ES 2697 249 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 697 249
Eint. a1

C12N 15/113 (2010.01)
A61K 31/7105  (2006.01)
AG61P 27/02 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 11.03.2014 ~ PCT/EP2014/054755
Fecha y nimero de publicacién internacional: 18.09.2014 WO14140051

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  11.03.2014  E 14709644 (0)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 15.08.2018  EP 2970972

Tl'tulo: miR-204 y miR-211y usos de los mismos

Prioridad: @ Titular/es:

11.03.2013 EP 13158603 FONDAZIONE TELETHON (100.0%)
Via Varese 16B

Fecha de publicaciéon y mencién en BOPI de la 00185 Roma, IT
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

22.01.2019 SURACE, ENRICO MARIA;
BANFI, SANDRO;
CONTE, IVAN;

KARALI, MARIANTHI y
MARROCCO, ELENA

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por
la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2697249 T3

DESCRIPCION
miR-204 y miR-211 y usos de los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a al menos un agente capaz de aumentar el nivel de uno o mas miARN en una
célula o células de un sujeto, comprendiendo dicho miARN la secuencia UUCCCUU, para su uso en el tratamiento
ylo la prevencion de una distrofia retiniana, en particular caracterizada por la degeneracion de fotorreceptores,
composiciones farmacéuticas relativas, acidos nucleicos, vectores y células huésped.

Antecedentes de lainvencion

Los microARN (miARNS) son reguladores postranscripcionales de la expresion génica que se estan convirtiendo en
actores clave en el control de los procesos bioldgicos fundamentales tanto en condiciones fisiol6gicas como
patolégicas. La evidencia acumulada sugiere que los miARN pueden controlar vias funcionales especificas
dirigiéndose a las redes de genes de genes funcionalmente correlacionados. En los seres humanos, la
desregulacion de la expresion de miARN causada por mutaciones en el miARN mismo o0 en su gen diana se ha
correlacionado con una serie de afecciones patoldgicas como la diabetes, las enfermedades neurodegenerativas,
insuficiencia cardiaca y sordera hereditaria (1, 2), entre otras. Recientemente, los miARN también estan emergiendo
como nuevas dianas de intervenciones terapéuticas para una variedad de enfermedades. Un papel terapéutico de
los miIARN ya se ha descrito en varios modelos de cancer (3, 4), en enfermedades cardiacas (5, 6), en la distrofia
muscular (7) y en los trastornos hepaticos (8, 9). El uso de un inhibidor de miR-122 ya ha entrado en los ensayos
clinicos, encontrdndose en los ensayos en fase | con el objetivo de tratar la infeccién por hepatitis C (10). Por lo
tanto, el uso terapéutico de los miARN representa un campo de investigacién prometedor en la medicina moderna,
aunque su extensa aplicacién requiere una comprension adecuada de los cambios en la expresién génica
controlados por los miARN.

La retina es una estructura en capas compuesta por seis tipos de células neuronales y una célula glial, que se
organizan en tres capas celulares: la capa de células ganglionares, que comprende el ganglio retinal (RGC) y las
células amacrinas desplazadas, la capa nuclear interna (INL), que contiene Interneuronas bipolares, horizontales y
amacrinas y células gliales de Muller, y la capa nuclear externa (ONL), donde se ubican los fotorreceptores de
bastén y cono. La retina esta inmediatamente adyacente al epitelio pigmentario de la retina (RPE), una capa de
células pigmentadas que nutre las células visuales de la retina, y que estd firmemente unida a la coroides
subyacente y a las células visuales de la retina suprayacentes (Figura 20).

Las distrofias retinianas hereditarias (IRDs) representan una de las causas mas frecuentes de ceguera genética en
el mundo occidental. La condicion primaria que subyace a este grupo de enfermedades es la degeneracion de los
fotorreceptores, es decir, las células que convierten la informacion de la luz en sefiales quimicas y eléctricas que
luego se transmiten al cerebro a través de los circuitos visuales. Hay dos tipos de células fotorreceptoras en la retina
humana: bastones y conos. Los bastones representan aproximadamente el 95% de las células fotorreceptoras en la
retina humana y son responsables de detectar el contraste, el brillo y el movimiento, mientras que los conos perciben
la resolucion fina, la resolucion espacial y la vision del color.

Los IRD se pueden subdividir en diferentes grupos de enfermedades, a saber, Retinitis Pigmentosa (RP), Amaurosis
Congénita de Leber (LCA, por sus siglas en inglés), distrofias de bastones y conos y distrofias de conos.

La RP es la forma mas frecuente de distrofia retiniana hereditaria con una frecuencia aproximada de
aproximadamente 1 de cada 4.000 individuos (11). En su inicio clinico, la RP se caracteriza por la ceguera nocturna
y la degeneracion progresiva de fotorreceptores acompafiados por depoésitos pigmentarios similares a espiculas
Oseas y un electrorretinograma (ERG) reducido o ausente. La RP puede ser aislada o sindromica, es decir, estar
asociada a manifestaciones extraoculares como el sindrome de Usher o el sindrome de Bardet-Biedle. Desde un
punto de vista genético, la RP es altamente heterogénea, con patrones de herencia autosémicos dominantes,
autosomicos recesivos y ligados al X. Un porcentaje significativo de pacientes con RP, sin embargo, son
aparentemente esporadicos. Hasta la fecha, se ha encontrado que alrededor de 50 genes/loci causales son
responsables de formas no sindromicas de RP y mas de 25 para RP sindromicas (sitio web de RETnet:
http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/).

La LCA tiene una prevalencia de aproximadamente 2-3 en 100.000 individuos y se caracteriza por una discapacidad
visual grave que comienza en los primeros meses/afios de vida (12). La LCA tiene caracteristicas retinianas,
oculares y extraoculares y, ocasionalmente, asociaciones sistémicas. La LCA se hereda como un rasgo autosémico
recesivo en la gran mayoria de los pacientes, mientras que la herencia autosémica dominante se ha descrito solo en
un numero limitado de casos. La LCA es genéticamente heterogénea y, hasta la fecha, se han identificado
mutaciones en 15 genes diferentes: GUCY2D (nombre del locus: LCA1), RPE65 (LCA2), SPATA7 (LCA3), AIPL1
(LCA4), LCA5 (LCA5), RPGRIP1 (LCA6), CRX (LCA7), CRB1 (LCAS8), CEP290 (LCA10), IMPDH1 (LCAll), RD3
(LCA12), NMNAT1 (LCA9), LRAT (LCA14), TULP1 (LCA15) y RDH12 (LCA13). El diagnostico de LCA se establece
por hallazgos clinicos. Las pruebas genéticas moleculares estan disponibles clinicamente para los 15 genes que
actualmente se sabe que estan asociados con LCA. En conjunto, se estima que las mutaciones en estos genes
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representan aproximadamente el 40%-50% de todos los casos de LCA, segln la encuesta.

Las distrofias de conos y bastones (CRD) tienen una prevalencia de 1/40.000 individuos y se caracterizan por
depdsitos de pigmento retiniano visibles en el examen del fondo de ojo, predominantemente localizados en la regién
macular. En contraste con el RP tipico, que se caracteriza por la pérdida primaria en fotorreceptores de bastones,
seguido mas tarde por la pérdida secundaria en fotorreceptores de cono, los CRD reflejan la secuencia opuesta de
eventos. La CRD se caracteriza por una afectaciéon primaria del cono o, a veces, por la pérdida concomitante de
ambos conos y bastones, lo que explica los sintomas predominantes de la CRD: disminucién de la agudeza visual,
defectos de la vision del color, fotoaversion y menor sensibilidad en el campo visual central, seguido después de una
pérdida progresiva de la visién periférica y ceguera nocturna (13). Las mutaciones en al menos 20 genes diferentes
se han asociado con CRD (sitio web de RETnet: http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/).

Las distrofias de cono (CD) son condiciones en las que los fotorreceptores de cono muestran una disfuncion
selectiva que no se extiende a los bastones. Se caracterizan por un déficit visual, anomalias en la visién del color,
pérdida del campo visual y un grado variable de nistagmo y fotofobia. En los CD, la funcién del cono esta ausente o
gravemente dafiada en la electrorretinografia (ERG) y en las pruebas psicofisicas (14). Al igual que las otras formas
de distrofias retinianas hereditarias, las CD son afecciones heterogéneas que pueden estar causadas por
mutaciones en al menos 10 genes diferentes (sitio web de RETnet: http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/).

Como también se menciond anteriormente, los IRD se deben a la degeneracion y posterior muerte de las células
fotorreceptoras, principalmente bastones en el caso de RP y LCA vy principalmente conos en el caso de CRD y CD.
De interés, en RP y en la mayoria de las formas de LCA, la degeneracion de los bastones es seguida por una
degeneracion secundaria de los conos. La gran mayoria de los genes responsables de los IRD se expresan
predominantemente en fotorreceptores (bastones o conos). Algunos genes IRD se expresan predominantemente en
el epitelio pigmentario de la retina. Sin embargo, también en este Ultimo caso, la principal consecuencia que se
deriva de la disfuncion de estos genes es un dafio en la funcidon del fotorreceptor, que luego se traduce en
degeneracion y muerte del fotorreceptor. Para la mayoria de las formas de las enfermedades mencionadas
anteriormente, no hay disponible actualmente ninguna terapia efectiva.

Los autores estan investigando actualmente el posible uso de miARN como herramientas terapéuticas en las
distrofias retinianas hereditarias. Los autores han estudiado recientemente el patron de expresion de los miARN
durante las etapas principales del desarrollo del ojo de los mamiferos y han generado el atlas de expresién mas
completo y actualizado de los miARN en el ojo de los mamiferos (15, 16).

Como resultado, los autores identificaron un subconjunto de mIARN que mostraban niveles significativos de
expresion en el ojo de los mamiferos, y entre esos miR-204 y miR-211. Los autores iniciaron una caracterizacion
funcional detallada de los dltimos miARN, utilizando principalmente modelos in vivo. En particular, los autores
demostraron anteriormente, mediante el uso de enfoques de ganancia y pérdida de funcién en el organismo modelo
de peces medaka [Oryzias latipes (ol)], que la alteracion de la actividad de miR-204 tiene un impacto significativo en
los multiples aspectos de la diferenciacion y funciéon ocular. En particular, la ablacion mediada por morfolino de la
expresion de miR-204 dio lugar a un fenotipo ocular caracterizado por microftalmia y un patrén dorsoventral alterado
(D-V) de la retina, que causa coloboma 6ptico (17).

Curiosamente, miR-204 y miR-211 son paralogos estrechamente relacionados en mamiferos que comparten la
misma secuencia de la region semilla y el mismo conjunto de objetivos predichos (TargetScan) (18). Solo difieren
por un nucledtido en ratén y dos nucledtidos en el ser humano.

Recientemente, se ha sugerido que miR-204 y miR-211 ejercen un efecto protector tanto en la integridad del epitelio
pigmentario de la retina (RPE) como una barrera y en la prevencion de su proliferacién anormal (23).

Sobre esa base, se ha propuesto que la liberacion de estos dos miARN al RPE puede ejercer un papel beneficioso
en las enfermedades oculares causadas por anomalias en la diferenciaciéon y proliferacion del RPE, incluida la
retinopatia vitrea, la degeneracion macular y la retinopatia diabética.

La solicitud W02010027838 se refiere a métodos para prevenir o tratar la proliferacién de células epiteliales retinales
perjudiciales, la pérdida de la diferenciacion de células epiteliales retinianas, la degeneracion macular relacionada
con la edad y/o la retinopatia vitrea proliferativa mediante la administracion de miR-204, miR-211, o una mezcla de
miR-204 y miR-211.

El documento W02009137807 se refiere a métodos y composiciones para diagnosticar y/o tratar, entre otras,
enfermedades vasculares del ojo, especificamente enfermedades neovasculares oculares o retinianas/coroideas,
mediante la administracion de un inhibidor de miR-211. Los métodos implican medir los niveles de uno o varios
mMiARN en muestras de pacientes y usar los resultados de las pruebas para diagnosticar y/o predecir un régimen de
tratamiento optimo para el paciente. El uso de miR-211 se reivindica para aumentar la vascularizacion.

Maguire et al. (The lancet, 374 (9701):1597-1605, 2009) describe un virus adeno-asociado (AAV) que contiene un
gen que codifica RPEG5 para su uso en el tratamiento de la amaurosis congénita de Leber. Conte et al. (Resumen
C056, 2012) describe que miR-204 y miR-211 desempefian miltiples funciones en la retina.
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Entonces, todavia existe la necesidad de una terapia que tenga un efecto protector sobre el proceso de
degeneracion y muerte de los fotorreceptores, que son las condiciones principales que subyacen a las distrofias
retinianas hereditarias. En tales enfermedades, la diferenciacién y proliferacion de RPE anormales no desempefian
funciones patégenas clave.

Resumen de lainvencién

La presente invencion se refiere al uso de miARN miR-204 y/o miR-211 para proteger la retina de la degeneracion
neuronal. Los autores de la presente invencién encontraron que la administracion intrarretinal de miR-204 y/o de
miR-211, particularmente en células fotorreceptoras, ejerce un efecto beneficioso en la degeneracion de los
fotorreceptores, y particularmente en IRD, incluyendo retinitis pigmentosa (tanto formas aisladas como sindromicas),
amaurosis congénita de Leber, distrofias de conos y bastones y distrofias de conos. En particular, esto demuestra el
efecto terapéutico obtenido por la administracion de miARN individuales en fotorreceptores in vivo.

