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(57) Настоящее изобретение относится к синтетическим промоторным последовательностям,
специфическим в отношении ON-биполярных клеток сетчатки, и к их применению в
терапевтической доставке трансгенов в глаз для улучшения и/или восстановления зрения.
Настоящее изобретение относится к промоторам гена метаботропного глутаматного рецептора
6 (mGluR6) для повышенной и более специфической экспрессии в ON-биполярных клетках, в
частности, в ON-биполярных клетках макулы человека, представляющих собой колбочки.
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Настоящее изобретение относится к синтетическим промоторным последовательностям, специфи-

ческим в отношении ON-биполярных клеток сетчатки, и к их применению в терапевтической доставке 

трансгенов в глаз для улучшения и/или восстановления зрения. Настоящее изобретение предусматривает 

промоторы гена метаботропного глутаматного рецептора 6 (mGluR6) для повышенной и более специфи-

ческой экспрессии в ON-биполярных клетках. В частности, для эффективной экспрессии в ON-

биполярных клетках, представляющих собой колбочки, присутствующих исключительно в макуле чело-

века. 

Описание 

Предпосылки изобретения 

Многие причины слепоты имеют лишь ограниченные возможности лечения или вообще не лечатся. 

Наиболее распространенными среди них являются возрастная макулярная дегенерация (AMD) и наслед-

ственные заболевания сетчатки (IRD), такие как пигментный ретинит (RP). Эти дегенеративные заболе-

вания характеризуются прогрессирующей потерей фоторецепторов (PR), что в конечном итоге приводит 

к полной слепоте. Средства генной терапии, доставляющие лечебную ДНК или РНК, заменяющие или 

подвергающие сайленсингу дефектные гены или кодирующие экзогенный лечебный ген, направлены на 

замедление прогрессирования заболевания, снижение степени тяжести симптомов или восстановление 

утраченной функции. 

Оптогенетическая генная терапия является одной из наиболее многообещающих новых технологий, 

которые могут быть использованы для лечения слепоты, вызванной дегенерацией сетчатки. Текущие 

клинические испытания средств оптогенетической терапии неспецифически нацеливаются на ганглиоз-

ные клетки сетчатки (RGC) с канальными родопсинами для восстановления чувствительности сетчатки к 

свету. В будущем оптогенетические средства генной терапии следующего поколения, адаптированные по 

отношению к клеткам, докажут свое превосходство над этими неспецифическими средствами терапии. В 

этих средствах терапии следующего поколения применяются промоторы, специфические в отношении 

типа клеток, для доставки новых и эффективных оптогенетических инструментов к определенным типам 

клеток сетчатки. Среди мишеней из типов клеток наиболее многообещающими являются биполярные 

клетки сетчатки (BC), первые интернейроны сетчатки, которые естественным образом получают прямой 

входной сигнал от PR. BC делятся на BC ON- и OFF-типа, реагирующие либо на повышение освещенно-

сти, либо на снижение освещенности соответственно, и экспрессирующие либо mGluR6, либо 

AMPA/каинатные глутаматные рецепторы. ON-биполярные клетки (OBC) являются особенно интерес-

ными мишенями для генной терапии. Все мутации в специфических генах OBC, таких как NYX, GRM6, 

GPR179 или TRPM1, приводят к полной слепоте (врожденной стационарной ночной слепоте), поскольку 

эти гены участвуют в сигнальном каскаде mGluR6, и, следовательно, OBC становятся нефункциональ-

ными. Совсем недавно было доказано, что экспрессия оптогенетических белков в OBC восстанавливает 

зрение у мышей, представляющих собой модели фоторецепторной дегенерации, страдающих от поздних 

стадий дегенерации. Канальный родопсин-2 (Lagali et al., Nat Neurosci 2008. 11:p. 667-675), родопсин 

(Cehajic-Kapetanovic et al., Curr Biol 2015. 25 : p. 2111-2122) и химерный Opto-mGluR6 (van Wyk et al., 

PLoS Biol 2015. 13: p. e1002143) были успешно экспрессированы в OBC слепых мышей и восстановили 

функциональное зрение на уровнях сетчатки, коры, а также на поведенческом уровне. Для всех выше-

упомянутых подходов необходимо специфически нацеливаться на тип OBC, в частности в случае опто-

генетических подходов, чтобы избежать противоречивой передачи сигнала от нецелевых клеток, иска-

жающей код сетчатки. Кроме того, специфическое нацеливание на OBC также позволяет снизить и таким 

образом сделать более безопасной дозировку AAV. Отсутствие функционального и OBC-

специфического промотора до сих пор препятствовало клиническому применению средств генной тера-

пии, нацеливающихся на OBC. 

Короткие энхансерные промоторные последовательности обычно использовались в данной области 

для достижения OBC-специфического нацеливания в комбинации со средством генной терапии на осно-

ве AAV. Это связано с тем, что способность AAV к упаковке ограничена 4,7 т.п.о. и обычно не позволяет 

вместить эндогенные промоторы длиной несколько т.п.о. В этом отношении наиболее успешными оказа-

лись энхансерные промоторные последовательности, полученные из OBC-специфического глутаматного 

рецептора mGluR6, экспрессируемого исключительно в OBC сетчатки. До недавнего времени стандартно 

использовали энхансерную последовательность длиной 200 п.о., полученную из мышиного гена Grm6, и 

в комбинации с вирусным основным промотором SV40 (Kim et al. J Neurosci, 2008. 28: p. 7748-7764.), 

сокращенно обозначенную 200En-SV40. Однако недавно авторы настоящего изобретения показали, что 

ее вариант, 4×200En-SV40, который несет четыре повтора энхансерной последовательности (Cronin et al. 

EMBO Mol Med 2014. 6: p. 1175-1190), не является ни OBC-специфическим, ни функциональным при 

дегенерации сетчатки поздней стадии (van Wyk et al. Front Neurosci 2017. 11: p. 161). Совсем недавно был 

сконструирован короткий энхансер/промотор на основе полноразмерного мышиного гена Grm6 (200En-

mGluR500P), который экспрессируется в сетчатке мышей C57BL/6 дикого типа с относительно хорошей 

специфичностью в отношении OBC (Lu et al. Gene Ther, 2016. 23: p. 680-9.). Тем не менее, экспрессия в 

OBC дегенерирующей сетчатки не была показана, и экспрессия была практически исключительно обу-

словлена OBC типа палочек. Следовательно, OBC типа колбочек, обнаруженные исключительно в маку-
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ле сетчатки фовеальных животных, включая человека, и соединяющиеся с фовеальными колбочками, 

опосредующими цветовое зрение высокой остроты, практически не являются мишенями для 200En-

mGluR500P, что делает данный промотор непригодным для восстановления центрального зрения челове-

ка высокой остроты. Кроме того, предпочтителен промотор на основе человеческого гена GRM6, по-

скольку он будет полностью контролироваться транскриптомным механизмом человека, регулирующим 

экспрессию генов, т.е. экспрессию уровней белков, опосредующих функцию, но будет лишен индукции 

цитотоксичности. 

Основываясь на вышеупомянутом уровне техники, цель настоящего изобретения состоит в том, 

чтобы обеспечить средства и способы получения новых синтетических OBC-специфических человече-

ских промоторов. Данная цель достигается с помощью объекта изобретения согласно независимым 

пунктам формулы настоящего изобретения. 

Сущность изобретения 

Первый аспект настоящего изобретения относится к выделенной молекуле нуклеиновой кислоты 

длиной от 850 пар оснований (п.о.) до 1500 п.о., содержащей:  

a) элемент энхансерной последовательности, выбранный из SEQ ID NO 1-6, и 

b) элемент промоторной последовательности, выбранный из SEQ ID NO 7-10. 

Альтернатива первому аспекту настоящего изобретения относится к выделенной молекуле нуклеи-

новой кислоты длиной от 850 пар оснований (п.о.) до 1500 п.о., содержащей: 

a) элемент энхансерной последовательности, который на по меньшей мере 70% (или больше), в ча-

стности на 75% или больше, более конкретно на 80% или больше, более конкретно на 85% или больше, 

более конкретно на 90% или больше, более конкретно на 95% или больше, еще более конкретно на 98% 

или больше, наиболее конкретно на 100% идентичен последовательности, выбранной из SEQ ID NO 1 и 2, и 

b) элемент промоторной последовательности, который на 70% или больше, в частности на 75% или 

больше, более конкретно на 80% или больше, более конкретно на 85% или больше, более конкретно на 

90% или больше, более конкретно на 95% или больше, еще более конкретно на 98% или больше, наибо-

лее конкретно на 100% идентичен последовательности под SEQ ID NO 7, 

и при этом указанная выделенная молекула нуклеиновой кислоты характеризуется специфичностью 

к ON-биполярным клеткам, представляющим собой колбочки, составляющей 40% или больше, в частно-

сти 50% или больше, более конкретно 60% или больше, еще более конкретно 70% или больше, более 

конкретно 80% или больше, еще более конкретно 90% или больше, наиболее конкретно 100%, характер-

ной для последовательности под SEQ ID NO 13, и предпочтительностью в отношении ON-биполярных 

клеток, представляющих собой колбочки, составляющей 20% или больше, в частности 25% или больше, 

более конкретно 30% или больше, еще более конкретно 35% или больше, более конкретно 40% или 

больше, наиболее конкретно 50% или больше.  

Второй аспект настоящего изобретения относится к вектору экспрессии нуклеиновой кислоты, со-

держащему молекулу нуклеиновой кислоты согласно первому аспекту. 

Третий аспект настоящего изобретения относится к трансгену, управляемому промотором. 

Четвертый аспект настоящего изобретения относится к вирионной частице аденоассоциированного 

вируса, содержащей выделенную молекулу нуклеиновой кислоты согласно первому аспекту, вектор экс-

прессии нуклеиновой кислоты согласно второму аспекту или трансген согласно третьему аспекту. 

Пятый аспект настоящего изобретения относится к средству, выбранному из выделенной молекулы 

нуклеиновой кислоты согласно первому аспекту, вектора экспрессии нуклеиновой кислоты согласно 

второму аспекту, трансгена согласно третьему аспекту и вирионной частицы аденоассоциированного 

вируса согласно четвертому аспекту, для применения в качестве лекарственного препарата. 

Формы для введения, содержащие средства по настоящему изобретению, являются дополнитель-

ными аспектами настоящего изобретения. 

Термины и определения. 

Термин OBC в контексте настоящего описания относится к ON-биполярной клетке. 

Термин RBC в контексте настоящего описания относится к биполярной клетке, представляющей 

собой палочку. 

Термин cOBC в контексте настоящего описания относится к ON-биполярной клетке, представляю-

щей собой колбочку. 

Термин RGC в контексте настоящего описания относится к ганглиозной клетке сетчатки. 

Термин PR в контексте настоящего описания относится к фоторецептору. 

Аббревиатура AAV в контексте настоящего описания относится к аденоассоциированному вирусу. 

Если не указано иное, AAV относится ко всем подтипам или серотипам, а также к обеим из способных к 

репликации и рекомбинантных форм. 

Термины вирион AAV и вирусная частица AAV в контексте настоящего описания относятся к ви-

русной частице, состоящей из по меньшей мере одного капсидного белка AAV и инкапсулированной 

нуклеиновой кислоты. 

