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DESCRIPCION
Vectores para la administracion de proteinas sensibles a la luz y métodos para su utilizacion
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Una terapia de entrega de genes para tratar una enfermedad o trastorno independiente del tratamiento de una
mutacion subyacente podria tener un valor potencial. Los métodos capaces de controlar, regular, y / o conducir los
circuitos neuronales especificos asi como para mediar respuestas neuronales naturalistas y percepciéon de alta
resolucion y de control también podrian ser de enorme valor terapéutico potencial. Las neuronas son un ejemplo de
un tipo de célula que utiliza las corrientes eléctricas creadas por la despolarizacién para generar sefiales de
comunicacién (por ejemplo, los impulsos nerviosos). Otras células eléctricamente excitables incluyen el musculo
esquelético, musculo cardiaco, y las células endocrinas. Las neuronas utilizan la despolarizacién rapida para
transmitir sefiales por todo el cuerpo y para diversos fines, tales como el control motor (por ejemplo, contracciones
musculares), las respuestas sensoriales (por ejemplo, el tacto, el oido y otros sentidos) y funciones de calculo (por
ejemplo, las funciones cerebrales). Al facilitar o inhibir el flujo de iones positivos o negativos a través de las
membranas celulares, la célula puede despolarizarse brevemente, despolarizarse y mantenerse en ese estado, o
hiperpolarizarse. Por lo tanto, el control de la despolarizaciéon de las células puede ser beneficioso para un nimero
de propésitos diferentes, incluyendo el control visual, muscular y sensorial. Los canales de proteinas sensibles a la
luz, bombas, y receptores pueden permitir un control éptico de precision de milisegundos a las células. Aunque las
proteinas sensibles a la luz en combinacién con la luz se pueden utilizar para controlar el flujo de iones a través de
membranas celulares, la focalizacion y entrega aun no se han abordado para enfermedades especificas, trastornos
y circuitos.

Un articulo de Lagali, P.S. et al (2008) titulado, "Light-activated channels targeted to ON bipolar cells restore visual
function in retinal degeneration" en nature neuroscience vol. 11, n® 6, paginas 667-675 describe un estudio en el que
los autores seleccionan genéticamente un canal catidénico activado por luz, canalrodopsina-2, a neuronas de
segundo orden, células bipolares ON, de retinas degenerados in vivo en el modelo de ratén Pde6b™1 (también
conocidos como RD1).

La WO2007 / 131180 describe vectores de acidos nucleicos que codifican los canales de membrana selectivos de
cationes activados por luz, en particular canalrodopsina-2 (Chop2), neuronas de retina interiores convertidas en
células fotosensibles en la retina degenerada en fotorreceptores en un modelo animal.

Un articulo de Bi A et al (2006) titulado "Ectopic Expression of a Microbial-Type Rhodopsin Restores Visual
Responses in Mice with Photoreceptor Degeneration” en la revista Neuron vol. 50, n° 1, paginas 23-33, describe que
la entrega por un vector viral adeno-asociado resulta en la expresion a largo plazo de una rodopsina de tipo
microbiana, canalrodopsina-2 (ChR2) se puede lograr en neuronas de la retina interna de roedores in vivo.

RESUMEN DE LA INVENCION

En un aspecto de la presente invencion, se proporciona un acido nucleico recombinante tal como se expone en la
reivindicacion 1. En una realizacion, la proteina sensible a la luz se puede seleccionar del grupo que consiste de
ChR1, ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T, hibridos / quimeras ChRI-ChR2, Chd, ChEF, ChF,
ChIEF, NpHR, eNpHR, melanopsina. En otra realizacién, la proteina sensible a la luz es ChR2 o una proteina
sensible a la luz que es al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 80%, al menos
aproximadamente 90% o al menos aproximadamente 95% idéntica a ChR2. En otra realizacion, el fragmento de
secuencia reguladora mGIuR6 comprende menos de aproximadamente 1000, menos de aproximadamente 750,
menos de aproximadamente 500, menos de aproximadamente 250, o menos de aproximadamente 100 pares de
bases. En una realizacion relacionada, la secuencia reguladora mGIuR6 o fragmento de la misma es un promotor o
potenciador de mGIuR6. En una realizaciéon relacionada especifica el acido nucleico comprende ademas una
proteina fluorescente verde.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las caracteristicas novedosas de la invencion se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Una
mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencion se obtendra por referencia a la
siguiente descripcion detallada que expone realizaciones ilustrativas, en que se utilizan los principios de la invencién,
y los dibujos adjuntos de los mismos:

La Figura 1 describe la secuencia de acido nucleico de ChR1.

La Figura 2 describe la secuencia de acido nucleico de ChR2.

La Figura 3 describe la secuencia de acido nucleico de NpHR.

La Figura 4 describe la secuencia de acido nucleico de melanopsina.

La Figura 5 describe la secuencia de acido nucleico de ChR2 que esta optimizado al codon de mamifero y que
codifica una ChR2 fusionada con la proteina fluorescente verde (GFP).
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La Figura 6 describe un fragmento de la secuencia de acido nucleico regulador de la GRM6 (receptor de glutamato
metabotrépico 6) capaz de regular la expresion de una manera especifica de la célula bipolar.

La Figura 7 describe una secuencia de acido nucleico regulador smCBA.

La Figura 8 describe: neuronas que expresan ChR2 y su activacion. (A) neuronas que expresan ChR2 con
estimulacion de la luz; (B) neuronas activadas en respuesta a trenes de alta velocidad de los pulsos de luz azul.

La Figura 9 describe: entrega de AAV a las células bipolares de la retina. La columna 1 muestra la expresion de GFP
en células bipolares de la retina después de una inyeccion subretiniana con el vector de AAV7-CBAGFP después de
8 semanas de edad. La columna 2 muestra la tincién PKCa (un anticuerpo que es especifico para células bipolares),
la columna 3 muestra la tincién DAPI para los nucleos celulares, y la columna 4 muestra imagenes fusionadas de la
expresion de GFP, tincién de PKCa y DAPI. La primera fila es magnificacion 20X y la segunda fila es magnificacion
40X.

La Figura 10 describe: Expresion de la proteina fusionada ChR2-GFP en células bipolares de la retina rdl, rho -/-, y
rd16. En cada imagen se muestra el epitelio del pigmento retiniano (RPE), células bipolares o capa nuclear interna
(INL), la capa plexiforme interna (IPL), y la capa de células ganglionares (GCL). Las éareas blancas brillantes
muestran la expresion de GFP. Hay rizos de expresion en las células bipolares de la INL (excepto para la inyeccion
intravitrea de AAVS).

La Figura 11 describe: el analisis de la expresion de EGFP en las secciones de retina congeladas mediante
inmunohistoquimica 1 mes después de las inyecciones subretinianas con los vectores AAV mutantes de tirosina.
Ejemplos de las secciones que representan la propagacion y la intensidad de fluorescencia de EGFP en toda la
retina después de la transduccion con el serotipo 2 Y444 (a) o serotipo 8 Y733 (b). Las imagenes estan orientadas
con el vitreo hacia la parte inferior y la capa de fotorreceptores hacia la parte superior. Fluorescencia EGFP en los
fotorreceptores, células RPE y ganglionares ojos de ratén inyectados subretinalmente con el serotipo 2 Y444 (c)
fluorescencia EGFP en fotorreceptores, células de Muller y RPE después de la administracion del serotipo 8 Y733
(d) procesos de detecciéon de células de Muller (rojo) por inmunotincién con un anticuerpo de glutaminasintetasa
(GS) (e) imagen fusionada que muestra la colocalizacion de fluorescencia EGFP (verde) y la tincion GS (rojo) en las
secciones de la retina de los ojos tratados con serotipo 8 Y733 (f) Barra de calibracion 1001uM. gcl, capa de células
ganglionares; ipl, capa plexiforme interna; inl, capa nuclear interna; onl, nuclear externa; os, segmento externo; rpe,
epitelio pigmentario de la retina.

La Figura 12 describe: entrenamiento de ratones en un laberinto de agua. (A) Un diagrama esquematico del
laberinto de agua utilizado para medir el umbral escotdpico (Hayes y Balkema, 1993). (B) Tiempo que tardé cada
grupo de ratones (retina degenerada - tratada, retina degenerada - no tratada, y de tipo salvaje) para encontrar el
objetivo (plataforma negra + matriz de LED) como funcion de las sesiones de entrenamiento. (C) Tiempo que tardé
cada grupo de ratones (tratados con rd1, tratados con rd16, tratados con rho - / -, retina degenerada no tratada, y el
tipo salvaje) para encontrar el objetivo (plataforma negra + matriz de LED) como funcién de las diferentes
intensidades de luz.

La Figura 13 describe: dispositivo similar a gafas asociado a un elemento de generacion/ produccion de luz (sistema
laser / matriz de LED) que puede desencadenar la expresién de proteinas sensibles a la luz.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Proteinas sensibles a la luz

La presente descripcion proporciona acidos nucleicos recombinantes que codifican las proteinas sensibles a la luz,
vectores virales y no virales para la administracion de acidos nucleicos recombinantes que codifican las proteinas
sensibles a la luz, y los métodos para la administracion de las proteinas sensibles a la luz.

Las proteinas sensibles a la luz son proteinas que pertenecen a la familia opsina e incluyen rodopsinas de
vertebrados (animal) e invertebrados. Los opsinas, rodopsinas animales son receptores acoplados a proteina G
(GPCR) con 7 hélices transmembrana que pueden regular la actividad de los canales idnicos. Las rohdopsinas de
invertebrados por lo general no son GPCR, pero son bombas idnicas o canales ionicos sensibles a la luz o activados
por la luz.

Una opsina de algas como la canalrodopsina (ChR2) de Chlamydomonas reinhardtii permite acciones inducidas por
luz azul potenciales que se activaran con la precisién de milisegundos en las células debido a la despolarizacion de
flujo de cationes a través de un poro controlado por luz. Una opsina archaea como la halorodopsina de
Natronomonas pharaonis permite el bombeo de cloruro activado por la luz; la bomba puede estar hiperpolarizada e
inhibida de disparar potenciales de accién cuando se expone a la luz amarilla. El uso de tales opsinas sensibles a la
luz permite una regulacion temporal y espacial de la actividad de la descarga neuronal.

Como se hace referencia en el presente documento, una proteina "sensible a la luz" incluye canalrodopsinas (ChR1,
ChR2), halorodopsinas (NpHR), melanopsinas, opsinas pineales, bacteriorrodopsinaa. Una proteina sensible a la luz
de esta invencién se puede producir de forma natural en plantas, animales, arqueobacterias, algas, o células
bacterianas, o alternativamente puede crearse a través de técnicas de laboratorio.

Las canalrodopsinas ChR1 (numero de acceso de GenBank AB058890 / AF385748; Figura 1) y ChR2 (numero de
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acceso de GenBank AB058891 / AF461397; Figura 2) son dos rodopsinas del alga verde Chlamydomonas reinhardtii
(Nagel, 2002; Nagel, 2003). Ambos son canales sensibles a la luz que, cuando se expresa y se activa en el tejido
neural, permiten que una célula se despolarice cuando se estimula con luz (Boyden, 2005).

En algunas realizaciones una canalrodopsina hibrida o quimérica puede crearse y utilizarse mediante la combinacion
de diferentes partes de las proteinas ChR1 y ChR2.

En un aspecto una canalrodopsina quimérica o hibrida puede crearse y utilizarse mediante la sustitucion de los
segmentos N-terminales de ChR2 con los homdlogos de ChR1 (y viceversa). En algunos aspectos de realizaciones
las canalrodopsinas hibridas dan lugar a un cambio de sensibilidad en un espectro de longitud de onda diferente (por
ejemplo, en el espectro de longitudes de onda de color rojo) con la desensibilizacién insignificante y cinéticas de
encendido y apagado enlentecidas.

En otro aspecto, un hibrido / quimera de ChR1 (aminoacidos 1-345) y ChR2 (aminoacidos 1-315) puede ser creado y
utilizado.

En aun otro aspecto pueden crearse y utilizarse los hibridos / quimeras de ChR1-ChR2 que retienen la porciéon N-
terminal de ChR1 y sustituyen la porcién C-terminal con el segmento ChR2 correspondiente. Por otra parte, los
hibridos / quimeras de ChR1 y ChR2 pueden ser construidos y utilizados incluyendo residuos mutantes alrededor de
los bolsillos de union de la retina de las quimeras. Los siguientes quimeras pueden crearse vy utilizarse:

a. ChD: un hibrido / quimera de una porcién N-terminal de ChR1 y una porcién C-terminal de ChR2, donde el sitio de
cruce esta en un punto de homologia en la hélice D de las dos canalrodopsinas.

b. ChEF: un hibrido / quimera de una porcidon N-terminal de ChR1 y una porcion C-terminal de ChR2, donde el sitio
de cruce esta en el bucle entre las hélices E y F de las dos canalrodopsinas.

c¢. ChlEF: una variante de la quimera ChEF con la isoleucina 170 mutado a valina.

d. ChF: un hibrido / quimera de una porciéon N-terminal de ChR1 y una porcién C-terminal de ChR2, donde el sitio de
cruce esta en el extremo de la hélice F de las dos canalrodopsinas.

Las quimeras pueden retener la inactivacion reducida de ChR1 en presencia de luz persistente, pero pueden permitir
la penetracion de iones de sodio y de potasio, ademas de protones. Las quimeras también pueden mejorar la
cinética del canal mediante la mejora de la tasa de cierre del canal después de la estimulacion.

En algunos aspectos otras variantes de ChR1 y ChR2 pueden ser modificadas. En realizaciones especificas las
mutaciones puntuales simples o multiples a la proteina ChR2 pueden resultar en variantes de ChR2. Las mutaciones
en la ubicacion C128 de ChR2 pueden dar lugar a propiedades alteradas del canal, es decir, C128A, C128S, y las
mutaciones C128T ChR2 pueden resultar en una tiempos de apertura generales mayores (Berndt, 2009). En
algunos aspectos, las variantes ChR2 pueden resultar en una cinética alterada.

En otra realizacion, se puede utilizar un VChRI (GenBank nimero de acceso EU622855).
En realizaciones especificas se utiliza una version optimizada de codén de mamiferos de ChR2 (Figura 5).

NpHR (halorodopsina) (numero de acceso GenBank EF474018; Figura 3) es del archaea haloalcalifilico
Natronomonas pharaonis. Pueden crearse variantes de NpHR. En algunos aspectos mutaciones puntuales simples o
multiples a la proteina NpHR pueden resultar en variantes de NpHR, tales como por ejemplo, puede utilizarse una
versién optimizada de codén de mamiferos de NpHR.

En un aspecto se utilizan variantes de NpHR. En una realizacién especifica se utiliza eNpHR (NpHR mejorado). La
adicion de los aminoacidos FCYENEV al C-terminal de NpHR junto con el péptido sefial de la subunidad 8 del
receptor nicotinico de acetilcolina al N-terminal de NpHR resulta en la construccion de eNpHR.

La melanopsina (numero de acceso GenBank 6.693.702; Figura 4) es un fotopigmento que se encuentra en las
células ganglionares fotosensibles especializadas de la retina que estan involucradas en la regulacién de los ritmos
circadianos, reflejo pupilar a la luz, y otras respuestas no visuales a la luz. En la estructura, la melanopsina es una
opsina, una variedad de proteinas retinilideno de receptor acoplado a proteina G. La melanopsina se asemeja a
opsinas de invertebrados en muchos aspectos, incluyendo su secuencia de aminoacidos y la cascada de
sefializacion corriente abajo. Como las opsinas de invertebrados, la melanopsin parece ser un fotopigmento
biestable, con actividad fotoisomerasa intrinseca. En ciertos aspectos se pueden crear variantes de melanopsina. En
algunos aspectos mutaciones puntuales simples o multiples a la proteina melanopsina pueden resultar en variantes
de melanopsina.

Las proteinas sensibles a la luz también pueden incluir proteinas que son al menos aproximadamente un 10%, al
menos aproximadamente un 20%, al menos aproximadamente un 25%, al menos aproximadamente un 30%, al
menos aproximadamente un 35%, al menos aproximadamente un 40%, al menos aproximadamente un 45%, al
menos aproximadamente un 50%, al menos aproximadamente un 55%, al menos aproximadamente un 60%, al
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menos aproximadamente un 70%, al menos aproximadamente un 80%, al menos aproximadamente un 90%, al
menos aproximadamente un 95%, o al menos alrededor del 99% idéntica a las proteinas sensibles a la luz ChR1,
ChR2, NpHR y melanopsina. Por ejemplo, la proteina ChR2 puede incluir proteinas que son al menos
aproximadamente un 60%, al menos aproximadamente un 70%, al menos aproximadamente un 80%, al menos
aproximadamente un 90% o al menos aproximadamente un 95% idéntica a ChR2. Ademas, estas proteinas pueden
incluir ChR2 que es fotosensible y puede ser activado por longitudes de onda especificas de luz de alta intensidad.

