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Ссылка на родственные заявки 

В данном изобретении испрашивается приоритет по предварительной заявке США № 62/749982, 
поданной 24 октября 2018 г., которая полностью включена в настоящий документ посредством ссылки. 

1. Область техники изобретения 

Раскрытый в данном документе предмет изобретения в целом относится к полинуклеотидам, поли-
пептидам, клеткам, векторам, применениям и наборам, относящимся к миниатюризированному дистро-
фину. 

2. Уровень техники 

Мышечная дистрофия Дюшенна (DMD) является рецессивно-наследственным, приводящим к атро-
фии мышц заболеванием, которое поражает приблизительно 1 из 3500 мужчин. DMD вызывается мута-
циями в гене дистрофина, который расположен на Х-хромосоме. Мутации в данном гене приводят к 
аберрантной или отсутствующей экспрессии белка дистрофина. 

Дистрофин представляет собой ключевой компонент белкового комплекса, который отвечает за ре-
гулирование целостности и функции мышечных клеток. Пациенты с DMD обычно в детстве теряют спо-
собность физически поддерживать себя и со временем становятся все слабее. Такое прогрессивное исто-
щение скелетных мышц и сердечной дисфункции обычно приводят к потере возможности передвигаться 
и преждевременной смерти, в первую очередь, из-за сердечной или дыхательной недостаточности. В 
прошлом предпринимались попытки лечения DMD. Однако, доступные варианты лечения были значи-
тельно ограничены из-за большого размера комплементарной ДНК (кДНК) (приблизительно 13,9 тысяч 
пар нуклеотидов (т.п.н.)) дистрофина дикого типа, которую нельзя вводить пациентам с DMD и экспрес-
сировать у них с использованием стандартных вирусных векторов, включая аденоассоциированный ви-
рус (AAV), который не может переносить более 4,9 т.п.н. гетерологичной ДНК. Следовательно, сущест-
вует потребность в разработке рекомбинантного гена дистрофина, который можно было бы эффективно 
упаковать в вектор для генной терапии. Было показано, что векторы аденоассоциированного вируса 
(AAV) применимы в подходах генной терапии, направленных на исправление генетических недостатков, 
приводящих к понижению уровней экспрессии белка или ее отсутствию (Nathwani et al. - A.M. Keeler et 
al.), и потенциально применимы для нокдауна генов, редактирования или модификации генома и моду-
ляции некодирующей РНК (Valdmanis et al., 2017). Упаковка всей кДНК мышечно-специфической изо-
формы дистрофина в один капсид rAAV не может быть легко обеспечена из-за большого размера кДНК 
дистрофина. Предыдущие исследования были сосредоточены на разработке небольших генетических 
конструкций, которые экспрессируют только определенные домены дистрофина. См. патенты США №№ 
6869777 и 8501920, каждый из которых включен посредством ссылки. Однако данные подходы имели 
лишь ограниченный успех. Остается потребность в более точных и эффективных инструментах генной 
терапии для лечения пациентов с мутациями в гене дистрофина, и, в частности, потребность в разработке 
рекомбинантного гена дистрофина, который может быть эффективно упакован в вектор для генной тера-
пии. 

3. Сущность изобретения 

В настоящем изобретении обеспечивается молекула нуклеиновой кислоты, содержащая нуклеотид-
ную последовательность, которая кодирует полипептид миниатюризированного дистрофина, содержа-
щий, от N-конца к С-концу, шарнирный 1 (hinge 1 (H1)) домен, домен спектринового повтора 1 (repeat 1 
(R1)), домен спектринового повтора 3 (R3), шарнирный 2 (Н2) домен, домен спектринового повтора 16 
(R16), домен спектринового повтора 17 (R17), домен спектринового повтора 24 (R24) и шарнирный 4 
(Н4) домен дистрофина, где полипептид миниатюризированного дистрофина не содержит спектринового 
повтора 2 дистрофина. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина не содер-
жит домен спектринового повтора 2 (R2), домен спектринового повтора 4 (R4), домен спектринового 
повтора 5 (R5), домен спектринового повтора 6 (R6), домен спектринового повтора 7 (R7), домен спек-
тринового повтора 8 (R8), домен спектринового повтора 9 (R9), домен спектринового повтора 10 (R10), 
домен спектринового повтора 11 (R11), домен спектринового повтора 12 (R12), домен спектринового 
повтора 13 (R13), домен спектринового повтора 14 (R14), домен спектринового повтора 15 (R15), домен 
спектринового повтора 18 (R18), домен спектринового повтора 19 (R19), домен спектринового повтора 
20 (R20), домен спектринового повтора 21 (R21), домен спектринового повтора 22 (R22), домен спектри-
нового повтора 23 (R23) или любую их комбинацию. В некоторых вариантах осуществления домен R1 
непосредственно слит с доменом R3 посредством пептидной связи. В некоторых вариантах осуществле-
ния домен R1 и домен R3 слиты посредством аминокислот аргинин-валин (ARG-VAL, RV). В некоторых 
вариантах осуществления домен Н2 и домен R16 слиты посредством линкера. 

В некоторых вариантах осуществления линкер содержит аминокислотную последовательность, ко-
торая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, 
по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по 
меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 75 (IHT-
VREE TMMVMTEDMP LEI), причем аминокислотная последовательность способна улучшать передачу 
сигнала нейрональной синтазы оксида азота (Neuronal Nitric Oxide Synthase, nNOS). В некоторых вариан-
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тах осуществления в данном документе раскрыта молекула нуклеиновой кислоты, содержащая нуклео-
тидную последовательность, которая кодирует аминокислотную последовательность, содержащую по-
следовательность SEQ ID NO: 75 (IHTVREE TMMVMTEDMP LEI), где молекула нуклеиновой кислоты 
по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по 
меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по мень-
шей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 100 (ATCCA-
CACCGTGCGGGAAGAGACAATGATGGTCATGACAGAGGAC ATGCCCCTGGAAATC), причем ами-
нокислотная последовательность способна улучшать передачу сигнала nNOS. В некоторых вариантах 
осуществления аминокислотная последовательность представляет собой линкер, соединяющий первый 
домен дистрофина со вторым доменом дистрофина. В некоторых вариантах осуществления первый до-
мен дистрофина представляет собой домен Н2 и второй домен дистрофина представляет собой домен 
R16. В некоторых вариантах осуществления аминокислотная последовательность дополнительно содер-
жит последовательность, приведенную в SEQ ID NO: 74, на N-конце. 

В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты кодирует полипептид ми-
ниатюризированного дистрофина. В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризиро-
ванного дистрофина содержит, от N-конца к С-концу, шарнирный 1 (H1) домен, домен спектринового 
повтора 1 (R1), домен спектринового повтора 3 (R3), шарнирный 2 (Н2) домен, домен спектринового 
повтора 16 (R16), домен спектринового повтора 17 (R17), домен спектринового повтора 24 (R24) и шар-
нирный 4 (Н4) домен дистрофина. В некоторых вариантах осуществления домен R1 и домен R3 слиты 
посредством аминокислот ARG-VAL (RV), и где домен Н2 и домен R16 слиты посредством аминокис-
лотной последовательности, приведенной в SEQ ID NO: 74-75, в комбинации. В некоторых вариантах 
осуществления (i) домен H1 и домен R1 слиты непосредственно, (ii) домен R3 и домен Н2 слиты непо-
средственно, (iii) домены R16 и R17 слиты непосредственно, (iv) домены R17 и R24 слиты непосредст-
венно, или (v) домены R24 и Н4 слиты непосредственно, или (vi) любая их комбинация. В некоторых 
вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина дополнительно содержит до-
мен ABD1 и/или домен CR. В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного 
дистрофина состоит по существу из или состоит из, от N-конца до С-конца, домена ABD1, домена H1, 
домена R1, аминокислот RV, домена R3, домена Н2, аминокислотной последовательности, приведенной 
в SEQ ID NO: 74-75, домена R16, домена R17, домена R24, домена Н4 и домена CR дистрофина. 

В некоторых вариантах осуществления домен H1 представляет собой аминокислотную последова-
тельность, которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на 
около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 
97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична по-
следовательности SEQ ID NO: 69. В некоторых вариантах осуществления домен R1 представляет собой 
аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на око-
ло 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, 
по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на 
около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 70. В некоторых вариантах осуществления до-
мен R3 представляет собой аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 
80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по 
меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по мень-
шей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 72. В некоторых 
вариантах осуществления домен Н2 представляет собой аминокислотную последовательность, которая 
по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по 
меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по мень-
шей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательно-
сти SEQ ID NO: 73. В некоторых вариантах осуществления домен R16 представляет собой аминокислот-
ную последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 76. В некоторых вариантах осуществления домен R17 
представляет собой аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, по 
меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по мень-
шей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей 
мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 77. В некоторых вари-
антах осуществления домен R24 представляет собой аминокислотную последовательность, которая по 
меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по мень-
шей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей 
мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности 
SEQ ID NO: 78. В некоторых вариантах осуществления домен Н4 представляет собой аминокислотную 
последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по мень-
шей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей 
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мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% 
идентична последовательности SEQ ID NO: 79. В некоторых вариантах осуществления полипептид ми-
ниатюризированного дистрофина дополнительно содержит на N-конце аминокислотную последователь-
ность, которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на око-
ло 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, 
по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последо-
вательности SEQ ID NO: 68. В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного 
дистрофина дополнительно содержит на С-конце аминокислотную последовательность, которая по 
меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по мень-
шей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей 
мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности 
SEQ ID NO: 80. В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина 
содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей 
мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на 
около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 
99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 118. В некоторых вариантах осуще-
ствления нуклеотидная последовательность содержит последовательность, которая по меньшей мере на 
около 60%, по меньшей мере на около 65%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 
75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по 
меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по мень-
шей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична нуклеотидной 
последовательности SEQ ID NO: 133. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина проявляет 
одно или несколько свойств, выбранных из группы, состоящей из (i) более низкой пролиферации CD4 по 
сравнению с ВХА-027741, (ii) более низкой пролиферации CD8 по сравнению с ВХА-027741, (iii) более 
высокой экспрессии полипептида миниатюризированного дистрофина, чем ВХА-027741, и (iv) любой их 
комбинации. В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты содержит нуклео-
тидную последовательность, которая кодирует полипептид миниатюризированного дистрофина, содер-
жащий домен спектринового повтора 1 (R1) и домен спектринового повтора 16 (R16), где домен R1 и 
домен R16 слиты посредством линкера, содержащего аминокислотную последовательность, приведен-
ную в SEQ ID NO: 84 (IHTVREETMMVMTEDMPLEI). В некоторых вариантах осуществления молекула 
нуклеиновой кислоты содержит нуклеотидную последовательность, которая кодирует полипептид ми-
ниатюризированного дистрофина, содержащий, от N-конца к С-концу, шарнирный 1 (H1) домен, домен 
спектринового повтора 1 (R1), домен спектринового повтора 16 (R16), домен спектринового повтора 17 
(R17), шарнирный 3 (H3) домен, домен спектринового повтора 23 (R23), домен спектринового повтора 24 
(R24) и шарнирный 4 (Н4) домен дистрофина, где домен R1 и домен R16 слиты посредством аминокис-
лотной последовательности, приведенной в SEQ ID NO: 84 (IHTVREETMMVMTEDMPLEI). В некото-
рых вариантах осуществления (i) домен H1 и домен R1 слиты непосредственно, (ii) домены R16 и R17 
слиты непосредственно, (iii) домены R17 и H3 слиты непосредственно, (iv) R23 и R24 домены слиты не-
посредственно, или (v) домены R24 и Н4 слиты непосредственно, или (vi) любая их комбинация. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина не содер-
жит домен спектринового повтора 2 (R2), домен спектринового повтора 3 (R3), домен спектринового 
повтора 4 (R4), домен спектринового повтора 5 (R5), домен спектринового повтора 6 (R6), домен спек-
тринового повтора 7 (R7), домен спектринового повтора 8 (R8), домен спектринового повтора 9 (R9), 
домен спектринового повтора 10 (R10), домен спектринового повтора 11 (R11), домен спектринового 
повтора 12 (R12), домен спектринового повтора 13 (R13), домен спектринового повтора 14 (R14), домен 
спектринового повтора 15 (R15), домен спектринового повтора 18 (R18), домен спектринового повтора 
19 (R19), домен спектринового повтора 20 (R20), домен спектринового повтора 21 (R21) и/или домен 
спектринового повтора 22 (R22). 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина дополни-
тельно содержит домен ABD1 и/или домен CR. В некоторых вариантах осуществления полипептид ми-
ниатюризированного дистрофина состоит по существу из или состоит из, от N-конца до С-конца, домена 
ABD1, домена H1, домена R1, аминокислотной последовательности, приведенной в SEQ ID NO: 84, до-
мена R16, домена R17, домена Н3, домена R23, домена R24, домена Н4 и домена CR дистрофина. В неко-
торых вариантах осуществления домен H1 представляет собой аминокислотную последовательность, 
которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, 
по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по 
меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последова-
тельности SEQ ID NO: 82. В некоторых вариантах осуществления домен R1 представляет собой амино-
кислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, 
по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по 
меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на око-
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ло 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 83. В некоторых вариантах осуществления домен 
R16 представляет собой аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, 
по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по 
меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по мень-
шей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 85. В некоторых 
вариантах осуществления домен R17 представляет собой аминокислотную последовательность, которая 
по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по 
меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по мень-
шей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательно-
сти SEQ ID NO: 86. В некоторых вариантах осуществления домен Н3 представляет собой аминокислот-
ную последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 87. В некоторых вариантах осуществления домен R23 
представляет собой аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, по 
меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по мень-
шей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей 
мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 88. В некоторых вари-
антах осуществления домен R24 представляет собой аминокислотную последовательность, которая по 
меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по мень-
шей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей 
мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности 
SEQ ID NO: 89. В некоторых вариантах осуществления домен Н4 представляет собой аминокислотную 
последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по мень-
шей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей 
мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% 
идентична последовательности SEQ ID NO: 90. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина дополни-
тельно содержит на N-конце аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 
80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по 
меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по мень-
шей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 81. В некоторых 
вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина дополнительно содержит на 
С-конце аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере 
на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на око-
ло 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% 
или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 91. В некоторых вариантах осуществле-
ния полипептид миниатюризированного дистрофина содержит аминокислотную последовательность, 
которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, 
по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по 
меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последова-
тельности SEQ ID NO: 132 или SEQ ID NO: 132, где С-концевой домен удален. В некоторых вариантах 
осуществления нуклеотидная последовательность содержит последовательность, которая по меньшей 
мере на около 60%, по меньшей мере на около 65%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на 
около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 
90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по 
меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична нуклеотид-
ной последовательности SEQ ID NO: 147 или SEQ ID NO: 148 или SEQ ID NO: 149. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина демонст-
рирует более высокую экспрессию полипептида миниатюризированного дистрофина, чем ВХА-196481. 

В некоторых вариантах осуществления экспрессия полипептида миниатюризированного дистрофи-
на по меньшей мере в около 1,5 раза, по меньшей мере в около 1,6 раза, по меньшей мере в около 1,7 ра-
за, по меньшей мере в около 1,8 раза, по меньшей мере в около 1,9 раза, по меньшей мере в около 2 раза, 
по меньшей мере в около 2,1 раза, по меньшей мере в около 2,2 раза, по меньшей мере в около 2,3 раза, 
по меньшей мере в около 2,4 раза, по меньшей мере в около 2,5 раза, по меньшей мере в около 2,6 раза, 
по меньшей мере в около 2,7 раза, по меньшей мере в около 2,8 раза, по меньшей мере в около 2,9 раза 
или по меньшей мере в около 3 раза выше, чем экспрессия полипептида ВХА-196481. 

В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты дополнительно содержит 
промотор. В некоторых вариантах осуществления промотор представляет собой тканеспецифический 
промотор. В некоторых вариантах осуществления промотор управляет экспрессией терапевтического 
белка в гепатоцитах, мышечных клетках, эндотелиальных клетках, нейрональных клетках, синусоидаль-
ных клетках или в любой их комбинации. В некоторых вариантах осуществления промотор выбран из 
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группы, состоящей из промотора тиретина мыши (mTTR), промотора эндогенного фактора VIII человека 
(F8), промотора альфа-1-антитрипсина человека (hAAT), минимального промотора альбумина человека, 
промотора альбумина мыши, промотора тристетрапролина (ТТР), промотора CASI, промотора гена си-
напсина 1, промотора CAG, промотора цитомегаловируса (CMV), α1-антитрипсина (ААТ), мышечной 
креатинкиназы (MCK), тяжелой цепи альфа-миозина (αМНС), миоглобина (MB), десмина (DES), SPc5-
12, 2R5Sc5-12, dMCK, tMCK и промотора фосфоглицераткиназы (PGK). 

В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты дополнительно содержит 
интронную последовательность. В некоторых вариантах осуществления интронная последовательность 
расположена в направлении 5' от нуклеотидной последовательности, кодирующей полипептид миниатю-
ризированного дистрофина. В некоторых вариантах осуществления интронная последовательность рас-
положена в направлении 3' от промотора. В некоторых вариантах осуществления интронная последова-
тельность включает синтетическую интронную последовательность. В некоторых вариантах осуществ-
ления молекула нуклеиновой кислоты дополнительно содержит посттранскрипционный регуляторный 
элемент. В некоторых вариантах осуществления посттранскрипционный регуляторный элемент распо-
ложен в направлении 3' от нуклеотидной последовательности, кодирующей полипептид миниатюризиро-
ванного дистрофина. В некоторых вариантах осуществления посттранскрипционный регуляторный эле-
мент содержит мутантный посттранскрипционный регуляторный элемент вируса гепатита сурка (WPRE), 
сайт связывания микроРНК или целевую последовательность ядерной ДНК, или любую их комбинацию. 

В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты дополнительно содержит 
3'UTR-поли(А) хвостовую последовательность. В некоторых вариантах осуществления 3'UTR-поли(А) 
хвостовая последовательность выбрана из группы, состоящей из поли(А) bGH, поли(А) актина, поли(А) 
гемоглобина, и любой их комбинации. В некоторых вариантах осуществления 3'UTR-поли(А) хвостовая 
последовательность включает поли(А) bGH. 

В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты дополнительно содержит 
энхансерную последовательность. 

В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты дополнительно содержит 
первый ITR и/или второй ITR. В некоторых вариантах осуществления первый ITR и второй ITR иден-
тичны. В некоторых вариантах осуществления первый ITR и/или второй ITR получены из аденоассоции-
рованного вируса. 

В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты содержит гетерологичный 
фрагмент. В некоторых вариантах осуществления гетерологичный фрагмент выбран из группы, состоя-
щей из альбумина или его фрагмента, Fc-области иммуноглобулина, С-концевого пептида (СТР) β-
субъединицы хорионического гонадотропина человека, последовательности PAS, последовательности 
НАР, трансферрина или его фрагмента, альбумин-связывающего фрагмента или его производного и лю-
бой их комбинации. 

В некоторых вариантах осуществления обеспечивается вектор, содержащий молекулу нуклеиновой 
кислоты, раскрытую в данном документе. В некоторых вариантах осуществления вектор выбран из груп-
пы, состоящей из аденовирусного вектора, ретровирусного вектора, поксвирусного вектора, бакулови-
русного вектора, вектора на основе вируса герпеса. В некоторых вариантах осуществления вектор пред-
ставляет собой вектор аденоассоциированного вируса (AAV). В некоторых вариантах осуществления 
вектор AAV выбран из AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10 и 
AAV11. В некоторых вариантах осуществления вектором AAV является AAV9. 

В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты или вектор, раскрытые в 
данном документе, приготовлены со средством доставки. В некоторых вариантах осуществления средст-
во доставки включает липидную наночастицу. В некоторых вариантах осуществления средство доставки 
выбрано из группы, состоящей из липосом, нелипидных полимерных молекул, эндосом и любой их ком-
бинации. В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты или вектор, раскрытые 
в данном документе, приготовлены для внутривенной, чрескожной, внутрикожной, подкожной, легочной 
или пероральной доставки или любой их комбинации. В некоторых вариантах осуществления молекула 
нуклеиновой кислоты или вектор, раскрытые в данном документе, приготовлены для внутривенной дос-
тавки. В некоторых вариантах осуществления обеспечивается полипептид, кодируемый молекулой нук-
леиновой кислоты или вектором, раскрытым в данном документе. В некоторых вариантах осуществления 
обеспечивается клетка-хозяин, содержащая описанную в данном документе молекулу нуклеиновой ки-
слоты. В некоторых вариантах осуществления клетка представляет собой клетку СНО, клетку HEK293, 
клетку HBK, клетку COS, клетку NSO или клетку НТ1080. 

В некоторых вариантах осуществления обеспечивается фармацевтическая композиция, содержащая 
(а) нуклеиновую кислоту, раскрытую в данном документе, вектор, раскрытый в данном документе, по-
липептид, раскрытый в данном документе, или клетку-хозяина, раскрытую в данном документе; и (b) 
фармацевтически приемлемое вспомогательное вещество. 

В некоторых вариантах осуществления обеспечивается набор, содержащий нуклеиновую кислоту, 
раскрытую в данном документе, вектор, раскрытый в данном документе, полипептид, раскрытый в дан-



046419 

- 6 - 

ном документе, клетку-хозяина, раскрытую в данном документе, или фармацевтическую композицию, 
раскрытую в данном документе, и инструкции по введению молекулы нуклеиновой кислоты субъекту, 
нуждающемуся в этом. 

В некоторых вариантах осуществления обеспечивается способ получения полипептида миниатюри-
зированного дистрофина, включающий: культивирование клетки-хозяина, раскрытой в данном докумен-
те, в подходящих условиях и выделение полипептида миниатюризированного дистрофина. 

В некоторых вариантах осуществления обеспечивается способ экспрессии полипептида миниатю-
ризированного дистрофина у субъекта, нуждающегося в этом, включающий введение субъекту нуклеи-
новой кислоты, раскрытой в данном документе, вектора, раскрытого в данном документе, клетки-
хозяина, раскрытой в данном документе, или фармацевтической композиции, раскрытой в данном доку-
менте. 

В некоторых вариантах осуществления обеспечивается способ лечения субъекта, страдающего за-
болеванием или состоянием, включающий введение субъекту нуклеиновой кислоты, раскрытой в данном 
документе, вектора, раскрытого в данном документе, полипептида, раскрытого в данном документе, 
клетки-хозяина, раскрытой в данном документе, или фармацевтической композиции, раскрытой в дан-
ном документе. В некоторых вариантах осуществления заболевание или состояние представляет собой 
заболевание, вызванное дефицитом дистрофина. В некоторых вариантах осуществления заболевание 
представляет собой саркопению, болезнь сердца, кахексию, мышечную дистрофию Дюшенна (DMD), 
мышечную дистрофию Беккера (BMD), Х-сцепленную дилатационную кардиомиопатию (XLDC), фацио-
скапуло-плечевую мышечную дистрофию, миотоническую мышечную дистрофию, конечностно-
поясничную дистрофию, окулофарингеальную мышечную дистрофию, мышечную дистрофию 

Эмери-Дрейфуса, дистальную мышечную дистрофию и/или врожденную мышечную дистрофию. В 
некоторых вариантах осуществления способ по любому из пп.86-89, отличающийся тем, что молекулу 
нуклеиновой кислоты, вектор, полипептид, клетку-хозяина или фармацевтическую композицию вводят 
внутривенно, чрескожно, внутрикожно, подкожно, перорально или легочно, или любую их комбинацию. 
В некоторых вариантах осуществления молекулу нуклеиновой кислоты, вектор, полипептид, клетку-
хозяина или фармацевтическую композицию вводят внутривенно, чрескожно, внутрикожно, подкожно, 
перорально или через легкие или посредством любой их комбинации. 

В некоторых вариантах осуществления способ дополнительно включает введение субъекту второго 
средства. 

В некоторых вариантах осуществления субъектом является человек. В некоторых вариантах осуще-
ствления введение субъекту молекулы нуклеиновой кислоты, вектора, полипептида, клетки-хозяина или 
фармацевтической композиции приводит к повышенной экспрессии белка дистрофина по сравнению с 
экспрессией белка дистрофина у субъекта до введения, причем экспрессия белка дистрофина увеличива-
ется по меньшей мере в около 2 раза, по меньшей мере в около 3 раза, по меньшей мере в около 4 раза, 
по меньшей мере в около 5 раз, по меньшей мере в около 6 раз, по меньшей мере в около 7 раз, по мень-
шей мере в около 8 раз, по меньшей мере в около 9 раз, по меньшей мере в около 10 раз, по меньшей ме-
ре в около 11 раз, по меньшей мере в около 12 раз, по меньшей мере в около 13 раз, по меньшей мере в 
около 14 раз, по меньшей мере в около 15 раз, по меньшей мере в около 20 раз, по меньшей мере в около 
25 раз, по меньшей мере в около 30 раз, по меньшей мере в около 35 раз, по меньшей мере в около 40 раз, 
по меньшей мере в около 50 раз, по меньшей мере в около 60 раз, по меньшей мере в около 70 раз, по 
меньшей мере в около 80 раз, по меньшей мере в около 90 раз или по меньшей мере в около 100 раз. 

В некоторых вариантах осуществления в данном документе раскрыта молекула нуклеиновой кисло-
ты, содержащая нуклеотидную последовательность, которая кодирует полипептид миниатюризирован-
ного дистрофина, содержащий шарнирный 2 (Н2) домен и домен спектринового повтора 16 (R16), где 
домен Н2 и домен R16 слиты посредством линкера, содержащего аминокислотную последовательность, 
приведенную в SEQ ID NO: 84 (IHTVREETMMVMTEDMPLEI). 

4. Краткое описание чертежей 

Фиг. 1 показывает схематическое изображение полноразмерного человеческого белка дистрофина. 
ABD1: актин-связывающий домен-1; Н# (например, H1): шарнирная область; R# (например, R1): домены 
спектрин-подобных повторов; ABD2: актин-связывающий домен-2; CR: богатый цистеином домен; С-
конц: С-концевой домен белка. 

Фиг. 2 показывает схематические изображения полипептидов миниатюризированного дистрофина 
ВХА-027741, ВХА-027742, ВХА-027743, ВХА-027744, ВХА-196480 и ВХА-196481, а также, в качестве 
ориентира, полноразмерный человеческий белок дистрофин из фиг. 1. 

Фиг. 3 показывает соотношение экспрессии полипептида миниатюризированного дистрофина и 
экспрессии мРНК миниатюризированного дистрофина в полученных из изогенных индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток (iPSC) человеческих сердечных миоцитах (iCM) (несущих прежде-
временный стоп-кодон Е2035Х в гене дистрофина, который предотвращает эндогенную экспрессию дис-
трофина) после трансфекции плазмид, экспрессирующих указанные полипептиды миниатюризированно-
го дистрофина. 

