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Область техники 

Изобретение относится к области медицины и иммунологии. В частности, оно относится к новым 

антисмысловым олигонуклеотидам, которые могут применяться для лечения, предотвращения и/или за-

медления прогрессирования заболеваний, ассоциированных с геном АВСА4. 

Уровень техники 

Аутосомные рецессивные мутации в гене АВСА4 являются причиной болезни Штаргардта, про-

грессирующего заболевания, характеризующегося потерей центрального зрения и часто ведущего к пол-

ной слепоте. Типичным признаком болезни Штаргардта является присутствие многочисленных желтых 

пятен (пятнышек), распределенных по всему глазному дну пациентов. Ген АВСА4 состоит из 50 экзонов 

и кодирует белок, состоящий из 2273 аминокислот. Указанный белок экспрессируется во внешних сег-

ментах фоторецепторных клеток (палочек и колбочек) и играет важную роль в удалении продуктов жиз-

недеятельности после фототрансдукции. Кроме STGD1 (Stargardt disease 1, болезнь Штаргардта), вариан-

ты АВСА4 могут также быть причиной других подтипов заболеваний сетчатки от макулопатии по типу 

"бычьего глаза" до аутосомной рецессивной палочко-колбочковой дистрофии (autosomal recessive cone-

rod dystrophy (arCRD); Cremers et al, 1998; Maugeri et al, 2000) и панретинальной дистрофии (Cremers et 

al, 1998; Martinez-Mir et al, 1998) в зависимости от степени тяжести заболевания, ассоциированного с 

конкретным аллелем. 

Биаллельные варианты АВСА4 могут быть обнаружены приблизительно в 80% случаев STGD1 (Al-

likmets et al, 1997; Fujinami et al, 2013; Lewis et al, 1999; Maugeri et al, 1999; Rivera et al, 2000; Schulz et al, 

2017; Webster et al, 2001; Zernant et al, 2011; Zernant et al, 2017) и 30% случаев arCRD (Maugeri et al, 2000, 

см. выше) после секвенирования кодирующих областей и примыкающих сайтов сплайсинга. В целом, 

пациенты с arCRD или панретинальной дистрофией являются носителями двух аллелей АВСА4, ассо-

циированных с тяжелыми формами заболевания, тогда как пациенты с STGD1 являются носителями двух 

аллелей, ассоциированных с заболеваниями средней тяжести или комбинацией аллелей, ассоциирован-

ных с легкими и тяжелыми формами заболевания (Maugeri et al, 1999; van Driel et al, 1998). Была выдви-

нута гипотеза, что большинство неизвестных вариантов АВСА4 у пациентов с STGD1 находятся в ин-

тронных областях гена, и, действительно, в течение последних лет несколько групп показали существо-

вание таких глубоких интронных вариантов (Bauwens et al, 2015; Вах et al, 2015; Braun et al, 2013; Lee et 

al, 2016; Schulz et al, 2017; Albert et al, 2018, Sangermano et al 2019 and Bauwens et al., 2019). Многие из 

этих глубоких интронных мутаций активируют скрытые донорные или акцепторные сайты сплайсинга 

или изменяют экзонные энхансеры сплайсинга или мотивы сайленсеров; все это приводит к включению 

псевдоэкзона (ПЭ) в значительную часть транскриптов АВСА4. Степень включения ПЭ может разли-

чаться у вариантов АВСА4, но она также зависит от того, на какой ткани проводилось исследование, т.е. 

степень включения ПЭ может быть пропорционально выше в "ретиноподобных" тканях. Тогда как боль-

шая часть АВСА4 мутаций распределены по всей протяженности гена АВСА4, некоторые мутации име-

ют тенденцию образовывать кластеры, включая ряд вариантов интрона 36 данного гена. В частности, 

авторы изобретения обнаружили 4 варианта интрона 36 (c.5196+10134>G; c.5196+10564>G; 

c.5196+1137G>A; c.5196+12164>G), которые приводят к включению псевдоэкзонов в АВСА4 пре-мРНК, 

и, следовательно, прогнозируемой потере функции белка АВСА4. 

То обстоятельство, что значительное количество мутаций АВСА4 затрагивает сплайсинг пре-мРНК, 

делает ее притягательной мишенью для модуляционной терапии, основанной на антисмысловых олиго-

нуклеотидах (АОН). Соответственно, существует насущная потребность в создании АОН для модуляции 

сплайсинга гена АВСА4, чтобы обеспечить экспрессию функционального белка АВСА4 у субъектов, 

страдающих болезнью Штаргардта. 

Краткое описание изобретения 

В первом аспекте, настоящее изобретение относится к антисмысловому олигонуклеотиду для перена-

правления сплайсинга, который связывается и/или комплементарен полинуклеотиду с нуклеотидной по-

следовательностью, как показано в SEQ ID NO: 4. Предпочтительно, антисмысловой олигонуклеотид свя-

зывается или комплементарен полинуклеотиду, выбранному из группы, состоящей из SEQ ID NO: 8, 9 и 10. 

Более предпочтительно, антисмысловой олигонуклеотид связывается или комплементарен полинуклеоти-

ду, выбранному из группы, состоящей из SEQ ID NO: 5, 6 и 7. Еще более предпочтительно, антисмысловой 

олигонуклеотид связывается или комплементарен полинуклеотиду, выбранному из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 12, 13, 14, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 28, 29, 30, 32, 33, 34, 36, 37, 38, 40, 41, 42. 

Во втором аспекте, настоящее изобретение относится к вирусному вектору, экспрессирующему ан-

тисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплайсинга, как определено в настоящем изобрете-

нии при помещении вектора в условия, способствующие экспрессии молекулы. 

В третьем аспекте, настоящее изобретение относится к фармацевтической композиции, содержащей 

антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплайсинга в соответствии с изобретением или 

вирусный вектор в соответствии с изобретением и фармацевтически приемлемое вспомогательное веще-

ство. В четвертом аспекте, настоящее изобретение относится к антисмысловому олигонуклеотиду для 

перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением, вектору в соответствии с изо-

бретением или фармацевтической композиции в соответствии с настоящим изобретением для примене-
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ния в качестве лекарственного средства. Предпочтительно, для применения в качестве лекарственного 

средства для лечения АВСА4-ассоциированного заболевания и состояния, требующего модуляции сплай-

синга АВСА4. Предпочтительно, АВСА4-ассоциированного заболевания или такого состояния, как болезнь 

Штаргардта. В пятом аспекте, настоящее изобретение относится к антисмысловому олигонуклеотиду для 

перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением, вектору в соответствии с настоя-

щим изобретением или фармацевтической композиции в соответствии с настоящим изобретением для ле-

чения АВСА4-ассоциированного заболевания или состояния, требующего модуляции сплайсинга АВСА4. 

В шестом аспекте, настоящее изобретение относится к способу модуляции сплайсинга АВСА4 в 

клетке, указанный способ включает приведение указанной клетки в контакт с антисмысловым олигонук-

леотидом для перенаправления сплайсинга, как определено в настоящем изобретении, вектором в соот-

ветствии с настоящим изобретением или фармацевтической композицией в соответствии с настоящим 

изобретением. 

Подробное описание изобретения 

По определению, антисмысловые олигонуклеотиды (АОН) в значительной степени комплементар-

ны (содержат антисмысловую последовательность) своей мишени, что позволяет им связываться с соот-

ветствующей молекулой пре-РНК; таким образом, без привязки к конкретной теории, АОН препятству-

ют связыванию белков, необходимых для сплайсинга. Как правило, такое отсутствие связывания приво-

дит к пропуску экзона-мишени, как показали для нескольких мутаций в гене АВСА4 раннее авторы на-

стоящего изобретения (WO 2018/109011). 

Кроме того, АОН могут перенаправлять аппарат сплайсинга на соседние донорные и акцепторные 

сайты. Это убедило авторов изобретения отобрать такие мутации АВСА4, которые могли бы также дать 

ответ на модуляционную терапию сплайсинга на основе АОН. Это были глубокие интронные мутации, 

которые создавали новые донорные сайты сплайсинга, акцепторные сайты сплайсинга или сайты связы-

вания энхансеров сплайсинга в экзонах, что приводило к включению псевдоэкзонов в мРНК соответст-

вующего гена. АОН будут применяться для блокировки распознавания псевдоэкзона (и посредством это-

го приводить к его пропуску), таким образом полностью восстанавливая транскрипт дикого типа и соот-

ветствующую белковую функцию. 

Следующие мутации были отобраны: 

c.5196+1013A>G. Указанная мутация приводит к включению 129-нуклеотидного псевдоэкзона ме-

жду экзонами 36 и 37 АВСА4. 

c.5196+1056A>G. Указанная мутация приводит к включению 177-нуклеотидного псевдоэкзона ме-

жду экзонами 36 и 37 АВСА4. 

c.5196+1137G>A. Указанная мутация приводит к включению 73-нуклеотидного псевдоэкзона меж-

ду экзонами 36 и 37 АВСА4. 

c.5196+1216A>G. Указанная мутация приводит к включению 73-нуклеотидного псевдоэкзона меж-

ду экзонами 36 и 37 АВСА4. 