Las proteinas sensibles a la luz pueden modular la sefializacion dentro de los circuitos neuronales y controlar
bidireccionalmente el comportamiento de conductancia ionica en el nivel de una sola neurona. En algunos aspectos,
la neurona es una neurona de la retina, una célula bipolar de la retina (por ejemplo, células bipolares de la retina ON
u OFF; células bipolares de conos y bastones), una célula ganglionar de la retina, una célula fotorreceptora, o una
célula amacrina de la retina.

Vectores virales adenoasociados

La presente invencién proporciona vectores virales que comprenden acidos nucleicos que codifican una proteinas
sensibles a la luz y métodos de uso, tal como se define por las reivindicaciones.

Un virus adenoasociado (AAV) es un virus pequefio (25 nm), sin envoltura que empaqueta un genoma de DNA de
una cadena lineal de 4,7 Kb. El pequefio tamarfio del genoma del AAV se debe a los efectos potenciales de Rep en
la expresion de genes celulares que conducen a la construccion de vectores AAV que no codifican Rep y que
carecen de la EEIl activa en cis, que se requiere para la integracion especifica de sitio frecuente. Los ITR se
mantienen porque son las sefiales cis requeridas para el empaquetamiento. Por lo tanto, los vectores actuales AAV
recombinantes (rAAV) persisten principalmente como elementos extracromosémicos.

Una variedad de vectores recombinantes virales adenoasociados (rAAV) puede usarse para suministrar genes de
interés a una célula y para efectuar la expresion de un gen de interés, por ejemplo, un gen que codifica una proteina
sensible a la luz. Por ejemplo, rAAV se puede utilizar para expresar proteinas sensibles a la luz, por ejemplo, ChR1,
ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T, hibridos / quimeras ChR1-ChR2, ChD ChEF, CHF,
ChIEF, NpHR, eNpHR, melanopsina, y variantes de las mismas o cualquier proteina sensible a la luz descrita aqui,
en una célula diana. A veces en este documento, "transgén" se utiliza para referirse a un polinucleétido que codifica
un polipéptido de interés, en el que el polinucleétido esta encapsidado en un vector viral (por ejemplo, rAAV).

Los virus adenoasociados son virus pequefios de DNA, de una sola cadena que requieren de un virus auxiliar para
facilitar una replicacion eficiente. El genoma de 4,7 kb del AAV esta caracterizado por dos repeticiones terminales
invertidas (ITR) y dos marcos de lectura abiertos que codifican las proteinas Rep y las proteinas Cap,
respectivamente. El marco de lectura Rep codifica cuatro proteinas de peso molecular 78 kD, 68 kD, 52 kD y 40 kD.
Estas proteinas funcionan principalmente en la regulacién de la replicacion del AAV y el rescate y la integracion del
AAV en los cromosomas de una célula huésped. El marco de lectura Cap codifica tres proteinas estructurales de
peso molecular 85 kDa (VP1), 72 kD (VP2) y 61 kD (VP3) (Berns, antes citada) que forman la capside del virion. Mas
del 80% de las proteinas totales en el virion de AAV comprenden VP3.

El genoma de rAAV comprende generalmente: (1) una ITR de virus 5' adenoasociado, (2) una secuencia de
codificacion (por ejemplo, transgén) para el producto génico deseado (por ejemplo, una proteina sensible a la luz)
operativamente unida a una secuencia que regula su expresién en una célula (por ejemplo, una secuencia
promotora tal como un mGIuR6 o fragmento del mismo), y (3) una repeticion terminal invertida de virus 3' adeno-
asociado. Ademas, el vector de rAAV puede contener preferiblemente una secuencia de poliadenilacion.

Generalmente, los vectores de rAAV tienen una copia de la ITR de AAV en cada extremo del transgén o gen de
interés, con el fin de permitir la replicacion, el empaquetado, y la integracién eficiente en los cromosomas celulares.
La ITR se compone de los nucleétidos 1 a 145 en el extremo 5 'del genoma de DNA del AAV, y los nucledtidos 4.681
a 4.536 (es decir, la misma secuencia) en el extremo 3' del genoma de DNA del AAV. El vector de rAAV también
puede incluir al menos 10 nucleétidos tras el final de la ITR (es decir, una porcion de la "regiéon D").

La secuencia de transgén (por ejemplo, el polinucledtido que codifica una proteina sensible a la luz) puede ser de
aproximadamente 2 a 5 kb de longitud (o alternativamente, el transgén puede contener adicionalmente un "stuffer" o
una secuencia "de relleno" para alcanzar el tamafio total de la secuencia de acido nucleico entre las dos ITR de
entre 2 y 5 kb). Alternativamente, el transgén puede estar compuesto de copias repetidas de las mismos secuencias
heterdlogas o similares varias veces (por ejemplo, dos moléculas de acido nucleico que codifican una o mas
proteinas sensibles a la luz separadas por un ribosoma de lectura, o alternativamente, por un sitio de entrada interna
del ribosoma o "IRES"), o varias secuencias heterdlogas diferentes (por ejemplo, ChR2 y NpHR separadas por un
ribosoma de lectura o un IRES; o cualquiera de dos o mas de las proteinas sensibles a la luz descritas en este
documento incluyendo, pero sin limitarse a ChR1, ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T,
hibridos/ quimeras ChR1-ChR2, ChD, ChEF, CHF, ChlEF, NpHR, eNpHR, melanopsina, y variantes de los mismos).

Los vectores recombinantes de AAV de la presente descripcion pueden ser generados a partir de una variedad de
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virus adenoasociados, incluyendo, por ejemplo, cualquiera de los serotipos 1 a 12, tal como se describe en el
presente documento. Por ejemplo, se espera que las ITR de cualquier serotipo de AAV tengan estructuras y
funciones similares con respecto a la replicacion, integracion, escision y los mecanismos de transcripcion.

En algunos aspectos un promotor especifico de tipo de célula (u otra secuencia reguladora tal como un promotor) se
emplea para conducir la expresion de un gen de interés, por ejemplo, una proteina sensible a la luz, ChR2, etc., en
uno o mas tipos de células especificos. En otros casos, la expresion del transgén sensible a la luz puede llevarse a
cabo por un promotor separado (por ejemplo, un promotor viral, eucariota, u otro que facilita la expresion de una
secuencia unida operativamente en una célula eucariota, particularmente una célula de mamifero). Los ejemplos
representativos de promotores adecuados a este respecto incluyen un promotor mGIuR6, un promotor GNAO1, un
promotor CBA / smCBA (fusién del potenciador temprano inmediato de CMV y promotor de la actina beta bovina
mas las conexiones intro1-exon1), el promotor de CBA (beta actina de pollo), promotor de CMV, promotor de RSV,
promotor SV40, el promotor de MoMLV, o derivados, mutantes y / o fragmentos de los mismos. Los promotores y
otras secuencias reguladoras se describen adicionalmente en este documento.

Otros promotores que pueden ser utilizados de manera similar en el contexto de la presente descripcion incluyen
promotores especificos de tejido o células (por ejemplo, un promotor derivado de baston, cono, o ganglios), o
promotores inducibles. Los ejemplos representativos de promotores inducibles adecuados incluyen promotores
inducibles sensibles a un antibiético, por ejemplo, promotores que responden a tetraciclina, tales como promotores
"tet-on" y / o "tet-off". Los promotores inducibles también pueden incluir promotores sensibles a productos quimicos
distintos de los antibidticos.

El vector de rAAV también puede contener secuencias adicionales, por ejemplo de un adenovirus, que ayudan a
efectuar una funcion deseada para el vector. Tales secuencias incluyen, por ejemplo, aquellos que ayudan a
empaquetar el vector de rAAV en particulas de virus.

Pueden producirse lineas celulares de empaquetamiento adecuadas para la produccién de vectores virales
adenoasociados mediante técnicas disponibles (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5,872,005).
Los métodos para construir y empaquetar vectores rAA7I se describen en, por ejemplo, el documento WO 00/54813.

Flanqueando los marcos de lectura abiertos rep y cap en los extremos 5' y 3' hay repeticiones terminales invertidas
145 pb (ITR), los primeros 125 pb de los cuales son capaces de formar estructuras duplex con forma de Y o T. Las
dos ITR son los unicos elementos cis esenciales para la replicacion del AAV, rescate, empaquetamiento y la
integracion del genoma de AAV. Hay dos conformaciones de ITR de AAV llamados "flip" y "flop". Estas diferencias
en la conformacion se originaron a partir del modelo de replicacion de virus adenoasociado que utiliza la ITR para
iniciar y reiniciar la replicacion (R.O. Snyder et al, 1993, J. Virol., 67: 6.096-6.104 (1993); K.I. Berns, 1990
Microbiological Reviews, 54: 316-329). Los dominios enteros rep y cap pueden escindirse y reemplazarse con un
transgén terapéutico o marcador.

En algunos aspectos se utilizan vectores AAV auto-complementarios. Los vectores auto-complementarios se han
desarrollado para eludir la tasa de sintesis limitante de la segunda cadena en los genomas de vectores de AAV de
una sola cadena y para facilitar la fuerte expresion del transgén en una dosis minima. En aspectos especificos de un
AAV auto-complementario de cualquier serotipo o serotipo hibrida o serotipo mutante, o serotipo hibrido mutante
aumenta la expresion de una proteina sensible a la luz, como ChR1, ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S,
ChR2 C128T, hibridos / quimeras ChR1-ChR2, ChD, ChEF, ChF, ChlEF, NpHR, eNpHR, melanopsina y variantes de
los mismas por lo menos un 10%, al menos un 15%, al menos un 20%, al menos un 25%, al menos un 30%, al
menos un 35 %, al menos un 40%, al menos un 45%, al menos un 50%, al menos un 55%, al menos un 60%, al
menos un 65%, al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 85 %, al menos un 90%, al
menos un 95%, al menos un 100%, al menos un 125%, al menos un 150%, al menos un 175%, al menos un 200%,
o0 mas de un 200%, en comparacion con un rAAV no autocomplementaria del mismo serotipo.

Serotipos virales adenoasociados
El vector comprende un AAV recombinante de un serotipo particular, como se define en las reivindicaciones.
Se han encontrado AAV en muchas especies animales, incluyendo primates, canes, aves y humanos.

Los serotipos virales son cepas de microorganismos que tienen un conjunto de antigenos reconocibles en comun.
Hay varios serotipos conocidos de AAV, y la eficacia de la transfeccidon o transduccién dentro de la retina pueden
variar en funcién del serotipo especifico y la naturaleza de las células diana. El rAAV o un serotipo especifico de
rAAV o AAV, pueden proporcionar tropismo especifico de tejido especifico o de tipo celular para la administracion de
genes a las células bipolares de la retina (por ejemplo, células bipolares de la retina ON u OFF; bastones y conos
bipolares). Mientras que rAAV y / o AAV es probablemente un método relativamente seguro para liberar un transgén
a un tejido diana, la eficacia de la entrega, y posiblemente, la seguridad de la entrega, puede depender de las
proteinas de la cubierta de la AAV. La cubierta proteica o capside, determina que las células pueden tomar la carga
viral. Los diferentes serotipos de AAV, es decir, virus que difieren en sus cubiertas o proteinas de la capside, pueden

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 538 468 T3

diferir en su tropismo tisular y la capacidad de transducir células dianas. Los transgenes pueden ser empaquetados
dentro de particulas de AAV con muchas proteinas de la cubierta funcionalmente diferentes, o capsides. Estas
diferentes capsides son las que definen el serotipo y pueden contribuir (totalmente o en parte) a su capacidad para
transducir tipos de células particulares. La entrada del vector viral comienza con la interaccién de la capside y las
proteinas de la superficie de la célula diana. Sin desear estar limitado por la teoria, es en este punto en la ruta de
transduccion que diferentes serotipos pueden influir significativamente en la eficacia de la entrega del transgén.

En ciertos aspectos el vector de AAV es de un serotipo o variante / mutante de la misma incluyendo, pero sin
limitarse a: AAV1 (GenBank niumero de acceso AY724675), AAV2 (GenBank numero de acceso AF043303), AAV3,
AAV4, AAV5 (GenBank numero de acceso M61166), AAV6, AAV7 (GenBank niumero de acceso AF513851), AAV8
(GenBank numero de acceso AF513852), AAV9 (GenBank numero de acceso AX753250), AAV10, AAV11
(GenBank numero de acceso AY631966), o AAV12 (GenBank nimero de acceso DQ813647), o mutantes, hibridos,
o fragmentos de los mismos. En ciertos aspectos el vector de AAV comprende uno o mas, dos o mas, tres o mas,
cuatro o mas, o cinco o mas de los siguientes serotipos: AAV1 (GenBank nimero de acceso AY724675), AAV2
(GenBank numero de acceso AF043303), AAV3, AAV4, AAV5 (GenBank numero de acceso M61166), AAV6, AAV7
(GenBank numero de acceso AF513851), AAV8 (GenBank numero de acceso AF513852), AAV9 (GenBank numero
de acceso AX753250), AAV10, AAV11 (GenBank numero de acceso AY631966), o AAV12 (GenBank numero de
acceso DQ813647), o mutantes, hibridos, o fragmentos de los mismos. En otros aspectos, el vector de AAV es de un
serotipo natural o variante / mutante del mismo, hasta ahora aun no descubierto y no caracterizado.

En ciertos aspectos, el AAV recombinante es de un hibrido combinatorio de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15 0 mas serotipos o mutantes de los mismos.

El vector de AAV se puede usar para transducir especificamente un tipo celular especifico, por ejemplo, células de la
retina o células bipolares de la retina (por ejemplo, en células bipolares de la retina ON u OFF; células bipolares de
conos Yy bastones). En algunos casos, un serotipo especifico, por ejemplo, AAV2, AAV5, AAV7 o AAVS, puede ser
mejor que otros serotipos en la transduccién de un determinado tipo de células (por ejemplo, células bipolares de la
retina (por ejemplo, en células bipolares de la retina ON u OFF; células bipolares de conos y bastones), las
neuronas) o tejido. Por ejemplo, un serotipo especifico AAV como AAV2, AAV5, AAV7 o AAV8 puede transducir un
tipo especifico de células, por ejemplo, las células bipolares de la retina (por ejemplo, en células bipolares de la
retina ON u OFF; células bipolares de conos y bastones), con un aumento en la eficiencia de transduccién de al
menos un 10%, al menos un 15%, al menos un 20%, al menos un 25%, al menos un 30%, al menos un 35%, al
menos un 40%, al menos un 45%, al menos un 50%, al menos un 55%, al menos un 60%, al menos un 65%, al
menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al
menos un 100%, al menos un 125%, al menos un 150%, al menos un 175%, al menos un 200%, o mas de 200%, en
comparacién con un serotipo AAV diferente. En algunos casos, por ejemplo, un serotipo especifico, AAV2, AAV5,
AAV7 o AAVS, puede permitir la transduccién de al menos un 2%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
0 90% de las células de un tipo de célula particular, por ejemplo, células bipolares de la retina (por ejemplo, en
células bipolares de la retina ON u OFF; células bipolares de conos y bastones), o de células dentro de un tejido
particular, por ejemplo, tejido de la retina.

Existe una necesidad en la técnica de serotipos de AAV que pueden transducir eficazmente células bipolares de la
retina (por ejemplo, en células bipolares de la retina ON u OFF; células bipolares de conos y bastones),
particularmente cuando dicha transduccion permite la administracion y la expresion de una proteina sensible a la luz,
por ejemplo, ChR2. Una terapia importante para el tratamiento de trastornos oculares o enfermedades (por ejemplo,
deficiencia visual, ceguera), puede implicar el uso de un serotipo de AAV en particular para expresar proteinas
sensibles a la luz, como ChR2 en células bipolares de la retina (por ejemplo, en células bipolares de la retina ON u
OFF; células bipolares de conos y bastones). Por ejemplo, los serotipos AAV5 o AAV7 se utilizan para dirigir la
expresion de un gen de interés (por ejemplo, una proteina sensible a la luz, ChR2, etc.) en las células de la retina,
por ejemplo, células bipolares de la retina (por ejemplo, en células bipolares de la retina ON u OFF; células bipolares
de conos y bastones). En algunos casos, AAV5 y / o AAV7 pueden transducir células de la retina de manera mas
eficiente, por ejemplo, células bipolares de la retina (por ejemplo, en células bipolares de la retina ON u OFF; células
bipolares de conos y bastones), que otros serotipos de AAV. Por ejemplo, los serotipos AAV5 y / o AAV7, pero no el
serotipo AAV1, se utilizan para transducir células bipolares de la retina (por ejemplo, en células bipolares de la retina
ON u OFF; células bipolares de conos y bastones). En otros casos los serotipos AAV2 y / o AAVS se utilizan para
transducir células bipolares de la retina (por ejemplo, en células bipolares de la retina ON u OFF; células bipolares
de conos y bastones). En algunos casos, un serotipo especifico, por ejemplo, AAV2, AAV5, AAV7 o AAVS, se puede
aplicar en general a un tejido, por ejemplo, tejido de la retina, pero luego transduce preferentemente en un tipo de
célula especifica sobre otro tipo de célula.

