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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Заявка на данное изобретение испрашивает приоритет по предварительной заявке на патент США 

№ 62/689660, поданной 25 июня 2018 г.; полное содержание которой включено в данный документ по-

средством ссылки. 

Область техники 

Настоящее описание в целом относится к применению нуклеиновых кислот для лечения потери 

слуха, потери зрения или того и другого у субъекта-человека. 

Уровень техники 

Существующие способы лечения потери слуха заключаются в основном в усилении слуха при лег-

кой и тяжелой потере слуха и кохлеарной имплантации при тяжелой или глубокой потере слуха; тем не 

менее существует давно назревшая потребность в агентах и способах предотвращения или регресса син-

дромальной глухоты. 

Потеря слуха может быть кондуктивной (возникающей в слуховом проходе или среднем ухе), ней-

росенсорной (возникающей во внутреннем ухе или слуховом нерве) или смешанной. Большинство форм 

синдромальной глухоты связаны с необратимой потерей слуха, вызванной повреждением структур внут-

реннего уха (нейросенсорная глухота), хотя некоторые формы могут включать изменения в среднем ухе 

(кондуктивная потеря слуха). Подавляющее большинство случаев нейросенсорной потери слуха челове-

ка вызвано патологическими изменениями в волосковых клетках кортиева органа в улитке (недостаточ-

ная функция волосковых клеток). Волосковые клетки могут быть атипичными при рождении или могут 

быть повреждены в течение жизни человека (например, в результате шумовой травмы или  

инфекции). 

Сущность изобретения 

Настоящее изобретение относится к композиции, содержащей по меньшей мере два разных вектора 

нуклеиновых кислот, причем каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит кодирующую 

последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, может быть использована для созда-

ния последовательности, кодирующей активный белок CLRN1 (например, полноразмерный белок 

CLRN1) в клетке млекопитающего, и таким образом лечить CLRN1-ассоциированную потерю слуха 

и/или потерю зрения у субъекта, нуждающегося в этом. Данное изобретение также относится к компози-

циям, содержащим один вектор нуклеиновой кислоты, который содержит кодирующую последователь-

ность для первой и/или второй изоформы белка CLRN1. 

В данном документе предложены композиции, содержащие по меньшей мере два разных вектора 

нуклеиновых кислот, в которых каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит кодирую-

щую последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, причем каждая из кодируемых 

частей имеет длину по меньшей мере в 30 аминокислотных остатков, при этом аминокислотная последо-

вательность каждой из кодируемых частей может необязательно частично перекрываться с аминокис-

лотной последовательностью другой кодируемой части; ни один вектор по меньшей мере из двух разных 

векторов не кодирует полноразмерный белок CLRN1; по меньшей мере одна из кодирующих последова-

тельностей содержит нуклеотидную последовательность, охватывающую два последовательных экзона 

геномной ДНК CLRN1 и не имеющую последовательность интрона между двумя последовательными 

экзонами; и при введении в клетку млекопитающего по меньшей мере два разных вектора подвергаются 

гомологичной рекомбинации друг с другом, тем самым образуя рекомбинированную нуклеиновую ки-

слоту, которая кодирует полноразмерный белок CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой 

из представленных в данном документе композиций каждый по меньшей мере из двух разных векторов 

содержит кодирующую последовательность, которая кодирует другую часть первой изоформы белка 

CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе компози-

ций первая изоформа белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 95% 

идентична SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном 

документе композиций первая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах 

осуществления любой из представленных в данном документе композиций первая изоформа белка 

CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в 

данном документе композиций один по меньшей мере из двух разных векторов нуклеиновых кислот до-

полнительно содержит последовательность, которая кодирует вторую изоформу белка CLRN1. В некото-

рых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций вторая изо-

форма белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 95% идентична  

SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций вторая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществ-

ления любой из представленных в данном документе композиций вторая изоформа белка CLRN1 состоит 

из SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит кодирующую последователь-

ность, которая кодирует другую часть второй изоформы белка CLRN1. В некоторых вариантах осущест-

вления любой из представленных в данном документе композиций вторая изоформа белка CLRN1 со-

держит последовательность, которая по меньшей мере на 95% идентична SEQ ID NO: 5. В некоторых 
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вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций вторая изоформа 

белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных 

в данном документе композиций вторая изоформа белка CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 5. В некоторых 

вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций один по меньшей 

мере из двух разных векторов нуклеиновых кислот дополнительно содержит последовательность, кото-

рая кодирует вторую изоформу белка CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из пред-

ставленных в данном документе композиций первая изоформа белка CLRN1 содержит последователь-

ность, которая по меньшей мере на 95% идентична SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления 

любой из представленных в данном документе композиций первая изоформа белка CLRN1 содержит 

SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций первая изоформа белка CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 3. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

по меньшей мере один по меньшей мере из двух разных векторов содержит 5'-нетранслируемую область 

(UTR), 3'-UTR или обе. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном до-

кументе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 10 смежных нуклеотидов в любом месте  

SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций  

5'-UTR содержит по меньшей мере 50 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых 

вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 5'-UTR содержит 

по меньшей мере 80 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осу-

ществления любой из представленных в данном документе композиций 5'-UTR содержит последователь-

ность, которая по меньшей мере на 80% идентична SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществле-

ния любой из описанных в данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 10 смеж-

ных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из опи-

санных в данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов в 

любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном 

документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 50 смежных нуклеотидов в любом месте  

SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 80 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций  

3'-UTR содержит последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична SEQ ID NO: 15. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций, 

каждый по меньшей мере из двух разных векторов представляет собой плазмиду, транспозон, космиду, 

искусственную хромосому или вирусный вектор. В некоторых вариантах осуществления любой из пред-

ставленных в данном документе композиций каждый по меньшей мере из двух разных векторов пред-

ставляет собой искусственную хромосому человека (НАС), искусственную хромосому дрожжей (YAC), 

искусственную бактериальную хромосому (ВАС) или искусственную хромосому на основе бактериофага 

Р1 (РАС). В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе компо-

зиций каждый по меньшей мере из двух разных векторов представляет собой вирусный вектор, выбран-

ный из вектора на основе аденоассоциированного вируса (AAV), аденовирусного вектора, лентивирусно-

го вектора или ретровирусного вектора. В некоторых вариантах осуществления любой из представлен-

ных в данном документе композиций, каждый по меньшей мере из двух разных векторов представляет 

собой вектор на основе AAV. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

аминокислотная последовательность ни одной из кодируемых частей не перекрывается с аминокислот-

ной последовательностью другой кодируемой части. В некоторых вариантах осуществления любой из 

представленных в данном документе композиций аминокислотная последовательность ни одной из ко-

дируемых частей частично не перекрывается с аминокислотной последовательностью другой кодируе-

мой части. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе компо-

зиций перекрывающаяся аминокислотная последовательность имеет длину от около 30 аминокислотных 

остатков до около 202 аминокислотных остатков. В некоторых вариантах осуществления любой из пред-

ставленных в данном документе композиций векторы содержат два разных вектора, каждый из которых 

содержит другой сегмент интрона, причем интрон содержит нуклеотидную последовательность интрона, 

который присутствует в геномной ДНК CLRN1, и где два разных интронных сегмента перекрываются в 

последовательности длиной по меньшей мере 100 нуклеотидов. В некоторых вариантах осуществления 

любой из представленных в данном документе композиций два разных интронных сегмента перекрыва-

ются в последовательности длиной от 100 до около 800 нуклеотидов. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

полная нуклеотидная последовательность каждого по меньшей мере из двух разных векторов имеет дли-

ну от около 500 до около 10000 нуклеотидов. В некоторых вариантах осуществления любой из представ-

ленных в данном документе композиций полная нуклеотидная последовательность каждого по меньшей 
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мере из двух разных векторов имеет длину от 500 до 5000 нуклеотидов. В некоторых вариантах осущест-

вления любой из представленных в данном документе композиций количество разных векторов в компо-

зиции равно двум. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций первый из двух разных векторов содержит кодирующую последовательность, которая коди-

рует N-концевую часть белка CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных 

в данном документе композиций длина N-концевой части белка CLRN1 составляет от 30 до 202 амино-

кислот. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе компози-

ций длина N-концевой части белка CLRN1 составляет от 60 до 170 аминокислот. В некоторых вариантах 

осуществления любой из представленных в данном документе композиций первый вектор дополнитель-

но содержит последовательность 5'-UTR. В некоторых вариантах осуществления любой из представлен-

ных в данном документе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 10 смежных нуклеотидов в лю-

бом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном 

документе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ 

ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе компо-

зиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 50 смежных нуклеотидов в любом месте  

SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 80 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций  

5'-UTR содержит последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична SEQ ID NO: 12. В 

некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций первый 

вектор дополнительно содержит одно или оба из промотора и последовательности Козак. В некоторых 

вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций первый вектор со-

держит промотор, который является индуцибельным промотором, конститутивным промотором или тка-

неспецифичным промотором. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном 

документе композиций второй из двух разных векторов содержит кодирующую последовательность, ко-

торая кодирует С-концевую часть белка CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из пред-

ставленных в данном документе композиций длина С-концевой части белка CLRN1 составляет от 30 до 

202 аминокислот. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций длина С-концевой части белка CLRN1 составляет от 60 до 170 аминокислот. В некоторых 

вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций второй вектор до-

полнительно содержит сигнальную последовательность полиаденилирования. В некоторых вариантах 

осуществления любой из представленных в данном документе композиций второй вектор дополнительно 

содержит последовательность 3'-UTR. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных 

в данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 10 смежных нуклеотидов в любом 

месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном доку-

менте композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов в любом месте  

SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 50 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций  

3'-UTR содержит по меньшей мере 80 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых 

вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 3'-UTR содержит 

последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична SEQ ID NO: 15. 

В данном документе также представлены композиции, которые содержат один вектор нуклеиновой 

кислоты, где вектор содержит одну или обе из (i) первой кодирующей последовательности, кодирующей 

первую изоформу белка CLRN1, и (ii) второй кодирующей последовательности, кодирующей вторую 

изоформу белка CLRN1, где одна или обе из первой и второй кодирующих последовательностей содер-

жат нуклеотидную последовательность, охватывающую два последовательных экзона геномной ДНК 

CLRN1, и не имеют интронной последовательности между двумя последовательными экзонами. В неко-

торых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций один вектор 

нуклеиновой кислоты содержит первую кодирующую последовательность и не содержит вторую коди-

рующую последовательность. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в дан-

ном документе композиций один вектор нуклеиновой кислоты содержит вторую кодирующую последо-

вательность, а не первую кодирующую последовательность. В некоторых вариантах осуществления лю-

бой из представленных в данном документе композиций один вектор нуклеиновой кислоты содержит как 

первую кодирующую последовательность, так и вторую кодирующую последовательность. В некоторых 

вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций первая изоформа 

белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 95% идентична SEQ ID NO: 3. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций пер-

вая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из 

представленных в данном документе композиций первая изоформа белка CLRN1 состоит из  

SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций вторая изоформа белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 
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95% идентична SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в дан-

ном документе композиций вторая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 5. В некоторых вари-

антах осуществления любой из представленных в данном документе композиций вторая изоформа белка 

CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 5. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

один вектор нуклеиновой кислоты дополнительно содержит 5'-нетранслируемую область (UTR), 3'-UTR 

или обе. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе компози-

ций 5'-UTR содержит по меньшей мере 10 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. В неко-

торых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 5'-UTR со-

держит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых вариан-

тах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 5'-UTR содержит по 

меньшей мере 50 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осущест-

вления любой из представленных в данном документе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 80 

смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из 

представленных в данном документе композиций 5'-UTR содержит последовательность, которая по 

меньшей мере на 80% идентична SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из пред-

ставленных в данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 10 смежных нуклеоти-

дов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в 

данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов в любом 

месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном доку-

менте композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 50 смежных нуклеотидов в любом месте  

SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 80 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций  

3'-UTR содержит последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична SEQ ID NO: 15. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

один вектор нуклеиновой кислоты представляет собой плазмиду, транспозон, космиду, искусственную 

хромосому или вирусный вектор. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в 

данном документе композиций один вектор нуклеиновой кислоты представляет собой искусственную 

хромосому человека (НАС), искусственную хромосому дрожжей (YAC), бактериальную искусственную 

хромосому (ВАС) или искусственную хромосому на основе Р1 (РАС). В некоторых вариантах осуществ-

ления любой из представленных в данном документе композиций один вектор нуклеиновой кислоты 

представляет собой вирусный вектор, выбранный из вектора на основе аденоассоциированного вируса 

(AAV), аденовирусного вектора, лентивирусного вектора или ретровирусного вектора. В некоторых ва-

риантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций один вектор нуклеи-

новой кислоты представляет собой вектор на основе AAV. В некоторых вариантах осуществления любой 

из представленных в данном документе композиций один вектор нуклеиновой кислоты дополнительно 

содержит одно или оба из промотора и последовательности Козак. В некоторых вариантах осуществле-

ния любой из представленных в данном документе композиций первый вектор содержит промотор, ко-

торый является индуцибельным промотором, конститутивным промотором или тканеспецифичным про-

мотором. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе компо-

зиций один вектор нуклеиновой кислоты дополнительно содержит сигнальную последовательность по-

лиаденилирования. Некоторые варианты осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций дополнительно содержат фармацевтически приемлемый эксципиент. 

В данном документе также предложены наборы, которые содержат любую из представленных в 

данном документе композиций. Некоторые варианты осуществления любого из представленных в дан-

ном документе наборов дополнительно содержат предварительно заполненный шприц, включающий или 

содержащий любую из описанных в данном документе композиций. 

В данном документе также предложены способы, которые включают введение в улитку млекопи-

тающего терапевтически эффективного количества любой из представленных в данном документе ком-

позиций. В некоторых вариантах осуществления любого из представленных в данном документе спосо-

бов млекопитающее представляет собой человека. В некоторых вариантах осуществления любого из 

представленных в данном документе способов ранее было идентифицировано, что млекопитающее имеет 

дефектный ген CLRN1. 

В данном документе также предложены способы увеличения экспрессии полноразмерного белка 

CLRN1 в клетке млекопитающего, которые включают введение любой из представленных в данном до-

кументе композиций в клетку млекопитающего. В некоторых вариантах осуществления любого из пред-

ставленных в данном документе способов клетка млекопитающего представляет собой внутреннюю во-

лосковую клетку улитки или наружную волосковую клетку улитки. В некоторых вариантах осуществле-

ния любого из представленных в данном документе способов клетка млекопитающего представляет со-

бой клетку сетчатки. В некоторых вариантах осуществления любого из представленных в данном доку-

менте способов клетка млекопитающего представляет собой клетку человека. В некоторых вариантах 
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осуществления любого из представленных в данном документе способов ранее было определено, что 

клетка млекопитающего имеет дефектный ген CLRN1. 

В данном документе также предложены способы увеличения экспрессии полноразмерного белка 

CLRN1 во внутренней волосковой клетке, наружной волосковой клетке, или в обеих в улитке млекопи-

тающего, которые включают введение в улитку млекопитающего терапевтически эффективного количе-

ства любой из представленных в данном документе композиций. В данном документе также представле-

ны способы увеличения экспрессии полноразмерного белка CLRN1 в глазу млекопитающего, которые 

включают внутриглазное введение в глаз млекопитающего терапевтически эффективного количества 

любой из представленных в данном документе композиций. В некоторых вариантах осуществления лю-

бого из представленных в данном документе способов ранее было идентифицировано, что млекопитаю-

щее имеет дефектный ген CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любого из представленных в 

данном документе способов млекопитающее представляет собой человека. 

В данном документе также представлены способы лечения потери слуха у субъекта, у которого 

идентифицирован дефектный ген CLRN1, которые включают введение терапевтически эффективного 

количества любой из представленных в данном документе композиций в улитку субъекта. В данном до-

кументе также представлены способы лечения потери зрения у субъекта, у которого идентифицирован 

дефектный ген CLRN1, которые включают введение терапевтически эффективного количества любой из 

представленных в данном документе композиций в глаз субъекта. В некоторых вариантах осуществления 

любого из представленных в данном документе способов субъект имеет синдром Ушера типа III. В неко-

торых вариантах осуществления любого из представленных в данном документе способов субъект пред-

ставляет собой человека. Некоторые варианты осуществления любого из представленных в данном до-

кументе способов дополнительно включают, до стадии введения, определение того, что субъект имеет 

дефектный ген CLRN1. 

Также в данном документе представлены композиции, которые содержат два разных вектора нук-

леиновых кислот, где первый вектор нуклеиновой кислоты из двух разных векторов нуклеиновых кислот 

содержит промотор, первую кодирующую последовательность, которая кодирует N-концевую часть бел-

ка CLRN1, расположенную на 3'-конце промотора и последовательность донора сплайсинга, располо-

женную на 3'-конце первой кодирующей последовательности; и второй вектор нуклеиновой кислоты из 

двух разных векторов нуклеиновых кислот содержит последовательность акцептора сплайсинга, вторую 

кодирующую последовательность, которая кодирует С-концевую часть белка CLRN1, расположенную на 

3'-конце последовательности акцептора сплайсинга, и сигнальную последовательность полиаденилиро-

вания на 3'-конце второй кодирующей последовательности; при этом каждая из кодируемых частей име-

ет длину по меньшей мере 30 аминокислотных остатков, причем аминокислотные последовательности 

двух кодируемых частей не перекрываются друг с другом; при этом ни один из двух разных векторов не 

кодирует полноразмерный белок CLRN1; и при введении в клетку млекопитающего происходит сплай-

синг между последовательностью донора сплайсинга и последовательностью акцептора сплайсинга, тем 

самым образуя рекомбинированную нуклеиновую кислоту, которая кодирует полноразмерный белок 

CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе компози-

ций первая кодирующая последовательность кодирует N-концевую часть первой изоформы белка 

CLRN1, а вторая кодирующая последовательность кодирует С-концевую часть первой изоформы белка 

CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе компози-

ций первая изоформа белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 95% 

идентична SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном 

документе композиций первая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах 

осуществления любой из представленных в данном документе композиций первая изоформа белка 

CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в 

данном документе композиций первый вектор нуклеиновой кислоты из двух разных векторов нуклеино-

вой кислоты дополнительно содержит последовательность, которая кодирует вторую изоформу белка 

CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе компози-

ций вторая изоформа белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 95% 

идентична SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном 

документе композиций вторая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах 

осуществления любой из представленных в данном документе композиций вторая изоформа белка 

CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 5. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

первая кодирующая последовательность кодирует N-концевую часть второй изоформы белка CLRN1, а 

вторая кодирующая последовательность кодирует С-концевую часть второй изоформы белка CLRN1. В 

некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций вторая 

изоформа белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 95% идентична  

SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций вторая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществ-

ления любой из представленных в данном документе композиций вторая изоформа белка CLRN1 состоит 



045887 

- 6 - 

из SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций первый вектор нуклеиновой кислоты или второй вектор нуклеиновой кислоты дополнитель-

но содержит последовательность, которая кодирует первую изоформу белка CLRN1. В некоторых вари-

антах осуществления любой из представленных в данном документе композиций первая изоформа белка 

CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 95% идентична SEQ ID NO: 3. В не-

которых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций первая 

изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из пред-

ставленных в данном документе композиций первая изоформа белка CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 3. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

одно или оба из первого вектора нуклеиновой кислоты и второго вектора нуклеиновой кислоты содержат 

5'-нетранслируемую область (UTR), 3'-UTR или обе. В некоторых вариантах осуществления любой из 

представленных в данном документе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 10 смежных нук-

леотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из представлен-

ных в данном документе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов в лю-

бом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном 

документе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 50 смежных нуклеотидов в любом месте  

SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 80 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций  

5'-UTR содержит последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична SEQ ID NO: 12. В 

некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 3'-UTR 

содержит по меньшей мере 10 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вари-

антах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 3'-UTR содержит по 

меньшей мере 20 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осущест-

вления любой из представленных в данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 50 

смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из 

представленных в данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 80 смежных нук-

леотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из представлен-

ных в данном документе композиций 3'-UTR содержит последовательность, которая по меньшей мере на 

80% идентична SEQ ID NO: 15. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

каждый из первого вектора нуклеиновой кислоты и второго вектора нуклеиновой кислоты представляет 

собой плазмиду, транспозон, космиду, искусственную хромосому или вирусный вектор. В некоторых 

вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций каждый из первого 

вектора нуклеиновой кислоты и второго вектора нуклеиновой кислоты представляет собой искусствен-

ную хромосому человека (НАС), искусственную хромосому дрожжей (YAC), бактериальную искусст-

венную хромосому (ВАС) или искусственную хромосому на основе Р1 (РАС). В некоторых вариантах 

осуществления любой из представленных в данном документе композиций каждый из первого вектора 

нуклеиновой кислоты и второго вектора нуклеиновой кислоты представляет собой вирусный вектор, вы-

бранный из вектора на основе аденоассоциированного вируса (AAV), аденовирусного вектора, лентиви-

русного вектора или ретровирусного вектора. В некоторых вариантах осуществления любой из представ-

ленных в данном документе композиций каждый из первого вектора нуклеиновой кислоты и второго 

вектора нуклеиновой кислоты представляет собой вектор на основе AAV. В некоторых вариантах осуще-

ствления любой из представленных в данном документе композиций по меньшей мере одна из коди-

рующих последовательностей содержит нуклеотидную последовательность, которая охватывает два по-

следовательных экзона геномной ДНК CLRN1 и не имеет интронной последовательности между двумя 

последовательными экзонами. 

Также в данном документе представлены композиции, которые содержат два разных вектора нук-

леиновых кислот, где: первый вектор нуклеиновой кислоты из двух разных векторов нуклеиновых ки-

слот содержит промотор, первую кодирующую последовательность, которая кодирует N-концевую часть 

белка CLRN1, расположенную на 3'-конце промотора, последовательность донора сплайсинга, располо-

женную на 3'-конце первой кодирующей последовательности, и первый детектируемый маркерный ген, 

расположенный на 3'-конце последовательности донора сплайсинга; и второй вектор нуклеиновой кисло-

ты из двух разных векторов нуклеиновых кислот содержит второй детектируемый маркерный ген, по-

следовательность акцептора сплайсинга, расположенную на 3' второго детектируемого маркерного гена, 

вторую кодирующую последовательность, которая кодирует С-концевую часть белка CLRN1, располо-

женную на 3'-конце последовательности акцептора сплайсинга, и сигнальную последовательность поли-

аденилирования, расположенную на 3'-конце второй кодирующей последовательности; при этом каждая 

из кодируемых частей имеет длину по меньшей мере 30 аминокислотных остатков, причем аминокис-

лотные последовательности кодируемых частей не перекрываются друг с другом; при этом ни один из 

двух разных векторов не кодирует полноразмерный белок CLRN1; и при введении в клетку млекопи-

тающего происходит сплайсинг между последовательностью донора сплайсинга и последовательностью 
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акцептора сплайсинга, тем самым образуя рекомбинированную нуклеиновую кислоту, которая кодирует 

полноразмерный белок CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в дан-

ном документе композиций первая кодирующая последовательность кодирует N-концевую часть первой 

изоформы белка CLRN1, а вторая кодирующая последовательность кодирует С-концевую часть первой 

изоформы белка CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном до-

кументе композиций первая изоформа белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей 

мере на 95% идентична SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных 

в данном документе композиций первая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 3. В некоторых 

вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций первая изоформа 

белка CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из представлен-

ных в данном документе композиций первый вектор нуклеиновой кислоты из двух разных векторов нук-

леиновой кислоты дополнительно содержит последовательность, которая кодирует вторую изоформу 

белка CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций вторая изоформа белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 

95% идентична SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в дан-

ном документе композиций вторая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 5. В некоторых вари-

антах осуществления любой из представленных в данном документе композиций вторая изоформа белка 

CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в 

данном документе композиций первая кодирующая последовательность кодирует N-концевую часть вто-

рой изоформы белка CLRN1, а вторая кодирующая последовательность кодирует С-концевую часть вто-

рой изоформы белка CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном 

документе композиций вторая изоформа белка CLRN1 содержит последовательность, которая по мень-

шей мере на 95% идентична SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представ-

ленных в данном документе композиций вторая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 5. В неко-

торых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций вторая изо-

форма белка CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из пред-

ставленных в данном документе композиций первый вектор нуклеиновой кислоты или второй вектор 

нуклеиновой кислоты дополнительно содержит последовательность, которая кодирует первую изоформу 

белка CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций первая изоформа белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 

95% идентична SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в дан-

ном документе композиций первая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 3. В некоторых вари-

антах осуществления любой из представленных в данном документе композиций первая изоформа белка 

CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 3. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

одно или оба из первого вектора нуклеиновой кислоты и второго вектора нуклеиновой кислоты содержат 

5'-нетранслируемую область (UTR), 3'-UTR или обе. В некоторых вариантах осуществления любой из 

представленных в данном документе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 10 смежных нук-

леотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из представлен-

ных в данном документе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов в лю-

бом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном 

документе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 50 смежных нуклеотидов в любом месте  

SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

5'-UTR содержит по меньшей мере 80 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых 

вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 5'-UTR содержит 

последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах 

осуществления любой из представленных в данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей 

мере 10 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления 

любой из представленных в данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 20 смеж-

ных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из пред-

ставленных в данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 50 смежных нуклеоти-

дов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в 

данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 80 смежных нуклеотидов в любом 

месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном доку-

менте композиций 3'-UTR содержит последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична 

SEQ ID NO: 15. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

каждый из первого вектора нуклеиновой кислоты и второго вектора нуклеиновой кислоты представляет 

собой плазмиду, транспозон, космиду, искусственную хромосому или вирусный вектор. В некоторых 

вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций каждый из первого 

вектора нуклеиновой кислоты и второго вектора нуклеиновой кислоты представляет собой искусствен-
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ную хромосому человека (НАС), искусственную хромосому дрожжей (YAC), бактериальную искусст-

венную хромосому (ВАС) или искусственную хромосому на основе Р1 (РАС). В некоторых вариантах 

осуществления любой из представленных в данном документе композиций каждый из первого вектора 

нуклеиновой кислоты и второго вектора нуклеиновой кислоты представляет собой вирусный вектор, вы-

бранный из вектора на основе аденоассоциированного вируса (AAV), аденовирусного вектора, лентиви-

русного вектора или ретровирусного вектора. В некоторых вариантах осуществления любой из представ-

ленных в данном документе композиций каждый из первого вектора нуклеиновой кислоты и второго 

вектора нуклеиновой кислоты представляет собой вектор на основе AAV. В некоторых вариантах осуще-

ствления любой из представленных в данном документе композиций по меньшей мере одна из коди-

рующих последовательностей содержит нуклеотидную последовательность, которая охватывает два по-

следовательных экзона геномной ДНК CLRN1 и не имеет интронной последовательности между двумя 

последовательными экзонами. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в дан-

ном документе композиций первый или второй детектируемый маркерный ген представляет собой ще-

лочную фосфатазу. 

Также в данном документе представлены композиции, которые содержат два разных вектора нук-

леиновых кислот, где первый вектор нуклеиновой кислоты из двух разных векторов нуклеиновых кислот 

содержит промотор, первую кодирующую последовательность, которая кодирует N-концевую часть бел-

ка CLRN1, расположенную 3' к промотору, последовательность донора сплайсинга, расположенную на 

3'-конце первой кодирующей последовательности, и рекомбиногенную область фага F1, расположенную 

3' к последовательности донора сплайсинга; и второй вектор нуклеиновой кислоты из двух разных век-

торов нуклеиновых кислот содержит рекомбиногенную область фага F1, последовательность акцептора 

сплайсинга, расположенную на 3'-конце рекомбиногенной области фага F1, вторую кодирующую после-

довательность, которая кодирует С-концевую часть белка CLRN1, расположенную на 3'-конце последо-

вательности акцептора сплайсинга, и сигнальную последовательность полиаденилирования, располо-

женную на 3'-конце второй кодирующей последовательности; при этом каждая из двух кодируемых час-

тей имеет длину по меньшей мере 30 аминокислотных остатков, причем аминокислотные последова-

тельности двух кодируемых частей не перекрываются друг с другом; при этом ни один из двух разных 

векторов не кодирует полноразмерный белок CLRN1; и при введении в клетку млекопитающего проис-

ходит сплайсинг между последовательностью донора сплайсинга и последовательностью акцептора 

сплайсинга, тем самым образуя рекомбинированную нуклеиновую кислоту, которая кодирует полнораз-

мерный белок CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном доку-

менте композиций первая кодирующая последовательность кодирует N-концевую часть первой изофор-

мы белка CLRN1, а вторая кодирующая последовательность кодирует С-концевую часть первой изофор-

мы белка CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций первая изоформа белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 

95% идентична SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в дан-

ном документе композиций первая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 3. В некоторых вари-

антах осуществления любой из представленных в данном документе композиций первая изоформа белка 

CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в 

данном документе композиций первый вектор нуклеиновой кислоты из двух разных векторов нуклеино-

вой кислоты дополнительно содержит последовательность, которая кодирует вторую изоформу белка 

CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе компози-

ций вторая изоформа белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 95% 

идентична SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном 

документе композиций вторая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах 

осуществления любой из представленных в данном документе композиций вторая изоформа белка 

CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 5. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

первая кодирующая последовательность кодирует N-концевую часть второй изоформы белка CLRN1, а 

вторая кодирующая последовательность кодирует С-концевую часть второй изоформы белка CLRN1. В 

некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций вторая 

изоформа белка CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 95% идентична  

SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций вторая изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществ-

ления любой из представленных в данном документе композиций вторая изоформа белка CLRN1 состоит 

из SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций первый вектор нуклеиновой кислоты или второй вектор нуклеиновой кислоты дополнитель-

но содержит последовательность, которая кодирует первую изоформу белка CLRN1. В некоторых вари-

антах осуществления любой из представленных в данном документе композиций первая изоформа белка 

CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 95% идентична SEQ ID NO: 3. В не-

которых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций первая 

изоформа белка CLRN1 содержит SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществления любой из пред-
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ставленных в данном документе композиций первая изоформа белка CLRN1 состоит из SEQ ID NO: 3. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

одно или оба из первого вектора нуклеиновой кислоты и второго вектора нуклеиновой кислоты содержат 

5'-нетранслируемую область (UTR), 3'-UTR или обе. В некоторых вариантах осуществления любой из 

представленных в данном документе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 10 смежных нук-

леотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из представлен-

ных в данном документе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов в лю-

бом месте SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном 

документе композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 50 смежных нуклеотидов в любом месте  

SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе 

композиций 5'-UTR содержит по меньшей мере 80 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций  

5'-UTR содержит последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична SEQ ID NO: 12. В 

некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 3'-UTR 

содержит по меньшей мере 10 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вари-

антах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 3'-UTR содержит по 

меньшей мере 20 смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осущест-

вления любой из представленных в данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 50 

смежных нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из 

представленных в данном документе композиций 3'-UTR содержит по меньшей мере 80 смежных нук-

леотидов в любом месте SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осуществления любой из представлен-

ных в данном документе композиций 3'-UTR содержит последовательность, которая по меньшей мере на 

80% идентична SEQ ID NO: 15. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций 

каждый из первого вектора нуклеиновой кислоты и второго вектора нуклеиновой кислоты представляет 

собой плазмиду, транспозон, космиду, искусственную хромосому или вирусный вектор. В некоторых 

вариантах осуществления любой из представленных в данном документе композиций каждый из первого 

вектора нуклеиновой кислоты и второго вектора нуклеиновой кислоты представляет собой искусствен-

ную хромосому человека (НАС), искусственную хромосому дрожжей (YAC), бактериальную искусст-

венную хромосому (ВАС) или искусственную хромосому на основе Р1 (РАС). В некоторых вариантах 

осуществления любой из представленных в данном документе композиций каждый из первого вектора 

нуклеиновой кислоты и второго вектора нуклеиновой кислоты представляет собой вирусный вектор, вы-

бранный из вектора на основе аденоассоциированного вируса (AAV), аденовирусного вектора, лентиви-

русного вектора или ретровирусного вектора. В некоторых вариантах осуществления любой из представ-

ленных в данном документе композиций каждый из первого вектора нуклеиновой кислоты и второго 

вектора нуклеиновой кислоты представляет собой вектор на основе AAV. В некоторых вариантах осуще-

ствления любой из представленных в данном документе композиций по меньшей мере одна из коди-

рующих последовательностей содержит нуклеотидную последовательность, которая охватывает два по-

следовательных экзона геномной ДНК CLRN1 и не имеет интронной последовательности между двумя 

последовательными экзонами. 

В данном документе также предложены наборы, которые содержат любую из представленных в 

данном документе композиций. Некоторые варианты осуществления любого из представленных в дан-

ном документе наборов дополнительно включают предварительно заполненный шприц, содержащий 

композицию. 

В данном документе также предложены способы, которые включают введение в улитку млекопи-

тающего терапевтически эффективного количества любой из представленных в данном документе ком-

позиций. В некоторых вариантах осуществления любого из представленных в данном документе спосо-

бов млекопитающее представляет собой человека. В некоторых вариантах осуществления любого из 

представленных в данном документе способов ранее было идентифицировано, что млекопитающее имеет 

дефектный ген CLRN1. 

В данном документе также предложены способы увеличения экспрессии полноразмерного белка 

CLRN1 в клетке млекопитающего, которые включают введение любой из представленных в данном до-

кументе композиций в клетку млекопитающего. В некоторых вариантах осуществления любого из пред-

ставленных в данном документе способов клетка млекопитающего представляет собой внутреннюю во-

лосковую клетку улитки или наружную волосковую клетку улитки. В некоторых вариантах осуществле-

ния любого из представленных в данном документе способов клетка млекопитающего представляет со-

бой клетку сетчатки. В некоторых вариантах осуществления любого из представленных в данном доку-

менте способов клетка млекопитающего представляет собой клетку человека. В некоторых вариантах 

осуществления любого из представленных в данном документе способов ранее было определено, что 

клетка млекопитающего имеет дефектный ген CLRN1. 

В данном документе также предложены способы увеличения экспрессии полноразмерного белка 

CLRN1 во внутренней волосковой клетке, наружной волосковой клетке или в обеих клетках в улитке 
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млекопитающего, которые включают введение в улитку млекопитающего терапевтически эффективного 

количества любой из описанных в документе композиций. В данном документе также представлены спо-

собы увеличения экспрессии полноразмерного белка CLRN1 в глазу млекопитающего, которые включа-

ют внутриглазное введение в глаз млекопитающего терапевтически эффективного количества любой из 

представленных в данном документе композиций. В некоторых вариантах осуществления любого из 

представленных в данном документе способов ранее было идентифицировано, что млекопитающее имеет 

дефектный ген CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любого из представленных в данном до-

кументе способов млекопитающее представляет собой человека. 

В данном документе также представлены способы лечения потери слуха у субъекта, у которого 

идентифицирован дефектный ген CLRN1, которые включают введение терапевтически эффективного 

количества любой из представленных в данном документе композиций в улитку субъекта. В данном до-

кументе также представлены способы лечения потери зрения у субъекта, у которого идентифицирован 

дефектный ген CLRN1, которые включают введение терапевтически эффективного количества любой из 

представленных в данном документе композиций в глаз субъекта. В некоторых вариантах осуществления 

любого из представленных в данном документе способов субъект имеет синдром Ушера типа III. В неко-

торых вариантах осуществления любого из представленных в данном документе способов субъект пред-

ставляет собой человека. Некоторые варианты осуществления любого из представленных в данном до-

кументе способов дополнительно включают, до стадии введения, определение того, что субъект имеет 

дефектный ген CLRN1. 

Форма единственного числа используется для обозначения одного или более чем одного (т.е. по 

меньшей мере одного) грамматического объекта. Например, "элемент" включает один элемент и более 

одного элемента. 

Термин "мутация в гене CLRN1" относится к модификации гена CLRN1 типа, которая приводит к 

продукции белка CLRN1, имеющего одно или более из: делеции одной или более аминокислот, одной 

или более аминокислотных замен и одной или более аминокислотных вставок по сравнению с белком 

CLRN1 типа, и/или приводит к снижению уровня экспрессии кодируемого белка CLRN1 в клетке млеко-

питающего по сравнению с уровнем экспрессии кодируемого белка CLRN1 в клетке млекопитающего, не 

имеющей мутации. В некоторых вариантах осуществления мутация может привести к продукции белка 

CLRN1, имеющего делецию одной или более аминокислот (например, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 

14, 15 16, 17, 18, 19 или 20 аминокислот). 

В некоторых вариантах осуществления мутация может привести к сдвигу рамки считывания в гене 

CLRN1. Термин "сдвиг рамки считывания", как известно в данной области техники, охватывает любую 

мутацию в кодирующей последовательности, которая приводит к сдвигу рамки считывания кодирующей 

последовательности. В некоторых вариантах осуществления сдвиг рамки считывания может привести к 

образованию нефункционального белка. В некоторых вариантах осуществления точечная мутация может 

быть нонсенс-мутацией (т.е. приводить к преждевременному стоп-кодону в экзоне гена). Нонсенс-

мутация может привести к образованию усеченного белка (по сравнению с соответствующим белком 

дикого типа), который может быть функциональным или может быть не функциональным. В некоторых 

вариантах осуществления мутация может приводить к потере (или снижению уровня) экспрессии мРНК 

CLRN1 или белка CLRN1 или как мРНК, так и белка. В некоторых вариантах осуществления мутация 

может привести к образованию измененного CLRN1, имеющего потерю или снижение одной или более 

биологических активностей (функций) по сравнению с белком CLRN1 дикого типа. 

В некоторых вариантах осуществления мутация представляет собой вставку одного или более нук-

леотидов в ген CLRN1. В некоторых вариантах осуществления мутация находится в регуляторной после-

довательности гена CLRN1, т.е. части гена, которая не является кодирующей последовательностью. В 

некоторых вариантах осуществления мутация в регуляторной последовательности может находиться в 

промоторной или энхансерной области и предотвращать или снижать правильную транскрипцию гена 

CLRN1. Термин "консервативная мутация" относится к мутации, которая не изменяет аминокислоту, 

кодируемую в сайте мутации (из-за врожденности кодонов). 

В нуклеотидную последовательность можно ввести модификации стандартными методами, извест-

ными в данной области техники, такими как сайт-направленный мутагенез и опосредованный ПЦР мута-

генез. Консервативные аминокислотные замещения представляют собой такие замещения, в которых 

аминокислотный остаток замещают аминокислотным остатком, имеющим аналогичную боковую цепь. В 

данной области техники были определены семейства аминокислотных остатков, имеющих аналогичные 

боковые цепи. Эти семейства включают аминокислоты с основными боковыми цепями (например, лизин, 

аргинин и гистидин), кислотными боковыми цепями (например, аспарагиновая кислота и глутаминовая 

кислота), незаряженными полярными боковыми цепями (например, глицин, аспарагин, глутамин, серин, 

треонин, тирозин, цистеин и триптофан), неполярными боковыми цепями (например, аланин, валин, лей-

цин, изолейцин, пролин, фенилаланин и метионин), бета-разветвленными боковыми цепями (например, 

треонин, валин и изолейцин) и ароматическими боковыми цепями (например, тирозин, фенилаланин, 

триптофан и гистидин). 

Если не указано иное, "нуклеотидная последовательность, кодирующая аминокислотную последо-
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вательность" включает все нуклеотидные последовательности, которые являются вырожденными вер-

сиями друг друга и которые кодируют одну и ту же аминокислотную последовательность. 

Термин "эндогенный" относится к любому материалу, происходящему из организма, клетки или 

ткани. 

Термин "экзогенный" относится к любому материалу, введенному из организма, клетки или ткани 

или происходящему извне, который не продуцируется или не происходит из того же организма, клетки 

или ткани, в которые он вводится. 

Термин "выделенный" означает измененный или удаленный из естественного состояния. Например, 

нуклеиновая кислота или пептид, естественно присутствующие в живом существе, не являются выделен-

ными, однако эта же нуклеиновая кислота или пептид, частично или полностью отделенные от сосуще-

ствующих материалов в естественном состоянии, будут выделенными. Выделенная нуклеиновая кислота 

или белок могут существовать по существу в очищенной форме или могут существовать в чужеродной 

среде, такой как, например, клетка-хозяин. 

Термин "трансфицированный", "трансформированный" или "трансдуцированный" относится к про-

цессу, посредством которого экзогенную нуклеиновую кислоту переносят или вводят в клетку. "Транс-

фицированная", "трансформированная" или "трансдуцированная" клетка млекопитающего представляет 

собой клетку, которая была трасфицирована, трансформирована или трансдуцирована с помощью экзо-

генной нуклеиновой кислоты. 

Термин "экспрессия" относится к транскрипции и/или трансляции конкретной нуклеотидной после-

довательности, кодирующей белок. 

Термин "временная экспрессия" относится к экспрессии неинтегрированной кодирующей последо-

вательности в течение короткого периода времени (например, часов или суток). Кодирующая последова-

тельность, которая временно экспрессируется в клетке (например, клетке млекопитающего), теряется при 

множественных циклах клеточного деления. 

Термин "субъект" предназначен для обозначения любого млекопитающего. В некоторых вариантах 

осуществления субъект представляет собой грызуна (например, крысу или мышь), кролика, овцу, козу, 

свинью, собаку, кошку, примата, не являющегося человеком, или человека. В некоторых вариантах осу-

ществления субъект имеет или подвержен риску потери слуха и/или зрения. В некоторых вариантах 

осуществления субъект был ранее идентифицирован как имеющий мутацию в гене CLRN1. В некоторых 

вариантах осуществления у субъекта была идентифицирована мутация в гене CLRN1, и у него диагно-

стирована потеря слуха и/или потеря зрения. В некоторых вариантах осуществления субъект был иден-

тифицирован как имеющий потерю слуха и/или потерю зрения. 

Лечение является "терапевтически эффективным", когда оно приводит к снижению одного или бо-

лее из числа, степени тяжести и частоты одного или более симптомов патологического состояния (на-

пример, потери слуха или потери зрения) у субъекта (например, человека). В некоторых вариантах осу-

ществления терапевтически эффективное количество композиции может привести к увеличению уровня 

экспрессии активного белка CLRN1 (например, полноразмерного белка CLRN1 дикого типа или вариан-

та белка CLRN1, обладающего желаемой активностью) (например, по сравнению с уровнем экспрессии 

до лечения композицией). В некоторых вариантах осуществления терапевтически эффективное количе-

ство композиции может привести к увеличению уровня экспрессии активного белка CLRN1 (например, 

дикого типа, полноразмерного белка CLRN1 или активного варианта) в целевой клетке (например, во 

внутренней волосковой клетке улитки). В некоторых вариантах осуществления терапевтически эффек-

тивное количество композиции может привести к увеличению уровня экспрессии активного белка 

CLRN1 (например, полноразмерного белка CLRN1 дикого типа или активного варианта) и/или увеличе-

нию одного или более активности белка CLRN1 в целевой клетке (например, по сравнению с эталонным 

уровнем, таким как уровень(и) у субъекта до лечения, уровень(и) у субъекта, имеющего мутацию в гене 

CLRN1, или уровень(и) у субъекта или популяции субъектов с потерей слуха и/или потерей зрения). 

Термин "нуклеиновая кислота" или "полинуклеотид" относится к дезоксирибонуклеиновой кислоте 

(ДНК) или рибонуклеиновой кислоте (РНК) или их комбинации в одно- или двухцепочечной форме. При 

отсутствии специальных ограничений данный термин охватывает нуклеиновые кислоты, содержащие 

известные аналоги природных нуклеотидов, обладающие свойствами связывания, аналогичными свойст-

вам эталонных нуклеотидов. Если не указано иное, конкретная последовательность нуклеиновой кисло-

ты также неявно включает комплементарные последовательности наравне с явно указанными последова-

тельностями. В некоторых вариантах осуществления любой из нуклеиновых кислот, описанных в данном 

документе, нуклеиновая кислота представляет собой ДНК. В некоторых вариантах осуществления любой 

из нуклеиновых кислот, описанных в данном документе, нуклеиновая кислота представляет собой РНК. 

Термин "активный белок CLRN1" означает белок, кодируемый ДНК, в которой замена обоих алле-

лей дикого типа, кодирующих полноразмерный белок CLRN1 в слуховых волосковых клетках или клет-

ках глаза у млекопитающего, которое в противном случае является млекопитающим дикого типа, и его 

экспрессия в слуховых волосковых клетках или клетках глаза этого млекопитающего приводит к тому, 

что у этого млекопитающего уровень слуха или зрения приближается к нормальному уровню слуха или 

зрения аналогичного млекопитающего, которое полностью является млекопитающим дикого типа. Неог-
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раничивающими примерами активных белков CLRN1 являются полноразмерные белки CLRN1 (напри-

мер, любой из полноразмерных белков CLRN1, описанных в данном документе). 