Указанные четыре варианта АВСА4 в интроне 36 были обнаружены у нескольких пациентов, в ча-

стности, вариант c.5196+1137G>A был найден в форме гетерозиготы в 15 описанных и 19 неопублико-

ванных случаях STGD1. Два из четырех вариантов приводят к появлению похожих псевдоэкзонов, сле-

довательно, те же молекулы АОН могут корректировать дефект, вызванный двумя различными мутация-

ми. Авторы настоящего изобретения показывают, что отдельные АОН могут восстанавливать аберрант-

ный сплайсинг АВСА4, вызванный вариантами интрона 36. Авторы изобретения предлагают АОН для 

коррекции сплайсинга некоторых классов мутаций, указанных выше; в настоящем изобретении взаимо-

заменяемо используются термины "модулировать сплайсинг" и "перенаправлять сплайсинг" и включают 

основанную на АОН модуляционную терапию сплайсинга мутаций, указанных выше. Термин "перена-

правление сплайсинга" в настоящем изобретении определен как перенаправление сплайсинга АВСА4 

пре-мРНК, дающее первоначальный транскрипт. 

Соответственно, настоящее изобретение предлагает антисмысловой олигонуклеотид для перена-

правления сплайсинга, который связывается и/или комплементарен полинуклеотиду с нуклеотидной по-

следовательностью, как показано в SEQ ID NO: 4; предпочтительно антисмысловой олигонуклеотид свя-

зывается или комплементарен полинуклеотиду, выбранному из группы, состоящей из SEQ ID NO: 8, 9 и 

10; более предпочтительно антисмысловой олигонуклеотид связывается или комплементарен полинук-

леотиду, выбранному из группы, состоящей из SEQ ID NO: 5, 6 и 7; еще более предпочтительно анти-

смысловой олигонуклеотид связывается или комплементарен полинуклеотиду, выбранному из группы, 

состоящей из SEQ ID NO: 12, 13, 14, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 28, 29, 30, 32, 33, 34, 36, 37, 38, 40, 

41, 42. 

В настоящем изобретении взаимозаменяемо используются термины "антисмысловой(е) олигонук-

леотид(ы)" или "АОН", которые обозначают олигонуклеотидную молекулу, состоящую из нуклеотидной 

последовательности, которая в значительной степени комплементарна нуклеотидной последовательности 

- мишени в молекуле пре-мРНК, гяРНК (гетерогенной ядерной РНК) или молекуле мРНК. Степень ком-

плементарности (или значительной комплементарности) антисмысловой последовательности предпочти-

тельно такая, чтобы молекула, содержащая антисмысловую последовательность, могла сформировать 
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стабильный гибрид с нуклеотидной последовательностью -мишенью в молекуле РНК при физиологиче-

ских условиях. Связывание АОН со своей мишенью может быть легко оценено специалистом в данной 

области техники с помощью метода, известного в данной области техники как анализ подвижности в 

геле, как описано в ЕР 1619249. 

Термин "комплементарный", используемый в контексте настоящего изобретения, означает, что до-

пускаются некоторые ошибки спаривания нуклеотидов в антисмысловой последовательности, если со-

храняется функциональность, т.е. обеспечивается перенаправление сплайсинга. Предпочтительно ком-

плементарность составляет от 90% до 100%. В целом, это допускает 1 или 2 ошибки спаривания нуклео-

тидов в АОН из 20 нуклеотидов, или 1, 2, 3 или 4 ошибки спаривания нуклеотидов в АОН из 40 нуклео-

тидов, или 1, 2, 3, 4, 5 или 6 ошибок спаривания нуклеотидов в АОН из 60 нуклеотидов и т. д. Необяза-

тельно указанный АОН можно дополнительно протестировать трансфекцией ретиноподобных клеток 

пациентов. Комплементарные области предпочтительно конструировать таким образом, чтобы после 

гибридизации они были специфичны к псевдоэкзону в пре-мРНК. Такая специфичность может быть соз-

дана за счет различной длины комплементарных областей, поскольку это зависит от фактических после-

довательностей других молекул (пре-)мРНК в системе. Риск того, что АОН сможет гибридизоваться с 

другими молекулами пре-мРНК снижается по мере увеличения размера АОН. Очевидно, что АОН, со-

держащий ошибки спаривания нуклеотидов в области комплементарности, но сохраняющий возмож-

ность гибридизоваться и/или связываться с областью-мишенью в пре-мРНК, может применяться в на-

стоящем изобретении. Однако предпочтительно, чтобы по меньшей мере комплементарные части не со-

держали ошибки спаривания нуклеотидов, так как АОН, не имеющий ошибок спаривания нуклеотидов в 

комплементарной части, обычно имеет более высокую эффективность и специфичность, чем АОН, у ко-

торого есть ошибки спаривания нуклеотидов в одной или более комплементарной области. Предполага-

ется, что более высокая интенсивность гибридизации (т.е. возрастающее число взаимодействий с проти-

воположенной цепью) благоприятна для повышения эффективности процесса подавления аппарата 

сплайсинга в системе. 

АОН согласно настоящему изобретению предпочтительно не содержит участок CpG, более пред-

почтительно не содержит какой-либо CpG. Присутствие CpG или участка CpG в олигонуклеотиде обыч-

но ассоциировано с повышенной иммуногенностью указанного выше олигонуклеотида (Dorn and Kip-

penberger, 2008). Повышенная иммуногенность не желательна, поскольку она может вызвать поврежде-

ние обрабатываемой ткани, т.е. глаза. Иммуногенность может быть оценена на модели лабораторных 

животных путем оценки наличия CD4+ и/или CD8+ клеток и/или воспалительного моноядерного ин-

фильтрата. Иммуногенность может быть также оценена по крови лабораторного животного или челове-

ка, прошедшего лечение АОН в соответствии с данным изобретением, путем выявления присутствия ней-

трализующих антител и/или антител, распознающих указанный выше АОН с использованием стандартного 

иммунологического анализа, известного специалистам. Воспалительная реакция, образование интерферона 

I типа, образование интерлейкина 12 (interleukin 12, IL12) и/или повышение иммуногенности могут быть 

также оценены путем выявления присутствия или увеличения количества нейтрализующих антител или 

антител, распознающих указанный выше АОН с использованием стандартного иммунологического анали-

за. 

Кроме того, АОН в соответствии с настоящим изобретением предпочтительно должен иметь при-

емлемую кинетику связывания РНК и/или термодинамические свойства. Кинетика связывания РНК 

и/или термодинамические свойства по меньшей мере частично определяются температурой плавления 

олигонуклеотида (Tm, температура плавления; рассчитывается при помощи калькулятора свойств олиго-

нуклеотида (www. unc. edu/-cail/biotool/oligo/index) для одноцепочечной РНК с использованием базовой 

Tm и модели ближайшего соседа), и/или свободной энергией комплекса АОН-экзон-мишень (с исполь-

зованием РНК структуры версия 4.5). Если температура плавления слишком высокая, предполагается, 

что АОН будет менее специфичным. Допустимая температура плавления и свободная энергия зависят от 

последовательности АОН. Следовательно, сложно привести предпочтительный интервал каждого из этих 

параметров. Допустимая температура плавления может быть в интервале от 35 до 70°С, и допустимая 

свободная энергия может быть в интервале от 15 до 45 ккал/моль. 

Во всех вариантах реализации нуклеотид в антисмысловом олигонуклеотиде в соответствии с на-

стоящим изобретением может быть остатком РНК, остатком ДНК или аналогом нуклеотида, или эквива-

лентом, или их комбинацией. Предпочтительно АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с 

данным изобретением имеет длину от приблизительно 8 до приблизительно 40 нуклеотидов, более пред-

почтительно от приблизительно 14 до приблизительно 30 нуклеотидов, более предпочтительно от прибли-

зительно 16 до приблизительно 23 нуклеотидов, например 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23 нуклеотида. 

В одном варианте реализации антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплайсинга в 

соответствии сданным изобретением содержит или состоит из последовательности, выбранной из груп-

пы, состоящей из: SEQ ID NO: 11, 15, 19,23,27, 31, 35 и 39. 

В предпочтительном варианте реализации АОН для перенаправления аберрантного сплайсинга 

АВСА4, который вызван мутацией c.5196+1013A>G, содержит или состоит из SEQ ID NO: 27 или SEQ 

ID NO: 31. 
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В другом предпочтительном варианте реализации АОН для перенаправления аберрантного сплай-

синга АВСА4, который вызван мутацией c.5196+1056A>G, содержит или состоит из АОН, выбранного 

из группы, состоящей из SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 35 и SEQ ID NO: 39. Более пред-

почтительно, АОН для перенаправления аберрантного сплайсинга АВСА4, который вызван мутацией 

c.5196+1056A>G, выбран из группы, состоящей из SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 31 и SEQ ID NO: 35. 

В другом предпочтительном варианте АОН для перенаправления аберрантного сплайсинга АВСА4, 

который вызван мутацией c.5196+1137G>A, содержит или состоит из АОН, выбранного из группы, со-

стоящей из SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19 и SEQ ID NO: 23. Более предпочтительно, АОН для перена-

правления аберрантного сплайсинга АВСА4, который вызван мутацией c.5196+1137G>A, содержит или 

состоит из SEQ ID NO: 15 или SEQ ID NO: 19. 

В еще одном предпочтительном варианте реализации АОН для перенаправления аберрантного 

сплайсинга АВСА4, который вызван мутацией 5196+1216ОА, содержит или состоит из АОН, выбранно-

го из группы, состоящей из SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19 и SEQ ID NO: 23. Более 

предпочтительно, АОН для перенаправления аберрантного сплайсинга АВСА4, который вызван мутаци-

ей С.5196+1216CA, состоит из SEQ ID NO: 11 или SEQ ID NO: 15. Предпочтительно, АОН для перена-

правления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением содержит один или более остатков, ко-

торые модифицированы так, чтобы повысить устойчивость к нуклеазам и/или повысить аффинность ан-

тисмыслового олигонуклеотида к последовательности-мишени. Следовательно, в предпочтительном ва-

рианте реализации АОН содержит по меньшей мере один нуклеотидный аналог или эквивалент, причем 

нуклеотидный аналог или эквивалент определяются как остаток с модифицированным основанием и/или 

модифицированным остовом, и/или неприродной межнуклеозидной связью, или комбинацией указанных 

модификаций. 

