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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Данная заявка заявляет приоритет по предварительной заявке на патент США № 62/260712, подан-

ной 30 ноября 2015 г., и предварительной заявке на патент США № 62/330336, поданной 2 мая 2016 г., 

все из которых включены в данный документ посредством ссылки во всей своей полноте. 

Заявление о государственной заинтересованности 

Настоящее изобретение было создано при государственной поддержке в соответствии с програм-

мой стипендий для выпускников, присужденной Национальным научным фондом. Правительство США 

обладает определенными правами на настоящее изобретение. 

Область техники изобретения 

Настоящее изобретение относится к области изменения экспрессии гена, конструирования генома и 

геномной перестройки генов с применением систем на основе коротких палиндромных повторов, регу-

лярно расположенных группами, на основе систем (CRISPR)/CRISPR-ассоциированного белка (Cas) 9 и 

вирусных систем доставки. Настоящее изобретение также относится к области геномной инженерии и 

геномной перестройки генов в мышце, такой как скелетная мышца и сердечная мышца. 

Предпосылки изобретения 

Синтетические факторы транскрипции были разработаны для контроля экспрессии генов для мно-

гих различных медицинских и научных применений в системах, относящихся к млекопитающим, вклю-

чая стимуляцию регенерации тканей, отбор лекарственных средств, компенсацию генетических дефек-

тов, активацию молчащих онкосупрессоров, контроль дифференцировки стволовых клеток, проведение 

генетических скринингов и создание синтетических генных сетей. Эти факторы транскрипции способны 

целенаправленно воздействовать на промоторы или энхансеры эндогенных генов или могут быть целе-

направленно сконструированы для распознавания последовательностей, ортогональных к геномам мле-

копитающих, для трансгенной регуляции. Наиболее общие стратегии конструирования новых факторов 

транскрипции, нацеленных на определяемые пользователем последовательности, основывались на про-

граммируемых ДНК-связывающих доменах белков "цинковых пальцев" и эффекторах, подобных актива-

торам транскрипции (TALE). Оба эти подхода предусматривают применение принципов взаимодействий 

белок-ДНК этих доменов с конструированием новых белков с уникальной ДНК-связывающей специфич-

ностью. Хотя эти способы были очень успешны в большом числе применений, белковая инженерия, не-

обходимая для манипулирования взаимодействиями белок-ДНК, может быть трудоемкой и нуждаться в 

специальных знаниях и навыках. 

Кроме того, эти новые белки не всегда являются эффективными. Причины этого еще не известны, 

но могут быть связаны с эффектами эпигенетических модификаций и состоянием хроматина при связы-

вании белка с целевым сайтом в геноме. Кроме того, существуют проблемы в обеспечении того, чтобы 

эти новые белки, а также другие компоненты доставлялись в каждую клетку. Существующие способы 

доставки этих новых белков и множества их компонентов включают доставку к клеткам в отдельных 

плазмидах или векторах, что приводит к высоковариабельным уровням экспрессии в каждой клетке из-за 

различий в количестве копий. Кроме того, активация генов после трансфекции является временной 

вследствие растворения плазмидной ДНК, а непостоянная экспрессия генов может быть недостаточной 

для индукции терапевтических эффектов. Более того, данный подход не подходит для типов клеток, ко-

торые не легко трансфицировать. Таким образом, другим ограничением этих новых белков является эф-

фективность активации транскрипции. 

Системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 могут использоваться для введения сайт-

специфических двухнитевых разрывов в целевые геномные локусы. Такое расщепление ДНК стимулиру-

ет естественный механизм репарации ДНК, сводящийся к одному из двух возможных путей репарации. 

При отсутствии донорной матрицы разрыв подвергают репарации посредством негомологичного соеди-

нения концов (NHEJ), подверженного погрешностям пути репарации, что приводит к небольшим встав-

кам или делециям ДНК. Данный способ можно использовать для намеренного разрушения, делеции или 

изменения рамки считывания последовательностей целевых генов. Однако если донорная матрица пре-

доставляется вместе с нуклеазами, то клеточный аппарат осуществляет репарацию разрыва путем гомо-

логичной рекомбинации, которая усиливается на несколько порядков в присутствии расщепления ДНК. 

Данный способ можно применять для введения специфических изменений в последовательность ДНК в 

целевых сайтах. Сконструированные нуклеазы применялись для редактирования генов в различных 

стволовых клетках и линиях клеток человека, а также для редактирования генов в печени мыши. Однако 

основной преградой для реализации этих технологий является доставка к конкретным тканям in vivo та-

ким образом, который является эффективным, действенным и способствует успешной модификации ге-

нома. 

Наследственные генетические заболевания характеризуются разрушающими эффектами по отно-

шению к детям в Соединенных Штатах. Эти заболевания в настоящее время не поддаются лечению и 

можно лишь оказывать помощь, пытаясь облегчить симптомы. В течение нескольких десятилетий в об-

ласти генной терапии обещали обеспечить лечение этих заболеваний. Однако технические преграды, 

связанные с безопасностью и действенностью доставки терапевтических генов к клеткам и пациентам, 

ограничивали данный подход. Мышечная дистрофия Дюшенна (DMD) представляет собой смертельное 
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генетическое заболевание, клинически характеризующееся мышечной атрофией, потерей способности к 

передвижению и смертью, как правило на третьем десятилетии жизни вследствие функциональной дис-

трофии. DMD является результатом врожденных или спонтанных мутаций в гене дистрофина. Большая 

часть мутаций, вызывающих DMD, является результатом делеций экзона(ов), сдвигая трансляционную 

рамку считывания за пределы рамки. 

Дистрофин является ключевым компонентом белкового комплекса, который отвечает за регуляцию 

целостности и функции мышечных клеток. Пациенты с DMD обычно теряют способность физически 

поддерживать себя на протяжении детства, постепенно становятся слабее в подростковом возрасте и 

умирают в возрасте от двадцати до тридцати лет. Существующие на данный момент стратегии экспери-

ментальной генной терапии по отношению к DMD требуют повторного введения средств доставки вре-

менных генов или полагаются на постоянное включение чужеродного генетического материала в геном-

ную ДНК. Оба данных способа имеют серьезные проблемы с безопасностью. Более того, эти стратегии 

ограничивались неспособностью доставлять крупную и сложную последовательность гена дистрофина. 

Остается потребность в более точном и действенном инструменте для редактирования генов для коррек-

ции и лечения пациентов с мутациями в гене дистрофина. 

Краткое описание изобретения 

Настоящее изобретение направлено на направляющую РНК (gRNA), содержащую нацеливающий 

домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1,  

SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, 

SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14,  

SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 41,  

SEQ ID NO: 42, или комплементарную ей последовательность. 

Настоящее изобретение также относится к композиции для нацеливания на ДНК, содержащей пер-

вую gRNA и вторую gRNA. Первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA содержат нацеливающий 

домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1,  

SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, 

SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14,  

SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 41,  

SEQ ID NO: 42, или комплементарную ей последовательность. Первая молекула gRNA и вторая молеку-

ла gRNA содержат нацеливающие домены. 

Настоящее изобретение также относится к выделенному полинуклеотиду, содержащему вышеопи-

санную молекулу gRNA или вышеописанную композицию для нацеливания на ДНК. 

Настоящее изобретение относится к вектору, содержащему вышеописанную gRNA, вышеописан-

ную композицию для нацеливания на ДНК или вышеописанный выделенный полинуклеотид. 

Настоящее изобретение также относится к вектору, содержащему вышеописанную композицию для 

нацеливания на ДНК. 

Настоящее изобретение также относится к вектору, кодирующему 

(a) первую молекулу направляющей РНК (gRNA); 

(b) вторую молекулу gRNA; и 

(c) по меньшей мере одну молекулу Cas9, которая распознает смежный с протоспейсером мотив 

(PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25). 

Первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA содержат нацеливающий домен, который содер-

жит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, 

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, 

SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,  

SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, или комплементарную 

ей последовательность. Первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA содержат нацеливающие доме-

ны. 

Настоящее изобретение также относится к клетке, содержащей вышеописанную gRNA, вышеопи-

санную композицию для нацеливания на ДНК, вышеописанный выделенный полинуклеотид или выше-

описанный вектор. 

Настоящее изобретение также относится к набору, содержащему вышеописанную gRNA, вышеопи-

санную систему для нацеливания на ДНК, вышеописанный выделенный полинуклеотид, вышеописан-

ный вектор или вышеописанную клетку и необязательно инструкции по применению. 

Настоящее изобретение также относится к способу коррекции мутантного гена дистрофина в клет-

ке. Способ предусматривает введение в клетку вышеописанной gRNA, вышеописанной системы для на-

целивания на ДНК, вышеописанного выделенного полинуклеотида или вышеописанного вектора. 

Настоящее изобретение также относится к способу редактирования мутантного гена дистрофина в 

геноме субъекта. Способ предусматривает введение субъекту композиции для редактирования генома, 

содержащей вышеописанную gRNA, вышеописанную систему для нацеливания на ДНК, вышеописан-

ный выделенный полинуклеотид или вышеописанный вектор. 

Настоящее изобретение также относится к способу лечения субъекта, нуждающегося в этом, у ко-
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торого имеется мутантный ген дистрофина. Способ предусматривает введение субъекту вышеописанной 

gRNA, вышеописанной системы для нацеливания на ДНК, вышеописанного выделенного полинуклеоти-

да или вышеописанного вектора. 

Настоящее изобретение также относится к модифицированному вектору на основе аденоассоцииро-

ванного вируса для редактирования мутантного гена дистрофина в геноме субъекта, содержащего пер-

вую полинуклеотидную последовательность, кодирующую вышеописанную gRNA, и вторую полинук-

леотидную последовательность, кодирующую молекулу Cas9, которая распознает смежный с протоспей-

сером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25). 

Настоящее изобретение также относится к композиции для обеспечения делеции сегмента гена дис-

трофина, содержащей экзон 51, при этом композиция содержит 

(a) первый вектор, содержащий полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую мо-

лекулу направляющей РНК (gRNA), и полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую моле-

кулу Cas9, которая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), 

либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25); и 

(b) второй вектор, содержащий полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую мо-

лекулу gRNA, и полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую молекулу Cas9, которая 

распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV 

(SEQ ID NO: 25). 

Каждая из первой и второй молекул gRNA содержит нацеливающий домен, длина которого состав-

ляет от 19 до 24 нуклеотидов, где первый вектор и второй вектор сконструированы с возможностью об-

разования первого и второго двухнитевых разрывов в первом интроне и втором интроне, фланкирующих 

соответственно экзон 51 гена DMD человека, за счет чего обеспечивается делеция сегмента гена дистро-

фина, содержащего экзон 51. 

Настоящее изобретение также относится к клетке, содержащей вышеописанную композицию. 

Настоящее изобретение также относится к способу коррекции мутантного гена дистрофина в клет-

ке, предусматривающему введение в клетку 

(a) первого вектора, содержащего полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую мо-

лекулу направляющей РНК (gRNA), и полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую моле-

кулу Cas9, которая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), 

либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25); и 

(b) второго вектора, содержащего полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую 

молекулу gRNA, и полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую молекулу Cas9, кото-

рая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV 

(SEQ ID NO: 25). 

Каждая из первой молекулы gRNA и второй молекулы gRNA содержит нацеливающий домен, дли-

на которого составляет от 19 до 24 нуклеотидов, где вектор сконструирован с возможностью образования 

первого и второго двухнитевых разрывов соответственно в первом и втором интронах, фланкирующих 

экзон 51 гена дистрофина человека, за счет чего обеспечивается делеция сегмента гена дистрофина, со-

держащего экзон 51. 

Настоящее изобретение также относится к способу лечения субъекта, нуждающегося в этом, у ко-

торого имеется мутантный ген дистрофина. Способ предусматривает введение субъекту 

(a) первого вектора, содержащего полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую мо-

лекулу направляющей РНК (gRNA), и полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую моле-

кулу Cas9, которая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), 

либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25); и 

(b) второго вектора, содержащего полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую 

молекулу gRNA, и полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую молекулу Cas9, кото-

рая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV 

(SEQ ID NO: 25). 

Каждая из первой молекулы gRNA и второй молекулы gRNA содержит нацеливающий домен, дли-

на которого составляет от 19 до 24 нуклеотидов, где вектор сконструирован с возможностью образования 

первого и второго двухнитевых разрывов соответственно в первом и втором интронах, фланкирующих 

экзон 51 гена дистрофина человека, за счет чего обеспечивается делеция сегмента гена дистрофина, со-

держащего экзон 51. 

Настоящее изобретение также относится к способу получения трансгенного эмбриона грызуна, у 

которого имеется ген дистрофина человека (hDMD), с делецией экзона 52 (∆52). Способ предусматрива-

ет введение эмбриону грызуна вышеописанной gRNA, вышеописанной системы для нацеливания на 

ДНК, вышеописанного выделенного полинуклеотида, вышеописанного вектора, вышеописанного моди-

фицированного вектора на основе аденоассоциированного вируса или вышеописанной композиции, за 

счет чего обеспечивается делеция экзона 52 из гена дистрофина человека, и отбор трансгенного эмбрио-

на грызуна, у которого имеется делеция экзона 52 гена дистрофина человека, где эмбрион грызуна со-

держит нормальный ген дистрофина человека. 
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Настоящее изобретение также относится к трансгенному эмбриону грызуна, полученному с помо-

щью вышеописанного способа. 

Настоящее изобретение также относится к трансгенному грызуну, полученному из вышеописанного 

трансгенного эмбриона грызуна. 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1 показана активность отдельных JCR89 и JCR91 gRNA, которые нацеливают ген дистро-

фина человека в клетках HEK293T (ген дистрофина дикого типа) и линии миобластов пациентов с DMD 

(DMD 8036 и DMD 6594, каждый из которых обладает мутантной формой гена дистрофина), определен-

ной с помощью анализа Surveyor. 

На фиг. 2A и 2B показана делеция экзона 51 в геномной ДНК клеток HEK293T и миобластах паци-

ентов с DMD (DMD 8036 и DMD 6594) (фиг. 2A) и кДНК из миобластов миобластов пациентов с DMD 

(фиг. 2B) с помощью совместной обработки SaCas9, и gRNA JCR89, и JCR91. 

На фиг. 3 показана система на основе AAV in vivo для совместной доставки SaCas9 и JCR89 и 

JCR91 gRNA в двух вирусных векторах к мышечным тканям. 

На фиг. 4 показано выявление делеции экзона 51 человека у трансгенных мышей, несущих ген 

DMD человека (hDMD/mdx мышей), после местной доставки вирусных векторов AAV8, несущих SaCas9 

и gRNA, в переднюю большеберцовую мышцу (TA). 

На фиг. 5 показано выявление делеции экзона 51 человека у трансгенных мышей, несущих ген 

hDMD, после системной доставки AAV8 с помощью инъекции в хвостовую вену. 

На фиг. 6 показаны различные мишени gRNA, которые сохраняются между геномами человека и 

макака-резуса (см. последовательности gRNA в табл. 2). Расположение каждой gRNA указано по отно-

шению к экзону 51 гена дистрофина человека. 

На фиг. 7 показана активность отдельных gRNA после трансфекции клеток HEK293T человека, оп-

ределенных с помощью анализа Surveyor. 

На фиг. 8 показана специфичность кандидатных gRNA, предсказанных с применением программы 

CasOFFinder (Bae et al. (2014), Bioinformatics, 30: 147 3-1475). 

На фиг. 9 показана делеция экзона 51 с помощью JCR157 и JCR160 gRNA в клетках HEK293T и 

клетках DMD 6594, как определено с помощью ПЦР геномной ДНК. 

На фиг. 10 показана активность, определенная с помощью Surveyor, различных целевых длин gRNA 

JCR157: 19, 20, 21, 22 и 23 нуклеотидов. 

На фиг. 11 показана активность, определенная с помощью Surveyor, различных целевых длин gRNA 

JCR160: 19, 20, 21, 22 и 23 нуклеотидов. 

На фиг. 12 показаны делеции, полученные путем объединения JCR157 и JCR160 различной длины 

(21, 22 или 23 нуклеотида), как определено с помощью ПЦР геномной ДНК. 

На фиг. 13 показана целевая нуклеазная активность с помощью анализа Surveyor in vitro. 

На фиг. 14 показана делеция экзона 51 в геномной ДНК in vitro. 

На фиг. 15 показана делеция экзона 51 в кДНК миобластов DMD человека in vitro, дифференциро-

ванных в течение 7 дней. 

На фиг. 16 показано соединение экзонов 47-52 в кДНК миобластов пациентов с DMD in vitro. 

На фиг. 17 показана конструкция мыши ∆52/mdx начиная со здоровой мыши hDMD/mdx. 

На фиг. 18 показана проверка соответствия направляющей последовательности in vitro: индивиду-

альная (анализ Surveyor). 

На фиг. 19 показана проверка соответствия направляющей последовательности in vitro: парная, при 

этом делецию экзона 51 в геномной ДНК клеток HEK293T создавали с использованием пары gRNA. 

На фиг. 20 показан схематический протокол для микроинъекций ДНК. 

На фиг. 21 показано схематическое скрещивание мышей. 

На фиг. 22 показаны результаты генотипирования мышей-основателей. 

На фиг. 23 показана часть результатов секвенирования у мышей-основателей 7, 63 и 76. 

На фиг. 24 показано схематическое дополнительное скрещивание мышей. 

На фиг. 25 показано генотипирование помета 5 (только самцы) в результате скрещивания самца ос-

нователя 76+mdx/mdx. "63" представляет собой самца основателя (однако в данном случае не родителя). 

"293" представляет клетку HEK293T геномной контрольной ДНК. 

На фиг. 26 показано генотипирование помета 1 в результате скрещивания самца основателя 

63+mdx/mdx. 

На фиг. 27 показана часть прочтения секвенирования размером 392 п.о. детенышей 54497 и 54498. 

На фиг. 28 показано иммуногистохимическое окрашивание сердца и TA из детенышей 54497 и 

54498. 

На фиг. 29 показано, что у мыши ∆52/mdx отсутствует белок дистрофин. 

На фиг. 30 показан вестерн-блоттинг, указывающий на то, что у мыши ∆52/mdx отсутствует белок 

дистрофин, что согласуется с генотипом DMD, тогда как у здоровой мыши hDMD/mdx экспрессировался 

дистрофин. 
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На фиг. 31 показана общая активность мыши ∆52/mdx по сравнению с мышами mdx и мышами 

hDMD/mdx, указанная на основании двигательной активности и осмотра. 

На фиг. 32 показана стратегия коррекции мыши ∆52/mdx с применением SaCas9 и gRNA для про-

пуска экзона 51 с помощью нацеливания gRNA выше и ниже экзона 51 в интронной области для удале-

ния. 

На фиг. 33 показано восстановление белка дистрофина in vitro из делеции экзона 51 в миобластах 

пациента с DMD (клетки DMD 6594) с применением SaCas9 и JCR179 и JCR183 gRNA. 

На фиг. 34 показана схема эксперимента по обработке мыши ∆52/mdx с применением gRNA и сис-

темы SaCas9. 

На фиг. 35 показана делеция экзона 51 in vivo в правой TA мышце. 

На фиг. 36 показана делеция экзона 51 in vivo в правой TA мышце. 

На фиг. 37 показано восстановление белка дистрофина in vivo в обработанной TA мышце. 

На фиг. 38 показано восстановление белка дистрофина in vivo в обработанной TA мышце. 

На фиг. 39 показано среднее значение всех моментов времени для общего пройденного расстояния. 

На фиг. 40 показано среднее значение всех моментов времени для общего количества поз со стоя-

нием на задних лапах. 

На фиг. 41 показана сила хватки 16-недельных необработанных и обработанных мышей. 

На фиг. 42 показаны результаты ПЦР кДНК сердечной ткани. 

На фиг. 43 показано секвенирование кДНК, амплифицированной с помощью ПЦР, на основании 

полос из фиг. 42. 

Подробное описание изобретения 

Описанные в данном документе определенные способы и сконструированные gRNA были раскры-

ты для того, чтобы быть полезными для систем редактирования генов на основе CRISPR/CRISPR-

ассоциированной (Cas) 9 для изменения экспрессии, конструирования генома и коррекции или уменьше-

ния эффектов мутаций в гене дистрофина, вовлеченном в генетические заболевания, например DMD. 

Раскрытые gRNA получали для целевых сайтов, которые больше поддаются переходу к клиническому 

применению. Например, ген, кодирующий Cas9 (SpCas9) S. pyogenes, слишком большой для доставки с 

помощью аденоассоциированного вируса (AAV), вектора, применяемого для системной доставки в 

мышцы, в случае если включены все другие необходимые регуляторные последовательности. Вместо 

этого раскрытые gRNA отбирали и подвергали скринингу для использования с Cas9 (SaCas9) S. aureus, 

который приблизительно на 1 т.о. меньше, чем SpCas9. Целевые отборы подвергали скринингу, для того 

чтобы быть совместимыми с мишенями SaCas9 в последовательностях, которые сохранялись между ге-

номами человека и макаков-резусов, что значительно ограничивает количество возможных генных ми-

шеней. Этот критерий отбора был выбран с тем, чтобы обеспечить возможность кандидатам gRNA, ко-

торые могут быть активными как у людей, так и у макаков-резусов, облегчить доклиническое тестирова-

ние на моделях приматов, отличных от человека. Раскрытые gRNA, которые нацеливаются на последова-

тельности гена дистрофина как человека, так и макака-резуса, могут применяться с системой на основе 

CRISPR/Cas9 для нацеливания на интронные области вокруг экзона 51 гена дистрофина человека, вызы-

вая геномные делеции этой области, для восстановления экспрессии функционального дистрофина в 

клетках от пациентов с DMD. 

Также в данном документе описаны генетические конструкции, композиции и способы доставки 

систем редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 и множество gRNA для нацеливания на ген дис-

трофина. Раскрытый в настоящем изобретении объект изобретения также предусматривает способы дос-

тавки генетических конструкций (например, векторов) или содержащих их композиций в скелетную 

мышцу и сердечную мышцу. Вектор может представлять собой AAV, в том числе модифицированные 

векторы на основе AAV. Раскрытый в настоящем изобретении объект изобретения описывает способ 

доставки активных форм лекарственных средств данного класса в скелетную мышцу и сердечную мыш-

цу, которые являются эффективными, действенными и способствуют успешной модификации генома, а 

также обеспечивает средства для исправления генома человека для терапевтических применений и целе-

вых модельных видов для фундаментальных научных применений. 

Заголовки разделов, используемые в данном разделе, и полное раскрытие данного документа пред-

ставлены просто для организационных целей и не подразумеваются как ограничивающие. 

1. Определения. 

Если не определено иное, то все технические и научные термины, используемые в данном докумен-

те, имеют такое же значение, как обычно понятно специалисту в данной области техники. В случае про-

тиворечий преимущественную силу будет иметь данный документ, содержащий определения. Предпоч-

тительные способы и материалы описаны ниже, хотя при практическом осуществлении или тестирова-

нии настоящего изобретения можно использовать способы и материалы, аналогичные или эквивалент-

ные описанным в данном документе. Все публикации, заявки на патенты, патенты и другие ссылочные 

материалы, упомянутые в данном документе, включены посредством ссылки во всей своей полноте. Ма-

териалы, способы и примеры, раскрытые в данном документе, являются лишь иллюстративными и не 
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подразумеваются как ограничивающие. 

Подразумевается, что термины "содержат(ит)", "в том числе", "имеющий", "имеет", "может", 

"включает(ют)" и их варианты, используемые в данном документе, являются открытыми переходными 

фразами, терминами или словами, которые не исключают возможность наличия дополнительных дейст-

вий или структур. Формы единственного числа включают ссылки на множественное число, если кон-

текст явно не указывает на иное. Настоящее изобретение также охватывает другие варианты осуществ-

ления, "содержащие" варианты осуществления или элементы, представленные в данном документе, "со-

стоящие из" них и "фактически состоящие из" них, независимо от того, изложены они явным образом 

или нет. 

При упоминании в данном документе числовых диапазонов каждое промежуточное число в них ох-

ватывается явным образом с той же степенью точности. Например, в случае диапазона 6-9 в дополнение 

к 6 и 9 охватываются числа 7 и 8, а в случае диапазона 6,0-7,0 явным образом охватываются числа 6,0, 

6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9 и 7,0. 

Используемый в данном документе термин "приблизительно" или "примерно" означает допусти-

мый диапазон ошибок для конкретного уровня, определенного специалистом в данной области техники, 

который частично будет зависеть от того, как измеряют или определяют уровень, т.е. ограничений в сис-

теме измерения. Например, "приблизительно" может означать 3 или более 3 стандартных отклонений в 

соответствии с практикой в данной области техники. В качестве альтернативы "приблизительно" может 

означать диапазон до 20%, предпочтительно до 10%, более предпочтительно до 5% и более предпочти-

тельно до 1% от данного уровня. В качестве альтернативы, в частности, в соответствии с биологически-

ми системами или процессами термин может означать в пределах одного порядка величины предпочти-

тельно в 5 раз и более предпочтительно в 2 раза от значения. 

Термины "аденоассоциированный вирус" или "AAV", используемые в данном документе взаимоза-

меняемо, относятся к небольшому вирусу, принадлежащему к роду Dependovirus семейства Parvoviridae, 

который инфицирует людей и некоторые другие виды приматов. В настоящее время AAV не вызывает 

болезни, а следовательно вирус вызывает очень умеренный иммунный ответ. 