Los miARN son complementarios a una parte o fragmento de uno o mas mARN. Ademas, los miARN no requieren
una complementariedad de secuencia absoluta para unirse a un mRNA, lo que les permite regular una amplia gama
de transcritos diana. Los miARN tipicamente se unen a secuencias diana con espacios entre nucledtidos
emparejados. Como se usa en el presente documento, la expresion "complementariedad de secuencia absoluta"
pretende describir un requisito de que cada par de nucleétidos a lo largo de la longitud de dos secuencias, p. €j., un
miARN y un gen o transcripcion diana, se unen sin huecos. El término "complementario” pretende describir dos
secuencias en las que al menos aproximadamente el 50% de los nucleétidos se unen de una secuencia a la otra
secuencia en trans.

Los miARN son frecuentemente complementarios a la UTR 3' del transcrito de ARNm, sin embargo, los miARN de la
invencion pueden unirse a cualquier regién de un ARNm diana. Alternativamente o, ademas, los miARN reconocen
los sitios gendmicos de metilacién que corresponden a los genes que codifican los mMRNA reconocidos. El estado de
metilacién del ADN gendmico determina en parte la accesibilidad de ese ADN a los factores de transcripcién. Como
tal, la metilacion y desmetilacion del ADN regulan el silenciamiento y la expresion de los genes, respectivamente.

Los miARN para uso en la invencion incluyen las secuencias en la Tabla 1 (SEQ ID N°: 1 a 5) y sus homélogos y
andlogos, a moléculas precursoras de miARN y a moléculas de ADN que codifican dichos miARN.

Tabla 1

miR204 de raton | SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2

miR204 humano | SEQ ID NO: 3

miR211 de raton | SEQ ID NO: 4

miR211 SEQ ID NO: 5

Hay dos versiones de la secuencia madura de raton miR-204: 5'-UUCCCUUUGUC AUCCUAUGCCU-S' (SEQ ID
NO: 1; n°. de entrada de miRBase MIMAT0000237) y 5'-UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCUG-S' (SEQ ID NO: 2; N°.
de entrada de GenBank AJ560745). Segun la observacién de un doblete administrado de cerca, ambos pueden
existir en ratones. El miR-204 maduro humano tiene la secuencia 5'-UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU-3' (SEQ ID
NO: 3; miRBase N° de entrada MIMAT0000265). La secuencia de miARN-211 de raton maduro es 5'-
UUCCCUUUGUCAUCCUUUGCCU-S'; SEQ ID N°: 4 (n°. de entrada de miRBase MIMAT0000668). El miR-211
maduro humano tiene la secuencia 5-UUCCCUUUGUC AUCCUUCGCCU-3' (SEQ ID NO: 5; n° de entrada de
miRBase MIMAT0000268).

Preferiblemente, la identidad de un homaologo con una secuencia de SEQ ID NOs 1-5 puede ser al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 95% idéntica.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién es, al menos, un agente capaz de aumentar el nivel de uno o més
mMiARN en una célula o células de un sujeto, comprendiendo dicho miARN la secuencia UUCCCUU semilla, para su
uso en el tratamiento y/o la prevencion de una distrofia retiniana.

La secuencia UUCCCUU es una secuencia semilla. La regién semilla forma un diplex firme con el ARNm diana. La
mayoria de los miARN imperfectamente en el par de bases con la region no traducida (UTR) 3' de los ARNm diana,
y la regién "semilla" proximal 5' de los miARN proporciona la mayor parte de la especificidad de emparejamiento. Sin
estar vinculado a ninguna teoria, se cree que los primeros nueve nucleétidos de miARN (que abarcan la secuencia
semilla) proporcionan una mayor especificidad, mientras que los ribonucleétidos de miARN 3' de esta regién
permiten una menor especificidad de secuencia y, por lo tanto, toleran un mayor grado de emparejamiento de bases
no coincidentes. siendo las posiciones 2-7 las mas importantes.

En la presente invencion, el agente se selecciona del grupo que consiste en: un miARN, un precursor de miARN, un
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mMiARN maduro, un mimético de miARN o una mezcla de miméticos de miARN, una molécula de ADN que codifica
dicho miARN, para dicho precursor de miARN, para dicho miARN maduro, para dicho mimético de miARN o mezcla
de miméticos de miARN, o cualquiera de sus combinaciones, en el que dicho agente comprende la secuencia
semilla UUCCCUU o codifica una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia semilla UUCCCUU.

Mas preferiblemente, al menos un miARN que comprende la secuencia semilla UUCCCUU es la secuencia madura
de miR-204 o la secuencia madura de miR-211.

Cabe sefialar que los miARN maduros generalmente pueden tener una longitud de aproximadamente 19-24
nucleétidos (y cualquier intervalo entre ellos), particularmente 21, 22 6 23 nucledtidos. Los miARN, sin embargo,
también pueden proporcionarse como un precursor que puede tener una longitud de aproximadamente 70 a
aproximadamente 100 nucleétidos (pre-miARN). Debe observarse que el precursor puede producirse mediante el
procesamiento de un transcrito primario que puede tener una longitud superior a aproximadamente 100 nucleétidos
(pri-miARN). El miARN como tal generalmente puede ser una molécula monocatenaria, mientras que el miARN-
precursor generalmente puede estar en forma de una molécula al menos parcialmente autocomplementaria capaz
de formar porciones bicatenarias, p. ej. estructuras de vastago y bucle. Las moléculas de ADN que codifican las
moléculas de miARN, pre-miARN y pri-miARN también estan incluidas en la invencion. Los &cidos nucleicos pueden
seleccionarse de ARN, ADN o moléculas analogas de &cido nucleico, tales como ribonucleétidos o
desoxirribonucleétidos modificados en el azicar o la estructura. Debe sefialarse, sin embargo, que también pueden
ser adecuados otros andlogos nucleicos, tales como los acidos nucleicos peptidicos (PNA) o los acidos nucleicos
bloqueados (LNA).

Las moléculas de &cido nucleico para usar en la invencion pueden obtenerse mediante métodos de sintesis quimica
0 mediante métodos recombinantes, por ejemplo, por transcripcién enzimatica de plantillas de ADN sintético o de
plasmidos de ADN aislados de organismos recombinantes. Normalmente, las ARN-polimerasas de fago se utilizan
para la transcripcién, como las ARN-polimerasas T7, T3 o SP6.

La descripcién también puede relacionarse con un vector de expresién recombinante que comprenda un &cido
nucleico recombinante unido operativamente a una secuencia de control de la expresion, en donde la expresion, es
decir, la transcripcion y, opcionalmente, el procesamiento posterior da como resultado una molécula de miARN o
una molécula precursora de miARN (pre-o pre-miARN) como se describe anteriormente. El vector puede ser un
vector de expresion adecuado para la expresion de acidos nucleicos en células eucariéticas, mas particularmente,
en mamiferos. El &cido nucleico recombinante contenido en dicho vector puede ser una secuencia que resulte en la
transcripcion de la molécula de miARN como tal, un precursor 0 su transcrito primario, que pueda procesarse
adicionalmente para dar la molécula de miARN.

Mas preferiblemente, dicho agente comprende la secuencia madura de miR-204 o la secuencia madura de miR-211.

En una realizacion preferida, se proporciona dicho agente para usar en el tratamiento y/o prevencién de una distrofia
retiniana dentro de un vehiculo de administracion, en el que el vehiculo de administracion se selecciona
opcionalmente de un vector viral, microesferas, liposomas, particulas de oro coloidal, lipopolisacéaridos, polipéptidos,
polisacéridos o pegilacion de vehiculos virales.

En una realizacion preferida, la distrofia retiniana se caracteriza por la degeneracién de los fotorreceptores.
Preferiblemente, la distrofia retiniana es una distrofia retiniana hereditaria. Mas preferiblemente, la degeneracion
retiniana hereditaria se selecciona del grupo que consiste en: Retinitis Pigmentosa (RP), Amaurosis Congénita de
Leber (ACV), distrofias de bastones y conos y distrofias de conos.

Un objeto adicional de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende al menos un agente capaz de
aumentar el nivel de uno o mas miARN, comprendiendo dicho miARN la secuencia semilla UUCCCUU como se
define anteriormente, y excipientes y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables para su uso en el tratamiento. y/o
la prevencién de una distrofia retiniana.

Dicho agente se selecciona del grupo que consiste en: un miARN, un precursor de miARN, un miARN maduro, un
mimético de miARN o una mezcla de miméticos de miARN, una molécula de ADN que codifica dicho miARN, para
dicho precursor de miARN, para dicho miARN maduro, para dicho mimético de miARN o mezcla de miméticos de
miARN, o cualquiera de sus combinaciones, donde dicho agente comprende la secuencia semilla UUCCCUU o
codifica una secuencia de nucledtidos que comprende la secuencia semilla UUCCCUU, mas preferiblemente dicho
agente comprende la secuencia madura de miR-204 o la secuencia madura de miR-211.

Un objeto adicional de la invencién es una secuencia de &cido nucleico que codifica el agente como se define
anteriormente para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de una distrofia retiniana.

Un objeto adicional de la invenciéon es un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de
codificacién para el agente como se define anteriormente bajo el control de un promotor adecuado para su uso en el
tratamiento y/o la prevencién de una distrofia retiniana.

Preferiblemente, el promotor adecuado es la secuencia del promotor de rodopsina.
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Mas preferiblemente, el vector de expresion recombinante, como se define anteriormente, comprende ademas una o
mas formas naturales de una secuencia de codificacion mutada responsable de la distrofia retiniana bajo el control
de un promotor adecuado. Preferiblemente, el promotor adecuado es la secuencia del promotor de la rodopsina o un
promotor que dirige la expresién en el RPE.

Preferiblemente, una o mas formas naturales de la secuencia de codificacion mutada responsable de la distrofia
retiniana se seleccionan del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 23 a SEQ ID NO: 414.

Cualquier combinacion de la SEQ ID N°: 23 a la SEQ ID N°: 414 es adecuada para la presente invencion.
Preferiblemente, la forma natural de la secuencia de codificacion mutada es la secuencia de codificacion de AIPL1.
En una realizacion preferida, el vector de expresion recombinante, como se define anteriormente, es un derivado de AAV.

Un objeto adicional de la invencién comporta una célula huésped para usar en el tratamiento y/o la prevencién de
una distrofia retiniana que comprende el vector de expresion recombinante como se define anteriormente.

Un objeto adicional de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende la secuencia de acido nucleico,
como se definié anteriormente, o el vector de expresién recombinante, como se definié anteriormente, o la célula
hospedadora, como se definié anteriormente, y excipientes y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables para su
uso en el tratamiento y/o la prevencion de una distrofia retiniana.

Preferiblemente, la composicion farmacéutica comprende ademas una o mas formas naturales de una secuencia de
codificacion mutada responsable de la distrofia retiniana bajo el control de un promotor adecuado.

Preferiblemente, la forma natural de la secuencia de codificacion mutada responsable de la distrofia retiniana se
inserta en otro vector de expresion recombinante independiente o separado.

Preferiblemente, en la composicion farmacéutica definida anteriormente, una o mas formas naturales de la
secuencia de codificacion mutada responsable de la distrofia retiniana se seleccionan del grupo que consiste en:
SEQ ID NO: 23 a SEQ ID NO: 414.

Preferiblemente, la forma natural de la secuencia de codificacion mutada es la secuencia de codificacién de AIPLL1.
Preferiblemente, la composicion farmacéutica, como se define anteriormente, para la administracion intraocular.

Se contempla que los usos terapéuticos de la presente invencion se pueden usar en combinacién con otros métodos
para tratar una distrofia retiniana. Otros agentes terapéuticos pueden incluir una molécula neuroprotectora tal como:
factores de crecimiento tales como el factor neurotréfico ciliar (CNTF), factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF),
cardiotrofina-1, factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y el factor de crecimiento de fibroblastos basico
(bFGF) o los factores de viabilidad del cono derivados de los bastones, como RACVF y RACVF2.

En la presente invencion, la forma natural de la secuencia de codificacion mutada responsable de la distrofia
retiniana, en particular caracterizada por la degeneracion de fotorreceptores, en particular la distrofia retiniana
hereditaria, se selecciona del grupo que consiste en los siguientes genes: ABHD12, ACBD5, ADAM9, ADAMTS18,
AIPL1, ARL2BP, ARL6, BBIP1, BBS1, BBS10, BBS12, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS9, , C2orf2, C2orf71,
C80orf71PPCJ090PPPJ0901PAC02C012, CACNA2D4, CDH23, CDH3, CDHR1, CEP290, CERKL, CIB2, CLRN1,
CNGA1, CNGB1, CNNM4, CRB1, DFNB31, DHDDS, EMC1, EYS, FAM161A, GPR125, GPR98, GUCY2D, HARS,
IDH3B, IMPG2, IQCB1, KCNJ13, KCNV2, KIAA1549, LCA5, LRAT, MAK, MERTK, MKKS, MKS1, MVK, MYOT7A,
NEK2, NMNAT1, OFD1, OTX2, PCDH15, PDE6A, PDE6B, PDE6C, PDE6G, PRCD, PROM1, RAB28, RAX2, RBP3,
RD3, RDH12, RGR, RLBP1, RP2, RPE65, RPGR, RPGRIP1, SAG, SDCCAGS8, SPATA7, TRIM32, TTCS8, TTPA,
TULP1, UNC119, USH1A, USH1C, USH1G, USH2A, ZNF513. Las secuencias de codificacién relativas son las
secuencias que consisten en la SEQ ID NO: 23 ala SEQ ID NO: 414.

Las distrofias retinianas hereditarias (IRDs) representan una de las causas mas frecuentes de ceguera genética en
el mundo occidental. La condicién primaria que subyace a este grupo de enfermedades es la degeneracion de los
fotorreceptores, es decir, las células que convierten la informacion de la luz en sefiales quimicas y eléctricas que
luego se transmiten al cerebro a través de los circuitos visuales. Las IRD se pueden subdividir en diferentes grupos
de enfermedades, a saber, Retinitis Pigmentosa (RP), Amaurosis Congénita de Leber (LCA), distrofias de conos y
bastones y distrofias de conos. El agente trata y/o previene una o mas de tales enfermedades.