В предпочтительном варианте реализации нуклеотидный аналог или эквивалент содержит модифи-

цированный остов. Примерами таких остовов являются морфолиновые остовы, карбаматные остовы, си-

локсановые остовы, сульфидные, сульфоксидные и сульфоновые остовы, формацетильные и тиоформ-

ацетильные остовы, метиленформацетильные остовы, рибоацетильные остовы, алкенсодержащие осто-

вы, сульфаматные, сульфонатные и сульфонамидные остовы, метилениминовые и метиленгидразиновые 

остовы и амидные остовы. Фосфородиамидатные морфолиновые олигомеры - это олигонуклеотиды с 

модифицированным остовом, которые раннее были исследованы как антисмысловые агенты. 

Морфолиновые олигонуклеотиды имеют незаряженный остов, в котором дезоксирибоза (сахар 

ДНК) заменена на шестичленное кольцо и фосфодиэфирная связь заменена на фосфородиамидатную. 

Морфолиновые олигонуклеотиды устойчивы к ферментативному расщеплению и, по-видимому, выпол-

няют функцию антисмысловых агентов путем остановки трансляции или интерференции со сплайсингом 

пре-мРНК, а не путем активации РНКазы Н. Морфолиновые олигонуклеотиды были успешно доставле-

ны внутрь клеток в культуре с помощью методов, которые физически разрушают клеточную мембрану; 

исследование, сравнившее несколько таких методов, установило, что наиболее эффективным методом 

доставки является метод соскоба и загрузки; однако, поскольку морфолиновый остов является незаря-

женным, катионные липиды не могут быть эффективными медиаторами захвата морфолинового олиго-

нуклеотида клетками. Недавно было показано образование триплекса морфолиновым олигонуклеотидом, 

эти исследования показали, что морфолиновый олигонуклеотид может образовывать триплекс в отсутст-

вии магния из-за наличия неионного остова. Более того предпочтительно, чтобы связь между остатками 

остова не содержала атом фосфора, как например, связь, которая формируется короткой алкильной це-

пью или циклоалкильные межнуклеозидные связи, смешанные гетероатомные и алкильные или циклоал-

кильные межнуклеозидные связи, или одна или более короткоцепочечная гетероатомная или гетероцик-

лическая межнуклеозидная связь. Предпочтительный нуклеотидный аналог или эквивалент включает 

пептидно-нуклеиновую кислоту (ПНК) с модифицированным полиамидным остовом (Nielsen et al., 

1991). Молекулы на основе ПНК точно копируют молекулы ДНК в плане распознавания комплементар-

ных оснований. Остов ПНК состоит из N-(2-аминоэтил)-глициновых единиц, связанных пептидными 

связями, при этом азотистые основания связаны с остовом метиленкарбонильными связями. Другой ва-

риант остова включает мономер ПНК на основе пирролидина с одним добавочным углеродом (Govinda-

raju and Kumar, 2005). Поскольку остов молекулы ПНК не содержит заряженные фосфатные группы, 

гибриды ПНК-РНК обычно более стабильны, чем гибриды РНК-РНК или РНК-ДНК соответственно (Eg-

holm et al., 1993). Более предпочтительный остов включает аналог морфолинового нуклеотида или экви-

валента, в котором рибоза или дезоксирибоза заменена шестичленным морфолиновым кольцом. Наибо-

лее предпочтительный аналог нуклеотида или эквивалент включает фосфородиамидатный морфолино-

вый олигомер (ФМО), в котором рибоза или дезоксирибоза заменена шестичленным морфолиновым 

кольцом, и анионовая фосфодиэфирная связь между соседними морфолиновыми кольцами заменена не-

ионной фосфородиамидатной связью. В еще одном варианте реализации аналог нуклеотида или эквива-

лент в соответствии с настоящим изобретением содержит замену одного из атомов кислорода, не обра-

зующих мостик в фосфодиэфирной связи. Указанная модификация немного дестабилизирует спаривание 

оснований, но привносит значительную устойчивость к расщеплению нуклеазами. Предпочтительный 

аналог нуклеотида или эквивалент включает фосфоротиоат, хиральный фосфоротиоат, фосфородитиоат, 
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фосфоротриэфир, аминоалкил фосфоротриэфир, Н-фосфонат, метил- и другой алкилфосфонат, включая 

3'-алкилен фосфонат, 5'-алкилен фосфонат и хиральный фосфонат, фосфинат, фосфорамидат, включая в 

себя 3'-аминофосфорамидат и аминоалкилфосфорамидат, тионофосфорамидат, тионоалкилфосфонат, 

тионоалкилфосфотриэфир, селенофосфат или боранофосфат. 

Более предпочтительный аналог нуклеотида или эквивалент в соответствии с настоящим изобрете-

нием содержит одну (или более) часть молекулы сахара с одним или двумя замещениями в позициях 2', 

3' и/или 5', например, ОН; -F; замещенные или незамещенные, линейные или разветвленные низкомоле-

кулярные (C1-C10) алкил, алкенил, алкинил, алкарил, аллил или аралкил, которые могут быть прерваны 

одним или более гетероатомом; О-, S- или N-алкил; О-, S- или N-алкенил; О-, S-или N-алкинил; О-, S- 

или N- аллил; О-алкил-О-алкил, -метокси, -аминопропокси; метоксиэтокси; диметиламинооксиэтокси и -

диметиламиноэтоксиэтокси. Сахарной группой может быть пираноза или ее производное, или дезокси-

пираноза или ее производное, предпочтительно, рибоза или ее производное, или дезоксирибоза или ее 

производное. Предпочтительный дериватизированный сахар включает заблокированную нуклеиновую 

кислоту (ЗНК), в которой 2' атом углерода связан с 3' или 4' атомом углерода сахарного кольца, таким 

образом формируя бициклическую сахарную группу. Предпочтительная ЗНК включает нуклеиновую 

кислоту с 2'-О, 4'-С-этиленовым мостиком (Morita et al., 2001). Указанные замещения придают нуклео-

тидному аналогу или эквиваленту устойчивость к РНКазе Н или нуклеазе и повышают аффинность к 

РНК-мишени. В другом варианте реализации аналог нуклеотида или эквивалент в соответствии с настоя-

щим изобретением содержит одну или более модификацию основания или замещение. Модифицированные 

основания включают синтетические и природные основания, например, инозин, ксантин, гипоксантин и 

другие -аза, деаза, -гидрокси, -гало, -тио, тиол, -алкил, -алкенил, -алкинил, тиоалкил производные пирими-

диновых и пуриновых оснований, которые известны или будут известны в данной области техники. 

Специалистам в данной области техники понятно, что нет необходимости одинаково модифициро-

вать все позиции в АОН. Кроме того, более чем один из указанных выше аналогов или эквивалентов мо-

жет быть включен в отдельный АОН или даже в отдельную позицию в одном АОН. В некоторых вариан-

тах реализации АОН в соответствии с настоящим изобретением включает по меньшей мере два различ-

ных типа аналогов или эквивалентов. 

Соответственно, в предпочтительном варианте реализации антисмысловой олигонуклеотид для пе-

ренаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением включает по меньшей мере один 

2'-O алкил фосфоротиоат антисмысловой олигонуклеотид, например, 2'-О-метил модифицированную 

рибозу, 2'-О-этил модифицированную рибозу, 2'-О-пропил модифицированную рибозу, и/или замещен-

ные производные этих модификаций, например, галогенированные производные; предпочтительно анти-

смысловой олигонуклеотид содержит по меньшей мере 2'-О-пропил модифицированную рибозу. 

В другом предпочтительном варианте реализации антисмысловой олигонуклеотид для перенаправ-

ления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением содержит 2'-O-алкил фосфоротиоат анти-

смысловой олигонуклеотид, например, 2'-О-метил модифицированную рибозу, 2'-О-этил модифициро-

ванную рибозу, 2'-О-пропил модифицированную рибозу, и/или замещенные производные указанных мо-

дификаций, например, галогенированные производные; предпочтительно антисмысловой олигонуклео-

тид содержит 2'-О-пропил модифицированную рибозу. В другом предпочтительном варианте реализации 

антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобрете-

нием содержит фосфотиоатный остов. 

В одном варианте реализации АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим 

изобретением содержит или состоит из SEQ ID NO: 11 и содержит 2'-О-метил модифицированную рибо-

зу (РНК) и фосфоротиоатный остов. В одном варианте реализации АОН для перенаправления сплайсинга 

в соответствии с настоящим изобретением содержит или состоит из SEQ ID NO: 15 и содержит 2'-О-

метил модифицированную рибозу (РНК) и фосфоротиоатный остов. В одном варианте реализации АОН 

для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением содержит или состоит из 

SEQ ID NO: 19 и содержит 2'-О-метил модифицированную рибозу (РНК) и фосфоротиоатный остов. В 

одном варианте реализации АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобре-

тением содержит или состоит из SEQ ID NO: 23 и содержит 2'-О-метил модифицированную рибозу 

(РНК) и фосфоротиоатный остов. В одном варианте реализации АОН для перенаправления сплайсинга в 

соответствии с настоящим изобретением содержит или состоит из SEQ ID NO: 27 и содержит 2'-О-метил 

модифицированную рибозу (РНК) и фосфоротиоатный остов. В одном варианте реализации АОН для 

перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением содержит или состоит из SEQ ID 

NO: 31 и содержит 2'-О-метил модифицированную рибозу (РНК) и фосфоротиоатный остов. 