Используемый в данном документе термин "область связывания" относится к области в целевой 

области для нуклеазы, которая распознается и связывается нуклеазой. 

Термины "сердечная мышца" или "мышца сердца", используемые в данном документе взаимозаме-

няемо, означают тип рефлективной поперечно-полосатой мышцы, обнаруженной в стенках и гистологи-

ческой основе сердца - миокарде. Сердечная мышца состоит из кардиомиоцитов или миокардиоцитов. 

Миокардиоциты демонстрируют полосатость, сходную с таковой в скелетных мышечных клетках, одна-

ко содержат лишь одно уникальное ядро в отличие от многоядерных скелетных мышц. В определенных 

вариантах осуществления термин "состояние сердечной мышцы" относится к состоянию, связанному с 

сердечной мышцей, такому как кардиомиопатия, сердечная недостаточность, аритмия и воспалительная 

болезнь сердца. 

Используемый в данном документе термин "кодирующая последовательность" или "кодирующая 

нуклеиновая кислота" означает нуклеиновые кислоты (молекулу РНК или ДНК), которые содержат нук-

леотидную последовательность, кодирующую белок. Кодирующая последовательность может дополни-

тельно включать в себя сигналы инициации и терминации, функционально связанные с регуляторными 

элементами, в том числе промотор и сигнал полиаденилирования, способные управлять экспрессией в 

клетках индивидуума или млекопитающего, которому вводят нуклеиновую кислоту. Кодирующая после-

довательность может являться кодон-оптимизированной. 

Используемый в данном документе термин "комплементарная последовательность" или "компле-

ментарный" означает, что нуклеиновая кислота может образовывать пары оснований согласно Уотсону-

Крику (например, A-T/U и C-G) или Хугстену между нуклеотидами или нуклеотидными аналогами мо-

лекул нуклеиновых кислот. Термин "комплементарность" относится к свойству, разделяемому двумя 

последовательностями нуклеиновой кислоты, за счет которого, в случае если они выровнены антипарал-

лельно друг другу, нуклеотидные основания в каждом положении будут комплементарными. 

Термины "коррекция", "редактирование генома" и "восстановление", используемые в данном доку-

менте, относятся к изменению мутантного гена, который кодирует усеченный белок или вообще не ко-

дирует какой-либо белок, за счет чего достигается экспрессия полноразмерного функционального или 

частично полноразмерного функционального белка. Коррекция или восстановление мутантного гена мо-

жет предусматривать замену области гена, в которой имеется мутация, или замену всего мутантного гена 

копией гена, в которой мутация отсутствует, с помощью механизма репарации, такого как репарация с 

участием гомологичной рекомбинации (HDR). Коррекция или восстановление мутантного гена может 

также предусматривать репарацию мутации со сдвигом рамки, которая является причиной преждевре-

менного стоп-кодона, аберрантного сайта акцептора сплайсинга или аберрантного сайта донора сплай-

синга, путем создания двухнитевого разрыва в гене, который затем репарируют с использованием него-

мологичного соединения концов (NHEJ). За счет NHEJ может добавляться или удаляться по меньшей 

мере одна пара оснований в ходе репарации, что может восстанавливать соответствующую рамку считы-

вания и устранять преждевременный стоп-кодон. Коррекция или восстановление мутантного гена также 
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может предусматривать разрушение аберрантного сайта акцептора сплайсинга или последовательности 

донора сплайсинга. Коррекция или восстановление мутантного гена может также предусматривать уда-

ление сегмента гена, не являющегося существенно важным, путем одновременного воздействия двух 

нуклеаз на одну и ту же нить ДНК, для того чтобы восстановить соответствующую рамку считывания 

путем удаления ДНК между двумя сайтами-мишенями для нуклеаз и репарации разрыва ДНК с помо-

щью NHEJ. 

Термины "донорная ДНК", "донорная матрица" и "матрица репарации", используемые в данном до-

кументе взаимозаменяемо, относятся к фрагменту или молекуле двухнитевой ДНК, которая включает в 

себя по меньшей мере часть представляющего интерес гена. Донорная ДНК может кодировать полно-

функциональный белок или частично функциональный белок. 

Термин "мышечная дистрофия Дюшенна" или "DMD", используемый в данном документе взаимо-

заменяемо, относится к рецессивному, фатальному, X-сцепленному нарушению, которое приводит к де-

генерации мышц и впоследствии смертельному исходу. DMD является распространенным наследствен-

ным моногенным заболеванием и встречается у 1 из 3500 мужчин. DMD является результатом врожден-

ных или спонтанных мутаций, которые вызывают нонсенс-мутации или мутации со сдвигом рамки в гене 

дистрофина. Большинство мутаций дистрофина, которые являются причиной DMD, представляют собой 

делеции экзонов, которые разрушают рамку считывания и приводят к преждевременной терминации 

трансляции в гене дистрофина. Пациенты с DMD обычно теряют способность физически поддерживать 

себя на протяжении детства, постепенно становятся слабее в подростковом возрасте и умирают в возрас-

те от двадцати до тридцати лет. 

Используемый в данном документе термин "дистрофин" относится к стержнеобразному цитоплаз-

матическому белку, который является частью белкового комплекса, соединяющего цитоскелет мышеч-

ного волокна с окружающим внеклеточным матриксом через клеточную мембрану. Дистрофин обеспе-

чивает структурную стабильность дистрогликанового комплекса клеточной мембраны, который отвечает 

за регуляцию целостности и функции мышечных клеток. Ген дистрофина или "ген DMD", используемые 

в данном документе взаимозаменяемо, образован 2,2 млн пар оснований в локусе Xp21. Размер первич-

ного транскрипта составляет приблизительно 2400 т.о., при этом размер зрелой mRNA составляет при-

близительно 14 т.о. 79 экзонов кодируют белок, образованный более чем 3500 аминокислотами. 

Термин "экзон 51", используемый в данном документе, относится к 51-му экзону гена дистрофина. 

Экзон 51 у пациентов с DMD часто является смежным с положениями делеций, разрушающих рамку 

считывания, и в клинических испытаниях на него был направлен пропуск экзона, основанный на приме-

нении олигонуклеотидов. Недавно в клиническом испытании с пропуском экзона 51 с помощью соеди-

нения этерлипсена сообщалось о значительном положительном функциональном эффекте в течение  

48 недель со средним количеством дистрофин-положительных волокон 47% по сравнению с исходным 

уровнем. Мутации в экзоне 51 идеально подходят для устойчивой коррекции посредством редактирова-

ния генома на основе NHEJ. 

Термины "сдвиг рамки" или "мутация сдвига рамки", используемые в данном документе взаимоза-

меняемо, относятся к типу мутации гена, при которой добавление или делеция одного или нескольких 

нуклеотидов вызывает сдвиг в рамке считывания кодонов в mRNA. Сдвиг в рамке считывания может 

привести к изменению аминокислотной последовательности при трансляции белка, такой как миссенс-

мутация или преждевременный стоп-кодон. 

Термины "функциональный" и "полнофункциональный", используемые в данном документе взаи-

мозаменяемо, описывают белок, который обладает биологической активностью. Термин "функциональ-

ный ген" относится к гену, транскрибируемому в mRNA, которая подвергается трансляции в функцио-

нальный белок. 

Термин "слитый белок", используемый в данном документе, относится к химерному белку, создан-

ному путем соединения двух или более генов, которые исходно кодировали отдельные белки. Трансля-

ция гибридного гена приводит к получению одного полипептида с функциональными свойствами, полу-

ченными от каждого из исходных белков. 

Термин "генетическая конструкция", используемый в данном документе, относится к молекулам 

ДНК или РНК, которые содержат нуклеотидную последовательность, кодирующую белок. Кодирующая 

последовательность включает в себя сигналы инициации и терминации, функционально связанные с ре-

гуляторными элементами, в том числе промотор и сигнал полиаденилирования, способные управлять 

экспрессией в клетках индивидуума, которому вводят молекулу нуклеиновой кислоты. Используемый в 

данном документе термин "экспрессируемая форма" относится к генным конструкциям, которые содер-

жат необходимые регуляторные элементы, функционально связанные с кодирующей последовательно-

стью, которая кодирует белок, за счет чего, в случае если он присутствует в клетке индивидуума, коди-

рующая последовательность будет экспрессироваться. 

Используемый в данном документе термин "генетическое заболевание" относится к заболеванию, 

частично или полностью, непосредственно или косвенно вызванному одним или несколькими наруше-

ниями в геноме, особенно к состоянию, которое присутствует от рождения. Нарушение может являться 

мутацией, вставкой или делецией. Нарушение может влиять на кодирующую последовательность гена 
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или его регуляторную последовательность. Генетическое заболевание может представлять собой без ог-

раничения DMD, мышечную дистрофию Беккера (BMD), гемофилию, кистозный фиброз, хорею Ган-

тингтона, семейную гиперхолестеринемию (дефект рецептора LDL), гепатобластому, болезнь Вилсона, 

врожденную печеночную порфирию, наследственные нарушения обменных процессов в печени, синдром 

Леша-Нихана, серповидно-клеточную анемию, талассемию, пигментную ксеродермию, анемию Фанко-

ни, пигментный ретинит, атаксию телеангиэктазию, синдром Блума, ретинобластому и болезнь Тай-

Сакса. 

Термин "репарация с участием гомологичной рекомбинации" или "HDR", используемый в данном 

документе взаимозаменяемо, относится к механизму в клетках для репарации двухнитевых повреждений 

ДНК, в случае если в ядре присутствует гомологичная часть ДНК, в основном в фазах G2 и S клеточного 

цикла. В HDR используется матрица донорной ДНК для управления репарацией, и ее можно использо-

вать для создания специфических изменений последовательности в геноме, включая целенаправленное 

добавление целых генов. Если донорная матрица предоставляется вместе с системой редактирования 

генов на основе CRISPR/Cas9, то клеточный аппарат осуществляет репарацию разрыва путем гомоло-

гичной рекомбинации, которая усиливается на несколько порядков в присутствии расщепления ДНК. В 

случае если фрагмент гомологичной ДНК отсутствует, вместо этого может происходить негомологичное 

соединение концов. 

Термин "редактирование генома", используемый в данном документе, относится к изменению гена. 

Редактирование генома может предусматривать коррекцию или восстановление мутантного гена. Редак-

тирование генома может предусматривать нокаут гена, такого как мутантный ген или нормальный ген. 

Редактирование генома можно использовать для лечения заболеваний или улучшения восстановления 

мышц путем изменения представляющего интерес гена. 

Термины "идентичный" или "идентичность", используемые в данном документе в контексте двух 

или более нуклеиновых кислот или полипептидных последовательностей, означают, что последователь-

ности имеют определенный процент остатков, которые являются идентичными в указанной области. 

Процент может быть рассчитан путем оптимального выравнивания двух последовательностей, сравнения 

двух последовательностей в указанной области, определения количества положений, в которых одинако-

вый остаток встречается в обеих последовательностях, с получением количества совпадающих положе-

ний, разделяя количество совпадающих положений на общее количество положений в указанной области 

и умножая результат на 100, чтобы получить процент идентичности последовательности. В случаях если 

две последовательности имеют разную длину или выравнивание дает в результате одну или несколько 

ступеней в шахматном порядке, а указанная область сравнения включает в себя только одну последова-

тельность, при расчете эти остатки одной последовательности включаются в знаменатель, но не в числи-

тель. При сравнении ДНК и РНК тимин (T) и урацил (U) можно считать эквивалентом. Идентификацию 

можно осуществлять вручную или с использованием компьютерного алгоритма для работы с последова-

тельностями, такого как BLAST или BLAST 2.0. 

Термины "мутантный ген" или "мутированный ген", используемые в данном документе взаимоза-

меняемо, относятся к гену, который был подвергнут выявляемой мутации. Мутантный ген подвергся из-

менению, такому как потеря, получение или обмен генетического материала, что влияет на нормальную 

передачу и экспрессию гена. Термин "разрушенный ген", используемый в данном документе, относится к 

мутантному гену, в котором имеется мутация, являющаяся причиной преждевременного стоп-кодона. 

Продукт разрушенного гена усечен по сравнению с продуктом полноразмерного неразрушенного гена. 

Термин "путь негомологичного соединения концов (NHEJ)", используемый в данном документе, 

относится к пути репарации двухнитевых разрывов ДНК путем прямого лигирования концов разрыва без 

необходимости в гомологичной матрице. Независимое от матрицы повторное лигирование концов ДНК с 

помощью NHEJ представляет собой стохастический, подверженный ошибкам процесс репарации, кото-

рый вводит случайные микровставки и микроделеции (вставки-делеции) в точке разрыва ДНК. Данный 

способ можно использовать для намеренного разрушения, делеции или изменения рамки считывания 

последовательностей целевых генов. Для управления репарацией в NHEJ обычно используются короткие 

гомологичные последовательности ДНК, называемые микрогомологиями. Эти микрогомологии часто 

присутствуют в однонитевых липких концах на конце двухнитевых разрывов. В случае если липкие кон-

цы идеально совместимы, то NHEJ обычно репарирует разрыв точно, однако может иметь место неточ-

ная репарация, приводящая к потере нуклеотидов, однако гораздо более часто липкие концы несовмес-

тимы. 

Используемый в данном документе термин "нормальный ген" относится к гену, который не подвер-

гался изменениям, таким как потеря, получение или обмен генетического материала. Нормальный ген 

подвергается нормальной передаче генов и экспрессии генов. 

Термин "опосредованный нуклеазой NHEJ", используемый в данном документе, относится к NHEJ, 

который инициируется после того, как нуклеаза, такая как молекула Cas9, разрезает двухнитевую ДНК. 

Используемые в данном документе термины "нуклеиновая кислота", или "олигонуклеотид", или 

"полинуклеотид" означают по меньшей мере два нуклеотида, ковалентно связанных друг с другом. Изо-

бражение одиночной нити также определяет последовательность комплементарной нити. Таким образом, 
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нуклеиновая кислота также охватывает комплементарную нить изображенной одиночной нити. Множе-

ство вариантов нуклеиновой кислоты можно использовать для той же цели, что и указанную нуклеино-

вую кислоту. Таким образом, нуклеиновая кислота также охватывает практически идентичные нуклеи-

новые кислоты и их комплементарные нити. Одиночная нить обеспечивает зонд, который может гибри-

дизоваться с целевой последовательностью в жестких условиях гибридизации. Таким образом, нуклеи-

новая кислота также охватывает зонд, который гибридизуется в жестких условиях гибридизации. 

Нуклеиновая кислота может быть однонитевой или двухнитевой или может содержать части как 

двухнитевой, так и однонитевой последовательности. Нуклеиновая кислота может представлять собой 

ДНК, как геномную, так и кДНК, РНК или гибридную молекулу, где нуклеиновая кислота может содер-

жать комбинации дезоксирибо- и рибонуклеотидов, при этом комбинации оснований включают урацил, 

аденин, тимин, цитозин, гуанин, инозин, ксантин, гипоксантин, изоцитозин и изогуанин. Нуклеиновые 

кислоты можно получать с помощью способов химического синтеза или с помощью рекомбинантных 

способов. 

Используемый в данном документе термин "функционально связанный" означает, что экспрессия 

гена находится под контролем промотора, с которым он пространственно соединен. Промотор может 

располагаться 5'-конце (выше) или 3'-конце (ниже) относительно гена под его контролем. Расстояние 

между промотором и геном может быть приблизительно таким же, как и расстояние между тем промото-

ром и геном, который он контролирует, в гене, из которого получен промотор. Как известно из уровня 

техники, изменение этого расстояния может быть осуществлено без потери промоторной функции. 

Термин "частично функциональный", используемый в данном документе, описывает белок, кото-

рый кодируется мутантным геном и характеризуется меньшей биологической активностью, чем функ-

циональный белок, но большей, чем нефункциональный белок. 

Термин "преждевременный стоп-кодон" или "стоп-кодон вне рамки", используемый в данном до-

кументе взаимозаменяемо, относится к нонсенс-мутации в последовательности ДНК, которая является 

причиной стоп-кодона в месте, которое обычно не обнаруживается в гене дикого типа. Преждевремен-

ный стоп-кодон может приводить к усечению или укорочению белка по сравнению с полноразмерной 

версией белка. 

Используемый в данном документе термин "промотор" означает молекулу синтетического или при-

родного происхождения, которая способна обеспечивать, активировать или усиливать экспрессию нук-

леиновой кислоты в клетке. Промотор может содержать одну или несколько специфических последова-

тельностей регуляции транскрипции для дополнительного усиления экспрессии и/или для изменения 

пространственной экспрессии и/или временной экспрессии. Промотор может также содержать дисталь-

ные энхансерные или репрессорные элементы, которые могут располагаться в нескольких тысячах пар 

оснований от сайта инициации транскрипции. Промотор может быть получен из источников, в том числе 

вирусов, бактерий, грибов, растений, насекомых и животных. Промотор может регулировать экспрессию 

генетического компонента конститутивно или дифференциально с учетом клетки, ткани или органа, в 

которых происходит экспрессия, или с учетом стадии развития, на которой происходит экспрессия, или в 

ответ на внешние раздражители, такие как физиологические стрессы, патогены, ионы металлов или ин-

дуцирующие средства. Типичные примеры промоторов включают промотор бактериофага T7, промотор 

бактериофага T3, промотор SP6, промотор лактозного оперона, промотор tac, поздний промотор SV40, 

ранний промотор SV40, промотор RSV-LTR, промотор IE CMV, ранний промотор SV40 или поздний 

промотор SV40, промотор человека U6 (hU6) и промотор IE CMV. 

Термин "скелетная мышца", используемый в данном документе, относится к типу поперечно-

полосатой мышцы, которая находится под контролем соматической нервной системы и прикреплена к 

костям пучками коллагеновых волокон, известных как сухожилия. Скелетная мышца состоит из отдель-

ных компонентов, известных как миоциты или "мышечные клетки", иногда в разговорной речи называе-

мые "мышечными волокнами". Миоциты образуются в результате слияния развивающихся миобластов 

(тип эмбриональной клетки-предшественника, из которой возникает мышечная клетка) в процессе, из-

вестном как миогенез. Эти длинные цилиндрические многоядерные клетки также называются мышеч-

ными волокнами. 

Термин "состояние скелетных мышц", используемый в данном документе, относится к состоянию, 

связанному со скелетной мышцей, как например: мышечные дистрофии, старение, дегенерация мышц, 

заживление ран и мышечная слабость или атрофия. 

Термины "субъект" и "пациент", используемые в данном документе взаимозаменяемо, относятся к 

любому позвоночному животному, в том числе без ограничения млекопитающему (например, корове, 

свинье, верблюду, ламе, лошади, козе, кролику, овце, хомякам, морской свинке, кошке, собаке, крысе и 

мыши, приматам, не относящимся к человеку (например, обезьяне, такой как яванский макак или макак-

резус, шимпанзе и т.д.), а также человеку). В некоторых вариантах осуществления субъект может являть-

ся человеком или не являться человеком. Субъекта или пациента можно подвергать другим формам ле-

чения. 

Термин "ген-мишень", используемый в данном документе, относится к любой нуклеотидной после-

довательности, кодирующей известный или предполагаемый генный продукт. Ген-мишень может пред-
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ставлять собой мутированный ген, вовлеченный в генетическое заболевание. В определенных вариантах 

осуществления ген-мишень представляет собой ген дистрофина человека. В определенных вариантах 

осуществления ген-мишень представляет собой мутантный ген дистрофина человека. 

Термин "целевая область", используемый в данном документе, относится к области гена-мишени, 

для которой сконструирована система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 для связывания и 

расщепления. 

Используемый в данном документе термин "трансген" относится к гену или генетическому мате-

риалу, содержащему последовательность гена, которая была выделена из одного организма и введена в 

другой отличающийся организм. Этот ненативный сегмент ДНК может сохранять способность продуци-

ровать РНК или белок в трансгенном организме или может изменять нормальную функцию генетическо-

го кода трансгенного организма. Введение трансгена может изменить фенотип организма. 

Термин "вариант", используемый в данном документе в отношении нуклеиновой кислоты, означает 

(i) часть или фрагмент эталонной нуклеотидной последовательности; 

(ii) последовательность, комплементарную эталонной нуклеотидной последовательности или ее ча-

сти; 

(iii) нуклеиновую кислоту, которая практически идентична эталонной нуклеиновой кислоте или 

комплементарной ей последовательности; или 

(iv) нуклеиновую кислоту, которая гибридизуется в жестких условиях с эталонной нуклеиновой ки-

слотой, комплементарной ей последовательностью или последовательностями, практически идентичны-

ми им. 

"Вариант" в отношении пептида или полипептида за счет вставки, делеции или консервативной за-

мены аминокислот отличается по аминокислотной последовательности, однако сохраняет по меньшей 

мере один тип биологической активности. Вариант также может означать белок с аминокислотной по-

следовательностью, которая практически идентична аминокислотной последовательности эталонного 

белка, который сохраняет по меньшей мере один тип биологической активности. В данной области тех-

ники признается, что консервативная замена аминокислоты, т.е. замена аминокислоты на другую амино-

кислоту с аналогичными свойствами (например, гидрофильностью, относительным количеством и рас-

пределением заряженных областей), обычно предусматривает незначительное изменение. Эти незначи-

тельные изменения можно частично идентифицировать, учитывая индекс гидропатичности аминокислот, 

как это понимается в данной области техники. Kyte et al., J. Mol. Biol., 157: 105-132 (1982). Индекс гид-

ропатичности аминокислоты определяется с учетом гидрофобности и заряда. Из уровня техники извест-

но, что аминокислоты с аналогичными индексами гидропатичности можно заменять, при этом функция 

белка по-прежнему будет сохраняться. В одном аспекте заменяют аминокислоты с индексами гидропа-

тичности, составляющими ±2. Гидрофобность аминокислот также можно использовать для выявления 

замен, которые в результате будут давать белки, сохраняющие биологическую функцию. Учет гидро-

фильности аминокислот в контексте пептида позволяет рассчитывать наибольшую локальную усреднен-

ную гидрофильность этого пептида. Замены можно осуществлять с аминокислотами, у которых различие 

значений гидрофильности находится в пределах ±2. Как на индекс гидрофобности, так и на значение 

гидрофильности аминокислот влияет определенная боковая цепь этой аминокислоты. В соответствии с 

этим наблюдением совместимость аминокислотных замен с биологической функцией зависит от относи-

тельного сходства аминокислот и, в частности, боковых цепей этих аминокислот, что выявляют на осно-

ве гидрофобности, гидрофильности, заряда, размера и других свойств. 

Термин "вектор", используемый в данном документе, означает последовательность нуклеиновой 

кислоты, содержащую точку начала репликации. Вектор может представлять собой вирусный вектор, 

бактериофаг, бактериальную искусственную хромосому или искусственную хромосому дрожжей. Вектор 

может представлять собой ДНК- или РНК-вектор. Вектор может представлять собой самореплицирую-

щийся внехромосомный вектор, и предпочтительно представляет собой плазмидную ДНК. Например, 

вектор может кодировать белок Cas9 и по меньшей мере одну молекулу gRNA, такую как gRNA, содер-

жащую нацеливающий домен под любой из SEQ ID NO: 1-19, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, или ком-

плементарной ей последовательности. В некоторых вариантах осуществления белок Cas9 может характери-

зоваться аминокислотной последовательностью под SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 33 или SEQ ID NO: 45. В 

некоторых вариантах осуществления белок Cas9 может представлять собой Cas9 S. aureus, такой как Sa-

Cas9 с аминокислотной последовательностью под SEQ ID NO: 33 или SEQ ID NO: 45. В некоторых вари-

антах осуществления белок Cas9 кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, содержащей нук-

леиновую последовательность под SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30,  

SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 43 или SEQ ID NO: 44. 

Если не указано иное, то научные и технические термины, используемые применительно к настоя-

щему изобретению, должны иметь значения, которые обычно понимаются специалистами в данной об-

ласти техники. Например, любые цифровые или словесные обозначения на иллюстрациях и методики, 

используемые применительно к клеточной и тканевой культуре, молекулярной биологии, иммунологии, 

микробиологии, генетике, химии и гибридизации белка и нуклеиновых кислот, описанные в данном до-
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кументе, являются такими, которые хорошо известны и обычно используются в данной области техники. 

Смысл и объем терминов должны быть четкими и понятными; однако в случае любой скрытой двусмыс-

ленности определения, представленные в данном документе, превалируют над любым словарным или 

внешним определением. Кроме того, если иное не требуется по контексту, термины единственного числа 

включают множественное число, а термины множественного числа включают единственное число. 

2. Генетические конструкции для редактирования гена дистрофина в геноме. 

Настоящее изобретение направлено на генетические конструкции для редактирования генома, ге-

номной перестройки или изменения экспрессии гена дистрофина (например, гена дистрофина человека). 

Генетические конструкции включают в себя по меньшей мере одну gRNA, которая нацеливается на по-

следовательности гена дистрофина как человека, так и макака-резуса, такие как совместимые мишени 

SaCas9. Раскрытые gRNA могут включаться в систему редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, в 

том числе системы, в которых применяется SaCas9, для нацеливания на интронные области вокруг экзо-

на 51 гена дистрофина человека, вызывая геномные делеции этой области, для восстановления экспрес-

сии функционального дистрофина в клетках от пациентов с DMD. 

a. Ген дистрофина. 