En algunos casos, un AAV por ejemplo, AAV2, AAV5, AAV7 o AAVS8, que se introduce en la retina puede
preferentemente transducir células bipolares de la retina (por ejemplo, en células bipolares de la retina ON u OFF;
células bipolares de conos y bastones) de modo que el transgén se expresa mas altamente en células bipolares de
la retina en comparacién con otras células de la retina. En algunos casos, el serotipo particular, por ejemplo, AAV2,
AAV5, AAV7 o AAVS, del AAV puede ser la causa o contribuir a la causa de tal transduccién preferencial. En
algunos casos, soélo un pequefio subconjunto de las células bipolares son transducidas.
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Un serotipo especifico de AAV, por ejemplo, AAV5 y / o AAV7 (o cualquier otro serotipo de AAV o mutante descrito
en este documento) que comprende un promotor de tipo no especifico de la célula se utiliza para dirigir la expresion
de una proteina sensible a la luz en un tipo de célula particular. En algunos casos, un serotipo especifico de AAV
que se ha demostrado que transduce preferentemente un tipo de célula particular se usa junto con un promotor
especifico de tipo celular para dirigir la expresién de una proteina de interés, por ejemplo, una proteina sensible a la
luz en un tipo celular especifico.

Las secuencias de ITR de AAV y otras secuencias de AAV empleadas en la generacion de los minigenes, vectores y
capsides, y otras construcciones utilizadas se pueden obtener a partir de una variedad de fuentes. Por ejemplo, las
secuencias pueden proporcionarse por tipos de AAV humanos identificados en la actualidad y los serotipos de AAV
aln no se ha identificado. De manera similar, los AAV conocidos por infectar otros animales también pueden
proporcionar estas ITR empleadas en las moléculas o las construcciones de esta invencién. Del mismo modo, las
capsides de una variedad de serotipos de AAV pueden "mezclarse y emparejarse" con los otros componentes del
vector. Ver, por ejemplo, la Publicacion de Patente Internacional N° WOO01 / 83692, publicada el 8 de noviembre de
2001. Una variedad de estos serotipos virales y cepas estan disponibles en la American Type Culture Collection,
Manassas, Va., o estan disponibles de una variedad de fuentes académicas o comerciales. Alternativamente, puede
ser deseable sintetizar secuencias utilizadas en la preparacion de los vectores y los virus de la invencion usando
técnicas conocidas, que pueden utilizar secuencias de AAV que se publican y / o estan disponibles de una variedad
de bases de datos.

Virus adenoasociados y mutaciones de residuos expuestos en superficie

Los vectores de virus adenoasociados recombinantes estdn en uso en varios ensayos clinicos, pero se necesitan
dosis relativamente grandes de vectores para lograr beneficios terapéuticos. Las dosis grandes de vector también
puede desencadenar una respuesta inmune ya que una fraccion significativa de los vectores puede fallar en su viaje
de manera eficiente hacia el nucleo y puede ser blanco de la maquinaria de degradacion del proteasoma de la célula
huésped. Se ha descrito que la proteina tirosina quinasa del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR-
PTK) de sefalizacion afecta negativamente la transduccidon por los vectores de serotipo AAV2 por alterar el
transporte nuclear de los vectores (Zhong 2007). Los vectores de AAV2 fosforilados en tirosina entran pero no
transducen eficazmente, en parte debido a la ubiquitinizacion de las capsides de AAV seguido de la degradacion
mediada por proteasoma. Las mutaciones puntuales en tirosinas en AAV2 pueden conducir a la transduccion de alta
eficiencia en titulos bajos de virus (Zhong 2008). En una realizacién, se utilizan AAV mutados en tirosina por
ejemplo, AAV2 o AAVS, con el fin de mejorar la eficiencia de transduccién de las células de la retina, por ejemplo,
células bipolares de la retina (Figuras 9-12). Las mutaciones de los residuos de tirosina expuestos en la superficie de
la capside de rAAV permiten a los vectores evadir la fosforilacion y la posterior ubiquitinizacion y, por tanto, prevenir
la degradacion mediada por proteasoma, lo que lleva a una mayor transduccién y la posterior expresion de los genes
de las proteinas sensibles a la luz.

En aspectos relacionados uno cualquiera o mas residuos expuestos en la superficie distintos de la tirosina se
pueden mutar para mejorar la eficacia de transduccion, el tropismo a tejido / tipo de célula, caracteristicas de
expresion, y los titulos necesarios para una infeccion eficaz.

Tal como se describe aqui, la modificacién y cambios en la estructura de los polinucleétidos y polipéptidos de
vectores de rAAV de tipo salvaje puede resultar en la mejora de viriones de rAAV que poseen caracteristicas
deseables. Por ejemplo, los vectores de rAAV mutados pueden mejorar la administracién de construcciones de
genes sensibles a la luz a células de mamifero seleccionadas, tejidos y érganos para el tratamiento, prevencion y
profilaxis de diversas enfermedades y trastornos. Tal enfoque también puede proporcionar un medio para la mejora
de los sintomas de dichas enfermedades, y para facilitar la expresién de polipéptidos terapéuticos y / o profilacticos
exdgenos de interés a través de la terapia génica mediada por vectores rAAV. Los vectores de rAAV mutados
pueden codificar una o mas proteinas, por ejemplo, las proteinas sensibles a la luz, por ejemplo, ChR2, que se
describen en este documento. La creacion (o inserciéon) de una o mas mutaciones en secuencias especificas de
polinucledtidos que codifican una o mas de las proteinas sensibles a la luz codificadas por las construcciones de
rAAV descritas se proporcionan en el presente documento. En ciertas circunstancias, la secuencia del polipéptido
resultante sensible a la luz se ve alterada por estas mutaciones, o en otros casos, la secuencia del polipéptido se ha
modificado por una o mas mutaciones en el polinucleétido que codifica para producir vectores modificados con
propiedades mejoradas para efectuar la terapia génica en sistemas de mamiferos. Como se describe en este
documento, la optimizacion de codon del polinucleétido que codifica la proteina sensible a la luz también puede
mejorar la eficiencia de transduccion.

La via ubiquitina-proteasoma juega un papel en el trafico intracelular de AAV. La sustitucion de residuos de tirosina
expuestos en la superficie, por ejemplo, capsides AAV2 o AAV8 permite a los vectores bien tener una
ubiquitinizacién limitada o escapar de la ubiquitinizacion por completo. La reduccion o ausencia de ubiquitinizacion
puede ayudar a prevenir a la capside de someterse a la degradacion mediada por el proteasoma. Las capsides de
AAV o rAAV pueden fosforilarse en residuos de tirosina por EGFR-PTK en un ensayo de fosforilacion in vitro, y las
capsides de AAV fosforilados conservan su integridad estructural. Aunque los vectores AAV fosforilados pueden
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entrar en las células tan eficientemente como sus homadlogos no fosforilados, su eficiencia de transducciéon puede
verse afectada de manera significativa.

En algunos casos, un vector de virus adenoasociado recombinante (rAAV) comprende una proteina de la capside
con un residuo de tirosina mutado, que permite al vector tener una eficiencia de transduccion mejorada para una
célula diana, por ejemplo, una célula bipolar de la retina (por ejemplo, células bipolares de la retina ON u OFF,;
células bipolares de conos y bastones). En algunos casos, el rAAV comprende ademas un promotor (por ejemplo,
mGIuR®6, o fragmento del mismo) capaz de dirigir la expresion de una proteina de interés en la célula diana.

En algunos casos, la expresion en un tipo celular especifico se consigue ademas mediante la inclusién de un
promotor especifico de tipo celular descrito en este documento dentro del vector rAAV.

En un aspecto, un vector viral adenoasociado recombinante (rAAV) comprende al menos una primera proteina de la
capside que comprende al menos un primer residuo de aminoacido tirosina fosforilado, y en donde dicho vector
comprende ademas al menos un primer segmento de acido nucleico que codifica una proteina sensible a la luz
unida operativamente a un promotor capaz de expresar dicho segmento en una célula huésped.

Se puede realizar una mutacion en uno o mas de los residuos de tirosina de la proteina de la capside de AAV 1-12 o
AAV hibridos. En realizaciones especificas estos residuos de tirosina estan expuestos en la superficie. En una
realizacion relacionada los residuos de tirosina son parte de la proteina de la capside VP1, VP2, o VP3. La mutacion
puede efectuarse en uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos de una proteina de la capside AAV-VP3:
Tyr252, Tyr272, Tyrd44, Tyr500, Tyr700, Tyr704, Tyr730; Tyr275, Tyr281, Tyr508, Tyr576, Tyr612, Tyr673 o Tyr720.
Ejemplos de mutaciones son mutaciones de tirosina a fenilalanina, incluyendo, pero sin limitarse a, Y252F, Y272F,
Y444F, Y500F, Y700F, Y704F, Y730F, Y275F, Y281F, Y508F, Y576F, Y612G, Y673F e Y720F. En una realizacion
especifica, una mutacion se hace en el serotipo AAV2 y comprende una mutacion Y444F un serotipo de AAV8
comprende una mutacion Y733F, en el que 444 y 733 indican la ubicacién de un punto de mutacion de la tirosina de
la capside viral. En realizaciones adicionales, tales serotipos AAV2 y AAV8 mutados codifican una proteina sensible
a la luz, por ejemplo, ChR2, y también pueden comprender una secuencia reguladora (por ejemplo, mGIuR6) para
dirigir la expresién de dicha proteina sensible a la luz.

En aspectos relacionados, 1, 2, 3, 4, 5, 6, o 7 mutaciones se realizan en el residuo de tirosina en un serotipo AAV1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, o serotipo hibrido, por ejemplo, 3 tirosinas se mutan para crear un serotipo de AAV
con una triple mutacion que consiste en: Y444F, Y500F, e Y730F.

Los vectores de rAAV de la descripcion pueden estar comprendidos dentro de una particula viral adenoasociada o
virion rAAV infeccioso, incluyendo, por ejemplo, los viriones seleccionados del grupo que consiste de un serotipo de
AAV1, un serotipo de AAV2, un serotipo de AAV3, un serotipo de AAV4, un serotipo de AAVS y un serotipo de
AAVB, un serotipo de AAV7, un serotipo AAVS8, un serotipo de AAV9, un serotipo de AAV10, un serotipo de AAV11,
un serotipo de AAV12, o un serotipo AAV hibrido .

Estos vectores rAAV descritos también puede estar comprendidos dentro de una célula huésped de mamifero
aislado, incluyendo, por ejemplo, células huésped de humanos, primates, murinas, felinas, caninas, porcinas, ovinas,
bovinas, equinas, caprinas y lupinas. Los vectores rAAV pueden estar comprendidos dentro de una célula huésped
de mamifero aislado tal como una célula endotelial humana, epitelial, vascular, hepatica, pulmonar, del corazén,
pancreatica, intestinal, renal, muscular, ésea, neural, de la sangre o del cerebro.

La eficacia de transduccion de AAV que comprende una proteina de la capside mutada (por ejemplo, una mutacion
de un residuo de tirosina se describe en este documento) que expresa una proteina sensible a la luz, como ChR1,
ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T, hibridos / quimeras ChR1-ChR2, las ChD, ChEF, ChF,
ChIEF, NpHR, eNpHR, melanopsina, y variantes de los mismos se incrementa en al menos un 10%, al menos un
15%, al menos un 20%, al menos un 25%, al menos un 30% , al menos un 35%, al menos un 40%, al menos un
45%, al menos un 50%, al menos un 55%, al menos un 60%, al menos un 65%, al menos un 70%, al menos un
75%, al menos un 80% , al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 100%, al menos un
125%, al menos un 150%, al menos un 175%, al menos un 200%, o mas de 200%, en comparacion con un AAV de
tipo salvaje que expresa una proteina sensible a la luz. Esta descripcion también proporciona vectores de rAAV
mutados (por ejemplo, el vector de AAV2 Y444F o el vector AAV8Y733F) capaz de transducir al menos un 2%, 5%,
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o 90% de células bipolares (por ejemplo, células bipolares de la retina
ON u OFF; células bipolares de conos y bastones). La mejora en la transduccion creada por la capside mutada
puede permitir la transduccion de las células bipolares mediante inyeccion intravitrea. Por ejemplo, se introduce un
vector de rAAV mutado o un vector hibrido de serotipo combinatorio de rAAV o un vector hibrido de serotipo
combinatorio de rAAV mutado que pueden ser capaces de transducir al menos un 2%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, o 90% de las células bipolares de la retina (por ejemplo, células bipolares de la retina ON u
OFF; células bipolares de conos y bastones) en la retina mediante inyeccion intravitrea. En una realizacion
especifica, sélo un subconjunto de las células bipolares de la retina se transduce. En una realizacion especifica son
transducidas soélo las células bipolares de alta sensibilidad.
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En ciertos aspectos, la degradacion mediada por ubiquitina o proteasoma de un AAV que comprende una proteina
de la capside con una mutacién que expresa una proteina sensible a la luz, como ChR1, ChR2, VChR1, ChR2
C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T, hibridos / quimeras ChR1-ChR2, ChD, ChEF, ChF, ChIEF, NpHR, eNpHR,
melanopsina, y variantes de los mismos, se reduce en al menos un 10%, al menos un 15%, al menos un 20%, al
menos un 25%, al menos un 30%, al menos un 35%, al menos un 40%, al menos un 45%, al menos un 50%, al
menos un 55%, al menos un 60%, al menos un 65%, al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al
menos un 85%, o al menos un 90%, cuando se compara con un AAV de tipo salvaje que expresa una proteina
sensible a la luz.

Otros vectores de administracion de genes

Se describe cualquiera de una variedad de otros vectores adecuados para la expresion de ChR1, ChR2, VChR1,
ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T, hibridos / quimeras ChR1-ChR2, ChD, ChEF, ChF, ChlEF, NpHR,
eNpHR, melanopsina, y variantes de las mismas o cualquier proteina sensible a la luz en una célula del ojo, en
particular dentro de una célula de la retina, mas particularmente dentro de una célula no fotorreceptora (por ejemplo,
células amacrinas, células ganglionares de la retina, células bipolares de la retina, (células bipolares ON u OFF de la
retina; células bipolares de conos y bastones)). Los vectores de administracion de genes pueden ser virales (por
ejemplo, derivados de o que contienen secuencias de DNA o RNA viral, preferiblemente empaquetados dentro de
una particula viral), o no viral (por ejemplo, no empaquetados dentro de una particula viral, incluyendo
polinucledtidos "desnudos”, acidos nucleicos asociados con una particula transportadora, tal como un liposoma o
molécula diana, y similares).

Otros vectores de administracién de genes a modo de ejemplo se describen a continuacion.

Vectores adenovirales recombinantes (Ad): Pat. U.S. n° 6,245,330 describe adenovirus recombinantes. Los vectores
Ad no se integran en el genoma de la célula huésped, particularmente preferidos cuando se requiere un gen a corto
plazo, por lo general alrededor de 14 dias. Por lo tanto, el uso de vectores Ad puede requerir repetidas inyecciones
intraoculares para tratar una enfermedad de la retina, que continta durante décadas en el paciente promedio.

El tropismo viral de Ad y AAV en la retina puede ser diferente. El subconjunto de células que son transducidas por el
vector es generalmente un evento mediado por receptor. Los vectores Ad han demostrado principalmente transducir
células de Muller retinianas y células epiteliales del pigmento retiniano después de la inyeccion. Los vectores AAV
son muy eficientes en la transferencia de su carga genética a las células fotorreceptoras de la retina y no
fotorreceptoras cuando se inyecta en el ojo.

Vectores retrovirales de administracion de genes: los vectores de administracion de genes pueden ser un vector
retroviral de administracién de genes adaptados para expresar un gen seleccionado o secuencia de interés (por
ejemplo, ChR1, ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T, hibridos / quimeras ChR1-ChR2, ChD,
ChEF, ChF, ChIEF, NpHR, eNpHR, melanopsina, y variantes de los mismos). Los vectores de administracién de
genes retrovirales pueden construirse facilmente a partir de una amplia variedad de retrovirus, incluyendo por
ejemplo, retrovirus de tipo B, C, y D, asi como espumavirus y lentivirus. Por ejemplo, en algunos casos, un retrovirus,
por ejemplo, un lentivirus, es pseudotipado con una proteina de la cubierta u otra proteina viral para facilitar la
entrada en las células diana. En algunos casos, un lentivirus es pseudotipado con la proteina g del virus de la
estomatitis vesicular. (Ver RNA Tumor Viruses, Segunda Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory, 1985). Tales
retrovirus pueden obtenerse facilmente a partir de depositarios o colecciones tales como la American Type Culture
Collection ("ATCC"; Rockville, Maryland), o aislarse a partir de técnicas conocidas proporcionada en este
documento, y técnicas recombinantes estandar (por ejemplo, Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Kunkel, PNAS 52: 488,1985).

