如，包含SEQ  ID  NO:5的序列)。在一些实施方案中，rAAV载体的

大小为4kb至5kb(例如，大小为4.2至4.7kb)。该rAAV载体可以被病毒衣壳(例如AAV5衣壳)

衣壳化。在一些实施方案中，rAAV载体是单链的。在一些实施方案中，rAAV载体是双链的。在

一些实施方案中，双链rAAV载体可以是例如自身互补载体，其包含与该载体的一个区域互

补的另一载体区域，从而引起该载体的双链性的形成。

[0082] rAAV颗粒可以是任何AAV血清型，包括任何衍生物或假型(例如1、2、3、4、5、6、7、8、

9、10、2/1、2/5、2/8或2/9)。如本文所用，rAAV颗粒的血清型是指衣壳蛋白的血清型。在一些

实施方案中，rAAV颗粒是AAV5。衍生物和假型的非限制性实例包括rAAV2/1、rAAV2/5、

rAAV2/8、rAAV2/9、AAV2‑AAV3杂合体、AAVrh.10、AAVhu.14、AAV3a/3b、AAVrh32.33、AAV‑

HSC15、AAV‑HSC17、AAVhu.37、AAVrh.8、CHt‑P6、AAV2.5、AAV6.2、AAV2i8、AAV‑HSC15/17、

AAVM41、AAV9.45、AAV6(Y445F/Y731F)、AAV2.5T、AAV‑HAE1/2、AAV克隆32/83、AAVShH10、

AAV2(Y‑>F)、AAV8(Y733F)、AAV2.15、AAV2.4、AAVM41和AAVr3.45。这样的AAV血清型和衍生

物/假型以及产生这样的衍生物/假型的方法是本领域中已知的(参见，例如Mol  Ther.2012 

Apr；20(4):699‑708.doi:10 .1038/mt .2011 .287 .Epub  2012  Jan  24 .The  AAV  vector 
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toolkit:poised  at  the  clinical  crossroads .Asokan  A1 ,Schaffer  DV ,Samulski 

RJ.)。在一些实施方案中，rAAV颗粒是假型化rAAV颗粒，其包含：(a)来自一种血清型(例如，

AAV2)的包含ITR的核酸载体，和(b)包含源自另一种血清型(例如，AAV5)的衣壳蛋白的衣

壳。产生和使用假型化rAAV载体的方法是本领域中已知的(参见，例如Duan  et  al .,

J .Virol .,75:7662‑7671 ,2001；Halbert  et  al .,J .Virol .,74:1524‑1532 ,2000；

Zolotukhin  et  al .,Methods ,28:158‑167 ,2002；以及Auricchio  et  al .,

Hum.Molec.Genet.,10:3075‑3081,2001)。

[0083] 产生rAAV颗粒和rAAV载体的方法也是本领域中已知的并且是市售的(参见，例如

Zolotukhin  et  al.Production  and  purification  of  serotype  1,2,and  5recombinant 

adeno‑associated  viral  vectors.Methods  28(2002)158‑167；以及美国专利公开号US 

2007/0015238和US20120322861，其通过引用并入本文；以及可从ATCC和Cell  Biolabs ,

Inc .获得的质粒和试剂盒)。例如，可以将包含rAAV载体的质粒与一种或更多种辅助质粒

(例如包含rep基因(例如编码Rep78、Rep68、Rep52和Rep40)和cap基因(例如，编码VP1、VP2

和VP3，包括如本文所述的经修饰的VP3区域))组合并转染到生产细胞系中，使得rAAV颗粒

可以包装并随后纯化。

[0084] 在一些实施方案中，一种或更多种辅助质粒包括包含rep基因和cap基因(例如，编

码如本文所述的rAAV衣壳蛋白)的第一辅助质粒和包含E1a基因、E1b基因、E4基因、E2a基因

和VA基因的第二辅助质粒。在一些实施方案中，rep基因是源自AAV2或AAV5的rep基因，并且

cap基因源自AAV2或AAV5且可以包含对该基因的修饰以产生如本文所述的经修饰的衣壳蛋

白。辅助质粒和制备这样的质粒的方法是本领域中已知的并且是市售的(参见，例如来自

PlasmidFactory,Bielefeld,Germany的pDM、pDG、pDP1rs、pDP2rs、pDP3rs、pDP4rs、pDP5rs、

pDP6rs、pDG(R484E/R585E)和pDP8.ape质粒；其他产品和服务，其可获自Vector  Biolabs,

Philadelphia,PA；Cellbiolabs,San  Diego,CA；Agilent  Technologies,Santa  Clara,Ca；

和Addgene,Cambridge,MA；pxx6；Grimm  et  al.(1998) ,Novel  Tools  for  Production  and 

Purification  of  Recombinant  Adenoassociated  Virus  Vectors,Human  Gene  Therapy,

Vol.9,2745‑2760；Kern,A.et  al.(2003) ,Identification  of  a  Heparin‑Binding  Motif 

on  Adeno‑Associated  Virus  Type  2Capsids ,Journal  of  Virology ,Vol .77 ,11072‑

11081.；Grimm  et  al.(2003) ,Helper  Virus‑Free,Optically  Controllable,and  Two‑

Plasmid‑Based  Production  of  Adeno‑associated  Virus  Vectors  of  Serotypes  1to 

6,Molecular  Therapy ,Vol.7 ,839‑850；Kronenberg  et  al.(2005) ,A  Conformational 

Change  in  the  Adeno‑Associated  Virus  Type  2Capsid  Leads  to  the  Exposure  of 

Hidden  VP1  N  Termini,Journal  of  Virology,Vol.79,5296‑5303；以及Moullier,P.and 

Snyder ,R .O .(2008) ,International  efforts  for  recombinant  adeno‑associated 

viral  vector  reference  standards,Molecular  Therapy,Vol.16,1185‑1188)。

[0085] 接下来描述一种示例性的非限制性rAAV颗粒产生方法。产生或获得一种或更多种

辅助质粒，其包含期望AAV血清型的rep和cap  ORF以及在其天然启动子的转录控制下的腺

病毒VA、E2A(DBP)和E4基因。cap  ORF还可包含一个或更多个修饰以产生如本文所述的经修

饰的衣壳蛋白。利用辅助质粒和包含本文所述核酸载体的质粒，通过CaPO4介导的转染、脂

质或聚合物分子如聚乙烯亚胺(PEI)转染HEK293细胞(可获自 )。然后将HEK293细
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胞孵育至少60小时以允许rAAV颗粒产生。作为替代地，在另一个实例中，用包含核酸载体的

