
04
34

49
   

 B
1

043449    B
1

(19) Евразийское
патентное
ведомство

(11) 043449 (13) B1

(12) ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ К ЕВРАЗИЙСКОМУ ПАТЕНТУ

(45) Дата публикации и выдачи патента

2023.05.25
(21) Номер заявки

201491643
(22) Дата подачи заявки

2013.03.05

(51)  Int. Cl. C07K 14/705 (2006.01)

(54) ИДЕНТИФИКАЦИЯ МУТАЦИЙ КАНАЛ-ОПСИНА-2 (Chop2) И СПОСОБЫ
ПРИМЕНЕНИЯ

(31) 61/606,663
(32) 2012.03.05
(33) US
(43) 2015.02.27
(86) PCT/US2013/029171
(87) WO 2013/134295 2013.09.12
(71)(73) Заявитель и патентовладелец:

УЭЙН СТЕЙТ ЮНИВЕРСИТИ (US)

(72) Изобретатель:
Пань Чжо-Хуа (US)

(74) Представитель:
Медведев В.Н. (RU)

(56)  SONJA KLEINLOGEL ET AL.: "Ultra
light-sensitive and fast neuronal activation with the
Ca2+-permeable channelrhodopsin CatCh", NATURE
NEUROSCIENCE, vol. 14, № 4, 13 March 2011
(2011-03-13), p. 513-518, XP055009508, ISSN:
1097-6256, DOI: 10.1038/nn.2776, abstract, p. 513,
517, fig. 3

MARTIN L. REIN ET AL.: "The optogenetic
(r)evolution", MOLECULAR GENETICS AND
GENOMICS, SPRINGER, BERLIN, DE, vol. 287,
№ 2, 20 December 2011 (2011-12-20), p. 95-109,
XP035008231, ISSN: 1617-4623, DOI: 10.1007/
S00438-011-0663-7, abstract, table 1, p. 96, 106

WO-A1-2011140279
A. BERNDT ET AL.: "High-efficiency

channelrhodopsins for fast neuronal stimulation at low

light levels", PROCEEDINGS OF THE NATIONAL
ACADEMY OF SCIENCES, vol. 108, № 18, 3
May 2011 (2011-05-03), p. 7595-7600, XP055066271,
ISSN: 0027-8424, DOI: 10.1073/pnas.1017210108,
abstract

WO-A1-2012032103
ULLRICH SYBILLE ET AL.: "Degradation

of channelopsin-2 in the absence of retinal
and degradation resistance in certain mutants",
BIOLOGICAL CHEMISTRY, WALTER DE
GRUYTER GMBH & CO, BERLIN, DE, vol. 394,
№ 2, 1 February 2013 (2013-02-01), p. 271-280,
XP009170311, ISSN: 1431-6730, abstract

M. PRIGGE ET AL.: "Color-
tuned Channelrhodopsins for Multiwavelength
Optogenetics", JOURNAL OF BIOLOGICAL
CHEMISTRY, vol. 287, № 38, 27 July 2012
(2012-07-27), p. 31804-31812, XP055075027, ISSN:
0021-9258, DOI: 10.1074/jbc.M112.391185, fig. 2-4,
p. 31809-31812

E. IVANOVA ET AL.: "Evaluation of AAV-
Mediated Expression of Chop2-GFP in the Marmoset
Retina", INVESTIGATIVE OPHTHALMOLOGY &
VISUAL SCIENCE, vol. 51, № 10, 1 October 2010
(2010-10-01), p. 5288-5296, XP055066268, ISSN:
0146-0404, DOI: 10.1167/iovs.10-5389, abstract

WO-A2-2007131180
FENG ZHANG ET AL.: "The Microbial Opsin

Family of Optogenetic Tools", CELL, vol. 147, №
7, 23 November 2011 (2011-11-23), p. 1446-1457,
XP028348924, ISSN: 0092-8674, DOI: 10.1016/
J.CELL.2011.12.004 [retrieved on 2011-12-08]

(57) В изобретении предлагаются композиции и наборы реагентов, включающие по меньшей мере одну
молекулу нуклеиновой кислоты или полипептидную молекулу, кодирующую мутантный белок
ChR2. Способы по изобретению включают введение объекту композиции, включающей мутантный
ChR2, для сохранения, улучшения или восстановления фотопреобразования. Предпочтительно
композиции и способы по изобретению предлагаются объекту с нарушенным зрением,
восстанавливая таким образом зрение до нормального уровня.
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Родственные заявки 

Для данной заявки испрашивается приоритет по предварительной заявке № 61/606663, поданной  

5 марта 2012 г., содержание которой включено в данный документ путем ссылки в полном объеме. 

Государственная поддержка 

Изобретение было осуществлено с помощью поддержки государства в виде гранта NIH EY 17130 

Национального Института Здравоохранения/Национального Глазного Института. Государство обладает 

определенными правами на изобретение. 

Область техники, к которой относится изобретение 

Изобретение относится в основном к области молекулярной биологии. Идентифицированы мутации 

в гене канал-опсина-2 (Channelopsin-2) (Chop2). Композиции, включающие мутантный ген Chop2, ис-

пользуются в терапевтических способах для улучшения и восстановления потери зрения. 

Предшествующий уровень техники 

Сетчатка состоит из фоторецепторов (или фоторецепторных клеток, палочковидных и конусных). 

Фоторецепторы представляют собой высокоспециализированные нейроны, которые отвечают за фото-

преобразование или превращение света (в форме электромагнитного излучения) в электрические и хими-

ческие сигналы, которые стимулируют каскад событий внутри зрительной системы, генерируя в конеч-

ном счете представление нашего мира. 

Утрата или дегенерация фоторецепторов подвергает существенному риску, если не ингибирует 

полностью, фотопреобразование визуальной информации внутри сетчатки. Утрата фоторецепторных 

клеток и/или утрата функционирования фоторецепторных клеток представляет собой первичную причи-

ну ослабленной зрительной активности, ослабленной светочувствительности и слепоты. В данной облас-

ти назрела необходимость в получении композиций и способа, которые восстанавливают фоточувстви-

тельность сетчатки объекта, который испытал потерю зрения. 

Сущность изобретения 

В изобретении предлагается решение назревшей необходимости получения способа для восстанов-

ления и/или повышения светочувствительности фоторецепторных клеток путем экспрессии предпочти-

тельных мутаций и/или их комбинации, гена канал-опсина-2 (Chop2), и затем предлагаются способы ген-

ной терапии на основе гена канал-опсина-2 (Chop2). 

Генная терапия на основе гена канал-опсина-2 (Chop2) предлагает превосходную стратегию для 

восстановления фоточувствительности сетчатки после дегенерации фоторецепторов. Белковый продукт 

гена Chop2, когда он связывается с изомеризуемыми под действием света хромофорами, все транс-

ретинали, образует функциональный светорегулируемый канал, называемый канал-родопсин-2 (ChR2). 

Нативный ChR2 демонстрирует низкую светочувствительность. Недавно сообщалось, что два мутанта 

ChR2, L132C и Т159С, значительно повышают их светочувствительность (Kleinlogel et al. (2011), Nat. 

Neurosci., 14:513-8; Berndt et al. (2011), Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 108:7595-600; Prigge et al. (2012),  

J. Biol. Chem., 287(38)3104:12, содержание каждой из которых включено в данный документ ссылкой в 

полном объеме). Свойства этих двух мутантов ChR2 (т.е. L132C и Т159С) исследовали и сравнивали с 

рядом двойных мутантов в этих двух сайтах для идентификации подходящих кандидатов для терапевти-

ческих способов. Композиции, включающие одну или несколько из этих мутаций, предлагаются нуж-

дающемуся в этом объекту с целью восстановления зрения. Конкретно, целевые мутации в гене Chop2 

вводятся в клетку и/или интегрируются в геномную ДНК клетки для улучшения или восстановления зре-

ния. Целевые мутации в гене Chop2, которые вводятся в клетку для улучшения или восстановления зре-

ния, также могут оставаться эписомными, не интегрируясь в геномную ДНК. 

Мутации в аминокислотных положениях L132 или Т159 Chop2 (и, таким образом, полученный в ре-

зультате ChR2) значительно снижают пороговую светочувствительность, которая требуется для того, 

чтобы вызвать ChR2-опосредованный фототок. Двойные мутанты в аминокислотных положениях L132 и 

Т159 дополнительно повышают фототок при низких интенсивностях света, превышая значения, соответ-

ствующие одиночным мутациям. Ганглиозные клетки сетчатки, экспрессирующие двойные мутанты в 

положениях L132 и Т159, могут отвечать на интенсивности света, которые попадают в интервал условий 

естественного дневного освещения, но все равно поддерживают адекватное и высокое временное разре-

шение, которое подходит для восстановления эффективного зрения. Таким образом, мутантный белок 

Chop2 по настоящему изобретению, который образует мутантные ChR2, обладающие улучшенной чувст-

вительностью, используется индивидуально или в комбинации для восстановления зрения. 

Конкретно, в изобретении предлагается полипептидная молекула, включающая или состоящая из 

SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота в положении 132 SEQ ID NO: 26 не является лейцином (L). В 

некоторых воплощениях выделенной полипептидной молекулы аминокислота в положении 132 пред-

ставляет собой цистеин (С) или аланин (А). Когда аминокислота в положении 132 представляет собой 

цистеин (С), полипептидная молекула может включать или состоять из SEQ ID NO: 13. Когда аминокис-

лота в положении 132 представляет собой аланин (А), то полипептидная молекула может включать или 

состоять из SEQ ID NO: 20. 

В изобретении предлагается полипептидная молекула, включающая или состоящая из SEQ ID NO: 26, 

в которой аминокислота в положении 159 SEQ ID NO: 26 не является треонином (Т). В некоторых во-
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площениях выделенной полипептидной молекулы аминокислота в положении 159 представляет собой 

цистеин (С), серин (S) или аланин (А). Когда аминокислота в положении 159 представляет собой цис-

теин (С), то полипептидная молекула может включать или состоять из SEQ ID NO: 14. Когда аминокис-

лота в положении 159 представляет собой серин (S), то полипептидная молекула может включать или 

состоять из SEQ ID NO: 17. Когда аминокислота в положении 159 представляет собой аланин (А), то по-

липептидная молекула может включать или состоять из SEQ ID NO: 23. 

В изобретении предлагается выделенная полипептидная молекула, включающая или состоящая из 

SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота в положении 132 SEQ ID NO: 26 не является лейцином (L). В 

некоторых воплощениях выделенной полипептидной молекулы, включающей или состоящей из  

SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота в положении 132 SEQ ID NO: 26 не является лейцином (L), и 

аминокислота в положении 159 не является треонином (Т), аминокислота в положении 132 представляет 

собой цистеин (С) и аминокислота в положении 159 представляет собой цистеин (С). В предпочтитель-

ном воплощении выделенной полипептидной молекулы, полипептидная молекула включает или состоит 

из SEQ ID NO: 16. В изобретении предлагается выделенная молекула нуклеиновой кислоты, которая ко-

дирует выделенный полипептид, включающий или состоящий из SEQ ID NO: 16. Предпочтительно вы-

деленная молекула нуклеиновой кислоты, которая кодирует выделенный полипептид, включающий или 

состоящий из SEQ ID NO: 16, представляет собой молекулу нуклеиновой кислоты, которая включает или 

состоит из SEQ ID NO: 15. 