Ademas, las porciones de los vectores de administracion de genes retrovirales puede derivar de diferentes
retrovirus. Por ejemplo, en una realizaciéon de la invencion, los LTR de retrovirus pueden derivar de un virus del
sarcoma murino, un sitio de unién a tRNA de un virus del sarcoma de rous, una sefial de empaquetamiento de un
virus de la leucemia murina, y un origen de sintesis de la segunda hebra de un virus de la leucosis aviar.

Las construcciones de vectores retrovirales se proporcionan comprenden un LTR &', un sitio de uniéon a tRNA, una
sefial de empaquetamiento, una o mas secuencias heterdlogas, un origen de sintesis de la segunda cadena de DNA
y un LTR 3', en el que la construccion del vector carece de secuencias de codificacion gag, pol o env.

Se pueden utilizar del mismo modo otros vectores de administracion de genes retrovirales, y son bien conocidos en
la técnica.

Las lineas celulares de empaquetamiento adecuadas para su uso con lo descrito anteriormente se pueden preparar
facilmente construcciones de vectores retrovirales de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica, y se
utilizan para crear lineas celulares productoras para la produccién de particulas de vectores recombinantes.

Vectores de administracion de alfavirus: los vectores de administracion de genes adecuados para su uso también
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pueden basarse en los vectores de alfavirus. Por ejemplo, el virus Sindbis es el miembro prototipo del género
alfavirus de la familia togavirus. EI RNA genémico no segmentado (RNA 49S) del virus de Sindbis es de
aproximadamente 11.703 nucleétidos de longitud, contiene un cap 5' y una cola 3’ poli-adenilada, y muestra
polaridad positiva. El virus con cubierta Sindbis infeccioso se produce mediante el montaje de las proteinas de la
nucleocapside viral en el RNA gendémico viral en el citoplasma y en ciernes a través de la membrana celular
incrustado con glicoproteinas codificadas en el virus. La entrada de virus en las células se realiza mediante
endocitosis a través de fosos recubiertos de clatarina, la fusion de la membrana viral con la del endosoma, la
administracion de la nucleocapside, y el descubrimiento del genoma viral. Durante la replicacion viral el RNA 49S
genoémico sirve como molde para la sintesis de la cadena negativa complementaria. Esta cadena negativa a su vez
sirve como plantilla para el RNA gendmico y un RNA 26S subgenémico iniciado internamente.

Las proteinas virales Sindbis no estructurales se traducen a partir del RNA genémico mientras que las proteinas
estructurales se traducen del RNA 26S subgendmico. Todos los genes virales se expresan como una poliproteina y
se procesan en proteinas individuales mediante escision proteolitica postraduccién. La secuencia de
empaquetamiento reside dentro de la region codificante no estructural, por lo tanto, sélo el RNA 49S gendmico se
empagqueta en viriones.

Varios sistemas de vectores Sindbis diferentes pueden ser construidos y utilizados. Ejemplos representativos de
tales sistemas incluyen los descritos en las Patentes Estadounidenses N° 5.091.309 y 5.217.879, y la Publicacion
PCT N° WO 95/07994.

Otros vectores de administracion de genes virales. Ademas de los vectores retrovirales y vectores de alfavirus,
también pueden utilizarse numerosos sistemas de vectores virales diferentes como vectores de administracion de
genes. Los ejemplos representativos de tales vectores de administracion de genes incluyen virus tales como el virus
de la viruela, tales como el virus de la viruela del canario o virus vaccinia

Vectores no virales de administracion de genes: ademas de los anteriores vectores basados en virus, pueden
igualmente utilizarse numerosos vectores de administracion de genes no virales. Los ejemplos representativos de
tales vectores de administracion de genes incluyen la entrega directa de vectores de expresion de acido nucleico,
DNA desnudo (por ejemplo, el DNA no contenido en un vector viral) (WO 90/11092), el DNA condensado
policatiénico ligado o sin forro a adenovirus muerto (Curiel et al., Hum. Gene Ther. 3: 147-154,1992), ligando de
DNA unido a un ligando con o sin uno de los pares de alta afinidad descritos anteriormente (Wu et al, R of Biol.
Chem. (264: 16985-16987, 1989), liposomas que contienen acidos nucleicos (por ejemplo, WO 95/24929 y WO
95/12387) y ciertas células eucaridticas.

Secuencias reguladoras

Se utilizan secuencias o elementos reguladores para permitir la focalizacion especifica en el tipo de célula o tipo de
tejido de ChR1, ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T, hibridos / quimeras ChR1-ChR2, ChD,
ChEF, ChF, ChIEF, NpHR, eNpHR, melanopsina, y variantes de los mismos. En aspectos relacionados los
elementos reguladores se utilizan para dirigirse especificamente a las neuronas de la retina, o células bipolares de la
retina (por ejemplo, células bipolares de la retina ON u OFF; células bipolares de conos y bastones), o células
ganglionares de la retina, o células fotorreceptoras, o células amacrinas. Ejemplos de secuencias reguladoras o
elementos incluyen, pero no se limitan a las secuencias de promotor, silenciador, potenciador, y de aislantes.

En algunos aspectos las secuencias reguladoras tales como promotores adecuados para su uso en la presente
descripcion incluyen promotores constitutivos, promotores fuertes (por ejemplo, promotores de CMV), promotores
inducibles y promotores especificos de tejido o especificos de la célula (por ejemplo, promotores que facilitan
preferentemente la expresion en un numero limitado de tejidos o tipos de células (por ejemplo, los tejidos del ojo, la
retina, células de la retina, células fotorreceptoras, y similares).

Se puede utilizar cualquiera de una variedad de secuencias reguladoras en los vectores de administracion de genes
para proporcionar un nivel adecuado o patréon de expresién de la proteina sensible a la luz de interés. Las
secuencias reguladoras derivan generalmente de secuencias reguladoras eucariotas.

Se pueden usar elementos reguladores especificos no celulares. En un aspecto, el promotor comprende (desde 5' a
3') un promotor viral (un promotor temprano inmediato de CMV), y un promotor de beta-actina (elemento promotor
exon 1-intrén 1 beta-actina bovino o de pollo) o, el promotor comprende (a partir de 5' a 3') potenciador temprano
inmediato de CMV (381 pb) / elemento promotor exén 1-intrén 1 beta-actina bovino o de pollo (CBA) (1352 pb), que
en conjunto se denominan en el presente documento "promotor CBA "(Figura 7). En algunos casos un acido nucleico
que codifica una proteina sensible a la luz se libera a una célula usando un vector viral tal como AAV que lleva un
DNA que codifica el transgén sensible a la luz seleccionado regulado mediante un promotor especifico no celular y /
o otras secuencias reguladoras que expresan el producto de DNA. En algunos aspectos el promotor no especifico
de la célula es un promotor general tal como un promotor basado en ubiquitina, por ejemplo, un promotor de
ubiquitina C.
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Por otra parte, una proteina sensible a la luz se libera a un tipo de célula o tipo de tejido de interés utilizando un
vector viral como AAV que lleva un DNA seleccionado codificado por un transgén sensible a la luz regulado por un
promotor y / u otras secuencias reguladoras que expresa el producto de DNA en células seleccionadas de la retina
de un sujeto. En aspectos especificos, la expresion esta dirigida a determinados tipos de células dentro de la retina a
través del uso de una secuencia promotora de nucledtidos especifica y / o otras regiones reguladoras, tales como
secuencias de silenciador, potenciador, o aislante que se disefian en el vector. También diferentes secuencias
reguladoras se pueden utilizar para dirigir la expresion de diferentes genes disefiados en diferentes poblaciones de
células.

En otros casos se utilizan secuencias reguladoras especificos de células bipolares de retina como secuencias de
promotor, potenciador, silenciador, y aislantes. En casos especificos las células bipolares ON son las dianas. En
otros casos, las células bipolares OFF son las dianas. Ademas, las células bipolares de bastones son las dianas. En
otros aspectos las células bipolares de conos son las dianas.

En un aspecto especifico la expresion de una proteina sensible a la luz en las células bipolares ON esta dirigida
usando una proteina sensible a la luz como ChR1, ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T,
hibridos / quimeras ChR1-ChR2, ChD, ChEF, ChF, ChlEF, NpHR, eNpHR, melanopsina, y variantes del mismo
operativamente ligado a una secuencia reguladora GRM6 (receptor de glutamato metabotropico 6, mGIuR6) o un
fragmento del mismo. En una realizacién se utiliza la secuencia reguladora mGIluR6 de longitud completa.

En otro aspecto especifico la expresion de una proteina sensible a la luz en las células bipolares ON esta dirigida
usando una proteina sensible a la luz, como ChR1, ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T,
hibridos / quimeras ChR1-ChR2, ChD, ChEF, ChF, ChIEF, NpHR, eNpHR, melanopsina, y sus variantes
operativamente ligado a un fragmento de secuencia reguladora mGIuR6. En un aspecto especifico, el fragmento de
secuencia reguladora mGIuRG6 es la secuencia presentada en la Figura 6. En un aspecto relacionado el fragmento
de secuencia reguladora mGIuR6 es sustancialmente la misma que la secuencia presentada en la Figura 6, o es
aproximadamente 60% idéntica, o es aproximadamente un 70 % idéntica, o es aproximadamente un 80% idéntica, o
es aproximadamente un 90% idéntica, o es aproximadamente un 95% idéntica a la secuencia presentada en la
Figura 6.

Muchos promotores conocidos son demasiado grandes para caber en el genoma del AAV. De hecho, la secuencia
reguladora especifica de la célula original para mGIuR6 (Dhingra, 2008) era demasiado grande (aproximadamente
10,5 Kb) para ser utilizado en AAV. En una realizacion preferida de la presente invencion, se utiliza un fragmento de
secuencia reguladora mGIuR6, uno que es lo suficientemente pequefio para ser utilizado en la administracion
mediada por AAV. En realizaciones relacionadas el fragmento de secuencia reguladora mGIuR6 es menos de
aproximadamente 2000 pares de bases, menos de aproximadamente 1000 pares de bases, menos de
aproximadamente 750 pares de bases, menos de aproximadamente 500 pares de bases, menos de
aproximadamente 250 pares de bases, o menos de aproximadamente 100 bases pares de longitud. En otra
realizacioén relacionada, el fragmento de secuencia reguladora mGIuR6 es una variante de la secuencia presentada
en la Figura 6.

En otro aspecto, la expresion especifica de proteinas sensibles a la luz en las células bipolares ON esta dirigido
usando una proteina sensible a la luz, como ChR1, ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T,
hibridos / quimeras ChR1-ChR2, ChD, ChEF, ChF, ChlEF, NpHR, eNpHR, melanopsina, y variantes de los mismos
unidos operativamente a una secuencia reguladora GNAQO1 (proteina de unién a nucleétidos de guanina (proteinas
G), polipéptido O con actividad activadora alfa). En un aspecto relacionado la secuencia reguladora es
sustancialmente la misma que la secuencia GNAO1, o es aproximadamente un 60% idéntica, o es aproximadamente
un 70% idéntica, o es aproximadamente un 80% idéntica, o es aproximadamente un 90% idéntica, o es
aproximadamente un 95% idéntica a la secuencia GNAO1.

Células bipolares de la retina y localizacion

Aunque solo una fraccion del sistema visual humano, la retina es un sistema complejo que filtra, amplifica, y modula
la sefial visual antes de que se envie al resto del sistema visual (Wassle 2004). La gran mayoria de este
procesamiento sucede dentro de la capa plexiforme interna (IPL) donde un sistema de células bipolares y amacrinas
refinan la sefial visual en sus componentes primarios (por ejemplo, movimiento, contraste, resolucion) (Mills 1999;
Roska 2001). Algunos grupos estén actualmente dirigidos a ChR2 en la capa de células ganglionares, que se salta
el poder de procesamiento del IPL y el sistema de células amacrinas (Bi 2006; Greenberg 2007; Tomita 2007). Estos
grupos han presentado muy pocos cambios en su comportamiento.

La mayoria de las células de la retina son de tipo ON-centro (aumento de la tasa de disparos, como resultado de un
incremento gradual de contraste en el centro del campo receptivo) o de tipo OFF-centro (aumento de la tasa de
disparos, como resultado de una disminucién gradual de contraste en el centro del campo receptivo), trabajando de
manera inhibitoria en forma de accidn-reaccion (Wassle 2004). A fin de mantener esta relacion entre las dos vias,
estas dos vias pueden accionarse de forma independiente. Los canales de informacién ON y OFF viajan de células
bipolares a ganglionares estan modulados parcialmente a través de una red de células amacrinas inhibitorias dentro
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de la capa nuclear interna (Roska 2001). Esta red bipolar amacrina produce canales paralelos de informacion
distintos temporalmente: neuronas con actividad sostenida, por ejemplo, mantiene la actividad a lo largo del paso de
luz, mientras que las neuronas con actividad transitoria tienen actividad sélo en la activacién o desactivacion. Estos
distintos patrones codifican la respuesta para la informacién visual, luminancia, forma, bordes, y movimiento (Wassle
2004). En algunas realizaciones, las células que son pre-sinapticas a las células ganglionares de la retina estan
dirigidas genéticamente para mantener el naturalismo de estas vias y provocar la activacion naturalista de las células
ganglionares.

En algunos casos, las células bipolares de la retina (por ejemplo, células bipolares de la retina ON u OFF; células
bipolares de conos y bastones) estan localizadas genéticamente. La localizacion de células bipolares de la retina
puede permitir responder a la retina a la luz externa y, sobre todo, transmitir informacién de la imagen significativa al
cerebro, incluso en ausencia de fotorreceptores naturales.

Condiciones susceptibles de tratamiento

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona AAV para su uso en métodos de tratamiento de un
sujeto que padece una enfermedad o trastorno como se define por las reivindicaciones. Las composiciones y
métodos descritos aqui pueden ser utilizados para tratar enfermedades y trastornos del sistema nervioso central y
periférico.

En un aspecto, las composiciones de esta invenciéon se utilizan para tratar enfermedades fotorreceptoras. Las
enfermedades fotorreceptoras como la retinitis pigmentosa (RP) y la degeneraciéon macular relacionada con la edad
(DMAE) causa la ceguera (Congdon 2004) en 15 millones de personas en el mundo (Chadcr 2002), un numero que
se incrementa con la edad de la poblacion. Ha habido intentos de restaurar la funcion visual basica a través de la
terapia de reemplazo de genes o trasplante celular (Acland 2001, Acland 2005, Batten 2005, Pawlyk 2005, Aguirre
2007, MacLaren 2006). Sin embargo, los enfoques actuales estan fundamentalmente limitados en alcance y la
magnitud del impacto potencial, ya que intentan corregir mecanicamente distintas vias genéticas en una base de uno
cada vez (Punzo 2007). Enfermedades de fotorreceptores son genéticamente diversas, con mas de 160 mutaciones
diferentes que conducen a la degeneracion (Punzo 2007). También ha habido esfuerzos en la utilizaciéon de la
estimulacion eléctrica con implantes protesis retinales agudos, semi-agudos y de largo plazo en sujetos humanos
(de Balthasar, 2008; Horsager, 2009). Han mostrado un progreso elemental pero no son especificas de gen, la
estimulacion eléctrica sélo ofrece especificidad bruta e indiscriminadamente impulsa canales visuales de informacién
mediados por tipos de células unicas. La activacion de neuronas de la retina requiere grandes electrodos de disco
(al menos 20 veces el diametro de una célula ganglionar de la retina), lo que lleva a la estimulacion de amplias areas
de la retina de una manera no selectiva, lo que limita en gran medida la resolucién visual alcanzable (Winter 2007).
En este aspecto, las composiciones y métodos de esta invencion consisten en la introduccion de un gen que codifica
una proteina sensible a la luz (por ejemplo. ChR1, ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T,
hibridos / quimeras ChR1-ChR2, CHD, Chef, CHF, Ch1EF, NpHR, eNpHR, melanopsina, y variantes de los mismos)
para inducir sensibilidad a la luz en las neuronas de segundo orden (por ejemplo, células bipolares) liberadas
usando un vector viral tal como un AAV8 con una sola mutacion de tirosina a fenilalanina, bajo el control de un
elemento regulador (por ejemplo, GRMG6). La activacion de estas proteinas sensibles a la luz podria estar controlado
por la luz ambiental o a través de un dispositivo de liberacion de luz tal como las gafas descritas en la Figura 13.

Los métodos de la descripcidon pueden usarse para tratar (por ejemplo, antes o después de la aparicién de los
sintomas) a un sujeto susceptible o sujeto diagnosticado con una variedad de enfermedades de los ojos. La
enfermedad de los ojos puede ser resultado del medio ambiente (por ejemplo, dafio quimico, dafio térmico, y
similares), dafio mecanico (por ejemplo, lesién por accidente o cirugia), o factores genéticos. El sujeto que tiene la
afeccién puede tener uno o ambos ojos afectados, y la terapia puede ser administrada de acuerdo con la invencion
en el ojo afectado o para un ojo en riesgo de degeneracion de los fotorreceptores debido a la presencia de una
condicion tal en el otro ojo.