单一重组杆状病毒感染基于Sf9的稳定生产细胞系。作为另一替代方案，在另一个实例中，

用包含核酸载体的HSV和任选地包含如本文所述的rep和cap  ORF以及在其天然启动子的转

录控制下的腺病毒VA、E2A(DBP)和E4基因的一种或更多种辅助HSV感染HEK293或BHK细胞

系。然后将HEK293、BHK或Sf9细胞孵育至少60小时以允许rAAV颗粒产生。然后可以使用本领

域中已知或本文所述的任何方法、例如通过碘克沙醇逐步梯度、CsCl梯度、色谱或聚乙二醇

(PEG)沉淀来纯化rAAV颗粒。

[0086] 本公开内容还考虑了包含如本文所述的shRNA、载体或rAAV颗粒的宿主细胞。这样

的宿主细胞包括哺乳动物宿主细胞，其中人宿主细胞是优选的，并且可以是分离的，例如在

细胞或组织培养物中。在一些实施方案中，宿主细胞是眼细胞。

[0087] 本公开内容还考虑了以下宿主细胞，其包含shRNA、载体、rAAV颗粒，以及在宿主细

胞被本文所述的rAAV颗粒感染或被本文所述的构建体转染之后表达的mRNA。在某些实施方

案中，本文提供的宿主细胞包含与天然存在的那些不同的短mRNA序列。在某些实施方案中，

宿主细胞包含与SEQ  ID  NO:40‑46中任一个具有至少95％或99.5％序列同一性的短mRNA序

列。宿主细胞可包含含有SEQ  ID  NO:40‑46中任一个的序列的短mRNA序列。这样的宿主细胞

包括哺乳动物宿主细胞，其中人宿主细胞是优选的，并且可以是分离的，例如在细胞或组织

培养物中。在一些实施方案中，宿主细胞是眼细胞。

[0088] 示例性的哺乳动物细胞包括人细胞、啮齿动物细胞和犬细胞。在一些实施方案中，

哺乳动物细胞来源于人(例如，患有或已知患有、例如被诊断为患有视网膜色素变性、例如

显性视网膜色素变性的人)。

[0089] 在一些实施方案中，提供了组合物，其包含如本文所述的shRNA、载体或rAAV颗粒，

以及任选地可药用载体。在一些实施方案中，可以将本文所述的组合物施用于需要治疗的

对象。在一些实施方案中，对象患有或被怀疑患有脑和/或眼的一种或更多种病症、疾病或

障碍(例如，视网膜色素变性，例如显性视网膜色素变性)。在一些实施方案中，对象患有或

被怀疑患有本文公开的一种或更多种病症、疾病和障碍(例如，视网膜色素变性，例如显性

视网膜色素变性)。在一些实施方案中，对象具有一个或更多个内源突变rho等位基因(例

如，与眼或视网膜的疾病或障碍相关或其造成该疾病或障碍)。在一些实施方案中，对象具

有至少一个显性突变rho等位基因(例如，其引起显性视网膜色素变性)。在一些实施方案

中，对象是人。在一些实施方案中，对象是非人灵长类。非人灵长类对象的非限制性实例包

括猕猴(例如食蟹猴或恒河猴)、狨猴、绢毛猴、蜘蛛猴、枭猴、长尾黑颚猴(vervet  monkey)、

松鼠猴、狒狒、大猩猩、黑猩猩和猩猩。其他示例性对象包括家养动物，例如狗和猫；家畜，例

如马、牛、猪、绵羊、山羊和鸡；以及其他动物，例如小鼠、大鼠、豚鼠和仓鼠。

[0090] 在一些实施方案中，向细胞或对象施用的rAAV颗粒的剂量可以为约106至1014个颗

粒/mL或103至1015个颗粒/mL，或在其任一范围之间的任何值，例如，约106、107、108、109、

1010、1011、1012、1013或1014个颗粒/mL。在一个实施方案中，施用高于1013个颗粒/mL的rAAV颗

粒。在一些实施方案中，向对象施用的rAAV颗粒的剂量可以为约106至1014载体基因组(vg)/

mL、或103至1015vg/mL，或在其任一范围之间的任何值，例如约106、107、108、109、1010、1011、

1012、1013或1014vg/mL。在一个实施方案中，施用高于1013vg/mL的rAAV颗粒。根据实现所治疗

的特定疾病或障碍的治疗可需要的，rAAV颗粒可以以单剂量施用或者分为两次或更多次施

说　明　书 17/50 页

20

CN 118480544 A

20



用。在一些实施方案中，将0.0001mL至10mL(例如0.0001mL、0.001mL、0.01mL、0.1mL、1mL、

10mL)以一个剂量递送于对象。

[0091] 在一些实施方案中，rAAV颗粒滴度为1×1010至5×1013vg/ml。在一些实施方案中，

rAAV颗粒滴度可以为1×1010、2.5×1010、5×1010、1×1011、2.5×1011、5×1011、1×1012、2.5

×1012、5×1012、1×1013、2.5×1013、或5×1013vg/mL。在一些实施方案中，颗粒滴度小于1×

1010vg/mL。在一些实施方案中，rAAV颗粒滴度大于1×1015vg/mL。在一个实施方案中，rAAV

颗粒滴度大于5×1013vg/mL。在一些实施方案中，通过本文进一步描述的方法(例如，视网膜

下或玻璃体内)施用rAAV颗粒。

[0092] 根据实现所治疗的特定疾病或障碍的治疗可需要的，rAAV颗粒可以以单剂量施用

或者分为两次或更多次施用。在一些实施方案中，在数天或数周的时间内施用rAAV颗粒。在

一些实施方案中，将1至500微升的本申请中所述的组合物(例如，其包含rAAV颗粒)施用于

对象的一只或两只眼。例如，在一些实施方案中，可以向每只眼施用约1、约10、约50、约100、

约200、约300、约400或约500微升。然而，应当理解，在一些实施方案中可以施用更小或更大

的体积。

[0093] 在一些实施方案中，在单次施用于眼之后，本文公开的rAAV颗粒、组合物和治疗方

法保持了对象中视杆光感受器的结构完整性，保持了ONL厚度和/或赋予对象中视网膜结构

和功能至少约12周、至少约18周、至少约24周、至少约30周、至少约36周、至少约42周、至少

约48周、至少约54周或至少约60周的变性保护。

[0094] 在一些实施方案中，本公开内容提供了本文公开的一种或更多种基于rAAV的组合

物在可药用溶液中的制剂用于单独地或与一种或更多种其他治疗模式组合施用于细胞或

动物，并且特别是用于人细胞、组织和影响人的疾病的治疗。

[0095] 如果需要，rAAV颗粒或核酸载体也可以与其他药剂例如蛋白质或多肽或多种药物

活性剂组合施用，包括治疗性多肽、生物活性片段、或其变体的一个或更多个全身或局部施

用。实际上，对于也可以包含的其他组分几乎没有限制，只要该另外药剂在与靶细胞或宿主

组织接触时不会引起明显的不利影响即可。因此，在特定情况下，rAAV颗粒可以根据需要与

多种其他药剂一起递送。这样的组合物可以从宿主细胞或其他生物学来源中纯化，或作为

替代，可以如本文所述化学合成。

[0096] 可药用赋形剂和载体溶液的配制是本领域技术人员公知的，开发用于在多种治疗

方案(包括例如经口、肠胃外、静脉内、鼻内、关节内和肌内施用和制剂)中使用本文所述的

特定组合物的合适的给药和治疗方案也是本领域技术人员公知的。

[0097] 通常来说，这些制剂可以包含至少约0.1％的治疗剂(例如rAAV颗粒)或更多，但是

活性成分的百分比当然可以变化并且可以方便地为总制剂的重量或体积的约1％或2％至

约70％或80％或更多。自然地，可以以在化合物的任何给定单位剂量中将获得合适剂量的

方式来制备每种治疗上有用组合物中治疗剂(例如，rAAV颗粒)的量。制备这样的药物制剂

领域的技术人员将考虑诸如溶解度、生物利用度、生物学半衰期、施用途径、产品保存期以

及其他药理学考虑的因素，并且因此多种剂量和治疗方案可以是期望的。

[0098] 在某些情况下，期望皮下、眼内、玻璃体内、肠胃外、皮下、静脉内、脑室内、肌内、鞘

内、经口、腹膜内、通过经口或鼻吸入、或通过经由直接注射而直接注射到一种或更多种细

胞、组织或器官中来在本文中公开的适当配制的药物组合物中递送如本文所述的shRNA、载
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体或rAAV颗粒。

[0099] 适用于注射用途(例如，包含如本文所述的shRNA、载体或rAAV颗粒)的组合物的药

物形式包括无菌水溶液或分散体。在一些实施方案中，该形式是无菌的并且在存在容易可

注射性的程度上是流体。在一些实施方案中，该形式在制造和储存条件下是稳定的，并且被

保存以抵抗微生物(例如细菌和真菌)的污染作用。载体可以是溶剂或分散介质，其包含例

如水、盐水、乙醇、多元醇(例如甘油、丙二醇和液体聚乙二醇等)、其合适的混合物、和/或植

物油。可以维持适当的流动性，例如通过使用包衣(例如卵磷脂)、通过在分散体的情况下维

持所需的粒径以及通过使用表面活性剂来进行。

[0100] 术语“载体”是指与本文所述的shRNA、载体或rAAV颗粒一起施用的稀释剂、佐剂、

赋形剂或载剂。这样的药用载体可以是无菌液体，例如水和油，包括以下那些：石油，例如矿

物油；植物油，例如花生油、大豆油和芝麻油；动物油；或合成来源的油。盐水溶液以及葡萄

糖和甘油水溶液也可以用作液体载体。

[0101] 本公开内容的组合物可以通过多种途径递送至眼。其可以眼内、通过表面施用于

眼或通过眼内注射到例如玻璃体(玻璃体内注射)或视网膜下(视网膜下注射)光感受器间

空间来递送。在一些实施方案中，其被递送至视杆感光细胞。作为替代，其可以通过插入或

注射到眼周围的组织中而局部递送。其可以通过经口途径或通过皮下、静脉内或肌内注射

全身递送。作为替代，其可以通过导管或通过植入物递送，其中这样的植入物由多孔、无孔

或凝胶材料(包括膜，例如硅橡胶膜或纤维、可生物降解的聚合物或蛋白质性材料)制成。其

可以在病症发作之前施用以防止其发生，例如在对眼进行手术期间，或在病理病症发作之

后立即或在急性或长期病症发生期间施用。

[0102] 对于可注射水溶液的施用，例如，如果需要的话，可以将溶液适当地缓冲，并且首

先用足够的盐水或葡萄糖使液体稀释剂等张。这些特定的水溶液特别适合于静脉内、肌内、

玻璃体内、皮下和腹膜内施用。在这方面，根据本公开内容，本领域技术人员将知道可以使

用的无菌水性介质。例如，可以将一个剂量溶解在1ml等张NaCl溶液中，然后添加到1000ml

皮下灌注流体中或注射在建议的输注部位(参见例如"Remington 'sPharmaceutical 

Sciences"第15版,第1035‑1038和1570‑1580页)。根据所治疗对象的状况，必然发生剂量的

一些变化。在任何情况下，负责施用的人员决定用于个体对象的合适剂量。此外，对于人施

用，制剂应符合例如FDA生物学标准所所要求的无菌性、热原性以及一般安全性和纯度标

准。

[0103] 无菌可注射溶液可通过将所需量的如本文所述的shRNA、载体或rAAV颗粒引入合

适的溶剂(其根据需要具有上文列举的数种其他成分)中然后过滤灭菌来制备。通常来说，

通过将多种经灭菌的活性成分引入无菌载剂中来制备分散体，所述无菌载剂包含基础分散

介质和需要的来自以上列举的那些的其他成分。在用于制备无菌可注射溶液的无菌粉末的

情况下，优选的制备方法是真空干燥和冷冻干燥技术，该技术由其经预先无菌过滤溶液产

生活性成分加上任何另外期望成分的粉末。

[0104] 组合物(例如，包含如本文所述的shRNA、载体或rAAV颗粒)的量和施用这样的组合

物的时间将在受益于本教导的技术人员的范围内。然而，很可能可以通过单次施用实现治

疗有效量的所公开组合物的施用，例如单次注射足够数量的rAAV颗粒以为接受这种治疗的

患者提供治疗益处。作为替代，在一些情况下，可期望在相对较短或相对延长的时间段内提
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供组合物的多次或连续施用，这可以由监督这样的组合物的施用的医疗人员决定。

[0105] 在一些实施方案中，在使细胞视紫红质基因表达沉默之后视杆细胞保持结构完整

和/或存活。在一些实施方案中，其中使细胞视紫红质基因表达沉默的视杆细胞的在正常情

况下包含视紫红质的外段缩短。在一些实施方案中，使用表达对使用本申请中描述的组合

物进行的沉默具有抗性的外源添加(硬化)视紫红质基因，可以维持或恢复(例如，部分地或

完全地)外段的长度。在一些实施方案中，向患有视网膜色素变性(例如，显性视网膜色素变

性)的对象施用本文所述的组合物在对象中保持视杆光感受器的结构完整性，保持ONL厚度

和/或赋予对象中视网膜结构和功能至少约12周、至少约18周、至少约24周、至少约30周、至

少约36周、至少约42周或至少约48周、至少约54周或至少约60周的变性保护。

[0106] “治疗”疾病如该术语在本文所用是指降低对象经历的疾病或障碍(例如视网膜色

素变性)的至少一种体征或症状的频率或严重程度。通常将上述组合物以有效量(即能够产

生期望结果的量)施用于对象。期望结果将取决于所施用的活性剂。例如，rAAV颗粒的有效

量可以是能够将异源核酸转移至宿主器官、组织或细胞的颗粒量。

[0107] 可以通过标准药学方法使用培养物中的细胞或实验动物确定LD50(将该群体的

50％致死的剂量)来确定本公开内容方法中使用的组合物的毒性和效力。毒性和效力之间

的剂量比是治疗指数，并且其可以表示为比例LD50/ED50。表现出大治疗指数的那些组合物

是优选的。虽然可以使用表现出毒性副作用的那些，但应注意设计使这样的副作用的潜在

损害最小化的递送系统。本文所述的组合物的剂量通常在包括ED50且具有很少或没有毒性

的范围内。根据所采用的剂型和所使用的施用途径，剂量可以在此范围内变化。

[0108] 无需进一步阐述，认为本领域技术人员可以基于以上描述最大程度地利用本公开

内容。因此，以下具体实施方案应被解释为仅是举例说明性的，而无论任何不以任何方式限

制本公开内容的其余部分。本文中引用的所有出版物出于本文中引用的目的或主题通过引

用并入。

[0109] 实施例

[0110] 实施例1

[0111] 遗传性视网膜变性是由影响感光细胞或视网膜色素上皮并导致视力损失的>250

个基因中突变引起的。对于常染色体隐性和X连锁型视网膜变性，在基因治疗领域已取得了

显著进展，如通过临床试验的数量不断增加以及最近针对先天性失明形式的第一基因治疗

的商业化证明的。然而，尽管作出了巨大的努力来开发用于由>150个视紫红质(RHO)基因中

突变引起的最常见形式的常染色体显性视网膜色素变性(adRP)的治疗，但是向临床的转化

一直停滞不前。在此，首次鉴定了高度有效的新型短发夹RNA(shRNA)，其以不依赖于突变的

方式靶向人(和犬)RHO。在单腺相关病毒(AAV)载体中，将此shRNA与制成对RNA干扰具有抗

性的人RHO替代cDNA组合，并且在RHO‑adRP的天然存在的犬模型中测试了这种构建体(以下

称为“scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820”，参见图6)。视网膜下载体注射导致内源犬RHO  RNA被几乎

完全抑制，而人RHO替代cDNA产生正常RHO蛋白水平的高至30％。非侵入性视网膜成像显示

经处理区域中光感受器被完全保护免于视网膜变性。组织病理学证实保留了正常光感受器

结构和视杆外段中的RHO表达。通过视网膜成像和视网膜电描记术的长期(>8个月)随访指

示了稳定的结构和功能保存。这种基因治疗在临床相关的大型动物模型中的效力为治疗患

有RHO‑adRP的患者铺平了道路。
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[0112] 在过去的二十年中，已经看到进入临床试验的基因疗法的数量急剧增加(1,2)，并

且近年来，其中的少数已经获得了中国、欧洲和美国监管机构的入市批准。(3)这些试验中

的绝大多数针对癌症、心血管疾病和遗传性单基因疾病。(1)用于遗传性单基因疾病的策略

必须基于疾病的机理。对于绝大多数的功能丧失型突变，策略是基因增强。(4)对于引起显

性负效应的突变，基因增强也可以通过稀释突变产物的有害作用而提供一些治疗益处。(5,

6)然而，在赋予毒性功能获得的突变的情况下，正在研究的策略包括基因消融或DNA水平的

缺陷校正(例如CRISPR/Cas9基因编辑)、转录抑制和RNA敲低/抑制。(7,8)

[0113] 已知超过250种基因中的突变引起遗传性视网膜疾病(sph.uth.edu/retnet/)，并

且由于视网膜的可及性，基因治疗方法已取得了相当大的进步。目前正在进行用于至少六

种常染色体隐性、三种X连锁型和一种母体遗传性线粒体视网膜疾病的基因增强的临床试

验。(9)没有用于常染色体显性视网膜疾病的试验，所述疾病中最常见的是由视紫红质

(RHO)基因中突变引起的常染色体显性视网膜色素变性(adRP)。(10‑14)对于超过150种已

鉴定的RHO突变，已经提出了数种主要基于体外发现的推定的致病机制(综述参见15,16)，

但是RHO‑adRP患者表型的详细表征符合两个主要类别。(17‑19)A类突变体患者从早期生命

起具有严重视杆损失，并且因此切实可行的治疗方法应旨在延长视锥存活。另一方面，具有

B类突变体的患者可以在一些视网膜区域或整个视网膜中具有存活数十年直至成年后期生

命的视杆，并且可受益于旨在挽救其余视杆并防止继发性视锥细胞损失的基因治疗。(20)

