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(57) В изобретении предлагаются платформа и способы применения платформы для регулирования
экспрессии целевого гена с применением воздействия лиганда (например, низкомолекулярного),
связывающегося с аптамером. Платформа имеет полинуклеотидную кассету для регулирования
генов, которую помещают в целевой ген, и содержит синтетический рибосвитч, расположенный
в области 5'-интрон - альтернативный экзон - 3'-интрон. Рибосвитч содержит эффекторную
область и сенсорную область (например, аптамер, который связывается с низкомолекулярным
лигандом), вследствие чего альтернативный экзон сплайсируется в мРНК целевого гена при
отсутствии лиганда, тем самым предотвращая экспрессию целевого гена. При наличии лиганда
альтернативный экзон не сплайсируется в мРНК целевого гена, тем самым обеспечивая экспрессию
целевого гена.
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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Заявка на данное изобретение испрашивает приоритет по заявке на патент США № 62/110919, по-

данной 2 февраля 2015 г., которая включена в данный документ в полном объеме посредством ссылки. 

Область техники 

В данном изобретении предлагается платформа и способы применения платформы для регулирова-

ния экспрессии целевого гена с применением воздействия низкомолекулярного соединения. Платформа 

имеет полинуклеотидную кассету, которую помещают в целевой ген, и при этом содержит синтетиче-

ский рибосвитч, расположенный в области 5'-интрон-альтернативный экзон-3'-интрон. Рибосвитч содер-

жит эффекторную область и аптамер, который связывается с лигандом (например, низкомолекулярным) 

и обеспечивает контроль экспрессии целевого гена под воздействием лиганда. 

Уровень техники 

Сплайсинг означает процесс, с помощью которого интронная последовательность удаляется из за-

рождающейся пред-матричной РНК (пре-мРНК), а экзоны объединяются вместе, образуя мРНК. Участки 

сплайсинга представляют собой соединения между экзонами и интронами и определяются различными 

консенсусными последовательностями на 5'- и 3'-концах интрона (т.е. участок донора сплайсинга и уча-

сток акцептора сплайсинга соответственно). Альтернативный сплайсинг пре-мРНК или альтернативный 

сплайсинг представляет собой широко распространенный процесс, происходящий в большинстве генов 

человека, содержащих множество экзонов. Процесс осуществляется с помощью большой многокомпо-

нентной структуры, называемой сплайсингосомой, которая представляет собой набор малых ядерных 

рибонуклеопротеинов (snRNP) и разнообразный массив вспомогательных белков. Распознавая различные 

цис-регуляторные последовательности, сплайсингосома определяет границы экзона/интрона, удаляет 

интронные последовательности и объединяет экзоны в конечную транслируемую матрицу (т.е. мРНК). В 

случае альтернативного сплайсинга некоторые экзоны могут быть включены или исключены для изме-

нения конечной кодируемой матрицы, тем самым изменяя полученный экспрессированный белок. 

Регулирование экспрессии целевого гена (например, терапевтического трансгена) необходимо в са-

мых разных ситуациях. В контексте терапевтической экспрессии генов методы, которые позволяют регу-

лировать экспрессию трансгенов, могут повысить безопасность посредством регулирования уровня экс-

прессии и времени ее осуществления. Регулируемая система контроля экспрессии белка играет практи-

ческую и в некоторых случаях основную роль для безопасного и эффективного терапевтического приме-

нения. 

Краткое описание сущности изобретения 

В одном аспекте данного изобретения предлагается полинуклеотидная кассета для регулирования 

экспрессии целевого гена, содержащая (а) рибосвитч и (b) альтернативно сплайсированный экзон, грани-

чащий с 5'-интроном и 3'-интроном, при этом рибосвитч содержит (i) эффекторную область, содержа-

щую стебель, который включает 5'-участок сплайсинга 3'-интрона, и (ii) аптамер, причем альтернативно 

сплайсированный экзон содержит стоп-кодон, который находится внутри рамки с целевым геном, когда 

альтернативно сплайсированный экзон сплайсирован в мРНК целевого гена. В одном варианте реализа-

ции изобретения аптамер специфически связывается с низкомолекулярным лигандом. 

В одном варианте реализации изобретения полинуклеотид для регулирования экспрессии целевого 

гена ("кассета регулирования гена", "регуляторная кассета" или "полинуклеотидная кассета") содержит 

5'- и 3'-интроны, которые получены из эндогенного интрона из целевого гена. В одном варианте реализа-

ции изобретения 5'- и 3'-интроны являются экзогенными для целевого гена. В одном варианте реализа-

ции изобретения 5'- и 3'-интроны получают из интрона 2 гена β-глобина человека. В одном варианте реа-

лизации изобретения 5'-интрон содержит стоп-кодон в рамке с целевым геном. В одном варианте реали-

зации изобретения 5'- и 3'-интроны, каждый независимо, содержат от около 50 до около 300 нуклеотидов 

в длину. В одном варианте реализации изобретения 5'- и 3'-интроны, каждый независимо, содержат от 

около 125 до около 240 нуклеотидов в длину. В одном варианте реализации изобретения 5'- и/или  

3'-интроны модифицированы для включения или изменения последовательности интронного энхансера 

сплайсинга, интронного энхансера сплайсинга, 5'-участка сплайсинга, 3'-участка сплайсинга или после-

довательности точек разветвления. 

В одном варианте реализации изобретения стебель эффекторной области рибосвитча содержит от 

около 7 до около 20 пар оснований в длину. В одном варианте реализации изобретения стебель эффек-

торной области содержит от 8 до 11 пар оснований в длину. 

В одном варианте реализации изобретения альтернативно сплайсированный экзон получают из эк-

зона 2 гена дигидрофолатредуктазы человека (DHFR), экзона 5 мутантной опухоли Вильмса 1, дельта 

экзона 16 кальций/калмодулин-зависимой протеинкиназы II мыши, или экзона 6 SIRT1. В одном вариан-

те реализации изобретения альтернативно сплайсированный экзон представляет собой модифицирован-

ный экзон 2 DHFR из SEQ ID NO 15. В одном варианте реализации изобретения альтернативно сплайси-

рованный экзон модифицирован в одной или более групп, состоящих из изменения последовательности 

экзонного сайленсера сплайсинга, изменения последовательности экзонного энхансера сплайсинга, до-

бавления экзонного энхансера сплайсинга и добавления экзонного донора сплайсинга. В одном варианте 

реализации изобретения альтернативно сплайсированный экзон является синтетическим (т.е. получен-
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ным не из природного экзона). 

В другом аспекте данного изобретения предлагается способ модулирования экспрессии целевого 

гена, включающий (а) вставку полинуклеотидной кассеты по данному изобретению (как, например, опи-

сано выше и далее в тексте данного документе) в целевой ген, (b) введение целевого гена, содержащего 

полинуклеотидную кассету, в клетку, и (c) воздействие на клетку низкомолекулярным лигандом, кото-

рый специфически связывается с аптамером в количестве, эффективном для индуцирования экспрессии 

целевого гена. 

В одном варианте реализации изобретения уровень экспрессии целевого гена при наличии низко-

молекулярного лиганда выше примерно в 5 раз по сравнению с уровнями экспрессии при отсутствии 

низкомолекулярного лиганда. В одном варианте реализации изобретения уровень экспрессии целевого 

гена при наличии низкомолекулярного лиганда выше примерно в 10 раз по сравнению с уровнями экс-

прессии при отсутствии низкомолекулярного лиганда. 

В одном варианте реализации изобретения полинуклеотидную кассету вводят в область целевого 

гена, кодирующую белок. В одном варианте реализации изобретения в целевой ген вводят две или более 

полинуклеотидные кассеты. В одном варианте реализации изобретения две или более полинуклеотидные 

кассеты содержат различные аптамеры, которые специфически связываются с различными низкомолеку-

лярными лигандами. В другом варианте реализации изобретения две или более полинуклеотидные кассе-

ты содержат один и тот же аптамер различных аптамеров, которые специфически связываются с одним и 

тем же лигандом. 

В одном варианте реализации изобретения целевой ген, содержащий полинуклеотидную кассету, 

вводят в вектор для экспрессии целевого гена. В одном варианте реализации изобретения вектор пред-

ставляет собой вирусный вектор. В других вариантах реализации изобретения вирусный вектор выбира-

ют из группы, состоящей из аденовирусного вектора, вектора аденоассоциированного вируса и лентиви-

русного вектора. 

В другом аспекте данного изобретения предлагается способ модулирования экспрессии целевого 

гена в глазу млекопитающего, включающий (а) введение в глаз вектора, содержащего целевой ген, кото-

рый содержит полинуклеотидную кассету, содержащую (i) рибосвитч и (ii) альтернативно сплайсиро-

ванный экзон, граничащий с 5'-интроном и 3'-интроном, при этом синтетический рибосвитч содержит 

эффекторную область, содержащую стебель, который включает 5'-участок сплайсинга 3'-интрона, и ап-

тамер, который специфически связывается с лигандом, причем альтернативно сплайсированный экзон 

содержит стоп-кодон, который находится внутри рамки с целевым геном, когда альтернативно сплайси-

рованный экзон сплайсирован в мРНК целевого гена; и (b) введение млекопитающему лиганда в количе-

стве, эффективном для индуцирования экспрессии целевого гена. В одном варианте реализации изобре-

тения лиганд представляет собой низкомолекулярное соединение. 

В одном варианте реализации изобретения вектор вводят в глаз путем внутриглазной инъекции. В 

одном варианте реализации изобретения вектор представляет собой вирусный вектор. В одном варианте 

реализации изобретения вирусный вектор выбирают из группы, состоящей из аденовирусного вектора, 

вектора аденоассоциированного вируса и лентивирусного вектора. 

В одном варианте реализации изобретения полинуклеотид для регулирования экспрессии целевого 

гена в глазу содержит 5'- и 3'-интроны, которые получены из эндогенного интрона из целевого гена. В 

одном варианте реализации изобретения 5'- и 3'-интроны являются экзогенными для целевого гена. В 

одном варианте реализации изобретения 5'- и 3'-интроны получают из интрона 2 гена β-глобина челове-

ка. В одном варианте реализации изобретения 5'-интрон содержит стоп-кодон в рамке с целевым геном. 

В одном варианте реализации изобретения 5'- и 3'-интроны, каждый независимо, содержат от около 50 до 

около 300 нуклеотидов в длину. В одном варианте реализации изобретения 5'-и 3'-интроны, каждый не-

зависимо, содержат от около 125 до около 240 нуклеотидов в длину. В одном варианте реализации изо-

бретения 5'- и/или 3'-интроны модифицированы для включения или изменения последовательности ин-

тронного энхансера сплайсинга, интронного энхансера сплайсинга, 5'-участка сплайсинга, 3'-участка 

сплайсинга или последовательности точек разветвления. В одном варианте реализации изобретения сте-

бель эффекторной области рибосвитча содержит от около 7 до около 20 пар оснований в длину. В одном 

варианте реализации изобретения стебель эффекторной области содержит от 8 до 11 пар оснований в 

длину. В одном варианте реализации изобретения альтернативно сплайсированный экзон получают из 

экзона 2 гена дигидрофолатредуктазы человека (DHFR), экзона 5 мутантной опухоли Вильмса 1, дельта 

экзона 16 кальций/калмодулин-зависимой протеинкиназы II мыши, или экзона 6 SIRT1. В одном вариан-

те реализации изобретения альтернативно сплайсированный экзон представляет собой модифицирован-

ный экзон 2 DHFR из SEQ ID NO 15, модифицированный экзон 2 из DHFR человека. В одном варианте 

реализации изобретения альтернативно сплайсированный экзон модифицирован в одной или более 

групп, состоящих из изменения последовательности экзонного сайленсера сплайсинга, изменения после-

довательности экзонного энхансера сплайсинга, добавления экзонного энхансера сплайсинга и добавле-

ния экзонного донора сплайсинга. В одном варианте реализации изобретения альтернативно сплайсиро-

ванный экзон является синтетическим (т.е. полученным не из природного экзона). 
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В одном аспекте данного изобретения предлагается рекомбинантный полинуклеотид, содержащий 

целевой ген, который содержит полинуклеотидную кассету для регулирования экспрессии целевого гена 

(как, например, описано выше). В одном варианте реализации изобретения полинуклеотидную кассету 

помещают в кодирующую белок последовательность целевого гена. 

В одном аспекте данного изобретения предлагается вектор, содержащий целевой ген, который со-

держит полинуклеотидную кассету для регулирования экспрессии целевого гена (как, например, описано 

выше). В одном варианте реализации изобретения вектор представляет собой вирусный вектор. В одном 

варианте реализации изобретения вирусный вектор выбирают из группы, состоящей из аденовирусного 

вектора, вектора аденоассоциированного вируса и лентивирусного вектора. 

Описание графических материалов 

Фиг. 1а. Схематическое изображение конструкции сплайсинга "Con 1" с усеченным интроном 2 бе-

та-глобина человека (IVS2∆), вставленным в кодирующую последовательность гена люциферазы. Обо-

значения "Luci экзон 1" и "Luci экзон 2" относятся к делению гена люциферазы на 5'- и 3'-кодирующие 

последовательности. Сплайсинг вставленной интронной последовательности IVS2∆ приводит к образо-

ванию полноразмерной мРНК, которая транслируется в полноразмерный белок. 

Фиг. 1b. Влияние интронной вставки и последовательности участка сплайсинга на экспрессию лю-

циферазы. Конструкции от Con 1 по Con 7 содержат разные интронные участки сплайсинга (см. табл. 1). 

Конструкция Con 1 содержит IVS2∆ со своим исходным IVS2 5'-участком сплайсинга и 3'-участком 

сплайсинга ("5'ss" и "3'ss" соответственно). Конструкции от Con 2 по Con 7 содержат IVS2∆, но с отли-

чающимися последовательностями 5'ss и 3'ss, как указано в табл. 1. Конструкция Con 8 не содержит ин-

трона IVS2∆. Конструкции от Con 1 по Con 3 не продемонстрировал какого-либо влияния с интронной 

вставкой на экспрессию люциферазы по сравнению с контролем люциферазы без интронной вставки 

(Con 8). Конструкции от Con 4 по Con 7 с участками более слабого сплайсинга, демонстрировали сни-

женный уровень экспрессии люциферазы. 

Фиг. 2а. Схематическое изображение кассеты "интрон-экзон-интрон" с профилями сплайсинга с 

включением экзона (I) и исключением экзона (II). Звездочка ( ) обозначает стоп-кодон в экзоне 2 DHFR. 

Если альтернативный экзон DHFR включен в мРНК целевого гена (люциферазы) путем сплайсинга (I), 

полученный транскрипт содержит внутрирамочный стоп-кодон, который блокирует экспрессию гена 

люциферазы. Целевой ген экспрессируется только в тех случаях, когда альтернативный экзон DHFR, 

содержащий стоп-кодон, исключается из конечной мРНК (II). 

Фиг. 2b. Влияние включения или исключения альтернативного экзона DHFR на экспрессию гена 

люциферазы. Анализ люциферазы проводили на клетках HEK 293, трансфицированных различными ре-

портерными конструкциями люциферазы, содержащими кассету "интрон-экзон-интрон", как показано на 

фиг. 2а. Экзон 2 DHFR с последовательностями участков сплайсинга дикого типа (DHFR_wt) сравнивали 

с мутантами, содержащими экзоны DHFR в 5'ss (DHFR_wt5ssC), или с нативными 5'ss, замененными бо-

лее сильной Con 1 5'ss (DHFR_Con15ss) или слабой 5'ss из Con 4 (DHFR_Con45ss). Конструкция, исполь-

зуемая в полосе 1 в фиг. 2b и 2с, представляет собой Con 1, которая показана на фиг. 1 и описана в при-

мере 1. Вставка экзона 2 DHFR в мРНК люциферазы обусловливала снижение экспрессии люциферазы, 

которое не происходило, если 5'ss (т.е. донор сплайсинга) экзона 2 DHFR подвергали мутации (сравните 

DHFR_wt с DHFR_wt5ssC). Когда 5'ss в экзоне DHFR заменяли более сильными 5'ss из Con 1 (конструк-

ция DHFR-Con1 5'ss), включение экзона DHFR усиливалось, что обусловливало уровень экспрессии лю-

циферазы в 545 раз ниже по сравнению с Con 1. Когда слабый 5'ss (из Con 4 в примере 1) применяли для 

замены 5'ss дикого типа, сниженный уровень сплайсинга на этом участке предотвращал включение экзо-

на DHFR, тем самым усиливая экспрессию люциферазы. 

Фиг. 2с. Экзонный энхансер (ESE) или супрессор (ESS) сплайсинга в последовательности экзонов 

DHFR влияют на сплайсинг альтернативного экзона DHFR и модулируют экспрессию гена-мишени. Му-

тация участка связывания SRp40 в экзоне 2 DHFR приводила к резкому снижению экспрессии люцифе-

разы: в 2982 раз по сравнению с экспрессией DHFR_wtmtSRp40 и экспрессией из Con 1 (фиг. 2с 

DHFR_wtmtSRp40; табл. 2). Мутация предполагаемого участка связывания для энхансера сплайсинга 

SC35 с целью создания более сильного участка связывания SC35 (табл. 2, StrSC35) дополнительно 

уменьшала экспрессию люциферазы (в 139 раз) по сравнению с Con 1 (фиг. 2с, DHFR_wtStrSC35), по-

видимому, из-за повышенной эффективности включения экзона DHFR. Замена участка связывания для 

енхансера сплайсинга SC35 с эффектом ингибитора сплайсинга hnRNP A1 (табл. 2, SC35hnRNPA1) обу-

словливала повышение экспрессии люциферазы в 4,3 раза по сравнению с экзоном 2 DHFR дикого типа 

(фиг. 2с, DHFR_wt SC35hnRNPA1). 

Фиг. 3a Схематическое изображение кассеты "интрон-экзон-интрон", содержащей шпилькообраз-

ную структуру в участке 5'ss альтернативного экзона 2 DHFR. Когда участок 5'ss DHFR внедряют в 

шпилькообразную структуру, экзон DHFR не включается в транскрипт, что позволяет экспрессировать 

люциферазу (x представляет участок 5'ss экзона DHFR, погруженный в шпильку). 

Фиг. 3b. Последовательности и структуры четырех разных шпилек, протестированные в кассете 

"интрон-экзон-интрон", проиллюстрированы на фиг. 3a. 
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Фиг. 3c. Влияние шпилькообразной структуры на участке 5'ss экзона 2 DHFR на экспрессию целе-

вого гена. Конструкция, содержащая экзон DHFR с последовательностью 5'ss Con 1, эффективно подав-

ляет экспрессию люциферазы за счет включения экзона DHFR в сплайсированную мРНК 

(DHFR_Con15ss, фиг. 3c). Однако встраивание 5'ss экзона DHFR в шпилькообразную структуру эффек-

тивно предотвращает включение экзона DHFR, что позволяет осуществляться экспрессии люциферазы 

(DHFR_Con15ss_HP15 фиг. 3c). Последовательность шпильки с поврежденным стеблем не восстанавли-

вает экспрессию люциферазы (фиг. 3c. DHFR_Con15ss_HP15x). Конструкция DHFR_wtmtSRp40 (Пример 

2) не экспрессирует люциферазу, если участок 5'ss экзона DHFR стабильно секвестрирован в шпилько-

образной структуре (DHFR_wtmtSRp40_HP15). Дестабилизация шпильки предотвращает экспрессию 

люциферазы даже при наличии мутантного участка связывания SRp40 с сильной активностью сплайсин-

га (DHFR_wtmtSRp40_HP15x). 