La presente descripcidon proporciona usos que generalmente comprenden la etapa de administrar intraocularmente
(por ejemplo, por inyeccioén subretiniana o por inyeccion intravitrea) un vector de administracién de genes que dirige
la expresién de una proteina sensible a la luz a los ojos para tratar, prevenir, o inhibir la aparicion o progresién de
una enfermedad ocular. Segun se utiliza aqui, se debe entender que los términos "tratado, prevenido o inhibido" se
refiere a la alteracion de un inicio de la enfermedad, curso, o el progreso de una manera estadisticamente
significativa.

Otra condicion susceptible de tratamiento mediante los AAV de la invencion es la degeneracion macular relacionada
con la edad (DMAE). La macula es una estructura cerca del centro de la retina que contiene la févea. Esta parte
especializada de la retina es responsable de la visién de alta resolucién que permite actividades tales como la
lectura. La pérdida de la vision central en la DMAE es devastador. Los cambios degenerativos a la macula
(maculopatia) pueden ocurrir en casi cualquier momento en la vida, pero son mucho mas frecuentes con la edad.
Los tratamientos convencionales son de corta duracidon, debido a la neovascularizaciéon coroidea recurrente. La
DMAE tiene dos procesos patoldgicos principales, la neovascularizacién coroidea (CNV) y la muerte de las células
fotorreceptoras de la macula.
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Los ejemplos de condiciones de particular interés que son susceptibles de tratamiento usando los AAV de la
invencion incluyen, pero no se limitan necesariamente a, retinitis pigmentosa (RP), retinopatia diabética y glaucoma,
incluyendo glaucoma de angulo abierto (por ejemplo, glaucoma primario de angulo abierto), glaucoma de angulo
cerrado, y glaucomas secundarios (por ejemplo, glaucoma pigmentario, glaucoma pseudoexfoliativo y glaucomas
resultantes de traumas y enfermedades inflamatorias).

Otros ejemplos de condiciones susceptibles de tratamiento usando los AAV de la invencion incluyen, pero no se
limitan necesariamente a, desprendimiento de retina, maculopatias relacionadas con la edad u otras maculopatias,
retinopatias fotica, retinopatias inducidas por cirugia, retinopatias toxicas, retinopatia prematura, retinopatias debido
a trauma o lesiones penetrantes del ojo, degeneraciones de la retina heredadas, retinopatias inducida por cirugia,
retinopatias toxicas, retinopatias debido a trauma o lesiones penetrantes del ojo.

Ejemplos especificos de condiciones heredadas de interés para el tratamiento utilizando los AAV de la invencion
incluyen, pero no se limitan necesariamente a, sindrome de Bardet-Biedl (autosémica recesiva); Amaurosis
congénita (autosémica recesiva); distrofia de cono o de conos y bastones (forma autosémica dominante y ligada al
cromosoma X); ceguera nocturna congénita estacionaria (forma autosémica dominante, autosémica recesiva y
ligada al cromosoma X); degeneracion macular (forma autosémica dominante y autosémica recesiva); atrofia optica,
(forma autosémica dominante y ligada al cromosoma X); retinitis pigmentosa (forma autosémica dominante,
autosdmica recesiva y ligada al cromosoma X); retinopatia sindromica o sistémica (forma autosémica dominante,
autosomica recesiva y ligada al cromosoma X); y el sindrome de Usher (autosémico recesivo).

En otro aspecto, las composiciones y los usos de esta invencion se utilizan para tratar la lesion periférica,
nocicepcion, o dolor crénico. La nocicepcién (dolor) durante periodos prolongados de tiempo puede dar lugar a dolor
cronico y puede surgir de una lesién o enfermedad a estructuras viscerales, somaticos y neuronales en el cuerpo.
Aunque la gama de tratamientos farmacoldgicos para el dolor neuropatico ha mejorado en la ultima década, muchos
pacientes no reciben analgesia eficaz, e incluso medicamentos eficaces a menudo producen efectos secundarios
indeseables. La sustancia P (SP) esta implicada en la nocicepcion, la transmisién de informacién sobre el dafio
tisular de los receptores periféricos al sistema nervioso central que se convierte en la sensaciéon de dolor. Se ha
teorizado que juega un papel en la fibromialgia. Se sugiere un papel de la sustancia P en la nocicepcion por la
reduccion de los umbrales de respuesta a los estimulos nocivos mediante la administracion central de agonistas de
NK1 y NK2. Los comportamientos de dolor inducidos por la estimulacion mecanica, térmica y quimica de los tejidos
somaticos y viscerales fueron reducidos en los ratones mutantes que carecen de SP / NKA. Las proteinas sensibles
a la luz pueden silenciar la actividad de neuronas sobre-activadas (es decir, neuronas periféricas que expresan
sustancia P) debido a una lesién periférica o dolor crénico usando NpHR o eNpHR. NpHR / eNpHR puede dirigirse
genéticamente a las células que expresan la sustancia P utilizando la secuencia promotor de la sustancia P. En otro
aspecto, las proteinas sensibles a la luz mejoran la actividad de las neuronas que estan inactivas debido a una
lesién periférica o dolor crénico.

En otro aspecto las composiciones y usos de esta invencion se utilizan para tratar la lesion de la médula espinal y / o
enfermedades de las neuronas motoras. La lesién de la médula espinal puede causar mielopatia o dafio a la
sustancia blanca y tractos de fibras mielinicas que llevan sefales sensoriales y motoras hacia y desde el cerebro.
También puede dafar la materia gris en la parte central de la columna vertebral, causando pérdidas segmentarias
de interneuronas y neuronas motoras. La lesién de la médula espinal puede ocurrir por muchas causas, incluyendo,
pero sin limitarse a trauma, tumores, isquemia, desarrollo anormal, desarrollo neurolégico, trastornos
neurodegenerativos o malformaciones vasculares. Las proteinas sensibles a la luz activan los circuitos neuronales
dafados para restaurar la funcién motora o sensorial. También los elementos actian para permitir el control de las
funciones autondmicas y viscerales. En otro caso, los elementos actian para permitir el control de la funcion
esqueleto somatica. El control neural de almacenamiento y evacuacién de la orina es complejo y la disfuncion puede
ser dificil de tratar. Un tratamiento para las personas con sintomas refractarios es la estimulacion nerviosa eléctrica
continua de las raices nerviosas sacras utilizando electrodos implantados y un generador de impulsos implantado.
Sin embargo, la estimulacion de esta raiz nerviosa puede resultar en diferentes complicaciones o efectos
secundarios. Ser capaz de controlar directamente el nervio sacro a través de herramientas genéticamente dirigidas
seria muy beneficioso. Tanto ChR2 y NpHR podrian expresarse en este nervio para controlar el almacenamiento y la
evacuacion de la vejiga.

En otro aspecto, las composiciones y usos de esta invencion se utilizan para tratar la enfermedad de Parkinson. La
enfermedad de Parkinson pertenece a un grupo de condiciones llamadas trastornos del movimiento. Se caracterizan
por rigidez muscular, temblor, una ralentizacién del movimiento fisico (bradiquinesia) y, en casos extremos, una
pérdida de movimiento fisico (aquinesia). Los sintomas primarios son los resultados de la disminucién de la
estimulacion de la corteza motora de los ganglios basales, normalmente causada por la formacién insuficiente y
accion de la dopamina, que se produce en las neuronas dopaminérgicas del cerebro. La enfermedad de Parkinson
es cronica y progresiva. La estimulacion cerebral profunda (DBS) es un tratamiento quirdrgico eficaz para la
enfermedad avanzada de Parkinson (EP), con ventajas significativas en la morbimortalidad y la calidad de vida en
comparacion con las técnicas de lesién como la talamotomia y / o palidotomia. El procedimiento estd indicado en
pacientes con temblor severo en reposo, que no responden al tratamiento médico convencional o con
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complicaciones motoras. Las complicaciones descritas con mas frecuencia en el periodo intra y postoperatorio son
finalizacion prematuro del procedimiento, cables mal colocados, hemorragia intracraneal, convulsiones y
complicaciones del hardware , mientras que a largo plazo, los sintomas pueden incluir alta disfunciéon a nivel
cognitivo, problemas psiquiatrico y de lenguaje sutil. De hecho, este método de terapia seria mejorado si se pudiera
dirigir a tipos celulares especificos dentro de una region dada para evitar estos efectos secundarios. En una
realizacién proteinas sensibles a la luz activan especificamente los circuitos dopaminérgicos.

En otro aspecto especifico, las composiciones y usos de esta invencion se utilizan para tratar la epilepsia y
convulsiones. La epilepsia es un trastorno neuroldgico que a menudo se caracteriza por convulsiones. Estos ataques
son signos y / o sintomas transitorios debidos a la actividad neuronal anormal, excesiva o asincrona en el cerebro.
Mas del 30% de las personas con epilepsia no tienen control de las crisis, incluso con los mejores medicamentos
disponibles. La epilepsia no es una sola enfermedad, sino mas bien como un grupo de sindromes con sintomas muy
divergentes pero todos involucran la actividad eléctrica anormal episddica en el cerebro. La estimulacion cerebral
profunda aguda (DBS) en varios nucleos talamicos y estructuras del l6bulo temporal medio han demostrado
recientemente ser eficaces en pequefios estudios piloto. Hay poca informacién basada en la evidencia sobre los
objetivos racionales y parametros de estimulacién. La DBS en la zona amigadlo-hipopcampica ha producido una
importante disminucién de los recuentos de convulsiones y anormalidades en el EEG interictal durante el
seguimiento a largo plazo. Los datos de los estudios piloto sugieren que DBS croénicos para la epilepsia puede ser
un procedimiento factible, eficaz y seguro. Una vez mas, ser capaz de activar genéticamente un subconjunto
especifico de células mejoraria la calidad de la terapia, asi como minimizaria los efectos secundarios generales. Las
proteinas sensibles a la luz pueden utilizarse para alterar la actividad eléctrica sincrona que conduce a convulsiones
en estas areas cerebrales profundas.

En otro aspecto, se utilizan las composiciones y usos de esta invencién para liberar mediante estimulacién con luz
farmacos o vacunas implantadas para la prevencion, el tratamiento y mejora de enfermedades.

En otro aspecto, las composiciones y usos de esta invencion se utilizan para tratar la enfermedad neurodegenerativa
seleccionada de, pero que no se limita a alcoholismo, enfermedad de Alexander, enfermedad de Alper, enfermedad
de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica, ataxia telangiectasia, enfermedad de Batten (también conocida como
enfermedad de Spielmeyer-Sjogren-Vogt-Batten), encefalopatia espongiforme bovina (EEB), dolor croénico,
enfermedad de Canavan, sindrome de Cockayne, degeneracion corticobasal, la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob,
enfermedad de Huntington, demencia asociada al VIH, enfermedad de Kennedy, enfermedad de Krabbe, demencia
de cuerpos de Lewy, enfermedad de Machado-Joseph (ataxia espinocerebelosa de tipo 3), esclerosis multiple,
atrofia multisistémica, narcolepsia, enfermedad de Lyme, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Pelizaeus-
Merzbacher, enfermedad de Pick, esclerosis lateral primaria, enfermedades pridnicas, enfermedad de Refsum,
enfermedad de Sandhoffs, enfermedad de Schilder, degeneracién combinada subaguda de la médula espinal
secundaria a la anemia perniciosa, esquizofrenia, enfermedad Spielmeyer-Vogt-Sjogren-Batten (también conocida
como enfermedad de Batten), ataxia espinocerebelosa (varios tipos con caracteristicas diferentes), atrofia muscular
espinal, enfermedad de Steele-Richardson-Olszewski y tabes dorsal.

En otro aspecto, las composiciones y usos de esta invencion se utilizan para tratar una enfermedad del desarrollo
neurolégico seleccionado, pero sin limitarse a trastorno de déficit de atencion con hiperactividad (TDAH), trastorno
de déficit de atencién (TDA), esquizofrenia, trastorno obsesivo compulsivo (TOC), retraso mental, trastornos del
espectro autista (TEA), paralisis cerebral, sindrome de fragil X, sindrome de Down, sindrome de Rett, sindrome de
Asperger, sindrome de Williams-Beuren, trastorno desintegrativo infantil, trastorno de articulaciones, problemas de
aprendizaje (es decir, la lectura o la aritmética), dislexia, trastorno del lenguaje expresivo y trastorno del lenguaje
receptivo y expresivo mixto, aptitud verbal o rendimiento. Las enfermedades que pueden resultar de los procesos de
desarrollo neurolégico aberrantes también pueden incluir, pero no estan limitadas a los trastornos bipolares,
anorexia, depresion general, convulsiones, trastorno obsesivo compulsivo (TOC), ansiedad, bruixismo, sindrome de
Angleman, agresion, arrebato explosivo, autolesiones, estrés postraumatico, trastornos de conducta, trastorno de
Tourette, trastorno del movimiento estereotipico, trastorno de estado de animo, apnea del suefio, sindrome de las
piernas inquietas, disomnias, trastorno paranoide de la personalidad, trastorno de personalidad esquizoide, trastorno
esquizotipico de la personalidad, trastorno de personalidad antisocial, trastorno limite de la personalidad, trastorno
de personalidad histriénica, trastorno de personalidad narcisista, trastorno de personalidad por evitacion, trastorno
de personalidad dependiente, trastorno de apego reactivo; trastorno de ansiedad por separacion; trastorno de
oposicion desafiante; dispareunia, piromania, la cleptomania, tricotilomania, adiccién al juego, pica, trastornos
neurdticos, trastornos relacionados con el alcohol, trastornos relacionados con anfetaminas, trastornos relacionados
con la cocaina, abuso de la marihuana, los trastornos relacionados con los opioides, abuso de fenciclidina, trastorno
por consumo de tabaco, bulimia nerviosa, trastorno delirante, trastornos sexuales, fobias, trastorno de somatizacion,
enuresis, encopresis, trastorno de la expresion escrita, trastorno del lenguaje expresivo, retraso mental, trastorno de
las matematicas, trastorno de tic transitorio, tartamudez, mutismo selectivo, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
sindrome de sobrecrecimiento bacteriano, intolerancia a los carbohidratos, esprie celiaca, infeccién e infestacion,
linfangiectasia intestinal, sindrome del intestino corto, esprie tropical, enfermedad de Whipple, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, ELA, atrofia muscular espinal, y enfermedad de Huntington. Otros ejemplos,
analisis e informacién sobre los trastornos del neurodesarrollo se pueden encontrar, por ejemplo, a través de la rama
de trastornos del desarrollo neurolégico del Instituto Nacional de Salud Mental (direccidon del sitio web en todo el
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mundo en nihm.nih.gov/dptr/b2-nd.cfm). Informacién adicional sobre los trastornos del desarrollo neuroldgico
también se puede encontrar, por ejemplo, en Developmental Disabilities in Infancy and Childhood:
Neurodevelopmental Diagnosis and Treatment, Capute y Accardo, eds. 1996, Paul H Brookes Pub Co.; Hagerman,
Neurodevelopmental Disorders: Diagnosis and Treatment, 1999, Oxford Univ Press; Handbook of
Neurodevelopmental and Genetic Disorders in Children, Goldstein y Reynolds, eds., 1999, Guilford Press; Handbook
of Neurodevelopmental and Genetic Disorders in Adults, Reynolds y Goldstein, eds., 2005, Guilford Press; y
Neurodevelopmental Disorders, Tager-Flusberg, ed., 1999, MIT Press.

Evaluacién de la terapia

Los efectos de la terapia como se describe en el presente documento se pueden evaluar de varias maneras,
utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la visién del sujeto puede analizarse de acuerdo con
métodos convencionales. Tales métodos convencionales incluyen, pero no se limitan necesariamente a,
electrorretinograma (ERG), ERG focal, pruebas de campo visual, pruebas de agudeza visual, tomografia ocular de
coherencia (OCT), fotografia del fondo, potenciales evocados visuales (PEV) y pupilometria. En otros casos, se
puede evaluar el comportamiento del sujeto. En general, la terapia proporciona el mantenimiento de la visién de un
sujeto (por ejemplo, la prevencién o inhibicion de la pérdida de la vision de una mayor pérdida de la visién debido a
la degeneracion de los fotorreceptores), disminuye la aparicion o progresién de la pérdida de la vision, o,
proporciona vision mejorada con respecto a la vision del sujeto antes de la terapia.

Métodos de administracion

Los vectores de administracion de genes de la presente invencion pueden liberarse al ojo a través de diferentes
rutas. Se pueden administrar por via intraocular, mediante la aplicacién topica en el ojo o por inyeccion intraocular
en, por ejemplo el vitreo (inyeccién intravitrea) o espacio inter-fotorreceptor subretinal (inyeccién subretiniana).
Alternativamente, pueden liberarse localmente por insercion o inyeccion en el tejido que rodea el ojo. Se pueden
administrar sistémicamente a través de una via oral o por inyeccién subcutanea, intravenosa o intramuscular.
Alternativamente, pueden liberarse por medio de un catéter o por medio de un implante, en el que dicho implante
esta hecho de un material poroso, no poroso o gelatinoso, incluyendo membranas tales como membranas de silastic
o fibras, polimeros biodegradables, o material proteico. El vector de administracién de genes se puede administrar
antes de la aparicién de la condicién, para prevenir su aparicion, por ejemplo, durante la cirugia en el ojo, o
inmediatamente después de la aparicidon de la condiciéon patolégica o durante la ocurrencia de una condicién aguda
o prolongada.