В одном варианте реализации АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим 

изобретением содержит или состоит из SEQ ID NO: 35 и содержит 2'-О-метил модифицированную рибо-

зу (РНК) и фосфоротиоатный остов В одном варианте реализации АОН для перенаправления сплайсинга 

в соответствии с настоящим изобретением содержит или состоит из SEQ ID NO: 39 и содержит 2'-О-

метил модифицированную рибозу (РНК) и фосфоротиоатный остов. Специалистам в данной области 

техники также понятно, что различные антисмысловые олигонуклеотиды могут комбинироваться для 

эффективного перенаправления сплайсинга. В предпочтительном варианте реализации изобретение 
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включает набор АОН для перенаправления сплайсинга АВСА4 в соответствии с настоящим изобретени-

ем, предпочтительно, чтобы такой набор содержал по меньшей мере два АОН для перенаправления 

сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением. Предпочтительно, чтобы такой набор содержал 

по меньшей мере два, по меньшей мере три, по меньшей мере четыре антисмысловых олигонуклеотида, 

выбранных из группы, состоящей из SEQ ID NO: 11, 15, 19,23,27, 31, 35 и 39. 

АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением может быть вве-

ден в организм непрямыми методами с применением подходящих способов, известных в данной области 

техники. АОН может быть доставлен, например, в организм человека или клетку, ткань или орган ука-

занного организма человека, например, в виде так называемого "голого" АОН. АОН может быть также 

введен в форме вектора экспрессии, при этом вектор экспрессии кодирует транскрипт РНК, содержащий 

указанный выше АОН в соответствии с настоящим изобретением. Вектор экспрессии предпочтительно 

вводят в клетку, ткань, орган или организм человека при помощи посредника для доставки гена. В пред-

почтительном варианте реализации присутствует вектор экспрессии на основе вируса, содержащий кас-

сету экспрессии или кассету транскрипции, которая направляет экспрессию или транскрипцию АОН для 

перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением. Соответственно, настоящее 

изобретение обеспечивает вирусный вектор, экспрессирующий антисмысловой олигонуклеотид для пе-

ренаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением при помещении в условия, благо-

приятные для экспрессии молекулы. АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим 

изобретением может быть доставлен в клетку посредством экспрессии антисмыслового нуклеотида на 

основе плазмиды или вируса на основе аденовирусных или аденоассоциированных векторов. Экспрессия 

может направляться промотором для РНК-полимеразы II (RNA polymerase II, Pol II), например, РНК 

промотором U7 или промотором РНК-полимеразы III (RNA polymerase III, Pol III), например, РНК про-

мотором U6. Предпочтительным средством доставки является вирусный вектор, например, аденоассо-

циированный вирусный вектор (adeno-associated virus vector, AAVV), или ретровирусный вектор, напри-

мер, лентивирусный вектор и подобные ему. Также плазмиды, искусственные хромосомы, плазмиды, 

используемые для направленной гомологичной рекомбинации и интеграции в геном человеческих клеток 

могут быть соответствующим образом применены для доставки АОН для перенаправления сплайсинга в 

соответствии с настоящим изобретением. Предпочтительными для данного изобретения являются те век-

тора, где транскрипция промоторов направляется РНК-полимеразой III, и/или, где транскрипты синтези-

руются в форме соединений с U1 или U7 транскриптами, которые дают хорошие результаты для достав-

ки коротких транскриптов. Возможность сконструировать подходящий транскрипт ограничивается ква-

лификацией специалиста. Предпочтительными являются транскрипты, где транскрипция промоторов 

направляется РНК-полимеразой III, предпочтительно в форме соединений с U1 или U7 транскриптами. 

Такие соединения могут быть получены, как было показано ранее (Gorman et al., 1998). 

Предпочтительной системой экспрессии АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с 

настоящим изобретением является вектор на основе аденоассоциированного вируса (adeno-associated 

virus, AAV). Были разработаны одно- и двухцепочечные векторы на основе AAV для длительной экс-

прессии антисмысловой нуклеотидной последовательности для высокоэффективного перенаправления 

сплайсинга. Предпочтительный вектор на основе AAV, например, содержит кассету экспрессии, которая 

направляется промотором РНК полимеразы III (Pol III) или промотором РНК полимеразы II (Pol II). 

Предпочтительным РНК промотором является, например, промотор Pol III U6 РНК или промотор Pol II 

U7 РНК. 

Настоящее изобретение, соответственно, обеспечивает вектор на основе вируса, содержащий про-

мотор Pol II или Pol III, направляющий экспрессию кассеты АОН для перенаправления сплайсинга в со-

ответствии с настоящим изобретением. AAV вектором в соответствии с настоящим изобретением явля-

ется рекомбинантный AAV вектор и относится к AAV вектору, содержащему часть AAV генома, содер-

жащую закодированный АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретени-

ем, заключенный в белковую оболочку, состоящую из капсидного белка, полученную из серотипа AAV, 

как показано в настоящем изобретении. Часть генома AAV может содержать инвертированные концевые 

повторы (inverted terminal repeats, ITR), происходящие из различных серотипов аденоассоциированных 

вирусов, таких как AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV8, AAV9 и другие. Белковая оболочка со-

стоит из капсидного белка, который может происходить из таких серотипов AAV, как AAV1, 2, 3, 4, 5, 8, 

9 и другие. Белковая оболочка может также быть названа капсидная белковая оболочка. Из AAV вектора 

может быть удален один или, предпочтительно, все гены дикого типа, но он может тем не менее содер-

жать функциональные ITR последовательности нуклеиновых кислот. Функциональные ITR последова-

тельности необходимы для репликации, высвобождения и упаковки AAV вирионов. ITR последователь-

ности могут быть последовательностями дикого типа или могут иметь по меньшей мере 80%, 85%, 90%, 

95 или 100% идентичности последовательности с последовательностями дикого типа или могут быть 

изменены, например, вставкой, мутацией, делецией или заменой нуклеотиодов до тех пор, если они ос-

таются функциональными. В данном контексте функциональность определяется как способность на-

правлять упаковку генома в капсидные оболочки и далее делать возможным экспрессию генов в инфи-

цированной клетке-хозяине или клетке-мишени. В контексте данного изобретения капсидная белковая 
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оболочка может иметь другой серотип, чем ITR генома вектора AAV. AAV вектор в соответствии с на-

стоящим изобретением может, следовательно, состоять из капсидной белковой оболочки, т.е. икосаэдри-

ческого капсида, который содержит капсидные белки (VP1, VP2 и/или VP3) одного из AAV серотипов, 

например, AAV серотип 2, тогда как ITR последовательности, содержащиеся в AAV5 векторе, могут от-

носиться к любому AAV серотипу, описанному выше, включая вектор AAV2. "Вектор AAV2", следова-

тельно, содержит капсидную белковую оболочку серотипа 2 AAV, тогда как, например, "вектор AAV5" 

содержит капсидную белковую оболочку серотипа 5 AAV, в соответствии с чем любой капсидный белок 

может образовывать капсид вокруг любого ITR генома вектора AAV в соответствии с настоящим изо-

бретением. 

Предпочтительно рекомбинантный AAV вектор в соответствии с настоящим изобретением содер-

жит капсидную белковую оболочку серотипов 2, 5, 8 AAV или серотипа 9 AAV, где геном AAV или ITR, 

присутствующий в указанном выше AAV векторе, получен из серотипов 2, 5, 8 AAV или серотипа 9 

AAV; для таких AAV векторов используют обозначения AAV2/2, AAV 2/5, AAV2/8, AAV2/9, AAV5/2, 

AAV5/5, AAV5/8, AAV5/9, AAV8/2, AAV8/5, AAV8/8, AAV8/9, AAV9/2, AAV9/5, AAV9/8, или AAV9/9 

вектор. 

Более предпочтительно рекомбинантный AAV вектор в соответствии с настоящим изобретением 

содержит капсидную белковую оболочку серотипа 2 AAV, и геном AAV или ITR, присутствующие в 

указанном выше AAV векторе, получены из серотипа 5 AAV, для такого AAV вектора используют обо-

значение AAV2/5 вектор. Более предпочтительно рекомбинантный AAV вектор в соответствии с на-

стоящим изобретением содержит капсидную белковую оболочку серотипа 2 AAV, и геном AAV или ITR, 

присутствующие в указанном выше AAV векторе, получены из серотипа 8 AAV, для такого AAV векто-

ра используют обозначение AAV2/8 вектор. Более предпочтительно рекомбинантный AAV вектор в со-

ответствии с настоящим изобретением содержит капсидную белковую оболочку серотипа 2 AAV, и ге-

ном AAV или ITR, присутствующие в указанном выше AAV векторе, получены из серотипа 9 AAV, для 

такого AAV вектора используют обозначение вектор AAV2/9. Более предпочтительно рекомбинантный 

AAV вектор в соответствии с настоящим изобретением содержит капсидную белковую оболочку сероти-

па 2 AAV, и геном AAV или ITR, присутствующие в указанном выше AAV векторе, получены из серо-

типа 2 AAV, для такого вектора используют обозначение AAV2/2 вектор. Молекула нуклеиновой кисло-

ты, кодирующая АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением, пред-

ставляет собой последовательность нуклеиновой кислоты по выбору и, предпочтительно, должна быть 

вставлена между геномом AAV или ITR последовательностями, как было определено выше, например, 

конструкт для экспрессии, содержащий регуляторный элемент экспрессии, оперативно связанный с ко-

дирующей последовательностью и 3' терминационной последовательностью. 