Фиг. 4а и фиг. 4b. Схематическое изображение процесса регуляции гена с помощью регуляторной 

кассеты "интрон-экзон-интрон", содержащей синтетический рибосвитч. В отсутствие связывания "апта-

мер/лиганд", аптамерная последовательность разрушает образование стебля шпильки, оставляя участок 

5'ss экзона DHFR доступным и обусловливая включение экзона DHFR, тем самым предотвращая транс-

ляцию и блокируя экспрессию белка (фиг. 4а). Когда происходит связывание "аптамер/лиганд", зависи-

мые от лиганда конформационные изменения в аптамере стабилизируют образование стебля, секвестри-

руя участок 5'ss экзона DHFR, что приводит к исключению экзона DHFR и экспрессии гена люциферазы 

(фиг. 4b). 

Фиг. 4с. Стебель шпильки и теофиллиновые аптамерные конфигурации с разной длиной соедини-

тельного стебля. Стебель теофиллинового аптамера непосредственно связывали со стеблем шпильки, 

секвестрирующей участок 5'ss экзона DHFR, создавая синтетический стебель из 20 п.о. Последователь-

ность стебля усекали, создавая ряд шпилек с различной длиной стебля. Показаны структуры стебля для 

DHFR_Theo1, 12, 13 и 14 с длиной стебля 20 п.о., 9 п.о., 8 п.о. и 7 п.о. соответственно. Теофиллин обо-

значен как (▲). 

Фиг. 4d. Влияние различных длин стебля с применением теофиллинового аптамера на экспрессию 

целевого гена при наличии и в отсутствие теофиллина. Диаграмма, иллюстрирующая экспрессию люци-

феразы, регулируемую регуляторными кассетами, содержащими теофиллиновые аптамеры, которые бы-

ли получены, как описано в Примере 4 (фиг. 4с). В конструкциях от Theo 1 до Theo 12 с длиной стебля от 

20 до 9 п.о., стебель шпильки имел достаточную длину, чтобы сформировать устойчивую структуру в 

отсутствие связывания "аптамер/лиганд". DHFR_Theo13 не образует стабильного стебля шпильки в от-

сутствие лиганда, поэтому участок 5'ss экзона DHFR не скрыт, что приводит к включению экзона DHFR, 

блокируя экспрессию люциферазы. При наличии теофиллина шпилька стабилизируется, и участок 5'ss 

экзона DHFR оказывается недоступен для процесса сплайсинга. Это приводит к исключению экзона 

DHFR, обеспечивающего экспрессию люциферазы. При наличии 3 мМ теофиллина, DHFR_Theo_13 де-

монстрирует 43-кратную индукцию по сравнению с неиндуцированным исходным уровнем экспрессии. 

DHFR_Theo_14 не проявляет экспрессии люциферазы при наличии или в отсутствие теофиллина, что 

указывает на то, что этот стебель из 7 п.о. слишком короткий, чтобы сформировать стабильную шпильку, 

даже когда аптамер связывается со своим лигандом. В результате экзон DHFR соединяется с транскрип-

том, и экспрессия люциферазы блокируется. 

Фиг. 5а. Последовательности синтетических стеблей, соединяющих xpt-гуаниновый аптамер и по-

следовательность 5'ss экзона DHFR, создают последовательным усечением стебля шпильки и стебля ап-

тамера Р1. Гуанин обозначен как (●). 

Фиг. 5b. Влияние длины стебля на способность рибосвитча регулировать экспрессию люциферазы в 

ответ на связывание аптамера с лигандом. В регуляторную кассету вставляли восемнадцать рибосвитчей 

со стеблями различной длины, и конструкции трансфицировали в клетки HEK 293, которые выращивали 

при наличии или в отсутствие 500 мкМ гуанина. В отсутствие гуанина конструкции G14-G18 демонстри-

руют снижение экспрессии люциферазы по сравнению с нерегулируемым контролем Con 1. При наличии 

гуанина экспрессия люциферазы восстанавливалась в различной степени. 

Фиг. 5с и 5d. Дополнительный анализ влияния длины стебля на способность рибосвитча регулиро-

вать экспрессию люциферазы в ответ на связывание аптамера с лигандом. Конструкции от G11 до G18 

оценивали с помощью анализа люциферазы. Фиг. 5d иллюстрирует исходный и индуцированный уро-

вень люциферазы относительно Con1. В отсутствие гуанина, конструкции от G14 до G17 демонстрируют 

четкую регуляцию экспрессии люциферазы посредством соединения "аптамер/лиганд" (в данном случае 

гуаниновый аптомер). В отсутствие гуанина уровни экспрессии люциферазы определяются низкими. При 

наличии гуанина экспрессия люциферазы значительно активируется. Фиг. 5d демонстрирует % экспрес-

сии контрольной конструкции Con 1, полученный для этих регулируемых конструкций при индукции 

гуанином. 

Фиг. 5е. Регуляторная кассета, содержащая рибосвитч xpt-G17, дает возможность регулировать экс-

прессию генов в ответ на лиганд в ряде различных типов клеток млекопитающих. DHFR_G17 трансфи-

цировали в клеточные линии HepG2, AML12, RD и С2С12 и анализировали на предмет индуцированной 

экспрессии люциферазы при воздействии гуанином. Приведены показатели кратности индукции экс-
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прессии люциферазы для случаев, когда клетки выращивались при наличии лиганда, по сравнению с не-

индуцированным исходным уровнем экспрессии, когда гуанин не добавляли в среду для культивирова-

ния клеток. 

Фиг. 5f. Регулирование люциферазы с помощью регуляторной кассеты, содержащей xpt-G17, с 

применением вирусного вектора. Конструкцию с геном люциферазы, содержащую регуляторную кассету 

xpt-G17, переносили в основу вектора AAV и применяли для трансфицирования клеток. Клетки выращи-

вали при наличии и в отсутствие гуанина. Приведены показатели кратности индукции люциферазы в 

присутствии гуанина; при воздействии гуанином регистрировали 1687-кратную индукцию экспрессии. 

Фиг. 5g. Регулирование антител с помощью регулирующей кассеты в ответ на связывание аптамера 

с лигандом. Регуляторную кассету "интрон-экзон-интрон" с рибосвитчем xpt-G17 вставляли в лидерную 

пептидную последовательность последовательности антитела анти-KDR и полученную конструкцию 

трансфицировали в клетки HEK 293. По результатам анализа ELISA, регистрировали 80-кратную индук-

цию экспрессии белка антитела после воздействия лигандом на трансфицированные клетки по сравне-

нию с необработанными клетками. Индуцированный уровень экспрессии составил около 40% от кон-

трольной конструкции, содержащей интронную последовательности Con 1. 

Фиг. 5h. Регулирование секретируемого белка эритропоэтина (ЕРО) с помощью регуляторной кас-

сеты в ответ на связывание аптамера лигандом. Регуляторную кассету "интрон-экзон-интрон" с рибос-

витчем xpt-G17 вставляли в ген эритропоэтина (Еро) мыши и полученную конструкцию трансфицирова-

ли в клетки HEK 293. По результатам анализа ELISA, в отсутствие гуанина регистрировали низкий уро-

вень экспрессии ЕРО. При наличии гуанина наблюдалась 140-кратная индукция экспрессии ЕРО. 

Фиг. 6а Структуры различных пуриновых стеблей рибосвитча, анализируемых в регуляторной кас-

сете. Пурин обозначен как ●. 

Фиг. 6b-6e. Эффект дозы конструкций с регуляторными кассетами, содержащими рибосвитчи на 

основе различных аптамеров (стебли рибосвитчей проиллюстрированы на фиг. 6a). 

Фиг. 6b. Ответ регуляторных кассет, содержащих гуаниновый аптамер, на гуанин. 

Фиг. 6с. Ответ регуляторных кассет, содержащих гуаниновый аптамер, на гуанозин. 

Фиг. 6d. Ответ регуляторных кассет, содержащих гуаниновый аптамер, на 2'dG. 

Фиг. 6e. Ответ регуляторных кассет, содержащих адениновый аптамер, на аденин. 

Фиг. 7а. Индукция EGFP с помощью регуляторной кассеты, содержащей xpt-G17, с применением 

гуанина. Регуляторную кассету "интрон-экзон-интрон" с рибосвитчем xpt-G17 клонировали в ген EGFP. 

Клетки HEK 293, стабильно трансфицированные конструкцией, обрабатывали гуанином 500 мкМ и ана-

лизировали методом проточной цитометрии на предмет экспрессии GFP через 6 ч после обработки. Об-

работка гуанином приводила к повышению уровня экспрессии EGFP, фиг. 7а, (В). 

Фиг. 7b. Влияние наличия или отсутствия лиганда на экспрессию целевого гена. Клетки HEK 293, 

стабильно трансфицированные EGFP с помощью кассеты "интрон-экзон-интрон", содержащей рибос-

витч xpt-G17, обрабатывали в течение 3 дней гуанином 500 мкМ и анализировали методом проточной 

цитометрии каждые 24 ч в течение 3 дней. Гуанинсодержащие среды вымывали из клеток, а сами клетки 

продолжали выращивать без воздействия гуанина еще в течение 10 дней, при этом осуществляя монито-

ринг экспрессии EGFP. Экспрессия EGFP повышалась, когда гуанин присутствовал в среде для культи-

вирования клеток. Без воздействия гуанина экспрессия EGFP прекращалась. 

Фиг. 8а. Экспрессию люциферазы регулировали двумя копиями регуляторной кассеты, содержащей 

xpt-G15. На графике продемонстрирован зависимый от дозы гуанина ответ конструкций с одной регуля-

торной кассетой, содержащей xpt-G17 или xpt-G15, вставленной в целевой ген, и конструкции с двумя 

копиями регуляторной кассеты, содержащей xpt-G15 (двойной xpt-G15). 

Фиг. 8b. Экспрессия EGFP в клетках культуры тканей, регулируемая различными регуляторными 

кассетами. Одна копия кассеты, содержащей xpt-G17 (EGFP-xpt-G17), обусловливает низкий уровень 

неиндуцированной исходной экспрессии (А) и достигает более низкого индуцированного уровня экс-

прессии по сравнению с клетками, содержащими конструкцию EGFP-xpt-G15 (D). Одна копия кассеты, 

содержащей xpt-G15 (EGFP-xpt-G15), обусловливает более высокий уровень неиндуцированной исход-

ной экспрессии (В), а также более высокий уровень индуцированной экспрессии (Е). С конструкцией, 

содержащей две копии кассет, содержащих xpt-G15 (двойной EGFP-xpt-G15), фоновая неиндуцирован-

ная экспрессия снижается (С), не уменьшая индуцированный уровень экспрессии (F), в результате чего 

показатель кратности индукции увеличивается. Клетки обрабатывали гуанином и визуализировали через 

24 ч после обработки. 

Фиг. 8с. Регуляторные кассеты, содержащие рибосвитчи xpt-G15 и xpt-G17, отвечают как на гуанин, 

так и на гуанозин. Количественную оценку экспрессии EGFP (средняя интенсивность флуоресценции) 

осуществляли с помощью проточной цитометрии и показатель кратности индукции рассчитывали как 

среднюю интенсивность флуоресценции (MFI), полученную при обработке гуанином или гуанозином, 

деленную на MFI, полученную без обработки. В результате обработки гуанином и гуанозином получали 

аналогичные уровни и показатели кратности индукции. 

Фиг. 8d. Экспрессия люциферазы в конструкции, содержащей одну копию регуляторной кассеты, 

содержащей xpt-G17, в дополнение к одной копии регуляторной кассеты, содержащей Ydhl-A5. Клетки 
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HEK 293, трансфицированные этой конструкцией, обрабатывали либо гуанином, либо аденином, либо и 

тем, и другим. Самые высокие показатели индукции люциферазы регистрировали при комбинированном 

применении обоих лигандов в самых высоких концентрациях. 

Фиг. 9а и 9b. Влияние усечений интронов на экспрессию люциферазы, регулируемую регуляторной 

кассетой "интрон-экзон-интрон", содержащей рибосвитч xpt-G17. Фиг. 9а демонстрирует показатели 

кратности индукции, а фиг. 9b демонстрирует процент экспрессии люциферазы по сравнению с Con 1. 

Фиг. 9с. Схематическое изображение последовательностей, удаленных из регуляторной конструк-

ции DHFR_G17 "интрон-экзон-интрон". Удаленная последовательность изображена незаштрихованной 

полоской, оставшаяся последовательность изображена заштрихованной полоской. 

Фиг. 9d и 9е. Влияние делеций различных интронов, изображенных на фиг. 9с, на регуляцию генов. 

Последовательности внутри интронов, расположенные рядом с альтернативным экзоном DHFR, моди-

фицировали сплайсинг экзонов и относительное регулирование генов. Например, DHFR-G17_2IR_3 де-

монстрирует делеции интронов, которые приводят к значительному повышению показателя кратности 

экспрессии целевого гена. Фиг. 9d демонстрирует показатель кратности индукции, тогда как фиг. 9е де-

монстрирует абсолютный уровень экспрессии белка по сравнению с контролем Con 1. 

Фиг. 10а и 10b. Различные экзоны могут функционировать как альтернативный экзон в регулятор-

ной кассете "интрон-экзон-интрон" для регулирования экспрессии генов. Фиг. 10а демонстрирует, что 

конструкции с различными экзонами имеют различные неиндуцированные исходные и индуцированные 

(гуанин 500 мкМ) уровни экспрессии люциферазы. Фиг. 10b демонстрирует показатели кратности ин-

дукции с этими конструкциями, с CaMKIId-e16, генерирующим эквивалентные показатели кратности 

индукции с экзоном DHFR с активирующей мутацией SRp40 (mtHFR). 

Фиг. 11а-11с. Регулирование экспрессии люциферазы in vivo у мышей. Конструкцию, содержащую 

две копии регуляторной кассеты xpt-G15 (двойной xpt-G15, пример 8, фиг. 8а), вводили в печень мышей 

с помощью гидродинамической инъекции. Мышам перорально вводили различные дозы гуанозина через 

2 ч и 12 ч после введения ДНК, а затем осуществляли визуализацию. Пероральное введение лиганда при-

водило к дозозависимой активации экспрессии регулируемого целевого гена в печени мышей (фиг. 11а и 

фиг. 11b). В другом эксперименте гуанозин вводили внутрибрюшинно (фиг. 11с). Изображения демонст-

рируют экспрессию люциферазы до и после введения гуанозина в дозе либо 100 мг/кг, либо 300 мг/кг. На 

графике (фиг. 11d) активность люциферазы выражена как среднее значение фотон/с/мм
2
 ± с. о. (n=5). 

Фиг. 12. Трансгенная экспрессия EGFP, опосредованная векторами AAV на основе рибосвитча, в 

сетчатке мыши. Флуоресцентная фотография глазного дна, иллюстрирующая трансгенную экспрессию 

EGFP в сетчатке, опосредованную AAV2/8-GTX7, через 8 дней после субретинальной инъекции (время 

экспозиции: 30 с). 

Фиг. 13а и 13b. Репрезентативные изображения глазного дна одного мышиного глаза, в который 

субретинально вводили AAV2/8-GTX7, иллюстрирующие изменение трансгенной экспрессии EGFP в 

сетчатке в динамике. А-Е: Изображения, сделанные под освещением белым светом, с временем экспози-

ции 200 мс на 2, 8, 9, 10 и 12 день после введения вектора. Кругом обведена область сетчатки, видимая 

через зрачок, которая была взята за область интереса (ОИ) для количественной оценки. F-J: Изображе-

ния, сделанные под освещением белым светом 475±25 нм, с временем экспозиции 30 с, демонстрирую-

щие флуоресценцию eGFP на 2, 8, 9, 10 и 12 день после введения вектора. K-O: Изображения, сделанные 

под освещением белым светом 475±25 нм с временем экспозиции 30 с на 2, 8, 9, 10 и 12 день после вве-

дения вектора, с подсвеченными пикселями выше порога интенсивности 50 в пределах ОИ (обведено 

кругом). Фиг. 13b демонстрирует изображения с высоким разрешением до (А) и после (В) индукции. 

Фиг. 13с. Трансгенная экспрессия EGFP в сетчатке мыши, количественно определяемая в динамике 

после субретинальной инъекции AAV2/8-GTX7. Флуоресцентные изображения глазного дна были сдела-

ны в следующие моменты времени: на 2, 8, 9, 10 и 12 день после субретинальной инъекции AAV2/8-

GTX7. Экспозиция: 30 с, порог интенсивности пикселей для анализа: 50. Внутрибрюшинную индукцию 

осуществляли после визуализации на 8, 9 и 10 день после субретинальной инъекции AAV2/8-GTX7. 

Кроме того, на 11 день после субретинальной инъекции AAV2/8-GTX7 проводили интравитреальную 

индукцию. Статистическую значимость рассчитывали на основе однофакторного анализа ANOVA с кор-

рекцией Даннетта с учетом 8 дня после инъекции в качестве контрольной точки. 

Фиг. 13d. Трансгенная экспрессия EGFP в сетчатке мыши, количественно определяемая в динамике 

после субретинальной инъекции AAV2/8-GTX5 (положительный контроль). Флуоресцентные изображе-

ния глазного дна были сделаны в следующие моменты времени: на 2, 8, 9, 10 и 12 день после субрети-

нальной инъекции ААУ2/8-6ТХ5. Экспозиция: 10 с, порог интенсивности пикселей для анализа: 190. 

Внутрибрюшинное введение гуанозина проводили после визуализации на 8, 9 и 10 день после субрети-

нальной инъекции AAV2/8-GTX5. Кроме того, на 11 день после субретинальной инъекции AAV2/8-

GTX5 гуанозин вводили интравитреально. Применяли однофакторный анализ ANOVA с коррекцией 

Бонферрони, при этом статистически значимых различий в экспрессии EGFP при обработке гуанозином 

не обнаружено. 
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Подробное описание сущности изобретения 

В данном изобретении предлагается кассета для регулирования гена, которая содержит рибосвитч, 

расположенный в области 5' интрон - альтернативный экзон - 3' интрон. Кассета для регулирования гена 

относится к конструкции рекомбинантной ДНК, которая, когда включена в ДНК целевого гена, обеспе-

чивает возможность регулировать экспрессию целевого гена посредством аптамер/лиганд-

опосредованного альтернативного сплайсинга полученной пре-мРНК. Рибосвитч в контексте данного 

изобретения содержит сенсорную область (например, аптамер) и эффекторную область, которые вместе 

ответственны за обнаружение наличия низкомолекулярного лиганда и изменение сплайсинга с альтерна-

тивным экзоном. В одном варианте реализации изобретения уровень экспрессии целевого гена повыша-

ется при наличии соединения "лиганд/аптамер" и снижается при отсутствии лиганда. 