[0114] 在过去的20年中，用于RHO‑adRP的基因治疗的工作集中于降低特定突变等位基因

的表达(21‑28)，或开发不依赖于突变的策略。后一种策略组合了敲低突变和野生型(WT)

RHO蛋白二者的表达(29‑39)，同时提供了编码WT蛋白的抗性RHO  cDNA作为替代。(40‑43)抗

性通过在靶位点中的简并/摆动核苷酸处进行密码子修饰来赋予，这防止与敲低试剂的杂

交。这种不依赖于突变的“敲低和替代”策略旨在解决RHO‑adRP中的高等位基因异质性，同

时规避了针对单个RHO突变开发多种基因疗法所固有的技术和财务挑战。不同的研究小组

已在转基因小鼠中探索了使用两种单独的(42)或单一AAV载体(41,43)的两种组分的视网

膜共递送。然而，仍未实现对正在进行的视杆变性的完全防止或阻止。

[0115] 在此，鉴定了高度有效的短发夹RNA，shRNA820，其以不依赖于突变的方式靶向人

RHO。当与人RHO的抗性形式组合并共包装在单重组腺相关病毒(AAV)颗粒中时，这种具有敲

低和替代双重功能的构建体在RHO‑adRP的天然存在犬模型中提供了针对视网膜变性的长

期保护。

[0116] 结果

[0117] shRNA820对野生型视紫红质的最佳抑制

[0118] 最初使用体外测定筛选了靶向犬和人RHO的不同同源区域(图7)的四种敲低试剂，

包括先前鉴定的(33)锤头状核酶(Rz525)和三种新shRNA(shRNA131、shRNA134、shRNA820)。在

体外(图8)以及在WT(图9A‑9C；表1，组C)和RHO突变犬眼(图10A‑10C；表1，组F)中，Rz525均

非常有效地使RHO表达沉默。然而，由于与实现RHO表达的几乎完全抑制所需的高病毒滴度

的AAV2/5‑Rz525(结果在下文和图10D‑10E)相关的严重视网膜并发症，Rz525的进一步开发

被中断。shRNA的体外筛选表明，shRNA131导致WT人RHO蛋白的仅约50％降低(图1A、1B)，并且

不能抑制突变体人RHO  P23H(图1C、1D)和T17M(图1E、1F)。此外，在经注射的犬WT眼中RHO表

达的抑制有限(结果在下文，图11A‑11C，表1，组B)。
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[0119] 在体外抑制WT和突变(P23H和T17M)人RHO蛋白二者表达的最有效shRNA是shRNA820
(图1A‑1F)。平行地，证实了人RHO的经密码子修饰形式RHO820(其在shRNA820的靶位点中的简

并/摆动位置包含四个改变的核苷酸)对shRNA820抑制具有抗性(图1G、1H)。一旦证实

shRNA820以不依赖于突变的方式靶向RHO，就将其选为先导敲低试剂，以用于在WT和RHO突变

狗中进一步评价。

[0120] 首先在WT狗中进行shRNA820的验证，以确定滴度，在该滴度下，可以大幅降低RHO表

达并且预期变化仅发生在其中RHO是主要的信号传导和结构蛋白的外段中，而没有视杆光

感受器的其余细胞隔室的大应力或变性。在十只WT犬眼中利用1×至50×1011vg/mL的AAV‑

shRNA820滴度进行视网膜下注射(表1，A组)。在注射之后7‑8周时通过视网膜结构的活体谱

域光学相干断层扫描(OCT)成像评价经处理的眼，并与未经注射的对照眼进行比较。在代表

性的未经注射的WT眼中，利用OCT在视网膜上的横断面成像揭示了对应于不同的视网膜层

的低散射层和超散射层(图2A，左)。(44)这项研究主要关注光感受器核所在的外核层(ONL)

的厚度以及源于内段‑外段(IS/OS)接合部附近的反向散射强度(图2A，左)。预期IS/OS强度

对外段长度、排列和空间密度的变化敏感，并且因此可以用作外段健康状况的非侵入性替

代度量。未经注射的WT的经归一化的IS/OS强度地形图趋于均匀(图2A，中间列)。未经注射

的WT眼中的ONL厚度地形图也相对均匀，在中央视网膜颞上至视神经头(ONH)值逐渐增大，

而在视网膜上和下的非毯区，值逐渐减小(图2A，右列)。由注射有1×1011vg/mL(图2B)或5×

1011vg/mL(图2C)的载体的眼代表的低和中等滴度注射没有显示出经注射区域和附近未注

射区域之间的定性结构变化。

[0121] 为了限定RHO敲低的结构后果可检测但是温和的最佳滴度，对视网膜位置进行了

系统性取样(图12)。在IS/OS强度和ONL厚度方面，对于两个最低滴度(1×和2.5×1011vg/

mL)，大部分经注射位置与未经注射的对照眼相当。(图2D、2E，上图)。相比之下，对于两个最

高滴度(10×1011和50×1011vg/mL)，大部分经注射位置显示出从RHO敲低所预期的降低的

IS/OS强度(图2D)和表明光感受器应力的一些ONL增厚(图2E)。在5×1011至8×1011vg/mL之

间发生向可检测变化的过渡(图2D、2E，箭头)，表明潜在最佳滴度的范围。在所有滴度下，在

经处理眼中未经注射部位的大多数位点与从未经注射眼预期的结果一致，证实了RHO敲低

的作用定位在视网膜下注射区域(图2D、2E下图)。

[0122] 在注射之后7至8周时对动物进行人道安乐死，并且对已经用1×至10×1011vg/mL

滴度处理的四只眼进行处理用于组织学和视紫红质免疫组织化学(图2F)。在每只眼的经处

理区域和未经处理区域之间未观察到ONL厚度的明显定性变化，表明在高病毒滴度下通过

OCT成像看到的ONL增厚可能是细胞间或细胞内肿胀(在组织固定之后不可检测)而不是细

胞增殖的结果。在用10×1011vg/mL滴度载体处理的区域中观察到与视杆视蛋白免疫标记显

著降低有关的外段结构损失。在5×1011vg/mL，与同一只眼的未经处理区域相比，在经处理

区域中发现了外段的一些缩短和视杆视蛋白免疫标记的降低。在两个最低滴度(1×和2.5

×1011vg/mL)下，外段被保持，并且在经处理区域和未经处理区域之间视杆视蛋白免疫标记

相当。以1×1011至50×1011vg/mL滴度注射的其余六只眼(图2G)用于在RNA和蛋白质水平上

评估AAV‑shRNA820降低内源犬RHO表达的效率。绝对RNA定量(图2H)显示在以从50×1011至低

至5×1011vg/mL滴度注射的眼的经处理区域中RHO转录物水平非常低(见于未经处理区域中

的0‑3％)。在较低滴度(1×1011至2.5×1011vg/mL)下，敲低效率降低，在经处理区域中依然
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保留正常RHO  RNA水平的22％至74％。在免疫印迹上对持续存在于经处理区域中的RHO蛋白

进行定量揭示了剂量依赖性效应(图2H)：在用两种最高滴度(50×1011和10×1011vg/mL)处

理的眼中具有不可检测的水平，在用5×1011vg/mL处理的眼中为15％，并且在两个最低滴度

下为>47％。

[0123] 这些研究表明，shRNA820的视网膜下AAV载体递送可以实现WT犬RHO的非常有效的

沉默，并且表明5×1011vg/mL滴度可以提供视杆光感受器中高表达结构蛋白的敲低与不会

引起大的光感受器应力或变性之间的最佳平衡。

[0124] 表1：在狗中进行的实验程序的总结

[0125]
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[0126]
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[0127]

[0128] 表1(续)

[0129]
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[0130]
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[0131]

[0132]

[0133] 光：循环环境(打开12小时，关闭12小时)暗红色或白色照明；LE：光暴露方案；OD：
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右眼；OS：左眼；F：雌性；M：雄性；IVit：玻璃体内；subRPE：视网膜色素上皮下；cSLO：共聚焦

扫描激光检眼镜检查；OCT：光学相干断层扫描；RNA/蛋白质：视紫红质RNA和蛋白质水平的

定量；ERG：视网膜电描记术；H&E：苏木精和伊红染色的组织学；IHC：免疫组织化学。

[0134] shRNA820对突变RHO的抑制

[0135] 为了验证shRNA820在表达WT和突变RHO等位基因二者的杂合突变视网膜中的效率，

在十只RHO‑突变眼中以一系列滴度(1×1011至10×1011vg/mL)进行AAV‑shRNA820的视网膜

下注射，在注射之后对眼随访8至10周(表1，组D、E)。由于RHO‑突变狗视网膜对光高度敏感

(45‑48)，因此从出生直至到研究结束，将动物在暗红色光下圈养，并且在红外照射下进行

手术干预(49)。使用四只眼用于在RNA和蛋白质水平上RHO敲低效率的定量(图3A；表1，组

D)。如在WT动物中，以10×1011vg/mL的滴度，在经处理区域中RHO  RNA和蛋白质表达完全沉

默(图3B)。用较低(5×1011vg/mL)滴度达到了类似的RHO表达缺失。然而，该结果的解释与

OCT成像混淆，OCT成像揭示ONL厚度的部分损失局限于该眼中的经处理区域。用较低(1×

1011和2.5×1011vg/mL)滴度观察到RHO持续表达。

[0136] 接下来，评价了仅敲低是否可阻止光感受器变性。另一个四只RHO‑突变眼的组(表

1，组E)也注射了相同滴度范围的AAV‑shRNA820，但在注射之后6至8周时，将它们暴露于已知

在该犬模型中引起急性视网膜变性的中等强度白光一分钟(46‑48)。在光暴露之后两周，注

射有10×1011和5×1011vg/mL滴度的眼显示出对应于处理区域的明显ONL保留区域(图3C)。

在处理区域之外，存在严重的视网膜变性，表明通过仅敲低实现了对光感受器的显著挽救。

预计RHO敲低导致IS/OS强度异常。此外，注射有最高(10×1011vg/mL)滴度的眼显示出一些

ONL增厚，暗示温和光感受器应力。注射了两个最低滴度(2.5×1011vg/mL和1×1011vg/mL)

的眼在经处理区域中具有有限至没有ONL保留(图3C)。这些眼的组织学分析(图3D)证实了

体内视网膜成像的结果。在注射两个最高滴度之后，存在ONL保留但内段缩短、外段结构损

失、以及视杆视蛋白免疫标记降低。在2.5×1011vg/mL滴度下，除ONL保留的小岛之外在经处

理区域中发现了严重的ONL变薄。最低(1×1011vg/mL)滴度未赋予任何针对光暴露的保护。

在这只眼中，在经处理区域中的ONL与未经处理区域的ONL相似；其限于单排视锥体细胞，伴

有极少的残留视杆体细胞和视杆视蛋白阳性碎片。

[0137] 综上所述，这些发现证实，shRNA820在体内可抑制WT和T4R等位基因二者，并且

AAV2/5‑shRNA820在5×1011至10×1011vg/mL范围的滴度在RHO‑突变视网膜中赋予感光细胞

(但不是其外段)免受视网膜变性的保护。这种部分保护作用可能是由有效的RHO抑制导致

的，其导致视杆外段的解构，同时保持内段和视杆感光细胞体完整。保护视网膜免受突变

RHO驱动的变性同时保留感光外段保持的功能性视杆的需要导致探索是否可用被制成对

shRHA820具有抗性的人RHO  cDNA(RHO820)的表达来补充对内源性犬RHO(WT和突变体)的抑

制。

[0138] 组合抑制和替代

[0139] 双载体–双功能策略

[0140] 最初，通过将上述使用的AAV‑shRNA820与携带在人视蛋白启动子控制下的抗性人

RHO  cDNA(RHO820)的类似AAV2/5血清型(AAV‑RHO820)共注射测试双载体策略。将两只RHO‑突

变眼用类似滴度(5×1011vg/mL)的两种载体共注射(1:1处理)，并且将另外的两只突变眼用

5×1011vg/mL的AAV‑shRNA820和10×1011vg/mL的AAV‑RHO820共注射(1:2处理)(表1，组G)。在
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注射之后7周，使来自每个处理组的一只眼暴露于光暴露方案，并且在4周之后通过OCT对所

