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DESCRIPCIÓN 
 

Oligonucleótidos antisentido para el tratamiento de amaurosis congénita de Leber 
 
CAMPO DE LA INVENCIÓN  5 
 
[0001] La presente invención se refiere a los campos de la medicina y la inmunología. En particular, se refiere 
a oligonucleótidos antisentido nuevos que se pueden utilizar en el tratamiento, prevención y/o retraso de la 
amaurosis congénita de Leber.  
 10 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN  
 
[0002] La amaurosis congénita de Leber (LCA) es la forma más severa de distrofia retinal hereditaria, con una 
aparición de síntomas de la enfermedad en los primeros años de vida (Leber, T., 1869) y una prevalencia 
estimada de aproximadamente 1 en 50 000 a nivel mundial (Koenekoop et al, 2007; Stone, 2007). 15 
Genéticamente, LCA es una enfermedad heterogénea, con quince genes identificados hasta la fecha donde 
las mutaciones son causantes de la LCA (den Hollander et al, 2008; Estrada-Cuzcano et al, 2011). El gen de 
la LCA más frecuentemente mutado es CEP290, contando con ~15% de todos casos (Stone, 2007; den 
Hollander, 2008; den Hollander, 2006; Perrault et al, 2007). Se han proporcionado mutaciones severas en 
CEP290 para causar un espectro de enfermedades sistémicas que, además de distrofia retinal, se 20 
caracteriza por defectos cerebrales, malformaciones renales, polidactilia y/o obesidad (Baal et al, 2007; den 
Hollander et al, 2008; Helou et al, 2007; Valente et al, 2006). No hay correlación de genotipo-fenotipo bien 
definida entre la combinación de mutaciones de CEP290 y los fenotipos asociados, pero los pacientes con 
distrofia retinal de aparición temprana y LCA muy a menudo llevan alelos hipomórficos (Stone, 2007; den 
Hollander et al, 2006; Perrault et al, 2007; Coppieters et al, 2010; Liitink et al 2010). La mutación de CEP290 25 
hipomórfica que ocurre con más frecuencia con diferencia, especialmente en países europeos y en los 
Estados Unidos, es un cambio en el intrón 26 de CEP290 (c.2991+1655A>G) (Stone, 2007; den Hollander et 
al, 2006; Perrault et al, 2007; Liitink et al, 2010). Esta mutación crea un sitio donante de empalme críptico en 
el intrón 26 que resulta en la inclusión de un exón aberrante de 128 bp en el mRNA de CEP290 mutante, e 
inserta un codón de terminación prematuro (p.C998X) (véase figura 1A y 1B). Además el mRNA de CEP290 30 
mutante, también el transcrito tipo salvaje que carece del exón aberrante sigue siendo producido, explicando 
la naturaleza hipomórfica de esta mutación (Estrada-Cuzcano et al, 2011).  
LCA, y otras distrofias retinales, durante mucho tiempo han sido consideradas enfermedades incurables. Sin 
embargo, las primeras pruebas clínicas de fase I/II que usan terapia de aumento de genes han llevado a 
resultados prometedores en un grupo seleccionado de pacientes adultos de LCA/RP con mutaciones en el 35 
gen RPE65 (Bainbridge et al, 2008; Cideciyan et al, 2008; Hauswirth et al, 2008; Maguire et al, 2008). 
Inyecciones subretinales unilaterales de partículas de virus adeno-asociados que llevan constructos que 
codifican el cDNA de RPE65 de tipo salvaje demostraron ser seguras y moderadamente eficaces en algunos 
pacientes, sin causar ningún efecto adverso. En un estudio de seguimiento usando adultos y niños, las 
mejoras visuales fueron más prolongadas, especialmente en los niños que adquirieron todos visión 40 
ambulatoria (Maguire et al, 2009). Juntos, estos estudios han mostrado el potencial para tratar LCA, y así 
estimularon enormemente el desarrollo de estrategias terapéuticas para otros subtipos genéticos de distrofias 
retinales (den Hollander et al, 2010). Sin embargo, debido a la tremenda variedad de tamaño de los genes, y 
limitaciones técnicas de los vehículos que se utilizan para entregar constructos terapéuticos, la terapia de 
aumento de genes no puede ser aplicable a todos los genes. El cDNA de RPE65 es por ejemplo solo 1.6 kb, 45 
mientras que el cDNA de CEP290 equivale a aproximadamente 7.4kb, así excediendo el tamaño de carga de 
muchos vectores disponibles, con los vectores adeno-asociados usados actualmente (AAV). Además, con el 
uso de terapia de sustitución de genes, resulta difícil controlar los niveles de expresión del gen terapéutico 
que para algunos genes necesitan ser bien regulados. Oligonucleótidos antisentido dirigidos contra una 
mutación intrónica en CEP290, constructos víricos que expresan tales oligonucleótidos, y un método de 50 
modulación del empalme de CEP290 usando dichos oligonucleótidos o dichos constructos víricos fueron 
descritos (Collin et al. 3 Mayo 2011. Antisense oligonucleotide (AON)-based therapy for CEP290-associated 
LCA. ARVO 2011). También, oligonucleótidos antisentido dirigidos contra la mutación patógena más común 
situada en el intrón 26 del gen CEP290 (c.2991+1655 A>G) y un método para modular el empalme de 
CEP290 usando dichos oligonucleótidos fueron descritos (Gerard et al. 31 agosto 2011. El salto del exón 55 
mediado por oligonucleótidos antisentido restaura el conjunto de cilios primarios en los fibroblastos que 
albergan la mutación c.2991+1655GA de CEP290 de LCA común. ICHG2011). Es por lo tanto un objetivo de 
la presente invención proporcionar una estrategia terapéutica conveniente para la prevención, tratamiento o 
retraso de la amaurosis congénita de Leber como se provoca por una mutación intrónica en CEP290.  
 60 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN  
 
[0003] Sorprendentemente, se ha demostrado ahora que los oligonucleótidos antisentido específicos (AON) 
son capaces de bloquear el empalme aberrante de CEP290 provocado por la mutación de LCA intrónica. La 
presente invención proporciona un oligonucleótido antisentido de salto del exón que se enlaza y/o es 65 
complementario a un polinucleótido con la secuencia de nucleótidos como se muestra en SEQ ID N.º: 8, 
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donde dicho oligonucleótido comprende o consiste en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: 
SEQ ID N.º: 10, SEQ ID N.º: 11 y SEQ ID N.º: 12, y donde un nucleótido en el oligonucleótido antisentido 
puede ser un residuo de RNA, un residuo de DNA, o un análogo de nucleótido o equivalente. En todas las 
formas de realización de la presente invención, los términos "modulación del empalme" y "salto de exones" 
son sinónimos. Respecto a CEP290, "modulación del empalme" o "salto de exones" se deben interpretar 5 
como la exclusión del exón de 128 nucleótidos aberrante (SEQ ID N.º: 4) desde el mRNA de CEP290 (véase 
figura 1A y 1B). El término salto del exón es aquí definido como la inducción dentro de una célula de un 
mRNA maduro que no contiene un exón particular que estaría presente en el mRNA maduro sin salto del 
exón. El salto del exón se consigue mediante una célula que expresa el pre-mRNA de dicho mRNA maduro 
con una molécula capaz de interferir con secuencias tales como, por ejemplo, el donador de empalme 10 
(críptico) o secuencia de aceptor de empalme (críptico) requerido para permitir el proceso enzimático del 
empalme, o con una molécula que es capaz de interferir con una señal de inclusión del exón requerida para 
el reconocimiento de una extensión de nucleótidos como un exón para incluirse en el mRNA maduro; tales 
moléculas son aquí referidas como moléculas de salto del exón El término pre-mRNA se refiere a un mRNA 
precursor no procesado o procesado parcialmente que se sintetiza a partir de un molde de DNA en el núcleo 15 
de una célula por transcripción.  
 
[0004] El término "oligonucleótido antisentido" se entiende para referirse a una secuencia de nucleótidos que 
es complementaria sustancialmente a una secuencia de nucleótidos objetivo en una molécula de pre-mRNA, 
hrRNA (RNA nuclear heterogéneo) o molécula de mRNA. El grado de complementariedad (o 20 
complementariedad sustancial) de la secuencia antisentido es preferiblemente de manera que una molécula 
que comprende la secuencia antisentido puede formar un híbrido estable con la secuencia de nucleótidos 
objetivo en la molécula de RNA bajo condiciones fisiológicas.  
 
[0005] Los términos "oligonucleótido antisentido" y "oligonucleótido" se usan de forma intercambiable aquí y 25 
se entienden para referirse a un oligonucleótido que comprende una secuencia antisentido. En la presente 
especificación, molécula de salto del exón tal y como se define aquí puede ser una molécula compuesta que 
se enlaza y/o es complementaria a la secuencia específica, o una proteína tal como una proteína de unión a 
RNA o una proteína de dedo de cinc no natural que ha sido modificada para poder enlazarse con la 
secuencia de nucleótidos indicada en una molécula de RNA. Los métodos para la selección de las moléculas 30 
compuestas que enlazan secuencias de nucleótidos específicas son, por ejemplo, descritos en WO02/24906 
y Patente de EE.UU. 6,875,736. Los métodos para diseñar proteínas de dedo de cinc de enlace a RNA que 
enlazan secuencias de nucleótidos específicas se describen por Friesen y Darby, Nature Structural Biology 5: 
543- 546 (1998). La unión a una de las secuencias específicas SEQ ID N.º: 6,7 o 8, preferiblemente en el 
contexto del exón de CEP290 aberrante de 128 nucleótidos (SEQ ID N.º: 4) se puede evaluar por medio de 35 
técnicas conocidas por la persona experta. Una técnica preferida es el ensayo de desvío de movilidad de gel 
como se describe en EP 1 619 249. En un ejemplo, una molécula de salto del exón se dice que se enlaza a 
una de las secuencias específicas tan pronto como un enlace de dicha molécula a una secuencia marcada 
SEQ ID N.º: 6, 7 o 8 es detectable en un ensayo de desvío de movilidad de gel.  
 40 
[0006] En todas las formas de realización de la invención, una molécula de salto del exón es un 
oligonucleótido antisentido que se enlaza y/o es complementaria a un polinucleótido con la secuencia de 
nucleótidos como se muestra en la SEQ ID N.º: 8, donde dicho oligonucleótido comprende o consiste en una 
secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID N.º: 10, SEQ ID N.º: 11 y SEQ ID N.º: 12, y donde 
un nucleótido en el oligonucleótido antisentido puede ser un residuo de RNA, un residuo de DNA, o un 45 
análogo de nucleótido o equivalente.  
 
[0007] El término "sustancialmente complementario" usado en el contexto de la presente invención indica que 
algunos malapareamientos en la secuencia antisentido son permitidos siempre y cuando la funcionalidad, es 
decir, la inducción del salto del exón de CEP290 aberrante de 128 nucleótidos (SEQ ID N.º: 4), sigue siendo 50 
aceptable. Preferiblemente, la complementariedad es de 90% a 100%. En general esto permite 1 o 2 
malapareamiento(s) en un oligonucleótido de 20 nucleótidos o 1, 2, 3 o 4 malapareamientos en un 
oligonucleótido de 40 nucleótidos, o 1, 2, 3, 4,5 o 6 malapareamientos en un oligonucleótido de 60 
nucleótidos, etc. También se describe un método para el diseñaruna molécula de salto del exón, 
preferiblemente un oligonucleótido capaz de inducir salto del exón de CEP290 aberrante de 128 nucleótidos 55 
(SEQ ID N.º: 4). Primero, dicho oligonucleótido se selecciona para enlazarse a uno de SEQ ID N.º: 6, 7 o 8 o 
una parte de la misma tal y como se define aquí posteriormente. Posteriormente, en un método preferido al 
menos uno de los siguientes aspectos tiene que ser tenido en cuenta para diseñar, mejorar dicha molécula 
de salto del exón adicionalmente:  
• la molécula de salto del exón preferiblemente no contiene un CpG o una extensión de CpG,  60 
• la molécula de salto del exón tiene cinética de enlace de RNA y/o propiedades termodinámicas aceptables.  
 