Рибосвитч. 

В данном контексте термин "рибосвитч" относится к регуляторному сегменту полинуклеотида РНК. 

Рибосвитч в контексте данного изобретения содержит сенсорную область (например, аптамер) и эффек-

торную область, которые вместе ответственны за обнаружение наличия лиганда (например, низкомоле-

кулярного лиганда) и изменение сплайсинга с альтернативным экзоном. В одном варианте реализации 

изобретения рибосвитч является рекомбинантным и содержит полинуклеотиды из двух или более источ-

ников. В данном контексте термин "синтетический", применительно к рибосвитчу, относится к рибос-

витчу, который не встречается в природе. В одном варианте реализации изобретения сенсорные и эффек-

торные области соединены с помощью полинуклеотидного линкера. В одном варианте реализации изо-

бретения полинуклеотидный линкер образует стебель РНК (т.е. область полинуклеотида РНК, который 

является двухцепочечным). 

Эффекторная область. 

В одном варианте реализации изобретения эффекторная область содержит последовательность  

5'-участка сплайсинга ("5'ss") 3'-интрона (т.е. последовательность участка сплайсинга интрона, которая 

является непосредственно 3'-альтернативным экзоном). Эффекторная область содержит последователь-

ность участка 5'ss 3'-интрона и последовательность, комплементарную последовательности участка 5'ss 

3'-интрона. Когда аптамер связывается со своим лигандом, эффекторная область образует стебель и, та-

ким образом, предотвращает сплайсинг с участком донора сплайсинга на 3'-конце альтернативного экзо-

на (см., например, фиг. 4b). При определенных условиях (например, когда аптамер не связан со своим 

лигандом), эффекторная область находится в таком месте, которое обеспечивает доступ к участку донора 

сплайсинга на 3'-конце альтернативного экзона, что приводит к включению альтернативного экзона в 

мРНК целевого гена (см., например, фиг. 4а). 

Стеблевая часть эффекторной области должна иметь достаточную длину (и содержание GC), чтобы 

по существу предотвращать альтернативный сплайсинг альтернативного экзона при наличии соединения 

"лиганд/аптамер", а также предоставлять доступ к участку сплайсинга, если количество лиганд является 

недостаточным. В вариантах реализации изобретения стеблевая часть эффекторной области содержит 

последовательность стебля в дополнение к последовательности участка 5'ss 3'-интрона и его комплемен-

тарной последовательности. В вариантах реализации изобретения эта дополнительная последователь-

ность стебля содержит последовательность из стебля аптамера. Длину и последовательность стеблевой 

части можно модифицировать с помощью известных методов для идентификации стеблей, которые 

обеспечивают приемлемую фоновую экспрессию целевого гена, когда лиганд отсутствует, и приемлемые 

уровни экспрессии целевого гена, когда лиганд является в наличии (см., например, примеры 4 и 5 и  

фиг. 4с и 4d, 5а-5d). Если стебель, например, слишком длинный, он может прикрывать доступ к последо-

вательности участка 5'ss 3'-интрона при наличии или в отсутствие лиганда. Если длина стебля слишком 

короткая, может не сформироваться стабильный стебель, способный секвестрировать последователь-

ность участка 5'ss 3'-интрона, и в этом случае альтернативный экзон будет подвергаться сплайсингу в 

матрицу целевого гена при наличии или в отсутствие лиганда. В одном варианте реализации изобретения 

общая длина стебля эффекторной области составляет от около 7 пар оснований до около 20 пар основа-

ний. В некоторых вариантах реализации изобретения длина стебля составляет около от около 8 пар осно-

ваний до около 11 пар оснований. В некоторых вариантах реализации изобретения длина стебля состав-

ляет около от 8 пар оснований до 11 пар оснований. Кроме длины стебля, можно изменить содержание 

пар оснований GC с целью модификации стабильности стебля. 

Аптамер/лиганд. 

В данном контексте термин "аптамер" относится к полинуклеотиду РНК, который специфически 

связывается с лигандом. Термин "лиганд" относится к молекуле, которая специфически связывается ап-

тамером. В одном варианте реализации изобретения лиганд представляет собой молекулу с низким мо-

лекулярным весом (менее около 1000 Да), включающую, например, липиды, моносахариды, вторичные 

мессенджеры, другие природные продукты и метаболиты, нуклеиновые кислоты, а также, в большинстве 

случаев, терапевтические препараты. В одном варианте реализации изобретения лиганд представляет 

собой полинуклеотид с 2 или более основаниями нуклеотидов. 

Аптамеры имеют связывающие области, которые способны образовывать комплексы с заданной 

целевой молекулой (т.е. лигандом). Специфичность связывания может быть определена по показателям 
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сравнительных констант диссоциации (Kd) аптамера применительно к его лиганду по сравнению с кон-

стантой диссоциации аптамера применительно к молекулам, не имеющих к нему отношения. Таким об-

разом, лиганд представляет собой молекулу, которая связывается с аптамером с большей аффинностью, 

чем с неродственным материалом. Как правило, Kd для аптамера по отношению к его лиганду будет по 

меньшей мере в около 10 раз меньше, чем Kd для аптамера по отношению к неродственным молекулам. 

В некоторых вариантах реализации изобретения Kd будет по меньшей мере в около 20 раз меньше, по 

меньшей мере в около 50 раз меньше, по меньшей мере в около 100 раз меньше и по меньшей мере в 

около 200 раз меньше. Аптамер, как правило, будет содержать от около 15 до около 200 нуклеотидов в 

длину. Чаще всего аптамер будет содержать от около 30 до около 100 нуклеотидов в длину. 

Аптамеры, которые можно включать в состав рибосвитча, могут быть аптамерами естественного 

происхождения или их модификациями или аптамерами, которые были разработаны de novo, или синте-

тическими скринированными посредством систематической эволюции лигандов экспоненциальным обо-

гащением (SELEX). Примеры аптамеров, которые связывают низкомолекулярные лиганды, включают, но 

не ограничиваются ими, теофиллин, допамин, сульфородамин-В, целлобиозу, канамицин А, ливидоми-

цин, тобрамицин, неомицин В, биомицин, хлорамфеникол, стрептомицин, цитокины, молекулы клеточ-

ной поверхности и метаболиты. Для обзора аптамеров, распознающих малые молекулы, см., например, 

Famulok, Science 9:324-9 (1999) and McKeague, M. & DeRosa, M.С. J. Nuc. Aci. 2012. В другом варианте 

реализации изобретения аптамер представляет собой комплементарный полинуклеотид. 

В одном варианте реализации изобретения аптамер предназначен для связывания конкретного низ-

комолекулярного лиганда. Способы конструирования аптамеров включают, например, SELEX. Способы 

конструирования аптамеров, которые избирательно связывают низкомолекулярные соединения с помо-

щью SELEX, описаны, например, в патентах США № 5475096, 5270163 и в работе Abdullah Ozer, et al. 

Nuc. Aci. 2014, которые включены в настоящий документ посредством ссылки. Модификации процесса 

SELEX описаны в патентах США № 5580737 и 5567588, которые включены в настоящий документ по-

средством ссылки. 

Методики отбора для идентификации аптамеров обычно включают подготовку большого пула мо-

лекул ДНК или РНК желаемой длины, которые содержат область, являющуюся рандомизированной или 

мутагенизированной. Например, пул олигонуклеотидов для отбора аптамеров может содержать область 

из 20-100 рандомизированных нуклеотидов, граничащих с областями определенной последовательности, 

которые составляют около 15-25 нуклеотидов в длину и пригодны для связывания праймеров для ПЦР. 

Пул олигонуклеотидов амплифицируют с помощью стандартных методов ПЦР или других способов, 

которые позволяют амплифицировать выбранные последовательности нуклеиновых кислот. Пул ДНК 

можно транскрибировать in vitro, чтобы получить пул транскриптов РНК, если необходим аптамер РНК. 

Затем пул олигонуклеотидов РНК или ДНК подвергают отбору, основанному на их способности специ-

фически связываться с желаемым лигандом. Методики отбора включают, например, аффинную хромато-

графию, хотя можно применять любой протокол, с помощью которого можно выбрать нуклеиновые ки-

слоты на основе их способности специфически связываться с другой молекулой. Методики отбора для 

идентификации аптамеров, которые связывают низкомолекулярные структуры и функционируют внутри 

клетки, могут включать методы скрининга клеток. В случае применения аффинной хроматографии оли-

гонуклеотиды контактируют с целевым лигандом, который был иммобилизован на подложке в колонке 

или на магнитных частицах. Олигонуклеотид предпочтительно выбирают для связывания лиганда при 

концентрациях соли, температурах и других условиях, которые имитируют нормальные физиологиче-

ские условия. Олигонуклеотиды в пуле, которые связываются с лигандом, сохраняются на колонке или 

магнитных частицах, а несвязанные последовательности вымываются. Затем олигонуклеотиды, которые 

связывают лиганд, амплифицируют (после обратной транскрипции, если применяются транскрипты 

РНК) с помощью ПЦР (обычно после элюирования). Процесс отбора повторяют на выбранных последо-

вательностях в течение в общей сложности от трех до десяти повторяющихся циклов процедуры отбора. 

Полученные олигонуклеотиды затем амплифицируют, клонируют и секвенируют с применением стан-

дартных процедур для идентификации последовательностей олигонуклеотидов, которые способны свя-

зывать целевой лиганд. Сразу после идентификации последовательности аптамера аптамер можно до-

полнительно оптимизировать путем осуществления дополнительных циклов отбора, начиная с пула оли-

гонуклеотидов, содержащих мутагенизированную последовательность аптамера. 

Скрининг аптамера in vivo можно применять после одного или более циклов отбора in vitro (напри-

мер, SELEX). Например, в работе Barouch et al. (RNA. 2007, 13(4):614-622, включенной в настоящий до-

кумент посредством ссылки) описана комбинация SELEX и дрожжевой трехгибридной системы для от-

бора аптамера in vivo. 

Альтернативный экзон. 

Альтернативный экзон, который является частью полинуклеотидной кассеты для регулирования ге-

на по данному изобретению, может представлять собой любую полинуклеотидную последовательность, 

которая может быть транскрибирована до пре-мРНК и альтернативно сплайсирована в мРНК целевого 

гена. Альтернативный экзон, который является частью кассеты для регулирования гена по данному изо-

бретению, содержит по меньшей мере одну последовательность, которая ингибирует трансляцию, так 
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что, когда альтернативный экзон включен в мРНК целевого гена, экспрессия целевого гена из этой мРНК 

предотвращается или снижается. В предпочтительном варианте реализации изобретения альтернативный 

экзон содержит стоп-кодон (TGA, TAA, TAG), который находится в рамке с целевым геном, когда аль-

тернативный экзон включен в мРНК целевого гена с помощью сплайсинга. В вариантах реализации изо-

бретения альтернативный экзон содержит в дополнение к стоп-кодону или в качестве альтернативы стоп-

кодону другую последовательность, которая уменьшает или по существу предотвращает трансляцию, 

когда альтернативный экзон включен с помощью сплайсинга в мРНК целевого гена, включая, например, 

участок связывания микроРНК, который обусловливает расщепление мРНК. В одном варианте реализа-

ции изобретения альтернативный экзон содержит последовательность связывания микроРНК, которая 

приводит к расщеплению мРНК. В одном варианте реализации изобретения альтернативный экзон коди-

рует полипептидную последовательность, которая снижает стабильность белка, содержащего эту поли-

пептидную последовательность. В одном варианте реализации изобретения альтернативный экзон коди-

рует полипептидную последовательность, которая направляет белок, содержащий эту полипептидную 

последовательность, для расщепления. 

Исходный или фоновый уровень сплайсинга альтернативного экзона можно оптимизировать путем 

изменения последовательностей экзонного энхансера сплайсинга (ESE) и последовательностей экзонного 

супрессора сплайсинга (ESS) и/или путем введения последовательностей ESE или ESS в альтернативный 

экзон. Такие изменения в последовательности альтернативного экзона могут быть выполнены с приме-

нением способов, известных в данной области техники, включая, но не ограничиваясь ими, сайт-

направленный мутагенез. В альтернативном варианте олигонуклеотиды желаемой последовательности 

(например, содержащие весь или часть альтернативного экзона) могут быть получены из коммерческих 

источников и клонированы в кассету регулирования генов. Идентификацию последовательностей ESS и 

ESE можно осуществить с помощью известных в данной области техники способов, включая, например, 

применение ESE finder 3.0 (Cartegni, L. et al. ESE finder: веб-ресурс для идентификации экзонных энхан-

серов сплайсинга. Nucleic Acid Research, 2003, 31(13):3568-3571) и/или других доступных ресурсов. 

В одном варианте реализации изобретения альтернативный экзон является экзогенным для целево-

го гена, хотя он может быть получен из последовательности, происходящей из организма, в котором бу-

дет экспрессирован целевой ген. В одном варианте реализации изобретения альтернативный экзон пред-

ставляет собой синтетическую последовательность (см. пример 10). 

В одном варианте реализации изобретения альтернативный экзон является природным экзоном (см. 

пример 10). В другом варианте реализации изобретения альтернативный экзон получают из всего или 

части известного экзона (см. пример 10). В этом контексте термин "производный" относится к альтерна-

тивной последовательности, содержащей экзон, которая по существу гомологична экзону естественного 

происхождения или его части, но может содержать различные мутации, например, для введения стоп-

кодона, который будет находиться в рамке с последовательностью целевого гена, или для введения или 

удаления экзонного энхансера сплайсинга и/или введения или удаления экзонного супрессора сплайсин-

га. В одном варианте реализации изобретения альтернативный экзон получают из экзона 2 гена дигидро-

фолатредуктазы человека (DHFR), экзона 5 мутантной опухоли Вильмса 1, дельта экзона 16 каль-

ций/калмодулин-зависимой протеинкиназы II мыши, или экзона 6 SIRT1. 

5'- и 3'-интронные последовательности. 

Альтернативный экзон граничит из 5'- и 3'-интронными последовательностями. 5'- и 3'-интронные 

последовательности, которые могут применяться в кассете для регулирования гена по данному изобрете-

нию, могут представлять собой любую последовательность, которая может быть сплайсирована из целе-

вого гена, образовывая при этом либо мРНК целевого гена, либо целевой ген, содержащий альтернатив-

ный экзон в мРНК, в зависимости от наличия или отсутствия лиганда, связывающегося с аптамером. Ка-

ждый из 5'- и 3'-интронов имеет последовательности, необходимые для осуществления процесса сплай-

синга, например последовательности донора сплайсинга, акцептора сплайсинга и последовательности 

точек разветвления. В одном варианте реализации изобретения 5'- и 3'-интронные последовательности 

кассеты для регулирования гена получают из одного или более интронов естественного происхождения 

или их части. В одном варианте реализации изобретения 5'- и 3'-интронные последовательности получа-

ют из укороченного интрона 2 бета-глобина человека (IVS2∆). В других вариантах реализации изобрете-

ния 5'- и 3'-интронные последовательности получают из интрона мРНК SV40 (применяемого в векторе 

pCMV-LacZ от компании Clonetech), интрона 6 гена триозофосфатизомеразы человека (TPI) (Nott Ajit, et 

al. RNA. 2003, 9:6070617) или интрона из фактора IX человека (Sumiko Kurachi et al. J. Bio. Chem. 1995, 

270 (10), 5276), собственного эндогенного интрона целевого гена или любого геномного фрагмента или 

синтетических интронов (Yi Lai, et al. Hum Gene Ther. 2006, 17(10):1036), которые содержат элементы, 

необходимые для регулируемого сплайсинга (Thomas A. Cooper, Methods, 2005, (37):331). 

В одном варианте реализации изобретения альтернативный экзон и рибосвитч по данному изобре-

тению сконструированы таким образом, чтобы содержаться в эндогенном интроне целевого гена. Это 

означает, что интрон (или по существу подобная интронная последовательность) встречается в естест-

венных условиях в этом положении целевого гена. В этом случае интронная последовательность непо-

средственно перед альтернативным экзоном называется 5'-интронной последовательностью или после-
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довательностью 5'-интрона, а интронная последовательность непосредственно после альтернативного 

экзона называется 3'-интронной последовательностью или последовательностью 3'-интрона. В этом слу-

чае эндогенный интрон модифицируют таким образом, чтобы он содержал последовательность акцепто-

ра сплайсинга и последовательность донора, граничащие с 5'- и 3'-концами альтернативного экзона. 

Участки донора сплайсинга и акцептора сплайсинга в кассете регулирования гена по данному изо-

бретению могут быть модифицированы с целью усиления или ослабления их функций. Это означает, что 

участки сплайсинга можно модифицировать таким образом, чтобы они были более подобны с консен-

сусной последовательностью донора или акцептора сплайсинга, применяя с этой целью стандартные ме-

тодики клонирования, сайт-направленный мутагенез и т.п. Участки сплайсинга, которые в большей сте-

пени подобны с консенсусной последовательностью донора или акцептора сплайсинга, как правило, спо-

собствуют процессу сплайсинга и, таким образом, укрепляются. Участки сплайсинга, которые в меньшей 

степени подобны с консенсусной последовательностью донора или акцептора сплайсинга, как правило, 

тормозят процесс сплайсинга и, таким образом, ослабевают. Консенсусной последовательностью для 

донора сплайсинга наиболее распространенного класса интронов (U2) является А/С A G || G T A/G A G Т 

(где || обозначает границу экзона/интрона). Консенсусной последовательностью для акцептора сплайсин-

га является С A G || G (где || обозначает границу экзона/интрона). Частота конкретных нуклеотидов на 

участках донора сплайсинга и акцептора сплайсинга известна в данной области техники (см., например., 

Zhang, M.Q., Hum Mol Genet. 1988. 7(5):919-932). Силу 5'ss- и 3'-участков сплайсинга можно скорректи-

ровать с целью модулирования сплайсинга альтернативного экзона. 

Дополнительные модификации 5'- и 3'-интронов в кассете для регулирования гена можно осущест-

вить с целью модулирования сплайсинга, включая модификацию, удаление и/или добавление элементов 

интронного энхансера сплайсинга и/или элементов интронного супрессора сплайсинга и/или модифика-

цию последовательности участка разветвления. 

В одном варианте реализации изобретения 5'-интрон модифицирован с той целью, чтобы содержать 

стоп-кодон, который будет находиться в рамке с целевым геном. 5'- и 3'-интронные последовательности 

также можно модифицировать с целью удаления криптических участков сплайсинга, которые можно 

идентифицировать с помощью общедоступного программного обеспечения (см., например, Kapustin, Y. 

et al. Nucl. Acids Res. 2011. 1-8). Длину 5'- и 3'-интронных последовательностей можно отрегулировать с 

целью, например, соответствия требованиям к размерам для конструкций вирусной экспрессии. В одном 

варианте реализации изобретения 5'- и 3'-интронные последовательности, каждая независимо, содержат 

от около 50 до около 300 нуклеотидов в длину. В одном варианте реализации изобретения 5'- и  

3'-интронные последовательности, каждая независимо, содержат от около 125 до около 240 нуклеотидов 

в длину. 