En otro aspecto, la membrana limitante interna (ILM) se descompone para efectuar la administracion. La ILM es el
limite entre la retina y el cuerpo vitreo, formada por astrocitos y los pies de las células de Muller. En ambos primates
no humanos y seres humanos, la ILM es gruesa y proporciona una barrera sustancial para la retina. De hecho,
usando inyecciones intravitreas, la mayoria de las particulas virales son incapaces de transducir células de la retina.
En una realizacion, para mejorar la eficiencia de transduccion, se lleva a cabo una separacion de la ILM mediante un
procedimiento quirurgico que comprende pelar una pequefa parte de la ILM. En otro aspecto, para mejorar la
eficiencia de transduccion, la barrera ILM puede ser parcial o totalmente separada comprendiendo el uso de técnicas
enzimaticas y una o mas enzimas.

En un aspecto, la ILM se mantiene para limitar el efecto terapéutico de la proteina sensible a la luz a la macula. En
otra realizacién, el procedimiento de exfoliacion de ILM descrito en este documento se utiliza para lograr una
distribucién mas amplia de la proteina sensible a la luz.

El vector de administracion de genes puede ser modificado para mejorar la penetracion de la barrera remato-
retiniana. Tales modificaciones pueden incluir el aumento de la lipofilia de la formulacion farmacéutica en la que se
proporciona el vector de administracion de genes.

El vector de administracion de genes se puede entregar solo o en combinacién, y puede ser liberado junto con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Idealmente, tal vehiculo aumentaria la estabilidad y / o propiedades de
administracion. También se proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen el factor activo o fragmento o
derivado del mismo, que se pueden administrar utilizando un vehiculo adecuado tal como liposomas, microparticulas
0 microcapsulas. En diversos aspectos de la invencion, puede ser Uutil usar tales composiciones para lograr la
administracion sostenida del componente activo.

La cantidad de vector de administracion de genes (por ejemplo, el numero de particulas virales), y la cantidad de
proteina sensible a la luz expresada, eficaz en el tratamiento de un trastorno o afeccién particular puede depender
de la naturaleza del trastorno o afeccion y una variedad de factores especificos del paciente, y puede determinarse
mediante técnicas clinicas estandar.

Los vectores de administracion de genes se pueden administrar al ojo, intraocularmente en una serie de lugares

dentro del ojo, dependiendo del tipo de enfermedad a tratar, prevenir, o inhibir, y la extension de la enfermedad.
Ejemplos de ubicaciones apropiadas incluyen la retina (por ejemplo, para enfermedades de la retina), el vitreo, o en
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otros localizaciones de la retina o adyacentes a la retina o en el ojo o adyacentes al ojo.

La retina humana se organiza en un mosaico bastante exacto. En la févea, el mosaico es un empaquetamiento
hexagonal de conos. Fuera de la févea, los bastones rompen el empaquetamiento compacto hexagonal de los
conos, pero todavia permiten una arquitectura organizada con conos mas espaciados uniformemente rodeados por
anillos de bastones. Asi, en términos de densidades de las diferentes poblaciones fotorreceptoras en la retina
humana, es evidente que la densidad de conos es mas alta en el foso foveal y cae rapidamente fuera de la fovea a
una densidad bastante uniforme en la retina periférica (ver Osterberg, G. ( 1935) Topography of the layer of rods and
cones in the human retina. Acta Ophthal. (supl.) 6,1-103; véase también Curcio, C.A., Sloan, K.R., Packer, O.,
Hendrickson, A.E. y Kalina, R.E. (1987) Distribution of cones in human and monkey retina: individual variability and
radial asymmetry. Science 236,579-582).

El acceso a partes deseadas de la retina, o a otras partes del ojo se puede llevar a cabo facilmente por un experto
en la técnica (véase, en general Medical and Surgical Retina: Advances, Controversies, and Management, Hilel
Lewis, Stephen J. Ryan, Eds., medical- "illustrator, Timothy C. Hengst St. Louis: Mosby, c1994, xix, 534; véase
también Retina, Stephen J. Ryan, editor en jefe, 22 ed, St. Louis, Mo.: Mosby, c1994. 3 v. (xxix, 2559).

La cantidad de vector viral especifico aplicado a la retina es uniformemente bastante pequefa ya que el ojo es una
estructura relativamente contenida y el agente se inyecta directamente en ella. La cantidad de vector que necesita
ser inyectada se determina por la localizaciéon intraocular de las células elegidas dirigidas para el tratamiento. El tipo
de célula para ser transducida se puede determinar por la entidad de la enfermedad particular que se va a tratar.

Por ejemplo, un unico volumen 20 microlitros (por ejemplo, que contiene aproximadamente 10" titulo de particula
fisica / ml de rAAV) puede usarse en una inyeccion subretiniana para tratar la macula y la fovea de un ojo humano.
Una inyeccion mayor de 50 a 100 microlitros se pueden usar para liberar el rAAV a una fraccion sustancial de la
zona de la retina, tal vez para toda la retina, dependiendo de la extensién de la propagacion lateral de las particulas.

Una inyeccién de 100 microlitros puede proporcionar varios millones de particulas activas de rAAV en el espacio
subretiniano. Este calculo se basa en un titulo de 10" particulas fisicas por mililitro. De este titulo, se estima que
1/1000 a 1/10.000 de las particulas de AAV son infecciosas. La anatomia de la retina limita el volumen posible de
inyeccion en el espacio subretiniano (SESR). Asumiendo una maxima inyeccion de 100 microlitros, esto podria
proporcionar un titulo infeccioso de 10° a 10° rAAV en el ESR. Esto tendria el potencial de infectar a todos los
aproximadamente 150 x 10° fotorreceptores en toda la retina humana con una Unica inyeccion.

Volumenes de inyeccibn mas pequefios aplicadas focalmente a la févea o macula pueden transfectar
adecuadamente toda la region afectada por la enfermedad en el caso de la degeneracion macular u otras
retinopatias regionales.

Segun la aplicacion, al menos, 10%, 10%, 10°, 10°%, 107, 10%, 10°, 10, 10", 10", 10", 10" o mas particulas se
pueden liberar en el tejido de interés.

Los vectores de administracion de genes alternativamente se pueden liberar en el ojo por inyeccion intraocular en el
humor vitreo, por ejemplo, para tratar la pérdida glaucomatosa de células ganglionares de la retina a través de la
apoptosis. En el tratamiento de glaucoma, las células diana primarias para ser transducidas son las células
ganglionares de la retina, las células de la retina afectadas principalmente. En tal caso, el volumen de inyeccion del
vector de administracién de genes podria ser sustancialmente mayor, ya que el volumen no estd limitado por la
anatomia del espacio subretiniano. Una dosis aceptable en este ejemplo puede variar entre aproximadamente 25
microlitros a 1000 microlitros.

Composiciones farmacéuticas

Los vectores de administracién de genes se pueden preparar como una composicién farmacéuticamente aceptable
adecuada para la administracién. En general, dichas composiciones farmacéuticas comprenden una cantidad de un
vector de administracion de genes adecuados para la administracion de un polinucleétido que codifica la proteina
sensible a la luz a una célula del ojo para la expresién de una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina
sensible a la luz, combinada con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente, el vehiculo
farmacéuticamente aceptable es adecuado para la administracion intraocular. Vehiculos farmacéuticamente
aceptables ilustrativos incluyen, pero no se limitan necesariamente a, solucién salina o una solucién salina
tamponada (por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato).

Varios excipientes farmacéuticamente aceptables son bien conocidos en la técnica. Tal como se utiliza en este
documento, "excipiente farmacéuticamente aceptable” incluye cualquier material que, cuando se combina con un
ingrediente activo de una composicion, permite que el ingrediente conserve la actividad biolégica, preferiblemente
sin causar reacciones perjudiciales con el sistema inmune del sujeto o que afecten negativamente a los tejidos que
rodean el sitio de administracién (por ejemplo, dentro del ojo).
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Los vehiculos farmacéuticamente ejemplares incluyen soluciones acuosas o no acuosas estériles, suspensiones, y
emulsiones. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, cualquiera de los excipientes farmacéuticos estandar tales
como solucién salina, solucidon salina tamponada (por ejemplo, soluciéon salina tamponada con fosfato), agua,
emulsiones tales como emulsion de aceite / agua, y diversos tipos de agentes humectantes.

Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, &cido hialurénico, aceites vegetales tales
como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo.

Los vehiculos acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas / acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo
solucion salina y medios tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro sédico, dextrosa de
Ringer, dextrosa y cloruro sédico, Ringer lactato o aceites fijados. Los vehiculos intravenosos pueden incluir
reponedores de fluidos y nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de Ringer), y
similares.

Una composicion de vector de administracion de genes descrito en este documento también se puede liofilizar
usando medios bien conocidos en la técnica, para la posterior reconstituciéon y uso de acuerdo con la invencion.
Cuando el vector es para liberarse sin ser encapsulado en una particula viral (por ejemplo, como polinucleétido
"desnudo"), las formulaciones para la administracion liposémica, y formulaciones que comprenden polinucleétidos
microencapsulados, también pueden ser de interés.

Las composiciones que comprenden excipientes se formulan mediante métodos convencionales bien conocidos
(véase, por ejemplo, Remington Pharmaceutical Sciences, Capitulo 43, 14a ed., Mack Publishing Col, Easton PA
18042, EE.UU.).

En general, las composiciones farmacéuticas se pueden preparar en diversas formas, preferiblemente una forma
compatible con la administracién intraocular. Agentes estabilizantes, agentes humectantes y emulsionantes, sales
para variar la presion osmaética o tampones para asegurar un valor de pH adecuado también pueden estar presentes
opcionalmente en la composicién farmacéutica.

La cantidad de vector de administracion de genes en las formulaciones farmacéuticas puede variar ampliamente, es
decir, de menos de aproximadamente un 0,1%, por lo general en o al menos aproximadamente un 2% hasta un 20%
a 50% o mas en peso, y puede seleccionarse principalmente por volumenes de fluido, viscosidades, etc., de acuerdo
con el modo particular de administracion seleccionado.

La composiciéon farmacéutica puede comprender otros agentes adecuados para la administracion, dichos agentes
puedan tener actividades farmacoldgicas similares o adicionales que la proteina sensible a la luz a liberar (por
ejemplo, ChR1, ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T, hibridos / quimeras ChR1-ChR2, ChD,
ChEF, ChF, ChlEF, NpHR, eNpHR, melanopsina, y variantes de los mismos).

Equipos

También se proporcionan equipos que comprenden diversos materiales para la realizacion de los usos de la
invencién. En un aspecto, el equipo comprende un vector que codifica un polipéptido de una proteina sensible a la
luz (por ejemplo ChR1, ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T, hibridos/ quimeras ChR1-ChR2,
ChD, ChEF, ChF, ChlEF, NpHR, eNpHR, melanopsina y variantes de los mismos), cuyo vector esta adaptado para
la administracion a un sujeto, particularmente en un ojo del sujeto, y adaptado para proporcionar la expresion del
polipéptido sensible a la luz en una célula del ojo, particularmente una célula de mamifero. El equipo puede
comprender el vector en un vial estéril, que puede estar etiquetado para su uso. El vector puede proporcionarse en
una composicion farmacéutica. En un aspecto, el vector estd empaquetado en un virus. El equipo puede comprender
ademas una aguja y/o jeringa adecuada para su uso con el vial o, alternativamente, contener el vector, y cuya aguja
y/o jeringa son preferiblemente estériles. En otro aspecto, el equipo comprende un catéter adecuado para el
suministro de un vector en el 0jo, cuyo catéter puede estar opcionalmente unido a una jeringa para la administracion
del vector. Los equipos pueden comprender mas instrucciones de uso, por ejemplo las instrucciones con respecto a
la via de administracion, la dosis, régimen de dosificacién, punto de administracién y similares.

Dispositivos

Los datos de la Figura 12C demuestran que la administracion de proteinas sensibles a la luz puede funcionar en el
rango de vision normal. En algunos aspectos, para una mayor eficacia, puede utilizarse un dispositivo interno o
externo. En un aspecto, puede utilizarse un dispositivo externo, tal como unas gafas, para la generacién y/o
amplificacion de la luz. En los casos en los que se esta tratando un sujeto que tiene una visién parcial, es decir, el
tratamiento de un sujeto cuyos fotorreceptores estan sélo parcialmente dafiados y se estd administrando una
proteina sensible a la luz, como ChR1, ChR2, VChR1, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T, hibridos/ quimeras
ChR1-ChR2, ChD, ChEF, ChF, ChlEF, NpHR, eNpHR, melanopsina y sus variantes, la estimulacion se puede
ajustar para que los fotorreceptores supervivientes y/o sanos no se saturen con el dispositivo de generacién/
amplificacion de la luz. En diversas realizaciones, la limitacion de la saturacion por el dispositivo de generacion /
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amplificacion de la luz se puede lograr mediante i) estimulacion de manera uniforme, pero protegiendo las células
fotorreceptoras supervivientes o saludables de la luz brillante a través de una proteccion solar parcial de tipo lente de
contacto implantada o externa (tintado sobre los fotorreceptores, claro en el area de transduccion de proteinas
sensibles a la luz); ii) el ajuste de la intensidad de la estimulacién para que coincida con los tipos de células
estimulados; o iii) el ajuste de la estimulacién para que esté cercana a la parte superior del rango dinamico visual.

En un aspecto, se implanta un dispositivo que genera luz interna.

En otro aspecto, se implanta una éptica de proteccidon o una barrera de tipo lente de contacto, ya sea en conjunto o
independiente del dispositivo. Tal éptica o lente de contacto protege los fotorreceptores de la estimulacion de la luz.
La lente puede estar tintada sobre los fotorreceptores, y ser clara sobre el area de transducciéon de proteinas
sensibles a la luz.

En algunos aspectos se utiliza un dispositivo externo o gafas montadas en la cabeza. En ciertos casos en los que el
elemento sensible a la luz no se activa en la medida deseada mediante la luz natural o ambiente, se proporciona un
sistema de un produccién de luz o fuente de generacion adicional, tal como un sistema de disposicion de LED/ laser.
En ciertas realizaciones las gafas externas pueden incluir adicionalmente una camara y una unidad de
procesamiento de imagenes para el filtrado, mejora, procesamiento y resolucion de las imagenes presentadas. La
Figura 13 representa un dispositivo de tipo gafas con un elemento de produccién de luz asociado (sistema de
disposicion de LED/ laser) que pueden activar la expresion de las proteinas sensibles a la luz.

Un ejemplo de sistema de camaras comprenderia al menos tres componentes principales: 1) una pequefia camara
incorporada en las gafas, 2) una unidad de procesamiento de imagenes, y 3) un sistema de suministro de luz que
incluye uno o ambos, LED o un sistema laser. La camara o bien podria ser una camara de lente Unica o un sistema
de camara dual que potencialmente podria proporcionar informacion de la profundidad e imagen binocular. La
camara puede capturar tanto luz visible como infrarroja. La camara puede ser adaptable a diversas condiciones de
iluminacion o puede ser fija. La unidad de procesamiento de imagen (IPU) puede proporcionar cualquier nimero de
transformaciones de sefal incluyendo la amplificacion, aumento o disminucién de contraste, estructura del
movimiento, realce de bordes o filtrado temporal (es decir, la integracién). Ademas, podrian emplearse algoritmos de
prominencia de forma que se mejoren sdlo ciertos objetos dentro del campo de visién (por ejemplo, los coches en
movimiento, entradas por puertas) y los objetos menos importantes (por ejemplo, las nubes), se filtren. El sistema de
disposicién de iluminacion LED y/ o laser podria contener una matriz de LED de alta densidad o un sistema de laser
de escaneo que consista en uno (1) o mas laseres. La posicion de las luces podria fijarse o ser movil. Por ejemplo, la
orientacion de las luces con respecto al ojo podria moverse en funcién de los movimientos del ojo, utilizando un
dispositivo de seguimiento del movimiento del ojo como dato de entrada. Esto se representa en la Figura 13.

En otro ejemplo, un dispositivo de intensificacion de imagen, como los proporcionados por Telesensory (http:/
www.telesensory.com), puede combinarse con un dispositivo de exploracion de la retina (RSD) como el desarrollado
por Microvision (http://www.microvision.com/milprod.html), para proporcionar un aparato que se lleva en la cabeza
capaz de generar una imagen brillante, intensificada directamente a la retina de un paciente con problemas de
vision. Brevemente, un RSD proyecta imagenes en la retina de tal manera que un individuo puede ver una imagen
mas grande, con movimiento completo sin necesidad de pantallas o monitores adicionales. Por lo tanto, mediante la
proyeccion de una imagen intensificada directamente sobre la retina de un individuo con problemas de vision, es
posible mejorar la visidén en los que se consideran ciegos o casi ciegos.