有四只眼进行成像。在接受1:1处理的光暴露眼中，有一些ONL保留，但在大多数经处理区域

中其未达到正常厚度(图13A)。在具有最大ONL保留的区域中，有一些视杆外段保持，这表明

通过用RHO820替代赋予了有益结果(图13B、13C)。部分ONL保护也发生在接受1:2处理的光暴

露眼中；然而，在经处理区域中观察到内视网膜的厚度异常提高(图13D)，这是由单个核炎

性细胞的严重的血管周和内视网膜浸润而导致的(图13F)。此外，存在视杆外段破坏(图

13E)。通过OCT在对侧遮蔽眼中观察到类似的发现(1:2处理)，其包括局灶性视网膜脱离，以

及血管周和视网膜下细胞浸润的迹象(图13G)。该双载体策略的结果指向敲低和替代功能

的组合的有益效果。尽管如此，视杆保护不完全，并且处理导致严重的视网膜并发症。为了

规避这些局限性，开发了将敲低元件(shRNA820)和抗性替代元件(RHO820)组合的单AAV载体。

假定该替代策略可确保在较低的病毒载量下对光感受器进行共转导，并且由此实现更好的

视网膜变性保护和提高安全性。

[0141] 单载体‑双功能策略

[0142] 在八只RHO‑突变眼中以预先确定的最佳滴度5×1011vg/mL进行视网膜下注射AAV‑

shRNA820‑RHO820(表1，组H)。在注射之后7周(n＝2只眼)或在注射之后13周(n＝2只眼)对经

处理的动物进行光暴露方案，以确定单载体方法在预防急性视网膜变性中的效力。在所有

四只眼中，在光暴露之后两周，ONL厚度有显著性保留(图4A、4B；图14A、14B)。最重要地，所

有四只眼在经处理区域中均具有可检测的IS/OS信号。通过IHC对光感受器进行的结构分析

(图4C、4D；图14C、14D)证实了体内结果：在经处理区域中，正常数量的感光细胞体保留在

ONL中，并且检测到视杆外段。长视杆外段的保持与视锥内段和外段的形态改善相关。在类

似的时间点(注射之后9和13周)收集已注射了类似剂量的AAV‑shRNA820‑RHO820但未光暴露

的四只对侧眼，并对其进行处理用于经处理和未经处理区域中RHO  RNA和蛋白质定量(图

4E)。如所预期的，在注射之后9周，在两只眼的经处理区域中犬RHO  RNA(图4F)显著降低(见

于未经处理区域中的15％至16％)。在注射之后13周处理的两只眼中，剩余犬RHO  RNA的水

平进一步降低(未经处理区域的1％至2％)。在注射之后9周收集的两只眼中人RHO820转基因

转录物水平(图4G)为在未经处理区域中测量的犬RHO水平的5％至9％。在较晚的时间点，即

注射之后13周，人RHO820  RNA的水平显著更高(在未经处理区域中测量的犬RHO水平的118％

至132％)。在蛋白质水平上(图4G)，总(内源性犬和人)RHO蛋白的测量显示出类似的时间趋

势，其中在注射之后13周时RHO蛋白水平(未经处理区域中犬RHO水平的31％至33％)高于注

射之后9周(18％至19％)。综上所述，这些结果证实了结合RHO敲低和RHO替代功能二者的单

病毒载体可有效地保持视杆光感受器的全部结构(包括其内段和外段)的完整性，并且在递

送该载体之后数周，抗性RHO转基因的表达水平持续上升。

[0143] 在单载体处理下视网膜结构和功能的37周保持

[0144] 为了评估单载体策略的长期稳定性及其保护RHO‑突变眼免受变性的能力，将两只

RHO‑突变狗在一只眼中以预先确定的最佳滴度5×1011vg/mL视网膜下注射AAV‑shRNA820‑

RHO820，同时使对侧眼接受类似体积的平衡盐溶液(BSS)(表1，组I)。在注射之后11、15、25和

35周，将所有四只眼重复进行光暴露。OCT成像是在注射之前，以及紧接每次光暴露之前，和

每次光暴露之后约2周进行的(图5A，上排，时间线)。在第一次光暴露之后，在经处理区域中

光感受器完全保持，并且这种显著的处理效果在注射之后37周即使在另外的三次光暴露之
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后仍持续存在(图5A，下排)。从两只经AAV‑shRNA820‑RHO820注射的眼的经处理区域采样的视

网膜位置中进行的定量分析(图5B，左)显示，在注射之后ONL厚度有小的提高，其在约12周

达到峰值，然后在37周逐渐回到正常水平(图5B，中)。在所有时间点在经处理区域中保持着

可检测的IS/OS信号。IS/OS强度有轻微的降低，其也在约12周达到峰值，随后在注射之后37

周逐渐回到正常水平(图5B，右)。

[0145] 在每次光暴露之后2.1至2.4周进行视网膜电描记术(ERG)测量，以评估视网膜功

能(图5A，上排，时间线)。定性地，ERG显示与RHO‑突变狗的对侧经BSS注射眼(图5C，虚线迹

线)相比，在经AAV‑shRNA820‑RHO820处理的眼(图5C，实线迹线)中视杆和视锥介导的功能一

致地更好；在经载体处理的眼和经BSS处理的眼之间存在显著的ERG不对称性，并且在每次

光暴露之后该不对称性增加(图5C)。定量地，视杆支配的ERG迹线的振幅在经AAV注射的眼

和经BSS注射的眼二者中均显示出随时间降低的趋势，这可能是由于在处理区域之外的外

周视网膜中发生了持续的光感受器变性(图5D，上图)。在间插有四次光暴露的整个37周注

射后时间段中，视锥功能显示总体上更加稳定(图5D，下图)。重要地，在每个时间点，在经处

理的眼中视杆和视锥响应显著更大。

[0146] 这些结果表明，AAV‑shRNA820‑RHO820保持了视杆光感受器的整体结构的完整性，并

且赋予视网膜结构和功能长达37周的变性保护，否则在未经处理的RHO‑突变眼中迅速发生

变性。

[0147] Rz525对犬RHO的抑制

[0148] 将在体外测定(图8)中显示降低WT人RHO表达的锤头状核酶(Rz525)包装在AAV2/5

载体中，并以20和50×1011vg/mL滴度在三只WT犬眼中进行视网膜下注射(图9A)。仅在注射

了最高滴度(50×1011vg/mL)的眼中测量AAV2/5‑Rz525在RNA水平上降低内源性犬RHO表达

的效率。在经处理区域中，在RNA水平上RHO表达完全沉默(图9B)，而RHO蛋白水平降低至约

30％(图9C)。注射了20×1011vg/ml的两只眼在经处理区域中具有较高(47％和64％)的内源

性犬RHO蛋白剩余水平(图9C)。

[0149] 随后在五只杂合RHO‑突变眼中测试Rz525(表1，组F)，这些眼以20×1011(3只眼)或

100×1011vg/mL(2只眼)视网膜下注射AAV2/5‑Rz525。向另外的突变眼注射BSS，并作为阴性

对照。在注射之后8周，观察到在最高滴度(100×1011vg/mL)下在EM396‑OD的经处理区域中，

在RNA(13％剩余)和蛋白质(0.1％剩余)水平二者上RHO表达均显著沉默(图10A至10C)。然

而，该处理与通过OCT成像检测到的视网膜脱离和视网膜下空间中细胞浸润的迹象相关(图

10E，上排)，并且通过注射了类似滴度的对眼(EM396‑OS)的组织学证实(图10E，下排)。注射

了较低20×1011vg/mL滴度的两只眼在经处理区域中在RNA(39％和66％)和蛋白质(36％和

67％)水平二者上都具有更多的内源性犬RHO剩余(图10A至10C)。为了评价这些RHO抑制水

平是否足以赋予保护以免受光诱导的视网膜变性，将注射了20和100×1011vg/mL的AAV2/5‑

Rz525的两只突变RHO眼在注射之后6周暴露于光，并且通过OCT成像。在光暴露之后两周，注

射了100×1011vg/mL滴度的眼在经处理区域中具有一些ONL保留区域；然而，在注射了较低

(20×1011vg/mL)滴度的眼中未观察到这样的挽救(图10D)。

[0150] 这些结果表明，在RHO‑adRP犬模型中，用Rz525可实现近乎完全的RHO敲低，并且

RHO蛋白表达的降低与一定程度的针对光诱导的视网膜变性的保护相关。然而，只有当注射

高病毒载量时才能实现保护，所述高病毒载量与视网膜炎/脉络膜视网膜炎的严重体征相
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关。

[0151] 表2：在WT  RHO的靶位点处和在hRHO820的经密码子修饰的抗性位点处的密码子频

率(每千)(基于密码子使用数据库，kazusa.orjp/codon/)

[0152] 物种 WTRHO 抗性hRHO820
 GCA GCU

狗 13.7 17.2

人 15.8 18.4

   

 UUC UUU

狗 17.1 24.4

人 17.6 20.3

   

 UAC UAU

狗 17.5 11.5

人 15.3 12.2

   

 AUC AUA

狗 25.7 7.2

人 20.8 7.5

   

 GCA+UUC+UAC+AUC GCU+UUU+UAU+AUA

狗 74 60.3

人 69.5 58.4

[0153] shRNA131对WT犬RHO的有限抑制

[0154] 将已显示在细胞培养物中降低WT人RHO表达(图1A‑1H)的敲低试剂(shRNA131)包装

在AAV2/5载体中，并以1O和50×1011vg/mL滴度在两只WT犬眼中进行视网膜下注射(图11A；

表1，组B)。AAV2/5‑shRNA131在RNA和蛋白质水平二者上降低内源性犬RHO表达的效率受到限

制。即使用最高滴度(50×1011vg/mL)，在注射之后8周在经处理区域中仍有正常水平的50％

的内源性犬RHO  RNA(图11B)和70％内源性犬RHO蛋白(图11C)剩余。作为结果，没有在狗中

进行关于使用shRNA131作为RHO抑制的潜在候选物的进一步研究。

[0155] AAV2/5‑RHO820‑shRNA820在RHO‑adRP的犬T4R模型中防止来自重复光暴露的视网膜

变性的发生的长期效力

[0156] 在突变RHOT4R/+犬中评价了AAV2/5载体在五十周时间内的效力。载体在未经处理的

RHOT4R/+狗视网膜中赋予光感受器针对光诱导的视网膜变性的稳定保护的能力在结构上通

过OCT和IHC评价，并且在功能上通过ERG评价。在注射之后12、24、36和48周，使这些狗的视

网膜通过急性光暴露事件进行挑战。在研究进程期间进行了OCT和ERG检查。在实验终止时

(注射之后50周)，对视网膜组织处理用于IHC。实验设计的图示在图17中示出。

[0157] ERG测量结果显示，在经AAV处理的眼中视杆和视锥介导的功能显著好于在经BSS

处理的眼中。图18A至18D示出了在一只眼中注射了scAAV2/5‑hOP‑RHO820‑H1‑shRNA820(虚
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线)并且在对侧眼中注射了BSS(实线)的狗中在每次光暴露事件之后约2周经过暗适应而记