В некоторых воплощениях выделенной полипептидной молекулы, включающей или состоящей из 

SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота в положении 132 SEQ ID NO: 26 не является лейцином (L), а 

аминокислота в положении 159 не является треонином (Т), аминокислота в положении 132 представляет 

собой цистеин (С) и аминокислота в положении 159 представляет собой серин (S). Выделенная полипеп-

тидная молекула, включающая или состоящая из SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота  в положении 132 

SEQ ID NO: 26 не является лейцином (L) и аминокислота в положении 159 не является треонином (Т), 

может включать или состоять из SEQ ID NO: 19. Альтернативно или дополнительно выделенная поли-

пептидная молекула, включающая или состоящая из SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота в положе-

нии 132 SEQ ID NO: 26 не является лейцином (L) и аминокислота в положении 159 не является треони-

ном (Т), где аминокислота в положении 132 представляет собой цистеин (С) и где аминокислота в поло-

жении 159 представляет собой серин (S), может включать или состоять из SEQ ID NO: 19. В изобретении 

предлагается выделенная молекула нуклеиновой кислоты, которая кодирует выделенный полипептид, 

который включает или состоит из SEQ ID NO: 19. Предпочтительно молекула нуклеиновой кислоты 

включает или состоит из SEQ ID NO: 18. 

В некоторых воплощениях выделенной полипептидной молекулы, включающей или состоящей из 

SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота в положении 132 SEQ ID NO: 26 не является лейцином (L), и 

аминокислота в положении 159 не является треонином (Т), аминокислота в положении 132 представляет 

собой аланин (А) и аминокислота в положении 159 представляет собой цистеин (С). Выделенная поли-

пептидная молекула, включающая или состоящая из SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота в положе-

нии 132 SEQ ID NO: 26 не является лейцином (L), и аминокислота в положении 159 представляет собой 

треонин (Т), может включать или состоять из SEQ ID NO: 22. Альтернативно или дополнительно выде-

ленная полипептидная молекула, включающая или состоящая из SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота 

в положении 132 SEQ ID NO: 26 не является лейцином (L), и аминокислота в положении 159 не является 

треонином (Т), где аминокислота в положении 132 представляет собой аланин (А) и где аминокислота в 

положении 159 представляет собой цистеин (С), может включать или состоять из SEQ ID NO: 22. В изо-

бретении предлагается выделенная молекула нуклеиновой кислоты, которая кодирует выделенный поли-

пептид, который включает или состоит из SEQ ID NO: 22. Предпочтительно эта молекула нуклеиновой 

кислоты включает или состоит из SEQ ID NO: 21. 

В некоторых воплощениях выделенной полипептидной молекулы, включающей или состоящей из 

SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота в положении 132 SEQ ID NO: 26 не является лейцином (L) и 

аминокислота в положении 159 не является треонином (Т), аминокислота в положении 132 представляет 

собой цистеин (С) и аминокислота в положении 159 представляет собой аланин (А). Выделенная поли-

пептидная молекула, включающая или состоящая из SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота в положе-

нии 132 SEQ ID NO: 26 не является лейцином (L) и аминокислота в положении 159 не является треони-

ном (Т), может включать или состоять из SEQ ID NO: 25. Альтернативно или дополнительно выделенная 

полипептидная молекула, включающая или состоящая из SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота в по-

ложении 132 SEQ ID NO: 26 не является лейцином (L) и аминокислота в положении 159 не является тре-

онином (Т), где аминокислота в положении 132 представляет собой цистеин (С) и где аминокислота в 

положении 159 представляет собой аланин (А), может включать или состоять из SEQ ID NO: 25. В изо-

бретении предлагается выделенная молекула нуклеиновой кислоты, которая кодирует выделенный поли-

пептид, который включает или состоит из SEQ ID NO: 25. Предпочтительно эта молекула нуклеиновой 

кислоты включает или состоит из SEQ ID NO: 24. 

В изобретении предлагается любая из выделенных полипептидных молекул, описанных в данном 

документе, где полипептидная молекула кодирует мутантный белок Chop2, который образует мутантный 
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ChR2, который вызывает ток в ответ на пороговую интенсивность света, которая ниже, чем пороговое 

значение белка ChR2 дикого типа. Кроме того, ток проводит катионы. Типичные катионы включают в 

частности, ионы Н+, Na+, K+ и Са2+. ChR2 дикого типа и мутантные белки, описанные в данном доку-

менте, неспецифично проводят катионы. Следовательно, ток проводит один или несколько из следую-

щих ионов: Н+, Na+, K+ и Са2+. 

В изобретении предлагается любая из выделенных полипептидных молекул, описанных в данном 

документе, дополнительно включающая фармацевтически приемлемый носитель. В изобретении также 

предлагается композиция, включающая по меньшей мере одну выделенную полипептидную молекулу, 

описанную в данном документе. Композиция может дополнительно включать фармацевтически прием-

лемый носитель. 

В изобретении предлагается выделенная молекула нуклеиновой кислоты, которая кодирует любой 

из выделенных полипептидов, описанных в данном документе. Кроме того, выделенная молекула нук-

леиновой кислоты может дополнительно включать фармацевтически приемлемый носитель. В изобрете-

нии также предлагается композиция, включающая по меньшей мере одну выделенную молекулу нуклеи-

новой кислоты, описанную в данном документе. Композиция может дополнительно включать фармацев-

тически приемлемый носитель. 

В изобретении предлагается клетка, где клетка включает выделенную полипептидную молекулу по 

изобретению или контактирует с ней. Кроме того, в изобретении предлагается клетка, которая включает 

выделенную молекулу нуклеиновой кислоты, которая кодирует выделенную полипептидную молекулу 

по изобретению, или контактирует с ней. В изобретении предлагается композиция, включающая, по су-

ществу состоящая из или состоящая из, клетки, которая включает выделенную полипептидную молекулу 

по изобретению или молекулу нуклеиновой кислоты, которая кодирует выделенную полипептидную мо-

лекулу по изобретению. Клетка по изобретению может контактировать с выделенным полипептидом  

in vitro, ex vivo, in vivo или in situ. В некоторых воплощениях изобретения клетка представляет собой 

фоторецептор; горизонтальную клетку; биполярную клетку; амакриновую клетку и особенно  

AII-амакриновую клетку; или ганглиозную клетку сетчатки, включая фоточувствительную ганглиозную 

клетку сетчатки. Предпочтительно клетка представляет собой ганглиозную клетку сетчатки, фоточувст-

вительную ганглиозную клетку сетчатки, биполярную клетку, биполярную клетку ON-типа, палочковид-

ную биполярную клетку или AII амакриновую клетку. В некоторых аспектах изобретения клетка пред-

ставляет собой фоторецептор, биполярную клетку, палочковидную биполярную клетку, коническую би-

полярную клетку ON-типа, ганглиозную клетку сетчатки, фоточувствительную ганглиозную клетку сет-

чатки, горизонтальную клетку, амакриновую клетку или AII-амакриновую клетку. 

В изобретении предлагается способ улучшения или восстановления зрения, включающий введение 

объекту любой из композиций, описанных в данном документе. В изобретении дополнительно предлага-

ется профилактический способ сохранения зрения, включающий введение объекту любой из компози-

ций, описанных в данном документе. 

Способы, описанные в данном документе, также могут применяться к тем объектам, которые явля-

ются здоровыми, слепыми (частично или полностью), и/или к объектам с дегенерацией сетчатки (отли-

чающейся потерей палочковидных и/или конусных фоторецепторных клеток), но могут зависеть от ак-

тивности фоточувствительных ганглиозных клеток сетчатки для определения уровня освещенности ок-

ружающей среды. Например, способы, описанные в данном документе, могут использоваться для сохра-

нения, улучшения или восстановления активности фоточувствительных ганглиозных клеток сетчатки, 

которые опосредуют преобразование световой информации для синхронизации суточных ритмов с  

24-часовым циклом свет/темнота, пупиллярного контроля и рефлексов и для световой регуляции высво-

бождения мелатонина. 

В некоторых воплощениях способов изобретения объект может иметь нормальное зрение или на-

рушенное зрение. Альтернативно или дополнительно объект может повергаться риску развития глазного 

заболевания, которое приводит к нарушению зрения. Например, объект может иметь наследственную 

историю глазных заболеваний, включающих макулярную дегенерацию и пигментный ретинит. Объект 

может иметь риск быть подвергнутым поражению глаз, которое вызывает повреждение фоточувстви-

тельных клеток в сетчатке. Объект может иметь генетический маркер или генетическое/врожденное за-

болевание, которое приводит в результате к нарушенному зрению, слабому зрению, к частичной слепоте, 

или к полной слепоте. Объект может иметь рефракционный дефект, который приводит в результате к 

миопии (близорукость) или к гипертрофии (дальнозоркость). 

Композиции или способы по изобретению могут вводиться объекту или системно или местно. 

Предпочтительным путем местного введения является интравитреальная инъекция. 

Другие признаки и преимущества изобретения будут понятны на основе следующего подробного 

описания и формулы изобретения и охвачены ими. 

Краткое описание чертежей 

На фиг. 1 представлены репрезентативные регистрации токов, вызванных светом, из (WT) ChR2 ди-

кого типа, мутантов L132C, L132C/T159C и L132C/159S в клетках НЕК для сравнения их светочувстви-

тельности (А). Световые стимулы (фотоны/см
2
/с при 460 нм) генерировали с помощью ксеноновой дуго-
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вой лампы и ослабляли с помощью нейтрально-серого светофильтра: ND4.0 (2,8×10
14

), ND3.0 (1,4×10
15

), 

ND2.5 (4,8×10
15

); ND2.0 (1,6×10
16

), ND1.0 (1,3×10
17

), ND0 (1,2×10
18

). (В) Те же следы тока представлены 

при различных шкалах тока. Следы, указанные стрелками, вызваны одной и той же интенсивностью све-

та (ND2.5). 

На фиг. 2 представлены репрезентативные регистрации токов, вызванных светом, из (WT) ChR2 ди-

кого типа, мутантов L132C, L132C/T159C и L132C/159S, на 10 мс светового пульса (1,2×10
18 

фото-

нов/см
2
/с при 460 нм) в клетках НЕК для сравнения временной зависимости их дезактивации (время за-

тухания после выключения света). 