Фиг. 4 показывает схематическое изображение полипептида миниатюризированного дистрофина 
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ВХА-027743 (SEQ ID NO: 132), а также аминокислотную последовательность его соединительных участ-
ков J1 и J7, которые, как указано, обладают относительно низкой иммуногенностью. 

Фиг. 5 показывает схематическое изображение полипептида миниатюризированного дистрофина 
ВХА-027741 (SEQ ID NO: 129) со стрелками, указывающими на его соединительные участки J10, J11 и 
J9. 

Фиг. 6А представляет гистограмму, показывающую долю образцов, среди протестированной пане-
ли клеток из 40 образцов, которые были обработаны различными соединительными пептидами, как ука-
зано, и имели пролиферирующие клетки CD4+ (каждый цветной квадрат представляет образец от одного 
пациента). Фиг. 6В представляет гистограмму, показывающую долю образцов, среди протестированной 
панели клеток из 40 образцов, которые были обработаны различными соединительными пептидами, как 
указано, и имели пролиферирующие клетки CD8+ (каждый цветной квадрат представляет образец от 
одного пациента). 

Фиг. 7 показывает схематическое изображение полипептида миниатюризированного дистрофина 
ВХА-196473 (SEQ ID NO: 119). 

Фиг. 8А показывает схематическое изображение полипептида миниатюризированного дистрофина 
ВХА-196477 (SEQ ID NO: 118). RV: дипептид аргинин-валин между R1 и R3; SEAQ: пептид серин-
глутаминовая кислота-аланин-глутамин. Фиг. 8В показывает трехмерный фолд вокруг первоначального 
соединительного участка 10 между R1 и R3 полипептида миниатюризированного дистрофина ВХА-
027741 (SEQ ID NO: 129) (слева) и трехмерный фолд вокруг версии 3 соединительного участка 10 поли-
пептида миниатюризированного дистрофина ВХА-196477 (SEQ ID NO: 118) (справа). 

Фиг. 9 показывает соотношение экспрессии полипептида миниатюризированного дистрофина и 
мРНК миниатюризированного дистрофина в полученных из изогенных индуцированных плюрипотент-
ных стволовых клеток человека (iPSC) сердечных миоцитах (iCM), (несущих преждевременный стоп-
кодон Е2035Х в гене дистрофина, который предотвращает эндогенную экспрессию дистрофина) после 
трансфекции плазмид, экспрессирующих указанные полипептиды миниатюризированного дистрофина. 

Фиг. 10 показывает схематическое изображение полипептида миниатюризированного дистрофина 
ВХА-196474 (SEQ ID NO: 120). 

Фиг. 11 показывает схематическое изображение полипептида миниатюризированного дистрофина 
ВХА-196475 (SEQ ID NO: 121). 

Фиг. 12 показывает схематическое изображение полипептида миниатюризированного дистрофина 
ВХА-196476 (SEQ ID NO: 122). 

Фиг. 13 показывает схематическое изображение полипептида миниатюризированного дистрофина 
ВХА-196478 (SEQ ID NO: 124). 

Фиг. 14 показывает схематическое изображение полипептида миниатюризированного дистрофина 
ВХА-196479 (SEQ ID NO: 125). 

Фиг. 15. Скорость проведения в человеческих DMD hiPSC-CM, инфицированных AAV9- конструк-
циями, экспрессирующими полипептиды миниатюризированного дистрофина ВХА-196477 и ВХА-
213788. Фиг. 15А показывает фотографию многоэлектродной матрицы (МЕА), использованной в экспе-
риментах (слева), и фотографию отдельных электродов МЕА (справа). Фиг. 15В показывает сигнал от 28 
электродов МЕА в условиях эксперимента. Фиг. 15С показывает график, иллюстрирующий проведение 
импульса через матрицу. Фиг. 15D показывает схематические изображения полипептидов миниатюризи-
рованного дистрофина ВХА-196477 (SEQ ID NO: 118) и ВХА-213788 (SEQ ID NO: 152). Фиг. 15Е пока-
зывает график, на котором скорость проведения человеческими DMD hiPSC-CM, экспрессирующими 
полипептиды миниатюризированного дистрофина ВХА-196477 (SEQ ID NO: 118) и ВХА-213788, пред-
ставлена в виде зависимости от времени после трансфекции. Фиг. 15F показывает гистограмму, показы-
вающую экспрессию полипептидов миниатюризированного дистрофина в клетках, в которых была изме-
рена скорость проведения. 

Фиг. 16 показывает схему, обобщающую постановку экспериментов при выполнении исследований 
in vivo. 

Фиг. 17. Целевое взаимодействие AAV9-BXA-196477 или AAV9-BXA-213788. Фиг. 17В показывает 
иммунофлуоресцентную визуализацию экспрессии полипептидов миниатюризированного дистрофина и 
агглютинина зародышей пшеницы (WGA) в мышечной ткани мышей, обработанных AAV9-BXA-196477 
или AAV9-BXA-213788. Фиг. 17А представляет гистограммы, показывающие относительное количество 
клеток в различных мышцах, положительных в отношении миниатюризированного дистрофина. Столби-
ки с диагональным рисунком = % ВХА-196477 клеток, положительных по миниатюризированному дис-
трофину, как доля WGA-положительных клеток; столбики с продольным рисунком = % миниатюризиро-
ванного дистрофина ВХА-213788 как доля WGA-положительных клеток. 

Фиг. 18. Целевое взаимодействие AAV9-BXA-196477 или AAV9-BXA-213788, определенное у 
mdx4cv мышей 4-недельного возраста. Фиг. 18А показывает схематические изображения полипептидов 
миниатюризированного дистрофина ВХА-196477 (SEQ ID NO: 118) и ВХА-213788 (SEQ ID NO: 152). 
Фиг. 18В представляет гистограмму, показывающую относительное количество вирусных геномов в 
мышечной ткани mdx4cv мышей, обработанных AAV9-BXA-196477 или AAV9-BXA-213788. Фиг. 18С 
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представляет гистограмму, показывающую относительное количество мРНК миниатюризированного 
дистрофина в сердце у mdx4cv мышей, обработанных AAV9-ВХА-196477 или AAV9-BXA-213788. Фиг. 
18D представляет гистограмму, показывающую относительное количество миниатюризированного белка 
дистрофина в мышечной ткани мышей, обработанных AAV9-BXA-196477 или AAV9-BXA-213788. Dia = 
диафрагма; Gas = икроножная мышца; ТА = передняя болыпеберцовая мышца. Обработанные мыши 
сравнивались с диким типом и необработанными mdx4cv мышами. 

Фиг. 19А представляет гистограмму, показывающую количество креатинкиназы в сыворотке mdx4cv 
мышей (4-х недельных), обработанных AAV9-BXA-196477 или AAV9-ВХА-213788. Фиг. 19В представ-
ляет гистограмму, показывающую количество креатинкиназы в сыворотке mdx4cv мышей (12-недельных), 
обработанных AAV9-BXA- 196477 или AAV9-BXA-213788. Обработанные мыши сравнивались с диким 
типом и необработанными mdx4cv мышами. 

Фиг. 20. Пик тетанического сокращения в 2-месячном возрасте. Фиг. 20А представляет график, по-
казывающий сократительные свойства (сила в Ньютон-метрах; Нм) у mdx4cv мышей, которых обрабаты-
вали AAV9-BXA-196477 или AAV9-BXA-213788. Фиг. 20В представляет гистограмму, показывающую 
пик тетанического сокращения у обработанных мышей. Фиг. 20С представляет гистограмму, показы-
вающую массу ТА у обработанных мышей. Фиг. 20D представляет гистограмму, показывающую соот-
ношение сила/масса ТА у обработанных мышей. Обработанные мыши сравнивались с диким типом и 
необработанными mdx4cv мышами. 

Фиг. 21. Защита от повреждения, вызванного сокращениями. Фиг. 21А показывает графическое 
изображение экспериментальной установки. Фиг. 21В представляет график, показывающий сократитель-
ные свойства (максимальный изометрический крутящий момент) мышц у мышей, обработанных AAV9-
BXA-196477 или AAV9-BXA- 213788. Обработанные мыши сравнивались с диким типом и необработан-
ными mdx4cv мышами. 

Фиг. 22А показывает схематическое изображение полипептидов миниатюризированного дистрофи-
на ВХА-027741 (SEQ ID NO: SEQ ID NO: 129). Фиг.  22В представляет гистограмму, показывающую 
иммуногенность соединительных пептидов от 1 до 12. 

Фиг. 23А представляет гистограмму, показывающую иммунный ответ МНС I/CD8+ на соедини-
тельные пептиды. Пептид J11v3 здесь представляет собой тот же пептид, что и пептид № 3 на фиг. 22В. 

Фиг. 23В представляет гистограмму, показывающую иммунный ответ МНС II/CD4+ на соедини-
тельные пептиды. Пептид J11v3 здесь представляет собой тот же пептид, что и пептид № 3 на фиг. 22В. 

5. Подробное описание изобретения. 

5.1 Обзор 

Настоящее описание относится к новым миниатюризированным дистрофинам или генам, коди-
рующим их. Миниатюризированные дистрофины могут быть функционально связаны с регуляторной 
кассетой. Настоящее изобретение также относится к способам лечения субъекта, страдающего мышеч-
ной дистрофией, саркопенией, сердечной недостаточностью или кахексией. Кроме того, настоящее изо-
бретение относится к способам профилактического лечения субъекта с риском развития мышечной дис-
трофии, саркопении, сердечной недостаточности или кахексии. Способы лечения субъекта, имеющего 
или имеющего риск развития мышечной дистрофин, саркопении, сердечной недостаточности или кахек-
сии, могут включать введение субъекту фармацевтической композиции, включающей ген миниатюризи-
рованного дистрофина и носитель для доставки. 

5.2. Определения 

Для более легкого понимания настоящего изобретения сначала даны определения некоторых тер-
минов. Каждый из следующих терминов, используемых в данном изобретении, если иное явно не преду-
смотрено в данном документе, имеет значение, изложенное ниже. Дополнительные определения приво-
дятся в приложении. 

Термин "и/или", используемый в данном документе, следует понимать как конкретное раскрытие 
каждого из двух указанных признаков или компонентов с другим или без другого. Таким образом, тер-
мин "и/или", используемый в данном документе во фразе, такой как "А и/или В", предназначен для 
включения "А и В", "А или В", "А" (только) и "В" (только). Аналогичным образом, термин "и/или", ис-
пользуемый во фразе, такой как "А, В и/или С", предназначен для охвата каждого из следующих аспек-
тов: А, В и С; А, В или С; А или С; А или В; В или С; А и С; А и В; В и С; А (только); В (только); и С 
(только). 

Понятно, что везде, где аспекты описаны в данном документе с выражением "содержащий", также 
предусмотрены аналогичные аспекты, описанные в терминах "состоящий из" и/или "состоящий по суще-
ству из". 

Если не указано иное, все технические и научные термины, используемые в данном документе, 
имеют то же значение, которое обычно понимается специалистом в данной области техники, к которой 
относится данное изобретение. Например, Concise Dictionary of Biomedicine and Molecular Biology, Juo, 
Pei-Show, 2nd ed., 2002, CRC Press; The Dictionary of Cell and Molecular Biology, 3rd ed., 1999, Academic 
Press; and the Oxford Dictionary Of Biochemistry And Molecular Biology, Revised, 2000, Oxford University 
Press, предоставляют специалистам общий словарь многих терминов, используемых в данном изобрете-
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нии. 
Единицы, префиксы и символы обозначаются в их принятой Système International de Unites (SI) 

форме. Числовые диапазоны включают числа, определяющие диапазон. Заголовки, представленные в 
данном документе, не являются ограничениями различных аспектов изобретения, которые могут быть 
получены путем ссылки на описание в целом. 

Соответственно, термины, определенные непосредственно ниже, более полно определены со ссыл-
кой на спецификацию в целом. 

Дистрофин (DMD) представляет собой большой, связанный с Х-хромосомой ген человека, коди-
рующий дистрофин. Белок дистрофин представляет собой цитоскелетный белок с молекулярной массой 
427 кДа, который локализуется на цитоплазматической стороне сарколеммы и обогащен костамерами в 
мышечных волокнах. Белок дистрофин имеет четыре основных функциональных домена: аминоконцевой 
актин-связывающий домен (ABD1); центральный, имеющий стержнеобразную форму домен, содержа-
щий ряд участков стержнеобразной формы, называемых "доменами спектриновых повторов", и шарнир-
ных участков; богатый цистеином домен; и карбоксильный концевой домен. 

Как использовано в данном описании, термин "полипептид миниатюризированного дистрофина" 
или "пептид миниатюризированного дистрофина" относится к полипептиду, который меньше по разме-
ру, чем полноразмерный полипептид дистрофина дикого типа. В некоторых вариантах осуществления 
полипептид миниатюризированного дистрофина способен к изменению (увеличению или уменьшению, в 
зависимости от обстоятельств) измеримого показателя физиологии и анатомии мышц в модели животно-
го с диагнозом DMD по меньшей мере приблизительно на 10 или 20% от показателя у дикого типа, так 
что показатель приближается к показателю у дикого типа (например, мышь mdx имеет измеримый пока-
затель физиологии или анатомии мышц, который составляет 50% от показателя у дикого типа, и данный 
показатель увеличивается по меньшей мере на 60% от показателя у дикого типа; или мышь mdx имеет 
измеримый показатель физиологии или анатомии мышц, который составляет 150% от показателя у дико-
го типа, и данный показатель уменьшается максимально до 140% от показателя у дикого типа). В неко-
торых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина способен изменять 
измеримый показатель мышечной физиологии и анатомии в модели животного с DMD по меньшей мере 
приблизительно на 30% от показателя у дикого типа. В некоторых вариантах осуществления полипептид 
миниатюризированного дистрофина способен изменять измеримый показатель физиологии или анато-
мии мышц в модели животного с DMD до уровня, близкого к показателю у дикого типа (например, ЙЙЙ 
4%). Как использовано в данном описании, термин "спектриновые повторы" или "спектрин-подобные 
повторы" относится к пептидам, состоящим из приблизительно 100 аминокислот, которые ответственны 
за стержнеобразную форму многих структурных белков, включая, но не ограничиваясь этим, дистрофин, 
причем спектриновые повторы обычно присутствуют в нескольких копиях. Спектриновые повторы мо-
гут включать в себя мутации последовательностей природных пептидов, такие как консервативные и/или 
неконсервативные изменения в аминокислотной последовательности, а также добавление или удаление 
вплоть до 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот до/от конца спектринового повтора или внутри спек-
тринового повтора. В некоторых вариантах осуществления каждый спектриновый повтор (каждый из от 
R1 до R24) имеет по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 
85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%, по 
меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%, или 100% идентичности последовательности с природным 
спектриновым повтором (каждым из природных R1 до R24). 

Используемый в данном документе термин "последовательности, кодирующие спектриновые по-
вторы" относится к последовательностям нуклеиновой кислоты, кодирующим пептиды спектриновых 
повторов. Данный термин включает в себя природные и синтетические последовательности нуклеиновых 
кислот, кодирующих спектриновые повторы (например, как встречающиеся в природе, так и мутирован-
ные пептиды спектриновых повторов). 

Как использовано в данном описании, термин "домен спектринового повтора" относится к области 
в полипептиде миниатюризированного дистрофина, которая содержит спектриновые повторы полипеп-
тида миниатюризированного дистрофина. Термин "слитый" относится к первой аминокислотной после-
довательности, которая связана в рамке считывания со второй аминокислотной последовательностью, с 
которой она обычно не связана в природе, образуя "слитый" белок/полипептид. Данные слитые амино-
кислотные последовательности, которые обычно существуют в виде отдельных белков, могут быть объе-
динены в слитом полипептиде, или аминокислотные последовательности, которые обычно существуют в 
том же белке, могут быть размещены в новом порядке в слитом полипептиде. Слитый белок создают, 
например, путем химического синтеза пептидов или с помощью технологии рекомбинантной ДНК, по-
средством которой создается и затем транслируется полинуклеотид, при этом участки пептида кодиру-
ются в желаемой взаимосвязи. Слитый белок также может содержать вторую аминокислотную последо-
вательность, связанную с первой аминокислотной последовательностью ковалентной непептидной свя-
зью или нековалентной связью. В некоторых вариантах осуществления "слияние" двух полипептидов 
достигается посредством линкера. Линкеры могут быть аминокислотами или другими химическими 
структурами. В некоторых вариантах осуществления линкеры могут быть синтетическими. 
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В некоторых вариантах осуществления "слияние" между двумя полипептидами представляет собой 
прямое слияние, то есть без промежуточного линкера. Термин "слитый непосредственно" или "прямое 
слияние" относится к связи между двумя полипептидными цепями посредством пептидной связи. На-
пример, первая аминокислота "непосредственно слита" со второй аминокислотой, когда первая амино-
кислота "слита" со второй аминокислотой посредством пептидной связи. "Гетерологичный" и "гетероло-
гичный фрагмент" применительно к полипептидному фрагменту или полинуклеотидному фрагменту, 
который является частью более крупного полипептида или полинуклеотида, соответственно, описывает 
полипептид или полинуклеотид, который происходит от полипептида или полинуклеотида, отличного от 
остальной части полипептида или полинуклеотидной молекулы. Дополнительный гетерологичный ком-
понент полипептида или полинуклеотида может происходить из того же организма, что и остальная 
часть полипептида или полинуклеотида, соответственно, описанная в данном документе, или дополни-
тельные компоненты могут быть из другого организма. Например, гетерологичный полипептид может 
быть синтетическим или полученным от другого вида, другого типа клеток индивидуума или одного и 
того же или другого типа клеток различных индивидуумов. В одном аспекте гетерологичный фрагмент 
представляет собой полипептид, слитый с другим полипептидом с образованием полипептида. В другом 
аспекте гетерологичный фрагмент представляет собой неполипептид, такой как ПЭГ, конъюгированный 
с полипептидом или белком. 

Используемый в данном документе термин "мышечная клетка" относится к клетке, полученной из 
мышечной ткани, включая, но без ограничения, клетки, полученные из скелетной мышцы, гладкой мыш-
цы (например, из пищеварительного тракта, мочевого пузыря и кровеносных сосудов) и сердечной мыш-
цы. Термин включает мышечные клетки in vitro, ex vivo и in vivo. Таким образом, например, выделенный 
кардиомиоцит будет представлять ту же мышечную клетку, что и клетка в том виде, в котором она суще-
ствует в мышечной ткани, присутствующей у субъекта in vivo. Данный термин также включает как окон-
чательно дифференцированные, так и недифференцированные мышечные клетки, такие как миоциты, 
мышечные трубки, миобласты, кардиомиоциты и кардиомиобласты. 

Как использовано в данном описании, термин "мышечно-специфический" в отношении регулятор-
ного элемента гена (например, энхансерной последовательности, промоторной последовательности) оз-
начает, что регуляторный элемент управляет транскрипционной активностью, прежде всего, в мышеч-
ных клетках или тканях (например, 20:1) по сравнению с транскрипционной активностью, управляемой 
регуляторным элементом в других тканях. Анализы для определения мышечной специфичности регуля-
торного элемента известны в данной области техники (например, анализ in vitro с использованием мы-
шиных мышечных клеток и клеток печени, трансфицированных вектором экспрессии, содержащим про-
веряемый регуляторный элемент, управляющий экспрессией репортера бета-галактозида). 

Используемый в данном документе термин "аденоассоциированный вирус" или "AAV" включает, 
но не ограничивается ими, AAV тип 1, AAV тип 2, AAV тип 3 (включая типы 3А и 3В), AAV тип 4, AAV 
тип 5, AAV тип 6, AAV тип 7, AAV тип 8, AAV тип 9, AAV тип 10, AAV тип 11, AAV тип 12, AAV тип 
13, змеиный AAV, птичий AAV, бычий AAV, собачий AAV, конский AAV, овечий AAV, козий AAV, 
креветочный AAV, AAV примата, AAV не примата и овечий AAV, серотипы и клады AAV, раскрытые 
Gao et al. (J. Virol. 78: 6381 (2004)) и Moris et al. (Virol. 33: 375 (2004)) и любой другой AAV, известный в 
настоящее время или обнаруженный позже. См., например, Fields et al. VIROLOGY, volume 2, chapter 69 
(4th ed., Lippincott-Raven Publishers). AAV относится к Dependoparvovirus в семействе вирусов Parvoviri-
dae. Например, AAV может быть AAV, полученным из природного вируса "дикого типа", AAV, полу-
ченным из генома рекомбинантного AAV (rAAV), упакованного в капсид, полученный из капсидных 
белков, кодируемых встречающимся в природе геном cap, и/или генома rAAV, упакованного в капсид, 
полученный из капсидных белков, кодируемых не встречающимся в природе геном cap. Используемый в 
данном документе термин "AAV" может использоваться для обозначения самого вируса или его произ-
водных. Термин охватывает все подтипы и как встречающиеся в природе, так и рекомбинантные формы, 
если явно не указано иное. "AAV примата" относится к AAV, который заражает приматов, "AAV не 
примата" относится к AAV, который который заражает млекопитающих, не относящихся к приматам, 
"бычий AAV" относится к AAV, которые заражают млекопитающих, относящихся к крупному рогатому 
скоту и т.д. См., например, BERNARD N. FIELDS et al., VIROLOGY, volume 2, chapter 69 (3 d ed., Lippin-
cott-Raven Publishers). 

Термин "rAAV" относится к "рекомбинантному AAV". В некоторых вариантах осуществления ре-
комбинантный AAV имеет геном AAV, в котором часть или все гены rep и cap заменены гетерологичны-
ми полинуклеотидными последовательностями. Используемый в данном документе термин "вектор 
AAV" или "вектор аденоассоциированного вируса" относится к rAAV, содержащему полинуклеотидную 
последовательность, не происходящую от AAV (т.е. полинуклеотид, гетерологичный по отношению к 
AAV), обычно последовательность, представляющую интерес для генетической трансформации клетки. 
В общем, гетерологичный полинуклеотид фланкирован по меньшей мере одной и, как правило, двумя 
последовательностями инвертированных концевых повторов (ITR) AAV. 

"Без капсида" или "безкапсидный" (или их варианты) вирусный (например, AAV) геном или моле-
кула нуклеиновой кислоты относится к геному или молекуле нуклеиновой кислоты, свободной от капси-
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да. В некоторых вариантах осуществления безкапсидный геном или молекула нуклеиновой кислоты не 
содержит последовательностей, кодирующих, например, белок Rep AAV. 

"AAV", или "AAV вирусная частица", или "AAV вектор", или "rAAV векторная частица" относится 
к вирусной частице, состоящей по меньшей мере из одного капсидного белка AAV (обычно из всех кап-
сидных белков AAV дикого типа) и инкапсидированного полинуклеотида. Если частица содержит гете-
рологичный полинуклеотид (то есть полинуклеотид, отличный от генома AAV дикого типа, например, 
трансген, который должен быть доставлен в клетку млекопитающего), ее обычно называют "векторной 
частицей rAAV" или просто "вектором AAV" Термин "вирус-помощник" для AAV относится к вирусу, 
который позволяет AAV (например, AAV дикого типа) реплицироваться и упаковываться с помощью 
клетки млекопитающего. В данной области техники известно множество таких вирусов-помощников для 
AAV, включая аденовирусы, герпесвирусы и поксвирусы, такие как вирус коровьей оспы. Аденовирусы 
охватывают ряд различных подгрупп, однако наиболее широко применяется аденовирус типа 5 подгруп-
пы С. Многочисленные аденовирусы человека, млекопитающих, отличных от человека, и птичьего про-
исхождения известны и доступны из депозитариев, таких как АТСС. Вирусы семейства герпесвирусов 
включают, например, вирусы простого герпеса (HSV) и вирусы Эпштейна-Барра (EBV), а также цитоме-
галовирусы (CMV) и вирусы псевдобешенства (PRV); которые также доступны из депозитариев, таких 
как АТСС. 

Используемый в данном документе термин "инвертированный концевой повтор" ("inverted terminal 
repeat" или "ITR") относится к одноцепочечной последовательности нуклеотидов с последующей за ней 
по направлению транскрипции обратно-комплементарной последовательностью. Промежуточная после-
довательность нуклеотидов между начальной последовательностью и обратно-комплементарной после-
довательностью может иметь любую длину, включая ноль. Геном AAV обычно содержит инвертирован-
ные концевые повторы (ITR) на обоих концах, причем каждый конец обычно является палиндромным и 
может образовывать шпильку. Термины "полинуклеотид" и "нуклеиновая кислота" используются в дан-
ном документе взаимозаменяемо и относятся к биополимеру, состоящему из множества нуклеотидных 
мономеров, ковалентно связанных в цепь. 

Используемый в данном документе термин "тропизм" относится к способности вируса (например, 
AAV) инфицировать только один или несколько конкретных типов клеток и его способности взаимодей-
ствовать только с конкретными фрагментами клеточной поверхности для достижения входа в клетку, 
необязательно и предпочтительно с последующей экспрессией (например, транскрипция и, при необхо-
димости, трансляция) последовательностей, переносимых вирусом (например, AAV) в клетку (например, 
для рекомбинантного вируса, экспрессия гетерологичной нуклеотидной последовательности (последова-
тельностей)). 

Как использовано в данном описании, термин "трансдукция" относится к проникновению вируса 
(например, AAV) в клетку и переносу генетического материала, содержащегося внутри вируса в клетку, 
с тем чтобы получить экспрессию из вирусного генома. Обычно вирус (например, AAV) проникает в 
клетки в соответствии со своим тропизмом. 

"Введение" относится к физическому введению терапевтического средства субъекту с использова-
нием любого из различных способов и систем доставки, известных специалистам в данной области тех-
ники. Примеры способов введения, например, для терапии AAV, включают внутривенное, внутримы-
шечное, внутриартериальное, интратекальное, внутрилимфатическое, внутриочаговое, интракапсуляр-
ное, внутриглазничное, внутрисердечное, внутрикожное, внутрибрюшинное, транстрахеальное, подкож-
ное, субтикулярное, внутрисуставное, субкапсулярное, субарахноидальное, внутриспинальное, эпиду-
ральное, интрастернальное, пероральное, ректальное, местное, эпидермальное, через слизистую оболоч-
ку, интраназальное, вагинальное, ректальное и сублингвальное введение. Введение также может выпол-
няться, например, один раз, множество раз и/или в течение одного или нескольких продолжительных 
периодов. 