En la presente descripcion, los agentes contemplados capaces de aumentar el nivel de uno o0 mas miARN pueden
incluir moléculas de miARN, polinucleétidos de ARN o ADN de cadena sencilla o doble, acidos nucleicos peptidicos
(PNAs), proteinas, moléculas pequefias, iones, polimeros, compuestos, anticuerpos, intracuerpos, antagonistas o
cualquiera de sus combinaciones. El agente puede aumentar los niveles de expresion, actividad y/o funcién de
miARN.

En algunos aspectos, el agente capaz de aumentar el nivel de uno o mas miARN puede ser una molécula de ARN o
ADN, que puede contener al menos un analogo de nucledtido modificado, es decir, un ribonucleétido o
desoxirribonucleétido natural se sustituye por un nucleétido no natural. El analogo de nucleétido modificado puede
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ubicarse, por ejemplo, en el extremo 5' y/o el extremo 3' de la molécula de acido nucleico.

Los analogos de nucle6tidos pueden seleccionarse de ribonucleétidos modificados en el azlicar o en la estructura.
Sin embargo, debe observarse que también pueden ser adecuados ribonucleétidos modificados en la nucleobase,
es decir, ribonucleétidos, que contienen una nucleobase no natural en lugar de una nucleobase natural, como las
uridinas o citidinas modificadas en la posicion 5, por ejemplo, 5-(2-amino)propil-uridina, 5-bromo-uridina; adenosinas
y guanosinas modificadas en la posicién 8, p. ej. 8-bromo guanosina; nucleétidos de deaza, por ejemplo, 7-deaza-
adenosina; nucleétidos alquilados en O y N, p. ej. N6-metil adenosina. En los ribonucleétidos modificados en el
azucar, el grupo 2'-OH se reemplaza por un grupo seleccionado de H, OR, R, halo, SH, SR, NH2, NHR, NR2 o CN,
en donde R es alquilo C1-C6, alquenilo o alquinilo y halo es F, ClI, Br o I. En los ribonucle6tidos modificados en la
estructura preferidos, el grupo fosfoéster que se conecta a los ribonuclettidos adyacentes se reemplaza por un
grupo modificado, por ejemplo, del grupo fosfotioato. Cabe sefialar que las modificaciones anteriores pueden ser
combinadas.

En la presente invencion, los "miméticos de miR" son pequefios oligonucleétidos de ARN de doble cadena, que
pueden modificarse quimicamente y que imitan a los mIARN enddgenos y permiten el andlisis funcional de los
miARN mediante la regulacion positiva de la actividad del miARN. La secuencia mimética corresponde a la
secuencia de la secuencia madura de miARN.

En la presente invencion, la degeneracion de los fotorreceptores es el deterioro progresivo y, en Ultima instancia, la
muerte de las células fotorreceptoras.

La degeneracién y muerte de los fotorreceptores son las condiciones principales que subyacen a la degeneracion
hereditaria de los fotorreceptores, en particular la degeneracion hereditaria de los fotorreceptores como en las
distrofias retinianas hereditarias. En la degeneracion de los fotorreceptores, la diferenciacion y proliferacion
anormales de RPE no desempefian funciones patégenas clave.

El agente de la presente invencion tiene una actividad terapéutica en la degeneracién de los fotorreceptores, que es
un efecto distinto al de la diferenciacion o proliferacion de las células epiteliales.

En la presente invencién, miR-204/211 significa miR-204 y/o miR-211. La mayoria de los miARN imperfectamente en
el par de bases con la region no traducida (UTR) 3' del ARN diana, y la region "semilla" proximal 5' de los miARN
proporcionan la mayor parte de la especificidad de emparejamiento. Sin estar ligado a ninguna teoria, se cree que
los primeros nueve nucleétidos de miARN (que abarcan la secuencia semilla) proporcionan una mayor especificidad,
mientras que los ribonucleétidos de miARN 3' de esta region permiten una menor especificidad de secuencia y, por
lo tanto, toleran un mayor grado de emparejamiento de bases no coincidentes, siendo las posiciones 2-7 las mas
importantes. Los miméticos de miR-204 y miR-211 pueden producirse mediante muchas técnicas conocidas en la
técnica. El grupo hidroxilo 2' de los azlcares de ribosa se puede alquilar, tal como por metilacion, para aumentar la
estabilidad de la molécula. Ademas, los azucares de ribosa pueden modificarse reemplazando el grupo hidroxilo en
la posicion 2' con un hidrégeno, generando asi un esqueleto de ADN. Ademas, cualquier base de uracilo de una
secuencia de ARN puede reemplazarse por timina. Estos son solo algunos ejemplos no limitativos de las posibles
modificaciones que puede realizar un experto en la técnica.

En la presente invencion, miR-204 y/o miR-211 pueden administrarse a la retina a través de la inyeccion
subretiniana de constructos de AAV. Sin embargo, es importante sefialar que las formas maduras de los miARN
también podrian administrarse a la retina como oligonucledtidos de ARN de doble cadena (miméticos de microARN)
cuya liberacién puede mejorarse mediante la conjugacién con otras estructuras moleculares o la encapsulacion con
vehiculos tales como liposomas o nanoparticulas (24). Ademas, tanto las construcciones de miR-204/211 AAV como
los miméticos de miR-204/211 también se pueden preparar en forma de una suspension inyectable, locién ocular o
pomada oftalmica que se puede administrar en la retina con un procedimiento no invasivo.

La administracion de oligonucleétidos se puede llevar a cabo mediante métodos conocidos, en los que se introduce
un &cido nucleico en una célula diana deseada in vitro o in vivo. Un aspecto de la presente descripcion comprende
una construccion de acido nucleico comprendida dentro de un vehiculo de liberacion. Un vehiculo de administracion
es una entidad por la cual una secuencia de nucleétidos puede ser transportada desde al menos un medio a otro.
Los vehiculos de administracion pueden usarse generalmente para la expresion de las secuencias codificadas
dentro de la construccion de acido nucleico y/o para la administracion intracelular de la construccion. Esta dentro del
alcance de la presente descripcién que el vehiculo de administracién pueda ser un vehiculo seleccionado del grupo
de vehiculos basados en ARN, vehiculos/vectores basados en ADN, vehiculos basados en lipidos, vehiculos
basados en virus y vehiculos basados en células. Los ejemplos de dichos vehiculos de administracién incluyen:
microesferas poliméricas biodegradables, formulaciones basadas en lipidos, como los vehiculos de liposomas,
recubriendo la construccion sobre particulas de oro coloidal, lipopolisacaridos, polipéptidos, polisacaridos, pegilacion
de vehiculos virales.

Un ejemplo de la descripcion puede comprender un virus como vehiculo de administracién, en el que el virus puede
seleccionarse de: adenovirus, retrovirus, lentivirus, virus asociados a adeno, virus del herpes, virus de la vacuna,
virus espumosos, citomegalovirus, virus del bosque de Semliki, virus de la viruela, vector del virus ARN y vector del
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virus ADN. Tales vectores virales son muy conocidos en la técnica. Las técnicas de transferencia génica utilizadas
comuUnmente incluyen fosfato de calcio, DEAE-dextrano, transfeccién, electroporacion y microinyeccién y métodos
virales (30-34). Otra técnica para la introduccién del ADN en las células es el uso de liposomas cati6nicos (35). Las
formulaciones de lipidos cationicos disponibles en el mercado son, p. €j., Tfx 50 (Promega) o Lipofectamin 2000 (Life
Technologies). Las composiciones pueden estar en forma de una solucion, p.ej. una solucién inyectable, una crema,
unglento, tableta, suspensién o similar. La composicion se puede administrar de cualquier manera adecuada, p.€j.
por inyeccién, particularmente por inyeccién intraocular, por via oral, topica, nasal, rectal, etc. El vehiculo puede ser
cualquier vehiculo farmacéutico adecuado. Preferiblemente, se usa un vehiculo, que es capaz de aumentar la
eficacia de las moléculas de ARN para entrar en las células diana. Ejemplos adecuados de tales vehiculos son los
liposomas, particularmente los liposomas catiénicos. Un aspecto de la presente descripcion abarca ademas
composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas miARN o miARN para su administracién a sujetos en una
forma biolégicamente compatible adecuada para la administracién in vivo. Los miARN de la invencién pueden
proporcionarse dentro de vectores de expresiébn como se describié anteriormente que se formulan en una
composicion farmacéutica adecuada.

Por "forma biolégicamente compatible adecuada para la administracion in vivo" se entiende una forma de la
sustancia a administrar en la cual cualquier efecto toxico es superado por los efectos terapéuticos. La administracion
de una cantidad terapéuticamente activa de las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, o una
"cantidad efectiva", se define como una cantidad efectiva en dosis y por periodos de tiempo, necesarios para lograr
el resultado deseado de aumentar/disminuir la produccion de proteinas. Una cantidad terapéuticamente eficaz de
una sustancia puede variar de acuerdo con factores tales como el estado/salud de la enfermedad, la edad, el sexo y
el peso del receptor, y la capacidad inherente del polipéptido particular, la codificacion de su acido nucleico, o el
virus recombinante para provocar la respuesta deseada. El régimen de dosificacion se puede ajustar para
proporcionar la respuesta terapéutica optima. Por ejemplo, pueden administrarse diariamente varias dosis divididas
o0 en intervalos periédicos, y/o la dosis puede reducirse proporcionalmente segun lo indiquen las exigencias de la
situacion terapéutica. La cantidad de miARN o del modulador de miARN para la administracion dependera de la via
de administracion, el tiempo de administracion y variar4 de acuerdo con las respuestas individuales del sujeto. Las
vias de administracion adecuadas son inyecciones intramusculares, inyecciones subcutaneas, inyecciones
intravenosas o inyecciones intraperitoneales, administracion oral e intranasal. En el caso de IRD, puede preferirse
inyectar la composicion basada en el modulador de miARN y/o miARN en la retina del sujeto. La composicion
también se puede proporcionar a través de implantes, que pueden usarse para la liberacién lenta de la composicién
a lo largo del tiempo.

En el caso de la degeneracién de los fotorreceptores, como en los IRD (en particular, Retinitis Pigmentosa (RP),
Amaurosis Congénita de Leber (LCA), distrofias de conos y bastones y distrofias de conos), las composiciones
basadas en el modulador de miARN o miARN de la invencién pueden administrarse topicamente al ojo en
volimenes efectivos de aproximadamente 5 microlitros a aproximadamente 75 microlitros, por ejemplo de
aproximadamente 7 microlitros a aproximadamente 50 microlitros, preferiblemente de aproximadamente 10
microlitros a aproximadamente 30 microlitros. Los miARN pueden ser altamente solubles en soluciones acuosas. La
instilacién topica en el ojo de miARN en voliumenes superiores a 75 microlitros puede ocasionar la pérdida de miARN
del ojo a través de derrames y drenaje. Por lo tanto, se prefiere administrar una alta concentracién de miARN (por
ejemplo, de 1 nM a 100 pyM, con un intervalo preferido entre 10 y 1000 nM) por instilacion tépica en el ojo en
volimenes de aproximadamente 5 microlitros a aproximadamente 75 microlitros.

En un aspecto, la via de administracion parenteral puede ser la administracion intraocular. La administracion
intraocular de la presente composicion basada en miARN puede realizarse mediante inyeccion o administracion
directa (por ejemplo, topica) en el ojo, siempre que la via de administracién permita que el miARN entre en el ojo.
Ademas de las vias tdpicas de administracion al ojo descritas anteriormente, las vias de administracion intraoculares
adecuadas incluyen la administracion intravitrea, intrarretiniana, subretiniana, subtendn, peri- y retro-orbital,
transcorneal y transescleral. Dichas vias de administracion intraocular estan dentro de la experiencia en la técnica
(36-39).

El vector de expresion recombinante puede ser cualquier vector de expresion recombinante adecuado, y puede
usarse para transformar o transfectar cualquier huésped adecuado. Los vectores adecuados incluyen aquellos
disefiados para la propagacion y expansion o para la expresion o ambos, como plasmidos y virus. Los vectores de
expresion recombinantes se pueden preparar utilizando técnicas estandar de ADN recombinante descritas, por
ejemplo, en Sambrook et al., supra, y Ausubel et al., supra. Las construcciones de vectores de expresion, que son
circulares o lineales, pueden prepararse para contener un sistema de replicacion funcional en una célula huésped
procariota o eucariota.

Los sistemas de replicacion pueden derivarse, por ejemplo, de ColEl, plasmido 2 p, A, S V40, virus del papiloma
bovino y similares.

Deseablemente, el vector de expresién recombinante comprende secuencias reguladoras, tales como los codones
de iniciacion y terminacion de la transcripcion y traduccion, que son especificos para el tipo de huésped (p. €j.,
bacterias, hongos, plantas o animales) en los que se introducira el vector, cuando sea apropiado y teniendo en
cuenta si el vector estd basado en ADN o ARN. El vector de expresion recombinante puede incluir uno o0 mas genes
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marcadores, que permiten la seleccion de hospedadores transformados o transfectados. Los genes marcadores
incluyen la resistencia a biocidas, por ejemplo, la resistencia a antibiéticos, metales pesados, etc., complementacion
en un huésped auxotréfico para proporcionar prototrofia, y similares. Los genes marcadores adecuados para los
vectores de expresion de la invencion incluyen, por ejemplo, genes de resistencia a neomicina/G418, genes de
resistencia a higromicina, genes de resistencia a histidinol, genes de resistencia a tetraciclina y genes de resistencia
a ampicilina. El vector de expresién recombinante puede comprender un promotor nativo o normativo unido
operativamente a la secuencia de nucleétidos que codifica el miR 204, miR 211 y/o sus miméticos (incluidas las
porciones funcionales y sus variantes funcionales), o la secuencia de nucleétidos que es complementaria 0 que
hibrida a la secuencia de nucleétidos que codifica el ARN. La seleccion de promotores, por ejemplo, fuerte, débil,
inducible, especificos de tejido y especificos del desarrollo, esta dentro de la habilidad ordinaria del experto. De
manera similar, la combinacién de una secuencia de nucleétidos con un promotor también estd dentro de la
habilidad del experto. El promotor puede ser un promotor no viral o un promotor viral, por ejemplo, un promotor de
citomegalovirus (CMV), un promotor S V40, un promotor RSV y un promotor encontrado en la repeticion terminal
larga del virus de células madre murinas. El promotor preferido es el promotor de rodopsina.