录的视杆(‑1.7log  cd.s.m‑2)、混合视杆‑视锥(0.51log  cd.s.m‑2)以及经过光适应而记录

的针对单刺激(0.51log  cd .s.m‑2)或29‑Hz视锥闪烁(0.26log  cd .s.m‑2)的视锥响应的代

表性ERG迹线。

[0158] 在所示的类似时间点将四只RHO‑突变狗的一只眼中注射scAAV2/5‑RHO820‑

shRNA820(水平线阴影)并且在对侧眼中注射BSS(斜线阴影)。视杆b‑波、混合视杆‑视锥a‑和

b‑波、以及视锥1Hz和29Hz闪烁响应的最大振幅的纵向定量显示在图19A至19C中。来自光感

受器的电响应被称为a‑波，并且来自视网膜的双极细胞的电响应被称为b‑波。

[0159] OCT分析显示在经AAV处理的区域中外核层(ONL)厚度保持，而在经处理区域之外

以及在经BSS处理的区域中均未观察到保护。体内结果通过组织学/IHC得到证实，其显示

ONL以及视杆和视锥内段和外段保持。在图20A至20D中示出了对于每只RHO‑突变狗，在注射

之前(pre‑inj.)、注射之后12周(第一次光暴露事件之前)和注射之后50周(第四次光暴露

事件之后2周)的ONL厚度图和内段‑外段(IS/OS)强度图。

[0160] 来自RHO突变狗的视紫红质(RHO)/人视锥拘留蛋白(hCA)共免疫标记的视网膜冷

冻切片示出了同一只眼的未经处理和经处理区域中外核层(ONL)和外段(OS)的形态(参见

图21)。在图21下图中的ONL厚度图示出了在上图中示出的未经处理和经处理视网膜区域的

大致位置(星号)。示出了眼的经处理和未经处理区域之间的过渡区用于参考。

[0161] 结果显示，在RHO‑adRP犬模型中，AAV2/5‑hOP‑RHO820‑H1‑shRNA820构建体赋予了光

感受器长达注射之后50周的针对光诱导的视网膜变性的稳定结构保护。结果还显示，在

RHO‑adRP犬模型中，AAV2/5‑hOP‑RHO820‑H1‑shRNA820构建体赋予了光感受器长达注射之后

50周的针对光诱导的视网膜变性的稳定功能(视网膜电描记术)保护。这些结果表明上述保

护稳定性延长了13周，并且证实了在经处理区域中视杆和视锥的结构保持。

[0162] 讨论

[0163] 尽管在开发针对常染色体显性疾病的基因治疗方面做出了相当大的努力(50)，但

只有涉及反义技术(ASO，siRNA)的两种已达到临床试验阶段，并且这些是用于没有视网膜

表型的系统性疾病(NCT01041222；NCT02363946)。已经探索了不依赖于突变的基因敲低和

替代方法的开发用于治疗由毒性功能获得型突变导致的显性遗传性系统性和视网膜疾病

和/或用来规避高突变异质性。(40‑43,51,52)一项可能推迟临床治疗的开发的重大挑战是

需要在提供足够的抗性替代时成功地微调突变体和WT内源性蛋白二者的降低水平。(53)在

此，在RHO‑adRP的天然存在形式中并且在大动物模型中显示该双功能策略可有效地提供长

期的光感受器挽救。此外，显示当敲低和替代组分二者在同一病毒载体中共递送时，他们与

分开递送时相比提供了提高的效力和更好的安全性谱。

[0164] 在RHO‑adRP的天然存在大动物模型中的基因治疗效力的迅速评估

[0165] 迄今为止，仅在RHO‑adRP的转基因动物模型中测试了遗传方法，其包括基因增强、

突变依赖性RHO抑制以及不依赖于突变的RHO敲低和替代。这些包括hP23H小鼠(5,41,43)、

hP347S小鼠(36,38,42,54)和mP23H(1和3系)大鼠(22,23,25,26,33)。突变转基因与内源性

RHO拷贝数之比不同的动物模型的使用使在这些研究之间对光感受器挽救结果进行比较复

杂化，并且无法估计其在人RHO‑adRP视网膜中的潜在效力。最近，产生了表达等同水平的鼠

P23H和WT  RHO的P23H视蛋白敲入小鼠。(55)然而，该模型在本研究中并没有用处，因为犬和
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人RHO  RNA中shRNA820的靶位点在小鼠中不保守。

[0166] 为了提高这些研究在未来人临床试验的背景下的预测价值，使用了RHO  T4R突变

狗，其是唯一天然存在的RHO‑adRP模型(56)。除了其对人尺寸眼的转化价值以及其与B类患

者的表型相似性(56)之外，RHOT4R/+狗还表达等同量的突变体和WT  RHO蛋白(57)。在生命的

前两年内，两种形式在正常情况下均运输到视杆外段(57)，并维持正常的视网膜结构和功

能，直到在颞下(图15A至15C)和中央视网膜(56)中检测到渐进性的光感受器损失区域。在

犬RHO  T4R模型中已充分表征了对光的敏感性，其在RHO‑adRP的其他模型中已经认识到

(47)并怀疑在B类患者中(19,45 ,58‑60)。(45)先前开发了利用这种光敏感性的光暴露方

案，以实验方式触发光感受器的迅速且同步化的损失，并加速自然疾病进程。(46)RHO‑突变

(而非WT)狗在使用在临床患者环境中所遇到的强度水平进行急性(1分钟)光暴露之后两周

内遭受了在视网膜中央至中周部中视杆的完全损失。(47,48)在此，该“疾病加速”方法用于

获得基因治疗干预对预防RHO‑突变体中视杆变性的作用的迅速读出。

[0167] RHO抑制：强效敲低组分的需要

[0168] 来自数种动物模型研究的证据表明，毒性功能获得机制与许多RHO突变相关，包括

P23H(55,61,62)T17M(63,64)和T4R/T4K(45,64)。在包括RHO‑突变狗在内的许多RHO‑adRP

模型中，在暴露于光之后可加剧这种毒性(47)。因此，假定在正常环境照明下，T4R突变产生

一旦漂白(bleach)即具有高毒性但与发色团结合时则稳定的蛋白质(57)，并且对视杆的有

效保护将需要突变体转录物的显著敲低。这项研究检测了包括三种shRNA和锤头状核酶在

内的数种RHO敲低试剂的效率，目的是鉴定能够抑制RHO表达的最强效试剂。在RHO‑突变狗

中测试的Rz525产生内源性犬RHO蛋白的64％降低，这不足以赋予保护以免受光诱导的视网

膜变性(图10C至10D)。这证实了天然突变体T4R蛋白的高毒性，因为低至RHO生理水平的

18％的剩余量足以在杂合突变视网膜中引起疾病，并证明有必要实现更有效的抑制。当用

Rz525获得RHO蛋白的完全抑制时，观察到一些ONL挽救，但是对高病毒滴度(1013vg/mL)的需

要与严重的视网膜炎症相关(图10C至10E)。根据这些结果，仅仅将在体外以及在WT狗中筛

选和测试之后鉴定出的最有效shRNA(shRNA820)随后在突变体中进行评价。结果证实了最佳

挽救仅发生在实现了RHO蛋白表达的完全抑制时，而86％的RHO敲低提供了仅部分保护(图

3C至3D)。迄今为止报道的一些最有效敲低试剂已实现了对人RHO  RNA的90％至95％抑制，

但这些结果是在经FACS分选的转导视杆上获得的。(36,41)在此，剩余RHO  RNA和蛋白质水

平有意地由在经处理区域中收集的神经视网膜的活检穿孔物而不是从经转导视杆的富集

群体进行测量。结果显示在RHO‑突变视网膜中RHO信使和产物完全敲低(图3B至3C)，这不仅

表明shRNA820是极强效的，而且视杆转导效率非常高。重要地，这是在AAV2/5滴度低至5×

1011vg/mL下实现的，其先前已显示在狗视网膜中耐受良好滴度的范围内(44,65,66)。WT和

RHO‑突变狗中RHO蛋白表达的近乎完全抑制与OS的损失相关，类似于其他人报道的视杆外

段结构的崩溃。(36,54)重要的是要注意RHO抑制与ONL厚度的任何降低均不相关，这表明视

杆在施用shRNA820之后可存活至少10周。该间隔为抗性RHO替代组分的伴随表达提供了窗

口，以产生足够的蛋白质来阻止外段解构或启动外段再生。

[0169] RHO替代：多少足够/太多？

[0170] 已显示低至23％的视紫红质过表达在转基因小鼠中引起视网膜毒性，(67,68)因

此需要严格调节RHO基因补充策略。然而，当在hP23H  RHO+/‑、mRHO+/+转基因小鼠中在出生后
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递送RHO基因增强时未观察到视网膜变性。这种遗传结构导致RHO  RNA提高两倍而RHO蛋白

提高58％，并导致在治疗之后持续长达6个月的结构性和功能性视杆。(5)这些明显矛盾的

结果表明，成熟的视杆可比发育中光感受器耐受更高水平的RHO过表达。在本研究中，由于

T4R突变的高毒性功能获得，在RHO‑突变狗中未考虑基因增强，此外还因为该策略当在携带

一个突变(hP23H)和一个WT(mRHO)等位基因的hP23H  RHO+/‑、mRHO+/‑转基因小鼠中进行测试

时未能赋予保护。(43)作为代替，与shRNA820介导的RHO抑制一起评价了抗性RHO  cDNA

(RHO820)的替代。在提前9周注射了AAV2/5‑shRNA820‑RHO820的突变视网膜的经处理区域中，

低至见于未经处理区域中18％的总RHO蛋白水平(图4G)就足以保持视杆外段结构(图4C，图

14C)。当在4周之后(注射之后13周)对来自另外的两只经注射眼的视网膜进行处理时，测得

更高的蛋白质量(高达未经处理区域的33％)(图4G)，这也维持了外段的形成(图4D，14D)。

这些发现表明，RHO替代的动力学比抑制慢，并且RHO表达的最大水平直到处理之后数周才

可达到。

[0171] 相对于双载体方法在单载体中结合敲低和替代实现了最佳效率并且提高了安全

性

[0172] 先前将敲低和替代试剂共包装在同一病毒载体中的努力提供了短期(注射之后10

天)ONL厚度保持，但无法在hP23H  RHO+/‑、mRHO+/‑转基因小鼠中挽救视杆外段结构。(41)这

导致考虑双载体方法，由此分开包装敲低和替代试剂，使得能够以两种载体的不同比例共

施用来更好地控制RHO抑制和替代的水平。该策略在hP347S  RHO+/‑、mRHO+/‑转基因小鼠中实

现了ONL厚度、视杆外段结构和ERG功能的保持，但效果未持续。(42)在本研究中，AAV‑

shRNA820和AAV‑RHO820的共注射导致一定程度的针对光暴露的保护，但观察到严重视网膜炎

症的迹象，可能是由于施用了组合的更高病毒剂量(图13A至13G)。该发现导致了对先前在

小鼠模型中成功评价的单载体双功能策略的追求。(43)将分别由人H1  RNA和人视蛋白近端

启动子驱动的shRNA820和RHO820在重组AAV盒的载物容量界限内成功包装。该构建体的效率

仍然很高，在注射之后13周实现了约98.5％的内源性犬RHO  RNA抑制和水平与正常相当的

人RHO820表达。然而，在蛋白质水平上，替代导致了仅正常水平的约三分之一。RNA和蛋白质

水平之间的这种不一致可通过数个因素来解释，包括在摆动/简并位点处引入同义密码子

修饰以产生抗性RHO820  cDNA影响了其翻译效率的可能性。对shRNA820的RHO靶位点处四种经

修饰密码子的密码子频率的分析显示，对于狗和人二者，两种密码子的频率提高，另外两种

的频率降低，并且当所有四种密码子组合时总体上降低(表2)。由于已经发现密码子使用和

相对tRNA丰度之间的相关性，特别是对于组织特异性的高表达基因(69)，以较低频率引入

两种密码子可导致RHO820翻译率降低。(70)因此，通过降低替代基因中修饰的数量来提高视

紫红质表达也许是可能的。如果siRNA与mRNA之间的错配发生在RISC介导的切割位点附近，

则单个该错配可足以阻断RNA沉默。(71)另一种与密码子偏倚不相关的可能解释可能是RHO

抑制的动力学快于RHO替代。认为载体中使用的H1  RNA聚合酶III启动子比更强效的U6启动

子安全，其导致非常高水平的shRNA表达，并潜在地导致内源性miRNA的加工系统饱和。然

而，H1  RNA大量表达，并且此处使用的启动子在所有测试的细胞类型中都发挥作用。(72,

73)这可解释为什么在注射之后9周时内源性RHO  RNA水平已经显著降低(约84％)，而RHO820 

RNA水平仅达到正常的5％至9％(图4F至4G)。尽管免疫组织化学分析显示在结构上保持的

OS中存在RHO蛋白，但IS/OS强度(IS/OS完整性的新的替代标志物)的视网膜OCT成像显示该
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信号虽然可检测到但在注射之后9和13周降低(图4A至4B，图14A至14B)。在对用AAV‑