Термин "лечение" или "терапия" субъекта относится к любому типу вмешательства или процесса, 
выполняемого на субъекте, или введение активного средства субъекту с целью обращения, облегчения, 
ослабления, ингибирования, замедления или предотвращения начала, прогрессирования, развития, тяже-
сти или рецидива симптома, осложнения, состояния или биохимических показателей, связанных с забо-
леванием. "Терапевтически эффективное количество", "терапевтическая доза", "эффективная доза" или 
"эффективная дозировка", как используется в данном документе, означает количество или дозу, которая 
достигает терапевтической цели, как описано в данном документе. Специалист в данной области техники 
также поймет, что терапевтически эффективное количество и т.д. может быть введено в виде одноразо-
вой дозы или может быть достигнуто путем введения нескольких доз (т.е. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 или 
более доз). Способность терапевтического средства способствовать регрессу заболевания или ингибиро-
вать развитие или рецидив заболевания может быть оценена с использованием различных способов, из-
вестных квалифицированному практикующему врачу, например, у людей во время клинических испыта-
ний, в модельных системах на животных, которые позволяют прогнозировать эффективность лечения 
больных, или путем анализа активности средства в анализах in vitro. 

"Субъект" включает любого человека или животное, не относящееся к человеку. Термин "не отно-
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сящееся к человеку животное" включает, без ограничения, позвоночных, таких как не относящиеся к че-
ловеку приматы, овцы, собаки и грызуны, такие как мыши, крысы и морские свинки. В некоторых вари-
антах осуществления субъектом является человек. Термины "субъект" и "пациент" используются в дан-
ном документе взаимозаменяемо. 

Используемые в данном документе термины "мкг" и "мкМ" используются взаимозаменяемо с "µг" и 
"µМ", соответственно. 

Использование альтернативы (например, "или") следует понимать как означающее одну, обе или 
любую их комбинацию из альтернатив. Используемые в данном документе неопределенные артикли "а" 
или "an" следует понимать как относящиеся к "одному или нескольким" из любого перечисленного или 
перенумерованного компонента или объекта. 

Приблизительно или около: Используемый в данном документе термин "приблизительно" или 
"около" применительно к одному или нескольким интересующим значениям относится к значению, ко-
торое аналогично заявленному эталонному значению и находится в диапазоне значений, которые попа-
дают в пределы 25, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1% или менее в любом на-
правлении (более чем или менее чем) от заявленного эталонного значения, если иное не указано или 
иное не очевидно из контекста (за исключением случаев, когда такое количество превышает 100% от 
возможного значения). Когда термин "приблизительно" или "около" применяется в данном документе к 
конкретному значению, значение без термина "приблизительно" или "около" также раскрывается в дан-
ном документе. 

Как описано в данном документе, любой диапазон концентраций, процентный диапазон, диапазон 
соотношений или целочисленный диапазон следует понимать как включающий значение любого целого 
числа в указанном диапазоне и, при необходимости, его доли (например, одну десятую и одну сотую це-
лого числа), если не указано иное. Различные аспекты изобретения более подробно описаны в следую-
щих подразделах. 

5.3. Полинуклеотиды и полипептиды. 

5.3.1. Миниатюризированный дистрофин 

Настоящее изобретение относится к молекуле нуклеиновой кислоты, содержащей нуклеотидную 
последовательность, которая кодирует полипептид миниатюризированного дистрофина. В некоторых 
вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содержит по меньшей мере 
три шарнирных домена дистрофина и по меньшей мере пять доменов спектриновых повторов. Дистро-
фин представляет собой палочковидный цитоплазматический белок, который соединяет цитоскелет мы-
шечного волокна с окружающим внеклеточным матриксом через клеточную мембрану. Данный белок 
находится, в основном, в мышцах, используемых для движения (скелетные мышцы), и в сердечной (кар-
дио) мышце. В нервных клетках головного мозга присутствует небольшое количество дистрофина. В 
скелетных и сердечных мышцах дистрофин является частью группы белков (белкового комплекса), ко-
торые работают вместе, чтобы укрепить мышечные волокна и защитить их от травм при сокращении и 
расслаблении мышц. Комплекс дистрофина действует как якорь, соединяя структурный каркас каждой 
мышечной клетки (цитоскелет) с сетью белков и других молекул вне клетки (внеклеточный матрикс). 
Комплекс дистрофина также может играть роль в передаче клеточных сигналов, взаимодействуя с бел-
ками, которые отправляют и получают химические сигналы. 

Ген DMD, кодирующий полноразмерный белок дистрофина, является одним из самых длинных из-
вестных генов человека, охватывая 2,3 млн. пар нуклеотидов (0,08% генома человека) в локусе Хр21. 
Первичный транскрипт в мышцах имеет размер около 2100 тыс. пар нуклеотидов, и его транскрипция 
занимает 16 ч; зрелая мРНК имеет размер 14,0 тыс. пар нуклеотидов. Мышечный транскрипт из 79 экзо-
нов кодирует белок из 3685 аминокислотных остатков. 

Настоящее описание раскрывает аминокислоты и нуклеотидные последовательности для дистрофи-
на. Аминокислотная последовательность, составляющая человеческий дистрофин дикого типа, изоформа 
Dp427m, известна как UniProt идентификатор № NP_003997.1 и показана в табл. 1. 
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Таблица 1 
Аминокислотная последовательность полноразмерного белка дистрофина (NP_003997.1) 
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В данной области техники известны различные другие изоформы дистрофина, образующиеся в ре-

зультате альтернативного сплайсинга. В некоторых вариантах осуществления конструкции содержат 
нуклеотидные последовательности, представленные в табл. 2. 

Кроме того, в данном документе раскрыта нуклеотидная последовательность, кодирующая полно-
размерной белок дистрофин. 
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Таблица 2 
Нуклеотидная последовательность полноразмерного белка дистрофина (изоформа Dp427m) 
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Полноразмерный белок дистрофин дикого типа (изоформа Dp427m) содержит 24 спектрин-

подобных повтора, по меньшей мере четыре шарнирных участка, актин-связывающий домен (ABD1), 
богатый цистеином домен (CR) и С-концевой домен (С-конц.). Полипептидная последовательность каж-
дого домена показана в табл. 3 и нуклеотидная последовательность каждого домена показана в табл. 4. 
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Таблица 3 
Аминокислотные последовательности доменов дистрофина 
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Таблица 4 

Нуклеотидные последовательности доменов дистрофина 
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Настоящее изобретение относится к полипептиду миниатюризированного дистрофина, который 

меньше, чем полноразмерный белок дистрофина, т.е. изоформа Dp427m, и который не идентичен встре-
чающимся в природе изоформам белка дистрофина, или к молекуле нуклеиновой кислоты, содержащей 
нуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид миниатюризированного дистрофина. Ко-
гда настоящее описание раскрывает полипептиды миниатюризированного дистрофина, настоящее опи-
сание также раскрывает молекулу нуклеиновой кислоты, содержащую нуклеотидную последователь-
ность, кодирующую соответствующий раскрытый полипептид миниатюризированного дистрофина, и 
наоборот. В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты, кодирующая полипеп-
тид миниатюризированного дистрофина, является подходящей для генной терапии. Соответственно, мо-
лекула нуклеиновой кислоты, кодирующая полипептид миниатюризированного дистрофина, сконструи-
рована не только для того, чтобы соответствовать вектору генной терапии, например, вектору AAV, или 
быть подходящей для рекомбинантной экспрессии, но также для снижения любого нежелательного им-
мунного ответа (например, гуморального иммунного ответа и/или клеточного иммунного ответа, напри-
мер, CD4 и/или CD8), направленного против полипептида миниатюризированного дистрофина при вве-
дении или экспрессии in vivo. В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированно-
го дистрофина по настоящему изобретению содержит, от N-конца к С-концу, шарнирный 1 (H1) домен, 
домен спектринового повтора 1 (R1), домен спектринового повтора 3 (R3), шарнирный 2 (Н2) домен, 
домен спектринового повтора 16 (R16), домен спектринового повтора 17 (R17), домен спектринового 
повтора 24 (R24) и шарнирный 4 (Н4) домен дистрофина. В некоторых вариантах осуществления поли-
пептид миниатюризированного дистрофина не содержит домена спектринового повтора 2 (R2) дистро-
фина. В других вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина не содержит 
домен спектринового повтора 2 (R2) и (1) домен спектринового повтора 4 (R4), (2) домен спектринового 
повтора 5 (R5), (3) домен спектринового повтора 6 (R6), (4) домен спектринового повтора 7 (R7), (5) до-
мен спектринового повтора 8 (R8), (6) домен спектринового повтора 9 (R9), (7) домен спектринового по-
втора 10 (R10), (8) домен спектринового повтора 11 (R11), (9) домен спектринового повтора 12 (R12), 
(10) домен спектринового повтора 13 (R13), (11) домен спектринового повтора 14 (R14), (12) домен спек-
тринового повтора 15 (R15), (13) домен спектринового повтора 18 (R18), (14) домен спектринового по-
втора 19 (R19), (15) домен спектринового повтора 20 (R20), (16) домен спектринового повтора 21 (R21), 
(17) домен спектринового повтора 22 (R22) или (18) домен спектринового повтора 23 (R23), или (19) лю-
бую их комбинацию. В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дис-
трофина не содержит домен спектринового повтора 2 (R2), домен спектринового повтора 4 (R4), домен 
спектринового повтора 5 (R5), домен спектринового повтора 6 (R6), домен спектринового повтора 7 (R7), 
домен спектринового повтора 8 (R8), домен спектринового повтора 9 (R9), домен спектринового повтора 
10 (R10), домен спектринового повтора 11 (R11), домен спектринового повтора 12 (R12), домен спектри-
нового повтора 13 (R13), домен спектринового повтора 14 (R14), домен спектринового повтора 15 (R15), 
домен спектринового повтора 18 (R18), домен спектринового повтора 19 (R19), домен спектринового 
повтора 20 (R20), домен спектринового повтора 21 (R21), домен спектринового повтора 22 (R22) и домен 
спектринового повтора 23 (R23). 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина согласно 
настоящему изобретению содержит, от N-конца до С-конца, шарнирный 1 (H1) домен, домен спектрино-
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вого повтора 1 (R1), домен спектринового повтора 3 (R3), шарнирный 2 (Н2), домен спектринового по-
втора 16 (R16), домен спектринового повтора 17 (R17), домен спектринового повтора 24 (R24) и шарнир-
ный 4 (Н4) домен дистрофина, где домен R1 непосредственно слит с доменом R3 посредством пептидной 
связи, например, см. полипептид миниатюризированного дистрофина ВХА-027741. В некоторых вариан-
тах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина по настоящему изобретению содер-
жит, от N-конца до С-конца, шарнирный 1 (H1) домен, домен спектринового повтора 1 (R1), домен спек-
тринового повтора 3 (R3), шарнирный 2 (Н2), домен спектринового повтора 16 (R16), домен спектрино-
вого повтора 17 (R17), домен спектринового повтора 24 (R24) и шарнирный 4 (Н4) домен дистрофина, 
где домен R1 и домен R3 слиты посредством аминокислот ARG-VAL (RV). 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина по настоя-
щему изобретению содержит, от N-конца до С-конца, шарнирный 1 (H1) домен, домен спектринового 
повтора 1 (R1), домен спектринового повтора 3 (R3), шарнирный 2 (Н2), домен спектринового повтора 16 
(R16), домен спектринового повтора 17 (R17), домен спектринового повтора 24 (R24) и шарнирный 4 
(Н4) домен дистрофина, где домен Н2 и домен R16 слиты посредством линкера. Линкер может быть лю-
бым линкером, известным в данной области техники. В других вариантах осуществления линкер может 
быть выбран из любого линкера, раскрытого в данном документе. В других вариантах осуществления 
линкер может быть линкером из раздела 5.3.2. В некоторых вариантах осуществления линкер может со-
держать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере 
на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на око-
ло 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична 
последовательности, приведенной в SEQ ID NO: 75 (IHTVREE TMMVMTEDMP LEI). В некоторых вари-
антах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина по настоящему изобретению со-
держит, от N-конца до С-конца, шарнирный 1 (H1) домен, домен спектринового повтора 1 (R1), домен 
спектринового повтора 3 (R3), шарнирный 2 (Н2), домен спектринового повтора 16 (R16), домен спек-
тринового повтора 17 (R17), домен спектринового повтора 24 (R24) и шарнирный 4 (Н4) домен дистро-
фина, где домен Н2 и домен R16 слиты посредством линкера. В некоторых вариантах осуществления 
линкер может содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 80%, 
по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по 
меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на око-
ло 100% идентична последовательностям, приведенным в SEQ ID NO: 74-75, в комбинации (SEAQ IHT-
VREE TMMVMTEDMP LEI). 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина по настоя-
щему изобретению содержит, от N-конца до С-конца, шарнирный 1 (H1) домен, домен спектринового 
повтора 1 (R1), домен спектринового повтора 3 (R3), шарнирный 2 (Н2), домен спектринового повтора 16 
(R16), домен спектринового повтора 17 (R17), домен спектринового повтора 24 (R24) и шарнирный 4 
(Н4) домен дистрофина, где домен Н2 и домен R16 слиты посредством линкера. В некоторых вариантах 
осуществления линкер может содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере 
на около 80%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на око-
ло 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% 
или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 74 (SEAQ). 

В других вариантах осуществление полипептид миниатюризированного дистрофина по настоящему 
изобретению содержит, от N-конца до С-конца, шарнирный 1 (H1) домен, домен спектринового повтора 
1 (R1), домен спектринового повтора 3 (R3), шарнирный 2 (Н2), домен спектринового повтора 16 (R16), 
домен спектринового повтора 17 (R17), домен спектринового повтора 24 (R24) и шарнирный 4 (Н4) до-
мен дистрофина, где домен R1 и домен R3 слиты посредством аминокислот ARG-VAL и где домен Н2 и 
домен R16 слиты посредством линкера, например, SEQ ID NO: 74-75 в комбинации. В некоторых вари-
антах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина по настоящему изобретению со-
держит, от N-конца до С-конца, шарнирный 1 (H1) домен, домен спектринового повтора 1 (R1), домен 
спектринового повтора 3 (R3), шарнирный 2 (Н2), домен спектринового повтора 16 (R16), домен спек-
тринового повтора 17 (R17), домен спектринового повтора 24 (R24) и шарнирный 4 (Н4) домен дистро-
фина, где домен R1 и домен R3 слиты посредством аминокислот ARG-VAL, где домен Н2 и домен R16 
слиты посредством линкера, например, SEQ ID NO: 74-75 в комбинации, и где (i) домен H1 и домен R1 
слиты непосредственно, (ii) домен R3 и домен Н2 слиты непосредственно, (iii) домены R16 и R17 слиты 
непосредственно, (iv) домены R17 и R24 слиты непосредственно или (v) домены R24 и Н4 слиты непо-
средственно, или (vi) любую их комбинацию. В некоторых вариантах осуществления полипептид миниа-
тюризированного дистрофина, применимый для настоящего изобретения содержит, от N-конца до С-
конца, шарнирный 1 (H1) домен, домен спектринового повтора 1 (R1), домен спектринового повтора 3 
(R3), шарнирный 2 (Н2), домен спектринового повтора 16 (R16), домен спектринового повтора 17 (R17), 
домен спектринового повтора 24 (R24) и шарнирный 4 (Н4) домен дистрофина, где домен R1 и домен R3 
слиты посредством аминокислот ARG-VAL, где домен Н2 и домен R16 слиты посредством линкера, на-
пример, SEQ ID NO: 74-75 в комбинации, и где (i) домен H1 и домен R1 слиты непосредственно, (ii) до-
мен R3 и домен Н2 слиты непосредственно, (iii) домены R16 и R17 слиты непосредственно, (iv) домены 
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R17 и R24 слиты непосредственно, и (v) домены R24 и Н4 слиты непосредственно. В некоторых вариан-
тах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина, применимый для настоящего изо-
бретения, дополнительно содержит домен ABD1 (необязательно на N-конце) и/или домен CR (необяза-
тельно на N-конце). В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистро-
фина состоит по существу из или состоит из, от N-конца до С-конца, домена ABD1, домена H1, домена 
R1, аминокислот RV, домена R3, домена Н2, аминокислотной последовательности, как указано в SEQ ID 
NO: 74-75 в комбинации, домена R16, домена R17, домена R24, домена Н4, домена CR дистрофина. Каж-
дый домен в полипептидах миниатюризированного дистрофина может иметь одно или несколько изме-
нений по сравнению с соответствующим доменом дикого типа. 

Например, миниатюризированный дистрофин ВХА-196477 состоит из следующих белковых доме-
нов по порядку. 

Таблица 5 
Аминокислотная последовательность и доменная структура полипептида  

миниатюризированного дистрофина ВХА-196477 

 

 
В некоторых вариантах осуществления домен H1 в полипептиде миниатюризированного дистрофи-

на представляет собой аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 70%, по 
меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по мень-
шей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей 
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мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% 
идентична последовательности SEQ ID NO: 69. В некоторых вариантах осуществления домен R1 пред-
ставляет собой аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 70%, по мень-
шей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей 
мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на 
около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентич-
на последовательности SEQ ID NO: 70. В некоторых вариантах осуществления домен R3 представляет 
собой аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере 
на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на око-
ло 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, 
по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последо-
вательности SEQ ID NO: 72. В некоторых вариантах осуществления домен Н2 представляет собой ами-
нокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 
75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по 
меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по мень-
шей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательно-
сти SEQ ID NO: 73. В некоторых вариантах осуществления домен R16 представляет собой аминокислот-
ную последовательность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 75%, по 
меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по мень-
шей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей 
мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности 
SEQ ID NO: 76. В некоторых вариантах осуществления домен R17 представляет собой аминокислотную 
последовательность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 75%, по мень-
шей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей 
мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на 
около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID 
NO: 77. В некоторых вариантах осуществления домен R24 представляет собой аминокислотную после-
довательность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей ме-
ре на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на 
около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 
98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 78. 
В некоторых вариантах осуществления домен Н4 представляет собой аминокислотную последователь-
ность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на око-
ло 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, 
по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по 
меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 79. В неко-
торых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина дополнительно содер-
жит на N-конце полипептидную последовательность, которая по меньшей мере на около 70%, по мень-
шей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей 
мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на 
около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или около 100% идентична 
последовательности SEQ ID NO: 68. В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризи-
рованного дистрофина дополнительно содержит на С-конце полипептидную последовательность, кото-
рая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по 
меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по мень-
шей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей 
мере на около 99% или около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 80. 
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Таблица 5В 
Аминокислотная последовательность и доменная структура полипептида  

миниатюризированного дистрофина ВХА-027743 

 

 
В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение обеспечивает полипептид миниатю-

ризированного дистрофина, содержащий домен спектринового повтора 1 (R1) и домен спектринового 
повтора 16 (R16), где домен R1 и домен R16 слиты посредством линкера, содержащего аминокислотную 
последовательность, приведенную в SEQ ID NO: 84 (IHTVREETMMVMTEDMPLEI). В некоторых вари-
антах осуществления настоящее изобретение обеспечивает полипептид миниатюризированного дистро-
фина, содержащий, от N-конца к С-концу, шарнирный 1 (H1) домен, домен спектринового повтора 1 
(R1), домен спектринового повтора 16 (R16), домен спектринового повтора 17 (R17), шарнирный 3 (H3) 
домен, домен спектринового повтора 23 (R23), домен спектринового повтора 24 (R24) и шарнирный 4 
(Н4) домен дистрофина, где домен R1 и домен R16 слиты посредством аминокислотной последователь-
ности, приведенной в SEQ ID NO: 84 (IHTVREETMMVMTEDMPLEI). В некоторых вариантах осуществ-
ления настоящее изобретение включает молекулу нуклеиновой кислоты, содержащую нуклеотидную 
последовательность, которая кодирует полипептид миниатюризированного дистрофина, содержащий 
домен спектринового повтора 1 (R1) и домен спектринового повтора 16 (R16), где домен R1 и домен R16 
слиты посредством линкера, содержащего аминокислотную последовательность, приведенную в SEQ ID 
NO: 84 (IHTVREETMMVMTEDMPLEI). В некоторых вариантах осуществления настоящего изобретения 
обеспечивается молекула нуклеиновой кислоты, содержащая нуклеотидную последовательность, которая 
кодирует полипептид миниатюризированного дистрофина, содержащий от N-конца до С-конца шарнир-
ный 1 (H1) домен, домен спектринового повтора 1 (R1), домен спектринового повтора 16 (R16), домен 
спектринового повтора 17 (R17), шарнирный 3 (H3) домен, домен спектринового повтора 23 (R23), домен 
спектринового повтора 24 (R24) и шарнирный 4 (Н4) домен дистрофина, где домен R1 и домен R16 сли-
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ты посредством аминокислотной последовательности, приведенной в SEQ ID NO: 84 (IHT-
VREETMMVMTEDMPLEI). 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина согласно 
настоящему изобретению имеет следующие характеристики: (i) домен H1 и домен R1 слиты непосредст-
венно, (ii) домены R16 и R17 слиты непосредственно, (iii) домены R17 и Н3 слиты непосредственно, (iv) 
домены R23 и R24 слиты непосредственно, или (v) домены R24 и Н4 слиты непосредственно, или (vi) 
любая их комбинация. В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дис-
трофина согласно настоящему изобретению не содержит домен спектринового повтора 2 (R2), домен 
спектринового повтора 3 (R3), домен спектринового повтора 4 (R4), домен спектринового повтора 5 (R5), 
домен спектринового повтора 6 (R6), домен спектринового повтора 7 (R7), домен спектринового повтора 
8 (R8), домен спектринового повтора 9 (R9), домен спектринового повтора 10 (R10), домен спектриново-
го повтора 11 (R11), домен спектринового повтора 12 (R12), домен спектринового повтора 13 (R13), до-
мен спектринового повтора 14 (R14), домен спектринового повтора 15 (R15), домен спектринового по-
втора 18 (R18), домен спектринового повтора 19 (R19), домен спектринового повтора 20 (R20), домен 
спектринового повтора 21 (R21) и/или домен спектринового повтора 22 (R22). В некоторых вариантах 
осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина дополнительно содержит домен ABD1 
и/или домен CR. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содержит, 
состоит по существу из или состоит из, от N-конца к С-концу, домена ABD1, домена H1, домена R1, 
аминокислотной последовательности, приведенной в SEQ ID NO: 84 (IHTVREETMMVMTEDMPLEI), 
домена R16, домена R17, домена Н3, домена R23, домена R24, домена Н4 и домена CR дистрофина. 

В некоторых вариантах осуществления домен H1, применимый для полипептида миниатюризиро-
ванного дистрофина, содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 
70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 82. В других вариантах осуществления домен R1, при-
менимый для полипептида миниатюризированного дистрофина, содержит аминокислотную последова-
тельность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на 
около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 
95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по 
меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 83. 

В некоторых вариантах осуществления домен R16, применимый для полипептида миниатюризиро-
ванного дистрофина, содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 
70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 85. 

В некоторых вариантах осуществления домен R17, применимый для полипептида миниатюризиро-
ванного дистрофина, содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 
70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 86. 

В других вариантах осуществления домен Н3, применимый для полипептида миниатюризированно-
го дистрофина, содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 70%, 
по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 87. 

В некоторых вариантах осуществления домен R23, применимый для полипептида миниатюризиро-
ванного дистрофина, содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 
70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 88. 

В других вариантах осуществления домен R24, применимый для полипептида миниатюризирован-
ного дистрофина, содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 
70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 89. 
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В некоторых вариантах осуществления домен Н4, применимый для полипептида миниатюризиро-
ванного дистрофина, содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 
70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 90. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина дополни-
тельно содержит на N-конце аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 
70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 81. В некоторых вариантах осуществления полипептид 
миниатюризированного дистрофина дополнительно содержит на С-конце аминокислотную последова-
тельность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на 
около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 
95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по 
меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 91. 

В некоторых вариантах осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая ка-
ждый домен, может быть следующей. 

Таблица 6А 
Нуклеотидная последовательность (и структура доменов), кодирующая  

полипептид миниатюризированного дистрофина ВХА-196477 
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В некоторых вариантах осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая до-

мен H1 в полипептиде миниатюризированного дистрофина, представляет собой последовательность, ко-
торая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, 
по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по 
меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по мень-
шей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 94. В некоторых 
вариантах осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая домен R1, представ-
ляет собой последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, 
по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по 
меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по мень-
шей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательно-
сти SEQ ID NO: 95. В некоторых вариантах осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, 
кодирующая домен R3, представляет собой последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, 
по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 97. В некоторых вариантах осуществления последова-
тельность нуклеиновой кислоты, кодирующая домен Н2, представляет собой последовательность, кото-
рая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по 
меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по мень-
шей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей 
мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 98. В некоторых вари-
антах осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая домен R16, представляет 
собой последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по 
меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по мень-
шей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей 
мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности 
SEQ ID NO: 101. В некоторых вариантах осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, ко-
дирующая домен R17, представляет собой последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, 
по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 102. В некоторых вариантах осуществления последо-
вательность нуклеиновой кислоты, кодирующая домен R24, представляет собой последовательность, 
которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, 
по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по 
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меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по мень-
шей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 103. В некоторых 
вариантах осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая домен Н4, представ-
ляет собой последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, 
по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по 
меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по мень-
шей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательно-
сти SEQ ID NO: 104. В некоторых вариантах осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, 
кодирующая домен ABD1 в полипептиде миниатюризированного дистрофина, представляет собой по-
следовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей 
мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на 
около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 
98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 93. 
В некоторых вариантах осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая CR/C-
концевой полипептид, представляет собой последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, 
по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 105. 

Таблица 6В 
Нуклеотидная последовательность (и структура доменов), кодирующая  

полипептид миниатюризированного дистрофина ВХА-027743 
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Различные полипептиды миниатюризированного дистрофина по настоящему изобретению показа-

ны в табл. 7. 
Таблица 7 
Аминокислотные последовательности миниатюризированных конструкций дистрофина 
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В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содержит 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на око-
ло 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, 
по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по 
меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последова-
тельности SEQ ID NO: 118-132, где аминокислотная последовательность при экспрессии обладает по 
меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вариантах осуществления полипептид 
миниатюризированного дистрофина содержит аминокислотную последовательность, которая по мень-
шей мере на около 70%, по меньшей мере на около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей 
мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на 
около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 
99% или на около 100% идентична одной из последовательностей, приведенных в SEQ ID NO: 118 
(ВХА-196477), SEQ ID NO: 119 (ВХА-196473), SEQ ID NO: 120 (ВХА-196474), SEQ ID NO: 121 (ВХА-
196475), SEQ ID NO: 122 (ВХА-196476), SEQ ID NO: 124 (ВХА-196478) или SEQ ID NO: 125 (ВХА-
196479). В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содер-
жит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на 
около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 
90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по 
меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последова-
тельности SEQ ID NO: 118, где аминокислотная последовательность при экспрессии обладает по мень-
шей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вариантах осуществления полипептид ми-
ниатюризированного дистрофина содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей 
мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на 
около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 
96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% 
или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 119, где аминокислотная последователь-
ность при экспрессии обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вари-
антах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содержит аминокислотную после-
довательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей ме-
ре на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на 
около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 
98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 120, 
где аминокислотная последовательность при экспрессии обладает по меньшей мере одной дистрофино-
вой активностью. В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофи-
на содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей 
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мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на 
около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 
97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична по-
следовательности SEQ ID NO: 121, где аминокислотная последовательность при экспрессии обладает по 
меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вариантах осуществления полипептид 
миниатюризированного дистрофина содержит аминокислотную последовательность, которая по мень-
шей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей 
мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на 
около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 
99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 122, где аминокислотная последова-
тельность при экспрессии обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых 
вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содержит аминокислотную 
последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по мень-
шей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей 
мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на 
около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID 
NO: 123, где аминокислотная последовательность при экспрессии обладает по меньшей мере одной дис-
трофиновой активностью. В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного 
дистрофина содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по 
меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по мень-
шей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей 
мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% 
идентична последовательности SEQ ID NO: 124, где аминокислотная последовательность при экспрессии 
обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вариантах осуществления 
полипептид миниатюризированного дистрофина содержит аминокислотную последовательность, кото-
рая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по 
меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по мень-
шей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей 
мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 125, где аминокис-
лотная последовательность при экспрессии обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активно-
стью. 