Los vectores de expresion recombinantes pueden disefiarse para su expresion transitoria, para su expresion estable
o para ambos. Ademas, los vectores de expresion recombinantes se pueden preparar para su expresion constitutiva
0 para su expresion inducible.

La descripcion proporciona ademas una célula huésped que comprende cualquiera de los vectores de expresion
recombinantes descritos en el presente documento. Como se usa en el presente documento, la expresion "célula
huésped" se refiere a cualquier tipo de célula que pueda contener el vector de expresién recombinante de la
invencién. La célula huésped puede ser una célula eucariota, por ejemplo, una planta, un animal, un hongo o un
alga, o puede ser una célula procariota, por ejemplo, una bacteria o un protozoo. La célula huésped puede ser una
célula cultivada o una célula primaria, es decir, aislada directamente de un organismo, por ejemplo, un ser humano.
La célula huésped puede ser una célula adherente o una célula suspendida, es decir, una célula que crezca en
suspension. Las células hospedadoras adecuadas son conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, DH5q,
células de E. coli, células de ovario de hamster chino, células VERO de mono, células COS, células HEK293 y
similares. Para los fines de amplificar o replicar el vector de expresidon recombinante, la célula huésped es
preferiblemente una célula procaridtica, por ejemplo, una célula DH5a.

Las expresiones "tratar o tratamiento" y "prevenir o prevencion”, asi como las palabras derivadas de los mismos,
como se usan en este documento, no implican necesariamente el 100% del tratamiento o la prevencion completos.
Mas bien, existen diversos grados de tratamiento o prevencion, de los cuales cualquier experto en la técnica
reconoce que tiene un beneficio potencial o efecto terapéutico; a este respecto, los métodos pueden proporcionar
cualquier cantidad de cualquier nivel de tratamiento o prevencion de una afeccioén asociada con miR 204 y/o miR
211, por ejemplo, en un mamifero. Ademas, el tratamiento o la prevencién provistos por el método pueden incluir el
tratamiento o la prevencion de una o mas afecciones o sintomas de la enfermedad que se esta tratando o
previniendo. Ademas, para los fines del presente documento, "prevencion” puede abarcar el retraso del inicio de la
enfermedad, o de sus sintomas o condiciones. Una "cantidad efectiva" se refiere a una dosis que es adecuada para
prevenir o tratar una enfermedad o trastorno caracterizado por la degeneracién de fotorreceptores en un individuo.
Las cantidades efectivas para un uso terapéutico o profilactico dependeran, por ejemplo, de la etapa y la gravedad
de la enfermedad o del trastorno que se esté tratando, la edad, el peso y el estado general de salud del paciente, y
el juicio del médico que prescribe. El tamafio de la dosis también estara determinado por el compuesto
seleccionado, el método de administracion, el tiempo y la frecuencia de administracion, asi como la existencia,
naturaleza y alcance de cualquier efecto secundario adverso que pueda acompafiar la administracion de un
compuesto en particular y el efecto fisiologico deseado. Cualquier experto en la técnica apreciara que las diversas
enfermedades o trastornos pueden requerir un tratamiento prolongado que implique multiples administraciones, tal
vez utilizando miR 204, miR 211 y/o sus miméticos en cada una o varias rondas de administracion. Un miR y sus
miméticos pueden administrarse en una composicién (por ejemplo, una composicion farmacéutica) que puede
comprender al menos un excipiente (por ejemplo, un excipiente farmacéuticamente aceptable), asi como otros
agentes terapéuticos (por ejemplo, otros miR y/o sus miméticos). La composicion puede administrarse por cualquier
via adecuada, incluida la administracion parenteral, topica, oral o local.

El excipiente farmacéuticamente aceptable es preferiblemente uno que sea quimicamente inerte al miR, y/o sus
miméticos y uno que tenga poco o ningun efecto secundario o toxicidad en las condiciones de uso. Dichos vehiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, agua, solucién salina, Cremophor EL (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO), propilenglicol, polietilenglicol, alcohol y sus combinaciones. La eleccién del vehiculo se
determinara en parte por el miR particular y/o sus miméticos, asi como por el método particular utilizado para
administrar la composicién. Por consiguiente, existe una amplia variedad de formulaciones adecuadas de la
composicion.

La composicién farmacéutica en el contexto de una realizacion de la invencién puede estar, por ejemplo, en forma
de pildora, capsula o tableta, conteniendo cada una de las cuales una cantidad predeterminada de uno o mas de los
compuestos activos y estando preferiblemente revestida para facilitar la deglucién, en forma de polvo o granulos, o
en forma de solucién o suspension. Para la administracion oral, los polvos o granulos finos pueden contener agentes
diluyentes, dispersantes y/o tensioactivos y pueden estar presentes, por ejemplo, en agua o en un jarabe, en
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capsulas o sobres en estado seco, 0 en una solucién o suspension no acuosa, en donde pueden incluirse agentes
de suspension, o en tabletas en donde se pueden incluir aglutinantes y lubricantes. También pueden estar presentes
componentes tales como edulcorantes, agentes aromatizantes, conservantes (por ejemplo, conservantes
antimicrobianos), agentes de suspension, agentes espesantes y/o agentes emulsionantes en la composicién
farmacéutica. Cuando se administra en forma de una solucién o suspension liquida, la formulaciéon puede contener
uno o mas de los compuestos activos y agua purificada. Los componentes opcionales en la solucién o suspension
liqguida incluyen conservantes adecuados (por ejemplo, conservantes antimicrobianos), agentes tamponantes,
disolventes y sus mezclas. Un componente de la formulacion puede servir para mas de una funcién. Se pueden usar
conservantes. Los conservantes adecuados pueden incluir, por ejemplo, metilparabeno, propilparabeno, benzoato
de sodio y cloruro de benzalconio. Se puede usar una mezcla de dos o mas conservantes opcionalmente. El
conservante o sus mezclas estdn presentes tipicamente en una cantidad de aproximadamente 0,0001% a
aproximadamente 2% en peso de la composicion total. Los agentes tamponantes adecuados pueden incluir, por
ejemplo, acido citrico, citrato de sodio, acido fosférico, fosfato de potasio y varios otros acidos y sales. Puede usarse
opcionalmente una mezcla de dos o mas agentes tamponantes. El agente tampdn o sus mezclas estan presentes
tipicamente en una cantidad de aproximadamente 0,001% a aproximadamente 4% en peso de la composicion total.
Las siguientes formulaciones para administracion oral, en aerosol, parenteral (por ejemplo, subcutanea, intravenosa,
intraarterial, intramuscular, intradérmica, interperitoneal e intratecal) y rectal son meramente ejemplares y de ninguna
manera son limitantes.

Las formulaciones adecuadas para la administracion oral pueden consistir en (a) soluciones liquidas, tales como una
cantidad efectiva del compuesto disuelto en diluyentes, como agua, solucién salina o jugo de naranja; (b) cipsulas,
sobres, tabletas, pastillas y trociscos, cada uno con una cantidad predeterminada del ingrediente activo, como
sélidos o granulos; (c) polvos; (d) suspensiones en un liquido apropiado; y (e) emulsiones adecuadas. Las
formulaciones liquidas pueden incluir diluyentes, tales como agua y alcoholes, por ejemplo, etanol, alcohol bencilico
y los alcoholes de polietileno, con o sin la adicién de un tensioactivo, agente de suspensiéon o agente emulsionante
farmacéuticamente aceptable. Las formas de capsulas pueden ser del tipo ordinario de gelatina de cubierta dura o
blanda que contiene, por ejemplo, tensioactivos, lubricantes y rellenos inertes, como lactosa, sacarosa, fosfato de
calcio y almidén de maiz. Las formas de comprimidos pueden incluir uno o méas de lactosa, sacarosa, manitol,
almidén de maiz, almidon de patata, &cido alginico, celulosa microcristalina, goma arabiga, gelatina, goma guar,
diéxido de silicio coloidal, croscarmelosa de sodio, talco, estearato de magnesio, estearato de calcio, estearato de
cinc, acido estedrico y otros excipientes, colorantes, diluyentes, agentes tamponantes, agentes desintegrantes,
agentes humectantes, conservantes, agentes aromatizantes y vehiculos farmacolégicamente compatibles. Las
formas de pastillas pueden comprender el ingrediente activo en un aromatizante, normalmente sacarosa y goma
arabiga o tragacanto, asi como las pastillas que comprenden el ingrediente activo en una base inerte, tal como
gelatina y glicerina, o sacarosa y goma ardbiga, emulsiones, geles y similares que contienen, ademas del
ingrediente activo, los vehiculos conocidos en la técnica. Los miRs y sus miméticos, solos o en combinacién con
otros componentes adecuados, pueden convertirse en formulaciones de aerosol para ser administrados por
inhalacién. Estas formulaciones de aerosol se pueden colocar en propelentes aceptables a presion, como
diclorodifiuorometano, propano, nitrégeno y similares. También pueden formularse como productos farmacéuticos
para preparaciones sin presion, como en un nebulizador o un atomizador. Las formulaciones adecuadas para la
administracion parenteral incluyen soluciones inyectables estériles isotonicas, acuosas y no acuosas, que pueden
contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen que la formulacidon sea isoténica con la
sangre del receptor deseado, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de
suspension, solubilizantes, agentes espesantes, estabilizantes y conservantes. El miR y sus miméticos pueden
administrarse en un diluyente fisiologicamente aceptable en un vehiculo farmacéutico, como un liquido estéril o una
mezcla de liquidos, que incluyen agua, solucion salina, dextrosa acuosa y soluciones de azUcar relacionadas, un
alcohol, como etanol, isopropanol o alcohol hexadecilico, glicoles, como propilenglicol o polietilenglicol, cetales de
glicerol, como 2,2-dimetil-1,3-dioxolano-4-metanol, éteres, como el poli(etilenglicol) 400, un aceite, un &acido graso,
un éster de acido graso o glicérido, o un glicérido de acido graso acetilado con o sin la adicién de un tensioactivo
farmacéuticamente aceptable, como un jabén o un detergente, un agente de suspension, como pectina, carbomeros,
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, o carboximetilcelulosa, o agentes emulsionantes y otros adyuvantes
farmacéuticos.

Los aceites, que se pueden usar en las formulaciones parenterales, incluyen aceites de petroleo, de animales,
vegetales o sintéticos. Los ejemplos especificos de aceites incluyen mani, soja, sésamo, semilla de algodon, maiz,
oliva, vaselina y minerales. Los acidos grasos adecuados para su uso en las formulaciones parenterales incluyen
acido oleico, &cido estearico y &cido isostarico. El oleato de etilo y el miristato de isopropilo son ejemplos de ésteres
de &cidos grasos adecuados.

Los jabones adecuados para su uso en las formulaciones parenterales pueden incluir sales de metales alcalinos
grasos, amonio y trietanolamina, y los detergentes adecuados incluyen (a) detergentes cationicos tales como, por
ejemplo, haluros de dimetil dialquil amonio y haluros de alquilpiridinio, (b) detergentes anionicos tales como, por
ejemplo, sulfonatos de alquilo, arilo y olefina, sulfatos de alquilo, olefina, éter y monoglicéridos, y sulfosuccinatos, (c)
detergentes no i6nicos como, por ejemplo, 6xidos de aminas grasas, alcanolamidas de acidos grasos y copolimeros
de polioxietileno-polipropileno, (d) detergentes anféteros como, por ejemplo, alquil-beta-aminopropionatos y sales de
amonio cuaternario de 2-alquilimidazolina, y (3) sus mezclas.
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Se pueden usar conservantes y tampones adecuados en tales formulaciones. Con el fin de minimizar o eliminar la
irritacion en el lugar de la inyeccién, tales composiciones pueden contener uno 0 mas tensioactivos no iénicos que
tengan una relaciéon hidrdéfila-lipéfila (HLB) de aproximadamente 12 a aproximadamente 17. La cantidad de
tensioactivo en tales formulaciones varia de aproximadamente 5% a aproximadamente 15% en peso. Los
tensioactivos adecuados incluyen ésteres de acidos grasos de sorbitan de polietileno, tales como monooleato de
sorbitan y los aductos de alto peso molecular de 6éxido de etileno con una base hidréfoba, formados por la
condensacion del 6xido de propileno con el propilenglicol. Las formulaciones parenterales pueden presentarse en
recipientes sellados de dosis unitarias o de dosis multiples, como ampollas y viales, y pueden almacenarse en un
estado liofilizado que requiera solo la adicién del vehiculo liquido estéril, por ejemplo, agua para inyecciones,
inmediatamente antes de su uso. Las soluciones y suspensiones para la inyeccidon extemporanea se pueden
preparar a partir de polvos, granulos y tabletas estériles.

Los miRs y sus miméticos pueden administrarse como una formulacion inyectable. Los requisitos de los vehiculos
farmacéuticos eficaces para las composiciones inyectables son muy conocidos por los expertos ordinarios en la
técnica. Consulte Pharmaceutics and Pharmacy Practice, JB Lippincott Co., Philadelphia, Pensilvania, Banker and
Chalmers, eds., Paginas 238-250 (1982), y ASHP Handbook on Injectable Drugs, Toissel, 42 ed., paginas 622-630
(1986). Las formulaciones tépicas, que incluyen aquellas que son utiles para la liberacién transdérmica de farmacos,
son bien conocidas por los expertos en la técnica y son adecuadas en el contexto de las realizaciones de la
invencion para su aplicacion a la piel.