Если не указано иное, все технические и научные термины, используемые в данном документе, 

имеют такое же значение, которое обычно понятно специалисту средней квалификации в области техни-
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ки (например, в культивировании клеток, молекулярной генетике, химии нуклеиновых кислот, методи-

ках гибридизации и биохимии). Стандартные методики используются для молекулярных, генетических и 

биохимических способов (см. в общем Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d ed. 

(1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y . и Ausubel et al., Short Protocols in 

Molecular Biology (1999) 4th Ed, John Wiley & Sons, Inc.), а также химических способов. 

Термин капсид AAV в контексте настоящего описания относится к синтетическим генам, коди-

рующим капсидные белки (cap). Описанный в данном документе термин капсид AAV можно использо-

вать в отношении упаковки в рекомбинантные аденоассоциированные вирусы для генной терапии. 

Термин "гомологичный" в контексте настоящего описания относится к последовательностям, 

большая часть которых является идентичной, но отличается в некоторых положениях наличием вставки, 

делеции или замены нуклеиновых кислот или аминокислот.  

Термин "трансген" в контексте настоящего описания относится к гену или генетическому материа-

лу, который был перенесен из одного организма в другой. В контексте настоящего изобретения данный 

термин также может относиться к переносу природного или физиологически интактного варианта гене-

тической последовательности в ткань пациента, где она отсутствует. Это может дополнительно отно-

ситься к переносу природной кодированной последовательности, экспрессия которой управляется про-

мотором, отсутствующим или подвергнутым сайленсингу в целевой ткани. Используемый в данном до-

кументе термин "трансген" относится к полинуклеотиду, кодирующему представляющий интерес поли-

пептид, который при экспрессии в поврежденной или пораженной заболеванием сетчатке может быть 

пригоден для улучшения или восстановления зрения. Трансгены, представляющие особый интерес для 

восстановления светочувствительности или зрения, предусматривают светочувствительные белки, такие 

как гены опсинов, т.е. канальных родопсинов, опсинов позвоночных и их вариантов. 

Термин "рекомбинантный" в контексте настоящего описания относится к нуклеиновой кислоте, ко-

торая является продуктом одной или нескольких стадий клонирования, рестрикции и/или лигирования и 

которая отличается от встречающейся в природе нуклеиновой кислоты. Рекомбинантная вирусная части-

ца содержит рекомбинантную нуклеиновую кислоту. 

Термин "интравитреальное введение" в контексте настоящего описания относится к пути введения 

фармацевтического средства, например, вируса, при котором средство доставляется в стекловидное тело 

глаза. Интравитреальное введение представляет собой процедуру помещения лекарственного препарата 

непосредственно в пространство в задней части глаза, называемое полостью стекловидного тела, которая 

заполнена желеобразной жидкостью, называемой гелем стекловидного тела. 

Термин субретинальное введение в контексте настоящего описания относится к пути введения 

фармацевтического средства, в частности вируса в контексте данного описания, в пространство между 

клетками пигментного эпителия сетчатки (RPE) и фоторецепторами. 

"Нуклеотиды" в контексте настоящего описания представляют собой строительные блоки нуклеи-

новой кислоты или аналогов нуклеиновой кислоты, олигомеры которых способны к образованию селек-

тивных гибридов с олигомерами РНК или ДНК на основе спаривания оснований. Термин "нуклеотиды" в 

данном контексте включает классические строительные блоки рибонуклеотидов, представляющие собой 

аденозин, гуанозин, уридин (и рибозилтимин), цитидин, классические дезоксирибонуклеотиды, пред-

ставляющие собой дезоксиаденозин, дезоксигуанозин, тимидин, дезоксиуридин и дезоксицитидин.  

В контексте настоящего описания термины идентичность последовательностей и "процент иден-

тичности последовательностей" относятся к значениям, определенным посредством сравнения двух вы-

ровненных последовательностей. Способы выравнивания последовательностей для сравнения хорошо 

известны из уровня техники. Выравнивание последовательностей для сравнения можно проводить с по-

мощью алгоритма поиска локальной гомологии Смита и Уотермана, Adv. Appl. Math. 2:482 

(1981),алгоритма глобального выравнивания Нидлмана и Вунша, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), способа по-

иска сходства Пирсона и Липмана, Proc. Nat. Acad. Sci. 85:2444 (1988) или посредством реализаций этих 

алгоритмов с помощью компьютера, включая без ограничения CLUSTAL, GAP, BESTFIT, BLAST, 

FASTA и TFASTA. Программное обеспечение для проведения анализов BLAST является общедоступ-

ным, например, через Национальный центр биотехнологической информации: 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). 

Одним таким примером сравнения последовательностей нуклеиновых кислот является алгоритм 

BLASTN, использующий настройки по умолчанию: ожидаемый порог: 10; размер слова: 28; максималь-

ное количество совпадений в запрашиваемом диапазоне: 0; баллы за совпадение/несовпадение: 1.-2; сто-

имость гэпов: линейная. Если не указано иное, приведенные в данном документе значения идентичности 

последовательностей относятся к значениям, полученным с применением пакета программ BLAST 

(Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990)) с применением идентифицированных выше установлен-

ных по умолчанию параметров для сравнения белков и нуклеиновых кислот соответственно. 

В контексте настоящего описания термин "расположенный выше" относится к направлению к 5'-

концу. Для энхансерных и промоторных последовательностей в данной заявке приведены одноцепочеч-

ные последовательности, и если энхансер расположен выше промотора, это означает, что энхансер рас-

положен в 5'-направлении от промотора. Аналогично, термин "расположенный ниже" относится к на-
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правлению к 3'-концу. 

В контексте настоящего описания термин "спейсерная последовательность" относится к нуклеино-

вой кислоте переменной длины, которая используется для соединения энхансера и промотора с целью 

получения одноцепочечной молекулы нуклеиновой кислоты. Иллюстративными вариантами осуществ-

ления линкеров, пригодных для реализации настоящего изобретения на практике, являются цепи олиго-

нуклеиновой кислоты, состоящие из 1-1000 нуклеиновых кислот. 

Специфичность в отношении ON-биполярных клеток, представляющих собой колбочки (cOBC), в 

эксплантатах сетчатки человека измеряется с применением следующего протокола. 

Во-первых, промотор объединяется с репортерным трансгеном mCitrine и упаковывается в само-

комплементарный (sc) вектор scAAV2(7m8) на основе AAV (Dalkara et al. Sci Transl Med 2013. 5: p. 

189ra76). Примерно 10
10

 vg (векторных геномов) добавляют к стороне RGC культивируемых посмертных 

эксплантатов сетчатки человека в день 0, как подробно описано в (van Wyk et al. Front Neurosci 2017. 11: 

p.161). Сетчатки фиксируются в день 7 культивирования с помощью 4% PFA и затем подвергаются крио-

защите (10/20/30% сахарозы в PBS) и замораживаются. Криосрезы сетчатки три раза обрабатываются 

антителами к трансгену mCitrine (Invitrogen, A11122, 1:500), антителами к повсеместно встречающемуся 

маркеру OBC Gαo (EMD, MAB3073, 1:750) и специфическим в отношении RBC антителом к PKCα 

(Santa Cruz, sc8393, 1:750). Экспрессирующие RBC идентифицируются как [mCitrine(+), PKCα(+)], тогда 

как клетки [mCitrine(+), PKCα(-), Gαo(+)] идентифицируются как экспрессирующие cOBC. Специфич-

ность типа cOBC определяется по соотношению экспрессирующих cOBC и всех экспрессирующих ОВС: 

 
где N представляет собой количество клеток с характеристиками окрашивания, указанными в 

скобках. 

Предпочтительность в отношении ON-биполярных клеток, представляющих собой колбочки, затем 

определяется следующим образом. 

Количество RBC и cOBC неодинаково и варьируется в разных областях сетчатки. Эксплантаты по-

лучают из средней части и периферии сетчатки, где соотношение RBC и cOBC 

 
является примерно постоянным на небольшом участке эксплантата. Следовательно, соотношение 

экспрессирующих cOBC и экспрессирующих RBC  

 
можно считать постоянным и в эксплантате. Это позволяет рассчитать коэффициент предпочти-

тельности cOBC по сравнению с RBC 

 
что позволяет определить специфическое распределение cOBC и RBC в эксплантате посредством 

умножения (3) на (4). Затем предпочтительность cOBC в процентах рассчитывается с помощью 

 
Используемый в данном документе термин "осуществление лечения" или "лечение" любого заболе-

вания или нарушения (например, потери зрения) относится в одном варианте осуществления к снижению 

степени тяжести заболевания или нарушения (например, к замедлению, или остановке, или снижению 

развития заболевания или по меньшей мере одного из его клинических симптомов). В другом варианте 

осуществления "осуществление лечения" или "лечение" относятся к облегчению или снижению степени 

тяжести по меньшей мере одного физического параметра, включая параметры, которые могут быть неяв-

ными для пациента. В еще одном варианте осуществления "осуществление лечения" или "лечение" отно-

сятся к модулированию заболевания или нарушения либо физически (например, стабилизации явного 

симптома), либо физиологически (например, стабилизации физического параметра), либо к им обоим. В 

еще одном варианте осуществления "осуществление лечения" или "лечение" относятся к введению экзо-

генной терапевтической функции в клетки определенного типа. Способы оценки лечения и/или преду-

преждения заболевания, как правило, известны из уровня техники, если только они специально не опи-

саны в данном документе ниже. 

Подробное описание изобретения 

В настоящем изобретении раскрыты энхансерные промоторные последовательности человеческого 

гена GRM6 с повышенной специфичностью в отношении OBC и значительно усиленной индуцируемой в 

cOBC экспрессией белка по сравнению с 200En-mGluR500P в посмертной сетчатке мыши и человека. 

Промоторы, описанные в данном документе, состоят из промотора гена модифицированного метабо-

тропного глутаматного рецептора 6 (mGluR6), который содержит последовательности из регуляторных 

элементов, которые направляют экспрессию белка mGluR6 в OBC, в частности RBC и cOBC. Настоящее 

изобретение относится к выделенной молекуле нуклеиновой кислоты или вектору экспрессии нуклеино-
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вой кислоты, содержащим энхансер гена mGluR6 или его вариант и промотор гена mGluR6 или его вари-

ант. Эта новая энхансерная промоторная последовательность из гена GRM6 впервые обеспечивает эф-

фективную экспрессию трансгена в cOBC сетчатки человека, в частности в парафовеа человека. Кроме 

того, новые энхансерные промоторные последовательности из человеческого гена GRM6 в комбинации с 

оптогеном (MWOPN_mGluR6, SEQ ID NO: 16) приводили к широкому распространению OBC-

специфической экспрессии в дегенерирующей мышиной (rd1, C3HHe/OuJ) сетчатке и восстановлению 

функционального зрения (оптомоторный ответ) у в ином случае слепых мышей с дегенерацией фоторе-

цепторов. Новый энхансер/промотор человеческого гена GRM6 продемонстрировал высокоэффективное, 

обширное и специфическое нацеливание на OBC в сетчатке мыши и человека. 

Первый аспект настоящего изобретения относится к выделенной молекуле нуклеиновой кислоты, 

содержащей: 

a) элемент энхансерной последовательности, выбранный из SEQ ID NO 1-6, и 

b) элемент промоторной последовательности, выбранный из SEQ ID NO 7-10. 