В определенных вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содер-
жит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на 
около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 
90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по 
меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последова-
тельности SEQ ID NO: 126, где аминокислотная последовательность при экспрессии обладает по мень-
шей мере одной дистрофиновой активностью. В определенных вариантах осуществления полипептид 
миниатюризированного дистрофина содержит аминокислотную последовательность, которая по мень-
шей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей 
мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на 
около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 
99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 127, где аминокислотная последова-
тельность при экспрессии обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В определен-
ных вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содержит аминокислот-
ную последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по 
меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по мень-
шей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей 
мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности 
SEQ ID NO: 128, где аминокислотная последовательность при экспрессии обладает по меньшей мере 
одной дистрофиновой активностью. В определенных вариантах осуществления полипептид миниатюри-
зированного дистрофина содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 
около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 
85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по 
меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на око-
ло 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 129, где аминокислотная последовательность при 
экспрессии обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В определенных вариантах 
осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содержит аминокислотную последова-
тельность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на 
около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 
95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по 
меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 130, где 
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аминокислотная последовательность при экспрессии обладает по меньшей мере одной дистрофиновой 
активностью. В определенных вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофи-
на содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей 
мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на 
около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 
97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична по-
следовательности SEQ ID NO: 131, где аминокислотная последовательность при экспрессии обладает по 
меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В определенных вариантах осуществления полипеп-
тид миниатюризированного дистрофина содержит аминокислотную последовательность, которая по 
меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по мень-
шей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей 
мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на 
около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 132, где аминокислотная по-
следовательность при экспрессии обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В неко-
торых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина, кодируемый молеку-
лой нуклеиновой кислоты, имеет формулу (I): 

 
где H1 представляет собой шарнирный 1 домен дистрофина; R1 представляет собой домен спектри-

нового повтора 1 дистрофина; L1 представляет собой аминокислоты Arg-Val (RV); R3 представляет со-
бой домен спектринового повтора 3; Н2 представляет собой шарнирный 2 домен дистрофина; L2 пред-
ставляет собой аминокислотную последовательность, приведенную в SEQ ID NO: 74 (SEAQ); L3 пред-
ставляет собой аминокислотную последовательность, приведенную в SEQ ID NO: 75 (IHTVREE 
TMMVMTEDMP LEI); R16 представляет собой спектриновый повтор 16 дистрофина; R17 представляет 
собой спектриновый повтор 17 дистрофина; R24 представляет собой спектриновый повтор 24 дистрофи-
на; Н4 представляет собой шарнирный 4 домен дистрофина; и (-) представляет собой пептидную связь. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина, кодируе-
мый молекулой нуклеиновой кислоты, проявляет одно или несколько свойств, выбранных из группы, 
состоящей из (i) более низкой пролиферации CD4 по сравнению с ВХА-027741, (ii) более низкой проли-
ферации CD8 по сравнению с ВХА-027741, и (iv) любой их комбинации. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина, кодируе-
мый молекулой нуклеиновой кислоты, имеет формулу (II): 

 
где: H1 представляет собой шарнирный 1 домен дистрофина; R1 представляет собой домен спек-

тринового повтора 1 дистрофина; L представляет собой аминокислоты SEQ ID NO: 84 (IHT-
VREETMMVMTEDMPLEI); R16 представляет собой спектриновый повтор 16 дистрофина; R17 пред-
ставляет собой спектриновый повтор 17 дистрофина; Н3 представляет собой шарнирный 3 домен дис-
трофина; R23 представляет собой спектриновый повтор 23 дистрофина; R24 представляет собой спек-
триновый повтор 24 дистрофина; Н4 представляет собой шарнирный 4 домен дистрофина; и (-) пред-
ставляет собой пептидную связь. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина, кодируе-
мый молекулой нуклеиновой кислоты, содержит аминокислотную последовательность, которая по 
меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по мень-
шей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей 
мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на 
около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 132. В некоторых вариантах 
осуществления нуклеотидная последовательность включает последовательность, которая по меньшей 
мере на около 60%, по меньшей мере на около 65%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на 
около 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 
90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по 
меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична нуклеотид-
ной последовательности SEQ ID NO: 147. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина демонст-
рирует более высокий уровень экспрессии полипептида миниатюризированного дистрофина, чем ВХА-
196481. В некоторых других вариантах осуществления уровень экспрессии полипептида миниатюризи-
рованного дистрофина по меньшей мере около в 1,5 раза, по меньшей мере около в 1,6 раза, по меньшей 
мере около в 1,7 раза, по меньшей мере около в 1,8 раза, по меньшей мере около в 1,9 раза, по меньшей 
мере около в 2 раза, по меньшей мере около в 2,1 раза, по меньшей мере около в 2,2 раза, по меньшей 
мере около в 2,3 раза, по меньшей мере около в 2,4 раза, по меньшей мере около в 2,5 раза, по меньшей 
мере около в 2,6 раза, по меньшей мере около в 2,7 раза, по меньшей мере около в 2,8 раза, по меньшей 
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мере около в 2,9 раза или по меньшей мере около в 3 раза выше, чем уровень экспрессии полипептида 
ВХА-196481. 

В некоторых вариантах осуществления полипептиды миниатюризированного дистрофина могут ко-
дироваться нуклеотидными последовательностями. Некоторые примеры нуклеотидных последователь-
ностей представлены в табл. 8. 

Таблица 8 
Нуклеотидные последовательности конструкций дистрофина 
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SEQ ID NO: 148 кодирует конструкцию ВХА-212371, которая аналогична конструкции ВХА-

027743, за исключением того, что С-конец удален. 
SEQ ID NO: 149 кодирует конструкцию ВХА-212372, которая аналогична ВХА-212371, но с более 

коротким 3'UTR. 
В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содержит 

или представляет собой конструкцию, показанную в табл. 9. 
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Таблица 9 
Аминокислотная последовательность полипептида миниатюризированного  

дистрофина ВХА-213788 

 

 
В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содержит 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на око-
ло 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, 
по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по 
меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последова-
тельности SEQ ID NO: 152, где аминокислотная последовательность при экспрессии обладает по мень-
шей мере одной дистрофиновой активностью. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содержит 
или представляет собой конструкцию, показанную в табл. 10. 
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Таблица 10 
Аминокислотная последовательность полипептида миниатюризированного  

дистрофина ВХА-213780 J11V3 

 

 
SEQ ID NO: 153 кодирует конструкцию BXA-213780J11V3, которая аналогична конструкции ВХА-

196477, за исключением того, что аминокислоты А и Q внутреннего линкера SEAQ (SEQ ID NO: 74), а 
также последние три аминокислоты на С-конце удалены в ВХА-213780J11V3. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина содержит 
аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на око-
ло 75%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, 
по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по 
меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последова-
тельности SEQ ID NO: 153, где аминокислотная последовательность при экспрессии обладает по мень-
шей мере одной дистрофиновой активностью. 

В некоторых вариантах осуществления миниатюризированный дистрофин ВХА-213780 J11V3 мо-
жет кодироваться нуклеотидной последовательностью, показанной в табл. 11. 
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Таблица 11 
Нуклеотидная последовательность полипептида миниатюризированного  

дистрофина ВХА-213780J11V3 

 

 
В некоторых вариантах осуществления полипептид миниатюризированного дистрофина имеет со-

единительный участок между шарнирным 2 (Н2) доменом и доменом спектринового повтора 16 R16 
(R16), который содержит аминокислотную последовательность, указанную в табл. 12. 
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Таблица 12 
Аминокислотные последовательности соединительных участков 

 

 
В других вариантах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирующая полипептид 

миниатюризированного дистрофина, включает последовательность нуклеиновой кислоты, которая по 
меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по мень-
шей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей 
мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательностям, 
приведенным в SEQ ID NO: 133-149, где полипептид миниатюризированного дистрофина при экспрес-
сии нуклеотидной последовательности обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В 
других вариантах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирующая полипептид миниатю-
ризированного дистрофина, включает последовательность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей 
мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на 
около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 
98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательностям, приведенным в 
SEQ ID NO: 133 (ВХА-196477), SEQ ID NO: 134 (ВХА-196473), SEQ ID NO: 135 (ВХА -196474), SEQ ID 
NO: 136 (ВХА-196475), SEQ ID NO: 137 (ВХА-196476), SEQ ID NO: 139 (ВХА-196478), SEQ ID NO: 140 
(ВХА-196479), SEQ ID NO: 148 (ВХА-212371) или SEQ ID NO: 149 (ВХА-212372). В некоторых вариан-
тах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирующая полипептид миниатюризированного 
дистрофина, включает последовательность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на около 
60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 133, где полипептид миниатюризированного дистро-
фина при экспрессии нуклеотидной последовательности обладает по меньшей мере одной дистрофино-
вой активностью. В некоторых вариантах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирую-
щая полипептид миниатюризированного дистрофина, включает последовательность нуклеиновой кисло-
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ты, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 
80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по 
меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по мень-
шей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 134, где полипеп-
тид миниатюризированного дистрофина при экспрессии нуклеотидной последовательности обладает по 
меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вариантах осуществления нуклеотидная 
последовательность, кодирующая полипептид миниатюризированного дистрофина, включает последова-
тельность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 
70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по 
меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по мень-
шей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательно-
сти SEQ ID NO: 135. В некоторых вариантах осуществления нуклеотидная последовательность, коди-
рующая полипептид миниатюризированного дистрофина, включает последовательность нуклеиновой 
кислоты, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на 
около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 
95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по 
меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 136. В неко-
торых вариантах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирующая полипептид миниатю-
ризированного дистрофина, включает последовательность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей 
мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на 
около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 
96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% 
или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 137. В некоторых вариантах осуществле-
ния нуклеотидная последовательность, кодирующая полипептид миниатюризированного дистрофина, 
включает последовательность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на около 60%, по мень-
шей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей 
мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на 
около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентич-
на последовательности SEQ ID NO: 138, где полипептид миниатюризированного дистрофина при экс-
прессии нуклеотидной последовательности обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активно-
стью. В некоторых вариантах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирующая полипеп-
тид миниатюризированного дистрофина, включает последовательность нуклеиновой кислоты, которая 
по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по 
меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по мень-
шей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей 
мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 139, где полипептид 
миниатюризированного дистрофина при экспрессии нуклеотидной последовательности обладает по 
меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вариантах осуществления нуклеотидная 
последовательность, кодирующая полипептид миниатюризированного дистрофина, включает последова-
тельность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 
70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по 
меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по мень-
шей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательно-
сти SEQ ID NO: 140, где полипептид миниатюризированного дистрофина при экспрессии нуклеотидной 
последовательности обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вари-
антах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирующая полипептид миниатюризированно-
го дистрофина, включает последовательность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на около 
60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 141, где полипептид миниатюризированного дистро-
фина при экспрессии нуклеотидной последовательности обладает по меньшей мере одной дистрофино-
вой активностью. В некоторых вариантах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирую-
щая полипептид миниатюризированного дистрофина, включает последовательность нуклеиновой кисло-
ты, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 
80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по 
меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по мень-
шей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 142, где полипеп-
тид миниатюризированного дистрофина при экспрессии нуклеотидной последовательности обладает по 
меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вариантах осуществления нуклеотидная 
последовательность, кодирующая полипептид миниатюризированного дистрофина, включает последова-
тельность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 
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70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по 
меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по мень-
шей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательно-
сти SEQ ID NO: 143, где полипептид миниатюризированного дистрофина при экспрессии нуклеотидной 
последовательности обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вари-
антах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирующая полипептид миниатюризированно-
го дистрофина, включает последовательность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на около 
60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 144, где полипептид миниатюризированного дистро-
фина при экспрессии нуклеотидной последовательности обладает по меньшей мере одной дистрофино-
вой активностью. В некоторых вариантах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирую-
щая полипептид миниатюризированного дистрофина, включает последовательность нуклеиновой кисло-
ты, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 
80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по 
меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по мень-
шей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 145, где полипеп-
тид миниатюризированного дистрофина при экспрессии нуклеотидной последовательности обладает по 
меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вариантах осуществления нуклеотидная 
последовательность, кодирующая полипептид миниатюризированного дистрофина, включает последова-
тельность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 
70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по 
меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по мень-
шей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательно-
сти SEQ ID NO: 146, где полипептид миниатюризированного дистрофина при экспрессии нуклеотидной 
последовательности обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вари-
антах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирующая полипептид миниатюризированно-
го дистрофина, включает последовательность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на около 
60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по 
меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по мень-
шей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 
100% идентична последовательности SEQ ID NO: 147, где полипептид миниатюризированного дистро-
фина при экспрессии нуклеотидной последовательности обладает по меньшей мере одной дистрофино-
вой активностью. В некоторых вариантах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирую-
щая полипептид миниатюризированного дистрофина, включает последовательность нуклеиновой кисло-
ты, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 
80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по 
меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по мень-
шей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 148, где полипеп-
тид миниатюризированного дистрофина при экспрессии нуклеотидной последовательности обладает по 
меньшей мере одной дистрофиновой активностью. В некоторых вариантах осуществления нуклеотидная 
последовательность, кодирующая полипептид миниатюризированного дистрофина, включает последова-
тельность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 
70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по 
меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по мень-
шей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательно-
сти SEQ ID NO: 149, где полипептид миниатюризированного дистрофина при экспрессии нуклеотидной 
последовательности обладает по меньшей мере одной дистрофиновой активностью. 

5.3.2. Линкер 

В данном документе также обеспечена аминокислотная последовательность или нуклеотидная по-
следовательность, кодирующая аминокислотную последовательность. В некоторых вариантах осуществ-
ления настоящее изобретение относится к аминокислотной последовательности, кодируемой нуклеотид-
ной последовательностью, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по 
меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по мень-
шей по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по 
меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последова-
тельности SEQ ID NO: 100, где аминокислотная последовательность включает SEQ ID NO: 75 (IHTVREE 
TMMVMTEDMP LEI). В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение относится к ами-
нокислотной последовательности, кодируемой нуклеотидной последовательностью, которая по меньшей 
мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на 
около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 
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96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% 
или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 99-100 в комбинации, где аминокислот-
ная последовательность включает SEQ ID NO: 74-75 в комбинации (SEAQIHTVREE TMMVMTEDMP 
LEI). 

В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты содержит нуклеотидную 
последовательность, которая кодирует аминокислотную последовательность, содержащую последова-
тельность SEQ ID NO: 75 (IHTVREE TMMVMTEDMP LEI), где молекула нуклеиновой кислоты по 
меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по мень-
шей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей 
мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 100 (ATC-
CACCGTGCGGGAAGAGACAATGATGGTCATGACAGAGGACATGCCCCTGGA ААТС). 

В некоторых вариантах осуществления аминокислотная последовательность может использоваться 
в качестве линкера, соединяющего один или несколько доменов дистрофина. В некоторых вариантах 
осуществления линкер соединяет первый домен дистрофина и второй домен дистрофина. В некоторых 
вариантах осуществления первый и второй домен дистрофина, которые могут быть соединены, пред-
ставляют собой домен R1 и домен R16. В других вариантах осуществления первый и второй домен дис-
трофина, которые могут быть соединены, представляют собой домен R3 и домен R16. В других вариан-
тах осуществления первый и второй домен дистрофина, которые могут быть соединены, представляют 
собой домен Н2 и домен R16. 

В некоторых вариантах осуществления изобретение включает молекулу нуклеиновой кислоты, со-
держащую нуклеотидную последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере 
на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на око-
ло 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, 
по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последо-
вательности SEQ ID NO: 99 (AGTGAAGCTCAG). 

В некоторых вариантах осуществления изобретение включает молекулу нуклеиновой кислоты, со-
держащую нуклеотидную последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере 
на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на око-
ло 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, 
по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последо-
вательности SEQ ID NO: 100 (ATCCACACCGTGCGGGAAGAGACAATGATGGTCATGACAGAG-
GACATGCCCCTG GAAATC). 

В некоторых вариантах осуществления изобретение включает молекулу нуклеиновой кислоты, со-
держащую нуклеотидную последовательность, которая кодирует аминокислотную нуклеотидную после-
довательность, которая по меньшей мере на около 70%, по меньшей мере на около 80%, по меньшей ме-
ре на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на 
около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на около 98%, по меньшей мере на около 
99% или на около 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 99 и 100 в комбинации, (AGTGAA-
GCTCAGATCCACACCGTGCGGGAAGAGACAATGATGGTCATGACAGA ACATGCCCCTGGAAATC). 

В некоторых вариантах осуществления линкер помещен в полипептид миниатюризированного дис-
трофина, описанный в данном документе, путем соединения двух доменов полипептида миниатюризиро-
ванного дистрофина (например, доменов Н2 и R16). В некоторых вариантах осуществления линкер рас-
положен между доменами Н2 и R16 в полипептиде миниатюризированного дистрофина, содержащем 
ABD1-H1-R1-R3-H2-L-R16-R17-R24-H4-CR-C конц, где ABD1 представляет собой актин-связывающий 
домен 1, H1 представляет собой шарнирный 1 домен, R1 представляет собой домен спектринового по-
втора 1, R3 представляет собой домен спектринового повтора 3, Н2 представляет собой шарнирный 2 
домен, L представляет собой линкер, например, SEQ ID NO: 74 или SEQ ID NO: 75 (или оба в комбина-
ции) (или последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, 
по меньшей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по 
меньшей мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по мень-
шей мере на около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична данным последо-
вательностям), R16 представляет собой домен спектринового повтора 16, R17 представляет собой домен 
спектринового повтора 17, R24 представляет собой домен спектрина 24, Н4 представляет собой шарнир-
ный 4 домен, CR представляет собой богатый цистеином домен и С-конц представляет собой необяза-
тельный С-концевой домен (или его часть). Настоящее изобретение также обеспечивает линкер, содер-
жащий IHTVREETMMVMTEDMPLEI (SEQ ID NO: 84). В некоторых вариантах осуществления линкер, 
содержащий последовательность, приведенную в SEQ ID NO: 75 (IHTVREETMMVMTEDMPLEI) (или 
последовательность, которая по меньшей мере на около 60%, по меньшей мере на около 70%, по мень-
шей мере на около 80%, по меньшей мере на около 85%, по меньшей мере на около 90%, по меньшей 
мере на около 95%, по меньшей мере на около 96%, по меньшей мере на около 97%, по меньшей мере на 
около 98%, по меньшей мере на около 99% или на около 100% идентична последовательности, приве-
денной в SEQ ID NO: 84 (IHTVREETMMVMTEDMPLEI)), помещают в описанный в данном документе 



046419 

- 94 - 

полипептид миниатюризированного дистрофина путем соединения двух доменов полипептида миниатю-
ризированного дистрофина (например, доменов R1 и R16). В некоторых вариантах осуществления лин-
кер расположен между доменами R1 и R16 в полипептиде миниатюризированного дистрофина, содер-
жащем ABD1-H1-R1-L-R16-R17-H3-R23-R24-H4-CR-C конц, где ABD1 представляет собой актин-
связывающий домен 1, H1 представляет собой шарнирный 1 домен, R1 представляет собой домен спек-
тринового повтора 1, L представляет собой линкер, например, SEQ ID NO: 84, R16 представляет собой 
домен спектринового повтора 16, R17 представляет собой домен спектринового повтора 17, Н3 пред-
ставляет собой шарнирный 3 домен, R23 представляет собой домен спектрина 23, R24 представляет со-
бой домен спектрина 24, Н4 представляет собой шарнирный домен 4, CR представляет собой богатый 
цистеином домен и С-конц представляет собой С-концевой домен (или его часть). 

5.3.3. Некодирующие полинуклеотиды 

В некоторых аспектах в данном документе обеспечены молекулы нуклеиновой кислоты, например, 
ДНК или РНК, содержащие нуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид миниатюризи-
рованного дистрофина. 

В некоторых вариантах осуществления описанные в данном документе молекулы нуклеиновой ки-
слоты содержат некодирующие компоненты. В некоторых вариантах осуществления описанные в дан-
ном документе молекулы нуклеиновой кислоты содержат промоторы. Некоторые служащие примерами 
регуляторные последовательности для экспрессии в клетках-хозяевах млекопитающих включают вирус-
ные элементы, которые обеспечивают высокие уровни экспрессии белков в клетках млекопитающих, 
такие как промоторы и/или энхансеры, полученные от цитомегаловируса (CMV), вакуолизирующего 
обезьяньего вируса 40 (SV40), аденовируса (например, аденовирусный основной поздний промотор 
(AdMLP)) и вируса полиомы. В качестве альтернативы, могут применяться невирусные регуляторные 
последовательности, такие как промотор убиквитина или промотор бета-глобина. Дополнительно, регу-
ляторные элементы, состоящие из последовательностей из других источников, такие как промоторная 
система SRa, которая содержит последовательности из раннего промотора SV40 и длинного концевого 
повтора вируса Т-клеточной лейкемии 1 типа (Takebe, Y. et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 8: 466-472). В неко-
торых вариантах осуществления регуляторная последовательность содержит тканеспецифический про-
мотор. В некоторых вариантах осуществления тканеспецифический промотор управляет экспрессией 
интересующего гена в ткани, выбранной из группы, состоящей из сердца, печени, легких, глаз, нервной 
системы, лимфатической системы, центральной н нервной системы, нервных клеток, мышечных и ство-
ловых клеток. В некоторых вариантах осуществления промоторы, раскрытые в данном документе, пред-
ставляют собой тканеспецифические промоторы. В некоторых вариантах осуществления промотор 
управляет экспрессией терапевтического белка в гепатоцитах, мышечных клетках, эндотелиальных клет-
ках, синусоидальных клетках или нейрональных клетках или любой их комбинации. В некоторых вари-
антах осуществления промотор выбран из группы, состоящей из промотора гена синапсина 1, промотора 
тиретина мыши (mTTR), промотора эндогенного фактора VIII человека (F8), промотора альфа-1-
антитрипсина человека (hAAT), минимального промотора человеческого альбумина, промотора мыши-
ного альбумина, промотора тристетрапролина (ТТР), промотора CASI, промотора CAG, промотора ци-
томегаловируса (CMV), промотора α1-антитрипсина (ААТ), промотора мышечной креатинкиназы 
(MCK), промотора тяжелой цепи миозина альфа (αМНС), промотора миоглобина (MB), промотора дес-
мина (DES), промотора SPc5-12, промотора 2R5Sc5-12, промотора dMCK, промотора tMCK, промотора 
а-синуклеина и промотора фосфоглицераткиназы (PGK). 

В некоторых вариантах осуществления описанные в данном документе молекулы нуклеиновой ки-
слоты содержат интронную последовательность. В некоторых вариантах осуществления интронная по-
следовательность расположена в направлении 5' от нуклеотидной последовательности, кодирующей по-
липептид миниатюризированного дистрофина. В некоторых вариантах осуществления интронная после-
довательность расположена в направлении 3' от промотора. В некоторых вариантах осуществления ин-
тронная последовательность включает синтетическую интронную последовательность. 

В некоторых вариантах осуществления описанные в данном документе молекулы нуклеиновой ки-
слоты содержат посттранскрипционный регуляторный элемент. В некоторых вариантах осуществления 
посттранскрипционный регуляторный элемент расположен в направлении 3' от нуклеотидной последова-
тельности, кодирующей полипептид миниатюризированного дистрофина. В некоторых вариантах осуще-
ствления посттранскрипционный регуляторный элемент содержит мутантный посттранскрипционный 
регуляторный элемент вируса гепатита сурка (WPRE), сайт связывания микроРНК или целевую последо-
вательность ядерной ДНК, или любую их комбинацию. 

В некоторых вариантах осуществления молекулы нуклеиновой кислоты, раскрытые в данном доку-
менте, содержат 3'UTR-поли(А) хвостовую последовательность. В некоторых вариантах осуществления 
3'UTR-поли(А) хвостовая последовательность выбрана из группы, состоящей из поли(А) bGH, поли(А) 
актина, поли(А) гемоглобина и любой их комбинации. В некоторых вариантах осуществления 3'UTR-
поли(А) хвостовая последовательность включает поли(А) bGH. 

В некоторых вариантах осуществления описанные в данном документе молекулы нуклеиновой ки-
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слоты содержат энхансерную последовательность. В некоторых вариантах осуществления описанные в 
данном документе молекулы нуклеиновой кислоты содержат первый инвертированный концевой повтор 
(ITR) и/или второй ITR. В некоторых вариантах осуществления первый ITR и второй ITR идентичны. В 
некоторых вариантах осуществления первый ITR и/или второй ITR получены из аденоассоциированного 
вируса. В некоторых вариантах осуществления первый ITR получен из аденоассоциированного вируса и 
второй ITR получен из аденоассоциированного вируса. 

Далее признается, что молекула нуклеиновой кислоты может содержать дополнительные элементы, 
которые способствуют трансляции полипептида. Такие последовательности включают, например, после-
довательности Козак (Kozak), присоединенные к 5'-концу полипептида, кодирующего полинуклеотид. 
Консенсусная последовательность Козак представляет собой последовательность, которая встречается на 
эукариотической мРНК, которая играет роль в инициации процесса трансляции и имеет консенсус 
(gee)gccRccAUGG (SEQ ID NO: 150); где (1) строчная буква обозначает наиболее распространенное ос-
нование в позиции, где основание, тем не менее, может изменяться; (2) заглавные буквы указывают на 
высококонсервативные основания, то есть последовательность AUGG является постоянной или редко, 
если вообще, изменяется, за исключением кода неоднозначности IUPAC 'R', который указывает, что в 
данной позиции обычно наблюдается пурин (аденин или гуанин); и (3) последовательность в скобках 
((gee)) имеет неопределенное значение. 