shRNA820‑RHO820处理的两只RHO‑突变狗进行四次急性光暴露事件中的纵向分析显示出类似

的IS/OS强度下降，其在注射之后约12周达到峰值，随后逐渐恢复且在37周近乎完全恢复。

持续进行的旨在在注射之后的较早和较晚时间点检测视网膜结构的研究将提供关于以下

的信息：视杆外段是否会首先遭受解构，然后用由抗性RHO820蛋白构成的盘状材料逐步重

建，或者是否尽早产生足够水平的RHO820来阻止外段缩短。

[0173] 功能评估

[0174] 在突变体中单次视网膜下注射AAV‑shRNA820‑RHO820之后实现了长期(50周/11.5个

月)对视杆成功且完全的保护，所述突变体重复进行急性光暴露，这在仅单次事件之后造成

在视网膜中央至中周部中视杆的完全损失。在所有时间点，在经AAV处理的眼中始终观察到

显著改善的ERG响应。虽然视锥介导的ERG响应是稳定的，但注意到视杆支配的ERG功能略有

降低。在其他研究中(74,75)在注射了AAV介导的基因治疗的狗中观察到的略微ONL厚度增

加也在此处经处理区域中观察到，并且可能反映了由于轻度的视网膜应力而引起的胞内或

胞间肿胀。暂时性和轻度ONL增厚可能与载体相关，因为无论是在光暴露之前的经BSS注射

眼还是在标准或暗红色循环照明下圈养的未经注射RHO‑突变狗的自然史均未显示出ONL异

常增厚的证据(图15A至15C)。ONL厚度恢复到正常注射前值排除了以下假设：观察到的ERG

降低与经处理区域中光感受器损失相关。作为代替，功能下降可通过在累积光暴露之后位

于未经处理外周视网膜中视杆的另外损失来解释，并且该假设与在对侧经BSS注射眼中发

现的视杆支配的ERG振幅的类似下降是一致的。

[0175] 总之，已经开发了具有RHO敲低和替代双重功能的新的单载体，其针对在RHO‑adRP

的天然存在大动物模型中鉴定出的具有毒性功能获得的B类RHO突变为视杆提供了完全且

长期的保护。这种高度有效的不依赖于突变的策略引起了希望，即对所有具有B类突变的

RHO‑adRP患者的通用基因治疗将是可实现的目标。

[0176] 实施例2：构建体可保护小鼠免受视网膜变性

[0177] AAV‑shRNA820‑RHO820构建体在RHO‑adRP小鼠模型中提供了针对视网膜变性的长期

保护。

[0178] 针对人P23H  RHO转基因的C57Bl/6小鼠经受由于存在突变视紫红质基因而引起的

视网膜变性，即使在存在暗红色光照而未暴露于亮光的情况下也会如此(33,34,43)。在1月

龄时，将该基因型的小鼠用AAV2/5‑GFP或scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820视网膜下注射进一只眼

中处理。以不同的间隔对两组小鼠进行分析：a)处理之前，b)注射之后1个月，c)注射之后2

个月，和d)注射之后3个月。视网膜下注射诱导了暂时性视网膜脱离，其最终消退。未对对侧

眼进行处理。

[0179] 在P23H  RHO小鼠中以每月为间隔进行OCT分析持续三个月以确定载体处理对外核

层(ONL)厚度的作用。相对于处理之前，在注射之后2个月和3个月，ONL厚度显著降低。此外，

在所有注射之后间隔下，相对于AAV2/5‑GFP处理，用scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820处理导致ONL

厚度的统计学上显著的保持(参见图22)。

[0180] 总体而言，用scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820成功处理了30只P23H小鼠，而用AAV2/5‑

GFP成功处理了26只小鼠。如下表3中所示的Tukey多重比较检验中确定的，相对于AAV2/5‑

GFP处理，scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820处理在P23H  RHO小鼠中导致对视网膜结构的统计学上
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显著程度的保护。

[0181] 对同一P23H  RHO小鼠处理组以每月为间隔进行暗适应性视网膜电描记术分析持

续三个月。使用角膜电极测量了这些小鼠对不同强度的短暂闪光(‑20分贝、‑10分贝和0分

贝)的角膜电响应。在每个时间间隔下视杆a‑和b‑波(响应于‑20dB和‑10dB闪光)以及混合

视杆和视锥a‑和b‑波(响应于0dB闪光)的最大振幅的纵向定量显示在图23中。

[0182] 如下表4中所示的student  t检验中确定的，相对于AAV2/5‑GFP处理，scAAV2/5‑

RHO820‑shRNA820处理导致P23H  RHO小鼠中在注射之后三个月视网膜功能的保护程度在统计

学上显著(“ns”＝不显著)。

[0183] 这些结果表明，AAV2/5‑hOP‑RHO820‑H1‑shRNA820构建体在RHO‑adRP小鼠模型中赋

予光感受器针对视网膜变性的稳定结构保护。结果还表明，该构建体在该小鼠模型中赋予

光感受器针对视网膜变性的稳定功能(视网膜电描记术)保护。

[0184] 表3：

[0185]

[0186] 表4：p值

[0187]

[0188] 实施例3：由载体构建体表达的mRNA序列的分析

[0189] 为了确定来源于AAV构建体的短mRNA序列的类型，用scAAV2/5‑RHO820‑shRNA820构

建体转染HEK293T细胞。48小时之后，提取总RNA。将提取的RNA进行尺寸分级，并对短RNA序

列进行RNA测序。对具有来源于shRNA820的序列的RNA分子进行分析以确定它们的尺寸以及

5’和3’端(参见图24)。

[0190] 测序读序的总结显示在图25中。73％  RNA分子中指导链5’端的序列(UAG)等同于

预期序列。13％的分子在5’端缩短了一个核苷酸。52％在3’端具有2个额外的尿苷，而10％

在3’端具有1个额外的尿苷。13％的分子在3’端具有一个额外的UUA密码子。提供SEQ  ID 

NO:40至46作为来源于shRNA820的最频繁短RNA的序列(来自两条链的最高命中)。

[0191] 大多数shRNA均在5’端按预期进行处理，但在3’端存在一些额外的核苷酸。

[0192] 意义
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[0193] 许多基因增强策略正在进入临床试验用于治疗遗传性视网膜性失明。对常染色体

显性疾病的基因治疗面临重大障碍，其包括等位基因异质性和使突变基因沉默的潜在需

求。在此，显示将致病基因的敲低与通过抗性野生型拷贝对其进行替代组合的单基因治疗

载体可在常染色体显性视网膜色素变性的犬和小鼠模型中阻止感光细胞死亡和视力损失。

[0194] 材料和方法

[0195] 使用在HEK293T(ATCC,Manassas,VA)细胞中进行的体外测定(33)筛选锤头状核酶

(Rz525)和三种短发夹RNA(shRNA131、shRNA134和shRNA820)在抑制WT和突变体(P23H、T17M)人

RHO表达方面的效率。(76)通过三重质粒DNA转染将自身互补(77)和非自身互补AAV载体包

装在血清型5(78)中，并根据先前公开的方法进行纯化。(79,80)相对于标准通过实时PCR测

量DNA酶抗性载体基因组的滴度；通过银染色的十二烷基硫酸钠‑聚丙烯酰胺凝胶电泳验证

纯度，确认无菌性和无内毒素，并在使用之前将等分试样储存在‑80℃。使用WT和RHO突变狗

(45,56)评价对视网膜下注射AAV2/5载体的响应，所述AAV2/5载体携带最强效的敲低试剂，

其单独(Rz525，shRNA820)或与经密码子修饰的抗性人RHO  cDNA(RHO820)组合(shRNA820)

(图16A至16E)。RHO抑制和替代的作用的评估通过面向和横截面体内视网膜成像、视网膜电

描记术、RHO蛋白和RNA水平的定量、以及对视网膜组织切片的形态学评价进行。(74,81‑83)

使用光暴露范例(46‑48)加速RHO突变狗中疾病的自然进程，并迅速评估视网膜下递送的

AAV构建体是否阻止了视网膜变性的发生。所有的狗均在宾夕法尼亚大学视网膜疾病研究

系(University  of  Pennsylvania  Retinal  Disease  Studies  Facility，RDSF)繁殖和维

持。该研究严格依照国立卫生研究院(National  Institutes  of  Health)的实验动物护理

和使用指南(Guide  for  the  Care  and  Use  of  Laboratory  Animals)中的建议以及USDA

动物福利法(Animal  Welfare  Act)和动物福利条例(Animal  Welfare  Regulations)进行，

并遵从ARVO对眼科和视力研究中动物使用的声明。方案已由机构动物护理和使用委员会批

准。方法的细节在下面提供。

[0196] 核酶切割测定

[0197] 用双萤光素酶质粒psiCHECKTM‑2(Promega，Madison，Wi)转染HEK293T细胞(CRL‑

11268，ATCC，Manassas，VA)，所述质粒表达与通过SV40启动子表达的海肾萤光素酶连接的

野生型或抗性(硬化)人RHO  cDNA的100个核苷酸的靶区域。通过萤光素酶测定以6个重复测

量RHO转录物水平。将萤光素酶质粒与从tRNAval启动子表达Rz525的质粒共转染。将结果相

对于与缺少核酶的质粒共转染之后测量的相同融合转录物归一化。

[0198] 表达RHO‑tGFP和RHO820‑tGFP的质粒的产生

[0199] 使用包含CMV启动子、具有C端turboGFP标签的人WT‑RHO开放阅读框(ORF)以及

BGH‑PolyA信号(还编码氨苄青霉素抗性和新霉素抗性基因)的质粒体外表达RHO。除了在此

描述的PCR参数之外，使用 定点诱变试剂盒(New  England  Biosciences，Ipswich，

MA.，USA)根据制造商的说明产生CMV‑hRHO‑turboGFP‑BGH‑PolyA质粒的P23H  RHO、T17M 

RHO和RHO820版本。为了产生P23H  RHO版本，使用以下引物将CMV‑hRHO‑turboGFP‑BGH‑PolyA

质粒的hRHO  ORF的第23个密码子从CCC改变为CAC：正向‑CACACCCGTCGCATTGGA(SEQ  ID  NO：

30)，以及反向‑GTACGCAGCCACTTCGAGTAC(SEQ  ID  NO：31)。为了产生RHO820版本，使用以下引

物将CMV‑hRHO‑turboGFP‑BGH‑PolyA质粒中hRHO  ORF的第816至825位核苷酸从ATTCTACATC

(SEQ  ID  NO：32)改变为TTTTTATATA(SEQ  ID  NO：33)：正向：
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[0200] ATATATTCACCCACCAGGGCTCCAAC(SEQ  ID  NO：34)，以及反向：AAAAAGCCA 

CGCTGGCGTAGGGC(SEQ  ID  NO：35)。PCR反应参数如下：在98℃下初始变性30秒，25个变性循

环(98℃持续10秒，退火30秒，在72℃下延伸5分钟)，最后在72℃下延伸2分钟。用于P23H 

RHO和RHO820PCR反应的退火温度分别为68℃和72℃。使用25μg的CMV‑hRHO‑turboGFP‑BGH‑

PolyA质粒作为每个反应的模板。AAV‑T17M‑GFP由Marina  Gorbatyuk博士惠赠。(76)

[0201] shRNA介导的RHO敲低的体外筛选

[0202] 将HEK293T细胞(ATCC)接种在12孔板中，并在第二天当细胞达到70％至90％汇合

时进行转染。在每个孔中，将500ng表达野生型人RHO、人P23H  RHO、人T17M  RHO或RHO820(通

过四种沉默密码子修饰而制成对shRNA820降解具有抗性的人RHO)的CMV‑hRHO‑turboGFP‑

BGH‑PolyA质粒与包含反义GFP填充序列以及对照H1‑shRNA盒、靶上(131、134或820)H1‑

shRNA盒或无(空)H1‑shRNA盒的1μg自身互补rAAV2质粒瞬时共转染。每种共转染条件重复

进行三次。使用DNA与聚乙烯亚胺(PEI为1mg/mL；Polysciences  Inc,Warrington,PA.,USA)