Альтернатива первому аспекту настоящего изобретения относится к выделенной молекуле нуклеи-

новой кислоты длиной от 850 пар оснований (п.о.) до 1500 п.о., содержащей: 

a) элемент энхансерной последовательности, выбранный из SEQ ID NO 1-6, и 

элемент промоторной последовательности, выбранный из SEQ ID NO 7-10. 

Другая альтернатива первому аспекту настоящего изобретения относится к выделенной молекуле 

нуклеиновой кислоты, содержащей: 

a) элемент энхансерной последовательности, который на 70% или больше, в частности на 75% или 

больше, более конкретно на 80% или больше, более конкретно на 85% или больше, более конкретно на 

90% или больше, более конкретно на 95% или больше, еще более конкретно на 98% или больше, наибо-

лее конкретно на 100% идентичен последовательности, выбранной из SEQ ID NO 1 и 2, и 

b) элемент промоторной последовательности, который на 70% или больше, в частности на 75% или 

больше, более конкретно на 80% или больше, более конкретно на 85% или больше, более конкретно на 

90% или больше, более конкретно на 95% или больше, еще более конкретно на 98% или больше, наибо-

лее конкретно на 100% идентичен последовательности под SEQ ID NO 7, 

и при этом указанная выделенная молекула нуклеиновой кислоты характеризуется специфичностью 

к ON-биполярным клеткам, представляющим собой колбочки, составляющей 40% или больше, в частно-

сти 50% или больше, более конкретно 60% или больше, еще более конкретно 70% или больше, более 

конкретно 80% или больше, еще более конкретно 90% или больше, наиболее конкретно 100%, характер-

ной для последовательности под SEQ ID NO 13, и предпочтительностью в отношении ON-биполярных 

клеток, представляющих собой колбочки, составляющей 20% или больше, в частности 25% или больше, 

более конкретно 30% или больше, еще более конкретно 35% или больше, более конкретно 40% или 

больше, наиболее конкретно 50% или больше. 

Другая альтернатива первому аспекту настоящего изобретения относится к выделенной молекуле 

нуклеиновой кислоты длиной от 850 пар оснований (п.о.) до 1500 п.о., содержащей: 

a) элемент энхансерной последовательности, который на 70% или больше, в частности на 75% или 

больше, более конкретно на 80% или больше, более конкретно на 85% или больше, более конкретно на 

90% или больше, более конкретно на 95% или больше, еще более конкретно на 98% или больше, наибо-

лее конкретно на 100% идентичен последовательности, выбранной из SEQ ID NO 1 и 2, и 

b) элемент промоторной последовательности, который на 70% или больше, в частности на 75% или 

больше, более конкретно на 80% или больше, более конкретно на 85% или больше, более конкретно на 

90% или больше, более конкретно на 95% или больше, еще более конкретно на 98% или больше, наибо-

лее конкретно на 100% идентичен последовательности под SEQ ID NO 7, 

и при этом указанная выделенная молекула нуклеиновой кислоты характеризуется специфичностью 

к ON-биполярным клеткам, представляющим собой колбочки, составляющей 40% или больше, в частно-

сти 50% или больше, более конкретно 60% или больше, еще более конкретно 70% или больше, более 

конкретно 80% или больше, еще более конкретно 90% или больше, наиболее конкретно 100%, характер-

ной для последовательности под SEQ ID NO 13, и предпочтительностью в отношении ON-биполярных 

клеток, представляющих собой колбочки, составляющей 20% или больше, в частности 25% или больше, 

более конкретно 30% или больше, еще более конкретно 35% или больше, более конкретно 40% или 

больше, наиболее конкретно 50% или больше. 

Специфичность в отношении cOBC и уровень экспрессии в cOBC измеряются, как описано выше. 

Авторы настоящего изобретения показали, что комбинация SEQ ID NO 1 или 2 с SEQ ID NO 7 при-

водит к высокой специфичности в отношении ON-биполярных клеток, представляющих собой колбочки, 

и к высокому уровню экспрессии в ON-биполярных клетках, представляющих собой колбочки. Специа-

лист в данной области техники способен найти сходные последовательности с эквивалентной специ-

фичностью в отношении ON-биполярных клеток, представляющих собой колбочки, и уровнем экс-

прессии в ON-биполярных клетках, представляющих собой колбочки, на основе раскрытия настоящего 

изобретения. 

В определенных вариантах осуществления элемент энхансерной последовательности расположен 
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выше элемента промоторной последовательности. 

В определенных вариантах осуществления выделенная молекула нуклеиновой кислоты дополни-

тельно содержит спейсерную последовательность длиной 1-1000 пар оснований, в частности 1-394 пар 

оснований. В определенных вариантах осуществления спейсер расположен между энхансером и промо-

тором. В определенных вариантах осуществления выделенная молекула нуклеиновой кислоты дополни-

тельно содержит спейсерную последовательность длиной 1-1000 пар оснований, в частности 1-394 пар 

оснований, и спейсер расположен между энхансером и промотором. 

В определенных вариантах осуществления выделенная молекула нуклеиновой кислоты содержит 

последовательность, выбранную из SEQ ID NO 11 - SEQ ID NO 15. 

В определенных вариантах осуществления выделенная молекула нуклеиновой кислоты содержит 

последовательность под SEQ ID NO 11 или под SEQ ID NO 13. 

Второй аспект настоящего изобретения относится к вектору экспрессии нуклеиновой кислоты, со-

держащему молекулу нуклеиновой кислоты согласно первому аспекту. 

В определенных вариантах осуществления вирусный вектор представляет собой вирусный геном. 

В определенных вариантах осуществления вектор представляет собой вектор на основе аденоассо-

циированного вируса или рекомбинантный вектор на основе аденоассоциированного вируса (rAAV). 

В определенных вариантах осуществления вектор на основе AAV представляет собой либо одноце-

почечный вектор (ssAAV), либо самокомплементарный вектор (scAAV). 

В определенных вариантах осуществления вектор представляет собой рекомбинантный вектор на 

основе AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 или AAV12. В 

определенных вариантах осуществления вектор представляет собой рекомбинантный вектор на основе 

AAV2. 

В определенных вариантах осуществления вектор экспрессии нуклеиновой кислоты дополнительно 

содержит:  

а) последовательность, кодирующую капсидный белок, и 

b) трансген. 

От 5'-конца к 3'-концу выделенная молекула нуклеиновой кислоты содержит в первую очередь эн-

хансер, затем необязательно спейсер и затем промотор. Трансген расположен в 3'-направлении от промо-

тора. В определенных вариантах осуществления трансгену предшествует оптимизированная последова-

тельность КОЗАК. 

Последовательность Козак содержит консенсус (gcc)gccAccAUGG (SEQ ID NO 24) или 

(gcc)gccGccAUGG (SEQ ID NO 25) и важна для инициации трансляции. 

В определенных вариантах осуществления вектор экспрессии нуклеиновой кислоты также содер-

жит регуляторную последовательность WPRE (посттранскрипционный регуляторный элемент вируса 

гепатита сурков). WPRE представляет собой последовательность ДНК, которая при транскрипции созда-

ет третичную структуру, усиливающую экспрессию. В определенных вариантах осуществления вектор 

экспрессии нуклеиновой кислоты также содержит поли(А)-хвост, встроенный ниже трансгена. Поли(А)-

хвост способствует трансляции трансгена. 

В определенных вариантах осуществления капсидный белок представляет собой AAV2, 

AAV2(7m8) или AAV8(BP2). 

Третий аспект настоящего изобретения относится к трансгену, управляемому промотором. 

В определенных вариантах осуществления трансген представляет собой NYX, GRM6, GPR179 или 

TRPM1 для восстановления светочувствительности или зрения при врожденной стационарной ночной 

слепоте. 

В определенных вариантах осуществления трансген содержит последовательность под SEQ ID NO 

16 или существенным образом состоит из нее. 

В определенных вариантах осуществления трансген представляет собой ген опсина, восстанавли-

вающий восприятие света или зрение. 

В определенных вариантах осуществления ген опсина выбран из группы, состоящей из канального 

родопсина, меланопсина, родопсина, опсинов колбочек, пинеального опсина, фотопсинов, галородопси-

на, бактериородопсина, протеородопсина, опсина медузы, опсина паука-скакуна или любого их функ-

ционального варианта или фрагмента. 

В определенных вариантах осуществления ген опсина представляет собой химерный белок, полу-

ченный из опсина и метаботропного глутаматного рецептора mGluR6 из OBC сетчатки. 

В определенных вариантах осуществления химерный белок представляет собой Opto-mGluR6. 

В определенных вариантах осуществления химерный белок представляет собой мышиный или че-

ловеческий MWOPN_mGluR6 (SEQ ID NO: 16). 

Четвертый аспект настоящего изобретения относится к вирионной частице аденоассоциированного 

вируса, содержащей выделенную молекулу нуклеиновой кислоты согласно первому аспекту или вектор 

экспрессии нуклеиновой кислоты согласно второму аспекту. 

Пятый аспект настоящего изобретения относится к средству, выбранному из выделенной молекулы 

нуклеиновой кислоты согласно первому аспекту или вектора экспрессии нуклеиновой кислоты согласно 
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второму аспекту и вирионной частицы аденоассоциированного вируса согласно третьему и четвертому 

аспектам, для применения в качестве лекарственного препарата. 

Дополнительный аспект относится к средству, выбранному из выделенной молекулы нуклеиновой 

кислоты согласно первому аспекту, вектора экспрессии нуклеиновой кислоты согласно второму аспекту, 

трансгена согласно третьему аспекту и вирионной частицы аденоассоциированного вируса согласно чет-

вертому аспекту для применения в лечении состояния, поражающего биполярную клетку сетчатки. 

Дополнительный аспект относится к средству, выбранному из выделенной молекулы нуклеиновой 

кислоты согласно первому аспекту, вектора экспрессии нуклеиновой кислоты согласно второму аспекту, 

трансгена согласно третьему аспекту и вирионной частицы аденоассоциированного вируса согласно чет-

вертому аспекту, для применения в лечении врожденной стационарной ночной слепоты или палочко-

колбочковых и колбочко-палочковой дистрофий, в частности пигментного ретинита и макулярной деге-

нерации. 

Дополнительный аспект относится к средству, выбранному из выделенной молекулы нуклеиновой 

кислоты согласно первому аспекту, вектора экспрессии нуклеиновой кислоты согласно второму аспекту, 

трансгена согласно третьему аспекту и вирионной частицы аденоассоциированного вируса согласно чет-

вертому аспекту, где средство вводится посредством: 

a) интравитреального введения, в частности посредством интравитреальной инъекции, или посред-

ством 

b) субретинальной инъекции. 

Дополнительный аспект относится к способу лечения, при котором средство по настоящему изо-

бретению вводят нуждающемуся в этом пациенту. 

Там, где альтернативы отдельных разделяемых признаков, таких как, например, промоторная по-

следовательность или медицинское показание, представлены в данном документе как "варианты осуще-

ствления", следует понимать, что такие альтернативы можно свободно комбинировать для получения 

отдельных вариантов осуществления раскрытого в данном документе настоящего изобретения. Таким 

образом, любой из альтернативных вариантов осуществления промоторной последовательности можно 

комбинировать с любым медицинским показанием, подвергающим риску функцию OBC, и любой сре-

дой-носителем для доставки ДНК или способом доставки ДНК, включая альтернативные вирусы, нано-

частицы, липосомы или доставку "голой" ДНК с применением, например, генной пушки или электропо-

рации. 