В одном неограничивающем варианте осуществления молекула нуклеиновой кислоты включает 
функциональный вариант последовательности Козак или его фрагмент. Функциональный вариант после-
довательности Козак или его фрагмент сохранит способность увеличивать трансляцию белка по сравне-
нию с уровнем трансляции с последовательности, лишенной лидерной последовательности. Такой функ-
циональный фрагмент может содержать по меньшей мере 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 
20, 30, 40 непрерывных нуклеотидов последовательности Козак или последовательность, приведенную в 
SEQ ID NO: 150 или SEQ ID NO: 151 (gccaccATGG). Альтернативно, функциональный вариант может 
включать по меньшей мере 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентич-
ности последовательности с последовательностью Козак или последовательностью, приведенной в SEQ 
ID NO: 150 или SEQ ID NO: 151. 

5.3.4. Гетерологичные фрагменты 

В некоторых вариантах осуществления полипептиды по настоящему изобретению могут дополни-
тельно содержать дополнительный элемент, например, гетерологичный фрагмент. Такие элементы могут 
способствовать экспрессии полипептида, способствовать секреции полипептида, улучшать стабильность 
полипептида, обеспечивать более эффективную очистку полипептида и/или модулировать активность 
полипептида. В некоторых вариантах осуществления гетерологичный фрагмент представляет собой 
фрагмент полипептида. В других вариантах осуществления гетерологичный фрагмент представляет со-
бой неполипептидный фрагмент. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит гетероло-
гичный фрагмент, слитый с полипептидом. 

В некоторых вариантах осуществления настоящего изобретения полипептид, описанный в данном 
документе, включает один или несколько дополнительных гетерологичных фрагментов. В некоторых 
вариантах осуществления гетерологичные фрагменты представляют собой фрагменты, увеличивающие 
период полужизни. В некоторых вариантах осуществления гетерологичный фрагмент включает альбу-
мин или его фрагмент, Fc-область иммуноглобулина, С-концевой пептид (СТР) β-субъединицы хориони-
ческого гонадотропина человека, последовательность PAS, последовательность НАР, трансферрин или 
его фрагмент, или альбумин-связывающий фрагмент, или его производное, или любую их комбинацию. 

В некоторых вариантах осуществления полипептиды, раскрытые в данном документе, содержат 
один или несколько дополнительных гетерологичных фрагментов. В некоторых вариантах осуществле-
ния гетерологичные фрагменты представляют собой фрагменты, увеличивающие период полужизни. В 
некоторых вариантах осуществления гетерологичный фрагмент включает альбумин, константную об-
ласть иммуноглобулина или ее часть, иммуноглобулин-связывающий полипептид, иммуноглобулин G 
(IgG), альбумин-связывающий полипептид (АВР), фрагмент PASилирования, фрагмент HESилирования, 
XTEN, фрагмент ПЭГилирования или область Fc, или любую их комбинацию. 

5.4. Клетки 

В определенных аспектах в данном документе обеспечены клетки (например, клетки-хозяева), экс-
прессирующие (например, рекомбинантно) белки, описанные в данном документе, и векторы экспрес-
сии, содержащие нуклеотиды, кодирующие белки, описанные в данном документе. 

В некоторых вариантах осуществления клетка-хозяин содержит молекулы нуклеиновой кислоты, 
описанные в данном документе. В некоторых вариантах осуществления клетка-хозяин содержит векто-
ры, описанные в данном документе. 

В некоторых вариантах осуществления клетка-хозяин представляет собой эукариотическую клетку. 
В некоторых вариантах осуществления клетка-хозяин выбрана из группы, состоящей из клетки млекопи-
тающего, клетки насекомого, дрожжевой клетки, трансгенной клетки млекопитающего и клетки расте-
ния. В некоторых вариантах осуществления клетка-хозяин представляет собой прокариотическую клет-
ку. В некоторых вариантах осуществления прокариотическая клетка представляет собой бактериальную 
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клетку. 
В некоторых вариантах осуществления клетка-хозяин представляет собой клетку млекопитающего. 

Такие клетки-хозяева млекопитающих включают, но не ограничиваются ими, клетки СНО, VERO, BHK, 
Hela, MDCK, HEK293, NIH 3Т3, W138, ВТ483, Hs578T, HTB2, ВТ2О и T47D, NS0 (линия клеток миело-
мы мыши, которая не продуцирует эндогенно цепи иммуноглобулина), CRL7O3O, COS (например, COS1 
или COS), PER.C6, VERO, HsS78Bst, HEK-293T, HepG2, SP210, R1.1, BW, LM, BSC1, BSC40, YB/20, 
BMT10, HBK, NSO, HT1080 и HsS78Bst. 

5.5. Векторы. 

5.5.1. Аденоассоциированный вирус (AAV). 

5.5.1.1. Обзор 

В данном документе обеспечиваются векторы (например, векторы экспрессии), содержащие моле-
кулы нуклеиновых кислот, содержащие нуклеотидные последовательности, кодирующие миниатюризи-
рованный белок дистрофина, для рекомбинантной экспрессии в клетках-хозяевах и клетках, представ-
ляющих собой цель терапевтического вмешательства. Используемый в данном документе термин "век-
тор" предназначен для обозначения молекулы нуклеиновой кислоты, способной переносить другую нук-
леиновую кислоту, с которой она связана; или объекта, содержащего такую молекулу нуклеиновой ки-
слоты, способную переносить другую нуклеиновую кислоту. Одним типом вектора является "плазмида", 
которая обозначает кольцевую петлю двухцепочечной ДНК, в которую можно лигировать дополнитель-
ные сегменты ДНК. Другим типом вектора является вирусный вектор, в котором дополнительные сег-
менты ДНК можно лигировать в вирусный геном. Конкретные векторы или полинуклеотиды, которые 
являются частью векторов, являются способными к автономной репликации в клетке-хозяине, в которую 
они введены (например, бактериальные векторы, обладающие бактериальной точкой начала репликации, 
и эписомальные векторы млекопитающих). Другие векторы (например, не эписомальные векторы млеко-
питающих) можно интегрировать в геном клетки-хозяина при введении в клетку-хозяина и, таким обра-
зом, они реплицируются вместе с геномом хозяина. Кроме того, конкретные векторы способны управ-
лять экспрессией генов, с которыми они функционально связаны. Такие векторы обозначены в данном 
документе как "рекомбинантные экспрессионные векторы" (или просто "экспрессионные векторы"). Как 
правило, экспрессионные векторы для использования в способах рекомбинантной ДНК часто присутст-
вуют в форме плазмид. В настоящем описании термины "плазмида" и "вектор" можно иногда использо-
вать как взаимозаменяемые, в зависимости от контекста, так как плазмида является наиболее общепри-
нятой формой вектора. Однако в данном документе также раскрыты другие формы экспрессионных век-
торов, такие как вирусные векторы (например, дефектные по репликации ретровирусы, аденовирусы и 
аденоассоциированные вирусы), которые выполняют эквивалентные функции. В некоторых вариантах 
осуществления раскрытые в данном документе полинуклеотиды экспрессируются с помощью аденоас-
социированного вируса (AAV). AAV представляет собой одноцепочечный ДНК-вирус без оболочки, от-
носящийся к семейству Parvoviridae. В отличие от большинства других членов семейства Parvoviridae, 
AAV является дефектным по репликации и способен эффективно реплицироваться только в присутствии 
вируса-помощника, такого как аденовирус или вирус герпеса. Впервые AAV был обнаружен в середине 
1960-х годов как контаминант вирусных препаратов аденовируса. См. Atchison R W, Casto В С, 
HAMMON W M. Science. 149(3685), 754-756 (1965). С тех пор были разработаны более безопасные и бо-
лее эффективные способы использования AAV в качестве вектора рекомбинантной ДНК. См., например, 
Hermonat P.L. and Muzyczka N. Proc Natl Acad Sci USA. 81(20), 6466-6470 (1984). 3. Laughlin C.A., et al. 
Gene, 23(1), 65-73 (1983). Matsushita Т., et al. Gene Ther. 5(7), 938-945 (1998). Xiao X., et al. Journal of Vi-
rology. 72(3), 2224-2232 (1998). Было показано, что небольшое количество геномов AAV интегрируется в 
хромосому хозяина. См. Cheung AK, Hoggan MD, Hauswirth WW, et al. Integration of the adeno-associated 
vims genome into cellular DNA in latently infected human detroit 6 cells. J Virol 1980; 33:739-748. AAV им-
мунологически отличается от любого известного аденовирусного антигена. Капсид AAV содержит геном 
одноцепочечной ДНК (оцДНК). См. Rose JA, Berns KI, Hoggan MD, et al. Proc Natl Acad Sci USA 
1969;64:863-869. 

AAV имеет одноцепочечный ДНК-геном размером 4,7 т.п.н., кодирующий ген репликации (rep) и 
гены капсидирующих белков (cap), фланкированные двумя инвертированными концевыми повторами 
(ITR). Он преимущественно не интегрируется и образует стабильные эписомы в неделящейся ткани. Не-
смотря на высокую распространенность серотипа среди взрослого населения, AAV не был связан с каки-
ми-либо заболеваниями у человека. См. Gonçalves, M. Virol. J. 2, 43 (2005). Стабильная экспрессия AAV 
в тканях, отсутствие патогенности и простота получения высоких титров сделали его очень привлека-
тельным вектором и популярной платформой для переноса генов. 

Рекомбинантный AAV (rAAV) представляет собой генетически модифицированный AAV, в кото-
ром обычно часть генов rep и cap или все гены rep и cap заменены гетерологичными трансгенными по-
следовательностями. Рекомбинантные AAV также могут запускать долговременную экспрессию транс-
генов в постмитотических клетках, скорее всего, потому, что геном рекомбинантного AAV сохраняется в 
значительной степени в виде кольцевых эписом в ядре. Единственным цис-действующим элементом 
ДНК у rAAV, необходимым для продукции rAAV, являются инвертированные концевые повторы (ITR) 
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AAV, тогда как гены rep, cap и аденовирусные гены-помощники могут быть обеспечены в транс-
положении. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления, раскрытых в данном документе, 
rAAV содержат только гетерологичную трансгенную ДНК, фланкированную ITR-последовательностями, 
и данный геном инкапсидирован внутри серотип-специфичного капсида AAV. 

AAV обладает уникальными признаками, которые делают его привлекательным в качестве вектор-
ной системы для доставки чужеродной ДНК в клетки. Инфекция клеток в культуре AAV, как правило, не 
является цитопатической, и естественное инфицирование людей и других животных протекает незаметно 
и бессимптомно. Более того, AAV инфицирует множество различных типов клеток млекопитающих, что 
дает возможность воздействовать на многие различные ткани in vivo. AAV также обладает дополнитель-
ными преимуществами, которые делают его особенно привлекательной вирусной системой для доставки 
генов, включая стимулирование иммунного ответа, который является относительно мягким по сравне-
нию с другими формами доставки генов, и постоянную экспрессию как в делящихся, так и в покоящихся 
клетках на основе неинтегрирующейся, эписомальной векторной ДНК. Кроме того, AAV выдерживает 
условия, используемые для инактивации аденовируса (от 56 до 65°С в течение нескольких часов), что 
делает холодную консервацию вакцин на основе rAAV менее критичной. 

Репликация вирусной ДНК не требуется для интеграции в геном клетки-хозяина, и, следовательно, 
для данного процесса не требуется вирус-помощник. Провирусный геном AAV является инфекционным 
подобно клонированной ДНК в плазмидах, что делает возможным создание рекомбинантных геномов. 
Более того, поскольку сигналы, управляющие репликацией, инкапсидацией и интеграцией генома AAV, 
содержатся в ITR генома AAV, внутренние приблизительно 4,7 т.п.н. генома (кодирующие белки репли-
кации и структурные белки капсида, rep-cap) могут быть заменены чужеродной ДНК, такой как кассета 
экспрессии гена, содержащая промотор, представляющую интерес ДНК и сигнал полиаденилирования. 

Векторы AAV могут включать дополнительные элементы, которые функционируют в цис- или 
транс-положении. В конкретных вариантах осуществления вектор AAV, который включает векторный 
геном, также имеет одну или несколько последовательностей инвертированных концевых повторов 
(ITR), которые фланкируют 5'- или 3'-конец донорной последовательности; элемент контроля экспрес-
сии, который управляет транскрипцией (например, промотор или энхансер) донорной последовательно-
сти, такой как конститутивный или регулируемый элемент управления, или элемент контроля тканеспе-
цифической экспрессии; последовательность интрона, полинуклеотидная последовательность-
наполнитель; и/или полиадениновая последовательность, расположенная на 3' конце донорной последо-
вательности. В некоторых вариантах осуществления AAV реплицируется с помощью вируса-помощника. 
Ряд таких вирусов-помощников для AAV известны из уровня техники, включая аденовирусы, герпевиру-
сы и поксвирусы, такие как вирус коровьей оспы. Аденовирусы охватывают много различных подгрупп, 
хотя обычно используется аденовирус типа 5, подгруппы С. Многочисленные аденовирусы человека, не 
относящихся к человеку млекопитающих и птиц известны и доступны из депозитариев, таких как АТСС. 
Вирусы семейства герпеса включают, например, вирусы герпеса простого (HSV) и вирусы Эпштейн-
Барра (EBV), а также цитомегаловирусы (CMV) и вирусы псевдобешенства (PRV); которые также дос-
тупны из депозитариев, таких как АТСС. 

Типичные векторы AAV включают последовательности капсидных белков любого из AAV1, AAV2, 
AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, RH10, Rh74 или AAV-2i8, или вари-
анта капсидного белка AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, 
AAV11, Rh10, Rh74 или AAV-2i8. Рекомбинантные векторы AAV по изобретению также включают 
AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 или AAV-
2i8 и их варианты. Конкретные варианты капсидных белков включают варианты капсидных белков 
AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 или AAV-
2i8, такие как последовательность капсидного белка с аминокислотной заменой, делецией или встав-
кой/добавлением. В одном варианте осуществления вектором AAV является AAV9. 

В некоторых аспектах изобретение относится к AAV, обладающим различными способностями в 
отношении поражения тканей (например, тканевыми тропизмами). В некоторых вариантах осуществле-
ния капсидные полипептиды вариантов AAV дополнительно проявляют повышенную трансдукцию или 
тропизм в одном или нескольких типах стволовых клеток человека по сравнению с невариантными роди-
тельскими капсидными полипептидами. В некоторых вариантах осуществления типы стволовых клеток 
человека включают, но не ограничиваются ими, эмбриональные стволовые клетки, стволовые клетки 
взрослой ткани (т.е. соматические стволовые клетки), стволовые клетки костного мозга, клетки-
предшественники, индуцированные плюрипотентные стволовые клетки и репрограммированные стволо-
вые клетки. В некоторых вариантах осуществления взрослые стволовые клетки могут включать органо-
идные стволовые клетки (т.е. стволовые клетки, полученные из любого интересующего органа или сис-
темы органов в организме). В некоторых вариантах осуществления целевая ткань AAV представляет со-
бой гонаду, диафрагму, сердце, желудок, печень, селезенку, поджелудочную железу, мышцы или почки. 
В некоторых вариантах осуществления AAV нацелен на органы тела, которые включают, но без ограни-
чения, кожу, волосы, ногти, сенсорные рецепторы, потовую железу, сальные железы, кости, мышцы, го-
ловной мозг, спинной мозг, нерв, гипофиз, шишковидную железу, гипоталамус, щитовидную железу, 
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паращитовидную железу, тимус, надпочечники, поджелудочную железу (островковую ткань), сердце, 
кровеносные сосуды, лимфатические узлы, лимфатические сосуды, тимус, селезенку, миндалины, нос, 
глотку, гортань, трахею, бронхи, легкие, рот, глотку, пищевод, желудок, тонкий кишечник, толстый ки-
шечник, прямую кишку, анальный канал, зубы, слюнные железы, язык, печень, желчный пузырь, подже-
лудочную железу, аппендикс, почки, мочеточники, мочевой пузырь, уретру, яички, семявыносящий про-
ток, мочеиспускательный канал, простату, половой член, мошонку, яичники, матку, маточные (фалло-
пиевы) трубы, влагалище, вульу и молочные железы (груди). Системы органов тела включают, но не ог-
раничиваются ими, покровную систему, скелетную систему, мышечную систему, нервную систему, эн-
докринную систему, сердечно-сосудистую систему, лимфатическую систему, дыхательную систему, пи-
щеварительную систему, мочевыделительную систему и репродуктивную систему. В некоторых вариан-
тах осуществления трансдукция и/или тропизм AAV с вариантными полипептидами капсида увеличива-
ется на около 5, около 10, около 15, около 20, около 25, около 30, около 35, около 40, около 45, около 50, 
около 55, около 60, 65, около 70, около 75, около 80, около 85, около 90, около 95, около 99 или около 
100% по сравнению с AAV, имеющим невариантные полипептиды капсида. В некоторых вариантах осу-
ществления трансдукция и/или тропизм увеличиваются от около 5 до около 80%, от около 10 до около 
70%, от около 20 до около 60% или от около 30 до около 60%. 

5.5.1.2. Гены репликации, капсида и сборки AAV 

Одноцепочечный геном AAV включает три гена: rep (репликация, от слова Replication), cap (капсид, 
от слова Capsid) и аар (сборка, от слова Assembly). Данные три гена дают начало по меньшей мере девяти 
генным продуктам за счет использования трех промоторов, альтернативных сайтов старта трансляции и 
дифференциального сплайсинга. 

Ген rep кодирует четыре белка (Rep78, Rep68, Rep52 и Rep40), которые необходимы для реплика-
ции и упаковки вирусного генома. 

Экспрессия гена cap приводит к образованию белков вирусного капсида (VP1; VP2; VP3), которые 
образуют внешнюю оболочку капсида, которая защищает вирусный геном, а также активно участвует в 
связывании клеток и интернализации. Подсчитано, что вирусная оболочка состоит из 60 белков, обра-
зующих икосаэдрическую структуру. Ген аар кодирует активирующий сборку белок (ААР) в альтерна-
тивной рамке считывания, перекрывающей ген cap. Считается, что данный ядерный белок обеспечивает 
функцию каркаса для сборки капсида и играет роль в ядрышковой локализации белков VP в некоторых 
серотипах AAV. 

В некоторых вариантах осуществления один или более из генов rep, cap или аар встречаются в при-
роде, например, гены rep, cap или аар включают в себя все или часть генов rep, cap или аар парвовируса. 
В некоторых вариантах осуществления один или несколько генов rep, cap или аар содержат синтетиче-
скую последовательность. В одном варианте осуществления ген rep содержит синтетическую последова-
тельность. В одном варианте осуществления ген cap содержит синтетическую последовательность. В 
одном варианте осуществления ген аар содержит синтетическую последовательность. В одном варианте 
гены rep и cap содержат синтетическую последовательность. В одном варианте осуществления гены rep и 
аар содержат синтетическую последовательность. В одном варианте осуществления гены cap и аар со-
держат синтетическую последовательность. В одном варианте осуществления гены rep, cap и аар содер-
жат синтетическую последовательность. 

В некоторых вариантах осуществления rep происходит из генома AAV, выбранного из AAV1, 
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 и любой их комбинации. В 
конкретном варианте осуществления rep происходит из генома AAV1. В конкретном варианте осуществ-
ления rep происходит из генома AAV2. В конкретном варианте осуществления rep происходит из генома 
AAV3. В конкретном варианте осуществления rep происходит из генома AAV4. В конкретном варианте 
осуществления rep происходит из генома AAV5. В конкретном варианте осуществления rep происходит 
из генома AAV6. В конкретном варианте осуществления rep происходит из генома AAV7. В конкретном 
варианте осуществления rep происходит из генома AAV8. В конкретном варианте осуществления rep 
происходит из генома AAV9. В конкретном варианте осуществления rep происходит из генома AAV10. В 
конкретном варианте осуществления rep происходит из генома AAV11. 

В некоторых вариантах осуществления cap происходит из генома AAV, выбранного из AAV1, 
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 и любой их комбинации. В 
конкретном варианте осуществления cap происходит из генома AAV1. В конкретном варианте осуществ-
ления cap происходит из генома AAV2. В конкретном варианте осуществления cap происходит из генома 
AAV3. В конкретном варианте осуществления cap происходит из генома AAV4. В конкретном варианте 
осуществления cap происходит из генома AAV5. В конкретном варианте осуществления cap происходит 
из генома AAV6. В конкретном варианте осуществления cap происходит из генома AAV7. В конкретном 
варианте осуществления cap происходит из генома AAV8. В конкретном варианте осуществления cap 
происходит из генома AAV9. В конкретном варианте осуществления cap происходит из генома AAV10. 
В конкретном варианте осуществления cap происходит из генома AAV11. 

В некоторых вариантах осуществления аар происходит из генома AAV, выбранного из AAV1, 
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 и любой их комбинации. В 
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конкретном варианте осуществления аар происходит из генома AAV1. В конкретном варианте осуществ-
ления аар происходит из генома AAV2. В конкретном варианте осуществления аар происходит из генома 
AAV3. В конкретном варианте осуществления аар происходит из генома AAV4. В конкретном варианте 
осуществления аар происходит из генома AAV5. В конкретном варианте осуществления аар происходит 
из генома AAV6. В конкретном варианте осуществления аар происходит из генома AAV7. В конкретном 
варианте осуществления аар происходит из генома AAV8. В конкретном варианте осуществления аар 
происходит из генома AAV9. В конкретном варианте осуществления аар происходит из генома AAV10. 
В конкретном варианте осуществления аар происходит из генома AAV11. 

Следует понимать, что конкретный описанный в данном документе геном AAV может иметь гены, 
происходящие из разных геномов AAV (например, геномы из AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, 
AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10 и AAV11). Таким образом, в данном документе описаны AAV, ко-
торые содержат любую возможную перестановку/комбинацию из rep, cap или аар. 

В некоторых вариантах осуществления, раскрытых в данном документе, AAV представляет собой 
рекомбинантный AAV (rAAV). В некоторых вариантах осуществления в rAAV отсутствует один или 
более из гена rep, гена cap и гена аар. В некоторых вариантах осуществления в rAAV отсутствует ген rep. 
В некоторых вариантах осуществления в rAAV отсутствует ген cap. В некоторых вариантах осуществле-
ния в rAAV отсутствует ген аар. В некоторых вариантах осуществления в rAAV отсутствует ген rep и 
отсутствует ген cap. В некоторых вариантах осуществления в rAAV отсутствует ген rep и отсутствует ген 
аар. В некоторых вариантах осуществления в rAAV отсутствует ген cap и отсутствует ген аар. В некото-
рых вариантах осуществления в rAAV отсутствует ген rep, ген cap и ген аар. 

В некоторых вариантах осуществления, раскрытых в данном документе, rAAV модифицируется та-
ким образом, что один или более из гена rep, гена cap и гена аар мутирован так, что изменяется экспрес-
сия одного или нескольких генов AAV. В некоторых вариантах осуществления мутирован ген rep. В не-
которых вариантах осуществления мутирован ген cap. В некоторых вариантах осуществления мутирован 
ген аар. В некоторых вариантах осуществления мутированы ген rep и ген cap. В некоторых вариантах 
осуществления мутированы ген rep и ген аар. В некоторых вариантах осуществления мутированы ген cap 
и ген аар. В некоторых вариантах осуществления мутированы ген cap, ген rep и ген аар. 

5.5.1.3. Инвертированные концевые повторы 

В некоторых вариантах осуществления AAV содержит первый ITR, например, 5' ITR, и второй ITR, 
например, 3' ITR. Как правило, ITR участвуют в репликации и "спасении" или вырезании из прокариоти-
ческих плазмид ДНК парвовируса (например, AAV) (Samulski et al., 1983, 1987; Senapathy et al., 1984; 
Gottlieb and Muzyczka, 1988). Кроме того, сообщалось, что ITR являются минимальными последователь-
ностями, необходимыми для интеграции провирусов AAV и для упаковки ДНК AAV в вирионы 
(McLaughlin et al., 1988; Samulski et al., 1989). Данные элементы необходимы для эффективного размно-
жения генома парвовируса. 

В некоторых вариантах осуществления ITR содержит встречающийся в природе ITR, например, ITR 
содержит весь или часть ITR парвовируса. В некоторых вариантах осуществления ITR содержит синте-
тическую последовательность. В одном варианте осуществления первый ITR или второй ITR содержит 
синтетическую последовательность. В другом варианте осуществления каждый из первого ITR и второго 
ITR содержит синтетическую последовательность. В некоторых вариантах осуществления первый ITR 
или второй ITR содержит последовательность, встречающуюся в природе. В другом варианте осуществ-
ления каждый из первого ITR и второго ITR содержит встречающуюся в природе последовательность. В 
некоторых вариантах осуществления ITR включает ITR из генома AAV. В некоторых вариантах осуще-
ствления ITR представляет собой ITR генома AAV, выбранного из AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, 
AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 и любой их комбинации. В конкретном варианте осущест-
вления ITR представляет собой ITR генома AAV2. В другом варианте осуществления ITR представляет 
собой синтетическую последовательность, созданную с помощью генной инженерии и содержащую на 
своих 5'- и 3'-концах ITR, полученные из одного или нескольких геномов AAV. В некоторых вариантах 
осуществления ITR получены из одного и того же генома, например, из генома одного и того же вируса, 
или из разных геномов, например, из геномов двух или более разных геномов AAV. В некоторых вари-
антах осуществления ITR получены из одного и того же генома AAV. В конкретном варианте осуществ-
ления два ITR, присутствующие в молекуле нуклеиновой кислоты по изобретению, являются одинако-
выми и могут, в частности, быть ITR AAV2. В одном конкретном варианте осуществления первый ITR и 
второй ITR идентичны. 

В некоторых вариантах осуществления ITR образуют структуры шпилечной петли. В одном вари-
анте осуществления первый ITR образует шпилечную структуру. В другом варианте второй ITR образует 
шпилечную структуру. Еще в другом варианте осуществления как первый ITR, так и второй ITR образу-
ют шпилечные структуры. В некоторых вариантах осуществления ITR в молекуле нуклеиновой кислоты, 
раскрытой в данном документе, представляет собой транскрипционно активированный ITR. Транскрип-
ционно активированный ITR может включать весь или часть ITR дикого типа, который был транскрип-
ционно активирован путем включения по меньшей мере одного транскрипционно активного элемента. В 
данном контексте подходят различные типы транскрипционно активных элементов. В некоторых вари-



046419 

- 100 - 

антах осуществления транскрипционно активный элемент является конститутивным транскрипционно 
активным элементом. Конститутивные транскрипционно активные элементы обеспечивают постоянный 
уровень транскрипции гена и могут использоваться, когда желательно, чтобы трансген экспрессировался 
на постоянной основе. В других вариантах осуществления транскрипционно активный элемент пред-
ставляет собой индуцируемый транскрипционно активный элемент. Индуцируемые транскрипционно 
активные элементы обычно проявляют низкую активность в отсутствие индуктора (или индуцирующего 
состояния) и активируются в присутствии индуктора (или переключаются в индуцирующее состояние). 
Индуцируемые транскрипционно активные элементы могут быть использованы, когда экспрессия требу-
ется только в определенное время или в определенных местах, или когда желательно титрование уровня 
экспрессии с использованием индуцирующего агента. Транскрипционно активные элементы также могут 
быть тканеспецифичными; то есть они проявляют активность только в определенных тканях или типах 
клеток. 