Например, активный белок CLRN1 может содержать последовательность полноразмерного  

белка CLRN1 дикого типа (например, человеческий полноразмерный белок CLRN1 дикого типа), вклю-

чая от 1 до около 100 аминокислотных замен, от 1 до около 95 аминокислотных замен, от 1 до около  

90 аминокислотных замен, от 1 до около 85 аминокислотных замен, от 1 замены до около  

80 аминокислотных замен, от 1 до около 75 аминокислотных замен, от 1 до около  

70 аминокислотных замен, от 1 до около 65 аминокислотных замен, от 1 до около  

60 аминокислотных замен, от 1 до около 55 аминокислотных замен, от 1 до около  

50 аминокислотных замен, от 1 до около 45 аминокислотных замен, от 1 до около  

40 аминокислотных замен, от 1 до около 35 аминокислотных замен, от 1 до около  

30 аминокислотных замен, от 1 до около 25 аминокислотных замен, от 1 до около  

20 аминокислотных замен, от 1 до около 15 аминокислотных замен, от 1 до около  

10 аминокислотных замен, от 1 до около 9 аминокислотных замен, от 1 до около  

8 аминокислотных замен, от 1 до около 7 аминокислотных замен, от 1 до около  

6 аминокислотных замен, от 1 до около 5 аминокислотных замен, от 1 до около  

4 аминокислотных замен, от 1 до около 3 аминокислотных замен, от около 2 до около  

100 аминокислотных замен, от около 2 до около 95 аминокислотных замен, от около 2 до около  

90 аминокислотных замен, от около 2 до около 85 аминокислотных замен, от около 2 до около  

80 аминокислотных замен, от около 2 до около 75 аминокислотных замен, от около 2 до около  

70 аминокислотных замен, от около 2 до около 65 аминокислотных замен, от около 2 до около  

60 аминокислотных замен, от около 2 до около 55 аминокислотных замен, от около 2 до около  

50 аминокислотных замен, от около 2 до около 45 аминокислотных замен, от около 2 до около  

40 аминокислотных замен, от около 2 до около 35 аминокислотных замен, от около 2 до около  

30 аминокислотных замен, от около 2 до около 25 аминокислотных замен, от около 2 до около  

20 аминокислотных замен, от около 2 до около 15 аминокислотных замен, от около 2 до около  

10 аминокислотных замен, от около 2 до около 9 аминокислотных замен, от около 2 до около  

8 аминокислотных замен, от около 2 до около 7 аминокислотных замен, от около 2 до около  

6 аминокислотных замен, от около 2 до около 5 аминокислотных замен, от около 2 до около  

4 аминокислотных замен, от около 3 до около 100 аминокислотных замен, от около 3 до около  

95 аминокислотных замен, от около 3 до около 90 аминокислотных замен, от около 3 до около  

85 аминокислотных замен, от около 3 до около 80 аминокислотных замен, от около 3 до около  

75 аминокислотных замен, от около 3 до около 70 аминокислотных замен, от около 3 до около  

65 аминокислотных замен, от около 3 до около 60 аминокислотных замен, от около 3 до около  

55 аминокислотных замен, от около 3 до около 50 аминокислотных замен, от около 3 до около  

45 аминокислотных замен, от около 3 до около 40 аминокислотных замен, от около 3 до около  

35 аминокислотных замен, от около 3 до около 30 аминокислотных замен, от около 3 до около  

25 аминокислотных замен, от около 3 до около 20 аминокислотных замен, от около 3 до около  

15 аминокислотных замен, от около 3 до около 10 аминокислотных замен, от около 3 до около  

9 аминокислотных замен, от около 3 до около 8 аминокислотных замен, от около 3 до около  

7 аминокислотных замен, от около 3 до около 6 аминокислотных замен, от около 3 до около  

5 аминокислотных замен, от около 4 до около 100 аминокислотных замен, от около 4 до около  

95 аминокислотных замен, от около 4 до около 90 аминокислотных замен, от около 4 до около  

85 аминокислотных замен, от около 4 до около 80 аминокислотных замен, от около 4 до около  

75 аминокислотных замен, от около 4 до около 70 аминокислотных замен, от около 4 до около  

65 аминокислотных замен, от около 4 до около 60 аминокислотных замен, от около 4 до около  

55 аминокислотных замен, от около 4 до около 50 аминокислотных замен, от около 4 до около  

45 аминокислотных замен, от около 4 до около 40 аминокислотных замен, от около 4 до около  

35 аминокислотных замен, от около 4 до около 30 аминокислотных замен, от около 4 до около  

25 аминокислотных замен, от около 4 до около 20 аминокислотных замен, от около 4 до около  

15 аминокислотных замен, от около 4 до около 10 аминокислотных замен, от около 4 до около  

9 аминокислотных замен, от около 4 до около 8 аминокислотных замен, от около 4 до около  

7 аминокислотных замен, от около 4 до около 6 аминокислотных замен, от около 5 до около  

100 аминокислотных замен, от около 5 до около 95 аминокислотных замен, от около 5 до около  

90 аминокислотных замен, от около 5 до около 85 аминокислотных замен, от около 5 до около  

80 аминокислотных замен, от около 5 до около 75 аминокислотных замен, от около 5 до около  

70 аминокислотных замен, от около 5 до около 65 аминокислотных замен, от около 5 до около  

60 аминокислотных замен, от около 5 до около 55 аминокислотных замен, от около 5 до около  

50 аминокислотных замен, от около 5 до около 45 аминокислотных замен, от около 5 до около  

40 аминокислотных замен, от около 5 до около 35 аминокислотных замен, от около 5 до около  

30 аминокислотных замен, от около 5 до около 25 аминокислотных замен, от около 5 до около  

20 аминокислотных замен, от около 5 до около 15 аминокислотных замен, от около 5 до около  
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10 аминокислотных замен, от около 5 до около 9 аминокислотных замен, от около 5 до около  

8 аминокислотных замен, от около 5 до около 7 аминокислотных замен, от около 6 до около  

100 аминокислотных замен, от около 6 до около 95 аминокислотных замен, от около 6 до около  

90 аминокислотных замен, от около 6 до около 85 аминокислотных замен, от около 6 до около  

80 аминокислотных замен, от около 6 до около 75 аминокислотных замен, от около 6 до около  

70 аминокислотных замен, от около 6 до около 65 аминокислотных замен, от около 6 до около  

60 аминокислотных замен, от около 6 до около 55 аминокислотных замен, от около 6 до около  

50 аминокислотных замен, от около 6 до около 45 аминокислотных замен, от около 6 до около  

40 аминокислотных замен, от около 6 до около 35 аминокислотных замен, от около 6 до около  

30 аминокислотных замен, от около 6 до около 25 аминокислотных замен, от около 6 до около  

20 аминокислотных замен, от около 6 до около 15 аминокислотных замен, от около 6 до около  

10 аминокислотных замен, от около 6 до около 9 аминокислотных замен, от около 6 до около  

8 аминокислотных замен, от около 7 до около 100 аминокислотных замен, от около 7 до около  

95 аминокислотных замен, от около 7 до около 90 аминокислотных замен, от около 7 до около  

85 аминокислотных замен, от около 7 до около 80 аминокислотных замен, от около 7 до около  

75 аминокислотных замен, от около 7 до около 70 аминокислотных замен, от около 7 до около  

65 аминокислотных замен, от около 7 до около 60 аминокислотных замен, от около 7 до около  

55 аминокислотных замен, от около 7 до около 50 аминокислотных замен, от около 7 до около  

45 аминокислотных замен, от около 7 до около 40 аминокислотных замен, от около 7 до около  

35 аминокислотных замен, от около 7 до около 30 аминокислотных замен, от около 7 до около  

25 аминокислотных замен, от около 7 до около 20 аминокислотных замен, от около 7 до около  

15 аминокислотных замен, от около 7 до около 10 аминокислотных замен, от около 7 до около  

9 аминокислотных замен, от около 8 до около 100 аминокислотных замен, от около 8 до около  

95 аминокислотных замен, от около 8 до около 90 аминокислотных замен, от около 8 до около  

85 аминокислотных замен, от около 8 до около 80 аминокислотных замен, от около 8 до около  

75 аминокислотных замен, от около 8 до около 70 аминокислотных замен, от около 8 до около  

65 аминокислотных замен, от около 8 до около 60 аминокислотных замен, от около 8 до около  

55 аминокислотных замен, от около 8 до около 50 аминокислотных замен, от около 8 до около  

45 аминокислотных замен, от около 8 до около 40 аминокислотных замен, от около 8 до около  

35 аминокислотных замен, от около 8 до около 30 аминокислотных замен, от около 8 до около  

25 аминокислотных замен, от около 8 до около 20 аминокислотных замен, от около 8 до около  

15 аминокислотных замен, от около 8 до около 10 аминокислотных замен, от около 10 до около  

100 аминокислотных замен, от около 10 до около 95 аминокислотных замен, от около 10 до около  

90 аминокислотных замен, от около 10 до около 85 аминокислотных замен, от около 10 до около  

80 аминокислотных замен, от около 10 до около 75 аминокислотных замен, от около 10 до около  

70 аминокислотных замен, от около 10 до около 65 аминокислотных замен, от около 10 до около  

60 аминокислотных замен, от около 10 до около 55 аминокислотных замен, от около 10 до около  

50 аминокислотных замен, от около 10 до около 45 аминокислотных замен, от около 10 до около  

40 аминокислотных замен, от около 10 до около 35 аминокислотных замен, от около 10 до около  

30 аминокислотных замен, от около 10 до около 25 аминокислотных замен, от около 10 до около  

20 аминокислотных замен, от около 10 до около 15 аминокислотных замен, от около 15 до около  

100 аминокислотных замен, от около 15 до около 95 аминокислотных замен, от около 15 до около  

90 аминокислотных замен, от около 15 до около 85 аминокислотных замен, от около 15 до около  

80 аминокислотных замен, от около 15 до около 75 аминокислотных замен, от около 15 до около  

70 аминокислотных замен, от около 15 до около 65 аминокислотных замен, от около 15 до около  

60 аминокислотных замен, от около 15 до около 55 аминокислотных замен, от около 15 до около  

50 аминокислотных замен, от около 15 до около 45 аминокислотных замен, от около 15 до около  

40 аминокислотных замен, от около 15 до около 3 5 аминокислотных замен, от около 15 до около  

30 аминокислотных замен, от около 15 до около 25 аминокислотных замен, от около 15 до около  

20 аминокислотных замен, от около 20 до около 100 аминокислотных замен, от около 20 до около  

95 аминокислотных замен, от около 20 до около 90 аминокислотных замен, от около 20 до около  

85 аминокислотных замен, от около 20 до около 80 аминокислотных замен, от около 20 до около  

75 аминокислотных замен, от около 20 до около 70 аминокислотных замен, от около 20 до около  

65 аминокислотных замен, от около 20 до около 60 аминокислотных замен, от около 20 до около  

55 аминокислотных замен, от около 20 до около 50 аминокислотных замен, от около 20 до около  

45 аминокислотных замен, от около 20 до около 40 аминокислотных замен, от около 20 до около  

35 аминокислотных замен, от около 20 до около 30 аминокислотных замен, от около 20 до около  

25 аминокислотных замен, от около 25 до около 100 аминокислотных замен, от около 25 до около  

95 аминокислотных замен, от около 25 до около 90 аминокислотных замен, от около 25 до около  

85 аминокислотных замен, от около 25 до около 80 аминокислотных замен, от около 25 до около  

75 аминокислотных замен, от около 25 до около 70 аминокислотных замен, от около 25 до около  

65 аминокислотных замен, от около 25 до около 60 аминокислотных замен, от около 25 до около  
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55 аминокислотных замен, от около 25 до около 50 аминокислотных замен, от около 25 до около  

45 аминокислотных замен, от около 25 до около 40 аминокислотных замен, от около 25 до около  

35 аминокислотных замен, от около 25 до около 30 аминокислотных замен, от около 30 до около  

100 аминокислотных замен, от около 30 до около 95 аминокислотных замен, от около 30 до около  

90 аминокислотных замен, от около 30 до около 85 аминокислотных замен, от около 30 до около  

80 аминокислотных замен, от около 30 до около 75 аминокислотных замен, от около 30 до около  

70 аминокислотных замен, от около 30 до около 65 аминокислотных замен, от около 30 до около  

60 аминокислотных замен, от около 30 до около 55 аминокислотных замен, от около 30 до около  

50 аминокислотных замен, от около 30 до около 45 аминокислотных замен, от около 30 до около  

40 аминокислотных замен, от около 30 до около 35 аминокислотных замен, от около 35 до около  

100 аминокислотных замен, от около 35 до около 95 аминокислотных замен, от около 35 до около  

90 аминокислотных замен, от около 35 до около 85 аминокислотных замен, от около 35 до около  

80 аминокислотных замен, от около 35 до около 75 аминокислотных замен, от около 35 до около  

70 аминокислотных замен, от около 35 до около 65 аминокислотных замен, от около 35 до около  

60 аминокислотных замен, от около 35 до около 55 аминокислотных замен, от около 35 до около  

50 аминокислотных замен, от около 35 до около 45 аминокислотных замен, от около 35 до около  

40 аминокислотных замен, от около 40 до около 100 аминокислотных замен, от около 40 до около  

95 аминокислотных замен, от около 40 до около 90 аминокислотных замен, от около 40 до около  

85 аминокислотных замен, от около 40 до около 80 аминокислотных замен, от около 40 до около  

75 аминокислотных замен, от около 40 до около 70 аминокислотных замен, от около 40 до около  

65 аминокислотных замен, от около 40 до около 60 аминокислотных замен, от около 40 до около  

55 аминокислотных замен, от около 40 до около 50 аминокислотных замен, от около 40 до около  

45 аминокислотных замен, от около 45 до около 100 аминокислотных замен, от около 45 до около  

95 аминокислотных замен, от около 45 до около 90 аминокислотных замен, от около 45 до около  

85 аминокислотных замен, от около 45 до около 80 аминокислотных замен, от около 45 до около  

75 аминокислотных замен, от около 45 до около 70 аминокислотных замен, от около 45 до около  

65 аминокислотных замен, от около 45 до около 60 аминокислотных замен, от около 45 до около  

55 аминокислотных замен, от около 45 до около 50 аминокислотных замен, от около 50 до около  

100 аминокислотных замен, от около 50 до около 95 аминокислотных замен, от около 50 до около  

90 аминокислотных замен, от около 50 до около 85 аминокислотных замен, от около 50 до около  

80 аминокислотных замен, от около 50 до около 75 аминокислотных замен, от около 50 до около  

70 аминокислотных замен, от около 50 до около 65 аминокислотных замен, от около 50 до около  

60 аминокислотных замен, от около 50 до около 55 аминокислотных замен, от около 60 до около  

100 аминокислотных замен, от около 60 до около 95 аминокислотных замен, от около 60 до около  

90 аминокислотных замен, от около 60 до около 85 аминокислотных замен, от около 60 до около  

80 аминокислотных замен, от около 60 до около 75 аминокислотных замен, от около 60 до около  

70 аминокислотных замен, от около 60 до около 65 аминокислотных замен, от около 70 до около  

100 аминокислотных замен, от около 70 до около 95 аминокислотных замен, от около 70 до около  

90 аминокислотных замен, от около 70 до около 85 аминокислотных замен, от около 70 до около  

80 аминокислотных замен, от около 70 до около 75 аминокислотных замен, от около 80 до около  

100 аминокислотных замен, от около 80 до около 95 аминокислотных замен, от около 80 до около  

90 аминокислотных замен, от около 80 до около 85 аминокислотных замен, от около 90 до около  

100 аминокислотных замен, от около 90 до около 95 аминокислотных замен или от около 95 до около  

100 аминокислот. 

Специалист в данной области техники поймет, что аминокислоты, которые не являются консерва-

тивными между белками CLRN1 дикого типа от разных видов, могут быть мутированы без потери ак-

тивности, в то время как те аминокислоты, которые являются консервативными между белками CLRN1 

дикого типа от разных видов, не должны мутировать, поскольку они с большей вероятностью (чем ами-

нокислоты, которые не являются консервативными у разных видов) будут вовлечены в активность. 

Активный белок CLRN1 может содержать, например, последовательность полноразмерного белка 

CLRN1 дикого типа (например, человеческого полноразмерного белка CLRN1 дикого типа), в которой 

удалено от около 1 до около 100 аминокислот, от около 1 до около 95 аминокислот, от около 1 до около 

90 аминокислот, от около 1 до около 85 аминокислот, от около 1 до около 80 аминокислот, от около 1 до 

около 75 аминокислот, от около 1 до около 70 аминокислот, от около 1 до около 65 аминокислот, от око-

ло 1 до около 60 аминокислот, от около 1 до около 55 аминокислот, от около 1 до около 50 аминокислот, 

от около 1 до около 45 аминокислот, от около 1 до около 40 аминокислот, от около 1 до около  

35 аминокислот, от около 1 до около 30 аминокислот, от около 1 до около 25 аминокислот, от около 1 до 

около 20 аминокислот, от около 1 до около 15 аминокислот, от около 1 до около 10 аминокислот, от око-

ло 1 до около 9 аминокислот, от около 1 до около 8 аминокислот, от около 1 до около 7 аминокислот, от 

около 1 до около 6 аминокислот, от около 1 до около 5 аминокислот, от около 1 до около 4 аминокислот, 

от около 1 до около 3 аминокислот, от около 2 до около 100 аминокислот, от около 2 до около  

95 аминокислот, от около 2 до около 90 аминокислот, от около 2 до около 85 аминокислот, от около 2 до 
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около 80 аминокислот, от около 2 до около 75 аминокислот, от около 2 до около 70 аминокислот, от око-

ло 2 до около 65 аминокислот, от около 2 до около 60 аминокислот, от около 2 до около 55 аминокислот, 

от около 2 до около 50 аминокислот, от около 2 до около 45 аминокислот, от около 2 до около  

40 аминокислот, от около 2 до около 35 аминокислот, от около 2 до около 30 аминокислот, от около 2 до 

около 25 аминокислот, от около 2 до около 20 аминокислот, от около 2 до около 15 аминокислот, от око-

ло 2 до около 10 аминокислот, от около 2 до около 9 аминокислот, от около 2 до около 8 аминокислот, от 

около 2 до около 7 аминокислот, от около 2 до около 6 аминокислот, от около 2 до около 5 аминокислот, 

от около 2 до около 4 аминокислот, от около 3 до около 100 аминокислот, от около 3 до около  

95 аминокислот, от около 3 до около 90 аминокислот, от около 3 до около 85 аминокислот, от около 3 до 

около 80 аминокислот, от около 3 до около 75 аминокислот, от около 3 до около 70 аминокислот, от око-

ло 3 до около 65 аминокислот, от около 3 до около 60 аминокислот, от около 3 до около 55 аминокислот, 

от около 3 до около 50 аминокислот, от около 3 до около 45 аминокислот, от около 3 до около  

40 аминокислот, от около 3 до около 35 аминокислот, от около 3 до около 30 аминокислот, от около 3 до 

около 25 аминокислот, от около 3 до около 20 аминокислот, от около 3 до около 15 аминокислот, от око-

ло 3 до около 10 аминокислот, от около 3 до около 9 аминокислот, от около 3 до около 8 аминокислот, от 

около 3 до около 7 аминокислот, от около 3 до около 6 аминокислот, от около 3 до около 5 аминокислот, 

от около 4 до около 100 аминокислот, от около 4 до около 95 аминокислот, от около 4 до около  

90 аминокислот, от около 4 до около 85 аминокислот, от около 4 до около 80 аминокислот, от около 4 до 

около 75 аминокислот, от около 4 до около 70 аминокислот, от около 4 до около 65 аминокислот, от око-

ло 4 до около 60 аминокислот, от около 4 до около 55 аминокислот, от около 4 до около 50 аминокислот, 

от около 4 до около 45 аминокислот, от около 4 до около 40 аминокислот, от около 4 до около  

35 аминокислот, от около 4 до около 30 аминокислот, от около 4 до около 25 аминокислот, от около 4 до 

около 20 аминокислот, от около 4 до около 15 аминокислот, от около 4 до около 10 аминокислот, от око-

ло 4 до около 9 аминокислот, от около 4 до около 8 аминокислот, от около 4 до около 7 аминокислот, от 

около 4 до около 6 аминокислот, от около 5 до около 100 аминокислот, от около 5 до около  

95 аминокислот, от около 5 до около 90 аминокислот, от около 5 до около 85 аминокислот, от около 5 до 

около 80 аминокислот, от около 5 до около 75 аминокислот, от около 5 до около 70 аминокислот, от око-

ло 5 до около 65 аминокислот, от около 5 до около 60 аминокислот, от около 5 до около 55 аминокислот, 

от около 5 до около 50 аминокислот, от около 5 до около 45 аминокислот, от около 5 до около  

40 аминокислот, от около 5 до около 35 аминокислот, от около 5 до около 30 аминокислот, от около 5 до 

около 25 аминокислот, от около 5 до около 20 аминокислот, от около 5 до около 15 аминокислот, от око-

ло 5 до около 10 аминокислот, от около 5 до около 9 аминокислот, от около 5 до около 8 аминокислот, от 

около 5 до около 7 аминокислот, от около 6 до около 100 аминокислот, от около 6 до около  

95 аминокислот, от около 6 до около 90 аминокислот, от около 6 до около 85 аминокислот, от около 6 до 

около 80 аминокислот, от около 6 до около 75 аминокислот, от около 6 до около 70 аминокислот, от око-

ло 6 до около 65 аминокислот, от около 6 до около 60 аминокислот, от около 6 до около 55 аминокислот, 

от около 6 до около 50 аминокислот, от около 6 до около 45 аминокислот, от около 6 до около  

40 аминокислот, от около 6 до около 35 аминокислот, от около 6 до около 30 аминокислот, от около 6 до 

около 25 аминокислот, от около 6 до около 20 аминокислот, от около 6 до около 15 аминокислот, от око-

ло 6 до около 10 аминокислот, от около 6 до около 9 аминокислот, от около 6 до около 8 аминокислот, от 

около 7 до около 100 аминокислот, от около 7 до около 95 аминокислот, от около 7 до около 90 амино-

кислот, от около 7 до около 85 аминокислот, от около 7 до около 80 аминокислот, от около 7 до около  

75 аминокислот, от около 7 до около 70 аминокислот, от около 7 до около 65 аминокислот, от около 7 до 

около 60 аминокислот, от около 7 до около 55 аминокислот, от около 7 до около 50 аминокислот, от око-

ло 7 до около 45 аминокислот, от около 7 до около 40 аминокислот, от около 7 до около 35 аминокислот, 

от около 7 до около 30 аминокислот, от около 7 до около 25 аминокислот, от около 7 до около  

20 аминокислот, от около 7 до около 15 аминокислот, от около 7 до около 10 аминокислот, от около 7 до 

около 9 аминокислот, от около 8 до около 100 аминокислот, от около 8 до около 95 аминокислот, от око-

ло 8 до около 90 аминокислот, от около 8 до около 85 аминокислот, от около 8 до около 80 аминокислот, 

от около 8 до около 75 аминокислот, от около 8 до около 70 аминокислот, от около 8 до около  

65 аминокислот, от около 8 до около 60 аминокислот, от около 8 до около 55 аминокислот, от около 8 до 

около 50 аминокислот, от около 8 до около 45 аминокислот, от около 8 до около 40 аминокислот, от око-

ло 8 до около 35 аминокислот, от около 8 до около 30 аминокислот, от около 8 до около 25 аминокислот, 

от около 8 до около 20 аминокислот, от около 8 до около 15 аминокислот, от около 8 до около  

10 аминокислот, от около 10 до около 100 аминокислот, от около 10 до около 95 аминокислот, от около 

10 до около 90 аминокислот, от около 10 до около 85 аминокислот, от около 10 до около 80 аминокислот, 

от около 10 до около 75 аминокислот, от около 10 до около 70 аминокислот, от около 10 до около  

65 аминокислот, от около 10 до около 60 аминокислот, от около 10 до около 55 аминокислот, от около 10 

до около 50 аминокислот, от около 10 до около 45 аминокислот, от около 10 до около 40 аминокислот, от 

около 10 до около 35 аминокислот, от около 10 до около 30 аминокислот, от около 10 до около  

25 аминокислот, от около 10 до около 20 аминокислот, от около 10 до около 15 аминокислот, от около 15 

до около 100 аминокислот, от около 15 до около 95 аминокислот, от около 15 до около 90 аминокислот, 
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от около 15 до около 85 аминокислот, от около 15 до около 80 аминокислот, от около 15 до около  

75 аминокислот, от около 15 до около 70 аминокислот, от около 15 до около 65 аминокислот, от около 15 

до около 60 аминокислот, от около 15 до около 55 аминокислот, от около 15 до около 50 аминокислот, от 

около 15 до около 45 аминокислот, от около 15 до около 40 аминокислот, от около 15 до около  

35 аминокислот, от около 15 до около 30 аминокислот, от около 15 до около 25 аминокислот, от около 15 

до около 20 аминокислот, от около 20 до около 100 аминокислот, от около 20 до около 95 аминокислот, 

от около 20 до около 90 аминокислот, от около 20 до около 85 аминокислот, от около 20 до около  

80 аминокислот, от около 20 до около 75 аминокислот, от около 20 до около 70 аминокислот, от около 20 

до около 65 аминокислот, от около 20 до около 60 аминокислот, от около 20 до около 55 аминокислот, от 

около 20 до около 50 аминокислот, от около 20 до около 45 аминокислот, от около 20 до около  

40 аминокислот, от около 20 до около 35 аминокислот, от около 20 до около 30 аминокислот, от около 20 

до около 25 аминокислот, от около 25 до около 100 аминокислот, от около 25 до около 95 аминокислот, 

от около 25 до около 90 аминокислот, от около 25 до около 85 аминокислот, от около 25 до около  

80 аминокислот, от около 25 до около 75 аминокислот, от около 25 до около 70 аминокислот, от около 25 

до около 65 аминокислот, от около 25 до около 60 аминокислот, от около 25 до около 55 аминокислот, от 

около 25 до около 50 аминокислот, от около 25 до около 45 аминокислот, от около 25 до около  

40 аминокислот, от около 25 до около 35 аминокислот, от около 25 до около 30 аминокислот, от около 30 

до около 100 аминокислот, от около 30 до около 95 аминокислот, от около 30 до около 90 аминокислот, 

от около 30 до около 85 аминокислот, от около 30 до около 80 аминокислот, от около 30 до около  

75 аминокислот, от около 30 до около 70 аминокислот, от около 30 до около 65 аминокислот, от около 30 

до около 60 аминокислот, от около 30 до около 55 аминокислот, от около 30 до около 50 аминокислот, от 

около 30 до около 45 аминокислот, от около 30 до около 40 аминокислот, от около 30 до около  

35 аминокислот, от около 35 до около 50 аминокислот, от около 35 до около 45 аминокислот, от около 35 

до около 40 аминокислот, от около 40 до около 100 аминокислот, от около 40 до около 95 аминокислот, 

от около 40 до около 90 аминокислот, от около 40 до около 85 аминокислот, от около 40 до около  

80 аминокислот, от около 40 до около 75 аминокислот, от около 40 до около 70 аминокислот, от около 40 

до около 65 аминокислот, от около 40 до около 60 аминокислот, от около 40 до около 55 аминокислот,  

от около 40 до около 50 аминокислот, от около 40 до около 45 аминокислот, от около 45 до около  

50 аминокислот, от около 50 до около 100 аминокислот, от около 50 до около 95 аминокислот, от около 

50 до около 90 аминокислот, от около 50 до около 85 аминокислот, от около 50 до около 80 аминокислот, 

от около 50 до около 75 аминокислот, от около 50 до около 70 аминокислот, от около 50 до около  

65 аминокислот, от около 50 до около 60 аминокислот, от около 50 до около 55 аминокислот. 

В некоторых вариантах осуществления, где две или более аминокислоты удалены из последова-

тельности полноразмерного белка CLRN1 дикого типа, по меньшей мере две из двух или более удален-

ных аминокислот могут быть смежными в последовательности полноразмерного белка дикого типа. В 

других примерах, где две или более аминокислоты удалены из последовательности полноразмерного 

белка CLRN1 дикого типа, некоторые или все из двух или более удаленных аминокислот не являются 

смежными в последовательности полноразмерного белка дикого типа. Специалист в данной области тех-

ники должен понимать, что аминокислоты, которые не являются консервативными между полноразмер-

ными белками CLRN1 дикого типа из разных видов, могут быть удалены без потери активности, в то 

время как аминокислоты, которые являются консервативными между полноразмерными белками 

CLNRN1 дикого типа из разных видов не следует удалять, поскольку они с большей вероятностью (чем 

аминокислоты, которые не являются консервативными у разных видов) вовлечены в активность. 

В некоторых примерах активный белок CLRN1 может, например, содержать последовательность 

полноразмерного белка CLRN1 дикого типа, который имеет от 1 до около 100 аминокислот,  

от 1 до около 95 аминокислот, от 1 до около 90 аминокислот, от 1 до около 85 аминокислот,  

от 1 до около 80 аминокислот, от 1 до около 75 аминокислот, от 1 до около 70 аминокислот,  

от 1 до около 65 аминокислот, от 1 до около 60 аминокислот, от 1 до около 55 аминокислот,  

от 1 до около 50 аминокислот, от 1 до около 45 аминокислот, от 1 до около 40 аминокислот,  

от 1 до около 35 аминокислот, от 1 до около 30 аминокислот, от 1 до около 25 аминокислот,  

от 1 до около 20 аминокислот, от 1 до около 15 аминокислот, от 1 до около 10 аминокислот,  

от 1 до около 9 аминокислот, от 1 до около 8 аминокислот, от 1 до около 7 аминокислот,  

от 1 до около 6 аминокислот, от 1 до около 5 аминокислот, от 1 до около 4 аминокислот,  

от 1 до около 3 аминокислот, от около 2 до около 100 аминокислот, от около 2 до около 95 аминокислот, 

от около 2 до около 90 аминокислот, от около 2 до около 85 аминокислот,  

от около 2 до около 80 аминокислот, от около 2 до около 75 аминокислот,  

от около 2 до около 70 аминокислот, от около 2 до около 65 аминокислот,  

от около 2 до около 60 аминокислот, от около 2 до около 55 аминокислот,  

от около 2 до около 50 аминокислот, от около 2 до около 45 аминокислот,  

от около 2 до около 40 аминокислот, от около 2 до около 35 аминокислот,  

от около 2 до около 30 аминокислот, от около 2 до около 25 аминокислот,  

от около 2 до около 20 аминокислот, от около 2 до около 15 аминокислот,  
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от около 2 до около 10 аминокислот, от около 2 до около 9 аминокислот,  

от около 2 до около 8 аминокислот, от около 2 до около 7 аминокислот,  

от около 2 до около 6 аминокислот, от около 2 до около 5 аминокислот,  

от около 2 до около 4 аминокислот, от около 3 до около 100 аминокислот,  

от около 3 до около 95 аминокислот, от около 3 до около 90 аминокислот,  

от около 3 до около 85 аминокислот, от около 3 до около 80 аминокислот,  

от около 3 до около 75 аминокислот, от около 3 до около 70 аминокислот,  

от около 3 до около 65 аминокислот, от около 3 до около 60 аминокислот,  

от около 3 до около 55 аминокислот, от около 3 до около 50 аминокислот,  

от около 3 до около 45 аминокислот, от около 3 до около 40 аминокислот,  

от около 3 до около 35 аминокислот, от около 3 до около 30 аминокислот,  

от около 3 до около 25 аминокислот, от около 3 до около 20 аминокислот,  

от около 3 до около 15 аминокислот, от около 3 до около 10 аминокислот,  

от около 3 до около 9 аминокислот, от около 3 до около 8 аминокислот,  

от около 3 до около 7 аминокислот, от около 3 до около 6 аминокислот,  

от около 3 до около 5 аминокислот, от около 4 до около 100 аминокислот,  

от около 4 до около 95 аминокислот, от около 4 до около 90 аминокислот,  

от около 4 до около 85 аминокислот, от около 4 до около 80 аминокислот,  

от около 4 до около 75 аминокислот, от около 4 до около 70 аминокислот,  

от около 4 до около 65 аминокислот, от около 4 до около 60 аминокислот,  

от около 4 до около 55 аминокислот, от около 4 до около 50 аминокислот,  

от около 4 до около 45 аминокислот, от около 4 до около 40 аминокислот,  

от около 4 до около 35 аминокислот, от около 4 до около 30 аминокислот,  

от около 4 до около 25 аминокислот, от около 4 до около 20 аминокислот,  

от около 4 до около 15 аминокислот, от около 4 до около 10 аминокислот,  

от около 4 до около 9 аминокислот, от около 4 до около 8 аминокислот,  

от около 4 до около 7 аминокислот, от около 4 до около 6 аминокислот,  

от около 5 до около 100 аминокислот, от около 5 до около 95 аминокислот,  

от около 5 до около 90 аминокислот, от около 5 до около 85 аминокислот,  

от около 5 до около 80 аминокислот, от около 5 до около 75 аминокислот,  

от около 5 до около 70 аминокислот, от около 5 до около 65 аминокислот,  

от около 5 до около 60 аминокислот, от около 5 до около 55 аминокислот,  

от около 5 до около 50 аминокислот, от около 5 до около 45 аминокислот,  

от около 5 до около 40 аминокислот, от около 5 до около 35 аминокислот,  

от около 5 до около 30 аминокислот, от около 5 до около 25 аминокислот,  

от около 5 до около 20 аминокислот, от около 5 до около 15 аминокислот,  

от около 5 до около 10 аминокислот, от около 5 до около 9 аминокислот,  

от около 5 до около 8 аминокислот, от около 5 до около 7 аминокислот,  

от около 6 до около 100 аминокислот, от около 6 до около 95 аминокислот,  

от около 6 до около 90 аминокислот, от около 6 до около 85 аминокислот,  

от около 6 до около 80 аминокислот, от около 6 до около 75 аминокислот,  

от около 6 до около 70 аминокислот, от около 6 до около 65 аминокислот,  

от около 6 до около 60 аминокислот, от около 6 до около 55 аминокислот,  

от около 6 до около 50 аминокислот, от около 6 до около 45 аминокислот,  

от около 6 до около 40 аминокислот, от около 6 до около 35 аминокислот,  

от около 6 до около 30 аминокислот, от около 6 до около 25 аминокислот,  

от около 6 до около 20 аминокислот, от около 6 до около 15 аминокислот,  

от около 6 до около 10 аминокислот, от около 6 до около 9 аминокислот,  

от около 6 до около 8 аминокислот, от около 7 до около 100 аминокислот,  

от около 7 до около 95 аминокислот, от около 7 до около 90 аминокислот,  

от около 7 до около 85 аминокислот, от около 7 до около 80 аминокислот,  

от около 7 до около 75 аминокислот, от около 7 до около 70 аминокислот,  

от около 7 до около 65 аминокислот, от около 7 до около 60 аминокислот,  

от около 7 до около 55 аминокислот, от около 7 до около 50 аминокислот,  

от около 7 до около 45 аминокислот, от около 7 до около 40 аминокислот,  

от около 7 до около 35 аминокислот, от около 7 до около 30 аминокислот,  

от около 7 до около 25 аминокислот, от около 7 до около 20 аминокислот,  

от около 7 до около 15 аминокислот, от около 7 до около 10 аминокислот,  

от около 7 до около 9 аминокислот, от около 8 до около 100 аминокислот,  

от около 8 до около 95 аминокислот, от около 8 до около 90 аминокислот,  

от около 8 до около 85 аминокислот, от около 8 до около 80 аминокислот,  

от около 8 до около 75 аминокислот, от около 8 до около 70 аминокислот,  
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от около 8 до около 65 аминокислот, от около 8 до около 60 аминокислот,  

от около 8 до около 55 аминокислот, от около 8 до около 50 аминокислот,  

от около 8 до около 45 аминокислот, от около 8 до около 40 аминокислот,  

от около 8 до около 35 аминокислот, от около 8 до около 30 аминокислот,  

от около 8 до около 25 аминокислот, от около 8 до около 20 аминокислот,  

от около 8 до около 15 аминокислот, от около 8 до около 10 аминокислот,  

от около 10 до около 100 аминокислот, от около 10 до около 95 аминокислот,  

от около 10 до около 90 аминокислот, от около 10 до около 85 аминокислот,  

от около 10 до около 80 аминокислот, от около 10 до около 75 аминокислот,  

от около 10 до около 70 аминокислот, от около 10 до около 65 аминокислот,  

от около 10 до около 60 аминокислот, от около 10 до около 55 аминокислот,  

от около 10 до около 50 аминокислот, от около 10 до около 45 аминокислот,  

от около 10 до около 40 аминокислот, от около 10 до около 35 аминокислот,  

от около 10 до около 30 аминокислот, от около 10 до около 25 аминокислот,  

от около 10 до около 20 аминокислот, от около 10 до около 15 аминокислот,  

от около 20 до около 100 аминокислот, от около 20 до около 95 аминокислот,  

от около 20 до около 90 аминокислот, от около 20 до около 85 аминокислот,  

от около 20 до около 80 аминокислот, от около 20 до около 75 аминокислот,  

от около 20 до около 70 аминокислот, от около 20 до около 65 аминокислот,  

от около 20 до около 60 аминокислот, от около 20 до около 55 аминокислот,  

от около 20 до около 50 аминокислот, от около 20 до около 45 аминокислот,  

от около 20 до около 40 аминокислот, от около 20 до около 35 аминокислот,  

от около 20 до около 30 аминокислот, от около 20 до около 25 аминокислот,  

от около 30 до около 100 аминокислот, от около 30 до около 95 аминокислот,  

от около 30 до около 90 аминокислот, от около 30 до около 85 аминокислот,  

от около 30 до около 80 аминокислот, от около 30 до около 75 аминокислот,  

от около 30 до около 70 аминокислот, от около 30 до около 65 аминокислот,  

от около 30 до около 60 аминокислот, от около 30 до около 55 аминокислот,  

от около 30 до около 50 аминокислот, от около 30 до около 45 аминокислот,  

от около 30 до около 40 аминокислот, от около 30 до около 35 аминокислот,  

от около 40 до около 100 аминокислот, от около 40 до около 95 аминокислот,  

от около 40 до около 90 аминокислот, от около 40 до около 85 аминокислот,  

от около 40 до около 80 аминокислот, от около 40 до около 75 аминокислот,  

от около 40 до около 70 аминокислот, от около 40 до около 65 аминокислот,  

от около 40 до около 60 аминокислот, от около 40 до около 55 аминокислот,  

от около 40 до около 50 аминокислот, от около 40 до около 45 аминокислот,  

от около 50 до около 100 аминокислот, от около 50 до около 95 аминокислот,  

от около 50 до около 90 аминокислот, от около 50 до около 85 аминокислот,  

от около 50 до около 80 аминокислот, от около 50 до около 75 аминокислот,  

от около 50 до около 70 аминокислот, от около 50 до около 65 аминокислот,  

от около 50 до около 60 аминокислот, от около 50 до около 55 аминокислот,  

от около 60 до около 100 аминокислот, от около 60 до около 95 аминокислот,  

от около 60 до около 90 аминокислот, от около 60 до около 85 аминокислот,  

от около 60 до около 80 аминокислот, от около 60 до около 75 аминокислот,  

от около 60 до около 70 аминокислот, от около 60 до около 65 аминокислот,  

от около 70 до около 100 аминокислот, от около 70 до около 95 аминокислот,  

от около 70 до около 90 аминокислот, от около 70 до около 85 аминокислот,  

от около 70 до около 80 аминокислот, от около 70 до около 75 аминокислот,  

от около 80 до около 100 аминокислот, от около 80 до около 95 аминокислот,  

от около 80 до около 90 аминокислот, от около 80 до около 85 аминокислот,  

от около 90 до около 100 аминокислот, от около 90 до около 95 аминокислот или  

от около 95 до около 100 аминокислот, удаленных с его N-конца, и/или от 1 до 100 аминокислот (или 

любого из поддиапазонов этого диапазона, описанного в данном документе), удаленных с его С-конца. 

В некоторых вариантах осуществления активный белок CLRN1 может, например, содержать после-

довательность полноразмерного белка CLRN1 дикого типа, в которую вставлено от 1 до 50 аминокислот, 

от 1 до 45 аминокислот, от 1 до 40 аминокислот, от 1 до 35 аминокислот, от 1 до 30 аминокислот,  

от 1 до 25 аминокислот, от 1 до 20 аминокислот, от 1 до 15 аминокислот, от 1 до 10 аминокислот,  

от 1 до 9 аминокислот, от 1 до 8 аминокислот, от 1 до 7 аминокислот, от 1 до 6 аминокислот,  

от 1 до 5 аминокислот, от 1 до 4 аминокислот, от 1 до 3 аминокислот, от около 2 до 50 аминокислот,  

от около 2 до 45 аминокислот, от около 2 до 40 аминокислот, от около 2 до 35 аминокислот,  

от около 2 до 30 аминокислот, от около 2 до 25 аминокислот, от около 2 до 20 аминокислот,  

от около 2 до 15 аминокислот, от около 2 до 10 аминокислот, от около 2 до 9 аминокислот,  
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от около 2 до 8 аминокислот, от около 2 до 7 аминокислот, от около 2 до 6 аминокислот,  

от около 2 до 5 аминокислот, от около 2 до 4 аминокислот, от около 3 до около 50 аминокислот,  

от около 3 до 45 аминокислот, от около 3 до 40 аминокислот, от около 3 до 35 аминокислот,  

от около 3 до 30 аминокислот, от около 3 до 25 аминокислот, от около 3 до 20 аминокислот,  

от около 3 до 15 аминокислот, от около 3 до 10 аминокислот, от около 3 до 9 аминокислот,  

от около 3 до 8 аминокислот, от около 3 до 7 аминокислот, от около 3 до 6 аминокислот,  

от около 3 до 5 аминокислот, от около 4 до 50 аминокислот, от около 4 до 45 аминокислот,  

от около 4 до 40 аминокислот, от около 4 до 35 аминокислот, от около 4 до 30 аминокислот,  

от около 4 до 25 аминокислот, от около 4 до 20 аминокислот, от около 4 до 15 аминокислот,  

от около 4 до 10 аминокислот, от около 4 до 9 аминокислот, от около 4 до 8 аминокислот,  

от около 4 до 7 аминокислот, от около 4 до 6 аминокислот, от около 5 до 50 аминокислот,  

от около 5 до 45 аминокислот, от около 5 до 40 аминокислот, от около 5 до 35 аминокислот,  

от около 5 до 30 аминокислот, от около 5 до 25 аминокислот, от около 5 до 20 аминокислот,  

от около 5 до 15 аминокислот, от около 5 до 10 аминокислот, от около 5 до 9 аминокислот,  

от около 5 до 8 аминокислот, от около 5 до 7 аминокислот, от около 6 до 50 аминокислот,  

от около 6 до 45 аминокислот, от около 6 до 40 аминокислот, от около 6 до 35 аминокислот,  

от около 6 до 30 аминокислот, от около 6 до 25 аминокислот, от около 6 до 20 аминокислот,  

от около 6 до 15 аминокислот, от около 6 до 10 аминокислот, от около 6 до 9 аминокислот,  

от около 6 до 8 аминокислот, от около 7 до 50 аминокислот, от около 7 до 45 аминокислот,  

от около 7 до 40 аминокислот, от около 7 до 35 аминокислот, от около 7 до 30 аминокислот,  

от около 7 до 25 аминокислот, от около 7 до 20 аминокислот, от около 7 до 15 аминокислот,  

от около 7 до 10 аминокислот, от около 7 до 9 аминокислот, от около 8 до 50 аминокислот,  

от около 8 до 45 аминокислот, от около 8 до 40 аминокислот, от около 8 до 35 аминокислот,  

от около 8 до 30 аминокислот, от около 8 до 25 аминокислот, от около 8 до 20 аминокислот,  

от около 8 до 15 аминокислот, от около 8 до 10 аминокислот, от около 10 до 50 аминокислот,  

от около 10 до 45 аминокислот, от около 10 до 40 аминокислот, от около 10 до 35 аминокислот,  

от около 10 до 30 аминокислот, от около 10 до 25 аминокислот, от около 10 до 20 аминокислот,  

от около 10 до 15 аминокислот, от около 15 до 50 аминокислот, от около 15 до 45 аминокислот,  

от около 15 до 40 аминокислот, от около 15 до 35 аминокислот, от около 15 до 30 аминокислот,  

от около 15 до 25 аминокислот, от около 15 до 20 аминокислот, от около 20 до 50 аминокислот,  

от около 20 до 45 аминокислот, от около 20 до 40 аминокислот, от около 20 до 35 аминокислот,  

от около 20 до 30 аминокислот, от около 20 до 25 аминокислот, от около 25 до 50 аминокислот,  

от около 25 до 45 аминокислот, от около 25 до 40 аминокислот, от около 25 до 35 аминокислот,  

от около 25 до 30 аминокислот, от около 30 до 50 аминокислот, от около 30 до 45 аминокислот,  

от около 30 до 40 аминокислот, от около 30 до 35 аминокислот, от около 35 до 50 аминокислот,  

от около 35 до 45 аминокислот, от около 35 до 40 аминокислот, от около 40 до 50 аминокислот,  

от около 40 до 45 аминокислот, или от около 45 до около 50 аминокислот. 

В некоторых примерах от 1 до 50 аминокислот (или любой их поддиапазон) можно вставить в виде 

непрерывной последовательности в последовательность полноразмерного белка дикого типа. В некото-

рых примерах от 1 до 50 аминокислот (или любой их поддиапазон) вставляют в несколько несмежных 

мест в последовательность полноразмерного белка дикого типа. Как можно понять из уровня техники, от 

1 до 50 аминокислот может быть вставлено в часть последовательности полноразмерного белка дикого 

типа, которая не является высококонсервативной у разных видов. 

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

имеют то же значение, которое, как правило, подразумевается средним специалистом в данной области 

техники, к которой относится данное изобретение. В данном документе описаны способы и материалы 

для применения в данном изобретении; также могут быть использованы другие подходящие способы и 

материалы, известные в данной области техники. Материалы, способы и примеры являются исключи-

тельно иллюстративными и не имеют ограничительного характера. Все публикации, заявки на патенты, 

патенты, последовательности, записи в базе данных и другие ссылки, упомянутые в данном документе, 

полностью включены посредством ссылки. В случае конфликта данное описание, включая определения, 

будет иметь преимущественную силу. 

Другие признаки и преимущества данного изобретения станут очевидными из следующего подроб-

ного описания и фигур, а также из формулы изобретения 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-1 

(SEQ ID NO: 40; 3397 пар оснований (п.о.)), который можно использовать в любом из настоящих спосо-

бов, описанных в данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), про-

мотор β-актина курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), после-

довательность Т2А (SEQ ID NO: 31), изоформу 2 CLRN1 (SEQ ID NO: 6), поли(А)-сигнал bGH  

(SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 2 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора  
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CLRN-2GFP(SEQ ID NO: 41; 4177 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, 

описанных в данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор 

β-актина курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), последова-

тельность Т2А (SEQ ID NO: 31), изоформу 2 CLRN1 (SEQ ID NO: 6), последовательность Т2А  

(SEQ ID NO: 31), eGFP (SEQ ID NO: 32), поли(А)-сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 3 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-3 

(SEQ ID NO: 42; 4607 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), 5'UTR-291, изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), 3'-UTR-1357 

(SEQ ID NO: 36), поли(А)-сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 4 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-4 

(SEQ ID NO: 43; 4796 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), последовательность 

Т2А (SEQ ID NO: 31), изоформу 2 CLRN1 (SEQ ID NO: 6), 3'UTR-1406 (SEQ ID NO: 37), поли(А)-сигнал 

bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 5 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора  

pITR-CBA-5'UTR-tGFP-3'UTR (5026 п.н.), который можно использовать в любом из настоящих способов, 

описанных в данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор 

β-актина курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), 5'UTR-291, tGFP (SEQ ID NO: 19), 3'UTR-1595, 

поли(А)-сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 6 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора  

CLRN-6eGFP (SEQ ID NO: 44; 4756 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, 

описанных в данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17),  

промотор β-актина курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), eGFP (SEQ ID NO: 32), 3'UTR-1406  

(SEQ ID NO: 37), поли(А)-сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITRAAV2. 