Aunque aqui se han mostrado y descrito algunas realizaciones de la presente invencion, serd obvio para los
expertos en la técnica que tales realizaciones se proporcionan solo a modo de ejemplo.

Ejemplos

Ejemplo 1: métodos de inyeccién

Todos los procedimientos en animales se realizaron de acuerdo con la declaraciéon para el uso de animales en
investigacion oftalmica y de vision de la Asociacion de Investigacion en Visiéon y Oftalmologia y las directrices del
Comité Institucional de Cuidado y Utilizacién de Animales de la Universidad de Florida.

Para las inyecciones intravitreales, los ratones se anestesiaron con quetamina (72 mg/ kg)/ xilazina (4 mg/ kg)
mediante inyeccion intraperitoneal. Después de la anestesia, se utilizé una jeringa Hamilton equipada con una aguja
biselada de calibre 33. La aguja se paso a través de la esclerétida, en el ecuador junto al limbo, hacia la cavidad
vitrea. La inyeccién se realizdé con observacion directa de la aguja en el centro de la cavidad vitrea. El volumen total
administrado fue de 1,5 ul, que contenia diferentes concentraciones de los vectores AAV probados.

Para las inyecciones subretinianas, una hora antes de la anestesia, los ojos de los ratones se dilataron con gotas
oculares de atropina al 1%, seguido por la administracion tépica de fenilefrina al 2,5%. Los ratones se anestesiaron
con quetamina (72 mg/ kg) / xilazina (4 mg/ kg) por inyeccion intraperitoneal y se hizo una abertura dentro de la
pupila a través de la cérnea con una aguja desechable de calibre 30 1/2 y se introdujo una aguja roma sin bisel de
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calibre 33 en una jeringa Hamilton a través de la apertura de la cérnea hacia el espacio subretiniano y se
administraron 1,5 ul de AAV.

Los titulos tipicos de los vectores AAV eran de entre 1,3 x 10" y 3,0 x 10",
Para fines ilustrativos:

Ejemplo 2: Cribado de serotipos de AAV 1, 2, 5, 7, 8 y 9 para la transduccion de células de la retina bipolares

Se llevo a cabo un cribado de los vectores virales conocidos y caracterizados para la transduccién 6ptima de células
bipolares de la retina. Los AAV serotipos 1, 2, 5, 7, 8 y 9 con proteina verde fluorescente (GFP) se inyectaron por via
subretinal individualmente en ratones RD1 de 4 semanas de edad. Los ratones RD1 homocigotos son portadores de
una mutacién RD1 y la degeneracion de los fotorreceptores de bastdon en estos ratones comienza alrededor del dia
postnatal (P)10 y es casi completa en P21. La GFP se situd bajo el control del promotor fuerte no especifico de tipo
celular CBA (fusion del potenciador temprano inmediato de CMV y el promotor de -actina bovina mas la uniéon del
exon 1y el intron 1). Un mes mas tarde, se analiz6 en los ratones la expresion de GFP. El doble marcaje con el
anticuerpo PKCa de los ratones inyectados con AAV7 demostrd que las células transducidas eran probablemente
fotorreceptores residuales (sin segmento externo) en lugar de células bipolares. Las inyecciones subretinales con
AAV7 se realizaron entonces en ratones de 8 semanas de edad, en los que hay menos posibilidad de
fotorreceptores residuales. Se encontré que AAV7 era muy efectivo en la transduccién de las células bipolares de la
retina, dando lugar a la expresion de GFP en al menos un 75% de todas las células bipolares tras una sola inyeccion
(Figura 9). Estas imagenes se obtuvieron 16 semanas después de la inyeccion, lo que ademas demuestra que la
expresion de GFP utilizando un mecanismo de entrega con AAV7 es estable durante al menos 4 meses. El AA7 es
un serotipo que puede utilizarse para transducir células bipolares de una manera eficaz y estable.

Ejemplo 3: Transduccién de células de la retina bipolares con los serotipos AAV5, AAV2 Mutante Y444F y AAV8
Mutante Y733F

Como se muestra en la Figura 10, a los ratones se les inyectd por via subretinal (ojo derecho) y por via intravitrea
(ojo izquierdo) 1,5 ul de virus adenoasociados (AAV) de diferentes serotipos. Los serotipos probados incluyeron
AAV2, AAV5 y AAVS, todos los cuales son serotipos tradicionales de tipo salvaje. Ademas, también los serotipos
mutados con una Unica tirosina a fenilalanina AAV2 mutante Y444F y AAV8 mutante Y733F, en los que 444 y 733
indican la localizacion de la mutacion puntual de la tirosina de la capside viral, respectivamente. El virus contenia la
construccion de DNA auto-complementaria GRM6-ChR2-GFP, en la que GRM6 es la secuencia reguladora 6 del
receptor de glutamato metabotropico que conduce la expresion celular especifica en células bipolares ON
(incluyendo las bipolares de bastén), ChR2 es el gen de la proteina sensible a la luz terapéutica y GFP es el gen
marcador.

Las imagenes de la Figura 10 muestran la expresion general de GFP (gen marcador). Esta expresion se muestra
como blanco en las imagenes en blanco y negro. Esto es indicativo de que la expresién general de ChR2 como el
complejo ChR2-GFP es una proteina fusionada. Tenga en cuenta los rizos de la expresion de GFP en el INL, que
muestran que la expresion del complejo de proteinas ChR2-GFP esta unida a la membrana. Estos datos muestran
que la administracion de la construccién con un virus adenoasociado da lugar a una expresion robusta de ChR2-
GFP en los 3 modelos de ceguera del ratén (RD1, rd16, y rho -/-). Esto se llevé a cabo con 3 serotipos diferentes
utilizando una inyeccién subretinal (columna 1). Cuando se utilizé un serotipo mutante de tirosina a fenilalanina, fue
posible obtener una buena expresion en las células bipolares (INL) utilizando tanto una inyeccién subretinal como
intravitrea. Sin embargo, los serotipos de tipo salvaje requieren una inyeccion subretinal para obtener transduccion
razonable de las células bipolares; las inyecciones intravitreas utilizando serotipos de tipo salvaje no transducen
eficazmente las células bipolares (columna 2).

Con fines ilustrativos:

Ejemplo 4: Creacion de AAV7-GRM6-ChR2 para establecer sensibilidad a la luz en las células bipolares ON de la
retina

mGIuR6 es un receptor del glutamato metabotrépico acoplada a proteina G, que en la retina se expresa
especificamente en células bipolares ON (Tian 2006). Se realizé6 una construccion del virus adenoasociado de
serotipo 7 (AAV7), un fragmento de la secuencia génica reguladora mGIuR6 (presentada en la Figura 6), GRM6 y la
canalrodopsina-2, ChR2 para formar la construccion AAV7-GRM6-ChR2. Se clond el cDNA que codifica ChR2 con
eGFP aguas abajo (es decir, a 3') del fragmento de secuencia reguladora mGIuR6 con el promotor minimo SV40. No
se utilizé IRES; ChR2 y GFP se fusionaron. Esta construccion de vector viral, una vez administrado mediante un
mecanismo de entrega viral, y expresado, puede establecer la fotosensibilidad en la retina en las células bipolares
con alta resolucién espacial y temporal. Este método puede restaurar la capacidad de respuesta de la retina a la
informacioén éptica, utilizando la clase ChR2 de moléculas activadas por la luz para sensibilizar directamente las
neuronas retinales a la luz.
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Ejemplo 5: Creacion de AAV8 mutante Y733F-GRM6-ChR2 y AAV8 mutante Y446F-CBA-ChR2 para establecer

sensibilidad en las células bipolares ON de la retina.

El uso de una versién mutada de la tirosina-AAV8 (en la ubicacién 733), bajo el control del promotor especifico de
célula bipolar GRM6, en la configuraciéon auto-complementaria, fue posible restaurar la eficacia del comportamiento
visual en ratones RD1, como se representa en Figuras 11y 12. La figura 11 representa el analisis de la expresion de
EGFP en las secciones congeladas de la retina mediante inmunohistoquimica 1 mes después de las inyecciones
subretinianas con los vectores de tirosina mutante de AAV. Ejemplos de secciones que representan la propagacion y
la intensidad de fluorescencia de EGFP en toda la retina después de la transduccién con el serotipo 2 Y444 (a) o
serotipo 8 Y733 (b). Las imagenes estan orientadas con el vitreo hacia la parte inferior y la capa de fotorreceptores
hacia la parte superior. Fluorescencia EGFP en los fotorreceptores, células del RPE y ganglionares de ojos de raton
inyectado subretinalmente con el serotipo 2 Y444 (c) fluorescencia EGFP en fotorreceptores, células RPE y de
Muller después de la administraciéon de serotipo 8 Y733 (d) Deteccion de procesos en células de Miiller (rojo) por
inmunotincién con un anticuerpo de glutamina-sintetasa (GS) (e) imagen fusionada que muestra la colocalizacién de
fluorescencia EGFP (verde) y la tincion GS (rojo) en las secciones de la retina de los ojos tratados con serotipo 8
Y733 (f) Barra de Calibracién 100 puM. gcl, capa de células ganglionares; ipl, capa plexiforme interna; inl, capa
nuclear interna; onl, nuclear externa; os, segmento externo; rpe, epitelio pigmentario de la retina.

El uso de una version mutada de la tirosina-AAV8 (en la ubicacion 446), bajo el control del promotor no especifico de
células CBA (fusion del potenciador inmediato temprano de CMV y el promotor de B-actina bovino mas la unién de
intron1-exon1, y ChR2), en la configuracion autocomplementaria, la mayoria o todas las células bipolares pueden
ser localizadas y la funcién visual se restaura como se muestra en la Figura 12.

Ejemplo 6: Creaciéon de AAV5-CBA-ChR2 para establecer sensibilidad en las células bipolares ON de la retina.

Usando el AAV5, con el promotor no especifico de células CBA (fusion del potenciador inmediato temprano de CMV
y el promotor de B-actina bovino mas la union de intron1-exon1, y ChR2), en la configuracién autocomplementaria,
todas las células bipolares puede ser localizadas y el comportamiento de la funcién visual se restaura (Figura 12).
Los ratones tratados fueron inyectados subretinalmente (ojo derecho) y por via intravitrea (ojo izquierdo) con 1,5 pl
de virus adenoasociados (AAV) de diferentes serotipos. Los serotipos probados incluyen AAV2, AAV5 y AAV7, todos
los cuales son serotipos tradicionales de tipo salvaje. Ademas, los Unicos serotipos con la tirosina mutada a
fenilalanina fueron AAV2 Y444F mutante y AAV8 Y733F mutante, donde 444 y 733 indican la localizacién de la
mutacién puntual de la tirosina de la capside viral, respectivamente. El virus contenia el DNA autocomplementario de
la construccién GRM6-ChR2-GFP, donde GRM6 es la secuencia reguladora que dirige la expresion especifica de la
célula en las células bipolares ON (incluyendo bastones bipolares), ChR2 es el gen de la proteina sensible a la luz
terapéutica, y GFP es el gen marcador.

Estos ratones fueron entrenados en el laberinto de agua Figura 12A durante 14 dias (7 dias para los ratones de tipo
salvaje) y se registro el tiempo para encontrar el objetivo (una plataforma negra con un fuente de luz LED de 4x6).
La figura 12B muestra el promedio de tiempo que tardaron los ratones tratados, los ratones de tipo salvaje y los
ratones sin tratar en encontrar el objetivo, como una funcién de la sesién de entrenamiento. Tanto los grupos
tratados y los no tratados contenian muestras de los grupos rd1, rd16 y rho - / - (diferentes modelos de ceguera en
ratdon que tienen diferentes tipos de mutaciones genéticas que conducen a la enfermedad de los fotorreceptores).
Estos datos demuestran que los ratones tratados con ChR2 son capaces de aprender una tarea de comportamiento
mediante el uso de la informacion visual, lo que sugiere que una proteina sensible a la luz tal como ChR2 tiene la
capacidad de restaurar por lo menos alguna funcién visual.

El rendimiento de los animales en la tarea se evaltio entonces con diferentes niveles de luz. La Figura 12C muestra
el promedio de tiempo que tardaron los ratones rd1, rd16 y rho - / - tratados, inyectados con placebo (los ratones
inyectados con placebo representan un promedio de rd1, rd16 y rho - / - sin tratar), y ratones de tipo salvaje para
encontrar el objetivo, como una funcién de la intensidad de la luz. Estos datos muestran que los ratones tratados
pueden realizar la tarea en multiples niveles de luz y su rendimiento depende de la cantidad de luz presentada.
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REIVINDICACIONES

1. Un acido nucleico recombinante que comprende un acido nucleico que codifica una proteina sensible a la luz
unido operativamente a un fragmento de una secuencia reguladora del receptor de glutamato metabotrépico 6
(mGIuR6), en el que el fragmento comprende la secuencia de la Figura 6 o una secuencia que es al menos un 80%
idéntica a la secuencia de la Figura 6, en el que el fragmento es de menos de 2.000 pares de bases, y en el que el
acido nucleico se encapsida dentro de un virus adenoasociado recombinante (AAV) de serotipo AAV2 que
comprende una proteina de la capside Y444F mutado o encapsidado dentro de una AAV recombinante de serotipo
AAV8 que comprende una proteina de la capside Y733F mutado y en el que el acido nucleico es capaz de ser
expresado especificamente en una célula bipolar de la retina.

2. El &cido nucleico de la reivindicacion 1, en donde la proteina sensible a la luz se selecciona de entre el grupo que
consiste en ChRI, ChR2, VChRI, ChR2 C128A, ChR2 C128S, ChR2 C128T, hibridos / quimeras ChR1-ChR2, ChD,
ChEF, ChF, ChlEF, NpHR, eNpHR y melanopsina.

3. El 4cido nucleico de la reivindicacion 1 en donde la proteina sensible a la luz es ChR2 o una proteina sensible a la
luz que es al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90% o al menos un 95% idéntica a ChR2.

4. El acido nucleico de la reivindicacion 1 en el que el fragmento comprende menos de 1.000 pares de bases, menos
de 750 pares de bases, menos de 500 pares de bases o menos de 250 pares de bases.

5. Un AAV que comprende el acido nucleico recombinante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4
encapsidado como se define en las reivindicaciones 1-4 para su uso en un método de tratamiento de un sujeto que
sufre de una enfermedad o trastorno del ojo, comprendiendo dicho método introducir dicho AAV en un ojo afectado.

6. El AAV para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5 en el que la enfermedad o trastorno esta provocada por la
degeneracion de las células fotorreceptoras.

7. El AAV para su uso segun la reivindicacion 5 en el que el fragmento de secuencia reguladora mGIuR6 esta
representado por la secuencia en la Figura 6.

8. El AAV para su uso segun la reivindicacion 5 en el que el AAV se introduce mediante inyeccion intravitrea,
inyeccion subretiniana y / o desprendimiento de ILM.

9. El AAV para uso de acuerdo con la reivindicacién 5 en el que el AAV se introduce en una célula bipolar de la
retina.

10. EI AAV para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el método comprende ademas utilizar un
dispositivo de generacion de luz externa al ojo.