Неограничивающий перечень заболеваний сетчатки, при которых могут принести пользу описан-

ные в данном документе способы, включает врожденную ночную слепоту, макулярную дегенерацию, 

возрастную макулярную дегенерацию, врожденные колбочковые дистрофии и большую группу наруше-

ний, связанных с пигментным ретинитом (RP). 

Абзацы. 

1. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты длиной от 850 пар оснований (п.о.) до 1500 п.о., со-

держащая: 

a) элемент энхансерной последовательности, выбранный из SEQ ID NO 1-6, и 

b) элемент промоторной последовательности, выбранный из SEQ ID NO 7-10. 

2. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты длиной от 850 пар оснований (п.о.) до 1500 п.о., со-

держащая: 

a) элемент энхансерной последовательности, который на по меньшей мере 70% (или больше), в ча-

стности на 75% или больше, на 80% или больше, более конкретно на 85% или больше, более конкретно 

на 90% или больше, более конкретно на 95% или больше, еще более конкретно на 98% или больше, наи-

более конкретно на 100% идентичен последовательности, выбранной из SEQ ID NO 1 и 2, и 

b) элемент промоторной последовательности, который на 70% или больше, в частности на 75% или 

больше, более конкретно на 80% или больше, более конкретно на 85% или больше, более конкретно на 

90% или больше, более конкретно на 95% или больше, еще более конкретно на 98% или больше, наибо-

лее конкретно на 100% идентичен последовательности под SEQ ID NO 7, 

и при этом указанная выделенная молекула нуклеиновой кислоты характеризуется специфичностью 

к ON-биполярным клеткам, представляющим собой колбочки, составляющей 40% или больше, в частно-

сти 50% или больше, более конкретно 60% или больше, еще более конкретно 70% или больше, более 

конкретно 80% или больше, еще более конкретно 90% или больше, наиболее конкретно 100%, характер-

ной для последовательности под SEQ ID NO 13, и предпочтительностью в отношении ON-биполярных 

клеток, представляющих собой колбочки, составляющей 20% или больше, в частности 25% или больше, 

более конкретно 30% или больше, еще более конкретно 35% или больше, более конкретно 40% или 

больше, наиболее конкретно 50% или больше. 

3. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты согласно абзацу 1 или абзацу 2, где выделенная 

молекула состоит из одного и только одного из указанных элементов энхансерной последовательно-

сти, одного и только одного из указанных элементов промоторной последовательности и необязатель-

но спейсера, отделяющего элемент энхансерной последовательности от элемента промоторной после-

довательности. 
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4. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты согласно любому из предыдущих абзацев, содержа-

щая последовательность, выбранную из SEQ ID NO 11 - SEQ ID NO 15, или состоящая из нее, или со-

держащая последовательность, характеризующуюся 98% или большей идентичностью с последователь-

ностью, выбранной из SEQ ID NO 11 - SEQ ID NO 15, или состоящая из нее. 

5. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты согласно любому из предыдущих абзацев, содержа-

щая последовательность под SEQ ID NO 11 или под SEQ ID NO 13 или состоящая из нее, или содержа-

щая последовательность, характеризующуюся 98% или большей идентичностью с SEQ ID NO 11 или 

SEQ ID NO 13, или состоящая из нее, в частности содержащая последовательность под SEQ ID NO 13 

или состоящая из нее, или содержащая последовательность, характеризующуюся 98% или большей 

идентичностью с SEQ ID NO 13, или состоящая из нее. 

6. Вектор экспрессии нуклеиновой кислоты, содержащий молекулу нуклеиновой кислоты по любо-

му из предыдущих абзацев. 

7. Вектор экспрессии нуклеиновой кислоты согласно абзацу 6, где вектор экспрессии нуклеиновой 

кислоты представляет собой вектор на основе аденоассоциированного вируса или рекомбинантный век-

тор на основе аденоассоциированного вируса (rAAV), в частности где вектор экспрессии нуклеиновой 

кислоты представляет собой рекомбинантный вектор на основе AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, 

AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 или AAV12, более конкретно где вектор экспрессии нук-

леиновой кислоты представляет собой рекомбинантный вектор на основе AAV2. 

8. Вектор экспрессии нуклеиновой кислоты согласно любому из абзацев 6-7, дополнительно содер-

жащий: 

а) последовательность, кодирующую капсидный белок, и 

b) трансген. 

9. Вектор экспрессии нуклеиновой кислоты согласно абзацу 8, где трансген содержит последова-

тельность под SEQ ID NO 16. 

10. Вирионная частица аденоассоциированного вируса, содержащая выделенную молекулу нуклеи-

новой кислоты согласно любому из абзацев 1-5 или вектор экспрессии нуклеиновой кислоты согласно 

любому из абзацев 6-9. 

11. Средство, выбранное из выделенной молекулы нуклеиновой кислоты согласно любому из абза-

цев 1-5 или вектора экспрессии нуклеиновой кислоты согласно любому из абзацев 6-9 и вирионной час-

тицы аденоассоциированного вируса согласно абзацу 10, для применения в качестве лекарственного 

препарата. 

12. Средство, выбранное из выделенной молекулы нуклеиновой кислоты согласно любому из абза-

цев 1-5, вектора экспрессии нуклеиновой кислоты согласно любому из абзацев 6-9 и вирионной частицы 

аденоассоциированного вируса согласно абзацу 10 для применения в лечении состояния, поражающего 

биполярную клетку сетчатки, в частности в лечении врожденной стационарной ночной слепоты (CSBN1) 

или палочко-колбочковой и колбочко-палочковой дистрофий, более конкретно пигментного ретинита и 

макулярной дегенерации. 

13. Средство, выбранное из выделенной молекулы нуклеиновой кислоты согласно любому из абза-

цев 1-5, вектора экспрессии нуклеиновой кислоты согласно любому из абзацев 6-9 и вирионной частицы 

аденоассоциированного вируса согласно абзацу 10, где средство вводится посредством: 

a) интравитреального введения, в частности посредством интравитреальной инъекции, или посред-

ством 

b) субретинальной инъекции. 

Настоящее изобретение дополнительно проиллюстрировано следующими примерами и графиче-

скими материалами, из которых можно извлечь дополнительные варианты осуществления и преимуще-

ства. Эти примеры предназначены для иллюстрации настоящего изобретения, но не для ограничения его 

объема. 

Краткое описание графических материалов 

Фиг. 1. Вид последовательностей человеческого гена GRM6, выбранных для конструирования про-

мотора, в геномном браузере. (A) Дистальная энхансерная область гена GRM6 человека (расположена на 

расстоянии примерно - 14 т.п.о. относительно сайта начала трансляции (TLSS)), указывающая на три 

выбранных энхансерных элемента, включая консервативную область размером 310 п.о. между мышиным 

геном Grm6 и человеческим геном GRM6 (заштрихована горизонтальными линиями), а также синтетиче-

ская область размером 188 п.о., соответствующая участку 200En(Grm6) в мышиной модели согласно Kim 

(часть, которая заштрихована горизонтальными линиями и затемнена). (B) Промоторная последователь-

ность человеческого гена GRM6, включая сайт начала транскрипции (TSS) и сайт начала трансляции 

(TLSS), последний определен авторами настоящего изобретения как положение 0. Два выбранных про-

мотора также указаны, и консервативная область размером 167 п.о. между мышиным и человеческим 

генами показана в виде части, заштрихованной горизонтальными линиями. Графики были загружены из 

геномного браузера UCSC по адресу https://genome.ucsc.edu/ и изменены. Отрезки, показанные серым 

цветом, иллюстрируют потенциально важные цис-регуляторные области, включая сайты связывания 

факторов транскрипции, межвидовые консервативные области (области, консервативные у позвоночных) 
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и кластеры с гиперчувствительностью к ДНКазе (кластеры с сайтами распознавания ДНКазы). Кроме 

того, также рассматривались сигнальный пик метки H3K27Ac и пики Chip-seq. 

Фиг. 2. Интенсивность экспрессии mCitrine, управляемой промотором, в OBC из посмертных экс-

плантатов сетчатки человека. Эксплантаты сетчатки человека трансдуцировали с помощью 

scAAV2(7m8)-407En_566P(hGRM6)-mCitrine (n равняется 3), scAAV2(7m8)-444En_454P(hGRM6)-

mCitrine (n равняется 3), scAAV2(7m8)-770En_454P(hGRM6)-mCitrine (n равняется 5), scAAV2(7m8)-

407En_454P(hGRM6)-mCitrine (n равняется 3) и scAAV(7m8)-200En-mGluR500P-mCitrine (n равняется 4). 

mCitrine был иммуногистохимически помечен, и интенсивность флуоресценции в экспрессирующих ON-

биполярных клетках определяли как меру интенсивности экспрессии трансгена. Промоторный элемент 

566P опосредовал гораздо более слабую экспрессию mCitrine в OBC по сравнению с комбинациями про-

моторов с проксимальным элементом 454P. Поэтому для всех последующих экспериментов был выбран 

454P. 770En_454P(hGRM6) (F равняется 5,42 ± 0,9; среднее значение ± s.d.) и 444En_454P(hGRM6) (F 

равняется 5,59 ± 0,51; среднее значение ± s.d.) проявляли одинаковую эффективность в отношении ин-

тенсивности экспрессии трансгена и значительно более высокую эффективность, чем 200En-mGluR500P, 

полученный из мышиного генома (F равняется 3,94 ± 0,45; среднее значение ± s.d.). * означает, что P 

равняется 0,05 или меньше, ** означает, что P равняется 0,01 или меньше, *** означает, что P равняется 

0,001 или меньше, и n.s. означает незначимые различия (однофакторный ANOVA с критерием значимо-

сти Тьюки). 

Фиг. 3. Специфичность промотора в отношении ON-биполярных клеток, представляющих собой 

колбочки (cOBC), в эксплантатах сетчатки человека. Эксплантаты сетчатки человека трансдуцировали с 

помощью scAAV2(7m8)-444En_454P(hGRM6)-mCitrine, scAAV2(7m8)-770En_454P(hGRM6)-mCitrine, 

scAAV2(7m8)-407En_454P(hGRM6)-mCitrine или scAAV(7m8)-200En-mGluR500P-mCitrine. Вертикаль-

ные криосрезы метили антителом к mCitrine, PKCα (для биполярных клеток, представляющих собой па-

лочки (RBC) и антителом к Gα0 (повсеместно встречающемуся маркеру OBC) и осуществляли подсчет 

клеток, экспрессирующих mCitrine. (A) Исходя из подсчета клеток, 770En_454P(hGRM6) вызывал экс-

прессию в значительно большем количестве cOBC, чем 200En-mGluR500P. (B) Нормализация количества 

целевых cOBC и RBC к их общему количеству в пределах определенных областей сетчатки, в которых 

были проведены подсчеты, демонстрирует, что 770En_454P(hGRM6) и 407En_454P(hGRM6) намного 

более эффективно управляют экспрессией в cOBC, чем 200En-mGluR500P, который характеризуется яв-

ной предпочтительностью в отношении RBC. 770En_454P(hGRM6) даже демонстрирует одинаковую 

предпочтительность в отношении cOBC и RBC, составляющую 50% для каждых из них, что является 

важным отличительным признаком фовеального средства генной терапии, где существуют только cOBC. 