Транскрипционно активные элементы могут быть включены в ITR различными способами. В неко-
торых вариантах осуществления транскрипционно активный элемент включен с 5' конца в любую часть 
ITR или с 3' конца в любую часть ITR. В других вариантах осуществления транскрипционно активный 
элемент транскрипционно активированного ITR находится между двумя последовательностями ITR. Ес-
ли транскрипционно активный элемент включает два или более элемента, которые должны быть разне-
сены, данные элементы могут чередоваться с частями ITR. В некоторых вариантах осуществления шпи-
лечная структура ITR удаляется и заменяется инвертированными повторами транскрипционного элемен-
та. Данная последняя компоновка создаст шпильку, имитирующую удаленную часть в структуре. Мно-
жественные тандемные транскрипционно активные элементы также могут присутствовать в транскрип-
ционно активированном ITR, и они могут быть смежными или разнесенными. Кроме того, сайты связы-
вания белков (например, сайты связывания Rep) могут быть введены в транскрипционно активные эле-
менты транскрипционно активированных ITR. Транскрипционно активный элемент может включать лю-
бую последовательность, обеспечивающую контролируемую транскрипцию ДНК с помощью РНК-
полимеразы с образованием РНК, и может содержать, например, транскрипционно активный элемент, 
как определено ниже. 

Транскрипционно активированные ITR обеспечивают как активацию транскрипции, так и функции 
ITR для молекулы нуклеиновой кислоты в нуклеотидной последовательности относительно ограничен-
ной длины, которая эффективно максимизирует длину трансгена, который может переноситься и экс-
прессироваться из молекулы нуклеиновой кислоты. Включение транскрипционно активного элемента в 
ITR может быть выполнено множеством способов. Сравнение последовательности ITR и требований к 
последовательности транскрипционно активного элемента может дать представление о способах кодиро-
вания элемента в ITR. Например, транскрипционная активность может быть добавлена к ITR посредст-
вом внесения определенных изменений в последовательность ITR, которая реплицирует функциональ-
ные элементы транскрипционно активного элемента. В данной области техники существует ряд способов 
эффективного добавления, удаления и/или изменения конкретных нуклеотидных последовательностей в 
определенных сайтах (см., например, Deng and Nickoloff (1992) Anal. Biochem. 200: 81-88). Другой спо-
соб создания транскрипционно активированных ITR включает введение сайта рестрикции в желаемое 
место в ITR. Кроме того, несколько транскрипционно активных элементов могут быть включены в тран-
скрипционно активированный ITR с использованием способов, известных в данной области техники. 

В качестве иллюстрации, транскрипционно активированные ITR могут быть сгенерированы вклю-
чением одного или нескольких транскрипционно активных элементов, таких как: ТАТА-бокс, GC-бокс, 
ССААТ-бокс, сайт Sp1, область Inr, сайт CRE (регуляторный элемент цАМФ), сайт ATF-1/CRE, АРВβ-
бокс, АРВα-бокс, CArG-бокс, ССАС-бокс или любой другой элемент, участвующий в транскрипции, как 
известно в данной области техники. 

5.5.1.4. Представляющий интерес ген и другие последовательности 

Некоторые аспекты настоящего изобретения относятся к способам введения AAV-терапии субъек-
ту. В некоторых вариантах осуществления AAV содержит представляющий интерес ген (gene of interest 
(GOI)). В некоторых вариантах осуществления GOI является молекулой нуклеиновой кислоты, содержа-
щей нуклеотидную последовательность, описанную в данном документе, которая кодирует полипептид 
миниатюризированного дистрофина, описанный в данном документе. 

Экспрессируемый GOI может быть либо сегментом ДНК, кодирующим белок, с любыми необходи-
мыми элементами управления (например, промоторами, операторами), желаемыми пользователем, либо 
некодирующим сегментом ДНК, транскрипция которого производит всю или часть некоторой РНК-
содержащей молекулы, такой как рибозим или антисмысловая молекула. 

В некоторых вариантах осуществления AAV содержит более одного GOI. В AAV с более чем од-
ним GOI некоторые варианты осуществления включают такие элементы, как IRES или 2А, для совмест-
ной экспрессии их с одного промотора. В некоторых вариантах осуществления AAV содержит два пред-
ставляющих интерес гена, разделенных элементом IRES. В некоторых вариантах осуществления AAV 
содержит два представляющих интерес гена, разделенных элементом 2А. В некоторых вариантах осуще-
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ствления AAV содержит три представляющих интерес гена, разделенных элементом IRES между пред-
ставляющими интерес генами (например, GOI-IRES-GOI-IRES-GOI). В некоторых вариантах осуществ-
ления AAV содержит три представляющих интерес гена, разделенных элементами 2А между интере-
сующими генами. В некоторых вариантах осуществления AAV содержит регуляторную последователь-
ность. В некоторых вариантах осуществления AAV содержит некодирующую регуляторную ДНК. В не-
которых вариантах осуществления геном AAV содержит регуляторные последовательности, которые 
контролируют экспрессию генов цепей антитела в клетке-хозяине. Термин "регуляторная последова-
тельность" включает промоторы, энхансеры и другие элементы контроля экспрессии (например, сигналы 
полиаденилирования), которые контролируют транскрипцию или трансляцию генов цепей антитела. Та-
кие регуляторные последовательности описаны, например, в Goeddel (Gene Expression Technology. Meth-
ods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). Специалистам в данной области техники 
будет понятно, что конструкция AAV, включая выбор регуляторных последовательностей, может зави-
сеть от таких факторов, как выбор клетки-хозяина, подлежащей трансформации, желаемый уровень экс-
прессии белка и т.д. В некоторых вариантах осуществления геном AAV содержит донорные/акцепторные 
сайты сплайсинга мРНК. Некоторые регуляторные последовательности для экспрессии в клетках-
хозяевах млекопитающих включают вирусные элементы, которые обеспечивают высокие уровни экс-
прессии белка в клетках млекопитающих, такие как промоторы и/или энхансеры, полученные из цитоме-
галовируса (CMV), обезьяньего вируса 40 (SV40), аденовируса (например, аденовирусный основной 
поздний промотор (AdMLP) и вируса полиомы. В качестве альтернативы, можно использовать невирус-
ные регуляторные последовательности, такие как промотор убиквитина или промотор β-глобина. Кроме 
того, регуляторные элементы, состоящие из последовательностей из различных источников, таких как 
промоторная система SRa, которая содержит последовательности из раннего промотора SV40 и длинного 
концевого повтора вируса лейкемии Т-клеток человека типа 1 (Takebe, Y. et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 
8:466-472). В некоторых вариантах осуществления регуляторная последовательность содержит тканеспе-
цифический промотор. В некоторых вариантах осуществления тканеспецифический промотор управляет 
экспрессией представляющего интерес гена в ткани, выбранной из группы, состоящей из сердца, печени, 
легких, глаз, нервной системы, лимфатической системы, мышечных и стволовых клеток. 

5.5.1.5. AAV-препараты 

В некоторых вариантах осуществления AAV вектор приготовлен со средством доставки. В некото-
рых вариантах осуществления средство доставки включает липидную наночастицу. В некоторых вариан-
тах осуществления средство доставки выбрано из группы, состоящей из липосом, нелипидных полимер-
ных молекул, эндосом и любой их комбинации. 

5.5.2. Векторы, не относящиеся к AAV 

В данном документе также обеспечен вектор, который содержит описанные выше полинуклеотиды, 
функционально связанные с промотором. Нуклеотидная последовательность "функционально связана" с 
последовательностью контроля экспрессии (например, промотором), когда последовательность контроля 
экспрессии контролирует и регулирует транскрипцию и трансляцию данной последовательности. Термин 
"функционально связанный" применительно к нуклеотидной последовательности включает наличие со-
ответствующего стартового сигнала (например, ATG) перед нуклеотидной последовательностью, кото-
рая должна быть экспрессирована, и поддержание правильной рамки считывания для обеспечения экс-
прессии последовательности под контролем последовательности контроля экспрессии и продукции же-
лаемого продукта, кодируемого последовательностью. Если ген, который желательно вставить в молеку-
лу рекомбинантной нуклеиновой кислоты, не содержит соответствующего стартового сигнала, такой 
стартовый сигнал может быть вставлен перед геном. "Вектор" представляет собой репликон, такой как 
плазмида, фаг или космида, к которому может быть присоединен другой сегмент нуклеиновой кислоты, 
чтобы вызвать репликацию присоединенного сегмента. Промотор может быть или является идентичным 
промотору бактерий, дрожжей, насекомых или млекопитающих. В некоторых вариантах осуществления 
вектор может быть плазмидой, космидой, дрожжевой искусственной хромосомой (YAC), бактериофагом 
или вирусной ДНК эукариот. Могут быть использованы другие многочисленные векторные остовы, из-
вестные в данной области техники как применимые для экспрессии белка. Такие векторы включают, но 
без ограничения: аденовирусный вектор, ретровирусный вектор, поксвирусный вектор, бакуловирусный 
вектор, вирусный вектор герпеса, обезьяний вирус 40 (SV40), цитомегаловирус (CMV), вирус опухоли 
молочной железы мыши (MMTV) и вирус мышиного лейкоза Молони. Кроме того, один класс векторов 
содержит элементы ДНК, полученные из вирусов, таких как вирус папилломы крупного рогатого скота, 
вирус полиомы, бакуловирус, ретровирусы, или вирус леса Семлики. Такие векторы можно получить 
коммерчески или собрать из последовательностей, описанных способами, хорошо известными в данной 
области техники. 

В некоторых вариантах осуществления описанный в данном документе вектор приготовлен со 
средством доставки. В некоторых вариантах осуществления средство доставки включает липидную на-
ночастицу. В некоторых вариантах осуществления средство доставки выбрано из группы, состоящей из 
липосом, нелипидных полимерных молекул, эндосом и любой их комбинации. 
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5.6. Фармацевтические композиции 

Различные полипептиды и полинуклеотиды, раскрытые в данном документе (также называемые в 
данном документе "активными соединениями"), могут быть включены в фармацевтические композиции, 
подходящие для введения. Такие композиции обычно содержат полипептид или полинуклеотиды и фар-
мацевтически приемлемый носитель. Используемый в данном документе термин "фармацевтически при-
емлемый носитель" предназначен для включения любых без исключения растворителей, дисперсионных 
сред, покрытий, антибактериальных и противогрибковых средств, изотонических средств и средств, за-
медляющих всасывание, и т.п., совместимых с фармацевтическим введением. Применение таких сред и 
средств для фармацевтически активных соединений хорошо известно в данной области техники. За ис-
ключением случаев, когда любая обычная среда или средство несовместимы с активным соединением, 
предполагается их применение в композициях. В композиции также могут быть включены дополнитель-
ные активные соединения. 

В некоторых вариантах осуществления раскрыта фармацевтическая композиция, содержащая (а) 
полипептид, как описано в данном документе, и (b) фармацевтически приемлемое вспомогательное ве-
щество. 

В некоторых вариантах осуществления раскрыта фармацевтическая композиция, содержащая (а) 
композицию, содержащую полипептид, как описано в данном документе, и (b) фармацевтически прием-
лемое вспомогательное вещество. 

В некоторых вариантах осуществления раскрыта фармацевтическая композиция, содержащая (а) 
полинуклеотид, как описано в данном документе, и (b) фармацевтически приемлемое вспомогательное 
вещество. 

В некоторых вариантах осуществления раскрыта фармацевтическая композиция, содержащая (а) 
вектор (например, rAAV), как описано в данном документе, и (b) фармацевтически приемлемое вспомо-
гательное вещество. 

В некоторых вариантах осуществления раскрыта фармацевтическая композиция, содержащая (а) 
клетку-хозяин, как описано в данном документе, и (b) фармацевтически приемлемое вспомогательное 
вещество. 

Фармацевтическая композиция по настоящему описанию приготовлена таким образом, чтобы быть 
совместимой с предполагаемым путем введения. Примеры способов введения включают парентераль-
ный, например, внутривенный, внутрикожный, подкожный, пероральный, трансдермальный (местный) и 
трансмукозальный, и любую их комбинацию. Другой путь введения включает легочное введение. Кроме 
того, может быть желательно введение терапевтически эффективного количества фармацевтической 
композиции локально в область, нуждающуюся в лечении. Это может быть достигнуто, например, с по-
мощью местной или региональной инфузии или перфузии во время операции, местного применения, 
инъекции, катетера, суппозитория или имплантата (например, имплантатов, сформированных из порис-
тых, непористых или гелеобразных материалов, включая мембраны, такие как в виде сиалластических 
мембран или волокон) и тому подобного. В другом варианте осуществления терапевтически эффектив-
ное количество фармацевтической композиции доставляется в везикулах, таких как липосомы (см., на-
пример, Langer, Science 249: 1527-33, 1990 и Treat et al., in Liposomes in Therapy of Infective Disease, and 
Cancer, Lopez Berestein and Fidler (eds.), Liss, NY, pp. 353-65, 1989). 

В еще одном варианте осуществления терапевтически эффективное количество фармацевтической 
композиции может быть доставлено в системе с контролируемым высвобождением. В одном примере 
можно использовать насос (см., например, Langer, Science 249: 1527-33, 1990; Sefton, Crit. Rev. Biomed. 
Eng. 14: 201-40, 1987; Buchwald et al., Surgery 88: 507-16, 1980; Saudek et al., N Engl. J. Med. 321: 574-79, 
1989). В другом примере можно использовать полимерные материалы (см., например, Levy et al., Science 
228: 190-92, 1985; During et al., Ann. Neural. 25: 351-56, 1989; Howard et al., J. Neurosurg. 71: 105-12, 1989). 
Также можно использовать другие системы с контролируемым высвобождением, такие как те, которые 
обсуждались у Langer (Science 249: 1527-33, 1990). 

Приемлемые носители, вспомогательные вещества или стабилизаторы нетоксичны для реципиентов 
в используемых дозировках и концентрациях и включают буферы, такие как фосфат, цитрат и другие 
органические кислоты; антиоксиданты, включая аскорбиновую кислоту и метионин; консерванты (такие 
как хлорид октадецилдиметилбензиламмония; хлорид гексаметония; хлорид бензалкония, хлорид бензе-
тония; фенол, бутиловый или бензиловый спирт; алкилпарабены, такие как метил-или пропилпарабен; 
катехол; резорцин; циклогексанол; 3-пентанол и м-крезол); полипептиды с низкой молекулярной массой 
(менее чем около 10 остатков); белки, такие как сывороточный альбумин, желатин или иммуноглобули-
ны; гидрофильные полимеры, такие как поливинилпирролидон; аминокислоты, такие как глицин, глута-
мин, аспарагин, гистидин, аргинин или лизин; моносахариды, дисахариды и другие углеводы, включая 
глюкозу, маннозу или декстрины; хелатирующие агенты, такие как EDTA; сахара, такие как сахароза, 
маннит, трегалоза или сорбитол; солеобразующие противоионы, такие как натрий; комплексы металлов 
(например, комплексы Zn-белок); и/или неионные поверхностно-активные вещества, такие как 
TWEEN, PLURONICS или полиэтиленгликоль (PEG). 

Фармацевтически приемлемые носители, используемые в парентеральных препаратах, включают 
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водные носители, неводные носители, антимикробные средства, изотонические средства, буферы, анти-
оксиданты, местные анестетики, суспендирующие и диспергирующие средства, эмульгирующие средст-
ва, связывающие или хелатирующие средства и другие фармацевтически приемлемые вещества. Приме-
ры водных носителей включают инъекцию хлорида натрия, инъекцию Рингера, инъекцию изотонической 
декстрозы, инъекцию стерильной воды, инъекцию декстрозы и инъекцию лактата Рингера. Неводные 
парентеральные носители включают жирные масла растительного происхождения, хлопковое масло, ку-
курузное масло, кунжутное масло и арахисовое масло. Противомикробные средства в бактериостатиче-
ских или фунгистатических концентрациях могут быть добавлены к парентеральным препаратам, упако-
ванным в многодозовые контейнеры, которые включают фенолы или крезолы, ртути, бензиловый спирт, 
хлорбутанол, сложные эфиры метил и пропил-пара-гидроксибензойной кислоты, тимеросал, хлорид бен-
залкония и хлорид бензетония. Изотонические средства включают хлорид натрия и декстрозу. Буферы 
включают фосфат и цитрат. Антиоксиданты включают бисульфат натрия. Местные анестетики включают 
гидрохлорид прокаина. Суспендирующие и диспергирующие средства включают карбоксиметилцеллю-
лозу натрия, гидроксипропилметилцеллюлозу и поливинилпирролидон. Эмульгирующие средства вклю-
чают Полисорбат 80 (TWEEN 80). Средства, связывающие ионы металлов, или хелатирующие средст-
ва, включают ЭДТА. Фармацевтические носители также включают этиловый спирт, полиэтиленгликоль 
и пропиленгликоль для смешивающихся с водой носителей; и гидроксид натрия, соляную кислоту, ли-
монную кислоту или молочную кислоту для регулирования рН. 

Растворы или суспензии, используемые для парентерального, внутрикожного или подкожного при-
менения, могут включать следующие компоненты: стерильный разбавитель, такой как вода для инъек-
ций, физиологический раствор, жирные масла, полиэтиленгликоли, глицерин, пропиленгликоль или дру-
гие синтетические растворители; антибактериальные средства, такие как бензиловый спирт или метилпа-
рабены; антиоксиданты, такие как аскорбиновая кислота или бисульфит натрия; хелатирующие средства, 
такие как этилендиаминтетрауксусная кислота; буферы, такие как ацетаты, цитраты или фосфаты, и 
средства для регулирования тоничности, такие как хлорид натрия или декстроза. рН можно регулировать 
с помощью кислот или оснований, таких как соляная кислота или гидроксид натрия. Препарат для па-
рентерального введения может быть заключен в ампулы, одноразовые шприцы или флаконы для много-
кратных доз, изготовленные из стекла или пластика. 

Фармацевтические композиции, подходящие для инъекционного применения, включают стериль-
ные водные растворы (если они водорастворимы) или дисперсии и стерильные порошки для немедлен-
ного приготовления стерильных инъекционных растворов или дисперсий. Для внутривенного введения 
подходящие носители включают физиологический раствор, бактериостатическую воду, Cremophor ELS 
(BASF; Parsippany, NJ) или физиологический раствор с фосфатным буфером (PBS). Во всех случаях ком-
позиция должна быть стерильной и жидкой до такой степени, чтобы ее можно было легко набрать с по-
мощью шприца. Она должна быть стабильной в условиях производства и хранения и должна быть защи-
щена от загрязняющего действия микроорганизмов, таких как бактерии и грибки. Носитель может быть 
растворителем или дисперсионной средой, содержащей, например, воду, этанол, полиол (например, гли-
церин, пропиленгликоль, жидкий полиэтиленгликоль и т.п.) и их подходящие смеси. Подходящую теку-
честь можно поддерживать, например, за счет использования покрытия, такого как лецитин, путем под-
держания необходимого размера частиц в случае дисперсии и за счет использования поверхностно-
активных веществ. Предотвращение действия микроорганизмов может быть достигнуто с помощью раз-
личных антибактериальных и противогрибковых средств, например, парабенов, хлорбутанола, фенола, 
аскорбиновой кислоты, тимеросала и т.п. Во многих случаях будет предпочтительно включать в компо-
зицию изотонические средства, например, сахара, многоатомные спирты, такие как маннит, сорбит, хло-
рид натрия. Пролонгированное всасывание композиций для инъекций может быть достигнуто путем 
включения в композицию средства, замедляющего абсорбцию, например, моностеарата алюминия и же-
латина. 

Стерильные растворы для инъекций могут быть приготовлены путем включения активного соеди-
нения в необходимом количестве в соответствующий растворитель с одним или комбинацией ингреди-
ентов, перечисленных выше, при необходимости, с последующей стерилизацией фильтрованием. Обыч-
но дисперсии готовят путем включения активного соединения в стерильный носитель, который содержит 
основную дисперсионную среду и другие необходимые ингредиенты из перечисленных выше. В случае 
стерильных порошков для приготовления стерильных растворов для инъекций способами приготовления 
могут быть вакуумная сушка и сублимационная сушка, которые дают порошок активного ингредиента 
плюс любой дополнительный желаемый ингредиент из его раствора, предварительно стерилизованного 
фильтрованием. Для введения путем ингаляции соединения доставляются в форме аэрозольного спрея из 
находящегося под давлением контейнера или дозатора, который содержит подходящий пропеллент, на-
пример, газ, такой как диоксид углерода, или распылитель. Системное введение также может осуществ-
ляться через слизистые оболочки или через кожу. Для трансмукозального или чрескожного введения в 
составе используются пенетранты, подходящие для проницаемого барьера. Такие пенетранты обычно 
известны в данной области техники и включают, например, средства для трансмукозального введения, 
детергенты, соли желчных кислот и производные фузидовой кислоты. Трансмукозальное введение может 
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осуществляться с помощью назальных спреев или суппозиториев. Для чрескожного введения активные 
соединения включают в состав мазей, мазей, гелей или кремов, как это обычно известно в данной облас-
ти техники. Соединения также могут быть приготовлены в форме суппозиториев (например, с обычными 
суппозиториевыми основами, такими как масло какао и другие глицериды) или удерживающих клизм 
для ректальной доставки. 

В одном варианте осуществления активные соединения получают с носителями, которые будут за-
щищать соединение от быстрого выведения из организма, например, состав с контролируемым высвобо-
ждением, включая имплантаты и микрокапсулированные системы доставки. Могут использоваться био-
разлагаемые, биосовместимые полимеры, такие как этиленвинилацетат, полиангидриды, полигликолевая 
кислота, коллаген, полиортоэфиры и полимолочная кислота. Способы приготовления таких составов бу-
дут очевидны специалистам в данной области техники. Материалы также можно коммерчески получить 
от Alza Corporation и Nova Pharmaceuticals, Inc. Липосомные суспензии также можно использовать в ка-
честве фармацевтически приемлемых носителей. Их можно приготовить способами, известными специа-
листам в данной области техники, например, как описано в патенте США № 4522811. Особенно пред-
почтительно составлять композиции для перорального или парентерального введения в виде единичной 
дозированной формы для простоты введения и единообразия дозировки. Единичная дозированная форма, 
как используется в данном документе, относится к физически дискретным единицам, подходящим в ка-
честве единичных доз для субъекта, подлежащего лечению, с каждой единицей дозирования, содержа-
щей заранее определенное количество активного соединения, рассчитанное для получения желаемого 
терапевтического эффекта в сочетании с необходимым фармацевтическим носителем. Спецификация 
стандартных дозированных форм по настоящему описанию продиктована и напрямую зависит от уни-
кальных характеристик активного соединения и конкретного терапевтического эффекта, который должен 
быть достигнут, а также ограничений, присущих области создания такого функционального соединения 
для лечения индивидуумов. Фармацевтические композиции могут быть включены в контейнер, упаковку 
или дозатор вместе с инструкциями по применению. 

5.7. Применение и способы. 

5.7.1. Способы производства миниатюризированного дистрофина 

В настоящем изобретении также раскрыты способы получения полипептида миниатюризированно-
го дистрофина, включающие: культивирование клетки-хозяина, раскрытой в данном документе, в подхо-
дящих условиях и выделение полипептида миниатюризированного дистрофина. 

Используемый в данном документе термин "выделенный" полинуклеотид или молекула нуклеино-
вой кислоты означает молекулу, которая отделена от других молекул нуклеиновой кислоты, которые 
присутствуют в природном источнике (например, у мыши или человека) молекулы нуклеиновой кисло-
ты. Более того, "выделенная" молекула нуклеиновой кислоты, такая как молекула кДНК, может быть по 
существу свободной от другого клеточного материала или культуральной среды при получении реком-
бинантными способами или практически не содержать химических предшественников или других хими-
ческих соединений при химическом синтезе. Например, выражение "по существу свободна" включает 
препараты полинуклеотида или молекулы нуклеиновой кислоты, содержащие менее, чем около 15, 10, 5, 
2, 1, 0,5 или 0,1% (в частности, менее, чем около 10%) другого материала, например, клеточного мате-
риала, питательной среды, других молекул нуклеиновых кислот, химических предшественников и/или 
других химикатов. В конкретном варианте осуществления молекула(ы) нуклеиновой кислоты, кодирую-
щая полипептид, описанный в данном документе, выделена или очищена. 

Полинуклеотиды могут быть получены и нуклеотидная последовательность полинуклеотидов мо-
жет быть определена любым способом, известным в данной области техники. Нуклеотидные последова-
тельности, кодирующие полипептиды, описанные в данном документе, например, полипептиды, описан-
ные в табл. 3 и 4, и модифицированные версии данных полипептидов могут быть определены с исполь-
зованием способов, хорошо известных в данной области техники, то есть, нуклеотидные кодоны, кото-
рые, как известно, кодируют определенные аминокислоты, собираются таким образом, чтобы генериро-
вать нуклеиновую кислоту, кодирующую полипептиды. Такой полинуклеотид, кодирующий полипептид, 
может быть собран из химически синтезированных олигонуклеотидов (например, как описано в Kutmeier 
G et al., (1994), BioTechniques 17: 242-6), что, вкратце, включает синтез перекрывающихся олигонуклео-
тидов, содержащих части последовательности, кодирующей полипептид, отжиг и лигирование данных 
олигонуклеотидов и затем амплификацию лигированных олигонуклеотидов с помощью ПЦР. 

В качестве альтернативы, полинуклеотид, кодирующий полипептид, описанный в данном докумен-
те, может быть получен из нуклеиновой кислоты из подходящего источника (например, гибридомы) с 
использованием способов, хорошо известных в данной области техники (например, ПЦР и других спосо-
бов молекулярного клонирования). Например, ПЦР-амплификация с использованием синтетических 
праймеров, гибридизируемых с 3'- и 5'-концами известной последовательности, может выполняться с 
использованием геномной ДНК, полученной из клеток гибридомы, продуцирующих интересующий по-
липептид. Такие способы ПЦР-амплификации можно использовать для получения нуклеиновых кислот, 
содержащих последовательность, кодирующую, например, IL2, линкерную последовательность или IL2-
Rα. Амплифицированные нуклеиновые кислоты можно клонировать в векторы для экспрессии в клетках-
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хозяевах и для дальнейшего клонирования, например, для получения полипептидов. 
Если клон, содержащий нуклеиновую кислоту, кодирующую конкретный полипептид, недоступен, 

но последовательность молекулы полипептида известна, нуклеиновая кислота, кодирующая полипептид, 
может быть химически синтезирована или получена из подходящего источника (например, библиотека 
кДНК или библиотека кДНК, полученная из нуклеиновой кислоты, предпочтительно поли А+РНК, выде-
ленной из любой ткани или клеток, экспрессирующих представляющие интерес белки, например, из гиб-
ридомных клеток, выбранных для экспрессии полипептида, описанного в данном документе) путем 
ПЦР-амплификации с использованием синтетических праймеров, гибридизируемых с 3' и 5'-концами 
последовательности, или путем клонирования с использованием олигонуклеотидного зонда, специфич-
ного для конкретной последовательности гена, для идентификации, например, клона кДНК из библиоте-
ки кДНК, кодирующей полипептиды. Амплифицированные нуклеиновые кислоты, полученные с помо-
щью ПЦР, затем можно клонировать в реплицируемые клонирующие векторы с использованием любого 
способа, хорошо известного в данной области техники. 