Термин "дистрофин" представляет собой стержнеобразный цитоплазматический белок, который яв-

ляется частью белкового комплекса, соединяющего цитоскелет мышечного волокна с окружающим вне-

клеточным матриксом через клеточную мембрану. Дистрофин обеспечивает структурную стабильность 

дистрогликанового комплекса клеточной мембраны. Ген дистрофина образован 2,2 млн пар оснований в 

локусе Xp21. Размер первичного транскрипта составляет приблизительно 2400 т.о., при этом размер зре-

лой mRNA составляет приблизительно 14 т.о. 79 экзонов кодируют белок, образованный более чем  

3500 аминокислотами. Нормальная скелетная мышечная ткань содержит лишь небольшое количество 

дистрофина, однако отсутствие его нормальной экспрессии приводит к развитию тяжелых и неизлечи-

мых симптомов. Некоторые мутации в гене дистрофина приводят к образованию неполноценного дис-

трофина и тяжелому дистрофическому фенотипу у пораженных пациентов. Некоторые мутации в гене 

дистрофина приводят к образованию полнофункционального белка дистрофина и проявлению более 

мягкого дистрофического фенотипа у пораженных пациентов. 

DMD является результатом врожденных или спонтанных мутаций, которые вызывают нонсенс-

мутации или мутации со сдвигом рамки в гене дистрофина. Встречающиеся в природе мутации и их по-

следствия относительно хорошо понятны в случае DMD. Известно, что делеции внутри рамки, которые 

происходят в областях экзонов 45-55 (например, экзона 51), содержащихся в пределах стержневого до-

мена, могут обеспечивать образование высокофункциональных белков дистрофина, и многие носители 

являются бессимптомными или проявляют слабо выраженные симптомы. Более того, более 60% пациен-

тов могут теоретически лечиться путем нацеливания на экзоны в данной области гена дистрофина (на-

пример, нацеливания на экзон 51). Усилия были предприняты для того, чтобы восстановить рамку счи-

тывания нарушенного дистрофина у пациентов с DMD посредством пропуска несущественного(ых) важ-

ного(ых) экзона(ов) (например, пропуск экзона 51) через сплайсинг mRNA с получением делетированых 

внутри, однако функциональных белков дистрофина. Делеция внутреннего(их) экзона(ов) дистрофина 

(например, делеция экзона 51) сохраняет соответствующую рамку считывания, однако обусловливает 

менее тяжелое проявление мышечной дистрофии Беккера или BMD. Генотип при мышечной дистрофии 

Беккера или BMD сходный с DMD в том, что делеции присутствуют в гене дистрофина. Однако эти де-

леции оставляют рамку считывания интактной. Таким образом, создается внутренне усеченный, однако 

частично функциональный белок дистрофина. BMD характеризуется широким спектром фенотипов, од-

нако часто, если делеции находятся между экзонами 45-55 дистрофина, фенотип намного мягче по срав-

нению с DMD. Таким образом, изменение генотипа DMD на генотип BMD является распространенной 

стратегией для коррекции дистрофина. Существует много стратегий для коррекции дистрофина, многие 

из которых полагаются на восстановление рамки считывания эндогенного дистрофина. Это обеспечивает 

изменение генотипа заболевания от DMD до мышечной дистрофии Беккера. У многих пациентов с BMD 

имеются внутригенные делеции, которые сохраняют трансляционную рамку считывания, что приводит к 

образованию более короткого, однако в большинстве случаев функционального, белка дистрофина. 

В определенных вариантах осуществления модификация экзона 51 (например, делеция или удале-

ние экзона 51, например с помощью NHEJ) для восстановления рамки считывания ослабляет проявление 

фенотипа у субъектов с DMD, включая субъектов с DMD с мутациями в виде делеции. В определенных 

вариантах осуществления экзон 51 гена дистрофина относится к 51-му экзону гена дистрофина. Экзон 51 

у пациентов с DMD часто является смежным с положениями делеций, разрушающих рамку считывания, 

и в клинических испытаниях на него был направлен пропуск экзона, основанный на применении олиго-

нуклеотидов. В клиническом испытании с пропуском экзона 51 с помощью соединения этерлипсена со-

общалось о значительном положительном функциональном эффекте в течение 48 недель со средним ко-

личеством дистрофин-положительных волокон, составляющим 47% по сравнению с исходным уровнем. 

Мутации в экзоне 51 идеально подходят для устойчивой коррекции посредством редактирования генома 

на основе NHEJ. 

Раскрытые в настоящем изобретении векторы могут образовывать делеции в гене дистрофина, на-
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пример гене дистрофина человека. В определенных вариантах осуществления вектор сконструирован с 

возможностью образования двух двухнитевых разрывов (первый двухнитевой разрыв и второй двухни-

тевой разрыв) в двух интронах (первом интроне и втором интроне) фланкирующих ген дистрофина, за 

счет чего обеспечивается делеция сегмента гена дистрофина, содержащего целевое положение. "Целевое 

положение дистрофина" может представлять собой экзонное целевое положение дистрофина или внут-

риэкзонное целевое положение дистрофина, как описано в данном документе. Делеция экзонного целе-

вого положения дистрофина может обеспечить оптимизацию последовательности дистрофина у субъек-

та, страдающего от мышечной дистрофии Дюшенна, например она может улучшить действие или актив-

ность кодируемого белка дистрофина или привести к улучшению состояния заболевания у субъекта. В 

определенных вариантах осуществления удаление экзонного целевого положения дистрофина восста-

навливает рамку считывания. Экзонное целевое положение дистрофина может содержать один или не-

сколько экзонов гена дистрофина. В определенных вариантах осуществления целевое положение дис-

трофина содержит экзон 51 гена дистрофина (например, гена дистрофина человека). 

Раскрытая в настоящем изобретении генетическая конструкция (например, вектор) может опосре-

довать высокоэффективное редактирование генов в экзоне 51 гена дистрофина (например, гена дистро-

фина человека). Раскрытая в настоящем изобретении генетическая конструкция (например, вектор) вос-

станавливает экспрессию белка дистрофина в клетках пациентов с DMD. 

Экзон 51 у пациентов с DMD часто является смежным с положениями делеций, разрушающих рам-

ку считывания. Элиминация экзона 51 из транскрипта дистрофина с помощью пропуска экзона может 

использоваться для лечения примерно 15% из всех пациентов с DMD. Данный класс мутаций дистрофи-

на идеально подходит для устойчивой коррекции с помощью редактирования генома на основе NHEJ и 

HDR. Генетические конструкции (например, векторы), описанные в данном документе, разрабатывались 

для целенаправленной модификации экзона 51 в гене дистрофина человека. Раскрытая в настоящем изо-

бретении генетическая конструкция (например, вектор) трансфицируется в клетки DMD человека и опо-

средует действенную модификацию генов и превращение в соответствующую рамку считывания. Вос-

становление белка сопутствует восстановлению рамки и обнаруживается в крупной популяции клеток, 

обработанных системой редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. 

b. Система CRISPR. 

Раскрытая в настоящем изобретении генетическая конструкция (например, вектор) кодируется сис-

темой редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, специфичной в отношении гена дистрофина (на-

пример, гену дистрофина человека). "Короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные груп-

пами" и "CRISPR", используемые в данном документе взаимозаменяемо, относятся к локусам, содержа-

щим множественные короткие прямые повторы, которые встречаются в геномах примерно 40% секвени-

рованных бактерий и 90% секвенированных архей. Система CRISPR представляет собой нуклеазную 

систему микроорганизмов, вовлеченную в защиту от встраивающихся фагов и плазмид, что обеспечивает 

форму приобретенного иммунитета. Локусы CRISPR в микробных хозяевах содержат комбинацию 

CRISPR-ассоциированных (Cas) генов, а также элементов некодирующей РНК, способных программиро-

вать специфичность CRISPR-опосредованного расщепления нуклеиновой кислоты. Короткие сегменты 

чужеродной ДНК, называемые спейсерами, включаются в состав генома между повторами CRISPR и 

служат в качестве "памяти" о прошлых воздействиях. Cas9 образует комплекс с 3'-концом sgRNA (также 

взаимозаменяемо называемой в данном документе как "gRNA"), и пара белок-РНК распознает свою ге-

номную мишень посредством комплементарного спаривания оснований между 5'-концом последова-

тельности sgRNA и предварительно определенной последовательностью ДНК размером  

20 п.о., известной как протоспейсер. Этот комплекс направлен на гомологичные локусы патогенной ДНК 

через области, кодируемые в crRNA, т.е. протоспейсеры и мотивы, смежные с протоспейсером (PAM), в 

патогенном геноме. Некодирующая матрица CRISPR транскрибируется и расщепляется в пределах пря-

мых повторов на короткие crRNA, содержащие отдельные спейсерные последовательности, которые на-

правляют Cas-нуклеазы на целевой сайт (протоспейсер). Путем простого обмена последовательности 

распознавания размером 20 п.о. экспрессированной sgRNA, нуклеазу Cas9 можно направлять на новые 

мишени в геноме. Спейсеры CRISPR используются для распознавания и сайленсинга экзогенных генети-

ческих элементов с помощью способа, аналогичного RNAi у эукариотических организмов. 

Известны три класса систем CRISPR (эффекторные системы типов I, II и III). Эффекторная система 

типа II осуществляет двухнитевой разрыв в целевой ДНК на четырех последовательных стадиях с ис-

пользованием одного эффекторного фермента Cas9 для расщепления dsDNA. По сравнению с эффектор-

ными системами типа I и типа III, для которых требуется несколько различных эффекторов, действую-

щих как комплекс, эффекторная система типа II может функционировать в альтернативной среде, такой 

как эукариотические клетки. Эффекторная система типа II состоит из длинной pre-crRNA, которая транс-

крибируется из спейсер-содержащего локуса CRISPR, белка Cas9 и tracrRNA, которая участвует в про-

цессинге pre-crRNA. При этом tracrRNA гибридизуются с областями повторов, разделяющими спейсеры 

pre-crRNA, инициируя тем самым расщепление dsRNA с помощью эндогенной РНКазы III. Это расщеп-

ление сопровождается вторым событием расщепления внутри каждого спейсера Cas9, производя зрелые 

crRNA, которые остаются связанными с tracrRNA и Cas9, образуя комплекс Cas9:crRNA-tracrRNA. 
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Комплекс Cas9:crRNA-tracrRNA раскручивает ДНК-дуплекс и ищет последовательности для рас-

щепления, соответствующие crRNA. Распознавание мишени происходит при выявлении комплементар-

ности между последовательностью "протоспейсера" в последовательности целевой ДНК и оставшейся 

спейсерной последовательности в crRNA. Cas9 опосредует расщепление целевой ДНК, если на 3'-конце 

протоспейсера также присутствует мотив, смежный с протоспейсером (PAM). Для нацеливания на про-

тоспейсер последовательность должна непосредственно сопровождаться мотивом, смежным с протос-

пейсером (PAM), короткой последовательностью, распознаваемой нуклеазой Cas9, которая требуется для 

расщепления ДНК. Различные системы типа II имеют разные требования к PAM. Система CRISPR из S. 

pyogenes может содержать последовательность PAM для этой Cas9 (SpCas9) в виде 5'-NRG-3', где R 

представляет собой либо A, либо G, и характеризующей специфичность этой системы в клетках челове-

ка. Уникальной способностью системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 является эффек-

тивная способность одновременно нацеливаться на несколько различных геномных локусов путем со-

вместной экспрессии одного белка Cas9 с двумя или более sgRNA. Например, система типа II из Strepto-

coccus pyogenes в естественных условиях предпочитает применение последовательности "NGG", где "N" 

может представлять собой любой нуклеотид, но также принимает другие последовательности PAM, такие 

как "NAG", в сконструированных системах (Hsu et al., Nature Biotechnology (2013) DOI: 10.1038/nbt.2647). 

Аналогично Cas9, полученная из Neisseria meningitidis (NmCas9), как правило, содержит нативный PAM 

из NNNNGATT, однако обладает активностью со множеством PAM, включая PAM NNNNGNNN с высо-

кой степенью вырожденности (Esvelt et al., Nature Methods (2013), DOI: 10.1038/nmeth.2681). 

Молекула Cas9 S. aureus распознает мотив последовательности NNGRR (R=A или G) (SEQ ID NO: 22) 

и управляет расщеплением целевой последовательности нуклеиновой кислоты от 1 до 10, например от  

3 до 5 п.о., выше этой последовательности. В определенных вариантах осуществления молекула Cas9  

S. aureus распознает мотив последовательности NNGRRN (R=A или G) (SEQ ID NO: 23) и управляет 

расщеплением целевой последовательности нуклеиновой кислоты от 1 до 10, например от 3 до 5 п.о., 

выше этой последовательности. В определенных вариантах осуществления молекула Cas9 S. aureus рас-

познает мотив последовательности NNGRRT (R=A или G) (SEQ ID NO: 24) и управляет расщеплением 

целевой последовательности нуклеиновой кислоты от 1 до 10, например от 3 до 5 п.о., выше этой после-

довательности. В определенных вариантах осуществления молекула Cas9 S. aureus распознает мотив по-

следовательности NNGRRV (R=A или G) (SEQ ID NO: 25) и управляет расщеплением целевой последо-

вательности нуклеиновой кислоты от 1 до 10, например от 3 до 5 п.о., выше этой последовательности. В 

вышеупомянутых вариантах осуществления N может представлять собой нуклеотидный остаток, напри-

мер любой из A, G, C или T. Молекулы Cas9 могут быть сконструированы для изменения специфичности 

PAM молекулы Cas9.  

(1) Система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. 

Было показано, что разработанная форма эффекторной системы типа II из Streptococcus pyogenes 

функционирует в клетках человека для конструирования генома. В этой системе белок Cas9 направляли 

на геномные целевые сайты с помощью синтетически восстановленной "направляющей РНК" ("gRNA", 

также используемой в данном документе взаимозаменяемо как химерная одиночная направляющая РНК 

("sgRNA")), которая представляет собой слитую конструкцию crRNA-tracrRNA, которая устраняет необ-

ходимость в РНКазе III и процессинге crRNA в целом. В данном документе представлены сконструиро-

ванные системы на основе CRISPR/Cas9 для применения в редактировании генома и лечении генетиче-

ских заболеваний. Сконструированные системы на основе CRISPR/Cas9 могут быть сконструированы 

для нацеливания на любой ген, в том числе гены, вовлеченные в генетическое заболевание, старение, 

регенерацию тканей или заживление ран. Системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 могут 

включать в себя белок Cas9 или слитый белок Cas9 и по меньшей мере одну gRNA. В определенных ва-

риантах осуществления система включает две молекулы gRNA. Слитый белок Cas9 может, например, 

включать в себя домен с активностью, отличающейся от той, которая является эндогенной для Cas9, та-

кой как домен трансактивации. 

Ген-мишень (например, ген дистрофина, например ген дистрофина человека) может быть вовлечен 

в дифференцировку клетки или любой другой процесс, в котором может требоваться активация, или мо-

жет содержать мутацию, такую как мутация со сдвигом рамки или нонсенс-мутация. Если ген-мишень 

содержит мутацию, которая является причиной преждевременного стоп-кодона, аберрантного сайта ак-

цептора сплайсинга или аберрантного сайта донора сплайсинга, то система редактирования генов на ос-

нове CRISPR/Cas9 может быть сконструирована для распознавания и связывания нуклеотидной последо-

вательности выше или ниже преждевременного стоп-кодона, аберрантного сайта акцептора сплайсинга 

или аберрантного сайта донора сплайсинга. Система на основе CRISPR-Cas9 может также использовать-

ся для разрушения нормального сплайсинга гена путем целенаправленного воздействия на акцепторы и 

доноры сплайсинга, чтобы вызвать пропуск преждевременных стоп-кодонов или восстановить повреж-

денную рамку считывания. Система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 может опосредовать 

или не опосредовать нецелевые изменения в областях генома, кодирующих белок. 

(a) Молекулы Cas9 и слитые белки Cas9. 

Система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 может включать в себя белок Cas9 или сли-



042798 

- 14 - 

тый белок Cas9. Белок Cas9 представляет собой эндонуклеазу, которая расщепляет нуклеиновую кислоту 

и кодируется локусами CRISPR, а также принимает участие в системе CRISPR типа II. Белок Cas9 может 

быть из любых видов бактерий или архей, в том числе без ограничения 

 
В определенных вариантах осуществления молекула Cas9 представляет собой белок Cas9, который 

представляет собой молекулу Cas9 Streptococcus pyogenes (также называемую в данном документе 

"SpCas9"). В определенных вариантах осуществления молекула Cas9 представляет собой молекулу Cas9 

Staphylococcus aureus (также называемую в данном документе "SaCas9"). 

Молекула Cas9 или слитый белок Cas9 могут взаимодействовать с одной или несколькими молеку-

лами gRNA и совместно с молекулой(ами) gRNA, расположенными в сайте, который включает целевой 

домен и в определенных вариантах осуществления последовательность PAM. Способность молекулы 

Cas9 или слитого белка Cas9 распознавать последовательность PAM может определяться, например, с 

применением анализа трансформации, как описано ранее (Jinek 2012). 

В определенных вариантах осуществления способность молекулы Cas9 или слитого белка Cas9 вза-

имодействовать с целевой нуклеиновой кислотой и расщеплять ее зависит от последовательности PAM. 

Последовательность PAM представляет собой последовательность в целевой нуклеиновой кислоте. В 

определенных вариантах осуществления расщепление целевой нуклеиновой кислоты происходит выше 

последовательности PAM. Молекулы Cas9 из различных видов бактерий могут распознавать различные 

мотивы последовательностей (например, последовательностей PAM). В определенных вариантах осуще-

ствления молекула Cas9 S. pyogenes узнает мотив последовательности NGG и управляет расщеплением 

целевой последовательности нуклеиновой кислоты от 1 до 10 п.о., например от 3 до 5 п.о., выше этой 

последовательности (см., например, Mali, 2013). В определенных вариантах осуществления молекула 

Cas9 S. thermophilus распознает мотив последовательности NGGNG (SEQ ID NO: 36) и/или NNAGAAW 

(W=A или T) (SEQ ID NO: 20) и управляет расщеплением целевой последовательности нуклеиновой ки-

слоты от 1 до 10 п.о., например от 3 до 5 п.о., выше этих последовательностей (см., например Horvath, 

2010; Deveau, 2008). В определенных вариантах осуществления молекула Cas9 S. mutans распознает мо-

тив последовательности NGG и/или NAAR (R=A или G) (SEQ ID NO: 21) и управляет расщеплением це-

левой последовательности нуклеиновой кислоты от 1 до 10 п.о., например от 3 до 5 п.о., выше этой по-

следовательности (см., например Deveau 2008). В определенных вариантах осуществления молекула 

Cas9 S. aureus распознает мотив последовательности NNGRR (R=A или G) (SEQ ID NO: 22) и управляет 
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расщеплением целевой последовательности нуклеиновой кислоты от 1 до 10 п.о., например от 3 до 5 п.о., 

выше этой последовательности. В определенных вариантах осуществления молекула Cas9 S. aureus рас-

познает мотив последовательности NNGRRN (R=A или G) (SEQ ID NO: 23) и управляет расщеплением 

целевой последовательности нуклеиновой кислоты от 1 до 10 п.о., например от 3 до 5 п.о., выше этой 

последовательности. В определенных вариантах осуществления молекула Cas9 S. aureus распознает мо-

тив последовательности NNGRRT (R=A или G) (SEQ ID NO: 24) и управляет расщеплением целевой по-

следовательности нуклеиновой кислоты от 1 до 10 п.о., например от 3 до 5 п.о., выше этой последова-

тельности. В определенных вариантах осуществления молекула Cas9 S. aureus распознает мотив после-

довательности NNGRRV (R=A или G; V=A, или C, или G) (SEQ ID NO: 25) и управляет расщеплением 

целевой последовательности нуклеиновой кислоты от 1 до 10 п.о., например от 3 до 5 п.о., выше этой 

последовательности. В вышеупомянутых вариантах осуществления N может представлять собой нуклео-

тидный остаток, например, любой из A, G, C или T. Молекулы Cas9 могут быть сконструированы для 

изменения специфичности PAM молекулы Cas9. 

В определенных вариантах осуществления вектор кодирует по меньшей мере одну молекулу Cas9, 

которая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо 

NNGRRV (SEQ ID NO: 25). В определенных вариантах осуществления по меньшей мере одна молекула 

Cas9 представляет собой молекулу Cas9 S. aureus. В определенных вариантах осуществления по меньшей 

мере одна молекула Cas9 представляет собой мутантную молекулу Cas9 S. aureus. 

Белок Cas9 может быть мутирован таким образом, что нуклеазная активность инактивирована. 

Инактивированный белок Cas9 ("iCas9", также называемый "dCas9") без эндонуклеазной активности ра-

нее нацеливали на гены в клетках бактерий, дрожжей и человека с помощью gRNA для сайленсинга экс-

прессии генов посредством стерических затруднений. Иллюстративные мутации по отношению к после-

довательности Cas9 S. pyogenes включают D10A, E762A, H840A, N854A, N863A и/или D986A. Иллюст-

ративные мутации по отношению к последовательности Cas9 S. aureus включают D10A и N580A. В оп-

ределенных вариантах осуществления молекула Cas9 представляет собой мутантную молекулу Cas9  

S. aureus. В определенных вариантах осуществления мутантная молекула Cas9 S. aureus содержит мута-

цию D10A. Нуклеотидная последовательность, кодирующая данную мутантную Cas9 S. aureus, изложена 

под SEQ ID NO: 34, которая представлена ниже. 
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В определенных вариантах осуществления мутантная молекула Cas9 S. aureus содержит мутацию 

N580A. Нуклеотидная последовательность, кодирующая эту мутантную молекулу Cas9 S. aureus, изло-

жена под SEQ ID NO: 35, которая представлена ниже. 
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Нуклеиновая кислота, кодирующая молекулу Cas9, может представлять собой синтетическую по-

следовательность нуклеиновой кислоты. Например, синтетическая молекула нуклеиновой кислоты мо-

жет быть химически модифицирована. Синтетическая последовательность нуклеиновой кислоты может 

быть кодон-оптимизированной, например, по меньшей мере один необычный кодон или малораспрост-

раненный кодон замещали обычным кодоном Например, синтетическая нуклеиновая кислота может 

управлять синтезом оптимизированной информационной mRNA, например, оптимизированной для экс-

прессии в системе экспрессии млекопитающих, например, описанной в данном документе. 

Дополнительно или как альтернатива нуклеиновая кислота, кодирующая молекулу Cas9 или поли-

пептид Cas9, может содержать последовательность ядерной локализации (NLS). Последовательности 

ядерной локализации известны из уровня техники. 

Иллюстративная кодон-оптимизированная последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая 

молекулу Cas9 S. pyogenes, изложена под SEQ ID NO: 26, которая представлена ниже. 
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Соответствующая аминокислотная последовательность молекулы Cas9 S. pyogenes изложена под 

SEQ ID NO: 27, которая представлена ниже. 
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Иллюстративные кодон-оптимизированные последовательности нуклеиновой кислоты, кодирую-

щие молекулу Cas9 S. aureus и необязательно содержащие последовательности ядерной локализации 

(NLS), изложены под SEQ ID NO: 28-32, 43 и 44, которые представлены ниже. Другая иллюстративная 

кодон-оптимизированная последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая молекулу Cas9 S. pyo-

genes, предусматривает нуклеотиды 1293-4451 под SEQ ID NO: 83. 

SEQ ID NO: 28 изложена ниже. 
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SEQ ID NO: 29 изложена ниже. 
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SEQ ID NO: 30 изложена ниже. 
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SEQ ID NO: 31 изложена ниже. 
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SEQ ID NO: 32 изложена ниже. 
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SEQ ID NO: 43 изложена ниже. 
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В некоторых вариантах осуществления нуклеотидная последовательность, кодирующая молекулу 

Cas9 S. aureus, предусматривает нуклеотидную последовательность под SEQ ID NO: 44, которая пред-

ставлена ниже. 
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Аминокислотная последовательность молекулы Cas9 S. aureus изложена под SEQ ID NO: 33, кото-

рая представлена ниже. 

 
Аминокислотная последовательность молекулы Cas9 S. aureus изложена под SEQ ID NO: 45, кото-

рая представлена ниже. 
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Как альтернатива или дополнительно система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 может 

включать в себя слитый белок. Слитый белок может содержать два гетерологичных полипептидных до-

мена, где первый полипептидный домен содержит белок Cas и второй полипептидный домен обладает 

активностью, такой как активность по отношению к активации транскрипции, активность по отношению 

к репрессии транскрипции, активность по отношению к фактору освобождения транскриптов, активность 

по отношению к модификации гистонов, нуклеазная активность, активность по отношению к ассоциации 

нуклеиновых кислот, метилазная активность или деметилазная активность. Слитый белок может преду-

сматривать белок Cas9 или мутированный белок Cas9, слитый со вторым полипептидным доменом, ко-

торый обладает активностью, такой как активность по отношению к активации транскрипции, актив-

ность по отношению к репрессии транскрипции, активность по отношению к фактору освобождения 

транскриптов, активность по отношению к модификации гистонов, нуклеазная активность, активность по 

отношению к ассоциации нуклеиновых кислот, метилазная активность или деметилазная активность.  

(a) Активность по отношению к активации транскрипции. 