(C) Предпочтительность промотора 444En_454P(hGRM6) в отношении типа cOBC (n равняется 5) суще-

ственно не отличалась от предпочтительности промотора 770En_454P(hGRM6). Показаны средние зна-

чения ± s.d., * означает, что P равняется 0,05 или меньше, ** означает, что P равняется 0,01 или меньше 

(однофакторный ANOVA с критерием значимости Тьюки). Указаны только значимые различия. 

Фиг. 4. Эффективность и специфичность экспрессии mCitrine в OBC, управляемой с помощью 

770En_454P(hGRM6), в эксплантатах сетчатки человека (A) Сравнение экспрессии mCitrine, управляемой 

с помощью 770En_454P(hGRM6), с экспрессией mCitrine, управляемой с помощью 200En-mGluR500P, 

при упаковке в scAAV2(7m8). 770En_454P(hGRM6) демонстрирует гораздо более высокую предпочти-

тельность в отношении OBC по сравнению с 200En-mGluR500P, и последний, кроме того, характеризует-

ся значительно более высокой нецелевой экспрессией в амакриновых клетках. Показаны % экспресси-

рующих клеток определенного типа клеток в виде средних значений ± s.d., ** означает, что P равняется 

0,01 или меньше, и *** означает, что P равняется 0,001 или меньше (Т-критерий Стьюдента). 

Фиг. 5. Промотор 770En_454P(hGRM6) надежно и широко управляет экспрессией трансгена в деге-

нерирующей сетчатке мыши rd1. Мышам rd1 путем инъекции вводили 3×10
9
 vg AAV, несущего трансген 

MWOPN_mGluR6_IRES2_TurboFP635 (SEQ ID NO: 16, плазмидная карта (фиг. 9), в возрасте 22 недель. 

На схемах A-D серым цветом представлены трансдуцированные участки сетчатки в тотальных препара-

тах сетчатки. А) ssAAV2(7m8) в комбинации с 200En-mGluR500P также экспрессируется в сетчатке rd1, 

но только в ограниченных участках (в отличие от 4xGrm6-SV40). B) ssAAV(7m8) в комбинации с 

770En_454P(hGRM6) приводит к более обширной и распространенной трансдукции дегенерирующей 

сетчатки по сравнению с 200En-mGluR500P, вероятно вследствие повышенной интенсивности экспрес-

сии, которая преодолевает порог экспрессии, если имеет место подавление Grm6, вызванное дегенераци-

ей. C) Пример микрофотографии тотального препарата обработанной сетчатки мыши rd1, подвергаю-

щейся OKR-тестированию, полученной посредством лазерной сканирующей микроскопии (см. пример 7 

и фиг. 6), где TurboFP635 был помечен иммуноцитохимически (изображено на схеме B). (D) Средняя 

специфичность (% экспрессирующих OBC от всех экспрессирующих клеток, 66,6 ± 8,5%) и эффектив-

ность экспрессии (% экспрессирующих OBC от всех OBC, 54,7 ± 8,3) в дегенерирующей сетчатке rd1. 

Среднее значение ± s.d., N равняется 9 (Т-критерий Стьюдента). 

Фиг. 6. Восстановление зрения, определенное по оптомоторному рефлексу, у мышей rd1 с полным 

отсутствием фоторецепторов, которые были интравитреально и билатерально обработаны с помощью 
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ssAAV(7m8)-MWOPN_mGluR6_IRES2_TurboFP635 в возрасте 22 недель. Остроту зрения измеряли через 

41, 47, 55, 82 и 112 дней после трансдукции посредством определения порога пространственных частот, 

при котором оптокинетический ответ все еще вызывался в виртуальной оптомоторной системе. Обрабо-

танные мыши (N равняется 3) продемонстрировали значительное повышение остроты зрения по сравне-

нию с контрольными однопометниками rd1, которым не вводили вектор (N равняется 7), но все еще ха-

рактеризовались значительно более низкой остротой зрения, чем контрольные мыши дикого типа 

(C57BL/6J, N равняется 10). Показано среднее значение (по всем испытаниям и особям) ± s.d., ** означа-

ет, что P равняется 0,01 или меньше, и *** означает, что P равняется 0,001 или меньше (Т-критерий Сть-

юдента). 

Фиг. 7. Высокоэффективная экспрессия mCitrine в cOBC эксплантированной макулы человека под 

контролем промотора 770En_454P(hGRM6). Пример эксплантата макулы человека, трансдуцированного 

с помощью scAAV2(7m8)-770En_454P(hGRM6)-mCitrine и иммуногистохимически помеченного антите-

лом к трансгену mCitrine, а также антителом к OBC (Gαo) и красителем, окрашивающим ядра клеток 

(DAPI). (A) представляет собой схему макулы человека и участков, где были сделаны микрофотографии, 

изображенные на фигурах B и C. Фовеола содержит только фоторецепторы M- и L-колбочек и не содер-

жит ни OBC, ни RGC, поскольку их клеточные тела вытеснены в сторону, чтобы свет мог проходить без 

дифракции к фоторецепторам. Фовеа содержит только колбочки (M, L и S) и является участком наи-

большей остроты зрения с системой карликовых клеток, где каждая колбочка соединяется с одной BPC и 

одной RGC. На фигуре (B) показан срез через парафовеа с DAPI (верхняя микрофотография), демонстри-

рующий четкое наслоение фоторецепторов (ONL), BPC и амакриновых клеток (INL), а также 3-мерное 

наслоение RGC (GCL), указывающее на макулу. На нижней микрофотографии показано только мечение 

с применением трансгена, указывающее на экспрессию mCitrine исключительно в INL, где расположены 

OBC. На фигуре (C) показан срез через фовеа. На микрофотографии слева показано только мечение Gαo 

в клетках OBC, все из которых не помечены антителом к PKC (не показано) и поэтому четко идентифи-

цируются как cOBC. На правой микрофотографии дополнительно изображено мечение с помощью 

mCitrine в цитоплазме, что указывает на то, что практически каждая cOBC из фовеа экспрессирует 

mCitrine (показано стрелками). Это очень четкое доказательство того, что 770En_454P(hGRM6) обеспе-

чивает превосходную экспрессию в cOBC, в частности в cOBC макулы человека, и, следовательно, хо-

рошо подходит для восстановления остроты зрения у пациентов-людей. 

Фиг. 8. Плазмидная карта плазмиды AAV, кодирующей опсин колбочек и химерный оптогенетиче-

ский белок mGluR6, MWOPN_mGluR6-IRES2-TurboFP635, под контролем нового промотора 

770En_454P(hGRM6). TurboFP635 представляет собой маркер, представляющий собой красный флуорес-

центный белок, для идентификации экспрессии, WPRE и BGHpA представляют собой регуляторные по-

следовательности, и 5'- и 3'-ITR (внутренние повторы) представляют собой области, используемые AAV 

для упаковки трансгена (между ITR) в капсид. Данную плазмиду использовали для трансдукции дегене-

рирующих сетчаток мышей rd1 (фигуры и примеры 5 и 6). Также приведены праймеры для слияния для 

клонирования. 

Фиг. 9 Пример специфичности экспрессии в OBC и эффективности 770En_454P(hGRM6) и 

444En_454P(hGRM6), управляющих экспрессией mCitrine в эксплантатах сетчатки человека. Вертикаль-

ные криосрезы через эксплантаты сетчатки человека, трансдуцированные с помощью scAAV2(7m8)-

770En_454P(hGRM6)-mCitrine (A) и scAAV2(7m8)-444En_454P(hGRM6)-mCitrine (B) соответственно. 

Криосрезы были помечены ядерным красителем DAPI (серый цвет, показан только в дальнем левом углу 

микрофотографий для ориентации) и маркером, представляющим собой трансген mCitrine (белый цвет). 

770En_454P(hGRM6) характеризуется эффективностью в отношении OBC (процент светлых клеток в 

INL), составляющей 85,2% ± 12,3% (n равняется 4), и 444En_454P(hGRM6) характеризуется эффективно-

стью, составляющей 87,9% ± 6,5% (n равняется 5). ONL: наружный ядерный слой, INL: внутренний 

ядерный слой, GCL: слой ганглиозных клеток. Биполярные клетки расположены на периферии INL. 

Примеры 

Пример 1. Анализ изменений экспрессии гена Grm6 в мышиной модели rd1. 

Авторы настоящего изобретения выбрали ген (Grm6 у мыши и GRM6 у человека), кодирующий ме-

таботропный глутаматный рецептор 6 (mGluR6), селективно экспрессируемый в ON-биполярных клетках 

(OBC) сетчатки, в качестве матрицы для конструирования промотора. Это произошло потому, что экс-

прессия mGluR6 является селективной в отношении OBC, что недавно было подтверждено посредством 

транскриптомных анализов одной клетки сетчатки взрослой мыши (Siegert et al. Nat Neurosci 2012. 15: p. 

487-95), и также явно проявляется в линии трансгенных мышей, ранее созданной авторами настоящего 

изобретения, где полноразмерный промотор гена Grm6 управляет экспрессией трансгена, в частности в 

OBC сетчатки (van Wyk et al., PloS Biol 2015. 13: p. e1002143). Кроме того, были успешно сконструиро-

ваны короткие варианты промотора, полученные из мышиного гена Grm6, и было показано, что они 

обеспечивают предпочтительную экспрессию в OBC (Cronin et al., EMBO Mol Med, 2014. 6(9): p. 1175-

1190; Kim et al. J Neurosci 2008. 28: p. 7748-7764; Lagali et al. Nat Neurosci 2008. 11 p: 667-675). Kim et al. 

первоначально выбрали дистальную энхансерную последовательность размером 200 п.о. в промоторе 
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мышиного гена Grm6, которая усиливала OBC-специфическую экспрессию в сетчатке мышей дикого 

типа. Эта энхансерная последовательность впоследствии использовалась в промоторе 4xGRM6-SV40 

[Cronin, T., et al., EMBO Mol Med, 2014. 6(9): p. 1175-1190], который содержит четыре эти энхансерные 

последовательности размером 200 п.о. в тандеме. Однако недавно авторы настоящего изобретения пока-

зали, что промотор 4xGRM6-SV40 [Cronin, T., et al., EMBO Mol Med, 2014. 6(9): p. 1175-1190] был пол-

ностью подавлен в дегенерирующей сетчатке мыши rd1 (C3H/HeOu), даже когда генная терапия прово-

дилась в возрасте 3,5 недель до полной дегенерации фоторецепторов (van Wyk et al. Front Neurosci 2017. 

11: p. 161). Это делает 4xGRM6-SV40 (и в равной степени GRM6-SV40) непригодным для лечения деге-

нерирующей сетчатки. Кроме того, базальный вирусный промотор SV40 сталкивается с такими пробле-

мами, как сайленсинг при постоянной активации и сверхэкспрессия белка, приводящая к клеточной ци-

тотоксичности. Чтобы сконструировать более подходящие OBC-специфические промоторы, авторы на-

стоящего изобретения сначала исследовали, остается ли экспрессия Grm6 повышенной в ходе процесса 

дегенерации в мышиной модели дегенерации rd1. Авторы настоящего изобретения использовали мыши-

ную модель rd1 на том основании, что промоторы, активные в данной модели тяжелой и быстрой дегене-

рации, вероятно, будут активны при большинстве менее тяжелых дегенеративных заболеваний сетчатки. 