[0008] La presencia de un CpG o una extensión de CpG en un oligonucleótido es normalmente asociada a 
una inmunogenicidad aumentada de dicho oligonucleótido (Dorn y Kippenberger, 2008). Esta 
inmunogenicidad aumentada no es deseada puesto que puede inducir daño del tejido por tratar, es decir el 65 
ojo. La inmunogenicidad se puede evaluar en un modelo animal por la evaluación de la presencia de células 
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CD4+ y/o CD8+ y/o infiltración de mononucleocitos inflamatorios. La inmunogenicidad también se puede 
evaluar en la sangre de un animal o de un ser humano tratado con un oligonucleótido de la invención por la 
detección de la presencia de un anticuerpo neutralizante y/o un anticuerpo que reconoce dicho 
oligonucleótido utilizando un inmunoensayo estándar conocido por la persona experta.  
 5 
[0009] Un aumento en la inmunogenicidad se puede evaluar por la detección de la presencia o una cantidad 
en aumento de un anticuerpo neutralizante o un anticuerpo que reconoce dicho oligonucleótido utilizando un 
inmunoensayo estándar.  
 
[0010] La presente divulgación permite diseñar de un oligonucleótido con cinética de enlace de RNA y/o 10 
propiedades termodinámicas aceptables. La cinética de enlace de RNA y/o propiedades termodinámicas son 
al menos en parte determinadas por la temperatura de fusión de un oligonucleótido (Tm; calculada con la 
calculadora de propiedades oligonucleótidas (www.unc.edu/?cail/biotool/oligonucleótidos/índice.HTLM) para 
RNA monocatenario que utiliza la Tm básica y el modelo vecino más cercano), y/o la energía libre del 
complejo de exón objetivo de AON (usando la versión de estructura de RNA 4.5). Si una Tm es demasiado 15 
alta, se prevé que el oligonucleótido sea menos específico. Una Tm aceptable y energía libre dependen de la 
secuencia del oligonucleótido. Por lo tanto, resulta difícil dar rangos preferidos para cada uno de estos 
parámetros. Una Tm aceptable puede oscilar entre 35 y 70°C y una energía libre aceptable puede oscilar 
entre 15 y 45 kcal/mol.  
 20 
[0011] La persona experta puede por lo tanto primero elegir un oligonucleótido como un compuesto 
terapéutico potencial como enlazándose y/o siendo complementario a la SEQ ID N.º: 6, 7, o 8 o una parte de 
la misma tal y como se define en la presente posteriormente. La persona experta puede controlar que dicho 
oligonucleótido sea capaz de enlazarse con dichas secuencias como se ha definido en la presente 
anteriormente. Opcionalmente en un segundo paso, la persona experta puede usar la divulgación para 25 
optimizar adicionalmente dicho oligonucleótido controlando la ausencia de CpG y/o optimizando su Tm y/o 
energía libre del complejo objetivo de AON. La persona experta puede tratar de diseñar un oligonucleótido 
donde preferiblemente ningún CpG y/o donde una Tm más aceptable y/o energía libre se obtienen por la 
elección de una secuencia diferente de CEP290 (con SEQ ID N.º: 6,7 o 8) con la que el oligonucleótido es 
complementario. Alternativamente, si un oligonucleótido complementario a una extensión dada dentro de 30 
SEQ ID N.º: 6,7 o 8, comprende un CpG, y/o no tiene una Tm aceptable y/o energía libre, la persona experta 
puede mejorar cualquiera de estos parámetros disminuyendo la longitud del oligonucleótido, y/o eligiendo una 
extensión diferente dentro de cualquiera de SEQ ID N.º: 6, 7 o 8 con la que el oligonucleótido es 
complementaria y/o alterando la química del oligonucleótido.  
 35 
[0012] En cualquier etapa del método, el oligonucleótido es preferiblemente un oligonucleótido, que es 
todavía capaz de mostrar un nivel aceptable de actividad funcional. Una actividad funcional de dicho 
oligonucleótido es preferiblemente inducir el salto del exón de CEP290 aberrante de 128 nucleótidos (SEQ ID 
N.º: 4) con un determinado alcance, para proporcionar a un individuo una proteína funcional de CEP290 y/o 
mRNA y/o al menos en parte que disminuye la producción de una proteína y/o mRNA de CEP290 aberrante. 40 
En un caso, se dice que un oligonucleótido es induce el salto del exón de CEP290 aberrante de 128 
nucleótido (SEQ ID N.º: 4), cuando el porcentaje de salto del exón de CEP290 aberrante de 128 nucleótidos 
(SEQ ID N.º: 4) según se mide por análisis cuantitativo RT-PCR en tiempo real (es al menos 30%, o al menos 
35%, o al menos 40%, o al menos 45%, o al menos 50%, o al menos 55%, o al menos 60%, o al menos 65%, 
o al menos 70%, o al menos 75%, o al menos 80%, o al menos 85%, o al menos 90%, o al menos 95%, o 45 
100%.  
 
[0013] Preferiblemente, una molécula de ácido nucleico de la divulgación, preferiblemente un oligonucleótido, 
que comprende una secuencia que es complementaria o sustancialmente complementaria a una secuencia 
de nucleótidos como se muestra en SEQ ID N.º: 6, preferiblemente SEQ ID N.º: 7, más preferiblemente SEQ 50 
ID N.º: 8, o parte de la misma de CEP290 es tal que la parte (sustancialmente) complementaria es al menos 
50% de la longitud del oligonucleótido de la divulgación, más preferiblemente al menos 60%, aún más 
preferiblemente al menos 70%, aún más preferiblemente al menos 80%, aún más preferiblemente al menos 
90% o aún más preferiblemente al menos 95%, o aún más preferiblemente 98% o aún más preferiblemente al 
menos 99%, o aún más preferiblemente 100%. Un oligonucleótido según la invención comprende o consiste 55 
en una secuencia que es complementaria a parte de la SEQ ID N.º: 8 donde dicho oligonucleótido comprende 
o consiste en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID N.º: 10, SEQ ID N.º: 11 y SEQ 
ID N.º: 12. En una forma de realización más preferida, la longitud de dicha parte complementaria de dicho 
oligonucleótido es de al menos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 60 
90, 95, 100, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 141,142 o 143 nucleótidos. Secuencias flanqueantes 
adicionales se pueden utilizar para modificar la unión de una proteína al oligonucleótido, o para modificar una 
propiedad termodinámica del oligonucleótido, más preferiblemente para modificar la afinidad de enlace de 
RNA objetivo.  
 65 
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[0014] No es absolutamente requerido que todas las bases en la región de complementariedad sean capaces 
del apareamiento con bases en la cadena opuesta. Por ejemplo, al diseñar el oligonucleótido uno puede 
querer incorporar por ejemplo un residuo que no aparea las bases con la base en la cadena complementaria. 
Malapareamientos pueden, hasta cierto punto, ser permitidos, si dadas las circunstancias en la célula, la 
extensión de nucleótidos es suficientemente capaz de hibridarse con la parte complementaria. En este 5 
contexto, "suficientemente" preferiblemente significa que utilizando un ensayo de desvío de movilidad de gel 
como se describe en el ejemplo 1 de EP1619249, el enlace de un oligonucleótido es detectable. 
Opcionalmente, dicho oligonucleótido puede ser además evaluado por transfección en las células de retina 
de pacientes. El salto de un exón previsto se puede evaluar por RT-PCR (como se describe en EP1619249). 
Las regiones complementarias son preferiblemente diseñadas de manera que, cuando se combinan, son 10 
específicas para el exón en el pre-mRNA. Tal especificidad se puede crear con varias longitudes de regiones 
complementarias ya que depende de las secuencias reales en otras moléculas (pre-)mRNA en el sistema. El 
riesgo de que el oligonucleótido también sea capaz de hibridarse a una u otras moléculas adicionales de pre-
mRNA se reduce al aumentar el tamaño del oligonucleótido. Está claro que los oligonucleótidos que 
comprenden malapareamientos en la región de complementariedad pero que retienen la capacidad para 15 
hibridarse y/o enlazarse con la(s) región(es) prevista(s) en el pre-mRNA, se pueden usar en la presente 
invención. Sin embargo, preferiblemente al menos las partes complementarias no comprenden tales 
malapareamientos ya que estas típicamente tienen una eficiencia más alta y una especificidad más alta, 
estos oligonucleótidos tienen tales malapareamientos en una o más regiones complementarias. Se considera, 
que fuerzas de hibridación más altas, (es decir número en aumento de interacciones con la cadena opuesta) 20 
son favorables para aumentar la eficiencia del proceso de interferir con la maquinaria de empalme del 
sistema. Preferiblemente, la complementariedad es de 90% a 100%. En general esto permite 1 o 2 
malapareamiento(s) en un oligonucleótido de 20 nucleótidos o 1, 2, 3 o 4 malapareamientos en un 
oligonucleótido de 40 nucleótidos, o 1, 2, 3, 4, 5 o 6 malapareamientos en un oligonucleótido de 60 
nucleótidos, etc.  25 
 
[0015] Una molécula de salto del exón de la invención es preferiblemente una molécula aislada.  
 
[0016] Una molécula de salto del exón de la invención es un oligonucleótido antisentido, que es 
complementario a la SEQ ID N.º: 8 donde dicho oligonucleótido comprende o consiste en una secuencia 30 
seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID N.º: 10, SEQ ID N.º: 11 y SEQ ID N.º: 12. Una molécula de 
salto del exón, según la divulgación es una molécula de ácido nucleico que incluye un oligonucleótido 
antisentido cuyo oligonucleótido antisentido tiene una longitud de aproximadamente 8 a aproximadamente 
143 nucleótidos, más preferido de aproximadamente 8 a 60, más preferido 10 a aproximadamente 40 
nucleótidos, más preferido de aproximadamente 12 a aproximadamente 30 nucleótidos, más preferido de 35 
aproximadamente 14 a aproximadamente 28 nucleótidos, nucleótidos, lo más preferido aproximadamente 20 
nucleótidos, tal como 15 nucleótidos, 16 nucleótidos, 17 nucleótidos, 18 nucleótidos, 19 nucleótidos, 20 
nucleótidos, 21 nucleótidos, 22 nucleótidos, 23 nucleótidos, 24 nucleótidos o 25 nucleótidos. Una molécula de 
salto del exón de la divulgación es un oligonucleótido antisentido que comprende o consiste en de 8 a 143 
nucleótidos, más preferido de 10 a 40 nucleótidos, más preferido de 12 a 30 nucleótidos, más preferido de 14 40 
a 20 nucleótidos, o preferiblemente comprende o consiste en 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 
53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 141,142 o 
143 nucleótidos. La invención proporciona una molécula de salto del exón que comprende o preferiblemente 
consiste en un oligonucleótido antisentido seleccionado del grupo que consiste en: SEQ ID N.º: 10, SEQ ID 45 
N.º: 11, y SEQ ID N.º: 12.  
 