На фиг. 7 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора  

pITR-CBA-3'UTR-600A (3982 п.н.), который можно использовать в любом из настоящих способов, опи-

санных в данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор  

β-актина курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 4), последова-

тельность Т2А (SEQ ID NO: 31), изоформу 2 CLRN1 (SEQ ID NO: 6), 3'UTR-600 (SEQ ID NO: 27), по-

ли(А)-сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 8 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-8 

(SEQ ID NO: 46; 3982 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), последовательность 

Т2А (SEQ ID NO: 31), изоформу 2 CLRN1 (SEQ ID NO: 6), 3'UTR-600B (SEQ ID NO: 28), поли(А)-сигнал 

bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 9 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-9 

(SEQ ID NO: 47; 3982 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), последовательность 

Т2А (SEQ ID NO: 31), изоформу 2 CLRN1 (SEQ ID NO: 6), 3'UTR-600C (SEQ ID NO: 29), поли(А)-сигнал 

bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 10 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-0 

(SEQ ID NO: 39; 4732 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), 3'UTR 1773  

(SEQ ID NO: 15), поли(А)-сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 11 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора  

CLRN-7eGFP (SEQ ID NO: 45; 3580 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, 

описанных в данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор 

β-актина курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), последовательность eGFP (SEQ ID NO: 32), по-

ли(А)-сигнал bGH. (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 12 приведено типовое схематическое представление генетической карты CLRN-10  

(SEQ ID NO: 48; 3511 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 4), последовательность НА 

(SEQ ID NO: 34), последовательность FP (SEQ ID NO: 30), последовательность Т2А (SEQ ID NO: 31), 

изоформу 2 CLRN1 (SEQ ID NO: 5), последовательность метки 3xFLAG (SEQ ID NO: 35), поли(А)-

сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 
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На фиг. 13 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора  

CLRN-10myc (SEQ ID NO: 49; 3574 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, 

описанных в данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор 

β-актина курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), последова-

тельность myc (SEQ ID NO: 33), последовательность FP (SEQ ID NO: 30), последовательность Т2А  

(SEQ ID NO: 31), последовательность метки 3xFLAG (SEQ ID NO: 35), поли(А)-сигнал bGH  

(SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 14 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора  

CLRN-10NF (SEQ ID NO: 50; 3499 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, 

описанных в данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор 

β-актина курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), последова-

тельность Т2А (SEQ ID NO: 31), последовательность НА (SEQ ID NO: 34), изоформу 2 CLRN-1  

(SEQ ID NO: 5), последовательность метки 3xFLAG (SEQ ID NO: 35), поли(А)-сигнал bGH  

(SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 15 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-11 

(SEQ ID NO: 51; 4908 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), последовательность НА 

(SEQ ID NO: 34), последовательность FP (SEQ ID NO: 30), последовательность Т2А (SEQ ID NO: 31), 

изоформу 2 CLRN-1 (SEQ ID NO: 5), последовательность метки 3xFLAG (SEQ ID NO: 35), 3'UTR-1406 

(SEQ ID NO: 37), поли(А)-сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 16 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора  

CLRN-11myc (SEQ ID NO: 52; 4971 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, 

описанных в данном документе. Вектор содержит AAV2 ITR, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор 

β-актина курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), последова-

тельность myc (SEQ ID NO: 33), последовательность FP (SEQ ID NO: 30), последовательность Т2А  

(SEQ ID NO: 31), изоформу 2 CLRN1 (SEQ ID NO: 5), последовательность метки 3xFLAG  

(SEQ ID NO: 35), 3'UTR-1406 (SEQ ID NO: 37), поли(А)-сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 17 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора  

CLRN-11NF (SEQ ID NO: 53; 4896 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, 

описанных в данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор 

β-актина курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), последова-

тельность НА (SEQ ID NO: 34), последовательность Т2А (SEQ ID NO: 31), изоформу 2 CLRN1  

(SEQ ID NO: 5), последовательность 3xFLAG (SEQ ID NO: 33), 3'UTR-1406 (SEQ ID NO: 37), поли(А)-

сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 18 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-12 

(SEQ ID NO: 54; 4640 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), последовательность 5'UTR-291 (SEQ ID NO: 12), изоформу 1 

CLRN1 (SEQ ID NO: 1), последовательность НА (SEQ ID NO: 34), 3'UTR-1357 (SEQ ID NO: 36), поли(А)-

сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 19 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-13 

(SEQ ID NO: 55; 4291 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 4 CLRN1 (SEQ ID NO: 7), последовательность 

метки 3xFLAG (SEQ ID NO: 35), последовательность Т2А (SEQ ID NO: 31), изоформу 1 CLRN1  

(SEQ ID NO: 1), последовательность НА (SEQ ID NO: 34), 3'UTR-600 (SEQ ID NO: 27), поли(А)-сигнал 

bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 20 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-14 

(SEQ ID NO: 56; 4192 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 4 CLRN1 (SEQ ID NO: 7), последовательность 

Т2А (SEQ ID NO: 31), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), 3'UTR-600 (SEQ ID NO: 27), поли(А)-сигнал 

bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 21 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-15 

(SEQ ID NO: 57; 3505 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 4 CLRN1 (SEQ ID NO: 7), последовательность 

метки 3xFLAG (SEQ ID NO: 35), 3'UTR-600 (SEQ ID NO: 27), поли(А)-сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и 

ITR AAV2. 

На фиг. 22 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-16 
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(SEQ ID NO: 58; 3439 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, химерный интрон (SEQ ID NO: 16), изоформу 4 CLRN1 (SEQ ID NO: 7), 3'UTR-600  

(SEQ ID NO: 27), поли(А)-сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 23 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-17 

(SEQ ID NO: 59; 130 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, sh-химерный интрон (SEQ ID NO: 26), 5'UTR-291 (SEQ ID NO: 12), изоформу 1 CLRN1  

(SEQ ID NO: 1), последовательность НА (SEQ ID NO: 34), 3'UTR-1773 (SEQ ID NO: 15), поли(А)-сигнал 

bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 24 приведено типовое схематическое представление генетической карты вектора CLRN-18 

(SEQ ID NO: 60; 4277 п.о.), который можно использовать в любом из настоящих способов, описанных в 

данном документе. Вектор содержит ITR AAV2, энхансер CMV (SEQ ID NO: 17), промотор β-актина 

курицы, sh-химерный интрон (SEQ ID NO: 26), изоформу 1 CLRN1 (SEQ ID NO: 1), 3'UTR-1773  

(SEQ ID NO: 15), поли(А)-сигнал bGH (SEQ ID NO: 20) и ITR AAV2. 

На фиг. 25 представлено изображение иммуноблота для уровней белка CLRN1 из трансфицирован-

ных клеток HEK293FT через 48 ч после трансфекции с использованием антител к НА и к FLAG.  

Дорожка 1 - PageRuler Plus Prestained; дорожка 2 - CLRN-10 (денатурация при 37°С);  

дорожка 3 - CLRN-11 (денатурация при 37°С); дорожка 4 - CLRN-12 (денатурация при 37°С);  

дорожка 5 - отрицательный контроль; дорожка 6 - CLRN-10 (денатурация при 56°С);  

дорожка 7 - CLRN-11 (денатурация при 56°С); дорожка 8 - CLRN-12 (денатурация при 56°С);  

дорожка 9 - отрицательный контроль. Белок изоформы CLRN-1 представляет собой гликозилированный 

белок и часто мигрирует в виде размазанных полос. 

На фиг. 26 представлено изображение иммуноблота для уровней белка CLRN1 из трансфицирован-

ных клеток HEK293FT через 48 ч после трансфекции с использованием антитела к FLAG.  

Дорожка 1 - PageRuler Plus Prestained; дорожка 2 -CLRN-10; дорожка 3 - CLRN-11; дорожка 4 - CLRN-12; 

дорожка 5 - CLRN-13; дорожка 6 - CLRN-15; дорожка 7 - отрицательный контроль. 

На фиг. 27 представлено изображение иммуноблота для уровней белка CLRN1 из трансфицирован-

ных клеток HEK293FT через 48 ч после трансфекции с использованием антитела к FLAG.  

Дорожка 1 - PageRuler Plus Prestained; дорожка 2 -CLRN-10; дорожка 3 - CLRN-10NF;  

дорожка 4 - CLRN-10myc; дорожка 5 - CLRN-ПНФ; дорожка 6 - CLRN-11myc;  

дорожка 7 - отрицательный контроль. Все образцы хранили при комнатной температуре. 

На фиг. 28 представлено изображение иммуноблота для уровней белка CLRN1 из трансфицирован-

ных клеток HEK293FT через 48 ч после трансфекции с использованием антитела к myc. Дорожка 1 -  

PageRuler Plus Prestained; дорожка 2 -CLRN-10; дорожка 3 - CLRN-10NF; дорожка 4 - CLRN-10myc;  

дорожка 5 - CLRN-ПНФ; дорожка 6 - CLRN-11myc; дорожка 7 - отрицательный контроль. 

На фиг. 29 представлено изображение иммуноблота для уровней белка CLRN1, полученного из 

трансфицированных клеток HEK293FT через 48 ч после трансфекции с использованием антител к НА и к 

FLAG. Дорожка 1 - PageRuler Plus Prestained; дорожка 2 - CLRN-13; дорожка 3 - CLRN-10;  

дорожка 4 - CLRN-10NF; дорожка 5 - CLRN-10myc; дорожка 6 - CLRN-11NF; дорожка 7 - CLRN-11myc; 

дорожка 8 - отрицательный контроль. 

На фиг. 30 приведено изображение иммуноблота с использованием кроличьих поликлональных ан-

тител к CLRN (EKIANYKEGTYVYKTQSEKY; SEQ ID NO: 38) для уровней белка изоформы 1 CLRN1, 

полученных из клеток HEK239FT, трансфицированных плазмидами, описанными в данном документе, 

через 48 ч после трансфекции. Дорожка 1 - PageRuler Plus Prestained; дорожка 2 - CLRN-10;  

дорожка 3 - CLRN-1; дорожка 4 - CLRN-2; дорожка 5 - CLRN-3; дорожка 6 - CLRN-4; дорожка 7 -  

CLRN-8; дорожка 8 - CLRN-9; дорожка 9 - CLRN-10; дорожка 10 - CLRN-11; дорожка 11 - CLRN-12;  

дорожка 12 - CLRN-13; Ддрожка 13 - CLRN-14; дорожка 14 - CLRN-15; дорожка 15 - CLRN-16;  

дорожка 16 - отрицательный контроль; дорожка 17 - отрицательный контроль. 

На фиг. 31 представлено изображение иммуноблота для уровней белка CLRN1, полученных из 

трансфицированных клеток HEK293FT через 48 ч после трансфекции с использованием кроличьих поли-

клональных антител к CLRN. Дорожка 1 - PageRuler Plus Prestained; дорожка 2 - Anc80-CLRN-0;  

дорожка 3 - Anc80-CLRN-0+ПНГаза F; дорожка 4: Anc80-CLRN-3; дорожка 5 - Anc80-CLRN-3+ПНГаза 

F; дорожка 6 - Anc80-CLRN-6eGFP; дорожка 7 - Anc80-CLRN-6eGFP+ПНГаза F; дорожка 8 - Anc80-

CLRN-13; дорожка 9 - Anc80-CLRN-13+ПНГаза F; дорожка 10 - без вектора; дорожка 11 - без векто-

ра+ПНГаза F. Белок изоформы CLRN-1 представляет собой гликозилированный белок и часто мигрирует 

в виде размазанных полос (дорожки 2, 4 и 8). После обработки ПНГазой F размазанные полосы исчезли и 

сместились на отдельные полосы (дорожки 3, 5 и 8). 

На фиг. 32 представлен набор иммунофлуоресцентных изображений клеток HEK293FT, трансдуци-

рованных AAVanc80-CLRN6eGFP, полученных через 24 ч и 48 ч после трансфекции при MOI 8.41E+04 и 

MOI 2.53E+05, соответственно. 
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На фиг. 33 представлена гистограмма, на которой показана относительная экспрессия CLRN1 и GFP 

в клетках HEK293FT, трансдуцированных AAVanc80-CLRN-6eGFP (при MOI 1.05E+05 и MOI 3.15E+05), 

AAVanc80-CLRN-0 (при MOI 8.23E+04 и MOI 2.47E+05), AAVAnc80-CLRN-3 (при MOI 8.41E+04 и  

MOI 2.53E+04) и AAVanc80-CLRN-13 (при MOI 8.33E+04 и MOI 2.50E+05) соответственно. 

На фиг. 34 представлена гистограмма, на которой показана относительная экспрессия CLRN1 и GFP 

в эксплантатах улитки Р2 от мышей ДТ, инфицированных в течение 16 ч AAVanc80-CLRN-6eGFP (при 

MOI 2.0E+05), AAVanc80-CLRN-0 (при MOI 2.5E+05 и MOI 7.6E+0.5), AAVanc80-CLRN-3 (при MOI 

2.0E+05 и 6.03Е+05) и AAVAnc80-CLRN-13 (при MOI 2.0E+05 и MOI 6.0E+05) соответственно. 

На фиг. 35 представлен набор флуоресцентных изображений через эксплантатов улитки Р2 от мы-

шей ДТ, инфицированных в течение 72 ч 1.3Е10 вг (вирусные геномы) AAVanc80-CLRN-0/улитка, 9.9Е9 

VG AAVanc80-CLRN-3/улитка и 1.0E10 вг AAVanc80-CLRN-13/улитка, демонстрирующих окрашивание 

Муо7а и DAPI. 

На фиг. 36 представлен набор флуоресцентных изображений эксплантатов улитки Р2 от мышей 

WT, инфицированных в течение 72 ч 1Е09 вг AAVAnc80.CAG.eGFP.3'UTR/улитка, демонстрирующих 

окрашивание eGFP, Муо7а и DAPI. 

Подробное описание сущности изобретения 

Дефицит или мутации в "кларине 1", белке, кодируемом геном CLRN1, вызывают потерю слуха и 

зрения. Например, мутации в CLRN1 приводят к синдрому Ушера типа III и пигментному ретиниту. 

В данном документе предложены композиции, которые содержат по меньшей мере два разных век-

тора нуклеиновых кислот, в которой: каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит коди-

рующую последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, причем каждая из кодируе-

мых частей содержит по меньшей мере 30 аминокислотных остатков в длину, при этом аминокислотная 

последовательность каждой из кодируемых частей может необязательно частично перекрываться с ами-

нокислотной последовательностью другой кодируемой части; ни один вектор по меньшей мере из двух 

разных векторов не кодирует полноразмерный белок CLRN1; по меньшей мере одна из кодирующих по-

следовательностей содержит нуклеотидную последовательность, охватывающую два последовательных 

экзона геномной ДНК CLRN1 и не имеющую последовательность интрона между двумя последователь-

ными экзонами; и при введении в клетку млекопитающего по меньшей мере два разных вектора подвер-

гаются гомологичной рекомбинации друг с другом, тем самым образуя рекомбинированную нуклеино-

вую кислоту, которая кодирует полноразмерный белок CLRN1. 

В данном документе композиции, которые содержат один вектор нуклеиновой кислотой, причем 

вектор содержит одну или обе из (i) первой кодирующей последовательности, кодирующей первую изо-

форму белка CLRN1, и (ii) второй кодирующей последовательности, кодирующей вторую изоформу бел-

ка CLRN1, где одна или обе из первой и второй кодирующих последовательностей содержат нуклеотид-

ную последовательность, охватывающую два последовательных экзона геномной ДНК CLRN1, и не 

имеют интронной последовательности между двумя последовательными экзонами. 

В данном документе представлены композиции, которые содержат два разных вектора нуклеино-

вых кислот, в которой: первый вектор нуклеиновой кислоты из двух разных векторов нуклеиновых ки-

слот содержит промотор, первую кодирующую последовательность, которая кодирует N-концевую часть 

белка CLRN1, расположенную на 3'-конце промотора, и последовательность донора сплайсинга, распо-

ложенную на 3'-конце первой кодирующей последовательности; и второй вектор нуклеиновой кислоты 

из двух разных векторов нуклеиновых кислот содержит последовательность акцептора сплайсинга, вто-

рую кодирующую последовательность, которая кодирует С-концевую часть белка CLRN1, расположен-

ную на 3'-конце последовательности акцептора сплайсинга, и сигнальную последовательность полиаде-

нилирования на 3'-конце второй кодирующей последовательности; при этом каждая из кодируемых час-

тей имеет длину по меньшей мере 30 аминокислотных остатков, причем аминокислотные последова-

тельности двух кодируемых частей не перекрываются друг с другом; при этом ни один из двух разных 

векторов не кодирует полноразмерный белок CLRN1; и при введении в клетку млекопитающего проис-

ходит сплайсинг между последовательностью донора сплайсинга и последовательностью акцептора 

сплайсинга, тем самым образуя рекомбинированную нуклеиновую кислоту, которая кодирует полнораз-

мерный белок CLRN1. 

В данном документе представлены композиции, которые содержат два разных вектора нуклеино-

вых кислот, в которой: первый вектор нуклеиновой кислоты из двух разных векторов нуклеиновых ки-

слот содержит промотор, первую кодирующую последовательность, которая кодирует N-концевую часть 

белка CLRN1, расположенную на 3'-конце промотора, последовательность донора сплайсинга, располо-

женную на 3'-конце первой кодирующей последовательности, и первый детектируемый маркерный ген, 

расположенный на 3'-конце последовательности донора сплайсинга; и второй вектор нуклеиновой кисло-

ты из двух разных векторов нуклеиновых кислот содержит второй детектируемый маркерный ген, по-

следовательность акцептора сплайсинга, расположенную на 3'-конце второго детектируемого маркерного 

гена, вторую кодирующую последовательность, которая кодирует С-концевую часть белка CLRN1, рас-

положенную на 3'-конце последовательности акцептора сплайсинга, и сигнальную последовательность 

полиаденилирования, расположенную на 3'-конце второй кодирующей последовательности; при этом 



045887 

- 24 - 

каждая из кодируемых частей имеет длину по меньшей мере 30 аминокислотных остатков, причем ами-

нокислотные последовательности кодируемых частей не перекрываются друг с другом; при этом ни один 

из двух разных векторов не кодирует полноразмерный белок CLRN1; и при введении в клетку млекопи-

тающего происходит сплайсинг между последовательностью донора сплайсинга и последовательностью 

акцептора сплайсинга, тем самым образуя рекомбинированную нуклеиновую кислоту, которая кодирует 

полноразмерный белок CLRN1. 

Также в данном документе представлены композиции, которые содержат два разных вектора нук-

леиновых кислот, в которой: первый вектор нуклеиновой кислоты из двух разных векторов нуклеиновых 

кислот содержит промотор, первую кодирующую последовательность, которая кодирует N-концевую 

часть белка CLRN1, расположенную 3' к промотору, последовательность донора сплайсинга, располо-

женную на 3'-конце первой кодирующей последовательности, и рекомбиногенную область фага F1, рас-

положенную 3' к последовательности донора сплайсинга; и второй вектор нуклеиновой кислоты из двух 

разных векторов нуклеиновых кислот содержит рекомбиногенную область фага F1, последовательность 

акцептора сплайсинга, расположенную на 3'-конце рекомбиногенной области фага F1, вторую кодирую-

щую последовательность, которая кодирует С-концевую часть белка CLRN1, расположенную на 3'-конце 

последовательности акцептора сплайсинга, и сигнальную последовательность полиаденилирования, рас-

положенную на 3'-конце второй кодирующей последовательности; при этом каждая из двух кодируемых 

частей имеет длину по меньшей мере 30 аминокислотных остатков, причем аминокислотные последова-

тельности двух кодируемых частей не перекрываются друг с другом; при этом ни один из двух разных 

векторов не кодирует полноразмерный белок CLRN1; и при введении в клетку млекопитающего проис-

ходит сплайсинг между последовательностью донора сплайсинга и последовательностью акцептора 

сплайсинга, тем самым образуя рекомбинированную нуклеиновую кислоту, которая кодирует полнораз-

мерный белок CLRN1. 

В данном документе представлены способы, которые включают введение в улитку млекопитающе-

го терапевтически эффективного количества любой из описанных в данном документе композиций. 

В данном документе представлены способы увеличения экспрессии полноразмерного белка CLRN1 

в клетке млекопитающего, которые включают введение любой из описанных в данном документе компо-

зиций в клетку млекопитающего. 

В данном документе представлены способы увеличения экспрессии полноразмерного белка CLRN1 

во внутренней волосковой клетке, наружной волосковой клетке или в обеих клетках в улитке млекопи-

тающего, которые включают введение в улитку млекопитающего терапевтически эффективного количе-

ства любой из описанных в данном документе композиций. 

В данном документе представлены способы увеличения экспрессии полноразмерного белка CLRN1 

в глазу млекопитающего, которые включают внутриглазное введение в глаз млекопитающего терапевти-

чески эффективного количества любой из описанных в данном документе композиций. 

В данном документе представлены способы лечения потери слуха у субъекта, у которого иденти-

фицирован дефектный ген CLRN1, которые включают введение терапевтически эффективного количест-

ва любой из описанных в данном документе композиций в улитку субъекта. 

В данном документе также представлены способы лечения потери зрения у субъекта, у которого 

идентифицирован дефектный ген CLRN1, которые включают введение терапевтически эффективного 

количества любой из описанных в данном документе композиций в глаз субъекта. 

Дополнительные неограничивающие аспекты композиций, наборов и способов описаны в данном 

документе и могут использоваться в любой комбинации без ограничения. 

CLRN1. 

Ген CLRN1 кодирует "кларин 1" (CLRN1), белок, который экспрессируется в волосковых клетках 

внутреннего уха (например, внутренних волосковых клетках уха, наружных волосковых клетках уха) и 

сетчатке. 

Ген CLRN1 человека расположен в хромосоме 3q25.1. Он содержит 7 экзонов, охватывающих  

~47 тысяч пар нуклеотидов (т.п.н.) (Vastinsalo et al. (2011), Eur. J. Hum. Genet. 19(1):30-35; номер доступа 

NCBI NG 009168.1). 

Различные мутации в генах CLRN1 были связаны с синдромом Ушера типа III (например, синдро-

мом Ушера типа IIIA (MIM # 606397) (см., например, Fields et al. (2002), Am. J. Hum. Genet. 71:607-617 и 

Joensuu et al. (2001), Am. J. Hum. Genet. 69:673-684) и пигментным ретинитом (см, например, Khan et al. 

(2011), Ophthalmology, 118:1444-1448). Мутации, вызывающие синдром Ушера типа III, преимуществен-

но обнаруживаются в экзоне 3 CLRN1. Синдром Ушера типа III с глухотой может быть смоделирован 

путем создания мышей с дефицитом CLRN1 (см., например, Geng et al. (2017), Sci. Rep. 7(1):13480). Ил-

люстративные мутации CLRN1, связанные с синдромом Ушера типа III, включают T528G, М120K, 

М44K, N48K и C40G. 

Иллюстративные мутации CLRN1, связанные с пигментным ретинитом, включают L154W и P31L 

(см., например, Khan et al. (2011), Ophthalmology, 118:1444-1448). 

Дополнительные иллюстративные мутации в гене CLRN1, которые были обнаружены у субъектов с 

потерей слуха, и способы секвенирования нуклеиновой кислоты, кодирующей CLRN1, описаны, напри-
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мер, в Fields et al. (2002), Am. J. Hum. Genet. 71:607-617, Joensuu et al. (2001), Am. J. Hum. Genet. 69:673-

684, Adato et al. (2002), Europ. J. Hum. Genet. 10: 339-350, Aller et al. (2004), Clin. Genet. 66:525-529. Спо-

собы обнаружения мутаций в гене хорошо известны в данной области. Неограничивающие примеры та-

ких способов включают полимеразную цепную реакцию в реальном времени (ОТ-ПЦР), ПЦР, секвени-

рование, саузерн-блоттинг и нозерн-блоттинг. 

Иллюстративный белок CLRN1 дикого типа человека представляет собой или включает последова-

тельности SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 и SEQ ID NO: 7. Неограничивающие примеры 

нуклеотидных последовательностей, кодирующих белок CLRN1 дикого типа, представляют собой или 

включают SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 и SEQ ID NO: 8. 

В некоторых вариантах осуществления любой из описанных в данном документе композиций белок 

CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 75% (например, по меньшей мере 

80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере 92%, по 

меньшей мере 93%, по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей 

мере 97%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%) идентична SEQ ID NO: 1. 

В некоторых вариантах осуществления любой из описанных в данном документе композиций белок 

CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 75% (например, по меньшей мере 

80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере  

92%, по меньшей мере 93%, по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере  

96%, по меньшей мере 97%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%) идентична SEQ ID NO: 3. 

В некоторых вариантах осуществления любой из описанных в данном документе композиций белок 

CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 75% (например, по меньшей мере 

80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере  

92%, по меньшей мере 93%, по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере  

96%, по меньшей мере 97%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%) идентична SEQ ID NO: 5. 

В некоторых вариантах осуществления любой из описанных в данном документе композиций белок 

CLRN1 содержит последовательность, которая по меньшей мере на 75% (например, по меньшей мере 

80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере  

92%, по меньшей мере 93%, по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере  

96%, по меньшей мере 97%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%) идентична SEQ ID NO: 7. 

Изоформа D человеческого белка CLRN1 дикого типа (SEQ ID NO: 1): 

 
кДНК изоформы D человеческого CLRN1 дикого типа (SEQ ID NO: 2): 

 
Изоформа А человеческого белка CLRN1 дикого типа (SEQ ID NO: 3): 
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кДНК изоформы А человеческого CLRN1 дикого типа (SEQ ID NO: 4): 

 
Изоформа С человеческого белка CLRN1 дикого типа (SEQ ID NO: 5): 

 
кДНК изоформы С человеческого CLRN1 дикого типа (SEQ ID NO: 6): 

 
Изоформа Е человеческого белка CLRN1 дикого типа (SEQ ID NO: 7): 

 
кДНК изоформы Е человеческого CLRN1 дикого типа (SEQ ID NO: 8): 

 
Геномная последовательность человеческого CLRN1 дикого типа (SEQ ID NO: 9): 
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Неограничивающим примером последовательности геномной ДНК человеческого CLRN1 дикого 

типа является SEQ ID NO: 9. Экзоны в SEQ ID NO: 9: положения нуклеотидов 1-544 (экзон 1),  

положения нуклеотидов 28764-29180 (экзон 2), положения нуклеотидов 31239-31418 (экзон 3),  

положения нуклеотидов 32481-32519 (экзон 4), положения нуклеотидов 44799-46433 (экзон 5),  

положения нуклеотидов 44799-44935 (экзон 6) и положения нуклеотидов 46128-46837 (экзон 7). Интро-

ны расположены между каждой парой этих экзонов в SEQ ID NO: 9, т.е. в положениях нуклеотидов  

545-28763 (интрон 1), положениях нуклеотидов 29181-31238 (интрон 2), положениях нуклеотидов  

31419-32480 (интрон 3), положениях нуклеотидов 32520-44798 (интрон 4) и положениях нуклеотидов 

44936-46127 (интрон 7). 

Изоформа 1 мышиного белка CLRN1 (SEQ ID NO: 10): 

 
Белок CLRN1 собаки (SEQ ID NO: 11): 
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Векторы. 

Композиции, представленные в данном документе, содержат по меньшей мере два (например, два, 

три, четыре, пять или шесть) вектора нуклеиновых кислот, где каждый по меньшей мере из двух разных 

векторов содержит кодирующую последовательность, которая кодирует другую часть белка CLRN1, 

причем каждая из кодируемых частей имеет длину по меньшей мере 30 аминокислот (например,  

от около 30 до около 202 аминокислот, от около 30 до около 200 аминокислот, от около 30 до около  

180 аминокислот, от около 30 до около 170 аминокислот, от около 30 до около  

160 аминокислот, от около 30 до около 150 аминокислот, от около 30 до около  

140 аминокислот, от около 30 до около 130 аминокислот, от около 30 до около  

120 аминокислот, от около 30 до около 110 аминокислот, от около 30 до около  

100 аминокислот, от около 30 до около 90 аминокислот, от около 30 до около  

80 аминокислот, от около 30 до около 70 аминокислот, от около 30 до около  

60 аминокислот, от около 30 до около 50 аминокислот, от около 30 до около  

40 аминокислот, от около 60 до около 202 аминокислот, от около 60 до около  

200 аминокислот, от около 60 до около 180 аминокислот, от около 60 до около  

170 аминокислот, от около 60 до около 160 аминокислот, от около 60 до около  

150 аминокислот, от около 60 до около 140 аминокислот, от около 60 до около  

130 аминокислот, от около 60 до около 120 аминокислот, от около 60 до около  

110 аминокислот, от около 60 до около 100 аминокислот, от около 60 до около  

90 аминокислот, от около 60 до около 80 аминокислот, от около 60 до около  

70 аминокислот, от около 90 до около 202 аминокислот, от около 90 до около  

200 аминокислот, от около 90 до около 180 аминокислот, от около 90 до около  

170 аминокислот, от около 90 до около 160 аминокислот, от около 90 до около  

150 аминокислот, от около 90 до около 140 аминокислот, от около 90 до около  

130 аминокислот, от около 90 до около 120 аминокислот, от около 90 до около  

110 аминокислот, от около 90 до около 100 аминокислот, от около 100 до около  

202 аминокислот, от около 100 до около 200 аминокислот, от около 100 до около  

180 аминокислот, от около 100 до около 170 аминокислот, от около 100 до около  

160 аминокислот, от около 100 до около 150 аминокислот, от около 100 до около  

140 аминокислот, от около 100 до около 130 аминокислот, от около 100 до около  

120 аминокислот, от около 90 до около 110 аминокислот, от около 120 до около  

202 аминокислот, от около 120 до около 200 аминокислот, от около 120 до около  

180 аминокислот, от около 120 до около 170 аминокислот, от около 120 до около  

160 аминокислот, от около 120 до около 150 аминокислот, от около 120 до около  

140 аминокислот, от около 120 до около 130 аминокислот, от около 150 до около  

202 аминокислот, от около 150 до около 200 аминокислот, от около 150 до около  

180 аминокислот, от около 150 до около 170 аминокислот, от около 150 до около  

160 аминокислот, от около 170 до около 202 аминокислот, от около 170 до около  

200 аминокислот, от около 170 до около 180 аминокислот, от около 190 до около  

202 аминокислот или от около 190 до около 200 аминокислот). 

В некоторых вариантах осуществления этих композиций по меньшей мере одна из кодирующих по-

следовательностей содержит нуклеотидную последовательность, охватывающую два последовательных 

экзона геномной ДНК CLRN1 (например, экзоны 1 и 2 или экзоны 5 и 6), и не содержит интронной по-

следовательности, которая в природе встречается между двумя последовательными экзонами. 

В некоторых вариантах осуществления аминокислотная последовательность ни одной из кодируе-

мых частей не перекрывается даже частично с аминокислотной последовательностью другой кодируемой 

части. В некоторых вариантах осуществления аминокислотная последовательность одной или более ко-

дируемых частей частично перекрывается с аминокислотной последовательностью другой кодируемой 

части. В некоторых вариантах осуществления аминокислотная последовательность одной или более ко-

дируемых частей частично перекрывается с аминокислотной последовательностью другой кодируемой 

части. 

В некоторых вариантах осуществления перекрывающаяся аминокислотная последовательность 

имеет длину от около 30 аминокислотных остатков до около 202 аминокислот (например, или любой из 

поддиапазонов этого диапазона, описанного в данном документе). 

В некоторых примерах векторы включают два разных вектора, каждый из которых содержит раз-

ные сегменты интрона, причем интрон содержит нуклеотидную последовательность интрона, который 

присутствует в геномной ДНК CLRN1 (например, любой из иллюстративных интронов в SEQ ID NO: 9, 
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описанных в данном документе), и где два разных сегмента перекрываются в последовательности по 

меньшей мере на 100 нуклеотидов (например, от около 100 до около 10000 нуклеотидов, от около 100  

до около 5000 нуклеотидов, от около 100 до около 4500 нуклеотидов, от около 100  

до около 4000 нуклеотидов, от около 100 до около 3500 нуклеотидов, от около 100  

до около 3000 нуклеотидов, от около 100 до около 2500 нуклеотидов, от около 100  

до около 2000 нуклеотидов, от около 100 до около 1500 нуклеотидов, от около 100  

до около 1000 нуклеотидов, от около 100 до около 800 нуклеотидов, от около 100  

до около 600 нуклеотидов, от около 100 до около 400 нуклеотидов, от около 100  

до около 200 нуклеотидов, от около 200 до около 10000 нуклеотидов, от около 200  

до около 5000 нуклеотидов, от около 200 до около 4500 нуклеотидов, от около 200  

до около 4000 нуклеотидов, от около 200 до около 3500 нуклеотидов, от около 200  

до около 3000 нуклеотидов, от около 200 до около 2500 нуклеотидов, от около 200  

до около 2000 нуклеотидов, от около 200 до около 1500 нуклеотидов, от около 200  

до около 1000 нуклеотидов, от около 200 до около 800 нуклеотидов, от около 200  

до около 600 нуклеотидов, от около 200 до около 400 нуклеотидов, от около 400  

до около 10000 нуклеотидов, от около 400 до около 5000 нуклеотидов, от около 400  

до около 4500 нуклеотидов, от около 400 до около 4000 нуклеотидов, от около 400  

до около 3500 нуклеотидов, от около 400 до около 3000 нуклеотидов, от около 400  

до около 2500 нуклеотидов, от около 400 до около 2000 нуклеотидов, от около 400  

до около 1500 нуклеотидов, от около 400 до около 1000 нуклеотидов, от около 400  

до около 800 нуклеотидов, от около 400 до около 600 нуклеотидов, от около 600  

до около 10000 нуклеотидов, от около 600 до около 5000 нуклеотидов, от около 600  

до около 4500 нуклеотидов, от около 600 до около 4000 нуклеотидов, от около 600  

до около 3500 нуклеотидов, от около 600 до около 3000 нуклеотидов, от около 600  

до около 2500 нуклеотидов, от около 600 до около 2000 нуклеотидов, от около 600  

до около 1500 нуклеотидов, от около 600 до около 1000 нуклеотидов, от около 600  

до около 800 нуклеотидов, от около 800 до около 10000 нуклеотидов, от около 800  

до около 5000 нуклеотидов, от около 800 до около 4500 нуклеотидов, от около 800  

до около 4000 нуклеотидов, от около 800 до около 3500 нуклеотидов, от около 800  

до около 3000 нуклеотидов, от около 800 до около 2500 нуклеотидов, от около 800  

до около 2000 нуклеотидов, от около 800 до около 1500 нуклеотидов, от около 800  

до около 1000 нуклеотидов, от около 1000 до около 10000 нуклеотидов, от около 1000  

до около 5000 нуклеотидов, от около 1000 до около 4500 нуклеотидов, от около 1000  

до около 4000 нуклеотидов, от около 1000 до около 3500 нуклеотидов, от около 1000  

до около 3000 нуклеотидов, от около 1000 до около 2500 нуклеотидов, от около 1000  

до около 2000 нуклеотидов, от около 1000 до около 1500 нуклеотидов, от около 1500  

до около 10000 нуклеотидов, от около 1500 до около 5000 нуклеотидов, от около 1500  

до около 4500 нуклеотидов, от около 1500 до около 4000 нуклеотидов, от около 1500  

до около 3500 нуклеотидов, от около 1500 до около 3000 нуклеотидов, от около 1500  

до около 2500 нуклеотидов, от около 1500 до около 2000 нуклеотидов, от около 2000  

до около 10000 нуклеотидов, от около 2000 до около 5000 нуклеотидов, от около 2000  

до около 4500 нуклеотидов, от около 2000 до около 4000 нуклеотидов, от около 2000  

до около 3500 нуклеотидов, от около 2000 до около 3000 нуклеотидов, от около 2000  

до около 2500 нуклеотидов, от около 2500 до около 10000 нуклеотидов, от около 2500  

до около 5000 нуклеотидов, от около 2500 до около 4500 нуклеотидов, от около 2500  

до около 4000 нуклеотидов, от около 2500 до около 3500 нуклеотидов, от около 2500  

до около 3000 нуклеотидов, от около 3000 до около 10000 нуклеотидов, от около 3000  

до около 5000 нуклеотидов, от около 3000 до около 4500 нуклеотидов, от около 3000  

до около 4000 нуклеотидов, от около 3000 до около 3500 нуклеотидов, от около 3500  

до около 10000 нуклеотидов, от около 3500 до около 5000 нуклеотидов, от около 3500  

до около 4500 нуклеотидов, от около 3500 до около 4000 нуклеотидов, от около 4000  

до около 10000 нуклеотидов, от около 4000 до около 5000 нуклеотидов, от около 4000  

до около 4500 нуклеотидов, от около 4500 до около 10000 нуклеотидов, от около 4500  

до около 5000 нуклеотидов или от около 5000 до около 10000 нуклеотидов) в длину. 

Перекрывающаяся нуклеотидная последовательность в любых двух из разных векторов может со-

держать часть или все из одного или более экзонов гена CLRN1 (например, любого одного или более 

иллюстративных экзонов в SEQ ID NO: 9, описанных в данном документе). 

В некоторых вариантах осуществления количество различных векторов в композиции равно двум, 

трем, четырем или пяти. В композициях, в которых количество различных векторов в композиции равно 

двум, первый из двух разных векторов может содержать кодирующую последовательность, которая ко-

дирует N-концевую часть белка CLRN1. В некоторых примерах длина N-концевой части гена CLRN1 

составляет от около 30 до около 202 аминокислот (или любой из поддиапазонов этого диапазона, опи-
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санного выше). В некоторых примерах первый вектор дополнительно содержит промотор (например, 

любой из промоторов, описанных в данном документе или известных в данной области техники) и/или 

последовательность Козак (например, любую из иллюстративных последовательностей Козак, описан-

ных в данном документе или известных в данной области техники). В некоторых примерах первый век-

тор содержит промотор, который является индуцибельным промотором, конститутивным промотором 

или тканеспецифичным промотором. В некоторых примерах второй из двух разных векторов содержит 

кодирующую последовательность, которая кодирует С-концевую часть белка CLRN1. В некоторых при-

мерах длина С-концевой части белка CLRN1 составляет от 30 до около 202 аминокислот (или любой из 

поддиапазонов этого диапазона, описанного выше). В некоторых примерах второй вектор дополнительно 

содержит сигнальную последовательность полиаденилирования. 

В некоторых примерах, где количество различных векторов в композиции равно двум, N-концевая 

часть, кодируемая одним из двух векторов, может содержать часть, содержащую с аминокислотного  

положения 1 по любое из следующих: около аминокислотное положение 202, около аминокислотное  

положение 200, около аминокислоты 190, около аминокислотное положение 180, около аминокислотное 

положение 170, около аминокислотное положение 160, около аминокислотное  

положение 150, около аминокислотное положение 140, около аминокислотное  

положение 130, около аминокислотное положение 120, около аминокислотное  

положение 110, около аминокислотное положение 100, около аминокислотное  

положение 90, около аминокислотное положение 80, около аминокислотное  

положение 70, около аминокислотное положение 60, около аминокислотное  

положение 50, около аминокислотное положение 40 белка CLRN1 дикого типа (например, SEQ ID NO: 1, 

3, 5 или 7). 

В некоторых примерах, где количество различных векторов в композиции равно двум, N-концевая 

часть белка-предшественника CLRN1 может содержать часть, содержащую с аминокислотного  

положения 1 по аминокислотное положение 202, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 200, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 190, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 180, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 170, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 160, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 150, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 140, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 130, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 120, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 110, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 100, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 90, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 80, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 70, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 60, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 50, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 40, с аминокислотного положения 1 по около  

аминокислотное положение 30 белка CLRN1 дикого типа (например, SEQ ID NO: 1, 3, 5 или 7). 

Используемый в данном документе термин "вектор" означает композицию, содержащую полинук-

леотид, способный нести по меньшей мере один фрагмент экзогенной нуклеиновой кислоты, например 

плазмидный вектор, транспозон, космиду, искусственную хромосому (например, искусственную хромо-

сому человека (НАС), искусственную хромосому дрожжей (YAC), искусственную бактериальную хро-

мосому (ВАС) или искусственную хромосому на основе Р1 (РАС)), вирусный вектор (например, любые 

аденовирусные векторы (например, векторы pSV или pCMV) или любые ретровирусные векторы, как 

описано в данном документе), и любые векторы Gateway. Вектор может, например, содержать доста-

точное количество цис-действующих элементов для экспрессии; другие элементы для экспрессии могут 

быть обеспечены клеткой млекопитающего-хозяина или в системе экспрессии in vitro. Термин "вектор" 

включает любой генетический элемент (например, плазмиду, транспозон, космиду, искусственную хро-

мосому, вирусный вектор и т.д.), который способен реплицироваться, когда он связан с соответствую-

щими регуляторными элементами. Таким образом, термин включает векторы клонирования и экспрес-

сии, а также вирусные векторы (например, вектор на основе аденоассоциированного вируса (AAV), аде-

новирусный вектор, лентивирусный вектор или ретровирусный вектор). 

Векторы включают все известные в данной области техники векторы, включая космиды, плазмиды 

(например, "голые" или содержащиеся в липосомах) и вирусы (например, лентивирусы, ретровирусы, 

аденовирусы и аденоассоциированные вирусы), которые содержат рекомбинантный полинуклеотид. 

Специалисты смогут выбрать подходящие векторы и клетки млекопитающих для получения любой из 

описанных в данном документе нуклеиновых кислот. 
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В некоторых вариантах осуществления вектор представляет собой плазмиду (т.е. молекулу кольце-

вой ДНК, которая может автономно реплицироваться внутри клетки). В некоторых вариантах осуществ-

ления вектор может представлять собой космиду (например, серии pWE и sCos (Wahl et al. (1987), Evans 

et al. (1989)). 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой искусственную хромосому. 

Искусственная хромосома представляет собой хромосому, созданную с помощью генной инженерии, 

которую можно использовать в качестве вектора для переноса больших ДНК-вставок. В некоторых вари-

антах осуществления искусственная хромосома представляет собой искусственную хромосому человека 

(НАС) (см., например, Kouprina et al., Expert Opin. Drug Deliv. 11(4):517-535, 2014; Basu et al., Pediatr. 

Clin. North Am. 53:843-853, 2006; Ren et al., Stem. Cell Rev. 2(1):43-50, 2006; Kazuki et al., Mol. Ther. 

19(9):1591-1601, 2011; Kazuki et al., Gen. Ther. 18:384-393, 2011; и Katoh et al., Biochem. Biophys. Res. 

Commun. 321:280-290, 2004). 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой искусственную хромосому 

дрожжей (YAC) (см., например, Murray et al., Nature, 305:189-193, 1983; Ikeno et al. (1998), Nat. Biotech. 

16:431-439, 1998). В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой бактериальную 

искусственную хромосому (ВАС) (например, pBeloBAC11, pECBAC1 и pBAC108L). В некоторых вари-

антах осуществления вектор(ы) представляет собой искусственную хромосому на основе Р1 (РАС). При-

меры искусственных хромосом известны в данной области техники. 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой вирусный вектор (например, 

аденоассоциированный вирус, аденовирус, лентивирус и ретровирус). В данном документе описаны не-

ограничивающие примеры вирусных векторов. В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) пред-

ставляет собой вектор на основе аденоассоциированного вируса (AAV) (см., например, Asokan et al., Mol. 

Ther. 20:699-7080, 2012). Рекомбинантные векторы на основе AAV или "rAAV" обычно состоят, как ми-

нимум, из трансгена или его части и регуляторной последовательности и, необязательно, 5 'и 3' инверти-

рованных концевых повторов AAV (ITR). Такой рекомбинантный вектор на основе AAV упакован в кап-

сид и доставлен в выбранную клетку-мишень (например, в волосковую клетку улитки). 

Последовательности AAV вектора обычно содержат действующие в цис-положении 5'- и  

3'-последовательности ITR (см., например, В.J. Carter, in "Handbook of Parvoviruses", ed., P. Tijsser, CRC 

Press, p. 155-168, 1990). Типичные последовательности ITR AAV имеют длину около 145 нуклеотидов. В 

некоторых вариантах осуществления по меньшей мере 75% типичной последовательности ITR (напри-

мер, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90% или по меньшей мере 95%) 

включены в вектор на основе AAV. Способность изменять эти последовательности ITR находится в пре-

делах квалификации специалиста в данной области техники (см., например, тексты, такие как Sambrook 

et al., "Molecular Cloning. A Laboratory Manual", 2
nd

 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1989 и 

К. Fisher et al., J. Virol. 70:520-532, 1996). В некоторых вариантах осуществления любая из описанных в 

данном документе кодирующих последовательностей фланкирована 5' и 3' последовательностями ITR 

AAV в векторах на основе AAV. Последовательности ITR AAV могут быть получены из любого извест-

ного AAV, включая идентифицированные в данное время типы AAV. 

Векторы на основе AAV, описанные в данном документе, могут содержать любой из регуляторных 

элементов, описанных в данном документе (например, один или более из промотора, сигнальной после-

довательности полиаденилирования (поли(А)) и IRES). 

В некоторых вариантах осуществления вектор AAV выбран из группы, состоящей из вектора 

AAV1, вектора AAV2, вектора AAV3, вектора AAV4, вектора AAV5, вектора AAV6, вектора AAV7, век-

тора AAV8, вектора AAV9, вектора AAV2.7m8, вектора AAV8BP2 и вектора AAV293. Дополнительные 

иллюстративные векторы на основе AAV, которые можно использовать в данном документе, известны в 

данной области техники. См., например, Kanaan et al., Mol. Ther. Nucleic Acids, 8:184-197, 2017; Li et al., 

Mol. Ther. 16(7):1252-1260; Adachi et al., Nat. Commun. 5:3075, 2014; Isgrig et al., Nat. Commun. 10(1):427, 

2019; и Gao et al., J. Virol. 78(12):6381-6388. 

В некоторых вариантах осуществления вектор на основе AAV, представленный в данном докумен-

те, содержит или состоит из последовательности, которая идентична по меньшей мере на 80% (например, 

по меньшей мере 82%, по меньшей мере 84%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 86%, по меньшей 

мере 88%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 92%, по меньшей мере 94%, по меньшей мере  

95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% идентична)  

SEQ ID NO: 40, 41, 42, 43, 44, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59 или 60. В некоторых вари-

антах осуществления вектор(ы) представляет собой аденовирус (см., например, Dmitriev et al. (1998), J. 

Virol. 72:9706-9713; и Poulin et al., J. Virol. 8:10074-10086, 2010). В некоторых вариантах осуществления 

вектор(ы) представляет собой ретровирус (см., например, Maier et al. (2010), Future Microbiol., 5:1507-23). 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой лентивирус (см., например, 

Matrai et al. (2010), Mol. Ther. 18:477-490; Banasik et al. (2010), Gene Ther. 17:150-7; и Wanisch et al. (2009), 

Mol. Ther. 17:1316-32). Лентивирусный вектор относится к вектору, полученному по меньшей мере из 

части лентивирусного генома, включая, в особенности, самоинактивирующийся лентивирусный вектор, 

как описано у Milone et al., Mol. Ther. 17(8):1453-1464 (2009). Неограничивающие лентивирусные векто-
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ры, которые могут использоваться в клинической практике, включают технологию доставки генов  

LENTIVECTOR от Oxford BioMedica, систему LENTIMAX векторов от Lentigen и т.п. Другие типы 

лентивирусных векторов также доступны и известны специалисту в данной области техники. 