Термин "вспомогательные (хелперные) функции AAV" обычно используют для обозначения соот-

ветствующих функций AAV, необходимых для репликации и упаковки, поставляемых AAV вектору ин 

транс. Вспомогательные функции AAV дополняют функции AAV, которые отсутствуют в AAV векторе, 

но у них нет AAV ITRs (которые предоставляются геномом AAV вектора). Вспомогательные функции 

AAV включают две главные открытые рамки считывания (open reading frame, ORF) AAV, а именно, об-

ласть, кодирующую rep, и область, кодирующую cap, или по существу функционально идентичные им 

последовательности. Области Rep и Сар хорошо известны в данной области техники, см., например, US 

5139941, включенный в настоящее изобретение посредством ссылки. Вспомогательные функции AAV 

могут быть предоставлены вспомогательному конструкту AAV, который может быть плазмидой. Введе-

ние вспомогательного конструкта в клетку-хозяина может происходить, например, путем трансформа-

ции, трансфекции или трансдукции перед или одновременно с введением генома AAV, присутствующего 

в AAV векторе, как определено в настоящем изобретении. Вспомогательные конструкты AAV в соответ-

ствии с настоящим изобретением могут, следовательно, быть выбраны таким образом, чтобы они произ-

водили желательное сочетание серотипов, с одной стороны, для белков капсидной оболочки AAV векто-

ра и, с другой стороны, для генома AAV, участвующего в репликации и упаковке вышеупомянутого век-

тора AAV. "Вирус-помощник AAV" обеспечивает дополнительные функции, необходимые для реплика-

ции и упаковки AAV. Подходящие вирусы-помощники AAV включают аденовирусы, вирусы простого 

герпеса (Herpes simplex virus, HSV) (например, HSV тип 1 и 2) и вирусы коровьей оспы. Дополнительные 

функции, предоставленные вирусом-помощником, могут быть также введены в клетку-хозяина при по-

мощи векторов, как описано в US 6531456, включенном в настоящее изобретение посредством ссылки. 

Предпочтительно геномы AAV, присутствующие в рекомбинантном AAV векторе в соответствии с 

настоящим изобретением, не содержат нуклеотидные последовательности, кодирующие вирусные белки, 

например, гены rep (replication, репликация) или cap (capsid, капсид) AAV. Геном AAV может дополни-

тельно содержать ген-маркер или ген-репортер, например, ген устойчивости к антибиотику, флуорес-

центный белок (например, GFP, green fluorescent protein, зеленый флуоресцентный белок) или ген, коди-

рующий продукт (например, бета-галактозидаза, щелочная фосфатаза и т. д.), который можно обнару-

жить и/или выделить химическим, энзиматическим или каким-то другим методом, известным в данной 

области техники. 

Предпочтительно вектор AAV в соответствии с настоящим изобретением сконструирован и изго-
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товлен по методу Garanto et al., 2016, включенному в настоящее изобретение посредством ссылки. 

Предпочтительным вектором AAV в соответствии с настоящим изобретением является вектор 

AAV, предпочтительно, AAV2/5, AAV2/8, AAV2/9 или AAV2/2 вектор, экспрессирующий АОН для пе-

ренаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением, который представляет собой АОН, 

содержащий или, предпочтительно, состоящий из последовательности, которая комплементарна поли-

нуклеотиду с нуклеотидной последовательностью, как показано в SEQ ID NO: 4, предпочтительно, анти-

смысловой олигонуклеотид связывается или комплементарен полинуклеотиду, выбранному из группы, 

состоящей из SEQ ID NO: 8, 9 и 10. Более предпочтительно антисмысловой олигонуклеотид связывается 

или комплементарен полинуклеотиду, выбранному из группы, состоящей из SEQ ID NO:5, 6 и 7. Еще 

более предпочтительно антисмысловой олигонуклеотид связывается или комплементарен полинуклеоти-

ду, выбранному из группы, состоящей из SEQ ID NO: 12, 13, 14, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 28, 29, 

30, 32, 33, 34, 36, 37, 38, 40, 41 и 42. 

Ожидается усовершенствование способов доставки в организм человека или клетку, ткань, орган 

указанного выше организма человека АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим 

изобретением, принимая во внимание прогресс, который уже был достигнут. Такие будущие усовершен-

ствования могут, несомненно, быть использованы для достижения указанного эффекта реструктуризации 

РНК при применении способа в соответствии с настоящим изобретением. АОН для перенаправления 

сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением может быть доставлен в организм человека, клет-

ку, ткань или орган указанного выше организма человека АОН в форме такого "голого" АОН. При вве-

дении АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением, предпочтитель-

но, чтобы молекулы была растворена в растворе, совместимым со способом доставки. Плазмида для экс-

прессии антисмыслового олигонуклеотида может быть доставлена в клетки сетчатки в водном растворе. 

В качестве альтернативы, предпочтительным способом доставки АОН для перенаправления сплайсинга 

или плазмиды для экспрессии такого АОН являются вирусный вектор или наночастицы. Предпочтительно, 

вирусные векторы или наночастицы доставляют в клетки сетчатки или другие соответствующие клетки. 

Такая доставка в клетки сетчатки или другие соответствующие клетки может осуществляться in vivo, in 

vitro или ex vivo, см. Garanto et al., 2016 (включено в настоящее изобретение посредством ссылки). 

В качестве альтернативы, плазмида может быть доставлена методом трансфекции с использованием 

известных трансфекционных агентов. Для внутривенного, подкожного, внутримышечного, интратекаль-

ного и/или внутрижелудочкового введения, предпочтительно использовать физиологический солевой 

раствор. В частности предпочтительно для данного изобретения применение вспомогательного вещества 

или трансфекционных агентов, которые будут содействовать доставке каждого компонента, установлен-

ного в настоящем изобретении, к клетке и/или внутрь клетки, предпочтительно, в клетку сетчатки. Пред-

почтительными являются вспомогательные вещества или трансфекционные агенты, способные к форми-

рованию комплексов, наночастиц, мицелл, пузырьков и/или липосом, которые доставляют через клеточ-

ную мембрану каждый компонент, определенны в настоящем изобретении, образующие комплексы или 

заключенные в пузырек или липосому. Многие из указанных вспомогательных веществ известны в дан-

ной области техники. Подходящие вспомогательные вещества или трансфекционные агенты включают 

полиэтиленимин (polyethylenimine, PEI; ExGen500 (MBI Fermentas)), липофектамин 2000 (Lipofec-

tAMINE 2000 (Invitrogen)) или их производные, или подобные катионные полимеры, включая поли-

пропилениминовые или полиэтилениминовые сополимеры и производные, синтетические амфифилы 

(SAINT-18), липофектин, DOTAP и/или вирусные капсидные белки, имеющие способность к самосборке 

в частицы, которые могут доставлять каждый компонент, определенный в настоящем изобретении, в 

клетку, предпочтительно, в клетку сетчатки. Было показано, что такие вспомогательные вещества эффек-

тивно доставляют олигонуклеотид, например, АОН, к широкому ряду клеток в культуре, включая клетки 

сетчатки. Высокий потенциал трансфекции объединен с токсичностью в интервале от исключительно 

низкой до умеренной с точки зрения общей выживаемости клеток. Простота структурной модификации 

может быть использована для обеспечения возможности дополнительных модификаций и анализа их 

дополнительных (in vivo) характеристик для переноса нуклеиновых кислот и токсичности. 

Липофектин является примером липосомального трансфекционного агента. Он состоит из двух ли-

пидных компонентов, катионного липида N-[1-(2,3 диолейолокси)пропил]-N,N,N-триметиламмониум 

хлорид (N-[1-(2,3 dioleoyloxy)propyl]-N,N,N- trimethylammonium chloride (DOTMA)) (cp. DOTAP, кото-

рый является метилсульфатной солью) и нейтрального липида диолейфосфатидилэтаноламин (dioleoyl-

phosphatidylethanolamine (DOPE)). Нейтральный компонент является посредником выхода во внутрикле-

точное пространство. Другой группой систем доставки являются полимерные наночастицы. Поликатио-

ны, например, диэтиламиноэтиламиноэтил (diethylaminoethylaminoethyl (DEAE))-декстран, хорошо из-

вестный реагент для трансфекции ДНК, могут быть объединены с бутилцианоакрилатом (butylcyanoacry-

late (PBCA)) и гексилцианоакрилатом (hexylcyanoacrylate (PHCA)) для разработки катионных наноча-

стиц, которые могут доставлять каждый компонент, определенный в настоящем изобретении, предпоч-

тительно АОН в соответствии с настоящим изобретением, сквозь клеточные мембраны в клетки. 

В дополнение к обычному материалу наночастиц катионный пептид протамин дает возможность 

альтернативного подхода, заключающегося в разработке олигонуклеотида с коллоидами. Эта система 
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коллоидных наночастиц может формировать так называемые протиклы, которые могут быть получены 

простым процессом самосборки для упаковки и выхода олигонуклеотида во внутриклеточное простран-

ство. Специалист в данной области может выбрать и адаптировать любые из указанных выше или любые 

другие доступные в продаже альтернативные вспомогательные вещества и системы доставки упаковки и 

доставки молекулы, удерживающей экзон, для применения в настоящем изобретении, чтобы доставить 

ее для предотвращения, лечения и замедления прогрессирования заболеваний и состояний, ассоцииро-

ванных с АВСА4 геном. "Предотвращение, лечение и замедление прогрессирования заболеваний и со-

стояний, ассоциированных с АВСА4 геном" предпочтительно определяется в настоящем изобретении, 

как предотвращение и прекращение прогрессирования или частичное или полное восстановление повре-

ждения зрения или слепоты, которые были вызваны генетическим дефектом в гене АВСА4. 

