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(57) Sang ché dé xudt axit nucleic ma héa cho ADN RDH12 ngudi. Ngoai ra, sang ché con
d& xuit vecto virut két hop adeno c¢6 chira axit nucleic nay dé diéu trj tinh trang nhan khoa
ching han nhu Bénh Mu Loa Bam Sinh Leber, bao gdm virut két hop adeno AAV2, kiéu

huyét thanh 5 (AAV 2/5) hoiic AAV-5 ¢6 chira ving ma héa ¢6 thé biéu hign déi véi RDH12
nguoi.

Chu ky trye quan AGROL
RDHS5 RPE6S de o
t;:;;l. ;gl::m retinol 11-cis \ selinoit isomerohydroleza ¥ 0L 0
< T AlRAl mkm. I\
RLBP1  vengmacitcis in petinol éj
g mac 11 RPE 2:‘:-\‘::-; ‘ RDHS f W
i i |
J
IPM . r - s\m-uﬂE -
- : : caaee 1%__\] oz L
oPN2 . ROS el | ARAL ' 4| Ao |
N St 4 thi pide retinol toin b trans | HeRAL 1“”“ Helton, =0
OPNI’s \ - 4 dehydrogenuzal reductaza | RCHO | RCHOU |
toan bi frans
finh shng

ABCAG  RDHS

Fig. 1


DTM422
Placed Image

DTM422
Textbox
(57)

DTM422
Textbox
(21) 1-2020-03443


53113

THAM KHAO CHEO PEN CAC PON LIEN QUAN

Don ndy yéu ciu huong quyén uu tién cua don ding ky sang ché tam thoi M§ 86
62/586,624, ndp nay 15 thang 11 nam 2017, dwoc két hop & day nham muc dich tham
khao.

KET HOP PE THAM KHAO CUA TAI LIEU PUQC NQP THEO HINH THUC PIEN TU

Pon nay chtra, duéi dang phﬁn riéng ré& cia ban bdc 16, Danh Muc Trinh Ty ¢ dang
doc dugc trén may tinh (tén tép: 51914A_Seqlisting.txt; dugc tao ra vao ngay 9 thang 11
nam 2018; 5.230 byte— t€p vdn ban ASCII), ma dugc két hop & day dé tham khao dén

toan bd ndi dung cua no.
Linh vue k§ thuit dwec dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap diéu tri y hoc, ching han nhu phuong phap dé
diéu tri dbi tugng nguoi méc tinh trang nhan khoa, vi du, bénh mu 1da bam sinh Leber,
do it nhit mot dot bién mat chirc ning & gen ma hoa protein Retinol Pehydrogenaza 12
(RDH12 - Retinol Dehydrogenase 12), phuong phap nay c6 chira viée diing cho ddi tugng
lwgng hiru hiéu cua axit nucleic ¢6 chtra vecto virut két hop adeno c6 chita ADN b sung

(cDNA - complementary DNA) RDH 12 ngudi.
Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Bénh vong mac di truyén (IRD - Inherited Retinal Disease) 1a nguyén nhan hang
d4u cua bénh mu theo luat dinh & tré em. Bénh mu 1oa bim sinh Leber (LCA - Leber
congenital amaurosis) va chung loan dudng véng mac nghi€ém trong khoi phat sém
(EOSRD - early-onset severe retinal dystrophy) ddn dén suy giam thi luc nghiém trong
bét dAu tir khi so sinh cho dén mot vai tudi, va ciing nhau chiém dén 5% hoc hon trong
56 tht ca IRD (Koenekoop et al. 2004). LCA/EOSRD c6 lién quan dén phuong thire di
truyén troi nhidm sic thé thudng va 1an nhidm sic thé thuong, bao gdbm biéu mé séc t6
vong mac va té bao tiép nhan kich thich 4nh sang hinh que va hinh nén lam céc dich
(Weleber et al. 2013). Xap xi 10% LCA/EOSRD bj géy ra béi dot bién & gen ma héa
RDHI12 (Kumaran et al. 2017). V&i vai tro cia RDH12 trong chu ky thi gidc ma cung clp
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chit mang mau cho té bao nhén kich thich 4nh sang (Haeseleer et al. 2002; Chen et al.
2012), va déng gbp dich tri liéu thiét yéu, RDHI2 1a mdt trong sb cac gen LCA quan
trong nhét. '

B4t chip sy phd bién cia tinh trang nhin khoa ching han nhu bénh véng mac di
truyén & ngudi va dong vat c¢6 vi khéng phai ngudi, va hiéu biét v& gen ma hoéa retinol
dehydrogenaza ciing nhu 14 anh hudng mét s§ dot bién trong cac gen d6 c6, chua biét
céch diéu tri ndo d6i véi LCA gay ra béi mot hodc nhiéu dot bién trong RDHI2. Theo d6,
trong linh vuc nay vin cin c6 nguyén liéu va phuong phép hiru dung dé didu tri ching
loan dudng v8ng mac ching han nhu LCA cfing nhu 13 nguyén liéu va phuong phap hiru

dung d8 hiéu chinh c4c bét thudng di truyén ma c6 thé din dén chimg loan dudng nay.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Sang ché d& xuét vecto virut két hop adeno (AAV - Adeno-Associated Virus) c6
chita ving m& héa cho san phim gen ctia gen RDHI2, gen ma hoéa enzym retinol
dehydrogenaza. Vecto AAV ¢6 chita RDHI2 hitu dung trong viéc diéu tri rbi loan chimg
loan dudng vong mac ching han nhu Bénh M Loa Bim Sinh Leber (LCA) bing céch
cung cAp céu tric tai t6 hop trong d6 ving m3 héa RDHI2 duge dit dudi su kiém soat cia
ving khoi dong diu chinh duoc, hodc kiém soat dwoc, ching han nhu ving khéi dong
khac loai, @8 cung cép retinol dehydrogenaza bd sung cho ddi tugng thiéu hut mic do
kiéu dai coa hoat tinh RDH12, chéng han nhu bt nguc“)n tir dot bién trong RDHI2. Mic
di ¢6 vu diém 13 kich thuée hé gen twong ddi nho, khuynh huéng tich hop vao ADN vat
chu tuong dbi thip, va bién dang gy mién dich tuong dbi thip, d bat ngd phét hién mét
sé dang két hop kiéu huyét thanh AAV, hoic kidu gia, tao ra mirc d6 biéu hién ddi véi san
phim RDHI2 dwgc md héa ma khong hitu hidu dé didu tri s}é/hozftc thé hién su gy doc
khong mong mudn trong trudng hop ding cho déi tuong dé diéu tri chimg loan dudng
vong mac. Tring hop v6i phat hién d6 13 viéc phat hién ra cac kidu gia nhat dinh, ching
han nhu kiéu gia AAV2/5, chimg minh muc d biéu hién hidu qua bit ngd va ddng ngac
nhién va bién dang su gy d6c tuong thich vdi viée st dung tri liéu dé didu tri ching loan
dudng vdng mac. Pbi tugng ma c6 thé duogc didu tri bing phuong phép theo sang ché ¢
thé bao gdm dbi tuong ma mit chirc ning thi gidc (vi du, thir nghiém dép Gng suy giam
trén dién dd vdng mac (ERG - Electroretinogram)), chir khong phai d6i tugng git lai mot

s6 t& bao nhan kich thich 4nh sang nhu duoc xac dinh bing cach chup cit 16p quang hoc
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(OCT - Optical Coherence Tomography). Do d6, theo mét khia canh, sing ché dé xuét
phuong phép diéu tri d6i tuong ngudi ma méic tinh trang nhin khoa, ching han nhu Bénh
M Loa Bim Sinh Leber, hay LCA, hoic tinh trang nhéin khoa khac d& dwoc xéac dinh vé
mat 1am sang, do mét hodc nhidu d6t bién mat chiic ning & gen mi hoéa cho protein
Retinol Pehydrogenaza 12 (RDH12). Cu thé hon 13, m6t khia canh cta sang ché dé xuét
phuong phép didu tri di twong ngudi ma méc tinh trang nhin khoa do mdt hoic nhiéu dot
bién mét chirc ning & gen ma hoéa cho protein Retinol Pehydrogenaza 12 (RDH12),
phuong phap nay ¢6 chita viéc diing cho it nhit mot méit ciia ddi tugng vecto virut két hop
adeno c6 chua axit nucleic, trong d6 axit nucleic ndy c¢6 chtta ADN RDHI2 ngudi, vi du,
cADN RDHI2 ngudi, va trong d6 ADN RDHI2 (vi duy,ADN RDHI2 ngud¢i) mid héa
protein ma tuong ddng it nhit 70%, 80%, 90%, 95%, hodc 99% véi chiéu dai ddy du cia
SEQ ID NO:2. Theo mdt s6 phuong 4n, tinh trang nhan khoa 13 Bénh Mu Loa Bim Sinh
Leber (LCA). Theo mét sb phuong 4n néu trén, tinh trang nhin khoa 12 Bénh Mu Loa
Bim Sinh Leber (LCA). Theo mdt s& phuong 4n, ADN RDHI2, vi du, cADN RDHI2,
chiu su kiém soat bidu hién ctia ving khoi dong rhodopsin kinaza 1 ngudi (hGRKI -
Human Rhodopsin Kinase 1), ching han nhu trong d6 ving khéi dong hGRK1 ¢6 chira
hodc v& co ban gdm ¢6 SEQ ID NO:3. Theo mdt s6 phuong 4n, vecto virut két hop adeno
13 AAV-2, kidu huyét thanh-5 (AAV2/5) hoic AAV-5. Theo mét s phuong an, ADN
RDHI2, vi du, cADN RDHI2, ¢6 chira trinh tu ma twong ddng it nhit 60% hoic 70% véi
SEQ ID NO:1. Theo mdt s6 phuong an, axit nucleic dugc ding & do chuén nim trong
khoang tir khoang 2 x 10'® hé gen virut trong mdi mili lit (vg/ml) dén khoang 2 x 10"
vg/ml, vi du, @6 chudn nim trong khoang tir khoang 2 x 10'° hé gen virut trong mdi mili
lit (vg/ml) dén khoang 2 x 10'* vg/ml, chéng han nhu khoang 2 x 10" vg/ml hodc khoang
2 x 10" vg/ml. Theo mdt sb phwong 4n, axit nucleic duoc ding vao khéng gian duéi vong
mac, vi du, trong d6 Sng tiém vi tiém duoc cai xen vao khdng gian dudi véng mac.