[0017] En una forma de realización preferida, la invención proporciona una molécula de salto del exón que 
comprende o preferiblemente consiste en la SEQ ID N.º: 10 del oligonucleótido antisentido. Se ha observado 
que esta molécula es muy eficaz en la modulación del empalme del exón de CEP290 aberrante de 128 50 
nucleótidos. Esta molécula de salto del exón preferida de la invención que comprende SEQ ID N.º: 10 
preferiblemente comprende de 16 a 143 nucleótidos, más preferido de 16 a 40 nucleótidos, más preferido de 
16 a 30 nucleótidos, más preferido de 16 a 20 nucleótidos, más preferiblemente de 16 a 18 o preferiblemente 
comprende o consiste en 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 55 
95, 100, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 141,142 o 143 nucleótidos.  
 
[0018] En otra forma de realización preferida, la invención proporciona una molécula de salto del exón que 
comprende o preferiblemente consiste en la SEQ ID N.º: 11 del oligonucleótido antisentido. Se ha observado 
que esta molécula es muy eficaz en la modulación del empalme del exón de CEP290 aberrante de 128 60 
nucleótidos. Esta molécula de salto del exón preferida de la invención que comprende SEQ ID N.º: 11 
preferiblemente comprende de 17 a 143 nucleótidos, más preferido de 17 a 40 nucleótidos, más preferido de 
17 a 30 nucleótidos, más preferido de 17 a 20 nucleótidos, más preferiblemente de 17 a 18, o preferiblemente 
comprende o consiste en 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 65 
100, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 141,142 o 143 nucleótidos.  

E12720673
07-11-2017ES 2 646 716 T3

 



   				 6 

 
[0019] En otra forma de realización preferida, la invención proporciona una molécula de salto del exón que 
comprende o preferiblemente consiste en la SEQ ID N.º: 12 del oligonucleótido antisentido. Se ha observado 
que esta molécula es muy eficaz en la modulación del empalme del exón de CEP290 aberrante de 128 
nucleótidos. Esta molécula de salto del exón preferida de la invención que comprende SEQ ID N.º: 12 5 
preferiblemente comprende de 18 a 143 nucleótidos, más preferido de 18 a 40 nucleótidos, más preferido de 
18 a 30 nucleótidos, más preferido de 18 a 20 nucleótidos, más preferiblemente 18, o preferiblemente 
comprende o consiste en 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 
110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 141,142 o 143 nucleótidos.  10 
 
[0020] Una molécula de salto del exón según la invención puede contener uno o más residuos de RNA, o uno 
o más residuos de DNA, y/o uno o más análogos de nucleótidos o equivalentes, como será adicionalmente 
detallado aquí abajo.  
 15 
[0021] Se prefiere que una molécula de salto del exón de la invención comprenda uno o más residuos que se 
modifican para aumentar la resistencia de la nucleasa, y/o para aumentar la afinidad del oligonucleótido 
antisentido con la secuencia objetivo. Por lo tanto, en una forma de realización preferida, la secuencia de 
nucleótidos antisentido comprende al menos un análogo de nucleótido o equivalente, donde un análogo de 
nucleótido o equivalente se define como un residuo con una base modificada, y/o un esqueleto modificado, 20 
y/o un enlace de internucleósidos no natural, o una combinación de estas modificaciones.  
 
[0022] En una forma de realización preferida, el análogo de nucleótido o equivalente comprende un esqueleto 
modificado. Ejemplos de tales esqueletos se proporcionan por esqueletos de morfolino, esqueletos de 
carbamato, esqueletos de siloxano, sulfuro, sulfóxido y esqueletos de sulfona, formacetilo y esqueletos de 25 
tioformacetilo, esqueletos de metilenformacetilo, esqueletos de riboacetilo, esqueletos que contienen 
alqueno, sulfamato, esqueletos de sulfonato y sulfonamida, esqueletos de metilenimino y metilenhidrazino, y 
esqueletos amídicos. Oligómeros de morfolino de fosforodiamidato son oligonucleótidos de esqueletos 
modificados que han sido previamente investigados como agentes antisentido. Los oligonucleótidos de 
morfolino tienen un esqueleto sin carga donde el azúcar de desoxiribosa de DNA se sustituye por un anillo 30 
dividido en 6 miembros y el enlace de fosfodiéster se sustituye por un enlace de fosforodiamidato. 
Oligonucleótidos de morfolino son resistentes a la degradación enzimática y parecen funcionar como 
agentesantisentido por detención de la traducción o interferencia con el empalme de pre-mRNA antes que 
por la activación de la RNasa H. Oligonucleótidos de morfolino han sido entregados exitosamente a células 
de cultivo de tejido por métodos que físicamente interrumpen la membrana celular, y un estudio que compara 35 
varios de estos métodos descubrió que la carga de raspaduras fue el método más eficaz de administración; 
sin embargo, debido a que el esqueleto de morfolino no tiene carga, los lípidos catiónicos no son mediadores 
eficaces de la absorción de oligonucleótidos de morfolino en las células. Un informe reciente demostró la 
formación de triples por un oligonucleótido de morfolino y, debido al esqueleto no iónico, estos estudios 
mostraron que el oligonucleótido de morfolino fue capaz de formación de triples en ausencia de magnesio.  40 
 
[0023] Es además preferido que el enlace entre los residuos en un esqueleto no incluya un átomo de fósforo, 
tal como un enlace que se forma por enlaces internucleósidos de alquilo o de cicloalquilo de cadena corta, 
heteroátomo mezclado y enlaces de internucleósido de alquilo o de cicloalquilo, o uno o más enlaces de 
internucleósidos heteroatómicos o heterocíclicos de cadena corta.  45 
 
[0024] Un análogo de nucleótido preferido o equivalente comprende un ácido nucleico peptídico (pNA), con 
un esqueleto de poliamida modificada (Nielsen, et al. (1991) Science 254, 1497-1500). Moléculas basadas en 
pNA son simuladores reales de moléculas de DNA en cuanto a reconocimiento de pares de bases. El 
esqueleto del PNA está compuesto de unidades de N-(2-aminoetil)-glicina enlazadas por enlaces peptídicos, 50 
donde las nucleobases se enlazan al esqueleto por enlaces de carbonilo y metileno. Un esqueleto alternativo 
comprende un monómero de PNA de pirrolidina extendida de mono-carbono (Govindaraju y Kumar (2005) 
Chem. Commun, 495-497). Ya que el esqueleto de una molécula de PNA contiene grupos de fosfato no 
cargados, híbridos de PNA-RNA son normalmente más estables que los híbridos de RNA-RNA o RNA-DNA, 
respectivamente (Egholm et al (1993) Nature 365,566-568).  55 
 
[0025] Otro esqueleto preferido comprende un análogo de nucleótido de morfolino o equivalente, donde la 
ribosa o azúcar de desoxiribosa se sustituye por un anillo de morfolino dividido en 6 miembros. Un análogo 
de nucleótido o equivalente más preferido comprende un oligómero de morfolino y fosforodiamidato (PMO), 
donde la ribosa o azúcar de desoxirribosa se sustituye por un anillo de morfolino dividido en 6 miembros, y el 60 
enlace de fosfodiéster aniónico entre anillos de morfolino adyacentes se sustituye por un enlace de 
fosforodiamidato no iónico.  
 
[0026] En otra forma de realización adicional, un análogo de nucleótido o equivalente de la invención 
comprende una sustitución de uno de los oxígenos sin puente en el enlace de fosfodiéster. Esta modificación 65 
desestabiliza ligeramente el apareamiento de bases pero añade resistencia significativa a la degradación de 
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nucleasa. Un análogo de nucleótido o equivalente preferido comprende fosforotioato, fosforotioato quiral, 
fosforoditioato, fosfotriéster, aminoalquilfosfotriéster, fosfonato de H, metilo y otro fosfonato de alquilo con 
fosfonato 3'-alquileno, fosfonato 5'-alquileno y fosfonato quiral, fosfinato, fosforamidato con 3'-amino 
fosforamidato y aminoalquilfosforamidato, tionofosforamidato, tionoalquilfosfonato, tionoalquilfosfotriéster, 
selenofosfato o boranofosfato.  5 
 
[0027] Otro análogo de nucleótido o equivalente preferido de la invención comprende una o más fracciones 
de azúcar que son mono- o disustituídas en la posición 2', 3' y/o 5' tal como un -OH; -F; inferior sustituido o no 
sustituido lineal o ramificado (C1-C10) alquilo, alquenilo, alquinilo, alcarilo, alilo, o aralquilo, que se puede 
interrumpir por uno o más heteroátomos; O-, S-, o N-alquilo; O-, S-, o N-alquenilo; O-, S- o N-alquinilo; O-, S-, 10 
o N-alilo; O-alquil-O-alquilo, -metoxi, -aminopropoxi; metoxietoxi; - dimetilaminooxietoxi; y -
dimetilaminoetoxietoxi. La fracción de azúcar puede ser una piranosa o derivado, o una desoxipiranosa o 
derivado de la misma, preferiblemente ribosa o derivado de la misma, o deoxirribosa o derivado de la misma. 
Una fracción de azúcar derivada preferida comprende un ácido nucleico bloqueado (LNA), donde el átomo de 
carbono 2' se enlaza al átomo de carbono 3' o 4' del anillo de azúcar formando así una fracción de azúcar 15 
bicíclica. Un LNA preferido comprende ácido nucleico con puente 2'-O,4'-C-etileno (Morita et al. 2001. Nucleic 
Acid Res Supplement No. 1: 241-242). Estas sustituciones vuelven resistente al análogo de nucleótido o 
Rnase H y nucleasa equivalentes y aumentan la afinidad para el RNA objetivo.  
 
[0028] En otra forma de realización, un análogo de nucleótido o equivalente de la invención comprende una o 20 
más modificaciones o sustituciones de bases. Bases modificadas comprenden bases sintéticas y naturales tal 
como inosina, xantina, hipoxantina y otra -aza, deaza, -hidroxi, halo it, -tio, tiol, -alquilo, -alquenilo, -alquinilo, 
derivados de tioalquilo de bases de pirimidina y de purina que son o serán conocidos en la técnica.  
 
[0029] Una persona experta entiende que no es necesario que todas las posiciones en un oligonucleótido 25 
antisentido sean modificadas uniformemente. Además, más de uno de los análogos anteriormente 
mencionados o equivalentes se pueden incorporar en un oligonucleótido antisentido único o incluso a una 
posición única dentro de un oligonucleótido antisentido. En formas de realización determinadas, un 
oligonucleótido antisentido de la invención tiene al menos dos diferentes tipos de análogos o equivalentes.  
 30 
[0030] Una molécula de salto del exón preferida según la invención comprende un oligonucleótido antisentido 
de 2'-O alquil fosforotioato, tal como ribosa modificada por 2'-O-metilo (RNA), ribosa modificada por 2'-O-etilo, 
ribosa modificada por 2'-O-propilo, y/o derivados sustituidos de estas modificaciones tales como derivados 
halogenados.  
 35 
[0031] Un oligonucleótido antisentido eficaz según la invención comprende una 2'-O-mteil ribosa con un 
esqueleto de fosforotioato.  
 