Представленные в данном документе векторы могут быть разных размеров. Выбор вектора, кото-

рый используется в любой из описанных в данном документе композиций, наборов и способов, может 

зависеть от размера вектора. 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой плазмиду и может иметь об-

щую длину до около 1 т.п.н., до около 2 т.п.н., до около 3 т.п.н., до около 4 т.п.н., до около 5 т.п.н.,  

до около 6 т.п.н., до около 7 т.п.н., до около 8 т.п.н., до около 9 т.п.н., до около 10 т.п.н.,  

до около 11 т.п.н., до около 12 т.п.н., до около 13 т.п.н., до около 14 т.п.н. или до около 15 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой плазмиду и может иметь  

общую длину в диапазоне от около 1 до около 2 т.п.н., от около 1 до около 3 т.п.н., от около 1  

до примерно 4 т.п.н., примерно от 1 до около 5 т.п.н., от около 1 до около 6 т.п.н., от около 1  

до около 7 т.п.н., от около 1 до около 8 т.п.н., от около 1 до около 9 т.п.н., от около 1  

до около 10 т.п.н., от около 1 до около 11 т.п.н., от около 1 до около 12 т.п.н., от около 1  

до около 13 т.п.н., от около 1 до около 14 т.п.н. или от около 1 до около 15 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой транспозон (например,  

транспозон PiggyBac) и может содержать более 200 т.п.н. В некоторых примерах вектор(ы)  

представляет собой транспозон, имеющий общую длину в диапазоне от около 1 до около 10 т.п.н.,  

от около 1 до около 20 т.п.н., от около 1 до около 30 т.п.н., от около 1 до около 40 т.п.н.,  

от около 1 до около 50 т.п.н., от около 1 до около 60 т.п.н., от около 1 до около 70 т.п.н.,  

от около 1 до около 80 т.п.н., от около 1 до около 90 т.п.н., от около 10 до около 20 т.п.н.,  

от около 10 до около 30 т.п.н., от около 10 до около 40 т.п.н., от около 10 до около 50 т.п.н.,  

от около 10 до около 60 т.п.н., от около 10 до около 70 т.п.н., от около 10 до около 90 т.п.н.,  

от около 10 до около 100 т.п.н., от около 20 до около 30 т.п.н., от около 20 до около 40 т.п.н.,  

от около 20 до около 50 т.п.н., от около 20 до около 60 т.п.н., от около 20 до около 70 т.п.н.,  

от около 20 до около 80 т.п.н., от около 20 до около 90 т.п.н., от около 20 до около 100 т.п.н.,  

от около 30 до около 40 т.п.н., от около 30 до около 50 т.п.н., от около 30 до около 60 т.п.н.,  

от около 30 до около 70 т.п.н., от около 30 до около 80 т.п.н, от около 30 до около 90 т.п.н.,  

от около 30 до около 100 т.п.н., от около 40 до около 50 т.п.н., от около 40 до около 60 т.п.н.,  

от около 40 до около 70 т.п.н., от около 40 до около 80 т.п.н., от около 40 до около 90 т.п.н.,  

от около 40 до около 100 т.п.н., от около 50 до около 60 т.п.н., от около 50 до около 70 т.п.н.,  

от около 50 до около 80 т.п.н., от около 50 до около 90 т.п.н., от около 50 до около 100 т.п.н.,  

от около 60 до около 70 т.п.н., от около 60 до около 80 т.п.н., от около 60 до около 90 т.п.н.,  

от около 60 до около 100 т.п.н., от около 70 до около 80 т.п.н., от около 70 до около 90 т.п.н.,  

от около 70 до около 100 т.п.н., от около 80 до около 90 т.п.н., от около 80 до около 100 т.п.н.,  

от около 90 до около 100 т.п.н., от около 1 до около 100 т.п.н., от около 100 до около 200 т.п.н.,  

от около 100 до около 300 т.п.н., от около 100 до около 400 т.п.н. или от около 100 до около 500 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления вектор представляет собой космиду и может иметь общую 

длину до 55 т.п.н. В некоторых примерах вектор представляет собой космиду и имеет общее количество 

нуклеотидов от около 1 до около 10 т.п.н., от около 1 до около 20 т.п.н., от около 1 до около 30 т.п.н.,  

от около 1 до около 40 т.п.н., от около 1 до около 50 т.п.н., от около 1 до около 55 т.п.н.,  

от около 10 до около 20 т.п.н., от около 10 до около 30 т.п.н., от около 10 до около 40 т.п.н.,  

от около 10 до около 50 т.п.н., от около 10 до около 55 т.п.н., от около 15 до около 55 т.п.н.,  

от около 15 до около 50 т.п.н., от около 15 до около 40 т.п.н., от около 15 до около 30 т.п.н.,  

от около 15 до около 20 т.п.н., от около 20 до около 55 т.п.н., от около 20 до около 50 т.п.н.,  

от около 20 до около 40 т.п.н., от около 20 до около 30 т.п.н., от около 25 до около 55 т.п.н.,  

от около 25 до около 50 т.п.н., от около 25 до около 40 т.п.н., от около 25 до около 30 т.п.н.,  

от около 30 до около 55 т.п.н., от около 30 до около 50 т.п.н., от около 30 до около 40 т.п.н.,  

от около 35 до около 55 т.п.н., от около 40 до около 55 т.п.н., от около 40 до около 50 т.п.н. или  

от около 45 до около 55 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой искусственную хромосому и 

может иметь общее количество нуклеотидов от около 100 до около 2000 т.п.н. В некоторых вариантах 

осуществления искусственная хромосома(ы) представляет собой искусственную хромосому человека 

(НАС) и может иметь общее количество нуклеотидов в диапазоне от около 1 до около 10 т.п.н.,  

от 1 до около 20 т.п.н., от около 1 до около 30 т.п.н., от около 1 до около 40 т.п.н.,  

от около 1 до около 50 т.п.н., от около 1 до около 60 т.п.н., от около 10 до около 20 т.п.н.,  

от около 10 до около 30 т.п.н., от около 10 до около 40 т.п.н., от около 10 до около 50 т.п.н.,  

от около 10 до около 60 т.п.н., от около 20 до около 30 т.п.н., от около 20 до около 40 т.п.н.,  

от около 20 до около 50 т.п.н., от около 20 до около 60 т.п.н., от около 30 до около 40 т.п.н.,  

от около 30 до около 50 т.п.н., от около 30 до около 60 т.п.н., от около 40 до около 50 т.п.н.,  
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от около 40 до около 60 т.п.н. или от около 50 до около 60 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления искусственная хромосома(ы) представляет собой искусст-

венную хромосому дрожжей (YAC) и может иметь общее количество до 1000 т.п.н. В некоторых вариан-

тах осуществления искусственная хромосома(ы) представляет собой YAC, имеющую общее количество 

нуклеотидов в диапазоне от около 100 до около 1000 т.п.н., от около 100  

до около 900 т.п.н., от около 100 до около 800 т.п.н., от около 100 до около 700 т.п.н., от около 100  

до около 600 т.п.н., от около 100 до около 500 т.п.н., от около 100 до около 400 т.п.н., от около 100  

до около 300 т.п.н., от около 100 до около 200 т.п.н., от около 200 до около 1,000 т.п.н., от около 200  

до около 900 т.п.н., от около 200 до около 800 т.п.н., от около 200 до около 700 т.п.н., от около 200  

до около 600 т.п.н., от около 200 до около 500 т.п.н., от около 200 до около 400 т.п.н., от около 200  

до около 300 т.п.н., от около 300 до около 1000 т.п.н., от около 300 до около 900 т.п.н., от около 300  

до около 800 т.п.н., от около 300 до около 700 т.п.н., от около 300 до около 600 т.п.н., от около 300  

до около 500 т.п.н., от около 300 до около 400 т.п.н., от около 400 до около 1000 т.п.н., от около 400  

до около 900 т.п.н., от около 400 до около 800 т.п.н., от около 400 до около 700 т.п.н., от около 400  

до около 600 т.п.н., от около 400 до около 500 т.п.н., от около 500 до около 1000 т.п.н., от около 500  

до около 900 т.п.н., от около 500 до около 800 т.п.н., от около 500 до около 700 т.п.н., от около 500  

до около 600 т.п.н., от около 600 до около 1000 т.п.н., от около 600 до около 900 т.п.н., от около 600  

до около 800 т.п.н., от около 600 до около 700 т.п.н., от около 700 до около 1000 т.п.н., от около 700  

до около 900 т.п.н., от около 700 до около 800 т.п.н., от около 800 до около 1000 т.п.н., от около 800  

до около 900 т.п.н. или от около 900 до около 1000 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления искусственная хромосома(ы) представляет собой искусст-

венную бактериальную хромосому (ВАС) и может иметь общее количество до 750 т.п.н. В некоторых 

вариантах осуществления искусственная хромосома(ы) представляет собой ВАС и может иметь общее 

количество нуклеотидов в диапазоне от около 100 до около 750 т.п.н., от около 100  

до около 700 т.п.н., от около 100 до около 600 т.п.н., от около 100 до около 500 т.п.н., от около 100  

до около 400 т.п.н., от около 100 до около 300 т.п.н., от около 100 до около 200 т.п.н., от около 150  

до около 750 т.п.н., от около 150 до около 700 т.п.н., от около 150 до около 600 т.п.н., от около 150  

до около 500 т.п.н., от около 150 до около 400 т.п.н., от около 150 до около 300 т.п.н., от около 150  

до около 200 т.п.н., от около 200 до около 750 т.п.н., от около 200 до около 700 т.п.н., от около 200  

до около 600 т.п.н., от около 200 до около 500 т.п.н., от около 200 до около 400 т.п.н., от около 200  

до около 300 т.п.н., от около 250 до около 750 т.п.н., от около 250 до около 700 т.п.н., от около 250  

до около 600 т.п.н., от около 250 до около 500 т.п.н., от около 250 до около 400 т.п.н., от около 250  

до около 300 т.п.н., от около 300 до около 750 т.п.н., от около 300 до около 700 т.п.н., от около 300  

до около 600 т.п.н., от около 300 до около 500 т.п.н., от около 300 до около 400 т.п.н., от около 350  

до около 750 т.п.н., от около 350 до около 700 т.п.н., от около 350 до около 600 т.п.н., от около 350  

до около 500 т.п.н., от около 350 до около 400 т.п.н., от около 400 до около 750 т.п.н., от около 400  

до около 700 т.п.н., от около 450 до около 600 т.п.н., от около 450 до около 500 т.п.н., от около 500  

до около 750 т.п.н., от около 500 до около 700 т.п.н., от около 500 до около 600 т.п.н., от около 550  

до около 750 т.п.н., от около 550 до около 700 т.п.н., от около 550 до около 600 т.п.н., от около 600  

до около 750 т.п.н., от около 600 до около 700 т.п.н. или от около 650 до около 750 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления искусственная хромосома(ы) представляет собой искусст-

венную хромосому на основе Р1 (РАС) и может иметь общее количество до 300 т.п.н. В некоторых вари-

антах осуществления искусственные хромосомы(-а) на основе Р1 могут иметь общее количество нуклео-

тидов в диапазоне от около 100 до около 300 т.п.н., от около 100 до около 200 т.п.н. или от около 200 до 

около 300 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой вирусный вектор и может 

иметь общее количество до 10 т.п.н. В некоторых вариантах осуществления вирусный  

вектор(ы) может иметь общее количество нуклеотидов в диапазоне от около 1 до около 2 т.п.н.,  

от около 1 до около 3 т.п.н., от около 1 до около 4 т.п.н., от около 1 до около 5 т.п.н.,  

от около 1 до около 6 т.п.н., от около 1 до около 7 т.п.н., от около 1 до около 8 т.п.н.,  

от около 1 до около 9 т.п.н., от около 1 до около 10 т.п.н., от около 2 до около 3 т.п.н.,  

от около 2 до около 4 т.п.н., от около 2 до около 5 т.п.н., от около 2 до около 6 т.п.н.,  

от около 2 до около 7 т.п.н., от около 2 до около 8 т.п.н., от около 2 до около 9 т.п.н.,  

от около 2 до около 10 т.п.н., от около 3 до около 4 т.п.н., от около 3 до около 5 т.п.н.,  

от около 3 до около 6 т.п.н., от около 3 до около 7 т.п.н., от около 3 до около 8 т.п.н.,  

от около 3 до около 9 т.п.н., от около 3 до около 10 т.п.н., от около 4 до около 5 т.п.н.,  

от около 4 до около 6 т.п.н., от около 4 до около 7 т.п.н., от около 4 до около 8 т.п.н.,  

от около 4 до около 9 т.п.н., от около 4 до около 10 т.п.н., от около 5 до около 6 т.п.н.,  

от около 5 до около 7 т.п.н., от около 5 до около 8 т.п.н., от около 5 до около 9 т.п.н.,  

от около 5 до около 10 т.п.н., от около 6 до около 7 т.п.н., от около 6 до около 8 т.п.н.,  

от около 6 до около 9 т.п.н., от около 6 до около 10 т.п.н., от около 7 до около 8 т.п.н.,  

от около 7 до около 9 т.п.н., от около 7 до около 10 т.п.н., от около 8 до около 9 т.п.н.,  
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от около 8 до около 10 т.п.н. или от около 9 до около 10 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой лентивирус и может  

иметь общее количество до 8 т.п.н. В некоторых примерах лентивирус(ы) может иметь общее количество 

нуклеотидов от около 1 до около 2 т.п.н., от около 1 до около 3 т.п.н., от около 1  

до около 4 т.п.н., от около 1 до около 5 т.п.н., от около 1 до около 6 т.п.н., от около 1  

до около 7 т.п.н., от около 1 до около 8 т.п.н., от около 2 до около 3 т.п.н., от около 2  

до около 4 т.п.н., от около 2 до около 5 т.п.н., от около 2 до около 6 т.п.н., от около 2  

до около 7 т.п.н., от около 2 до около 8 т.п.н., от около 3 до около 4 т.п.н., от около 3  

до около 5 т.п.н., от около 3 до около 6 т.п.н., от около 3 до около 7 т.п.н., от около 3  

до около 8 т.п.н., от около 4 до около 5 т.п.н., от около 4 до около 6 т.п.н., от около 4  

до около 7 т.п.н., от около 4 до около 8 т.п.н., от около 5 до около 6 т.п.н., от около 5  

до около 7 т.п.н., от около 5 до около 8 т.п.н., от около 6 до около 8 т.п.н., от около 6  

до около 7 т.п.н. или от около 7 до около 8 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) является аденовирусным и может иметь общее 

количество до 8 т.п.н. В некоторых вариантах осуществления аденовирус(ы) может иметь общее количе-

ство нуклеотидов в диапазоне от около 1 до около 2 т.п.н., от около 1 до около 3 т.п.н.,  

от около 1 до около 4 т.п.н., от около 1 до около 5 т.п.н., от около 1 до около 6 т.п.н.,  

от около 1 до около 7 т.п.н., от около 1 до около 8 т.п.н., от около 2 до около 3 т.п.н.,  

от около 2 до около 4 т.п.н., от около 2 до около 5 т.п.н., от около 2 до около 6 т.п.н.,  

от около 2 до около 7 т.п.н., от около 2 до около 8 т.п.н., от около 3 до около 4 т.п.н.,  

от около 3 до около 5 т.п.н., от около 3 до около 6 т.п.н., от около 3 до около 7 т.п.н.,  

от около 3 до около 8 т.п.н., от около 4 до около 5 т.п.н., от около 4 до около 6 т.п.н.,  

от около 4 до около 7 т.п.н., от около 4 до около 8 т.п.н., от около 5 до около 6 т.п.н.,  

от около 5 до около 7 т.п.н., от около 5 до около 8 т.п.н., от около 6 до около 7 т.п.н,  

от около 6 до около 8 т.п.н. или от около 7 до около 8 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой адено-ассоциированный ви-

рус (вектор на основе AAV) и может иметь общее количество до 5 т.п.н. В некоторых вариантах  

осуществления вектор(ы) на основе AAV может содержать общее количество нуклеотидов  

в диапазоне от около 1 до около 2 т.п.н., от около 1 до около 3 т.п.н., от около 1 до около 4 т.п.н.,  

от около 1 до около 5 т.п.н., от около 2 до около 3 т.п.н., от около 2 до около 4 т.п.н.,  

от около 2 до около 5 т.п.н., от около 3 до около 4 т.п.н., от около 3 до около 5 т.п.н. или  

от около 4 до около 5 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления вектор(ы) представляет собой вектор Gateway и может 

иметь общее количество до 5 т.п.н. В некоторых вариантах осуществления каждый  

вектор(ы) Gateway имеет общее количество нуклеотидов в диапазоне от около 1 до около 2 т.п.н.,  

от около 1 до около 3 т.п.н., от около 1 до около 4 т.п.н., от около 1 до около 5 т.п.н.,  

от около 2 до около 3 т.п.н., от около 2 до около 4 т.п.н., от около 2 до около 5 т.п.н.,  

от около 3 до около 4 т.п.н., от около 3 до около 5 т.п.н. или от около 4 до около 5 т.п.н. 

В некоторых вариантах осуществления любых композиций, наборов и способов, предложенных в 

данном документе, по меньшей мере два разных вектора могут быть по существу одним и тем же типом 

вектора и могут отличаться по размеру. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере два 

разных вектора могут быть векторами разных типов и могут иметь по существу одинаковый размер или 

иметь разные размеры. 

В некоторых вариантах осуществления любой по меньшей мере из двух векторов может  

иметь общее количество нуклеотидов в диапазоне от около 500 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 500 до около 14500 нуклеотидов, от около 500 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 500 до около 13500 нуклеотидов, от около 500 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 500 до около 12500 нуклеотидов, от около 500 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 500 до около 11500 нуклеотидов, от около 500 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 500 до около 10500 нуклеотидов, от около 500 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 500 до около 9500 нуклеотидов, от около 500 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 500 до около 8500 нуклеотидов, от около 500 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 500 до около 7800 нуклеотидов, от около 500 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 500 до около 7400 нуклеотидов, от около 500 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 500 до около 7000 нуклеотидов, от около 500 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 500 до около 6600 нуклеотидов, от около 500 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 500 до около 6200 нуклеотидов, от около 500 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 500 до около 5800 нуклеотидов, от около 500 до около 5600 нуклеотидов,  

от около 500 до около 5400 нуклеотидов, от около 500 до около 5200 нуклеотидов,  

от около 500 до около 5000 нуклеотидов, от около 500 до около 4800 нуклеотидов,  

от около 500 до около 4600 нуклеотидов, от около 500 до около 4400 нуклеотидов,  
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от около 500 до около 4200 нуклеотидов, от около 500 до около 4000 нуклеотидов,  

от около 500 до около 3800 нуклеотидов, от около 500 до около 3600 нуклеотидов,  

от около 500 до около 3400 нуклеотидов, от около 500 до около 3200 нуклеотидов,  

от около 500 до около 3000 нуклеотидов, от около 500 до около 2800 нуклеотидов,  

от около 500 до около 2600 нуклеотидов, от около 500 до около 2400 нуклеотидов,  

от около 500 до около 2200 нуклеотидов, от около 500 до около 2000 нуклеотидов,  

от около 500 до около 1800 нуклеотидов, от около 500 до около 1600 нуклеотидов,  

от около 500 до около 1400 нуклеотидов, от около 500 до около 1200 нуклеотидов,  

от около 500 до около 1000 нуклеотидов, от около 500 до около 800 нуклеотидов,  

от около 800 до около 15000 нуклеотидов, от около 800 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 800 до около 14000 нуклеотидов, от около 800 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 800 до около 13000 нуклеотидов, от около 800 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 800 до около 12000 нуклеотидов, от около 800 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 800 до около 11000 нуклеотидов, от около 800 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 800 до около 10000 нуклеотидов, от около 800 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 800 до около 9000 нуклеотидов, от около 800 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 800 до около 8000 нуклеотидов, от около 800 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 800 до около 7600 нуклеотидов, от около 800 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 800 до около 7200 нуклеотидов, от около 800 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 800 до около 6800 нуклеотидов, от около 800 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 800 до около 6400 нуклеотидов, от около 800 до около 6200 нуклеотидов,  

от около 800 до около 6000 нуклеотидов, от около 800 до около 5800 нуклеотидов,  

от около 800 до около 5600 нуклеотидов, от около 800 до около 5400 нуклеотидов,  

от около 800 до около 5200 нуклеотидов, от около 800 до около 5000 нуклеотидов,  

от около 800 до около 4800 нуклеотидов, от около 800 до около 4600 нуклеотидов,  

от около 800 до около 4400 нуклеотидов, от около 800 до около 4200 нуклеотидов,  

от около 800 до около 4000 нуклеотидов, от около 800 до около 3800 нуклеотидов,  

от около 800 до около 3600 нуклеотидов, от около 800 до около 3400 нуклеотидов,  

от около 800 до около 3200 нуклеотидов, от около 800 до около 3000 нуклеотидов,  

от около 800 до около 2800 нуклеотидов, от около 800 до около 2600 нуклеотидов,  

от около 800 до около 2400 нуклеотидов, от около 800 до около 2200 нуклеотидов,  

от около 800 до около 2000 нуклеотидов, от около 800 до около 1800 нуклеотидов,  

от около 800 до около 1600 нуклеотидов, от около 800 до около 1400 нуклеотидов,  

от около 800 до около 1200 нуклеотидов, от около 800 до около 1000 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 15000 нуклеотидов, от около 1000 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 14000 нуклеотидов, от около 1000 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 13000 нуклеотидов, от около 1000 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 12000 нуклеотидов, от около 1000 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 11000 нуклеотидов, от около 1000 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 10000 нуклеотидов, от около 1000 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 8500 нуклеотидов, от около 1000 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 7800 нуклеотидов, от около 1000 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 7400 нуклеотидов, от около 1000 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 7000 нуклеотидов, от около 1000 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 6600 нуклеотидов, от около 1000 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 6200 нуклеотидов, от около 1000 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 5800 нуклеотидов, от около 1000 до около 5600 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 5400 нуклеотидов, от около 1000 до около 5200 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 5000 нуклеотидов, от около 1000 до около 4800 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 4600 нуклеотидов, от около 1000 до около 4400 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 4200 нуклеотидов, от около 1000 до около 4000 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 3800 нуклеотидов, от около 1000 до около 3600 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 3400 нуклеотидов, от около 1000 до около 3200 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 3000 нуклеотидов, от около 1000 до около 2600 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 2400 нуклеотидов, от около 1000 до около 2200 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 2000 нуклеотидов, от около 1000 до около 1800 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 1600 нуклеотидов, от около 1000 до около 1400 нуклеотидов,  

от около 1000 до около 1200 нуклеотидов, от около 1200 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 14500 нуклеотидов, от около 1200 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 13500 нуклеотидов, от около 1200 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 12500 нуклеотидов, от около 1200 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 11500 нуклеотидов, от около 1200 до около 11000 нуклеотидов,  
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от около 1200 до около 10500 нуклеотидов, от около 1200 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 9500 нуклеотидов, от около 1200 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 8500 нуклеотидов, от около 1200 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 7800 нуклеотидов, от около 1200 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 7400 нуклеотидов, от около 1200 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 7000 нуклеотидов, от около 1200 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 6600 нуклеотидов, от около 1200 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 6200 нуклеотидов, от около 1200 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 5800 нуклеотидов, от около 1200 до около 5600 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 5400 нуклеотидов, от около 1200 до около 5000 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 4800 нуклеотидов, от около 1200 до около 4600 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 4400 нуклеотидов, от около 1200 до около 4200 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 4000 нуклеотидов, от около 1200 до около 3800 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 3600 нуклеотидов, от около 1200 до около 3400 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 3200 нуклеотидов, от около 1200 до около 3000 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 2800 нуклеотидов, от около 1200 до около 2600 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 2400 нуклеотидов, от около 1200 до около 2200 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 2000 нуклеотидов, от около 1200 до около 1800 нуклеотидов,  

от около 1200 до около 1600 нуклеотидов, от около 1200 до около 1400 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 15000 нуклеотидов, от около 1400 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 14000 нуклеотидов, от около 1400 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 13000 нуклеотидов, от около 1400 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 12000 нуклеотидов, от около 1400 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 11000 нуклеотидов, от около 1400 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 10000 нуклеотидов, от около 1400 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 9000 нуклеотидов, от около 1400 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 8000 нуклеотидов, от около 1400 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 7600 нуклеотидов, от около 1400 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 7200 нуклеотидов, от около 1400 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 6800 нуклеотидов, от около 1400 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 6400 нуклеотидов, от около 1400 до около 6200 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 6000 нуклеотидов, от около 1400 до около 5800 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 5600 нуклеотидов, от около 1400 до около 5400 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 5200 нуклеотидов, от около 1400 до около 5000 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 4800 нуклеотидов, от около 1400 до около 4600 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 4400 нуклеотидов, от около 1400 до около 4200 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 4000 нуклеотидов, от около 1400 до около 3800 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 3600 нуклеотидов, от около 1400 до около 3400 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 3200 нуклеотидов, от около 1400 до около 3000 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 2600 нуклеотидов, от около 1400 до около 2400 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 2200 нуклеотидов, от около 1400 до около 2000 нуклеотидов,  

от около 1400 до около 1800 нуклеотидов, от около 1400 до около 1600 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 15000 нуклеотидов, от около 1600 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 14000 нуклеотидов, от около 1600 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 13000 нуклеотидов, от около 1600 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 12000 нуклеотидов, от около 1600 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 11000 нуклеотидов, от около 1600 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 10000 нуклеотидов, от около 1600 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 9000 нуклеотидов, от около 1600 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 8000 нуклеотидов, от около 1600 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 7600 нуклеотидов, от около 1600 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 7200 нуклеотидов, от около 1600 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 6800 нуклеотидов, от около 1600 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 6200 нуклеотидов, от около 1600 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 5800 нуклеотидов, от около 1600 до около 5600 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 5400 нуклеотидов, от около 1600 до около 5200 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 5000 нуклеотидов, от около 1600 до около 4800 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 4600 нуклеотидов, от около 1600 до около 4400 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 4200 нуклеотидов, от около 1600 до около 4000 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 3800 нуклеотидов, от около 1600 до около 3600 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 3400 нуклеотидов, от около 1600 до около 3200 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 3000 нуклеотидов, от около 1600 до около 2800 нуклеотидов,  
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от около 1600 до около 2600 нуклеотидов, от около 1600 до около 2400 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 2200 нуклеотидов, от около 1600 до около 2000 нуклеотидов,  

от около 1600 до около 1800 нуклеотидов, от около 1800 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 14500 нуклеотидов, от около 1800 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 13500 нуклеотидов, от около 1800 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 12500 нуклеотидов, от около 1800 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 11500 нуклеотидов, от около 1800 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 10500 нуклеотидов, от около 1800 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 9500 нуклеотидов, от около 1800 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 8500 нуклеотидов, от около 1800 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 7800 нуклеотидов, от около 1800 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 7400 нуклеотидов, от около 1800 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 7000 нуклеотидов, от около 1800 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 6600 нуклеотидов, от около 1800 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 6200 нуклеотидов, от около 1800 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 5800 нуклеотидов, от около 1800 до около 5600 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 5400 нуклеотидов, от около 1800 до около 5200 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 5000 нуклеотидов, от около 1800 до около 4800 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 4600 нуклеотидов, от около 1800 до около 4400 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 4200 нуклеотидов, от около 1800 до около 4000 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 3800 нуклеотидов, от около 1800 до около 3600 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 3400 нуклеотидов, от около 1800 до около 3200 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 3000 нуклеотидов, от около 1800 до около 2800 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 2600 нуклеотидов, от около 1800 до около 2400 нуклеотидов,  

от около 1800 до около 2200 нуклеотидов, от около 1800 до около 2000 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 15000 нуклеотидов, от около 2000 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 14000 нуклеотидов, от около 2000 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 13000 нуклеотидов, от около 2000 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 12000 нуклеотидов, от около 2000 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 11000 нуклеотидов, от около 2000 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 10000 нуклеотидов, от около 2000 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 9000 нуклеотидов, от около 2000 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 8000 нуклеотидов, от около 2000 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 7600 нуклеотидов, от около 2000 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 7200 нуклеотидов, от около 2000 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 6800 нуклеотидов, от около 2000 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 6400 нуклеотидов, от около 2000 до около 6200 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 6000 нуклеотидов, от около 2000 до около 5800 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 5600 нуклеотидов, от около 2000 до около 5400 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 5200 нуклеотидов, от около 2000 до около 5000 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 4800 нуклеотидов, от около 2000 до около 4600 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 4400 нуклеотидов, от около 2000 до около 4200 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 4000 нуклеотидов, от около 2000 до около 3800 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 3600 нуклеотидов, от около 2000 до около 3400 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 3200 нуклеотидов, от около 2000 до около 3000 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 2800 нуклеотидов, от около 2000 до около 2600 нуклеотидов,  

от около 2000 до около 2400 нуклеотидов, от около 2000 до около 2200 нуклеотидов,  

от около 2200 до около 15000 нуклеотидов, от около 2200 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 2200 до около 14000 нуклеотидов, от около 2200 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 2200 до около 13000 нуклеотидов, от около 2200 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 2200 до около 12000 нуклеотидов, от около 2200 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 2200 до около 11000 нуклеотидов, от около 2200 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 2200 до около 10000 нуклеотидов, от около 9500 нуклеотидов, от около 9000 нуклеотидов,  

от около 8500 нуклеотидов, от около 8000 нуклеотидов, от около 7800 нуклеотидов,  

от около 7600 нуклеотидов, от около 7400 нуклеотидов, от около 7200 нуклеотидов,  

от около 7000 нуклеотидов, от около 6800 нуклеотидов, от около 6600 нуклеотидов,  

от около 6400 нуклеотидов, от около 6200 нуклеотидов, от около 6000 нуклеотидов,  

от около 5800 нуклеотидов, от около 5600 нуклеотидов, от около 5400 нуклеотидов,  

от около 5200 нуклеотидов, от около 5000 нуклеотидов, от около 4800 нуклеотидов,  

от около 4600 нуклеотидов, от около 4400 нуклеотидов, от около 4200 нуклеотидов,  

от около 4000 нуклеотидов, от около 3800 нуклеотидов, от около 3600 нуклеотидов,  

от около 3400 нуклеотидов, от около 3200 нуклеотидов, от около 3000 нуклеотидов,  
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от около 2800 нуклеотидов, от около 2600 нуклеотидов, от около 2400 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 15000 нуклеотидов, от около 2400 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 14000 нуклеотидов, от около 2400 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 13000 нуклеотидов, от около 2400 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 12000 нуклеотидов, от около 2400 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 11000 нуклеотидов, от около 2400 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 10000 нуклеотидов, от около 2400 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 9000 нуклеотидов, от около 2400 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 8000 нуклеотидов, от около 2400 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 7600 нуклеотидов, от около 2400 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 7200 нуклеотидов, от около 2400 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 6800 нуклеотидов, от около 2400 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 6400 нуклеотидов, от около 2400 до около 6200 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 6000 нуклеотидов, от около 2400 до около 5800 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 5600 нуклеотидов, от около 2400 до около 5400 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 5200 нуклеотидов, от около 2400 до около 5000 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 4800 нуклеотидов, от около 2400 до около 4600 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 4400 нуклеотидов, от около 2400 до около 4200 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 4000 нуклеотидов, от около 2400 до около 3800 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 3600 нуклеотидов, от около 2400 до около 3400 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 3200 нуклеотидов, от около 2400 до около 3000 нуклеотидов,  

от около 2400 до около 2800 нуклеотидов, от около 2400 до около 2600 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 15000 нуклеотидов, от около 2600 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 14000 нуклеотидов, от около 2600 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 13000 нуклеотидов, от около 2600 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 12000 нуклеотидов, от около 2600 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 11000 нуклеотидов, от около 2600 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 10000 нуклеотидов, от около 2600 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 9000 нуклеотидов, от около 2600 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 8000 нуклеотидов, от около 2600 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 7600 нуклеотидов, от около 2600 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 7200 нуклеотидов, от около 2600 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 6800 нуклеотидов, от около 2600 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 6400 нуклеотидов, от около 2600 до около 6200 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 6000 нуклеотидов, от около 2600 до около 5800 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 5600 нуклеотидов, от около 2600 до около 5400 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 5200 нуклеотидов, от около 2600 до около 5000 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 4800 нуклеотидов, от около 2600 до около 4600 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 4400 нуклеотидов, от около 2600 до около 4200 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 4000 нуклеотидов, от около 2600 до около 3800 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 3600 нуклеотидов, от около 2600 до около 3400 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 3200 нуклеотидов, от около 2600 до около 3000 нуклеотидов,  

от около 2600 до около 2800 нуклеотидов, от около 2800 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 14500 нуклеотидов, от около 2800 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 13500 нуклеотидов, от около 2800 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 12500 нуклеотидов, от около 2800 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 11500 нуклеотидов, от около 2800 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 10500 нуклеотидов, от около 2800 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 9500 нуклеотидов, от около 2800 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 8500 нуклеотидов, от около 2800 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 7800 нуклеотидов, от около 2800 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 7400 нуклеотидов, от около 2800 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 7000 нуклеотидов, от около 2800 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 6600 нуклеотидов, от около 2800 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 6200 нуклеотидов, от около 2800 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 5800 нуклеотидов, от около 2800 до около 5600 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 5400 нуклеотидов, от около 2800 до около 5200 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 5000 нуклеотидов, от около 2800 до около 4800 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 4600 нуклеотидов, от около 2800 до около 4400 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 4200 нуклеотидов, от около 2800 до около 4000 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 3800 нуклеотидов, от около 2800 до около 3600 нуклеотидов,  

от около 2800 до около 3400 нуклеотидов, от около 2800 до около 3200 нуклеотидов,  
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от около 2800 до около 3000 нуклеотидов, от около 3000 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 14500 нуклеотидов, от около 3000 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 13500 нуклеотидов, от около 3000 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 12500 нуклеотидов, от около 3000 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 11500 нуклеотидов, от около 3000 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 10500 нуклеотидов, от около 3000 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 9500 нуклеотидов, от около 3000 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 8500 нуклеотидов, от около 3000 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 7800 нуклеотидов, от около 3000 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 7400 нуклеотидов, от около 3000 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 7000 нуклеотидов, от около 3000 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 6600 нуклеотидов, от около 3000 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 6200 нуклеотидов, от около 3000 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 5800 нуклеотидов, от около 3000 до около 5600 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 5400 нуклеотидов, от около 3000 до около 5200 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 5000 нуклеотидов, от около 3000 до около 4800 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 4600 нуклеотидов, от около 3000 до около 4400 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 4200 нуклеотидов, от около 3000 до около 4000 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 3800 нуклеотидов, от около 3000 до около 3600 нуклеотидов,  

от около 3000 до около 3400 нуклеотидов, от около 3000 до около 3200 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 15000 нуклеотидов, от около 3200 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 14000 нуклеотидов, от около 3200 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 13000 нуклеотидов, от около 3200 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 12000 нуклеотидов, от около 3200 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 11000 нуклеотидов, от около 3200 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 10000 нуклеотидов, от около 3200 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 9000 нуклеотидов, от около 3200 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 8000 нуклеотидов, от около 3200 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 7600 нуклеотидов, от около 3200 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 7200 нуклеотидов, от около 3200 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 6800 нуклеотидов, от около 3200 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 6400 нуклеотидов, от около 3200 до около 6200 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 6000 нуклеотидов, от около 3200 до около 5800 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 5600 нуклеотидов, от около 3200 до около 5400 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 5200 нуклеотидов, от около 3200 до около 5000 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 4800 нуклеотидов, от около 3200 до около 4600 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 4400 нуклеотидов, от около 3200 до около 4200 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 4000 нуклеотидов, от около 3200 до около 3800 нуклеотидов,  

от около 3200 до около 3600 нуклеотидов, от около 3200 до около 3400 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 15000 нуклеотидов, от около 3400 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 14000 нуклеотидов, от около 3400 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 13000 нуклеотидов, от около 3400 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 12000 нуклеотидов, от около 3400 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 11000 нуклеотидов, от около 3400 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 10000 нуклеотидов, от около 3400 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 9000 нуклеотидов, от около 3400 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 8000 нуклеотидов, от около 3400 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 7600 нуклеотидов, от около 3400 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 7200 нуклеотидов, от около 3400 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 6800 нуклеотидов, от около 3400 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 6400 нуклеотидов, от около 3400 до около 6200 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 6000 нуклеотидов, от около 3400 до около 5800 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 5600 нуклеотидов, от около 3400 до около 5400 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 5200 нуклеотидов, от около 3400 до около 5000 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 4800 нуклеотидов, от около 3400 до около 4600 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 4400 нуклеотидов, от около 3400 до около 4200 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 4000 нуклеотидов, от около 3400 до около 3800 нуклеотидов,  

от около 3400 до около 3600 нуклеотидов, от около 3600 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 14500 нуклеотидов, от около 3600 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 13500 нуклеотидов, от около 3600 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 12500 нуклеотидов, от около 3600 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 11500 нуклеотидов, от около 3600 до около 11000 нуклеотидов,  
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от около 3600 до около 10500 нуклеотидов, от около 3600 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 9500 нуклеотидов, от около 3600 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 8500 нуклеотидов, от около 3600 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 7800 нуклеотидов, от около 3600 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 7400 нуклеотидов, от около 3600 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 7000 нуклеотидов, от около 3600 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 6600 нуклеотидов, от около 3600 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 6200 нуклеотидов, от около 3600 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 5800 нуклеотидов, от около 3600 до около 5600 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 5400 нуклеотидов, от около 3600 до около 5200 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 5000 нуклеотидов, от около 3600 до около 4800 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 4600 нуклеотидов, от около 3600 до около 4400 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 4200 нуклеотидов, от около 3600 до около 4000 нуклеотидов,  

от около 3600 до около 3800 нуклеотидов, от около 3800 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 14500 нуклеотидов, от около 3800 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 13500 нуклеотидов, от около 3800 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 12500 нуклеотидов, от около 3800 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 11500 нуклеотидов, от около 3800 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 10500 нуклеотидов, от около 3800 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 9500 нуклеотидов, от около 3800 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 8500 нуклеотидов, от около 3800 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 7800 нуклеотидов, от около 3800 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 7400 нуклеотидов, от около 3800 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 7000 нуклеотидов, от около 3800 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 6600 нуклеотидов, от около 3800 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 6200 нуклеотидов, от около 3800 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 5800 нуклеотидов, от около 3800 до около 5600 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 5400 нуклеотидов, от около 3800 до около 5200 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 5000 нуклеотидов, от около 3800 до около 4800 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 4600 нуклеотидов, от около 3800 до около 4200 нуклеотидов,  

от около 3800 до около 4000 нуклеотидов, от около 4000 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 14500 нуклеотидов, от около 4000 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 13500 нуклеотидов, от около 4000 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 12500 нуклеотидов, от около 4000 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 11500 нуклеотидов, от около 4000 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 10500 нуклеотидов, от около 4000 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 9500 нуклеотидов, от около 4000 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 8500 нуклеотидов, от около 4000 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 7800 нуклеотидов, от около 4000 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 7400 нуклеотидов, от около 4000 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 7000 нуклеотидов, от около 4000 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 6600 нуклеотидов, от около 4000 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 6200 нуклеотидов, от около 4000 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 5800 нуклеотидов, от около 4000 до около 5600 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 5400 нуклеотидов, от около 4000 до около 5200 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 5000 нуклеотидов, от около 4000 до около 4800 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 4600 нуклеотидов, от около 4000 до около 4400 нуклеотидов,  

от около 4000 до около 4200 нуклеотидов, от около 4200 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 14500 нуклеотидов, от около 4200 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 13500 нуклеотидов, от около 4200 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 12500 нуклеотидов, от около 4200 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 11500 нуклеотидов, от около 4200 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 10500 нуклеотидов, от около 4200 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 9500 нуклеотидов, от около 4200 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 8500 нуклеотидов, от около 4200 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 7800 нуклеотидов, от около 4200 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 7400 нуклеотидов, от около 4200 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 7000 нуклеотидов, от около 4200 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 6600 нуклеотидов, от около 4200 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 6200 нуклеотидов, от около 4200 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 5800 нуклеотидов, от около 4200 до около 5600 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 5400 нуклеотидов, от около 4200 до около 5200 нуклеотидов,  
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от около 4200 до около 5000 нуклеотидов, от около 4200 до около 4800 нуклеотидов,  

от около 4200 до около 4600 нуклеотидов, от около 4200 до около 4400 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 15000 нуклеотидов, от около 4400 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 14000 нуклеотидов, от около 4400 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 13000 нуклеотидов, от около 4400 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 12000 нуклеотидов, от около 4400 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 11000 нуклеотидов, от около 4400 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 10000 нуклеотидов, от около 4400 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 9000 нуклеотидов, от около 4400 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 8000 нуклеотидов, от около 4400 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 7600 нуклеотидов, от около 4400 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 7200 нуклеотидов, от около 4400 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 6800 нуклеотидов, от около 4400 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 6400 нуклеотидов, от около 4400 до около 6200 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 6000 нуклеотидов, от около 4400 до около 5800 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 5600 нуклеотидов, от около 4400 до около 5400 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 5200 нуклеотидов, от около 4400 до около 5000 нуклеотидов,  

от около 4400 до около 4800 нуклеотидов, от около 4400 до около 4600 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 15000 нуклеотидов, от около 4600 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 14000 нуклеотидов, от около 4600 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 13000 нуклеотидов, от около 4600 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 12000 нуклеотидов, от около 4600 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 11000 нуклеотидов, от около 4600 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 10000 нуклеотидов, от около 4600 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 9000 нуклеотидов, от около 4600 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 8000 нуклеотидов, от около 4600 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 7600 нуклеотидов, от около 4600 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 7200 нуклеотидов, от около 4600 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 6800 нуклеотидов, от около 4600 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 6400 нуклеотидов, от около 4600 до около 6200 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 6000 нуклеотидов, от около 4600 до около 5800 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 5600 нуклеотидов, от около 4600 до около 5400 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 5200 нуклеотидов, от около 4600 до около 5000 нуклеотидов,  

от около 4600 до около 4800 нуклеотидов, от около 4800 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 14500 нуклеотидов, от около 4800 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 13500 нуклеотидов, от около 4800 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 12500 нуклеотидов, от около 4800 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 11500 нуклеотидов, от около 4800 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 10500 нуклеотидов, от около 4800 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 9500 нуклеотидов, от около 4800 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 8500 нуклеотидов, от около 4800 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 7800 нуклеотидов, от около 4800 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 7400 нуклеотидов, от около 4800 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 7000 нуклеотидов, от около 4800 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 6600 нуклеотидов, от около 4800 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 6200 нуклеотидов, от около 4800 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 5800 нуклеотидов, от около 4800 до около 5600 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 5400 нуклеотидов, от около 4800 до около 5200 нуклеотидов,  

от около 4800 до около 5000 нуклеотидов, от около 5000 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 14500 нуклеотидов, от около 5000 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 13500 нуклеотидов, от около 5000 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 12500 нуклеотидов, от около 5000 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 11500 нуклеотидов, от около 5000 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 10500 нуклеотидов, от около 5000 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 9500 нуклеотидов, от около 5000 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 8500 нуклеотидов, от около 5000 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 7800 нуклеотидов, от около 5000 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 7400 нуклеотидов, от около 5000 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 7000 нуклеотидов, от около 5000 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 6600 нуклеотидов, от около 5000 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 6200 нуклеотидов, от около 5000 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 5000 до около 5800 нуклеотидов, от около 5000 до около 5600 нуклеотидов,  
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от около 5000 до около 5400 нуклеотидов, от около 5000 до около 5200 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 15000 нуклеотидов, от около 5200 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 14000 нуклеотидов, от около 5200 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 13000 нуклеотидов, от около 5200 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 12000 нуклеотидов, от около 5200 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 11000 нуклеотидов, от около 5200 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 10000 нуклеотидов, от около 5200 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 9000 нуклеотидов, от около 5200 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 8000 нуклеотидов, от около 5200 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 7600 нуклеотидов, от около 5200 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 7200 нуклеотидов, от около 5200 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 6800 нуклеотидов, от около 5200 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 6400 нуклеотидов, от около 5200 до около 6200 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 6000 нуклеотидов, от около 5200 до около 5800 нуклеотидов,  

от около 5200 до около 5600 нуклеотидов, от около 5200 до около 5400 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 15000 нуклеотидов, от около 5400 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 14000 нуклеотидов, от около 5400 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 13000 нуклеотидов, от около 5400 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 12000 нуклеотидов, от около 5400 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 11000 нуклеотидов, от около 5400 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 10000 нуклеотидов, от около 5400 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 9000 нуклеотидов, от около 5400 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 8000 нуклеотидов, от около 5400 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 7600 нуклеотидов, от около 5400 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 7200 нуклеотидов, от около 5400 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 6800 нуклеотидов, от около 5400 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 6400 нуклеотидов, от около 5400 до около 6200 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 6000 нуклеотидов, от около 5400 до около 5800 нуклеотидов,  

от около 5400 до около 5600 нуклеотидов, от около 5600 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 14500 нуклеотидов, от около 5600 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 13500 нуклеотидов, от около 5600 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 12500 нуклеотидов, от около 5600 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 11500 нуклеотидов, от около 5600 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 10500 нуклеотидов, от около 5600 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 9500 нуклеотидов, от около 5600 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 8500 нуклеотидов, от около 5600 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 7800 нуклеотидов, от около 5600 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 7400 нуклеотидов, от около 5600 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 7000 нуклеотидов, от около 5600 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 6600 нуклеотидов, от около 5600 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 6200 нуклеотидов, от около 5600 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 5600 до около 5800 нуклеотидов, от около 5800 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 5800 до около 14500 нуклеотидов, от около 5800 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 5800 до около 13500 нуклеотидов, от около 5800 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 5800 до около 12500 нуклеотидов, от около 5800 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 5800 до около 11500 нуклеотидов, от около 5800 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 5800 до около 10500 нуклеотидов, от около 5800 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 5800 до около 9500 нуклеотидов, от около 5800 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 5800 до около 8500 нуклеотидов, от около 5800 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 5800 до около 7800 нуклеотидов, от около 5800 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 5800 до около 7400 нуклеотидов, от около 5800 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 5800 до около 7000 нуклеотидов, от около 5800 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 5800 до около 6600 нуклеотидов, от около 5800 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 5800 до около 6200 нуклеотидов, от около 5800 до около 6000 нуклеотидов,  

от около 6000 до около 15000 нуклеотидов, от около 6000 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 6000 до около 14000 нуклеотидов, от около 6000 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 6000 до около 13000 нуклеотидов, от около 6000 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 6000 до около 12000 нуклеотидов, от около 6000 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 6000 до около 11000 нуклеотидов, от около 6000 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 6000 до около 10000 нуклеотидов, от около 6000 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 6000 до около 9000 нуклеотидов, от около 6000 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 6000 до около 8000 нуклеотидов, от около 6000 до около 7800 нуклеотидов,  
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от около 6000 до около 7600 нуклеотидов, от около 6000 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 6000 до около 7200 нуклеотидов, от около 6000 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 6000 до около 6800 нуклеотидов, от около 6000 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 6000 до около 6400 нуклеотидов, от около 6000 до около 6200 нуклеотидов,  

от около 6200 до около 15000 нуклеотидов, от около 6200 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 6200 до около 14000 нуклеотидов, от около 6200 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 6200 до около 13000 нуклеотидов, от около 6200 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 6200 до около 12000 нуклеотидов, от около 6200 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 6200 до около 11000 нуклеотидов, от около 6200 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 6200 до около 10000 нуклеотидов, от около 6200 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 6200 до около 8500 нуклеотидов, от около 6200 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 6200 до около 7800 нуклеотидов, от около 6200 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 6200 до около 7400 нуклеотидов, от около 6200 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 6200 до около 7000 нуклеотидов, от около 6200 до около 6800 нуклеотидов,  

от около 6200 до около 6600 нуклеотидов, от около 6200 до около 6400 нуклеотидов,  