Khia canh khac cta sang ché dé cap dén axit nucleic md héa ADN RDHI2 ngudi, vi
du, cADN RDHI2 ngudi, trong d6 ADN RDHI2 ngudi (vi dy, ADN RDHI2 ngudi ching
han nhu cADN) m3 héa protein ma tuong ddng it nhat 70%, 80%, 90%, 95%, hogc 99%
vé6i chidu dai diy du ctia SEQ ID NO:2, trong d6 ADN RDHI2 chiu su kiém soat ctia
vung khaoi dong rhodopsin kinaza 1 nguoi (hGRK1). Theo mdt sb phuong an, ving khéi
dong hGRK1 ¢6 chira hodc v& co ban gdm ¢6 SEQ ID NO:3. Theo mét sé phuong én,
ADN RDHI2 nguti, vi dy, cADN RDH]I2 ngudi, mé héa protein c6 chira SEQ ID NO:2.
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Theo mét sb phuong an, ADN RDHI2 ngudi, vi du, cADN RDHI2 ngudi, tuong ddng it

nhit 60% hoidc 70% véi chidu dai ddy du ctia SEQ ID NO: 1.

Mot khia canh khac nita cia sdng ché 13 axit nucleic nhu dugc boc 16 trong ban mod
ta ndy dé st dung trong viée diéu tri d6i tuong ngudi ma méc tinh trang nhén khoa do mét
hodc nhidu d6t bién mat chiic ning & gen ma héa cho protein Retinol Pehydrogenaza 12
(RDH12). Theo mét sé phuong 4n, tinh trang nhén khoa 13 Bénh Mu Loa Bam Sinh Leber
(LCA).

Khia canh khéc nita ctia sang ché 13 vecto virut c6 chia axit nucleic md héa RDH12
nhu duge boc 16 trong ban md ta nay. Theo mot sb phuong 4n, vecto virut 13 vecto virut
két hop adeno. Theo mot sb phuong 4n, vecto virut két hop adeno 13 AAV-2, kiéu huyét
thanh-5 (AAV2/5) hodc AAV-5.

Khia canh khac ctia sang ché 13 vecto virut nhu dugc bdc 16 trong ban mé ta nay dé
str dung trong viée diéu tri & d6i twong ngudi mic tinh trang nhén khoa do mdt hodc nhidu
d6t bién méit chiic ning & gen ma hoa cho protein Retinol Pehydrogenaza 12 (RDH12).
Theo mot s§ phuong 4n, tinh trang nhin khoa 1a Bénh M1 Loa Bim Sinh Leber (LCA).

Khia canh khac ctia sang ché @& cép dén té bao chi dugc phan 13p c6 chira vecto
virut nhu duogce boc 16 trong ban mod ta nay, hodc axit nucleic nhu dugc bdc 1§ trong ban
md 4 ndy. Theo mét sb phwong 4n, té bao chii duge phan lap biéu hién protein RDH12
nguoi.

Trir khi ¢6 chi dan khac, tit ca cac thuat ngit k§ thuat va khoa hoc diing trong ban
md ta ndy ¢ cing nghia nhu thudng dwoc hidu boi ngudi ¢é hidu biét trung binh trong
linh vuc ma sang ché nay thudc vé&. Phuong phép va nguyén liéu dugc mod ta tai ddy dé sur
dung trong séang ché nay; theo cach khéc, phuong phép va nguyén liéu thich hop da biét
trong 1inh vuc cling c6 thé duoc sir dung. Nguyén liéu, phuong phap, va vi du chi d& minh
hoa va khong nhdm 1am gidi han séang ché. T4t ca céc tai liéu cong bb, don ding ky sang
ché, bang doc quyén sang ché, trinh tu, danh muc co s& dit liu, va c4c tai liéu tham khao
khéac duge vién dan trong ban mb ta nay dugc két hop dé tham khao dén toan bd ndi dung
cta ching. Trong trudng hop ¢6 méu thufn, ban md ti ndy, bao gdm céc dinh nghia, s&
duogc &p dung.

Céc déu hiéu va vu diém khéc cua sang ché s& tré nén rd rang tir phan mé ta chi tiét
va hinh v€ sau day, va tir cac yéu cau bao hd.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Fig.1. Hoat tinh RDH trong chu k¥ thi gidc va té bao nhén kich thich 4nh sang. (A)
Chu ky thi gidc chuyén héa vitamin A thanh véng mac 11-cis, chdt mang mau cua sic tb
thi gidc, va tai tudn hoan vong mac toan b trans duoc giai phéng sau khi tiy tring. (B)
Dong retinoit dugc thé hién d6i véi cap té bao nhén kich thich 4nh séng RPE. RDHS
trong doan phia ngoai ¢6 thé lam giam v8ng mac toan bd trans. RDH12 trong doan phia
trong c¢6 thé 1am giam vdng mac toan bd trans, vong mac 11-cis, va aldehyt chudi ngin
gdy doc khac. Céac chir viét tt: 11cRAL, vdng mac 11-cis; 11cROL, retinol 11-cis;
AtRAL, vdng mac toan bd frans; AtROL, retinol toan bd trans; RCHO, aldehyt chudi
ngén; RCHOH, ruou chudi ngén; Rh, rhodopsin; MRh, metarhodopsin.

Fig.2. Su biéu hién va su dinh vi cia RDH12 téi t6 hop trong chudt dugc tiém
AAV2/5-hGRKIp.hRDHI2. (A) So db ctia chu tric tri liéu gen AAV2/5-hGRKIp.hRDHI 2
trong d6 cADN RDHI2 ngudi dugce tich dong xudi dong cta ving khoi dong rhodopsin
kinaza & ngudi, gifta trinh tw doan 13p cubi ddo nguoc cé ngudn gbe tir hé gen AAV2. (B,
C) Su bidu hién ctia protein RDH12 ngudi trong véng mac chudt vao 6 tuin sau khi tiém
duéi vong macAAV2/5-hGRKIp.hRDHI2 (1,3 x 10° vg) hoic PBS, dugc danh gia bing
cach str dung khang thé dic hiéu dbi véi Rdh12 chudt hoic RDH12 ngudi. (B) Phén tich
Western vé dich tan véng mac tir chuét C57BL/6J, chudt Rdhl 27 duge tiém PBS, va vao
chudt Rdh12™" duogc tiém AAV2/5-hGRKIp.hRDHI2. (C) Phan tich héa m6 mién dich thé
hién su dinh vi ca Rdh12 chudt ty nhién (mau xam dam) vao IS, ONL, va OPL cua vong
mac & chudt C57BL/6J nhung khong & chudt Rdhl 2", trong khi RDH12 ngudi tai t& hop
(mau x4m nhat) bt ngudn tir viéc tiém A4V2/5-hGRKIp.hRDHI2 thé hién su dinh vi
tuong tu ¢ ca chudt C57BL/6J va chudt Rdhl 2. Hinh anh twong phéan pha (bén trai). Céc
chir viét tit: ITR, doan l3p cudi dao ngugc; hGRK1, vimg khéi dong rhodopsin kinaza &
ngudi; SD/SA, vi tri cho ghép ndi/vi tri nhin ghép ndi virut Khi 40; hRDH12, cADN
RDHI12 ngudi; polyA, tin hidu polyadenyl héa virut Khi 40; RPE, sic t6 véng mac bidu
md; OS, doan phia ngoai; IS, doan phia trong; ONL, 16p nhan phia ngoai; OPL, 16p rbi
phia ngoai; INL, 16p nhan phia trong; IPL, 16p rdi phia trong; GCL, 16p té bao hach.

Fig.3. Li¢u phap thay thé gen AAV2/5-hGRKIp.hRDHI2 khdi phuc chirc ning
RDH12 & chudt thifu Rdhi2. (A) Phan tich HPLC cua hoat tinh reductaza véng mac trong
vong mac tir chu¢t C57BL/6J va Rdhl 2" duoc tiém AAV2/5-hGRKI p.hRDHI2 (1,3 x 10°
vg) hodc PBS, hodc khong dugc tiém. 6 tudn sau khi tiém, su tao thanh retinol toan bo

trans dugc dinh lugng trong thir nghiém véi véng mac toan by frans lam co chat. Mbi
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diém dir liéu thé hién gi4 tri trung binh = sai s§ chudn ddi véi t6i thiéu 5 thi nghiém doc
1ap ma véng mac tir 3 dén 5 chudt dugc gom lai va thir nghi€ém trong ba ban sao. @
C57BL/6J; A Rdh12"; © Rdh12" duoc tiém PBS; @ Rdh12" duoc tiém AAV. (B) Hoéa
md midn dich cta sy biéu hién RDHI12 tai td hop trong toan bd phén vOng mac chudt
Rdh12" dugc d4nh gi4 16 tudn sau khi tiém AA4V2/5-hGRKIp.hRDHI2. RDH12 ngudi
(mau xam nhat) dinh vi vao IS, ONL, va OPL cta ving dugc tiém cta vong mac (phia
bén phai cta anh).