На фиг. 3 представлены репрезентативные регистрации мультиканального чипа опосредованных 

WT ChR2, L132C, L132C/T159C и L132C/T159S спайковых активностей из ганглиозных клеток сетчатки 

в тотальном препарате сетчатки для сравнения их световой чувствительности. Световые стимулы (фото-

ны/см
2
/с) генерировали с помощью 473 нм лазера голубой области спектра и ослабляли с помощью ней-

трально-серого светофильтра: ND0 (6,3×10
16

), ND1.0 (7,4×10
15

), ND1.5 (2,7×10
15

), ND2.0 (7,3×10
14

), ND2.5 

(3,2×10
14

), ND3.0 (8,5×10
13

), ND3.5 (3,8×10
13

) и ND4.0 (9,5×10
12

). 

На фиг. 4 представлены репрезентативные регистрации мультиканального чипа опосредованных 

WT ChR2, L132C, L132C/T159C и L132C/T159S спайковых активностей из ганглиозных клеток сетчатки 

в тотальном препарате сетчатки для сравнения их временной динамики. В каждой панели представлен 

двумерный массив точек 10 последовательных вызванных светом спайков, происходящих от одного ней-

рона (верх) и гистограммы средней степени импульсов (низ). Световые импульсы с различной частотой 

генерировали с помощью лазерного источника 473 нм в голубой области спектра с интенсивностями 

примерно на одну логарифмическую единицу выше пороговой интенсивности каждого мутанта. Регист-

рации WT ChR2 и L132C представлены в (А), и регистрации L132C/T159C и L132C/T159S представлены 

в (В). 

Подробное описание 

Зрительная система. 

Центральная нервная система опосредует зрение (также обозначается в данном документе как визу-

альный образ) посредством специализированных клеток и уникальных способов сигнальной трансдук-

ции, присутствующей в зрительной системе. Принципиальная ответственность зрительной системы за-

ключается в преобразовании света в форме электромагнитного излучения в образ или изображение ок-

ружающей среды. Дополнительно к "зрительной" функции системы зрительная система также регулиру-

ет зрачковый световой рефлекс (PLR), подгонку суточного ритма к периодическим циклам свет/темнота 

и высвобождение гормона мелатонина. 

Клетки сетчатки являются первыми клетками зрительной или нервной системы, которые встреча-

ются со светом (электромагнитное излучение различной длины волны и интенсивности). Фотоны прохо-

дят через роговую оболочку глаз, зрачок и хрусталик перед достижением сетчатки. Сетчатка имеет уни-

кальную структуру, так как фоторецепторные клетки, которые непосредственно поглощают фотоны, ло-

кализованы на внешнем слое сетчатки. Фотоны, которые проходят к хрусталику, сначала встречаются с 

внутренним слоем ганглиозных клеток сетчатки (небольшая часть которых является фоточувствительной 

посредством экспрессии опсина, меланопсина) и промежуточным слоем биполярных клеток перед дос-

тижением внешнего слоя фоторецепторных клеток (также известных палочковидные и конусные клетки). 

Палочковидные фоторецепторы действуют в условиях уменьшения освещения (скотопическое зрение), в 

то время как фоторецепторы действуют в условиях яркого освещения (фотопическое зрение) и отвечают 

за цветовое зрение. Конические фоторецепторы непосредственно соединяются посредством синапса с 

коническими биполярными клетками ON- и OFF-типа, которые, в свою очередь, непосредственно соеди-

няются посредством синапса с ганглиозными клетками сетчатки ON- и OFF-типа. Палочковидные фото-

рецепторы соединяются посредством синапса с палочковидными биполярными клетками (уникальный 

тип клеток, которые относятся к ON-типу), которые соединяются посредством синапса с AII-

амакриновыми клетками. AII-амакриновые клетки затем передают зрительные сигналы на конические 

биполярные клетки ON-типа посредством щелевидного соединения и на конические биполярные клетки 

OFF-типа, а также на ганглиозные клетки OFF-типа посредством ингибирующих глицинергических си-

напсов. Ганглиозные клетки сетчатки отвечают за связывание зрительной информации с нейронами моз-

га. 

Фотопреобразование. 

Внутри сетчатки фоторецепторные клетки поглощают фотоновые частицы и трансформируют ис-

ходные данные частоты и длины волны света в химические и затем в электрические сигналы, которые 

передают эту исходную информацию посредством зрительной и нервной систем. Конкретно, белок оп-

син, локализованный на поверхности фоторецептора (палочковидная, коническая и/или фоточувстви-

тельная ганглиозная клетка сетчатки) поглощает фотон и инициирует внутриклеточный сигнальный кас-

кад, который приводит к гиперполяризации фоторецептора. В темноте белок опсин не поглощает фото-

ны, фоторецепторы деполяризованы. Зрительные сигналы фоторецепторов затем передаются через бипо-

лярные клетки, амакриновые клетки и ганглиозные клетки в высшие зрительные центры в мозге. Кон-
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кретно, когда палочковидные и конические фоторецепторы деполяризованы (в темноте), они вызывают 

деполяризацию палочковидных биполярных клеток конических биполярных клеток ON-типа, но вызы-

вают гиперполяризацию конических биполярных клеток OFF-типа, которые, в свою очередь, вызывают 

деполяризацию AII-амакриновых клеток и повышают спайки ганглиозных клеток сетчатки ON-типа и 

уменьшают спайки ганглиозных клеток сетчатки OFF-типа. Противоположный эффект наблюдается (для 

палочковидных, ON- и OFF-биполярных клеток, AII-амакриновых клеток и ON- и OFF-ганглиозных кле-

ток), когда палочковидные и конусные фоторецепторы гиперполяризованы (в ответ на свет). 

Световая информация обрабатывается и уточняется значительным образом путем функционирова-

ния фоторецепторов, биполярных клеток, горизонтальных клеток, амакриновых клеток и ганглиозных 

клеток сетчатки. Для усложнения данной системы фоторецепторы обнаружены в трех основных вариа-

циях, включающих палочки, конусы (из которых три типа отвечают особенно существенно за различие 

длин волн света) и фоточувствительные ганглиозные клетки сетчатки. Таким образом, первый слой об-

работки информации происходит на уровне фоторецепторов, которые дифференциально отвечают на 

определенные длины волн и интенсивности света. Биполярные клетки сетчатки получают информацию 

от обоих типов клеток, фоторецепторных и горизонтальных. Горизонтальные клетки сетчатки получают 

информацию от множества фоторецепторных клеток и, таким образом, интегрируют информацию между 

типами клеток и через расстояния в сетчатке. Биполярные клетки дополнительно интегрируют информа-

цию непосредственно из фоторецепторных клеток и горизонтальных клеток путем получения в основном 

ступенчатых потенциалов к ганглиозным клеткам сетчатки, хотя некоторые недавние исследования ука-

зывают на то, что некоторые биполярные клетки могут генерировать потенциалы действия. Конические 

биполярные клетки образуют соединения посредством синапса с ганглиозными клетками сетчатки и 

амакриновыми клетками, в то время как палочковидные биполярные клетки образуют соединение по-

средством синапса с AII-амакриновыми клетками. Аналогично горизонтальным клеткам большинство 

амакриновых клеток интегрирует информацию латерально внутри сетчатки. В отличие от горизонталь-

ных клеток, большинство амакриновых клеток представляют собой ингибирующие (GABA-эргические) 

интернейроны. Амакриновые клетки также более специализированы, чем горизонтальные клетки, так как 

каждая амакриновая клетка образует специфичное соединение посредством синапса с конкретным типом 

биполярной клетки (одна из десяти разновидностей биполярной клетки). Конкретно, AII-амакриновая 

клетка представляет собой критический вставочный нейрон в скотопическом сигнальном пути (при ско-

топическом зрении, когда конические фоторецепторы не реагируют). AII-амакриновые клетки получают 

синаптический вход из палочковидных биполярных клеток и затем передают на себе сигналы сигнальному 

пути конических клеток посредством ON- и OFF-конических биполярных клеток к ON-и OFF-ганглиозным 

клеткам, как описано выше. Таким образом, экспрессия Chop2, и образование в результате ChR2, в палоч-

ковидных биполярных клетках или в AII-амакриновых клетках может создавать как ON-, так и OFF-ответы 

в ганглиозных клетках сетчаки. Кроме того, ганглиозные клетки сетчатки интегрируют информацию из 

биполярных клеток и из амакриновых клеток. Хотя ганглиозные клетки сетчатки значительно варьируют 

по размеру, проводимости и ответу на зрительное стимулирование (например, поле зрения), все гангли-

озные клетки сетчатки распространяют длинный аксон в мозг. За исключением минимальной части ганг-

лиозных клеток сетчатки, которые передают не зрительную информацию, касающуюся зрачкового све-

тового рефлекса и "навязывание" суточного ритма, вся совокупность аксонов, распространяющаяся от 

ганглиозных клеток сетчатки, образует второй черепной нерв, зрительный перекрест и зрительный тракт 

центральной нервной системы. Следовательно, значительное количество обработки информации проис-

ходит в самой сетчатке. 

Фоторецепторные клетки экспрессируют эндогенные белки опсины, такие как родопсин. Мутант-

ные белки Chop2 по изобретению могут экспрессироваться в любом типе клеток и образуют функцио-

нальные ChR2-каналы. Предпочтительно клетка представляет собой клетку сетчатки. Типичные клетки 

включают в частности фоторецепторные клетки (например, палочки, конусы и фоточувствительные ган-

глиозные клетки сетчатки), горизонтальные клетки, биполярные клетки, амакриновые клетки и гангли-

озные клетки сетчатки. 

Канал-опсин-2 (Chop2). 

Канал-опсин-2 (Chop2) был впервые выделен из зеленых водорослей Chlamydomonas reinhardtii. 

Канал-описин-2 представляет собой белок, содержащий семь трансмембранных доменов, который стано-

вится светорегулируемым (светочувствительным), когда связывается с хромофором полностью-транс-

ретиналь. Chop2, будучи связанным с молекулой ретиналя посредством связи с основанием Шиффа, об-

разует светорегулируемый, неспецифичный, выпрямляемый внутри катионный канал, называемый ка-

нал-родопсином-2 (Chop2 ретинальиден, сокращенно ChR2). 

При обозначении в данном документе "канал-опсин-2" или "Chop2" относится к гену, который ко-

дирует канал-опсин-2, который затем образует канал-родопсин-2 (ChR2), связанный с ретиналем. Генные 

конструкты по настоящему изобретению относятся главным образом к канал-опсину-2 (т.е. без ретина-

ля), и все варианты Chop2, раскрытые в данном документе, образуют функциональные варианты каал-

родопсина-2. Способы, раскрытые в данном документе, могут включать доставку Chop2 к клеткам без 

экзогенного ретиналя. Понятно, что при экспрессии Chop2 в клетках (т.е. в нейронах сетчатки), эндоген-
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но доступный ретиналь связывается с Chop2 дикого типа или с мутантными Chop2 по настоящему изо-

бретению с образованием функциональных светорегулируемых каналов, WT ChR2 или мутантных ChR2. 

Как таковые, белки Chop2, при обозначении в данном документе, также могут быть синонимами с ChR2. 