Второй полипептидный домен может обладать активностью по отношению к активации транскрип-

ции, т.е. трансактивирующим доменом. Например, экспрессия эндогенных генов млекопитающих, таких 

как гены человека, может достигаться за счет нацеливания слитого белка iCas9 и трансактивирующего 

домена на промоторы млекопитающих посредством комбинации gRNA. Трансактивирующий домен мо-

жет включать в себя белок VP 16, множество белков VP 16, таких как домен VP48, или домен VP64, или 

домен p65 активатора активности транскрипции NF каппа B. Например, слитый белок может представ-

лять собой iCas9-VP64. 

(b) Активность по отношению к репрессии транскрипции. 

Второй полипептидный домен может обладать активностью по отношению к репрессии транскрип-

ции. Второй полипептидный домен может обладать активностью, связанной с Kruppel-боксом, таким как 

KRAB-домен, активностью по отношению к репрессии ERF-домена, активностью по отношению к ре-

прессии Mxil-домена, активностью по отношению к репрессии SID4X-домена, активностью по отноше-

нию к репрессии Mad-SID-домена или активностью по отношению к белку, связывающему TATA-бокс. 

Например, слитый белок может представлять собой dCas9-KRAB. 

(c) Активность по отношению к фактору освобождения транскриптов. 

Второй полипептидный домен может обладать активностью по отношению к фактору освобожде-

ния транскриптов. Второй полипептидный домен может обладать активностью по отношению к эукарио-

тическому фактору высвобождения 1 (ERF1) или активностью по отношению к эукариотическому фак-

тору высвобождения 3 (ERF3). 

(d) Активность по отношению к модификации гистонов. 

Второй полипептидный домен может обладать активностью по отношению к модификации гисто-

нов. Второй полипептидный домен может обладать гистондеацетилазной, гистонацетилтрансферазной, 

гистондеметилазной или гистонметилтрансферазной активностью. Гистонацетилтрансфераза может 

представлять собой p300 или CREB-связывающий белок (CBP белок) или их фрагмент. Например, сли-

тый белок может представлять собой dCas9-p300. 

(e) Нуклеазная активность. 

Второй полипептидный домен может обладать нуклеазной активностью, которая отличается от 

нуклеазной активности белка Cas9. Нуклеазой или белком, обладающим нуклеазной активностью, явля-

ется фермент, способный расщеплять фосфодиэфирные связи между нуклеотидными субъединицами 

нуклеиновых кислот. Нуклеазы обычно дополнительно разделяются на эндонуклеазы и экзонуклеазы, 

хотя некоторые из ферментов могут попадать в обе категории. Хорошо известными нуклеазами являются 

дезоксирибонуклеаза и рибонуклеаза. 

(f) Активность по отношению к ассоциации нуклеиновых кислот. 

Второй полипептидный домен может обладать активностью по отношению к ассоциации нуклеино-

вых кислот или ДНК-связывающего домена (DBD) белка, связывающего нуклеиновую кислоту, который 

представляет собой независимо уложенный домен белка, который содержит по меньшей мере один мо-

тив, распознающий двухнитевую или однонитевую молекулу ДНК. DBD может распознавать конкрет-

ную последовательность ДНК (распознавание последовательности) или обладать общей аффинностью к 

ДНК. При этом область ассоциации нуклеиновых кислот выбрана из группы, состоящей из области спи-

раль-поворот-спираль, области лейциновой "застежки", области "крылатая спираль", области "крылатая 

спираль-поворот-спираль", области спираль-петля-спираль, укладки цепи иммуноглобулинов, B3-домена, 

домена с "цинковыми пальцами", HMG-бокса, Wor3-домена, TAL-эффектора ДНК-связывающего доме-

на. 

(g) Метилазная активность. 

Второй полипептидный домен может обладать метилазной активностью, которая предусматривает 

перенос метильной группы на ДНК, РНК, белок, малую молекулу, цитозин или аденин. Второй полипеп-

тидный домен может включать ДНК-метилтрансферазу. 

(h) Деметилазная активность. 

Второй полипептидный домен может обладать деметилазной активностью. Второй полипептидный 



042798 

- 34 - 

домен может включать в себя фермент, который удаляет метильные (CH3-) группы из нуклеиновых ки-

слот, белков (в частности, гистонов) и других молекул. Как альтернатива второй полипептид может 

скрывать метильную группу к гидроксиметилцитозину в механизме деметилирования ДНК. Второй по-

липептид может катализировать данную реакцию. Например, второй полипептид, который катализирует 

данную реакцию, может представлять собой Tet1. 

(b) gRNA, нацеливающая на ген дистрофина. 

Система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 включает в себя по меньшей мере одну мо-

лекулу gRNA, например две молекулы gRNA. gRNA обеспечивает нацеливание системы редактирования 

генов на основе CRISPR/Cas9. gRNA является слитой конструкцией из двух некодирующих РНК: crRNA 

и tracrRNA. sgRNA может нацеливаться на любую требуемую последовательность ДНК путем обмена 

последовательности, кодирующей протоспейсер размером 20 п.о., который обеспечивает специфичность 

нацеливания, посредством комплементарного спаривания оснований с требуемой целевой ДНК. При 

этом gRNA имитирует встречающийся в природе дуплекс crRNA:tracrRNA, принимающий участие в эф-

фекторной системе типа II. Этот дуплекс, который может включать в себя, например, 42-нуклеотидную 

crRNA и 75-нуклеотидную tracrRNA, действует как направляющий для Cas9 для расщепления целевой 

нуклеиновой кислоты. Термины "целевая область", "целевая последовательность" или "протоспейсер", 

используемые в данном документе взаимозаменяемо, относятся к области гена-мишени (например, гена 

дистрофина), на которую нацеливается система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. Система 

редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 может включать в себя по меньшей мере одну gRNA, где 

gRNA нацеливаются на различные последовательности ДНК. Целевые последовательности ДНК могут 

быть перекрывающимися. После целевой последовательности или протоспейсера следует последова-

тельность PAM на 3'-конце протоспейсера. Различные системы типа II имеют разные требования к PAM. 

Например, в системе типа II из Streptococcus pyogenes используется последовательность "NGG", где "N" 

может представлять собой любой нуклеотид. В некоторых вариантах осуществления последовательность 

PAM может представлять собой "NGG", где "N" может представлять собой любой нуклеотид. В некоторых 

вариантах осуществления последовательность PAM может представлять собой NNGRRT (SEQ ID NO: 24) 

или NNGRRV (SEQ ID NO: 25). 

Количество молекул gRNA, кодируемых раскрытой в настоящем изобретении генетической конст-

рукцией (например, вектор на основе AAV) может представлять собой по меньшей мере 1 gRNA, по 

меньшей мере 2 различные gRNA, по меньшей мере 3 различные gRNA, по меньшей мере 4 различные 

gRNA, по меньшей мере 5 различных gRNA, по меньшей мере 6 различных gRNA, по меньшей мере  

7 различных gRNA, по меньшей мере 8 различных gRNA, по меньшей мере 9 различных gRNA, по 

меньшей мере 10 различных gRNA, по меньшей мере 11 различных gRNA, по меньшей мере 12 различ-

ных gRNA, по меньшей мере 13 различных gRNA, по меньшей мере 14 различных gRNA, по меньшей 

мере 15 различных gRNA, по меньшей мере 16 различных gRNA, по меньшей мере 17 различных gRNA, 

по меньшей мере 18 различных gRNA, по меньшей мере 19 различных gRNA, по меньшей мере 20 раз-

личных gRNA, по меньшей мере 25 различных gRNA, по меньшей мере 30 различных gRNA, по меньшей 

мере 35 различных gRNA, по меньшей мере 40 различных gRNA, по меньшей мере 45 различных gRNA 

или по меньшей мере 50 различных gRNA. Количество gRNA, кодируемых вектором, раскрытым в на-

стоящем изобретении, может составлять от по меньшей мере 1 gRNA до по меньшей мере 50 различных 

gRNA, от по меньшей мере 1 gRNA до по меньшей мере 45 различных gRNA, от по меньшей мере  

1 gRNA до по меньшей мере 40 различных gRNA, от по меньшей мере 1 gRNA до по меньшей мере  

35 различных gRNA, от по меньшей мере 1 gRNA до по меньшей мере 30 различных gRNA, от по мень-

шей мере 1 gRNA до по меньшей мере 25 различных gRNA, от по меньшей мере 1 gRNA до по меньшей 

мере 20 различных gRNA, от по меньшей мере 1 gRNA до по меньшей мере 16 различных gRNA, от по 

меньшей мере 1 gRNA до по меньшей мере 12 различных gRNA, от по меньшей мере 1 gRNA до по 

меньшей мере 8 различных gRNA, от по меньшей мере 1 gRNA до по меньшей мере 4 различных gRNA, 

от по меньшей мере 4 gRNA до по меньшей мере 50 различных gRNA, от по меньшей мере 4 различных 

gRNA до по меньшей мере 45 различных gRNA, от по меньшей мере 4 различных gRNA до по меньшей 

мере 40 различных gRNA, от по меньшей мере 4 различных gRNA до по меньшей мере 35 различных 

gRNA, от по меньшей мере 4 различных gRNA до по меньшей мере 30 различных gRNA, от по меньшей 

мере 4 различных gRNA до по меньшей мере 25 различных gRNA, от по меньшей мере 4 различных 

gRNA до по меньшей мере 20 различных gRNA, от по меньшей мере 4 различных gRNA до по меньшей 

мере 16 различных gRNA, от по меньшей мере 4 различных gRNA до по меньшей мере 12 различные 

gRNA, от по меньшей мере 4 различных gRNA до по меньшей мере 8 различных gRNA, от по меньшей 

мере 8 различных gRNA до по меньшей мере 50 различных gRNA, от по меньшей мере 8 различных 

gRNA до по меньшей мере 45 различных gRNA, от по меньшей мере 8 различных gRNA до по меньшей 

мере 40 различных gRNA, от по меньшей мере 8 различных gRNA до по меньшей мере 35 различных 

gRNA, от 8 различных gRNA до по меньшей мере 30 различных gRNA, от по меньшей мере 8 различных 

gRNA до по меньшей мере 25 различных gRNA, от 8 различных gRNA до по меньшей мере 20 различных 

gRNA, от по меньшей мере 8 различных gRNA до по меньшей мере 16 различных gRNA или от 8 раз-

личных gRNA до по меньшей мере 12 различных gRNA. В определенных вариантах осуществления гене-
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тическая конструкция (например, вектор AAV) кодируется одной молекулой gRNA, т.е. первой молеку-

лой gRNA и необязательно молекулой Cas9. В определенных вариантах осуществления первая генетиче-

ская конструкция (например, первый вектор на основе AAV) кодируется одной молекулой gRNA, т.е. 

первой молекулой gRNA и необязательно молекулой Cas9, и вторая генетическая конструкция (напри-

мер, второй вектор AAV) кодируется одной молекулой gRNA, т.е. второй молекулой gRNA и необяза-

тельно молекулой Cas9. 

Молекула gRNA содержит нацеливающий домен, который комплементарен полинуклеотидной по-

следовательности целевой ДНК, после которой следует последовательность PAM. При этом gRNA может 

содержать "G" на 5'-конце нацеливающего домена или комплементарной полинуклеотидной последова-

тельности. Нацеливающий домен молекулы gRNA может содержать по меньшей мере 10 пар оснований, 

по меньшей мере 11 пар оснований, по меньшей мере 12 пар оснований, по меньшей мере 13 пар основа-

ний, по меньшей мере 14 пар оснований, по меньшей мере 15 пар оснований, по меньшей мере 16 пар 

оснований, по меньшей мере 17 пар оснований, по меньшей мере 18 пар оснований, по меньшей мере  

19 пар оснований, по меньшей мере 20 пар оснований, по меньшей мере 21 пару оснований, по меньшей 

мере 22 пары оснований, по меньшей мере 23 пары оснований, по меньшей мере 24 пары оснований, по 

меньшей мере 25 пар оснований, по меньшей мере 30 пар оснований или по меньшей мере 35 пар осно-

ваний, комплементарных последовательности целевой ДНК, после которой следует последовательность 

PAM. В определенных вариантах осуществления длина нацеливающего домена молекулы gRNA состав-

ляет 19-25 нуклеотидов. В определенных вариантах осуществления длина нацеливающего домена моле-

кулы gRNA составляет 20 нуклеотидов. В определенных вариантах осуществления длина нацеливающе-

го домена молекулы gRNA составляет 21 нуклеотид. В определенных вариантах осуществления длина 

нацеливающего домена молекулы gRNA составляет 22 нуклеотида. В определенных вариантах осущест-

вления длина нацеливающего домена молекулы gRNA составляет 23 нуклеотида. 

gRNA может нацеливаться на область гена дистрофина (DMD). В определенных вариантах осуще-

ствления gRNA может нацеливаться на по меньшей мере одно из экзонов, интронов, промоторной области, 

энхансерной области, транскрибируемой области гена дистрофина. В определенных вариантах осуществ-

ления молекула gRNA нацеливается на интрон 50 гена дистрофина человека. В определенных вариантах 

осуществления молекула gRNA нацеливается на интрон 51 гена дистрофина человека. В определенных 

вариантах осуществления молекула gRNA нацеливается на экзон 51 гена дистрофина человека. gRNA мо-

жет включать в себя нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изло-

женную под SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ 

ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ 

ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, или компле-

ментарную ей последовательность. 

Одиночную или мультиплексную gRNA можно сконструировать для восстановления рамки считы-

вания дистрофина путем нацеливания мутационного участка горячих точек в экзоне 51 или как введение 

либо внутриэкзонных небольших вставок, так и делеций, либо удаление экзона 51. После лечения с по-

мощью вектора, раскрытого в настоящем изобретении, может восстанавливаться экспрессия дистрофина 

в мышечных клетках пациента с Duchenne in vitro. Дистрофин человека был выявлен in vivo после транс-

плантации генетически скорректированных клеток пациента в иммунодефицитных мышей. Особенно 

важно то, что уникальные возможности многократного редактирования генов системы редактирования 

генов на основе CRISPR/Cas9 позволяют эффективно получать большие делеции этого мутационного 

участка горячих точек, которые могут корректировать до 62% мутаций пациента универсальными или 

специфичными для пациента подходами для редактирования гена. В некоторых вариантах осуществле-

ния кандидатные gRNA оценивали и выбирали на основании нецелевой активности, целевой активности, 

измеренных с помощью анализа Surveyor, а также расстояния от экзона. 

3. Композиции для нацеливания на ДНК. 

Настоящее изобретение также относится к композициям для нацеливания на ДНК, которые содер-

жат данные генетические конструкции. Композиции для нацеливания на ДНК содержат по меньшей мере 

одну молекулу gRNA (например, две молекулы gRNA), которая нацеливается на ген дистрофина (напри-

мер, ген дистрофина человека), как описано выше. По меньшей мере одна молекула gRNA может связы-

вать и распознавать целевую область. Целевые области можно выбирать непосредственно выше возмож-

ных стоп-кодонов за пределами рамки считывания, так что вставки или делеции во время процесса репа-

рации восстанавливают рамку считывания дистрофина путем преобразования рамки считывания. Целе-

вые области также могут представлять собой сайты акцепторов сплайсинга или сайты доноров сплайсин-

га, так что вставки или делеции во время процесса репарации нарушают сплайсинг и восстанавливают 

рамку считывания дистрофина с помощью разрушения сайта сплайсинга и исключения экзона. Целевые 

области также могут представлять собой аберрантные стоп-кодоны, так что вставки или делеции во вре-

мя процесса репарации восстанавливают рамку считывания дистрофина, устраняя или разрушая стоп-

кодон. 

В определенных вариантах осуществления композиция для нацеливания на ДНК, раскрытая в на-

стоящем изобретении, включает в себя первую gRNA и вторую gRNA, где первая молекула gRNA и вто-
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рая молекула gRNA содержат нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную последователь-

ность, изложенную под SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ 

ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ 

ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18,  

SEQ ID NO: 19, или комплементарную ей последовательность. В определенных вариантах осуществле-

ния первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA содержат нацеливающие домены. В определенных 

вариантах осуществления первая молекула gRNA представлена под SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO: 3,  

SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12,  

SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 или SEQ ID NO: 15 и вторая молекула gRNA представлена под  

SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 

или SEQ ID NO: 19. В определенных вариантах осуществления первая молекула gRNA выбрана из груп-

пы, состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 и  

SEQ ID NO: 15 и вторая молекула gRNA выбрана из группы, состоящей из SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, 

SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 19. 

В определенных вариантах осуществления первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA выбра-

ны из группы, состоящей из 

(i) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 2; 

(ii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(iii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(iv) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

(v) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(vi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(vii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

(viii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(ix) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(x) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15; 

(xi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

и 

(xii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 41, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 42. 

В некоторых вариантах осуществления композиция для нацеливания на ДНК содержит нуклеотид-

ную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 37, и/или нуклеотидную последовательность, 

изложенную под SEQ ID NO: 38. 

В определенных вариантах осуществления композиция для нацеливания на ДНК может дополни-

тельно включать в себя по меньшей мере одну молекулу Cas9 или слитый белок Cas9, который распозна-

ется PAM либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25). В некоторых вариантах 

осуществления композиция для нацеливания на ДНК содержит нуклеотидную последовательность, из-

ложенную под SEQ ID NO: 83 или SEQ ID NO: 84. В определенных вариантах осуществления вектор 

сконструирован с возможностью образования первого и второго двухнитевых разрывов соответственно в 
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первом и втором интронах, фланкирующих экзон 51 гена дистрофина человека, за счет чего обеспечива-

ется делеция сегмента гена дистрофина, содержащего экзон 51. 

Эффективность делеции векторов, раскрытых в настоящем изобретении, может быть связана с раз-

мером делеции, т.е. размером сегмента, подвергнутого делеции с помощью векторов. В определенных 

вариантах осуществления длину или размер определенных делеций определяют с помощью расстояния 

между последовательностями PAM в подлежащем нацеливанию гене (например, гене дистрофина). В 

определенных вариантах осуществления определенная делеция сегмента гена дистрофина, которую оп-

ределяют с точки зрения ее длины и содержащей ее последовательности (например, экзон 51), происхо-

дит в результате разрывов, смежных с определенными последовательностями PAM, в пределах гена-

мишени (например, гена дистрофина). 

В определенных вариантах осуществления размер делеции составляет от приблизительно 50 пар 

оснований до приблизительно 2000 пар оснований (п.о.), например от приблизительно 50 п.о. до прибли-

зительно 1999 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 1900 п.о., от приблизительно 50 п.о. до 

приблизительно 1800 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 1700 п.о., от приблизительно  

50 п.о. до приблизительно 1650 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 1600 п.о., от прибли-

зительно 50 п.о. до приблизительно 1500 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 1400 п.о., от 

приблизительно 50 п.о. до приблизительно 1300 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно  

1200 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 1150 п.о., от приблизительно 50 п.о. до прибли-

зительно 1100 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 1000 п.о., от приблизительно 50 п.о. до 

приблизительно 900 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 850 п.о., от приблизительно  

50 п.о. до приблизительно 800 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 750 п.о., от приблизи-

тельно 50 п.о. до приблизительно 700 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 600 п.о., от при-

близительно 50 п.о. до приблизительно 500 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 400 п.о., 

от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 350 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно  

300 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 250 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизи-

тельно 200 п.о., от приблизительно 50 п.о. до приблизительно 150 п.о., от приблизительно 50 п.о. до при-

близительно 100 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно 1999 п.о., от приблизительно  

100 п.о. до приблизительно 1900 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно 1800 п.о., от при-

близительно 100 п.о. до приблизительно 1700 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно  

1650 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно 1600 п.о., от приблизительно 100 п.о. до при-

близительно 1500 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно 1400 п.о., от приблизительно  

100 п.о. до приблизительно 1300 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно 1200 п.о., от при-

близительно 100 п.о. до приблизительно 1150 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно  

1100 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно 1000 п.о., от приблизительно 100 п.о. до при-

близительно 900 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно 850 п.о., от приблизительно 100 п.о. 

до приблизительно 800 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно 750 п.о., от приблизительно 

100 п.о. до приблизительно 700 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно 600 п.о., от прибли-

зительно 100 п.о. до приблизительно 1000 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно 400 п.о., от 

приблизительно 100 п.о. до приблизительно 350 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно  

300 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно 250 п.о., от приблизительно 100 п.о. до прибли-

зительно 200 п.о., от приблизительно 100 п.о. до приблизительно 150 п.о., от приблизительно 200 п.о. до 

приблизительно 1999 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно 1900 п.о., от приблизительно 

200 п.о. до приблизительно 1800 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно 1700 п.о., от при-

близительно 200 п.о. до приблизительно 1650 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно  

1600 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно 1500 п.о., от приблизительно 200 п.о. до при-

близительно 1400 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно 1300 п.о., от приблизительно  

200 п.о. до приблизительно 1200 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно 1150 п.о., от при-

близительно 200 п.о. до приблизительно 1100 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно  

1000 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно 900 п.о., от приблизительно 200 п.о. до прибли-

зительно 850 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно 800 п.о., от приблизительно 200 п.о. до 

приблизительно 750 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно 700 п.о., от приблизительно  

200 п.о. до приблизительно 600 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно 2000 п.о., от прибли-

зительно 200 п.о. до приблизительно 400 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно 350 п.о., от 

приблизительно 200 п.о. до приблизительно 300 п.о., от приблизительно 200 п.о. до приблизительно  

250 п.о., от приблизительно 300 п.о. до приблизительно 1999 п.о., от приблизительно 300 п.о. до прибли-

зительно 1900 п.о., от приблизительно 300 п.о. до приблизительно 1800 п.о., от приблизительно 300 п.о. 

до приблизительно 1700 п.о., от приблизительно 300 п.о. до приблизительно 1650 п.о., от приблизитель-

но 300 п.о. до приблизительно 1600 п.о., от приблизительно 300 п.о. до приблизительно 1500 п.о., от 

приблизительно 300 п.о. до приблизительно 1400 п.о., от приблизительно 300 п.о. до приблизительно 

1300 п.о., от приблизительно 300 п.о. до приблизительно 1200 п.о., от приблизительно 300 п.о. до при-

близительно 1150 п.о., от приблизительно 300 п.о. до приблизительно 1100 п.о., от приблизительно  

300 п.о. до приблизительно 1000 п.о., от приблизительно 300 п.о. до приблизительно 900 п.о., от прибли-
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зительно 300 п.о. до приблизительно 850 п.о., от приблизительно 300 п.о. до приблизительно 800 п.о., от 

приблизительно 300 п.о. до приблизительно 750 п.о., от приблизительно 300 п.о. до приблизительно  

700 п.о., от приблизительно 300 п.о. до приблизительно 600 п.о., от приблизительно 300 п.о. до прибли-

зительно 3000 п.о., от приблизительно 300 п.о. до приблизительно 400 п.о. или от приблизительно  

300 п.о. до приблизительно 350 п.о. В определенных вариантах осуществления размер делеции может 

составлять приблизительно 118 п.о., приблизительно 233 п.о., приблизительно 326 п.о., приблизительно 

766 п.о., приблизительно 805 п.о. или приблизительно 1611 п.о. 

4. Композиции для редактирования генома в мышце. 

Настоящее изобретение направлено на генетические конструкции (например, векторы) или их ком-

позицию для редактирования гена-мишени в скелетной мышце или сердечной мышце в геноме субъекта. 

Композиция включает в себя модифицированный вектор на основе AAV и нуклеотидную последова-

тельность, кодирующую систему редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, например молекулу 

gRNA и молекулу Cas9. Композиция доставляет активные формы системы редактирования генов на ос-

нове CRISPR/Cas9 в скелетную мышцу или сердечную мышцу. Раскрытые в настоящем изобретении ге-

нетические конструкции (например, векторы) могут применяться в коррекции или уменьшении эффектов 

мутаций в гене дистрофина, вовлеченном в генетические заболевания и/или другие состояния, связанные 

со скелетной мышцей или сердечной мышцей, например DMD. Композиция может дополнительно со-

держать донорную ДНК или трансген. Эти композиции могут применяться в редактировании генома, в 

конструировании генома и коррекции или уменьшении эффектов мутаций в генах, вовлеченных в гене-

тические заболевания и/или другие состояния, связанные со скелетной мышцей или сердечной мышцей. 

a. Система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 для нацеливания на ген дистрофина. 

В данном документе раскрыта система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, специфичная 

в отношении гена дистрофина. Система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 может включать в 

себя Cas9 и по меньшей мере одну gRNA для нацеливания на ген дистрофина. Система редактирования 

генов на основе CRISPR/Cas9 может связываться и распознавать целевую область. Целевые области 

можно выбирать непосредственно выше возможных стоп-кодонов за пределами рамки считывания, так 

что вставки или делеции во время процесса репарации восстанавливают рамку считывания дистрофина 

путем преобразования рамки считывания. Целевые области также могут представлять собой сайты ак-

цепторов сплайсинга или сайты доноров сплайсинга, так что вставки или делеции во время процесса ре-

парации нарушают сплайсинг и восстанавливают рамку считывания дистрофина с помощью разрушения 

сайта сплайсинга и исключения экзона. Целевые области также могут представлять собой аберрантные 

стоп-кодоны, так что вставки или делеции во время процесса репарации восстанавливают рамку считы-

вания дистрофина, устраняя или разрушая стоп-кодон. 

gRNA может нацеливаться на нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей 

из SEQ ID NO: 1-19, 41, 42, или комплементарную ей последовательность. Например, раскрытую систе-

му редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 конструировали с тем, чтобы опосредовать высокоэф-

фективное редактирование генов в экзоне 51 гена дистрофина. Эта система редактирования генов на ос-

нове CRISPR/Cas9 восстанавливает экспрессию белка дистрофина в клетках пациентов с DMD. В неко-

торых вариантах осуществления композиция для нацеливания на ДНК содержит нуклеотидную последо-

вательность, изложенную под SEQ ID NO: 37, нуклеотидную последовательность, изложенную под  

SEQ ID NO: 38, нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 83 и/или нуклеотид-

ную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 84. Например, композиция для нацеливания на 

ДНК включает нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 37, нуклеотидную после-

довательность, изложенную под SEQ ID NO: 38 и нуклеотидную последовательность, изложенную под 

SEQ ID NO: 83, или композиция для нацеливания на ДНК включает нуклеотидную последовательность, 

изложенную под SEQ ID NO: 37, нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 38 и 

нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 84. 

b. Векторы на основе аденоассоциированного вируса.  