от около 6400 до около 15000 нуклеотидов, от около 6400 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 6400 до около 14000 нуклеотидов, от около 6400 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 6400 до около 13000 нуклеотидов, от около 6400 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 6400 до около 12000 нуклеотидов, от около 6400 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 6400 до около 11000 нуклеотидов, от около 6400 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 6400 до около 10000 нуклеотидов, от около 6400 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 6400 до около 9000 нуклеотидов, от около 6400 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 6400 до около 8000 нуклеотидов, от около 6400 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 6400 до около 7600 нуклеотидов, от около 6400 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 6400 до около 7200 нуклеотидов, от около 6400 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 6400 до около 6800 нуклеотидов, от около 6400 до около 6600 нуклеотидов,  

от около 6600 до около 15000 нуклеотидов, от около 6600 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 6600 до около 14000 нуклеотидов, от около 6600 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 6600 до около 13000 нуклеотидов, от около 6600 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 6600 до около 12000 нуклеотидов, от около 6600 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 6600 до около 11000 нуклеотидов, от около 6600 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 6600 до около 10000 нуклеотидов, от около 6600 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 6600 до около 9000 нуклеотидов, от около 6600 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 6600 до около 8000 нуклеотидов, от около 6600 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 6600 до около 7600 нуклеотидов, от около 6600 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 6600 до около 7200 нуклеотидов, от около 6600 до около 7000 нуклеотидов,  

от около 6600 до около 6800 нуклеотидов, от около 6800 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 6800 до около 14500 нуклеотидов, от около 6800 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 6800 до около 13500 нуклеотидов, от около 6800 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 6800 до около 12500 нуклеотидов, от около 6800 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 6800 до около 11500 нуклеотидов, от около 6800 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 6800 до около 10500 нуклеотидов, от около 6800 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 6800 до около 9500 нуклеотидов, от около 6800 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 6800 до около 8500 нуклеотидов, от около 6800 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 6800 до около 7800 нуклеотидов, от около 6800 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 6800 до около 7400 нуклеотидов, от около 6800 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 6800 до около 7000 нуклеотидов, от около 7000 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 7000 до около 14500 нуклеотидов, от около 7000 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 7000 до около 13500 нуклеотидов, от около 7000 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 7000 до около 12500 нуклеотидов, от около 7000 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 7000 до около 11500 нуклеотидов, от около 7000 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 7000 до около 10500 нуклеотидов, от около 7000 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 7000 до около 9500 нуклеотидов, от около 7000 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 7000 до около 8500 нуклеотидов, от около 7000 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 7000 до около 7800 нуклеотидов, от около 7000 до около 7600 нуклеотидов,  

от около 7000 до около 7400 нуклеотидов, от около 7000 до около 7200 нуклеотидов,  

от около 7200 до около 15000 нуклеотидов, от около 7200 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 7200 до около 14000 нуклеотидов, от около 7200 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 7200 до около 13000 нуклеотидов, от около 7200 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 7200 до около 12000 нуклеотидов, от около 7200 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 7200 до около 11000 нуклеотидов, от около 7200 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 7200 до около 10000 нуклеотидов, от около 7200 до около 9500 нуклеотидов,  
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от около 7200 до около 9000 нуклеотидов, от около 7200 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 7200 до около 8000 нуклеотидов, от около 7200 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 7200 до около 7600 нуклеотидов, от около 7200 до около 7400 нуклеотидов,  

от около 7400 до около 15000 нуклеотидов, от около 7400 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 7400 до около 14000 нуклеотидов, от около 7400 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 7400 до около 13000 нуклеотидов, от около 7400 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 7400 до около 12000 нуклеотидов, от около 7400 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 7400 до около 11000 нуклеотидов, от около 7400 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 7400 до около 10000 нуклеотидов, от около 7400 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 7400 до около 9000 нуклеотидов, от около 7400 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 7400 до около 8000 нуклеотидов, от около 7400 до около 7800 нуклеотидов,  

от около 7400 до около 7600 нуклеотидов, от около 7600 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 7600 до около 14500 нуклеотидов, от около 7600 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 7600 до около 13500 нуклеотидов, от около 7600 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 7600 до около 12500 нуклеотидов, от около 7600 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 7600 до около 11500 нуклеотидов, от около 7600 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 7600 до около 10500 нуклеотидов, от около 7600 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 7600 до около 9500 нуклеотидов, от около 7600 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 7600 до около 8500 нуклеотидов, от около 7600 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 7600 до около 7800 нуклеотидов, от около 7800 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 7800 до около 14500 нуклеотидов, от около 7800 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 7800 до около 13500 нуклеотидов, от около 7800 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 7800 до около 12500 нуклеотидов, от около 7800 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 7800 до около 11500 нуклеотидов, от около 7800 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 7800 до около 10500 нуклеотидов, от около 7800 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 7800 до около 9500 нуклеотидов, от около 7800 до около 9000 нуклеотидов,  

от около 7800 до около 8500 нуклеотидов, от около 7800 до около 8000 нуклеотидов,  

от около 8000 до около 15000 нуклеотидов, от около 8000 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 8000 до около 14000 нуклеотидов, от около 8000 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 8000 до около 13000 нуклеотидов, от около 8000 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 8000 до около 12000 нуклеотидов, от около 8000 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 8000 до около 11000 нуклеотидов, от около 8000 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 8000 до около 10000 нуклеотидов, от около 8000 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 8000 до около 9000 нуклеотидов, от около 8000 до около 8500 нуклеотидов,  

от около 8500 до около 15000 нуклеотидов, от около 8500 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 8500 до около 14000 нуклеотидов, от около 8500 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 8500 до около 13000 нуклеотидов, от около 8500 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 8500 до около 12000 нуклеотидов, от около 8500 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 8500 до около 11000 нуклеотидов, от около 8500 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 8500 до около 10000 нуклеотидов, от около 8500 до около 9500 нуклеотидов,  

от около 8500 до около 9000 нуклеотидов, от около 9000 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 9000 до около 14500 нуклеотидов, от около 9000 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 9000 до около 13500 нуклеотидов, от около 9000 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 9000 до около 12500 нуклеотидов, от около 9000 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 9000 до около 11500 нуклеотидов, от около 9000 до около 11000 нуклеотидов,  

от около 9000 до около 10500 нуклеотидов, от около 9000 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 9000 до около 9500 нуклеотидов, от около 9500 до около 10000 нуклеотидов,  

от около 10000 до около 15000 нуклеотидов, от около 10000 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 10000 до около 14000 нуклеотидов, от около 10000 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 10000 до около 13000 нуклеотидов, от около 10000 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 10000 до около 12000 нуклеотидов, от около 10000 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 10000 до около 11000 нуклеотидов, от около 10000 до около 10500 нуклеотидов,  

от около 10500 до около 15000 нуклеотидов, от около 10500 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 10500 до около 14000 нуклеотидов, от около 10500 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 10500 до около 13000 нуклеотидов, от около 10500 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 10500 до около 12000 нуклеотидов, от около 10500 до около 11500 нуклеотидов,  

от около 10500 до около 11000 нуклеотидов, от около 11000 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 11000 до около 14500 нуклеотидов, от около 11000 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 11000 до около 13500 нуклеотидов, от около 11000 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 11000 до около 12500 нуклеотидов, от около 11000 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 11000 до около 11500 нуклеотидов, от около 11500 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 11500 до около 14500 нуклеотидов, от около 11500 до около 14000 нуклеотидов,  
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от около 11500 до около 13500 нуклеотидов, от около 11500 до около 13000 нуклеотидов,  

от около 11500 до около 12500 нуклеотидов, от около 11500 до около 12000 нуклеотидов,  

от около 12000 до около 15000 нуклеотидов, от около 12000 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 12000 до около 14000 нуклеотидов, от около 12000 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 12000 до около 13000 нуклеотидов, от около 12000 до около 12500 нуклеотидов,  

от около 12500 до около 15000 нуклеотидов, от около 12500 до около 14500 нуклеотидов,  

от около 12500 до около 14000 нуклеотидов, от около 12500 до около 13500 нуклеотидов,  

от около 12500 до около 13000 нуклеотидов, от около 13000 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 13000 до около 14500 нуклеотидов, от около 13000 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 13000 до около 13500 нуклеотидов, от около 13500 до около 15000 нуклеотидов,  

от около 13500 до около 14500 нуклеотидов, от около 13500 до около 14000 нуклеотидов,  

от около 14000 до около 15000 нуклеотидов, от около 14000 до около 14500 нуклеотидов или  

от около 14500 до около 15000 нуклеотидов (включительно). 

В данном документе представлены иллюстративные векторы, которые можно использовать в лю-

бых композициях и способах, описанных в данном документе, см., например, фиг. 1-24. 

Для введения любого из векторов, описанных в данном документе, в клетку млекопитающего (на-

пример, внутреннюю волосковую клетку улитки, наружную волосковую клетку улитки, клетку сетчатки) 

можно использовать множество различных способов, известных в данной области техники. Неограничи-

вающие примеры способов введения нуклеиновой кислоты в клетку млекопитающего включают липо-

фекцию, трансфекцию (например, трансфекцию фосфатом кальция, трансфекцию с использованием вы-

сокоразветвленных органических соединений, трансфекцию с использованием катионных полимеров, 

трансфекцию на основе дендримера, оптическую трансфекцию, трансфекцию на основе частиц (напри-

мер, трансфекцию наночастиц) или трансфекцию с использованием липосом (например, катионных ли-

посом)), микроинъекцию, электропорацию, сжатие клеток, сонопорацию, слияние протопластов, импа-

лефекцию, гидродинамическую доставку, генную пушку, магнитофекцию, вирусную трансфекцию и 

нуклеофекцию. 

Квалифицированные практикующие специалисты поймут, что любой из описанных в данном доку-

менте векторов может быть введен в клетку млекопитающего, например, при помощи липофекции и мо-

жет быть стабильно интегрирован в локус эндогенного гена (например, локус гена CLRN1). В некоторых 

вариантах осуществления векторы, представленные в данном документе, стабильно интегрируются в 

локус эндогенного дефектного гена CLRN1 и, таким образом, заменяют дефектный ген CLRN1 нуклеи-

новой кислотой, кодирующей функционирующий (например, дикого типа) белок CLRN1. 

В данной области техники также известны различные методы молекулярной биологии, которые 

можно использовать для введения мутации(й) и/или делеции(й) в эндогенный ген. Неограничивающие 

примеры таких методов включают сайт-направленный мутагенез, CRISPR (например, индуцированные 

CRISPR/Cas9 нокин-мутации и индуцированные CRISPR/Cas9 нокаут-мутации) и TALEN. Эти способы 

можно использовать для коррекции последовательности дефектного эндогенного гена, присутствующего 

в хромосоме целевой клетки. 

Любой из векторов, описанных в данном документе, может дополнительно содержать контрольную 

последовательность, например контрольную последовательность, выбранную из группы последователь-

ности инициации транскрипции, последовательности терминации транскрипции, последовательности 

промотора, последовательности энхансера, последовательности сплайсинга РНК, полиаденилирования 

(полиА) и консенсусной последовательности Козак. Неограничивающие примеры этих контрольных по-

следовательностей описаны в данном документе. В некоторых вариантах осуществления промотор мо-

жет представлять собой нативный промотор, конститутивный промотор, индуцибельный промотор и/или 

тканеспецифичный промотор. 

Промоторы. 

Термин "промотор" означает последовательность ДНК, распознаваемую ферментами/белками в 

клетке млекопитающего, необходимую для инициации транскрипции конкретного гена (например, гена 

CLRN1). Промотор обычно относится, например, к нуклеотидной последовательности, с которой связы-

вается РНК-полимераза и/или любой связанный с ней фактор и с которой инициируется транскрипция. 

Неограничивающие примеры промоторов описаны в данном документе. Дополнительные примеры про-

моторов известны в данной области техники. 

В некоторых вариантах осуществления вектор, кодирующий N-концевую часть белка CLRN1 (на-

пример, белка CLRN1 человека), может содержать промотор и/или энхансер. Вектор, кодирующий  

N-концевую часть белка CLRN1, может содержать любой из промоторов и/или энхансеров, описанных в 

данном документе или известных в данной области техники. 

В некоторых вариантах осуществления промотор представляет собой индуцибельный промотор, 

конститутивный промотор, промотор клеток млекопитающих, вирусный промотор, химерный промотор, 

сконструированный промотор, тканеспецифичный промотор или любой другой тип промотора, извест-

ный в данной области техники. В некоторых вариантах осуществления промотор представляет собой 

промотор РНК-полимеразы II, такой как промотор РНК-полимеразы II млекопитающих. В некоторых 
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вариантах осуществления промотор представляет собой промотор РНК-полимеразы III, включая, но не 

ограничиваясь этим, промотор H1, промотор U6 человека, промотор U6 мыши или промотор U6 свиньи. 

Промотор, как правило, будет таким, который способен стимулировать транскрипцию во внутренней 

волосковой клетке. В некоторых примерах промотор является специфичным для улитки промотором или 

ориентированным на улитку промотором. 

В данной области техники известно множество промоторов, которые можно использовать в данном 

документе. Неограничивающие примеры промоторов, которые можно использовать в данном документе, 

включают промоторы от EF1a человека, цитомегаловируса человека (CMV) (патент США № 5168062), 

убиквитина С человека (UBC), фосфоглицерат киназы 1 мыши, полиомы аденовируса, вируса  

обезьяны 40 (SV40), β-глобина, β-актина, α-фетопротеина, γ-глобина, β-интерферона,  

γ-глутамилтрансферазы, вируса опухоли молочной железы мыши (MMTV), вируса саркомы Рауса, инсу-

лина крысы, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы, металлотионеина II (МТ II), амилазы, катепсина, 

мускаринового рецептора MI, ретровирусного LTR (например вируса Т-клеточного лейкоза человека 

HTLV), ITR AAV, интерлейкина-2, коллагеназы, полученного из тромбоцитов фактора роста, аденовиру-

са 5 Е2, стромелизина, гена MX мыши, белков, регулируемых глюкозой (GRP78 и GRP94),  

α-2-макроглобулина, виментина, гена ГКГС класса I, Н-2κ b, HSP70, пролиферина, фактора некроза опу-

холи, гена α тиреотропного гормона, легкой цепи иммуноглобулина, Т-клеточного рецептора, DQα и 

DQβ HLA, рецептора интерлейкина-2, ГКГС класса II, HLA-DRα ГКГС класса II, мышечной креатинки-

назы, преальбумина (транстиретина), эластазы I, гена альбумина, с-fos, c-HA-ras, молекулы адгезии 

нервных клеток (NCAM), гистона Н2В (ТН2В), гормона роста крысы, сывороточного амилоида человека 

(SAA), тропонина I (TN I), мышечной дистрофии Дюшенна, вируса иммунодефицита человека и вируса 

лейкоза гиббонов (GALV). Дополнительные примеры промоторов известны в данной области техники, 

см., например, Lodish, Molecular Cell Biology, Freeman and Company, New York, 2007. В некоторых вари-

антах осуществления промотор представляет собой немедленно-ранний промотор CMV. В некоторых 

вариантах осуществления промотор представляет собой промотор CAG или промотор CAG/CBA. В не-

которых вариантах осуществления промотор представляет собой промотор СВА, например промотор 

СВА, содержащий или состоящий из SEQ ID NO: 18. 

Термин "конститутивный" промотор относится к нуклеотидной последовательности, которая, если 

она функционально связана с нуклеиновой кислотой, кодирующей белок (например, белок CLRN1), вы-

зывает транскрипцию РНК из нуклеиновой кислоты в клетке млекопитающего при большинстве или во 

всех физиологических условиях. 

Примеры конститутивных промоторов включают, без ограничения, промотор LTR ретровирусного 

вируса саркомы Рауса (RSV), промотор цитомегаловируса (CMV) (см., например, Boshart et al., Cell, 

41:521-530, 1985), промотор SV40, промотор дигидрофолатредуктазы, промотор бета-актина, промотор 

фосфоглицеролкиназы (PGK) и промотор EF1-альфа (Invitrogen). 

Индуцибельные промоторы позволяют осуществлять регуляцию экспрессии генов, и их можно ре-

гулировать с помощью экзогенно поставляемых соединений, факторов окружающей среды, таких как 

температура, или наличия специфического физиологического состояния, например острой фазы, кон-

кретного состояния дифференцировки клетки или только в реплицирующихся клетках. Индуцибельные 

промоторы и индуцибельные системы доступны из множества коммерческих источников, включая, по-

мимо прочего, компании Invitrogen, Clontech и Ariad. Дополнительные примеры индуцибельных промо-

торов известны в данной области техники. 

Примеры индуцируемых промоторов, регулируемых экзогенно поставляемыми соединениями, 

включают индуцируемый цинком промотор овечьего металлотионина (МТ), промотор дексаметазон 

(Dex) -индуцируемого вируса опухоли молочной железы мыши (MMTV), промоторную систему полиме-

разы Т7 (WO 98/10088); промотор экдизона насекомых (No et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 93:3346-

3351, 1996), тетрациклин-репрессируемую систему (Gossen et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89:5547-

5551, 1992), тетрациклин-индуцируемую систему (Gossen et al. Science, 268:1766-1769, 1995, см. также 

Harvey et al. Curr. Opin. Chem. Biol. 2:512-518, 1998), RU486-индуцируемую систему (Wang et al., Nat. 

Biotech. 15:239-243, 1997) и Wang et al., Gene Ther. 4:432-441, 1997) и рапамицин-индуцируемую систему 

(Magari et al., J. Clin. Invest. 100:2865-2872, 1997). 

Термин "тканеспецифичный" промотор относится к промотору, который активен только в опреде-

ленных типах клеток и/или тканях (например, транскрипция определенного гена происходит только в 

клетках, экспрессирующих регуляторные белки транскрипции, которые связываются с тканеспецифич-

ным промотором). 

В некоторых вариантах осуществления регуляторные последовательности придают тканеспеци-

фичные возможности экспрессии генов. В некоторых случаях тканеспецифичные регуляторные последо-

вательности связывают тканеспецифичные транскрипционные факторы, которые индуцируют транс-

крипцию тканеспецифичным образом. 

Типичные тканеспецифичные промоторы включают, без ограничения, печеночно-специфичный 

промотор тироксинсвязывающего глобулина (TBG), инсулиновый промотор, промотор глюкагона,  
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промотор соматостатина, промотор панкреатического полипептида (PPY), промотор синапсина-1 (Syn), 

промотор креатинкиназы (МСК), промотор десмина (DES) млекопитающего, промотор тяжелой цепи 

альфа-миозина (α-МНС) и промотор сердечного тропонина Т (сТпТ). Дополнительные типичные промо-

торы включают бета-актиновый промотор, основной промотор вируса гепатита В (Sandig et al., Gene 

Ther. 3:1002-1009, 1996), промотор альфа-фетопротеина (AFP) (Arbuthnot et al., Hum. Gene Ther. 7:1503-

1514, 1996), промотор остеокальцина костей (Stein et al., Mol. Biol. Rep. 24:185-196, 1997); промотор сиа-

лопротеина костей (Chen et al., J. Bone Miner. Res. 11:654-664, 1996), промотор CD2 (Hansal et al., J.  

Immunol. 161:1063-1068, 1998); промотор тяжелой цепи иммуноглобулина; промотор альфа-цепи рецеп-

тора Т-клеток, нейрональный промотор, такой как промотор нейрон-специфичной енолазы (NSE)  

(Andersen et al., Cell. Mol. Neurobiol. 13:503-515, 1993), промотор гена легкой цепи нейрофиламента  

(Piccioli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 88:5611-5615, 1991) и нейрон-специфичный промотор гена vgf 

(Piccioli et al., Neuron, 15:373-384, 1995). 

В некоторых вариантах осуществления тканеспецифичный промотор представляет собой специ-

фичный для улитки промотор. В некоторых вариантах осуществления тканеспецифичный промотор 

представляет собой промотор, специфичный для волосковых клеток улитки. Неограничивающие приме-

ры специфичных для волосковых клеток улитки промоторов включают, без ограничения, промотор 

АТОН1, промотор POU4F3, промотор LHX3, промотор MYO7A, промотор MYO6, промотор α9ACHR и 

промотор α10ACHR. В некоторых вариантах осуществления промотор представляет собой специфичный 

для волосковых клеток улитки промотор, такой как промотор PRESTIN или промотор ONCOMOD. См., 

например, Zheng et al., Nature, 405:149-155, 2000; Tian et al., Dev. Dyn. 231:199-203, 2004 и Ryan et al., 

Adv. Otorhinolaryngol. 66:99-115, 2009. 

Энхансеры. 

В некоторых случаях вектор может содержать последовательность энхансера. Термин "энхансер" 

относится к нуклеотидной последовательности, которая может повышать уровень транскрипции нуклеи-

новой кислоты, кодирующей представляющей интерес белок (например, белок CLRN1). Последователь-

ности энхансеров (50-1500 пар оснований в длину), как правило, повышают уровень транскрипции, 

обеспечивая дополнительные сайты связывания для белков, связанных с транскрипцией (например, фак-

торов транскрипции). В некоторых вариантах осуществления последовательность энхансера находится в 

последовательности интрона. В отличие от последовательностей промоторов, последовательности эн-

хансеров могут действовать на гораздо большем расстоянии от сайта начала транскрипции (например, по 

сравнению с промотором). Неограничивающие примеры энхансеров включают энхансер RSV, энхансер 

CMV и энхансер SV40. В некоторых вариантах осуществления последовательность энхансера CMV со-

держит SEQ ID NO: 17 или состоит из нее. 

Поли(А)-сигнал. 

В некоторых вариантах осуществления любой из представленных в данном документе векторов 

может содержать сигнальную последовательность полиаденилирования (поли(А)). Большинство зарож-

дающихся эукариотических мРНК имеют поли(А)-хвост на своем 3'-конце, который добавляется во вре-

мя сложного процесса, который включает расщепление первичного транскрипта и реакцию связанного 

полиаденилирования, вызванную сигнальной последовательностью поли(А) (см., например, Proudfoot et 

al., Cell 108:501-512, 2002). Поли(А)-хвост придает мРНК стабильность и транспортируемость (Molecular 

Biology of the Cell, Third Edition by B. Alberts et al., Garland Publishing, 1994). В некоторых вариантах 

осуществления сигнальную последовательность поли(А) расположена на 3' к последовательности нук-

леиновой кислоты, кодирующей С-конец белка CLRN1. 

Используемый в данном документе термин "полиаденилирование" относится к ковалентной связи 

полиаденилового фрагмента или его модифицированного варианта с молекулой матричной РНК. У эука-

риот большинство молекул матричной РНК (мРНК) являются полиаденилированными на 3'-конце.  

3'-поли(А)-хвост представляет собой длинную последовательность адениновых нуклеотидов (например, 

50, 60, 70, 100, 200, 500, 1000, 2000, 3000, 4000 или 5000), добавленных к пре-мРНК посредством дейст-

вия фермента полиаденилат-полимеразы. У высших эукариот поли(А)-хвост добавляется к транскрип-

там, которые содержат специфическую последовательность, сигнал полиаденилирования (или поли(А)). 

Поли(А)-хвост и связанный с ним белок помогают защитить мРНК от деградации экзонуклеазами. Поли-

аденилирование также является важным для терминации транскрипции, экспорта мРНК из ядра и транс-

ляции. Полиаденилирование происходит в ядре непосредственно после транскрипции ДНК в РНК, одна-

ко может также происходить позже в цитоплазме. После окончания транскрипции цепь мРНК расщепля-

ется действием комплекса эндонуклеазы, связанного с РНК-полимеразой. Участок расщепления, как пра-

вило, характеризуется присутствием последовательности оснований AAUAAA возле участка расщепле-

ния. После расщепления мРНК аденозиновые остатки добавляют к свободному 3'-концу на участке рас-

щепления. 

Используемый в данном документе термин "сигнальная последовательность поли(А)" или "сиг-

нальная последовательность полиаденилирования" представляет собой последовательность, которая за-

пускает эндонуклеазное расщепление мРНК и добавление ряда аденозинов к 3'-концу расщепленной 
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мРНК. 

Существует несколько сигнальных последовательностей поли(А), которые можно использовать, в 

том числе полученные из бычьего гормона роста (bgh) (Woychik et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 

81(13):3944-3948, 1984; патент США № 5122458), β-глобина мыши, α-глобина мыши (Orkin et al., EMBO 

J. 4(2):453-456, 1985; Thein et al., Blood, 71(2):313-319, 1988), коллагена человека, вируса полиомы (Batt et 

al., Mol. Cell Biol. 15(9):4783-4790, 1995), гена тимидинкиназы вируса простого герпеса (HSV TK), сигна-

ла полиаденилирования гена тяжелой цепи IgG (US 2006/0040354), гормон роста человека (hGH)  

(Szymanski et al., Mol. Therapy, 15(7):1340-1347, 2007), группы, состоящей из сайта поли(А) SV40, такого 

как позднего и раннего сайта поли(А) SV40 (Schek et al., Mol. Cell Biol. 12(12):5386-5393, 1992). 

Сигнальная последовательность поли(А) может представлять собой ААТААА. Последовательность 

ААТААА может быть замещена другими гексануклеотидными последовательностями, гомологичными 

ААТААА и способными сигнализировать полиаденилирование, включая ATTAAA, AGTAAA, CATAAA, 

TATAAA, GATAAA, ACTAAA, AATATA, AAGAAA, AATAAT, AAAAAA, AATGAA, ААТСАА,  

ААСААА, ААТСАА, AATAAC, AATAGA, ААТТАА или AATAAG (см., например, WO 06/12414). 

В некоторых вариантах осуществления сигнальная последовательность поли(А) может быть синте-

тическим сайтом полиаденилирования (см., например, вектор экспрессии pCl-neo Promega, который ос-

нован на Levitt el al., Genes Dev. 3(7):1019-1025, 1989). В некоторых вариантах осуществления сигналь-

ная последовательность поли(А) представляет собой сигнал полиаденилирования гормона роста крупно-

го рогатого скота: 

 (SEQ ID NO: 20)). 

В некоторых вариантах осуществления сигнальная последовательность поли(А) представляет собой 

сигнал полиаденилирования растворимого нейропилина-1 (sNRP) (AAATAAAATACGAAATG  

(SEQ ID NO: 21)) (см., например, WO 05/073384). Дополнительные примеры сигнальных последователь-

ностей поли(А) известны в данной области техники. 

Внутренние участки посадки рибосомы (IRES). 

В некоторых вариантах осуществления вектор, кодирующий С-концевую часть белка CLRN1, мо-

жет содержать полинуклеотидный внутренний участок посадки рибосомы (IRES). Последовательность 

IRES используется для получения более одного полипептида из одного транскрипта гена. IRES образует 

формирует сложную вторичную структуру, которая позволяет инициировать трансляцию из любого по-

ложения с мРНК, расположенной непосредственно ниже по ходу трансляции от того места, где находит-

ся IRES (см., например, Pelletier and Sonenberg, Mol. Cell. Biol. 8(3):1103-1112, 1988). 

Специалистам в данной области техники известно несколько последовательностей IRES, включая 

последовательности, например, из вируса ящура (FMDV), вируса энцефаломиокардита (EMCV), ринови-

руса человека (HRV), вируса паралича сверчка, вируса иммунодефицита человека (ВИЧ), вируса гепати-

та A (HAV), вируса гепатита С (HCV) и полиовируса (PV). См., например, Alberts, Molecular Biology of 

the Cell, Garland Science, 2002 и Hellen et al., Genes Dev. 15(13):1593-612, 2001. 

В некоторых вариантах осуществления последовательность IRES, которая включена в вектор, коди-

рующий С-концевую часть белка CLRN1, представляет собой последовательность 2А вируса ящура 

(FMDV). Последовательность вируса ящура 2А представляет собой небольшой пептид (приблизительно 

18 аминокислот в длину), который, как было показано, опосредует расщепление полипротеинов  

(Ryan, M.D. et al., EMBO, 4:928-933, 1994; Mattion et al., J. Virology, 70:8124-8127, 1996; Furler et al., Gene 

Therapy, 8:864-873, 2001; и Halpin et al., Plant Journal, 4:453-459, 1999). Активность расщепления после-

довательности 2А ранее была продемонстрирована в искусственных системах, включая плазмиды и век-

торы для генной терапии (AAV и ретровирусы) (Ryan et al., EMBO, 4:928-933, 1994; Mattion et al., J.  

Virology, 70:8124-8127, 1996; Furler et al., Gene Therapy 8:864-873, 2001; и Halpin et al., Plant Journal, 

4:453-459, 1999; de Felipe et al., Gene Therapy, 6:198-208, 1999; de Felipe et al., Human Gene Therapy, 

11:1921-1931, 2000; и Klump et al., Gene Therapy, 8:811-817, 2001). 

Репортерные последовательности. 

Любой из предложенных в данном документе векторов может необязательно содержать последова-

тельность, кодирующую репортерный белок ("репортерную последовательность"). Неограничивающие 

примеры репортерных последовательностей включают последовательности ДНК, кодирующие бета-

лактамазу, бета-галактозидазу (LacZ), щелочную фосфатазу, тимидинкиназу, зеленый флуоресцентный 

белок (GFP), красный флуоресцентный белок, флуоресцентный белок mCherry, желтый флуоресцентный 

белок, хлорамфениколацетилтрансферазу (CAT) и люциферазу. Дополнительные примеры репортерных 

последовательностей известны в данной области техники. При связывании с регуляторными элементами, 

которые управляют их экспрессией, репортерная последовательность может обеспечивать сигналы, об-

наруживаемые обычными способами, включая ферментативный, рентгенографический, колориметриче-

ский, флуоресцентный или другие спектрографические исследования; анализы сортировки флуоресцент-
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но активируемых клеток (FACS); иммунологические анализы (например, иммуноферментный анализ 

(ИФА), радиоиммуноанализ (RIA) и иммуногистохимию). 

В некоторых вариантах осуществления репортерная последовательность представляет собой tGFP 

(SEQ ID NO: 19). В некоторых вариантах осуществления репортерная последовательность представляет 

собой ген LacZ, и присутствие вектора, несущего ген LacZ, в клетке млекопитающего (например, волос-

ковой клетке улитки, клетке глаза, такой как клетка сетчатки) определяется с помощью анализов на ак-

тивность бета-галактозидазы. Когда репортер представляет собой флуоресцентный белок (например, зе-

леный флуоресцентный белок) или люциферазу, присутствие вектора, несущего флуоресцентный белок 

или люциферазу, в клетке млекопитающего (например, волосковой клетки улитки, клетке глаза, такая 

как клетка сетчатки) может быть измерено флуоресцентными методами (например, флуоресцентной 

микроскопией или FACS) или продуцирование света в люминометре (например, спектрофотометре или 

приборе для визуализации IVIS). В некоторых вариантах осуществления репортерную последователь-

ность можно использовать для проверки способности к нацеливанию на тканевую специфичность и ре-

гуляторную активность тканеспецифичного промотора любого из векторов, описанных в данном  

документе. 

Фланкирующие области, нетранслируемые области (UTR). 

В некоторых вариантах осуществления любой из описанных в данном документе векторов (напри-

мер, любой по меньшей мере из двух разных векторов) может содержать нетранслируемую область, на-

пример 5'-UTR или 3'-UTR. 

Нетранслируемые области (UTR) гена транскрибируются, но не транслируются. 5'-UTR начинается 

с места начала транскрипции и продолжается до стартового кодона, но не включает стартовый кодон.  

3'-UTR начинается сразу же после стоп-кодона и продолжается до сигнала завершения транскрипции. 

Появляется все больше данных о регуляторных ролях, которые играют UTR с точки зрения стабильности 

молекулы нуклеиновой кислоты и трансляции. Регуляторные свойства UTR могут быть включены в лю-

бой из векторов, композиций, наборов или способов, как описано в данном документе, для усиления экс-

прессии белка CLRN1. 

Естественная 5'-UTR содержит последовательность, которая играет роль в инициации трансляции. 

Они содержат сигнатуры, такие как последовательности Козак, которые, как известно, участвуют в про-

цессе, с помощью которого рибосома инициирует трансляцию многих генов. Последовательности Козак 

имеют консенсусную последовательность CCR (A/G) CCAUGG, где R представляет собой пурин (А или 

G) на три основания выше по ходу транскрипции от стартового кодона (AUG), а за стартовым кодоном 

следует еще один "G". Также известно, что 5'-UTR образуют вторичные структуры, которые участвуют в 

связывании фактора элонгации. 

В некоторых вариантах осуществления 5'-UTR включен в любой из векторов, описанных в данном 

документе. Неограничивающие примеры 5'-UTR, в том числе из следующих генов: альбумин, сыворо-

точный амилоид А, аполипопротеин А/В/Е, трансферрин, альфа-фетопротеин, эритропоэтин и фактор 

VIII можно использовать для усиления экспрессии молекулы нуклеиновой кислоты, такой как мРНК. 

В некоторых вариантах осуществления 5'-UTR от мРНК, которая транскрибируется клеткой в улит-

ке или сетчатке, может быть включена в любой из описанных в данном документе векторов, композиций, 

наборов и способов. 

3'-UTR, как известно, содержат участки аденозинов и уридинов (в форме РНК) или тимидинов (в 

форме ДНК). Эти богатые AU сигнатуры особенно распространены в генах с высоким уровнем оборота. 

На основе их особенностей последовательности и функциональных свойств, богатые AU элементы 

(ARE) можно разделить на три класса (Chen et al., Mol. Cell. Biol. 15:5777-5788, 1995; Chen et al., Mol. 

Cell Biol. 15:2010-2018, 1995): ARE класса I содержат несколько рассеянных копий мотива AUUUA в 

областях, богатых U. Например, мРНК с-Мус и MyoD содержат ARE класса I. ARE класса II имеют два 

или более перекрывающихся нонамера UUAUUUA (U/A) (U/A). мРНК ГМ-КСФ и ФНО-альфа являются 

примерами, которые содержат ARE класса II. ARE класса III менее четко определены. Эти богатые  

U области не содержат мотив AUUUA. Два хорошо изученных примера этого класса представляют собой 

мРНК с-Jun и миогенина. 

Известно, что большинство белков, связывающихся с ARE, дестабилизируют матрицу, тогда как 

было зарегистрировано, что члены семейства ELAV, особенно HuR, повышают стабильность мРНК. HuR 

связывается с ARE всех трех классов. Интеграция сайтов специфического связывания HuR в 3'-UTR мо-

лекул нуклеиновой кислоты приведет к связыванию HuR и, таким образом, к стабилизации матрицы  

in vivo. 

Иллюстративная человеческая 5'-UTR дикого типа представляет собой или содержит последова-

тельность SEQ ID NO: 12 или SEQ ID NO: 13. Иллюстративная человеческая 5'-UTR дикого типа пред-

ставляет собой или содержит последовательность SEQ ID NO: 14 или SEQ ID NO: 15. 

В некоторых вариантах осуществления любой из композиций, описанных в данном документе,  

5'-нетранслируемая область (UTR), 3'-UTR или обе включены в вектор (например, любой из векторов, 

описанных в данном документе). Например, любая из 5'-UTR, описанных в данном документе, может 

быть функционально связана со стартовым кодоном в любой из описанных в данном документе коди-
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рующих последовательностей. Например, любая из 3'-UTR может быть функционально связана с  

3'-концевым кодоном (последним кодоном) в любой из описанных в данном документе кодирующих по-

следовательностей. 

В некоторых вариантах осуществления любой из описанных в данном документе композиций  

5'-UTR содержит по меньшей мере 10 смежных (например, по меньшей мере 15 смежных, по меньшей 

мере 20 смежных, по меньшей мере 25 смежных, по меньшей мере 30 смежных, по меньшей мере  

35 смежных, по меньшей мере 40 смежных, по меньшей мере 45 смежных, по меньшей мере  

50 смежных, по меньшей мере 55 смежных, по меньшей мере 60 смежных, по меньшей мере  

65 смежных, по меньшей мере 70 смежных, по меньшей мере 75 смежных, по меньшей мере  

80 смежных, по меньшей мере 85 смежных, по меньшей мере 90 смежных, по меньшей мере  

100 смежных, по меньшей мере 105 смежных, по меньшей мере 110 смежных, по меньшей мере  

115 смежных, по меньшей мере 120 смежных, по меньшей мере 125 смежных, по меньшей мере  

130 смежных, по меньшей мере 135 смежных, по меньшей мере 140 смежных, по меньшей мере  

145 смежные, по меньшей мере 150 смежных, по меньшей мере 155 смежных, по меньшей мере  

160 смежных, по меньшей мере 165 смежных, по меньшей мере 170 смежных, по меньшей мере  

175 смежных, по меньшей мере 180 смежных, по меньшей мере 185 смежных, по меньшей мере  

190 смежных, по меньшей мере 195 смежных, по меньшей мере 200 смежных, по меньшей мере  

205 смежных, по меньшей мере 210 смежных, по меньшей мере 215 смежных, по меньшей мере  

220 смежных, по меньшей мере 225 смежных, по меньшей мере 230 смежных, по меньшей мере  

235 смежных, по меньшей мере 240 смежных, по меньшей мере 245 смежных, по меньшей мере  

250 смежных, по меньшей мере 255 смежных или по меньшей мере 260 смежных) нуклеотидов в любом 

месте SEQ ID NO: 12 или SEQ ID NO: 13. 

Например, 5'-UTR может содержать или состоять из одного или более из следующего:  

нуклеотидные положения с 1 по 291, нуклеотидные положения с 1 по 290, нуклеотидные положения  

с 1 по 280, нуклеотидные положения с 1 по 270, нуклеотидные положения с 1 по 260, нуклеотидные по-

ложения с 1 по 250, нуклеотидные положения с 1 по 240, нуклеотидные положения с 1 по 230, нуклео-

тидные положения с 1 по 220, нуклеотидные положения с 1 по 210, нуклеотидные положения с 1 по 200, 

нуклеотидные положения с 1 по 190, нуклеотидные положения с 1 по 180, нуклеотидные положения с 1 

по 170, нуклеотидные положения с 1 по 160, нуклеотидные положения с 1 по 150, нуклеотидные поло-

жения с 1 по 140, нуклеотидные положения с 1 по 130, нуклеотидные положения с 1 по 120, нуклеотид-

ные положения с 1 по 110, нуклеотидные положения с 1 по 100, нуклеотидные положения с 1 по 90, нук-

леотидные положения с 1 по 80, нуклеотидные положения с 1 по 70, нуклеотидные положения с 1 по 60, 

нуклеотидные положения с 1 по 50, нуклеотидные положения с 1 по 40, нуклеотидные положения с 1 по 

30, нуклеотидные положения с 1 по 20, нуклеотидные положения с 1 по 10, нуклеотидные положения с 

10 по 291, нуклеотидные положения с 10 по 290, нуклеотидные положения с 10 по 280, нуклеотидные 

положения с 10 по 270, нуклеотидные положения с 10 по 260, нуклеотидные положения с 10 по 250,  

нуклеотидные положения с 10 по 240, нуклеотидные положения с 10 по 230, нуклеотидные положения  

с 10 по 220, нуклеотидные положения с 10 по 210, нуклеотидные положения с 10 по 200, нуклеотидные 

положения с 10 по 190, нуклеотидные положения с 10 по 180, нуклеотидные положения  

с 10 по 170, нуклеотидные положения с 10 по 160, нуклеотидные положения с 10 по 150,  

нуклеотидные положения с 10 по 140, нуклеотидные положения с 10 по 130, нуклеотидные положения  

с 10 по 120, нуклеотидные положения с 10 по 110, нуклеотидные положения с 10 по 100,  

нуклеотидные положения с 10 по 90, нуклеотидные положения с 10 по 80, нуклеотидные положения  

с 10 по 70, нуклеотидные положения с 10 по 60, нуклеотидные положения с 10 по 50, нуклеотидные  

положения с 10 по 40, нуклеотидные положения с 10 по 30, нуклеотидные положения с 10 по 20,  

нуклеотидные положения с 20 по 291, нуклеотидные положения с 20 по 290, нуклеотидные положения  

с 20 по 280, нуклеотидные положения с 20 по 270, нуклеотидные положения с 20 по 260, нуклеотидные 

положения с 20 по 250, нуклеотидные положения с 20 по 240, нуклеотидные положения с 20 по 230,  

нуклеотидные положения с 20 по 220, нуклеотидные положения с 20 по 210, нуклеотидные положения  

с 20 по 200, нуклеотидные положения с 20 по 190, нуклеотидные положения с 20 по 180, нуклеотидные 

положения с 20 по 170, нуклеотидные положения с 20 по 160, нуклеотидные положения с 20 по 150,  

нуклеотидные положения с 20 по 140, нуклеотидные положения с 20 по 130, нуклеотидные положения  

с 20 по 120, нуклеотидные положения с 20 по 110, нуклеотидные положения с 20 по 100, нуклеотидные 

положения с 20 по 90, нуклеотидные положения с 20 по 80, нуклеотидные положения с 20 по 70,  

нуклеотидные положения с 20 по 60, нуклеотидные положения с 20 по 50, нуклеотидные положения  

с 20 по 40, нуклеотидные положения с 20 по 30, нуклеотидные положения с 30 по 291, нуклеотидные 

положения с 30 по 290, нуклеотидные положения с 30 по 280, нуклеотидные положения с 30 по 270,  

нуклеотидные положения с 30 по 260, нуклеотидные положения с 30 по 250, нуклеотидные положения  

с 30 по 240, нуклеотидные положения с 30 по 230, нуклеотидные положения с 30 по 220, нуклеотидные 

положения с 30 по 210, нуклеотидные положения с 30 по 200, нуклеотидные положения с 30 по 190,  

нуклеотидные положения с 30 по 180, нуклеотидные положения с 30 по 170, нуклеотидные положения  

с 30 по 160, нуклеотидные положения с 30 по 150, нуклеотидные положения с 30 по 140, нуклеотидные 
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положения с 30 по 130, нуклеотидные положения с 30 по 120, нуклеотидные положения с 30 по 110,  

нуклеотидные положения с 30 по 100, нуклеотидные положения с 30 по 90, нуклеотидные положения  

с 30 по 80, нуклеотидные положения с 30 по 70, нуклеотидные положения с 30 по 60, нуклеотидные  

положения с 30 по 50, нуклеотидные положения с 30 по 40, нуклеотидные положения с 40 по 291,  

нуклеотидные положения с 40 по 290, нуклеотидные положения с 40 по 280, нуклеотидные положения  

с 40 по 270, нуклеотидные положения с 40 по 260, нуклеотидные положения с 40 по 250, нуклеотидные 

положения с 40 по 240, нуклеотидные положения с 40 по 230, нуклеотидные положения с 40 по 220,  

нуклеотидные положения с 40 по 210, нуклеотидные положения с 40 по 200, нуклеотидные положения  

с 40 по 190, нуклеотидные положения с 40 по 180, нуклеотидные положения с 40 по 170, нуклеотидные 

положения с 40 по 160, нуклеотидные положения с 40 по 150, нуклеотидные положения с 40 по 140,  

нуклеотидные положения с 40 по 130, нуклеотидные положения с 40 по 120, нуклеотидные положения  

с 40 по 110, нуклеотидные положения с 40 по 100, нуклеотидные положения с 40 по 90, нуклеотидные 

положения с 40 по 80, нуклеотидные положения с 40 по 70, нуклеотидные положения с 40 по 60,  

нуклеотидные положения с 40 по 50, нуклеотидные положения с 50 по 291, нуклеотидные положения  

с 50 по 290, нуклеотидные положения с 50 по 280, нуклеотидные положения с 50 по 270, нуклеотидные 

положения с 50 по 260, нуклеотидные положения с 50 по 250, нуклеотидные положения с 50 по 240,  

нуклеотидные положения с 50 по 230, нуклеотидные положения с 50 по 220, нуклеотидные положения  

с 50 по 210, нуклеотидные положения с 50 по 200, нуклеотидные положения с 50 по 190, нуклеотидные 

положения с 50 по 180, нуклеотидные положения с 50 по 170, нуклеотидные положения с 50 по 160,  

нуклеотидные положения с 50 по 150, нуклеотидные положения с 50 по 140, нуклеотидные положения  

с 50 по 130, нуклеотидные положения с 50 по 120, нуклеотидные положения с 50 по 110, нуклеотидные 

положения с 50 по 100, нуклеотидные положения с 50 по 90, нуклеотидные положения с 50 по 80,  

нуклеотидные положения с 50 по 70, нуклеотидные положения с 50 по 60, нуклеотидные положения  

с 60 по 291, нуклеотидные положения с 60 по 290, нуклеотидные положения с 60 по 280, нуклеотидные 

положения с 60 по 270, нуклеотидные положения с 60 по 260, нуклеотидные положения с 60 по 250,  

нуклеотидные положения с 60 по 240, нуклеотидные положения с 60 по 230, нуклеотидные положения  

с 60 по 220, нуклеотидные положения с 60 по 210, нуклеотидные положения с 60 по 200, нуклеотидные 

положения с 60 по 190, нуклеотидные положения с 60 по 180, нуклеотидные положения с 60 по 170,  

нуклеотидные положения с 60 по 160, нуклеотидные положения с 60 по 150, нуклеотидные положения  

с 60 по 140, нуклеотидные положения с 60 по 130, нуклеотидные положения с 60 по 120, нуклеотидные 

положения с 60 по 110, нуклеотидные положения с 60 по 100, нуклеотидные положения с 60 по 90,  

нуклеотидные положения с 60 по 80, нуклеотидные положения с 60 по 70, нуклеотидные положения  

с 70 по 291, нуклеотидные положения с 70 по 290, нуклеотидные положения с 70 по 280, нуклеотидные 

положения с 70 по 270, нуклеотидные положения с 70 по 260, нуклеотидные положения с 70 по 250,  

нуклеотидные положения с 70 по 240, нуклеотидные положения с 70 по 230, нуклеотидные положения  

с 70 по 220, нуклеотидные положения с 70 по 210, нуклеотидные положения с 70 по 200, нуклеотидные 

положения с 70 по 190, нуклеотидные положения с 70 по 180, нуклеотидные положения с 70 по 170,  

нуклеотидные положения с 70 по 160, нуклеотидные положения с 70 по 150, нуклеотидные положения  

с 70 по 140, нуклеотидные положения с 70 по 130, нуклеотидные положения с 70 по 120, нуклеотидные 

положения с 70 по 110, нуклеотидные положения с 70 по 100, нуклеотидные положения с 70 по 90,  

нуклеотидные положения с 70 по 80, нуклеотидные положения с 80 по 291, нуклеотидные положения  

с 80 по 290, нуклеотидные положения с 80 по 280, нуклеотидные положения с 80 по 270, нуклеотидные 

положения с 80 по 260, нуклеотидные положения с 80 по 250, нуклеотидные положения с 80 по 240,  

нуклеотидные положения с 80 по 230, нуклеотидные положения с 80 по 220, нуклеотидные положения  

с 80 по 210, нуклеотидные положения с 80 по 200, нуклеотидные положения с 80 по 190, нуклеотидные 

положения с 80 по 180, нуклеотидные положения с 80 по 170, нуклеотидные положения с 80 по 160,  

нуклеотидные положения с 80 по 150, нуклеотидные положения с 80 по 140, нуклеотидные положения  

с 80 по 130, нуклеотидные положения с 80 по 120, нуклеотидные положения с 80 по 110, нуклеотидные 

положения с 80 по 100, нуклеотидные положения с 80 по 90, нуклеотидные положения с 90 по 291,  

нуклеотидные положения с 90 по 290, нуклеотидные положения с 90 по 280, нуклеотидные положения  