При использовании в данном документе, "канал-родопсин-2" или "ChR2" относятся к ретиналь-

связанному функциональному светочувствительному каналу. В одном воплощении, связанный ретиналь 

может обеспечиваться экзогенно. В предпочтительном воплощении связанный ретиналь обеспечивается 

на эндогенном уровне, доступном в клетке. Настоящее изобретение также охватывает функциональные 

каналы канал-родопсина-2, образованные с помощью полипептидов и полинуклеотидов, кодирующих 

мутанты Chop2, описанные в данном документе. 

При освещении предпочтительной дозой светового излучения, ChR2 открывает пору канала, через 

который ионы Н
+
, Na

+
, K

+
, и/или Са

2+
 перетекают в клетку из внеклеточного пространства. Активация 

канала ChR2, как правило, вызывает деполяризацию клетки, экспрессирующей канал. Деполяризованная 

клетка продуцирует ступенчатые потенциалы и/или потенциалы действия для переноса информации от 

Chop2/ChR2-экспрессирующей клетки к другим клеткам сетчатки или мозга. 

Форма ChR2 дикого типа или мутантного ChR2 с высокой временной разрешающей способность 

находятся в центральном фокусе нейробиологических исследований. При экспрессии в нейроне млеко-

питающего, ChR2 опосредует светоконтролируемую деполяризацию in vitro или ex vivo культур. ChR2 

дикого типа или мутантные ChR2 с высокой временной разрешающей способностью (последние обычно 

демонстрируют низкую светочувствительность) представляют несколько проблем, которые должны быть 

разрешены для возможности их применения с целью восстановления зрения. Для цели восстановления 

зрения ChR2 с высокой светочувствительностью является более целесообразным, чем ChR2 с высокой 

временной разрешающей способностью. 

Белки ChR2 дикого типа требуют для полной активации освещения высокой интенсивности голу-

бой области спектра (т.е. 10
18

-10
19

 фотонов с
-1

 см
-2

 при длине волны 480 нм). Продолжительное освеще-

ние данного типа может разрушить клетки. 

Кинетика белка ChR2 дикого типа является недостаточно оптимальной для максимальной эффек-

тивности канала. 

Эффективность может повышаться путем модификации одной или нескольких аминокислот белка 

ChR2 дикого типа или для удлинения продолжительности открытого состояния канала, или для повыше-

ния единиц проводимости канала, или и то и другое. Одноканальная проводимость ChR2 дикого типа 

небольшая. Таким образом, нейронная активация in vivo будет требовать или высокой экспрессии канала 

дикого типа, или очень интенсивной активации с использованием предпочтительной длины волны голу-

бой области спектра. Более простое решение может быть найдено путем изменения проводимости канала 

или удлинения продолжительности времени открытия канала. Каждый из этих механизмов и, конкретно, 

комбинация этих механизмов, дает возможность использования более низкой и безопасной интенсивно-

сти света для достижения одинакового уровня клеточной деполяризации. 

Например, мутантные белки ChR2 по изобретению достигают более высокой светочувствительно-

сти посредством удлинения продолжительности открытого состояния канала. Следовательно, каждый 

мутантный канал ChR2 проводит более высокий фототок, чем канал ChR2 дикого типа при активации 

одинаковых интенсивностей света. Таким образом, мутантные каналы активируются с помощью интен-

сивностей света, которые ниже, чем те, что требуются для активации каналов ChR2 дикого типа. Количе-

ственно, детектируемая активность спайка ганглиозных клеток сетчатки, экспрессирующих мутантные 

белки ChR2, могут вызываться световой интенсивностью, которая на 1,5-2 log единиц ниже, чем световая 

интенсивность, требуемая, чтобы вызвать активность спайка из ганглиозных клеток сетчатки, экспресси-

рующих ChR2 дикого типа. Таким образом, световые интенсивности, требуемые для активации мутант-

ных белков ChR2, близки к интервалу нормального дневного освещения или попадают в него. 

Следующие последовательности обеспечивают частные примеры мутантных и белков Chop2 дикого 

типа и полинуклеотиды, кодирующие указанные WT и мутантные белки Chop2 по изобретению, и обра-

зующие WT и мутантные ChR2 по изобретению. 

Chop2 (WT) дикого типа по изобретению могут кодироваться следующей мРНК-последовательностью 

светорегулируемого ионного канала хламиопсина 4 Chlamydomonas reinhardtii (COP4) (GenBank  

№ XM_001701673 и SEQ ID NO: 1. 
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ChR2 (WT) дикого типа по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной последо-

вательностью светорегулируемого ионного канала хламиопсина 4 (СОР4) (GenBank № XP 001701725 и 

SEQ ID NO: 2). 
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Chop2 (WT) дикого типа по изобретению могут кодироваться следующей последовательностью гена 

белка, связывающего ретиналь, Chlamydomonas reinhardtii (cop4) (GenBank № AF461397 и SEQ ID NO: 3). 

 

 
Chop2 дикого типа по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной последова-

тельностью белка, связывающего ретиналь, Chlamydomonas reinhardtii (cop4) (GenBank № AAM15777 и 

SEQ ID NO: 4). 

 
Chop2 дикого типа по изобретению может кодироваться следующей мРНК-последовательностью 
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сенсорного опсина В Chlamydomonas reinhardtii (CSOB) (GenBank № AF508966 и SEQ ID NO: 5). 

 

 
Chop2 дикого типа по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной последователь-

ностью сенсорного опсина В Chlamydomonas reinhardtii (CSOB) (GenBank № AAM44040 и SEQ ID NO: 6). 
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Chop2 дикого типа по изобретению может кодироваться следующей мРНК-последовательностью 

опсина-2 простейшего типа Chlamydomonas reinhardtii acop2 (GenBank № AB058891 и SEQ ID NO: 7). 

 
Chop2 дикого типа по изобретению может кодироваться следующей асор2  

мРНК-последовательностью Chlamydomonas reinhardtii, кодирующей аминокислотную последователь-

ность опсина-2 простейшего типа (GenBank № BAB68567 и SEQ ID NO: 8). 

 
ChR2-мутанты. 

В настоящем изобретении предлагаются Chop2-мутанты, где одна или несколько аминокислот под-
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вергнуты мутации. В некоторых воплощениях Chop2 представляет собой полноразмерный полипептид, 

такой как SEQ ID NO: 2, 4, 6 и 8, содержащие по меньшей мере одну аминокислотную мутацию. В неко-

торых воплощениях, мутация располагается в аминокислоте 132 и/или аминокислоте 159. В некоторых 

предпочтительных воплощениях, аминокислота в положении 132 подвергается мутации с лейцина на 

цистеин или аланин. В некоторых предпочтительных воплощениях, аминокислота в положении 159 под-

вергается мутации с треонина на аланин, цистеин или серин. Во всех воплощениях, Chop2-мутанты обра-

зуют функциональный канал ChR2. 

Настоящее изобретение также охватывает белки Chop2 и нуклеиновые кислоты, которые кодируют 

биологически активный фрагмент или консервативную аминокислотную замену или другой мутантный 

вариант Chop2. Частные примеры применяемых фрагментов включают полипептиды, кодирующие ами-

нокислоты 1-315 дикого типа Chop2, т.е. SEQ ID NO: 26, где по меньшей мере одна аминокислота под-

вергнута мутации или консервативной замене, например, в аминокислотных положениях 132 и/или 159. 

Более короткие фрагменты Chop2 дикого типа, где по меньшей мере одна аминокислота подвергнута 

мутации или консервативной замене (т.е. в аминокислотных положениях 132 и/или 159), также могут 

использоваться в настоящем изобретении. Соответственно, полипептиды Chop2 и нуклеиновые кислоты 

по настоящему изобретению дополнительно включают в частности биологически активные фрагменты, 

кодирующие аминокислоты 1-315, 1-310, 1-300, 1-275, 1-250, 1-225, 1-200, 1-175, или 1-160 Chop2 дикого 

типа, где по меньшей мере одна аминокислота подвергнута мутации или консервативной замене, напри-

мер в аминокислотных положениях 132 и/или 159. В других воплощениях, полипептиды Chop2 и нук-

леиновые кислоты по настоящему изобретению могут составлять по длине примерно или до 315 амино-

кислот, 310 аминокислот, 300 аминокислот, 275 аминокислот, 250 аминокислот, 225 аминокислот, 200 

аминокислот, 175 аминокислот или 160 аминокислот. 

Одиночный мутант Chop2 по изобретению может кодироваться следующим синтетическим конст-

руктом генной последовательности hVChR1-mKate-betahChR2 (L132C) (GenBank № JN836746 и  

SEQ ID NO: 9), содержащим следующие аннотации, GFP последовательность обозначена жирным, по-

следовательность L132C Chop2 подчеркнута. 
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Одиночный мутант ChR2 по изобретению может кодироваться следующим синтетическим конст-

руктом аминокислотной последовательности hVChR1-mKate-betahChR2 (L132C) (GenBank № AER29839 

и SEQ ID NO: 10), содержащим следующие аннотации, GFP-последовательность обозначена жирным 

шрифтом, последовательность L132C Chop2 подчеркнута. 

 
Одиночный мутант Chop2 по изобретению может кодироваться следующей генной последовательно-

стью синтетического конструкта hVChR1-mKate-betahChR2 (L132C) (GenBank № JN836745 и SEQ ID NO: 11), 

содержащего следующие аннотации, GFP-последовательность обозначена жирным шрифтом, последова-

тельность L132C Chop2 подчеркнута. 
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Одиночный мутант Chop2 по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной после-

довательностью синтетического конструкта hVChR1-mKate-betahChR2 (L132C) (GenBank № AER29838 и 

SEQ ID NO: 12), содержащего следующие аннотации, GFP-последовательность обозначена жирным 

шрифтом, последовательность L132C Chop2 подчеркнута. 

 
Одиночный мутант L132C Chop2 по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной 

последовательностью (положение 132 подчеркнуто и выделено жирным шрифтом, SEQ ID NO: 13). 
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Одиночный мутант Т159С Chop2 по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной 

последовательностью (положение 159 подчеркнуто и выделено жирным шрифтом, SEQ ID NO: 14). 

 
Двойной мутант L132C/T159C Chop2 по изобретению может кодироваться следующей нуклеотид-

ной последовательностью (SEQ ID NO: 15). 

 
Двойной мутант L132C/T159C Chop2 по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной 

последовательностью (положения 132 и 159 подчеркнуты и выделены жирным шрифтом, SEQ ID NO: 16). 

 
Одиночный мутант Т159С Chop2 по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной 

последовательностью (положение 159 подчеркнуто и выделено жирным шрифтом, SEQ ID NO: 17). 

 
Двойной мутант L132C/T159S Chop2 по изобретению может кодироваться следующей нуклеотид-

ной последовательностью (SEQ ID NO: 18). 

 
Двойной мутант L132C/T159S Chop2 по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной 

последовательностью (положения 132 и 159 подчеркнуты и выделены жирным шрифтом, SEQ ID NO: 19). 
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Одиночный мутант L132A Chop2 по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной 

последовательностью (положение 132 подчеркнуто и выделено жирным шрифтом, SEQ ID NO: 20). 