La concentracion de un compuesto en las formulaciones farmacéuticas puede variar, por ejemplo, desde menos de
aproximadamente el 1%, generalmente en el 10% o al menos aproximadamente el 10%, hasta del 20% al 50% o
mas en peso, y puede seleccionarse principalmente por volimenes de fluidos y viscosidades, de acuerdo con el
modo de administracion particular seleccionado. Los métodos para preparar composiciones administrables (por
ejemplo, administrables por via parenteral) son conocidos o evidentes para los expertos en la materia y se describen
con mas detalle, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Science (172 edicion, Mack Publishing Company,
Easton, PA, 1985). Ademas de las composiciones farmacéuticas antes descritas, los miR y sus miméticos pueden
formularse como complejos de inclusién, tales como complejos de inclusion de ciclodextrina, o liposomas. Los
liposomas pueden servir para dirigir los miRs y los miméticos de los mismos a un tejido particular. Los liposomas
también se pueden usar para aumentar la vida media de los miR y sus miméticos. Hay muchos métodos disponibles
para preparar liposomas, como se describe, por ejemplo, en Szoka et al., Ann. Rev. Biophys Bioeng., 9:467 (1980) y
las patentes de EE.UU. 4.235.871, 4.501.728, 4.837.028 y 5.019.369.

Cuando el agente, tal como un miR o su mimético de miR, se administra con uno 0 mas agentes terapéuticos
adicionales, pueden administrarse conjuntamente al mamifero uno o mas agentes terapéuticos adicionales. Por
"coadministracion” se entiende la administracion de uno o mas agentes terapéuticos adicionales y el miR y/o sus
mimeéticos lo suficientemente cerca en el tiempo tal que el miR y/o sus miméticos puedan mejorar el efecto de uno o
mas agentes terapéuticos adicionales. A este respecto, el miR y/o sus miméticos pueden administrarse primero y el
uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales pueden administrarse después, o viceversa. Alternativamente, el miR
y/o sus miméticos, y el uno o mas agentes terapéuticos adicionales, pueden administrarse simultdneamente. El
agente terapéutico adicional puede ser un vector de expresion recombinante que comprenda la forma natural de la
secuencia de codificacion responsable de la distrofia retiniana hereditaria bajo el control de un promotor apropiado.
Los agentes terapéuticos adicionales pueden incluir una molécula neuroprotectora tal como: factores de crecimiento
tales como el factor neurotréfico ciliar (CNTF), el factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF), cardiotrofina-1,
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) o los
factores de viabilidad del cono derivados de los bastones, como RACVF y RACVF2.

Los sistemas de administracién utiles en el contexto de las realizaciones de la invencion pueden incluir sistemas de
administracion de liberacion prolongada, liberacion retardada y liberacion sostenida, de modo que la administracion
de la composicion se produzca antes, y con el tiempo suficiente, para causar la sensibilizacion del sitio a ser tratado.
La composicion se puede usar junto con otros agentes terapéuticos o terapias. Dichos sistemas pueden evitar las
administraciones repetidas de la composicion, aumentando asi la conveniencia para el sujeto y el médico, y pueden
ser particularmente adecuados para las diversas composiciones descritas. Muchos tipos de sistemas de
administracion de liberacion estan disponibles y son conocidos por los expertos en la técnica. Incluyen los sistemas
de bases de polimeros tales como poli(lactida-glicolida), copoloxalatos, policaprolactonas, poliesteramidas,
poliortoésteres, acido polihidroxibutirico y polihidruros. Las microcapsulas de los polimeros anteriores que contienen
farmacos se describen, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos 5.075.109. Los sistemas de administracion
también incluyen sistemas no poliméricos que son lipidos que incluyen esteroles como el colesterol, los ésteres de
colesterol y acidos grasos o grasas neutras como los mono-, di- y tri-glicéridos; sistemas de liberacion de hidrogel;
sistemas silasticos; sistemas basados en péptidos; revestimientos de cera; comprimidos prensados utilizando
aglutinantes y excipientes convencionales; implantes parcialmente fundidos; y similares. Los ejemplos especificos
incluyen, pero no se limitan a: (a) sistemas de erosion en los que la composicion activa esté contenida en una forma
dentro de una matriz como las que se describen en las patentes de EE. UU. 4.452.775, 4.667.014, 4.748.034 y
5.239.660 y (b) sistemas difusionales en que un componente activo impregna a una velocidad controlada de un
polimero tal como se describe en las Patentes de Estados Unidos 3.832.253 y 3.854.480. Ademas, se pueden usar
sistemas de suministro de materiales basados en bombas, algunos de los cuales estan adaptados para la
implantacion.
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La invencion se ilustrara a continuacién por medio de ejemplos no limitativos que se refieren a las siguientes figuras.

Figura 1. Niveles de expresion de miR-204 en el ONL de ojos inyectados con AAV.CMV.premiR204. (A) Secciones
de la retina antes (panel izquierdo) de la microdiseccion de captura con laser (LCM) y después (panel derecho). Las
muestras microdiseccionadas que contenian la capa nuclear externa (ONL) se agruparon para la extracciéon del
ARN. (B) andlisis del perfil de expresion de miARN en el ONL recogido de LCM de tres animales inyectados
subretinalmente con AAV a las 6 semanas de edad y sacrificados 3 semanas después. Los niveles de expresion se
determinaron por RT-qPCR en el ARN total extraido de retinas inyectadas con AAV.CMV.premiR204 (204inj) y
AAV.CMV.EGFP (EGFP). Los niveles de expresion de miARN individuales se normalizaron frente a los niveles de
sno234, que sirvié como control. La administracion subretinal del vector AAV.CMV.premiR204 confiri6 un aumento
de 1,5 a 2 veces de miR-204 en comparacion con los niveles enddgenos. Los niveles de miR-124 no variaron
significativamente. Abreviaturas: GCL, capa de células ganglionares; INL, capa nuclear interna; ONL, capa nuclear
externa; RPE, epitelio pigmentario de la retina.

Figura 2. Analisis histologico de retinas de ratones Aipll”” después de la administracion subretiniana de los vectores
AAV.CMV.EGFP y AAV.CMV.premiR204 en P4. (A) Tincion DAPI de las secciones retinales en P21. Solo un baston
de nudcleos esta presente en la ONL de ojos de Aipll'/' inyectados con el vector de control AAV.CMV.EGFP (recuadro
en A). En cambio, hay un aumento en el nimero de bastones y la densidad de los nicleos en la ONL del ojo
contralateral inyectado con el vector AAV.CMV.premiR204 (recuadro en B). Las otras capas de la retina (INL, IPL y
GCL) parecen no verse afectadas. (C) Grafico que muestra el nimero promedio de bastones de nucleos de
fotorreceptores en los ojos tratados (n = 11) en comparacion con los ojos contralaterales, inyectados con el vector de
control. Abreviaturas: ONL, capa nuclear externa; INL, capa nuclear interna; IPL, capa plexiforme interna; GCL, capa
de células ganglionares.

Figura 3. Analisis inmunohistolégico de retinas de ratones Aipll” después de la administracion subretiniana de los
vectores AAV.CMV.EGFP y AAV.CMV.premiR204 en el dia postnatal (P) 4. Imagenes de microscopia confocal del
marcador de bastones rodopsina (A, B) y el marcador de conos arrestina (C, D) inmunomarcado en secciones de la
retina en P21. Se observa una mayor tincion para los marcadores fotorreceptores de bastén y cono en la ONL de
ojos inyectados con el vector AAV.CMV.premiR204 en comparacion con los ojos contralaterales inyectados con el
vector de control EGFP. La tincion DAPI de estas secciones se muestra en E y F. Abreviaturas: ONL, capa nuclear
externa; INL, capa nuclear interna; IPL, capa plexiforme interna; GCL, capa de células ganglionares.

Figura 4. Inmunomarcaje M-Opsina de retinas de ratones Aipll” después de la administracion subretiniana de los
vectores AAV.CMV.EGFP y AAV.CMV.premiR204 en el dia postnatal (P) 4. Imagenes de microscopia confocal del
inmunomarcado del marcador de conos M-Opsina (A, B) en secciones de la retina en P21. Se observa un aumento
de la tincion para Opsina M en la ONL de ojos inyectados con el vector AAV.CMV.premiR204 en comparacion con
los ojos contralaterales inyectados con el vector de control EGFP. La tincion con DAPI de estas secciones se
muestra en C y D. Abreviaturas: ONL, capa nuclear externa; INL, capa nuclear interna; IPL, capa plexiforme interna;
GCL, capa de células ganglionares.

Figura 5. Preservacion parcial de la estructura retiniana en ratones Aipll”” después de la administracion combinada
mediada por AAV de miR-204 y del gen hAIPL1. Tincion con DAPI de las secciones de la retina en P30 que
muestran la conservacion parcial del grosor de la retina (nUmero de nucleos de células fotorreceptoras) en ratones
Aipll” después de la inyeccion subretiniana simultanea en P4 de dos vectores distintos: AAV.CMV.premiR204 en
combinacion con AAV.CMV.hAIPLI (B), en comparacion con los ojos contralaterales inyectados con
AAV.CMV.hAIPLI solo (A).

Figura 6. Funcion retiniana de ratones transgénicos P347S con rodopsina después de la administracion de miR-204
mediada por AAV en el dia 4 postnatal. En ratones P347S, la inyeccién subretiniana de AAV.CMV.premiR204 (n =
16) produce una mejoria de la funcién retiniana un mes después de la inyeccién, indicada por un aumento
estadisticamente significativo en la amplitud ERG de onda b (P < 0,05), en comparacién con los ojos contralaterales
inyectados con el constructo de control AAV.CMV.EGFP (n = 16).

Figura 7. Funcién retiniana de ratones transgénicos con rodopsina P347S 2 meses después de la administracion de
miR-204 mediada por AAV en el dia 4 postnatal. La mejora en la funcidn retiniana, obtenida después de la
administracion subretiniana de AAV.CMV.premiR204 en ratones P347S fue persistente hasta al menos 2 meses
después de la inyeccion, segin lo indicado por el aumento en la amplitud ERG de la onda b, en ojos tratados (n = 7)
en comparacion con los ojos contralaterales inyectados con el control AAV.CMV.EGFP.

Figura 8. Analisis inmunohistoquimico de marcadores fotorreceptores en ratones P347S después de la
administracion de miR-204 mediada por AAV. Imagenes de microscopia confocal de inmunomarcaje con los
marcadores de conos M-Opsina (A, B) y S-Opsina (E, F) en las secciones de la retina P40. Se observa un aumento
de la tincidn para estos marcadores en los o0jos inyectados con los vectores AAV.CMV.premiR204 en comparacion
con los ojos de control controlaterales. La tincion DAPI de estas secciones se muestra en C, D, G y H,
respectivamente. Abreviaturas: ONL, capa nuclear externa; INL, capa nuclear interna; IPL, capa plexiforme interna;
RPE, epitelio pigmentario de la retina.
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Figura 9. Reduccién de la muerte celular retiniana en ratones P347S después de la administracion de miR-204
mediada por AAV. (A, B) Imagenes de microscopia confocal de cortes de retina tefiidos con TUNEL de ojos
inyectados con AAV.CMV.premiR204 (B) y vectores de control (A). La tincién con DAPI de estas secciones se
muestra en C y D. Abreviaturas: ONL, capa nuclear externa; INL, capa nuclear interna; IPL, capa plexiforme interior.
(E) El numero de fotorreceptores positivos para TUNEL se cuantificé contando las secciones correspondientes de
los ojos orientados en seccion serial. Hay una reduccién significativa (70%, P <0,001) en el nimero de células
fotorreceptoras apoptoticas en la retina de ratones P347S después de la inyeccion de AAV.CMV.premiR204 en
comparacion con los ojos contralaterales inyectados con el vector de control (n = 5 retina; las barras de error son
SEM; *** p <0,001).

Figura 10: Disminucién de la gliosis retiniana en ratones P347S después de la administracién de miR-204 mediada
por AAV. Imagenes de microscopia confocal (A, B) de inmunomarcaje de anti-glutamina sintetasa (GS6) en
secciones de retina P40. Se observé una disminucion en el nimero de células de la microglia retiniana activadas
(detectadas por tincion para GS6) en ojos inyectados con el vector AAV.CMV.premiR204 en comparacion con los
ojos de control contralaterales. La tincion con DAPI de estas secciones se muestra en C y D. Abreviaturas: ONL,
capa nuclear externa; INL, capa nuclear interna; IPL, capa plexiforme interior.

Figura 11. Funcién retiniana de ratones transgénicos P347S con rodopsina después de la sobreexpresion de miR-
204 mediada por AAV bajo el control de un promotor de rodopsina (especifico para fotorreceptores) en el dia 4
postnatal. En ratones P347S, la inyeccion subretiniana de AAV.RHO.premiR204 (n = 5), en la que la expresion del
premiR-204 esta bajo el control de un promotor especifico de fotorreceptores (Rodopsina), produce una mejora en la
funcién de la retina, indicada por un aumento estadisticamente significativo en la amplitud ERG de la onda b en ojos
tratados en comparacion con ojos contralaterales inyectados con el control AAV.CMV.EGFP (n = 5).

Figura 12. La mejora de la funcion retiniana en ratones transgénicos con rodopsina P347S después de la
administracion mediada por AAV de miR-211 en el dia 4 postnatal. En ratones P347S, la inyeccién subretiniana de
AAV.CMV.premiR204 (n = 4) y AAV.CMV.premiR211 (n = 9) da como resultado un aumento muy similar en la
amplitud ERG de la onda b en los ojos tratados comparado con los ojos contralaterales inyectados con el control
AAV.CMV.EGFP (n = 7).