[0032] También una persona experta se entenderá que diferentes oligonucleótidos antisentido se pueden 
combinar para saltar de forma eficaz el exón aberrante de 128 nucleótidos de CEP290. En una forma de 40 
realización preferida, una combinación de al menos dos oligonucleótidos antisentido se usan en un método 
de la invención, tal como dos oligonucleótidos antisentido diferentes, tres oligonucleótidos antisentido 
diferentes, cuatro oligonucleótidos antisentido diferentes, o cinco oligonucleótidos antisentido diferentes.  
 
[0033] Un oligonucleótido antisentido se puede enlazar a una fracción que mejora la absorción del 45 
oligonucleótido antisentido en células, preferiblemente células de retina. Ejemplos de tales fracciones son 
colesteroles, carbohidratos, vitaminas, biotina, lípidos, fosfolípidos, péptidos que penetran en la célula que 
incluyen pero no se limitan a antennapedia, TAT, transportan y aminoácidos cargados positivamente tal como 
oligoarginina, poliarginina, oligolisina o polilisina, dominios de unión del antígeno tal como se proporciona por 
un anticuerpo, un fragmento Fab de un anticuerpo, o un dominio de unión de antígeno monocatenario tal 50 
como un dominio de unión del antígeno de dominio único camélido.  
 
[0034] Una molécula de salto del exón según la invención se puede administrar indirectamente usando 
medios adecuados conocidos en la técnica. Cuando la molécula de salto del exón es un oligonucleótido, 
puede por ejemplo ser proporcionada a un individuo o una célula, tejido u órgano de dicho individuo en forma 55 
de un vector de expresión donde el vector de expresión codifica una transcripción que comprende dicho 
oligonucleótido. El vector de expresión es preferiblemente introducido en una célula, tejido, órgano o individuo 
por medio de un vehículo de entrega de genes. En una forma de realización preferida, se proporciona un 
vector de expresión basado en virus que incluye un casete de expresión o un casete de transcripción que 
conduce la expresión o transcripción de una molécula de salto del exón como se identifica aquí. Por 60 
consiguiente, la presente invención proporciona un vector vírico que expresa una molécula de salto del exón 
según la invención cuando se somete a condiciones favorables para la expresión de la molécula de salto del 
exón. Una célula puede ser provista de una molécula de salto del exón capaz de interferir con secuencias 
esenciales que resultan en un salto altamente eficaz del exón aberrante de 128 nucleótidos de CEP290 por 
expresión de oligonucleótidos antisentido derivados de plásmido o expresión vírica proporcionada por 65 
vectores basados en virus asociados a adenovirus o adeno-asociados. La expresión se puede conducir por 
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un promotor de polimerasa III, tal como un promotor de RNA U1, U6, o U7. Un vehículo de administración 
preferido es un vector vírico tal como un vector de virus adeno-asociados (AAV), o un vector retrovírico tal 
como un vector de lentivirus y similar. También, plásmidos, cromosomas artificiales, plásmidos utilizables 
para recombinación homóloga dirigida e integración en el genoma humano de células pueden ser 
adecuadamente aplicados para la entrega de un oligonucleótido tal y como se define aquí. Para la invención 5 
presente se prefieren aquellos vectores donde la transcripción es conducida por promototres PolIII, y/o donde 
los transcritos están en forma de fusiones con transcritos U1 o U7, que producen resultados buenos para la 
entrega de transcritos pequeños. El experto tendrá la habilidad para diseñar transcritos adecuados. Se 
prefieren los transcritos conducidos por PolIII. Preferiblemente, en forma de un transcrito de fusión con un 
transcrito Ul o U7. Tales fusiones se pueden generar como se describe (Gorman L et al, 1998 o Suter D et al, 10 
1999).  
 
[0035] La molécula de salto del exón según la invención, se puede entregar como tal. Sin embargo, la 
molécula de salto del exón también se puede codificar por el vector vírico. Típicamente, esta está en forma 
de un transcrito de RNA que comprende la secuencia de un oligonucleótido según la invención en una parte 15 
del transcrito.  
 
[0036] Un sistema de expresión de oligonucleótido antisentido preferido es un vector basado en virus 
asociado a adenovirus (AAV). Vectores basados en AAV de cadena monocatenaria y bicatenaria han sido 
desarrollados que se pueden usar para la expresión prolongada de secuencias de nucleótidos antisentido 20 
pequeños para saltar de forma muy eficaz el exón aberrante de 128 nucleótidos de CEP290.  
 
[0037] Un vector basado en AAV preferido por ejemplo comprende un casete de expresión que se conduce 
por un promotor de la polimerasa III (Pol III). Un promotor PolIII preferido es, por ejemplo, un promotor de 
RNA U1, U6, o U7.  25 
 
[0038] La invención por lo tanto también proporciona un vector basado en virus, que comprende un casete de 
expresión conducido por el promotor de Pol III para la expresión de un oligonucleótido antisentido de la 
invención para inducir el salto del exón aberrante de 128 nucleótidos de CEP290.  
 30 
[0039] Mejoras en medios para suministrar a un individuo o una célula, tejido, órgano de dicho individuo con 
una molécula de salto del exón según la invención, se anticipan considerando el progreso que ya ha sido 
conseguido. Tales mejoras futuras pueden por supuesto ser incorporadas para conseguir el efecto 
mencionado en la reestructuración de mRNA usando un método de la invención. Una molécula de salto del 
exón según la invención se puede entregar como está a un individuo, una célula, tejido u órgano de dicho 35 
individuo. Cuando se administra una molécula de salto del exón según la invención, se prefiere que la 
molécula se disuelva en una solución que es compatible con el método de entrega. Células de retina pueden 
ser provistas de un plásmido para la expresión de oligonucleótido antisentido proporcionando el plásmido en 
una solución acuosa. Alternativamente, un plásmido se puede proporcionar por transfección usando un 
agente de transfección conocido. Para la administración intravenosa, subcutánea, intramuscular, intratecal 40 
y/o intraventricular se prefiere que la solución sea una solución salina fisiológica. En la invención se prefiere 
particularmente el uso de un excipiente o agente de transfección que ayudará en la entrega de cada uno de 
los constituyentes tal y como se define aquí a una célula y/o en una célula, preferiblemente una célula de 
retina. Se prefieren excipientes o agentes de transfección capaces de formar complejos, nanopartículas, 
micelas, vesículas y/o liposomas que entregan cada constituyente tal y como se define aquí, en complejo o 45 
retenidos en una vesícula o liposoma a través de una membrana celular. Muchos de estos excipientes se 
conocen en la técnica. Excipientes adecuados o agentes de transfección comprenden polietilenimina (PEI; 
ExGen500 (MBI Fermentas)), LipofectAMINE™ 2000 (Invitrogen) o derivados del mismo, o polímeros 
catiónicos similares, con polipropilenimina o copolímeros de polietilenimina (PECs) y derivados, anfifilos 
sintéticos (SAINT-18), lipofectinTM, proteinas cápsidas DOTAP y/o víricas que son capaces de 50 
autoensamblaje en partículas que pueden entregar cada constituyente tal y como se define aquí a una célula, 
preferiblemente una célula de retina. Tales excipientes han mostrado que entregan eficazmente un 
oligonucleótido tal como ácidos nucleicos antisentido a una amplia variedad de células cultivadas, incluidas 
las células de la retina. Su alto potencial de transfección se combina con una toxicidad exceptuada baja a 
moderada en cuanto a supervivencia celular en general. La facilidad de modificación estructural puede 55 
utilizarse para permitir otras modificaciones y el análisis de sus otras características de transferencia de 
ácidos nucleicos (in vivo) y toxicidad.  
 
[0040] Lipofectina representa un ejemplo de un agente de transfección liposómica. Consiste en dos 
componentes lípidicos, un lípido catiónico cloruro N-[1-(2,3 dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA) 60 
(cp. DOTAP que es la sal de metilsulfato) y un lípido neutro dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE). El 
componente neutro media la liberación intracelular. Otro grupo de sistemas de administración son 
nanopartículas poliméricas.  
 
[0041] Policationes tales como dietilaminoetilaminoetilo (DEAE)-dextrano, que son bien conocidos como 65 
reactivo de transfección de DNA se pueden combinar con butilcianoacrilato (PBCA) y hexilcianoacrilato 
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(PHCA) para formular nanopartículas catiónicas que pueden entregar cada constituyente tal y como se define 
aquí, preferiblemente un oligonucleótido, a través de membranas celulares en las células.  
 
[0042] Además de estos materiales de nanopartículas comunes, la protamina de péptido catiónico ofrece un 
método alternativo para formular un oligonucleótido con coloides. Este sistema de nanopartículas coloidal 5 
puede formar los así llamados proticles, que se pueden preparar por un proceso de autoensamblaje simple 
para envolver y mediar la liberación intracelular de un oligonucleótido. La persona experta puede seleccionar 
y adaptar cualquiera de los anteriores u otros excipientes alternativos y sistemas de administración 
disponibles comercialmente para envolver y entregar una molécula de salto del exón para usar en la 
invención presente para entregarla para la prevención, tratamiento o retraso de una enfermedad o condición 10 
relacionada con CEP290. "Prevención, tratamiento o retraso de una enfermedad o condición relacionada con 
CEP290" se define aquí preferiblemente como prevención, detención, cese de la progresión de, o inversión 
de la degradación visual parcial o completa o ceguera provocada por un defecto genético en el gen CEP290.  
 
[0043] Además, una molécula de salto del exón según la invención podría ser enlazada de manera covalente 15 
o de manera no covalente a un ligando objetivo específicamente diseñado para facilitar la absorción en la 
célula, citoplasma y/o su núcleo. Tal ligando podría comprender (i) un compuesto (incluidas estructuras (tipo) 
péptido pero sin limitarse a estas) que reconoce elementos específicos de células, tejidos o de los órganos 
que facilitan la absorción celular y/o (ii) un compuesto químico capaz de facilitar la absorción en células y/o la 
liberación intracelular de un oligonucleótido de vesículas, por ejemplo endosomas o lisosomas.  20 
 
[0044] Por lo tanto, en una forma de realización preferida, una molécula de salto del exón según la invención 
se formula en una composición o un medicamento o una composición, que está provista de al menos un 
excipiente y/o un ligando objetivo para la entrega y/o un dispositivo de entrega del mismo a una célula y/o 
que aumenta su entrega intracelular.  25 
 
[0045] Debe entenderse que si una composición comprende un constituyente adicional tal como un 
compuesto complementario como se define aquí posteriormente, cada constituyente de la composición no se 
puede formular en una combinación única o composición o preparación. Dependiendo de su identidad, la 
persona experta sabrá qué tipo de formulación es el más apropiado para cada constituyente tal y como se 30 
define aquí. En una forma de realización preferida, la invención proporciona una composición o una 
preparación que está en forma de un equipo de partes que incluye una molécula de salto del exón según la 
invención y otro compuesto complementario como se define más tarde aquí.  
 
[0046] Si es necesario, una molécula de salto del exón según la invención o un vector vírico, que expresa una 35 
molécula de salto del exón según la invención se puede incorporar en una mezcla farmacéuticamente activa 
añadiendo un portador farmacéuticamente aceptable.  
 