Fig.4. Liéu phép thay thé gen A4V2/5-hGRKIp.hnRDHI2 1am giam sy hu héng do
anh sang & chudt thiéu RdhI2 bach tang. Phan tich ERG dugc tién hanh, mot tudn trude
khi va mét tudn sau khi tiép xic vé6i 5.000 luxo trong thoi gian 2 gid, trén chudt ma duogc
tiém AAV2/5-hGRKIp.hRDHI2 vio mdt mit va khong duoc tiém AAV2/5-
hGRKIp.hRDHI2 vao mét bén kia. Su dap tmg nhin t6i (t€ bao hinh que duge phéan 1ap va
té bao hinh que-hinh nén duge két hop) dugce dinh lugng d6i v6i cac nhom gém tir 10 dén
13 con chudt, va ti .lé phe‘?m tram cua dap ung ERG ban d4u con lai sau khi bi hu héng do
4nh sang duge tinh. Két qua trung binh véi sai s6 chudn dugc thé hién, ciing nhu 13 mic ¥
nghia cta sy khéc nhau gifta mit duge tiém va mit khong duge tiém dugc tinh bing cach
str dung phén tich kiém dinh t bt cip hai dubi.

Fig.5. AAV2/5-hGRKIp.hRDHI2 khong anh hudng déng ké dén ham lugng & trang
thai 6n dinh cta vdng mac 1l-cis trong Véng mac. Chudt tiép nhan AAV2/5-
hGRKIp.hRDHI2 (1,3 x 10° vg) hodc PBS thong qua viéc tiém duéi véng mac, hodc
khong tiém. Sau khi thich tng bong t6i qua dém, retinoit dugc chiét dudi anh sing mau
d6 md, va duge dinh lwong bing phéan tich HPLC. (A) Bidu dd sac ky dai dién tir mdi diéu
kién diéu tri; cac dinh dbi v6i oxime vong mac syn-11-cis, oxime vdng mac khang 11-cis,
va oxime vOng mac syn toan bd zrans dugc chi ra. Tdng him luong véng mac cia (B)
vong mac 11-cis va (C) vong mac toan bd trans dbi v&i mbi didu kién didu tri + sai sb
chudn (M C57BL/6J khong tiém; £l khong tiém Rdhl 27 “ @ Rdhl 27 tiém AAV; O Rdh1Y
" tiém PBS).

Fig.6. Chic ning vong mac khong bj anh huéng bit logi boi A4V2/5-
hGRKIp.hRDHI?2. Céc d4p tmg dién db vong mac (ERG) nhin t6i (t€ bao hinh que dugc
phén 1ap va t& bao hinh que-hinh nén dwoc két hop) va nhin sang (qua trung gian té bao
hinh nén) dugc ghi lai vao 6 tudn sau khi diéu tri tir chudt C57BL/6J, khong tiém; Rdh12
" khong tiém; va Rdh12” duoc tiém AAV2/5-hGRKIp.hRDHI2 (1én dén 2 x 10° vg).

6/42



53113

ERG tir con vat dai dién trong m&i nhém diéu tri duge do vao 6 tudn sau khi tiém dugc
thé hién.

Fig.7. Su dinh vi sic t§ thi gidc khong bj lam nhidu loan boi AAV2/5-
hGRKIp.hRDH]I2. Sy dinh vi héa md mién dich ctia rhodopsin va opsin t& bao hinh nén &
chudt Rdh12" khong duge tiém va duoc tiém (1,3 x 10° vg) duoc dénh gia vao 16 tuln
sau khi diéu tri. Su bidu hién protein RDHI12 ngudi & IS va ONL (mau x4m nhat).
Rhodopsin va opsin mau d6/mau xanh 14 (mau x4m dam) & mit dugc tiém 44V2/5-
hGRK1p.hRDH]I2. Céc chit viét tht nhu duoc mé ta ddi véi Fig.2.

Fig.8. Ciu tric vong mac khong bi hu hong bodi sy biéu hién thoi gian dai cta
AAV2/5-hGRKIp.hRDHI2. Phén tich chup cét 16p quang hoc (OCT) clia mét ciia chudt
C57BL/6] va chudt Rdhi2"dugc dénh gia vao 54 tudn sau khi tiém AAV2/5-
hGRKIp.hRDHI 2 (1én dén 2 x 10° vg).

Fig.9. Thdm nhidm dai thuc bao CD68+ va sy biéu hién RDHI2 trong véng mac
duoc tiém AA4V2/8-hGRK1p.hRDHI2. Chudt Rdhl 2" va chudt C57BL/6J duogc danh gia
bing phén tich héa m6 mién dich vao 8 tudn sau khi tiém dudi véng mac A4V2/8-
hGRKIp.hRDHI2 (2 x 10° vg). Su biéu hién RDH12 ngudi trong IS, ONL, va OPL (mau
xam nhat) va viéc gén nhin CD68 cia dai thuc bao (mau tréng). Céc chit viét tht nhu
duge mo ta dbi véi Fig.2.

M@ ta chi tiét sing ché

Thoai héa vong mac di truyén 14 nguyén nhén hiém gip ctia su mét thj lyc siu séc
ma 13 trong tAm cta nd luc hién nay dé phat trién liéu phap gen hudng dich. Liéu phép
gen sinh dudng qua trung gian vecto virut da thé hién 13 su htra hen 16n trong viée diéu tri
md hinh dong vat ctia bénh thoai héa véng mac & ngudi. Dén nay, da c6 nhiéu nghién ctru
thanh céng trong viéc st dung sy phin phdi gen qua trung gian virut két hop adeno
(AAV) d& ctru chita su thoi héa t& bao nhén kich thich 4nh séng trong md hinh dong vit
nho (Ali et al. 2000; Pang et al. 2012; Pawlyk et al. 2010; Pawlyk et al. 2005; Tan et al.
2009) va md hinh dong vat 16n (Acland et al. 2001; Alexander et al. 2007; Beltran et al.
2012; Komaromy et al. 2010; Lheriteau et al. 2009). Trong cac trudng hop ndy, biéu md
séc t6 véng mac (RPE - Retinal Pigment Epithelium) hodc t& bao nhén kich thich 4nh
sang 1a cac dich bac mdt ddi v6i su biéu hién gen chuyén. Ngoai ra, thir nghiém 14m sang

pha I bao gdm lidu phap gen dbi véi bénh nhan mic Bénh Mu Loa Bdm Sinh Leber
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(LCA) hudng dich RPE (Bainbridge et al. 2008; Cideciyan et al. 2008; Maguire et al.
2008) va gin day hon 13 thoai h6a mang mach (Maclaren et al. 2014), d3 dat duoc mét s6
thanh cong. Hién nay khong c6 thir nghiém 14m sang nao st dung liéu phép thay thé gen
qua trung gian AAV dé diéu tri bénh nhin méc thoai hoa vong mac di truyén gay ra boi
d6t bién trong RDHI2.

Vi su quan tAm trong viéc phét trién lidu phap gen qua trung gian AAV dé diéu tri
céc ¢4 thé c6 dot bién trong RDHI2, chiing t6i da tao ra vecto virut két hop adeno mang
cADN RDHI2 ngudi trong d6 su bidu hién chiu su kiém soat ctia ving khoi dong
rhodopsin-kinaza. Trong nghién ctru d& duge boc 16 vé vecto véi capsit c¢6 ngudn goc tir
AAV kiéu huyét thanh 5 hosic AAV kiéu huyét thanh 8, ching t6i da ching minh ring su
phan phéi dudi vong mac ctia AAV2/5-hGRKIp.RDHI2 trong chudt (Rdhl 27y thidu
Rdh12 din dén sy biéu hién cia RDH12 ngudi tai t6 hop ma on dinh, dugce dinh vi chinh
xéc, khoi phuc hoat tinh reductaza vong mac, lam giam tinh min cdm hu hong do 4nh
sang, va khong giy ra sy gdy doc vong mac dugc thiy véi A4V2/8-hGRKIp.hRDHI2.
Chu trac AAV2/5-hGRKIp.RDHI2 nay cung cp san phim cho lidu phap thay thé gen
RDHI2.