Ранее это было продемонстрировано авторами настоящего изобретения, сравнивающими экспрессию 

трансгена в мышиной модели rd10 с более медленной дегенерацией (B6.CXB1-Pde6brd10), где 4xGRM6-

SV40 все еще был способен управлять некоторой экспрессией [van Wyk, M., et al., Front Neurosci, 2017. 

11(161): p. 161.]. Авторы настоящего изобретения проводили количественную оценку экспрессии гена 

Grm6 в сетчатках мышей rd1 посредством количественной ПЦР в режиме реального времени во времен-

ных точках P14, P21, P28 и P54 и сравнивали уровни экспрессии с уровнями экспрессии в сетчатках мы-

шей C57BL/6J дикого типа. Для нормализации уровней экспрессии использовали экспрессию рибосом-

ного белка L8 (Rpl8). Экспрессия Grm6 оставалась постоянной в ходе дегенерации (P равняется 0,8795), 

за исключением небольшого подавления (в 0,59 раза) между P21 и P28. Из этого авторы настоящего изо-

бретения сделали вывод, что серьезное подавление, наблюдаемое в случае промотора 4xGRM6-SV40 

[van Wyk, M., et al., Front Neurosci, 2017. 11(161): p. 161.], вероятно не было связано с подавлением эн-

хансерных элементов Grm6, а вероятно было следствием пониженной функциональности базального 

промотора SV40 с прогрессирующей дегенерацией. Следовательно, ген Grm6 был использован авторами 

настоящего изобретения в качестве матрицы для конструирования OBC-специфического промотора. 

Пример 2. Конструирование промоторов на основе GRM6. 

Для согласования с механизмом транскрипции человека в свете будущего применения в терапии 

человека авторы настоящего изобретения использовали в качестве матрицы последовательность челове-

ческого гена GRM6, а не последовательность мышиного гена Grm6. 

Авторы настоящего изобретения использовали Основной инструмент для поиска локального вы-

равнивания (BLAST, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), оптимизированный для "частично сходных" 

последовательностей (blastn) [Altschul et al., J Mol Biol, 1990. 215(3): p. 403-10; Coordinators, Nucleic Acids 

Res, 2018. 46(D1): p. D8-D13], для выравнивания последовательностей мышиного гена Grm6 и человече-

ского гена GRM6. Для определения характеристик энхансера авторы настоящего изобретения выравни-

вали 1500 п.о. слева и справа от мышиной энхансерной последовательности 200En, идентифицированной 

Kim et al. [Kim et al., J Neurosci, 2008. 28(31): p. 7748-64.]. Авторы настоящего изобретения обнаружили 

консервативную последовательность длиной 310 п.о. между геномами мыши и человека [от -13819 до -

13510 отн. сайта начала трансляции (TLSS) из гена GRM6], выходящую за пределы последовательности 

200En, определенной Kim et al. как в 3', так и в 5'-направлении (фиг. 1А, участки, заштрихованные гори-

зонтальными полосами). Чтобы идентифицировать промоторные последовательности, авторы настояще-

го изобретения сосредоточились на последовательностях гена GRM6, расположенных в 5'-направлении 

от сайта начала трансляции (TLSS, определен авторами настоящего изобретения как положение 0) (фиг. 

1B). После выравнивания авторы настоящего изобретения использовали геномный браузер Института 

геномики Калифорнийского университета в Санта-Круз (геномный браузер UCSC) [Church et al., PloS 

Biol, 2011. 9(7): p. e1001091.], [Kent et al., Genome Res, 2002. 12(6): p. 996-1006.; Kuhn et al. Brief 

Bioinform, 2013. 14(2): p. 144-61.] [https://genome.ucsc.edu/; сборка генома, февраль 2009 г. (GRCh37/hg19] 

для идентификации потенциальных регуляторных последовательностей гена GRM6, таких как межвидо-

вые консервативные последовательности, области с активным хроматином (кластеры с гиперчувстви-

тельностью к ДНКазе или фрагменты метки H3K27Ac) или сайты связывания факторов транскрипции. 

Базу данных регуляции транскрипции генов (GTRD) [Yevshin et al., Nucleic Acids Res, 2017. 45(D1): p. 

D61-D67] дополнительно использовали для идентификации пиков иммунопреципитации хроматина и 

секвенирования ДНК (ChIP-seq), обеспечивая экспериментальное подтверждение сайтов связывания 

факторов транскрипции. В совокупности данная информация позволила авторам настоящего изобрете-

ния определить последовательности в идентифицированных выше областях с вероятной функциональ-

ной важностью в отношении экспрессии гена GRM6. 

Затем авторы настоящего изобретения выбрали три возможные энхансерные области 

[407En(hGRM6), 444En(hGRM6) и 770En(hGRM6)] и две возможные промоторные области 

[566P(hGRM6) и 454P(GRM6)] (фиг. 1 и табл. 1) согласно следующему обоснованию: 407En(hGRM6) 
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(от -13873 до -13467 отн. TLSS из гена GRM6) состоит из консервативной последовательности разме-

ром 300 п.о. между мышиным и человеческим геномами (заштрихована горизонтальными линиями на 

фиг. 1А). 770En(hGRM6) (от -14236 до -13467 отн. TLSS из гена GRM6) в дополнение к 407En(hGRM6) 

также содержит 3'-пики ChIP-seq и кластер с гиперчувствительностью к ДНКазе (от -13990 до -13816 

отн. TLSS из гена GRM6). 444En(hGRM6) (от -14033 до -13590 отн. TLSS из гена GRM6) представляет 

собой усеченный на 3'- и 5'-концах вариант 770En(hGRM6), содержащий только 3' и 5' пики ChiP-seq. 

При выравнивании последовательностей от -1000 до -1 (отн. TLSS) из гена GRM6 авторы настоя-

щего изобретения идентифицировали консервативную область размером 167 п.о. (от -425 до -259 отн. 

TLSS из гена GRM6) (фиг. 1B, заштрихована горизонтальными линиями на фиг. 1B). Включив эту кон-

сервативную последовательность авторы настоящего изобретения сконструировали два промотора: 

566P(hGRM6) (от -691 до -126 отн. TLSS из гена GRM6), дополнительно содержащий 5'-сайт начала транс-

крипции (TSS, -179 отн. TLSS из гена GRM6) и сигнальный 5'-пик метки H3K27Ac (от -656 до -405 отн. 

TLSS из гена GRM6), а также второй 3'-пик ChiP-Seq ERG. ERG известен как активатор, который взаи-

модействует с FLI1, содержащейся в 770En и 444En. Вторая выбранная промоторная последовательность 

454P(hGRM6) (от -453 до +1 отн. TLSS из гена GRM6) простирается дальше 5'-конца по сравнению с 

566P(hGRM6), включая TLSS и дополнительные потенциально регуляторные последовательности, рас-

положенные между TLSS и TSS, такие как пики ChiP-Seq TCF7L1 и MYC. 

Пять возможных комбинаций энхансерных и промоторных последовательностей (табл. 1), предше-

ствующих репортерному трансгену, клонировали между последовательностями ITR вектора на основе 

аденоассоциированного вируса (AAV), как подробно описано в приведенных ниже примерах с примене-

нием стандартных методов молекулярной биологии: 

Таблица 1 

Выбранные комбинации энхансер/промотор 

 

 
Пример 3. Оценка функционального промотора в сетчатке человека. 

Имея промотор, сконструированный для гена GRM6 человека в свете терапевтического применения 

у пациентов-людей, все промоторы оценивали в посмертных эксплантатах сетчатки человека. Для этого 

промоторы объединяли с трансгеном mCitrine и упаковывали в самокомплементарные (sc) капсиды AAV, 

в частности scAAV2(7m8) (Dalkara et al. Sci Transl Med 2013. 5: p. 189ra76). 

Примерно 5×10
6
 vg (векторных геномов) добавляли к стороне RGC культивируемых посмертных 

эксплантатов сетчатки человека в день 1, как подробно описано в [van Wyk, M., et al., Front Neurosci, 

2017. 11(161): p. 161.]. Сетчатки замораживали на 7-й день культивирования, когда была визуально за-

метна экспрессия трансгена из scAAV. Авторы настоящего изобретения окрашивали криосрезы в отно-

шении репортерного белка mCitrine и маркера OBC Goα, чтобы визуализировать локализацию экспрес-

сии и сравнить значения интенсивности экспрессии. До 85% OBC экспрессировали mCitrine в хорошо 

трансдуцированных участках (фиг. 9). Чтобы сравнить производительность с современным уровнем тех-

ники, промотор Lu 200En-mGluR500P (Lu et al. Gene Ther, 2016. 23: p. 680-9.) был также упакован в 

scAAV2 (7m8) и использован для трансдукции эксплантата сетчатки человека. Для каждого промотора 

культуры из трех глаз человека трансдуцировали конструкциями промоторов и криосрезы по всей сет-

чатке гистологически окрашивали и анализировали. Для контроля различий между экспериментами об-

работку и иммуногистохимический анализ проводили для всех образцов параллельно. Флуоресцентные 

изображения получали с помощью ZEISS LSM 880 с программным обеспечением Airyscan и ZEN 2.1. 

Микрофотографии, полученные посредством конфокальной микроскопии (z-стеки), были сделаны под 

20x объективом с идентичными настройками микроскопа. Для определения средней эффективности 

трансдукции определяли цитоплазматическую флуоресценцию Alexa488 (вторичное антитело к mCitrine) 

в трансдуцированных клеточных телах OBC [mCitrine(+) и Goα(+)]. В частности, произвольные значения 

флуоресценции в соматическом участке OBC диаметром 4,15 мкм определяли с применением функции 

яркость программного обеспечения Fiji для обработки изображений. Анализы изображений, включая 

количественную оценку флуоресценции и подсчет клеток, выполняли с помощью Fiji ulfils. (версия 2.0.0, 

https://fiji.sc/, Schindelin et al., Nat Methods, 2012. 9(7): p. 676-82). Для нормализации значение флуорес-

ценции каждой экспрессирующей OBC [mCitrine(+) и Goα(+)] делили на среднее значение фоновой флу-

оресценции, определенное посредством измерений в неэкспрессирующих OBC [mCitrine(-) и Goα(+)]. 

Как видно из фиг. 2, базальный промотор 566P опосредовал самую слабую экспрессию mCitrine в OBC, 

тогда как экспрессия под контролем 454P всегда была значительно интенсивнее, чем экспрессия под кон-

тролем промотора Lu 200En-mGluR500P, независимо от используемого энхансерного элемента. Поэтому 
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для всех последующих экспериментов был выбран 454P. 770En_454P(hGRM6) (F равняется 6,03 ± 1,53; 

среднее значение ± s.d.) и 407En_454P(hGRM6) (F равняется 5,65 ± 0,09; среднее значение ± s.d.) прояв-

ляли одинаковую эффективность и были значительно лучше, чем 200En-mGluR500P, полученный из 

мыши Lu (F равняется 4,49 ± 0,22; среднее значение ± s.d.), и поэтому оба были проанализированы более 

подробно. 