Кроме того, АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением мо-

жет быть ковалентно или нековалентно связан с направляющим лигандом, специально разработанным, 

чтобы способствовать захвату клеткой, цитоплазмой и/или ядром. Такой лиганд может включать (i) ве-

щество (включающее, но не ограничивающиеся пептидными или пептидоподобными структурами), рас-

познающее клеточные, тканевые или органоспецифические элементы, способствующие клеточному по-

глощению и/или (ii) химическое вещество, способное облегчать поглощение клетками и/или внутрикле-

точное высвобождение олигонуклеотида из пузырьков, например, эндосом или лизосом. Следовательно, 

в предпочтительном варианте реализации АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с на-

стоящим изобретением представляет собой композицию или лекарственное средство или композицию, 

которая доставляется вместе с по меньшей мере одним вспомогательным веществом и/или направляю-

щим лигандом для доставки и/или устройством для его доставки в клетку и/или улучшения доставки 

внутри клетки. 

Следует понимать, что если композиция содержит дополнительное вещество, такое как вспомога-

тельное соединение, как далее определено в настоящем изобретении, каждый компонент композиции 

может не быть представлен надлежащим образом в единственной комбинации или композиции или пре-

парате. В зависимости от их идентичности и особых признаков специалист в данной области техники 

будет знать, какой тип состава наилучшим образом подходит для каждого компонента, как определено в 

настоящем изобретении. В предпочтительном варианте реализации изобретение обеспечивает компози-

цию или препарат в форме набора частей, включающих в себя АОН для перенаправления сплайсинга в 

соответствии с настоящим изобретением и добавочные вспомогательные соединения, как далее опреде-

лено в настоящем изобретении. 

Если требуется и/или есть соответствующее желание, АОН для перенаправления сплайсинга в со-

ответствии с настоящим изобретением или вектор, предпочтительно, вирусный вектор в соответствии с 

настоящим изобретением может быть включен в состав фармацевтически активной смеси путем добав-

ления фармацевтически приемлемого носителя. 

Соответственно, настоящее изобретение также обеспечивает композицию, предпочтительно, фар-

мацевтическую композицию, содержащую антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплай-

синга в соответствии с настоящим изобретением или вирусный вектор в соответствии с настоящим изо-

бретением и фармацевтически приемлемый носитель. Такое соединение может включать единственный 

АОН для перенаправления сплайсинга или вирусный вектор в соответствии с настоящим изобретением, 

но может также включать многочисленные индивидуальные АОН для перенаправления сплайсинга или 

вирусные векторы в соответствии с настоящим изобретением. Такое фармацевтическое соединение мо-

жет включать любое фармацевтически приемлемое вспомогательное вещество, включая носитель, кон-

сервант, вспомогательное вещество, солюбилизатор и/или растворитель. Такой фармацевтически прием-

лемый носитель, консервант, вспомогательное вещество, солюбилизатор и/или растворитель может быть 

найден, например, в Remington, 2000. Каждое свойство вышеупомянутого соединения было определено в 

настоящем изобретении раннее. 

Предпочтительным способом введения является интравитреальная инъекция водного раствора или 

специально адаптированной композиции для интравитреального введения. ЕР2425 814 описывает эмуль-

сию масла в воде, специально адаптированную для внутриглазного (интравитреального) введения препа-

ратов пептидов или нуклеиновых кислот. Указанная эмульсия менее плотная, чем стекловидная жид-

кость, так что эмульсия плавает на поверхности стекловидного тела, не допуская того, чтобы инъециро-

ванный препарат повредил зрение. Следовательно, в одном варианте реализации предложена фармацев-

тическая композиция, подходящая для интравитреального введения и дозируемая в диапазоне от 0,01 до 

20 мг/кг, предпочтительно, от 0,05 и 20 мг/кг общего количества антисмыслового нуклеотида на глаз. 

Предложена подходящая интравитреальная доза, которая содержит от 0,05 мг до 5 мг, предпочтительно, 

от 0,1 до 1 мг общего количества антисмыслового нуклеотида на глаз, например, около 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 

0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 и 1,0 мг на глаз. 

Предпочтительный АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретени-

ем применяется для лечения АВСА4-ассоциированных заболеваний и состояний человека. Во всех вари-

антах реализации изобретения термин "лечение" понимается как включающий предотвращение и/или 

замедление АВСА4-ассоциированного заболевания и состояния. У пациента, которому может быть про-
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ведено лечение с применением АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изо-

бретением, может быть уже диагностировано АВСА4-ассоциированное заболевание и состояние. 

В качестве альтернативы, у пациента, которому может быть проведено лечение с применением 

АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением, может не быть диаг-

ностировано АВСА4-ассоциированное заболевание и состояние, но это может быть пациент с повышен-

ным риском развития АВСА4-ассоциированное заболевания и состояния с учетом его или ее генетиче-

ского фона. Предпочтительно пациент является человеком. Во всех вариантах реализации предпочти-

тельно АВСА4-ассоциированным заболеванием и состоянием является болезнь Штаргардта. 

Соответственно, изобретение дополнительно обеспечивает антисмысловой нуклеотид для перена-

правления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением или вирусный вектор в соответствии с 

настоящим изобретением или (фармацевтическую) композицию в соответствии с настоящим изобрете-

нием для применения в качестве лекарственного средства, предпочтительно, в качестве лекарственного 

средства для лечения АВСА4-ассоциированное заболевания или состояния, требующего модуляции 

сплайсинга АВСА4 и для применения в качестве лекарственного средства для предотвращения, лечения 

или замедления прогрессирования заболеваний и состояний, ассоциированных с геном АВСА4. Каждый 

признак всех вариантов медицинского применения был определен раннее в настоящем изобретении и 

предпочтительно является тем признаком, который был определен раннее в настоящем изобретении. 

Изобретение дополнительно обеспечивает применение АОН для перенаправления сплайсинга в со-

ответствии с настоящим изобретением, вектор в соответствии с настоящим изобретением или (фарма-

цевтическую) композицию в соответствии с настоящим изобретением для лечения АВСА4-

ассоциированного заболевания или состояния, требующего модуляции сплайсинга АВСА4. Каждый при-

знак всех вариантов медицинского применения был определен раннее в настоящем изобретении и пред-

почтительно является тем признаком, который был определен раннее в настоящем изобретении. 

Изобретение дополнительно обеспечивает способ лечения АВСА4-ассоциированного заболевания 

или состояния, требующего модуляции сплайсинга АВСА4, включающего указанный выше способ, 

включающий взаимодействие указанного выше пациента с АОН для перенаправления сплайсинга в со-

ответствии с настоящим изобретением, вектором в соответствии с настоящим изобретением или (фарма-

цевтической) композицией в соответствии с настоящим изобретением. Каждый признак всех вариантов 

медицинского применения был определен раннее в настоящем изобретении и предпочтительно является 

тем признаком, который был определен раннее в настоящем изобретении. 

Изобретение дополнительно обеспечивает применение АОН для перенаправления сплайсинга в со-

ответствии с настоящим изобретением, вектор в соответствии с настоящим изобретением или (фарма-

цевтическую) композицию в соответствии с настоящим изобретением для изготовления лекарственного 

средства для лечения АВСА4-ассоциированного заболевания или состояния, требующего модуляции 

сплайсинга АВСА4. Каждый признак всех вариантов медицинского применения изобретения был опре-

делен раннее в настоящем изобретении и предпочтительно является тем признаком, который был опре-

делен раннее в настоящем изобретении. Изобретение дополнительно обеспечивает антисмысловой оли-

гонуклеотид для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением, способ приме-

нения для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением или способ для пере-

направления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением в случае АВСА4-ассоциированного 

заболевания или состояния такого как заболевание Штаргардта. 

Лечение или применение способа в соответствии с настоящим изобретением предпочтительно про-

водить по меньшей мере один раз, предпочтительно, на протяжении по меньшей мере одной недели, од-

ного месяца, нескольких месяцев, одного года, 2, 3, 4, 5, 6 лет или дольше, например, пожизненно. Каж-

дый АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением или эквивалент, 

как было определено в настоящем изобретении, для применения в соответствии с настоящим изобрете-

нием, может применяться для прямого введения в клетку, ткань и/или орган организма человека in vivo, 

уже пораженный или имеющий риск развития АВСА4-ассоциированного заболевания или состояния или 

может быть введен напрямую in vivo, ex vivo или in vitro. Частота введения АОН, состав, соединение или 

вспомогательное соединение в соответствии с настоящим изобретением может зависеть от нескольких 

параметров, например, степени тяжести заболевания, возраста пациента, мутации пациента, количества 

АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением (т.е. дозы), композиции 

АОН, композиции, соединения или вспомогательного соединения в соответствии с настоящим изобрете-

нием, пути введения и так далее. Частота введения может варьировать между ежедневно, еженедельно, 

по меньшей мере один раз в две недели, или три недели, или четыре недели, или пять недель, или более 

длительный промежуток времени. 

Интервал доз АОН, композиции, соединения или вспомогательного соединения в соответствии с 

настоящим изобретением предпочтительно разрабатывать на основе изучения возрастающих доз в кли-

нических испытаниях (применение in vivo), для которых существуют требования точного протокола. 