Целевые гены. 

Кассета для регулирования гена по данному изобретению представляет собой платформу, которую 

можно применять для регулирования экспрессии любого целевого гена, который может быть экспресси-

рован в целевой клетке, ткани или организме. Термин "целевой ген" относится к полинуклеотиду, кото-

рый вводится в клетку и способен транскрибироваться в РНК и транслироваться и/или экспрессировать-

ся в соответствующих условиях. В альтернативном варианте, целевой ген является эндогенным по отно-

шению к целевой клетке, а кассета для регулирования гена по данному изобретению помещается в целе-

вой ген (например, в существующий интрон эндогенного целевого гена). Примером целевого гена явля-

ется полинуклеотид, кодирующий терапевтический полипептид. В одном варианте реализации изобрете-

ния, когда целевой ген экспрессируется с применением кассеты для регулирования гена по данному изо-

бретению, целевой ген не экспрессируется в виде химерного белка, содержащего альтернативный экзон. 

Включение альтернативного экзона сводит к минимуму трансляцию мРНК, например вызывая расщеп-

ление матрицы, содержащей альтернативный экзон, или иным образом предотвращает экспрессию 

функционального целевого гена, посредством, например, его преждевременного усечения. В одном ва-

рианте реализации изобретения целевой ген является экзогенным для клетки, в которой будет транскри-

бироваться конструкция рекомбинантной ДНК. В другом варианте реализации изобретения целевой ген 

является эндогенным для клетки, в которой будет транскрибироваться конструкция рекомбинантной 

ДНК. В одном варианте реализации изобретения альтернативный экзон может содержать стоп-кодон в 

рамке с кодирующей последовательностью целевого гена. В других вариантах реализации изобретения 

альтернативный экзон может содержать другие последовательности, которые приводят к расщеплению 

транскрипта и/или блокированию трансляции целевого гена. 

Целевой ген по данному изобретению может представлять собой ген, кодирующий белок, или по-

следовательность, кодирующую РНК, не кодирующую белок. Целевым геном может быть, например, 

ген, кодирующий структурный белок, фермент, белок сигнальной системы клетки, митохондриальный 

белок, белок "цинковый пальцы", гормон, транспортный белок, фактор роста, цитокин, внутриклеточный 

белок, внеклеточный белок, трансмембранный белок, цитоплазматический белок, ядерный белок, рецеп-

торную молекулу, РНК-связывающий белок, ДНК-связывающий белок, транскрипционный фактор, 

трансляционный элемент, канальный белок, моторный белок, молекулу адгезии клеток, митохондриаль-

ный белок, метаболический фермент, киназу, фосфатазу, факторы обмена, шапероновый белок и модуля-
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торы любого из вышеперечисленных веществ. В вариантах реализации изобретения целевой ген кодиру-

ет эритропоэтин (Еро), гормон роста человека (hGH), эффекторные нуклеазы, подобные активаторам 

транскрипции (TALEN), инсулин человека, ассоциированный с CRISPR белок 9 (cas9) или иммуноглобу-

лин (или его часть), включая, например, терапевтическое антитело. 

Конструкции экспрессии. 

В данном изобретении рассматривается применение рекомбинантного вектора для введения в целе-

вые клетки полинуклеотида, кодирующего целевой ген и содержащего кассету для регулирования гена 

по данному изобретению. Во многих вариантах реализации изобретения конструкция рекомбинантной 

ДНК по данному изобретению включает дополнительные элементы ДНК, включая сегменты ДНК, кото-

рые обеспечивают репликацию ДНК в клетке-хозяине и экспрессию целевого гена в этой клетке на соот-

ветствующих уровнях. Обычному квалифицированному специалисту в данной области техники известно, 

что последовательности регулирования экспрессии (промоторы, энхансеры и т. п.) выбирают исходя из 

их способности стимулировать экспрессию целевого гена в целевой клетке. Термин "вектор" означает 

рекомбинантную плазмиду, дрожжевую искусственную хромосому (YAC), мини-хромосому, мини-

кольцо ДНК или вирус (включая последовательности, полученные из вирусов), которые включают поли-

нуклеотид, который должен быть доставлен в клетку-хозяин либо in vitro, либо in vivo. В одном варианте 

реализации изобретения рекомбинантный вектор представляет собой вирусный вектор или комбинацию 

множества вирусных векторов. 

Вирусные векторы для экспрессии целевого гена в целевой клетке, ткани или организме известны в 

данной области техники и включают векторы аденовируса (AV), аденоассоциированного вируса (AAV), 

ретровируса, лентивируса и вируса простого герпеса 1 типа (HSV1). 

Аденовирусные векторы включают, например, векторы на основе аденовируса человека 2 типа и 

аденовируса человека 5 типа, характеризующиеся дефективной репликацией из-за делеций в областях Е1 

и E3. Транскрипционная кассета может быть вставлена в область Е1, в результате чего получают реком-

бинантный AV-вектор с Е1/E3-делецией. Аденовирусные векторы также включают хелпер-зависимые 

высокоэффективные аденовирусные векторы (также известные как высокоэффективные, "выпотрошен-

ные" или "опустошенные" векторы), которые не содержат вирусных кодирующих последовательностей. 

Эти векторы содержат цис-активные элементы, необходимые для репликации и упаковки вирусной ДНК, 

в основном последовательности инвертированного концевого повтора (ITR) и сигнал упаковки (Ψ). Эти 

хелпер-зависимые геномы AV-векторов могут переносить от нескольких сотен пар оснований до около 

36 т. п.о. чужеродной ДНК. 

Рекомбинантные векторы аденоассоциированного вируса "rAAV" включают любой вектор, полу-

ченный из любого серотипа аденоассоциированного вируса, включая, без ограничения, AAV-1, AAV-2, 

AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-7 и AAV-8, AAV-9, AAV-10 и т. п. rAAV-векторы могут иметь один или 

более генов дикого типа AAV, удаленных полностью или частично, предпочтительно генов Rep и/или 

Сар, но которые при этом сохраняют функциональные фланкирующие последовательности ITR. Функ-

циональные последовательности ITR сохраняются для освобождения, репликации, упаковки и возмож-

ной хромосомной интеграции генома AAV. Последовательности ITR необязательно должны быть нук-

леотидными последовательностями дикого типа и могут быть изменены (например, путем вставки, деле-

ции или замещения нуклеотидов) при условии, что последовательности обеспечивают функциональное 

облегчение, репликацию и упаковку. 

В альтернативных вариантах реализации изобретения можно применять другие системы, такие как 

лентивирусные векторы. Системы на основе лентивирусов могут трансдуцировать неделящиеся, а также 

делящиеся клетки, что делает их пригодными для целевых применений, например неделящиеся клетки 

ЦНС. Лентивирусные векторы получают из вируса иммунодефицита человека; при этом векторы, подоб-

но вирусу иммунодефицита человека, интегрируются в геном хозяина, обеспечивая возможность очень 

долговременной экспрессии генов. 

Полинуклеотиды, включая плазмиды, YAC, мини-хромосомы и мини-кольца, несущие целевой ген, 

содержащий кассету для регулирования гена, также можно вводить в клетку или в организм с помощью 

невирусных векторных систем посредством, например, катионных липидов, полимеров или и тех и дру-

гих носителей. Конъюгированные поли-L-лизиновые (PLL) и полиэтилениминовые (PEI) полимерные 

системы также можно применять для доставки вектора в клетки. Другие способы доставки вектора в 

клетки включают гидродинамическую инъекцию и электропорацию и применение ультразвука как для 

клеточной культуры, так и для организмов. Для обзора вирусных и невирусных систем доставки для дос-

тавки генов см. работу Nayerossadat, N. et al. (Adv Biomed Res. 2012; 1:27), включенную в настоящий до-

кумент посредством ссылки. 

Способы модулирования экспрессии целевого гена. 

В одном аспекте данного изобретения предлагается способ модулирования экспрессии целевого ге-

на (например, терапевтического гена), включающий (а) вставку кассеты для регулирования гена по дан-

ному изобретению в целевой ген, (b) введение целевого гена, содержащего кассету для регулирования 

гена, в клетку и (с) воздействие на клетку лигандом, который связывается с аптамером. В одном варианте 

реализации изобретения лиганд представляет собой низкомолекулярное соединение. В аспектах изобре-



037120 

- 12 - 

тения экспрессия целевого гена в целевых клетках придает желаемое свойство клетке, в которую ген был 

введен, или иным образом приводит к желаемому терапевтическому результату. 

В предпочтительном варианте реализации изобретения кассету для регулирования гена вводят в ко-

дирующую белок последовательность целевого гена (а не в 5'- или 3'-нетранслируемые области). В од-

ном варианте реализации изобретения в целевой ген вводят одну кассету для регулирования гена. В дру-

гих вариантах реализации изобретения в целевой ген вводят 2, 3, 4 или более кассет для регулирования 

гена. В одном варианте реализации изобретения в целевой ген вводят две кассеты для регулирования 

гена. Если в целевой ген вводят множество кассет для регулирования гена, каждая из них может содер-

жать один и тот же аптамер, вследствие чего один лиганд можно применять для модулирования альтер-

нативного сплайсинга на множестве кассет и, тем самым, модулировать экспрессию целевого гена. В 

других вариантах реализации изобретения в целевой ген вводят множество кассет для регулирования 

гена, при этом каждая из кассет может содержать отличающийся аптамер, вследствие чего посредством 

воздействия множества различных низкомолекулярных лигандов модулируется экспрессия целевого ге-

на. В других вариантах реализации изобретения в целевой ген вводят множество кассет для регулирова-

ния гена, при этом каждая из кассет содержит последовательности 5'-интрона, альтернативного экзона и 

3'-интрона. Это может быть полезно для снижения рекомбинации и улучшения удобства включения в 

вирусные векторы. 

Способы лечения и фармацевтические композиции. 

В одном аспекте данного изобретения предлагается способ регулирования уровня терапевтического 

белка, применяемого в рамках генной терапии. В этом варианте реализации изобретения "целевой ген" 

может кодировать терапевтический белок. "Целевой ген" может кодировать белок, который является эн-

догенным или экзогенным для клетки. 

Последовательность терапевтического гена, содержащая регуляторную кассету с рибосвитчем, при-

водимым в действие аптамером, доставляется в целевые клетки в организме, например, с помощью век-

тора. Специфичность клеток "целевого гена" можно контролировать с помощью промотора или других 

элементов внутри вектора. Первым этапом получения терапевтического белка является доставка вектор-

ной конструкции, содержащей целевой ген, и трансфекция целевых тканей, приводящая к устойчивой 

трансфекции регулируемого целевого гена. 

Однако из-за наличия регуляторной кассеты в последовательности целевого гена существенных 

уровней экспрессии целевого гена не наблюдается, т.е. ген находится в "выключенном состоянии" в от-

сутствие специфического лиганда, который связывается с аптамером, содержащимся в рибосвитче регу-

ляторной кассеты. Экспрессия целевого гена активируется только тогда, когда вводят лиганд, являю-

щийся специфическим к аптамеру. 

Доставку векторной конструкции, содержащей целевой ген, и доставку активирующего лиганда, 

как правило, разделяют во времени. Посредством доставки активирующего лиганда можно будет кон-

тролировать периоды экспрессии целевого гена, а также уровни экспрессии белка. Лиганд можно вво-

дить с помощью нескольких путей введения, включая, но не ограничиваясь ими, пероральный, внутри-

мышечный (в/м), внутривенный (в/в), внутриглазной или топический. 

Выбор времени для введения лиганда будет зависеть от необходимости активации целевого гена. 

Например, если терапевтический белок, кодируемый целевым геном, требуется постоянно, пероральный 

низкомолекулярный лиганд можно вводить ежедневно или несколько раз в день для обеспечения непре-

рывной активации целевого гена и, соответственно, непрерывной экспрессии терапевтического белка. 

Если целевой ген обладает эффектом длительного действия, индуцирующий лиганд можно вводить с 

меньшей частотой. 

Данное изобретение позволяет регулировать экспрессию терапевтического трансгена во времени 

посредством способа, определяемого временными интервалами введения лиганда, специфичного для 

аптамера, в регуляторной кассете. Экспрессия терапевтического трансгена только при введении лиганда 

повышает безопасность лечения с применением генной терапии, обеспечивая возможность целевому 

гену "отключиться" в отсутствие лиганда. 

С целью обеспечения возможности различным лигандам активировать целевые гены можно приме-

нять различные аптамеры. В некоторых вариантах реализации изобретения каждый терапевтический ген, 

содержащий регуляторную кассету, будет иметь специфический аптамер в кассете, который будет акти-

вироваться специфическим низкомолекулярным веществом. Это означает, что каждый терапевтический 

ген может быть активирован только лигандом, специфичным для аптамера, размещенного внутри него. В 

этих вариантах реализации изобретения каждый лиганд активирует только один терапевтический ген. 

Это допускает возможность того, что несколько разных целевых генов могут быть введены одному чело-

веку и каждый из них будет активироваться при введении специфического лиганда для аптамера, содер-

жащегося в регуляторной кассете, размещенной в каждом целевом гене. 

Данное изобретение позволяет любому терапевтическому белку, ген которого может быть введен в 

организм (например, эритропоэтину (Еро) или терапевтическому антителу), продуцироваться в организ-

ме при введении активирующего лиганда. Этот способ доставки терапевтического белка может заменить 

изготовление таких терапевтических белков вне организма, которые затем вводят путем инъекции или 



037120 

- 13 - 

инфузии, например антител, применяемых в лечении рака, или антител, которые останавливают развитие 

воспалительного или аутоиммунного заболевания. Организм, содержащий регулируемый целевой ген, 

становится "фабрикой по изготовлению биологических препаратов", которая начитает работать тогда, 

когда вводят лиганд, специфический для гена. 

Уровни доз и временные характеристики введения терапевтического белка могут иметь решающее 

значение для терапевтического эффекта, например, при введении препарата АВАСТИН (антитело ан-

ти-VEGF) при лечении рака. Данное изобретение повышает простоту подбора схемы введения в ответ на 

мониторинг уровней и эффектов терапевтического белка. 

В одном варианте реализации изобретения целевой белок может представлять собой нуклеазу, ко-

торая может нацеливаться на конкретную последовательность ДНК и редактировать ее. Такие нуклеазы 

включают Cas9, нуклеазы, содержащие "цинковые пальцы", или TALEN. В случае с этими нуклеазами 

нуклеазный белок может потребоваться в течение всего лишь короткого периода времени, достаточного 

для редактирования целевых эндогенных генов. Однако, если нерегулируемый ген нуклеазы вводят в 

организм, нуклеазный белок может присутствовать в клетке на протяжении всей ее жизни. В случае с 

нуклеазами риск редактирования вне целевого фрагмента возрастает параллельно с продлением периода 

существования нуклеазы в клетке. Регулирование экспрессии таких белков имеет значительное преиму-

щество в плане безопасности. В этом случае вектор, содержащий целевой ген нуклеазы, содержащий 

регуляторную кассету, может быть введен в соответствующие клетки организма. В отсутствие лиганда, 

специфического для кассеты, целевой ген находится в "выключенном состоянии", поэтому нуклеаза не 

образуется. Нуклеаза образуется только тогда, когда вводят активирующий лиганд. По истечении доста-

точного времени для надлежащего редактирования лиганд извлекают и повторно не вводят. Таким обра-

зом, ген нуклеазы после этого находится в "выключенном состоянии", дополнительной нуклеазы не об-

разуется и редактирование прекращается. Этот принцип можно применять для коррекции генетических 

патологических состояний, включая ряд унаследованных ретинопатий, таких как врожденный амавроз 

Лебера 10 типа (LCA10), обусловленный мутациями в СЕР290, и болезнь Штаргардта, обусловленная 

мутациями в АВСА4. 

Введение регулируемого целевого гена, кодирующего терапевтический белок, который активирует-

ся только при введении специфического лиганда, может применяться для регулирования терапевтиче-

ских генов при лечении множества различных заболеваний, например рака с применением терапевтиче-

ских антител, иммунных нарушений с применением иммуномодулирующих белков или антител, метабо-

лических заболеваний, редких заболеваний, таких как пароксизмальная ночная гемоглобинурия (PNH) с 

применением антител анти-С5 или фрагментов антител в качестве регулируемого гена, или при лечении 

нарушений глазного ангиогенеза с применением терапевтических антител и сухой возрастной дегенера-

ции макулы (AMD) с применением иммуномодулирующих белков. 

Для применения в данном изобретении пригодно большое количество специфических целевых ге-

нов, назначаемых в лечении широкого спектра специфических заболеваний и патологических состояний. 

Например, инсулин или аналог инсулина (предпочтительно инсулин человека или аналог инсулина чело-

века) можно применять в качестве целевого гена для лечения диабета I типа, диабета II типа или метабо-

лического синдрома; гормон роста человека можно применять в качестве целевого гена для лечения де-

тей с задержкой роста или взрослых с недостаточностью гормона роста; эритропоэтин (предпочтительно 

эритропоэтин человека) можно применять в качестве целевого гена для лечения анемии при хроническом 

заболевании почек, анемии при миелодисплазии или анемии при проведении химиотерапии рака. 

Данное изобретение может быть особенно пригодным при лечении заболеваний, обусловленных 

дефектами одного гена, таких как кистозный фиброз, гемофилия, мышечная дистрофия, талассемия или 

серповидноклеточная анемия. Таким образом, β-, γ-, δ- или ζ-глобин человека может применяться в каче-

стве целевого гена для лечения β-талассемии или серповидноклеточной анемии; фактор VIII или фактор 

IX человека может применяться в качестве целевого гена для лечения гемофилии А или гемофилии В. 

Лиганды, применяемые в данном изобретении, обычно комбинируют с одним или более фармацев-

тически приемлемыми носителями для образования фармацевтических композиций, пригодных для вве-

дения пациенту. Фармацевтически приемлемые носители включают растворители, связующие вещества, 

разбавители, разрыхлители, смазывающие вещества, дисперсионные среды, покрытия, антибактериаль-

ные и противогрибковые агенты, изотонические агенты, агенты, задерживающие абсорбцию, и тому по-

добные вещества, обычно применяемые в фармацевтике. Фармацевтические композиции могут быть в 

форме таблеток, пилюль, капсул, пастилок и то.п. и составлены так, чтобы быть совместимыми с пред-

полагаемым путями их введения. Примеры путей введения включают парентеральный, например внут-

ривенный, внутрикожный, интраназальный, подкожный, пероральный, ингаляционный, трансдермаль-

ный (топический), трансмукозальный и ректальный пути. 