Пример 4. Значительно повышенная предпочтительность в отношении ON-биполярных клеток, 

представляющих собой колбочки, в эксплантатах сетчатки человека 

На следующей стадии срезы анализировали в отношении специфичности экспрессии типа клеток 

OBC. С этой целью срезы окрашивали с помощью антител к трансгену mCitrine, антител к повсеместно 

встречающимся маркерам OBC Gαo и специфического антитела к PKCα в биполярных клетках, пред-

ставляющих собой палочки. Клетки [mCitrine(+), PKCα(+), Gαo(+)] были четко идентифицированы как 

экспрессирующие ON-биполярные клетки, представляющие собой палочки (RBC), тогда как клетки 

[mCitrine(+), PKCα(-),Gαo(+)] были четко идентифицированы как экспрессирующие ON-биполярные 

клетки, представляющие собой колбочки (cOBC). Соответственно, клетки [mCitrine(-), PKCα(+)] были 

идентифицированы как неэкспрессирующие RBC, и клетки [mCitrine(-), PKCα(-), Gαo(+)] были опреде-

лены как неэкспрессирующие cOBC. Результаты, показанные на фиг. 3, ясно указывают, что как 

770En_454P(hGRM6), так и 407En_454P(hGRM6) опосредуют значительно более высокую экспрессию 

трансгена в cOBC по сравнению с 200En-mGluR500P. Меру предпочтительности в отношении cOBC 

(фиг. 3B) определяли посредством нормализации количества экспрессирующих cOBC и RBC к общему 

количеству cOBC и RBC в анализируемом участке сетчатки. Такая нормализация продемонстрировала, 

что 770En_454P(hGRM6) (предпочтительность в отношении cOBC составляет 49,5%) и 

407En_454P(hGRM6) (предпочтительность в отношении cOBC составляет 36,4%) обладают значительно 

повышенной способностью к управлению экспрессией в типе клеток cOBC по сравнению с 200En-

mGluR500P (предпочтительность в отношении cOBC составляет 16,3%). Следует особо отметить, что 

770En_454P(hGRM6) демонстрирует эквивалентную предпочтительность в отношении RBC и cOBC 

(~50% в каждом случае, фиг. 3B). 

Также с помощью scAAV2(7m8)-770En_454P(hGRM6)-mCitrine трансдуцировали макулы эксплан-

тированных сетчаток человека. Иммуномечение с помощью mCitrine, PKCα и Gαo ясно продемонстри-

ровало, что фовеа содержит только cOBC, и что 770En_454P(hGRM6) управляет экспрессией mCitrine 

практически во всех cOBC (фиг. 7). Способность эффективно управлять экспрессией трансгена в cOBC 

фовеа человека имеет большое значение для терапии человека, поскольку фовеа опосредует высокую 

остроту зрения и таким образом представляет собой первичную мишень для генной терапии сетчатки, 

восстанавливающей зрение, - фовеа содержит только cOBC. 

Пример 5. Специфичность 770En_454P(hGRM6) в отношении OBC по сравнению с 200En-

mGluR500P. 

Высокая предпочтительность в отношении OBC необходима, чтобы избежать нецелевых эффектов, 

таких как искаженная передача сигнала в сетчатке. Срезы сетчатки человека метили антителами к 

mCitrine (трансгену), Goα (общему маркеру OBC) и ядерным красителем DAPI для различения слоев 

клеток. Это позволяет идентифицировать тип экспрессирующих клеток: фоторецепторные клетки (PR, 

mCitrine(+), расположены во внешнем ядерном слое), OBC [mCitrine(+), Goα(+) и расположены во внут-

реннем ядерном слое], амакриновые клетки [AC, mCitrine(+),Goα(-) и расположены во внутреннем ядер-

ном слое] и ганглиозные клетки (GC, mCitrine(+), расположены в слое ганглиозных клеток). На фигуре 

4А четко показано, что новый промотор 770En_454P(hGRM6) характеризуется значительно повышенной 

предпочтительностью в отношении OBC (88,3 ± 7,8%) по сравнению с 200En-mGluR500P (70,1 ± 12,2%). 

Кроме того, нецелевая экспрессия под контролем 200En-mGluR500P в целом была выше, в частности в 

AC (16,9 ± 9,1%), по сравнению с новым промотором 770En_454P(hGRM6) (4,1 ± 3,2%). Последнее имеет 

особенное значение для оптогенетического восстановления зрения, когда нецелевая экспрессия искажает 

передачу сигнала в сетчатке. 

Пример 6. Оценка промотора в дегенерирующей сетчатке мыши. 

Важным для терапии сетчатки является доступность ткани для лечения. Это может быть сложной 

задачей при дегенеративном процессе с анатомическими, функциональными и транскрипционными из-

менениями. Авторы настоящего изобретения ранее показали, что мышиный промотор Kim 200En-SV40 

больше не функционирует в мышиной модели быстрой дегенерации rd1 (van Wyk et al. Front Neurosci 

2017. 11: p. 161). Таким образом, эффективность 770En_454P(hGRM6) [и для сравнения его мышиного 

аналога 200En-mGluR500P [Lu et al. Gene Ther 2016. 23 p: 680-689] тестировали в мышиной модели деге-

нерации rd1. Промоторы объединяли с оптогенетическим MWOPN_-mGluR6-IRES2-TurboFP635 (SEQ ID 

NO: 16, плазмидная карта на фиг. 8) трансгеном и упаковывали в ssAAV2(7m8) (Dalkara et al. Sci Transl 

Med 2013. 5: p. 189ra76). 3×10
9
 vg вводили посредством интравитреальной инъекции, как описано в (van 

Wyk et al. Front Neurosci 2017. 11: p. 161; van Wyk et al., PloS Biol 2015. 13: p. e1002143), в глаза мышей 

rd1 в возрасте 22 недель на поздней стадии дегенерации. Через 4 недели после инъекций мышей подвер-

гали эвтаназии и извлекали сетчатки для иммуногистохимического анализа, как описано ранее [van Wyk, 
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M., et al., Front Neurosci, 2017. 11(161): p. 161 ;van Wyk et al., PloS Biol 2015. 13: p. e1002143]. Авторы 

настоящего изобретения помечали срезы антителом к трансгену TurboFP635, антителом к OBC-

специфическому маркеру Goα и ядерным красителем DAPI. В отличие от 200En-SV40, 

770En_454P(hGRM6), а также 200En-mGluR500P, полученный из гена Grm6 мышей Lu, функционирова-

ли в OBC сетчатки rd1 (фиг. 5). Однако 200En-mGluR500P приводил к экспрессии только в ограничен-

ных областях сетчатки, как в качестве примера показано на фигуре 5A, тогда как 770En_454P(hGRM6) 

приводил к гораздо более обширной и широко распространенной трансдукции дегенерирующей сетчатки 

(фиг. 5B), вероятно вследствие его повышенной интенсивности экспрессии, которая преодолевает порог 

экспрессии, если имеет место некоторое подавление Grm6 . Чтобы проанализировать специфичность и 

эффективность экспрессии трансгена (mCitrine), управляемой промотором 770En_454P(hGRM6) в деге-

нерирующей сетчатке, авторы настоящего изобретения осуществляли инъекции еще 9 мышам rd1 в еще 

более поздние временные точки (в возрасте 29-33 недель). Через 4 недели животных подвергали эвтана-

зии, глаза замораживали и делали срезы. Криосрезы снова метили антителами к mCitrine и Goα и анали-

зировали под конфокальным микроскопом. Даже в данном случае, в этих полностью дегенерированных 

сетчатках ~67% всех клеток, экспрессирующих трансген [mCitrine (+), Goα (-)], представляли собой OBC 

[mCitrine (+), Goα (+)]. Аналогичным образом, ~55% всех OBC [mCitrine (-), Goα (+)] экспрессировали 

трансген [mCitrine (+), Goα (+)] (фиг. 5D). Широко распространенная и специфическая экспрессия тера-

певтического трансгена в дегенерирующей сетчатке имеет фундаментальное значение для эффективной 

генной терапии. 

Пример 7. Оптогенетическая генная терапия и восстановление зрения у мышей rd1. 

Чтобы увидеть, поддерживают ли благоприятные свойства 770En_454P(hGRM6) функциональное 

оптогенетическое восстановление зрения, нацеленное на OBC, авторы настоящего изобретения проводи-

ли доказательный эксперимент с мышиной моделью дегенерации rd1. Авторы настоящего изобретения 

путем инъекции билатерально вводили 3×10
9
 vg ssAAV(7m8)-770En_454P(hGRM6)-MWOPN_mGluR6-

IRES2-TurboFP635-WPRE-BGHpA (плазмидная карта, фиг. 8) трем мышам rd1, полностью лишенным 

фоторецепторов, в возрасте 22 недель. MWOPN_mGluR6 (SEQ ID NO 16) представляет собой химерный 

белок, полученный из опсина из мышиных колбочек, чувствительного к средней длине волны (MWOPN), 

и мышиного mGluR6, который функционирует аналогично Opto-mGluR6, опосредуя активность OBC, и, 

исходя из этого, восстановление зрения (van Wyk et al., PloS Biol 2015. 13: p. e1002143). Авторы настоя-

щего изобретения измеряли остроту зрения посредством выявления оптомоторных ответов (OMR) (со-

гласно [Prusky et al., Invest Ophthalmol Vis Sci, 2004. 45(12): p. 4611-6.]) в разные временные точки (дни 

41, 47, 55, 82 и 112) после введения в автоматизированный виртуальный барабан OptoDrum (Striatech), 

содержащий небольшую камеру (54×54×30 см) с четырьмя экранами (Full-HD IPS-панели с диагональю 

23,8"), окружающими платформу, на которой может быть размещено животное. Яркость экранов дово-

дили до 250 кд/м², а дно и верх камеры закрывали зеркалами. С помощью компактной камеры для техни-

ческой съемки (IR-чувствительный CMOS-датчик размером 1/3" с глобальным затвором и широкоуголь-

ным объективом, F1,6) отслеживали движения головы мышей сверху, при этом на экране на разных про-

странственных частотах отображался вращающийся паттерн из черных и белых несинусоидальных вер-

тикальных полос. С помощью программного обеспечения Optodrum анализировали записанные движе-

ния головы и контролировали толщину, контрастность и скорость применяемых стимулов. Скорость 

движущихся полос была установлена на 12°/с, а контрастность на 100%. Как показано на фигуре 6, меди-

анную остроту зрения каждой мыши определяли на основе всех измеренных значений остроты зрения в 

различных испытаниях. Медианная острота зрения обработанных мышей составляла 0,29 ± 0,03 циклов/° 

(n равняется 3, ± s.d., P равняется 0,0048), что значительно лучше, чем у контрольных мышей rd1 без 

инъекций с 0,15 ± 0,06 циклов/° (n равняется 7, P равняется 194 или больше), но все же хуже, чем у мыши 

C57BL/6 для положительного контроля с нормальным зрением, которая характеризовалась средней ост-

ротой зрения 0,43 ± 0,05 циклов/° (n равняется 10, s.d., P равняется 0,0006). Однако оптогенетическое 

средство терапии, нацеливающееся на OBC, привело к заметному улучшению оптомоторного ответа. В 

совокупности результаты доказывают, что 770En_454P(hGRM6) удовлетворяет всем требованиям для 

генной терапии человека, нацеливающейся на OBC, представляя собой короткий (1243 п.о.) промотор на 

основе человеческого гена, который при дегенерации по-прежнему является высокоэффективным и спе-

цифическим в отношении OBC, включая cOBC. 