АОН в соответствии с настоящим изобретением может составлять дозу, находящуюся в интервале от 

0,01 до 20 мг/кг, предпочтительно от 0,05 до 20 мг/кг. Подходящая интравитреальная доза может состав-

лять от 0,05 мг до 5 мг, предпочтительно, от 0,1 до 1 мг на глаз, например, около 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 
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0,7, 0,8, 0,9 и 1,0 мг на глаз. В предпочтительном варианте реализации используется концентрация оли-

гонуклеотидов, как было определено в настоящем изобретении, находящаяся в интервале от 0,1 нМ до  

1 мкМ. Предпочтительно использовать этот диапазон in vitro на клеточной модели, например, клеток 

сетчатки или ткани сетчатки. Более предпочтительно использовать концентрацию, находящуюся в ин-

тервале от 1 до 400 нМ, более предпочтительно использовать концентрацию, находящуюся в интервале 

от 10 до 200 нМ, более предпочтительно от 50 до 100 нМ. Если используются многочисленные индиви-

дуальные АОН, данная концентрация или доза может относиться к общей концентрации или дозе АОН 

или концентрации или дозе каждого используемого АОН. 

В предпочтительном варианте реализации вирусный вектор, предпочтительно AAV вектор, как бы-

ло описано раннее в настоящем изобретении, в качестве средства переноса молекулы в соответствии с 

настоящим изобретением, вводят в дозе в интервале от 1×1
09

-1×10
17

 вирусных частиц на инъекцию, более 

предпочтительно 1×10
10

-1×10
12

 вирусных частиц на инъекцию. 

Интервалы концентрации или дозы АОН, как обозначено выше, являются предпочтительными кон-

центрациями или дозами для применения in vivo, in vitro или ex vivo. Специалисту в данной области тех-

ники понятно, что в зависимости от используемых АОН, клеток-мишеней, гена-мишени и его уровня 

экспрессии, использованной среды и условий трансфекции и инкубации, концентрация или доза исполь-

зованных АОН может варьировать и может нуждаться в дополнительной оптимизации. 

АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением, или вирусный 

вектор в соответствии с настоящим изобретением, или соединение в соответствии с настоящим изобре-

тением для применения в соответствии с настоящим изобретением может быть введено в клетку, ткань 

и/или орган организма человека in vivo, уже пораженный или имеющий риск развития АВСА4-

ассоциированного заболевания или состояния, и может быть введен in vivo, ex vivo или in vitro. АОН для 

перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением, или вирусный вектор в соответ-

ствии с настоящим изобретением, или соединение в соответствии с настоящим изобретением могут быть 

введены прямо или опосредованно in vivo, ex vivo или in vitro. Поскольку болезнь Штаргардта имеет вы-

раженный фенотип в клетках сетчатки, предпочтительно, чтобы вышеупомянутые клетки-мишени были 

клетками сетчатки, дополнительно предпочтительно, чтобы вышеупомянутой тканью была сетчатка и 

дополнительно предпочтительно указанный выше орган включает глаз. 

Изобретение дополнительно обеспечивает способ модуляции сплайсинга АВСА4 в клетке, указан-

ный выше способ включает взаимодействие клетки, предпочтительно клетки сетчатки, с антисмысловым 

олигонуклеотидом для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим изобретением, или ви-

русный вектор в соответствии с настоящим изобретением, или фармацевтическое соединение в соответ-

ствии с настоящим изобретением. Свойства этих подходов были установлены в настоящем изобретении 

раннее. Взаимодействие клетки с АОН для перенаправления сплайсинга в соответствии с настоящим 

изобретением, или вирусным вектором в соответствии с настоящим изобретением, или соединением в 

соответствии с настоящим изобретением может быть выполнено любым способом, известным специали-

сту в данной области техники. Взаимодействие может быть прямым или непрямым и может осуществ-

ляться in vivo, ex vivo или in vitro. Если не указано иначе, каждый вариант реализации, описанный в на-

стоящем изобретении, может быть объединен с другим вариантом реализации, описанном в настоящем 

изобретении. 

Определения 

В настоящем документе и в формуле изобретения, глагол "содержать" и его формы спряжения ис-

пользуются в неограниченном смысле, который означает, что компоненты, следующие за этим словом, 

включены, но компоненты, не указанные конкретно, не исключены. Кроме того, отсылка к элементу с 

неопределенным артиклем "а" или "an" не исключает возможности присутствия более чем одного эле-

мента, если контекст явным образом не подразумевает присутствия одного и только одного элемента. 

Неопределенный артикль "а" или "an", следовательно, обычно означает "по меньшей мере один". 

Слова "около" или "приблизительно", когда используется в связи с численным значением (напри-

мер, около 10), преимущественно означают, что значение может быть в интервале на 5% выше или ниже 

данного значения (10). 

Информация о последовательностях, представленная в настоящем изобретении, не должна быть ис-

толкована так узко, поскольку необходимо исключение ошибочно определенных оснований. Специалист 

в данной области техники может идентифицировать такие ошибочно определенные основания и испра-

вить такие ошибки. В случае ошибок в последовательности последовательность полипептида, получен-

ного экспрессией гена, представленного SEQ ID NO: 1, содержащей последовательность нуклеиновой 

кислоты, кодирующей полипептид, должна иметь приоритет. 

Все ссылки на патенты и литературные источники в настоящем описании включены в описание в 

полном объеме посредством ссылок. 

Описание фигур 

Фиг. 1. Схематическое изображение вариантов интрона 36 АВСА4, которые лежат в основе STGD1, 

и вставок псевдоэкзонов (ПЭ), к которым они приводят. Варианты c.5196+1013A>G и c.5196+1056A>G 
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приводят к перекрытию ПЭ с тем же самым акцепторным сайтом сплайсинга, но другим донорным сай-

том сплайсинга. 

Фиг. 2. Анализ вставок ПЭ, вызванных разными мутациями АВСА4, и относительных позиций 

восьми АОН, которые были разработаны. Отмечается, что АОН7 содержит ошибку спаривания по отно-

шению к 129-нуклеотидному ПЭ, образованному за счет вставки варианта c.5196+1013A>G, поскольку 

он был разработан специально для 177-нуклеотидного ПЭ, образованного за счет вставки мутации 

c.5196+1056A>G. 

Фиг. 3. ОТ-ПЦР анализ НЕК293Т клеток, трансфецированных АВСА4 мидигенами либо дикого ти-

па, либо мутантными, также с/без АОН или смыслового олигонуклеотида (СОН, отрицательный кон-

троль). Ген RHO был амплифицирован, чтобы показать одинаковую эффективность трансфекции миди-

генов. MQ: MilliQ water, вода милликью. А) С.5196+1216А, В) C.5196+1056G, С) C.5196+1013G. 

Фиг. 4. ОТ-ПЦР анализ клеток-предшественников фоторецепторов (photoreceptor precursor cells, 

PPCs), трансфецированных или нетрансфецированных АОН или СОН. Пациент с STGD1 был сложным 

гетерозиготным по варианту с.5196+1137G>A в сочетании с делецией и миссенс мутацией другого алле-

ля. Актин был амплифицирован, чтобы показать, что было внесено равное количество кДНК. СНХ: cy-

cloheximide, циклогексимид, MQ: MilliQ water, вода милликью. 

Описание последовательностей. 

Таблица 1 

Последовательности 
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Примеры 

Авторы изобретения оценили in vitro эффективность ряда АОН для перенаправления сплайсинга 

АВСА4 в клетках. Для этого авторы использовали конструкты мидигенов, т.е. плазмиды, несущие после-

довательность части гена АВСА4, обычно, интересующую область с/без мутации и фланкированную с 

каждой стороны по меньшей мере 100 парами оснований АВСА4 последовательности дикого типа. В 

дополнение к анализу с использованием мидигенов, для мутации c.5196+1137G>A авторы также исполь-

зовали технологию иСПК (индуцированные стволовые плюрипотентные клетки; iPSC, induced pluripotent 

stem cells), чтобы оценить эффективность АОН, нацеленных на указанную мутацию. 

Материалы и методы. 

Разработка АОН. 

Для разработки АОН, для каждой из мутаций была выбрана небольшая  интересующая область. 

Область-мишень для мутации c.5196+1013A>G представлена в SEQ ID NO: 8, область-мишень для мута-

ции c.5196+1056A>G представлена в SEQ ID NO: 9, область-мишень для мутаций c.5196+1137G>A и 

С.5196+1217С>А представлена в SEQ ID NO: 10. Для всех олигонуклеотидов был проведен in silico ана-

лиз структуры РНК, из которых восемь олигонуклеотидов были  выбраны для дальнейшей работы. 
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Таблица 2 

AOH 

 
Исследование АОН в HEK293Т. 

После разработки АОН клетки HEK293Т были трансфецированы мидигенами, которые содержали 

либо часть гена АВСА4 дикого типа (SEQ ID NO: 44), либо мутантные формы, несущие различные мута-

ции интрона-мишени 36, как показано в табл. 2, т.е. c.5196+1013A>G, c.5196+1056A>G и 

С.5196+1216ОА (SEQ ID NO: 45, 46 и 47). Для каждой мутации клетки дикого типа или мутантные клет-

ки, трансфецированные мидигенами, обрабатывали без АОН (NT, negative control; отрицательный кон-

троль), или АОН, разработанными для отдельных ПЭ (АОН1-4 для С.5196+1216C>А, и АОН5-8 для 

c.5196+1013A>G, и c.5196+1056A>G), или смысловым олигонуклеотидом (СОН) в качестве отрицатель-

ного контроля (SEQ ID NO: 43). Через сорок восемь часов после трансфекции клетки собирали и выделя-

ли РНК. Далее был выполнен ОТ-ПЦР анализ, чтобы определить, какие АОН могут исправить дефект 

сплайсинга. 