[0047] Por consiguiente, la invención también proporciona una composición, preferiblemente una 
composición farmacéutica, que incluye una molécula de salto del exón según la invención, o un vector vírico 40 
según la invención y un excipiente farmacéuticamente aceptable. Tal composición puede comprender una 
molécula de salto del exón única según la invención, pero también puede comprender moléculas de salto del 
exón múltiples diferentes según la invención. Tal composición farmacéutica puede comprender cualquier 
excipiente farmacéuticamente aceptable, incluido un portador, relleno, conservante, adyuvante, solubilizador 
y/o diluyente. Tal portador farmacéuticamente aceptable, relleno, conservante, adyuvante, solubilizador y/o 45 
diluyente puede por ejemplo encontrarse en Remington, 2000. Cada característica de dicha composición ha 
sido definida anteriormente aquí.  
 
[0048] Si se usan diferentes moléculas de salto del exón múltiples según la invención, la concentración o 
dosis definida aquí puede referirse a la concentración total o dosis de todos oligonucleótidos usados o la 50 
concentración o dosis de cada molécula de salto del exón usada o adicionada. Por lo tanto, en una forma de 
realización, se proporciona una composición donde cada o la cantidad total de moléculas de salto del exón 
usadas según la invención se dosifica en una cantidad que oscila entre 0,1 y 20 mg/kg preferiblemente entre 
0,5 y 20 mg/kg.  
 55 
[0049] Una molécula de salto del exón preferida según la invención, es para el tratamiento de una 
enfermedad o condición relacionada con CEP290 de un individuo. En todas las formas de realización de la 
presente invención, el término "tratamiento" se entiende que incluye la prevención y/o retraso de la 
enfermedad o condición relacionada con CEP290. Un individuo, que se puede tratar utilizando una molécula 
de salto del exón según la invención puede ya haber sido diagnosticado como teniendo una enfermedad o 60 
condición relacionada con CEP290. Alternativamente, un individuo que se puede tratar utilizando una 
molécula de salto del exón según la invención puede no haber sido diagnosticado como teniendo una 
enfermedad o condición relacionada con CEP290 pero puede ser un individuo con un mayor riesgo de 
desarrollar una enfermedad o condición relacionada con CEP290 en el futuro dados sus antecedentes 
genéticos. Un individuo preferido es un ser humano. En una forma de realización preferida la enfermedad o 65 
condición relacionada con CEP290 es amaurosis congénita de Leber.  
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[0050] Por consiguiente, la presente invención además proporciona una molécula de salto del exón según la 
invención, o un vector vírico según la invención, o una composición según la invención para uso como un 
medicamento, para tratar una enfermedad o condición relacionada con CEP290 que requiere una modulación 
del empalme de CEP290 y para uso como un medicamento para la prevención, tratamiento o retraso de una 5 
enfermedad o condición relacionada con CEP290. Una enfermedad o condición relacionada con CEP290 
preferida es amaurosis congénita de Leber. Cada característica de dicho uso ha sido definida anteriormente 
aquí. También se describe el uso de una molécula de salto del exón según la invención, o de un vector vírico 
según la invención, o una composición según la invención para el tratamiento de una enfermedad o condición 
relacionada con CEP290 que requiere una modulación del empalme de CEP290. En un caso preferido la 10 
enfermedad o condición relacionada con CEP290 es amaurosis congénita de Leber.  
 
[0051] La presente invención además proporciona el uso de una molécula de salto del exón según la 
invención, o de un vector vírico según la invención, o una composición según la invención para la preparación 
de un medicamento, para la preparación de un medicamento para tratar una enfermedad o condición 15 
relacionada con CEP290 que requiere una modulación del empalme de CEP290 y para la preparación de un 
medicamento para la prevención, tratamiento o retraso de una enfermedad o condición relacionada con 
CEP290. Una enfermedad o condición relacionada con CEP290 preferida es amaurosis congénita de Leber. 
Por lo tanto, en otro aspecto, se proporciona el uso de una molécula de salto del exón, vector vírico o 
composición tal y como se define aquí para la preparación de un medicamento, para la preparación de un 20 
medicamento para tratar una condición que requiere una modulación del empalme de CEP290 y para la 
preparación de un medicamento para la prevención, tratamiento o retraso de una enfermedad o condición 
relacionada con CEP290. Una enfermedad o condición relacionada con CEP290 preferida es la amaurosis 
congénita de Leber. Cada característica de dicho uso ha sido definida anteriormente aquí.  
 25 
[0052] Un tratamiento es al menos una semana, al menos un mes, al menos varios meses, al menos un año, 
al menos 2, 3, 4, 5, 6 años o más. Cada molécula de salto del exón u oligonucleótido de salto del exón o 
equivalente del mismo tal y como se define aquí para el uso según la invención se puede adecuar para la 
administración directa a una célula, tejido y/o un órgano in vivo de individuos ya afectados o en riesgo de 
desarrollar la enfermedad o condición relacionada con CEP290, y se puede administrar directamente in vivo, 30 
ex vivo o in vitro. La frecuencia de administración de un oligonucleótido, composición, compuesto o 
compuesto complementario de la invención puede depender de diferentes parámetros como la edad del 
paciente, la mutación del paciente, el número de moléculas de salto del exón (es decir dosis), la formulación 
de dicha molécula. La frecuencia puede oscilar entre al menos una vez en dos semanas, o tres semanas o 
cuatro semanas o cinco semanas o un período de tiempo más largo.  35 
 
[0053] Los rangos de dosis de una molécula de salto del exón, preferiblemente un oligonucleótido según la 
invención se diseña preferiblemente basándose en estudios de dosis en desarrollo en pruebas clínicas (uso 
in vivo) para las que existen requisitos de protocolo rigurosos. Una molécula de salto del exón o un 
oligonucleótido tal y como se definen aquí se pueden usar a una dosis que oscila entre 0,1 y 20 mg/kg, 40 
preferiblemente de 0,5 y 20 mg/kg.  
 
[0054] En un caso preferido, se usa una concentración de un oligonucleótido tal y como se define aquí, que 
oscila entre 0.1 nM y 1 µM. Preferiblemente, este rango es para uso in vitro en un modelo celular tal como 
células de retina o tejido retinal. Más preferiblemente, la concentración usada oscila entre 1 y 400 nM, aún 45 
más preferiblemente entre 10 y 200 nM, aún más preferiblemente entre 50 y 100nm. Si se usan varios 
oligonucleótidos, esta concentración o dosis puede referirse a la concentración total o dosis de 
oligonucleótidos o la concentración o dosis de cada oligonucleótido adicionado.  
 
[0055] En un caso preferido, un vector vírico, preferiblemente un vector AAV como se describe anteriormente 50 
aquí, como vehículo de administración para una molécula según la invención, se administra en una dosis que 
varía de 1x109 - 1x1017 partículas de virus por inyección, más preferiblemente de 1x1010 - 1x1012 partículas de 
virus por inyección.  
 
[0056] Los rangos de concentración o dosis de oligonucleótido(s) como se dan arriba son concentraciones o 55 
dosis preferidas para usos in vitro o ex vivo. La persona experta entenderá que dependiendo del 
oligonucleótido(s) usado, la célula objetivo por tratar, el gen objetivo y sus niveles de expresión, el medio 
usado y las condiciones de transfección y de incubación, la concentración o dosis de oligonucleótido(s) 
usado(s) puede variar aún más y puede necesitar ser optimizada algo más.  
 60 
[0057] Una molécula de salto del exón según la invención, o un vector vírico según la invención, o una 
composición según la invención para uso según la invención se puede adecuar para la administración a una 
célula, tejido y/o un órgano in vivo de individuos ya afectados o en riesgo de desarrollar una enfermedad o 
condición relacionada con CEP290, y se puede administrar in vivo, ex vivo o in vitro. Dicha molécula de salto 
del exón según la invención, o un vector vírico según la invención, o una composición según la invención 65 
puede ser directa o indirectamente administrada a una célula, tejido y/o un órgano in vivo de un individuo ya 
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afectado por o en riesgo de desarrollar una enfermedad o condición relacionada con CEP290, y se puede 
administrar directa o indirectamente in vivo, ex vivo o in vitro. Como la amaurosis congénita de Leber tiene un 
fenotipo pronunciado en las células de retina, se prefiere que dichas células sean células de retina, es 
además preferido que dicho tejido sea la retina y/o es además preferido que dicho órgano comprenda o 
consista en el ojo.  5 
 
[0058] Se describe también un método para la modulación del empalme de CEP290 en una célula que 
comprende contactar la célula, preferiblemente una célula de retina, con una molécula de salto del exón 
según la invención, o un vector vírico según la invención, o una composición según la invención. Las 
características de este aspecto son preferiblemente aquellas definidas anteriormente aquí. El contacto de la 10 
célula con una molécula de salto del exón según la invención, o un vector vírico según la invención, o una 
composición según la invención se puede realizar por cualquier método conocido por el experto en la materia. 
El contacto puede ser directa o indirectamente y puede ser in vivo, ex vivo o in vitro.  
 
[0059] Una enfermedad o condición relacionada con CEP290 preferida es la amaurosis congénita de Leber.  15 
 
[0060] A menos que se indique lo contrario cada forma de realización como se describe en este caso se 
puede combinar con otra forma de realización como se describe en este caso.  
 
[0061] Como se puede observar en la sección experimental aquí, a nivel de RNA, la adición de varios AON 20 
que se dirigen al exón aberrante de CEP290 de hecho resultó en una conversión de mRNA de CEP290 
empalmado aberrantemente a mRNA de CEP290 empalmado correctamente. Esta conversión coincidirá con 
una síntesis aumentada de la proteína de CEP290 tipo salvaje.  
 
[0062] En fibroblastos (que se pueden derivar de células de la piel), CEP290 se expresa de forma abundante. 25 
Por lo tanto, se prevé que la adición de AON a fibroblastos cultivados de pacientes de LCA dará lugar a una 
cantidad aumentada de proteína de CEP290 tipo salvaje que es detectable en Western blot, y como tal 
demostrará que la terapia basada en AON no solo volverá a dirigir el empalme normal de mRNA de CEP290 
sino que también resultará en la restauración de la función de la proteína de CEP290. Este experimento está 
actualmente en desarrollo.  30 
 
[0063] En este documento y en sus reivindicaciones, la palabra "comprender" y sus conjugaciones se usan 
en su sentido no limitativo para significar que los artículos después de la palabra están incluidos, pero los 
artículos no específicamente mencionados no están excluidos. Además, la referencia a un elemento por el 
artículo indefinido "un" no excluye la posibilidad de que más de uno del elemento esté presente, a menos que 35 
el contexto requiera claramente que allí haya uno y solo uno de los elementos. El artículo indefinido "un" así 
normalmente significa "al menos un". La palabra "acerca de" o "aproximadamente" cuando se usa en la 
asociación con un valor numérico (por ejemplo, aproximadamente 10) preferiblemente significa que el valor 
puede ser el valor dado (de 10) más o menos 0.1% del valor.  
 40 
[0064] La información de secuencia como se proporciona aquí debería no ser interpretada tan estrechamente 
en cuanto a requerir inclusión de bases identificadas erróneamente. La persona experta es capaz de 
identificar tales bases identificadas erróneamente y sabe cómocorregir este tipo de errores. En caso de 
errores de secuencia, la secuencia del polipéptido obtenible por expresión del gen presente en SEQ ID N.º: 1 
con la secuencia de ácidos nucleicos que codifica para el polipéptido debería prevalecer.  45 
 