Figura 13. Analisis inmunohistoquimico de marcadores de fotorreceptores de conos en ratones P347S después de la
administracion de miR-211 mediada por AAV. Imagenes de microscopia por fluorescencia del inmunomarcaje de los
marcadores de conos M-Opsina (A, B) y S-Opsina (E, F) en las secciones de la retina P40. Se observa un aumento
de la tincion para estos marcadores en los 0jos inyectados con los vectores AAV.CMV.premiR211 en comparacion
con los ojos de control controlaterales. La tincion DAPI de estas secciones se muestra en C, D, G y H,
respectivamente. Abreviaturas: ONL, capa nuclear externa; INL, capa nuclear interna; IPL, capa plexiforme interna;
GCL, capa de células ganglionares.

Figura 14. Funcion retiniana de ratones C57/BL6 naturales después de la administracién de miR-204 mediada por
AAV en estadios adultos. En ratones adultos naturales, la inyeccion subretiniana de AAV.CMV.premiR204 no altera
la funcidn retiniana, como lo indica la similitud en las respuestas ERG de la onda b, en los ojos tratados (n = 35) en
comparacioén con los ojos contralaterales, inyectados con el control AAV.CMV.EGFP (n = 35).

Figura 15. Funcidn retiniana de ratones C57/BL6 naturales después de la administracion de miR-204 mediada por
AAV en el dia 4 posterior al nacimiento. En crias naturales, la inyeccién subretiniana de AAV.CMV.premiR204 en el
dia 4 postnatal (P) no altera significativamente la funcion retiniana, como lo indica la similitud de las respuestas ERG
de la onda b en los ojos tratados (n = | 3) en comparacién con los ojos contralaterales, inyectados con el control
AAV.CMV.EGFP (n = 12).

Figura 16. Funcion retiniana de ratones transgénicos P347S con rodopsina después de la administracion de miR-204
mediada por AAV en el dia 4 postnatal. En ratones P347S, la inyeccién subretiniana de AAV.CMV.premiR204 (n =
39) produce una mejoria de la funcién retiniana un mes después de la inyeccion, indicada por un aumento
estadisticamente significativo en la amplitud ERG de la onda b (P <0,05), en comparacion con los 0jos
contralaterales inyectados con el constructo de control AAV.CMV.EGFP (n = 56).

Figura 17. Funcién retiniana de ratones C57/BL6 naturales después de la administracién de miR-204/211 mediada
por AAV en estadios adultos. En ratones adultos naturales, la inyeccion subretiniana de
AAV.RHO.premiR204/miR211 no altera la funcién retiniana, como lo indica la similitud en las respuestas ERG de la
onda b, en los ojos tratados (n = 11) en comparacion con los ojos contralaterales, inyectados con el control
AAV.RHO.EGFP (n = 11).

Figura 18. Expresion de miR-204/211 en secciones retinianas de ratones adultos naturales. ARN ISH para miR-204
utilizando una sonda de deteccién de LNA miRCURY™ (Exigon). En la retina neural, miR-204/211 se expresa
fuertemente en INL y GCL mientras que no se detecta expresion en las capas de fotorreceptores (ONL y OS).
Abreviaturas: GCL, Capa Celular Ganglionar; INL, Capa Nuclear Interna; IPL, Capa Plexiforme Interna; ONL, Capa
Nuclear Exterior.

Figura 19. Funcion retiniana de ratones knock-out miR-211 a los 3 meses. Se observd una disminucién
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estadisticamente significativa en la amplitud de ERG de la onda b (P <0,05) en ratones KO miR-211 homocigotos
(OMO) y heterocigotos (HET) en comparacién con los naturales (WT).

Figura 20. El ojo humano. a) Representacion esquematica del ojo humano b) Seccion transversal de la retina
humana, que muestra su estructura laminada, que consiste en: (1) la capa de células ganglionares, cuyos axones
forman el nervio dptico, que conecta la retina con el cerebro; (2) la capa nuclear interna, que contiene neuronas de
segundo orden, como las células bipolares, amacrinas y horizontales; (3) la capa nuclear externa del fotorreceptor
(PR), que contiene los cuerpos celulares y los nlcleos de las PR de bastones y conos; (4) los segmentos externos
PR, que estan densamente empaquetados con discos que contienen opsina y estan separados de los segmentos
internos y cuerpos celulares por un estrecho cilio de conexién de 200-500 nm de largo (no visible); y (5) el epitelio
pigmentario de la retina (RPE), una monocapa de células que contienen uniones estrechas que separan la retina
neural de la coroides, que suministra sangre al RPE y PR (retina externa). Téngase en cuenta que las células PR
estan presentes en las capas (3) y (4) y son claramente distintas del RPE (5). Modificado de: Degeneracion de
fotorreceptores: diseccion genética y mecanicista de un rasgo complejo. Wright AF, Chakarova CF, Abd El-Aziz MM,
Bhattacharya SS. Nat Rev Genet. 2010 Abr; 11(4): 273-84.

Descripcion detallada de lainvencién
Materiales y métodos

Secuencias

>hsa-mir-204 SEQ ID NO: 6

GGCUACAGUCUUUCUUCAUGUGACUCGUGGACUUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCUGAGAATAUAUGARGGAGGCUGGGAA
GGCARAAGGGACGUUCAATUIGUCAUCACUGGTE

-Secuencia madura (en negrita) de la base 33 a la base 54

-Secuencia semilla (subrayada) de la base 33 a la base 39

>mmu-mir-204 SEQ ID NO: 7
UGGACUUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCUGAGAAUTATAUGAAGGAGGCUGGGAAGGCARAGGGACGUUCA

-Secuencia madura (en negrita) de la base 6 a la base 27

-Secuencia semilla (subrayada) de la base 6 a la base 12

>hsa-mir-211 SEQ ID NO: 8

UCACCUGGCCAUGUGACUUGUGGGCUUCCCUVUUGUCAUCCUUCGCCUAGGGCUCUGAGCAGGGCAGGGACAGCARAAGGG
GUGCUCAGUUGUCACUUCCCACAGCACGGAG

-Secuencia madura (en negrita) de la base 26 a la base 47
-Secuencia semilla (subrayada) de la base 26 a la base 32
>mmu-mir-211 SEQ ID NO: 9

CUGCUUGGACCUGUGACCUGUGGGCUUCCCUUUGUCAUCCUUUGCCUAGGCCUCUGAGUGAGGCAAGGACAGCAAAGGG
GGGCUCAGUGGUCACCUCUACUGCAGA

-Secuencia madura (en negrita) de la base 26 a la base 47
-Secuencia semilla (subrayada) de la base 26 a la base 32
>pAAV.CMV.premiR204 SEQ ID N.°: 10

La secuencia subrayada es la secuencia del pre-miR204
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AGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACA
GGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAAT
TTCACACAGGARACAGCTATGACCATGATTACGCCAGATTTAATTAAGGCTGCGCGCTCGCTCGCT
CACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGA
GCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGGGTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCC
GCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCGGAATTCGCCCTTAAGCTAGCTAGTT
ATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAAC
TTACGGTRAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGT
ATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTAT

TTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGAC
GTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACT
TGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAAT
GGCCOETGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTITCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGT
TTGTTTTGGCACCAARATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAA
ATGGGCEGTAGGCGTGTACGGTGEGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATC
CTGCAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGA
CCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCT
TACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCAGGCGGCCGCCTGTTCAGGACTTGGCTA
AGCATTGCTTTGAACAARATATCAAACAAGGACTCAAGGGGCAGAGAATGCTGGTCAGTGGCTAAG
ATGCCGGAGAATCAAGATGAGCAGGAAATGAAGAGGTTGGCTAAGAGGGGCAGAGGAGGCAGGCGG
AGGAGCTCCTGACCGTGTACCATGGCTACAGTCCTTCTTCATGTGACTCGTGGACTTCCCTTTGTC
ATCCTATGCCTGAGAATATATGAAGGAGGCTGGGAAGGCAAAGGGACGTTCAATTGTCATCACTGG
CATCTTTTTTGATCATTACACCATCATCAAAAGCATTTGGATAACCATAACATGARAATTACCATC
ATTGAGCCCATAACTTTCCTAAGACAAGGGTGACAATTTGAAACATCAAAGAACCTTACCCAGGGA
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ATTCAAGAAGTGAGAAGAGTGAATCAGATTCTCCCAGATTARCAACCCCATGTTGGATCCAATCAA
CCTCTGGATTACAARATTTGTGARAGAT TCGACTGGTATTCTTAACTATGTTGCTCCTTTTACGCTA
TGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCATGCTATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCC
TCCTTGTATARATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAGTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGC
GTGGTGTGCACTGTGTTTGCTGACGCAACCCCCACTGGTTGGGGCATTGCCACCACCTGTCAGCTC
CTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCTATTGCCACGGCGGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCC
CGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCACTGACAATTCCGTGGTGTTGTCGGGGAAGCTGACG
TCCTTTCCATGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGATTCTGCGCGGGACGTCCTTCTGCTACGTC
CCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCG
CGTCTTCGAGATCTGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCG
TGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATARAATGAGGARATTGCAT
CGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGEGEETGEEETGEEECAGGACAGCARAGGGGGAGG
ATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGACTCGAGTTAAGGGCGAATTCCCGATTAGGATCTTC
CTAGAGCATGGCTACGTAGATARAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTG
ATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAARAGGTCGCC
CGACGCCCGGGECTTTGCCCGEGCEGECCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGCCTTAATTAACCTAAT
TCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAARACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTT
GCAGCACATCCCCCTTTCGUCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAA
CAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGETGTG
GTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTC
CCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTARATCGGGGGCTCCCTTTAGGG
TTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAARARACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGT
GGGCCATCGCCCCGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGCTGGAGTTCACGTTCCTCAATAGTGGA
CTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATT
TTTCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAARAATGAGCTGATTTAACAAARAATTTAACGCGAATTTTAAC
AAAATATTAACGTTTATAATTTCAGGTGGCATCTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGT
TTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAA
TAATATTGARARAGGAAGAGTATGAGTATTICAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCG
GCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAG
TTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAATAGTGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGC
CCCGAAGARACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGT
ATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTAC
TCACCAGTCACAGARRAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATA
ACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACC
GCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAA
GCCATACCARACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGTAATGGTAACAACGTTGCGCARACTA
TTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGCGCGATGCAGGCGGATARA
GTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCC
GGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTA
GTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGT
GCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTA
AAACTTCATTTTTAATTTAARAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATC
CCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAARAGATCAAAGGATCTTCTTGA
GATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAARRAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTT
TGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGARAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATA
CCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACC
GGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGC
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ACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGARA
AGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGA
GAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCAC
CTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGC
AACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGCGGTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTA
TCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGA
ACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAG

>pAAV.CMV.premiR211 SEQ ID NO: 11
La secuencia subrayada es la secuencia del pre-miR211

AGCGCCCAATACGCARAACCGCCTCTCCCCGCGCETTGGCCGATTCATTARTGCAGCTGGCACGACA
GGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGS
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAAT
TTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAGATTTAATTAAGGCTGCGCGCTCGCTCGCT
CACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGECETCGGEGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGA
GCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGGGTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCC
GCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCGGAATTCGCCCTTAAGCTAGCTAGTT
ATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAAC
TTACGGTARATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGT
ATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTITCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTAT

TTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGAC
GTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACT
TGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGCTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAAT
GGGCETGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGT
TTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAARATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAA
ATGGGCGEGETAGGCGTGTACGGTGEGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGETTTAGTGAACCGTCAGATC
CTGCAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACARGACAGGTTTAAGGAGA
CCAATAGARACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCT
TACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCAGGCGGCCGCTCTGACCATGCAATCACA
GGTGTGGGGGCATCCACTAGAGTGTGGTCAACCTATCAGGGCCGCACACTTAARAAARAAMAACTGA
CTCCCTTCCCACAGAAGGGAATTTGTCAACTCCTCCCCACCCTCATGCTGGAATACTGACCGGCTT
GATCCTGTGCAGCCAGCCACACTGTGAGTTCATGAGTGCGGAGGTCCTAAGAATCAGATCTTGGTG
GATAAATCAGTTTGATTTAGTGTTTTTGGACTTGTARATTCTGCTTGGACCTGTGACCTGTGGGCT
TCCCTTTGTCATCCTTTGCCTAGGCCTCTGAGTGAGGCAAGGACAGCAAAGGGGGGCTCAGTGGETC
ACCTCTACTGCAGAGAGTTCAGAAGCCTAGCCTGAGCCAAGAGCAAGTTCTTCTCTGCTTCTGGAA
ATGAAGTCGCCATGATCCTGACGATGTARAAATCCCAAGCACGCTTGGATGGARATCTCAGAGACA
GACGATGCCACCCTGATCCATTGGATCCAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGARAGATTGAC
TGGTATTCTTAACTATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCA
TGCTATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATAARATCCTGGTTGCTGTCTCTTTA
TGAGGAGTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCACTGTGTTTGCTGACGCAACCCC
CACTGGTTGGGGCATTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCTAT
TGCCACGGCGGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCAC
TGACAATTCCGTGGTGTTGTCGGEGAAGCTGACGTCCTTTCCATGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCAC
CTGGATTCTGCGCGGGACGTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTC
CCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGAGATCTGCCTCGACTGTGCCTTCT
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AGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGETGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCC
ACTGTCCTTTCCTAATAARATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTG
GGGGGETGGEGETGGEGCAGCGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGAC
TCGAGTTAAGGGCGAATTCCCGATTAGGATCTTCCTAGAGCATGGCTACGTAGATAAGTAGCATGG
CGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCG
CTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGEGCEGCCTCAGT
GAGCGAGCGAGCGCGCAGCCTTAATTAACCTAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTG
GGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAA
TAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGC
GCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGETGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGC
CAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCC
CCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCC
CAARARACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCCGATAGACGGTTTTTCGCCC
TTTGACGCTGGAGTTCACGTTCCTCAATAGTGGACTCTTGTTCCARACTGGAACAACACTCAACCC
TATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTTCCGATTTCGGCCTATTGGTTAARAARTGA
GCTGATTTAACARARATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTATAATTTCAGGTGGCAT
CTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTARATACATTCAAATATGTATCC
GCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGARAARAGGAAGAGTATGAGTATTCA
ACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGA
AACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTCGAAGATCAGTTGGCGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGA
TCTCAATAGTGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGRAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTT
TAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCG
CATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAARAGCATCTTACGGATGG
CATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACT
TCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAAC
TCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGAT
GCCTGTAGTAATGGTAACARACGTTGCGCARACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCG
GCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATARAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCC
GGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGC
ACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTAT
GGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGA
CCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAARACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGT
GAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTC
AGACCCCGTAGRAAALAGATCAARAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTT
GCAAACAAAMAMAACCACCGCTACCAGCGGTGGETTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTT
AGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGT
GGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAA
GGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACAC
CGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGA
CAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGARACGC
CTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTC
GTCAGGGGGGCGCGAGCCTATGGARAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTG
CTGCGGTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGC
CTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGA
AGCGGAAG

pAAV.RHO. premiR204 SEQ ID NO: 12
La secuencia subrayada es la secuencia del pre-miR204