Фармацевтические композиции, содержащие лиганды, вводят пациенту согласно схеме примене-

ния, обеспечивающей получение пациентом количества лиганда, достаточного для желаемого регулиро-

вания целевого гена. Если лиганд представляет собой низкомолекулярную структуру, а лекарственная 

форма представляет собой таблетку, пилюлю или т.п., предпочтительно фармацевтическая композиция 
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содержит от 0,1 мг до 10 г лиганда; от 0,5 мг до 5 г лиганда; от 1 мг до 1 г лиганда; от 2 до 750 мг лиган-

да; от 5 до 500 мг лиганда или от 10 до 250 мг лиганда. 

Фармацевтические композиции можно вводить один раз в сутки или несколько раз в сутки (напри-

мер, 2, 3, 4, 5 или более раз в сутки). В альтернативном варианте фармацевтические композиции можно 

вводить реже чем один раз в сутки, например один раз каждые 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 или 14 

дней, или один раз в месяц, или один раз в несколько месяцев. В некоторых вариантах реализации изо-

бретения фармацевтические композиции можно вводить пациенту только небольшое количество раз, 

например один, два, три раза и т.д. 

В данном изобретении предлагается способ лечения пациента, имеющего показания для повышения 

экспрессии терапевтического белка, кодируемого целевым геном, при этом способ включает введение 

пациенту фармацевтической композиции, содержащей лиганд для аптамера, причем пациент ранее полу-

чал рекомбинантную ДНК, содержащую целевой ген, при этом целевой ген содержит кассету для регу-

лирования гена по данному изобретению, которая обеспечивает возможность регулировать экспрессию 

целевого гена посредством аптамер/лиганд-опосредованного альтернативного сплайсинга пре-мРНК це-

левого гена, тем самым повышая уровень экспрессии терапевтического белка. 

Готовые изделия и наборы. 

В данном изобретении также предлагаются наборы или готовые изделия для применения согласно 

описанным способам. В аспектах данного изобретения наборы включают композиции, описанные в дан-

ном документе (например, композиции для доставки вектора, содержащего целевой ген, который, в свою 

очередь, содержит кассету для регулирования гена), в пригодной упаковке. Пригодная упаковка для ком-

позиций (таких как композиции для инъекций в глаз), описанные в данном документе, известны в данной 

области техники и включают, например, флаконы (например, герметичные флаконы), сосуды, ампулы, 

бутылки, банки, гибкую упаковку (например, герметичные пакеты из пленки Майлар или пластиковые 

пакеты) и т.п. Эти готовые изделия могут быть дополнительно стерилизованы и/или герметизированы. 

В данном изобретении также предлагаются наборы, содержащие композиции, описанные в данном 

документе, и могут дополнительно содержать инструкцию(и) по способах применения композиции, та-

ких как применение, описанное в данном документе. Наборы, описанные в данном документе, могут до-

полнительно включать другие материалы, желательные с коммерческой и потребительской точек зрения, 

включая другие буферы, разбавители, фильтры, иглы, шприцы и листки-вкладыши в упаковку с инст-

рукциями относительно введения, включая, например, любые способы, описанные в данном документе. 

Например, в некоторых вариантах реализации изобретения указанный набор содержит rAAV для экс-

прессии целевого гена, содержащего кассету для регулирования гена по данному изобретению, фарма-

цевтически приемлемый носитель, пригодный для инъекций, и один или более из элементов: буфер, раз-

бавитель, фильтр, иглу, шприц и листок-вкладыш в упаковку с инструкциями относительно выполнения 

инъекций. В некоторых вариантах реализации изобретения набор пригоден для внутриглазной инъекции, 

внутримышечной инъекции, внутривенной инъекции и т.п. 

В данном контексте термины "гомология" и "гомологичный" относятся к проценту идентичности 

между двумя полинуклеотидными последовательностями или между двумя полипептидными последова-

тельностями. Соответствие между двумя последовательностями можно определить с помощью способов, 

известных в данной области техники. Например, степень гомологии можно определить путем прямого 

сравнения двух полипептидных молекул при выравнивании информации последовательности с примене-

нием общедоступных компьютерных программ. В альтернативном варианте степень гомологии можно 

определить путем гибридизации полинуклеотидов в условиях, которые образуют стабильные дуплексы 

между гомологичными областями, с последующим расщеплением одноцепочечной специфической нук-

леазой(ами) и определением размера расщепленных фрагментов. Две полинуклеотидные или две поли-

пептидные последовательности являются "по существу гомологичными" одна с другой, если после оп-

тимального выравнивания с соответствующими вставками или делециями по меньшей мере около 80%, 

по меньшей мере около 85%, по меньшей мере около 90% и по меньшей мере около 95% нуклеотидов 

или аминокислот соответственно совпадают по длине молекул, что определяется с помощью вышеопи-

санных способов. 

"Процент идентичности последовательности" по отношению к эталонной последовательности по-

липептидов или нуклеиновых кислот определяется как процентное содержание аминокислотных остат-

ков или нуклеотидов в кандидатной последовательности, идентичных аминокислотным остаткам или 

нуклеотидам в эталонной последовательности полипептидов или нуклеиновых кислот после выравнива-

ния последовательностей и, при необходимости, введения разрывов с целью достижения максимальной 

процентной идентичности последовательности. Выравнивание для целей определения процентной иден-

тичности последовательностей аминокислот или нуклеиновых кислот можно осуществить различными 

способами, известными специалистам в данной области техники, например используя общедоступное 

компьютерное программное обеспечение, включая программное обеспечение BLAST, BLAST-2, ALIGN 

или Megalign (DNASTAR). 

В данном контексте термин "полинуклеотид" или "нуклеиновая кислота" относится к полимерной 

форме нуклеотидов любой длины, либо рибонуклеотидов, либо дезоксирибонуклеотидов. Таким обра-
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зом, этот термин включает, но не ограничиваясь этим, одно-, двух- или многоцепочечную ДНК или РНК, 

геномную ДНК, кДНК, гибриды ДНК-РНК или полимер, содержащий пуриновые и пиримидиновые ос-

нования, или другие природные, химически или биохимически модифицированные, неприродные или 

дериватизированные нуклеотидные основания. 

Термин "гетерологичный" или "экзогенный" описывает объект, полученный из объекта, генотипи-

чески отличного от остальной части объекта, с которой объект сравнивают или в которую объект вводят 

или включают. Например, полинуклеотид, вводимый с помощью методов генной инженерии в другой 

тип клеток, является гетерологичным полинуклеотидом (и, если он экспрессируется, может кодировать 

гетерологичный полипептид). Аналогичным образом, клеточная последовательность (например, ген или 

его часть), которая включена в вирусный вектор, является гетерологичной нуклеотидной последователь-

ностью по отношению к вектору. 

Необходимо понимать и ожидать, что специалисты в данной области техники могут осуществить 

изменения в принципах изобретения, описанных в данном документе, при этом предполагается, что та-

кие изменения должны быть включены в объем данного изобретения. Следующие примеры дополни-

тельно иллюстрируют изобретение и не должны рассматриваться как ограничивающие объем данного 

изобретения каким-либо образом. Все источники, цитируемые в данном документе, включены в данный 

документ в полном объеме посредством ссылок. 

Примеры 

Пример 1. Влияние силы участка сплайсинга на экспрессию регулируемых генов. 

Экспериментальные методики. 

Конструкции плазмид: Luci-BsaI-акцептор: Фрагмент ДНК, содержащий промотор CMV, высвобо-

ждали из вектора PVG-CMV-eGFP-W (Гарвардский университет) с помощью рестрикционных фермен-

тов SpeI и NotI и клонировали этот фрагмент в вектор pHDM-G (Гарвардский университет), расщеплен-

ный с помощью ферментов SpeI и NotI. Фрагмент, содержащий последовательность SV40 Ori в получен-

ном векторе, удаляли путем расщепления с помощью ферментов BsmI и BstXI, удаляя 3'-нависающий 

конец и лигируя. Последующий вектор подвергали сайт-направленному мутагенезу (Agilent) для удале-

ния участка BsaI в гене AmpR. Полученный вектор затем расщепляли с помощью ферментов NotI и 

BamHI и лигировали с фрагментом, содержащим участки NotI-BsaI-BamHI, для получения конечного 

Luci-BsaI-акцепторного вектора. pHDM-G применяли в качестве матрицы для интрона 2 бета-глобина 

человека ("IVS2∆"), содержащего делецию средней части, не являющейся основной для сплайсинга (см. 

табл. 5, SEQ ID NO: 1). pGL3-промотор (Promega) применяли в качестве матрицы для гена люциферазы 

светлячков. 

Конструкция 8: Ген люциферазы амплифицировали с помощью ПЦР с применением праймеров 

Luc-For-BsaI и Luci-Rev-BsaI. Продукты ПЦР-расщепляли с помощью BsaI и клонировали в BsaI-

расщепленный Luci-BsaI-акцепторный вектор. Конструкции сплайсинга 1-7 (Con 1-7, SEQ ID NO: 1-7), 

экспрессирующие ген люциферазы, вставленный в интрон IVS2∆, который имеет разные участки 5'ss и 

3'ss на каждом конце интронной последовательности, получали путем лигирования 3 BsaI-расщепленных 

продуктов ПЦР с BsaI-расщепленным Luci-BsaI-акцептором. pGL3-промоторный вектор применяли в 

качестве матрицы люциферазы, a pHDM-G применяли в качестве матрицы для IVS2∆. Праймерные пары, 

применяемые для амплификации фрагментов ПЦР для Con 1-7, были следующими: 

Con 1: Luci-For-BsaI/Luci-Splice-Rev_1, IVS2-BsaI-For/IVS2-BsaI-Rev_1 и Luci-Splice-For_1/Luci-

Rev-BsaI; 

Con 2: Luci-For-BsaI/Luci-Splice-Rev_2, IVS2-BsaI-For/IVS2-BsaI-Rev_2, и Luci-Splice-For_2/Luci-

Rev-BsaI; 

Con 3: Luci-For-BsaI/Luci-Splice-Rev_3, IVS2-BsaI-For/IVS2-BsaI-Rev_3, и Luci-Splice-For_3/Luci-

Rev-BsaI; 

Con 4: Luci-For-BsaI/Luci-Splice-Rev_4, IVS2-BsaI-For/IVS2-BsaI-Rev_1, и Luci-Splice-For_4/Luci-

Rev-BsaI; 

Con 5: Luci-For-BsaI/Luci-Splice-Rev_1, IVS2-BsaI-For/IVS2-BsaI-Rev_1 и Luci-Splice-For_5/Luci-

Rev-BsaI; 

Con 6: Luci-For-BsaI/Luci-Splice-Rev_1, IVS2-BsaI-For/IVS2-BsaI-Rev_1 и Luci-Splice-For61/Luci-

Rev-BsaI; 

Con 7: Luci-For-BsaI/Luci-Splice-Rev_1, IVS2-BsaI-For/IVS2-BsaI-Rev_1 и Luci-Splice-For71/Luci-

Rev-BsaI. 

Все конструкции были проверены секвенированием ДНК. 
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Таблица 1 

Участки сплайсинга в конструкциях сплайсинга (Con 1-7).  

Границы интрона/экзона отмечены || 

 
Трансфицирование: Клетки HEK 293 в количестве 3,5×10

4
 высевали на 96-луночный планшет с 

плоским дном лунок за день до трансфицирования. Плазмидную ДНК (500 нг) добавляли в пробирку или 

на 96-луночный планшет с U-подобным дном лунок. Отдельно добавляли реагент TransIT-293 (Mirus,  

1,4 мкл) в 50 мкл среды Optimem I (Life Technologies) и оставляли на 5 мин при комнатной температуре 

(КТ). Затем 50 мкл этого разбавленного трансфекционного реагента добавляли к ДНК, перемешивали и 

инкубировали при комнатной температуре ("КТ") в течение 20 мин. Наконец, 7 мкл этого раствора до-

бавляли в лунку к клеткам в 96-луночном планшете. 

Анализ культивируемых клеток с применением люциферазы светлячков: Через 24 ч после замены 

среды планшеты извлекали из инкубатора и уравновешивали до КТ в течение нескольких минут на лабо-

раторном столе, а затем аспирировали. Добавляли буфер Glo-lysis (Promega, 100 мкл, КТ) и оставляли 

планшеты при КТ в течение по меньшей мере 5 мин. Затем содержимое лунки смешивали с 50 мкл путем 

измельчения до порошкообразного состояния и 20 мкл каждого образца смешивали с 20 мкл реагента 

bright-glo (Promega), который разбавляли до 10% в буфере glo-lysis. 96 лунок размещали на непрозрачном 

белом 384-луночном планшете. После 5-минутной инкубации при КТ измеряли уровень люминесценции 

с помощью устройства Тесап с временем считывания 500 мс. Активность люциферазы выражали как 

среднюю относительная световая единица (RLU) ± С. О. 

Результаты. 

Чтобы сконструировать платформу для регулирования гена на основе сплайсинга, сначала проана-

лизировали (i) эффект вставки интрона в кодирующую последовательность (CDS) представляющего ин-

терес гена, в этом случае гена люциферазы светлячков (фиг. 1а), и (ii) эффекты различных участков 5'ss и 

3 'ss на экспрессию генов. С целью оценки эффективности сплайсинга усеченный интрон 2 бета-глобина 

человека (IVS2∆) с различными участками 5'ss и 3'ss на каждом конце вставляли в кодирующую после-

довательность гена люциферазы светлячков. Конструкция Con 8 не содержит интрона IVS2∆, a Con 1 

(SEQ ID NO: 1) имеет IVS2∆ с его исходными последовательностями IVS2 5 'и 3'ss. Конструкции от Con 

2 до Con 7 (SEQ ID No.: 2-7) имеют IVS2∆ с различными последовательностями 5' и 3'ss, перечисленны-

ми в табл. 1. Как проиллюстрировано на фиг. 1b, вставка IVS2∆ с нативными участками сплайсинга IVS2 

в ген люциферазы не влияла на экспрессию гена (сравните Con 1 и Con 8). Однако замена участков 

сплайсинга IVS2 в IVS2∆ последовательностями участков сплайсинга, имеющих различную силу, значи-

тельно снижала экспрессию люциферазы. Как проиллюстрировано на фиг. 1b, Con 2 и Con 3 с изменен-

ными участками 5'ss имеют уровни экспрессии, аналогичные уровням Con 1 и Con 8, однако изменения 

5'ss в Con 4 и изменения 3'ss в конструкциях от Con 5 до Con 7 значительно снижали экспрессию люци-

феразы (ср. конструкции от Con 4 до Con 7 с конструкцией Con 8). Таким образом, различия в участках 

сплайсинга влияют на экспрессию целевого гена. Con 1 применяли для дальнейшего изучения. 

Пример 2. Кассета "интрон-экзон-интрон" и влияние цис-элементов на сплайсинг при модулирую-

щей экспрессии целевого гена. 

Экспериментальные методики. 

Предполагаемые последовательности экзонного энхансера сплайсинга (ESE) были спрогнозирова-

ны с помощью ESE finder 3.0. Синтезировали (IDT) экзон 2 человеческой дигидрофолатредуктазы 

(DHFR) дикого типа с интронными фланкирующими последовательностями либо с нативным 5'ss 

(DHFR-wt; (табл. 2); SEQ ID NO: 47), либо с нативным 5'ss с четырьмя нуклеотидами, мутированными до 

С (DHFR-wt5ssC (табл. 2); SEQ ID NO: 48), 5'ss-последовательностями из Con 1 (DHFR-Con 15ss; табл. 2 

SEQ ID NO: 49) или Con4 (DHFR-Con45ss, SEQ ID NO: 50). С целью оценки влияния последовательно-

стей ESE и экзонного супрессора сплайсинга (ESS) в экзоне 2 DHFR синтезировали различные мутанты 

экзона 2 DHFR (перечисленные в табл. 2). 

Все эти различные последовательности экзона 2 DHFR клонировали в приблизительный центр ин-

трона IVS2∆ в конструкции Con 1, применяя стратегию клонирования Golden Gate (NEB). 
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Конструкции проверяли секвенированием ДНК (Genewiz). ДНК трансфицировали в клетки HEK 

293 и анализировали на активность люциферазы, как описано в примере 1. 

Таблица 2 

Экзон 2 DHFR, содержащий модифицированные регуляторные  

последовательности сплайсинга. Подчеркнутая последовательность  

означает модифицированные регуляторные последовательности сплайсинга  

в экзоне 2 DHFR 

 

 
Результаты. 

Экзон 2 человеческой DHFR дикого типа и примыкающие интронные последовательности  

(SEQ ID NO: 8) вставляли в приблизительный центр интрона IVS2∆ в конструкции Con 1. Эта конфигу-

рация генерирует платформу, в которой экзогенный экзон в интронной последовательности целевого 

гена может функционировать как альтернативный экзон, который обеспечивает возможность регулиро-

вания экспрессии целевого гена посредством модулирования сплайсинга альтернативного экзона. В этой 

конфигурации (фиг. 2а) предположительно возникают явления сплайсинга между 5'-частью целевого 

гена и экзоном DHFR, а также между экзоном DHFR и 3'-частью целевого гена, что приводит к включе-

нию экзона DHFR в мРНК целевого гена. В силу того, что альтернативный экзон DHFR содержит внут-

рирамочный преждевременный стоп-кодон, когда экзон DHFR включен в мРНК, уровень экспрессию 

гена люциферазы в этих случаях снижается. Однако, когда участок 5'ss альтернативного экзона DHFR 

(т.е. участок донора сплайсинга на 5'-конце 3'-интрона) мутирован или недоступен, что предотвращает 

сплайсинг на этом участке, экзон DHFR исключается из мРНК, мРНК эффективно транслируется, а бе-

лок целевого гена экспрессируется (фиг. 2а). 

На первом этапе проанализировали сплайсинг экзона 2 DHFR с его неизменными нативными цис-

элементами, а также различными другими версиями, в которых последовательности 5'ss были либо уси-

лены, либо ослаблены. Вставка экзона DHFR с нативными 5'ss и 3'ss (SEQ ID NO: 8) в интронную после-

довательность в Con 1 для создания DHFR_wt, значительно снижала экспрессию люциферазы по сравне-

нию с Con1, которая не содержит альтернативного экзона DHFR. Уровень экспрессии в конструкции 

DHFR_wt в 116 раз ниже, чем в Con 1 (фиг. 2b). 

Когда 5'ss экзона DHFR мутирован до нефункциональной последовательности (DHFR_wt5ssC;  

SEQ ID NO: 48), включение экзона DHFR блокируется и экспрессия люциферазы восстанавливается до 

уровня Con 1 (фиг. 2aII, 2b, 2c) 

Если участок 5'ss экзона DHFR заменяют более сильным участком 5'ss, в этом случае 5'ss из Con 1 

(DHFR_Con1 5ss; SEQ ID NO: 49), включение экзона DHFR повышается, что приводит к 545-кратному 

снижению уровня экспрессии гена люциферазы по сравнению с Con 1 (фиг. 2b). Однако, при применении 

слабого участка 5'ss из Con 4 (DHFR_Con4 5ss; SEQ ID NO: 50) экзон DHFR не включается и уровень 

экспрессии люциферазы повышается (фиг. 2b). 