LEYENDAS DE LAS FIGURAS  
 
[0065]  
Figura 1 empalme de CEP290 y función de AON  50 
A) empalme de mRNA de CEP290 normal de exones 26 y 27, dando como resultado proteína de CEP290 de 
tipo salvaje.  
B) la mutación que causa LCA más frecuente es una transición A a G (subrayada e indicada con un 
asterisco) en el intrón 26 de CEP290. Esta mutación crea un sitio donante de empalme, que resulta en la 
inclusión de un exón aberrante para 50% del mRNA de CEP290 y terminación prematura posterior de la 55 
proteína de CEP290.  
C) Tras la unión de AON específicos de secuencia, los factores implicados en el empalme no reconocerán el 
sitio donante de empalme aberrante en el intrón 26, dando como resultado la redirección del empalme de 
CEP290 normal y síntesis de una proteína de CEP290 correcta.  
 60 
Figura 2 rescate basado en AON de empalme aberrante de CEP290  
A) Análisis de RT-PCR de mRNA de CEP290 aislado de células linfoblastoides de un individuo de control y 
dos individuos afectados por LCA, que fueron cultivados en ausencia o presencia de un AON seleccionado 
(AON-3) directo contra la exonina aberrante de CEP290 a una concentración final de 1.0 µM. La banda 
superior representa el producto de empalme aberrante de CEP290, mientras que la banda inferior representa 65 
el producto de empalme de CEP290 tipo salvaje. M: marcador de 100-bp. MQ: control de agua negativo.  
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B) Especificidad de rescate basado en AON. Similar a A), las células fueron transfectadas con AON-3, o un 
oligonucleótido sentido dirigido al mismo sitio objetivo (SON-3). Panel izquierdo: reacción RT-PCR usando 
cebadores situados en el exón 26 y exón 27. Panel derecho: reacción RT-PCR usando cebadores situados 
en el exón 26 y exón 31.  
C) Rescate dependiente de la dosis de empalme de mRNA de CEP290. Similar a A), células fueron 5 
transfectadas con concentraciones diferentes del AON seleccionado, que varía de 0.01 a 1.0 µM.  
 
Figura 3 Especificidad de secuencias en el rescate basado en AON de empalme de CEP290 aberrante  
A) visión de conjunto del exón aberrante de CEP290, y las posiciones relativas de los AON que fueron 
seleccionados. El extremo 5' del exón aberrante es parte de una repetición Alu.  10 
B) análisis RT-PCR de mRNA de CEP290 aislado de células de linfoblastoide de un paciente de LCA que fue 
cultivado en ausencia o presencia de diferentes AON dirigidos contra el exón de CEP290 aberrante (AON-1 a 
-5), o un oligonucleótido sentido (SON-3). Los AON y SON fueron transfectados en una concentración final de 
0.1 µM. La banda superior representa el producto de empalme de CEP290 aberrante, mientras que la banda 
inferior representa el producto de empalme de CEP290 tipo salvaje. M: marcador de 100-bp.  15 
 
SECUENCIAS  
 
[0066] Todas las secuencias aquí están representadas de 5' ® 3'  
 20 

Tabla 1. Secuencias como se expone en el listado de secuencias  
SEQ ID N.º:  Tipo de SEC Descripción  
1 DNA genómico  CEP290  
2  cDNA  CEP290  
3  PRT  Proteína de CEP290   
4  DNA  exón aberrante de CEP290 de 128 nucleótidos  
5  PRT  Proteína aberrante de CEP290   
6  Polinucleótido  Motivo de 143 nucleótidos  
7  Polinucleótido  Motivo de 42 nucleótidos  
8  Polinucleótido  Motivo de 24 nucleótidos  
9  AON-1  taatcccagcactttaggag  
10  AON-2  gggccaggtgcggtgg  
11  AON-3  aactggggccaggtgcg  
12  AON-4  tacaactggggccaggtg  
13  AON-5  actcacaattacaactgggg  
14  SON-3  cgcacctggccccagtt  
15  Cebador PCR  tgctaagtacagggacatcttgc  
16  cebador PCR  agactccacttgttcttttaaggag  

 
 
[0067] La presente invención es posteriormente descrita por los ejemplos siguientes que no deberían ser 
interpretados como limitadores del ámbito de la invención.  25 
 
[0068] A menos que se indique de otro modo, la práctica de la invención empleará métodos convencionales 
estándares de biología molecular, virologia, microbiología o bioquímica. Tales técnicas son descritas en 
Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual (2ª edición), Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press; in Sambrook and Russell (2001) Molecular Cloning: A Laboratory 30 
Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY; en volumenes 1 y 2 de Ausubel et al. (1994) 
Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols, USA; y en Volúmenes I y II de Brown (1998) 
Molecular Biology LabFax, Second Edition, Academic Press (UK); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait editor); 
Nucleic Acid Hybridization (Hames and Higgins, eds.).  
 35 
EJEMPLOS  
 
MATERIALES Y MÉTODOS  

 
Diseño de oligonucleótidos antisentido  40 
 
[0069] La secuencia de 128-bp del exón de CEP290 aberrante que se incluye en el mRNA mutante de 
CEP290 fue analizado para la presencia de motivos intensificadores del empalme exónico usando el 
programa ESE finder 3.0 (http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home). 
Oligonucleótidos antisentido de RNA fueron comprados de Eurogentec, y diseñados con una Tm de 58°C, y 45 
modificados con un grupo 2'-O-metilo en la cadena de azúcar y un esqueleto de fosfotiorato, y disuelto en 
solución salina tamponada con fosfato.  
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Cultivo celular  
 
[0070] Células de linfoblastos B humanas de pacientes de LCA que llevan homocigóticamente la mutación 
intrónica en CEP290 fueron inmortalizadas por transformación con el virus Eppstein-Barr, como se ha 
descrito anteriormente.(Wall FE, 1995). Células fueron cultivadas en medio RPMI1640 (Gibco) conteniendo 5 
10% (v/v) suero de ternera fetal (Sigma), 1% 10 U/µl penicilina y 10 µg/µl estreptomicina (Gibco), y 1% 
GlutaMAX (Gibco), a una densidad de 0.5x106 células/ml. Las células fueron transferidas dos veces por 
semana.  
 
Transfección de AON  10 
 
[0071] Un día antes de la transfección, 1.0x106 células fueron sembradas en cada pocillo de una placa de 6 
pocillos, en un volumen total de 2 ml de medio completo. Mezclas de transfección fueron preparadas 
combinando 2,5 µl de AON en una concentración deseada, o agua destilada, 5 µl de reactivo de transfección 
(ExGen in vitro 500, Fermentas) y 92,5 µl 150 mM de NaCl, e incubadas a temperatura ambiente durante 10 15 
minutos, antes de adición a las células. Seis horas después de la transfección, 8 ml de medio bajo en suero 
(medio completo con solo 1% de suero de ternera fetal) fueron añadidos. Cuarenta y ocho horas después de 
la transfección, las células fueron recogidas y lavadas con 1x PBS, antes de proceder directamente al 
aislamiento de RNA.  
 20 
Aislamiento de RNA y RT-PCR  
 
[0072] RNA total fue aislado de células linfoblastoides transfectadas usando el equipo de aislamiento 
Nucleospin RNA II (Machery Nagel), según el protocolo del fabricante. Posteriormente, 1 µg de RNA total fue 
usado para síntesis de cDNA usando el equipo de síntesis iScript cDNA (Bio-Rad). El cinco por ciento del 25 
cDNA fue usado para cada reacción de PCR. Parte del cDNA de CEP290 fue amplificado bajo condiciones 
de PCR estándar suplementada con 5% de Q-solution (Qiagen), y usando un cebador sentido 
tgctaagtacagggacatcttgc (SEQ ID N.º: 15) y un cebador antisentido agactccacttgttcttttaaggag (SEQ ID N.º: 16) 
que se sitúan en el exón 26 y exón 27 del gen CEP290 humano, respectivamente. Los productos de la PCR 
fueron redisueltos en un gel de agarosa al 1,5%. Bandas que representan supuestamente CEP290 30 
empalmado correctamente y aberrantemente fueron eliminadas del gel, purificadas usando el equipo de 
aislamiento Nucleospin Extract II y secuenciadas de ambas cadenas con ABI PRISM Big Dye Terminator 
Cycle Sequencing V2.0 Ready Reaction kit y el ABI PRISM 3730 DNA analyzer (Applied Biosystems).  
 
INTRODUCCIÓN  35 
 
[0073] Aquí, describimos el uso de AON para volver a dirigir el empalme normal de CEP290 en células de 
linfoblastos derivadas de paciente, y muestran una reducción específica de secuencia y reducción 
dependiente de la dosis en niveles de CEP290 empalmados aberrantemente, así revelando el potencial de 
terapia basada en AON para tratar LCA asociada a CEP290.  40 
 
RESULTADOS  
 
[0074] La mutación de CEP290 intrónica (c.2991+1655A>G) crea un sitio donante de empalme críptico que 
produce la inclusión de un exón aberrante en el mRNA de CEP290 (figura 1A y -B). Adición de AON dirigida 45 
contra el exón aberrante prevendrá la inserción de este exón evitando la unión de factores que son 
esenciales para el empalme tal como los complejos U1- y U2snRNP, y proteínas ricas en serina-arginina, así 
restaurando el empalme y la síntesis de proteína de CEP290 normal (figura 1C). AON puede dirigirse a sitios 
de empalme al igual que secuencias exónicas, aunque en el caso peculiar del gen DMD de distrofia muscular 
de Duchenne, AON dirigidos a regiones exónicas tienden a superar aquellos que se dirigen a sitios de 50 
empalme (Aartsma-Rus et al, 2010). Además, estudios precedentes han sugerido una correlación positiva 
entre la capacidad de AON para inducir salto del exón y la presencia de sitios de unión de factor de empalme 
predichos de SC35 en la secuencia objetivo (Aartsma-Rus et al, 2008). Para diseñar un AON con alto 
potencial de salto de exón, el exón aberrante de CEP290 (secuencia exónica de 128 nucleótidos más 15 
nucleótidos de secuencia intrónica a cada lado) fue escutrinado por motivos de unión intensificadores de 55 
empalme exónico, utilizando el programa ESE finder 3.0 (Smith et al, 2006). En el extremo 3' del exón 
aberrante, dos motivos de unión de SC35 fueron predichos (datos no mostrados). Por lo tanto, el primer AON 
fue diseñado de manera que comprendió estos dos motivos (designados AON-3, SEQ ID N.º: 11), y siendo 
complementario al mRNA de CEP290.  
 60 
[0075] Para determinar si AON-3 tiene potencial de salto de exón in vitro, células linfoblastoides 
inmortalizadas de dos individuos no relacionados con LCA que llevan homocigóticamente la mutación 
fundadora intrónica de CEP290 c.2991+1655A>G, al igual que de un individuo de control fueron cultivadas en 
ausencia o presencia de 1 µM de AON-3. Como se esperaba, en el individuo de control, solo una banda que 
representa CEP290 correctamente empalmada fue observada, mientras que en ambos individuos afectados 65 
dos productos estaban presentes, uno que representaba mRNA de CEP290 empalmado correctamente, y 
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uno que representaba mRNA de CEP290 empalmado aberrantemente. Tras la adición de AON-3, una 
reducción fuerte en CEP290 aberrantemente empalmado fue notada, en ambos individuos con LCA (figura 
2A). Después, la especificidad de AON-3 fue evaluada transfectando un oligonucleótido sentido dirigido al 
mismo sitio objetivo (SON-3, SEQ ID N.º: 14). El análisis RT-PCR mostró que en las células transfectadas 
con SON-3, ambas moléculas de mRNA de CEP290 aberrantemente empalmadas y correctamente 5 
empalmadas están todavía presentes (figura 2B, panel izquierdo), lo que demuestra la especificidad de la 
secuencia antisentido. Utilizando un par adicional de cebadores que amplifica productos mayores, se 
obtuvieron resultados similares (figura 2B, panel derecho). De manera interesante, la reducción en CEP290 
aberrantemente empalmado parece coincidir con una intensidad aumentada del producto que representa 
mRNA de CEP290 empalmado correctamente. Estos datos indican que el producto aberrante no es 10 
degradado, pero que la transfección de AON realmente induce el salto del exón, dando como resultado la 
síntesis de mRNA de tipo salvaje empalmado más correctamente. Para determinar la dosis efectiva de AON-
3, las células fueron transfectadas con varias concentraciones de AON-3, que varían de 0.01 a 1.0 µM. 
Incluso en la concentración mínima de 0.01 µM, se observó una reducción marcada en CEP290 
aberrantemente empalmado. La cantidad máxima del salto del exón fue observada a 0.05 o 0.1 µM de AON, 15 
indicando que estas concentraciones son suficientes para convertir casi todos los CEP290 aberrantemente 
empalmados (figura 2C).  
 