Композиция может также включать в себя вирусную систему доставки. В определенных вариантах 

осуществления вектор представляет собой вектор на основе аденоассоциированного вируса (AAV). Век-

тор на основе AAV представляет собой небольшой вирус, принадлежащий к роду Dependovirus семейст-

ва Parvoviridae, который инфицирует людей и некоторые другие виды приматов. Векторы на основе AAV 

можно использовать для доставки системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 с применением 

различных конфигураций конструкции. Например, векторы на основе AAV могут доставлять кассеты 

экспрессии Cas9 и gRNA на отдельные векторы или на тот же вектор. Как альтернатива, если использу-

ются небольшие белки Cas9, полученные из таких видов как Staphylococcus aureus или Neisseria meningi-

tidis, то и кассета экспрессии Cas9, и не менее двух кассет экспрессии gRNA могут быть объединены в 

одном векторе на основе AAV с пределом упаковки, составляющим 4,7 т.о. 

В определенных вариантах осуществления вектор на основе AAV представляет собой модифициро-

ванный вектор на основе AAV. Модифицированный вектор на основе AAV может обладать повышен-

ным тропизмом к сердечной и скелетной мышечным тканям. Модифицированный вектор на основе AAV 

может быть способен к доставке и экспрессировать систему редактирования генов на основе 
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CRISPR/Cas9 в клетке млекопитающего. Например, модифицированный вектор на основе AAV может 

представлять собой вектор AAV-SASTG (Piacentino et al. (2012), Human Gene Therapy, 23: 635-646). Мо-

дифицированный вектор на основе AAV может доставлять нуклеазы в скелетную и сердечную мышцы  

in vivo. Модифицированный вектор на основе AAV может быть на основе одного или нескольких из ряда 

типов капсида, в том числе AAV1, AAV2, AAV5, AAV6, AAV8 и AAV9. Модифицированный вектор на 

основе AAV может быть на основе псевдотипа AAV2 с альтернативными тропными к мышцам капсида-

ми AAV, таким как векторы AAV2/1, AAV2/6, AAV2/7, AAV2/8, AAV2/9, AAV2.5 и AAV/SASTG, кото-

рые эффективно трансдуцируют скелетную мышцу или сердечную мышцу путем системной и местной 

доставки (Seto et al., Current Gene Therapy (2012), 12: 139-151). Модифицированный вектор на основе 

AAV может представлять собой AAV2i8G9 (Shen et al., J. Biol. Chem. (2013), 288: 28814-28823). В неко-

торых вариантах осуществления композиция содержит нуклеотидную последовательность, изложенную 

под SEQ ID NO: 39, и/или нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 40. В неко-

торых вариантах осуществления композиция включает в себя первый вектор, содержащий нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 39, и второй вектор, содержащий нуклеотидную по-

следовательность, изложенную под SEQ ID NO: 40. 

5. Способы редактирования генома в мышце. 

Настоящее изобретение направлено на способ редактирования генома в скелетной мышце или сер-

дечной мышце субъекта. Способ предусматривает введение в скелетную мышцу или сердечную мышцу 

субъекта композиции для редактирования генома в скелетной мышце или сердечной мышце, как описано 

выше. Редактирование генома может предусматривать коррекцию мутантного гена или вставку трансге-

на. Коррекция мутантного гена может предусматривать удаление, перестройку или замену мутантного 

гена. Коррекция мутантного гена может включать опосредованный нуклеазой NHEJ или HDR. 

6. Способы коррекции мутантного гена и лечения субъекта. 

Раскрытый в настоящем изобретении объект изобретения также предусматривает способы коррек-

ции мутантного гена (например, мутантного гена дистрофина, например мутантного гена дистрофина 

человека) в клетке и лечение субъекта, страдающего от генетического заболевания, такого как DMD. 

Способ может предусматривать введение в клетку или субъекту генетической конструкции (например, 

вектора), раскрытой в настоящем изобретении, или содержащей ее композиции, как описано выше. Спо-

соб может предусматривать введение в скелетную мышцу или сердечную мышцу субъекта генетической 

конструкции (например, вектора), раскрытой в настоящем изобретении, или содержащей ее композиции 

для редактирования генома в скелетной мышце или сердечной мышце, как описано выше. Применение 

генетической конструкции (например, вектора), раскрытой в настоящем изобретении, или содержащей ее 

композиции для доставки системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 в скелетную мышцу 

или сердечную мышцу может восстанавливать экспрессию полнофункционального или частично функ-

ционального белка с использованием матрицы репарации или донорной ДНК, которая может заменить 

весь ген или область, содержащую мутацию. Система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 мо-

жет использоваться для введения сайт-специфических двухнитевых разрывов в целевые геномные локу-

сы. Сайт-специфичные двухнитевые разрывы создаются тогда, когда система редактирования генов на 

основе CRISPR/Cas9 связывается с последовательностями целевой ДНК, обеспечивая тем самым воз-

можность расщепления целевой ДНК. Такое расщепление ДНК может стимулировать естественный ме-

ханизм репарации ДНК, сводящийся к одному из двух возможных путей репарации: репарации с участи-

ем гомологичной рекомбинации (HDR) или негомологичного соединения концов (NHEJ). 

Настоящее изобретение направлено на редактирование генома с использованием системы редакти-

рования генов на основе CRISPR/Cas9 без матрицы репарации, которая может эффективно корректиро-

вать рамку считывания и восстанавливать экспрессию функционального белка, вовлеченного в генетиче-

ское заболевание. Раскрытые системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 могут предусматри-

вать использование подходов коррекции на основе репарации с участием гомологичной рекомбинации 

или опосредованного нуклеазой негомологичного соединения концов (NHEJ), что обеспечивает возмож-

ность эффективной коррекции в линиях первичных клеток с ограниченной пролиферацией, которые мо-

гут не поддаваться гомологичной рекомбинации или генной коррекции на основе отбора. Эта стратегия 

объединяет быструю и надежную сборку активных систем редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 

с эффективным способом редактирования генов для лечения генетических заболеваний, вызванных му-

тациями в несущественных кодирующих областях, которые являются причиной сдвига рамки, прежде-

временных стоп-кодонов, аберрантных сайтов доноров сплайсинга или аберрантных сайтов акцепторов 

сплайсинга. 

a. Опосредованное нуклеазой негомологичное соединение концов. 

Восстановление экспрессии белка из эндогенного мутированного гена может проводиться путем 

NHEJ-опосредованной репарации ДНК без участия матрицы. В отличие от временного способа нацели-

вания на РНК гена-мишени коррекция рамки считывания гена-мишени в геноме с помощью временно 

экспрессируемой системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 может приводить к полному 

восстановлению экспрессии целевого гена каждой модифицированной клеткой и во всем ее потомстве. В 

определенных вариантах осуществления NHEJ представляет собой опосредованный нуклеазой NHEJ, 
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который в определенных вариантах осуществления относится к NHEJ, инициируемому молекулой Cas9, 

которая разрезает двухнитевую ДНК. Способ предусматривает введение генетической конструкции (на-

пример, вектора), раскрытой в настоящем изобретении, или содержащей ее композиции в скелетную 

мышцу или сердечную мышцу субъекта для редактирования генома в скелетной мышце или сердечной 

мышце. 

Коррекция гена с помощью опосредованного нуклеазой NHEJ может исправлять мутированный 

ген-мишень и предлагает несколько потенциальных преимуществ над путем HDR. Например, для NHEJ 

не требуется донорная матрица, которая может вызывать неспецифический инсерционный мутагенез. В 

отличие от HDR, NHEJ эффективно работает на всех стадиях клеточного цикла и поэтому может эффек-

тивно использоваться как в делящихся, так и в постмитотических клетках, таких как мышечные волокна. 

Это обеспечивает надежное, полное восстановление гена, являющееся альтернативой пропуску экзонов 

на основе олигонуклеотидов или фармакологически инициируемому сквозному прохождению стоп-

кодонов, и теоретически могла бы требоваться обработка всего лишь одним лекарственным средством. 

Коррекцию гена на основе NHEJ с использованием системы редактирования генов на основе 

CRISPR/Cas9, а также других сконструированных нуклеаз, включая мегануклеазы и нуклеазы типа "цин-

ковые пальцы", можно комбинировать с другими существующими платформами ex vivo и in vivo для 

клеточной и генной видов терапии в дополнение к описанному в данном документе способу электропо-

рации плазмид. Например, доставка системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 путем пере-

носа генов на основе mRNA или в виде очищенных белков, способных проникать в клетку, может обес-

печить возможность использования подхода к редактированию генома без ДНК, что позволит избегать 

любой возможности инсерционного мутагенеза. 

b. Репарация с участием гомологичной рекомбинации.  

Восстановление экспрессии белка из эндогенного мутированного гена может предусматривать ре-

парацию с участием гомологичной рекомбинации. Вышеописанный способ дополнительно предусматри-

вает введение донорной матрицы в клетку. Донорная матрица может включать в себя нуклеотидную по-

следовательность, кодирующую полнофункциональный белок или частично функциональный белок. На-

пример, донорная матрица может включать в себя конструкцию дистрофина с уменьшенным размером, 

называемую минидистрофином ("минидис"), полнофункциональную конструкцию дистрофина для вос-

становления мутантного гена дистрофина или фрагмент гена дистрофина, который после гомологичной 

репарации приводит к восстановлению мутантного гена дистрофина. 

c. Способы коррекции мутантного гена и лечения субъекта с применением CRISPR/Cas9. 

Настоящее изобретение также направлено на редактирование генома с помощью системы редакти-

рования генов на основе CRISPR/Cas9 для восстановления экспрессии полнофункционального или час-

тично функционального белка с использованием матрицы репарации или донорной ДНК, которая может 

заменить весь ген или область, содержащую мутацию. Система редактирования генов на основе 

CRISPR/Cas9 может использоваться для введения сайт-специфических двухнитевых разрывов в целевые 

геномные локусы. Сайт-специфичные двухнитевые разрывы создаются тогда, когда система редактиро-

вания генов на основе CRISPR/Cas9 связывается с последовательностями целевой ДНК с помощью 

gRNA, обеспечивая тем самым возможность расщепления целевой ДНК. Система редактирования генов 

на основе CRISPR/Cas9 обладает преимуществом в отношении усовершенствованного редактирования 

генома из-за их высокого уровня успешной и эффективной генетической модификации. Такое расщепле-

ние ДНК может стимулировать естественный механизм репарации ДНК, сводящийся к одному из двух 

возможных путей репарации: репарации с участием гомологичной рекомбинации (HDR) или негомоло-

гичного соединения концов (NHEJ). Например, система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, 

направленная на ген дистрофина, может включать в себя gRNA, содержащую последовательность нук-

леиновой кислоты под любой из SEQ ID NO: 1-19, 41, 42 или комплементарную ей последовательность. 

Настоящее изобретение направлено на редактирование генома с использованием системы редакти-

рования генов на основе CRISPR/Cas9 без матрицы репарации, которая может эффективно корректиро-

вать рамку считывания и восстанавливать экспрессию функционального белка, вовлеченного в генетиче-

ское заболевание. Раскрытая система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 может предусматри-

вать использование подходов с коррекцией на основе репарации с участием гомологичной рекомбинации 

или опосредованного нуклеазой негомологичного соединения концов (NHEJ), что обеспечивает возмож-

ность эффективной коррекции в линиях первичных клеток с ограниченной пролиферацией, которые мо-

гут не поддаваться гомологичной рекомбинации или генной коррекции на основе отбора. Эта стратегия 

объединяет быструю и надежную сборку активной системы редактирования генов на основе 

CRISPR/Cas9 с эффективным способом редактирования генов для лечения генетических заболеваний, 

вызванных мутациями в несущественных кодирующих областях, которые являются причиной сдвига 

рамки, преждевременных стоп-кодонов, аберрантных сайтов доноров сплайсинга или аберрантных сай-

тов акцепторов сплайсинга. 

Настоящее изобретение предусматривает способы коррекции мутантного гена в клетке и лечения 

субъекта, страдающего от генетического заболевания, такого как DMD. Способ может предусматривать 

введение в клетку или субъекту системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, полинуклеотида 
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или вектора, кодирующего указанную систему редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, или ком-

позиции, содержащей указанную систему редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, как описано 

выше. Способ может предусматривать введение системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, 

как например, введение белка Cas9 или слитого белка Cas9, содержащего второй домен, обладающий 

нуклеазной активностью, нуклеотидной последовательности, кодирующей указанный белок Cas9 или 

слитый белок Cas9, и/или по меньшей мере одной gRNA, где gRNA нацеливаются на различные после-

довательности ДНК. Целевые последовательности ДНК могут быть перекрывающимися. Количество 

gRNA, вводимой в клетку, может составлять по меньшей мере 1 gRNA, по меньшей мере 2 разные gRNA, 

по меньшей мере 3 разные gRNA, по меньшей мере 4 разные gRNA, по меньшей мере 5 разных gRNA, по 

меньшей мере 6 разных gRNA, по меньшей мере 7 разных gRNA, по меньшей мере 8 разных gRNA, по 

меньшей мере 9 разных gRNA, по меньшей мере 10 разных gRNA, по меньшей мере 15 разных gRNA, по 

меньшей мере 20 разных gRNA, по меньшей мере 30 разных gRNA или по меньшей мере 50 разных 

gRNA, описанных выше. gRNA может включать в себя последовательность нуклеиновой кислоты по 

меньшей мере одной из SEQ ID NO: 1-19, 41, 42 или комплементарную ей последовательность. Способ 

может предусматривать репарацию с участием гомологичной рекомбинации или негомологичное соеди-

нение концов. 

7. Способы лечения заболевания. 

Настоящее изобретение направлено на способ лечения заболевания у субъекта, нуждающегося в 

этом. Способ предусматривает введение в ткань или субъекту генетической конструкции (например, век-

тора), раскрытой в настоящем изобретении, или содержащей ее композиции, как описано выше. В опре-

деленных вариантах осуществления способ может предусматривать введение в скелетную мышцу или 

сердечную мышцу субъекта генетической конструкции (например, вектора), раскрытой в настоящем 

изобретении, или содержащей ее композиции, как описано выше. В определенных вариантах осуществ-

ления способ может предусматривать введение в вену субъекта генетической конструкции (например, 

вектора), раскрытой в настоящем изобретении, или содержащей ее композиции, как описано выше. В 

определенных вариантах осуществления субъект страдает от состояния, связанного со скелетной мыш-

цей или сердечной мышцей, вызывающих дегенерацию, или слабость, или генетическое заболевание. 

Например, субъект может страдать от мышечной дистрофии Дюшенна, как описано выше. 

a. Мышечная дистрофия Дюшенна. 

Как описано выше, способ можно применять для коррекции гена дистрофина и удаления полно-

функциональной или частично функциональной экспрессии белка указанного мутированного гена дис-

трофина. В некоторых аспектах и вариантах осуществления изобретение предусматривает способ 

уменьшения эффектов (например, клинических симптомов/признаков) DMD у пациента. В некоторых 

аспектах и вариантах осуществления изобретение предусматривает способ лечения DMD у пациента. В 

некоторых аспектах и вариантах осуществления изобретение предусматривает способ предупреждения 

DMD у пациента. В некоторых аспектах и вариантах осуществления изобретение предусматривает спо-

соб предупреждения дальнейшего прогрессирования DMD у пациента. 

8. Способы получения трансгенного грызуна с ∆52 hDMD. 

Настоящее изобретение относится к способу получения трансгенного эмбриона грызуна, у которого 

имеется ген дистрофина человека с делецией экзона 52. Способ предусматривает введение эмбриону 

грызуна gRNA, за счет чего обеспечивается делеция экзона 52 из гена дистрофина человека, и отбор 

трансгенного эмбриона грызуна, у которого имеется делеция экзона 52 гена дистрофина человека, где 

эмбрион грызуна содержит нормальный ген дистрофина человека. В некоторых вариантах осуществле-

ния эмбрион грызуна представляет собой эмбрион мыши. В некоторых вариантах осуществления транс-

генный эмбрион грызуна является гетерозиготным hDMD или гетерозиготным hDMD-∆52. В некоторых 

вариантах осуществления первую молекулу gRNA, содержащую нацеливающий домен, который включа-

ет в себя нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 41, и вторую молекулу gRNA, 

содержащую нацеливающий домен, который включает в себя нуклеотидную последовательность, изло-

женную под SEQ ID NO: 42, вводят в эмбрион грызуна для осуществления делеции экзона 52 гена дис-

трофина человека. В некоторых вариантах осуществления способ дополнительно включает введение в 

эмбрион грызуна белка Cas, содержащего аминокислотную последовательность, изложенную под  

SEQ ID NO: 27. Настоящее изобретение направлено на трансгенный эмбрион грызуна, который получа-

ют с помощью данного способа. Настоящее изобретение также относится к трансгенному грызуну, полу-

ченному из трансгенного эмбриона грызуна. 

9. Конструкции и плазмиды. 

Вышеописанные композиции могут содержать генетические конструкции, которые кодируют сис-

тему редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, как раскрыто в данном документе. Генетическая 

конструкция, такая как плазмида, может содержать нуклеиновую кислоту, которая кодирует систему ре-

дактирования генов на основе CRISPR/Cas9, такую как белок Cas9 и слитые белки Cas9 и/или по мень-

шей мере одну из gRNA. Вышеописанные композиции могут содержать генетические конструкции, ко-

торые кодируют модифицированный вектор на основе AAV и последовательность нуклеиновой кислоты, 
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которая кодирует систему редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, как раскрыто в данном доку-

менте. Генетическая конструкция, такая как плазмида, может содержать нуклеиновую кислоту, которая 

кодирует систему редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. Вышеописанные композиции могут 

содержать генетические конструкции, которые кодируют модифицированный лентивирусный вектор, 

раскрытый в данном документе. 

Генетическая конструкция, такая как рекомбинантная плазмида или рекомбинантная вирусная час-

тица, может содержать нуклеиновую кислоту, которая кодирует слитый белок Cas9, и по меньшей мере 

одну gRNA. В некоторых вариантах осуществления генетическая конструкция может содержать нуклеи-

новую кислоту, которая кодирует слитый белок Cas9 и по меньшей мере две различные gRNA. В некото-

рых вариантах осуществления генетическая конструкция может содержать нуклеиновую кислоту, кото-

рая кодирует слитый белок Cas9 и более двух различных gRNA. В некоторых вариантах осуществления 

генетическая конструкция может содержать промотор, который функционально связан с нуклеотидной 

последовательностью, кодирующей по меньшей мере одну молекулу gRNA и/или молекулу Cas9. В не-

которых вариантах осуществления промотор функционально связан с нуклеотидной последовательно-

стью, кодирующей первую молекулу gRNA, вторую молекулу gRNA и/или молекулу Cas9. Генетическая 

конструкция может присутствовать в клетке в виде функционирующей внехромосомной молекулы. Ге-

нетическая конструкция может представлять собой линейную минихромосому, включающую в себя цен-

тромеру, теломеры или плазмиды или космиды. 

Генетическая конструкция также может представлять собой часть генома рекомбинантного вирус-

ного вектора, в том числе рекомбинантного лентивируса, рекомбинантного аденовируса и рекомбинант-

ного аденоассоциированного вируса. Генетическая конструкция может представлять собой генетическо-

го материала в аттенуированных живых микроорганизмах или рекомбинантных микробных векторах, 

которые заселяют клетки. Генетические конструкции могут содержать регуляторные элементы для экс-

прессии генов кодирующих последовательностей нуклеиновой кислоты. Регуляторные элементы могут 

представлять собой промотор, энхансер, инициирующий кодон, стоп-кодон или сигнал полиаденилиро-

вания. 

В определенных вариантах осуществления генетическая конструкция представляет собой вектор. 

Вектор может представлять собой вектор на основе аденоассоциированного вируса (AAV), который ко-

дирует по меньшей мере одну молекулу Cas9 и по меньшей мере одну молекулу gRNA; при этом вектор 

способен экспрессировать по меньшей мере одну молекулу Cas9 и по меньшей мере молекулу gRNA в 

клетке млекопитающего. Вектор может представлять собой плазмиду. Векторы можно применять для 

генной терапии in vivo. Вектор может являться рекомбинантным. Вектор может содержать гетерологич-

ную нуклеиновую кислоту, кодирующую слитый белок, такой как слитый белок Cas9 или система редак-

тирования генов на основе CRISPR/Cas9. Вектор может представлять собой плазмиду. Вектор может 

быть применим для трансфекции клеток нуклеиновой кислотой, кодирующей слитый белок Cas9 или 

систему редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, при этом трансформированную клетку-хозяина 

культивируют и поддерживают в условиях, при которых происходит экспрессия слитого белка Cas9 или 

системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. 

Кодирующие последовательности могут быть оптимизированы для стабильности и высоких уров-

ней экспрессии. В некоторых случаях кодоны выбирают для уменьшения образования вторичной струк-

туры РНК, такой как структура, образовавшаяся вследствие внутримолекулярного связывания. 

Вектор может содержать гетерологичную нуклеиновую кислоту, кодирующую систему редактиро-

вания генов на основе CRISPR/Cas9, и может дополнительно содержать инициирующий кодон, который 

может располагаться выше кодирующей последовательности системы редактирования генов на основе 

CRISPR/Cas9, а также стоп-кодон, который может располагаться ниже кодирующей последовательности 

системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. Инициирующий кодон и кодон терминации мо-

гут находиться в рамке с кодирующей последовательностью системы редактирования генов на основе 

CRISPR/Cas9. Вектор также может содержать промотор, который функционально связан с кодирующей 

последовательностью системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. Промотор, который функ-

ционально связан с кодирующей последовательностью системы редактирования генов на основе 

CRISPR/Cas9, может представлять собой промотор из вируса обезьяны 40 (SV40), промотор вируса опу-

холи молочной железы мыши (MMTV), промотор вируса иммунодефицита человека (HIV), такой как 

промотор длинного концевого повтора (LTR) вируса иммунодефицита крупного рогатого скота (BIV), 

промотор вируса Молони, промотор вируса птичьего лейкоза (ALV), промотор цитомегаловируса 

(CMV), такой как промотор гена немедленного раннего ответа CMV, промотор вируса Эпштейна-Барр 

(EBV), промотор U6, такой как промотор U6 человека, или промотор вируса саркомы Рауса (RSV). Про-

мотор также может представлять собой промотор из гена человека, такого как ген убиквитина C человека 

(hUbC), актина человека, миозина человека, гемоглобина человека, креатина мышц человека или метал-

лотионеина человека. Промотор также может представлять собой тканеспецифичный промотор, такой 

как промотор, специфичный в отношении мышц или кожи, природный или синтетический. Примеры та-

ких промоторов описаны в публикациях патентных заявок США № US 2004/0175727 и US 2004/0192593, 

содержание которых включено в данный документ во всей своей полноте. Примеры промоторов, специ-
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фичных в отношении мышц, включают промотор Spc5-12 (описанный в публикации патентной заявки 

США № US 2004/0192593, которая включена в данный документ посредством ссылки во всей своей пол-

ноте; Hakim et al., Mol. Ther. Methods Clin. Dev. (2014), 1: 14002; и Lai et al., Hum Mol Genet. (2014), 

23(12): 3189-3199), промотор MHCK7 (описанный в Salva et al., Mol. Ther. (2007), 15: 320-329), промотор 

CK8 (описанный в Park et al., PLoS ONE (2015), 10(4): e0124914) и промотор CK8e (описанный в Muir et al., 

Mol. Ther. Methods Clin. Dev. (2014), 1: 14025). В некоторых вариантах осуществления экспрессией 

gRNA и/или белка Cas9 управляют с помощью tRNA. 

Каждая из полинуклеотидных последовательностей, кодирующих молекулу gRNA и/или молекулу 

Cas9, может быть функционально связана с промотором. Промоторы, которые функционально связаны с 

молекулой gRNA и/или молекулой Cas9, могут представлять собой один и тот же промотор. Промоторы, 

которые функционально связаны с молекулой gRNA и/или молекулой Cas9, могут представлять собой 

разные промоторы. Промотор может представлять собой конститутивный промотор, индуцируемый 

промотор, репрессируемый промотор или регулируемый промотор. 