Элементы экзонного энхансера сплайсинга (ESE) или экзонного супрессора сплайсинга (ESS) иг-

рают решающую роль в процессе сплайсинга, а их функции часто являются контекстно-зависимыми. 

Проанализировано влияние предполагаемых регуляторных последовательностей сплайсинга, располо-

женных в экзоне DHFR. Когда предполагаемый энхансер сплайсинга, участок связывания SRp40, распо-

ложенный в экзоне DHFR, подвергали мутации (табл. 2, DHFR_mtSRp40; SEQ ID NO: 51), включение 

экзона DHFR существенно повышалось, что приводило к снижению уровня экспрессии люциферазы в 

2982 раза по сравнению с Con 1 (фиг. 2с, DHFR_wt и DHFR_mtSRp40). 

При применении другого энхансера сплайсинга, когда участок связывания SC35 в экзоне DHFR 

(спрогнозированный с помощью ESEfinder) подвергали мутации с получением в результате более силь-

ной последовательности, связывающей SC35 (табл. 2, DHFR_StrSC35; SEQ ID NO52), включение экзона 

DHFR повышалось, уменьшая экспрессию люциферазы в 139 раз по сравнению с Con1 (фиг. 2с, 

DHFR_wtStrSC35). Это уменьшение было немного больше, чем наблюдаемое в конструкции, содержа-

щей нативный экзон DHFR (DHFR_wt фиг. 2b) 

При применении энхансера сплайсинга, когда участок связывания SC35 подвергали мутации с по-

лучением в результате ингибитора сплайсинга (участок связывания hnRNP A1) (табл. 2, 

DHFR_wtSC35hnRNPA1; SEQ ID NO53) включение экзона DHFR было менее эффективным, что приво-

дило к повышению уровня экспрессии люциферазы (фиг. 2с, DHFR_wt и DHFR_wtSC35hnRNPA1). 

Была создана кассета "интрон-экзон-интрон", в которой экспрессия целевого гена, в данном случае 

люциферазы, может быть включена или выключена в зависимости от включения или исключения аль-
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тернативного экзона, в этом случае альтернативного экзона DHFR, содержащего внутрирамочный стоп-

кодон. Процесс сплайсинга, который приводит к включению альтернативного экзона, снижает уровень 

экспрессии генов, при том что уровень экспрессии генов возрастает, когда сплайсинг исключает альтер-

нативный экзон. Сила или ослабление участков 5'ss альтернативных экзонов, а также последовательно-

сти в экзоне, которые модулируют сплайсинг, изменяют уровень целевой экспрессии посредством их 

влияния на включение или исключение экзогенного экзона. 

Пример 3. Влияние шпилькообразной структуры на участке сплайсинга 5' альтернативного экзона 

на регулирование экспрессии целевого гена. 

Экспериментальные методики. 

Синтезировали (IDT) последовательности, содержащие экзон 2 DHFR с нативными 3'- и 5'ss-

последовательностями, в которых 5'ss были встроены в шпилькообразную структуру и клонированы в 

указанный вектор с применением стратегии клонирования Golden Gate (NEB). Конструкции трансфици-

ровали в клетки HEK 293 и анализировали на активность люциферазы, как описано в примере 1. 

Результаты. 

Авторы изобретения анализировали, может ли включение участка 5'ss экзона DHFR в структуру 

стебля шпильки повлиять на сплайсинг и включение альтернативного экзона DHFR и таким образом из-

менить экспрессию целевого гена (см. фиг. 3a). 

Включение альтернативного экзона DHFR с последовательностями участка сплайсинга 5' конструк-

ции Con 1 (DHFR_Con15ss; SEQ ID NO: 49) блокировало экспрессию люциферазы по сравнению с Con 1 

(фиг. 3c, DHFR_Con15ss). Шпилькообразная структура из 15 пар оснований (п.о.), встроенная во всю 

последовательность участка 5'ss, была сконструирована в DHFR_Con 15ss для создания DHFR_Con 

15ss_HP15 (SEQ ID NO: 54) (фиг. 3a). Наличие шпилькообразной структуры из 15 п.о. полностью восста-

навливает экспрессию люциферазы до уровня Con 1, свидетельствуя о том, что шпилька блокирует дос-

тупность участка 5'ss и тем самым препятствует включению альтернативного экзона DHFR. (фиг. 3с, Con 

1, DHFR_Con15ss и DHFR_Con15ss_HP15). 

Напротив, шпилька из 15 п.о. со "сломанным стеблем" (фиг. 3b, Con15ss_15HPx; SEQ ID NO: 55) не 

имела возможности восстанавливать экспрессию люциферазы (фиг. 3c, DHFR_Con15ss_HP15x), указы-

вая на то, что неповрежденный стебель является важным компонентом вторичной структуры РНК, регу-

лирующей доступность 5'-участка сплайсинга, и тем самым определяет включение или исключение аль-

тернативного экзона. 

Аналогичные эксперименты проводили с применением конструкции, содержащей экзон DHFR с 

мутантным участком связывания SRp40, который усиливал эффективность сплайсинга 

(DHFR_wtmtSRp40, см. Пример 2). Встраивание 5'ss в шпильку восстанавливало экспрессию люцифера-

зы, тогда как нарушение шпильки блокировало экспрессию люциферазы (фиг. 3c, DHFR_wtmtSRp40, 

DHFR_wtmtSRp40_НР15 и DHFR_wtmtSRp40_HP15x). 

Таким образом, встраивание участка 5'ss альтернативного экзона в шпилькообразную структуру 

может восстанавливать экспрессию целевого гена, блокируя доступность указанного участка 5'ss и тем 

самым предотвращая включение альтернативного экзона в мРНК, что позволяет экспрессироваться белку 

целевого гена. Создана платформа для экспрессии генов, в которой экспрессию белка целевого гена 

можно модулировать путем изменения доступности участка 5'ss экзогенного альтернативного экзона 

посредством вторичной структуры РНК. 

Конструкцию DHFR_wtmtSRp40 (SEQ ID NO: 58) (далее обозначаемую как "mtDHFR") применяли 

для дальнейшего исследования рибосвитча. 

Пример 4. Применение теофиллинового аптамера для регулирования экспрессии целевого гена по-

средством альтернативного сплайсинга. 

Экспериментальные методики. 

DHFR-акцепторный вектор сконструировали для облегчения клонирования последовательности ап-

тамеров, прикрепленной к стеблям шпильки разной длины. Последовательность применяемого теофил-

линового аптамера была следующей: ggcgatacCAGCCGAAAGGCCCTTGgcagcgtc (SEQ ID NO: 9). 

Олигонуклеотиды теофиллинового аптамера ("олиго") с 4 нуклеотидным выступом на 5'-конце син-

тезировали (IDT), "отжигали" и лигировали с BsaI-расщепленным DHFR-акцепторным вектором. Клетки 

HEK 293 трансфицировали с репортерными конструкциями люциферазы с помощью регуляторной кас-

сеты, содержащей теофиллиновый аптамер, как описано в примере 1. Через 4 ч после трансфицирования 

среду отсасывали и добавляли новую среду с 3 мМ теофиллина или без него, при этом люциферазу ана-

лизировали через 20-24 ч после воздействия теофиллином. Кратность индукции выражали как показатель 

активности люциферазы, полученный при наличии соединения "аптамер/лиганд", деленный на значение, 

полученное в отсутствие соединения "аптамер/лиганд". Уровень активности люциферазы выражали в 

процентах от уровня активности люциферазы (называемой максимальной экспрессией), продуцируемого 

конструкцией Con1, которая не содержит интрона IVS2∆ в CDS гена люциферазы. 

Результаты. 

С целью регулирования доступности 5'-участка сплайсинга альтернативного экзона, содержащего 

стоп-кодон, и тем самым осуществления регулирования экспрессии белков целевого гена, последова-
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тельности аптамеров прикрепляли к стеблю шпилькообразной структуры, которая встраивает интронную 

часть участка 5'ss DHFR и его комплементарную последовательность. В этой конфигурации введение 

аптамерных последовательностей нарушает образование стебля шпильки, оставляя доступным участок 

5'ss DHFR, что приводит к включению альтернативного экзона DHFR и предотвращению экспрессии 

белка целевого гена (фиг. 4а). Когда происходит связывание "аптамер/лиганд", как показано на фиг. 4b, 

конформационное изменение в аптамере, вызванное связыванием лиганда, объединяет 5'ss DHFR и его 

комплементарную последовательность для стабильного образования стебля, таким образом скрывая 5'ss 

DHFR и приводя к исключению экзона DHFR и экспрессии белка целевого гена. 

Теофиллиновый аптамер анализировали путем связывания нижнего стебля теофиллинового апта-

мера непосредственно со стеблем шпильки (фиг. 4с, DHFR_Theo1). Если стебель слишком длинный, он 

может образовывать стабильную структуру в отсутствие связывания "аптамер/лиганд", а если стебель 

слишком короткий, он никогда не сможет образовать стабильный стебель, даже при наличии лиганда. 

Следовательно, длина стебля должна быть оптимизирована таким образом, чтобы стабильная вторичная 

структура формировалась только при связывании "аптамер/лиганд". С целью определения оптимальной 

длины стебля, которая даст возможность образовать стебель при наличии, но не отсутствие лиганда, 

осуществили ряд конструкций, в которых клонированный теофиллиновый аптамер клонировали в 

mtDHFR (описанный в примере 2, табл. 2) и провели последовательные усечения стебля. Фиг. 4с иллю-

стрирует четыре конструкции с последовательным усечением стебля. 

Фиг. 4d иллюстрирует экспрессию люциферазы в конструкциях с последовательным усечением 

стебля при наличии и в отсутствие теофиллина. В конструкциях от Theo 1 до Theo 12 с длиной стебля от 

20 до 9 п.о. стебель шпильки имел достаточную длину, чтобы сформировать устойчивую вторичную 

структуру даже в отсутствие связывания "аптамер/лиганд". Таким образом, экспрессия люциферазы на-

блюдается на уровнях, подобных Con 1, как в отсутствие, так и при наличии тиофиллина. 

В конструкции DHFR_Theo13 в отсутствие теофиллина экспрессия люциферазы подавляется. Это 

свидетельствует о доступности участка 5'ss экзона mtDHFR, что приводит к включению альтернативного 

экзона DHFR и подавлению экспрессии генов. Однако при наличии теофиллина экспрессия люциферазы 

"включалась", что приводило к 43-кратной индукции по сравнению с уровнем экспрессии без теофилли-

на, и при этом уровень экспрессии составлял 56% от уровня экспрессии люциферазы, наблюдаемого при 

применении контрольного вектора Con1. Таким образом, сконструирован "рибосвитч для включения" у 

млекопитающих, который включает экспрессию белка целевого гена при наличии соединения "апта-

мер/лиганд", в данном случае с применением теофиллинового аптамера. 

Пример 5. Применение xpt-гуанинового аптамера для регулирования экспрессии целевого гена по-

средством альтернативного сплайсинга. 

Экспериментальные методики. 

Xpt-гуаниновый аптамер со следующей последовательностью: cactcatataatCGCGTGGATATGG-

CACGCAAGTTTCTACCGGGCACCGTAAATGTCcgactatgggtg (SEQ ID NO: 10) применяли для создания 

рибосвитча. Олигонуклеотиды, содержащие последовательность гуанинового аптамера и стебля шпиль-

ки с 4 нуклеотидным выступом на 5'-конце, синтезировали (IDT), "отжигали" и лигировали с  

BsaI-расщепленным DHFR-акцепторным вектором. Клетки HEK 293 трансфицировали, как описано в 

примере 1. Через 4 ч после трансфицирования среду отсасывали и добавляли новую среду с 500 мкМ 

гуанина или без него. Экспрессию люциферазы анализировали через 20-24 ч после обработки гуанином, 

как описано в Примерах 1 и 4. HepG2, AML12, RD и С2С12 (АТСС) культивировали согласно протоколу, 

рекомендованному АТСС. Кассету "интрон-экзон-интрон", содержащую рибосвитч xpt-G17  

(SEQ ID NO: 15), вводили в лидерные пептидные последовательности гена антитела анти-KDR и в уча-

сток StuI в ген эритропоэтина мыши согласно стратегии клонирования Gibson (NEB). Конструкции, со-

держащие эритропоэтин (Еро) мыши или антитело анти-KDR, трансфицировали в клетки HEK 293. Через 

4 ч после трансфицирования среду отсасывали и добавляли новую среду с 500 мкМ гуанина или без него. 

Супернатанты подвергали анализу ELISA для продуцирования либо антитела анти-KDR, либо продуци-

рования Еро мыши (R&D Systems). 

Результаты. 

Применение дополнительных аптамеров/лигандов для контроля экспрессии целевого гена с помо-

щью аптамер-опосредованного модулирования альтернативного сплайсинга изучали путем присоедине-

ния xpt-гуанинового аптамера, полученного из Bacillus subtilis, через стебель Р1 к стеблю шпильки  

(фиг. 5а, DHFR_G1). Подобно примеру 4, сконструировали 18 конструкций путем последовательного 

усечения соединительного стебля (фиг. 5а и 5b, от G1 до G18 DHFR, также обозначаемого как "от xpt-G1 

до G18", содержащего регуляторные кассеты) для получения оптимальной длины стебля шпильки вместе 

с гуаниновым аптамером, что дает возможность для осуществления взаимодействия соединения "апта-

мер/лиганд" с доступным участком 5'ss и процессом сплайсинга экзонов. Как проиллюстрировано на 

фиг. 5b, в конструкциях от DHFR-G1 до G13 с длиной стебля от 24 до 12 п.о. экспрессия люциферазы не 

зависит от вставки альтернативного экзона DHFR и xpt-гуанинового аптамера при наличии или отсутст-

вии соединения "аптамер/лиганд", в данном случае с применением гуанинового аптамера. Из этого мож-

но сделать вывод, что длина стебля является достаточной для образования стабильной структуры как в 



037120 

- 20 - 

отсутствие, так и при наличии лиганда, что предотвращает включение альтернативного экзона в мРНК. 

Однако в конструкциях от DHFR_G14 до DHFR_G18 экспрессия люциферазы подавлялась в отсутствие 

добавленного гуанина. При добавлении 1 мкМ гуанина экспрессия люциферазы в этих конструкциях 

индуцировалась (фиг. 5b). 

Дополнительная строгая валидация конструкций от G11 до G18 снова продемонстрировала четкую 

регуляцию экспрессии люциферазы при воздействии гуанином (фиг. 5с). Конструкция DHFR_G17, со-

держащая xpt-G17 (SEQ ID NO: 15) (фиг. 5а) демонстрировала 2000-кратную индукцию экспрессии, со-

ставляющую около 65% от уровня экспрессии люциферазы в конструкции Con1 (называемого уровнем 

максимальной экспрессии). Такой высокий динамический диапазон индукции является результатом ак-

тивации экспрессии с очень низкого неиндуцированного исходного уровня в отсутствие лиганда. Конст-

рукция DHFR_G16 (фиг. 5а) демонстрировала приблизительно 800-кратную индукцию по сравнению с 

исходным уровнем неиндуцированной экспрессии с достижением уровня, составляющего 83% макси-

мальной экспрессии (фиг. 5с и 5d). Кроме того, конструкции DHFR_G14 и G15 демонстрировали практи-

чески 100% уровень максимальной экспрессии с более низким показателем кратности индукции из-за 

более высокого исходного уровня неиндуцированной экспрессии люциферазы. 

С целью оценки общей функциональности и применимости синтетического рибосвитча в кассете 

"интрон-экзон-интрон" трансфицировали конструкцию, содержащую xpt-G17 (DHFR_G17), во множест-

во клеточных линий человека и мыши. В этих различных клеточных линиях обработка гуанином обу-

словливала значительную индукцию экспрессии генов, более чем 500-кратную индукцию в клетках 

HepG2 с более низким показателем кратности индукции в других клеточных линиях (фиг. 5е). Разные 

показатели кратности индукции в различных клеточных линиях могут отражать различия в эффективно-

сти трансфицирования, а также в профиле экспрессии специфического к определенному типу клеток ре-

гулятора сплайсинга. Кроме того, ген люциферазы с регуляторной кассетой, содержащей рибосвитч  

xpt-G17 (DHFR_G17), демонстрировал аналогичный уровень индукции при трансфицировании на основу 

AAV (фиг. 5f), что свидетельствует о том, что регуляторный эффект гена не зависит от основы вектора. 

В дополнение к регулированию гена, люциферазы регуляторную кассету, содержащую xpt-G17, 

также оценивали при регулировании секретируемых белков, антитела анти-KDR и эритропоэтина (Еро). 

Регуляторную кассету, содержащую xpt-G17, вставляли в кодирующую последовательность антитела 

анти-KDR и эритропоэтина. Как проиллюстрировано на фиг. 5g и 5h, обработка гуанином обусловливала 

80-кратную индукцию при продуцировании антител анти-KDR и 140-кратную индукцию при продуци-

ровании Еро по сравнению с продуцированием каждой молекулы из клеток в отсутствие лиганда. 

Эти результаты демонстрируют общую функциональность и применимость для регулирования экс-

прессии белка потенциального терапевтического целевого гена, а также применение указанной кассеты 

для регулирования гена при AAV-опосредованной доставке гена. Таким образом, авторы изобретения 

сконструировали синтетический "рибосвитч включения" у млекопитающих, который способен "вклю-

чать" экспрессию белка целевого гена в ответ на наличие специфичного для аптамера лиганда в клетках 

млекопитающих. 

Пример 6. С целью регулирования экспрессии целевого гена посредством альтернативного сплай-

синга можно применять различные пуриновые аптамеры. 

Экспериментальные методики. 

В конструкциях рибосвитчей применяли следующие последовательности аптамеров, перечислен-

ные в табл. 3. 

Таблица 3 

 
Результаты. 

С целью анализа дополнительных аптамеров в нашей системе для регулирования генов, авторы 

изобретения применяли ту же стратегию и способ, которые описаны в предыдущих примерах, и создава-
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ли множество реагирующих на гуанин и аденин рибосвитчей, путем связывания различных гуаниновых 

и адениновых аптамеров с кассетой "интрон-mtDHFR-интрон" (фиг. 6a). Гуаниновые рибосвитчи, кото-

рые были проанализированы, эффективно регулировали экспрессию гена люциферазы в ответ на гуанин 

(фиг. 6b). Кроме того, авторы изобретения обнаружили, что эти гуаниновые рибосвитчи регулировали 

экспрессию целевого гена в ответ не только на гуанин (фиг. 6b), но и на гуанозин (фиг. 6c) и 2' деокси-

гуанозин (2'dG) (фиг. 6d). 

Авторы изобретения сконструировали ряд адениновых рибосвитчей (фиг. 6a), а также продемонст-

рировали функциональность регулирования гена (фиг. 6e). 