RDHI2

Dot bién ¢ gen mi héa cho retinol dehydrogenaza 12 (RDH12) giy ra su thoai héa
vong mac khoi phat sém nghiém trong thudng duge chin doan nhidu nhit dudi dang bénh
mu 10a.bim sinh Leber (LCA) hoiic chimg loan dudng véng mac nghiém trong khéi phat
sém (EOSRD). Thanh vién cta ho dehydrogenaza/reductaza chudi ngén, RDHI12 thiét
yéu dé lam giam aldehyt véng mac ma dugc tao ra béi hoat tinh clia chu ky thi gidc
vitamin A ma tich hop vao su d4p ting 4nh sdng ctia t& bao nhén kich thich 4nh sang. Khi
séc t6 thi gidc chira chit mang mau véng mac 11-cis hép thu photon cua anh sang, vong
mac 11-cis dugc déng phan héa thanh vdng mac toan bd trans, do d6 khéi dau ludng
truyén tin hiéu ma didu hoa su truyén tin hiéu xy-nap. Su bat hoat séc t6 thi gidc bao gdm
su giai phong vdng mac toan b trans, su khir né thanh retinol toan bo trans va tré lai
thanh bidu mé sic t6 vong mac (RPE) dé tai tao chit mang mau véng mac 11-cis
(Fig.1A). Khi céc phan mg tai tudn hoan khong hiéu qua hodc bi pha v, vi dy, do su ldo
héa hodc do bénh di truyén, san phidm aldehyt vong mac va san phim ngung tu aldehyt

vdng mac tich lliy trong t€ bao ti€p nhéan kich thich dnh sdng va biéu mé sdc to vong mac,
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din dén sy hu héng sdu sic dbi v6i vong mac phia ngodi (Ben-Shabat et al. 2001;
Thompson et al. 2003; Sparrow, 2010; Chen et al. 2012).

Dé bao vé chdng lai su gdy ddc, mdt s6 lugng protein va enzym lién két retinoit
duoc bidu hién trong vdng mac. RDH12 14 thanh vién ciia ho dehydrogenaza/reductaza
chudi ngén ma sir dung NADPH dé khir pham vi rong ctia co chét, bao gdm aldehyt véng
mac cis va trans(Haeseleer et al. 2002), aldehyt C9 dugc tao ra dudi dang két qua cta sy
quang oxy hoéa lipif (Belyaeva et al. 2005; Lee et al. 2008; Marchette et al. 2010), va co
chét steroit (Keller et al. 2007). Cac c4 thé c6 d6t bién mét chiic ning trong gen RDHI2
thé hién kiéu hinh thoai héa vdng mac nghiém trong thudng dugc chin doan 13 bénh mu
1d6a bim sinh Leber (LCA) (Janecke et al. 2004; Thompson et al. 2005; Perrault et al.
2004; den Hollander et al. 2008; Mackay et al. 201 1), d6i v6i truong hop nay hién nay
khong c6 bién phap didu tri hoaé chira tri. RDH12 dinh vi vao doan phia trong cta té bao
nhén kich thich 4nh sdng hinh que va hinh nén (Haeseleer et al. 2002; Maeda et al. 2006)
tai 6 n6 bao vé chdng lai sy hu hong gay ra do 4nh sang gy ra, it nhit 1a mot phén, bing
aldehyt vdng mac phan ing (Maeda et al. 2006). Vong mac toan bd trans dugc tao ra sau
khi phoi sang dd dugc chimg minh 13 1o ri tir doan phia-ngoai vao doan phia trong ctia té
bao nhén kich thich anh sang, va su lam sach hiéu qua cta né khoi t& bao nhan kich thich
anh sang cin hoat tinh cia ca RDHS8 c¢6 mit trong doan phia ngodi, va RDHI2 c¢6 mit
trong doan phia trong (Chen et al. 2012) (Fig.1B). Do d6, RDH12 ciing co tiém ning
dong vai trd quan trong trong viéc lam giam vdng mac 11-cis c6 mét trong lugng du clia
n6 can cho sy sinh tdng hop opsin, ma c¢6 thé di vao doan phia trong tir khong gian dudi
vong mac (Chen et al. 2012).

D& nghién ctru tiém ning cta lidu phép thay thé gen dbi véi LCA/EOSRD do dot
bién RDHI2, ching t6i d3 tao ra vecto virut két hop adeno mang cADN RDHI2 ngudi,
trong d6 su biéu hién chiu sy kiém soét ctia ving khéi dong rhodopsin kinaza ma dinh
huéng su bidu hién dic hidu té€ bao nhan kich thich 4nh sang (Khani et al. 2007; Sun et al.
2010; Young et al. 2003). Céu tric ADN duoc bao gbi bing capsit ¢6 ngudn gbc tir AAV
kiéu huyét thanh 8 ma 1am trung gian cho higu qua va sy tai nap manh mé cta té bao nhan
kich thich anh sing (Allocca et al. 2007; Natkunarajah et al. 2008; Vandenberghe et al.
2011; Vandenberghe et al. 2013), hosic bing capsit AAV kiéu huyét thanh 5 ma 1am trung

quan cho su tai nap té bao nhan kich thich 4nh sing, nhung véi dong hoc chidm hon va su
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biéu hién it manh m& hon so véi capsit AAV kiéu huyét thanh 8 (Yang et al. 2002; Lotery
et al. 2003; Allocca et al. 2007; Lebherz et al. 2008).

Trong cac nghién ctru so sanh duogc tién hanh trong mé hinh chuét thiéu hut Rdh12
(Rdh1 2'/ ") (Kurth et al. 2007), cong trinh cia chung t6i ¢4 chimg minh ring hai vecto niy
c¢6 bién dang an toan khac nhau dang k&, véi AAV2/5-hGRKIp.hRDHI?2 chimg té mic dd
bidu hién hidu quéa bt ngd va dang ngac nhién va bién dang sy gy doc tuong thich véi
viée str dung tri liéu dé didu tri chiig loan dudng v8ng mac.

Trinh tw RDHI2 nguoi

Trinh tgy cia cADN RDHI12 nguoi vi du, gém ¢6 céc nucleotit tir -10 dén +980

tuong quan véi vi tri bat dau dich ma, ma hoéa cho tht ca bay exon RDH12 dugc dich m3
(GenBank # NM_152443) dugc néu trong SEQ ID NO:1.

Trinh tu protein RDH12 ngudi chiéu dai ddy du dwoc néu trong SEQ ID NO:2.

Ving khoi déng rhodopsin kinaza (h\GRKIp)

Theo mdt sb phuong 4n ctia phuong phép duge md ta trong ban md ta ndy, su thay
thé cu tric gen dugc sir dung trong d6 cADN RDH12 ngudi nhu duge md ta trong ban
md t4 ndy duoc dit dudi sy kim soat cia ving khoi dong rhodopsin kinaza ngudi
(hGRK1). Theo mdt s§ phuong 4n, ving khéi dong hGRK1 ¢ chidu dai xép xi 200 cip
bazo (bp) chira ving khéi ddng ngén c6 ngudn gde tir gen rhodopsin kinaza (RK) hGRK 1,
ma duge chimg minh 12 gy ra su biéu hién dic hiéu & té bao hinh que va hinh nén (Khani
et al. 2007; Sun et al. 2010; Young et al. 2003). Trinh tu ving khéi dong hGRK1 vi du
chtra cac nucleotit tir -112 dén +87 ctia SEQ ID NO:3 (Khani et al. 2007).

Vecto Phén Phéi Virut |

cADN RDHI2 ngudi rut gon, nhu duge mo ta & trén, duge bao goéi vao vecto phan
phdi, vi du, vecto AAVS hoic AAV2/5.

Céc gen thay thé (cADN) ¢6 thé dugc ding trong chat mang hidu qua bat ky, vi du,
ché phém hozic hop phan bat ky c6 kha ning phan phéi hiu qua gen thanh phan dén té
bao in vivo. Phuong phép bao gdm su cii xen gen vao vecto virut khong gdy bénh, khong
sao chép, bao gém retrovirut tai t6 hop, adenovirus, virut két hop adeno, lentivirut, va
virut herpes simplex 1, hodc plasmit vi khudn hodc sinh vat nhan chuén ti t5 hop. Vecto
virut chuyén nap truc tiép vao té bio; ADN plasmit c6 thé dwoc phéan phdi trdn hodc véi
su tro' giap cua, vi dy, liposom cation (lipofectamine) hodc dugc tao dan xuét (vi du, duogc

lién hop khang thé), thé lién hop poly lysin, gramacidin S, v virut nhan tao hodc chat
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mang ndi bao khac, cling nhu 1a tiém truc tiép cAu trac gen hodc su két taa Ca3(POy),
dugc thuc hién in vivo.

Phuong 4n wu tién d6i vi viée dwa axit nucleic vao té bao in vivo 13 bing céch sir
dung vecto virut chira axit nucleic, vi dy, cADN. Su lay nhiém cta t& bao véi vecto virut
¢6 uu diém 12 ti 18 16n cua té bao duge nhdm dich ¢6 thé nhan axit nucleic. Ngoai ra, phan
tr dugc ma hoa trong vecto virut, vi du, bing cADN chira trong vecto virut, duge bidu
hién hiéu qua trong t€ bao ma d3 hip thu axit nucleic vecto virut. Vecto retrovirut va
vecto ¢6 ngudn gbc tir adenovirut c6 thé duoc st dung 1am hé théng phan phdi gen tai t6
hop d& chuyén gen ngoai sinh in vivo, cu thé 14 vao ngudi, & nhidu loai té bao. Tuy nhién,
ching khong tai nap t& bao nhan kich thich anh sang v&i hiéu qua da dé 1am cho ching
hfiu dung cho ing dung nay.