[0076] Se considera que la eficacia de AON en la modulación de empalme depende meramente de la 
accesibilidad de la molécula de mRNA objetivo, y por lo tanto puede diferir en gran medida entre secuencias 20 
limítrofes. Para determinar si esta especificidad de secuencias también se aplica a CEP290, diferentes AON 
fueron diseñados que se dirigen al exón de CEP290 aberrante (tabla 1). Este exón consiste en 128 pares de 
bases, la mayoría siendo parte de una repetición de Alu, uno de los elementos repetitivos más frecuentes en 
el genoma humano (Schmidt et al, 1982), cubriendo el extremo 5' entero del exón aberrante (figura 3A). Por 
lo tanto, la mayoría de AON fueron diseñados para ser complementarios al extremo 3' del exón aberrante o el 25 
sitio donante de empalme (figura 3A). En total, cinco AON fueron transfectados a una concentración final de 
0.1 µM, que fue mostrada ser óptima para AON-3. De manera interesante, además de AON-3, también AON-
2 (SEQ ID N.º: 10) y AON-4 (SEQ ID N.º: 12) resultaron en niveles altos del salto del exón. En cambio, AON-
1 (SEQ ID N.º: 9) que se dirige a la región de repetición de Alu, y AON-5 (SEQ ID N.º: 13) que se dirige 
contra el sitio donante de empalme, difícilmente mostraron cualquier salto del exón potencial (figura 3B). 30 
Estos datos demuestran la especificidad de secuencia en el salto del exón basado en AON de CEP290 y 
subrayan una región pequeña del exón de CEP290 aberrante como un objetivo terapéutico potencial.  
 
DISCUSIÓN  
 35 
[0077] En este estudio, exploramos el potencial terapéutico de AON para corregir un defecto de empalme 
provocado por una mutación intrónica en CEP290. En las células de linfoblastos inmortalizadas de pacientes 
de LCA que llevan homocigóticamente la mutación c.2991+1655A>G de CEP290 intrónico, la transfección de 
algunos pero no todos los AON resultó en el salto del exón aberrante, restaurando así casi completamente el 
empalme de CEP290 normal.  40 
 
[0078] AON han sido el foco de investigación terapéutica desde hace más de una década, para el tratamiento 
de una variedad de enfermedades genéticas (Hammond et al, 2011). Estas estrategias incluyen el uso de 
AON para bloquear el reconocimiento de sitios de empalme aberrante, para alterar la proporción entre dos 
isoformas de empalme de origen natural, para inducir el salto de exones que contienen mutaciones 45 
truncadoras de proteínas, o para inducir el salto de exones para devolver el marco de lectura de un gen que 
se interrumpe por una deleción genómica, permitiendo la síntesis de una proteína (parcialmente) funcional 
(Hammond et al, 2011). Este último método está ya siendo aplicado en las pruebas clínicas de fase I/II para 
el tratamiento de pacientes con distrofia muscular de Duchenne, con resultados prometedores (Kinali et al, 
2009; van Deutekom et al, 2007).  50 
 
[0079] La mutación de CEP290 intrónico es un objetivo ideal para terapia basada en AON, ya que esta 
mutación produce la inclusión de un exón aberrante en el mRNA de CEP290 que es normalmente no 
transcrito. La inducción del salto de este exón aberrante por AON restaura completamente el mRNA de 
CEP290 normal, que permite niveles normales de proteína de CEP290 por sintetizar. Una segunda ventaja 55 
principal es que aunque este método de AON es una estrategia terapéutica específica de la mutación, la 
mutación de CEP290 intrónico es con diferencia la mutación que causa LCA más frecuente.4 Basado en la 
prevalencia estimada de LCA (1:50 000), y la frecuencia observada de la mutación de CEP290 intrónico en 
Europa del norte (26%) (Coppieters et al, 2010) y en los EEUU (10%) (Stone; 2007), al menos mil y, 
dependiendo de la frecuencia de la mutación en otras poblaciones, quizás muchos más individuos a nivel 60 
mundial tienen LCA debido a esta mutación. Finalmente, aunque el fenotipo de LCA asociado a mutaciones 
de CEP290 es severo, resulta que la integridad fotorreceptora, especialmente en la mácula, al igual que la 
estructura anatómica de las conexiones visuales al cerebro, están relativamente intactas en pacientes de 
LCA con mutaciones de CEP290, lo que permitiría una ventana de oportunidades para la intervención 
terapéutica (Cideciyan et al, 2007).  65 
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[0080] El estudio descrito aquí proporciona una prueba de principio de terapia basada en AON para LCA 
asociada a CEP290 in vitro, utilizando células de linfoblastos inmortalizadas del paciente. Para determinar el 
potencial terapéutico real de este método para tratar LCA, se necesitan estudios adicionales que incluyen el 
desarrollo de vectores terapéuticos, y evaluación de eficacia y seguridad en modelos animales. Aunque AON 
desnudos, o conjugados con péptidos que penetran en la célula, se pueden entregar a la retina por 5 
inyecciones intraoculares, la estabilidad limitada de los AON requeriría inyecciones múltiples en cada 
individuo. En cambio, usando vectores virales, una inyección subretinal única bastaría para permitir una 
expresión a largo plazo de la construcción terapéutica. Previamente, otros han usado vectores víricos adeno-
asociados recombinantes (rAAV) que llevan constructos de U1- o U7snRNA modificados para entregar 
eficazmente secuencias de AON, en el modelo de ratón mdx para mioblastos de pacientes de DMD, o de 10 
pacientes de DMD, respectivamente (Geib et al, 2009; Goyenhalle et al, 2004). De acuerdo con esto, AON 
que lleva el exón de CEP290 aberrante podría ser clonado dentro de tales constructos, y entregado a la 
retina por inyecciones subretinales de rAAV-5 o -8 serotipos que eficazmente transducen células 
fotorreceptoras donde se expresa el gen de CEP290 endógeno (Alloca et al, 2007; Lebherz et al, 2008). Con 
el uso de vectores rAAV-2, ninguna respuesta inmune de larga duración fue evocada tras las inyecciones 15 
subretinales de estos vectores en pacientes con mutaciones RPE65 (Simonella et al, 2009), y también para 
rAAV-5 y rAAV-8, respuestas inmunológicas parecen estar ausentes o limitadas, al menos en modelos 
animales (Li et al, 2009; Vandenberghe et al, 2011). Un aspecto de seguridad final concierne la especificidad 
de la secuencia que se usa para bloquear el empalme del exón aberrante de CEP290. Como se ha declarado 
antes, la mayoría de este exón es parte de una repetición de Alu, y AON dirigido contra esta repetición podrá 20 
enlazarse a sitios múltiples en el genoma humano, aumentando la oportunidad para inducir los efectos fuera 
de objetivo. Los AON que demostraron ser eficaces en este estudio no se dirigen completamente a la 
secuencia de repetición de Alu, pero tampoco son completamente únicos en el genoma humano. Sin 
embargo, cuando se compara con la base de datos EST, no se encuentra ningún acierto exacto, lo que indica 
que a nivel de los genes expresados, es improbable que estas secuencias induzcan efectos fuera de objetivo 25 
y desregulen el empalme normal de otros genes. Para estudiar adicionalmente la eficacia y seguridad de 
terapia basada en AON para LCA asociada en CEP290 in vivo, estamos actualmente generando un modelo 
de ratón knock-in transgénico que lleva parte del gen CEP290 humano (exón 26 a exón 27, con y sin la 
mutación intrónica) que se intercambia por su homólogo de ratón.  
 30 
[0081] En comparación con la terapia de aumento de genes, la terapia basada en AON tiene un número de 
ventajas. Primero, en la terapia de aumento de genes, un promotor ubicuo o específico tisular se utiliza para 
conducir la expresión del cDNA tipo salvaje que codifica la proteína que se muta en un paciente determinado. 
Por ejemplo en una prueba clínica para terapia con genes RPE65, se usó el promotor de beta-actina de pollo 
(Maguire et al, 2008). Usando estos pero también fragmentos de los promotores endógenos, resulta difícil 35 
controlar los niveles de expresión del gen terapéutico. En algunos casos, como para la proteína RPE65 que 
tiene una función enzimática, los niveles de expresión más allá de aquellos del gen endógeno pueden no ser 
nocivos para la retina. Para otros genes sin embargo, incluidos aquellos que codifican proteínas estructurales 
como CEP290, niveles de expresión bien regulados pueden ser cruciales para supervivencia celular, y la 
sobreexpresión de la proteína terapéutica puede ejercer efectos tóxicos. Usando AON, la intervención 40 
terapéutica ocurre a nivel de pre-mRNA, y por lo tanto no interfiere con los niveles de expresión endógenos 
del gen objetivo. Una segunda cuestión es el uso del vector vírico. De una variedad de diferentes vectores 
virales recombinantes, rAAVs se consideran los más adecuados para tratar distrofias retinales, debido a su 
relativamente alta eficiencia de transducción alta de células retinales, y su inmunogenicidad limitada. El 
inconveniente principal de rAAVs sin embargo es su tamaño de carga limitada de 4.8 kb. Nuevamente, para 45 
algunos genes como RPE65, este no es un problema. Para muchos otros genes retinales sin embargo, como 
CEP290 (con un marco de lectura abierto de 7.4 kb), pero también ABCA4 y USH2A, el tamaño de sus cDNA 
en toda su longitud excede el tamaño de carga del grupo disponible actualmente de rAAV. Una forma para 
superar este problema es expresar los cDNA que expresan proteínas parciales solo con actividad residual, 
como ha sido sugerido para CEP290 por la expresión de la región N-terminal de CEP290 en un modelo de 50 
pez cebra (Baye et al, 2011). Otros vectores virales, como lentivirus o adenovirus tienen una capacidad de 
carga más alta que rAAVs (~8 kb), pero son menos eficaces en la transducción de las células retinales, y los 
adenovirus tienen un potencial inmunogénico más alto (den Hollander et al, 2010). Para terapia basada en 
AON, las limitaciones de tamaño de AAV no son un problema, ya que el tamaño pequeño de los AON y los 
constructos de acompañamiento fácilmente encajan dentro de los AAV disponibles.  55 
 