 
Двойной мутант L132A/T159C Chop2 по изобретению может кодироваться следующей нуклеотид-

ной последовательностью (SEQ ID NO: 21). 

 
Двойной мутант L132A/T159C Chop2 по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной 

последовательностью (положения 132 и 159 подчеркнуты и выделены жирным шрифтом, SEQ ID NO: 22). 

 
Одиночный мутант Т159А Chop2 по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной 

последовательностью (положение 159 подчеркнуто и выделено жирным шрифтом, SEQ ID NO: 23). 

 
Двойной мутант L132C/T159A Chop2 по изобретению может кодироваться следующей нуклеотид-

ной последовательностью (SEQ ID NO: 24). 

 
Двойной мутант L132C/T159A Chop2 по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной 

последовательностью (положения 132 и 159 подчеркнуты и выделены жирным шрифтом, SEQ ID NO: 25). 
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Chop2 дикого типа по изобретению может кодироваться следующей аминокислотной последова-

тельностью (SEQ ID NO: 26). 

 
Мутантные белки ChR2 по изобретению также демонстрируют более медленную кинетику каналов. 

Было обнаружено, что более высокая светочувствительность коррелирует с каналами с более медленной 

кинетикой, выявляя соотношение между светочувствительностью и кинетикой каналов. Белки Chop2, 

которые образуют белки ChR2 по настоящему изобретению, также могут включать дополнительные му-

тации или модификации, которые могут улучшать кинетику каналов, или повышать степень дезактива-

ции ChR2. Особенно предпочтительные мутанты ChR2 уравновешивают порог светочувствительности с 

кинетикой каналов. 

Композиции и наборы реагентов. 

Композиции и наборы реагентов по изобретению включают по меньшей мере одну молекулу нук-

леиновой кислоты или полипептидную молекулу, которая кодирует мутантный белок Chop2, и получен-

ный в результате ChR2, по изобретению. По меньшей мере одна молекула нуклеиновой кислоты или по-

липептидная молекула, которая кодирует мутантный белок Chop2 по изобретению, может дополнительно 

включать фармацевтически приемлемый носитель. Наборы реагентов по изобретению дополнительно 

включают инструкции по введению объекту композиции по изобретению. 

Терапевтические применения. 

Мутации осуществляли на кодон-оптимизированном сшитом белке Chop2-GFP для создания одиноч-

ных и двойных мутаций в сайтах L132 (Лейцин 132) и Т159 (треонин 159). Функциональные свойства каж-

дого мутанта ChR2 или их комбинации сначала исследовали в клетках HEK. Получали AAV2-вирусные 

векторы, несущие конструкты мутантного Chop2-GFP, управляемые CAG-промотором, и инъецировали 

интравитреально в глаза взрослой мыши. Опосредованный мутантным Chop2 ответ на свет исследовали с 

помощью регистрации мультиэлектродных чипов из тотального препарата сетчатки. 

Одиночный мутант ChR2, т.е. L132 и Т159С, значительно снижал пороговую светочувствитель-

ность, которая требуется для того, чтобы вызвать ChR2-опосредованный фототок. Кроме того, было об-

наружено, что несколько вариантов двойных мутантов ChR2, включающих L132C/T159C, L132A/T159C, 

и L132C/T159S дополнительно повышают фототок выше результатов любого одиночного мутанта ChR2 

при низкой интенсивности света. Двойные мутанты демонстрировали более медленное выключение, ко-

торое, вероятно, способствует повышенному фототоку при низкой интенсивности света. Спайковую ак-

тивность ганглиозных клеток сетчатки, опосредованную двойным мутантом L132C/T159C, наблюдали 

при интенсивности света 10
13

 фотонов/см
2
/с и при длине волны 473 нм. Данный уровень света составляет 

примерно на 1,5-2 log единиц ниже, чем уровень света, который требуется для того, чтобы вызвать спай-

ковую активность с помощью ChR2 дикого типа. Запуск спайковой активности ганглиозных клеток сет-

чатки, экспрессирующих L132C/T159C, может следовать за частотой мерцания света до 15 Гц. Продол-

жающиеся исследования представляют собой оценку продолжительной экспрессии и безопасность му-

тантных ChR2 по изобретению в нейронах сетчатки. 

Кроме того, было обнаружено, что экспрессия мутантных белков Chop2 и полученных в результате 

белков ChR2 по настоящему изобретению не вызывает нейротоксичности до двух месяцев после вирус-

ной инфекции мышей, демонстрируя безопасность настоящего изобретения для терапевтического при-

менения. 

Векторы для применения в настоящем изобретении, могут включать различные вирусные векторы, 

такие как плазмиды и рекомбинантные вирусы, т.е. рекомбинантный адено-ассоциированный вирус 

(rAAV), рекомбинантные аденовирусы, рекомбинантные ретровирусы, рекомбинантные лентивирусы и 

другие вирусы, известные в данной области. 

В некоторых воплощениях, экспрессия белков Chop2 по настоящему изобретению управляется кон-

ститутивным промотором, т.е. CAG-промотором, CMV-промотором, LTR. В других воплощениях про-

мотор является индуцируемым или клеточноспецифичным. Клеточноспецифичные промоторы, которые 

дают возможность экспрессии белка Chop2 в специфических субпопуляциях клеток, т.е. в нейронных 

клетках сетчатки или в деградирующих клетках может быть предпочтительным. Эти клетки могут вклю-

чать, в частности ганглиозные клетки сетчатки, фоторецепторные клетки, биполярные клетки, палочко-

видные биполярные клетки, конические биполярные клетки ON-типа, фоточувствительные ганглиозные 

клетки сетчатки, горизонтальные клетки, амакриновые клетки или AII-амакриновые клетки. Клеточнос-

пецифичные промоторы известны в данной области. Особенно предпочтительные клеточноспецифичные 

промоторы включают в частности mGluR6, NK-3 и Pcp2 (L7). 

В некоторых воплощениях использование различных генов опсина дополнительно к мутантным 

белкам Chop2 по настоящему изобретению и направленная генная экспрессия могут дополнительно по-
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вышать светочувствительность или улучшать зрение. Зрительная информация обрабатывается посредст-

вом сетчатки двумя путями: ON-путь, который передает сигнал включения света ON, и OFF-путь, который 

передает сигнал выключения света OFF. Существование ON- и OFF-пути важно для усиления контрастной 

чувствительности. Зрительный сигнал в ON-пути является переключателем из ON-конусных биполярных 

клеток на ON-ганглиозные клетки. И ON-конусные биполярные клетки, и ON-ганглиозные клетки депо-

ляризуются в ответ на свет. С другой стороны, зрительный сигнал в OFF-пути переносится от OFF-

конусных биполярных клеток к OFF-ганглиозным клеткам. И OFF-конусные биполярные клетки, и OFF-

ганглиозные клетки гиперполяризуются в ответ на свет. Палочковидные биполярные клетки, которые 

отвечают за способность видеть при слабом свете (скотопическое зрение), представляют собой ON бипо-

лярные клетки (деполяризованные в ответ на свет). Палочковидные биполярные клетки передают зри-

тельный сигнал через AII-амаркриновые клетки (клетки сетчатки ON-типа) к ON- и OFF-конусным би-

полярны клеткам. 

Соответственно, дуалистическая родопсиновая система может использоваться для суммирования 

ON- и OFF-путей в целом с зрительной обработкой и остротой зрения. Вкратце, белок Chop2 по настоя-

щему изобретению может специфично направляться к нейронам сетчатки ON-типа (т.е. ганглиозные 

клетки ON-типа и/или биполярные клетки ON-типа), в то время как сенсор гипополяризации света  

(т.е. галогенродопсин или другой хлоридный насос, известный в данной области) может направляться к 

нейронам сетчатки OFF-типа (т.е. ганглиозные клетки OFF-типа и/или биполярные клетки OFF-типа) для 

создания ON- и OFF-пути. Специфическая направленность к предпочтительным субпопуляциям может 

достигаться посредством использования различных клеточноспецифичных промоторов. Например, экс-

прессия Chop2 может управляться mGluR6-промотором для направленной экспрессии в нейронах сет-

чатки ON-типа (т.е. ганглиозные клетки ON-типа и/или биполярные клетки ON-типа), в то время как экс-

прессия канала гиперполяризации, такого как галогенродопсин, управляется NK-3-промотором для на-

правленной экспрессии в нейронах сетчатки OFF-типа (т.е. ганглиозные клетки OFF-типа и/или бипо-

лярные клетки OFF-типа). 

Альтернативный способ для восстановления ON- и OFF-путей в сетчатке достигается с помощью 

экспрессии сенсора деполяризации света, такого как ChR2, в палочковидных биполярных клетках или в 

AII-амакриновых клетках. В данном способе деполяризация палочковидных биполярных клеток или  

AII-амакриновых клеток может приводить к ON- и OFF-ответу на уровень конусных биполярных клеток 

и ниже по сигнальным путям ганглиозных клеток сетчатки. Таким образом, поддерживаются ON- и  

OFF-пути, которые свойственны сетчатке. 

Настоящее изобретение может относиться к фармацевтической композиции или к лекарственному 

средству, подходящему для введения объекту или пациенту. Подходящие пути введения включают, на-

пример, интравитреальную, внутриглазную или субретинальную инъекцию. 

Такие составы включают фармацевтически и/или физиологически приемлемый переносчик, разба-

витель, носитель или эксципиент, такой как буферная соль или другие буферы, например, HEPES, для 

поддержания физиологического рН. Для обсуждения таких компонентов и их состава; см. в основном 

Gennaro, А.Е., Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott Williams & Wilkins Publishers; 

2003 или последнее издание). См. также WO 00/15822. Если препарат должен храниться в течение про-

должительного времени, то он может быть заморожен, например, в присутствии глицерина. 

Фармацевтическая композиция, описанная выше, вводится объекту, имеющему зрительное заболе-

вание или слепоту, с помощью подходящего пути, предпочтительно интравитреальной или субретиналь-

ной инъекцией в зависимости от слоя сетчатки, который является мишенью. 

Описание Bennett и сотрудников (процитировано в данном документе) касается направленного воз-

действия на пигментный эпителий сетчатки - наиболее дистальный слой от витреального пространства. 

Согласно настоящему изобретению, конструкт Chop2 или полипептид направленно воздействует на 

клетки сетчатки, т.е. ганлиозные клетки сетчатки или биполярные клетки. Такие клетки, как известно, в 

достаточной степени хорошо доступны для интравитреальной инъекции, как раскрыто в данном доку-

менте. Интравитреальная и/или субретинальная инъекция может обеспечивать необходимый доступ к 

биполярным клеткам, особенно в обстоятельствах, в которых слой фоторецепторных клеток отсутствует, 

благодаря дегенерации, что происходит в некоторых формах дегенерации, которые предназначено пре-

одолеть с помощью настоящего изобретения. 