Hé thdng vecto virut khac nita hitu dung dé phan phéi axit nucleic 14 virut két hop
adeno (AAV). Virut két hop adeno 13 virut khiém khuyét c6 trong tu nhién ma dodi héi
virut khéc, chéng han nhu adenovirut hodc virut herpes, lam virut trg gitp cho sy sao
chép hidu quéa va chu ky sdng sinh san (Muzyczka et al. 1992). N6 ciing 12 mdt trong mot
s6 it virut ma c6 thé tich hop ADN ciia né vio t& bao khong phén chia, va thé hién tin
sudt tich hop 6n dinh cao (xem, vi du nhu, Flotte et al. 1992; Samulski et al. 1989; va
McLaughlin et al. 1988). Vecto chira it khoang 300 cap bazo cia AAV co thé duogc bao
g6i va c6 thé tich hop. Khéng gian cho ADN ngoai sinh gidi han trong khoang 4,5 kb.
Vecto AAV chéng han nhu vecto dugc mo ta frong Tratschin et al., 1985 ¢4 thé duoc
ding dé dua ADN vao t& bao. Nhidu axit nucleic dugc dua vao céc loai té bao khéc nhau
béng cach str dung vecto AAV (xem, vi du, Hermonat et al. 1984; Tratschin et al. 1984a;
Tratschin et al. 1984b; Wondisford et al. 1988; va Flotte et al. 1993).

Theo phuong 4n wu tién, vecto phan phdi virut 13 virut AAV2/5 t4i t§ hop. Truée khi
dung, san phdm cudi cling ¢6 thé trai qua mot loat cac bude siéu loc d& dap tng céc tiéu
chuén cp d6 1am sang.

S chon loc déi twong

Déi tuong 1a tmg vién cho phwong phép diéu tri ndy bao gdm cac dbi tuong ma cé
chdn doan LCA gy ra boi dot bién & gen ma héa cho RDH12. DPéi tugng mic tinh trang
nhin khoa d& dwoc x4c dinh v& mit 1am sang khac gy ra boi dot bién & gen ma héa cho
RDHI12, vi dy, viém v8ng mac sic t6 khoi phét sém, cling c6 thé duge didu tri bang cach

sit dung phuong phap dugc mo ta trong ban md ta nay. Chén doan LCA hoic tinh trang
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nhin khoa khac gy ra boi dot bién & gen méi hoa cho RDHI2 c¢6 thé duoc tao ra bing
céch sir dung phwong phép d4 biét trong linh vue.

Phuong phap dwoc mé ta trong ban mé ta ndy ¢ thé bao gbm viéc nhén dién dbi
tuong, vi duy, dbi tugng tré em, thanh thiéu nién, hodic ngudi trudng thanh tré tudi, ma cd
LCA hodc tinh trang nhén khoa khac giy ra boi mot hodc nhidu dot bién & gen mi héa
cho RDH12, hodc ngudi ma nghi ngd méc LCA hodc tinh trang nhén khoa khéac gay ra
b&i mdt hodic nhidu ddt bién & gen ma héa cho RDHI2 (vi du, dua trén sy ¢b mit cua tridu
chiing cta tinh trang bénh nay va khong c6 nguyén nhan rd rang khac), va thu iy miu c6
chira ADN hé gen tir dbi twong, phat hién su cé mit ciia dot bién trong RDHI2 bing céch
stt dung phuong phép sinh hoc phan tir d4 biét, va chon loc bénh nhin ma c6 ddt bién
trong ca hai alen RDH12 ma gy ra LCA hodc tinh trang bénh khac. Triéu chiing cua tinh
trang bénh nay bao gdm teo diém vang, méng hé thi giac va v& kién tric 16p, din dén mét
tAm nhin trung tdm sém va su tién trién thanh tAm nhin LP. Truong nhin bi co lai & do
tudi sém nhét duoc do, va dap tmg ERG tré nén khong thé ghi nhan duoc boi tudi truong
thanh sém. Viéc phat hién dot bién trong RDH12 c6 thé bao gbm viée x4c dinh trinh tu tAt
ca hodic mdt phan ctia gen RDHI2 trong ddi tugng, va so sénh trinh tu ndy véi trinh tur
tham chiéu (vi du, M3 s6 truy cap GenBank NG_008321.1) dé phat hién dot bién. Dot
bién dich khung, dot bién cét cut, dot bién ma lam thay d4i axit amin dugc bao toan, dot
bién ma anh huong dén viéc ghép ndi phién ma, hodc d6t bién ma anh huéng dén ving
didu hoa (vi du, ving khoi dong) duge coi 14 dot bién ma cb thé gay ra LCA hoic tinh
trang nhan khoa khic nhu dugc mé ta trong ban md ta ndy; sw thay ddi trong chirc ning
¢6 thé duoc x4c nhan bing cach biéu hién thé @6t bién in vitro (vi du, trong té bao duoc
nudi cdy), va thir nghiém, vi dy, chirc ning enzym. Vi du vé dot bién trong trang thai dong
hop tir bao gdm: Glul27X, GIn189X, Tyr226Cys, Ala269GlyfsX1, va Leu274Pro (tit ca
s quy chiéu vi tri dung dé chi trinh tw protein RDHI2 ctia SEQ ID NO:2). Cac dot bién
vi du trong trang thdi di hgp tr hop chit bao gém: Thr49Met/Arg62X;
Arg65X/Ala269GlyfsX1; His151D/Thrl1551le; His151D/Arg269GlyfsX1 (Janecke et al.
2004; Schuster et al. 2007). (Céc vi tri ding dé chi trinh tu protein ctia SEQ ID NO:2.)

Bénh nhan mic LCA hoic tinh trang nhan khoa khac do it nhét mot dot bién RDHI2
ma c6 thé duoc didu trj bang cach sir dung phuong phép duoc mo ta trong ban mé ta nay
t6t hon 12 gitt lai mot sb té bao tiép nhan kich thich 4nh sing va chitc ndng thi gidc, vi du,

nhu duoc do bing cac thir nghiém chirc néng thi gidc hodc trudng nhin tiéu chudn va/hoic
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Chup Cét Lép Quang Hoc (OCT, vi du, OCT Mién Phd (SD-OCT: Spectral Domain-
OCT)). Phuong phap duoc md ta trong ban md ta ndy c6 thé bao gdm viéc nhan dién dbi
tugng ma dugc chin doan véi LCA hodc tinh trang nhan khoa khéc do it nhit mot dot
bién RDHI2, c6 it nhAt mot dot bién d3 duoc xac nhan trong RDHI2 ma gy ra tinh trang
ndy cua ho, va thir nghiém kha ning thi gidc cta ho va phat hién sy c6 mat cia t€ bao
nhéan kich thich 4nh sang trung tdm du.

Vi du thwe hién sing ché

Déi tugng duoc boc 16 va duoc yéu ciu bao hd duoc md ta thém trong cc vi du sau

day, ma khong 1am gidi han pham vi clia sang ché ma dugc mo ta trong yéu cau bao hd.

Nguyén liéu va phuong phap

Cac nguyén liéu va phuong phap sau ddy dugc dung trong céc thi nghiém dugc boc
16 trong cac Vi du dugc néu dudi day.

Dong vdt

Viéc tao ra va phan tich chudt Rdhl 2" @3 duge mo ta trude day (Kurth et al. 2007).
Chudt Rdh12" duge st dung trong nghién ciru ndy dugc giy giéng tir viéc giao phdi anh
chi em trong sb con duc va con cai nullizygous dugc nudi trong phuong tién nhét dong
vat & co quan chung t6i. Chudt WT dung trong hghién ctru nay la chudt C57BL/6 tir The
Jackson Laboratory (Wilmington, MA).

Chu6t chuyén gen c6 céc kiéu gen duéi day dwgc sir dung cho nghién ctru duge boc
16 trong ban md ta nay: Chudt Rdh12™ trén nén tang C57BL/6J ddng hop tir d6i véi bién
thé Rpe65-Met450 (M/M) (Kurth, 2007), va chudt Rdh12™" bach tang trén nén ting
BALB/c ddng hop tir d6i v6i bién thé Rpe65-Leud50 (L/L) (Chrispell, 2009), ma thu
dugc bing cach gy gidng. Chudt dugc nudi theo chu ky 12 gid (séng)/12 gid (t8i) va bi
giét 8m 4i bing cach x6ng CO, sau d6 14 tran khi phdi hai bén.

Tao cdu triic va sén xudt plasmit cia AAV2/S5 va AAV2/8 tdi t6 hop

cADN RDHI2 ngudi duoc khuéch dai tir cADN vdng mac ngudi bang PCR bang

cach str dung cac doan mdi dugc thiét ké d& bao ham toan bd ving ma héa RDH12, dugc
tach dong, va dugc xac dinh trinh tu d& x4ac minh db tin cay, nhu dugc mo ta trude day
(Janecke et al. 2004). D4i véi chu tric vecto AAV, cADN RDHI2 dugc cai xen vao vi tri
da tach dong cua vecto pAAV- hGRKI-hrGFP bb me. Vecto pAAV- hGRKI-Rdhl?2 thu
duoc dugc bao goéi vao AAV. Vecto kidu gia AAV2/5 va AAV2/8 duogc tao ra bang cach
chuyén nap hai phia: (1) plasmit vecto AAV mi héa gen quan tam, (2) plasmit trg gitip
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AAV mi hoa protein AAV Rep tir kidu huyét thanh 2 va protein Cap tir kiéu huyét thanh
5 hodc kidu huyét thanh 8, va chirc ning trg giﬁp’adenovirut vao t& bao 293T. Su chuyén
nap va tinh ché duoc thuc hién bing cich str dung quy trinh nhu d3 céng bd (Nishiguchi
et al 2015). Hai ngay sau khi chuyén nap, t& bao duoc dung giai bing chu ky két dong va
rd dong 13p di 1ap lai. Sau khi 1am sach manh v& té bio ban dau, thanh phan axit nucleic
cta té bao san xuét virut duoc loai bd béng cach xir ly Benzonaza. Hat vecto AAV tai td
hop duoc tinh ché bing sic ky 4i luc sir dung chit nén AVB, rira trong 1x PBS va cb dén
thé tich 100-150 ml bing cé4ch sir dung may ¢6 Vivaspin 4 (10 kDa). Vecto dugc chuin
d6 bang su khuéch dai qPCR.