Вектор также может содержать сигнал полиаденилирования, который может располагаться ниже 

системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. Сигнал полиаденилирования может представлять 

собой сигнал полиаденилирования SV40, сигнал полиаденилирования LTR, сигнал полиаденилирования 

бычьего гормона роста (bGH), сигнал полиаденилирования гормона роста человека (hGH) или сигнал 

полиаденилирования β-глобина человека. Сигнал полиаденилирования SV40 может представлять собой 

сигнал полиаденилирования из вектора pCEP4 (Invitrogen, Сан-Диего, Калифорния). 

Вектор также может содержать энхансер выше системы редактирования генов на основе 

CRISPR/Cas9, т.е. кодирующей последовательности белка Cas9, или слитого белка Cas9, или sgRNA, или 

системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. Энхансер может быть необходим для экспрессии 

ДНК. Энхансер может представлять собой энхансер гена актина человека, миозина человека, гемоглоби-

на человека, креатина мышц человека или вирусный энхансер, такой как один из CMV, HA, RSV или 

EBV. Энхансеры для осуществления функции полинуклеотидов описаны в патентах США № 5593972, 

5962428 и в заявке WO 94/016737, содержание каждого из которых полностью включено посредством 

ссылки. Вектор также может содержать точку начала репликации млекопитающих, чтобы поддерживать 

вектор вне хромосомы и создавать множественные копии вектора в клетке. Вектор также может содер-

жать регуляторную последовательность, которая может хорошо подходить для экспрессии генов в клетке 

млекопитающего или человека, в которую вводится вектор. Вектор также может содержать репортерный 

ген, такой как ген зеленого флуоресцентного белка ("GFP"), и/или селектируемый маркер, такой как ген 

резистентности к гигромицину ("Hygro"). 

Вектор может представлять собой векторы экспрессии или системы для получения белка с помо-

щью стандартных методик и с помощью общедоступных исходных материалов, включенных в справоч-

ник Sambrook et al., Molecular Cloning and Laboratory Manual, Second Ed., Cold Spring Harbor (1989), кото-

рый полностью включен посредством ссылки. В некоторых вариантах осуществления вектор может со-

держать последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую систему редактирования генов на ос-

нове CRISPR/Cas9, в том числе последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую белок Cas9 или 

слитый белок Cas9, и последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую по меньшей мере одну 

gRNA, содержащую последовательность нуклеиновой кислоты по меньшей мере под одной из  

SEQ ID NO: 1-19, 41, 42 или комплементарную ей последовательность. В некоторых вариантах осущест-

вления белок Cas9 или слитый белок Cas9 кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты под 

любой из SEQ ID NO: 26. В некоторых вариантах осуществления вектор содержит последовательность 

нуклеиновой кислоты под SEQ ID NO: 39 или SEQ ID NO: 40. 

10. Фармацевтические композиции. 

Раскрытый в настоящем изобретении объект изобретения предусматривает композиции, содержа-

щие вышеописанные генетические конструкции. Фармацевтические композиции в соответствии с на-

стоящим изобретением могут составляться в соответствии с применяемым способом введения. В случаях 

если фармацевтические композиции представляют собой инъекционные фармацевтические композиции, 

они являются стерильными, свободными от пирогенов и не содержат частиц. Предпочтительным являет-

ся использование изотонического состава. Как правило, добавки для изотоничности могут включать хло-

рид натрия, декстрозу, маннит, сорбит и лактозу. В некоторых случаях предпочтительными являются 

изотонические растворы, такие как фосфатно-буферный солевой раствор. Стабилизаторы включают в 

себя желатин и альбумин. В некоторых вариантах осуществления в состав добавляют сосудосуживающее 

средство. 

Композиция может дополнительно содержать фармацевтически приемлемое вспомогательное ве-

щество. Фармацевтически приемлемое вспомогательное вещество может представлять собой функцио-

нальные молекулы, такие как наполнители, адъюванты, носители или разбавители. Фармацевтически 

приемлемое вспомогательное вещество может представлять собой средство, облегчающее трансфекцию, 

которое может включать поверхностно-активные средства, такие как иммуностимулирующие комплексы 

(ISCOMS), неполный адъювант Фрейнда, аналог LPS, в том числе монофосфориллипид A, мурамиловые 

пептиды, аналоги хинона, везикулы, такие как сквален и сквален, гиалуроновая кислота, липиды, липо-
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сомы, ионы кальция, вирусные белки, полианионы, поликатионы или наночастицы или другие известные 

средства, облегчающие трансфекцию. 

Средство, облегчающее трансфекцию, представляет собой полианион, поликатион, в том числе по-

ли-L-глутамат (LGS), или липид. Средство, облегчающее трансфекцию, представляет собой поли-L-

глутамат, а более предпочтительно, поли-L-глутамат присутствует в композиции для редактирования 

генома в скелетной мышце или сердечной мышце при концентрации, составляющей менее 6 мг/мл. 

Средство, облегчающее трансфекцию, может также включать поверхностно-активные средства, такие 

как иммуностимулирующие комплексы (ISCOMS), неполный адъювант Фрейнда, аналог LPS, в том чис-

ле монофосфориллипид A, мурамиловые пептиды, аналоги хинона и везикулы, такие как сквален и сква-

лен, при этом также можно использовать гиалуроновую кислоту при введении в сочетании с генетиче-

ской конструкцией. В некоторых вариантах осуществления ДНК-вектор, кодирующий композицию, так-

же может включать в себя средство, облегчающее трансфекцию, такое как липиды, липосомы, в том чис-

ле лецитиновые липосомы, или другие липосомы, известные в данной области техники, в виде смеси 

ДНК-липосом (см., например, Международную патентную публикацию № WO 9324640), ионы кальция, 

вирусные белки, полианионы, поликатионы или наночастицы или другие известные средства, облегчаю-

щие трансфекцию. Предпочтительно средство, облегчающее трансфекцию, представляет собой полиани-

он, поликатион, в том числе поли-L-глутамат (LGS), или липид. 

11. Способы доставки. 

В данном документе предусмотрен способ доставки раскрытой в настоящем изобретении генетиче-

ской конструкции (например, вектора) или ее композиции в клетку. Доставку композиций можно осуще-

ствлять с помощью трансфекции или электропорации композиции, в виде молекулы нуклеиновой кисло-

ты, которая экспрессируется в клетке и доставляется на поверхность клетки. Молекулы нуклеиновых 

кислот можно подвергать электропорации с использованием устройств BioRad Gene Pulser Xcell или 

Amaxa Nucleofector IIb. Можно использовать несколько различных буферов, в том числе раствор для 

электропорации BioRad, фосфатно-буферный солевой раствор от Sigma с № D8537 (PBS), Invitrogen Op-

tiMEM I (OM) или Amaxa Nucleofector solution V (N.V.). Трансфекции могут предусматривать реагент 

для трансфекции, такой как Lipofectamine 2000. 

После доставки раскрытой в настоящем изобретении генетической конструкции или композиции в 

ткань и как результат вектора в клетки млекопитающего трансфицированные клетки будут экспрессиро-

вать молекулу(ы) gRNA и молекулу Cas9. Генетическую конструкцию или композицию можно вводить 

млекопитающему для изменения экспрессии генов или переконструирования либо изменения генома. 

Например, генетическую конструкцию или композицию можно вводить млекопитающему для коррекции 

гена дистрофина у млекопитающего. Млекопитающее может представлять собой человека, примата, от-

личного от человека, корову, свинью, овцу, козу, антилопу, бизона, водного буйвола, крупный рогатый 

скот, оленя, ежа, слоновых, ламу, альпаку, мышей, крыс или курицу, предпочтительно человека, корову, 

свинью или курицу. 

Генетическую конструкцию (например, вектор), кодирующую молекулу(ы) gRNA и молекулу Cas9, 

можно доставлять млекопитающему с помощью инъекции ДНК (также называемой вакцинацией ДНК) с 

электропорацией in vivo и без нее, опосредованной липосомами, с помощью наночастиц и/или рекомби-

нантных векторов. Рекомбинантный вектор можно доставлять с помощью любой вирусной формы. Ви-

русная форма может представлять собой рекомбинантный лентивирус, рекомбинантный аденовирус 

и/или рекомбинантный аденоассоциированный вирус. 

Генетическую конструкцию (например, вектор), раскрытую в настоящем изобретении, или содер-

жащую ее композицию можно вводить в клетку для генетической коррекции гена дистрофина (например, 

гена дистрофина человека). В определенных вариантах осуществления генетическую конструкцию (на-

пример, вектор), раскрытую в настоящем изобретении, или содержащую ее композицию вводят в миоб-

ласт от пациента с DMD. В определенных вариантах осуществления генетическую конструкцию (напри-

мер, вектор) или содержащую ее композицию вводят в клетку фибробласта от пациента с DMD, и гене-

тически скорректированная клетка фибробласта может подвергаться обработке с помощью MyoD для 

индукции дифференцировки в миобласты, которые можно имплантировать субъектам, таким как субъект 

с поврежденными мышцами, чтобы проверить, что скорректированный белок дистрофина является 

функциональным и/или для лечения субъекта. Модифицированные клетки могут также являться стволо-

выми клетками, такими как индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, клетки-

предшественники, полученные из костного мозга, клетки-предшественники скелетной мышцы, скелет-

ные миобласты человека от пациентов с DMD, клетки CD 133
+
, мезоангиобласты и трансдуцированные 

клетки MyoD или Pax7 или другие миогенные клетки-предшественники. Например, система редактиро-

вания генов на основе CRISPR/Cas9 может вызывать нейрональную или миогенную дифференцировку 

индуцированной плюрипотентной стволовой клетки. 

12. Пути введения. 

Раскрытые в настоящем изобретении генетические конструкции (например, векторы) или содержа-

щую их композицию можно вводить субъекту различными путями, в том числе перорально, паренте-

рально, сублингвально, трансдермально, ректально, трансмукозально, местно, посредством ингаляции, 
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посредством буккального введения, внутриплеврально, внутривенным, внутриартериальным, внутри-

брюшинным, подкожным, внутримышечным, интраназальным, интратекальным и внутрисуставным или 

их комбинациями. В определенных вариантах осуществления генетическую конструкцию (например, 

вектор), раскрытую в настоящем изобретении, или композицию вводят субъекту (например, субъекту, 

страдающему от DMD) внутримышечно, внутривенно или с помощью их комбинации. Для ветеринарно-

го применения, генетические конструкции (например, векторы), раскрытые в настоящем изобретении, 

или содержащие их композиции можно вводить в виде отвечающего требованиям приемлемого состава в 

соответствии с обычной ветеринарной практикой. Ветеринар может легко определить схему применения 

и способ введения, которые наиболее подходят для конкретного животного. Композиции можно вводить 

традиционными шприцами, безыгольными устройствами для инъекций, "пушками для проведения бал-

листической трансфекции" или другими физическими способами, такими как электропорация ("EP"), 

"гидродинамический способ" или ультразвук. 

Генетическую конструкцию (например, вектор), раскрытую в настоящем изобретении, или содер-

жащую ее композицию можно доставлять млекопитающему с помощью нескольких технологий, в том 

числе инъекции ДНК (также называемая вакцинация ДНК) с электропорацией in vivo и без нее, опосре-

дованной липосомами, с помощью наночастиц, рекомбинантных векторов, таких как рекомбинантный 

лентивирус, рекомбинантный аденовирус и рекомбинантный аденоассоциированный вирус. Композицию 

можно вводить в скелетную мышцу или сердечную мышцу. Например, композицию можно вводить в 

переднюю большеберцовую мышцу или хвост. 

В некоторых вариантах осуществления генетическую конструкцию (например, вектор), раскрытую 

в настоящем изобретении, или ее композицию вводят с помощью 

1) инъекций в хвостовую вену взрослых мышей (системных); 

2) внутримышечных инъекций, например локальной инъекции в мышцу, такую как TA или икро-

ножная мышца, взрослых мышей; 

3) внутрибрюшинных инъекций в мышей P2; или 

4) инъекции в лицевую вену в мышей P2 (системной). 

13. Типы клеток. 

Любые из этих способов доставки и/или путей введения можно использовать с огромным количест-

вом типов клеток, например следующими типами клеток, в настоящее время находящимися под изуче-

нием для клеточной терапии DMD, в том числе без ограничения иммортализованными миобластами, 

такими как миобласты дикого типа и линии клеток, полученные от пациента с DMD, например линии 

клеток A48-50 DMD, DMD 6594 (del48-50), DMD 8036 (del48-50), C25C14 и DMD-7796, первичными 

фибробластами кожи при DMD, индуцированными плюрипотентными стволовыми клетками, клетками-

предшественниками, полученными из костного мозга, клетками-предшественниками скелетной мышцы 

от пациентов с DMD, клетками CD 133
+
, мезоангиобластами, кардиомиоцитами, гепатоцитами, хондро-

цитами, мезенхимальными клетками-предшественниками, гематопоэтическими стволовыми клетками, 

гладкомышечными клетками и трансдуцированными клетками MyoD или Pax7 или другими миогенными 

клетками-предшественниками. Иммортализацию миогенных клеток человека можно использовать для 

клонального получения генетически скорректированных миогенных клеток. Клетки могут быть модифи-

цированы ex vivo для выделения и удлинения клональных популяций иммортализованных миобластов 

DMD, которые включают в себя генетически скорректированный ген дистрофина и не содержат других 

введенных нуклеазой мутаций в областях генома, кодирующих белок. Как альтернатива временная дос-

тавка in vivo систем на основе CRISPR/Cas9 с помощью невирусного или неинтегрирующего вирусного 

гена-переносчика или с помощью непосредственной доставки очищенных белков и gRNA, содержащей 

проникающие в клетку мотивы, может обеспечивать высокоспецифическую корреляцию in situ с мини-

мальным риском интеграции экзогенной ДНК или без такового. 

14. Наборы. 

В данном документе предусмотрен набор, который можно применять для коррекции мутированного 

гена дистрофина. Набор содержит по меньшей мере gRNA для коррекции мутированного гена дистро-

фина и инструкции по применению системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. В данном 

документе также предусмотрен набор, который можно применять для редактирования гена дистрофина в 

геноме скелетной мышцы или сердечной мышцы. Набор содержит генетические конструкции (например, 

векторы) или содержащую их композицию для редактирования генома в скелетной мышце или сердеч-

ной мышце, как описано выше, и инструкции по применению указанной композиции. 

Инструкции, включенные в наборы, могут быть прикреплены к упаковочному материалу или могут 

быть включены в виде листка-вкладыша в упаковке. Хотя инструкции обычно представляют собой пись-

менные или печатные материалы, -они не ограничиваются таковыми. В данном изобретении рассматри-

вается любой носитель, способный хранить такие инструкции и сообщать их конечному пользователю. 

Такие носители включают без ограничения электронные носители (например, магнитные диски, кассеты, 

картриджи, чипы), оптические носители (например, CD ROM) и т.п. Используемый в данном документе 

термин "инструкции" может включать адрес интернет-сайта, который предоставляет инструкции. 

Генетические конструкции (например, векторы) или содержащая их композиция для коррекции му-
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тированного гена дистрофина или редактирования гена дистрофина в геноме скелетной мышцы или сер-

дечной мышцы могут включать в себя модифицированный вектор на основе AAV, который включает в 

себя молекулу(ы) gRNA и молекулу Cas9, как описано выше, которые специфично связываются и рас-

щепляют область гена дистрофина. Система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9, как описано 

выше, может быть включена в набор для специфического связывания и нацеливания на конкретную об-

ласть в мутированном гене дистрофина. Набор может дополнительно включать донорную ДНК, различ-

ные gRNA или трансген, как описано выше. 

15. Примеры. 

Специалистам в данной области техники будет понятно, что другие подходящие модификации и 

адаптации способов по настоящему изобретению, описанных в данном документе, являются легко при-

менимыми и существенными и могут осуществляться с применением подходящих эквивалентов без от-

ступления от объема настоящего изобретения или аспектов и вариантов осуществления, раскрытых в 

данном документе. Теперь при наличии подробного описания настоящего изобретения указанное будет 

более ясно раскрыто при рассмотрении следующих примеров, которые просто подразумеваются для ил-

люстрации некоторых аспектов и вариантов осуществления настоящего изобретения и не должны рас-

сматриваться как ограничивающие объем изобретения. Раскрытия всех журнальных ссылок, патентов 

США и публикаций, называемых в данном документе, включены в данный документ посредством ссыл-

ки во всей своей полноте. 

Настоящее изобретение характеризуется множеством аспектов, проиллюстрированных с помощью 

следующих неограничивающих примеров. 

Пример 1. Нацеливание на ген дистрофина человека. 

Систему редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 применяли для нацеливания и обеспечения 

делеции экзона 51 в гене дистрофина человека. Cas9 из S. aureus (SaCas9), размер которой на приблизи-

тельно 1 т.о. меньше, чем у Cas9 из S. pyogenes, применяли с аденоассоциированным вирусом (AAV) для 

доставки системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. Кодон-оптимизированная последова-

тельность нуклеиновой кислоты, кодирующая молекулу Cas9 из S. aureus, изложена под SEQ ID NO: 43 

или SEQ ID NO: 44. На фиг. 3 показано схематическое изображение системы на основе AAV для совме-

стной доставки in vivo SaCas9 и двух gRNA в двух вирусных векторах к мышечным тканям. Каждый век-

тор содержал копию SaCas9 и одной gRNA, управляемых соответственно промоторами CMV и hU6 

(PT366-179 (SEQ ID NO: 39) и PT366-183 (SEQ ID NO: 40)). 

Активность отдельных gRNA, нацеливающихся на ген дистрофина человека, JCR89 (осуществляет 

нацеливание выше экзона 51) и JCR91 (осуществляет нацеливание ниже экзона 51), которые разрабаты-

вали в отношении генома человека, определяли с помощью анализа Surveyor в клетках HEK293T (содер-

жат нормальный вариант гена дистрофина) и линиях миобластов от пациентов с DMD (DMD 8036 и 

DMD 6594, каждая из которых содержала мутантную форму гена дистрофина) (см. фиг. 1). Посредством 

анализа Surveyor выявляли ошибочно спаренные основания в геномной ДНК, которые являлись призна-

ком вставок/делеций, внесенных системой редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. Что касается 

JCR89, то размер полосы, соответствующей исходной форме, составлял 555 нт, и применяемые прайме-

ры представляли собой следующие: прямой праймер - aagttacttgtccaggcatga (SEQ ID NO: 91) и обратный 

праймер - gaaaaacttctgccaacttttatca (SEQ ID NO: 92). Ожидаемые размеры полос, соответствующих фор-

мам, полученным после разреза, составляли 134 и 421 нт. Что касается JCR91, то размер полосы, соот-

ветствующей исходной форме, составлял 632 нт, и применяемые праймеры представляли собой следую-

щие: прямой праймер - tgcaaataacaaaagtagccataca (SEQ ID NO: 93) и обратный праймер - tcttta-

gaaaggcttgaaagctg (SEQ ID NO: 94). Ожидаемые размеры полос, соответствующих формам, полученным 

после разреза, составляли 210 и 422 нт. 

Клетки HEK293T и миобласты DMD (DMD 8036 и DMD 6594) обрабатывали с помощью SaCas9 

совместно с JCR89 и JCR91 gRNA (SEQ ID NO: 37 и SEQ ID NO: 38). Геномную ДНК амплифицировали 

с помощью прямого праймера - cttcactgctggccagttta (SEQ ID NO: 95) и обратного праймера - tcttta-

gaaaggcttgaaagctg (SEQ ID NO: 94). Ожидаемый размер полосы, соответствующей исходной форме, со-

ставлял 1646 нт, и ожидаемый размер полосы, соответствующей форме с "наиболее подходящей" деле-

цией, составлял 766 нт (фактический размер делеции между сайтами разрезов gRNA отличался от  

766 нт вследствие наличия вставок/делеций). На фиг. 2A показана делеция экзона 51 в геномной ДНК из 

клеток HEK293T и миобластов DMD. На фиг. 2B показана делеция экзона 51 в кДНК из миобластов 

DMD. "Без RT" представляет собой отрицательный контроль, при котором обратная транскриптаза не 

добавлялась. 

Систему редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 вводили посредством инъекции в трансген-

ных мышей, несущих ген DMD человека (мыши hDMD/mdx), для обеспечения делеции экзона 51. Обес-

печивали местную доставку вирусных векторов AAV8, несущих SaCas9 и gRNA, в переднюю больше-

берцовую (TA) мышцу. См. табл. 1. AAV8 вводили посредством инъекции 3 мышам: 1 мыши вводили 

посредством инъекции высокую дозу AAV8 в обе TA ("HH"), 1 мыши вводили посредством инъекции 

низкую дозу AAV8 в обе TA ("LL") и 1 мыши вводили посредством инъекции низкую дозу в левую TA и 

высокую дозу в правую TA ("LH"). Дозы перечислены в колонке 2 табл. 1. Мышей умерщвляли через  
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8 недель после обработки ("недели PT") с целью сбора тканей для анализа. Посредством гнездовой ПЦР 

выявляли делецию экзона 51 в обеих конечностях у мыши с обработкой HH, в правой TA у мыши с обра-

боткой LL и в правой конечности у мыши с обработкой LH.  

Таблица 1 

 
Геномную ДНК, выделенную из TA мышцы мыши, амплифицировали в первом раунде  

ПЦР-реакции с применением прямого праймера: cttcactgctggccagttta (SEQ ID NO: 95) и обратного прай-

мера: tctttagaaaggcttgaaagctg (SEQ ID NO: 94). Применяли 1-3 мкл продукта ПЦР во втором раунде  

ПЦР-реакции (2X ПЦР gDNA) с применением прямого праймера - aagttacttgtccaggcatga (SEQ ID NO: 91) 

и обратного праймера - ttgaacatggcattgcataaA (SEQ ID NO: 96). Продукты этого второго цикла ПЦР ха-

рактеризовались ожидаемым размером полосы, соответствующей исходной форме, составляющим  

1089 нт, и ожидаемым размером полосы, соответствующей форме с делецией, составляющим 323 нт 

(фактический размер при делеции между сайтами разрезов gRNA отличался от 323 нт вследствие нали-

чия вставок/делеций). На фиг. 4 показаны результаты второго цикла ПЦР. Дорожки "L" демонстрируют 

результаты для левой TA мышцы, которую использовали в качестве контроля и в которую вводили соле-

вой раствор. Дорожки "R" демонстрируют результаты для правой TA мышцы, в которую вводили по-

средством инъекции 2 вирусных вектора, которые предварительно смешивали в равных количествах. 

Систему редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 также вводили посредством инъекции в хвосто-

вую вену мышей hDMD/mdx путем системной доставки AAV8 (см. фиг. 5). Геномную ДНК, выделенную 

из печени (фиг. 5 - левая панель) и сердца мыши (фиг. 5 - правая панель), также амплифицировали с 

применением аналогичного протокола, как для фиг. 4. Ожидаемая полоса, соответствующая размеру 

примерно 300 нуклеотидов, свидетельствовала о делеции экзона 51. 

Получали и отбирали дополнительные gRNA, которые нацеливались на последовательности гена 

дистрофина человека и макака-резуса или последовательности гена дистрофина человека (см. фиг. 6 и 

табл. 2). В табл. 2 приведены основная мишень gRNA, распознаваемая геномная нить, последователь-

ность gRNA и последовательность PAM, связанная с gRNA. Геномные последовательности-мишени для 

gRNA, указанные в геномной плюс-нити, перечислены в табл. 3. Эти gRNA тестировали на культиви-

руемых клетках человека для выявления оптимальной активности gRNA и их комбинаций для получения 

делеций. Отобранные gRNA также ранжировали по преимуществу на основании предсказанной специ-

фичности в отношении генома человека (фиг. 8) и подвергали скринингу в отношении оптимальных зна-

чений длины целевой последовательности, варьирующих от 19 до 23 нуклеотидов (фиг. 10 и 11). На  

фиг. 6 показаны различные мишени gRNA, перечисленные в табл. 2, которые являются консервативными 

среди геномов человека и макака-резуса. Расположение каждой gRNA указано по отношению к экзону 51 

гена дистрофина человека.  
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Таблица 2 

Перечень gRNA 
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Таблица 3 

Целевые последовательности gRNA 

 

 
Клетки HEK293T человека трансфицировали отдельными кандидатными gRNA, перечисленными в 

табл. 2. Активность кандидатных gRNA определяли с помощью анализа Surveyor (см. фиг. 7). Что каса-

ется JCR160, то размер полосы, соответствующей исходной форме, составлял 483 нт, и применяемые 

праймеры представляли собой следующие: прямой праймер - cgggcttggacagaacttac (SEQ ID NO: 97) и об-

ратный праймер - ctgcgtagtgccaaaacaaa (SEQ ID NO: 98). Ожидаемые размеры полос, соответствующих 

формам, полученным после разреза, составляли 192 и 291 нт. Что касается JCR157, то размер полосы, 

соответствующей исходной форме, составлял 631 нт, и применяемые праймеры представляли собой сле-

дующие: прямой праймер - gagatgtcttttgcagctttcc (SEQ ID NO: 99) и обратный праймер - gggaccttggtaaa-

gccaca (SEQ ID NO: 100). Ожидаемые размеры полос после разреза составляли 147 и 484 нт. 

Специфичность кандидатных gRNA предсказывали с применением программы CasOFFinder  

(Bae et al. (2014), Bioinformatics, 30: 1473-1475; см. фиг. 8). Кандидатные gRNA оценивали и выбирали на 

основании нецелевой активности, целевой активности, измеренных с помощью анализа Surveyor, и рас-

стояния от экзона. JCR157 и JCR160 gRNA имели низкий предсказанный уровень нецелевого связыва-
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ния, и их применяли для дальнейшего тестирования. 