之比为1μg:3μL，以使得每个孔接受4.5μL  PEI。将细胞于5％CO2下在37℃下孵育48小时。孵

育之后，吸出培养基，将细胞在磷酸缓冲盐水(phosphate  buffered  saline，PBS)中重悬，

并通过3,000×g离心沉淀。然后除去PBS，将细胞在150μL的0.23M  PBS中蔗糖中重悬并进行

声处理。将50μL上样缓冲液(200mM  Tris‑Cl  pH  6.8+400mM  DTT+8％SDS+40％甘油+溴酚

蓝)添加至每个样品并通过移液混合。将样品在室温下孵育30分钟，之后使其通过28号胰岛

素注射器以剪切共提取的DNA。使用PierceTM660nm蛋白质测定试剂和Pierce离子洗涤剂相

容试剂(Thermo  Fisher,Waltham,MA.,USA)测量每个样品的总蛋白质浓度。在每个实验中，

向每个孔上样的总蛋白质的量(15至20μg)是恒定的。样品与Li‑COR  Chameleon梯(Li‑Cor,

Lincoln ,NE ,USA)相邻在10％ TGXTM
预制蛋白质凝胶(Biorad ,

Hercules,CA.,USA)上运行，并使用Invitrogen的iBlot系统(Invitrogen,Carlsbad ,CA,

USA)根据制造商的说明转移至iBlot  PVDF转移堆。将膜用甲醇孵育5分钟，用diH2O洗涤3

次，并用Odyssey封闭缓冲液(Li‑Cor,Lincoln,NE,USA)在室温下封闭1小时。然后将膜用小

鼠抗TurboGFP(1:2000；Origene ,Rockville ,MD ,USA)和兔抗β‑微管蛋白(1:5000；

Millipore,Burlington,MA,USA)在封闭缓冲液中在4℃下孵育过夜，并用PBS中0.1％Tween 

20洗涤3次，之后在室温下用IRDye  800CW驴抗兔和IRDye  680RD山羊抗小鼠(两者均为1:5,

000；Li‑Cor ,Lincoln ,NE ,USA)孵育45分钟。将膜用PBS中0 .1％Tween  20洗涤3次，并用

Odyssey  CLx系统(Li‑Cor,Lincoln,NE,USA)成像。用ImageJ软件测量条带强度。为了测量

RHO‑GFP的预测单体形式的条带强度，在出现在约65kDa的显著条带周围绘制一个框，而使

用从最高分子量标记(260kDa)到刚低于50kDa的可见条带绘制的框测量聚集形式。通过测

量并除以β‑微管蛋白的条带强度对上样RHO条带强度进行校正。值以相对强度报告，其作为

每个样品的经校正条带强度除以对照shRNA条件的平均经校正条带强度计算。统计学显著

性通过单向ANOVA随后通过Tukey多重比较检验确定。

[0203] AAV载体制备

[0204] 如Zolotukhin  et  al.(2002)所述，将具有2型末端重复(TR)的腺相关病毒(AAV)

载体包装在血清型5衣壳中。(79)在视网膜下注射之后，AAV5衣壳允许感光细胞的有效转

导。(78)

[0205] 设计为敲低人和犬视紫红质而无替代的载体包含小鼠Rho基因 (GenBank 
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M55171.2)的488bp区域(第916至1396位)以及以相反方向克隆的人源化GFP基因。该方向用

于提供间隔区，用于有效包装AAV而不会过表达GFP。对于在RNA替代载体中的RHO表达，使用

来自人RHO基因(GenBank登录号NG_009115.1)的536bp区域(第4547至5083位)作为人视紫

红质近端启动子(hOP)。在该启动子之后是来自SV40的163合成内含子(SD/SA)，该内含子位

于来自RHO  5’UTR(人RHO  cDNA(1046nt)或制成对shRNA820具有抗性的经密码子修饰版本

(RHO820))的125个碱基对之前(参见下文)。在此之后是来自SV40的多腺苷酸化信号。

[0206]

[0207] 下面示出了shRNA有义和反义序列，其在每个情况中用环序列UUCAAGAGA(SEQ  ID 

NO：3)连接。

[0208]

[0209] 将用于shRNA表达的AAV2/5载体包装为自身互补AAV(77)，并通过人H1  RNA启动子
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(GenBank  X16612.1；核苷酸276至378)指导shRNA的表达。shRNA包含通过9个核苷酸的环

(UUCAAGAGA，由序列TTCAAGAGA编码)连接的19bp双链序列。对于旨在递送shRNA而不替代视

紫红质的载体，有效包装需要在AAV的末端重复序列之间维持至少2.2kb的DNA。在这些载体

中，将人源化GFP序列(80)以相反方向插入到小鼠视蛋白近端启动子或人视蛋白近端启动

子后面(参见上文)。用于表达锤头状核酶Rz525的载体pMOPS500NewHpRz525使用小鼠近端

视紫红质启动子来驱动核酶盒的表达。其通过Gorbatyuk  et  al.2007描述。(33)

[0210] 将shRNA820和通过在靶序列中引入沉默突变而制成对shRNA820具有抗性的人视紫

红质cDNA(RHO820)二者包装在一起作为自身互补AAV2/5。选择自身互补构建体来加速RHO替

代(用RHO820)速率，以在高度有效KD试剂(shRNA820)的情况下保持或迅速地重新形成视杆外

段结构。

[0211] 动物

[0212] 所有的狗均在宾夕法尼亚大学视网膜疾病研究系(RDSF)繁殖和维持。该研究严格

依照国立卫生研究院的实验动物护理和使用指南中的建议以及USDA动物福利法和动物福

利条例进行，并遵从ARVO对眼科和视力研究中动物使用的声明。方案已由宾夕法尼亚大学

机构动物护理和使用委员会批准。

[0213] 所有正常的(WT狗)都在标准犬舍循环(开启12小时，关闭12小时)白光照射(175至

350lux，在“标准”狗眼的水平下)下圈养。研究的所有RHO突变狗对于T4R突变等位基因都是

杂合的，并且在文中被称为RHO突变体，以及在表1中和附图中被称为RHOT4R/+以强调杂合性。

从出生到终止，除了3只之外所有突变RHO狗都在循环暗红色照明(9至20lux，在“标准”狗眼

的水平下)下圈养，以防止由环境白光触发的任何视网膜变性加速。如前所述，所有的视网

膜电描记术和非侵入性成像操作以及视网膜下注射均在全身麻醉下进行。(44,74,81)在用

静脉内注射安乐死溶液(Euthasol；Virbac)实施安乐死之后收集眼组织，并尽一切努力改

善动物福利并使不适最小化。包括来自14只正常(WT)狗的21只眼和来自21只突变RHO狗的

40只眼(表1)。

[0214] 视网膜下注射

[0215] 如先前报道的(65)，BSS或载体的视网膜下注射是在使用视网膜下套管通过手术

显微镜(Zeiss  OPMI  6；Carl  Zeiss  Inc,Oberkochen,德国)和接触式玻璃体切割术镜进行

直接可视化下进行的。在RHO突变狗的情况下，如前所述，在手术室中设置暗红色照明，并在

使用放置在手术显微镜光路上的红外带通滤波器(RT‑830；Hoya  Optics ,Inc ,Fremont ,

California)和安置在两个显微镜目镜上的单眼红外图像增强器(Owl  Nitemare第三代：BE 

Meyers&Co,Inc,Redmond ,Washington)在近红外光下进行视网膜下注射。(49)该夜视系统

允许医生在光敏感RHO突变狗中进行视网膜下注射而不引起任何手术光诱导的视网膜变

性。(49)成功的视网膜下注射约150μL体积产生了覆盖约15％视网膜表面的泡。在每次注射

之后立即记录视网膜下泡的位置。这在正常狗中是通过眼底摄影术(Retcam  Shuttle ,

Clarity  Medical  Systems,Pleasanton,CA)进行的，而在RHO‑突变狗中是通过在注射之前

捕获的近红外cSLO复合图像上绘制泡(bleb)进行的。

[0216] 通过光暴露的视网膜疾病的实验性加速

[0217] 如先前所述(46‑48)，使用急性光暴露方案评估病毒载体构建体在预防光敏感

RHO‑突变狗中视网膜变性方面的效率。(45)该操作的所有步骤在暗红色光照明下进行。用
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1％托吡卡胺和1％苯肾上腺素扩张瞳孔(两只眼中均3次，相隔30分钟)，并用丙泊酚(4mg/

kg)IV诱导全身麻醉，并用吸入麻醉剂(异氟烷)维持。为防止由全身麻醉诱导的眼球的腹侧

旋转，进行眼球后盐水注射(5至10ml)以使眼重新位于主要凝视位置的中心。使用来自ERG

系统(Espion ,Diagnosys  LLC)的单眼Ganzfeld刺激器(ColorBurst；Diagnosys  LLC ,

Lowell ,MA,USA)以1mW/cm2的角膜辐照度(用光度计测量，IL1700；International  Light 

Technologies,Peabody,MA,USA)进行1分钟白(6500K)光暴露。未暴露的眼在对侧眼中进行

光暴露操作期间保持用黑色摄影布遮蔽。

[0218] 体内光学相干断层扫描(OCT)成像和分析

[0219] 如上所述，对狗在全身吸入麻醉下进行面向和视网膜横截面成像。使用直径为30°

和55°的透镜获得了近红外照明(820nm)下反射率的重叠面向图像(Spectralis  HRA+OCT,

Heidelberg ,德国)来描绘眼底特征，例如视神经、视网膜血管、注射泡的边界、视网膜切开

术位点和其他局部改变。使用定制程序(MatLab  7.5；The  MathWorks,Natick,MA)将单独的

图像数字化拼接成全视网膜全景图。使用两种方法将注射泡覆盖到全景图像上。在WT眼中，

记录在手术时获取的泡的图像，并转移泡边界。在RHO‑突变眼中，将手术时绘制的泡的草图

转移到全景图像上。

[0220] 用线性和光栅扫描(Spectralis  HRA+OCT,Heidelberg ,德国)进行谱域光学相干

断层扫描(spectral‑domain  optical  coherence  tomography，SD‑OCT)。记录了覆盖视网

膜大区域的重叠(30°×20°)光栅扫描。用定制程序(MatLab  7.5；The  MathWorks,Natick,

MA)进行OCT数据的获取后处理。对于全视网膜地形分析，使用每次光栅扫描的积分反向散

射强度来确定其相对于全视网膜全景图上可见的视网膜特征的精确位置和方向。将形成所

有记录的光栅扫描的单独纵向反射率谱(longitudinal  reflectivity  profile，LRP)分配

给以视神经为中心的直角坐标系中的规则间隔仓(1°×1°)；将每个仓中的LRP进行比对并

计算均值。对沿每个LRP的反向散射信号的强度和斜率信息进行人工评价以分割限定ONL的

两个边界。一个边界是外网层(outer  plexiform  layer，OPL)峰的远端过渡。另一个边界是

外界膜(external  limiting  membrane，ELM)峰。在具有严重视网膜变性而没有可检测ELM

峰的位置，将第二ONL边界放置在RPE峰的最近端过渡处。此外，通过从巩膜至ELM边界的5个

轴向样品的平均反向散射强度减去玻璃体至OPL边界的5个轴向样品的平均反向散射强度

计算经归一化的IS/OS反向散射强度；前者包括IS/OS峰。(44,74)IS/OS强度仅在内段和外

段长度保留的区域中绘制，因为后者的受损使得无法将IS/OS信号与RPE/毯信号区分开。来

自未经注射的对照眼的地形结果由ONH的中心和犬中央凹记录(83)，并生成对照变异性图，

限定了第99百分位数置信区间。将经注射的眼逐个位点与对照置信区间进行比较以生成显

著性变化的图。

[0221] 视网膜电描记术(ERG)记录和分析

[0222] 将狗用皮下注射阿托品和乙酰丙嗪进行预用药，并用阿托品(1％)、托吡卡胺

(1％)和苯肾上腺素(10％)扩张其瞳孔。在用静脉内丙泊酚诱导之后，将狗维持在全身吸入

麻醉下(异氟烷)，并在整个操作期间监测其脉搏率、氧饱和度和温度的恒定性。如先前所述

(44 ,74)，使用装有ColorDome刺激器(Diagnosys  LLC ,Lowell ,MA)的LED刺激的定制

Ganzfeld圆顶对两只眼进行全视野闪光视网膜电描记术。在暗适应20分钟之后，记录了视

杆以及混合视杆‑视锥介导的针对强度递增的单4ms白色闪光刺激(从‑3 .74到0 .51log 
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cd .s.m‑2)的响应(平均4次)。在白光适应(1.53log  cd .m‑2)5分钟之后，记录视锥介导的针