La secuencia en negrita es la secuencia del promotor RHO humano
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AGCGCCCAATACGCARACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACA
GGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATARCAAT
TTCACACAGGAARACAGCTATGACCATGATTACGCCAGATTTAATTAAGGCTGCGCGCTCGCTCGCT
CACTGAGGCCGCCCGGGECAAAGCCCGEGGECETCGEGECGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGA
GCGAGCGUGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGGGTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCC
GCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCGGAATTCGCCCTTAAGCTAGCAGATC
TTCCCCACCTAGCCACCTGGCAAACTGCTCCTTCTCTCAAAGGCCCARACATGGCCTCCCAGACTG
CAACCCCCAGGCAGTCAGGCCCTGTCTCCACAACCTCACAGCCACCCTGGACGGAATCTGCTTCTT
CCCACATTTGAGTCCTCCTCAGCCCCTGAGCTCCTCTGGGCAGGGCTGTTTCTTTC

CATCTTTGTATTCCCAGGGGCCTGCAAATAAATGTTTAATGAACGAACAAGAGAGTGAATTCCAAT
TCCATGCAACAAGGATTGGGCTCCTGGGCCCTAGGCTATGTGTCTGGCACCAGAAACGGAAGCTGC
AGGTTGCAGCCCCTGCCCTCATGGAGCTCCTCCTGTCAGAGGAGTGTGGGGACTGGATGACTCCAG
AGGTAACTTGTGGGGGAACGAACAGGTAAGGCGCTGTGTGACGAGATGAGAGACTGGGAGAATAAA
CCAGAAAGTCTCTAGCTGTCCAGAGGACATAGCACAGAGGCCCATGGTCCCTATTTCAAACCCAGG
CCACCAGACTGAGCTGGGACCTTGGGACAGACAAGTCATGCAGAAGTTAGGGGACCTTCTCCTCCC
TTTTCCTGGATCCTGAGTACCTCTCCTCCCTGACCTCAGGCTTCCTCCTAGTGTCACCTTGGCCCC
TCTTAGAAGCCAATTAGGCCCTCAGTTTCTGCAGCGGGGATTAATATGATTATGAACACCCCCAAT
CTCCCAGATGCTGATTCAGCCAGGAGCTTAGGAGGGGGAGGTCACTTTATAAGGGTCTGGGGGGGT
CAGAACCCAGAGTCATCCGCCTGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGL

CTGTTCAGGACTTGGCTAAGCATTGCTTTGAACAAAATATCARACAAGGACTCAAGGGGCAGAGRAA
TGCTGGTCAGTGGCTAAGATGCCGGAGARATCAAGATGAGCAGGAAATGAAGAGGTTGGCTAAGAGG
GGCAGAGGAGGCAGGCGGAGGAGCTCCTGACCGTGTACCATGGCTACAGTCCTTCTTCATGTGACT
CGTGGACTTCCCTTTGTCATCCTATGCCTGAGAATATATGAAGGAGGCTGGGAAGGCARAGGGACG
TTCAATTGTCATCACTGGCATCTTTTTTGATCATTACACCATCATCAAAAGCATTTGGATAACCAT
AACATGAAAATTACCATCATTGAGCCCATAACTTTCCTAAGACAAGGGTGACAATTTGARACATCA
AAGAACCTTACCCAGGGAATTCAAGAAGTGAGAAGAGTGAATCAGATTCTCCCAGATTAACAACCC
CATGTTGGATCCAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGARAGATTGACTGGTATTCTTAACTAT
GTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCATGCTATTGCTTCCCGT
ATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATARATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGA

GTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCACTGTGTTTGCTGACGCAACCCCCACTGG
TTGGGGCATTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCTATTGCCAC
GGCGGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCACTGACAA
TTCCGTGETGTTGTCGGEGGAAGCTGACGTCCTTTCCATGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGAT
TCTGCGCGGGACGTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGE
CCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGAGATCTGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGC
CAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTC
CTTTCCTAATAARAATGAGGARATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGEGET
GGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGACTCGAGT
TAAGGGCGAATTCCCGATTAGGATCTTCCTAGAGCATGGCTACGTAGATAAGTAGC

ATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCG
CTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCARAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGLCT
CAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGCCTTAATTARCCTAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGETG
ACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
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GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGG
ACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCEGETGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACAC
TTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCT
TTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGECTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCG
ACCCCAAARRACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCCGATAGACGGTTTTTC
GCCCTTTGACGCTGGAGTTCACGTTCCTCAATAGTGGACTCTTGTTCCARACTGGA
ACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGAT TTATAAGGGATTTTTCCGATTTCGGCCTAT
TGGTTAAARAATGAGCTGATTTAACARAAATTTAACGCGAATTTTAACARAATATTAACGTTTATA
ATTTCAGGTGGCATCTTTCGGGGARATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTARATACAT
TCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGARARAAGGAAG
AGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTT
TTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGARAGTARAAGATGCTGAAGATCAGTTGGETGCACGAGTGGGET
TACATCGAACTGGATCTCAATAGTGGTARGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGARGRACGTTTTCCA
ATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAG
CARCTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGARAARG
CATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGRAATTATGCAGTGCTGCCATRAACCATGAG
TGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACRAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTT
GCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGARGCCATACC
AAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGTAATGGTAACAACGTTGCGCARACTATTAACTGG
CGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGG
ACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATARATCTGGAGCCGGTGAGCS
TGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTA
CACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGARATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACT
GATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCA
TTTTTAATTTAAARAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACG
TGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAARAACCACCGCTACCAGCGGETGE
TTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGA
TACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGC
CTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTA
CCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGARACGGGGEGETTCGT
GCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAG
AAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGARAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAG
GAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGERAARCGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCC
ACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGT CAGGGGGGCGEGAGCCTATGGAAARACGCCA
GCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGCGGTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCT
CGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAG

pAAV.RHO.premiR211 SEQ ID NO: 13
La secuencia subrayada es la secuencia del pre-miR211

AGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACA
GGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAAT
TTCACACAGGAARACAGCTATGACCATGATTACGCCAGATTTAATTAAGGCTGCGCGCTCGCTCGCT
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CACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGA
GCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGGGTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCC
GCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCGGAATTCGCCCTTAAGCTAGCAGATC
TTCCCCACCTAGCCACCTGGCARACTGCTCCTTCTCTCAAAGGCCCAAACATGGCCTCCCAGACTG
CAACCCCCAGGCAGTCAGGCCCTGTCTCCACARCCTCACAGCCACCCTGGACGGAATCTGCTTCTT
CCCACATTTGAGTCCTCCTCAGCCCCTGAGCTCCTCTGGGCAGGGCTGTTTCTTTCCATCTTTGTA
TTCCCAGGGGCCTGCARATAAATGTTTAATGAACGAACAAGAGAGTGAATTCCAATTCCATGCAAC
AAGGATTGGGCTCCTGGGCCCTAGGCTATCTGETCTGGCACCAGRAAACGGAAGCTGCAGGTTGCAGC
CCCTGCCCTCATGGAGCTCCTCCTGTCAGAGGAGTGTGGGGACTGGATGACTCCAGAGGTAACTTG
TGGGGGAACGAACAGGTAAGGGGCTGTGTGACGAGATGAGAGACTGGGAGAATAAACCAGARAGTC
TCTAGCTGTCCAGAGGACATAGCACAGAGGCCCATGGTCCCTATTTCAARCCCAGGCCACCAGACT
GAGCTGGGACCTTGGGACAGACAAGTCATGCAGRAAGTTAGGGGACCTTCTCCTCCCTTTTCCTGGA
TCCTGAGTACCTCTCCTCCCTGACCTCAGGCTTCCTCCTAGTGTCACCTTGGCCCCTCTTAGARGC
CAATTAGGCCCTCAGTTTCTGCAGCGGGGATTAATATGATTATGAACACCCCCAATCTCCCAGATG
CTGATTCAGCCAGGAGCTTAGGAGGGGGAGGTCACTTTATAAGGGTCTGGGGGGGTCAGAACCCAG
AGTCATCCGCCTGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCTGACCATGCAATCACAGG
TGTGGGGGCATCCACTAGAGTGTGGTCAACCTATCAGGGCCGCACACTTAAAAAARAAAACTGACT
CCCTTCCCACAGAAGGGAATTTGTCAACTCCTCCCCACCCTCATGCTGGAATACTGACCGGCTTGA
TCCTGTGCAGCCAGCCACACTGTGAGTTCATGAGTGCGGAGGTCCTAAGARTCAGATCTTGGTGGA
TAAATCAGTTTGATTTAGTGTTTTTGGACTTGTAAATTCTGCTTGCGACCTGTGACCTGTGGGCTTC
CCTTTGTCATCCTTTGCCTAGGCCTCTGAGTGAGGCAAGGACAGCAAAGGGGGGCTCAGTGGTCAC
CTCTACTGCAGAGAGTTCAGAAGCCTAGCCTGAGCCAAGAGCAAGTTCTTCTCTGCTTCTGGAAAT
GAAGTCGCCATGATCCTGACGATGTAAAAATCCCAAGCACGCTTGGATGGARATCTCAGAGACAGA
CGATGCCACCCTGATCCATTGGATCCAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGARAGATTGACTG
GTATTCTTAACTATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCATG
CTATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATG
AGGAGTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGETGTGCACTGTGTTTGCTGACGCAACCCCCA
CTGGTTGGGGCATTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTITCGCTTTCCCCCTCCCTATTG
CCACGGCGGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCACTG
ACAATTCCGTGGTGTTGTCGGGGAAGCTGACGTCCTTTCCATGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCT
GGATTCTGCGCGGGACGTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCC
GCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGAGATCTGCCTCGACTGTGCCTTCTAG
TTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCAC
TGTCCTTTCCTAATARRATGAGGARATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGG
GGETGGEEETGEEECAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGACTC
GAGTTAAGGGCGAATTCCCGATTAGGATCTTCCTAGAGCATGGCTACGTAGATAAGTAGCATGGCG
GGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCT
CGCTCACTGAGGCCGGGCGACCARAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGA
GCGAGCGAGCGCGCAGCCTTAATTAACCTAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGG
AAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATA
GCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCE
CCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGETCGTGGTGCGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA
GCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCC
GTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCA
AAARACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCCGATAGACGGTTTTTCGCCCTT
TGACGCTGGAGTTCACGTTCCTCAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGRAACAACACTCAACCCTA
TCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTTCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAARAAATGAGC
TGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTATAATTTCAGGTGGCATCT
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TTCGGGGARATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCARATATGTATCCGE
TCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGARAAAGCGAAGAGTATGAGTATTCAAC
ATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTITIGCTCACCCAGAAA
CGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATC
TCAATAGTGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGRAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTA
AAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCA
TACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGARRAGCATCTTACGGATGGCA
TGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATARCCATGAGTGATARCACTGCGGCCAACTTACTTC
TGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTRAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTC
GCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAARCGACGAGCGTGACACCACGATGC
CTGTAGTAATGGTAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGC
AACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATARAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGG
CTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCAC
TGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGG
ATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACC
AAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTARAAGGATCTAGGTGA
AGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAG
ACCCCGTAGAARAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGE
ARACAMAMADMACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCRACTCTTTTTC
CGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAG
GCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTRAATCCTGTTACCAGTGG
CTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGS
CGCAGCGGTCGGGECTGARACGGGGEETTCGTGCACACAGCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGA
ACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGARAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAG
GTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCCGGAACAGGAGAGCGCACCGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTG
GTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTC
AGGGGGGCGGAGCCTATGGARARACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTG
CGGTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTT
TGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGT
GGAAG

pAAV.RHO.EGFP SEQ ID N°: 14

AGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTARTGCAGCTGGCACGACA
GGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGCGAATTGTGAGCGGATAACAAT
TTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAGATTTAATTAAGGCTGCGCGCTCGCTCGCT
CACTGAGGCCGCCCGGGCAARAGCCCGGGLETCGEGCGACCTTTGGTCGCCCGGLCTCAGTGAGCGA
GCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGGGTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCC
GCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCGGAATTCGCCCTTAAGCTAGCAGATC
TTCCCCACCTAGCCACCTGGCAAACTGCTCCTTCTCTCAAAGGCCCARACATGGCCTCCCAGACTG
CAACCCCCAGGCAGTCAGGCCCTGTCTCCACAACCTCACAGCCACCCTGGACGGAATCTGCTTCTT
CCCACATTTGAGTCCTCCTCAGCCCCTGAGCTCCTCTGGGCAGGGCTGTTTCTTTC