Ими трансфицировали клетки HEK293T, и клетки DMD 6594 подвергали электропорации с приме-

нением модифицированной плазмиды pDO240, содержащей JCR157 gRNA, модифицированной плазми-

ды pDO240, содержащей JCR160 gRNA, и плазмиды, содержащей SaCas9 (pDO242; SEQ ID NO: 83). 

Предсказанный размер полосы, соответствующей исходной форме, составлял 2451 нт, и предсказанный 

размер полосы, соответствующей форме с делецией, составлял приблизительно 840-850 нт. На фиг. 9 

показана делеция экзона 51, определенная с помощью ПЦР геномной ДНК (примерно 850 нуклеотидов) с 

применением прямого праймера - tgcctttcaatcattgtttcg (SEQ ID NO: 101) и обратного праймера -

agaaggcaaattggcacaga (SEQ ID NO: 102). Делеция, созданная между сайтами разрезов gRNA, составляла 

примерно 1611 нт. 

На фиг. 10 показана активность JCR157 gRNA по отношению к мишеням с различными значениями 

длины (19, 20, 21, 22 и 23 нуклеотида), определенная с помощью анализа Surveyor в клетках HEK293T с 

применением праймеров и условий ПЦР, применяемых для JCR157 на фиг. 7. На фиг. 11 показана актив-

ность JCR160 gRNA по отношению к мишеням с различными значениями длины (19, 20, 21, 22 и 23 нук-

леотида), определенная с помощью анализа Surveyor в клетках HEK293T с применением прямого прай-

мера - cgggcttggacagaacttac (SEQ ID NO: 97) и обратного праймера - ctgcgtagtgccaaaacaaa (SEQ ID NO: 98). 

Предсказанный размер полосы, соответствующей исходной форме, составлял 483 нт, и ожидаемые раз-

меры полос, соответствующих формам, полученным после разреза, составляли 209 и 274 нт. 

Комбинации JCR157 и JCR160 gRNA по отношению к мишеням с различными значениями длины 

(21, 22 или 23 нуклеотида) применяли в клетках HEK293T с применением условий, применяемых на  

фиг. 9. На фиг. 12 показаны результаты ПЦР геномной ДНК. Комбинация JCR157 и JCR160, каждая из 

которых содержала мишени из 23 нуклеотидов, обеспечивала почти 50% делецию. 

Каждую gRNA, фланкирующую экзон 51 (JCR179 - выше и JCR183 - ниже), использовали отдельно 

с SaCas9 с применением целевых последовательностей из 23 нт для демонстрации целевой нуклеазной 

активности в клетках HEK293T ("293s") и клетках DMD6594 ("DMD6594s") (см. фиг. 13). Что касается 

JCR179, то размер полосы, соответствующей исходной форме, составлял 594 нт, и применяемые прайме-

ры представляли собой следующие: прямой праймер - tgcctttcaatcattgtttcg (SEQ ID NO: 101) и обратный 

праймер - aaggccccaaaatgtgaaat (SEQ ID NO: 103). Ожидаемые размеры полос, соответствующих формам, 

полученным после разреза, составляли 594 и 130 нт. Что касается JCR183, то размер полосы, соответст-

вующей исходной форме, составлял 731 нт, и применяемые праймеры представляли собой следующие: 

прямой праймер - gagtttggctcaaattgttactctt (SEQ ID NO: 104) и обратный праймер - ctgcgtagtgccaaaacaaa 

(SEQ ID NO: 98). Ожидаемые размеры полос, соответствующих формам, полученным после разреза, со-

ставляли 440 и 291 нт. На фиг. 13 показана целевая нуклеазная активность с помощью анализа Surveyor 

in vitro. 

Ими трансфицировали клетки HEK293T человека, и миобласты DMD (DMD 6594) подвергали элек-

тропорации с применением плазмид, содержащих SaCas9, и JCR179, и JCR183 gRNA (мишени из 23 нт. 

JCR157 и JCR160; SEQ ID NO: 37 и SEQ ID NO: 38). Клетки DMD 6594 представляли собой иммортали-

зованные миобласты от пациентов с DMD, которые изначально не содержали экзоны 48-50. Предсказан-

ный размер полосы, соответствующей исходной форме, составлял 2451 нт., и предсказанный размер по-

лосы, соответствующей форме с делецией, составлял приблизительно 823 нт. На фиг. 14 показана деле-

ция in vitro экзона 51 в геномной ДНК клеток HEK293T человека (левые панели) и клеток DMD 6594 

(правые панели), определенная с помощью ПЦР геномной ДНК с применением прямого праймера - 

tgcctttcaatcattgtttcg (SEQ ID NO: 101) и обратного праймера - agaaggcaaattggcacaga (SEQ ID NO: 102). Де-

леция, созданная между сайтами разрезов gRNA, составляла примерно 1628 нт. На верхних панелях по-

казано схематическое изображение гена-мишени для нацеливающихся выше и ниже него gRNA в клет-

ках HEK293T и клетках DMD 6594, где фиолетовым цветом указаны нормально процессированные экзо-

ны, и желтым цветом указаны мутантные экзоны. На средних панелях показан результат ПЦР в пределах 

области генома, подвергнутой делеции, где звездочкой указана делеция. На нижних панелях показаны 

данные капельной цифровой ПЦР геномной ДНК. В клетках HEK293T gRNA и SaCas9 обеспечивали 

16% делецию, при этом в клетках DMD 6594 они обеспечивали редактирование на уровне приблизитель-

но 10%. 

Для определения того, транскрибировались ли изменения в геномной ДНК в РНК, выделяли РНК из 

миобластов DMD, которые котрансфицировали с помощью SaCas9 и обеих gRNA, и обеспечивали их 

дифференцировку в течение 7 дней (см. фиг. 15). РНК обратно транскрибировали в кДНК, и кДНК под-

вергали ПЦР-амплификации с применением стандартных способов, известных из уровня техники. На 

нижней левой панели фиг. 15 показан результат ПЦР-амплификации в пределах от экзона 44 до экзона 52 

с применением прямого праймера - tggcggcgttttcattat (SEQ ID NO: 105) и обратного праймера -

TTCGATCCGTAATGATTGTTCTAGCC (SEQ ID NO: 106). Предсказанный размер полосы, соответст-

вующей исходной форме, составлял 948 нт, и предсказанный размер полосы, соответствующей форме с 

делецией, составлял приблизительно 715 нт. На фиг. 15 показана полоса, соответствующая форме с де-

лецией, только в случае клеток, обработанных с помощью SaCas9 и обеих gRNA. На нижней правой па-

нели показаны данные ddPCR, демонстрирующие редактирование кДНК на уровне приблизительно 14%. 
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Соединение экзона 47 с 52 в кДНК из миобластов от пациентов с DMD секвенировали in vitro  

(см. фиг. 16). На фиг. 16 последовательность, соответствующая полосам от необработанных клеток (кон-

трольные клетки A48-50), указывает на то, что экзоны 47 и 51 соединялись, как этого и следовало ожи-

дать, тогда как полоса, соответствующая форме с делецией, в обработанных клетках (A48-50+A51) ука-

зывала на соединение экзона 47 с 52. Таким образом, отчетливое отсутствие экзона 51 и результат рас-

крытой системы, осуществляющей нацеливание на уровне геномной ДНК, обеспечивались посредством 

транскрипции. 

Пример 2. Получение мыши ∆52/mdx. 

На фиг. 17 показана схема получения мыши ∆52/mdx. Из Лейденского университета получали 

мышь hDMD/mdx, и осуществляли манипуляции с получением релевантной модели DMD, в которой 

удален экзон 52, при этом данная делеция приводила к сдвигу рамки считывания и характерному для 

DMD генотипу. Мышь hDMD/mdx содержала полноразмерный человеческий ген дистрофина дикого 

типа на хромосоме 5 в окружении mdx, вследствие чего дистрофин мыши не экспрессировался. 

Для получения релевантной модели DMD применяли систему редактирования CRISPR/Cas9 на ос-

нове SpCas9 и gRNA для нацеливания и обеспечения делеции экзона 52 в гене дистрофина человека. Раз-

личные gRNA, осуществляющие нацеливание выше и ниже экзона 52, тестировали и проверяли их соот-

ветствие с применением анализа Surveyor (см. фиг. 18). Для gRNA, осуществляющих нацеливание выше, 

применяли прямой праймер - ctccggaatgtctccatttg (SEQ ID NO: 87) и обратный праймер - 

TTGTGTGTCCCATGCTTGTT (SEQ ID NO: 107), и при этом размер полосы, соответствующей исходной 

форме, составлял 402 нт. Что касается JCR94 (AACAAATATCCCTTAGTATC (SEQ ID NO: 41)), то ожи-

даемые размеры форм, полученных после разреза, составляли 243 и 159 нт. Для gRNA, осуществляющих 

нацеливание ниже, применяли прямой праймер - CAACGCTGAAGAACCCTGAT (SEQ ID NO: 108) и 

обратный - atgagggagagactggcatc (SEQ ID NO: 88), и при этом размер полосы, соответствующей исходной 

форме, составлял 509 нт. Что касается JCR99 (AATGTATTTCTTCTATTCAA (SEQ ID NO: 42)), то ожи-

даемые размеры форм, полученных после разреза, составляли 346 и 163 нт пары gRNA тестировали и 

проверяли их соответствие путем выявления делеции экзона 51 в геномной ДНК из клеток HEK293T, в 

том числе JCR94 и JCR99, с применением прямого праймера - ctccggaatgtctccatttg (SEQ ID NO: 87) и об-

ратного праймера - atgagggagagactggcatc (SEQ ID NO: 88) (см. фиг. 19). Размер полосы, соответствующей 

исходной форме, составлял 718 нт, размер полосы, соответствующей форме с делецией, составлял  

392 нт, при этом делеция между gRNA составляла 326 нт пару JCR94 и JCR99 применяли в системе ре-

дактирования генома для получения мыши ∆52/mdx. В частности, мышь создавали путем введения по-

средством инъекции mRNA JCR94 gRNA, JCR99 gRNA и SaCas9 в эмбрионы мышей. 

На фиг. 20 показан протокол осуществления микроинъекции ДНК, который включает использова-

ние услуги по рекомбинационной инженерии BAC. День 1: жеребых кобыл внутрибрюшинно обрабаты-

вали гонадотропином сыворотки крови жеребой кобылы для индукции овуляции. День 3: жеребых кобыл 

внутрибрюшинно обрабатывали хорионическим гонадотропином человека. В 1-м цикле получали  

471 эмбрион, однако наблюдали только 5 пробок. Использовали 150 эмбрионов, созданных оплодотворе-

нием (от 14 самок, подвергнутых суперовуляции). Инъекции в пронуклеус осуществляли с применением 

менее чем 50 нг Cas9 и 20 нг каждой направляющей. На фиг. 21 показан протокол скрещивания мышей 

для получения трансгенных мышей. 

Мышей-основателей генотипировали с применением следующего протокола генотипирования. Ге-

номную ДНК (gDNA) экстрагировали из срезанных частей хвоста мышей с применением набора для вы-

деления ДНК из крови и тканей DNEasy (Qiagen). Для генотипирования каждого детеныша gDNA ам-

плифицировали с применением набора AccuPrime HiFi Taq в соответствии с нижеследующим: 

i) 100 нг дДНК; 

ii) 2,5 мкл буфера II из набора AccuPrime; 

iii) 0,1 мкл HiFi Taq из набора AccuPrime; 

iv) 1 мкл JRH261 (ctccggaatgtctccatttg (SEQ ID NO: 87)) (10 мкМ); 

v) 1 мкл JRH264 (atgagggagagactggcatc (SEQ ID NO: 88)) (10 мкМ); и 

vi) вода до общего объема 25 мкл. 

Реакции осуществляли на термоциклере в соответствии с нижеследующим: 

i) 95° в течение 4 минут; 

ii) 95° в течение 30 с; 

iii) 52° в течение 30 с; 

iv) 68° в течение 1:00 мин; 

v) циклическое повторение стадий ii)-iv) 35 раз, при этом постоянно при 4°. 

Продукты ПЦР-реакций разделяли на геле (фиг. 22). Ожидаемые размеры полос составляли 718 нт в 

случае отсутствия делеции (т.е. экзон 52 по-прежнему присутствовал) и примерно 392 нт в случае деле-

ции экзона 52. Как показано на фиг. 22, у мышей-основателей 7, 63 и 76 имелась делеция экзона 52. 

Полосы амплифицированных продуктов секвенировали с применением праймера для JRH264  

(см. фиг. 23) для определения последовательностей воссоединенных концов областей, подвергнутых на-
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целиванию. На фиг. 23 показана секвенированная область, где буквы, выделенные жирным шрифтом, 

подчеркиванием и обычным начертанием, обозначают нативные последовательности, и буквы, выделен-

ные курсивом, обозначают вставки или делеции. В ожидаемой последовательности ("дельта 52") буквы, 

выделенные жирным шрифтом, связаны с буквами, выделенными подчеркиванием. В последовательно-

стях от мышей-основателей в этой области находились вставки (буквы, выделенные курсивом) и делеции 

(дефисы). 

Самцов мышей-основателей спаривали с самками mdx/mdx для селекции химерных организмов 

(фиг. 24). Представители потомства, полученные от самцов мышей-основателей 76 или самцов мышей-

основателей 63 и самок mdx/mdx, подвергали скринингу и генотипированию в отношении делеции экзо-

на 52 с применением условий, используемых на фиг. 22 (фиг. 25 и 26 соответственно). Если экзон 52 был 

подвергнут делеции, то ожидаемый размер полосы составлял приблизительно 392 нт. Если присутство-

вал экзон 52, то ожидаемый размер полосы составлял приблизительно 718 нт. У детенышей 54497 и 

54498 (от пары скрещивания: самец мыши-основателя 63+самка mdx/mdx) имелась делеция экзона 52, и 

в отношении нее осуществляли секвенирование (фиг. 27). Детеныши 54497 и 54498 характеризовались 

92,86% идентичностью друг с другом согласно прочтению секвенирования размером 392 п.о., при этом 

вставки/делеции были идентичными. 

Уровень экспрессии дистрофина у здоровой мыши hDMD/mdx и мыши ∆52/mdx сравнивали по ре-

зультатам флуоресцентной иммуногистохимии. Как показано на фиг. 28, у детенышей 54497 и 54498 от 

мышей ∆52/mdx отсутствовал белок дистрофин. В случае окрашивания сердца выдержка для зонда ла-

минина составляла 100 мс, тогда как выдержка для дистрофина составляла 900 мс. В случае образца TA 

мышцы выдержка для зонда ламинина и дистрофина составляла 2,0 с. См. также фиг. 29, на которой по-

казано, что у мыши ∆52/mdx отсутствовал белок дистрофин. Экспрессия дистрофина утрачивалась как в 

сердце, так и TA мышце мыши ∆52/mdx. В TA мышце наблюдали несколько самопроизвольно образо-

ванных ревертантных волокон (случайные события сплайсинга или соматические мутации), однако это 

согласовывалось с мышиной моделью mdx. Результаты вестерн-блоттинга также указывали на то, что у 

мыши ∆52/mdx отсутствовал белок дистрофин, что согласовывалось с характерным для DMD генотипом, 

тогда как у здоровой мыши hDMD/mdx дистрофин экспрессировался. См. фиг. 30. 

Мышь ∆52/mdx демонстрировала уровни активности, аналогичные мышам mdx, после первых пяти 

минут теста "открытого поля". В тесте "открытого поля" мышам давали возможность свободно изучить 

арену "открытого поля" (20×20×30 см) в течение 30 мин. Активность и положение животного автомати-

чески контролировали с помощью инфракрасных диодов (по осям x, y и z), сопряженных с запущенным 

на компьютере программным обеспечением Fusion для анализа активности (версия 5.3, Omnitech, Ко-

лумбус, Огайо). На фиг. 31 показана общая активность мыши ∆52/mdx по сравнению с мышами mdx и 

мышами hDMD/mdx, указанная на основании двигательной активности и осмотра. Пройденное расстоя-

ние и вертикальные активности в виде стойки показаны соответственно на левой и правой панелях. 

Пример 3. Восстановление экспрессии дистрофина путем удаления экзона 51. 

Посредством удаления экзона 51 у мыши ∆52/mdx можно создать генотип, подобный таковому для 

мышечной дистрофии Беккера (BMD), и в теории восстановить экспрессию дистрофина. Мышь ∆52/mdx 

использовали для демонстрации восстановления экспрессии дистрофина путем удаления экзона 51 с 

применением раскрытой системы редактирования генов на основе CRISPR/Cas9. На фиг. 32 показана 

стратегия коррекций с применением SaCas9 и gRNA для пропуска экзона 51 с помощью нацеливания 

gRNA выше и ниже экзона 51 в интронной области. 

Стандарт: плазмиды, содержащие JCR179 (выше) или JCR183 gRNA (ниже) (SEQ ID NO: 37 и  

SEQ ID NO: 38 соответственно) и SaCas9, электропорировали в миобласты от пациентов с DMD. Белок 

выделяли из дифференцированных клеток и анализировали с помощью вестерн-блоттинга с применени-

ем антитела к дистрофину. На фиг. 33 показано, что геномная ДНК может быть отредактирована с вос-

становлением экспрессии белка дистрофина, так как клетки, обработанные с помощью всех 3 компонен-

тов (т.е. обеих gRNA и SaCas9), демонстрировали экспрессию дистрофина. 

Затем систему тестировали на мыши ∆52/mdx. На фиг. 34 показана схема эксперимента по обработ-

ке мыши ∆52/mdx с применением системы на основе gRNA и SaCas9, в том числе схематические изо-

бражения 2 вирусных векторов, применяемых в схеме эксперимента. Конструкции на основе рекомби-

нантного вируса AAV8 создавали с применением векторов PT366-179 (SEQ ID NO: 39) и PT366-183  

(SEQ ID NO: 40) и способов получения вирусных частиц, известных из уровня техники. Эти вирусные 

векторы (AAV8) совместно доставляли in vivo в виде двух вирусных частиц. Каждая вирусная частица 

содержала SaCas9 и одну из gRNA (см. фиг. 3). Мышей ∆52/mdx обрабатывали с помощью конструкций 

на основе рекомбинантного вируса AAV8 в количестве 5E11. Вирус вводили посредством внутримы-

шечной инъекции в правую TA мышцу, при этом левая TA мышца служила в качестве контралатераль-

ного контроля, и в нее вводили посредством инъекции PBS. После обработки удаляли как левую, так и 

правую TA мышцы, и из каждой получали срезы для анализов геномной ДНК. Как показано на фиг. 35, 

ПЦР осуществляли в пределах представляющей интерес области, и полосы, соответствующие форме с 

делецией, отмечали в случае обработанной правой TA мышцы на приведенном слева геле, что указывает 
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на некоторый уровень редактирования генов. Полосу, соответствующую форме с делецией, секвенирова-

ли, и основной продукт представлял собой ожидаемый продукт лигирования 3 пар оснований от PAM 

каждой gRNA. На фиг. 35 показана делеция экзона 51 in vivo в правой TA мышце. 

Аналогично анализировали срезы обработанной правой TA мышцы и контрольной левой TA мыш-

цы для определения того, обеспечивалось ли редактирование посредством РНК. ПЦР осуществляли в 

пределах экзонов 50-53 в кДНК. Как показано на приведенном справа геле на фиг. 36, в двух из обрабо-

танных образцов наблюдалось отсутствие экзона 51 и 52. Полосу, соответствующую форме с делецией, 

секвенировали, при этом основной продукт представлял собой продукт лигирования экзона 50 с 53, как 

этого и следовало ожидать с учетом того, что у мыши уже отсутствовал экзон 52, и система редактирова-

ния генов на основе CRISPR/Cas9 удаляла экзон 51 (см. хроматограмму результатов секвенирования вни-

зу справа). На фиг. 36 показана делеция экзона 51 in vivo в правой TA мышце. 

На фиг. 37 показано иллюстративное флуоресцентное иммуногистохимическое окрашивание, ука-

зывающее на присутствие небольшого количества дистрофина в контрольной левой TA мышце, в кото-

рую вводили посредством инъекции PBS, у мыши ∆52/mdx. Причинами некоторой степени зеленого ок-

рашивания на дистрофин в контрольной левой TA могут являться ревертантные волокна или погибшие 

клетки, которые иногда также окрашиваются в зеленый цвет. Наблюдали четкое повышение степени зе-

леного окрашивания на дистрофин в обработанной правой TA мышце, как показано на правой фотогра-

фии. На фиг. 37 показано восстановление белка дистрофина in vivo в обработанной TA мышце. 

Белок экстрагировали из левой и правой TA мышц от 3 тестируемых мышей, при этом осуществля-

ли вестерн-блот-анализ. На фиг. 38 показано восстановление белка дистрофина in vivo в обработанной 

TA мышце. В контрольных левых TA мышцах не наблюдали экспрессию белка, тогда как все три правые 

TA мышцы демонстрировали различные уровни экспрессии белка дистрофина. Экспрессия белка в пра-

вой TA мыши 1 была наиболее сильной, тогда как у мышей 2 и 3 она была слабой, но тем не менее про-

являлась в виде полос. Раскрытая система редактирования генов на основе CRISPR/Cas9 функциониро-

вала in vivo с восстановлением экспрессии белка дистрофина до некоторой степени у мыши ∆52/mdx. 

Физиологическое тестирование мышей. Мышей, подлежащих обработке (все самцы hDMD-

∆52(гетеро)/mdx(геми) мышей), обрабатывали с помощью конструкций на основе рекомбинантного ви-

руса AAV8 (n=10) или AAV9 (n=10), содержащего SaCas9 и gRNA, и проводили сравнение с необрабо-

танными мышами (hDMD-∆52/mdx) (n=10). Конструкции на основе рекомбинантного вируса AAV созда-

вали с применением векторов PT366-179 (SEQ ID NO: 39) и PT366-183 (SEQ ID NO: 40) и с применением 

известных из уровня техники способов. Мышам, подлежащим обработке, вводили посредством инъекции 

200 мкл вируса в хвостовую вену в возрасте 6-8 недель. Тестирование мышей осуществляли спустя  

8 недель. 

Тест "открытого поля" с определением расстояния. Мышам давали возможность свободно изучить 

арену "открытого поля" в течение 30 мин. Активность и положение животных автоматически контроли-

ровали с помощью инфракрасных диодов, совместимых с запущенным на компьютере программным 

обеспечением Fusion для анализа активности. Данные собирали непрерывно и группировали за  

5-минутные промежутки времени. На фиг. 39 показано среднее значение всех моментов времени для об-

щего пройденного расстояния у 16-недельных мышей, которых обрабатывали в возрасте 8 недель, по 

сравнению с 16-недельными мышами, которых не обрабатывали. Среднее значение всех моментов вре-

мени для общего числа поз со стоянием на задних лапах спустя 16 недель показаны на фиг. 40. Статисти-

ческими методами являлись следующие: однофакторный ANOVA, сравнение среднего значения каждого 

столбца со средним значением для необработанного контроля и апостериорный анализ с помощью кри-

терия Даннета (среднее значение +/-SEM). Мыши, которых обрабатывали с помощью AAV8 и AAV9, 

демонстрировали статистически значимый результат в виде большего пройденного расстояния, чем не-

обработанные мыши соответствующей возрастной группы (статистическая значимость). Все обработан-

ные мыши демонстрировали статистически значимый результат в виде большего числа поз со стоянием 

на задних лапах по сравнению с необработанным контролем соответствующей возрастной группы. 

Сила хватки. Силу хватки тестировали у 16-недельных необработанных и обработанных мышей. 

Мыши проходили 3-5 испытаний, каждое из которых предназначалось для тестирования силы хватки 

передних и задних лап. Средние результаты испытаний показаны на фиг. 41. Силу хватки отмечали в 

виде грамм-силы. Как показано на фиг. 41, мыши, которых обрабатывали с помощью AAV9, демонстри-

ровали статистически значимый результат в виде повышенного значения силы хватки передними лапами 

по сравнению с необработанными мышами соответствующей возрастной группы. Статистическими ме-

тодами были следующие: двухфакторный ANOVA, апостериорный анализ с помощью критерия Тьюки. 

кДНК ПЦР. Ткани из образцов сердца мышей подвергали обработке с применением универсального 

мини-набора RNEasy Plus (Qiagen). Полученную РНК обратно транскрибировали в кДНК с применением 

набора для синтеза кДНК Superscript VILO. 1 мкл кДНК подвергали ПЦР-амплификации с применением 

ДНК-полимеразы из набора AccuPrime и праймеров к экзону 48 (прямой праймер: gtttccagagctttacctgagaa 

(SEQ ID NO: 89)) и экзону 54 (обратный праймер: CTTTTATGAATGCTTCTCCAAG (SEQ ID NO: 90)). 