с 90 по 270, нуклеотидные положения с 90 по 260, нуклеотидные положения с 90 по 250, нуклеотидные 

положения с 90 по 240, нуклеотидные положения с 90 по 230, нуклеотидные положения с 90 по 220,  

нуклеотидные положения с 90 по 210, нуклеотидные положения с 90 по 200, нуклеотидные положения  

с 90 по 190, нуклеотидные положения с 90 по 180, нуклеотидные положения с 90 по 170, нуклеотидные 

положения с 90 по 160, нуклеотидные положения с 90 по 150, нуклеотидные положения с 90 по 140,  

нуклеотидные положения с 90 по 130, нуклеотидные положения с 90 по 120, нуклеотидные положения  

с 90 по 110, нуклеотидные положения с 90 по 100, нуклеотидные положения со 100 по 291,  

нуклеотидные положения со 100 по 290, нуклеотидные положения со 100 по 280, нуклеотидные  

положения со 100 по 270, нуклеотидные положения со 100 по 260, нуклеотидные положения со 100 по 

250, нуклеотидные положения со 100 по 240, нуклеотидные положения со 100 по 230, нуклеотидные  

положения с 100 по 220, нуклеотидные положения с 100 по 210, нуклеотидные положения с 100 по 200, 

нуклеотидные положения со 100 по 190, нуклеотидные положения со 100 по 180, нуклеотидные  
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положения со 100 по 170, нуклеотидные положения со 100 по 160, нуклеотидные положения со 100 по 

150, нуклеотидные положения со 100 по 140, нуклеотидные положения со 100 по 130, нуклеотидные  

положения со 100 по 120, нуклеотидные положения со 100 по 110, нуклеотидные положения со 110 по 

291, нуклеотидные положения со 110 по 290, нуклеотидные положения со 110 по 280, нуклеотидные  

положения со 110 по 270, нуклеотидные положения со 110 по 260, нуклеотидные положения со 110 по 

250, нуклеотидные положения со 110 по 240, нуклеотидные положения со 110 по 230, нуклеотидные  

положения со 110 по 220, нуклеотидные положения со 110 по 210, нуклеотидные положения со 110 по 

200, нуклеотидные положения со 110 по 190, нуклеотидные положения со 110 по 180, нуклеотидные  

положения со 110 по 170, нуклеотидные положения со 110 по 160, нуклеотидные положения со 110 по 

150, нуклеотидные положения со 110 по 140, нуклеотидные положения со 110 по 130, нуклеотидные  

положения со 110 по 120, нуклеотидные положения со 120 по 291, нуклеотидные положения со 120 по 

290, нуклеотидные положения со 120 по 280, нуклеотидные положения со 120 по 270, нуклеотидные  

положения со 120 по 260, нуклеотидные положения со 120 по 250, нуклеотидные положения со 120 по 

240, нуклеотидные положения со 120 по 230, нуклеотидные положения со 120 по 220, нуклеотидные  

положения со 120 по 210, нуклеотидные положения со 120 по 200, нуклеотидные положения с 120 по 

190, нуклеотидные положения со 120 по 180, нуклеотидные положения со 120 по 170, нуклеотидные  

положения со 120 по 160, нуклеотидные положения со 120 по 150, нуклеотидные положения со 120 по 

140, нуклеотидные положения со 120 по 130, нуклеотидные положения со 130 по 291, нуклеотидные  

положения со 130 по 290, нуклеотидные положения со 130 по 280, нуклеотидные положения со 130 по 

270, нуклеотидные положения со 130 по 260, нуклеотидные положения со 130 по 250, нуклеотидные  

положения со 130 по 240, нуклеотидные положения со 130 по 230, нуклеотидные положения со 130 по 

220, нуклеотидные положения со 130 по 210, нуклеотидные положения со 130 по 200, нуклеотидные  

положения со 130 по 190, нуклеотидные положения со 130 по 180, нуклеотидные положения со 130 по 

170, нуклеотидные положения со 130 по 160, нуклеотидные положения со 130 по 150, нуклеотидные  

положения со 130 по 140, нуклеотидные положения со 140 по 291, нуклеотидные положения со 140 по 

290, нуклеотидные положения со 140 по 280, нуклеотидные положения со 140 по 270, нуклеотидные  

положения со 140 по 260, нуклеотидные положения со 140 по 250, нуклеотидные положения со 140 по 

240, нуклеотидные положения со 140 по 230, нуклеотидные положения со 140 по 220, нуклеотидные  

положения со 140 по 210, нуклеотидные положения со 140 по 200, нуклеотидные положения со 140 по 

190, нуклеотидные положения со 140 по 180, нуклеотидные положения со 140 по 170, нуклеотидные  

положения с 140 по 160, нуклеотидные положения со 140 по 150, нуклеотидные положения со 150 по 

291, нуклеотидные положения со 150 по 290, нуклеотидные положения со 150 по 280, нуклеотидные  

положения со 150 по 270, нуклеотидные положения со 150 по 260, нуклеотидные положения со 150 по 

250, нуклеотидные положения со 150 по 240, нуклеотидные положения со 150 по 230, нуклеотидные  

положения со 150 по 220, нуклеотидные положения со 150 по 210, нуклеотидные положения со 150 по 

200, нуклеотидные положения со 150 по 190, нуклеотидные положения со 150 по 180, нуклеотидные  

положения со 150 по 170, нуклеотидные положения со 150 по 160, нуклеотидные положения со 160 по 

291, нуклеотидные положения со 160 по 290, нуклеотидные положения со 160 по 280, нуклеотидные  

положения со 160 по 270, нуклеотидные положения со 160 по 260, нуклеотидные положения со 160 по 

250, нуклеотидные положения со 160 по 240, нуклеотидные положения со 160 по 230, нуклеотидные  

положения со 160 по 220, нуклеотидные положения со 160 по 210, нуклеотидные положения со 160 по 

200, нуклеотидные положения со 160 по 190, нуклеотидные положения со 160 по 180, нуклеотидные  

положения со 160 по 170, нуклеотидные положения со 170 по 291, нуклеотидные положения со 170 по 

290, нуклеотидные положения со 170 по 280, нуклеотидные положения со 170 по 270, нуклеотидные  

положения со 170 по 260, нуклеотидные положения со 170 по 250, нуклеотидные положения со 170 по 

240, нуклеотидные положения со 170 по 230, нуклеотидные положения со 170 по 220, нуклеотидные  

положения со 170 по 210, нуклеотидные положения со 170 по 200, нуклеотидные положения со 170 по 

190, нуклеотидные положения со 170 по 180, нуклеотидные положения со 180 по 291, нуклеотидные  

положения со 180 по 290, нуклеотидные положения со 180 по 280, нуклеотидные положения со 180 по 

270, нуклеотидные положения со 180 по 260, нуклеотидные положения со 180 по 250, нуклеотидные  

положения со 180 по 240, нуклеотидные положения со 180 по 230, нуклеотидные положения со 180 по 

220, нуклеотидные положения со 180 по 210, нуклеотидные положения со 180 по 200, нуклеотидные  

положения со 180 по 190, нуклеотидные положения со 190 по 291, нуклеотидные положения со 190 по 

290, нуклеотидные положения со 190 по 280, нуклеотидные положения со 190 по 270, нуклеотидные  

положения со 190 по 260, нуклеотидные положения со 190 по 250, нуклеотидные положения со 190 по 

240, нуклеотидные положения со 190 по 230, нуклеотидные положения со 190 по 220, нуклеотидные  

положения со 190 по 210, нуклеотидные положения со 190 по 200, нуклеотидные положения с 200 по 

291, нуклеотидные положения с 200 по 290, нуклеотидные положения с 200 по 280, нуклеотидные  

положения с 200 по 270, нуклеотидные положения с 200 по 260, нуклеотидные положения с 200 по  

250, нуклеотидные положения с 200 по 240, нуклеотидные положения с 200 по 230, нуклеотидные  

положения с 200 по 220, нуклеотидные положения с 200 по 210, нуклеотидные положения с 210 по  

291, нуклеотидные положения с 210 по 290, нуклеотидные положения с 210 по 280, нуклеотидные  
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положения с 210 по 270, нуклеотидные положения с 210 по 260, нуклеотидные положения с 210 по 250,  

нуклеотидные положения с 210 по 240, нуклеотидные положения с 210 по 230, нуклеотидные положения 

с 210 по 220, нуклеотидные положения с 220 по 291, нуклеотидные положения с 220 по 290,  

нуклеотидные положения с 220 по 280, нуклеотидные положения с 220 по 270, нуклеотидные положения 

с 220 по 260, нуклеотидные положения с 220 по 250, нуклеотидные положения с 220 по 240,  

нуклеотидные положения с 220 по 230, нуклеотидные положения с 230 по 291, нуклеотидные положения 

с 230 по 290, нуклеотидные положения с 230 по 280, нуклеотидные положения с 230 по 270,  

нуклеотидные положения с 230 по 260, нуклеотидные положения с 230 по 250, нуклеотидные положения 

с 230 по 240, нуклеотидные положения с 240 по 291, нуклеотидные положения с 240 по 290,  

нуклеотидные положения с 240 по 280, нуклеотидные положения с 240 по 270, нуклеотидные положения 

с 240 по 260, нуклеотидные положения с 240 по 250, нуклеотидные положения с 250 по 291,  

нуклеотидные положения с 250 по 290, нуклеотидные положения с 250 по 280, нуклеотидные положения 

с 250 по 270, нуклеотидные положения с 250 по 260, нуклеотидные положения с 260 по 291,  

нуклеотидные положения с 260 по 290, нуклеотидные положения с 260 по 280, нуклеотидные положения 

с 260 по 270, нуклеотидные положения с 270 по 291, нуклеотидные положения с 270 по 290,  

нуклеотидные положения с 270 по 280, нуклеотидные положения с 280 по 291 или нуклеотидные  

положения с 280 по 290 SEQ ID NO: 12 или 13. 

В некоторых вариантах осуществления любой из описанных в данном документе композиций  

5'-UTR содержит последовательность, которая по меньшей мере на 70% (например, по меньшей мере 

75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере  

91%, по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%, по меньшей мере 94%, по меньшей мере  

95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%, по меньшей мере 98% или по меньшей мере  

99%), идентична SEQ ID NO: 12 или 13. 

В некоторых вариантах осуществления любой из описанных в данном документе композиций  

3'-UTR содержит по меньшей мере 10 смежных (например, по меньшей мере 15 смежных,  

по меньшей мере 20 смежных, по меньшей мере 25 смежных, по меньшей мере 30 смежных,  

по меньшей мере 35 смежных, по меньшей мере 40 смежных, по меньшей мере 45 смежных,  

по меньшей мере 50 смежных, по меньшей мере 55 смежных, по меньшей мере 60 смежных,  

по меньшей мере 65 смежных, по меньшей мере 70 смежных, по меньшей мере 75 смежных,  

по меньшей мере 80 смежных, по меньшей мере 85 смежных, по меньшей мере 90 смежных,  

по меньшей мере 100 смежных, по меньшей мере 105 смежных, по меньшей мере 110 смежных,  

по меньшей мере 115 смежных, по меньшей мере 120 смежных, по меньшей мере 125 смежных,  

по меньшей мере 130 смежных, по меньшей мере 135 смежных, по меньшей мере 140 смежных,  

по меньшей мере 145 смежных, по меньшей мере 150 смежных, по меньшей мере 155 смежных,  

по меньшей мере 160 смежных, по меньшей мере 165 смежных, по меньшей мере 170 смежных,  

по меньшей мере 175 смежных, по меньшей мере 180 смежных, по меньшей мере 185 смежных,  

по меньшей мере 190 смежных, по меньшей мере 195 смежных, по меньшей мере 200 смежных,  

по меньшей мере 205 смежных, по меньшей мере 210 смежных, по меньшей мере 215 смежных,  

по меньшей мере 220 смежных, по меньшей мере 225 смежных, по меньшей мере 230 смежных,  

по меньшей мере 235 смежных, по меньшей мере 240 смежных, по меньшей мере 245 смежных,  

по меньшей мере 250 смежных, по меньшей мере 255 смежных, по меньшей мере 260 смежных,  

по меньшей мере 265 смежных, по меньшей мере 270 смежных, по меньшей мере 275 смежных,  

по меньшей мере 280 смежных, по меньшей мере 285 смежных, по меньшей мере 290 смежных,  

по меньшей мере 295 смежных, по меньшей мере 300 смежных, по меньшей мере 305 смежных,  

по меньшей мере 310 смежных, по меньшей мере 315 смежных, по меньшей мере 320 смежных,  

по меньшей мере 325 смежных, по меньшей мере 330 смежных, по меньшей мере 335 смежных,  

по меньшей мере 340 смежных, по меньшей мере 345 смежных, по меньшей мере 350 смежных,  

по меньшей мере 355 смежных, по меньшей мере 360 смежных, по меньшей мере 365 смежных,  

по меньшей мере 370 смежных, по меньшей мере 375 смежных, по меньшей мере 380 смежных,  

по меньшей мере 385 смежных, по меньшей мере 390 смежных, по меньшей мере 395 смежных,  

по меньшей мере 400 смежных, по меньшей мере 450 смежных, по меньшей мере 500 смежных,  

по меньшей мере 550 смежных, по меньшей мере 600 смежных, по меньшей мере 650 смежных,  

по меньшей мере 700 смежных, по меньшей мере 750 смежных, по меньшей мере 800 смежных,  

по меньшей мере 850 смежных, по меньшей мере 900 смежных, по меньшей мере 950 смежных,  

по меньшей мере 1000 смежных, по меньшей мере 1050 смежных, по меньшей мере 1100 смежных,  

по меньшей мере 1150 смежных, по меньшей мере 1200 смежных, по меньшей мере 1250 смежных,  

по меньшей мере 1300 смежных, по меньшей мере 1350 смежных, по меньшей мере 1400 смежных,  

по меньшей мере 1450 смежных, по меньшей мере 1500 смежных, по меньшей мере 1550 смежных,  

по меньшей мере 1600 смежных, по меньшей мере 1650 смежных, по меньшей мере 1700 смежных или 

по меньшей мере 1750 смежных) нуклеотидов в любом месте SEQ ID NO: 14 или 15. 

Например, 5'-UTR может содержать или состоять из одного или более из следующего:  

нуклеотидные положения с 1 по 1773, нуклеотидные положения с 1 по 1770, нуклеотидные положения  
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с 1 по 1750, нуклеотидные положения с 1 по 1700, нуклеотидные положения с 1 по 1650,  

нуклеотидные положения с 1 по 1600, нуклеотидные положения с 1 по 1550, нуклеотидные положения  

с 1 по 1500, нуклеотидные положения с 1 по 1450, нуклеотидные положения с 1 по 1400,  

нуклеотидные положения с 1 по 1350, нуклеотидные положения с 1 по 1300, нуклеотидные положения  

с 1 по 1250, нуклеотидные положения с 1 по 1200, нуклеотидные положения с 1 по 1150,  

нуклеотидные положения с 1 по 1100, нуклеотидные положения с 1 по 1050, нуклеотидные положения  

с 1 по 1000, нуклеотидные положения с 1 по 950, нуклеотидные положения с 1 по 900,  

нуклеотидные положения с 1 по 850, нуклеотидные положения с 1 по 800, нуклеотидные положения  

с 1 по 750, нуклеотидные положения с 1 по 700, нуклеотидные положения с 1 по 650,  

нуклеотидные положения с 1 по 600, нуклеотидные положения с 1 по 550, нуклеотидные положения  

с 1 по 500, нуклеотидные положения с 1 по 450, нуклеотидные положения с 1 по 400,  

нуклеотидные положения с 1 по 350, нуклеотидные положения с 1 по 300, нуклеотидные положения  

с 1 по 250, нуклеотидные положения с 1 по 200, нуклеотидные положения с 1 по 150,  

нуклеотидные положения с 1 по 100, нуклеотидные положения с 1 по 50, нуклеотидные положения  

с 1 по 25, нуклеотидные положения с 25 по 1773, нуклеотидные положения с 25 по 1770,  

нуклеотидные положения с 25 по 1750, нуклеотидные положения с 25 по 1700, нуклеотидные положения 

с 25 по 1650, нуклеотидные положения с 25 по 1600, нуклеотидные положения с 25 по 1550,  

нуклеотидные положения с 25 по 1500, нуклеотидные положения с 25 по 1450, нуклеотидные положения 

с 25 по 1400, нуклеотидные положения с 25 по 1350, нуклеотидные положения с 25 по 1300,  

нуклеотидные положения с 25 по 1250, нуклеотидные положения с 25 по 1200, нуклеотидные положения 

с 25 по 1150, нуклеотидные положения с 25 по 1100, нуклеотидные положения с 25 по 1050,  

нуклеотидные положения с 25 по 1000, нуклеотидные положения с 25 по 950, нуклеотидные положения  

с 25 по 900, нуклеотидные положения с 25 по 850, нуклеотидные положения с 25 по 800,  

нуклеотидные положения с 25 по 750, нуклеотидные положения с 25 по 700, нуклеотидные положения  

с 25 по 650, нуклеотидные положения с 25 по 600, нуклеотидные положения с 25 по 550,  

нуклеотидные положения с 25 по 500, нуклеотидные положения с 25 по 450, нуклеотидные положения  

с 25 по 400, нуклеотидные положения с 25 по 350, нуклеотидные положения с 25 по 300,  

нуклеотидные положения с 25 по 250, нуклеотидные положения с 25 по 200, нуклеотидные положения  

с 25 по 150, нуклеотидные положения с 25 по 100, нуклеотидные положения с 25 по 50, нуклеотидные 

положения с 50 по 1773, нуклеотидные положения с 50 по 1770, нуклеотидные положения с 50 по 1750, 

нуклеотидные положения с 50 по 1700, нуклеотидные положения с 50 по 1650, нуклеотидные положения 

с 50 по 1600, нуклеотидные положения с 50 по 1550, нуклеотидные положения с 50 по 1500,  

нуклеотидные положения с 50 по 1450, нуклеотидные положения с 50 по 1400, нуклеотидные положения 

с 50 по 1350, нуклеотидные положения с 50 по 1300, нуклеотидные положения с 50 по 1250,  

нуклеотидные положения с 50 по 1200, нуклеотидные положения с 50 по 1150, нуклеотидные положения 

с 50 по 1100, нуклеотидные положения с 50 по 1050, нуклеотидные положения с 50 по 1000,  

нуклеотидные положения с 50 по 950, нуклеотидные положения с 50 по 900, нуклеотидные положения  

с 50 по 850, нуклеотидные положения с 50 по 800, нуклеотидные положения с 50 по 750, нуклеотидные 

положения с 50 по 700, нуклеотидные положения с 50 по 650, нуклеотидные положения с 50 по 600,  

нуклеотидные положения с 50 по 550, нуклеотидные положения с 50 по 500, нуклеотидные положения  

с 50 по 450, нуклеотидные положения с 50 по 400, нуклеотидные положения с 50 по 350, нуклеотидные 

положения с 50 по 300, нуклеотидные положения с 50 по 250, нуклеотидные положения с 50 по 200,  

нуклеотидные положения с 50 по 150, нуклеотидные положения с 50 по 100, нуклеотидные положения  

с 100 по 1773, нуклеотидные положения с 100 по 1770, нуклеотидные положения с 100 по 1750,  

нуклеотидные положения с 100 по 1700, нуклеотидные положения с 100 по 1650, нуклеотидные  

положения с 100 по 1600, нуклеотидные положения с 100 по 1550, нуклеотидные положения  

с 100 по 1500, нуклеотидные положения с 100 по 1450, нуклеотидные положения с 100 по 1400,  

нуклеотидные положения с 100 по 1350, нуклеотидные положения с 100 по 1300, нуклеотидные  

положения с 100 по 1250, нуклеотидные положения с 100 по 1200, нуклеотидные положения  

с 100 по 1150, нуклеотидные положения с 100 по 1100, нуклеотидные положения с 100 по 1050,  

нуклеотидные положения с 100 по 1000, нуклеотидные положения с 100 по 950, нуклеотидные  

положения с 100 по 900, нуклеотидные положения с 100 по 850, нуклеотидные положения с 100 по 800, 

нуклеотидные положения с 100 по 750, нуклеотидные положения с 100 по 700, нуклеотидные положения 

с 100 по 650, нуклеотидные положения с 100 по 600, нуклеотидные положения с 100 по 550,  

нуклеотидные положения с 100 по 500, нуклеотидные положения с 100 по 450, нуклеотидные положения 

с 100 по 400, нуклеотидные положения с 100 по 350, нуклеотидные положения с 100 по 300,  

нуклеотидные положения с 100 по 250, нуклеотидные положения с 100 по 200, нуклеотидные положения 

с 100 по 150, нуклеотидные положения с 150 по 1773, нуклеотидные положения с 150 по 1770,  

нуклеотидные положения с 150 по 1750, нуклеотидные положения с 150 по 1700, нуклеотидные  

положения с 150 по 1650, нуклеотидные положения с 150 по 1600, нуклеотидные положения  

с 150 по 1550, нуклеотидные положения с 150 по 1500, нуклеотидные положения с 150 по 1450,  

нуклеотидные положения с 150 по 1400, нуклеотидные положения с 150 по 1350, нуклеотидные  
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положения с 150 по 1300, нуклеотидные положения с 150 по 1250, нуклеотидные положения  

с 150 по 1200, нуклеотидные положения с 150 по 1150, нуклеотидные положения с 150 по 1100,  

нуклеотидные положения с 150 по 1050, нуклеотидные положения с 150 по 1000, нуклеотидные  

положения с 150 по 950, нуклеотидные положения с 150 по 900, нуклеотидные положения с 150 по 850, 

нуклеотидные положения с 150 по 800, нуклеотидные положения с 150 по 750, нуклеотидные положения 

с 150 по 700, нуклеотидные положения с 150 по 650, нуклеотидные положения с 150 по 600,  

нуклеотидные положения с 150 по 550, нуклеотидные положения с 150 по 500, нуклеотидные положения 

с 150 по 450, нуклеотидные положения с 150 по 400, нуклеотидные положения с 150 по 350,  

нуклеотидные положения с 150 по 300, нуклеотидные положения с 150 по 250, нуклеотидные положения 

с 150 по 200, нуклеотидные положения с 200 по 1773, нуклеотидные положения с 200 по 1770,  

нуклеотидные положения с 200 по 1750, нуклеотидные положения с 200 по 1700, нуклеотидные  

положения с 200 по 1650, нуклеотидные положения с 200 по 1600, нуклеотидные положения  

с 200 по 1550, нуклеотидные положения с 200 по 1500, нуклеотидные положения с 200 по 1450,  

нуклеотидные положения с 200 по 1400, нуклеотидные положения с 200 по 1350, нуклеотидные  

положения с 200 по 1300, нуклеотидные положения с 200 по 1250, нуклеотидные положения  

с 200 по 1200, нуклеотидные положения с 200 по 1150, нуклеотидные положения с 200 по 1100,  

нуклеотидные положения с 200 по 1050, нуклеотидные положения с 200 по 1000, нуклеотидные  

положения с 200 по 950, нуклеотидные положения с 200 по 900, нуклеотидные положения с 200 по 850, 

нуклеотидные положения с 200 по 800, нуклеотидные положения с 200 по 750, нуклеотидные положения 

с 200 по 700, нуклеотидные положения с 200 по 650, нуклеотидные положения с 200 по 600, нуклеотид-

ные положения с 200 по 550, нуклеотидные положения с 200 по 500, нуклеотидные положения с 200 по 

450, нуклеотидные положения с 200 по 400, нуклеотидные положения с 200 по 350, нуклеотидные поло-

жения с 200 по 300, нуклеотидные положения с 200 по 250, нуклеотидные положения с 250 по 1773, нук-

леотидные положения с 250 по 1770, нуклеотидные положения с 250 по 1750, нуклеотидные положения с 

250 по 1700, нуклеотидные положения с 250 по 1650, нуклеотидные положения с 250 по 1600,  

нуклеотидные положения с 250 по 1550, нуклеотидные положения с 250 по 1500, нуклеотидные  

положения с 250 по 1450, нуклеотидные положения с 250 по 1400, нуклеотидные положения  

с 250 по 1350, нуклеотидные положения с 250 по 1300, нуклеотидные положения с 250 по 1250,  

нуклеотидные положения с 250 по 1200, нуклеотидные положения с 250 по 1150, нуклеотидные  

положения с 250 по 1100, нуклеотидные положения с 250 по 1050, нуклеотидные положения  

с 250 по 1000, нуклеотидные положения с 250 по 950, нуклеотидные положения с 250 по 900,  

нуклеотидные положения с 250 по 850, нуклеотидные положения с 250 по 800, нуклеотидные положения 

с 250 по 750, нуклеотидные положения с 250 по 700, нуклеотидные положения с 250 по 650,  

нуклеотидные положения с 250 по 600, нуклеотидные положения с 250 по 550, нуклеотидные положения 

с 250 по 500, нуклеотидные положения с 250 по 450, нуклеотидные положения с 250 по 400, нуклеотид-

ные положения с 250 по 350, нуклеотидные положения с 250 по 300, нуклеотидные положения  

с 300 по 1773, нуклеотидные положения с 300 по 1770, нуклеотидные положения с 300 по 1750,  

нуклеотидные положения с 300 по 1700, нуклеотидные положения с 300 по 1650, нуклеотидные  

положения с 300 по 1600, нуклеотидные положения с 300 по 1550, нуклеотидные положения  

с 300 по 1500, нуклеотидные положения с 300 по 1450, нуклеотидные положения с 300 по 1400,  

нуклеотидные положения с 300 по 1350, нуклеотидные положения с 300 по 1300, нуклеотидные  

положения с 300 по 1250, нуклеотидные положения с 300 по 1200, нуклеотидные положения  

с 300 по 1150, нуклеотидные положения с 300 по 1100, нуклеотидные положения с 300 по 1050,  

нуклеотидные положения с 300 по 1000, нуклеотидные положения с 300 по 950, нуклеотидные  

положения с 300 по 900, нуклеотидные положения с 300 по 850, нуклеотидные положения с 300 по 800, 

нуклеотидные положения с 300 по 750, нуклеотидные положения с 300 по 700, нуклеотидные положения 

с 300 по 650, нуклеотидные положения с 300 по 600, нуклеотидные положения с 300 по 550, нуклеотид-

ные положения с 300 по 500, нуклеотидные положения с 300 по 450, нуклеотидные положения  

с 300 по 400, нуклеотидные положения с 300 по 350, нуклеотидные положения с 350 по 1773,  

нуклеотидные положения с 350 по 1770, нуклеотидные положения с 350 по 1750, нуклеотидные  

положения с 350 по 1700, нуклеотидные положения с 350 по 1650, нуклеотидные положения  

с 350 по 1600, нуклеотидные положения с 350 по 1550, нуклеотидные положения с 350 по 1500,  

нуклеотидные положения с 350 по 1450, нуклеотидные положения с 350 по 1400, нуклеотидные  

положения с 350 по 1350, нуклеотидные положения с 350 по 1300, нуклеотидные положения  

с 350 по 1250, нуклеотидные положения с 350 по 1200, нуклеотидные положения с 350 по 1150,  

нуклеотидные положения с 350 по 1100, нуклеотидные положения с 350 по 1050, нуклеотидные  

положения с 350 по 1000, нуклеотидные положения с 350 по 950, нуклеотидные положения с 350 по 900, 

нуклеотидные положения с 350 по 850, нуклеотидные положения с 350 по 800, нуклеотидные положения 

с 350 по 750, нуклеотидные положения с 350 по 700, нуклеотидные положения с 350 по 650,  

нуклеотидные положения с 350 по 600, нуклеотидные положения с 350 по 550, нуклеотидные положения 

с 350 по 500, нуклеотидные положения с 350 по 450, нуклеотидные положения с 350 по 400,  

нуклеотидные положения с 400 по 1773, нуклеотидные положения с 400 по 1770, нуклеотидные  
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положения с 400 по 1750, нуклеотидные положения с 400 по 1700, нуклеотидные положения  

с 400 по 1650, нуклеотидные положения с 400 по 1600, нуклеотидные положения с 400 по 1550,  

нуклеотидные положения с 400 по 1500, нуклеотидные положения с 400 по 1450, нуклеотидные  

положения с 400 по 1400, нуклеотидные положения с 400 по 1350, нуклеотидные положения  

с 400 по 1300, нуклеотидные положения с 400 по 1250, нуклеотидные положения с 400 по 1200,  

нуклеотидные положения с 400 по 1150, нуклеотидные положения с 400 по 1100, нуклеотидные  

положения с 400 по 1050, нуклеотидные положения с 400 по 1000, нуклеотидные положения  

с 400 по 950, нуклеотидные положения с 400 по 900, нуклеотидные положения с 400 по 850,  

нуклеотидные положения с 400 по 800, нуклеотидные положения с 400 по 750, нуклеотидные положения 

с 400 по 700, нуклеотидные положения с 400 по 650, нуклеотидные положения с 400 по 600,  

нуклеотидные положения с 400 по 550, нуклеотидные положения с 400 по 500, нуклеотидные положения 

с 400 по 450, нуклеотидные положения с 450 по 1773, нуклеотидные положения с 450 по 1770,  

нуклеотидные положения с 450 по 1750, нуклеотидные положения с 450 по 1700, нуклеотидные  

положения с 450 по 1650, нуклеотидные положения с 450 по 1600, нуклеотидные положения  

с 450 по 1550, нуклеотидные положения с 450 по 1500, нуклеотидные положения с 450 по 1450,  

нуклеотидные положения с 450 по 1400, нуклеотидные положения с 450 по 1350, нуклеотидные  

положения с 450 по 1300, нуклеотидные положения с 450 по 1250, нуклеотидные положения  

с 450 по 1200, нуклеотидные положения с 450 по 1150, нуклеотидные положения с 450 по 1100,  

нуклеотидные положения с 450 по 1050, нуклеотидные положения с 450 по 1000, нуклеотидные  

положения с 450 по 950, нуклеотидные положения с 450 по 900, нуклеотидные положения с 450 по 850, 

нуклеотидные положения с 450 по 800, нуклеотидные положения с 450 по 750, нуклеотидные положения 

с 450 по 700, нуклеотидные положения с 450 по 650, нуклеотидные положения с 450 по 600,  

нуклеотидные положения с 450 по 550, нуклеотидные положения с 450 по 500, нуклеотидные положения 

с 500 по 1773, нуклеотидные положения с 500 по 1770, нуклеотидные положения с 500 по 1750,  

нуклеотидные положения с 500 по 1700, нуклеотидные положения с 500 по 1650, нуклеотидные  

положения с 500 по 1600, нуклеотидные положения с 500 по 1550, нуклеотидные положения  

с 500 по 1500, нуклеотидные положения с 500 по 1450, нуклеотидные положения с 500 по 1400,  

нуклеотидные положения с 500 по 1350, нуклеотидные положения с 500 по 1300, нуклеотидные  

положения с 500 по 1250, нуклеотидные положения с 500 по 1200, нуклеотидные положения  

с 500 по 1150, нуклеотидные положения с 500 по 1100, нуклеотидные положения с 500 по 1050,  

нуклеотидные положения с 500 по 1000, нуклеотидные положения с 500 по 950, нуклеотидные  

положения с 500 по 900, нуклеотидные положения с 500 по 850, нуклеотидные положения с 500 по 800, 

нуклеотидные положения с 500 по 750, нуклеотидные положения с 500 по 700, нуклеотидные положения 

с 500 по 650, нуклеотидные положения с 500 по 600, нуклеотидные положения с 500 по 550,  

нуклеотидные положения с 550 по 1773, нуклеотидные положения с 550 по 1770, нуклеотидные  

положения с 550 по 1750, нуклеотидные положения с 550 по 1700, нуклеотидные положения  

с 550 по 1650, нуклеотидные положения с 550 по 1600, нуклеотидные положения с 550 по 1550,  

нуклеотидные положения с 550 по 1500, нуклеотидные положения с 550 по 1450, нуклеотидные  

положения с 550 по 1400, нуклеотидные положения с 550 по 1350, нуклеотидные положения  

с 550 по 1300, нуклеотидные положения с 550 по 1250, нуклеотидные положения с 550 по 1200,  

нуклеотидные положения с 550 по 1150, нуклеотидные положения с 550 по 1100, нуклеотидные  

положения с 550 по 1050, нуклеотидные положения с 550 по 1000, нуклеотидные положения  

с 550 по 950, нуклеотидные положения с 550 по 900, нуклеотидные положения с 550 по 850,  

нуклеотидные положения с 550 по 800, нуклеотидные положения с 550 по 750, нуклеотидные положения 

с 550 по 700, нуклеотидные положения с 550 по 650, нуклеотидные положения с 550 по 600,  

нуклеотидные положения с 600 по 1773, нуклеотидные положения с 600 по 1770, нуклеотидные  

положения с 600 по 1750, нуклеотидные положения с 600 по 1700, нуклеотидные положения  

с 600 по 1650, нуклеотидные положения с 600 по 1600, нуклеотидные положения с 600 по 1550,  

нуклеотидные положения с 600 по 1500, нуклеотидные положения с 600 по 1450, нуклеотидные  

положения с 600 по 1400, нуклеотидные положения с 600 по 1350, нуклеотидные положения  

с 600 по 1300, нуклеотидные положения с 600 по 1250, нуклеотидные положения с 600 по 1200,  

нуклеотидные положения с 600 по 1150, нуклеотидные положения с 600 по 1100, нуклеотидные  

положения с 600 по 1050, нуклеотидные положения с 600 по 1000, нуклеотидные положения  

с 600 по 950, нуклеотидные положения с 600 по 900, нуклеотидные положения с 600 по 850,  

нуклеотидные положения с 600 по 800, нуклеотидные положения с 600 по 750, нуклеотидные положения 

с 600 по 700, нуклеотидные положения с 600 по 650, нуклеотидные положения с 650 по 1773,  

нуклеотидные положения с 650 по 1770, нуклеотидные положения с 650 по 1750, нуклеотидные  

положения с 650 по 1700, нуклеотидные положения с 650 по 1650, нуклеотидные положения  

с 650 по 1600, нуклеотидные положения с 650 по 1550, нуклеотидные положения с 650 по 1500,  

нуклеотидные положения с 650 по 1450, нуклеотидные положения с 650 по 1400, нуклеотидные  

положения с 650 по 1350, нуклеотидные положения с 650 по 1300, нуклеотидные положения  

с 650 по 1250, нуклеотидные положения с 650 по 1200, нуклеотидные положения с 650 по 1150,  
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нуклеотидные положения с 650 по 1100, нуклеотидные положения с 650 по 1050, нуклеотидные  

положения с 650 по 1000, нуклеотидные положения с 650 по 950, нуклеотидные положения с 650 по 900, 

нуклеотидные положения с 650 по 850, нуклеотидные положения с 650 по 800, нуклеотидные положения 

с 650 по 750, нуклеотидные положения с 650 по 700, нуклеотидные положения с 700 по 1773,  

нуклеотидные положения с 700 по 1770, нуклеотидные положения с 700 по 1750, нуклеотидные  

положения с 700 по 1700, нуклеотидные положения с 700 по 1650, нуклеотидные положения  

с 700 по 1600, нуклеотидные положения с 700 по 1550, нуклеотидные положения с 700 по 1500,  

нуклеотидные положения с 700 по 1450, нуклеотидные положения с 700 по 1400, нуклеотидные  

положения с 700 по 1350, нуклеотидные положения с 700 по 1300, нуклеотидные положения  

с 700 по 1250, нуклеотидные положения с 700 по 1200, нуклеотидные положения с 700 по 1150,  

нуклеотидные положения с 700 по 1100, нуклеотидные положения с 700 по 1050, нуклеотидные  

положения с 700 по 1000, нуклеотидные положения с 700 по 950, нуклеотидные положения с 700 по 900, 

нуклеотидные положения с 700 по 850, нуклеотидные положения с 700 по 800, нуклеотидные положения 

с 700 по 750, нуклеотидные положения с 750 по 1773, нуклеотидные положения с 750 по 1770,  

нуклеотидные положения с 750 по 1750, нуклеотидные положения с 750 по 1700, нуклеотидные  

положения с 750 по 1650, нуклеотидные положения с 750 по 1600, нуклеотидные положения  

с 750 по 1550, нуклеотидные положения с 750 по 1500, нуклеотидные положения с 750 по 1450,  

нуклеотидные положения с 750 по 1400, нуклеотидные положения с 750 по 1350, нуклеотидные  

положения с 750 по 1300, нуклеотидные положения с 750 по 1250, нуклеотидные положения  

с 750 по 1200, нуклеотидные положения с 750 по 1150, нуклеотидные положения с 750 по 1100,  

нуклеотидные положения с 750 по 1050, нуклеотидные положения с 750 по 1000, нуклеотидные  

положения с 750 по 950, нуклеотидные положения с 750 по 900, нуклеотидные положения с 750 по 850, 

нуклеотидные положения с 750 по 800, нуклеотидные положения с 800 по 1773, нуклеотидные  

положения с 800 по 1770, нуклеотидные положения с 800 по 1750, нуклеотидные положения  

с 800 по 1700, нуклеотидные положения с 800 по 1650, нуклеотидные положения с 800 по 1600,  

нуклеотидные положения с 800 по 1550, нуклеотидные положения с 800 по 1500, нуклеотидные  

положения с 800 по 1450, нуклеотидные положения с 800 по 1400, нуклеотидные положения  

с 800 по 1350, нуклеотидные положения с 800 по 1300, нуклеотидные положения с 800 по 1250,  

нуклеотидные положения с 800 по 1200, нуклеотидные положения с 800 по 1150, нуклеотидные  

положения с 800 по 1100, нуклеотидные положения с 800 по 1050, нуклеотидные положения  

с 800 по 1000, нуклеотидные положения с 800 по 950, нуклеотидные положения с 800 по 900,  

нуклеотидные положения с 800 по 850, нуклеотидные положения с 850 по 1773, нуклеотидные  

положения с 850 по 1770, нуклеотидные положения с 850 по 1750, нуклеотидные положения  

с 850 по 1700, нуклеотидные положения с 850 по 1650, нуклеотидные положения с 850 по 1600,  

нуклеотидные положения с 850 по 1550, нуклеотидные положения с 850 по 1500, нуклеотидные  

положения с 850 по 1450, нуклеотидные положения с 850 по 1400, нуклеотидные положения  

с 850 по 1350, нуклеотидные положения с 850 по 1300, нуклеотидные положения с 850 по 1250,  

нуклеотидные положения с 850 по 1200, нуклеотидные положения с 850 по 1150, нуклеотидные  

положения с 850 по 1100, нуклеотидные положения с 850 по 1050, нуклеотидные положения  

с 850 по 1000, нуклеотидные положения с 850 по 950, нуклеотидные положения с 850 по 900,  

нуклеотидные положения с 900 по 1773, нуклеотидные положения с 900 по 1770, нуклеотидные  

положения с 900 по 1750, нуклеотидные положения с 900 по 1700, нуклеотидные положения  

с 900 по 1650, нуклеотидные положения с 900 по 1600, нуклеотидные положения с 900 по 1550,  

нуклеотидные положения с 900 по 1500, нуклеотидные положения с 900 по 1450, нуклеотидные  

положения с 900 по 1400, нуклеотидные положения с 900 по 1350, нуклеотидные положения  

с 900 по 1300, нуклеотидные положения с 900 по 1250, нуклеотидные положения с 900 по 1200,  

нуклеотидные положения с 900 по 1150, нуклеотидные положения с 900 по 1100, нуклеотидные  

положения с 900 по 1050, нуклеотидные положения с 900 по 1000, нуклеотидные положения  

с 900 по 950, нуклеотидные положения с 950 по 1773, нуклеотидные положения с 950 по 1770,  

нуклеотидные положения с 950 по 1750, нуклеотидные положения с 950 по 1700, нуклеотидные  

положения с 950 по 1650, нуклеотидные положения с 950 по 1600, нуклеотидные положения  

с 950 по 1550, нуклеотидные положения с 950 по 1500, нуклеотидные положения с 950 по 1450,  

нуклеотидные положения с 950 по 1400, нуклеотидные положения с 950 по 1350, нуклеотидные  

положения с 950 по 1300, нуклеотидные положения с 950 по 1250, нуклеотидные положения  

с 950 по 1200, нуклеотидные положения с 950 по 1150, нуклеотидные положения с 950 по 1100,  

нуклеотидные положения с 950 по 1050, нуклеотидные положения с 950 по 1000, нуклеотидные  

положения с 1000 по 1773, нуклеотидные положения с 1000 по 1770, нуклеотидные положения  

с 1000 по 1750, нуклеотидные положения с 1000 по 1700, нуклеотидные положения с 1000 по 1650,  

нуклеотидные положения с 1000 по 1600, нуклеотидные положения с 1000 по 1550, нуклеотидные  

положения с 1000 по 1500, нуклеотидные положения с 1000 по 1450, нуклеотидные положения с 1000 по 

1400, нуклеотидные положения с 1000 по 1350, нуклеотидные положения с 1000 по 1300, нуклеотидные 

положения с 1000 по 1250, нуклеотидные положения с 1000 по 1200, нуклеотидные положения  
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с 1000 по 1150, нуклеотидные положения с 1000 по 1100, нуклеотидные положения с 1000 по 1050,  

нуклеотидные положения с 1050 по 1773, нуклеотидные положения с 1050 по 1770, нуклеотидные  

положения с 1050 по 1750, нуклеотидные положения с 1050 по 1700, нуклеотидные положения  

с 1050 по 1650, нуклеотидные положения с 1050 по 1600, нуклеотидные положения с 1050 по 1550,  

нуклеотидные положения с 1050 по 1500, нуклеотидные положения с 1050 по 1450, нуклеотидные  

положения с 1050 по 1400, нуклеотидные положения с 1050 по 1350, нуклеотидные положения  

с 1050 по 1300, нуклеотидные положения с 1050 по 1250, нуклеотидные положения с 1050 по 1200,  

нуклеотидные положения с 1050 по 1150, нуклеотидные положения с 1050 по 1100, нуклеотидные  

положения с 1100 по 1773, нуклеотидные положения с 1100 по 1770, нуклеотидные положения  

с 1100 по 1750, нуклеотидные положения с 1100 по 1700, нуклеотидные положения с 1100 по 1650,  

нуклеотидные положения с 1100 по 1600, нуклеотидные положения с 1100 по 1550, нуклеотидные  

положения с 1100 по 1500, нуклеотидные положения с 1100 по 1450, нуклеотидные положения  

с 1100 по 1400, нуклеотидные положения с 1100 по 1350, нуклеотидные положения с 1100 по 1300,  

нуклеотидные положения с 1100 по 1250, нуклеотидные положения с 1100 по 1200, нуклеотидные  

положения с 1100 по 1150, нуклеотидные положения с 1150 по 1773, нуклеотидные положения  

с 1150 по 1770, нуклеотидные положения с 1150 по 1750, нуклеотидные положения с 1150 по 1700,  

нуклеотидные положения с 1150 по 1650, нуклеотидные положения с 1150 по 1600, нуклеотидные  

положения с 1150 по 1550, нуклеотидные положения с 1150 по 1500, нуклеотидные положения  

с 1150 по 1450, нуклеотидные положения с 1150 по 1400, нуклеотидные положения с 1150 по 1350,  

нуклеотидные положения с 1150 по 1300, нуклеотидные положения с 1150 по 1250, нуклеотидные  

положения с 1150 по 1200, нуклеотидные положения с 1200 по 1773, нуклеотидные положения  

с 1200 по 1770, нуклеотидные положения с 1200 по 1750, нуклеотидные положения с 1200 по 1700,  

нуклеотидные положения с 1200 по 1650, нуклеотидные положения с 1200 по 1600, нуклеотидные  

положения с 1200 по 1550, нуклеотидные положения с 1200 по 1500, нуклеотидные положения  

с 1200 по 1450, нуклеотидные положения с 1200 по 1400, нуклеотидные положения с 1200 по 1350,  

нуклеотидные положения с 1200 по 1300, нуклеотидные положения с 1200 по 1250, нуклеотидные  

положения с 1250 по 1773, нуклеотидные положения с 1250 по 1770, нуклеотидные положения  

с 1250 по 1750, нуклеотидные положения с 1250 по 1700, нуклеотидные положения с 1250 по 1650,  

нуклеотидные положения с 1250 по 1600, нуклеотидные положения с 1250 по 1550, нуклеотидные  

положения с 1250 по 1500, нуклеотидные положения с 1250 по 1450, нуклеотидные положения  

с 1250 по 1400, нуклеотидные положения с 1250 по 1350, нуклеотидные положения с 1250 по 1300,  

нуклеотидные положения с 1300 по 1773, нуклеотидные положения с 1300 по 1770, нуклеотидные  

положения с 1300 по 1750, нуклеотидные положения с 1300 по 1700, нуклеотидные положения  

с 1300 по 1650, нуклеотидные положения с 1300 по 1600, нуклеотидные положения с 1300 по 1550,  

нуклеотидные положения с 1300 по 1500, нуклеотидные положения с 1300 по 1450, нуклеотидные  

положения с 1300 по 1400, нуклеотидные положения с 1300 по 1350, нуклеотидные положения  

с 1350 по 1773, нуклеотидные положения с 1350 по 1770, нуклеотидные положения с 1350 по 1750,  

нуклеотидные положения с 1350 по 1700, нуклеотидные положения с 1350 по 1650, нуклеотидные  

положения с 1350 по 1600, нуклеотидные положения с 1350 по 1550, нуклеотидные положения  

с 1350 по 1500, нуклеотидные положения с 1350 по 1450, нуклеотидные положения с 1350 по 1400,  

нуклеотидные положения с 1400 по 1773, нуклеотидные положения с 1400 по 1770, нуклеотидные поло-

жения с 1400 по 1750, нуклеотидные положения с 1400 по 1700, нуклеотидные положения  

с 1400 по 1650, нуклеотидные положения с 1400 по 1600, нуклеотидные положения с 1400 по 1550,  

нуклеотидные положения с 1400 по 1500, нуклеотидные положения с 1400 по 1450, нуклеотидные  

положения с 1450 по 1773, нуклеотидные положения с 1450 по 1770, нуклеотидные положения  

с 1450 по 1750, нуклеотидные положения с 1450 по 1700, нуклеотидные положения с 1450 по 1650,  

нуклеотидные положения с 1450 по 1600, нуклеотидные положения с 1450 по 1550, нуклеотидные  

положения с 1450 по 1500, нуклеотидные положения с 1500 по 1773, нуклеотидные положения  

с 1500 по 1770, нуклеотидные положения с 1500 по 1750, нуклеотидные положения с 1500 по 1700,  

нуклеотидные положения с 1500 по 1650, нуклеотидные положения с 1500 по 1600, нуклеотидные  

положения с 1500 по 1550, нуклеотидные положения с 1550 по 1773, нуклеотидные положения  

с 1550 по 1770, нуклеотидные положения с 1550 по 1750, нуклеотидные положения с 1550 по 1700,  

нуклеотидные положения с 1550 по 1650, нуклеотидные положения с 1550 по 1600, нуклеотидные  

положения с 1600 по 1773, нуклеотидные положения с 1600 по 1770, нуклеотидные положения  

с 1600 по 1750, нуклеотидные положения с 1600 по 1700, нуклеотидные положения с 1600 по 1650,  

нуклеотидные положения с 1650 по 1773, нуклеотидные положения с 1650 по 1770, нуклеотидные  

положения с 1650 по 1750, нуклеотидные положения с 1650 по 1700, нуклеотидные положения  

с 1700 по 1773, нуклеотидные положения с 1700 по 1770, нуклеотидные положения с 1700 по 1750,  

нуклеотидные положения с 1750 по 1773 или нуклеотидные положения с 1750 по 1770 SEQ ID NO: 14 

или 15. 