Материалы и способы. 

Анализы биоактивности. 

Анализы биоактивности описаны в приведенных выше разделах примеров. Культивирование и 

трансдукция эксплантатов сетчатки человека с помощью AAV, а также интравитреальная инъекция AAV 

в глаза мышей и последующая иммуногистохимическая обработка замороженных срезов сетчатки под-

робно описаны в другом месте [van Wyk, M., et al., Front Neurosci, 2017. 11(161): p. 161.]. 

Определение специфичности в отношении ON-биполярных клеток, представляющих собой колбочки. 

С этой целью криосрезы сетчатки три раза обрабатывали антителами к трансгену mCitrine 

(Invitrogen, A11122, 1:500), антителами к повсеместно встречающемуся маркеру OBC Gαo (EMD, 
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MAB3073, 1:750) и специфическим в отношении RBC антителом к PKCα (Santa Cruz, sc8393, 1:750). 

Клетки [mCitrine(+), PKCα(+), Gαo(+)] были четко идентифицированы как экспрессирующие RBC, тогда 

как клетки [mCitrine(+), PKCα(-),Gαo(+)] были четко идентифицированы как экспрессирующие cOBC. 

Предпочтительность в отношении типа OBC, как изображено на фиг. 3A, определяли по соотношениям 

экспрессирующих cOBC и всех OBC [mCitrine(+), PKCα(-), Gαo(+)]/[Gαo(+)] и предпочтительность в 

отношении типа RBC определяли по соотношению экспрессирующих RBC и всех OBC [mCitrine(+), 

PKCα(+), Gαo(+)]/[Gαo(+)]. Чтобы получить меру предпочтительности экспрессии в cOBC, другими 

словами, вероятность того, что экспрессия в cOBC происходит, авторы настоящего изобретения опреде-

ляли соотношение количества экспрессирующих cOBC и RBC соответственно и количества cOBC и RBC 

в данном конкретном анализируемом участке сетчатки. Эта нормализация была возможной, поскольку 

клетки [mCitrine(-), PKCα(+),Gαo(+)] можно четко идентифицировать как неэкспрессирующие RBC, а 

клетки [mCitrine(-), PKCα(-), Gαo(+)] как неэкспрессирующие cOBC. Таким образом, соотношение 

[mCitrine(+), PKCα(+), Gαo13(+)]/[mCitrine(-), PKCα(+),Gαo(+)] представляет собой процент трансдуци-

рованных и экспрессирующих RBC, тогда как соотношение [mCitrine(+), PKCα(-),Gαo(+)]/[mCitrine(-), 

PKCα(-), Gαo(+)] представляет собой процент трансдуцированных и экспрессирующих cOBC в соответ-

ствующем анализируемом участке сетчатки. Поэтому результирующие проценты, показанные на фиг. 

3B, указывают на вероятность того, что cOBC является трансдуцированной. 

Программное обеспечение, использованное для молекулярной инженерии. 

Авторы настоящего изобретения использовали геномный браузер Института геномики Калифор-

нийского университета в Санта-Круз (геномный браузер, https://genome.ucsc.edu/) [Kent et al., Genome 

Res, 2002. 12(6): p. 996-1006; Kuhn et al., Brief Bioinform, 2013. 14(2): p. 144-61] для изучения геномных 

последовательностей промоторов и аннотаций генома. 

Для идентификации факторов транскрипции и сайтов связывания факторов транскрипции, которые, 

вероятно, участвуют в регуляции экспрессии генов, контролируемой новыми промоторами на основе 

GRM6, авторы настоящего изобретения использовали данные ChIP-seq из базы данных регуляции транс-

крипции генов (GTRD, gtrd.biouml.org/) [Yevshin et al., Nucleic Acids Res, 2017. 45(D1): p. D61-D67]. 

Плазмидные карты создавали с помощью программного обеспечения Vector NTI Advance (версии 

11.5.2). 

Антитела. 

Таблица 3 

Антитела, использованные для иммуногистохимического анализа 
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Аппаратное и программное обеспечение для визуализации посредством конфокальной микроскопии. 

ZEISS LSM 880 с детектором Airyscan и программным обеспечением ZEN 2.1 использовали для по-

лучения изображений посредством конфокальной микроскопии с 20x или 40x объективом. Изображения 

обрабатывали и оценивали в Fiji [Schindelin et al., Nat Methods, 2012. 9(7): p. 676-82.]. Плагин счетчика 

клеток использовали для подсчета клеток и стандартные инструменты Fiji использовали для обработки 

изображений. Плагин Stitch [Preibisch et al., Bioinformatics, 2009. 25(11): p. 1463-5.] использовали в случа-

ях, когда Fiji не удавалось автоматически объединить расположенные рядом изображения, полученные 

посредством сканирования. 

Статистические анализы. 

Если не указано иное, значения сравнивали с помощью двустороннего t-критерия Стьюдента и при-

водили средние значения ± стандартное отклонение для биологических образцов на протяжении всей 

данной работы. Уровни значимости обозначены звездочками: * означает, что P равняется 0,05 или мень-

ше, ** означает, что P равняется 0,01 или меньше, и *** означает, что P равняется 0,001 или меньше. 

Другие способы. 

Остальные способы, не описанные выше и в примерах 1 и 2, можно найти в [van Wyk, M., et al., 

Front Neurosci, 2017. 11(161): p. 161.]. 
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Последовательности. 

Таблица 4 

Последовательности, использованные в данном исследовании 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты длиной от 850 пар оснований (п.о.) до 1500 п.о., 

содержащая: 

a) элемент энхансерной последовательности, выбранный из SEQ ID NO 1-3, и 

b) элемент промоторной последовательности под SEQ ID NO 7. 

2. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты длиной от 850 пар оснований (п.о.) до 1500 п.о., со-

держащая: 

a) элемент энхансерной последовательности, который на по меньшей мере 70% (или больше) иден-

тичен последовательности, выбранной из SEQ ID NO 1-3, и 

b) элемент промоторной последовательности, который на 70% или больше идентичен последова-

тельности под SEQ ID NO 7, 

и при этом указанная выделенная молекула нуклеиновой кислоты характеризуется специфичностью 

к ON-биполярным клеткам, представляющим собой колбочки, составляющей 40% или больше, характер-

ной для последовательности под SEQ ID NO 13, и предпочтительностью в отношении ON-биполярных 

клеток, представляющих собой колбочки, составляющей 20% или больше. 

3. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты по п.2, где элемент энхансерной последовательности 

на 75% или больше, на 80% или больше, более конкретно на 85% или больше, более конкретно на 90% 

или больше, более конкретно на 95% или больше, еще более конкретно на 98% или больше, наиболее 

конкретно на 100% идентичен последовательности, выбранной из SEQ ID NO 1-3. 

4. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты по п.2, где элемент промоторной последовательно-

сти на 75% или больше, более конкретно на 80% или больше, более конкретно на 85% или больше, более 

конкретно на 90% или больше, более конкретно на 95% или больше, еще более конкретно на 98% или 
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больше, наиболее конкретно на 100% идентичен последовательности под SEQ ID NO 7. 

5. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты по п.2, где указанная выделенная молекула нуклеи-

новой кислоты характеризуется специфичностью к ON-биполярным клеткам, представляющим собой 

колбочки, составляющей 50% или больше, более конкретно 60% или больше, еще более конкретно 70% 

или больше, более конкретно 80% или больше, еще более конкретно 90% или больше, наиболее конкрет-

но 100%, характерной для последовательности под SEQ ID NO 13. 

6. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты по п.2, где указанная выделенная молекула нуклеи-

новой кислоты характеризуется предпочтительностью в отношении ON-биполярных клеток, представ-

ляющих собой колбочки, составляющей 25% или больше, более конкретно 30% или больше, еще более 

конкретно 35% или больше, более конкретно 40% или больше, наиболее конкретно 50% или больше. 

7. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты по любому из пп.1-6, где выделенная молекула со-

стоит из одного и только одного из указанных элементов энхансерной последовательности, одного и 

только одного из указанных элементов промоторной последовательности и необязательно спейсера, от-

деляющего элемент энхансерной последовательности от элемента промоторной последовательности. 

8. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты по любому из предыдущих пунктов, содержащая по-

следовательность, выбранную из SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 13 и SEQ ID NO 15, или состоящая из нее, 

или содержащая последовательность, характеризующуюся 98% или большей идентичностью с последо-

вательностью, выбранной из SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 13 и SEQ ID NO 15, или состоящая из нее. 

9. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты по любому из предыдущих пунктов, содержащая по-

следовательность под SEQ ID NO 11 или под SEQ ID NO 13 или состоящая из нее, или содержащая по-

следовательность, характеризующуюся 98% или большей идентичностью с SEQ ID NO 11 или SEQ ID 

NO 13, или состоящая из нее, в частности, содержащая последовательность под SEQ ID NO 13 или со-

стоящая из нее, или содержащая последовательность, характеризующуюся 98% или большей идентично-

стью с SEQ ID NO 13, или состоящая из нее. 

10. Вектор экспрессии нуклеиновой кислоты, содержащий молекулу нуклеиновой кислоты по лю-

бому из предыдущих пунктов. 

11. Вектор экспрессии нуклеиновой кислоты по п.10, где вектор экспрессии нуклеиновой кислоты 

представляет собой вектор на основе аденоассоциированного вируса или рекомбинантный вектор на ос-

нове аденоассоциированного вируса (rAAV), в частности, где вектор экспрессии нуклеиновой кислоты 

представляет собой рекомбинантный вектор на основе AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, 

AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 или AAV12, более конкретно, где вектор экспрессии нуклеиновой 

кислоты представляет собой рекомбинантный вектор на основе AAV2. 

12. Вектор экспрессии нуклеиновой кислоты по п.10 или 11, дополнительно содержащий: 

a) последовательность, кодирующую капсидный белок, и 

b) трансген. 

13. Вектор экспрессии нуклеиновой кислоты по п.12, где трансген содержит последовательность 

под SEQ ID NO 16. 

14. Вирионная частица аденоассоциированного вируса, содержащая выделенную молекулу нуклеи-

новой кислоты по любому из пп.1-9 или вектор экспрессии нуклеиновой кислоты по любому из пп.10-13. 

15. Применение выделенной молекулы нуклеиновой кислоты по любому из пп.1-9, вектора экс-

прессии нуклеиновой кислоты по любому из пп.10-13 или вирионной частицы аденоассоциированного 

вируса по п.14 в качестве лекарственного препарата. 

16. Применение выделенной молекулы нуклеиновой кислоты по любому из пп.1-9, вектора экс-

прессии нуклеиновой кислоты по любому из пп.10-13 или вирионной частицы аденоассоциированного 

вируса по п.14 для лечения врожденной стационарной ночной слепоты (CSBN1), палочко-колбочковой и 

колбочко-палочковой дистрофий, пигментного ретинита или макулярной дегенерации. 

17. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты по любому из пп.1-9, вектор экспрессии нуклеино-

вой кислоты по любому из пп.10-13 или вирионная частица аденоассоциированного вируса по п.14, где 

указанные выделенную молекулу нуклеиновой кислоты, вектор экспрессии или вирионную частицу вво-

дят посредством: 

a) интравитреального введения, 

b) интравитреальной инъекции, или 

c) субретинальной инъекции. 
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