Tiém dudi vong mac

Doan hé ctia chudt & xap xi 4 tudn tudi duge giy mé toan than bang cach tiém trong
mang bung ketamin (90 mg/kg)/xylazin (9 mg/kg). Dung dich proparacain 0,5% duoc
ding cho gidc mac lam thudc gy t8 tai chd. Pdng tir dugc 1am gidn bing cach ding tai
chd tropicamit (0,5%). Duéi kinh hién vi phiu thuat mét, tao ra vét rach nhd qua gidc mac
1ién k& vé6i ving ria bing cach str dung kim khé 30. Kim du ti khd 34 khép véi bng tiém
Hamilton duge cai xen qua vét rach ding sau thdu kinh va dugc day qua véng mac. Toan
b viée tiém dugc tién hanh dudi vong mac & vi tri trong géc phin tu miii cia véng mac.
M3i mét tiép nhéan 1én dén 2 x 10° vg A4V2/5-(hGRKI)-hRDHI2 trong thé tich 1én dén 2
pl. Vecto ma héa RDH12 dugce dung riéng r& cho mot mét ctia mbi con chudt tiép nhan
didu tri, va mit bén kia khéng duoc tiém. Kiém tra ddy sau khi tiém phét hién hon 30%
vong mac bi bong trong hau hét céc truong hop, xac nhén sy phan phéi duéi vong mac
thanh cong.

Khéng thé

Céc khéang thé so cip duoc st dung 1a: khang thé da dong khang Rdh12 tho (CSP)
dic hidu dbi véi protein chudt (chbng lai 252SPFFKSTSQGAQ263, SEQ ID NO:4), va
khang thé don dong khang RDHI12 chudt (2C9) dic hiu 61 v6i protein ngudi (chdng lai
C-284DCKRTWVSPRARNNKT299; SEQ ID NO:5) (Kurth et al. 2007); khang thé don
dong khang RHO chuét (1D4) (MacKenzie et al. 1984); khang thé da dong khang RHO
tho duoc tao ra chéng lai protein duoc 1am bién tinh; va khang thé da dong khang opsin té

bao hinh nén mau dé/mau xanh 14 thé (Millipore cat# AB5405).
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Phén tich thém tdch mién dich

Protein trong dich ddng nhit vong mac dugc phén tich bing SDS-PAGE, dugc
chuyén 1én mang nitroxenluloza ma sau d6 dwoc phong bé, & v6i khang thé so cdp qua
dém, rtra, 1 v&i khang thé thir cAp duoc lién hop véi phosphataza kidm, va duogc phat trién
bang cach sir dung 5-brom-4-clo-3'-indolylphotphat p-toluidin va tetrazolium clorua mau
xanh nitro.

Mé hoc va hupnh quang mién dich

Chudt b giét chét ém 4i, mit duoc rach d& dinh huéng, sau d6 duoc cit bé nhan ciu.
Déi véi phﬁn c4t dong lanh, thiu kinh va doan phia trudc duoc loai b, mét duge ¢b dinh
nhanh véi paraformaldehyt 4%, dugc rira bang PBS, dugc chuyén vao sucroza/OCT, duge
két dong nhanh, va dugc chia phin véi d6 diy 10 pm. Di v6i ché phim thay thé két
dong, toan bd mit duge dong lanh nhanh trong isopentan duoc 1am lanh bing nudc d4
khd trong thoi gian 30 gidy, va sau d6 duoc chuyén vao metanol dugc 1am lanh bang nuéc
d4 kho chita axit axetic déng bing 3%. Mét dugc @1 & nhiét d6 80°C trong thdi gian 48
gidy, sau d6 U qua dém & nhiét d6 -20°C, nhiing trong parafin, va chia phan véi 6 day 6
pm. Phén parafin dugc khir parafin va khing nguyén duoc iy ra bang céch 0 trong
EDTA 1mM, 0,05% Tween 20, pH 8,0, & nhiét do 90°C trong thoi gian 30 phut trude khi
gén nhin mién dich nhu duéi day. Mét cach Va"lﬁ tat, mit cit ngang véng mac dugc rira
bing PBS va duoc 1am cho thAm bang PBS-T (Triton X-100 0,3%); duoc phong bé bing
albumin huyét thanh bd 1%, huyét thanh dé binh thudng 10%, va Triton X-100 0,3%; va 0
v6i khang thé so cép qua dém & nhiét d6 4°C, rua, sau d6 u v6i khang thé thir cdp duogc
lién hop véi chit huynh quang trong thoi gian 1 gidy c’rv nhiét d6 trong phong. Céc phan
duoc diy kinh bing cach sir dung bé gel ProLong Gold chira 4’,6-diamidino-2-
phenylindol (DAPI; Invitrogen), va duoc chup anh bang cach st dung kinh hién vi huynh
quang Leica DM6000.

Ghi lai ERG

ERG duoc tién hanh nhu duge mé ta trude d6 (Thompson, 2012) bang cach st dung
hé théng ghi lai Espion e2 (Diagnosys, Lowell, MA). Mt cach vén tat, chudt duge dé cho
thich tmg béng t6i qua dém va dugc gdy mé bang céch tiém trong mang bung Ketamin
(93 mg/kg) va Xylazin (8 mg/kg). Pdng tir duoc 1am gidn bang tropicamit tai chd (0,5%).
Nhiét d6 co thé duoc duy tri & 37°C béng tAm suoi. ERG giac mac duge ghi lai tir ¢4 hai

mét bang cach sir dung vong day vang véi thudc gy mé tai chd tetracain 0,5% va giot

15/42



53113

metylxenluloza 2% d& gitt Am giac mac. Vong diy vang dwoc dit trong miéng duge st
dung dé tham chiéu, va dién cuc tiép dit & trén dubi. Quy trinh ERG gbm c6 viée ghi lai
dap tmg thich nghi béng t8i (thich tng nhin t6i) di v6i 4nh sang 16e mau tring nhanh (-
2,31 log cd.s.m™ dbi véi séng B duoc tach ra tir t& bao hinh que; 1,09 log cd.s.m™ dbi voi
séng A va séng B dugc két hop tir t& bao hinh nén-hinh que). ERG thich ting 4nh sing
(thich g nhin séng) dugc ghi lai sau thoi gian 10 phut cta sy thich tng d6i v6i nén tang
kim h3m t& bao hinh que 32 c¢d.m™ mau tring khi dép Gmg v&i 4nh sang 16e cudong d6 1,09
log cd.s.m™ (dbi v6i séng B dugce tach tir t& bao hinh nén). Pap tng duoc khuéch dai & do
khuéch dai 1.000 & tir 1,25 dén 1000 Hz, va duge sé héa & tde d@ 2000 Hz. Bo loc khia
dugc str dung dé loai bd nhidu duong trﬁyén 60 Hz. Béap ung dugc tinh trung binh trén
méy tinh va dugc ghi lai & cac khoang thoi gian tir 3 dén 60 gidy tity thudc vao cudng do
kich thich. D& phan tich théng ké, kiém dinh t bit ciip dugc sir dung dé xéc dinh liéu bién
d6 ERG trong mit dugc didu tri c6 khic biét ding ké véi mit khong duge didu tri hay
khong.

Phdn tich sy hu hdng do dnh sdng gdy ra

Chudt Rdh12" bach tang dugc tiém AAV2/5-hGRKIp.hRDHI2 (1,3 x 10° vg) vio

mot mét, hojc dugc tiém thé tich PBS twong duong, va mét bén kia khong dugc tiém.
Vao 6 tudn sau khi tiém, phéan tich ERG duoc tién hanh va dap Gng nhin t8i dugc dinh
luong nhu dugc mé ta & trén. M6t tudn sau d6, chudt duge cho thich tng Bc’)ng t6i qua
dém, ddng tir cia chung duoc 1am gisin bang tropicamit (0,5%), va sau d6 duge dit trong
hop 4nh sdng trong céc khay trong riéng 16. Chudt dugc cho phoi nhiém véi 5.000 luxo
trong thoi gian 2 gidy, va sau d6 duoc dua trd lai chudng nudi nhét mod phong sinh thi (12
gid t6i/12 gid sang (<20 luxo)) trong thoi gian 7 ngay, sau d6 phan tich ERG duoc l3p lai.
Phén trdm cta dap tmg ERG ban d4u con lai sau khi bi hu héng do 4nh sang dugc tinh a6i
véi mdi mét, va gié tri trung binh duoc dung dd thi véi sai sb chudn duge thé hién. Kiém
dinh t bit cap hai dudi dugc sir dung @& x4c dinh lidu bién 4 ERG trong mit dugc didu tri
¢6 khéc biét dang ké so v&i mét khong dugce diéu tri hay khong.

Chup cdt 16p quang hoc

Chudt duoc giy mé va ddng tir duoc lam gisn bang tropicamit 0,5%. Hé thong chup
cét 16p quang hoc (OCT) mién phé (hé thong Bioptigen Envisu R2200 SD-OCT (Durham,
NC, USA)), véi kich thudc phan tich thé tich 1,4 x 1,4 mm, duoc tip trung trén dau day
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than kinh thi giac. Giot 1am tron Systane (Alcon) duoc sir dung trong sut quy trinh chup
anh.