В некоторых вариантах осуществления любой из описанных в данном документе композиций  

3'-UTR содержит последовательность, которая по меньшей мере на 70% (например, по меньшей мере 
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75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%,  

по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%, по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%,  

по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%, по меньшей мере 98% или по меньшей мере 99%) иден-

тична SEQ ID NO: 14 или 15. 

Человеческая 5'-UTR CLRN1 (SEQ ID NO: 12): 

 

 
Человеческая 5'-UTR CLRN1 (SEQ ID NO: 13): 

 
Человеческая 3'-UTR CLRN1 (SEQ ID NO: 14): 

 
Человеческая 3'-UTR CLRN1 (SEQ ID NO: 15): 

 

 
В некоторых вариантах осуществления введение, удаление или модификация ARE 3'-UTR может 

использоваться для модуляции стабильности мРНК, кодирующей белок CLRN1. В других вариантах 

осуществления ARE могут быть удалены или мутированы для повышения внутриклеточной стабильно-

сти и, таким образом, увеличения трансляции и продукции белка CLRN1. 

В других вариантах осуществления последовательности, не являющиеся ARE, могут быть включе-

ны в 5'- или 3'-UTR. В некоторых вариантах осуществления интроны или части интронных последова-

тельностей могут быть включены во фланкирующие области полинуклеотидов в любом из векторов, 

композиций, наборов и способов, представленных в данном документе. Включение интронных последо-

вательностей может увеличивать продукцию белка, а также уровни мРНК. 
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В некоторых вариантах осуществления любого из векторов, описанных в данном документе, вектор 

содержит химерную интронную последовательность (SEQ ID NO: 16). 

Клетки млекопитающих. 

В данном документе также представлена клетка (например, клетка млекопитающего), которая со-

держит любую из нуклеиновых кислот, векторов (например, по меньшей мере двух разных векторов, 

описанных в данном документе) или композиций, описанных в данном документе. Квалифицированные 

практики поймут, что описанные в данном документе нуклеиновые кислоты и векторы могут быть вве-

дены в любую клетку млекопитающего. В данном документе описаны неограничивающие примеры век-

торов и способов введения векторов в клетки млекопитающих. 

В некоторых вариантах осуществления клетка представляет собой клетку человека, клетку мыши, 

клетку свиньи, клетку кролика, клетку собаки, клетку кошки, клетку крысы или клетку отличного от че-

ловека примата. В некоторых вариантах осуществления клетка представляет собой специализированную 

клетку улитки. В некоторых вариантах осуществления клетка представляет собой волосковую клетку 

улитки, такую как внутренняя волосковая клетка улитки или наружная волосковая клетка улитки. В не-

которых вариантах осуществления клетка представляет собой клетку глаза (например, клетку сетчатки, 

ганглиозную клетку сетчатки, амакриновую клетку, горизонтальную клетку, биполярную клетку, фото-

рецепторную клетку). 

В некоторых вариантах осуществления клетка млекопитающего находится в условиях in vitro. В не-

которых вариантах осуществления клетка млекопитающего присутствует у млекопитающего. В некото-

рых вариантах осуществления клетка млекопитающего представляет собой аутологичную клетку, полу-

ченную от субъекта и культивированную ex vivo. 

Способы. 

В данном документе также предложены способы, которые включают введение в улитку млекопи-

тающего (например, человека) терапевтически эффективного количества любой из описанных в данном 

документе композиций. 

В данном документе также представлены способы увеличения экспрессии полноразмерного белка 

CLRN1 в клетке млекопитающего, которые включают введение любой из описанных в данном документе 

композиций в клетку млекопитающего. 

В данном документе также предложены способы увеличения экспрессии полноразмерного белка 

CLRN1 во внутренней волосковой клетке, наружной волосковой клетке или в обеих клетках в улитке 

млекопитающего (например, человека), которые включают введение в улитку млекопитающего терапев-

тически эффективного количества любой из описанных в документе композиций. 

В данном документе также представлены способы увеличения экспрессии полноразмерного белка 

CLRN1 в глазу млекопитающего (например, человека), которые включают внутриглазное введение в глаз 

млекопитающего терапевтически эффективного количества любой из описанных в данном документе 

композиций. 

В данном документе также представлены способы лечения потери слуха у субъекта, у которого 

идентифицирован дефектный ген CLRN1, которые включают введение терапевтически эффективного 

количества любой из описанных в данном документе композиций в улитку субъекта. 

В данном документе также представлены способы лечения потери зрения у субъекта, у которого 

идентифицирован дефектный ген CLRN1, которые включают введение терапевтически эффективного 

количества любой из описанных в данном документе композиций в глаз субъекта. 

В некоторых вариантах осуществления любого из этих способов млекопитающее было ранее иден-

тифицировано как имеющее дефектный ген CLRN1 (например, ген CLRN1, имеющий мутацию, которая 

приводит к снижению экспрессии и/или активности белка CLRN1, кодируемого геном). Некоторые вари-

анты осуществления любого из этих способов дополнительно включают до стадии внесения или введе-

ния определение того, что субъект имеет дефектный ген CLRN1. Некоторые варианты осуществления 

любого из этих способов могут дополнительно включать обнаружение мутации в гене CLRN1 у субъек-

та. Некоторые варианты осуществления любого из способов могут дополнительно включать идентифи-

кацию или диагностирование у субъекта потери слуха и/или зрения. 

В некоторых вариантах осуществления любого из этих способов две или более дозы любой из опи-

санных в данном документе композиций вносят или вводят в улитку млекопитающего или субъекта. Не-

которые варианты осуществления любого из этих способов могут включать введение или внесение пер-

вой дозы композиции в улитку млекопитающего или субъекта, оценку зрительной функции млекопи-

тающего или субъекта после введения или введения первой дозы и введение дополнительной дозы ком-

позиции в улитку млекопитающего или субъекта, у которого обнаружено отсутствие функции слуха в 

пределах нормального диапазона (например, определенную с использованием любого слухового теста, 

известного в данной области техники). 

В некоторых вариантах осуществления любого из способов, описанных в данном документе, ком-

позиция может быть составлена для интракохлеарного введения. В некоторых вариантах осуществления 

любого из способов, описанных в данном документе, описанные в данном документе композиции можно 

вводить посредством интракохлеарного введения или местного введения. В некоторых вариантах осуще-
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ствления любого из способов, описанных в данном документе, композиции вводят с использованием ме-

дицинского устройства (например, любого из типичных медицинских устройств, описанных в данном 

документе). 

В некоторых вариантах осуществления интракохлеарное введение может быть выполнено с исполь-

зованием любого из способов, описанных в данном документе или известных в данной области техники. 

Например композиция может быть введена или внесена в улитку с использованием следующей хирурги-

ческой техники: сначала с использованием визуализации с помощью жесткого эндоскопа 2,5 мм с углом 

обзора 0º, внешний слуховой канал очищается и круглый нож используется для четкого очертания бара-

банной перепонки диаметром около 5 мм. Барабанную перепонку поднимают, и осуществляют введение 

в среднее ухо сзади. Нервы барабанной перепонки идентифицируют и разделяют, а для удаления ску-

тальной кости используют кюретку, обнажая мембрану круглого окна. Для улучшения апикального рас-

пределения введенной или внесенной композиции может быть использован хирургический лазер для 

небольшой 2-мм фенестрации в овальном окне, чтобы обеспечить смещение перилимфы во время инфу-

зии мембраны через круглое окно композиции. Затем загружают микроинфузионное устройство и дос-

тавляют в операционное поле. Устройство направляют к круглому окну, и наконечник помещают внутри 

костного круглого окна, чтобы обеспечить проникновение микроигл(ы) в мембрану. Задействуют нож-

ную педаль для обеспечения измеримой, устойчивой инфузии композиции. Затем устройство извлекают, 

а круглое окно и стремечко заклеивают гель-пеной. 

В некоторых вариантах осуществления любого из этих способов две или более дозы любой из опи-

санных в данном документе композиций вносят или вводят в глаз млекопитающего или субъекта. Неко-

торые варианты осуществления любого из этих способов могут включать введение или внесение первой 

дозы композиции в глаз (например, внутриглазное пространство) млекопитающего или субъекта, оценку 

слуховой функции млекопитающего или субъекта после введения или внесения первой дозы и введение 

дополнительной дозы композиции в глаз млекопитающего или субъекта, у которого обнаружено отсут-

ствие функции зрения в пределах нормального диапазона (например, определенную с использованием 

любого зрительного теста, известного в данной области техники). 

В некоторых вариантах осуществления любого из способов, описанных в данном документе, ком-

позиция может быть составлена для интраокулярного введения. В некоторых вариантах осуществления 

любого из способов, описанных в данном документе, описанные в данном документе композиции можно 

вводить посредством интраокулярного введения или местного введения. 

В некоторых вариантах осуществления интраокулярное введение можно проводить с использовани-

ем любого из способов, описанных в данном документе или известных в данной области техники. 

В некоторых вариантах осуществления любого из описанных в данном документе способов субъект 

или млекопитающее представляет собой грызуна, отличного от человека примата, или человека. В неко-

торых вариантах осуществления любого из способов, описанных в данном документе, субъект или мле-

копитающее представляет собой взрослого, подростка, молодого человека, ребенка, малыша, младенца 

или новорожденного. В некоторых вариантах осуществления любого из способов, описанных в данном 

документе, субъект или млекопитающее имеет возраст 1-5, 1-10, 1-20, 1-30, 1-40, 1-50, 1-60, 1-70, 1-80,  

1-90, 1-100, 1-110, 2-5, 2-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, 100-110, 10-30, 

10-40, 10-50, 10-60, 10-70, 10-80, 10-90, 10-100, 10-110, 20-40, 20-50, 20-60, 20-70, 20-80, 20-90, 20-100,  

20-110, 30-50, 30-60, 30-70, 30-80, 30-90, 30-100, 40-60, 40-70, 40-80, 40-90, 40-100, 50-70, 50-80, 50-90,  

50-100, 60-80, 60-90, 60-100, 70-90, 70-100, 70-110, 80-100, 80-110 или 90-110 лет. В некоторых вариантах 

осуществления любого из описанных в данном документе способов возраст субъекта или млекопитаю-

щего составляет 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 или 11 месяцев. 

В некоторых вариантах осуществления любого из способов, описанных в данном документе, субъ-

ект или млекопитающее имеет или имеет риск развития потери слуха и/или потери зрения (например, 

синдром Ушера типа III, пигментный ретинит). В некоторых вариантах осуществления любого из спосо-

бов, описанных в данном документе, субъект или млекопитающее ранее были идентифицированы как 

имеющие мутацию в гене CLRN1. В некоторых вариантах осуществления любого из способов, описан-

ных в данном документе, субъект или млекопитающее имеют любую из мутаций в гене CLRN1, которые 

описаны в данном документе или известны в данной области техники как связанные с потерей слуха 

и/или потерей зрения. 

В некоторых вариантах осуществления любого из описанных в данном документе способов субъект 

или млекопитающее были идентифицированы как носители мутации в гене CLRN1 (например, посредст-

вом генетического тестирования). В некоторых вариантах осуществления любого из способов, описан-

ных в данном документе, субъект или человек был идентифицирован как имеющий мутацию в гене 

CLRN1, и у него была диагностирована потеря слуха и/или потеря зрения (например, синдром Ушера 

типа III, пигментный ретинит). В некоторых вариантах осуществления любого из способов, описанных в 

данном документе, субъект или человек был идентифицирован как имеющий потерю слуха и/или потерю 

зрения (например, синдром Ушера типа III, пигментный ретинит). 

В некоторых вариантах осуществления успешное лечение потери слуха (например, синдрома Уше-

ра типа III) может быть определено у субъекта с использованием любого из традиционных функцио-
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нальных тестов слуха, известных в данной области техники. Неограничивающими примерами функцио-

нальных тестов слуха являются различные типы аудиометрических тестов (например, тестирование чис-

того тона, тестирование речи, тестирование среднего уха, слуховой ответ ствола мозга и отоакустическая 

эмиссия). 

В некоторых вариантах осуществления успешное лечение потери зрения может быть определено у 

субъекта с помощью любого из обычных функциональных зрительных тестов, известных в данной об-

ласти. Неограничивающими примерами функциональных тестов сетчатки и зрения являются проверка 

остроты зрения, проверка внутриглазного давления (ВГД) и электроретинограмма (ЭРГ). 

В данном документе также предложены способы увеличения экспрессии активного CLRN1 (напри-

мер, полноразмерного CLRN1) в клетке млекопитающего, которые включают введение любой из опи-

санных в данном документе композиций в клетку млекопитающего. В некоторых вариантах осуществле-

ния этих способов клетка млекопитающего представляет собой волосковую клетку улитки (например, 

внутреннюю волосковую клетку, наружную волосковую клетку) или клетку глаза (например, клетку сет-

чатки). В некоторых вариантах осуществления этих способов клетка млекопитающего представляет со-

бой клетку человека (например, волосковую клетку улитки человека). В некоторых вариантах осуществ-

ления этих способов клетка млекопитающего находится в условиях in vitro. В некоторых вариантах осу-

ществления этих способов клетка млекопитающего находится у млекопитающего. В некоторых вариан-

тах осуществления этих способов клетка млекопитающего первоначально получена от млекопитающего 

и культивируется ex vivo. В некоторых вариантах осуществления ранее было определено, что клетка 

млекопитающего имеет дефектный ген CLRN1. 

Способы введения любой из описанных в данном документе композиций в клетку млекопитающего 

известны в данной области техники (например, посредством липофекции или использования вирусного 

вектора, например любого из вирусных векторов, описанных в данном документе). 

Увеличение экспрессии активного белка CLRN1 (например, полноразмерного белка CLRN1), как 

описано в данном документе, составляет, например, по сравнению с контролем или уровнем экспрессии 

активного белка CLRN1 (например, полноразмерного белка CLRN1) перед введением вектора(ов). 

Способы определения экспрессии и/или активности CLRN1 известны в данной области техники. В 

некоторых вариантах осуществления уровень экспрессии белка CLRN1 можно определять непосредст-

венно (например, путем обнаружения белка CLRN1 или путем обнаружения мРНК CLRN1). Неограни-

чивающие примеры способов, которые можно использовать для непосредственного обнаружения экс-

прессии и/или активности CLRN1, включают ПНР в реальном времени, вестерн-блоттинг, иммунопреци-

питацию, иммуногистохимию или иммунофлуоресценцию. В некоторых вариантах осуществления экс-

прессия белка CLRN1 может быть обнаружена косвенно (например, с помощью функциональных слухо-

вых тестов, функциональных тестов сетчатки и зрения). 

Фармацевтические композиции и наборы. 

В некоторых вариантах осуществления любая из композиций, описанных в данном документе, мо-

жет дополнительно включать один или более агентов, которые способствуют проникновению нуклеино-

вой кислоты или любого из векторов, описанных в данном документе, в клетку млекопитающего (напри-

мер, липосому или катионный липид). 

В некоторых вариантах осуществления любой из векторов, описанных в данном документе, может 

быть составлен с использованием природных и/или синтетических полимеров. Неограничивающие при-

меры полимеров, которые могут быть включены в любую из композиций, описанных в данном докумен-

те, могут включать, без ограничения, DYNAMIC POLYCONJUGATE (Arrowhead Research Corp.,  

Пасадена, штат Калифорния), составы из Minis Bio (Мэдисон, штат Висконсин) и Roche Madison  

(Мэдисон, штат Висконсин), полимерные составы PhaseRX, такие как, без ограничений, SMARTT  

POLYMER TECHNOLOGY (PhaseRX, Сиэтл, штат Вашингтон), DMRI/DOPE, полоксамер,  

адъювант VAXFECTIN из Vical (Сан-Диего, штат Калифорния), хитозан, циклодекстрин из Calando 

Pharmaceuticals (Пасадена, штат Калифорния), дендримеры и полимеры молочно-гликолевой кислоты 

(PLGA), полимеры RONDEL (РНК/олигонуклеотидная доставка наночастиц) (Arrowhead Research  

Corporation, Пасадена, штат Калифорния) и рН-чувствительные сополимерные полимеры, такие как, без 

ограничения, полимеры, произведенные PhaseRX (Сиэтл, штат Вашингтон). Многие из этих полимеров 

продемонстрировали эффективность в доставке олигонуклеотидов in vivo в клетку млекопитающего (см., 

например, deFougerolles, Human Gene Ther. 19:125-132, 2008; Rozema et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 

104:12982-12887, 2007; Rozema et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 104:12982-12887, 2007; Hu-Lieskovan et 

al., Cancer Res. 65:8984-8982, 2005; Heidel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 104:5715-5721, 2007). 

Любая из композиций, описанных в данном документе, может быть, например, фармацевтической 

композицией. Фармацевтическая композиция может содержать любую из композиций, описанных в дан-

ном документе, и один или более фармацевтически или физиологически приемлемых носителей, разба-

вителей или наполнителей. Такие композиции могут содержать один или более буферов, таких как фи-

зиологический раствор с нейтральным буфером, физиологический раствор с фосфатным буфером и т.п.; 

один или более углеводов, таких как глюкоза, манноза, сахароза и декстран; маннит; один или более бел-
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ков, полипептидов или аминокислот, таких как глицин; один или более антиоксидантов; один или более 

хелатирующих агентов, таких как ЭДТА или глутатион; и/или один или более консервантов. 

В некоторых вариантах осуществления композиция содержит фармацевтически приемлемый носи-

тель (например, забуференный фосфатом физиологический раствор, солевой раствор или бактериостати-

ческую воду). После приготовления растворы будут вводить способом, совместимым с дозированной 

композицией, и в таком количестве, которое является терапевтически эффективным. Составы легко вво-

дятся в виде различных лекарственных форм, таких как растворы для инъекций, гели для инъекций, кап-

сулы для высвобождения лекарственного средства и т.п. 

Используемый в данном документе термин "фармацевтически приемлемый носитель" включает 

растворители, дисперсионные среды, покрывающие вещества, антибактериальные агенты, противогриб-

ные агенты и тому подобное, которые совместимы с фармацевтическим введением. Дополнительные 

активные соединения также могут быть включены в любой из составов, описанных в данном документе. 

В некоторых вариантах осуществления разовая доза любой из композиций, описанных в данном 

документе, может содержать общее суммарное количество по меньшей мере двух различных векторов, 

равное по меньшей мере 1 нг, по меньшей мере 2 нг, по меньшей мере 4 нг, около 6 нг, около 8 нг,  

по меньшей мере 10 нг, по меньшей мере 20 нг, по меньшей мере 30 нг, по меньшей мере 40 нг,  

по меньшей мере 50 нг, по меньшей мере 60 нг, по меньшей мере 70 нг, по меньшей мере 80 нг,  

по меньшей мере 90 нг, по меньшей мере 100 нг, по меньшей мере 200 нг, по меньшей мере 300 нг,  

по меньшей мере 400 нг, по меньшей мере 500 нг, по меньшей мере 1 мкг, по меньшей мере 2 мкг,  

по меньшей мере 4 мкг, по меньшей мере 6 мкг, по меньшей мере 8 мкг, по меньшей мере 10 мкг,  

по меньшей мере 12 мкг, по меньшей мере 14 мкг, по меньшей мере 16 мкг, по меньшей мере 18 мкг,  

по меньшей мере 20 мкг, по меньшей мере 22 мкг, по меньшей мере 24 мкг, по меньшей мере 26 мкг,  

по меньшей мере 28 мкг, по меньшей мере 30 мкг по меньшей мере 32 мкг, по меньшей мере 34 мкг,  

по меньшей мере 36 мкг, по меньшей мере 38 мкг, по меньшей мере 40 мкг, по меньшей мере 42 мкг,  

по меньшей мере 44 мкг, по меньшей мере 46 мкг, по меньшей мере 48 мкг, по меньшей мере 50 мкг,  

по меньшей мере 52 мкг, по меньшей мере 54 мкг, по меньшей мере 56 мкг, по меньшей мере 58 мкг,  

по меньшей мере 60 мкг, по меньшей мере 62 мкг, по меньшей мере 64 мкг, по меньшей мере 66 мкг,  

по меньшей мере 68 мкг, по меньшей мере 70 мкг, по меньшей мере 72 мкг, по меньшей мере 74 мкг,  

по меньшей мере 76 мкг, по меньшей мере 78 мкг, по меньшей мере 80 мкг, по меньшей мере 82 мкг,  

по меньшей мере 84 мкг, по меньшей мере 86 мкг, по меньшей мере 88 мкг, по меньшей мере 90 мкг, 

 по меньшей мере 92 мкг, по меньшей мере 94 мкг, по меньшей мере 96 мкг, по меньшей мере 98 мкг,  

по меньшей мере 100 мкг, по меньшей мере 102 мкг, по меньшей мере 104 мкг,  

по меньшей мере 106 мкг, по меньшей мере 108 мкг, по меньшей мере 110 мкг,  

по меньшей мере 112 мкг, по меньшей мере 114 мкг, по меньшей мере 116 мкг,  

по меньшей мере 118 мкг, по меньшей мере 120 мкг, по меньшей мере 122 мкг,  

по меньшей мере 124 мкг, по меньшей мере 126 мкг, по меньшей мере 128 мкг,  

по меньшей мере 130 мкг по меньшей мере 132 мкг, по меньшей мере 134 мкг,  

по меньшей мере 136 мкг, по меньшей мере 138 мкг, по меньшей мере 140 мкг,  

по меньшей мере 142 мкг, по меньшей мере 144 мкг, по меньшей мере 146 мкг,  

по меньшей мере 148 мкг, по меньшей мере 150 мкг, по меньшей мере 152 мкг,  

по меньшей мере 154 мкг, по меньшей мере 156 мкг, по меньшей мере 158 мкг,  

по меньшей мере 160 мкг, по меньшей мере 162 мкг, по меньшей мере 164 мкг,  

по меньшей мере 166 мкг, по меньшей мере 168 мкг, по меньшей мере 170 мкг,  

по меньшей мере 172 мкг, по меньшей мере 174 мкг, по меньшей мере 176 мкг,  

по меньшей мере 178 мкг, по меньшей мере 180 мкг, по меньшей мере 182 мкг,  

по меньшей мере 184 мкг, по меньшей мере 186 мкг, по меньшей мере 188 мкг,  

по меньшей мере 190 мкг, по меньшей мере 192 мкг, по меньшей мере 194 мкг,  

по меньшей мере 196 мкг, по меньшей мере 198 мкг или по меньшей мере 200 мкг, например, в буфер-

ном растворе. 

Композиции, предложенные в данном документе, могут быть, например, составлены так, чтобы 

быть совместимыми с предполагаемым путем введения. Неограничивающим примером предполагаемого 

пути введения является местное введение (например, внутрикохлеарное введение). 

В некоторых вариантах осуществления терапевтические композиции содержат липидную наноча-

стицу. В некоторых вариантах осуществления терапевтические композиции содержат полимерную нано-

частицу. В некоторых вариантах осуществления терапевтические композиции составлены так, чтобы 

содержать мини-кольцевую ДНК. В некоторых вариантах осуществления терапевтические композиции 

составлены так, чтобы содержать ДНК CELiD. В некоторых вариантах осуществления терапевтические 

композиции составлены так, чтобы они содержали синтетический раствор перилимфы. Иллюстративные 

синтетические растворы перелимфы включают 20-200 мМ NaCl; 1-5 мМ KCl; 0,1-10 мМ CaCl2; 1-10 мМ 

глюкозы; 2-50 мМ HEPES, имеющие рН от около 6 до около 9. 

Также предложены наборы, содержащие любую из композиций, описанных в данном документе. В 

некоторых вариантах осуществления набор может содержать твердую композицию (например, лиофили-
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зированную композицию, содержащую по меньшей мере два различных вектора, описанных в данном 

документе) и жидкость для солюбилизации лиофилизированной композиции. В некоторых вариантах 

осуществления набор может содержать предварительно заполненный шприц, содержащий любую из 

композиций, описанных в данном документе. 

В некоторых вариантах осуществления набор содержит флакон, содержащий любую из компози-

ций, описанных в данном документе (например, приготовленных в виде водной композиции, например, 

водной фармацевтической композиции). 

В некоторых вариантах осуществления наборы могут содержать инструкции для выполнения любо-

го из способов, описанных в данном документе. 

Устройства и хирургические способы. 

В данном документе представлены терапевтические системы доставки для лечения потери слуха 

и/или потери зрения (например, синдрома Ушера типа III, пигментного ретинита). В одном аспекте тера-

певтические системы доставки содержат i) медицинское устройство, способное создавать один или мно-

жество разрезов на мембране круглого окна внутреннего уха человека, нуждающегося в этом, и ii) эф-

фективную дозу композиции (например, любую из композиций, описанных в данном документе). В не-

которых вариантах осуществления медицинское устройство содержит множество микроигл. 

В данном документе также представлены хирургические способы лечения потери слуха (например, 

синдрома Ушера типа III). В некоторых вариантах осуществления способы включают следующие этапы: 

осуществление в улитке человека первого разреза в первой точке разреза и внутрикохлеарное введение 

терапевтически эффективного количества любой из представленных в данном документе композиций. В 

некоторых вариантах осуществления композицию вводят субъекту в первом месте разреза. В некоторых 

вариантах осуществления композицию вводят субъекту в первый разрез или через него. 

В некоторых вариантах осуществления любого из способов, описанных в данном документе, лю-

бую из композиций, описанных в данном документе, вводят субъекту в мембрану овального окна улитки 

или через нее. В некоторых вариантах осуществления любого из способов, описанных в данном доку-

менте, любую из композиций, описанных в данном документе, вводят субъекту в мембрану круглого 

окна улитки или через нее. В некоторых вариантах осуществления любого из способов, описанных в 

данном документе, композицию вводят с использованием медицинского устройства, способного созда-

вать множество разрезов в мембране круглого окна. В некоторых вариантах осуществления медицинское 

устройство содержит множество микроигл. В некоторых вариантах осуществления медицинское устрой-

ство содержит множество микроигл, включающих, как правило, первый круговой аспект, где каждая 

микроигла имеет диаметр, по меньшей мере, около 10 мкм. В некоторых вариантах осуществления меди-

цинское устройство содержит основание и/или резервуар, способный удерживать композицию. В неко-

торых вариантах осуществления медицинское устройство содержит множество полых микроигл, инди-

видуально содержащих просвет, через который возможно переносить композицию. В некоторых вариан-

тах осуществления медицинское устройство содержит средство для создания, по меньшей мере, частич-

ного вакуума. 

В данном документе также представлены хирургические способы лечения потери зрения (напри-

мер, пигментного ретинита). В некоторых вариантах осуществления способы включают следующие эта-

пы: интраокулярное введение терапевтически эффективного количества любой из представленных в 

данном документе композиций. 

Далее будет подробно описано изобретение со ссылкой на следующие экспериментальные приме-

ры. Эти примеры предоставлены только в целях иллюстрации, и их не следует интерпретировать как ог-

раничивающие, если не указано иное. Таким образом, изобретение не должно восприниматься как такое, 

которое ограничивается следующими примерами, оно должно восприниматься скорее как такое, которое 

охватывает любые и все варианты, которые станут очевидными в результате идей, представленных в 

данном документе. 

Без дополнительного описания, полагают, что с использованием предшествующего описания и сле-

дующих ниже иллюстративных примеров специалист в данной области техники может получать и ис-

пользовать соединения согласно данному изобретению и осуществлять на практике заявленные способы. 

Следующие демонстрационные примеры конкретно указывают различные аспекты данного изобретения, 

и их не следует интерпретировать как ограничивающие каким-либо образом остальную часть описания. 

Примеры 

Пример 1. Конструирование вирусных векторов. 

Рекомбинантный AAV получают путем трансфекции безаденовирусным способом, используемым 

Xiao et al. J. Virol. 73(5):3994-4003, 1999. цис-Плазмиды с ITR AAV, транс-плазмиду с генами Rep и Cap 

AAV и вспомогательную плазмиду с незаменимым участком из генома аденовируса совместно трансфи-

цируют в клетки 293 в соотношении 1:1:2. Используемые в данном документе векторы на основе AAV 

экспрессируют CLRN1 человека или CLRN1 мыши в рамках нескольких стратегий с двойными вектора-

ми с использованием описанных ниже конструктов. Каждый из серотипов AAV 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, rh8, 

rh10, rh39, rh43 и Апс80 готовят для инкапсуляции трех наборов конструктов CLRN1 для тестирования 

(i) стратегии конкатемеризации-сплайсинга, (ii) стратегии гибридной интронно-гомологичной рекомби-



045887 

- 79 - 

нации-сплайсинга и (iii) стратегии экзонной гомологичной рекомбинации, как обобщено Pryadkina et al., 

Meth. Clin. Devel. 2:15009, 2015. 

Пример 2. Создание и очистка вирусных частиц. 

Рекомбинантный AAV-1 получают с использованием протокола тройной трансфекции и очищают 

двумя последовательными градиентами плотности хлорида цезия (CsCl), как описано Pryadkina et al., 

Mol. Ther. 2:15009, 2015. В конце второго центрифугирования 11 фракций по 500 мкл извлекают из про-

бирки с градиентом плотности CsCl и очищают диализом в 1× PBS. Фракции анализируют с помощью 

дот-блоттинга, чтобы определить те, которые содержат геномы rAAV. Количество вирусных геномов (вг) 

каждого препарата определяют методом количественного титрования на основе ПЦР в реальном времени 

с использованием праймеров и зонда, соответствующих области ITR генома вектора на основе AAV 

(Bartoli et al., Gene. Ther. 13:20-28, 2006). 

Пример 3. Составление вирусных частиц. 

AAV, продуцируемый с титром 1е14 вг/мл, получают при разведении 3.2е13, 1.0е13, 3.2е12,  

1.0е12 вг/мл в искусственной перилимфе. Искусственную перилимфу получают путем объединения сле-

дующих реагентов: NaCl, 120 мМ; KCl, 3,5 мМ; CaCl2, 1,5 мМ; глюкоза, 5,5 мМ; HEPES, 20 мМ. Искус-

ственную перилимфу титруют NaOH, чтобы довести рН до 7,5 (общая концентрация Na+ 130 мМ) (Chen 

et al., J. Controlled Rel. 110:1-19, 2005). 

Пример 4. Описание устройства. 

Состав AAV-CLRN1 доставляют в улитку с помощью специального микрокатетера, предназначен-

ного для последовательного и безопасного проникновения в мембрану круглого окна (МКО). Микрока-

тетер имеет такую форму, что хирург, выполняющий процедуру доставки, может войти в полость сред-

него уха через наружный слуховой проход и привести в контакт конец микрокатетера с МКО. Дисталь-

ный конец микрокатетера состоит по меньшей мере из одной микроиглы диаметром 10 до 1000 мкм, ко-

торая создает перфорацию в МКО, достаточную для того, чтобы позволить AAV-CLRN1 проникнуть в 

кохлеарную перилимфу барабанной лестницы со скоростью приблизительно 1 мкл/мин, но достаточно 

малую, чтобы зажить без хирургического восстановления. Оставшаяся часть микрокатетера, прокси-

мальная к микроигле(ам), загружена составом на основе AAV-CLRN1/искусственной перилимфы с тит-

ром приблизительно 1е13 вг/мл. Проксимальный конец микрокатетера подсоединен к микроманипулято-

ру, который позволяет проводить точные инфузии небольшого объема приблизительно 1 мкл/мин. 

Пример 5. Животная модель 1А: хирургический способ у старых мышей. 

AAV-CLRN1, полученный в искусственной перилимфе, вводят в барабанную лестницу мышей, как 

описано Shu et al. (Human Gene Therapy, doi:10.1089/hum.2016.053, June 2016,). Шестинедельных мышей-

самцов подвергают анестезии с помощью внутрибрюшинной инъекции ксилазина (20 мг/кг) и кетамина 

(100 мг/кг). Температура тела поддерживается на уровне 37°С с помощью электрической грелки. В пра-

вой постаурикулярной области делается разрез и обнажается барабанная булла. Буллу перфорируют хи-

рургической иглой, а небольшое отверстие расширяют, чтобы обеспечить доступ к улитке. Кость лате-

ральной стенки улитки барабанной лестницы истончается с помощью бормашины, так что перепончатая 

латеральная стенка остается нетронутой. Микроинъекционная система Nanoliter в сочетании со стеклян-

ной микропипеткой используется для доставки в общей сложности приблизительно 300 нл AAV-CLRN1 

в искусственной перилимфе к барабанной лестнице со скоростью 2 нл/с. Стеклянную микропипетку ос-

тавляют на 5 мин после инъекции. После кохлеостомии и инъекции отверстие в барабанной перепонке 

закрывается зубным цементом, а мышцы и кожа зашиваются. Мышам дают проснуться от анестезии и их 

боль контролируют с помощью 0,15 мг/кг гидрохлорида бупренорфина в течение 3 суток. 

Пример 6. Животная модель 2: поршневой микронасос для морских свинок. 

Хирургическая процедура. 

AAV-CLRN1, приготовленный в искусственной перилимфе, вводят морским свинкам для оценки 

распределения и токсичности после интракохлеарной доставки с помощью возвратно-поступательного 

микронасоса, как описано в Tandon et al., Lab Chip, DOI: 10.1039/c51c01396h, 2015. Каждого из самцов 

морских свинок массой около 350 г (n=16) подвергают анестезии комбинацией пентобарбитала натрия 

(нембутал; 25 мг/кг, вводится внутрибрюшинно), фентанила (0,2 мг/кг, внутримышечно) и галоперидола 

(10 мг/кг, внутримышечно). Лидокаин с адреналином вводят подкожно в место разреза в качестве мест-

ного анестетика. При дорсальном подходе в булле делается отверстие диаметром 5 мм, и производят 

кохлеостомию примерно на 0,5 мм дистальнее мембраны круглого окна. Канюля микронасоса (описан-

ная ниже) вводится в кохлеостому, продевается в улитку на 3 мм апикально и приклеивается к булле с 

помощью обычного цианоакрилатного клея. Для измерения суммарного потенциала действия (СПД) 

электрод из серебряной проволоки с перфторалкоксиалкановой изоляцией (диаметр без покрытия  

203 мкм) вставляют рядом с нишей круглого окна и приклеивают к булле. 

Процедуры измерения оптоакустической эмиссии на частоте продукта искажения (ОАЭЧПИ) и 

СПД выполняются, как описано ранее в Tandon et al., Biomed. Microdevices, 17:3-21, 2015. ОАЭЧПИ из-

меряют до и после процедуры кохлеостомии на характерных частотах: 32, 24, 16, 12, 8, 5, 6, 4 и 2,78 кГц, 

чтобы отслеживать любые повреждения, возникающие в результате операции. 
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AAV-CLRN1 с максимальным титром 1е14 вг/мл вводят морской свинке с помощью микронасоса, 

как описано в Tandon et al., Lab Chip, DOI: 10.1039/c51c01396h, 2015. Система микронасоса имеет 4 вы-

бираемых порта. Эти порты подключены к (i) большому жидкостному конденсатору, используемому для 

хранения искусственной перилимфы; (ii) выходному отверстию, которое соединяется с улиткой;  

(iii) выходному отверстию из интегрированного резервуара AAV-CLRN1; (iv) входному отверстию в ин-

тегрированный резервуар AAV-CLRN1. Каждый порт по текучей среде связан с центральной насосной 

камерой, и каждый порт имеет отдельный доступ через клапан. Последовательность событий для воз-

вратно-поступательной доставки AAV-CLRN1 следующая: (i) запускается внутренний цикл обновления 

AAV-CLRN1, переносящий AAV-CLRN1 из резервуара AAV-CLRN1 в основную линию инфузии-

отвода; (ii) AAV-CLRN1 вводится в улитку, и некоторое количество искусственной перилимфы отводит-

ся из накопительного конденсатора искусственной перилимфы; (iii) первые два этапа можно повторить 

несколько раз для дополнительных доз; (iv) после того, как AAV-CLRN1 дали возможность диффунди-

ровать в течение некоторого времени, объем перилимфы, который выводится из улитки, равен объему, 

введенному на этапах (i)-(iii), пополняя накопительный конденсатор искусственной перилимфы. Этот 

процесс приводит к фактической доставке лекарственного средства с нулевым чистым объемом жидко-

сти, добавляемым в улитку. 

Жидкостные конденсаторы в микронасосе представляют собой цилиндрические камеры, верхние 

стенки которых представляют собой тонкую (25,4 мкм) гибкую полиимидную мембрану. Насосная каме-

ра имеет диаметр 3,5 мм, жидкостный накопительный конденсатор имеет диаметр 14 мм, а все остальные 

конденсаторы имеют диаметр 4 мм. Одна и та же мембрана отклоняется, чтобы блокировать поток на 

каждом из клапанов. Клапанные камеры имеют диаметр 3,1 мм. Змеевидный канал, который включает 

резервуар с лекарственным средством, имеет квадратное поперечное сечение шириной 762 мкм и длиной 

410 мм с общим объемом 238 мкл. Все остальные микроканалы в насосе имеют ширину 400 мкм и высо-

ту 254 мкм. 

Срочная доставка лекарств у морских свинок. 

В микронасос загружают AAV-CLRN1 и искусственную перилимфу, и канюлю вставляют в кохлео-

стому, сделанную в области улитки между точками с характеристической частотной чувствительностью 

24 и 32 кГц, с апикальной резьбой 3 мм, оканчивающейся в области 12-16 кГц. Тесты слуха на ОАЭЧПИ 

и СПД выполняются до начала инфузии AAV-CLRN1/искусственной перилимфы. Затем включается на-

сос, и каждые 5 мин вводится около 1 мкл искусственной перилимфы, пока в улитку не будет доставлено 

в общей сложности около 10 мкл искусственной перилимфы. Через 20 мин ожидания из улитки выводит-

ся около 10 мкл перилимфы. Затем начинается доставка AAV-CLRN1 со скоростью около 1 мкл каждые 

5 мин до тех пор, пока не будет доставлено в общей сложности около 10 мкл жидкости. 

Животных умерщвляют через 1 неделю, 1 месяц, 3 месяца и 6 месяцев после лечения (n=4 на груп-

пу) и извлекают их улитки. Степень трансдукции AAV и экспрессии CLRN1 вдоль кортиевого органа 

оценивают посредством иммуноокрашивания антителами к CLRN1. Антитела против маркеров волоско-

вых клеток (Муо7а) и поддерживающих клеток (Sox2) используются для количественной оценки ВВК, 

НВК, поддерживающих клеток и морфологии стереоцилий. Окрашивание аннексином V используется 

для оценки доказательств апоптоза в клетках сенсорного эпителия улитки. 

Пример 7. Животная модель 3: овца. 

AAV-CLRN1, приготовленную в искусственной перилимфе, вводят молодым овцам для оценки 

распределения и токсичности после доставки в улитку с помощью транс-МКО инфузии. Исходные аку-

стические стволовые вызванные потенциалы (АСВП) и оптоакустическая эмиссия на частоте продукта 

искажения (ОАЭЧПИ) измеряются у самок овец в возрасте 3 месяцев (n=40) с двух сторон для оценки 

функции внутренней волосковой клетки (ВВК) и наружной волосковой клетки (НВК) до лечения.  

После измерений исходных АСВП и ОАЭЧПИ в левую барабанную лестницу овцы вводили 20 мкл 

AAV1-CLRN1 с титрами 1.0е14, 3.2е13, 1.0е13 и 3.2е12 вг/мл (n=10 на группу). Правое ухо каждого жи-

вотного оставляют в качестве не получавшего лечения контроля. Измерения АСВП и ОАЭЧПИ снова 

проводят с двух сторон через 1, 5 и 10 суток после хирургической процедуры. Через 6 месяцев после 

процедуры у всех животных проводят дополнительные двусторонние измерения АСВП и ОАЭЧПИ, по-

сле чего животных умерщвляют и извлекают их улитки. 

У половины умерщвленных животных (n=5 из каждой группы доз) иммуноокрашивание проводится 

для идентификации структур волосковых клеток и для оценки экспрессии белка CLRN1 вдоль сенсорно-

го эпителия улитки. Как описано ранее, используются антитела против маркеров волосковых клеток 

(Муо7а), поддерживающих клеток (Sox2) и CLRN1 (Duncker et al. 2013, J. Neurosci. 33(22):9508-9519). На 

базальном, среднем и апикальном поворотах кортиевого органа в пределах 200 мкм областей подсчиты-

вают общее количество волосковых клеток и волосковых клеток, экспрессирующих CLRN1. 

У оставшейся половины умерщвленных животных (оставшихся 5 животных из каждой группы доз) 

образцы ткани улитки собирают из тех же базальных, средних и апикальных областей, как описано вы-

ше, и анализируют на транскрипт мРНК CLRN1. 

Пример 8. Клинический пример человека (педиатрическое лечение). 

Пациент находится под общей анестезией. Хирург приближается к барабанной перепонке от на-
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ружного слухового прохода, делает небольшой разрез на нижнем крае наружного слухового прохода, где 

он встречается с барабанной перепонкой, и поднимает барабанную перепонку как лоскут, чтобы обна-

жить пространство среднего уха. Хирургический лазер используется для создания небольшого отверстия 

(примерно 2 мм) в основании стремени. Затем хирург проникает через мембрану круглого окна с помо-

щью микрокатетера, заполненного раствором AAV-CLRN1, приготовленного в искусственной перилим-

фе, с титром 1е13 вг/мл. Микрокатетер подсоединен к микроманипулятору, который вводит приблизи-

тельно 20 мкл раствора AAV-CLRN1 со скоростью приблизительно 1 мкл/мин. По завершении инфузии 

AAV-CLRN1 хирург извлекает микрокатетер и закрывает отверстия в основании стремени и МКО пла-

стырем из гелевой пены. Процедура завершается заменой лоскута барабанной перепонки. 

Пример 9. Неинвазивное пренатальное тестирование материнской крови для обнаружения мутации 

CLRN1. 

Образцы материнской крови (20-40 мл) отбирают в пробирки для сбора внеклеточной ДНК. По 

меньшей мере 7 мл плазмы выделяют из каждого образца с помощью протокола двойного центрифуги-

рования при 2000 g в течение 20 мин, затем 3220 g в течение 30 мин с переносом супернатанта после 

первого вращения. вкДНК (внеклеточную ДНК) выделяют из 7-20 мл плазмы с использованием набора 

QIAGEN QIAmp Circulating Nuclei Acid и элюируют в 45 мкл буфера ТЕ. Чистую материнскую геном-

ную ДНК выделяют из лейкоцитарной пленки, полученной после первого центрифугирования. 

Комбинируя термодинамическое моделирование анализов для выбора зондов с минимальной веро-

ятностью взаимодействия зонд-зонд с подходами амплификации, описанными ранее (Stiller et al.,  

Genome Res. 19(10):1843-1848, 2009), может быть достигнуто мультиплексирование 11000 анализов. Об-

разцы материнской вкДНК и материнской геномной ДНК предварительно амплифицируют в течение  

15 циклов с использованием 11000 мишень-специфических анализов, и аликвоту переносят на вторую 

ПЦР-реакцию из 15 циклов с использованием вложенных праймеров. Образцы готовят для секвенирова-

ния путем добавления баркодированных меток в третьем 12-цикловом раунде ПЦР. Затем ампликоны 

секвенируют с использованием секвенатора Illumina HiSeq. Выравнивание последовательности генома 

выполняют с использованием имеющегося в продаже программного обеспечения. 

Пример 10. Стратегия транс-сплайсинга аденовируса (AAV). 

По меньшей мере два разных вектора нуклеиновых кислот (например, векторы на основе AAV) мо-

гут быть использованы для восстановления активного гена CLRN1 (например, полноразмерного гена 

CLRN1) в клетке после межмолекулярной конкатамеризации и транс-сплайсинга. См., например, Yan et 

al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 97:12; 6716-6721, 2000, включены в данный документ полностью. 

В некоторых примерах будут применяться два разных вектора нуклеиновых кислот. Первый вектор 

нуклеиновой кислоты может содержать промотор (например, любой из описанных в данном документе 

промоторов), первую кодирующую последовательность, которая кодирует N-концевую часть белка 

CLRN1, расположенную на 3' промотора (например, часть любого размера из описанного в данном до-

кументе белка CLRN1, и/или любую из N-концевых частей описанного в данном документе белка 

CLRN1), и последовательность донора сплайсинга, расположенную на 3'-конце первой кодирующей по-

следовательности. Второй вектор нуклеиновой кислоты может содержать последовательность акцептора 

сплайсинга, вторую кодирующую последовательность, которая кодирует С-концевую часть белка 

CLRN1 (то есть всю часть белка CLRN1, которая не включена в N-концевую часть), расположенную на 

3'-конце последовательности акцептора сплайсинга (например, часть любого размера описанного в дан-

ного документе белка CLRN1 и/или любую из С-концевых частей описанного в данном документе белка 

CLRN1), и последовательность полиаденилирования на 3'-конце второй кодирующей последовательно-

сти (например, любой из описанных в данном документе последовательностей полиаденилирования). В 

некоторых вариантах осуществления каждая из кодируемых частей имеет длину по меньшей мере  

30 аминокислотных остатков (например, по меньшей мере 50 аминокислот, по меньшей мере 75 амино-

кислот или по меньшей мере 100 аминокислот в длину), аминокислотная последовательность каждой из 

кодируемых частей не перекрываются с последовательностью другой кодируемой части, и ни один из 

двух разных векторов не кодирует активный белок CLRN1 (например, полноразмерный белок CLRN1). 

При введении в клетку млекопитающего (например, любую из клеток млекопитающих, описанных в 

данном документе) происходит сплайсинг между последовательностью донора сплайсинга и последова-

тельностью акцептора сплайсинга, тем самым образуя рекомбинированную нуклеиновую кислоту, кото-

рая кодирует активный белок CLRN1 (например, полноразмерный белок CLRN1). 