Для тестирования способности вектора экспрессировать Chop2-мутанты по настоящему изобрете-

нию, специфически в нейронах сетчатки млекопитающего, с помощью AAV-опосредованной доставки, 

комбинация предпочтительной промоторной последовательности, связанной с репортерным геном, та-

ким как LacZ или GFP, связанным с SV40 поли А-последовательностью, может быть вставлена в плазми-

ду и упакована в rAAV вирусные частицы, сконцентрирована, тестирована на аденовирусную контами-

нацию и определен титр rAAV с использованием анализа инфекции. В правые глаза ряда тестированных 

объектов, предпочтительно инбредных мышей, может инъецироваться субретинально примерно 1 мкл 

препарата rAAV (например, выше, чем примерно 10
10

 инфекционных единиц на 1 мл). Две недели спустя 

правые (тестируемые) и левые (контроли) глаза половины животных можно удалить, фиксировать и ок-

расить с помощью подходящего субстрата или антитела или другого вещества для обнаружения присут-
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ствия репортерного гена. Большинство тестируемых сетчаток в инъецированных глазах демонстрируют 

фокально окрашенный участок, например, синий для LacZ/Xgal, или зеленый для GFP согласно субрети-

нальной полости инъецированного вируса, создавая локализованное отслоение сетчатки. Все контроль-

ные глаза могут быть негативными по отношению к продукту репортерного гена. Экспрессию репортер-

ного гена, исследованную на мышах, умерщвленных в латеральные периоды, детектировали в течение по 

меньшей мере 10 недель после инъекции, что предполагает стабильную экспрессию репортерного транс-

гена. 

В одном воплощении конструкты Chop2 упаковываются в аденовирусные векторы для трансгенной 

доставки. Эффективное количество rAAV-вирионов, несущих последовательность, кодирующую  

Chop2-ДНК под контролем выбранного промотора, предпочтительно конститутивного CMV-промотора 

или клеточноспецифичного промотора, такого как mGluR6, предпочтительно находится в интервале 

примерно от 10
10

 примерно до 10
13

 rAAV-инфекционных единиц в объеме примерно от 150 примерно до 

800 мкл на инъекцию. rAAV-инфекционные единицы могут измеряться согласно McLaughlin, S.K. et al., 

1988, J. Virol., 62:1963. Более предпочтительно эффективное количество составляет примерно от 10
10

 

примерно до 10
12

 rAAV-инфекционных единиц, и объем инъекции предпочтительно составляет пример-

но от 250 примерно до 500 мкл. Другие дозировки и объемы, предпочтительно внутри этих интервалов, 

но возможно и вне их, могут быть выбраны врачом-практиком, принимая во внимание физическое со-

стояние объекта (предпочтительно человека), который повергается лечению, включая возраст, вес, со-

стояние здоровья и характер и тяжесть конкретного зрительного расстройства. 

Также может быть целесообразно введение дополнительных доз ("бустеров") нуклеиновой кислоты 

или rAAV-композиций. Например, в зависимости от продолжительности трансгенной экспрессии в глаз-

ной клетке-мишени может вводиться второй курс лечения через 6 месяцев или ежегодно и может повто-

ряться аналогичным образом. Нейтрализующие антитела к AAV, как ожидается, не будут генерироваться 

благодаря используемым дозам и путям введения, позволяя таким образом повторные раунды лечения. 

Необходимость таких дополнительных доз моет отслеживаться врачами-практиками с использова-

нием, например, хорошо известных электрофизиологических и других тестов функции сетчатки и зрения 

и тестов зрительного поведения. Профессиональный врач будет способен выбрать подходящие тесты, 

применяя стандартные навыки, известные в данной области. Может быть целесообразным инъецировать 

больший объем композиции или в однократной дозе или в многократных дозах для дальнейшего улуч-

шения соответствующих конечных параметров. 

Глазные заболевания. 

Глазные расстройства, для которых предназначены настоящие белки Chop2, и полученные в ре-

зультате белки ChR2, которые могут использоваться для улучшения одного или нескольких параметров 

зрения, включают в частности аномалии развития, которые влияют как на ранние, так и на поздние сег-

менты глаза. Расстройства передних сегментов включает глаукому, катаракту, дистрофию роговицы ке-

ратоконус. Расстройства задних сегментов включают расстройства со слепотой, вызванные некоррект-

ным функционированием и/или гибелью фоторецепторов, что вызвано дистрофией и деградацией сет-

чатки. Расстройства сетчатки включают врожденную постоянную ночную слепоту, возрастную макуляр-

ную дегенерацию, врожденные конические дистрофии и большую группу расстройств, связанных с пиг-

ментным ретинитом (RP). Эти расстройства включают генетически предрасположенную гибель фоторе-

цепторных клеток, палочек и конусов в сетчатке, наблюдаемую в разном возрасте. Среди них встречают-

ся тяжелые ретинопатии, такие как подтипы RP, которые прогрессируют с возрастом и вызывают слепо-

ту в детстве и в ранней молодости, и RP-ассоциированные заболевания, такие как генетические подтипы 

LCA, которые часто приводят в результате к потере зрения в детстве уже на первом году жизни. Более 

поздние расстройства, как правило, характеризуются существенным уменьшением и часто полной поте-

рей фоторецепторных клеток, палочек и конусов (Trabulsi, E.I., ed., Genetic Diseases of the Eye, Oxford 

University Press, NY, 1998). 

Конкретно, белки Chop2 и ChR2 по настоящему изобретению, применяемые для лечения и/или вос-

становления, по меньшей мере, частичного зрения у объектов, которые потеряли зрение благодаря глаз-

ным расстройствам, таким как RPE-ассоциированные ретинопатии, которые характеризуются продолжи-

тельным сохранением структуры глазной ткани, несмотря на потерю функции, и ассоциацией между 

функциональной потерей и дефектом или отсутствием нормального гена в глазных клетках объекта. Из-

вестно множество таких глазных расстройств, таких как детский приступ онхоцеркоза, пигментный ре-

тинит, макулярная дегенерация и диабетическая ретинопатия, а также глазные заболевания со слепотой, 

известные в данной области. Понятно, что эти и другие расстройства, а также расстройства со слепотой 

по неизвестной в настоящее время причине, которые позже характеризуются с помощью такого же опи-

сания, как приведено выше, также могут подвергаться успешному лечению с помощью белков Chop2 и 

ChR2 по настоящему изобретению. Таким образом, конкретное глазное расстройство, подвергаемое ле-

чению с помощью настоящего изобретения, может включать вышеупомянутые расстройства и ряд забо-

леваний, которые еще не охарактеризованы должным образом. 

Оптогенетика. 

Перспективная область оптогенетики включает комбинацию генетических и оптических методов 
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для контроля специфических событий в клетках-мишенях живой ткани. Оптогенетика может использо-

ваться для диких млекопитающих и других животных. Кроме того, временная точность (временная шка-

ла - миллисекунды) оптогенетических методов достаточна для функционирования в интактных биологи-

ческих системах. 

В настоящем изобретении предлагается Chop2-генная терапия для сохранения тканей сетчатки гла-

за путем введения в клетки сетчатки нуклеиновой кислоты или полипептида, кодирующего по меньшей 

мере одну мутантную форму Chop2. Мутантные белки Chop2/ChR2 по изобретению конкретно адаптиро-

ваны для активации светом при более низкой интенсивности света, чем соответствующие белки дикого 

типа. Соответственно, мутантные белки Chop2/ChR2 по изобретению могут использоваться для актива-

ции клеток сетчатки и зрительной системы с использованием менее разрушительных источников осве-

щения. Мутантные белки Chop2/ChR2 также проводят больше фототока при активации, приводя в ре-

зультате к более стойкому или эффективному ответу клеток, экспрессирующих мутантные Chop2/ChR2. 

Например, мутантные белки Chop2 по изобретению вводят объекту посредством местной интравит-

реальной или субретинальной, инъекции молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующей полипептидную 

молекулу мутантного Chop2, мутантного Chop2, или клетки, экспрессирующей Chop2/ChR2. Клетки сет-

чатки объекта экспрессируют мутантные белки Chop2 в плазматической мембране. Когда трансфициро-

ванные или трансформированные клетки сетчатки встречаются со световым излучением, то трансфици-

рованные или трансформированные клетки сетчатки передают улучшенный или восстановленный сигнал. 

Эти способы могут использоваться у объектов с нормальным и/или нарушенным зрением. Мутанты 

Chop2/ChR2 по изобретению могут сохранять, улучшать или восстанавливать зрение. Кроме того, мутан-

ты Chop2/ChR2 по изобретению используются для сохранения, улучшения или восстановления передачи 

не зрительной информации от фоточувствительных ганглиозных клеток сетчатки в мозг. 

Термин "зрение" при использовании в данном документе определяется как способность организма 

эффективно детектировать свет в виде стимула для дифференцировки или функционирования. Подразу-

мевается, что зрение охватывает следующее. 

1. Детектирование или восприятие света - способность заметить присутствие или отсутствие света. 

2. Светопроекция - способность заметить направление, от которого исходит световой стимул. 

3. Разрешение - способность детектировать различные уровни яркости (т.е. контраст) на дифракци-

онной или буквенной мишени. 

4. Распознавание - способность распознать форму зрительной мишени путем отнесения к различ-

ным уровням контраста на мишени. 

Таким образом, "зрение" включает способность облегчать детектирование присутствия или отсут-

ствия света. Полипептиды и полинуклеотиды, кодирующие мутантный Chop2 по настоящему изобрете-

нию, могут использоваться для улучшения или восстановления зрения, где улучшение или восстановле-

ние зрения включает, например, повышение детектирования и восприятия света, повышение светочувст-

вительности или фоточувствительности в ответ на световой стимул, повышение способности замечать 

направление, от которого исходит источник света, повышение способности детектирования различных 

уровней яркости, повышение способности распознавать форму зрительной мишени, и повышение инду-

цированного зрительного потенциала или передачи от сетчатки в кору головного мозга. Как таковое, 

улучшение или восстановление зрения может или не может включать полное восстановление зрения, т.е. 

где зрение пациента, подвергнутого лечению с помощью настоящего изобретения, восстанавливается до 

степени зрения здорового индивидуума. Зрительное восстановление, описанное в исследованиях на жи-

вотных ниже, может по отношению к людям помещать индивидуума на нижний предел зрительной 

функции путем повышения одного аспекта зрения (т.е. светочувствительности или индуцированного 

зрительного потенциала) без восстановления полноты зрения. Тем не менее помещение на такой уровень 

имело бы существенную пользу, так как данные индивидуумы могли бы тренироваться двигаться и по-

тенциально могли бы решать задачи низкого порядка, которые обеспечили бы им гораздо более высокий 

уровень зрительной независимости по сравнению с полной слепотой. Даже общее распознавание света 

может использоваться индивидуумами с нарушением зрения, которое улучшается с использованием 

композиций и способов по настоящему изобретению, для выполнения конкретных ежедневных задач и 

улучшает общую мобильность, возможности и качество жизни. 