ДНК, кодирующая полипептиды, описанные в данном документе, может быть легко выделена и се-
квенирована с использованием обычных процедур (например, с использованием олигонуклеотидных 
зондов, которые способны специфически связываться с генами, кодирующими полипептиды, раскрытые 
в данном документе). Гибридомные клетки могут служить источником такой ДНК. После выделения 
ДНК может быть помещена в векторы экспрессии, которые затем трансфицируются в клетки-хозяева, 
такие как клетки E.coli, клетки COS обезьян, клетки яичника китайского хомячка (СНО) (например, 
клетки СНО из системы СНО GS SYSTEM (Lonza)) или миеломные клетки, которые иначе не проду-
цируют белок иммуноглобулина, для получения синтеза полипептидов в рекомбинантных клетках-
хозяевах. 

5.7.1. Терапевтические применения и способы 

Миниатюризированные полипептиды дистрофина, полинуклеотиды, кодирующие миниатюризиро-
ванные полипептиды дистрофина, векторы (например, rAAV), несущие полинуклеотиды, кодирующие 
миниатюризированные полипептиды дистрофина, и способы, описанные в данном документе, имеют 
множество применений in vitro и in vivo. Так, например, нуклеотидную последовательность, кодирую-
щую полипептид миниатюризированного дистрофина, например, вектор, например, вектор AAV, или 
полипептиды, описанные в данном документе, можно вводить в клетки в культуре, in vitro или ex vivo 
или человеческим субъектам, например, in vivo, для лечения болезней. Соответственно, в данном доку-
менте раскрыты терапевтические способы с применением любой из молекул нуклеиновой кислоты ми-
ниатюризированного дистрофина, раскрытых в данном документе, полипептидов, раскрытых в данном 
документе, клеток-хозяев, раскрытых в данном документе, векторов, раскрытых в данном документе, 
или фармацевтических композиций, раскрытых в данном документе, или любой их комбинации. 

В некоторых вариантах осуществления в данном документе раскрыт способ экспрессии полипепти-
да миниатюризированного дистрофина у субъекта, нуждающегося в этом, включающий введение субъ-
екту нуклеиновой кислоты, раскрытой в данном документе, вектора, раскрытого в данном документе, 
клетки-хозяина, раскрытой в данном документе, или фармацевтической композиции, раскрытой в дан-
ном документе. В некоторых вариантах осуществления в данном документе раскрыт способ лечения 
субъекта, страдающего заболеванием или состоянием, включающий введение субъекту нуклеиновой ки-
слоты, раскрытой в данном документе, вектора, раскрытого в данном документе, полипептида, раскры-
того в данном документе, клетки-хозяина, раскрытой в данном документе, или фармацевтической компо-
зиции, раскрытой в данном документе. В некоторых вариантах осуществления заболевание представляет 
собой мышечную дистрофию Дюшена (DMD), мышечную дистрофию Беккера (BMD), Х-сцепленную 
дилатационную кардиомиопатию (XLDC), фациально-лопаточно-плечевую мышечную дистрофию, мио-
тоническую мышечную дистрофию, онечностно-поясную мышечную дистрофию, окулофарингеальную 
мышечную дистрофию, мышечную дистрофию Эмери-Дрейфуса, дистальную мышечную дистрофию 
и/или врожденную мышечную дистрофию. В других вариантах осуществления заболевание, которое не-
обходимо лечить, представляет собой саркопению, болезнь сердца, кахексию. 

В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты, раскрытая в данном доку-
менте, полипептид, раскрытый в данном документе, вектор (например, rAAV), раскрытый в данном до-
кументе, клетка-хозяин, раскрытая в данном документе, или фармацевтическая композиция, раскрытая в 
данном документе, вводится внутривенно, чрескожно, внутрикожно, подкожно, перорально или легочно, 
или любая их комбинацию. В некоторых вариантах осуществления молекула нуклеиновой кислоты, рас-
крытая в данном документе, полипептид, раскрытый в данном документе, вектор, раскрытый в данном 
документе, клетка-хозяин, раскрытая в данном документе, или фармацевтическая композиция, раскрытая 
в данном документе, вводится топикально, через слизистую оболочку эпидермиса, интраназальным, пе-
роральным, вагинальным, ректальным, сублингвальным, местным, внутривенным, внутрибрюшинным, 
внутримышечным, внутриартериальным, интратекальным, внутрилимфатическим, внутриочаговым, ин-
тракапсульным, внутриглазничным, внутрисердечным, внутрикожным, транстрахеальным, подкожным, 
субкутикулярным, внутрисуставным, субкапсулярным, субарахноидальным, интраспинальным, эпиду-
ральным или внутригрудинным путем. В некоторых вариантах осуществления молекулу нуклеиновой 
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кислоты, вектор (например, rAAV), клетку-хозяина, как описано в данном документе, или полипептид 
вводят внутривенно. 

В некоторых вариантах осуществления способ лечения дополнительно включает введение субъекту 
второго средства. 

Используемый в данном документе термин "субъект" включает любого человека или животное, не 
относящееся к человеку. Например, способы и композиции, описанные в данном документе, можно при-
менять для лечения субъекта, болеющего раком. Термин "животное, не относящееся к человеку" включа-
ет всех позвоночных, например, млекопитающих и не млекопитающих, таких как не относящиеся к че-
ловеку приматы, овцы, собаки, коровы, куры, земноводные, рептилии и т.д. В некоторых вариантах осу-
ществления субъектом является человек. 

В некоторых вариантах осуществления введение субъекту молекулы нуклеиновой кислоты, вектора 
(например, rAAV), полипептида, клетки-хозяина или фармацевтической композиции приводит к повы-
шению экспрессии белка дистрофина по сравнению с экспрессией белка дистрофина у субъекта до вве-
дения, причем экспрессия белка дистрофина увеличивается по меньшей мере около в 2 раза, по меньшей 
мере около в 3 раза, по меньшей мере около в 4 раза, по меньшей мере около в 5 раз, по меньшей мере 
около в 6 раз, по меньшей мере около в 7 раз, по меньшей мере около в 8 раз, по меньшей мере около в 9 
раз, по меньшей мере около в 10 раз, по меньшей мере около в 11 раз, по меньшей мере около в 12 раз, 
по меньшей мере около в 13 раз, по меньшей мере около в 14 раз, по меньшей мере около в 15 раз, по 
меньшей мере около в 20 раз, по меньшей мере около в 25 раз, по меньшей мере около в 30 раз, по мень-
шей мере около в 35 раз, по меньшей мере около в 40 раз, по меньшей мере около в 50 раз, по меньшей 
мере около в 60 раз, по меньшей мере около в 70 раз, по меньшей мере около в 80 раз, по меньшей мере 
около в 90 раз или по меньшей мере около в 100 раз. В некоторых аспектах настоящего изобретения спо-
соб содержит или дополнительно содержит введение терапии AAV субъекту. В некоторых вариантах 
осуществления терапия AAV включает введение рекомбинантного AAV. Любой рекомбинантный AAV, 
известный в данной области техники и/или описанный в данном документе, можно применять в способах 
по настоящему изобретению. В некоторых вариантах осуществления изобретения терапия AAV включа-
ет введение AAV, выбранного из группы, состоящей из AAV типа 1, AAV типа 2, AAV типа 3 (включая 
типы 3А и 3В), AAV типа 4, AAV типа 5, AAV типа 6, AAV типа 7, AAV типа 8, AAV типа 9, AAV типа 
10, AAV типа 11, AAV типа 12, AAV типа 13, змеиного AAV, птичьего AAV, бычьего AAV, собачьего 
AAV, лошадиного AAV, овечьего AAV, козьего AAV, креветочного AAV и любой их комбинации. В 
некоторых вариантах осуществления терапия AAV включает введение AAV типа 1. В некоторых вариан-
тах осуществления терапия AAV включает введение AAV типа 2. В некоторых вариантах осуществления 
терапия AAV включает введение AAV типа 3. В некоторых вариантах осуществления терапия AAV 
включает введение AAV типа 4. В некоторых вариантах осуществления терапия AAV включает введение 
AAV типа 5. В некоторых вариантах осуществления терапия AAV включает введение AAV типа 6. В 
некоторых вариантах осуществления терапия AAV включает введение AAV типа 7. В некоторых вариан-
тах осуществления В некоторых вариантах осуществления терапия AAV включает введение AAV типа 8. 
В некоторых вариантах осуществления терапия AAV включает введение AAV типа 9. В некоторых вари-
антах осуществления терапия AAV включает введение AAV типа 10. В некоторых вариантах осуществ-
ления терапия AAV включает введение AAV типа 11. В некоторых вариантах осуществления терапия 
AAV включает введение AAV типа 12. В некоторых вариантах осуществления терапия AAV включает 
введение AAV типа 13. В некоторых вариантах осуществления лечение субъекта молекулами нуклеино-
вой кислоты миниатюризированного дистрофина, раскрытыми в данном документе, полипептидами, 
раскрытыми в данном документе, клетками-хозяевами, раскрытыми в данном документе, векторами, 
раскрытыми в данном документе, или фармацевтическими композициями, раскрытыми в данном доку-
менте, или любой их комбинацией не вызывает значительные воспалительные реакции, например, имму-
ноопосредованный пневмонит, иммуноопосредованный колит, иммуноопосредованный гепатит, имму-
ноопосредованный нефрит или почечную дисфункцию, иммуноопосредованный гипофизит, иммуно-
опосредованный гипотиреоз и гипертиреоз или другие иммуноопосредованные побочные реакции. В 
некоторых вариантах осуществления лечение субъекта молекулами нуклеиновой кислоты миниатюризи-
рованного дистрофина, раскрытыми в данном документе, полипептидами, раскрытыми в данном доку-
менте, клетками-хозяевами, раскрытыми в данном документе, векторами, раскрытыми в данном доку-
менте, фармацевтическими композициями, раскрытыми в данном документе, или любой их комбинацией 
не вызывает значительных сердечных расстройств, например, желудочковой аритмии; глазных заболева-
ний, например, иридоциклит; реакций, связанные с инфузией; повышения уровня амилазы, повышения 
уровня липазы; расстройств нервной системы, например, головокружение, периферическая и сенсорная 
невропатия; заболеваний кожи и подкожной ткани, например, сыпь, зуд, эксфолиативный дерматит, мно-
гоформная эритема, витилиго или псориаз; респираторных, торакальных и средостенных заболеваний, 
например, кашель; усталость; тошноту; снижение аппетита; запор; артралгию; или понос. 

5.8. Наборы 

В настоящем изобретении также раскрыты наборы, содержащие одну или несколько молекул нук-
леиновых кислот, как раскрыто в данном документе, один или несколько векторов (например, rAAV), как 
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раскрыто в данном документе, один или несколько полипептидов, как раскрыто в данном документе, или 
одну или несколько клеток-хозяев, как раскрыто в данном документе, или любую их комбинацию. В не-
которых вариантах осуществления набор также содержит инструкции по введению любого из вышепере-
численного или их комбинации субъекту, нуждающемуся в этом. Термины "набор" и "система", исполь-
зуемые в данном документе, предназначены для обозначения по меньшей мере одной или нескольких 
молекул нуклеиновой кислоты, как раскрыто в данном документе, одного или нескольких векторов (на-
пример, rAAV), как раскрыто в данном документе, одного или нескольких полипептидов, как раскрыто в 
данном документе, или одной или нескольких клеток-хозяев, как раскрыто в данном документе, или лю-
бой их комбинации, которые в конкретных вариантах осуществления находятся в комбинации с одним 
или несколькими другими типами элементов или компонентов (например, с другими типами биохимиче-
ских реагентов, контейнеров, упаковок, таких как упаковка, предназначенная для коммерческой прода-
жи, инструкции по применению и тому подобное). 

В некоторых вариантах осуществления раскрыт набор, содержащий (а) один или несколько поли-
пептидов миниатюризированного дистрофина, как описано в данном документе, композицию, содержа-
щую полипептид миниатюризированного дистрофина, как описано в данном документе, нуклеиновую 
кислоту, кодирующую полипептид миниатюризированного дистрофина, как описано в данном докумен-
те, вектор (например, rAAV) и/или клетку-хозяин; и (b) и инструкции по введению любого из вышепере-
численного субъекту, нуждающемуся в этом. В некоторых вариантах осуществления раскрыт набор, со-
держащий (а) полипептид миниатюризированного дистрофина, как описано в данном документе, и (b) и 
инструкции по введению полипептида миниатюризированного дистрофина субъекту, нуждающемуся в 
этом. В некоторых вариантах осуществления раскрывается набор, содержащий (а) композицию, содер-
жащую полипептид миниатюризированного дистрофина, как описано в данном документе, и (b) и инст-
рукции по введению композиции субъекту, нуждающемуся в этом. В некоторых вариантах осуществле-
ния раскрыт набор, содержащий (а) нуклеиновую кислоту, кодирующую полипептид миниатюризиро-
ванного дистрофина, как описано в данном документе, и (b) и инструкции по введению нуклеиновой ки-
слоты субъекту, нуждающемуся в этом. В некоторых вариантах осуществления раскрыт набор, содержа-
щий (а) вектор, как описано в данном документе, и (b) и инструкции по введению вектора субъекту, ну-
ждающемуся в этом. В некоторых вариантах осуществления раскрыт набор, содержащий (а) вектор 
AAV, как описано в данном документе, и (b) и инструкции по введению вектора субъекту, нуждающему-
ся в этом. В некоторых вариантах осуществления раскрыт набор, содержащий (а) клетку-хозяин, как 
описано в данном документе, и (b) и инструкции по введению клетки-хозяина субъекту, нуждающемуся 
в этом. 

В конкретном варианте осуществления в данном документе обеспечивается фармацевтическая упа-
ковка или набор, включающий один или несколько контейнеров, заполненных одним или несколькими 
ингредиентами фармацевтических композиций, описанных в данном документе, такими как один или 
несколько миниатюризированных пептидов дистрофина, обеспеченных в данном документе. В некото-
рых вариантах осуществления наборы содержат фармацевтическую композицию, описанную в данном 
документе, и любое профилактическое или терапевтическое средство, такое как те, которые описаны в 
данном документе. В некоторых вариантах осуществления наборы могут содержать Т-клеточный мито-
ген, такой как, например, фитогемагглютинин (РНА) и/или форболмиристат ацетат (РМА), или антитело, 
стимулирующее комплекс TCR, такое как антитело против CD3 и антитело против CD28. С таким кон-
тейнером (контейнерами) необязательно может быть связано уведомление в форме, предписанной госу-
дарственным агентством, регулирующим производство, применение или продажу фармацевтических или 
биологических продуктов, причем уведомление отражает одобрение агентством производства, примене-
ния или продажи для введения человеку. В данном документе также обеспечиваются наборы, которые 
можно применять в вышеупомянутых способах. В одном варианте осуществления набор включает поли-
пептид миниатюризированного дистрофина, описанный в данном документе, предпочтительно очищен-
ный полипептид миниатюризированного дистрофина, в одном или нескольких контейнерах. В конкрет-
ном варианте осуществления описанные в данном документе наборы содержат по существу выделенный 
полипептид миниатюризированного дистрофина в качестве контроля. В другом конкретном варианте 
осуществления описанные в данном документе наборы дополнительно содержат контрольный белок, 
который не реагирует с антигеном полипептида миниатюризированного дистрофина. В другом конкрет-
ном варианте осуществления наборы, описанные в данном документе, содержат один или более элемен-
ты для определения связывания полипептида миниатюризированного дистрофина с антигеном дистро-
фина (например, полипептид миниатюризированного дистрофина может быть конъюгирован с обнару-
живаемым субстратом, таким как флуоресцентное соединение, ферментативный субстрат, радиоактивное 
соединение или люминесцентное соединение, или второе антитело, которое распознает первое антитело, 
может быть конъюгировано с детектируемым субстратом). В конкретных вариантах осуществления на-
бор, обеспеченный в данном документе, может включать рекомбинантно полученный или химически 
синтезированный полипептид миниатюризированного дистрофина. Антиген к полипептиду миниатюри-
зированного дистрофина, раскрытому в данном документе, как это предусмотрено в наборе, также может 
быть прикреплен к твердой подложке. В более конкретном варианте осуществления средство обнаруже-
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ния описанного выше набора включает твердую подложку, к которой прикреплен антиген полипептида 
миниатюризированного дистрофина. Такой набор может также включать несвязанное меченное репорте-
ром антитело против человека или антитело против мыши/крысы. В данном варианте осуществления 
связывание полипептида миниатюризированного дистрофина с антигеном может быть обнаружено путем 
связывания указанного меченного репортером антитела. 

Практика настоящего изобретения будет использовать, если не указано иное, обычные способы 
клеточной биологии, культуры клеток, молекулярной биологии, трансгенной биологии, микробиологии, 
рекомбинантной ДНК и иммунологии, которые находятся в пределах компетенции специалистов в дан-
ной области техники. Такие способы полностью объяснены в литературе. См., например, Sambrook et al., 
ed. (1989) Molecular Cloning A Laboratory Manual (2nd ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press); Sambrook 
et al., ed. (1992) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (Cold Springs Harbor Laboratory, NY); D. N. Glov-
er ed., (1985) DNA Cloning, Volumes I and II; Gait, ed. (1984) Oligonucleotide Synthesis; Mullis et al. U.S. 
Pat. No. 4,683,195; Hames and Higgins, eds. (1984) Nucleic Acid Hybridization; Hames and Higgins, eds. 
(1984) Transcription And Translation; Freshney (1987) Culture Of Animal Cells (Alan R. Liss, Inc.); Immobi-
lized Cells And Enzymes (IRL Press) (1986); Perbal (1984) A Practical Guide To Molecular Cloning; the trea-
tise, Methods In Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); Miller and Calos eds. (1987) Gene Transfer Vectors 
For Mammalian Cells, (Cold Spring Harbor Laboratory); Wu et al., eds., Methods In Enzymology, Vols. 154 
and 155; Mayer and Walker, eds. (1987) Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (Academic 
Press, London); Weir and Blackwell, eds., (1986) Handbook Of Experimental Immunology, Volumes I-IV; Ma-
nipulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1986); Crooks, 
Antisense drug Technology: Principles, strategies and applications, 2nd Ed. CRC Press (2007) и в Ausubel et al. 
(1989) Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley and Sons, Baltimore, Md.). 

Все ссылки, процитированные выше, а также все ссылки, процитированные здесь, и аминокислот-
ные или нуклеотидные последовательности (например, номера GenBank и/или номера Uniprot), полно-
стью включены в настоящий документ посредством ссылки. Следующие примеры предлагаются в каче-
стве иллюстрации, а не в качестве ограничения. 

6. Примеры. 

6.1. Новые миниатюризированные дистрофины с пониженной иммуногенностью и повышенной 

стабильностью 

Мутации в гене дистрофина часто приводят к нарушению стабильности соответствующего белка 
дистрофина, что, в свою очередь, приводит к протеосомной деградации нестабильного белка дистрофина 
и дистрофической патофизиологии. Точно так же миниатюризация кодирующей дистрофин ДНК для 
приведения ее в соответствие с ограниченной упаковочной емкостью AAV может ухудшить стабиль-
ность соответствующего миниатюризированного белка дистрофина. 

Стабильность различных миниатюризированных белков-дистрофинов исследовали путем сравне-
ния соотношений белок дистрофин :мРНК в клетках, трансфицированных соответствующими векторами 
экспрессии дистрофина. Были генерированы мужские сердечные миоциты (cardiac myocytes (iCM)), ко-
торые происходили от изогенных индуцированных плюрипотентных стволовых клеток человека (in-
duced-pluripotent stem cell (iPSC)), которые несут преждевременный стоп-кодон Е2035Х в гене дистрофи-
на, который предотвращает экспрессию эндогенного дистрофина. Данные клетки трансфицировали раз-
личными кассетами, экспрессирующими миниатюризированные белки дистрофина, и соотношения белок 
дистрофин: мРНК исследовали после того, как трансфицированные клетки культивировали in vitro в те-
чение 24 дней. Уровни белка исследовали с помощью анализа ELISA Meso Scale Discovery (MSD) и 
уровни мРНК исследовали с помощью qrtPCR. 

Протестированные миниатюризированные дистрофины и результаты испытаний представлены на 
фиг. 2 и 3, соответственно. Данные показали, что миниатюризированные пептиды дистрофина ВХА-
027741 (SEQ ID NO: 129) и ВХА-027743 (SEQ ID NO: 132) обеспечивают наилучшую стабильность бел-
ка. 

Впоследствии иммуногенность новых соединений, созданных в рамках данных двух наиболее ста-
бильных конструкций, была протестирована с использованием инструмента прогнозирования иммуно-
генности in silico. Было установлено, что новые соединительные участки конструкции ВХА-027743 
(R1/линкер R16 (соединительный участок J1), R17/H3 и H3/R23 (соединительный участок J7)) (см. фиг. 4 
и не показано) имеют минимальный иммуногенный риск, исходя из вышеупомянутого подхода in silico. 
Новые соединительные участки в конструкции ВХА-027741 (R1/R3 (соединительный участок J10), 
Н2/линкер R16 (соединительный участок J11) и R17/R24 (соединительный участок J9)) (см. фиг. 5) были 
проанализированы аналогичным образом. Было установлено, что соединительный участок J9 имеет ми-
нимальный иммуногенный риск, в то время как соединительные участки J10 и J11 могут быть улучшены. 

Иммуногенный потенциал вышеупомянутых соединительных участков конструкции ВХА-027741 и 
вариантов соединительных участков в ней был протестирован с использованием анализа пролиферации 
Т-клеток in vitro, как описано ниже. Вкратце, образцы мононуклеарных клеток периферической крови 
(peripheral blood mononuclear cells (PBMC)) были выделены от здоровых добровольцев-людей с помощью 
центрифугирования в градиенте Ficoll (GE Healthcare) и охарактеризованы в отношении экспрессии че-
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ловеческого лимфоцитарного антигена (HLA) класса I и II с использованием комбинации полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) амплификации и гибридизации с олигонуклеотидными зондами (Prolmmune, Са-
расота, Флорида). Панель образцов РВМС от 40 доноров, имеющих профиль экспрессии HLA, близко 
совпадающий с частотами мировой популяции, использовали для дальнейшего анализа. Образцы РВМС 
были помечены CFSE (Invitrogen, Carlsbad, CA) для мониторинга пролиферации и помещены в 96-
луночные планшеты в шести повторах по 200000 клеток на лунку в RPMI (Lonza, Базель, Швейцария), 
содержащей 10% человеческого АВ (Bioreclamation, Westbury, NY.), заменимые аминокислоты и пени-
циллин-стрептомицин (оба Gibco/Fisher Scientific). 

Соединительные пептиды ВХА-027741, их варианты и контрольные пептиды культивировали с па-
нелью из 40 образцов РВМС при концентрации 1 мкМ в течение 7 дней, после чего среду смывали и 
клетки метили анти-CD4 и анти-CD8 АРС моноклональным антителом (BD Biosciences, Franklin Lake, 
NJ). После удаления промыванием несвязавшихся антител клетки фиксировали 3,7% формалином 
(Sigma, St. Louis, МО) в PBS и анализировали проточной цитометрией для определения процента проли-
ферирующих CD4+ клеток или CD8+ клеток. 

Процент образцов (среди 40 донорских образцов), которые показали положительный ответ после 
семи дней культивирования с различными соединительными пептидами ВХА-027741 и их вариантами, 
определяемый как значительное увеличение количества пролиферирующих CD4+ или CD8+ Т клеток по 
сравнению с РВМС, инкубированными в среде без пептидов с соединительными участками или кон-
трольных пептидов, показано на фиг. 6А (CD4+) и фиг. 6В (CD8+). В качестве контрольных пептидов 
использовали: (1) каркасный пептид авастина; (2) пептид VL6-VL CDR3; и (3) пептид PADRE-61309. 

Было обнаружено, что версия 3 соединительного участка J10 (J10v3) превосходит соединительный 
участок J10 и другие протестированные его версии, и что версия 12 соединительного участка J11 
(J11v12) в целом превосходит в отношении иммуногенного риска соединительный участок J11. 

Затем С-концевой домен миниатюризированного дистрофина ВХА-027741 был удален с образова-
нием миниатюризированного дистрофина ВХА-196473 (SEQ ID NO: 119) (фиг. 7), чтобы лучше приспо-
собиться к ограниченной способности упаковки AAV. Затем J10v3 использовали для замены J10 и J11v12 
использовали для замены J11 в миниатюризированном дистрофине ВХА-196473, что привело к миниа-
тюризированному дистрофину ВХА-196477 (SEQ ID NO: 118) (фиг. 8А и 8В). Для создания J10v3 и 
J11v12 аминокислоты RV были вставлены между аминокислотами 446 и 447, и аминокислоты SEAQ бы-
ли вставлены между аминокислотами 606 и 607, соответственно, в ВХА-196473 (SEQ ID NO: 1 19) (фиг. 
8А и 8В). 

ВХА-196473 (SEQ ID NO: 119) был дополнительно модифицирован другими версиями соедини-
тельных участков, протестированными следующим образом: 

ВХА-196474 (SEQ ID NO: 120): соединительный участок 9, версия 2 (J9v2) и соединительный уча-
сток 11, версия 12 (J11v12). 

ВХА-196475 (SEQ ID NO: 121): соединительный участок 9, версия 5 (J9v5) и соединительный уча-
сток 11, версия 12 (J11v12). 

ВХА-196476 (SEQ ID NO: 122): соединительный участок 9, версия 6 (J9v6) и соединительный уча-
сток 11, версия 12 (J11v12). 

ВХА-196478 (SEQ ID NO: 124): соединительный участок 10, версия 6 (J10v6) и соединительный 
участок 11, версия 12 (J11v12). 