11. EI AAV que comprende el acido nucleico recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 encapsidads
como se define en las reivindicaciones 1-4 para su utilizacion en terapia.
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gccggacatc
cgaactggtg
actgggaggc
gggtctgctg
aatcggcece
cagctttggac
ggccaagaag
gggcatagggt
gggcggcgcec
gcaggctatg
cteecgecatg
coCcyggeggce
gcagecoecgge
tggcggcage
cgagctggac
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actacgctte gotgtaataa

tgagcttgag
ctggcagtgg
ceggtogoga
ttccaaacct
cagtgcttct
aacattotge
cagacctgga
aagttcatca
ggcaacaaga
atccatctga
ctggtgtcag
gtcogtgtea
gccaaggtet
cgctaccttg
ggcocecgagg
gaccttgeet
gagcacatece
gagatggagg
gcaaagtacg
ttcgagacce
gccggeggea
gcocggoatgg
tccatggtag
cococgogotgyg
tgcgacttcg
ccocogoctca
atgcgggact
goccggcatca
atgggcatga
atgggcatgg
tccatgagcg
cocggecatgt
agcgecggeg
cgcgtgggca
atcagcecetg
gaggccogaga
gagtaa

cacaccgetg
cgcotggegac
ctcaggatgg
catacactet
gottggettyg
agtggattac
agtctacttyg
tcgagtattt
cecgtgtgget
gcaaccttac
atatcggcac
ttttettect
acattgaggc
cotggoteta
gctttggoca
ceaagaacge
tgctgtacgg
tggagaccat
ccaaccgoga
gcgoctegot
agcoecggaat
gcatggegac
actttttocog
gcgoggagaa
tcctcatgca
agatgggogg
tgatcgaggg
accagcaggc
tgggcggtat
gcatggcecoc
gtgcegtgat
cgccoceatgat
gegecatgeoa
ccaacccget
gecatggcgac
tgctgcagea
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tagcagegec

agccccgatyg
cggcagcgca
cccegactac
tgagaacaat
gcttaaatee
ttttgegett
cggetgogag
ccatgagttt
tcgttacgeg
gggtctggeg
gategtgtgg
gatgggeetg
gtaccacacc
cttotgttea
catcaaccaa
ttggagtatg
cgacatcege
ggtgcacgag
ctcgttcate
ggacggogac
ggagatgggc
catcgattcg
cgagcagttc
caccctoecag
ccccgagttco
gcagcgcogeo
ttcgggegtt
gctggtggeg
gggtatggge
cagcatgaac
gggcatgggc
gactcagcag
ggccatgggt
gtttggetct
gecgeeegee
gctgatgage

acaagtagtyg

tcgeggagygce
ggagocctoga
gttttecace
ggttctgtta
aacggaacaa
tcagcgctet
gagatttacyg
gacgaacctyg
gagtggeotgco
aacgactata
ggcaccacgyg
tgotacggea
gtgccecaagg
tgggctatgt
ttcaactctyg
atgggtcact
aagaagcaga
gaggacgacg
atcatgcgeg
cogaacggog
aagatgaccg
ggccgogtea
gcgocggetge
ctggtgrage
ctgcgogacc
gcggcctteg
gacggctage
ctgatcaace
atgggcggeg
gocggeatga
atgggeoatgo
ccecageatga
gagcgtcatge
gogocctote
goccacogeeg
gagatcaacc

tcgoccaaaca
catggcecttet
ctggcagtga
gtgcccacga
tttgcatecee
atgccgagaa
goctgatgtt
tggeocacgat
cggtgatcta
tgacctgecce
acaagcgtac
ccgegetgte
tctacacatt
geatttgeoog
tcecocggtget
ccatogecca
ttectgegtgt
aggtcaacgt
agacgcagaa
accgeoctcaa
acgcogaggc
gcatgggeat
tococtogoogt
ccgtgococta
aggcgcagtc
gcagtcccac
gctgggeggce
tggagggccc
gcatgcagca
gcatgggtat
ctggcggcat
agcccatgca
tgagtcagec
cocagooocoge
cgctgagecte
caccegcecge
goctgaagaa



ChR2

1 gcatctgteg

Bl
121
181
241
301
Jel
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
13z1
1381
1441
1501
156l
1621
1681
1741
1801
1861

1921

1981
2041
2101
2161
2221

cgcgagctgco
gaccagtgtt
tcgaacgtge
taccaaacat
gtcaaggtga
acaggccacc
ctcattcace
ctgcttgtgt
tacgtcaaag
gctgocaagg
gtgactggca
ctoggococog
attgacctga
cacgagecata
actgagattg
ggcaccggea
aagggcattg
gocagggetg
ggcatgaacg
ctcactecge
gacttcttec
ggcgetgacsa
gtgttgattc
cgcggcgcgg
ctgategagt
ctgcoggece
atgcagcaga
ggcatgaacy
ggcatgggcea
aacaacatgg
ggtatgggotyg
gocgoocggcg
atgaacggcg
tcgecageteg
atgggaggca
gogggoggcea
aagcgogagce
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craagcaago
tatttgtaac
actgegegag
tgcaatgget
ggaagtcaac
ttetegagtt
gogtcocagtyg
tgtcaaacct
ctgatattygg
tcatctteott
cctacatcga
tggottgget
agggcttegg
tgtcgaagaa
tccteoateca
aggtcgagac
agtacgcctc
acgtgcgogeo
ccatgatgat
gaatgggcgg
agctacagee
gcgagcagtt
acacactggc
accoogagtt
gecageogtgt
cegtaaacet
acatcgttge
ttggcatgat
gcatgggegg
acggcatggg
goggcaacgyg
geteocatgaa
gratgggcag
gocogectggg
gtgcecgagygce
tgggtggaat
acgeggagygc
ttggegagta

attaaacatg
gaacccagta
ctggattgag
tgotgctgge
ctgcggotgg
cttcttcgag
gttgogttac
gacgggcottyg
cacaattgtg
ctgcoctgagt
gggttaccac
cttcttegta
cgtcotgage
ctgctggggt
cggocgacatt
gctggtggag
ccgogagtec
ctctotggac
gatgaacggc
tatgaacgag
cggoecgegte
tgctcageta
gctggttacyg
coctgogoegac
ggctgogtte
ggacggcotgg
cctggtggec
gaccggeggo
cggcaacggc
cggcaatggc
aatggccggc
cggcatgage
catgatgaac
taccaacccg
aggcatgggc
ggggggcatyg
ggagatgctg
a
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gattatggag
gtcgtcaatg
togogtggea
ttctccatec
gaggagatct
tttaagaacc
gocogagtgge
tccaacgact
tggggcgeca
ctgtgttatyg
accgtgeccga
tcatggggta
gtgtacgget
ctgctcagee
cgcaagacca
gacgaggccg
ttcctggtca
aacagcaagg
aatggratgg
atggctaggeg
atcctggegg
tcggtgacgt
caggocgcaga
cgctoctagea
ggctgggege
ctggagggec
aagatgcagce
atgaacggca
atgaacaaca
atgaacggaa
aacggaatgg
tccgoogtgg
ggcggcatgg
ctcttcaacg
agcatgggag
ggcggegecg
cagaatctca

gogeoectgag
gototgtact
caaacggtge
tactgcttat
atgtgtgcgc
cgtoccatget
ttoctcacctyg
acagcaggcg
cttococgocat
gtgctaacac
agggeoggtyg
tgttcccecat
ccaccgtogg
actacctgeg
ccaaattgaa
aggctggege
tgogogacaa
aggtggagca
atatgggaat
gcgocaageo
tgoocggacat
acgagciggt
acctgggogyg
ccagcatoct
agctggggec
cctegttegg
agatgcgcaa
tgggcggcgg
tgggcaacgg
tgggtggegg
gcggcggeat
tggccaacgt
ctgogeeoeoca
ccgogococto
gcatgggogg
gcgoogocac
tgaacgagat

tgcocgttggg
tgtgcctgag
ccaaacggcg
gttttacgcce
tatcgagatg
gtatctagce
cccocggtcatt
caccatgggt
ggccaccgga
gttctttcac
tegocaggtg
cctgttcatc
ccacaccatc
cgtgotgate
cattggtggc
ggtcaacaag
gatgaaggag
ggagcaggcc
gggaatgaac
cggcotggag
cagcatggtt
gecggoccoctg
cgtggacttt
gagcogoctyg
catgegtgac
acagggcate
gatgcagcag
tatgggegge
catgggegge
caacggcatg
gggcggcraac
gacgcoctoe
gtegooogyc
accgctcage
aatgagcgga
gacgcaggcet
caatcgectg
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Halorodopsina (NpHR)

ATGACTGAGACCCTCCCACCCGTGACTGAAAGCGCCGTCGCTCTGCAAGCAGAGGTTACCCAGCGGGAG
CTGTTCGAGTTCGTCCTCAACGACCCCCTCCTGGCTTCTAGCCTCTACATCAACATGCTCTGGCAGGCCTG
TCTATACTGCTGTTCGTCTTCATGACCAGGGGACTCGATGACCCTAGGGCTAAACTGATTGCAGTGAGCA
CAATTCTGGTTCCCGTGGTCTCTATCGCTTCCTACACTGGCTGGCATCTGGTCTCACAATCAGTGTCCTGG
AAATGCCAGCTGGCCACTTTGCCGAAGGGAGTTCTGTCATGCTGGGAGGCGAAGAGGTCGATGGGGTTG
TCACAATGTGGGOTCGCTACCCACCTGGGCTCTCAGTACCCCCATGATCCTGCTGGCACTCGGACTCCTG
GOCGGAAGTAACGUCACCAAACTCTTCACTGCTATTACATTCGATATCGCCATGTGCGTGACCGGGCTOCG
CAGCTCCCTCACCACCAGCAGCCATCTGATGAGATGGTTTITGGTATGCCATCTCTTGTGCCTGCTTTCTGG
TGGTGCTGTATATCCTGCTGGTGGAGTGGGCTCAGGATGCCAAGGCTGCAGGGACAGCGACATGTTTAA
TACACTGAAGCTGCTCACTOGTGGTGATGTGGCTGGGTTACCCTATCGTTTGGGCACTCGGCOGTGOGAGGGA
ATCGCAGTTCTGCCTGTTGGTGTGACAAGCTGGGGCTACTCCTCCTGGACATTGTGGCOCAAGTATATTIT
TGCCTTTCTGCTGCTGAATTATCTGACTTCCAATGAGTCCGTGGTGTCCGGCTCCATACTGGACGTGCCAT
CCGCCAGUGGCACACCTGCOGATGCTGA

Figura 3
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Melanopsina

GAGGATCCGCCACCATGAACCCTCCTTCGGGCCCTAGAGTCCTGCCCAGC
CCAACCCAAGAGCCCAGCTGCATGGCCACCCCAGCACCACCCAGCTGGTGGGACAGCTCC
CAGAGCAGCATCTCCAGCCTGGGCCGGCTTCCATCCATCAGTCCCACAGCACCTGGGACT
TGGGCTGCTGCCTGGGTCCCCCTCCCCACGGTTGATGTTCCAGACCATGCCCACTATACC
CTGGGCACAGTGATCTTGCTGGTGGGACTCACGGGCATGCTTGGCAACCTGACGGTCATC
TATACCTTCTGCAGGAGCAGAAGCCTCCGGACACCTGCCAACATGTTCATTATCAACCTC
GOGGTCAGCGACTTCCTCATGAGTTTCACCCAGGCCCCTGTCTTCTTCACCAGTAGCCTC
TATAAGCAGTGGCTCTTTGGGGAGACAGGCTGCGAGTTCTATGCCTTCTGTGGAGCTCTC
TTTGGCATTTCCTCCATGATCACCCTGACGGCCATCGCCCTGGACCGCTACCTGGTAATC
ACACGOCCGCTGGCCACCTTTGGTGTGGUGTCCAAGAGGCGTGCGGCATTTGTCCTGCTG
GGCGTTTGGCTCTATGCGCTAGCTTGGAGTCTGCCACCCTTCTTCGGCTGGAGCGCCTAC
GTGCCCGAGGGGTTGCTGACATCCTGCTCCTGGGACTACATGAGCTTCACGCCGGCCGTG
CGTGCCTACACCATGCTTCTCTGCTGCTTCGTGTICTTCCTCCCTITATTAATTATCATC
TACTGCTACATCTTCATCTTCAGGGCCATCCGGGAGACAGGACGGGCTCTCCAGACCTTC
GGOGGCCTGCAAGGGCAATGGCGAGTCCCTGTGGCAGCGGCAGCGGCTGCAGAGCGAGTGC
AAGATGGCCAAGATCATGCTGCTGGTCATCCTCCTCTTCGTGCTCTCCTGGGCTCCCTAT
TCCGCTGTGGCCCTGGTGGCCTTTGCTGGGTACGCACACGTCCTGACACCCTACATGAGC
TCGGTGCCAGCCGTCATCGCCAAGGCCTCTGCAATCCACAACCCCATCATTTACGCCATC
ACCCACCCCAAGTACAGGGTGGCCATTGCCCAGCACCTGCCCTGCCTAGGTGTGCTGCTG
GGTGTATCACGCCGGCACAGTCGCCCCTACCCCAGCTACCGCTCCACCCACCGCTCCACG
CTGACCAGCCACACCTCCAACCTCAGCTGGATCTCCATACGGAGGCGCCAGGAGTCCCTG
GGCTCGGAGAGTGAGGTGGGCTGGACACACATGGAGGCAGCAGCTGTGTGGGGAGCTGCC
CAGCAAGCAAATGGGCGGTCCCTCTACGGTCAGGGTCTGGAGGACTTGGAAGCCAAGGCA
CCCCCCAGACCCCAGGGACACGAAGCAGAGACTCCAGGGAAGACCAAGGGGCTGATCCCC
AGCCAGGACCCGCGGATGGGCGGCGGUGACTACAAGGACGATGATGACAAGTAATAAGAA
TTCAG

Figura 4
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ChR2 (secuencia optimizada al codén de mamifero fusionada con GFP)

5 -
ATGGACTATGGCGGCGCTTTGTCTGCCGTOGGACGCGAACTTTTGTTCGTTACTAATCCTGTGGTGGTGA
ACGGGTCCGTCCTGGTCOCTGAGGATCAATGTTACTGTGCCGGATGGATTGAATCTCGCGGCACGAACG
GCGCTCAGACCGCGTCAAATGTCCTGCAGTGGCTTGCAGCAGGATTCAGCATTTTGCTGCTGATGTTCTA
TGCCTACCAAACCTGGAAATCTACATGCOGCTGGOAGGAGATCTATGTGTGCGUCATTGAAATGGTTAA
GOTGATTCTCGAGTTCTTTITTGAGTTTAAGAATCCCTCTATGCTCTACCTTGUCCACAGGACACCGGGTGC
AGTGGCTGCGCTATGCAGAGTGGCTGCTCACTTGTCCTGTCATCCTTATCCACCTGAGCAACCTCACCGG
CCTGAGCAACGACTACAGCAGGAGAACCATGGGACTCCTTGTCTCAGACATCGGGACTATCGTGTGGGG
GGCTACCAGCGCCATGGCAACCGGCTATGTTAAAGTCATCTTCTTITTGTCTTGGATTGTGCTATGGCGCG
AACACATTTTTTCACGCCGCCAAAGCATATATCGAGGGTTATCATACTGTGCCAAAGGGTCGGTGCCGCC
AGGTCGTOACCGGCATGGCATGGCTGTITTTCGTGAGCTGGGGTATGTTCCCAATTCTCTTCATTTTGGG
GCCCGAAGGTTTTGGCGTCCTGAGCGTCTATGGCTCCACCGTAGGTCACACGATTATTGATCTGATGAGT
AAAAATTGTTGGGGGTTGTTGGGACACTACCTGCGCGTCCTGATCCACGAGCACATATTGATTCACGGA
GATATCCGCAAAACCACCAAACTGAACATCGGCGGAACGOGAGATCGAGGTCGAGACTCTCGTCGAAGA
CGAAGCCGAGGOCGGAGCCGTGCCAGCGGCACCGGTAGTAGCAGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCA
CCGGGGTGGTGCCCATCCTGOTCGAGCTGGACGGCOACGTAAACGGUCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCG
AGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATTTGCACCACCGGCAAGCTGCCCG
TGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACAT
GAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGUGCACCATCTTCTTCAA
GGACGACGGCAACTACAAGACCCGOGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCG
AGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGECACAAGCTGGAGTACAACTACAAC
AGCCACAACGTCTATATCATOGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCAC
AACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCC
GTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGOCCTGAGCAAAGACCOCAACGAGAAGCGC
GATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAG
TAA -3

Figura 5
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GRMb
S ATCTCCAGATGGCTAAACTTTTAAATCATGAATGAAGTAGATATTACCAAATTGCTTTTTCAGCATCCAT

TTAGATAATCATGTTTTTTGCCTTTAATCTGTTAATGTAGTGAATTACAGAAATACATTTCCTAAATCATTA
CATCCCCCAAATCGTTAATCTGCTAAAGTACATCTCTGGCTCAAACAAGACTGGTTG-3"

Figura 6
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smCBA

AATTCGGTACCCTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTC
CGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGUCCATTGACGTCA
ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTAC
GGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCOCCTATTGACGTCAATGA
COGGTAAATGGCCOGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATC
TACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTCGAGGTGAGCCCCACGTTTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCC
COCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTATTTITTTAATTATTTITGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGGG
GGGGGGGCGCGCGCCAGGUGGHGUGGGGCGGGLCGAGOGGLGGGEGCGGGGUGAGGUGGAGAGGTGCG
GCGGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGOGGCGGCGGOGGCCC
TATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGOGLGGOAGTCGCTGUCACGCTGCCTTCGLCCCGTGUCCCGCTCCGE
CGCCGCCTCGOGCCGCCCGUCCCOGCTCTGACTGACCGUGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGOGGGACGG
CCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATTAGCGCTTGGTTTAATGACGGCTTGTTTCTTITTCTGTGGCTGOCGTGAAA
GOCTTGAGGGGCTCCGGGAGCTAGAGCCTCTGCTAACCATGTTCATGCCTTCTTCTTTTTCCTACAGCTCC
TGGGCAACGTGCTGGTTATTGTGCTGTCTCAT CATTTTGGCAAAG

Figura 7
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Figura 8

30



ES 2 538 468 T3

AAVT-CRA-GFP PKCe Tincion DAPI fusion

20K

A0X

Figura 9
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Inyeccion subretinal Inyeccion intravitrea

rd1 (AAVS tipo salvaje)

tho -/- (AAV2 mutante t444)

rd16 (AAV8 mutante t733)

Figura 10
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Figura 11
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»- s rd1
45;_ . # & rd16
40 i * Tratado rho -/-
I — Sintratar — Inyectado placebo
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camara Unidad de procesamiento de imagen

Imagen

Retina que expresa
elemento sensible a la luz

Sistema de matriz de LED/laser

Figura 13
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