[0082] En conclusión, este estudio muestra que la administración de AON a las células cultivadas de un 
paciente casi completamente corrige un defecto de empalme provocado por una mutación intrónica frecuente 
en CEP290 que causa LCA. Estos datos garantizan otra investigación para determinar el potencial 
terapéutico de terapia basada en AON para LCA asociada a CEP290, para retardar o cesar la progresión de 60 
esta enfermedad cegadora devastadora.  
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<220>  
<221> Intrón  
<222> (15902)..(16847)  
 25 
<220>  
<221> exón  
<222> (16848)..(16971)  
 
<220>  30 
<221> Intrón  
<222> (16972)..(21050)  
 
<220>  
<221> exón  35 
<222> (21051)..(21220)  
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (21221)..(21940)  40 
 
<220>  
<221> exón  
<222> (21941)..(22103)  
 45 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (22104)..(23473)  
 
<220>  50 
<221> exón  
<222> (23474)..(23574)  
 
<220>  
<221> Intrón  55 
<222> (23575)..(23646)  
 
<220>  
<221> exón  
<222> (23647)..(23734)  60 
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (23735)..(25071)  
 65 
<220>  
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<221> exón  
<222> (25072)..(25184)  
 
<220>  
<221> Intrón  5 
<222> (25185)..(27034)  
 
<220>  
<221> exón  
<222> (27035)..(27119)  10 
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (27120)..(27654)  
 15 
<220>  
<221> exón  
<222> (27655)..(27797)  
 
<220>  20 
<221> Intrón  
<222> (27798)..(30358)  
 
<220>  
<221> exón  25 
<222> (30359)..(30523)  
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (30524)..(30865)  30 
 
<220>  
<221> exón  
<222> (30866)..(31015)  
 35 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (31016)..(33035)  
 
<220>  40 
<221> exón  
<222> (33036)..(33151)  
 
<220>  
<221> Intrón  45 
<222> (33152)..(35118)  
 
<220>  
<221> exón  
<222> (35119)..(35221)  50 
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (35222)..(35311)  
 55 
<220>  
<221> exón  
<222> (35312)..(35542)  
 
<220>  60 
<221> Intrón  
<222> (35543)..(39205)  
 
<220>  
<221> exón  65 
<222> (39206)..(39379)  
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<220>  
<221> Intrón  
<222> (39380)..(45217)  
<223> Exón aberrante incluido en la posición 40902-41209 de mRNA de CEP290 mutante del nucleótido 5 
mutado A>G en pacientes de LCA en la posición 41034  
 
<220>  
<221> exón  
<222> (45218)..(45329)  10 
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (45330)..(48241)  
 15 
<220>  
<221> exón  
<222> (48242)..(48447)  
 
<220>  20 
<221> Intrón  
<222> (48448)..(49384)  
 
<220>  
<221> exón  25 
<222> (49385)..(49536)  
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (49537)..(51377)  30 
 
<220>  
<221> exón  
<222> (51378)..(51489)  
 35 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (51490)..(52729)  
 
<220>  40 
<221> exón  
<222> (52730)..(53185)  
 
<220>  
<221> Intrón  45 
<222> (53186)..(54272)  
 
<220>  
<221> exón  
<222> (54273)..(54437)  50 
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (54438)..(55718)  
 55 
<220>  
<221> exón  
<222> (55719)..(55826)  
 
<220>  60 
<221> Intrón  
<222> (55827)..(56043)  
 
<220>  
<221> exón  65 
<222> (56044)..(56178)  
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<220>  
<221> Intrón  
<222> (56179)..(57364)  
 5 
<220>  
<221> exón  
<222> (57365)..(57631)  
 
<220>  10 
<221> Intrón  
<222> (57632)..(58262)  
 
<220>  
<221> exón  15 
<222> (58263)..(58370)  
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (58371)..(58986)  20 
 
<220>  
<221> exón  
<222> (58987)..(59186)  
 25 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (59187)..(61821)  
 
<220>  30 
<221> exón  
<222> (61822)..(62035)  
 
<220>  
<221> Intrón  35 
<222> (62036)..(62987)  
 
<220>  
<221> exón  
<222> (62988)..(63125)  40 
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (63126)..(64298)  
 45 
<220>  
<221> exón  
<222> (64299)..(64520)  
 
<220>  50 
<221> Intrón  
<222> (64521)..(64872)  
 
<220>  
<221> exón  55 
<222> (64873)..(64995)  
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (64996)..(70290)  60 
 
<220>  
<221> exón  
<222> (70291)..(70436)  
 65 
<220>  
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<221> Intrón  
<222> (70437)..(70767)  
 
<220>  
<221> exón  5 
<222> (70768)..(70923)  
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (70924)..(73571)  10 
 
<220>  
<221> exón  
<222> (73572)..(73695)  
 15 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (73696)..(78101)  
 
<220>  20 
<221> exón  
<222> (78102)..(78236)  
 
<220>  
<221> Intrón  25 
<222> (78237)..(79438)  
 
<220>  
<221> exón  
<222> (79439)..(79525)  30 
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (79526)..(81222)  
 35 
<220>  
<221> exón  
<222> (81223)..(81387)  
 
<220>  40 
<221> Intrón  
<222> (81388)..(82196)  
 
<220>  
<221> exón  45 
<222> (82197)..(82319)  
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (82320)..(83196)  50 
 
<220>  
<221> exón  
<222> (83197)..(83369)  
 55 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (83370)..(86499)  
 
<220>  60 
<221> exón  
<222> (86500)..(86641)  
 
<220>  
<221> Intrón  65 
<222> (86642)..(87803)  
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<220>  
<221> exón  
<222> (87804)..(87877)  
 5 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (87878)..(88470)  
 
<220>  10 
<221> exón  
<222> (88471)..(88565)  
 
<220>  
<221> Intrón  15 
<222> (88566)..(91783)  
 
<220>  
<221> exón  
<222> (91784)..(91863)  20 
 
<220>  
<221> Intrón  
<222> (91864)..(92802)  
 25 
<220>  
<221> exón  
<222> (92803)..(93033)  
 
<220>  30 
<221> 3'UTR  
<222> (93034)..(93203)  
 
<400> 1  
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<210> 2  
<211> 7972  
<212> DNA  
<213> Homo sapiens  5 
 
<220>  
<221> CDS  
<222> (345)..(7784)  
 10 
<400> 2  
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<210> 3  
<211> 2479  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens  5 
 
<400> 3  
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<210> 4  
<211> 128  
<212> DNA  5 
<213> Homo sapiens  
 
<220>  
<221> misc_feature  
<223> exón de CEP290 aberrante de 128 nucleótidos 10 
 
<220>  
<221> misc_feature  
<223> exón de CEP290 aberrante de 128 nucleótidos 
 15 
<400> 4  
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<210> 5  
<211> 997  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens  
 5 
<220>  
<221> característica de VARIOS  
<222> (1)..(997)  
<223> aberrante CEP290 polipéptido 
  10 
<400> 5  
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<210> 6  
<211> 143  
<212> DNA  
<213> Homo sapiens  5 
 
<220>  
<221> misc_feature  
<222> (1)..(143)  
<223> motivo de 143 nucleótido  10 
 
<400> 6  

 
<210> 7  
<211> 42  15 
<212> DNA  
<213> Homo sapiens  
 
<220>  
<221> misc_feature  20 
<222> (1)..(42)  
<223> motivo de 42 nucleótidos 
 
<400> 7  
acagatgtga gccaccgcac ctggccccag ttgtaattgt ga 42  25 
 
<210> 8  
<211> 24  
<212> DNA  
<213> Homo sapiens  30 
 
<220>  
<221> misc_feature  
<222> (1)..(24)  
<223> motivo de 24 nucleótidos 35 
 
<400> 8  
ccaccgcacc tggccccagt tgta 4  
 
<210> 9  40 
<211> 20  
<212> DNA  
<213> Artificial  
 
<220>  45 
<223> AON-1  
 
<400> 9  
taatcccagc actttaggag 20  
 50 
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<210> 10  
<211> 16  
<212> DNA  
<213> Artificial  
 5 
<220>  
<223> AON-2  
 
<400> 10  
gggccaggtg cggtgg 16  10 
 
<210> 11  
<211> 17  
<212> DNA  
<213> Artificial  15 
 
<220>  
<223> AON-3  
 
<400> 11  20 
aactggggcc aggtgcg 17  
 
<210> 12  
<211> 18  
<212> DNA  25 
<213> Artificial  
 
<220>  
<223> AON-4  
 30 
<400> 12  
tacaactggg gccaggtg 18  
 
<210> 13  
<211> 20  35 
<212> DNA  
<213> Artificial  
 
<220>  
<223> AON-5  40 
 
<400> 13  
actcacaatt acaactgggg 20  
 
<210> 14  45 
<211> 17  
<212> DNA  
<213> Artificial  
 
<220>  50 
<223> SON-3  
 
<400> 14  
cgcacctggc cccagtt 17  
 55 
<210> 15  
<211> 23  
<212> DNA  
<213> Artificial  
 60 
<220>  
<223> cebador PCR  
 
<400> 15  
tgctaagtac agggacatct tgc 23  65 
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<210> 16  
<211> 25  
<212> DNA  
<213> Artificial  
 5 
<220>  
<223> cebador PCR  
 
<400> 16  
agactccact tgttctttta aggag 25  10 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Oligonucleótido antisentido de salto del exón que se enlaza y/o es complementario a un polinucleótido con 
la secuencia de nucleótidos como se muestra en SEQ ID N.º: 8, en el que dicho oligonucleótido comprende o 
consiste en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID N.º: 10, SEQ ID N.º: 11 y SEQ ID 5 
N.º: 12, y en el que un nucleótido en el oligonucleótido antisentido puede ser un residuo de RNA, un residuo 
de DNA, o un análogo de nucleótido o equivalente.  
 
2. Oligonucleótido antisentido de salto del exón según la reivindicación 1, que comprende un oligonucleótido 
antisentido de 2'-O alquilo fosforotioato, tal como ribosa modificada por 2'-O-metilo (RNA), ribosa modificada 10 
por 2'-O-etilo, ribosa modificada por 2'-O-propilo, y/o derivados sustituidos de estas modificaciones tales 
como derivados halogenados.  
 
3. Vector vírico que expresa un oligonucleótido antisentido de salto del exón tal y como se define en la 
reivindicación 1 cuando se coloca bajo las condiciones propicias para la expresión del oligonucleótido 15 
antisentido.  
 
4. Composición farmacéutica que incluye un oligonucleótido antisentido de salto del exón según la 
reivindicación 1 o 2 o un vector vírico según la reivindicación 3 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.  
 20 
5. Oligonucleótido antisentido de salto del exón según la reivindicación 1 o 2, el vector según la reivindicación 
3 o la composición según la reivindicación 4 para uso como un medicamento.  
 
6. Oligonucleótido antisentido de salto del exón según la reivindicación 1 o 2, el vector según la reivindicación 
3 o la composición según la reivindicación 4 para usar en el tratamiento de la amaurosis congénita de Leber.  25 
 
7. Método in vitro y/o ex vivo para modular el empalme de CEP290 en una célula, dicho método 
comprendiendo el contacto de dicha célula con un oligonucleótido antisentido de salto del exón tal y como se 
define en la reivindicación 1 o 2, el vector según la reivindicación 3 o la composición según la reivindicación 
4.    30 
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