ВХА-196479 (SEQ ID NO: 125): соединительный участок 11, версия 12 (J11v12). 
J9v2 представляет собой замену аминокислот LER на KNI между доменом R17 и доменом R24, то 

есть аминокислот от 843 до 845 в ВХА-196473. 
J9v5 представляет собой вставку K между доменом R17 и доменом R24, то есть между аминокисло-

тами 842 и 843 в ВХА-196473. 
J9v6 представляет собой вставку KNI между доменом R17 и доменом R24, то есть между аминокис-

лотами 842 и 843 в ВХА-196473. 
J10v3 представляет собой вставку RV между доменами R1 и R3, то есть между аминокислотами 446 

и 447 в ВХА-196473. 
J10v6 представляет собой вставку RVLLQDI между доменами R1 и R3, то есть между аминокисло-

тами 446 и 447 в ВХА-196473. 
J11v12 представляет собой вставку SEAQ между доменом Н2 и линкером перед доменом R16, то 

есть между аминокислотами 606 и 607 в ВХА-196473. 
Полученные в результате миниатюризированные дистрофины затем тестировали на стабильность, 

как описано ранее (фиг. 9). Результаты показали, что конструкция ВХА-196477 миниатюризированного 
дистрофина (которая содержала J10V3 и J11V12) имела не только самый низкий иммуногенный риск, но 
также была наиболее стабильной. В дополнение, конструкция ВХА-212371 полипептида миниатюризи-
рованного дистрофина была модифицирована путем удаления последних трех С-концевых аминокислот 
и вставки последовательности варианта аминокислотного соединительного участка KNDL (J2V10; между 
доменом спектринового повтора 17 (R17) и шарнирным 3 (H3) доменом) после аминокислотной позиции 
682 в ВХА-212371 (что приводит к миниатюризированному дистрофину ВХА-213788, SEQ ID NO: 152), 
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которая, как было обнаружено, имеет более низкий иммуногенный риск. 
6.2. Физиология in vitro 

DMD iCM имеют более низкую амплитуду Na+-каналов, удлиненный cFPD (интервал Q-Т) и боль-
шую вариабельность частоты сердечных сокращений при сравнении с изогенными iCM дикого типа при 
использовании многоэлектродных матриц. DMD iCM также имеют более высокую трансдукцию Са2+ и 
более низкий импеданс, чем iCM дикого типа, при этом каждый способ подтверждает вариабельность 
частоты сердечных сокращений в нестимулированных клетках. 

Исследовано, может ли экспрессия миниатюризированного дистрофина ВХА-196477 в DMD iCM, 
несущих мутацию Е2035Х, смягчить фенотип DMD и улучшить физиологические характеристики кле-
ток. Мультиэлектродная регистрация, импедансный анализ сокращения и Са2+ транзиенты используют-
ся для измерения эффекта экспрессии миниатюризированного дистрофина. Авторы изобретения также 
удалили С-концевой домен ВХА-027743, чтобы получить ВХА-212371, чтобы лучше соответствовать 
ограниченной упаковочной емкости AAV. Функциональная способность ВХА-212371 ослаблять фенотип 
DMD и улучшать физиологические характеристики тех же клеток исследуется с использованием тех же 
аналитических процедур, что были предложены для ВХА196477. 

hiPSC-CM, использованные в данном исследовании, представляли собой DMD (E2035X) iCell, при-
обретенные у Cellular Dynamics International, Madison, Wisconsin. Фибробласты желудочков человека 
были приобретены у фирмы Lonza, Walkersville, Maryland. Сообщалось, что iCell hiPSC-CM обладают 
электрофизиологическими свойствами, близкими к первичным взрослым кардиомиоцитам, и аналогич-
ным образом реагируют на ряд ингибиторов сердечных ионных каналов, а также на агонисты и антаго-
нисты адренергических и мускариновых рецепторов. Собственная работа авторов изобретения показала, 
что совместное культивирование hiPSC-CM с фибробластами обеспечивает более стабильную подготов-
ку к электрофизиологическим исследованиям с использованием многоэлектродных матриц (multi-
electrode arrays (MEA)). hiPSC-CM культивируют с 7% СО2 на 6-луночных культуральных планшетах, 
обработанных 0,1% желатином, в течение 7 дней, затем обрабатывают трипсином и разбавляют сердеч-
ными фибробластами взрослого человека в соотношении около 5:1. Суспензии hiPSC-CM и фибробла-
стов затем совместно культивировали на покрытых ламинином 9-луночных планшетах с многоэлектрод-
ными матрицами (MEA) (256-9wellMEA300/30iR-ITO-mq; Multichannel Systems). hiPSC CM инфицирова-
ли экспрессионными конструкциями AAV9-mDys (экспрессирующими миниатюризированные дистро-
фины ВХА-196477 и ВХА-213788, фиг. 15D) при MOI 1×106 втечение 48 ч, и затем hiPSC-CM оценивали 
по воздействию на потенциалы внеклеточного поля (field potential (FP)) через 7 дней и 9 дней после за-
ражения. Как ВХА-196477, так и ВХА-213788 значительно улучшили скорость проведения на ~ 80% по 
сравнению с DMD СМ (двусторонний дисперсионный анализ ***Р < 0,001 с последующим тестом Тьюки 
n = 6) (фиг. 15Е). Анализ ELISA на дистрофин подтвердил экспрессию дистрофина в клетках (фиг. 15F). 
Технология МЕА позволяет проводить пространственно-временной анализ возбудимых клеток или тка-
ней с помощью матрицы встроенных в подложку внеклеточных электродов, на которой можно культи-
вировать клетки или помещать ткани. Потенциалы внеклеточного поля (FP) регистрируются каждым 
электродом и соответствуют потенциалам клеточного действия. Оценка морфологии, продолжительно-
сти и скорости проводимости FP дает картину активности ионных каналов после обработки, а также вли-
яния на реполяризацию и проводимость. После 7 дней культивирования hiPSC-CM на МЕА-планшетах 
клетки образовывали спонтанно сокращающийся монослой над записывающими электродами, вставлен-
ными в каждую лунку. Спонтанные FP регистрировались от 28 электродов на лунку (диаметр 30 мкм, 
расстояние от центра до центра 300 мкм) при частоте дискретизации 10 кГц с использованием программ-
ного обеспечения USB-MEA256-System и МС Rack для сбора данных (многоканальные системы). После 
20-минутного периода уравновешивания в увлажненной среде при 37°С с постоянной подачей 5% CO2 и 
95% O2 каждую лунку трансфицировали экспрессионными конструкциями AAV9-mDys в 300 мкл под-
держивающей среды. 

Эффекты экспрессии миниатюризированных дистрофинов на интервалы между импульсами (inter-
pulse intervals (IPI)) FP контролировали и записывали. Данные были проанализированы с помощью спе-
циального программного обеспечения, написанного в MatLab (Mathworks). Частоту ударов (удары в ми-
нуту), служащую суррогатом частоты сердечных сокращений, рассчитывали с использованием BR = 
60000/IPI, где IPI представляет собой усредненные IPI (мс) 100-секундной записи в установившемся ре-
жиме при каждом условии. Измеряемыми электрофизиологическими параметрами являются длитель-
ность потенциала поля, суррогат реполяризации, и скорость проведения потенциала поля. Длительность 
потенциала поля корректировалась с учетом изменений частоты ударов (beat rate changes (FPD)). Все 
обработки выполнялись не менее чем в 3-х повторностях. 

Скорость проведения определяли количественно путем измерения времени активации потенциала 
поля для каждого электрода, вставленного в лунку МЕА во время синхронизированного единичного рас-
пространяемого биения. Оцифрованные записи потенциалов поля от каждого электрода сглаживались по 
методу наименьших квадратов с использованием полинома сглаживания по 21 точке (Savitsky & Golay, 
1964), с временным окном 2,1 мс. Время активации представляет собой значение пика отрицательной 
производной каждого волнового сигнала потенциала поля. Время между временем самой ранней актива-
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ции и временем самой поздней активации представляет собой время проведения для распространения 
потенциала поля через монослой кардиомиоцитов, и расстояние между двумя соответствующими элек-
тродами представляет собой расстояние проведения. Время проведения потенциала, деленное на рас-
стояние проведения, для каждого случая распространения потенциала представляет собой скорость про-
ведения для каждого сокращения монослойных кардиомиоцитов в лунке МЕА (фиг. 15). 

Данные показывают, что обе конструкции миниатюризированных дистрофинов значительно улуч-
шили скорость проведения (фиг. 15). 

6.3. In vivo восстановление физиологии скелетных мышц 

Скелетные мышцы с дефицитом дистрофина производят меньшую удельную силу (силу на единицу 
площади) и очень восприимчивы к повреждениям, вызванным сокращением. Восстановление экспрессии 
дистрофина может смягчить данные нарушения. Дистрофических мышей mdx в возрасте 2 недель систе-
матически лечат с помощью ретроорбитальной инъекции либо 2е14 vg/кг AAV9-C5-12-BXA-196477, ли-
бо AAV9-C5-12-ВХА-212371. Физиологию мышц конечностей исследуют в 8-недельном возрасте. 
Вкратце, колено мыши зажимается, ступня помещается в стремя, и стремя перемещается, в то время как 
мышцы максимально сокращаются с помощью игольчатого электрода. Данный анализ измеряет пиковое 
подергивание и величину тетанической силы мышцы, а также повреждение, вызванное сокращением. 

6.4. In vivo профилактика дистрофической патологии 

Скелетные мышцы в модели DMD у мышей mdx обычно подвергаются некрозу и регенерации в 
возрасте, начиная приблизительно с 3-4 недель. Регенерированные мышцы обычно более разнообразны 
по размеру и содержат ядра, расположенные в центре на замороженных поперечных срезах. Кроме того, 
фиброз становится более распространенным в регенерированных мышцах. Измеряют размер мышечных 
волокон, долю центрально расположенных ядер и фиброз в необработанных мышцах mdx и мышцах 
mdx, обработанных либо AAV9-C5-12-BXA-196477, либо AAV9-C5-12-BXA-212371. Также количест-
венно определяется доля мышечных волокон, экспрессирующих миниатюризированные дистрофины. 
Диафрагма, икроножная, передняя большеберцовая мышца и сердечные мышцы исследуются с помощью 
компьютерных программ визуализации HALO и Columbus. 

6.5. Исследование in vivo 

План исследования. 
Мышей mdx4cv в возрасте 2 недель обрабатывали 2e14vg/кг AAV9-BXA-196477 или AAV9-BXA-

213788. Через две недели после введения n=3 мышей умерщвляли для изучения целевого воздействия 
миниатюризированного дистрофина (биораспределение и уровни экспрессии). В возрасте 2 месяцев была 
исследована правая передняя большеберцовая мышца на прочность и устойчивость к повреждению, вы-
званному сокращением (n=10), аналогично ранее описанному (Khairallah et. al., 2012). Мышей умерщвля-
ли в возрасте 3 месяцев и исследовали на предмет целевого воздействия и предотвращения дистрофин 
(фиг. 16). 

Целевое воздействие. 
Иммунофлуоресценция. Мышцы замораживали в ОСТ в 2-метилбутаине в жидком N2. 10 мкм замо-

роженных срезов иммуноокрашивали антителами к дистрофину (Mandys106; DSHB; 1:200) и агглютини-
ну зародышей пшеницы, конъюгированному с Alexa-647. Антитело Alexa-488 IgG2a использовали для 
мечения первичного антитела к дистрофину. Срезы получали с помощью конфокального скринингового 
микроскопа Phoenix Opera High Content (Perkin-Elmer) и количественно оценивали с помощью про-
граммного обеспечения Columbus. Вкратце, изображения Alexa-647 были инвертированы, М-режим ис-
пользовали для поиска клеток и расчета морфологии в выбранной популяции клеток в поперечных сре-
зах <2000 мкм2. Далее рассчитывали интенсивность Alexa-488 и отбирали популяцию с интенсивностью 
больше, чем у контрольных mdx4cv мышц. Более 90% мышц у 4-недельных и 12-недельных мышей были 
положительными на миниатюризированный дистрофин (фиг. 17). мРНК - Для выделения суммарной 
РНК ткань гомогенизировали с помощью Qiagen Tissuelyzer и РНК выделяли с использованием набора 
Qiagen RNeasy 96 Universal tissue kit (номер в каталоге Qiagen 74881). Ткань (~ 15) помещали в микро-
пробирки для сбора из набора RNeasy, содержащие 750 мкл реагента Qiazol и один стальной шарик раз-
мером 5 мм, гомогенизировали с использованием Tissuelyzer при 30 Гц в течение 2 мин и повторяли дан-
ный шаг до завершения гомогенизации с последующим центрифугированием при 6000×g в течение 1 
мин при 4°С. В каждую пробирку добавляли 150 мл хлороформа и образцы интенсивно встряхивали в 
течение 15 с. После 3-минутной инкубации при комнатной температуре образцы центрифугировали при 
6000×g в течение 15 мин при 4°С. Водную фазу отбирали (~360 мкл) и переносили в новую пробирку, 
содержащую 1 объем 70% EtOH, свободного от РНКазы. Все образцы переносили в 96-луночный план-
шет RNeasy 96, планшеты закрывали лентой AirPore и центрифугировали при 5600×g в течение 4 мин 
при комнатной температуре. 400 мкл буфера RW1 добавляли в каждую лунку, планшет снова закрывали 
и центрифугировали в течение 4 мин при 5600×g. Во время центрифугирования готовили исходный рас-
твор ДНКазы, добавляя 550 мкл воды, свободной от РНКазы, на один флакон с ДНКазой. 670 мкл исход-
ного раствора ДНКазы I разбавляли 7,3 мл буфера RDD, перемешивали и хранили при 4°С. Когда цен-
трифугирование было завершено, проток отбрасывали и 80 мкл смеси ДНКазы I добавляли непосредст-
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венно в центр каждой лунки, и планшет инкубировали при комнатной температуре в течение 15 мин. 
После инкубации в каждую лунку добавляли 400 мкл RW1 и планшет герметично закрывали и центри-
фугировали в течение 4 мин при 5600×g. Проток отбрасывали и добавляли 800 мкл буфера RPE к каждой 
лунке. Планшет снова герметично закрывали и центрифугировали в течение 4 мин при 5600×g. Данный 
процесс повторяли, и планшет центрифугировали в течение 10 мин при 5600×g. Затем каждый образец 
элюировали в неиспользованную пробирку путем добавления 60 мкл воды, свободной от РНКазы, в 
центр каждой лунки и центрифугирования в течение 4 мин при 5600×g. Для улучшения восстановления 
60 мкл повторно наносили на планшет и центрифугировали еще 4 мин при 5600×g. Выход РНК количе-
ственно определяли с помощью прибора nanodrop 8000. ОТ-ПЦР - Для синтеза кДНК и последующей 
ПЦР 1 мкг РНК добавляли в 1 лунку 96-луночного планшета в 10 мкл H2O (Plate-Axygen, PCR-96-CS). В 
каждую лунку добавляли 10 мкл мастер-микса (High Capacity cDNA Reverse Transcription kit, Applied 
Biosystem) и центрифугировали планшет при 1000 об/мин. Синтез кДНК проводили при 25°С в течение 
10 мин, 37°С в течение 120 мин, 85°С в течение 5 мин с последующей выдержкой при 4°С. Для кПЦР 
каждый образец анализировали в двух повторах с наборами праймеров/зондов (прямой праймер 5'-
TGGAAGATTGCTACGAGCGC-3'; обратный праймер 5'-CAGGTCGCTGAACAGGTTCT-3'; зонд-6FAM-
GCAAGTTCGGCAAGCAGCACA-MGBNFG) в 384-луночных прозрачных реакционных планшетах (ap-
plied biosystem; каталожный номер 4483285). К каждой реакционной смеси добавляли 2 мкл к ДНК и 8 
мкл мастер-микса (5 мкл быстрого улучшенного мастер-микса, 0,5 мкл смеси 20Х FAM зонда/праймеров 
и 2,5 мкл воды) и планшеты центрифугировали в течение 1 мин при 1000 об/мин. Образцы инкубировали 
при 95°С в течение 20 с с последующими 40 циклами при 95°С в течение 1 с и 60°С в течение 20 с с ис-
пользованием системы ViiA7 и программного обеспечения для ПЦР в реальном времени Quant Studio для 
анализа данных (Applied Biosystem). 

Выделение векторного генома/геномной ДНК и кПЦР - для выделения геномной ДНК ткань гомо-
генизировали с помощью Qiagen Tissuelyzer и геномную ДНК выделяли с использованием набора для 
крови и тканей Qiagen DNeasy 96 (номер в каталоге Qiagen 69581). Ткань (~10 мг) помещали в 96-
луночный планшет (costar assay block 1 мл, каталожный номер 3958), содержащий 200 мкл буфера ATL с 
протеиназой K и одну 5-миллиметровую стальную бусину, гомогенизировали с использованием Tissue-
lyzer 30 Гц, 2 мин, повторяли до завершения гомогенизации. Выделение геномной ДНК проводили с со-
блюдением инструкций производителя. Для кПЦР каждый образец анализировали в двух экземплярах с 
наборами праймеров/зондов (прямой праймер 5'-TGGAAGATTGCTACGAGCGC-3'; обратный праймер 
5'-CAGGTCGCTGAACAGGTTCT-3'; зонд-6FAM-GCAAGTTCGGCAAGCAGCACA-MGBNFG) в 384-
луночных прозрачных реакционных планшетах (applied biosystem; каталожный номер 4483285). К каж-
дой реакционной смеси добавляли 2 мкл геномной ДНК и 8 мкл мастер-микса (5 мкл быстрого улучшен-
ного мастер-микса, 0,5 мкл смеси 20Х FAM зонда/праймеров и 2,5 мкл воды) и планшеты центрифугиро-
вали в течение 1 мин при 1000 об/мин. Образцы инкубировали при 95°С в течение 20 с с последующими 
40 циклами при 95°С в течение 1 с и 60°С в течение 20 с с использованием системы ViiA7 и программно-
го обеспечения для ПЦР в реальном времени Quant Studio для анализа данных (Applied Biosystem). 

MSD-ELISA - экспрессию белка определяли с помощью анализа ELISA. 384-луночные планшеты 
для мультианализа (Meso Scale Discovery, каталожный номер L21XB-4) были предварительно покрыты 
моноклональным антителом Manex 1011b в концентрации 2 мкг/мл в бикарбонатном буфере в течение 
ночи. Затем планшеты блокировали блокирующим буфером (5% BSA в PBS) в течение 4 часов при 
встряхивании при комнатной температуре. Ткань (~20 мг) гомогенизировали в буфере ripa при концен-
трации 1 мг ткани/10 мкл лизирующего буфера (Sigma, каталожный номер R0278) с коктейльной таблет-
кой ингибиторов протеазы (Roche, каталожный номер 04 693 159001) с использованием Qiagen Tissue-
lyzer при 30 Гц в течение 5 мин и повторяли данный шаг до завершения гомогенизации. Лизат ткани в 
ripa разводили от 1 до 3 в связывающем буфере (1% BSA, 0,05% твин 20, 20 мМ Tris pH 7,5 в PBS). Лиза-
ты тканей и сульфоконъюгированный Mandys 106 (0,2 мкг/мл) добавляли в предварительно покрытые 
384-луночные планшеты и инкубировали при 40°С при встряхивании в течение ночи. Планшеты промы-
вали PBS с 0,05% твина 20 и добавляли 40 мкл буфера Т для считывания MSD с поверхностно-активным 
веществом (каталожный номер R92TC-1). Затем планшеты считывали на машине MSD Sector 6000. 

Данные показали, что вводили достаточно вируса для достижения экспрессии (мРНК и белок) в > 
90% поперечнополосатых мышечных клеток в возрасте 4 недель (фиг. 18). Креатинкиназа. - Уровень 
креатинкиназы (СК) как индикатора повреждения мышц измеряли в сыворотке с использованием имею-
щихся в продаже наборов. СК измеряли в возрасте 4 недель (через 2 недели после доставки). Кроме того, 
СК измеряли в возрасте 3 месяцев, то есть через 1 месяц после протокола травмы, вызванной сокращени-
ем (см. ниже). ****Р<0,001 однофакторного дисперсионного анализа с последующим тестом Тьюки, 
n=10 по сравнению с mdx4cv. Данные показали, что у мышей, получавших ВХА-196477 или ВХА-213788, 
уровни креатинкиназы и, следовательно, повреждение мышц были значительно снижены (фиг. 19). 
Функциональные исследования. 

Сократительные свойства передней болыпеберцовой (tibialis anterior (ТА)) мышцы тестировали с 
помощью установки in vivo ("подставка", "башмак", foot plate) в соответствии с инструкциями произво-
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дителя (Aurora Scientific). Вкратце, пик тетанического сокращения был достигнут на кривой силы на час-
тоте 150 Гц (сила измеряется в крутящем моменте в ньютон-метрах). Пик тетанического сокращения был 
одинаковым у мышей дикого типа, мышей mdx4cv и мышей mdx4cv, получавших ВХА-196477 или ВХА-
213788. Однако мышечная масса ТА больше у мышей mdx4cv (****P <0,001 односторонний дисперсион-
ный анализ с последующим тестом Тьюки, n=10), так что нормализация пиковой тетанической силы к 
массе ТА снижалась у мышей mdx4cv и оставалась на уровне мышей дикого типа у обработанных мышей 
(***P<0,001 по сравнению с mdx4cv; односторонний дисперсионный анализ с последующим тестом Тью-
ки, n=10) (фиг. 20). 

Повреждение передней большеберцовой (ТА) мышцы измеряли с помощью прибора in vivo ("под-
ставка") в соответствии с инструкциями производителя (Aurora Scientific). Во время пика тетанического 
сокращения при частоте 150 Гц (максимальный изометрический крутящий момент) подставка поворачи-
валась от 90до 135° для напряжения мышц. Данное сокращение повторялось каждую минуту для 20 со-
кращений, как описано ранее (Khairallah et. al., 2012). Максимальный изометрический крутящий момент 
непосредственно перед напряжением мышц значительно уменьшался с каждым сокращением у мышей 
mdx4cv (P<0,0001 по сравнению с мышами дикого типа; двухсторонний дисперсионный анализ; n=9-10). 
Напротив, как ВХА-196477, так и ВХА-213788 предотвращали повреждение, вызванное сокращением, 
аналогично уровням дикого типа (****P<0,0001 ВХА-213788 и **Р<0,01 ВХА-196477 по сравнению с 
mdx4cv с последующим тестом Тьюки n=9-10). Данные показывают, что обе конструкции миниатюризи-
рованных дистрофинов защищают ТА-мышцы от повреждения, вызванного сокращением (фиг. 21). 

In vitro и in vivo экспрессия миниатюризированных дистрофиновых конструкций, описанных в при-
веденных в данном документе примерах, находилась под контролем промотора С5-12 (см. US 
2004/0175727), из которого были удалены первые семь и последние тринадцать нуклеотидов. Используе-
мый AAV был AAV9, где ITR были из AAV2. 

6.6. Дополнительные исследования иммуногенности 

Иммуногенность новых соединительных участков (см. табл. 12: SEQ ID NO: от 156 до 166; SEQ ID 
NO: 155 была исходной последовательностью), созданных между шарнирным 2 (Н2) доменом и R16 
спектриновым повтором 16 (R16) в полипептиде ВХА-027741 миниатюризированного дистрофина тес-
тировали с использованием инструмента для прогнозирования иммуногенности in silico. Было определе-
но, что новый соединительный участок SEQ ID NO: 157 (см. фиг. 22) имеет минимальный иммуногенный 
риск на основании вышеупомянутого подхода in silico. Тестируемые последовательности соединитель-
ных участков пронумерованы следующим образом: SEQ ID NO: 155 (1), SEQ ID NO: 156 (2), SEQ ID NO: 
157 (3), SEQ ID NO: 158 (4), SEQ ID NO: 159 (5), SEQ ID NO: 160 (6), SEQ ID NO: 161 (7), SEQ ID NO: 
162 (8), SEQ ID NO: 163 (9), SEQ ID NO: 164 (10), SEQ ID NO: 165 (11), SEQ ID NO: 166 (12) (см. фиг. 
22В). Иммуногенной потенциал вышеперечисленных соединительных участков конструкции ВХА-
027741 и варианты соединительных участков в ней были испытаны с использованием in vitro анализа 
пролиферации Т-клеток, как описано выше. Данные показывают, что соединительный участок J11v3 
(SEQ ID NO: 157, № 3 на фиг. 22В) вызывал значительно меньшую пролиферацию CD8+ (фиг. 23А) и 
CD4+ Т-клеток (фиг. 23В) по сравнению с другими протестированными соединениями и поэтому являет-
ся лучшим (фиг. 23). Полипептид ВХА-196477 миниатюризированного дистрофина был модифицирован, 
чтобы нести соединительный участок J11v3, последние три аминокислоты на С-конце были удалены и 
3'UTR был укорочен, что дало полипептид ВХА-213780 (SEQ ID NO: 153) миниатюризированного дис-
трофина и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 154. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Молекула нуклеиновой кислоты, содержащая нуклеотидную последовательность, которая коди-
рует полипептид миниатюризированного дистрофина, содержащий, от N-конца до С-конца, шарнирный 
1 (H1) домен, домен спектринового повтора 1 (R1), домен спектринового повтора 3 (R3), шарнирный 2 
(Н2) домен, домен спектринового повтора 16 (R16), домен спектринового повтора 17 (R17), домен спек-
тринового повтора 24 (R24) и шарнирный 4 (Н4) домен дистрофина, где полипептид миниатюризирован-
ного дистрофина не содержит спектриновый повтор 2 дистрофина, где домен R1 и домен R3 слиты по-
средством аминокислот ARG-VAL (RV), и где домен Н2 и домен R16 слиты посредством аминокислот-
ной последовательности, приведенной в SEQ ID NO: 74-75, и где (i) домен H1 и домен R1 слиты непо-
средственно, (ii) домен R3 и домен Н2 слиты непосредственно, (iii) домены R16 и R17 слиты непосредст-
венно, (iv) домены R17 и R24 слиты непосредственно или (v) домены R24 и Н4 слиты непосредственно. 

2. Молекула нуклеиновой кислоты по п.1, где полипептид миниатюризированного дистрофина до-
полнительно содержит домен ABD1 и/или домен CR. 

3. Молекула нуклеиновой кислоты по п.1 или 2, где полипептид миниатюризированного дистрофи-
на состоит из, от N-конца до С-конца, домена ABD1, домена H1, домена R1, аминокислот RV, домена R3, 
домена Н2, аминокислотной последовательности, приведенной в SEQ ID NO: 74-75, домена R16, домена 
R17, домена R24, домена Н4 и домена CR дистрофина. 

4. Молекула нуклеиновой кислоты по любому из пп.1-3, где полипептид миниатюризированного 
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дистрофина содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90%, по мень-
шей мере на 95%, по меньшей мере на 96%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98%, по 
меньшей мере на 99% или на 100% идентична последовательности SEQ ID NO: 118. 

5. Молекула нуклеиновой кислоты по п.4, где нуклеотидная последовательность содержит последо-
вательность, которая по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 96%, по 
меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98%, по меньшей мере на 99% или на 100% идентична нук-
леотидной последовательности SEQ ID NO: 133. 

6. Молекула нуклеиновой кислоты по любому из пп.1-5, где полипептид миниатюризированного 
дистрофина содержит аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 118. 
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