ОТ-ПЦР анализ. 

Общая РНК была выделена при помощи набора НуклеоСпин для очистки РНК (номер по каталогу 

740955-50; Macherey-Nagel, Дюрен, Германия) в соответствии с протоколом изготовителя. После измере-

ния количества РНК кДНК синтезировали с использованием 1 мкг РНК при помощи набора для синтеза 

кДНК айСкрипт (номер по каталогу 1708891; Bio-Rad, Херкулес, Калифорния, США) в соответствии с 

протоколом изготовителя. В заключение эффективность АОН оценивали выполнением гнездовой ПЦР с 

использованием праймеров, представленных в SEQ ID NO: 48 и SEQ ID NO: 49. Чтобы оценить эффек-

тивность трансфекции, экзон 5 родопсина амплифицировали при помощи пары праймеров SEQ ID NO: 

50 и SEQ ID NO: 51. 

Результаты. 

Как показано на фиг. 3, для каждой вставки ПЭ АОН могут полностью или по меньшей мере час-

тично восстанавливать дефект сплайсинга. В частности, для варианта с.5196+1216С>А, как АОН1 так и 

АОН2, полностью преобразуют аберрантно сплайсированный мидиген в правильно сплайсированный, 

тогда как АОН3 и АОН4 существенно восстанавливают дефект сплайсинга (фиг. 3А). Для мутации 

c.5196+1056A>G AOH5, по-видимому, является наиболее эффективным. АОН7 и в меньшей степени 

АОН6 также могут преобразовать большую часть ПЭ-содержащих транскриптов. АОН8 может частично 

восстанавливать дефект сплайсинга (фиг. 3В). И наконец для мутации c.5196_1013A>G AOH5 и АОН6, 

по-видимому, являются наиболее эффективными. АОН7, несмотря на одну ошибку спаривания нуклео-

тида между АОН (разработанного для другого варианта) и ПЭ, все же может частично перенаправлять 

сплайсинг. Для мутации c.5196_1013A>G АОН8 не показал эффективности, что не является неожидан-

ным с учетом его позиции вне 129-нуклеотидного ПЭ, включенного указанным вариантом (фиг. 3С). 

Исследование АОН. 

Поскольку полученный вариант ПЭ, вызванного мутацией c.5196+1137G>A, слабо обнаруживался 

методом анализа мидигена, для оценки эффективности АОН, нацеленных на указанный ПЭ, использова-

ли технологию иПСК. Клетки крови, взятые у пациента с STGD1, несущего вариант c.5196+1137G>A в 

сочетании с частичной делецией АВСА4 и миссенс мутацией (c.[2918+775_3328+640del;4462T>C] 

p.[Ser974Glnfs*64;Cys1488Arg]) на другом аллеле были перепрограммированы в иПСК (Sangermano et al, 

2016) и позднее дифференцированы в клетки-предшественники фоторецепторов (photoreceptor precursor 

cells (PPCs)) в течение тридцати дней. На двадцать восьмой день АОН 1-4 (или СОН) были добавлены к 

клеткам в конечной концентрации 1 иМ. На двадцать девятый день циклогексимид (cycloheximide, CHX) 

был добавлен, чтобы заблокировать нонсенс-опосредованный распад транскриптов, несущих прежде-

временные стоп кодоны. И наконец на тридцатый день клетки собирали и проводили анализ РНК (как 

описано выше). В этом случае актин (actin (ACTB)) был амплифицирован, чтобы нормализовать образцы 

с использованием FW праймера к экзону 3, как показано в SEQ ID NO: 52 и RV праймера к экзону 4, как 

показано в SEQ ID NO: 53. 
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Результаты. 

Как можно отметить на Фигуре 4 вставка ПЭ легче обнаруживается в PPCs. Кроме того, два из че-

тырех исследованных АОН (АОН2 и 3) успешно преобразуют ПЭ-содержащий АВСА4 транскрипт в 

правильно сплайсированные продукты. 

Заключение. 

Для всех различных ПЭ (77-нуклеотидный, 129- нуклеотидный и 177- нуклеотидный) было опреде-

лено, что АОН может эффективно восстанавливать дефект сплайсинга. Для c.5196+1013A>G AOH5 и 

АОН6, по-видимому, являются наиболее эффективными, тогда как для c.5196+1056A>G вставка ПЭ, по-

видимому, лучше всего предотвращается АОН5, АОН6 и АОН7. Для c.5196+1137G>A, AOH2 и АОН3, 

по-видимому, являются наиболее эффективными по меньшей мере в PPCs. И наконец для 

с.5196+1216С>А АОН1 и АОН2 полностью восстанавили дефект сплайсинга, но АОН3 и АОН4 также 

показали исправление сплайсинга. 

Список литературы. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплайсинга АВСА4, который связывается 

или комплементарен полинуклеотиду, представленному в SEQ ID NO: 10. 

2. Антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплайсинга по п.1, где указанный анти-

смысловой олигонуклотид связывается или комплементарен полинуклеотиду, представленному в SEQ ID 

NO: 7, предпочтительно, указанный антисмысловой олигонуклотид связывается или комплементарен 

полинуклеотиду, выбранному из группы, состоящей из SEQ ID NO: 16, 17 и 18. 

3. Антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплайсинга по п.1, где указанный анти-

смысловой олигонуклотид связывается или комплементарен полинуклеотиду, выбранному из группы, 

состоящей из SEQ ID NO: 12, 13, 14, 20, 21, 22, 24, 25 и 26. 

4. Антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплайсинга по п.1, где нуклеотид в анти-

смысловом олигонуклеотиде может представлять собой остаток РНК, остаток ДНК или аналог или экви-

валент нуклеотида. 

5. Антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплайсинга по п.1, где антисмысловой 

олигонуклеотид имеет длину от 8 до 40 нуклеотидов, предпочтительно, от 10 до 40 нуклеотидов, более 

предпочтительно, от 14 до 30 нуклеотидов, более предпочтительно, от 16 до 23 нуклеотидов, например, 

16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23 нуклеотида. 

6. Антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплайсинга по любому из предшествую-

щих пунктов, где антисмысловой олигонуклеотид содержит или состоит из последовательности, выбран-

ной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 11, 15, 19 и 23. 

7. Антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплайсинга по любому из пп.1-6, содер-

жащий по меньшей мере один 2'-О-алкил фосфоротиоатный антисмысловой олигонуклеотид, например, 

2'-О-метил модифицированную рибозу, 2'-О-этил модифицированную рибозу, 2'-О-пропил модифициро-

ванную рибозу, и/или замещенные производные указанных модификаций, например, галогенированные 

производные, предпочтительно, антисмысловой олигонуклеотид, содержащий по меньшей мере одну 2'-

О-пропил модифицированную рибозу. 

8. Антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления сплайсинга по любому из предшествую-

щих пунктов, содержащий фосфоротиоатный остов. 

9. Вирусный вектор, экспрессирующий антисмысловой олигонуклеотид для перенаправления 

сплайсинга, как определено в любом из пп.1-6, при помещении в условия, благоприятные для экспрессии 

молекулы. 

10. Фармацевтическая композиция, содержащая антисмысловой олигонуклеотид для перенаправле-

ния сплайсинга по любому из пп.1-6, или вирусный вектор по п.9 и фармацевтически приемлемое вспо-

могательное вещество. 

11. Фармацевтическая композиция по п.10, где указанная фармацевтическая композиция применя-

ется для интравитреального введения и дозирована в интервале от 0,05 мг до 5 мг общего количества 

антисмысловых олигонуклеотидов. 

12. Фармацевтическая композиция по п.10 или 11, где указанная фармацевтическая композиция 

применяется для интравитреального введения и дозирована в интервале от 0,1 до 1 мг общего количества 

антисмысловых олигонуклеотидов для перенаправления сплайсинга на один глаз, например, приблизи-

тельно 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 или 1,0 мг общего количества антисмысловых олигонуклео-

тидов для перенаправления сплайсинга на один глаз. 

13. Применение антисмыслового олигонуклеотида для перенаправления сплайсинга по любому из 

пп.1-6, вектора по п.9 или фармацевтической композиции по любому из пп.10-12 в качестве лекарствен-

ного средства. 

14. Применение по п.13, где указанное лекарственное средство предназначено для лечения ABCA4-

ассоциированного заболевания или состояния, требующего модуляции сплайсинга АВСА4. 

15. Применение по п.14, где ABCA4-ассоциированным заболеванием или состоянием является бо-

лезнь Штаргардта. 

16. Применение антисмыслового олигонуклеотида для перенаправления сплайсинга по пп.1-6, век-

тора по п.9 или фармацевтической композиции по любому из пп.10-12 для лечения ABCA4-

ассоциированного заболевания или состояния, требующего модуляции сплайсинга АВСА4. 

17. Применение по п.16, где ABCA4-ассоциированным заболеванием или состоянием является бо-

лезнь Штаргардта. 

18. Способ модуляции сплайсинга АВСА4 в клетке, причем указанный способ включает приведе-

ние указанной клетки в контакт с антисмысловым олигонуклеотидом для перенаправления сплайсинга, 

как определено в любом из пп.1-7, вектором по п.9 или фармацевтической композицией по любому из 

пп.10-12. 

19. Способ по п.18, где указанной модуляции сплайсинга АВСА4 требует ABCA4-ассоциированное 

заболевание или состояние, причем указанным АВСА4-ассоциированным заболеванием или состоянием 
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является болезнь Штаргардта. 
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