Phdn tich ham lwong retinoit

Vong mac toan bd frans va vdng mac 11-cis trong mét cta chudt dugc chiét bﬁng
cach st dung su cai bién ciia phuong phép duge mé ta truée d6 (Bligh and Dyer, 1959).
Chudt sau khi tiém séu tudn dugc thich tmg béng t6i qua dém, sau d6 duéi anh sang mau
dé mo, bi giét &m 4i thdng qua su qua lidu CO,, va mit dugc cit boé nhin cdu va dong
lanh trong N, 16ng. Du6i 4nh séng mau d6 mo va trén nude d4, mdi mét duge ddng nhét
héa trong 1 ml cloroform: metanol: hydroxylamin (2 M) (3:6:1) va G & nhiét d trong
phong trong thoi gian 2 phut. Tiép theo, 200 pl cloroform va 240 pl nuée duge bé sung,
va mbi mau duoc tao xody va duge ly tAm & 14.000 vong/phut trong thdi gian 5 phit. Pha
phia duéi dugc thu gom, dung mdi dugc 1am bay hoi duéi nito, va miu duge hda tan
trong hexan. Retinoit trong phin chiét duoc nhén dién va dugc dinh lugng bing phan tich
sic ky 16ng hiéu nang cao (HPLC - High Performance Liquid Chromatography), st dung
modun tach Waters Alliance va bd phat hién mang quang diot véi cot LC-31 Supelcosil
(25 cm x 4,6 mm x 3 pm) dugc phat trién véi 1,4-dioxan 5% trong hexan. Sy nhan dién
dinh duogc tién hanh bing cach so sanh vé6i thoi gian luu ctia hop chit tiéu chudn va su
danh gia cuc dai chidu dai bude séng. Tién hanh phéan tich dinh lwong bing céch so sanh
dién tich dinh & 347 va 351 nm lan luot di véi oxime vng mac syn- va khang-11-cis, va
14n luot & 357 va 361 nm dbi v6i oxime v8ng mac syn- va khang-toan b trans, (Kurth et
al. 2007).

Thir nghiém hoat tinh reductaza véng mac

Dich déng nhét véng mac & chudt duge thir nghiém d6i véi hoat tinh reductaza vong
mac vao 6 tudn sau khi tiém. Chudt di thich Gng 4nh sang bi giét ém 4i, va mdi vong mac
duge ddng nhét hoéa riéng 18 trong 125 pl cha sucroza 0,25 M, Tris-axetat 25 mM, pH 7,
dithiothreitol 1 mM. Dich ddng nhit dugc ly tim & 1000 x g trong thdi gian 5 phut dé loai
bo té bao khong bi pha v, va sau d6 dich nbi bé mit duoc nghién siéu Am bang dau do
mili micro (30 14n mbi 14n 1 gidy) trén nuéc da. Nong d6 protein dwoc xac dinh bang su
cai bién cta quy trinh Lowry (Peterson et al. 1977), va ham lugng RDH12 dugc dénh gia
bing thim tich western. MAu twong tw dwoc gom va thir nghiém 20 pg cia mdi dich tan
dwoc gom (trong ba ban sao) trong chit dém chira 200 uM vdng mac toan b trans va 200

uM NADPH trong chit dém HEPES (pH 8); phan tmg dugc 0 trong thdi gian tir 0 dén 45
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phut trong bé nudc 37°C (nhiét d6 phan tmg ma Iam giém thiéu sy ddng phén héa nhiét
clia co chét retinoit, cling nhu 13 su bit hoat enzym). Su tao thanh retinol toan bd trans
duoc dinh lugng bang cach sir dung phan tich HPLC pha binh thudng khi so sanh véi tidu
chudn da biét (Chrispell et al. 2009).

Vidul

Sur bidu hién qua trung gian AAV cia RDHI2 nowoi

Nhiu vecto ddi véi liéu phép thay thé RDH12 d& duoc phat trién va thir nghiém.
Chu trac vecto RDHI2 t6i wu dugc thé hién trong Fig.2A. N6 ¢6 chita cADN RDHI2
ngudi dudi su kiém so4t cia manh ving khéi dong Rhodopsin Kinaza (GRK1) ngudi.
CAu tric nay dugc bao goi trong kiéu huyét thanh AAV2/5. Capsit kiéu AAV huyét thanh
5 d4 duge chimg minh 13 13m trung gian cho sy tai nap té€ bao nhan kich thich 4nh séng,
nhung véi dong luc chdm hon va su biéu hién it manh m& hon so véi capsit AAVS (Yang
et al. 2002; Lotery et al. 2003; Allocca et al. 2007; Lebherz et al. 2008). Su biéu hién
protein RDH12 ngudi trong vong mac chudt vao 6 tudn sau khi tiém duéi véng mac
AAV2/5-hGRKIp.hRDHI2 (1,3 x 10° vg) dugc danh gia bang cach sir dung khang thé dic
hiéu d6i véi Rdhl2 chuét hodc protein RDHI2 ngudi. Mic do phan phdi vecto cia
RDHI2 ngudi dudng nhu c6 thd so sanh dugc véi luong Rdh12 chudt (Fig.2B). Anh
huynh quang mién dich gian tiép trén céc phin vong mac dugc st dung dé dénh gia
Rdh12 chudt tu nhién va RDH12 ngudi tai t6 hop, bing cach sir dung céc khang thé dic
hiéu loai. Su dinh vi cia RDH12 ndi sinh va tai t& hop duong nhu 13 gidng nhau, chi ra
rang protein dang dugc xir Iy mét cach binh thudng (Fig.2C).

Kha nidng clia vong mac cua chudt Rdhl 2" @& lam giam aldehyt vong mac ngoai
sinh dugc 1am giam dang ké so véi chudt kidu dai (Chrispell et al. 2009). Sau tuan sau khi
tiém duéi véng mac 1,3 x 10° vg AAV2/5-hGRKIp.hRDHI2 vao chudt Rdh12”, dich
ddng nhit vong mac dugc thir nghiém dbi véi hoat tinh reductaza vong mac in vitro. Su
tao thanh retinol toan bd trans dugc dinh lugong béng cach sir dung phéan tich HPLC pha
binh thuong. M&i diém dit 1iéu thé hién gia tri trung binh =+ sai s6 chuén ddi véi ti thiéu 5
thi nghiém ddc 14p ma vdng mac tr 3 dén 5 chudt dugc gom lai va thir nghiém trong ba
ban sao. Ti 16 ban diu ctia su tao thanh retinol toan b trams trong vong mac tir chudt
Rdh12" va chudt C57BL/6J khong dugce tiém 1an lugt 1 0,013 pmol phat” pg protein’,
va 0,071 pmol phut’ pg protein’1 (Fig.3A). Hoat tinh du c¢6 mdt trong chudt Rdh127 phan

anh su ¢6 mit cta cdc dong phan RDH khac ma c6 kha niang lam gidm vong mac toan bd
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trans (Rattner et al. 2000; Haeseleer et al. 2002). Trong chudt Rdhl 2" duge tiém
AAV2/5-hGRK1p.hRDHI12, ti 1€ cta su tao thanh retinol toan bd trans cua 0,046 pmol
phit” pg protein” 16n hon déng k& so véi chudt Rdh12" dugc tiém PBS (0,016 pmol
phat” pg protein™). Sw phuc hdi cta hoat tinh reductaza vong mac (khoang 50%) 14 théng
nhit v6i sy tai nap mot phan cta vdng mac (khoang 30%) va chi ra ring vecto d& khoi
phuc murc dd hoat tinh binh thudng trong t& bao nhan kich thich 4nh sang duogc tai nap.
Gen chuyén duoc biéu hién trong 12 thang (thoi diém dai nhit dugc kiém tra). Viée gin
nhan huynh quang mién dich thé hién mic d6 tai nap vong mac va su biéu hién RDH12
t4i t8 hop trong chudt Rdh12” dwoc dénh gid vao 16 tudn sau khi tiém che pht x4p xi mot
phan ba bé mit vdng mac (Fig.3B).

Tac dung ctia AAV2/5-hGRKIp.hRDHI2 1én su min cadm véi su hu héng do 4nh
sadng gdy ra dugc danh gia trong chudt Rdhl 27 bach tang duoc tiém vao mdt mit v6i 1,3
x 10 vg hoic thé tich twong duong cta PBS, va khong tiép nhan diéu tri & mit bén kia.
Phén tich ERG ctia hoat tinh vdng mac thich ng nhin t6i (duoc tach tir té bao hinh que va
té bao hinh que-hinh nén két hop) dugc thyc hién vao 1 tudn trude d6, va 1 tudn sau dé,
dua chudt vao muc d6 anh sdng ma gdy ra sy hu hong vong mac dang ké & cac con bach
tang (5.000 luxo trong thoi gian 2 gi®). Phén trim hoat tinh vong mac con lai trong mit

dugc diéu tri bang vecto 16n hon dang k& so vdi hoat tinh vong mac con lai & mat khong

dwoc didu tri (p < 0,0168) (Fig.4). Nguoc lai, trong con vat dbi chimg dugc tiém PBS,

phin trim hoat tinh vdng mac thich (mg nhin t6i con lai trong mat khong dugc tiém khong
16n hon déng ké so véi trong mit khong duogc diéu tri (p > 0,2255). Céc phat hién nay
théng nhat v6i su bao vé qua trung gian A4V2/5-hGRKIp.hRDHI2 chéng lai tinh min

cam d6i v6i sy hu hong do 4nh séng gdy ra c6 lién quan dén su thiéu hut RDHI2.