В другом примере можно использовать три разных вектора нуклеиновых кислот. Первый вектор 

нуклеиновой кислоты может включать часть промоторной последовательности (например, любую из 

промоторных последовательностей, описанных в данном документе), первую кодирующую последова-

тельность гена CLRN1, которая кодирует первую часть белка CLRN1 (например, любую из кодирующих 

CLRN1 последовательностей, описанных в данном документе), расположенную на 3'-конце промотора, и 

первую последовательность донора сплайсинга, расположенную на 3'-конце первой кодирующей после-

довательности. Второй вектор нуклеиновой кислоты может содержать первую последовательность ак-

цептора сплайсинга, вторую кодирующую последовательность гена CLRN1, которая кодирует вторую 

часть белка CLRN1, расположенную на 3'-конце первой последовательности акцептора сплайсинга, и 
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вторую последовательность донора сплайсинга, расположенную на 3'-конце второй кодирующей после-

довательности (например, любой из последовательностей донора сплайсинга, описанных в данном доку-

менте). Особенностью второго вектора нуклеиновой кислоты будет то, что самосплайсинг не может про-

исходить (т.е. сплайсинг не будет происходить между второй последовательностью донора сплайсинга и 

первой последовательностью акцептора сплайсинга второго вектора нуклеиновой кислоты). В некоторых 

вариантах осуществления последовательность донора сплайсинга первого вектора нуклеиновой кислоты 

и вторая последовательность донора сплайсинга второго вектора нуклеиновой кислоты являются одина-

ковыми (например, любая из последовательностей донора сплайсинга, описанных в данном документе 

или известных в данной области техники). В некоторых вариантах осуществления первая последователь-

ность донора сплайсинга первого вектора нуклеиновой кислоты и вторая последовательность донора 

сплайсинга второго вектора нуклеиновой кислоты являются разными (например, любая из последова-

тельностей донора сплайсинга, описанных в данном документе или известных в данной области техни-

ки). Третий вектор нуклеиновой кислоты будет содержать вторую последовательность акцептора сплай-

синга, третью кодирующую последовательность гена CLRN1, который кодирует третью часть белка 

CLRN1, расположенную на 3'-конце второй последовательности акцептора сплайсинга, и последователь-

ность полиаденилирования, расположенную на 3'-конце третьей кодирующей последовательности (на-

пример, любой из последовательностей полиаденилирования, описанных в данном документе). В таких 

способах, где используются три вектора нуклеиновых кислот, первая последовательность донора сплай-

синга и первая последовательность акцептора сплайсинга могут собираться вместе (рекомбинировать), и 

вторая последовательность донора сплайсинга и вторая последовательность акцептора сплайсинга могут 

собираться вместе (рекомбинировать), а части белка CLRN1, кодируемого первой, второй и третьей ко-

дирующими последовательностями, не перекрываются, и при введении в клетку млекопитающего (на-

пример, любую из клеток млекопитающих, описанных в данном документе) сплайсинг происходит меж-

ду первой последовательностью донора сплайсинга и первой последовательностью акцептора сплайсинга 

и между второй последовательностью донора сплайсинга и второй последовательностью акцептора 

сплайсинга с образованием рекомбинированной нуклеиновой кислоты, которая кодирует активный белок 

CLRN1 (например, полноразмерный белок CLRN1). На основе стратегий, представленных выше, специа-

лист в данной области техники поймет, как разработать стратегию с использованием четырех, пяти или 

шести различных векторов нуклеиновых кислот. 

В любом из примеров этих способов ни одна из аминокислотных последовательностей кодируемых 

частей не перекрывается с любой другой кодируемой частью и ни один вектор не кодирует активный 

белок CLRN1 (например, полноразмерный белок CLRN1). 

Каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит кодирующую последовательность, ко-

торая кодирует разные части белка CLRN1, и каждая из кодируемых частей может состоять по меньшей 

мере из 30 аминокислот (например, от около 30 до около 1200 аминокислот или любой другой других 

поддиапазонов этого диапазона, описанных в данном документе). 

В некоторых вариантах осуществления каждая из кодирующих последовательностей может содер-

жать по меньшей мере один экзон и по меньшей мере один интрон SEQ ID NO: 9 (например, по меньшей 

мере два экзона и по меньшей мере один интрон, по меньшей мере два экзона и по меньшей мере два 

интрона, по меньшей мере три экзона и по меньшей мере один интрон, по меньшей мере три экзона и по 

меньшей мере два интрона или по меньшей мере три экзона и по меньшей мере три интрона). В некото-

рых вариантах осуществления каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит кодирующую 

последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, и каждая из кодируемых частей мо-

жет кодировать до 80% аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1 (например, до 10, 20, 30, до 

40, 50, 60 или до 70% SEQ ID NO: 1), так что каждая из кодируемых частей не перекрывается. В некото-

рых вариантах осуществления каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит кодирующую 

последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, причем каждая из кодируемых частей 

кодирует до 80% аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 3 (например, до 10, 20, 30, до 40, 50, 

60 или до 70% SEQ ID NO: 3) при условии, что каждая из кодируемых частей не перекрывается с другой. 

В некоторых вариантах осуществления каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит ко-

дирующую последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, причем каждая из коди-

руемых частей кодирует до 80% аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 5 (например, до 10, 

20, 30, до 40, 50, 60 или до 70% SEQ ID NO: 5) при условии, что каждая из кодируемых частей не пере-

крывается с другой. В некоторых вариантах осуществления каждый по меньшей мере из двух разных 

векторов содержит кодирующую последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, 

причем каждая из кодируемых частей кодирует до 80% аминокислотной последовательности SEQ ID 

NO: 7 (например, до 10, 20, 30, до 40, 50, 60 или до 70% SEQ ID NO: 7) при условии, что каждая из коди-

руемых частей не перекрывается с другой. 

Каждый по меньшей мере из двух векторов нуклеиновых кислот может дополнительно содержать 

инвертированный концевой повтор (ITR) для обеспечения рекомбинации "голова к хвосту". В дальней-

шем ITR будет удален путем сплайсинга. Например, ITR может быть палиндромным ITR с двойной D, 

как описано в Yan et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97(12):6716-6721, 2000, полностью включенной в 
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данный документ, или ITR серотипа 2 AAV, как описано в Gosh et al., Mol. Ther. 16:124-130, 2008, и Gosh 

et al., Human Gene Ther. 22:77-83, 2011. Неограничивающие примеры последовательностей акцептора 

и/или донора сплайсинга в данной области техники. См., например, Reich et al., Human Gene Ther. 

14(1):37-44, 2003, и Lai et al. (2005), Nat. Biotechnol. 23(11):1435-1439, 2005, 2005. Последовательности 

донора и акцептора сплайсинга могут быть любой последовательностью донора/акцептора эндогенного 

сплайсинга гена (например, гена CLRN1). 

Например, последовательность донора сплайсинга может представлять собой: 5'-

GTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGA-

CAGAGAAGACTCTTGCGTTTCT-3' (SEQ ID NO: 22), и последовательность акцептора сплайсинга может 

представлять собой 5'-GATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAG-3' 

(SEQ ID NO: 23) (см., например, Trapani et al., EMBO Mol. Med. 6(2):194-211, 2014). 

Способы оценки эффективности сплайсинга и эффективности сплайсинга известны в данной облас-

ти техники (см., например, Lai et al., Nat. Biotechnol. 23(11):1435-1439, 2005). 

Пример 11. Стратегия транс-сплайсинга гибридного вектора с использованием высокорекомбино-

генной области экзогенного гена щелочной фосфатазы (АР). 

По меньшей мере два (например, два, три, четыре, пять или шесть) разных вектора нуклеиновых 

кислот (например, векторы на основе AAV) также могут быть использованы в любом из описанных в 

данном документе способов для восстановления активного CLRN1 (например, гена полноразмерного 

CLRN1) в клетке после межмолекулярной конкатамеризации, опосредованной маркерным геном реком-

бинации, и транс-сплайсинга. Эта стратегия представляет собой гибридную стратегию, поскольку она 

будет включать гомологичную рекомбинацию и/или транс-сплайсинг. См., например, Gosh et al., Mol. 

Ther. 16:124-130, 2008; Gosh et al., Human Gene Ther. 22:77-83, 2011; and Duan et al., Mol. Ther. 4:383-391, 

2001, каждый из которых полностью включен в данный документ. В данном контексте детектируемый 

маркерный ген может представлять собой высоко рекомбиногенную последовательность ДНК, которая 

позволяет проводить рекомбинацию, независимую от кодирующей последовательности. Неограничи-

вающим примером детектируемого маркерного гена является ген щелочной фосфатазы (АР). Например, 

детектируемый маркерный ген может представлять собой среднюю треть комплементарной ДНК пла-

центарного АР человека, длина которой составляет 872 п.н. (см., например, Gosh et al., 2008). По мень-

шей мере два разных вектора нуклеиновых кислот будут содержать детектируемый маркерный ген (на-

пример, любой из детектируемых маркерных генов, описанных в данном документе). Поскольку гибрид-

ный вектор будет сконструирован на основе транс-сплайсинг-вектора, как описано в примере 10, актив-

ный ген CLRN1 (например, полноразмерный ген CLRN1) может быть восстановлен с использованием 

ITR-опосредованной рекомбинации и транс-сплайсинга или опосредованной детектируемым маркерным 

геном (например, опосредованным геном АР) рекомбинации и транс-сплайсинга. После транс-

сплайсинга активный ген CLRN1 (например, полноразмерный ген CLRN1) будет восстановлен в геном-

ной ДНК клетки млекопитающего (например, любой клетки млекопитающего, описанной в данном до-

кументе). 

В одном примере будут использоваться два разных вектора нуклеиновых кислот. Первый вектор 

нуклеиновой кислоты может содержать промотор (например, любой из промоторов, описанных в данном 

документе), первую кодирующую последовательность, которая кодирует N-концевую часть белка 

CLRN1, расположенную на 3' промотора (например, часть любого размера из описанного в данном до-

кументе белка CLRN1, и/или любую из N-концевых частей описанного в данном документе белка 

CLRN1), последовательность донора сплайсинга, расположенную на 3'-конце первой кодирующей по-

следовательности, и первый детектируемый маркерный ген, расположенный на 3'-конце последователь-

ности донора сплайсинга. Второй вектор нуклеиновой кислоты может содержать второй детектируемый 

маркерный ген, последовательность акцептора сплайсинга, расположенную на 3' второго детектируемого 

маркерного гена, вторую кодирующую последовательность, которая кодирует С-концевую часть белка 

CLRN1, расположенную на 3'-конце последовательности акцептора сплайсинга (например, часть любого 

размера из описанного в данном документе белка CLRN1 и/или любую из С-концевых частей описанного 

в данном документе белка CLRN1), и последовательность полиаденилирования на 3'-конце второй коди-

рующей последовательности (например, любой из описанных в данном документе последовательностей 

полиаденилирования). В некоторых вариантах осуществления каждая из кодируемых частей имеет длину 

по меньшей мере 30 аминокислотных остатков (например, по меньшей мере 50 аминокислот, по меньшей 

мере 75 аминокислот или по меньшей мере 100 аминокислот в длину), аминокислотные последователь-

ности кодируемых частей не перекрываются и ни один из двух разных векторов не кодирует активный 

белок CLRN1 (например, полноразмерный белок CLRN1). При введении в клетку млекопитающего (на-

пример, любую из клеток млекопитающих, описанных в данном документе) происходит сплайсинг меж-

ду последовательностью донора сплайсинга и последовательностью акцептора сплайсинга, тем самым 

образуя рекомбинированную нуклеиновую кислоту, которая кодирует активный белок CLRN1 (напри-

мер, полноразмерный белок CLRN1). 

В другом примере можно использовать три разных вектора нуклеиновых кислот. Первый вектор 

нуклеиновой кислоты может содержать часть промоторной последовательности (например, любую из 
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промоторных последовательностей, описанных в данном документе), первую кодирующую последова-

тельность гена CLRN1, которая кодирует первую часть белка CLRN1 (например, любую из кодирующих 

CLRN1 последовательностей, описанных в данном документе), расположенную на 3'-конце промотора, 

первую последовательность донора сплайсинга, расположенную на 3'-конце первой кодирующей после-

довательности, и первый детектируемый маркерный ген. Второй вектор нуклеиновой кислоты может 

содержать второй детектируемый маркерный ген, первую последовательность акцептора сплайсинга, 

расположенную на 3' второго детектируемого маркерного гена, вторую кодирующую последователь-

ность гена CLRN1, которая кодирует вторую часть белка CLRN1, расположенную на 3'-конце первой 

последовательности акцептора сплайсинга, вторую последовательность донора сплайсинга, расположен-

ную на 3'-конце второй кодирующей последовательности (например, любую из описанных в данном до-

кументе последовательностей донора сплайсинга), и третий детектируемый маркерный ген. Особенно-

стью второго вектора нуклеиновой кислоты будет то, что самосплайсинг не может происходить (т.е. 

сплайсинг не будет происходить между второй последовательностью донора сплайсинга и первой после-

довательностью акцептора сплайсинга второго вектора нуклеиновой кислоты). В некоторых вариантах 

осуществления последовательность донора сплайсинга первого вектора нуклеиновой кислоты и вторая 

последовательность донора сплайсинга второго вектора нуклеиновой кислоты являются одинаковыми 

(например, любая из последовательностей донора сплайсинга, описанных в данном документе или из-

вестных в данной области техники). В некоторых вариантах осуществления первая последовательность 

донора сплайсинга первого вектора нуклеиновой кислоты и вторая последовательность донора сплайсин-

га второго вектора нуклеиновой кислоты являются разными (например, любая из последовательностей 

донора сплайсинга, описанных в данном документе или известных в данной области техники). Третий 

вектор нуклеиновой кислоты может содержать четвертый детектируемый маркерный ген, вторую после-

довательность акцептора сплайсинга, расположенную на 3' четвертого детектируемого маркерного гена, 

третью кодирующую последовательность гена CLRN1, которая кодирует третью часть белка CLRN1, 

расположенную на 3'-конце второй последовательности акцептора сплайсинга, и последовательность 

полиаденилирования, расположенную на 3'-конце третьей кодирующей последовательности (например, 

любой из последовательностей полиаденилирования, описанных в данном документе). В таких способах, 

где используются три вектора нуклеиновых кислот, первая последовательность донора сплайсинга и 

первая последовательность акцептора сплайсинга могут собираться вместе (рекомбинировать), а вторая 

последовательность донора сплайсинга и вторая последовательность акцептора сплайсинга могут соби-

раться вместе (рекомбинировать), а части белка CLRN1, кодируемого первой, второй и третьей коди-

рующими последовательностями, не перекрываются друг с другом, и при введении в клетку млекопи-

тающего (например, любую из клеток млекопитающих, описанных в данном документе) сплайсинг про-

исходит между первой последовательностью донора сплайсинга и первой последовательностью акцепто-

ра сплайсинга и между второй последовательностью донора сплайсинга и второй последовательностью 

акцептора сплайсинга с образованием рекомбинированной нуклеиновой кислоты, которая кодирует ак-

тивный белок CLRN1 (например, полноразмерный белок CLRN1). Как можно понять из уровня техники, 

когда используются три вектора нуклеиновых кислот, два по меньшей мере из двух разных векторов 

нуклеиновых кислот могут содержать детектируемый маркерный ген (например, маркерный ген АР) и 

один по меньшей мере из двух различных векторов нуклеиновых кислот может содержать последова-

тельность акцептора сплайсинга, которая комплементарна последовательности донора сплайсинга в век-

торе нуклеиновой кислоты, который содержит детектируемый маркерный ген. Например, в некоторых 

вариантах осуществления первый и второй векторы нуклеиновых кислот могут содержать детектируе-

мый маркерный ген (например, маркерный ген АР), а третий вектор нуклеиновой кислоты будет содер-

жать последовательность акцептора сплайсинга, которая комплементарна последовательности донора 

сплайсинга во втором векторе нуклеиновой кислоты, а третий вектор нуклеиновой кислоты не будет со-

держать детектируемый маркерный ген (например, маркерный ген АР). В других примерах второй и тре-

тий вектор нуклеиновой кислоты могут содержать детектируемый маркерный ген (например, маркерный 

ген АР), а первый вектор нуклеиновой кислоты будет содержать последовательность донора сплайсинга, 

которая комплементарна последовательности акцептора сплайсинга во втором векторе нуклеиновой ки-

слоты, а первый вектор нуклеиновой кислоты не будет содержать детектируемый маркерный ген (на-

пример, маркерный ген АР). 

На основе стратегий, представленных выше, специалист в данной области техники поймет, как раз-

работать стратегию с использованием четырех, пяти или шести векторов. 

Кодирующие CLRN1 последовательности, представленные по меньшей мере в двух векторах нук-

леиновых кислот (например, двух, трех, четырех, пяти или шести), не будут перекрываться. Каждый по 

меньшей мере из двух разных векторов может содержать кодирующую последовательность, которая ко-

дирует разные части белка CLRN1, причем каждая из кодируемых частей состоит, например, по меньшей 

мере из 30 аминокислот (например, от около 30 до около 1600 аминокислот или любого из других под-

диапазонов этого диапазона, описанного в данном документе). 

В некоторых вариантах осуществления каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит 

кодирующую последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, причем каждая  
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из кодируемых частей кодирует по меньшей мере один экзон и по меньшей мере один интрон из  

SEQ ID NO: 9 (например, по меньшей мере два экзона и по меньшей мере один интрон, по меньшей мере 

два экзона и по меньшей мере два интрона, по меньшей мере три экзона, по меньшей мере  

один интрон, по меньшей мере три экзона и по меньшей мере два интрона, или по меньшей мере  

три экзона и по меньшей мере три интрона). В некоторых вариантах осуществления каждый по меньшей 

мере из двух разных векторов содержит кодирующую последовательность, которая кодирует разные час-

ти белка CLRN1, причем каждая из кодируемых частей кодирует до 80% SEQ ID NO: 1 (например, до 10, 

20, 30, 40, 50, 60, 70% SEQ ID NO: 1) при условии, что каждая из кодируемых частей не перекрывается с 

другой. В некоторых вариантах осуществления каждый по меньшей мере из двух разных векторов со-

держит кодирующую последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, причем каждая 

из кодируемых частей кодирует до 80% SEQ ID NO: 3 (например, до 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70%  

SEQ ID NO: 3) при условии, что каждая из кодируемых частей не перекрывается с другой. В некоторых 

вариантах осуществления каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит кодирующую 

последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, причем каждая из кодируемых частей 

кодирует до 80% SEQ ID NO: 5 (например, до 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70% SEQ ID NO: 5) при условии, что 

каждая из кодируемых частей не перекрывается с другой. В некоторых вариантах осуществления каждый 

по меньшей мере из двух разных векторов содержит кодирующую последовательность, которая кодирует 

разные части белка CLRN1, причем каждая из кодируемых частей кодирует до 80% SEQ ID NO: 7 (на-

пример, до 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70% SEQ ID NO: 7) при условии, что каждая из кодируемых частей не 

перекрывается с другой. 

Как описано в примере 10, каждый по меньшей мере из двух векторов нуклеиновых кислот может 

дополнительно содержать инвертированный концевой повтор (ITR) для обеспечения рекомбинации "го-

лова к хвосту". В дальнейшем ITR будет удален путем сплайсинга. Примеры ITR и последовательностей 

акцептора сплайсинга и/или последовательностей донора сплайсинга известны в данной области техники 

и описаны в примере 10. 

Пример 12. Стратегия транс-сплайсинга гибридного вектора с использованием высокорекомбино-

генной области экзогенного гена (AK) фага F1. 

По меньшей мере два (например, два, три, четыре, пять или шесть) разных вектора нуклеиновых 

кислот (например, векторы на основе AAV) также могут быть использованы в любом из описанных в 

данном документе способов для восстановления активного CLRN1 (например, гена полноразмерного 

CLRN1) в клетке после межмолекулярной конкатамеризации, опосредованной маркерным геном реком-

бинации, и транс-сплайсинга. Эта стратегия представляет собой гибридную стратегию, поскольку она 

будет включать гомологичную рекомбинацию и/или транс-сплайсинг. См., например, Trapani et al.,  

EMBO Mol. Med. 6(2):194-211, 2014, включенный в данный документ полностью. Как используется в 

данном документе рекомбиногенная область (AK) фага F1 будет использоваться для обеспечения воз-

можности рекомбинации, независимой от кодирующей последовательности. Рекомбиногенная область 

фага F1 может представлять собой 77 п.н. рекомбиногенную область из генома фага F1, как описано в 

Trapani et al. (2014). По меньшей мере два разных вектора нуклеиновых кислот будут содержать реком-

биногенную область фага F1. Поскольку гибридный вектор будет сконструирован на основе транс-

сплайсинг-вектора, как описано в примере 10, нуклеиновая кислота, кодирующая активный белок 

CLRN1 (например, полноразмерный белок CLRN1), может быть получена с использованием индуциро-

ванной рекомбиногенной областью фага F1 рекомбинации и транс-сплайсинга. После транс-сплайсинга в 

клетке млекопитающего (например, любой из клеток млекопитающих, описанных в данном документе) 

образуется нуклеиновая кислота, кодирующая активный белок CLRN1 (например, полноразмерный бе-

лок CLRN1). 

В одном примере будут использоваться два разных вектора нуклеиновых кислот. Первый вектор 

нуклеиновой кислоты может содержать промотор (например, любой из промоторов, описанных в данном 

документе), первую кодирующую последовательность, которая кодирует N-концевую часть белка 

CLRN1, расположенную на 3' промотора (например, часть любого размера из описанного в данном до-

кументе белка CLRN1, и/или любую из N-концевых частей описанного в данном документе белка 

CLRN1), последовательность донора сплайсинга, расположенную на 3'-конце первой кодирующей по-

следовательности, и рекомбиногенную область фага F1, расположенную на 3' последовательности доно-

ра сплайсинга. Второй вектор нуклеиновой кислоты может содержать рекомбиногенную область фага F1, 

последовательность акцептора сплайсинга, расположенную на 3'-конце рекомбиногенной области  

фага F1, вторую кодирующую последовательность, которая кодирует С-концевую часть белка CLRN1, 

расположенную на 3'-конце последовательности акцептора сплайсинга (например, часть любого размера 

из описанного в данном документе белка CLRN1 и/или любой из С-концевых частей описанного в дан-

ном документе белка CLRN1), и последовательность полиаденилирования на 3'-конце второй кодирую-

щей последовательность (например, любая из последовательностей полиаденилирования, описанных в 

данном документе). В некоторых вариантах осуществления каждая из кодируемых частей имеет длину 

по меньшей мере 30 аминокислотных остатков (например, по меньшей мере 50 аминокислот, по меньшей 

мере 75 аминокислот или по меньшей мере 100 аминокислот в длину), аминокислотная последователь-
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ность каждой из кодируемых частей не перекрывается, и ни один из двух разных векторов не кодирует 

активный белок CLRN1 (например, полноразмерный белок CLRN1). При введении в клетку млекопи-

тающего (например, любую из клеток млекопитающих, описанных в данном документе) происходит 

сплайсинг между последовательностью донора сплайсинга и последовательностью акцептора сплайсин-

га, тем самым образуя рекомбинированную нуклеиновую кислоту, которая кодирует активный белок 

CLRN1 (например, полноразмерный белок CLRN1). 

В другом примере будут использоваться три разных вектора нуклеиновых кислот. Первый вектор 

нуклеиновой кислоты может содержать промоторную последовательность (например, любую из промо-

торных последовательностей, описанных в данном документе), первую кодирующую последователь-

ность, которая кодирует первую часть белка CLRN1 (например, любую из кодирующих CLRN1 последо-

вательностей, описанных в данном документе), расположенную на 5' промотора, первую последователь-

ность донора сплайсинга, расположенную на 3'-конце первой кодирующей последовательности, и реком-

биногенную область фага F1. Второй вектор нуклеиновой кислоты может содержать рекомбиногенную 

область фага F1, первую последовательность акцептора сплайсинга, расположенную на 3'-конце реком-

биногенной области фага F1, вторую кодирующую последовательность, которая кодирует вторую часть 

белка CLRN1, расположенную на 3'-конце первой последовательности акцептора сплайсинга, вторую 

последовательность донора сплайсинга, расположенную на 3'-конце второй кодирующей последователь-

ности (например, любую из описанных в данном документе последовательностей донора сплайсинга), и 

рекомбиногенную область фага F1. Особенностью второго вектора нуклеиновой кислоты будет то, что 

самосплайсинг не может происходить (т.е. сплайсинг не будет происходить между второй последова-

тельностью донора сплайсинга и первой последовательностью акцептора сплайсинга второго вектора 

нуклеиновой кислоты). В некоторых вариантах осуществления последовательность донора сплайсинга 

первого вектора нуклеиновой кислоты и вторая последовательность донора сплайсинга второго вектора 

нуклеиновой кислоты являются одинаковыми (например, любая из последовательностей донора сплай-

синга, описанных в данном документе или известных в данной области техники). В некоторых вариантах 

осуществления первая последовательность донора сплайсинга первого вектора нуклеиновой кислоты и 

вторая последовательность донора сплайсинга второго вектора нуклеиновой кислоты являются разными 

(например, любая из последовательностей донора сплайсинга, описанных в данном документе или из-

вестных в данной области техники). Третий вектор нуклеиновой кислоты может содержать рекомбино-

генную область фага F1, вторую последовательность акцептора сплайсинга, расположенную на 3'-конце 

рекомбиногенной области фага F1, третью кодирующую последовательность, которая кодирует третью 

часть белка CLRN1, расположенную на 3'-конце второй последовательность акцептора сплайсинга и по-

следовательность полиаденилирования, расположенную на 3'-конце третьей кодирующей последова-

тельности (например, любой из последовательностей полиаденилирования, описанных в данном доку-

менте). В таких способах, где используются три вектора нуклеиновых кислот, первая последовательность 

донора сплайсинга и первая последовательность акцептора сплайсинга могут собираться вместе (реком-

бинировать), и вторая последовательность донора сплайсинга и вторая последовательность акцептора 

сплайсинга могут собираться вместе (рекомбинировать), а части белка CLRN1, кодируемого первой, вто-

рой и третьей кодирующими последовательностями, не перекрываются, и при введении в клетку млеко-

питающего (например, любую из клеток млекопитающих, описанных в данном документе) сплайсинг 

происходит между первой последовательностью донора сплайсинга и первой последовательностью ак-

цептора сплайсинга и между второй последовательностью донора сплайсинга и второй последовательно-

стью акцептора сплайсинга с образованием рекомбинированной нуклеиновой кислоты, которая кодирует 

активный белок CLRN1 (например, полноразмерный белок CLRN1). Как можно понять из уровня техни-

ки, когда используются три вектора нуклеиновых кислот, два из разных векторов нуклеиновых кислот 

могут содержать рекомбиногенную область фага F1, и один из разных векторов нуклеиновых кислот мо-

жет содержать последовательность акцептора сплайсинга, которая комплементарна последовательности 

донора сплайсинга в векторе нуклеиновой кислоты, который содержит рекомбиногенную область фага 

F1. Например, в некоторых вариантах осуществления первый и второй векторы нуклеиновых кислот мо-

гут содержать рекомбиногенную область фага F1, а третий вектор нуклеиновой кислоты будет содержать 

последовательность акцептора сплайсинга, который комплементарен последовательности донора сплай-

синга во втором векторе нуклеиновой кислоты, и третий вектор нуклеиновой кислоты не будет содер-

жать рекомбиногенную область фага F1 (например, маркерный ген АР). В других примерах второй и тре-

тий вектор нуклеиновой кислоты могут содержать рекомбиногенную область фага F1, а первый вектор 

нуклеиновой кислоты будет содержать последовательность донора сплайсинга, которая комплементарна 

последовательности акцептора сплайсинга во втором векторе нуклеиновой кислоты, и первый вектор 

нуклеиновой кислоты не будет содержать рекомбиногенную область фага F1. На основе стратегий, пред-

ставленных выше, специалист в данной области техники поймет, как разработать стратегию с использо-

ванием четырех, пяти или шести векторов. 

Кодирующие CLRN1 последовательности, представленные в каждом по меньшей мере из двух век-

торов нуклеиновых кислот (например, двух, трех, четырех, пяти или шести), не будут перекрываться. 

Каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит кодирующую последовательность, которая 



045887 

- 87 - 

кодирует разные части белка CLRN1, причем каждая из кодируемых частей состоит по меньшей мере из 

30 аминокислот (например, от около 30 до около 1600 аминокислот, или любого из поддиапазонов этого 

диапазона, описанного в данном документе). 

В некоторых вариантах осуществления каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит 

кодирующую последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, причем каждая  

из кодируемых частей кодирует по меньшей мере один экзон и по меньшей мере один интрон из  

SEQ ID NO: 9 (например, по меньшей мере два экзона и по меньшей мере один интрон, по меньшей мере 

два экзона и по меньшей мере два интрона, по меньшей мере три экзона и по меньшей мере  

один интрон, по меньшей мере три экзона и по меньшей мере два интрона, или по меньшей мере  

три экзона и по меньшей мере три интрона). В некоторых вариантах осуществления каждый по меньшей 

мере из двух разных векторов содержит кодирующую последовательность, которая кодирует разные час-

ти белка CLRN1, причем каждая из кодируемых частей кодирует до 80% SEQ ID NO: 1 (например, до 10, 

20, 30, 40, 50, 60 или до 70% SEQ ID NO: 1) при условии, что каждая из кодируемых частей не перекры-

вается. В некоторых вариантах осуществления каждый по меньшей мере из двух разных векторов содер-

жит кодирующую последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, причем каждая из 

кодируемых частей кодирует до 80% SEQ ID NO: 3 (например, до 10, до 20, до 30, до 40, до 50, до 60 или 

до 70% SEQ ID NO: 3) при условии, что каждая из кодируемых частей не перекрывается. В некоторых 

вариантах осуществления каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит кодирующую 

последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, причем каждая из кодируемых частей 

кодирует до 80% SEQ ID NO: 5 (например, до 10, до 20, до 30, до 40, до 50, до 60 или до 70%  

SEQ ID NO: 5) при условии, что каждая из кодируемых частей не перекрывается. В некоторых вариантах 

осуществления каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит кодирующую последова-

тельность, которая кодирует разные части белка CLRN1, причем каждая из кодируемых частей кодирует 

до 80% SEQ ID NO: 7 (например, до 10, до 20, до 30, до 40, до 50, до 60 или до 70% SEQ ID NO: 7) при 

условии, что каждая из кодируемых частей не перекрывается. 

Как описано в примере 10, каждый по меньшей мере из двух векторов нуклеиновых кислот может 

дополнительно содержать инвертированный концевой повтор (ITR) для обеспечения рекомбинации "го-

лова к хвосту". В дальнейшем ITR будет удален путем сплайсинга. Примеры ITR и последовательностей 

акцептора сплайсинга и/или последовательностей донора сплайсинга известны в данной области техники 

и описаны в примере 10. 

Пример 13. Стратегия транс-сплайсинга гибридного вектора с использованием двух изоформ 

CLRN1. 

По меньшей мере два разных вектора нуклеиновых кислот (например, векторы на основе AAV) мо-

гут быть использованы для восстановления активного гена CLRN1 (например, полноразмерного гена 

CLRN1) в клетке после межмолекулярной конкатамеризации и транс-сплайсинга. См., например, Yan et 

al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97:12; 6716-6721, 2000, включены в данный документ полностью. 

В некоторых примерах будут применяться два разных вектора нуклеиновых кислот. Первый вектор 

нуклеиновой кислоты может содержать промотор (например, любой из описанных в данном документе 

промоторов), первую кодирующую последовательность, которая кодирует N-концевую часть белка 

CLRN1, расположенную на 3' промотора (например, часть любого размера из описанного в данном до-

кументе белка CLRN1, и/или любую из N-концевых частей описанного в данном документе белка 

CLRN1), и последовательность донора сплайсинга, расположенную на 3'-конце первой кодирующей по-

следовательности. 

Второй вектор нуклеиновой кислоты может содержать последовательность акцептора сплайсинга, 

вторую кодирующую последовательность, которая кодирует С-концевую часть белка CLRN1 (т.е. всю 

часть белка CLRN1, которая не включена в N-концевую часть), расположенную на 3'-конце последова-

тельности акцептора сплайсинга (например, часть любого размера описанного в данного документе бел-

ка CLRN1 и/или любую из С-концевых частей описанного в данном документе белка CLRN1), и сиг-

нальную последовательность полиаденилирования на 3'-конце второй кодирующей последовательности 

(например, любой из описанных в данном документе последовательностей полиаденилирования). 

В некоторых вариантах осуществления каждая из кодируемых частей имеет длину по меньшей мере 

30 аминокислотных остатков (например, по меньшей мере 50 аминокислот, по меньшей мере 75 амино-

кислот или по меньшей мере 100 аминокислот в длину), аминокислотные последовательности двух ко-

дируемых частей не перекрываются друг с другом, и ни один из двух разных векторов не кодирует ак-

тивный белок CLRN1 (например, полноразмерный белок CLRN1). 

В некоторых вариантах осуществления каждый по меньшей мере из двух разных векторов содержит 

кодирующую последовательность, которая кодирует отличную часть первой изоформы белка CLRN1 

(например, SEQ ID NO: 3). В некоторых вариантах осуществления каждый по меньшей мере из двух раз-

ных векторов содержит кодирующую последовательность, которая кодирует разные части белка CLRN1, 

причем каждая из кодируемых частей кодирует до 80% аминокислотной последовательности  

SEQ ID NO: 3 (например, до 10, 20, 30, до 40, 50, 60 или до 70% SEQ ID NO: 3) при условии, что каждая 

из кодируемых частей не перекрывается с другой. 



045887 

- 88 - 

В некоторых вариантах осуществления один по меньшей мере из двух разных векторов нуклеино-

вых кислот дополнительно содержит последовательность, которая кодирует вторую изоформу белка 

CLRN1 (например, SEQ ID NO: 5). В некоторых вариантах осуществления каждый по меньшей мере из 

двух разных векторов содержит кодирующую последовательность, которая кодирует разные части белка 

CLRN1, причем каждая из кодируемых частей кодирует до 80% аминокислотной последовательности 

SEQ ID NO: 5 (например, до 10, 20, 30, до 40, 50, 60 или до 70% SEQ ID NO: 5) при условии, что каждая 

из кодируемых частей не перекрывается с другой. 

В некоторых вариантах осуществления каждый по меньшей мере из дву разных векторов содержит 

кодирующую последовательность, которая кодирует другую часть второй изоформы белка CLRN1. В 

некоторых вариантах осуществления один по меньшей мере из двух разных векторов нуклеиновых ки-

слот дополнительно содержит последовательность, которая кодирует первую изоформу белка CLRN1. 

При введении в клетку млекопитающего (например, любую из клеток млекопитающих, описанных 

в данном документе) происходит сплайсинг между последовательностью донора сплайсинга и последо-

вательностью акцептора сплайсинга, тем самым образуя рекомбинированную нуклеиновую кислоту, ко-

торая кодирует активный белок CLRN1 (например, полноразмерный белок CLRN1). 

Неограничивающие примеры таких векторов показаны на фиг. 1, 2, 4, 7-10 и 12-24. 

Пример 14. Экспрессия CLRN1 в клетках HEK293FT. 

Клетки HEK293FT трансфицировали иллюстративными векторами CLRN. Через 48 ч после транс-

фекции получали лизаты клеток HEK293FT и определяли экспрессию белка CLRN1 с помощью вестерн-

блоттинга. Как показано на фиг. 25-31, белок CLRN1 был обнаружен во всех тестируемых образцах. Этот 

результат подтвердил, что белок CLRN1 может экспрессироваться с помощью описанных в данном до-

кументе иллюстративных векторов CLRN1. 

На фиг. 32 показано, что клетки HEK293FT, трансфицированные вектором CLRN1-6eGFP, экспрес-

сировали высокие уровни GFP уже через 72 ч после трансфекции. Через 24 ч после трансфекции не-

сколько клеток HEK293FT экспрессировали GFP после трансфекции вектором CLRN1-e6GFP с MOI 

8.41E+04 и 2.53Е+05. Через 72 ч после трансфекции большинство клеток HEK293FT, трансфицирован-

ных вектором CLRN1-e6GFP с MOI 2.53E+05, экспрессировали GFP, тогда как только некоторые клетки 

HEK293FT, трансфицированные вектором CLRN1-e6GFP с MOI 8.41E+04, экспрессировали GFP. Как 

показано на фиг. 33, CLRN1 экспрессировался на высоких уровнях в клетках HEK293FT, трансфициро-

ванных вектором CLRN-0, вектором CLRN-3 и вектором CLRN-13. 

Пример 15. Мышиные эксплантаты улитки Р2 с экспрессией CLRN1. 

Эксплантаты улитки Р2 от мышей ДТ инфицировали через 16 ч после посева и собирали на РНК и 

иммунофлуоресценцию через 72 ч после инфицирования. Как показано на фиг. 34, CLRN1 эффективно 

экспрессируется в эксплантатах улитки. Как показано на фиг. 35, наружные волосковые клетки (НВК) и 

внутренние волосковые клетки (ВВК) эксплантатов улитки Р2 экспрессируют Муо7а при трансфекции 

вектором CLRN-0 (1.3E10 вг/улитка), CLRN-3 (9.9E09 вг/улитка) и CLRN-13 (1.0E10 вг/улитка). Транс-

фекция любым вектором не нарушала структурную целостность НВК или ВВК улитки. Таким образом, 

на фиг. 35 показано отсутствие токсичности конструктов CLRN1 с жизнеспособными и организованны-

ми наружными волосковыми клетками (НВК), внутренними волосковыми клетками (ВВК) и стереоцили-

арными пучками. Как показано на фиг. 36, экспрессия eGFP с CLRN1-3'UTR, по-видимому, определяет 

трансдукцию по сравнению с одним промотором CAG. Эксплантаты улитки, инфицированные 1Е09 

AAV/Anc80.CAG.eGFP, экспрессировали Муо7а во внутренних волосковых клетках. Эксплантаты улит-

ки, инфицированные 1Е09 AAV/Anc80.CAG.eGFP.CLRN-3'UTR, экспрессировали Му07а как в НВК, так 

и в ВВК. Более высокую трансдукцию и коэкспрессию CLRN1 наблюдали в НВК эксплантатов улитки, 

инфицированных AAV/Anc80.CAG.eGFP.CLRN-3'UTR. Экспрессия GFP в эксплантатах улитки, инфи-

цированных AAV/Anc80.CAG.eGFP.CLRN-3'UTR, была ограничена НВК. 

Другие варианты осуществления 

Следует понимать, что, хотя изобретение описано в связи с его подробным описанием, приведенное 

выше описание предназначено для иллюстрации и не ограничивает объем изобретения, который опреде-

ляется объемом прилагаемой формулы изобретения. Другие аспекты, преимущества и модификации на-

ходятся в рамках объема следующей формулы изобретения. 

Все публикации, заявки на патенты, патенты и другие ссылки, упомянутые в данном документе, 

полностью включены в данный документ посредством ссылки. В случае конфликта данное описание, 

включая определения, будет иметь преимущественную силу. Заголовки разделов и любые описания ма-

териалов, способов и примеров являются только иллюстративными и не предназначены для ограничения. 
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Перечень последовательностей 

SEQ ID NO: 1 - Изоформа D человеческого полноразмерного белка CLRN1 дикого типа: 

 
SEQ ID NO: 2 - кДНК изоформы D человеческого CLRN1 дикого типа: 

 
SEQ ID NO: 3 - Изоформа А человеческого полноразмерного белка CLRN1 дикого типа: 

 
SEQ ID NO: 4 - кДНК изоформы А человеческого CLRN1 дикого типа: 

 
SEQ ID NO: 5 - Изоформа С человеческого полноразмерного белка CLRN1 дикого типа: 

 
SEQ ID NO: 6 - кДНК изоформы С человеческого CLRN1 дикого типа: 

 
SEQ ID NO: 7 - Изоформа Е человеческого полноразмерного белка CLRN1 дикого типа: 

 
SEQ ID NO: 8 - кДНК изоформы E человеческого CLRN1 дикого типа: 
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SEQ ID NO: 9 - Геномная последовательность человеческого CLRN1 дикого типа: 
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SEQ ID NO: 10 - Изоформа 1 мышиного белка CLRN1: 

 
SEQ ID NO: 11 - Белок CLRN1 собаки: 

 



045887 

- 105 - 

SEQ ID NO: 12 - 5'-UTR: 

 
SEQ ID NO: 13 - 5'-ITR: 

 
SEQ ID NO: 14 - 3'-ITR: 

 
SEQ ID NO: 15 - 3'-UTR: 
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SEQ ID NO: 16 - Химерный интрон: 

 
SEQ ID NO: 17 - Энхансер CMV: 

 
SEQ ID NO: 18 - Промотор СВА: 

 
SEQ ID NO: 19 - tGFP: 

 
SEQ ID NO: 20 - Поли-А гормона роста крупного рогатого скота: 

 
SEQ ID NO: 21 - Сигнал полиаденилирования растворимого нейропилина-1: 

 
SEQ ID NO: 22 - Последовательность донора сплайсинга: 

 
SEQ ID NO: 23 - Последовательность акцептора сплайсинга: 

 
SEQ ID NO: 24 - 3'-ITR: 

 
SEQ ID NO: 25 - ITR: 
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SEQ ID NO: 26 - sh-химерный интрон: 

: 

SEQ ID NO: 27 - 3'-UTR 600A: 

 
SEQ ID NO: 28 - 3'-UTR 600B: 

 
SEQ ID NO: 29 - 3'-UTR 600C: 

 

 
SEQ ID NO: 30 - FP: 

 
SEQ ID NO: 31 - T2A 

 
SEQ ID NO: 32 - eGFP: 

 
SEQ ID NO: 33 - Мус: 

 
SEQ ID NO: 34 - HA: 

 
SEQ ID NO: 35 - Метка 3xFLAG: 
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SEQ ID NO: 36-3'-UTR 1357 

 

 
SEQ ID NO: 37 - 3'-UTR 1406: 

 
SEQ ID NO: 38 - Эпитоп антитела к CLRN1: 
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SEQ ID NO: 39 - CLRN-0: 

 

 



045887 

- 110 - 

 
SEQ ID NO: 40 - CLRN-1: 
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SEQ ID NO: 41 - CLRN-2eGFP: 
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SEQ ID NO: 42 - CLRN-3: 
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SEQ ID NO: 43 - CLRN-4: 
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SEQ ID NO: 44 - CLRN-6eGFP: 
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SEQ ID NO: 45 - CLRN-7eGFP: 
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SEQ ID NO: 46 - CLRN-8: 

 



045887 

- 122 - 

 
SEQ ID NO: 47 - CLRN-9: 
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SEQ ID NO: 48 - CLRN-10: 
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SEQ ID NO: 49 - CLRN-10myc: 
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SEQ ID NO: 50 - CLRN-10NF: 
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SEQ ID NO: 51 - CLRN-11: 
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SEQ ID NO: 52 - CLRN-11myc: 
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SEQ ID NO: 53 - CLRN-11NF: 
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SEQ ID NO: 54 - CLRN-12: 
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SEQ ID NO: 55 - CLRN-13: 
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SEQ ID NO: 56 - CLRN-14: 
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SEQ ID NO: 57 - CLRN-15: 
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SEO ID NO: 58 - CLRN-16: 
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SEQ ID NO: 59 - CLRN-17: 
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SEQ ID NO: 60 - CLRN-18: 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Композиция для увеличения экспрессии изоформы 1 белка CLRN1 в клетке млекопитающего, со-

держащая единичный вектор нуклеиновой кислоты на основе AAV, где вектор содержит: 

(i) 5'-ITR; 

(ii) энхансер цитомегаловируса (CMV); 

(iii) промотор β-актина курицы (СВА); 

(iv) химерный интрон, содержащий последовательность SEQ ID NO: 16; 

(v) 5' (нетранслируемые области) UTR; 

(vi) кодирующую последовательность, кодирующую изоформу белка CLRN1 с SEQ ID NO: 3, 

где кодирующая последовательность содержит нуклеотидную последовательность, охватывающую 

два последовательных экзона геномной ДНК CLRN1 и лишенную интронной последовательности между 

двумя последовательными экзонами; 

(vii) 3'-UTR; 

(viii) сигнальную последовательность полиаденилирования и 

(ix) 3'-ITR. 

2. Композиция по п.1, где энхансер CMV содержит последовательность SEQ ID NO: 17. 

3. Композиция по п.1 или 2, где промотор СВА содержит по меньшей мере 80 смежных нуклеоти-

дов из SEQ ID NO: 18. 

4. Композиция по любому из пп.1-3, где 5'-UTR содержит по меньшей мере 10 смежных нуклеоти-
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дов последовательности SEQ ID NO: 12. 

5. Композиция по п.4, где 5'-UTR содержит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов последова-

тельности SEQ ID NO: 12. 

6. Композиция по п.5, где 5'-UTR содержит по меньшей мере 50 смежных нуклеотидов последова-

тельности SEQ ID NO: 12. 

7. Композиция по п.6, где 5'-UTR содержит по меньшей мере 80 смежных нуклеотидов последова-

тельности SEQ ID NO: 12. 

8. Композиция по любому из пп.1-3, где 5'-UTR содержит последовательность SEQ ID NO: 12. 

9. Композиция по любому из пп.1-8, где кодирующая последовательность, кодирующая изоформу 

белка CLRN1, содержит последовательность SEQ ID NO: 4. 

10. Композиция по любому из пп.1-9, где кодирующая последовательность, кодирующая изоформу 

белка CLRN1, состоит из SEQ ID NO: 4. 

11. Композиция по любому из пп.1-10, где 3'-UTR содержит по меньшей мере 10 смежных нуклео-

тидов из SEQ ID NO: 15. 

12. Композиция по п.11, где 3'-UTR содержит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов из  

SEQ ID NO: 15. 

13. Композиция по п.12, где 3'-UTR содержит по меньшей мере 50 смежных нуклеотидов из  

SEQ ID NO: 15. 

14. Композиция по п.13, где 3'-UTR содержит по меньшей мере 80 смежных нуклеотидов из  

SEQ ID NO: 15. 

15. Композиция по любому из пп.1-14, где последовательность сигнала полиаденилирования со-

держит сигнал поли(А) бычьего гормона роста. 

16. Композиция по п.15, где сигнал поли(А) бычьего гормона роста содержит последовательность 

SEQ ID NO: 20. 

17. Композиция по любому из пп.1-16, где 5'-ITR содержит по меньшей мере 50 смежных нуклео-

тидов из SEQ ID NO: 14. 

18. Композиция по любому из пп.1-17, где единичный вектор нуклеиновой кислоты представляет 

собой вектор AAV. 

19. Композиция по любому из пп.1-18, дополнительно содержащая фармацевтически приемлемый 

наполнитель. 

20. Набор для повышения экспрессии изоформы 1 белка CLRN1 в клетке млекопитающего, содер-

жащий композицию по любому из пп.1-19. 

21. Набор по п.20, дополнительно содержащий предварительно заполненный шприц, содержащий 

композицию. 

22. Применение композиции для повышения экспрессии изоформы 1 белка CLRN1 в клетке млеко-

питающего по любому из пп.1-19, отличающееся тем, что она полезна для получения лекарственного 

средства, пригодного для лечения потери слуха у млекопитающего. 

23. Применение композиции для повышения экспрессии изоформы 1 белка CLRN1 в клетке млеко-

питающего по любому из пп.1-19, отличающееся тем, что она полезна для получения лекарственного 

средства, подходящего для лечения синдрома Ушера типа III у млекопитающего. 

24. Применение по п.22 или 23, где млекопитающим является человек. 

25. Применение по п.24, где у человека синдром Ушера типа III. 

26. Применение по любому из пп.22-25, где млекопитающее ранее было идентифицировано как 

имеющее дефектный ген CLRN1. 

27. Применение по любому из пп.22 и 24-26, где потеря слуха связана с синдромом Ушера типа III. 

28. Применение по любому из пп.22 и 24-27, где лекарственное средство составлено для введения в 

улитку млекопитающего. 

29. Применение по п.28, где лекарственное средство составлено для введения во внутреннюю во-

лосковую клетку или наружную волосковую клетку улитки. 

30. Применение по любому из пп.23-26, где лекарственное средство составлено для введения в глаз 

млекопитающего. 

31. Применение по п.30, где лекарственное средство составлено для введения в клетку сетчатки  

глаза. 
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