对以下的信号(平均10次)：一系列单闪光(从‑2.74到0.51log  cd .s.m‑2)以及29.4‑Hz闪烁

(平均20次；从‑2.74到0.26log  cd.s.m‑2)刺激。如有必要，用数字低通(50Hz)滤波器处理波

形以降低记录噪声。测量了暗视混合视杆‑视锥ERG的a‑和b‑波的振幅，以及明视单闪光和

29.4Hz视锥闪烁的峰‑峰振幅。

[0223] 视网膜组织学和免疫组织化学

[0224] 如先前所报道的(81)，在安乐死和摘出之后，将眼球在4％多聚甲醛(PFA)中固定3

小时，随后在2％  PFA中固定24小时，进行修剪，在15％至30％蔗糖/PBS溶液中冷冻保护，并

包埋入最佳切割温度介质中。在低温恒温器(Microm  HM550；Thermo  Fisher  Scientific，

Kalamazoo，MI)上切出十微米厚的连续切片，其包括未经处理的、边界以及经处理的/泡区

域。如先前所报道的，将通过H&E染色鉴定的血管界标用于确定视网膜冷冻切片在面向cSLO

图像的血管图案上的精确位置。(44，74，81)对顺序切片用一抗和细胞特异性标志物：视杆

视蛋白(cat#MAB5316；1：200稀释；EMD  Millipore，Billerica，MA)、山羊抗人视锥拘留蛋白

(W .Beltran，宾夕法尼亚大学；1：100)进行免疫标记。用经荧光染料标记的二抗(Alexa 

Fluor，1：200；Molecular  Probes，Kalamazoo，MI)对抗原‑抗体复合物进行可视化，并使用

Hoechst  33342核染色剂(Molecular  Probes)标记细胞核。通过宽视野显微术(Axioplan；

Carl  Zeiss  Meditec，Dublin，CA)检查经H&E染色的切片，并数字捕获图像(Spot  4.0相机；

Diagnostic  Instruments，Sterling  Heights，MI)，并导入图形程序(Illustrator；Adobe，

San  Jose，CA)用于显示。通过共聚焦显微术(Leica  TCS  SP5；Leica  Microsystems，

Buffalo  Grove，IL)检查针对荧光免疫组织化学而标记的切片，并获取数字图像，使用

Leica应用套件程序进行处理，并导入图形程序(Illustrator；Adobe)。

[0225] 用于RHO  RNA和蛋白质定量的视网膜组织取样

[0226] 对视杯后部进行摘出和分离之后，立即将来自经处理和未经处理的神经视网膜区

域的3mm活检穿孔物单独收集在冻存管中，在液氮中冷冻并在‑80℃储存。对于RHO突变狗，

在暗红色照明下进行视网膜取样。

[0227] RNA提取和cDNA合成

[0228] 使用Direct‑zol  RNA小提试剂盒(Zymo  Research，Irvine，CA)从神经视网膜的穿

孔物提取总RNA。使用高容量RNA‑cDNA试剂盒(Applied  Biosystems，Foster  City，CA)遵循

制造商的建议由总RNA制备cDNA。视网膜中犬和人RHO转录物的绝对定量

[0229] 为了有效地确定同一视网膜样品中内源性犬和外源性人RHO转录物之间的比率，

已设计了特异性引物对：犬(正向：5’‑ACAAGACGGGTGTGGTGCGC(SEQ  ID  NO：17)；反向：5’‑

TCATGGGCGTCGCCTTCACC(SEQ  ID  NO：18))和人RHO(正向：5’‑CCATCAACTTCCTCACGCTCTA(SEQ 

JD  NO：19)；反向：5’‑TAGGTTGAGCAGGATGTAGTTGAGA(SEQ  ID  NO：20)))。SYBR  green平台用

于使用引物浓度为0.15μM进行分析。在Applied  Biosystems  7500实时PCR系统上在96孔微

孔板中以25μL的总体积进行实时PCR。所有PCR使用由0.1ng经DNA酶处理的RNA产生的cDNA

进行。RT‑PCR产物用于构建用于代表犬和人RHO的单独扩增子的绝对标准曲线。如前所述计

算模板的拷贝数。(82)校准曲线的动态范围介于103至107个分子之间。用7500软件2.0.1版

(Applied  Biosystems)分析扩增数据。

[0230] 视紫红质蛋白的定量：
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[0231] 由从经处理和未经处理的神经视网膜区域收集(对于RHO突变狗，在暗红色照明

下)的3mm活检穿孔物制备蛋白质视网膜提取物。在含有0.23M蔗糖、2mM  EDTA、5mM  TrisHCl

(pH  7 .4)和蛋白酶抑制剂(Halt蛋白酶抑制剂混合物，目录号87786，Thermo  Fisher 

Scientific，Waltham，MA.)的缓冲液中进行声处理之后，将样品离心并通过Bradford方法

测量上清液中的总蛋白质浓度。将来自每个样品的1μg总蛋白质在8％至16％Tris甘氨酸凝

胶(Invitrogen，Carlsbad，CA)上解析，转移到硝酸纤维素膜(iBLOT，Invitrogen)上，并使

用抗视紫红质抗体(MAB5316，1：1000稀释，EMD  Millipore，Billerica，MA)和抗组蛋白H3抗

体(ab1791，1：3000稀释，Abcam，Cambridge，MA)进行免疫印迹。在用经红外标记的二抗

(IRDye  680和IRDye  800，Licor)孵育之后，在数字成像系统(Odyssey  Fc，Licor，Lincoln，

NE)上对蛋白质条带进行可视化。用Licor  Image  Studio  v4.0软件使用组蛋白H3条带用于

归一化对视紫红质蛋白的量进行定量。
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[0316] 其他实施方案

[0317] 本说明书中公开的所有特征可以以任意组合进行组合。本说明书中公开的每个特

征可由具有相同、等同或相似目的的替代特征代替。因此，除非另外明确指出，否则所公开

的每个特征仅是一系列等同或相似上位特征的一个实例。

[0318] 根据以上描述，本领域技术人员可容易地确定本公开内容的基本特征，并且在不

脱离本公开内容的精神和范围的情况下，可对本公开内容进行多种改变和修改以使其适应

多个用途和情况。因此，其他实施方案也在权利要求书之内。

[0319] 等同方案

[0320] 虽然本文中已对数个本发明实施方案进行了描述和说明，但是本领域普通技术人

员将容易想到多种其他方法和/或结构来实现本文中所述功能和/或获得本文中所述结果

和/或一个或更多个优点，并且认为这样的变化和/或修改中的每一个均在本文中所述的本

发明实施方案的范围内。更一般地，本领域技术人员将容易理解，本文中所述的所有参数、

尺寸、材料和构造均意在为示例性的，并且实际参数、尺寸、材料和/或构造将取决于使用本

发明教导的具体应用。本领域技术人员将认识到或者能够仅使用常规实验就确定本文中所

述的具体本发明实施方案的许多等同方案。因此，应理解，前述实施方案仅作为实例示出，

并且在所附权利要求书及其等同文件的范围内，本发明实施方案可以以不同于具体描述和

要求保护的方式实施。本公开内容的本发明实施方案涉及本文中所描述的每一个单独的特

征、系统、制品、材料、试剂盒和/或方法。另外，如果这样的特征、系统、制品、材料、试剂盒

和/或方法并非互相不一致，则两个或更多个这样的特征、系统、制品、材料、试剂盒和/或方

法的任意组合也包括在本公开内容的发明范围内。

[0321] 本文中定义和使用的所有定义应理解为优先于字典定义、通过引用并入的文献中

的定义和/或所定义术语的一般含义。

[0322] 本文中公开的所有参考文献、专利和专利申请均关于其各自被引用的主题通过引

用并入，在一些情况下，其可涵盖文件的全部内容。

[0323] 除非明确指出相反，否则本文中在说明书和权利要求书中使用的没有数量词修饰

的名词应理解为意指“至少一个/种”。

[0324] 如本文在说明书和权利要求书中使用的短语“和/或”应理解为意指如此连接要

素，即在一些情况下联合存在而在另一些情况下不联合存在的要素中的“任一个或二者”。

用“和/或”列举的多个要素应以相同方式理解，即这样连接的要素中的“一个或更多个”。除
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了由“和/或”子句具体指明的要素之外，其他要素也可以任选地存在，无论与具体指明的那

些要素相关还是无关。因此，作为一个非限制性实例，当与开放式语言例如“包含/包括”结

合使用时，对“A和/或B”的提及可在一个实施方案中仅指A(任选地包括除B之外的要素)；在

另一个实施方案中，仅指B(任选地包括除A之外的要素)；在又一个实施方案中，指A和B二者

(任选地包括其他要素)；等等。

[0325] 如本文在说明书和权利要求书中使用的，“或/或者”应理解为具有与如上所定义

的“和/或”相同的含义。例如，当分离列表中的项目时，“或/或者”或“和/或”应被解释为包

括性的，即包括多个要素或要素列表中的至少一个，但也包括多于一个，并且任选地包括另

外的未列出项目。仅明确指出相反的术语，例如“仅之一”或“恰好之一”，或者当用于权利要

求书中时“由......组成”，是指包括多个要素或要素列表中的恰好一个要素。一般而言，当

之前有排他性术语(例如“任一”、“之一”、“仅之一”或“恰好之一”)时，本文中使用的术语

“或/或者”应仅被解释为表示排他性的替代方案(即“一个或另一个，而非二者”)。“基本上

由......组成”当在权利要求书中使用时应具有其在专利法领域中所使用的一般含义。

[0326] 如本文中在说明书和权利要求书中所使用的，短语“至少一个/种”在提及一个或

更多个要素的列表时应理解为意指从要素列表中的任意一个或更多个要素中选择的至少

一个要素，但并不一定包括要素列表内具体列举的各个和每个要素的至少一个，并且也不

排除要素列表中要素的任意组合。该定义还允许可以任选地存在要素列表中除短语“至少

一个/种”所提及的具体指出的要素之外的要素，无论与具体指出的那些要素相关还是无

关。因此，作为一个非限制性实例，“A和B中的至少一个”(或等同地，“A或B中的至少一个”，

或等同地，“A和/或B中的至少一个”)可在一个实施方案中指至少一个A，任选地包括多于一

个A，但不存在B(并且任选地包括除B之外的要素)；在另一个实施方案中，指至少一个B，任

选地包括多于一个B，但不存在A(并且任选地包括除A之外的要素)；在又一个实施方案中，

指至少一个A，任选地包括多于一个A，和至少一个B，任选地包括多于一个B(并且任选地包

括其他要素)；等等。

[0327] 还应理解，除非明确相反指示，否则在本文要求保护的包括多于一个步骤或动作

的任何方法中，方法的步骤或动作的顺序不一定限于列举该方法的步骤或动作的顺序。

[0328] 在权利要求书中以及上述说明书中，所有连接词例如“包含”、“包括”、“携有”、“具

有”、“含有”、“涉及”、“持有”、“由......构成”等都应理解为开放式的，即，意指包括但不限

于。如美国专利局专利审查程序手册(United  States  Patent  Office  Manual  of  Patent 

Examining  Procedures)第2111 .03节中所述，仅连接词“由 ......组成”和“基本上

由......组成”应分别为封闭式或半封闭式的连接词。应当理解，在本文件中使用开放式连

接词(例如，“包含/包括”)描述的实施方案在一些替代实施方案中也考虑为“由通过开放式

连接词描述的特征组成”和“基本上由通过开放式连接词描述的特征组成”。例如，如果公开

内容描述“包含A和B的组合物”，则公开内容还考虑以下替代实施方案：“由A和B组成的组合

物”和“基本上由A和B组成的组合物”。
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