Степень восстановления зрения может определяться посредством измерения зрения перед и пред-

почтительно после введения вектора, включающего, например, ДНК, кодирующую Chop2. Зрение может 

измеряться с использованием любого из ряда методов, хорошо известных в данной области, и способов, 

которые еще не разработаны. Зрение, улучшенное или восстановленное с помощью настоящего изобре-

тения, может измеряться с помощью любого из следующих зрительных ответов. 

1. Ответ в виде детектирования света объектом после экспонирования со световым стимулом, в ко-

тором искомые данные надежного ответа представляют собой проявления или движения в общем на-

правлении света объектом при включении света. 

2. Ответ в виде проецирования света объектом после экспонирования со световым стимулом, где 

искомые данные представляют собой надежный ответ проявления или движения индивидуума в кон-

кретном направлении света при включении света. 
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3. Разрешение объектом светового по сравнению с темным зрительным стимулом, что измеряют по 

способности объекта разрешать световой по сравнению с темным зрительным стимулом, которую выяв-

ляют с помощью: 

a) присутствия демонстрируемого надежного оптокинетически полученного нистагмоидного дви-

жения взгляда и/или связанных с этим движений головы или тела, что демонстрирует слежение за целью 

(см. выше); и/или 

b) присутствия надежной способности различать зрительный стимул и проявлять такое различие 

вербальными или не вербальными способами, включающими, например, указание или нажатие на ручку 

или кнопку. 

4. Электрической регистрации ответа зрительной коры головного мозга на стимул в виде вспышки 

света или на эталонный зрительный стимул, этот ответ представляет собой конечную точку электриче-

ской передачи от восстановленной сетчатки к зрительной коре, также обозначается как индуцированный 

зрительный потенциал (VEP). Измерение может быть представлено с помощью электрической регистра-

ции на поверхности кожи головы в участке зрительной коры головного мозга, на кортикальной поверх-

ности и/или регистрации внутри клеток зрительной коры головного мозга. 

Таким образом, улучшение или восстановление зрения согласно настоящему изобретению может 

включать, в частности, повышение амплитуды или кинетики фототоков или электрического ответа на 

световые стимулы в клетках сетчатки, повышение светочувствительности (т.е. снижение порога интен-

сивности света, требуемого для инициации фототока или электрического ответа на световой стимул, тре-

буя таким образом, свет меньше или слабее, чтобы вызвать фототок) клеток сетчатки, повышение коли-

чества или амплитуды вызванного светом спайка или возбуждений спайка, повышение ответа на свет 

зрительной коры головного мозга, который включает повышение индуцированного зрительного потен-

циала, передаваемого из сетчатки или клеток сетчатки в зрительную кору головного мозга или в мозг. 

Могут использоваться как in vitro, так и in vivo исследования для оценки различных параметров на-

стоящего изобретения, включая известные животные модели человеческих глазных расстройств со сле-

потой. Используются многочисленные животные модели человеческой ретинопатии, например детской 

слепоты. Примеры, предлагаемые в данном документе, позволяют специалисту в данной области легко 

определить, что данный метод может аналогично использоваться при лечении ряда расстройств сетчат-

ки. 

В то время как более ранние чужие исследования демонстрировали, что дегенерация сетчатки мо-

жет быть замедлена с помощью методов генной терапии, настоящее изобретение демонстрирует опреде-

ленное физиологическое восстановление функции, которое, как ожидается, генерирует или улучшает 

различные параметры зрения, включая поведенческие параметры. 

Измерение поведения может быть получено с использованием известных животных моделей и тес-

тов, например, действия в водном лабиринте, где объект, которому проводят сохранение или восстанов-

ление зрения до различной степени, плывет на свет (Hayes, J.M. et al., 1993, Behav. Genet., 23:395-403). 

В моделях, в которых слепота индуцируется во взрослом возрасте, или наследственная слепота раз-

вивается достаточно медленно, так что индивидуум видел до потери зрения, может проводиться трени-

ровка объекта на различных тестах. В этом случае, когда эти тесты вводят повторно после потери зрения 

для тестирования эффективности настоящих композиций и способов на предмет их восстанавливающих 

зрение эффектов, животным не нужно разучивать задачи de novo, как в слепом состоянии. Другие пове-

денческие тесты не требуют обучения и основаны на инстинктивности некоторых поведенческих черт. 

Примером является тест оптокинетический нистагм (Balkema G.W. et al., 1984, Invest. Ophthalmol. Vis. 

Sci., 25:795-800; Mitchiner J.C. et al., 1976, Vision Res., 16:1169-71). 

Настоящее изобретение также может использоваться в комбинации с другими формами терапии 

зрения, известными в данной области, для улучшения или восстановления зрения. 

Например, использование зрительных протезов, которые включают имплантаты сетчатки, корти-

кальные имплантаты, имплантаты бокового коленчатого ядра или имплантаты зрительного нерва. Таким 

образом, дополнительно к генетической модификации живых нейронов сетчатки с использованием на-

стоящих способов, объект, который подвергается лечению, может обеспечиваться зрительным протезом 

до, во время или после применения молекулярного метода. Эффективность зрительного протезирования 

может быть улучшена путем тренировки индивидуума, усиливая таким образом потенциальный вклад 

трансформации Chop2 клеток пациента, как предполагается в данном документе. Методы тренировки, 

такие как обучающая тренировка, характеризующаяся тренировкой объекта для распознавания  

(i) различных уровней светового и/или эталонного стимулирования, и/или (ii) стимулы окружающей сре-

ды от обычного источника света или объекта, как понятно специалисту в данной области; и тренировки 

ориентации и мобильности, характеризующиеся тренировкой объекта для зрительного детектирования 

локальных субъектов и более эффективного движения среди указанных субъектов, чем без тренировки. 

Фактически, здесь применимы любые методы зрительного стимулирования, которые обычно использу-

ются в области реабилитации слабого зрения. 
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Примеры 

Пример 1. Генерирование конструктов меченного мутантного Chop2. 

Мутации осуществляли на кодон-оптимизированном сшитом белке Chop2-GFP для создания оди-

ночных и двойных мутаций в сайтах L132 (Лейцин 132) и Т159 (Треонин 159). Несколько мутантов гене-

рировали, например, одиночные мутанты, такие как L132A, L132C, Т159А, Т159С и Т159S, и двойные 

мутанты, такие как L132C/T159C, L132C/T159S, L132A/T159C и L132C/T159A. Трансгены Chop2-GFP 

клонировали в вектор rAAV под контролем промотора CAG с использованием методов, известных в дан-

ной области. 

Пример 2. In vitro анализ конструктов мутантных Chop2. 

Функциональные свойства каждого мутанта Chop2 или их комбинации сначала исследовали в клет-

ках HEK. Конструкты Chop2 доставляли к клеткам HEK с помощью, например, аденовирусной инфек-

ции. При экспрессии WT или мутантного Chop2 образуются функциональные каналы WT и мутантный 

ChR2. Измерения светочувствительности и другие свойства каналов ChR2 оценивали, как описано в дан-

ном документе. Световые стимулы (фотоны/см
2
/с при 460 нм) генерировали с помощью ксеноновой ду-

говой лампы и ослабляли с помощью нейтрально-серого светофильтра: ND4.0 (2,8×10
14

), ND3.0 

(1,4×10
15

), ND2.5 (4,8×10
15

), ND2.0 (1,6×10
16

), ND1.0 (1,3×10
17

), ND0 (1,2×10
18

). Ток, вызванный светом, 

измеряли из ChR2 дикого типа, Т159С, L132C, L132C/T159C и L132C/T159S. Пэтч-клемп регистрацию 

осуществляли с использованием методов, известных в данной области. 

Репрезентативные регистрации из этого эксперимента, сравнивающего светочувствительность ме-

жду конструктами Chop2, показывали, что мутации только в L132 или в комбинации с мутацией в Т159 

демонстрируют повышенный фототок по сравнению с WT (фиг. 1А и 1В). На фиг. 1В представлены оди-

наковые следы тока в различном масштабе для более ясной иллюстрации различия в амплитуде фототока 

между WT ChR2 и мутантными ChR2. Фиг. 1В специфично сравнивает следы тока, полученные в резуль-

тате светостимулирования с использованием нейтрально-серого светофильтра (ND 2.5), что эквивалент-

но 4,8×10
15

 фотонов/см
2
/с; следы обозначали стрелками. Амплитуда фототока мутанта L132C выше, чем 

WT; амплитуда фототока двойного мутанта L132C/T159C выше, чем L132C; и амплитуда фототока му-

танта L132C/T159S выше, чем L132/T159C. Следы тока мутантов ChR2, особенно двойных мутантов 

L132C/T159C и L132C/T159S, также демонстрируют более медленную дезактивацию по сравнению с WT 

и L132C. 

На фиг. 2 представлены репрезентативные регистрации вызванных светом токов из WT ChR2, 

L132C, L132C/T159C и L132C/T159S после стимулирования с помощью 10 мс светового импульса 

(1,2×10
18

 фотонов/см
2
/с при длине волны 460 нм) для сравнения временной зависимости дезактивации 

после выключения света. Мутант ChR2 демонстрирует динамику дезактивации, причем двойной мутант 

L132C/T159S имеет самую продолжительную дезактивацию. Более высокая светочувствительность, как 

продемонстрировано с помощью L132C/T159C и L132C/T159S, может коррелировать с каналом с более 

медленной кинетикой. 

Пример 3. In vivo глазное введение и анализ конструктов мутантных Chop2. 

Получали AAV2-вирусные векторы, несущие конструкты мутантного Chop2-GFP, управляемые 

CAG-промотором, и инъецировали интравитреально в глаза взрослой мыши C57BL/6J. Взрослую мышь 

анестезировали с помощью IP-инъекции кетамина (100 мг/кг) и ксилазина (10 мг/кг). Под препароваль-

ной лупой делали разрез с помощью ножниц через веко для экспонирования склеры. Делали небольшое 

отверстие в участке склеры позади зрачка с помощью иглы и инъецировали суспензию вирусного векто-

ра 0,8-1,5 мкл в концентрации приблизительно 10
11

 геномных частиц/мл в интравитреальное пространст-

во через отверстие с использованием шприца Hamilton с тупоконечной иглой калибра 32-gauge. Для каж-

дого животного обычно инъецировали только в один глаз с использованием вирусного вектора, несущего 

конструкт Chop2, а в другой глаз не инъецировали или инъецировали с использованием контрольных 

вирусных векторов, несущих только GFP. При экспрессии WT или мутантного Chop2 по настоящему 

изобретению образуются функциональные WT или мутантные ChR2 каналы, применяющие эндогенный 

ретиналь, и свойства этих белков ChR2 оценивали, как описано в данном документе. 

ChR2-опосредованные ответы на свет исследовали с помощью регистрации мультиэлектродного 

чипа из цельных препаратов сетчатки. Световые стимулы (фотоны/см
2
/с) генерировали с помощью лазе-

ра голубой области света 473 нм и ослабляли с помощью нейтрально-серых светофильтров: NDO 

(6,3×10
16

), ND1.0 (7,4×10
15

), ND1.5 (2,7×10
15

), ND2.0 (7,3×10
14

), ND2.5 (3,2×10
14

), ND3.0 (8,5×10
13

), ND3.5 

(3,8×10
13

) и ND4.0 (9,5×10
12

). 