Ожидаемые размеры полос составляли 997 нт в случае отсутствия делеции (т.е. экзон 52 по-прежнему 
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присутствовал) и примерно 764 нт в случае делеции экзона 52. На фиг. 42 показаны результаты для мы-

шей P2, которым вводили посредством инъекции в лицевую вену AAV9 ("JA10 (P2 AAV9)") в возрасте 

36-50 часов с момента рождения, и для взрослых мышей, которым вводили посредством инъекции в хво-

стовую вену AAV8 ("JA11 (TV AAV8)") в количестве 3,3-7,7E12 или AAV9 ("JA12 (TV AAV9)") в коли-

честве 4,3-7,5E12. Как показано на фиг. 42, редактирование происходило в различной степени у мышей 

P2 (мыши возрастом 48-54 часов с момента рождения), которых обрабатывали с помощью AAV9, и 

взрослых мышей, которых обрабатывали с помощью AAV8 и AAV9, что дополнительно подтверждалось 

путем секвенирования полосы, соответствующей форме с делецией, с применением праймера tttctgtgat-

tttcttttggattg (SEQ ID NO: 109), связывающегося с экзоном 53. На фиг. 43 показана иллюстративная хро-

матограмма, на которой показана делеция экзонов 51 и 52 в последовательности из полосы, соответст-

вующей форме с делецией, от мыши 1, обработанной с помощью Ja10. 

Подразумевается, что вышеприведенное подробное описание и сопровождающие примеры являют-

ся лишь иллюстративными и не должны рассматриваться в качестве ограничений объема настоящего 

изобретения, который определяется исключительно прилагаемой формулой изобретения и ее эквивален-

тами. 

Различные изменения и модификации раскрытых вариантов осуществления будут очевидны для 

специалистов в данной области техники. Такие изменения и модификации, в том числе без ограничения 

те, которые связаны с химическими структурами, заместителями, производными, промежуточными со-

единениями, синтезами, композициями, составами или способами применения настоящего изобретения, 

могут быть сделаны без отхода от его сути и объема. 

В целях обеспечения полноты, различные аспекты настоящего изобретения изложены в следующих 

пронумерованных пунктах. 

1. Направляющая РНК (gRNA), содержащая нацеливающий домен, который содержит нуклеотид-

ную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,  

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, 

SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,  

SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, или комплементарную 

ей последовательность. 

2. Композиция для нацеливания на ДНК, содержащая первую gRNA и вторую gRNA, при этом пер-

вая молекула gRNA и вторая молекула gRNA содержат нацеливающий домен, который содержит нук-

леотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,  

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, 

SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,  

SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, или комплементарную 

ей последовательность, где первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA содержат разные нацели-

вающие домены. 

3. Композиция для нацеливания на ДНК по п.2, где первая молекула gRNA представлена под  

SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,  

SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 или SEQ ID NO: 41, и 

вторая молекула gRNA представлена под SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, 

SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 или SEQ ID NO: 42. 

4. Композиция для нацеливания на ДНК по п.2 или 3, где первая молекула gRNA выбрана из груп-

пы, состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 и  

SEQ ID NO: 15, и вторая молекула gRNA выбрана из группы, состоящей из SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, 

SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 19. 

5. Композиция для нацеливания на ДНК по любому из пп.2-4, где первая молекула gRNA и вторая 

молекула gRNA выбраны из группы, состоящей из 

(i) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 2; 

(ii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(iii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(iv) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

(v) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 
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(vi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(vii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

(viii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(ix) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(x) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15; 

(xi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

и 

(xii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 41, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 42. 

6. Композиция для нацеливания на ДНК по любому из пп.2-5, дополнительно содержащая белок 

(Cas), ассоциированный с короткими палиндромными повторами, регулярно расположенными группами. 

7. Композиция для нацеливания на ДНК по п.6, где белок Cas предусматривает молекулу Cas9, ко-

торая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо 

NNGRRV (SEQ ID NO: 25). 

8. Композиция для нацеливания на ДНК по п.6 или 7, где белок Cas предусматривает молекулу Cas9 

из Staphylococcus aureus, содержащую аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 45. 

9. Композиция для нацеливания на ДНК по любому из пп.2-8, где композиция для нацеливания на 

ДНК содержит нуклеотидную последовательность под SEQ ID NO: 83, нуклеотидную последователь-

ность под SEQ ID NO: 84, нуклеотидную последовательность под SEQ ID NO: 37 и/или нуклеотидную 

последовательность под SEQ ID NO: 38. 

10. Выделенный полинуклеотид, содержащий молекулу gRNA по п.1 или композицию для нацели-

вания на ДНК по любому из пп.2-9. 

11. Вектор, содержащий gRNA по п.1, композицию для нацеливания на ДНК по любому из пп.2-9 

или выделенный полинуклеотид по п.10. 

12. Вектор, содержащий композицию для нацеливания на ДНК по любому из пп.6-9. 

13. Вектор, кодирующий 

(a) первую молекулу направляющей РНК (gRNA); 

(b) вторую молекулу gRNA; и 

(c) по меньшей мере одну молекулу Cas9, которая распознает смежный с протоспейсером мотив 

(PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25), 

где первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA содержат нацеливающий домен, который со-

держит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, 

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, 

SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,  

SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, или комплементарную 

ей последовательность, где первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA содержат разные нацели-

вающие домены. 

14. Вектор по п.13, где вектор сконструирован с возможностью образования первого и второго 

двухнитевых разрывов в первом и втором интронах, фланкирующих экзон 51 гена DMD человека. 

15. Вектор по п.13 или 14, где первая молекула gRNA представлена под SEQ ID NO: 1,  

SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11,  

SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 или SEQ ID NO: 41, и вторая молекула 

gRNA представлена под SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 16,  

SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 или SEQ ID NO: 42. 

16. Вектор по любому из пп.13-15, где первая молекула gRNA выбрана из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 и SEQ ID NO: 15, и вторая 

молекула gRNA выбрана из группы, состоящей из SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 16,  

SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 19. 

17. Вектор по любому из пп.13-16, при этом первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA вы-
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браны из группы, состоящей из 

(i) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 2; 

(ii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(iii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(iv) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

(v) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(vi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(vii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

(viii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(ix) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(x) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15; 

и 

(xi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18. 

18. Вектор по любому из пп.11-17, где вектор представляет собой вирусный вектор. 

19. Вектор по п.18, где вектор представляет собой вектор на основе аденоассоциированного вируса 

(AAV). 

20. Вектор по п.19, где вектор на основе AAV представляет собой вектор на основе AAV8 или век-

тор на основе AAV9. 

21. Вектор по любому из пп.11-20, где вектор содержит тканеспецифичный промотор, функцио-

нально связанный с нуклеотидной последовательностью, кодирующей первую молекулу gRNA, вторую 

молекулу gRNA и/или молекулу Cas9. 

22. Вектор по п.21, где тканеспецифичный промотор представляет собой промотор, специфичный в 

отношении мышц. 

23. Клетка, содержащая gRNA по п.1, композицию для нацеливания на ДНК по любому из пп.2-9, 

выделенный полинуклеотид по п.10 или вектор по любому из пп.11-22. 

24. Набор, содержащий gRNA по п.1, систему для нацеливания на ДНК по любому из пп.2-9, выде-

ленный полинуклеотид по п.10, вектор по любому из пп.11-22 или клетку по п.23 и необязательно инст-

рукции по применению. 

25. Способ коррекции мутантного гена дистрофина в клетке, при этом способ предусматривает вве-

дение в клетку gRNA по п.1, системы для нацеливания на ДНК по любому из пп.2-9, выделенного поли-

нуклеотида по п.10 или вектора по любому из пп.11-22. 

26. Способ редактирования мутантного гена дистрофина в геноме субъекта, при этом способ преду-

сматривает введение субъекту композиции для редактирования генома, содержащей gRNA по п.1, систе-

мы для нацеливания на ДНК по любому из пп.2-9, выделенного полинуклеотида по п.10, вектора по лю-

бому из пп.11-22 или клетки по п.23. 

27. Способ по п.26, где композицию для редактирования генома вводят субъекту внутримышечно, 

внутривенно или с помощью их комбинации. 

28. Способ по любому из пп.25-27, где коррекция мутантного гена дистрофина предусматривает 

опосредованное нуклеазой негомологичное соединение концов. 

29. Способ лечения субъекта, нуждающегося в этом, у которого имеется мутантный ген дистрофина, 
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при этом способ предусматривает введение субъекту gRNA по п.1, системы для нацеливания на ДНК по 

любому из пп.2-9, выделенного полинуклеотида по п.10, вектора по любому из пп.11-22 или клетки по п.23. 

30. Модифицированный вектор на основе аденоассоциированного вируса для редактирования му-

тантного гена дистрофина в геноме субъекта, содержащий первую полинуклеотидную последователь-

ность, кодирующую gRNA по п.1, и вторую полинуклеотидную последовательность, кодирующую моле-

кулу Cas9, которая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), 

либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25). 

31. Модифицированный вектор на основе аденоассоциированного вируса по п.30, где модифициро-

ванный вектор на основе аденоассоциированного вируса содержит нуклеотидную последовательность, 

изложенную под SEQ ID NO: 39 или SEQ ID NO: 40. 

32. Композиция для обеспечения делеции сегмента гена дистрофина, содержащего экзон 51, при 

этом композиция содержит 

(a) первый вектор, содержащий полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую моле-

кулу направляющей РНК (gRNA), и полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую молеку-

лу Cas9, которая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), 

либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25); и 

(b) второй вектор, содержащий полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую мо-

лекулу gRNA, и полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую молекулу Cas9, которая 

распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV 

(SEQ ID NO: 25), 

где каждая из первой и второй молекул gRNA содержит нацеливающий домен, длина которого со-

ставляет от 19 до 24 нуклеотидов, и 

где первый вектор и второй вектор сконструированы с возможностью образования первого и второ-

го двухнитевых разрывов в первом интроне и втором интроне, фланкирующих соответственно экзон 51 

гена DMD человека, за счет чего обеспечивается делеция сегмента гена дистрофина, содержащего  

экзон 51. 

33. Композиция по п.32, где длина сегмента составляет от приблизительно 50 п.о. до приблизитель-

но 2000 п.о. 

34. Композиция по п.33, где длина сегмента составляет приблизительно 118 п.о., приблизительно 

233 п.о., приблизительно 326 п.о., приблизительно 766 п.о., приблизительно 805 п.о. или приблизительно 

1611 п.о. 

35. Композиция по любому из пп.32-34, где первая молекула Cas9 и вторая молекула Cas9 являются 

идентичными. 

36. Композиция по п.35, где первая молекула Cas9 и вторая молекула Cas9 представляют собой мо-

лекулу Cas9 из Staphylococcus aureus. 

37. Композиция по п.36, где первая молекула Cas9 и вторая молекула Cas9 представляют собой му-

тантную молекулу Cas9 из Staphylococcus aureus. 

38. Композиция по любому из пп.32-34, где первая молекула Cas9 и вторая молекула Cas9 являются 

разными. 

39. Композиция по п.38, где первая молекула Cas9 или вторая молекула Cas9 представляют собой 

молекулу Cas9 из Staphylococcus aureus. 

40. Композиция по любому из пп.32-39, где первая молекула Cas9 и/или вторая молекула Cas9 пре-

дусматривают молекулу SaCas9, содержащую аминокислотную последовательность под  

SEQ ID NO: 45. 

41. Композиция по любому из пп.32-40, где первый вектор и/или второй вектор представляют собой 

вирусный вектор. 

42. Композиция по п.41, где первый вектор и/или второй вектор представляют собой вектор на ос-

нове аденоассоциированного вируса (AAV). 

43. Композиция по п.42, где вектор на основе AAV представляет собой вектор на основе AAV8 или 

вектор на основе AAV9. 

44. Композиция по любому из пп.32-43, где ген дистрофина представляет собой ген дистрофина че-

ловека. 

45. Композиция по любому из пп.32-44, где первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA со-

держат нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под 

SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, 

SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13,  

SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, или 

комплементарную ей последовательность, где первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA содержат 

разные нацеливающие домены. 

46. Композиция по любому из пп.32-45, где первая молекула gRNA представлена под  

SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,  

SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 или SEQ ID NO: 15, и вторая молекула 
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gRNA представлена под SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 16,  

SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 19. 

47. Композиция по любому из пп.32-46, где первая молекула gRNA выбрана из группы, состоящей 

из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 и SEQ ID NO: 15, и 

вторая молекула gRNA выбрана из группы, состоящей из SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 16, 

SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 19. 

48. Композиция по любому из пп.32-47, где первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA вы-

браны из группы, состоящей из 

(i) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 2; 

(ii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(iii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(iv) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

(v) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(vi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(vii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

(viii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(ix) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(x) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15; 

и 

(xi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18. 

49. Композиция по любому из пп.32-48, где первый вектор содержит нуклеотидную последователь-

ность, изложенную под SEQ ID NO: 39, и второй вектор содержит нуклеотидную последовательность, 

изложенную под SEQ ID NO: 40. 

50. Композиция по любому из пп.32-49 для применения в составе лекарственного препарата. 

51. Композиция по любому из пп.32-50 для применения в лечении мышечной дистрофии Дюшенна. 

52. Клетка, содержащая композицию по любому из пп.32-51. 

53. Способ коррекции мутантного гена дистрофина в клетке, предусматривающий введение в клетку 

(a) первого вектора, содержащего полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую мо-

лекулу направляющей РНК (gRNA), и полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую моле-

кулу Cas9, которая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), 

либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25); и 

(b) второго вектора, содержащего полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую 

молекулу gRNA, и полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую молекулу Cas9, кото-

рая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV 

(SEQ ID NO: 25), 

где каждая из первой молекулы gRNA и второй молекулы gRNA содержит нацеливающий домен, 

длина которого составляет от 19 до 24 нуклеотидов, и 

где вектор сконструирован с возможностью образования первого и второго двухнитевых разрывов 

соответственно в первом и втором интронах, фланкирующих экзон 51 гена дистрофина человека, за счет 

чего обеспечивается делеция сегмента гена дистрофина, содержащего экзон 51. 
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54. Способ по п.53, где первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA выбраны из группы, со-

стоящей из 

(i) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 2; 

(ii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(iii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(iv) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

(v) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(vi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(vii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

(viii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(ix) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(x) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15; 

и 

(xi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18. 

55. Способ по п.53 или 54, где мутантный ген дистрофина содержит преждевременный стоп-кодон, 

смещенную рамку считывания, аберрантный акцепторный сайт сплайсинга или аберрантный донорный 

сайт сплайсинга. 

56. Способ по любому из пп.53-55, где мутантный ген дистрофина содержит мутацию со сдвигом 

рамки считывания, которая является причиной преждевременного стоп-кодона и усеченного продукта 

гена. 

57. Способ по любому из пп.53-55, где мутантный ген дистрофина характеризуется делецией одно-

го или нескольких экзонов, которая обеспечивает смещение рамки считывания. 

58. Способ по любому из пп.53-57, где коррекция мутантного гена дистрофина предусматривает де-

лецию преждевременного стоп-кодона, коррекцию смещенной рамки считывания или модуляцию сплай-

синга путем смещения акцепторного сайта сплайсинга или смещения донорной последовательности 

сплайсинга. 

59. Способ по любому из пп.53-58, где коррекция мутантного гена дистрофина предусматривает де-

лецию экзона 51. 

60. Способ по любому из пп.53-59, где коррекция мутантного гена дистрофина предусматривает ре-

парацию с участием гомологичной рекомбинации. 

61. Способ по п.60, дополнительно предусматривающий введение в клетку донорной ДНК. 

62. Способ по любому из пп.53-61, где коррекция мутантного гена дистрофина предусматривает 

опосредованное нуклеазой негомологичное соединение концов. 

63. Способ по любому из пп.53-62, где клетка представляет собой клетку-миобласт. 

64. Способ по любому из пп.53-63, где клетка представляет собой клетку субъекта, страдающего 

мышечной дистрофией Дюшенна. 

65. Способ по любому из пп.53-64, где клетка представляет собой миобласт субъекта-человека, 

страдающего мышечной дистрофией Дюшенна. 

66. Способ по любому из пп.53-65, где первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA выбраны из 

группы, состоящей из 
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(i) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 2; 

(ii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; и 

(iii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19. 

67. Способ лечения субъекта, нуждающегося в этом, у которого имеется мутантный ген дистрофи-

на, при этом способ предусматривает введение субъекту 

(a) первого вектора, содержащего полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую мо-

лекулу направляющей РНК (gRNA), и полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую моле-

кулу Cas9, которая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), 

либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25); и 

(b) второго вектора, содержащего полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую 

молекулу gRNA, и полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую молекулу Cas9, кото-

рая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV 

(SEQ ID NO: 25), 

где каждая из первой молекулы gRNA и второй молекулы gRNA содержит нацеливающий домен, 

длина которого составляет от 19 до 24 нуклеотидов, и 

где вектор сконструирован с возможностью образования первого и второго двухнитевых разрывов 

соответственно в первом и втором интронах, фланкирующих экзон 51 гена дистрофина человека, за счет 

чего обеспечивается делеция сегмента гена дистрофина, содержащего экзон 51. 

68. Способ по п.67, где первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA выбраны из группы, со-

стоящей из 

(i) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 1, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 2; 

(ii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(iii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(iv) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

(v) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(vi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(vii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18; 

(viii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 4; 

(ix) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 19; 

(x) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 14, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 15; 

и 

(xi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную 

последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 11, и второй молекулы gRNA, содержащей нацели-

вающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 18. 

69. Способ по п.68, где субъект страдает мышечной дистрофией Дюшенна. 

70. Способ по любому из пп.67-69, где первый вектор и второй вектор вводят в мышцу субъекта. 
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71. Способ по п.70, где мышца представляет собой скелетную мышцу или сердечную мышцу. 

72. Способ по п.71, где скелетная мышца представляет собой переднюю большеберцовую мышцу. 

73. Способ по любому из пп.67-72, где первый вектор и второй вектор вводят субъекту внутримы-

шечно, внутривенно или с помощью их комбинации. 

74. Способ получения трансгенного эмбриона грызуна, у которого имеется ген дистрофина челове-

ка (hDMD) с делецией экзона 52 (∆52), при этом способ предусматривает введение в эмбрион грызуна 

gRNA по п.1, системы для нацеливания на ДНК по любому из пп.2-9, выделенного полинуклеотида по 

пункту 10, вектора по любому из пп.11-22, модифицированного вектора на основе аденоассоциированно-

го вируса по п.30 или 31 или композиции по любому из пп.32-51, за счет чего обеспечивается делеция 

экзона 52 в гене дистрофина человека, и осуществления отбора трансгенного эмбриона грызуна, у кото-

рого имеется делеция экзона 52 в гене дистрофина человека, где эмбрион грызуна содержит нормальный 

ген дистрофина человека. 

75. Способ по п.74, где эмбрион грызуна представляет собой эмбрион мыши. 

76. Способ по п.74 или 75, где трансгенный эмбрион грызуна является гетерозиготным по hDMD 

или гетерозиготным по hDMD-∆52. 

77. Способ по любому из пп.74-76, где первую молекулу gRNA, содержащую нацеливающий домен, 

который содержит нуклеотидную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 41, и вторую моле-

кулу gRNA, содержащую нацеливающий домен, который содержит нуклеотидную последовательность, 

изложенную под SEQ ID NO: 42, вводят в эмбрион грызуна для осуществления делеции экзона 52 гена 

дистрофина человека. 

78. Способ по любому из пп.74-77, дополнительно предусматривающий введение в эмбрион грызу-

на белка Cas, содержащего аминокислотную последовательность, изложенную под SEQ ID NO: 27. 

79. Трансгенный эмбрион грызуна, полученный с помощью способа по любому из пп.74-78. 

80. Трансгенный грызун, полученный из трансгенного эмбриона грызуна по п.79. 

Приложение 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Композиция для нацеливания на ДНК, содержащая первую молекулу gRNA и вторую молекулу 

gRNA, где первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA выбраны из группы, состоящей из 

(i) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеоти-

дом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 1, и второй моле-

кулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 2; 

(ii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 11, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4; 

(iii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 19; 

(iv) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 18; 

(v) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4; 

(vi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 19; 

(vii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 18; 

(viii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 
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нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4; 

(ix) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 11, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 19; 

(x) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15; 

(xi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 11, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 18; и 

(xii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 41, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 42. 

2. Композиция для нацеливания на ДНК по п.1, где первая молекула gRNA и вторая молекула 

gRNA выбраны из группы, состоящей из 

(i) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеоти-

дом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 1, и второй моле-

кулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 2; 

(ii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 11, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4; 

(iii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 19; и 

(iv) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 41, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 42. 

3. Композиция для нацеливания на ДНК по п.1 или 2, дополнительно содержащая белок, ассоции-

рованный с короткими палиндромными повторами, регулярно расположенными группами, (Cas). 

4. Композиция для нацеливания на ДНК по п.3, где белок Cas содержит молекулу Cas9, которая 

распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV 

(SEQ ID NO: 25). 

5. Выделенный полинуклеотид, содержащий первую молекулу gRNA и вторую молекулу gRNA, где 

первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA выбраны из группы, состоящей из 

(i) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеоти-

дом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 1, и второй моле-

кулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 2; 

(ii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 11, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4; 

(iii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 19; 

(iv) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 18; 

(v) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4; 
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(vi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 19; 

(vii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 18; 

(viii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4; 

(ix) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 11, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 19; 

(x) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15; 

(xi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 11, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 18; и 

(xii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 41, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 42. 

6. Выделенный полинуклеотид по п.5, где первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA выбра-

ны из группы, состоящей из 

(i) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеоти-

дом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 1, и второй моле-

кулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 2; 

(ii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 11, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4; 

(iii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 19; и 

(iv) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 41, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 42. 

7. Выделенный полинуклеотид по п.5 или 6, дополнительно кодирующий белок, ассоциированный с 

короткими палиндромными повторами, регулярно расположенными группами, (Cas). 

8. Выделенный полинуклеотид по п.7, где белок Cas содержит молекулу Cas9, которая распознает 

смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25). 

9. Вектор, содержащий выделенный полинуклеотид по любому из пп.5-8. 

10. Вектор по п.9, где вектор сконструирован с возможностью образования первого и второго двух-

нитевых разрывов в первом и втором интронах, фланкирующих экзон 51 гена DMD человека. 

11. Вектор по п.9 или 10, где вектор представляет собой вирусный вектор. 

12. Вектор по любому из пп.9-11, где вектор содержит тканеспецифичный промотор, функциональ-

но связанный с нуклеотидной последовательностью, кодирующей первую молекулу gRNA, вторую мо-

лекулу gRNA и/или молекулу Cas9. 

13. Клетка, содержащая композицию для нацеливания на ДНК по любому из пп.1-4, или выделен-

ный полинуклеотид по любому из пп.5-8, или вектор по любому из пп.9-12. 

14. Набор для обеспечения делеции сегмента гена дистрофина, содержащего экзон 51 или экзон 52, 

где набор содержит композицию для нацеливания на ДНК по любому из пп.1-4, или выделенный поли-

нуклеотид по любому из пп.1-4, или вектор по любому из пп.9-12, или клетку по п.13. 
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15. Набор по п.14, дополнительно содержащий инструкции по применению. 

16. Способ обеспечения делеции сегмента гена дистрофина, содержащего экзон 51 или экзон 52 в 

клетке, при этом способ предусматривает введение в клетку композиции для нацеливания на ДНК по 

любому из пп.1-4, или выделенного полинуклеотида по любому из пп.5-8, или вектора по любому из 

пп.9-12. 

17. Способ обеспечения делеции сегмента гена дистрофина, содержащего экзон 51 или экзон 52 у 

субъекта, при этом способ предусматривает введение субъекту композиции для нацеливания на ДНК по 

любому из пп.1-4, или выделенного полинуклеотида, кодирующего композицию для нацеливания на 

ДНК по любому из пп.5-8, или вектора по любому из пп.9-12, или клетки по п.13. 

18. Композиция для обеспечения делеции сегмента гена дистрофина, содержащего экзон 51 или эк-

зон 52, при этом композиция содержит 

(a) первый вектор, содержащий полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую мо-

лекулу направляющей РНК (gRNA), и полинуклеотидную последовательность, кодирующую первую моле-

кулу Cas9, которая распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), 

либо NNGRRV (SEQ ID NO: 25); и 

(b) второй вектор, содержащий полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую мо-

лекулу gRNA, и полинуклеотидную последовательность, кодирующую вторую молекулу Cas9, которая 

распознает смежный с протоспейсером мотив (PAM) либо NNGRRT (SEQ ID NO: 24), либо NNGRRV 

(SEQ ID NO: 25), 

где каждая из первой и второй молекул gRNA содержит нацеливающий домен, длина которого со-

ставляет от 19 до 24 нуклеотидов, и 

где первый вектор и второй вектор сконструированы с возможностью образования первого и второ-

го двухнитевых разрывов соответственно в первом интроне и втором интроне, фланкирующих экзон 51 

или экзон 52 гена DMD человека, за счет чего обеспечивается делеция сегмента гена дистрофина, содер-

жащего экзон 51 или экзон 52, и 

где первая молекула gRNA и вторая молекула gRNA выбраны из группы, состоящей из 

(i) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеоти-

дом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 1, и второй моле-

кулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 2; 

(ii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 11, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4; 

(iii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 19; 

(iv) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 18; 

(v) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4; 

(vi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 19; 

(vii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 18; 

(viii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4; 

(ix) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 11, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 19; 
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(x) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15; 

(xi) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 11, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 18; и 

(xii) первой молекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклео-

тидом, содержащим нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 41, и второй мо-

лекулы gRNA, содержащей нацеливающий домен, который кодируется полинуклеотидом, содержащим 

нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 42. 
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