Различия в регуляции экспрессии генов различными анализируемыми конструкциями, содержащи-

ми аптамер, могут отражать различия в аффинности связывания "аптамер/лиганд", а также различия во 

вторичной структуре аптамера, которые могут влиять на доступность участка 5'ss, включение альтерна-

тивного экзона и, следовательно, экспрессию целевого гена. Кассету "интрон-экзон-интрон" для регули-

рования гена можно оптимизировать путем изменения последовательности аптамеров для достижения 

желаемого уровня регулирования гена. 

Пример 7. Состояние "включения/выключения" экспрессии целевого гена, регулируемое гуанино-

вым рибосвитчем у млекопитающего. 

Экспериментальные методики. 

Кассету "интрон-mtDHFR-аптамер-интрон" амплифицировали методом ПЦР и клонировали с при-

менением стратегии клонирования Golden Gate (NEB) в вектор pEGFP-C1. С целью получения клеточной 

линии, стабильно экспрессирующей EGFP с помощью рибосвитча, клетки HEK-293 электропорировали с 

применением 20 нг плазмидной ДНК. Спустя 48 ч после электропорации культуру клеток отбирали с 

помощью 800 мкг/мл G418 в течение 2 недель с целью получения клеток, которые стабильно экспресси-

руют кассету. Клетки трипсинизировали, а суспензию клеток подвергали проточному цитометрическому 

анализу интенсивности флуоресценции GFP с помощью устройства Guava EasyCyte 8HT. Полученные 

данные анализировали с использованием программного обеспечения GuavaSoft 2.2.2. 

Результаты. 

Чтобы еще раз продемонстрировать, что экспрессия целевого гена, содержащего разработанную ре-

гуляторную кассету "интрон-экзон-интрон", может регулироваться посредством воздействия лиганда, 

специфичного к аптамеру, содержащемуся внутри рибосвитча, кассету "интрон-mtDHFR-интрон", со-

держащую рибосвитч xpt-G17 (SEQ ID NO: 15) вводили в ген EGFP и стабильно трансфицировали клет-

ки HEK 293. При наличии гуанина экспрессия EGFP "включалась" (фиг. 7а). Флуоресценция определя-

лась уже через 6 ч после обработки гуанином и увеличивалась в течение 3 дней обработки гуанином, 

достигая 300-кратной индукции по сравнению с необработанными клетками (фиг. 7b), что свидетельст-

вует о "включенном" состоянии экспрессии целевого гена при наличии соединения "аптамер/лиганд". 

Когда гуанин извлекали из среды для культивирования клеток, уровень экспрессии EGFP снижался, ука-

зывая на "выключенное" состояние экспрессии целевого гена в отсутствие лиганда, специфического для 

аптамера (фиг. 7b). Таким образом, авторы изобретения создали платформу для регулирования генов, 

состоящую из кассеты "интрон-экзон-интрон", содержащей синтетический рибосвитч, с помощью кото-

рого регулируется экспрессия в целевых генах клеток млекопитающих, посредством наличия или отсут-

ствия лиганда, специфического для аптамера. 

Пример 8. Влияние множества регуляторных кассет на регулирование экспрессии целевого гена. 

Экспериментальные методики. 

Конструкции были созданы с применением стратегии клонирования Golden Gate (NEB). Клетки 

HEK 293 трансфицировали указанными конструкциями, обрабатывали 500 мкМ гуанина или 1 мМ гуа-

нозина (Sigma) через 4 ч после трансфицирования. Активность люциферазы анализировали, как описано 

в примере 5. 

Результаты. 

Конструкция с xpt-G15 (SEQ ID NO: 46), содержащая регуляторную кассету (DHFR G15, Пример 5), 

продемонстрировала 60-кратную индукцию экспрессии люциферазы в ответ на обработку гуанином по 

сравнению с исходным уровнем неиндуцированной экспрессии и достигла почти 100% уровня экспрес-

сии люциферазы, наблюдаемого при применении конструкции Con 1 (фиг. 8а). Это полезная функция 

при регулировании терапевтического белка, который необходим в высоких уровнях. 

В отличие от этого, конструкция с регуляторной кассетой, содержащей xpt-G17 (DHFR G17), харак-

теризовалась значительно более высоким показателем кратности индукции, составляющим 2181 раз, 

обусловленным более низким исходным уровнем неиндуцированной экспрессии, но имела значительно 

меньший максимальный уровень экспрессии при индукции по сравнению с конструкцией Con1 (фиг. 8а). 

Для того чтобы проанализировать, смогут ли две копии регуляторной кассеты, содержащей xpt-G15 

(двойной xpt-G15; SEQ ID NO: 64) снизить исходные уровни экспрессии без ущерба для максимального 

уровня экспрессии люциферазы при индукции, две копии регуляторной кассеты, содержащей xpt-G15, 

встраивали в ген люциферазы, при этом каждую копию встраивали в другом месте последовательности 

гена. При наличии двух копий регуляторной кассеты, содержащей xpt-G15, исходный уровень неиндуци-

рованной экспрессии снижался, что приводило к значительно более высокому показателю кратности ин-
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дукции (от 60 до 1008 раз) без ущерба для максимального уровня экспрессии (фиг. 8а). 

Значение ЕС50 гуанина для кассеты с двойным xpt-G15 (двойной xpt-G15; SEQ ID NO: 64) регистри-

ровалось в 5 раз ниже значения ЕС50 гуанина для конструкции, содержащей одну копию более точной 

кассеты, содержащей xpt-G17 (43 мкМ против 206 мкМ), что повышает чувствительность реакции лиган-

да (фиг. 8а). 

Принцип двух копий менее точной регуляторной кассеты для повышения кратности индукции и 

экспрессии максимально индуцированного гена также применяли к гену EGFP. Как проиллюстрировано 

на фиг. 8b и 8с, согласно результатам регуляции люциферазы (фиг. 8а), одна копия регуляторной  

кассеты xpt-G15 в гене EGFP (EGFP-xpt-G15) генерировала более высокий исходный уровень неиндуци-

рованной экспрессии EGFP по сравнению с конструкцией, содержащей регуляторную кассету xpt-G17 

(EGFP-xpt-G17). Однако, когда две копии регуляторной кассеты xpt-G15 вставляли в ген EGFP в разных 

местах (двойной EGFP-xpt-G15), исходный уровень неиндуцированной экспрессии снижался до уровня 

EGFP-xpt-G17 с индуцированным уровнем EGFP даже в большей степени, чем при применении кон-

трольной конструкции Con1-EGFP (фиг. 8с). 

Кроме того, в ген люциферазы встраивали одну копию регуляторной кассеты, содержащей xpt-G17, 

и одну копию регуляторной кассеты, содержащей адениновый рибосвитч Ydhl-A5. Экспрессию люцифе-

разы индуцировали либо добавлением аденина (в 25 раз), либо добавлением гуанина (в 120 раз), однако 

значительно более высокий уровень индукции (до 2966 раз) получали при совместном применении аде-

нина и гуанина в максимальной концентрации каждого (фиг. 8d). Эти результаты демонстрируют мо-

дульный принцип функционирования рибосвитчей на основе альтернативного сплайсинга при регулиро-

вании экспрессии целевого гена. 

С целью снижения рекомбинации и упрощения изготовления вирусных векторов, содержащих две 

или более регуляторные кассеты, в одном целевом гене могут применяться регуляторные кассеты с раз-

личными интронными и экзоновыми последовательностями, которые могут содержать либо одинаковые, 

либо различные аптамеры, реагирующие на лиганд. 

Пример 9. Влияние размера и последовательности интрона на регулирование экспрессии целевого 

гена посредством аптамер-опосредованного альтернативного сплайсинга. 

Экспериментальные методики. 

Конструкцию Con1 применяли в качестве матрицы для ПЦР-амплификации интронных фрагментов, 

которые имеют делеции интронов, расположенных либо перед, либо после участка инициации транс-

крипции. Для создания конструкций, которые имеют одиночные делеции интрона, продукты ПЦР кло-

нировали в конструкции, содержащие рибосвитч xpt-G17, применяя стратегию клонирования Golden 

Gate (NEB). Для создания конструкций, которые имеют делеции интронов, расположенных и перед и 

после участка инициации транскрипции, фрагменты, высвобожденные с помощью EcoRI и BamHI из 

конструкций с одиночными делециями в последовательности интрона, расположенного после участка 

инициации транскрипции, клонировали в конструкции, расщепленные посредством EcoRI и BamHI, с 

одиночными делециями в последовательности интрона, расположенного перед участком инициации 

транскрипции. 

Результаты. 

Интроны содержат элементы, которые могут либо стимулировать (интронный энхансер сплайсинга, 

ISE), либо подавлять (интронный супрессор сплайсинга, ISS) сплайсинг экзонов. Из всех сконструиро-

ванных рибосвитчей, xpt-G17 продемонстрировал лучшую регулирующую способность как по показате-

лю кратности индукции, так и по уровню индуцированной экспрессии генов. С целью дальнейшей опти-

мизации системы авторы изобретения осуществили серию модификаций в последовательностях и длине 

интронов, а также на участках сплайсинга, используя рибосвитч xpt-G17 в кассете "интрон-экзон-

интрон". 

Сначала влияние модификации интрона анализировали путем введения одиночных делеции в по-

следовательности интрона, размещенного либо перед, либо после экзона mtDHFR (фиг. 9а, 9b). Создали 

16 конструкций (от xpt-G17-IR-1 до xpt-G17-IR-16) с рибосвитчем, содержащим xpt-G17 (последователь-

ности из 13 этих конструкций приведены в табл. 5, SEQ ID NO: 16-28). Затем делеции интонов, располо-

женных перед и после участка инициации транскрипции, объединяли для получения более крупных де-

леции интронов, как показано на фиг. 9с. Как проиллюстрировано на фиг. 9d и 9е, из 16 конструкций, 

выполненных с двумя делециями интрона (2IR), конструкции от 2IR-1 до 2IR-10 (SEQ ID NO: 29-38) 

продемонстрировали значительно более высокие показатели кратности индукции без ущерба для уровня 

индуцированной экспрессии люциферазы, при этом конструкция 2IR-3 характеризовалась наибольшим 

улучшением показателя кратности индукции (4744 раза). Кроме того, авторы изобретения также создали 

конструкции с мутантными участками 3'ss, расположенными перед экзоном mtDHFR, а также уменьши-

ли размер интрона, расположенного после экзона mtDHFR. Как проиллюстрировано на фиг. 9d и 9е (кон-

струкции от DHFR_3ssC_1 до DHFR_3ssC_5), эти модификации дополнительно улучшали показатель 

относительной кратности индукции, однако в этом случае наблюдалось снижение уровня индуцирован-

ной экспрессии (от 64 до 32% для 3ssC_3). 
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Эти результаты свидетельствуют о том, что характеристики регуляторной способности кассеты 

"интрон-экзон-аптамер-интрон" можно оптимизировать путем модификации интронных последователь-

ностей, граничащих с альтернативным экзоном, с целью достижения желаемого уровня регуляции генов. 

Пример 10. Применение множества природных, а также синтетических экзонов в кассете для регу-

лирования генов. 

Экспериментальные методики. 

Последовательности экзона 5 из мутантной человеческой опухоли Вильмса 1 (mutWT1-e5,  

SEQ ID NO: 61), экзона 6 SIRT1 (SIRT1-e6, SEQ ID NO: 62), экзона 16 или 17 кальций/калмодулин-

зависимой протеинкиназы II мыши (Camk2d-e16 or e17, SEQ ID NO: 59, 60) и синтетического экзона 

ENEEE (SEQ ID NO: 63) синтезировали (IDT) и клонировали в вектор DHFR-G17 вместо экзона DHFR с 

применением набора для клонирования Gibson (NEB). Плазмидную ДНК трансфицировали в клетки HEK 

293, обрабатывали 500 мкМ гуанина и проводили анализ люциферазы, как описано в примере 1. После-

довательности каждого экзона с 5'- и 3'-участками сплайсинга указаны с экзонными последовательно-

стями с помощью прописных букв (табл. 5, SEQ ID NO: 59-63). 

Результаты. 

Для определения того, что регуляторная функция разработанной кассеты "интрон-экзон-аптамер-

интрон" не ограничивается конкретной экзонной последовательностью, авторы изобретения заменили 

экзон mtDHFR в конструкции, содержащей рибосвитч с гуанином xpt-G17 (DHFR-xpt-G17), на множест-

во различных природных и мутантных экзонов, а также синтетических экзонов, которые содержат из-

вестные последовательности экзонных энхансеров сплайсинга (ESE). Как проиллюстрировано на фиг. 10, 

регуляторная кассета с экзоном CamkIId-e16 генерирует практически эквивалентный показатель кратно-

сти индукцию по сравнению с DHFR-xpt-G17, но с более низким уровнем как исходной, так и индуциро-

ванной экспрессии люциферазы. Кассеты, содержащие другие экзоны, также продемонстрировали раз-

личные уровни как исходной, так и индуцированной экспрессии люциферазы. Таким образом, касссета 

для регулирования генов на основе аптамер-опосредованного альтернативного сплайсинга не является 

экзоноспецифической, и не ограничивается экзоном mDHFR-e2. 

Экзоны, которые могут генерировать эффективные процессы альтернативного сплайсинга, являют-

ся пригодными для кассеты с аптамер-опосредованной регуляцией генов. Эти результаты дополнительно 

свидетельствуют о том, что характеристики регуляторной способности кассеты "интрон-экзон-аптамер-

интрон" можно оптимизировать путем модификации последовательностей в альтернативном экзоне, а 

также в окружающих интронных последовательностях, например получая в результате этого изменения 

силы сплайсинга последовательностей участков 5'ss и 3'ss альтернативных экзонов, а также последова-

тельностей ESE и ESS в альтернативном экзоне, как описано в данном документе. 

Пример 11. Регулирование экспрессии целевого гена посредством аптамер-опосредованного аль-

тернативного сплайсинга in vivo у мышей. 

Экспериментальные методики. 

Введение гидродинамической ДНК и воздействие препаратом: 5 или 10 мкг плазмидной ДНК без 

эндотоксина, содержащей ген люциферазы с двумя копиями регуляторной кассеты с xpt-G15 (двойной 

xpt-G15; SEQ ID NO: 64; пример 8, фиг. 8а), разведенной в солевом растворе (набор Qiagen Endofree), 

вводили в хвостовую вену самкам мышей CD-1 в возрасте 6-7 недель в объеме 10% веса тела в течение 

от 5 до 10 с. Гуанозин (Sigma) суспендировали в 0,5% метилцеллюлозе/0,25% Твин 80 (Sigma) и вместе 

со свежей водой вводили перорально через 2 и 12 ч после инъекции ДНК или путем внутрибрюшинной 

инъекции (в/б) через 5, 12, 16 и 24 ч после введения ДНК. 

Неинвазивная прижизненная биолюминесцентная визуализация у животных: перед получением 

изображений мышей анестезировали 2% изофлураном и вводили люциферин 150 г/кг веса, после этого 

делали снимки в течение 2-5 мин после инъекции люциферина с применением системы Bruker Xtreme в 

указанный момент времени после инъекции ДНК. Активность люциферазы выражали как среднее значе-

ние фотон/с ± с. о. Показатель кратности индукции рассчитывали путем деления значения фотон/с, полу-

ченного у мышей, получавших гуанозин, на значение фотон/с, полученное у мышей, не получавших гуа-

нозин. 

Результаты. 

Авторы изобретения оценивали функциональные характеристики кассеты "интрон-экзон-интрон" 

относительно регулирования генов у мышей in vivo. He содержащую эндотоксина плазмидную ДНК в 

составе конструкции, включающей две копии рибосвитча xpt-G15 в гене люциферазы (двойной xpt-G15), 

вводили в печень мышей посредством гидродинамической инъекции с параллельным внутрибрюшинным 

введением гуанозина. Авторы изобретения проанализировали два пути введения гуанозина. В одном экс-

перименте (фиг. 11а и 11b) мышам перорально вводили различные дозы гуанозина через 2 и 12 ч после 

введения ДНК, а затем осуществляли визуализацию. Как проиллюстрировано на фиг. 11а, у мышей, по-

лучавших гуанозин, регистрировали более высокие уровни экспрессии люциферазы через 9 ч после вве-

дения ДНК. Экспрессия люциферазы у мышей, получавших гуанозин, повышалась в динамике, достигая 

наивысшего уровня через 48 ч после инъекции ДНК, после чего уровень экспрессии снижался. 
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В отдельном эксперименте (фиг. 11с и 11d) гуанозин вводили внутрибрюшинно. Через 4 ч после 

инъекции ДНК (п/и) и до введения гуанозина у мышей в каждой группе регистрировали одинаковый 

уровень исходной активности люциферазы (фиг. 11). Затем мышам вводили либо несущую среду в каче-

стве контроля, либо гуанозин. Через 11 ч после инъекции ДНК активность люциферазы повышалась у 

всех мышей, что согласуется с данными о том, что экспрессия гена люциферазы достигает пика через  

12 ч после введения гидродинамической ДНК в печень. Однако у мышей, получавших гуанозин, уровень 

экспрессии люциферазы регистрировался значительно выше, чем у мышей, не получавших гуанозин; при 

этом показатели кратности индукции составляли 4,7 и 16,2 раз по сравнению с неиндуцированной ис-

ходной экспрессией при введении 100 и 300 мг/кг гуанозина соответственно. 

Таким образом, продемонстрировано, что кассета для регулирования генов посредством сплайсинга 

регулирует экспрессию гена in vivo у животных в дозозависимый способ и в ответ на введение лиганда, 

специфичного для аптамера, содержащегося в регуляторнои кассете. 

Пример 12. Доставка конструкций рибосвитча в сетчатку мыши посредством векторов аденоассо-

циированного вируса (AAV). 

Экспериментальные методики. 

Конструкции плазмид AAV: Две конструкции с экспрессией рибосвитча (описанные в табл. 4) 

адаптировали с помощью молекулярного клонирования в формат, который можно было упаковать в виде 

генома AAV. 

Таблица 4 

 
Экспрессирующие конструкции на основе трансгена EGFP (GTX 5-7) расщепляли рестрикционны-

ми ферментами MfeI и NheI, высвобождая фрагмент ДНК размером ~1400 н. о., содержащий индуцируе-

мый элемент рибосвитча и трансген EGFP. Геномную плазмиду pD10 AAV также расщепляли фермен-

тами MfeI и NheI, высвобождая фрагмент 4475 н. о., содержащий AAV ITR, промотор CMV и сигнал по-

лиаденилирования SV40. Эти два фрагмента лигировали с применением Т4 DNA-лигазы, в результате 

чего получали плазмиды, содержащие последовательность со следующей структурой, которые можно 

было упаковать в виде генома AAV2: 

 
Все полученные конструкции плазмид верифицировали секвенированием ДНК и называли согласно 

следующему условному обозначению: pD10-GTX#. 

Продукция и титрование вектора AAV: Аденоассоциированный вирус (AAV) получали in vitro пу-

тем временного трансфицирования клеток HEK-293Т тремя плазмидами. 

(i) Плазмида вирусного генома на основе остова pD10. 