Регистрации мультиэлектродного чипа основаны на процедурах, опубликованных Tian and Copen-

hagen (2003). Вкратце, сетчатку иссекали и помещали фоторецепторами вниз на нитроцеллюлозную 

фильтровальную бумагу (Millipore Corp., Bedford, MA). Закрепленную сетчатку помещали в регистри-

рующую камеру МЕА-60 мультиэлектродного чипа с диаметром камеры 30 мкм, с электродами, разде-

ленными на 200 мкм (Multi Channel System MCS GmbH, Reutlingen, Germany), вместе со слоем ганглиоз-

ных клеток, обращенным к регистрирующим электродам. Сетчатку продолжительно перфузировали в 

кислородосодержащем внеклеточном растворе при 34°С во время всех экспериментов. Внеклеточный 
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раствор содержал (в мМ): NaCl, 124; KCl, 2,5; CaCl2, 2; MgCl2, 2; NaH2PO4, 1,25; NaHCO3, 26; и глюкозу, 

22  

(рН 7,35 с 95% О2 и 5% СО2). Регистрации обычно начинали через 60 мин после помещения сетчатки в 

регистрационную камеру. Интервал между началом каждого светового стимула составлял 10-15 с. Сиг-

налы фильтровали в интервале 200 Гц (низкий порог) и 20 кГц (высокий порог). Ответы от индивидуаль-

ных нейронов анализировали с использованием пакета программ Offline Sorter (Plexon, Inc., Dallas, TX). 

Одиночные мутанты Chop2/ChR2, т.е. L132 и Т159С, значительно снижали пороговую интенсив-

ность света, чем требовалось для того, чтобы вызвать ChR2-опосредованный фототок. Кроме того, не-

сколько двойных мутантов, включающих L132C/T159C, L132A/T159C и L132C/T159S, как было обнару-

жено, дополнительно повышают фототок при низких интенсивностях света. Различные нейтрально-

серые светофильтры использовали для ослабления световых стимулов для дифференцировки вызванных 

светом ответов конструктов Chop2 при слабом свете. Спайковую активность ганглиозных клеток сетчат-

ки, опосредованную мутантами по настоящему изобретению, наблюдали при интенсивностях света при-

мерно на 1,5-2 log единицы ниже, чем уровень света, который требуется для того, чтобы вызывать спай-

ковую активность с помощью ChR2 дикого типа (фиг. 3). Конкретно, WT ChR2 не демонстрировал ника-

кой спайковой активности в ответ на световые стимулы с нейтрально-серыми светофильтром 2,5 

(3,2×10
14

 фотонов/см
2
/с), в то время как мутанты ChR2 (L132C, L132C/T159C и L132C/T159S) демонст-

рируют спайковую активность. Фактически мутанты ChR2 еще демонстрировали спайковую активность 

в ответ на свет с нейтрально-серым светофильтрами 3,0 и 3,5. Таким образом, мутанты ChR2 по настоя-

щему изобретению обладают более высокой светочувствительностью и, таким образом, требуется значи-

тельно более низкая интенсивность света, чтобы вызывать ChR2-опосредованный фототок. Кроме того, 

двойные мутанты ChR2 обладают более высокой светочувствительностью, чем одиночные мутанты, т.е. 

L132C. Кроме того, возбуждение спайка ганглиозных клеток сетчатки, экспрессирующих L132C/T159C и 

L132/T159S, может следовать за частотой мерцания света до 15 и 5 Гц соответственно (фиг. 4). 

Мутант L132C/T159A демонстрирует высокую светочувствительность, вероятно, он наиболее све-

точувствительный среди этих мутантов, но он также демонстрирует исключительно медленное выклю-

чение (канал продолжает быть открытым в течение многих секунд после выключения света). Интересно, 

что он может быть выключен быстрее с использованием света длинной длины волны, такого как свет 

желтой области спектра. Мутант L132C/T159A (кодируемый SEQ ID NO: 24 и 25) демонстрирует значи-

тельный потенциал. 

С учетом соотношения между светочувствительностью и кинетикой канала мутанты Chop2/ChR2, 

которые демонстрируют баланс между светочувствительностью и кинетикой канала, такие как 

L132C/T159C или L132C/T159S, могут подходить для применения в восстановлении зрения. 

Пример 4. Анализ конструктов мутантов Chop2 в мышиных моделях заболевания. 

Мышиные модели дегенеративных глазных заболеваний известны в данной области. Например, го-

мозиготные rd1 (rd1/rd1) мыши широко применяются для модели фоторецепторной дегенерации. Мыши 

Rd1 несут нуль-мутацию в фосфодиэстеразе циклического GMP, PDE6, аналогично некоторым формам 

пигментного ретинита у людей. Другие хорошо изученные мышиные модели глазного заболевания, ко-

торые могут представлять конкретный интерес для демонстрации безопасности и эффективности мутан-

та ChR2, включают rds (также известные как Prph
Rd2

), rd3, rd4, rd5, rd6, rd7, rd8, rd9, Pde6b
rd10

 или cpf11. 

Конструкты Chop2-GFP по настоящему изобретению могут быть инъецированы интравитреально в 

глаза новорожденных (Р1) или взрослых мышей в возрасте 2-12 месяцев. Сигнал GFP может наблюдаться 

в Chop2-6ЕР-инъецированной сетчатке для определения уровня экспрессии ChR2 или экспрессии в кон-

кретной популяции клеток, таких как ганглиозные клетки сетчатки. Экспрессию мутантного Chop2-GFP 

можно отслеживать в течение определенного времени, т.е. 3-6 месяцев или 1 год после вирусной инфек-

ции. Регистрации патч-клемп и мультиканального чипа можно осуществлять с использованием методов, 

известных в данной области и описанных в данном документе для измерения вызванных светом ответов 

мутантный Chop2-6ЕР-экспрессирующих клеток in vivo . 

Дополнительные методы и тесты для тестирования восстановления светочувствительности зрения хо-

рошо изучены в данной области. Индуцированные зрительные потенциалы от Chop2-GFP-экспрессирующих 

клеток или зрительной коры головного мозга можно исследовать, как описано в РСТ-публикации  

WO 2007/131180. Другие тесты включают поведенческую оценку остроты зрения у мышей, т.е. вирту-

альный оптомоторный тест и визуальный водный лабиринт. 

Пример 5. Анализ продолжительной экспрессии и безопасности введения конструктов мутантных 

Chop2 в нейроны сетчатки. 

Нейротоксичность оценивали на C57BL/6J взрослых мышах, инъецированных конструктами Chop2 

по настоящему изобретению. Безопасность экспрессии мутантов Chop2 в сетчатке оценивали с помощью 

иммуноокрашивания и подсчета клеток после экспонирования с жестким ультрафиолетом в течение двух 

недель. Было обнаружено, что ни одна из мышей не проявила симптомов нейротоксичности в течение 

периода до двух месяцев после инъекции. 

Дополнительные продолжающиеся исследования представляют собой оценку продолжительной 

экспрессии и безопасности мутантов Chop2/ChR2 по изобретению в нейронах сетчатки. 
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Другие воплощения 

Хотя изобретение дано вместе с подробным описанием, представленное выше описание предназна-

чено для иллюстрации и не ограничивает объем притязаний изобретения, который определен объемом 

прилагаемой формулы изобретения. Другие аспекты, преимущества и модификации находятся в преде-

лах представленной ниже формулы изобретения. 

Патентная и научная литература, на которую делались ссылки в данном документе, представляет 

собой знания, доступные специалистам в данной области. Все патенты США и опубликованные и не 

опубликованные патентные заявки США, процитированные в данном документе, включены ссылкой. 

Все опубликованные иностранные патенты и патентные заявки, процитированные в данном документе, 

включены ссылкой. Все опубликованные ссылки, документы, рукописи и научная литература, процити-

рованная в данном документе, включены в данный документ ссылкой. 

Хотя настоящее изобретение было конкретно показано и описано со ссылкой на его предпочтитель-

ные воплощения, специалистам в данной области будет понятно, что различные изменения в форме и 

деталях могут быть внесены без отхода от объема изобретения, определяемого прилагаемой формулой 

изобретения. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Вектор экспрессии, содержащий полинуклеотид, кодирующий полипептид, содержащий амино-

кислотную последовательность SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота в положении 132 SEQ ID NO: 26 

представляет собой цистеин (С) и аминокислота в положении 159 SEQ ID NO: 26 представляет собой 

цистеин (С) или серин (S). 

2. Вектор экспрессии по п.1, где вектор экспрессии представляет собой вектор на основании адено-

ассоциированного вируса (AAV). 

3. Вектор экспрессии по п.2, где вектор AAV представляет собой вектор AAV2. 

4. Вектор экспрессии по пп.1, 2 или 3, где полипептид содержит цистеин (С) в положениях 132 и 

159 SEQ ID NO: 26. 

5. Вектор экспрессии по п.4, где полипептид содержит аминокислотную последовательность  

SEQ ID NO: 16 и полинуклеотид содержит последовательность нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 15. 

6. Вектор экспрессии по пп.1, 2 или 3, где полипептид содержит цистеин (С) в положении 132 и се-

рин (S) в положении 159 SEQ ID NO: 26. 

7. Вектор экспрессии по п.6, где полипептид содержит аминокислотную последовательность  

SEQ ID NO: 19 и полинуклеотид содержит последовательность нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 18. 

8. Способ улучшения или восстановления зрения у субъекта, включающий введение субъекту век-

тора экспрессии по любому из пп.1-7. 

9. Способ по п.8, где субъект имеет нормальное зрение. 

10. Способ по п.8, где субъект страдает глазным заболеванием. 

11. Способ по п.10, где глазное заболевание представляет собой макулярную дегенерацию или пиг-

ментный ретинит. 

12. Способ по любому из пп.8-11, где указанное улучшение или восстановление зрения включает 

любое из следующего: повышение светочувствительности, снижение порога интенсивности света, тре-

буемого для вызова фототока, и повышение индуцированного зрительного потенциала в зрительной коре 

головного мозга. 

13. Вектор экспрессии, содержащий полинуклеотид, кодирующий полипептид, содержащий амино-

кислотную последовательность SEQ ID NO: 26, в которой аминокислота в положении 132 SEQ ID NO: 26 

представляет собой аланин (А) и аминокислота в положении 159 SEQ ID NO: 26 представляет собой цис-

теин (С). 

14. Вектор экспрессии по п.13, где вектор экспрессии представляет собой вектор на основании аде-

но-ассоциированного вируса (AAV). 

15. Вектор экспрессии по п.14, где вектор AAV представляет собой вектор AAV2. 

16. Вектор экспрессии по пп.13, 14 или 15, где полипептид содержит аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 22 и где полинуклеотид содержит последовательность нуклеиновой кислоты  

SEQ ID NO: 21. 
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