Su gdy doc ctua vecto dugc danh gid thdong qua tic dung truc tiép ctia hoat tinh

RDH12 ngudi 1én sy chuyén héa retinoit, va dbi véi tac dung gian tiép trén chu tric vong
mac va chic ning vong mac, nhu dugc mo ta trong phin sau day.

D dic hiéu co chét rong cia RDH12 ma cho phép su gidm di clia ca vong mac 11-
cis va vdng mac toan b frans tao ra kha ning d8 biéu hién qua murc hoic dinh vi sai clia

protein t4i t& hop dé anh hudng tiéu cuc dén chiic ning chu ky thi giac. Phan tich HPLC

ctia ham luong retinoit duoc sir dung dé danh gia hoat tinh chu ky thi gidc trong mét tir

chudt Rdh12" duoc tiém AAV2/5-hGRKIp.hRDHI2, hoic duge tiém PBS, hoic tir dbi

chiing C57BL/6J khong dugc tiém. Phan tich retinoit vao 6 tudn sau khi tiém dudi véng
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mac AAV2/5-hGRK1p.hRDHI2 (1,3 x 10° vg) vao chudt Rdh12™" cho thiy ring su bidu
hién hRDH12 khong anh huéng déng ké dén mirc d6 vong mac 11-cis & trang thai 6n dinh
trong vong mac (Fig.5A). Biéu db sic ky dai dién thé hién cac ddi chimg khac nhau véi
thoi gian rira giai dbi vé6i cac retinoit khéc nhau duoc chi ra. Téng ham lugng véng mac
11-cis va v3ng mac toan bd frans thé hién gia trj trung binh = sai sé chuén véi tdi thiéu 5
thi nghiém ddc 1ap (Fig.5B, Fig.5C). Pap tng ERG cua hoat tinh vong mac dugc do &
chudt C57BL/6J va chudt Rdh12" ma tiép nhan 1,3 x 10° vg A4V2/5-hGRK1p.hRDHI 2
va duge nudi trong chudng nudi nhét mé phong sinh thai (12 giv t6i/12 gid sang (<20
1uxo)). ERG thich tmg nhin t8i (kich thich -2,3 log cd.s.m™ dwoc tach tir t& bao hinh que),
té bao hinh que-hinh nén két hop (kich thich 1,09 log cd.s.m™), va thich ng nhin séng
(d4p Gmg qua trung gian t& bao hinh nén, kich thich 1,09 log cd.s.m™) tir con vat dai dién
trong mdi nhém diéu tri dwoc do vao 6 tudn sau khi tiém thé hién khong c6 tic dung dang
ké cua sy biéu hién RDH12 nguoi 18n chitc ning véng mac (Fig.6).

Sy dinh vi sai ctia rhodopsin va opsin té bao hinh nén 13 chi din dic trung 1 rang
ctia kha ning sdng s6t té bao nhén kich thich 4nh séng giam di (Adamian et al. 2006;
Turney et al. 2007; Brunner et al. 2010; Lopes et al. 2010). Su dinh vi héa mé mién dich
ctia rhodopsin va opsin mau do/mau xanh 14 duge danh gia & chudt RdhI2" ma khong
duoc tiém hodc dwoc tiém 44V2/5-hGRKIp.hRDHI2 (1,3 x 10° vg). O chudt thé hién sy
bidu hién gen chuyén manh m&, khong quan sat thdy su giam di cia mic d¢ biéu hién
opsin hoidc bing chimg ctia sy dinh vi sai opsin t& bao hinh que va té bao hinh nén vio 16
tuan sau khi diéu tri; cAu tric v3ng mac vin nguyén ven vao 54 tuan sau khi tiém (Fig.7).

Phén tich chup cét 16p quang hoc (OCT) ctia chudt C57BL/6J va chudt Rdh12™"
duoc danh gia vao 54 tudn sau khi tiém A4V2/5-hGRKIp.hRDHI2 (2 x 10° vg) thé hién
khong ¢6 su thay dbi 16n trong su phan 16p vong mac qua khu vuc rong bao gbm ca hai
phia ctia day than kinh thi gi4c. Chu truc vong mac 4n dinh trong it nhdt mét ndm sau khi

tiém khi so sanh véi mét bén kia khong dugc tiém (Fig.8).

Vi du 2. Sy hw héong vong mac giy ra béi AAV2/8
Sw e héng vong mac & chudt duoc tiém AAV2/8-hGRKIp.hRDHI2.

Capsit ¢6 ngudn gbc tir AAV kiéu huyét thanh 8 da dwoc ching minh 13 1am trung
gian cho hiéu qua va sy tai nap manh mé& cta t& bao nhan kich thich anh sang (Allocca et
al. 2007; Natkunarajah et al. 2008; Vandenberghe et al. 2011; Vandenberghe et al. 2013).
Céc nghién ctru ban d4u duoc thuc hién véi kiéu huyét thanh AAV2/8 mang cAu tric
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vecto nhu duge md ta & trén. Chudt Rdh12” duge didu tri bing cach tiém dudi véng mac
AAV2/8-hGRKIp.hRDHI2 & lidu lwong bing khoang 10°%-10° hé gen virut (vg) din dén su
biéu hién manh mé& cta protein RDH12 ngudi tai t5 hop. Tuy nhién, mit dugc tiém da
phat trién sy hu hong vong mac déng k& bit ddu ngay tir 3 tudn sau khi tiém, va trong hiu
hét céc trudng hop vao 6 tudn sau khi tiém. Su thAm nhiém dai thuc bao duogc quan sat
thiy & da sb truong hop boi sy ¢6 mit ciia t& bao CD68™ (Fig.9). Su hu hong vong mac
khéng dugc giam thiéu bing cach ding xyclosporin toan than (Borel et al. 1976) cho
chudt Rdh12" lién tuc tir thoi gian dang cai sita dén thoi gian bi giét chét, chi ra ring dap
tmg mién dich chdng lai vecto hodc gen chuyén khéng phéi l1a nguyén nhén cua sy hu
hong. Quan sat ndy théng nhat véi két qua thu duge & chudt C57BL/6] kiéu dai duoc tiém
v6i cAu tric mi héa RDHI2 ngudi (44V2/8-hGRKIp.hRDHI2) hoic Rdh12 chubt
(AAV2/8-hGRK1p.mRdh12), trong d6 sy 1am moéng vong mac dang ké va sy thAm nhidm

dai thuc bao cling xay ra vao 6 tuan sau khi tiém.
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MBQi tai liéu tham khéo duge vién van & day duoc két hop d& tham khéo dén toan bd
ndi dung ciia né hoic phin lién quan, nhu thiy 16 rang tir ndi dung clia sy vién dan.

Cén hiéu rang mic du ddi tuong duoc yéu clu bao ho d3 dugc md ta két hop véi
phé‘m mo ta chi tiét cta chung, phin mé ta trén ddy duoc du dinh dé minh hoa va khong

lam giéi han pham vi cta d6i twong duogc yéu cau bao hd, ma duge xac dinh bdi pham vi
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ciia cac yéu cau bao hd kém theo. Céc khia canh, vu diém, va cai bien khac ndm trong

pham vi cta cac yéu cau bao hd dudi day.
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YEU CAUBAO HQ
1. Vecto virut két hop adeno cé chira axit nucleic ma héa cho ADN RDH2 ngudi, trong
d6 ADN RDH12 ngudi ma hoa cho protein ma tuong dong it nhat 70%, 80%, 90%, 95%,
hodic 99% véi chiu dai ddy du ctia SEQ ID NO:2, trong d6 ADN RDHI2 chiu sy kiém
soat ctia vang khéi dong rhodopsin kinaza 1 nguoi (hGRK1), va trong d6 vecto virut két

hop adeno nay 14 AAV-2, kiéu huyét thanh-5 (AAV2/5).

2. Vecto virut két hop adeno theo diém 1, trong d6 ving khoi dong hGRK1 ¢6 chita SEQ
ID NO:3.

3. Vecto virut két hop adeno theo diém 1, trong &6 ADN RDH2 ngudi ma hda cho
protein ¢6 chira SEQ ID NO:2.

4. Vecto virut két hop adeno theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 ving
khéi dong hGRK1 v& ban chit gdbm c6 SEQ ID NO:3.

5. Vecto virut két hop adeno theo diém 1, trong d6 ADN RDH2 ngudi tuong dong it
nhit 60% hodic 70% vé6i chiéu dai diy da cia SEQ ID NO: 1.

6. Té bao chi duge phan 14p c6 chira vecto virut két hop adeno theo diém bét ky trong sd
céc diém tir 1 dén 5.

7. Té bao chu duoc phan 14p theo diém 6, trong do té bao nay biéu hién protein RDH12

nguoi.
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<213> Mus
<400> 4

agcctggtgg ttgtttgtece ttctcagggg aaaagtgagg cggccccttg

ccgggcagaa tgatctaatc ggattccaag cagctcaggg gattgtettt

ttcttgeccac tcctaagegt cctecgtgac cccggctggg atttagectg

agccceggt

musculus

Ser Pro Phe Phe Lys Ser Thr Ser Gln Gly Ala Gln

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5
16
PRT

5 10

Homo sapiens

5

Asp Cys Lys Arg Thr Trp Val Ser Pro Arg Ala Arg Asn Asn Lys Thr

1

5 10 15
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