(ii) Упаковывание плазмиды AAV, содержащей ген AAV2 Rep78 и вирусный капсидный ген. Путем 

изменения последовательности капсидного гена можно получить множество различных серотипов AAV, 

но в этом случае использовали капсид AAV8. 

(iii) Вспомогательная плазмида (pHGTI-Adeno1). Эта плазмида обеспечивает почти минимальный 

набор генов аденовируса, которые необходимы AAV для упаковки и сборки. 

Эти плазмиды трансфицировали в клетки HEK-293Т в соотношении 1:1:3; в общей сложности  

50 мкг плазмидной ДНК трансфицировали на 80-90% конфлюентного планшета с площадью 150 см
2
. 

Типичный цикл продукции состоял из 20 таких планшетов. В качестве реагента для трансфицирования 

применяли полиэтилененимин (PEI) при соотношении PEI к ДНК 2,25:1 (вес/вес). Через 72 ч после 

трансфицирования клетки физически отделяли от планшетов и осаждали путем центрифугирования; по-

лученный осадок клеток ресуспендировали в 20 мл плотномерного буфера TRIS. Затем осадок лизирова-

ли с помощью повторных циклов замораживания/оттаивания/перемешивания вихревым способом, и лю-

бую не упакованную ДНК, оставшуюся в лизате, разрушали путем расщепления бензоназой. Затем лизат 

осветляли с помощью "тупикового" фильтрования и центрифугирования перед разбавлением до общего 

объема 50 мл. 

Затем осветленный лизат очищали с помощью жидкостной хроматографии быстрого разрешения 

(FPLC) на основе аффинности, с применением колонки AVB на устройстве AKTA Pure (оба - от компа-

нии GE Healthcare), выполняемой согласно предварительно запрограммированным протоколам. Конеч-

ный, содержащий AAV элюат из колонки FPLC концентрировали до объема ~200 мкл путем центрифу-

гирования при 5000×g в центробежном концентраторе Vivaspin 4 с порогом отсечения 10000 МВт (GE 
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Healthcare), добавляли 2 мл PBS-MK (чтобы разбавить элюирующий буфер с высоким содержанием со-

ли) и снова концентрировали элюат до ~200 мкл с применением того же концентратора. Этот материал 

представлял собой очищенный вирус AAV; материал аликвотировали по мере необходимости и хранили 

при -80°C. 

Титр вектора устанавливали с применением ПЦР (колич/) (нацеленной на сигнал полиаденилирова-

ния SV40) непосредственно в образце очищенного вектора. Полученное пороговое значение цикла срав-

нивали с известной стандартной кривой и подсчитывали количество векторных геномов на 1 мл. 

Векторы рибосвитча AAV называли согласно следующему условному обозначению: 

AAV2/[капсидный серотип #]-GTX#/ 

Субретинальные инъекции для мышей: Инъекции вектора в субретинальное пространство выпол-

няли мышам под общей анестезией с помощью управляемой вручную иглы 10 мм, 34 калибра, надетой 

на шприц Гамильтона объемом 5 мкл. Кончик иглы направляли в положение впрыска, наблюдая за сет-

чаткой через операционный микроскоп. С целью введения вектора в каждый глаз выполняли инъекции 

2×2 мкл, причем одну инъекцию выполняли в верхнее полушарие глаза, а другую - в нижнее полушарие. 

После инъекции регистрировали характеристики возникшей отслойки сетчатки и любого возвратного 

оттока вводимого материала. 

Флуоресцентное фотографирование глазного дна: После субретинальной инъекции периодически 

оценивали экспрессию трансгена EGFP посредством фотографирования глазного дна с применением ще-

левой лампы (SC-16, Keeler) с прикрепленной цифровой камерой Leica DC500. Животные получали об-

щую анестезию, при этом их зрачки расширяли с помощью местного применения 1% тропикамида. Пре-

ломляющую способность роговицы нейтрализовали, поместив покровное стекло на роговицу, покрытую 

раствором связующей среды (Viscotears). Под ярким белым светом инструмент регулировали, а животное 

располагали так, чтобы сетчатка находилась в четком фокусе, а оптический диск центрировали в поле 

зрения, затем делали изображение яркого поля с временем экспозиции 200 мс. Флуоресценцию трансгена 

(EGFP) оценивали путем фильтрования источника света (475±25 нм) и получения двух дополнительных 

изображений с экспозицией 10 и 30 с. 

Результаты. 

Конструкции рибосвитча (табл. 4) были успешно клонированы в формат, который может быть упа-

кован в виде генома AAV, что подтверждалось ДНК-секвенированием продуктов лигирования. Из полу-

ченных конструкций pd10-GTX7 и pd10-GTX5 в дальнейшем получали вирусные векторы AAV2/8. С 

помощью ПЦР (колич.) показано, что полученные векторы имеют следующие титры: 

 
Эти два вектора затем вводили субретинентально и оставляли на 8 дней для развития экспрессии 

трансгена EGFP перед оценкой уровня экспрессии с помощью флуоресцентной фотографии глазного дна. 

Фиг. 12 иллюстрирует, что EGFP экспрессируется в сетчатке, в которую вводили AAV2/8-GTX7. Уро-

вень трансгенной экспрессии является низким, но значительную экспрессию от AAV2/8-GTX7 можно 

было ожидать только после индукции посредством аптамер-опосредованного альтернативного сплайсин-

га в ответ на лиганд (который не был добавлен). 

Пример 13. Регулирование экспрессии целевого гена посредством альтернативного сплайсинга, 

опосредованного кассетой in vivo, в сетчатке мышей после введения AAV. 

Процедуры. 

Количественная оценка флуоресцентной фотографии глазного дна (сигнал EGFP): Все манипуляции 

и анализ изображений выполняли с применением программы GNU Image Manipulation Program (GIMP, 

доступный ресурс). Как описано выше, три фотографии каждой сетчатки были сделаны в каждой точке 

изображения: белый свет (200 мс), 475±25 нм (10 с) и 475±25 нм (30 с). Сначала эти три изображения 

накладывали в виде слоев и, используя изображение белого света в качестве ориентира, определяли об-

ласть интереса (ОИ) с целью охвата всей сетчатки, видимой через зрачок. Для двух изображений  

475±25 нм (флуоресценция EGFP) пороговый инструмент применяли для подсвечивания только тех пик-

селей, величина интенсивности которых была выше определенного порога. Пороговое значение выбира-

ли на основе определения четкого отделения сигнала EGFP от фона и предоставления соответствующего 

динамического диапазона для анализа. Количество пикселей выше порога в пределах ОИ регистрировали 

для каждого изображения. Для поправки на переменную дилатацию зрачка, приводящую к изменению в 

области сетчатки, видимой между глазами, количество пикселей выше порога разделяли на общее коли-

чество пикселей в пределах ОИ. 

Индукция: Опосредованную рибосвитчем индукцию экспрессии целевого гена осуществляли с по-

мощью двух путей введения, как описано ниже: 

Внутрибрюшинная инъекция (в/б): Объем 100 мкл [75 мг/мл гуанозина + 0,5% вес./об. метилцеллю-

лозы + 0,25% об./об. Твин 80 в воде] вводили во внутрибрюшинную полость с помощью иглы 13 мм,  

30 калибра. Это эквивалентно дозе гуанозина 300 мг/кг для взрослой мыши весом 25 г. 
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Интравитреальная инъекция (и/витр.): Объем 2 мкл [1 мМ гуанозина + 2,5% ДМСО в PBS-MK] вво-

дили интравитреально с помощью управляемой вручную иглы 10 мм, 34 калибра. Положение иглы при 

инъекции было ниже линзы непосредственно над оптическим диском; иглу направляли в это положение, 

наблюдая за сетчаткой через операционный микроскоп. 

Результаты. 

В общей сложности в 9 глаз субретинально вводили препарат, как описано в примере 12 и согласно 

описанию ниже в день 00: 

в 6 глаз вводили AAV2/8-GTX7 (экспрессия трансгена EGFP от промотора CMV, регулируемая 

элементом рибосвитча G15); 

в 3 глаза вводили AAV2/8-GTX5 (конструкция в качестве положительного контроля; нерегулируе-

мая экспрессия трансгена EGFP от промотора CMV). 

Флуоресцентное фотографирование глазного дна, как описано в примере 12, выполняли в дни 02, 

08, 09, 10 и 12. 

Для всех глаз проводили индукцию посредством внутрибрюшинной инъекции после флуоресцент-

ного фотографирования в дни 08, 09 и 10. Для всех глаз проводили индукцию посредством внутрибрю-

шинной инъекции после флуоресцентного фотографирования в дни 11. Флуоресцентный сигнал опреде-

ляли количественно, как описано выше; типовые изображения приведены на фиг. 13а. 

Индукцию не проводили в течение первых 8 дней после инъекции вектора, поскольку, как известно, 

период, необходимый для достижения максимального уровня экспрессии гена из AAV2/8, занимает до  

7 дней. Таким образом, уровень экспрессии на день 8 принимали за исходный уровень доиндукционной 

экспрессии. На день 10 после инъекции вектора после двух циклов в/б индукции, экспрессия трансгена 

увеличилась в ~ 3,5× по сравнению с этим исходным уровнем (Р≤0,05, однофакторный анализ ANOVA, 

критерий Дуннетта), как проиллюстрировано на фиг. 13с и 13а (L по сравнению с N). 

На день 12 после инъекции вектора, через 24 ч после интравитреальной индукции и через 48 ч по-

сле последней в/б индукции, экспрессия трансгена увеличилась в ~9× по сравнению с исходным уровнем 

(Р≤0,001, однофакторный анализ ANOVA, критерий Дуннетта), как проиллюстрировано на фиг. 13с и 

13а (L по сравнению с О). Этот полученный существенно больший показатель после интравитреальной 

индукции дает основания предположить (но не доказывает окончательно), что этот путь индукции может 

быть более эффективным, чем внутрибрюшинная инъекция. 

Изображения с более высоким разрешением, демонстрирующие отличия в экспрессии трансгена 

EGFP до и после индукции, приведены на фиг. 13b. 

В течение того же периода времени и при одном и том же индукционном режиме уровни экспрес-

сии EGFP, опосредуемые нерегулируемым контрольным вектором AAV2/8-GTX5, достоверно не изме-

нялись (однофакторный анализ ANOVA с поправкой Бонферрони), оставаясь приближенно постоянны-

ми, как проиллюстрировано на фиг. 13d. Учитывая существенные отличия в уровне экспрессии, опосре-

дуемой GTX7 по сравнению с GTX5, для каждого набора изображений необходимо разное время экспо-

зиции (30 и 10 с соответственно) и порог экспозиции (50 и 190 соответственно). 

Полученные данные четко демонстрируют, что трансгенная экспрессия из конструкции GTX7 на 

основе G15 в сетчатке мыши регулировалась посредством аптамер-опосредованного альтернативного 

сплайсинга. Максимальный уровень трансгенной экспрессии, индуцированной GTX7, регистрировался 

ниже, чем при применении неиндуцируемой конструкции GTX5 в качестве положительного контроля. 
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Таблица 5 

Описание и ассоциированные последовательности.  

Последовательность экзона представлена заглавными буквами,  

а последовательность интрона представлена строчными буквами, если не указано иное 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Полинуклеотидная кассета для регулирования экспрессии целевого гена, содержащая: 

(a) рибосвитч; 

(b) альтернативно сплайсированный экзон, граничащий с 5'-интроном и 3'-интроном, 

при этом рибосвитч содержит (i) эффекторную область, содержащую стебель, который включает  

5'-участок сплайсинга 3'-интрона, и (ii) аптамер, 

при этом альтернативно сплайсированный экзон содержит стоп-кодон, который находится внутри 

рамки (считывания) с целевым геном, когда альтернативно сплайсированный экзон сплайсирован в 

мРНК целевого гена. 

2. Полинуклеотидная кассета по п.1, отличающаяся тем, что аптамер специфически связывается с 

низкомолекулярным лигандом. 

3. Полинуклеотидная кассета по любому из пп.1, 2, отличающаяся тем, что 5'- и 3'-интроны: 

(a) получают из эндогенного интрона из целевого гена; 

(b) являются экзогенными для целевого гена или 

(c) получают из интрона 2 гена β-глобина человека. 

4. Полинуклеотидная кассета по любому из пп.1-3, отличающаяся тем, что 5'-интрон содержит 

стоп-кодон в рамке с целевым геном. 

5. Полинуклеотидная кассета по любому из пп.1-4, отличающаяся тем, что 5'- и 3'-интроны, каждый 

независимо, имеют от около 50 до около 300 нуклеотидов в длину, предпочтительно 5'-и 3'-интроны, ка-

ждый независимо, имеют от около 125 до около 240 нуклеотидов в длину. 

6. Полинуклеотидная кассета по любому из пп.1-5, отличающаяся тем, что стебель эффекторной 

области имеет от около 7 до около 20 пар оснований в длину, предпочтительно стебель эффекторной 

области имеет от 8 до 11 пар оснований в длину. 

7. Полинуклеотидная кассета по любому из пп.1-6, отличающаяся тем, что альтернативно сплайси-

рованный экзон: 

(a) получают из экзона 2 гена дигидрофолатредуктазы человека, экзона 5 мутантной опухоли Виль-

мса 1 человека, экзона 16 кальций/калмодулин-зависимой протеинкиназы II дельта мыши или экзона 6 

SIRT1; 

(b) модифицирован посредством одного или более процессов, выбранных из группы, состоящей из 
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изменения последовательности экзонного энхансера сплайсинга, изменения последовательности экзон-

ного сайленсера сплайсинга, добавления экзонного энхансера сплайсинга и добавления экзонного сай-

ленсера сплайсинга; 

(c) представляет собой модифицированный экзон 2 DHFR человека из SEQ ID NO: 15 или 

(d) является синтетическим. 

8. Способ модулирования экспрессии целевого гена, включающий: 

(a) вставку полинуклеотидной кассеты по любому из пп.1-6 в целевой ген; 

(b) введение целевого гена, содержащего полинуклеотидную кассету, в клетку; а также 

(c) воздействие на клетку низкомолекулярным лигандом, который специфически связывается с ап-

тамером в количестве, эффективном для индуцирования экспрессии целевого гена. 

9. Способ по п.8, отличающийся тем, что полинуклеотидную кассету вставляют в область целевого 

гена, кодирующую белок. 

10. Способ по п.8 или 9, отличающийся тем, что уровень экспрессии целевого гена при наличии 

низкомолекулярного лиганда выше примерно в 5 раз или выше примерно в 10 раз по сравнению с уров-

нями экспрессии при отсутствии низкомолекулярного лиганда. 

11. Способ по любому из пп.8-10, отличающийся тем, что в целевой ген вставляют две или более 

полинуклеотидные кассеты. 

12. Способ по любому из пп.8-11, отличающийся тем, что указанные две или более полинуклеотид-

ные кассеты содержат различные аптамеры, которые специфически связываются с различными низкомо-

лекулярными лигандами, или отличающийся тем, что указанные две или более полинуклеотидные кассе-

ты содержат одинаковый аптамер. 

13. Способ по любому из пп.8-12, отличающийся тем, что целевой ген, содержащий полинуклео-

тидную кассету, вводят в вектор для экспрессии целевого гена. 

14. Способ модулирования экспрессии целевого гена в глазу млекопитающего, включающий: 

(a) введение в глаз вектора, содержащего целевой ген, который содержит полинуклеотидную кассе-

ту, содержащую (i) рибосвитч и (ii) альтернативно сплайсированный экзон, граничащий с 5'-интроном и 

3'-интроном, при этом рибосвитч содержит эффекторную область, содержащую стебель, который содер-

жит 5'-участок сплайсинга 3'-интрона, и аптамер, который связывается с низкомолекулярным лигандом, 

при этом альтернативно сплайсированный экзон содержит стоп-кодон, который находится внутри рамки 

с целевым геном; 

(b) воздействие на млекопитающего низкомолекулярным лигандом в количестве, эффективном для 

индуцирования экспрессии целевого гена. 

15. Способ по п.14, отличающийся тем, что вектор вводят в глаз с помощью внутриглазной инъек-

ции. 

16. Способ по п.14 или 15, отличающийся тем, что указанный вектор представляет собой вирусный 

вектор. 

17. Способ по п.16, отличающийся тем, что вирусный вектор выбирают из группы, состоящей из 

аденовирусного вектора, вектора аденоассоциированного вируса и лентивирусного вектора. 

18. Способ по любому из пп.8-17, отличающийся тем, что полинуклеотидную кассету помещают в 

кодирующую белок последовательность целевого гена. 

19. Способ по любому из пп.8-18, отличающийся тем, что 5'-и 3'-интроны: 

(a) получают из эндогенного интрона из целевого гена; 

(b) являются экзогенными для целевого гена или 

(c) получают из интрона 2 гена β-глобина человека. 

20. Способ по любому из пп.8-19, отличающийся тем, что 5'-интрон содержит стоп-кодон в рамке с 

целевым геном. 

21. Способ по любому из пп.8-20, отличающийся тем, что 5'- и 3'-интроны, каждый независимо, 

имеют от около 50 до около 300 нуклеотидов в длину, предпочтительно 5'- и 3'-интроны, каждый незави-

симо, имеют от около 125 до около 240 нуклеотидов в длину. 

22. Способ по любому из пп.8-21, отличающийся тем, что стебель эффекторной области имеет от 

около 7 до около 20 пар оснований в длину, предпочтительно стебель эффекторной области имеет от 8 до 

11 пар оснований в длину. 

23. Способ по любому из пп.8-22, отличающийся тем, что альтернативно сплайсированный экзон: 

(a) получают из экзона 2 гена дигидрофолатредуктазы человека, экзона 5 мутантной опухоли  

Вильмса 1 человека, экзона 16 кальций/калмодулин-зависимой протеинкиназы II дельта мыши или экзо-

на 6 SIRT1; 

(b) модифицирован посредством одного или более процессов, выбранных из группы, состоящей из 

изменения последовательности экзонного энхансера сплайсинга, изменения последовательности экзон-

ного сайленсера сплайсинга, добавления экзонного энхансера сплайсинга и добавления экзонного сай-

ленсера сплайсинга; 

(c) представляет собой модифицированный экзон 2 DHFR человека из SEQ ID NO: 15 или 

(d) является синтетическим. 
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24. Рекомбинантный полинуклеотид, содержащий целевой ген с полинуклеотидной кассетой по 

любому из пп.1-7. 

25. Рекомбинантный полинуклеотид по п.24, отличающийся тем, что полинуклеотидную кассету 

помещают в кодирующую белок последовательность целевого гена. 

26. Вектор, содержащий целевой ген, который содержит полинуклеотидную кассету по любому из 

пп.1-7. 

27. Вектор по п.26, отличающийся тем, что указанный вектор представляет собой вирусный вектор. 

28. Вектор по п.27, отличающийся тем, что указанный вирусный вектор выбирают из группы, со-

стоящей из аденовирусного вектора, вектора аденоассоциированного вируса и лентивирусного вектора. 
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