CATCTTTGTATTCCCAGGGGCCTGCARATAAATGTT TAATGAACGAACAAGAGAGTGAATTCCAAT
TCCATGCAACAAGGATTGGGCTCCTGGGCCCTAGGCTATCGTGTCTGGCACCAGAAACGGAAGCTGC
AGGTTGCAGCCCCTGCCCTCATGGAGCTCCTCCTGTCAGAGGAGTGTGGGGACTGGATGACTCCAG
AGGTAACTTGTGGGGGAACGAACAGGTAAGGGGCTGTGTGACGAGATGAGAGACTGGGAGAATARA
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CCAGAAAGTCTCTAGCTGTCCAGAGGACATAGCACAGAGGCCCATGGTCCCTATTTCAAACCCAGG
CCACCAGACTGAGCTGGGACCTTGGGACAGACAAGTCATGCAGAAGTTAGGGGACCTTCTCCTCCC
TTTTCCTGGATCCTGAGTACCTCTCCTCCCTGACCTCAGGCTTCCTCCTAGTGTCACCTTGGCCCC
TCTTAGAAGCCAATTAGGCCCTCAGTTTCTGCAGCGGGGATTAATATGATTATGARCACCCCCAAT
CTCCCAGATGCTGATTCAGCCAGGAGCTTAGGAGGGGGAGGTCACTTTATAAGGGTCTGGGGGGGET
CAGAACCCAGAGTCATCCGCCTGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGC

CATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGEGTGGTGCCCATCCTGGTCCGAGCTGGACGGCGA
CGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCEAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGAC
CCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCARAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGAC
CTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGC
CATGCCCGRAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCG
CGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAA
GGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACARAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCAT
GGCCGACARAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAG
CGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGRAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCEGTGCTGCTGCCCGA
CAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGTGCG

ATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCEGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACA
AGTAATAAGCTTGGATCCAATCAACCTCTGGATTACARAATTTGTGARAGATTGACTGGTATTCTT
AACTATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCATGCTATTGCT
TCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATARATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAGTTG
TGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCETGETGTGCACTGTGTTTGCTGACGCAACCCCCACTGGTTGE
GGCATTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCTATTGCCACGGCG
GAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCACTGACAATTCC
GTGGTGTTGTCGGGGAAATCATCGTCCTTTCCTTGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGATTCTG
CGCGGGACGTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTG
CTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGAGATCTGCCTCGACTGTGCCTTCT

AGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCC
ACTGTCCTTTCCTAATARAATGAGGARATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTG
GGGGGETGGEETGCGECAGGACAGCAAGGGEGAGGATTGGCAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGAL
TCGAGTTAAGGGCGAATTCCCGATTAGGATCTTCCTAGAGCATGGCTACGTAGATAAGTAGCATGE
CGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCG
CTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGECTTTGCCCGGGCGGCCTCAGT
GAGCGAGCGAGCGCGCAGCCTTAATTAACCTAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTG
GGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTARTCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAA
TAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGT
GCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGEETGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCG

CTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCG
CCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAARATCGGGGECTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGC
ACCTCGACCCCAAARAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCCGATAGACGS
TTTTTCGCCCTTTGACGCTGGAGTTCACGTTCCTCAATAGTGGACTCTTGTTCCARACTGGAACAL
CACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTTCCGATTTCGGCCTATTGGT
TAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTATAATTT
CAGGTGGCATCTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTARATACATTCAR
ATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAARAGGAAGAGTA
TGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTG
CTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTARAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGA

GTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAATAGTGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGT
TTTCCAATGATGAGCACTTTTAARAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGE
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CAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGCGTTCGAGTACTCACCAGTCACA
GAARAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGAT
ARCACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGARGGAGCTAACCGCTTTTTTGCAC
ARCATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGARTGAAGCCATACCARAAC
GACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGTAATGGTAACAACGTTGCGCARACTATTAACTGGCGAR
CTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCA
CTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATARATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGE
TCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGEGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGT
TATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAARTAGACAGATCGCTGAGATAGGTGC
CTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAR
ACTTCATTTTTAATTTAARAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCARRAATCCC
TTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAARCAAARARACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTG
TTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACC
ARATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTAC
ATACCTCGCTCTGCTRAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATRAGTCGTGTCTTACCGG
GTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGARCGGGGGGTTCGTGCAC
ACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGC
TATGAGAARAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGARAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCG
GAACAGGAGAGCGCACGCGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGT
TTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAARRA
ACGCCAGCAACGCGGCCTTTTITACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGCGGTTTTGCTCACATGTTCTTTC
CTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCC
GCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAG

pAAV2.1 CMV hAIPL1(promotor de CMV en negrita; compuestos hAIPLI doble subrayado) SEQ ID NO: 15

AGCGCCCRATACGCAARCCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTARATGCAGCTGGCACGACA
GGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAAT
TTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAGATTTAATTAAGGCTGCGCGCTCGCTCGCT
CACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCETCGGECGACCTTTGCGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGA
GCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGGGTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCC
GCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCGGAATTCGCCCTTAAGCTAGCTAGTT
ATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAAC
TTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGT
ATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAA
CTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACG
GTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACA
TCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGAT
AGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGC
ACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCARAATGGGCGGTA
GGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATCCTGCAGAAGT
TGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGARAR
CTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATC
CACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCAGGCGGCCGCCATGGATGCCGCTCTGCTCCTGAACGTG
GAAGGGGTCAAGAAAACCATTCTGCACGGEGGCACGGGEGAGCTCCCAAACTTCATCACCGGATCC
CGAGTGATCTTTCATTTCCGCACCATGAAATGTGATGAGGAGCGGACAGTCATTGACGACAGTCGG
CAGGTGGGCCAGCCCATGCACATCATCATCGGAAACATGTTCAAGCTCGAGGTCTGGGAGATCCTG

24



ES 2697249 T3

CTTACCTCCATGCGGGTGCACGAGGTGGCCGAGTTCTGGTGCGACACCATCCACACGGGGGTCTAC
CCCATCCTATCCCGGAGCCTGAGGCAGATCGGCCCAGGGCAAGGACCCCACAGAGTGGCACGTGCAL
ACGTGCGGGCTGGCCAACATGTTCGCCTACCACACGCTGGGCTACGAGGACCTGGACGAGCTGCAG
AAGGAGCCTCAGCCTCTGGTCTTTGTGATCGAGCTGCTGCAGGTTGATGCCCCGAGTGATTACCAG
AGGGAGACCTGGAACCTGAGCAATCATGAGAAGATGAAGGCGGTGCCCGTCCTCCACGGAGAGGGA
ALRTCGGCTCTTCARGCTGGECCGCTACGAGGAGGCCTCTTCCAAGTACCAGGAGGCCATCATCTGE
CTAAGGAACCTGCAGACCAAGGAGAAGCCATGGGAGGTGCAGTGGCTGAAGCTGGAGAAGATGATC
ARTACTCTGATCCTCAACTACTGCCAGTGCCTGCTGAAGAAGGAGGAGTACTATGAGGTGCTGGAG
CACACCAGTGATATTCTCCGGCACCACCCAGGCATCGTGAAGGCCTACTACGTGCGTGCCCGGGCT
CACGCAGAGGTGTGGAATGAGGCCGAGGCCAAGGCGGACCTCCAGAAAGTGCTGGAGCTGGAGCCE
TCCATGCAGAAGGCGGTGCGCAGGGAGCTGAGGCTGCTGGAGARACCGCATGGCGGAGAAGCAGGAG
GAGGAGCGGCTGCGCTGCCGGAACATGCTGAGCCAGGGTGCCACGCAGCCTCCCGCAGAGCCACCC
ACAGAGCCACCCGCACAGTCATCCACAGAGCCACCTGCAGAGCCACCCACTGACCATCTGCAGAGC
TGTCCGCAGGGCCCCCTGCAGAGCCAGCCACAGAGCCACCCCCGTCCCCAGGGCACTCGCTGCAGE
ACTGAAAGCTTGGATCCAATCAACCTCTGGATTACARAATTTGTGAAAGATTGACTGGTATTCTTA
ACTATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCATGCTATTGCTT
CCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAGTTGT
GGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCETGGTGTGCACTGTGTTTGCTGACGCRACCCCCACTGGTTGGE
GCATTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCTATTGCCACGGCGE
AACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTCTTGGGCACTGACAATTCCG
TGGETGTTGTCGGGEGAAGCTGACGTICCTTTCCATGGCTGCTCGCCTGTGTITGCCACCTGGATTCTGC
GCGGGACGTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTGE
TGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGAGATCTGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCE
ATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTC
CTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGEGT
GGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGACTCGAGTTAAGS
GCGAATTCCCGAT TAGGATCTTCCTAGAGCATGGCTACGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCA
TTAARCTACAAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTG
AGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAG
CGCGCAGCCTTAATTAACCTAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTG
GCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG
CCCGCACCGATCGCCCTTCCCARCAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCG
GCGCATTAAGCGCGGCGGETGTGETGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAG
CGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTC
TAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCARAARAACTTG
ATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCCGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGCTGG
AGTTCACGTTCCTCAATAGTGGACTCTTGTTCCARACTGGAACAACACTCARCCCTATCTCGGTCT
ATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTTCCGATTTCGGCCTATTGGTTARAAAATGAGCTGATTTAAC
AAARATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTATAATTTCAGGTGGCATCTTTCGGGGAA
ATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGAC
ARTAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATCGAGTATTCARCATTTCCGTG
TCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGA
AAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAATAGTG
GTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGC
TATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCARCTCGGTCGCCGCATACACTATT
CTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAARAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAA
GAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGA
TCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTARCTCGCCTTGATC
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GTTGGGAACCGGAGCTGAATGARAGCCATACCARACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGTAA
TGGTAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAA
TAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGT
TTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAG
ATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAR
ATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACT
CATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGCGATCTAGGTGAAGATCCTTT
TTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAG
ARAAGATCARAGGATCTTCTTGAGATCCTTITTITTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACARRARA
ALCCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCARGAGCTACCAACTCTTTTTCCGARAGGTAA
CTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATRACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACT
TCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCA
GTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGT
CGGGCTGAACGGGGGETTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGAT
ACCTACAGCGTGAGCTATGAGARAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGARAGGCGGACAGGTATCCGG
TARGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTT
ATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTITGTGATGCTCGTCAGGGGGGE
GGAGCCTATGGARAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGCGGTTTTG
CTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAG
CTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAG

pAAV2.1 CMV-eGFP (promotor de CMV en negrita; compuestos EGFP verdes) SEQ ID NO: 16

AGCGCCCRATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACA
GGTTTCCCGACTGGARAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAAT
TTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAGATTTAATTAAGGCTGCGCGCTCGCTCGCT
CACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGA
GCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGGGTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCC
GCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCGGAATTCGCCCTTAAGCTAGCTAGTT
ATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAAC
TTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGT
ATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAA
CTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACG
GTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACA
TCTACGIATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGAT
AGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGC
ACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTA
GGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATCCTGCAGAAGT
TGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTARGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCARTAGAAR
CTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATC
CACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCAGGCGGCCGCCATGGTGAGCARGGGCGAGGAGCTGTTC
ACCGGEGETGEETGCCCATCCTGGETCGAGCTGGACGGCGACGTARACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCC
GGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAG
CTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTAC
CCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATCGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGL
ACCATCTTCTTCRAAGGACCGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACC
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CTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAG
CTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAG
GTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAG
AACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCC
CTGAGCAAAGACCCCAACGAGARGCGCGATCACATGGTCCTGCTGCAGTTCGTGACCGCCGECGGEE
ATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAATAAGCTTGGATCCAATCAACCTCTGGATTACAA
AATTTGTGRAAAGATTGACTGGTATTCTTAACTATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGC
TTTAATGCCTTTGTATCATGCTATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATARAATC
CTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAGTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCACTGT
GITTGCTGACGCAACCCCCACTGGTTGGGGCATTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTT
CGCTTTCCCCCTCCCTATTGCCRACGGCGGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGS
GGCTCGGCTGTTGGGCACTGACRATTCCGTGGTGTTGTCGGGGARATCATCGTCCTTTCCTTGGCT
GCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGATTCTGCGCGGGACGTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAA
TCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGAGATCT
GCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACC
CTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGT
AGGTGTCATTCTATTCTGGCGGGGETGEGETGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACRAT
AGCAGGCATGCTGGGGACTCGAGTTAAGGGCGAATTCCCGATTAGGATCTTCCTAGAGCATGGCTA
CGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTARCTACAAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCAC
TCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCARAGGTCGCCCGACGCCCGGGLTT
TGCCCGEGGCGEECCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGCCTTAATTAACCTAATTCACTGGCCGTCGET
TTTACAACGTCGTGACTGGGAARACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCC
TTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCT
GAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAG
CGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGE
CACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGC
TTTACGGCACCTCGACCCCARARAACTTGATTAGGGTGATGCTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCCG
ATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGCTGGAGTTCACGTTCCTCAATAGTGGACTCTTGTTCCAAAC
TGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTTCCGATTTCGGC
CTATTGGTTAAAAAATCGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACARAATATTAACGTT
TATAATTTCAGGTGGCATCTTTCGGGGAAATCTGCGCGGAACCCCTATTTGTITATTTTTCTAAAT
ACATTCARATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAARAG
GAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCC
TGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAARAGATGCTGARGATCAGTTGGGTGCACGAGT
GGGTTACATCGAACTGGATCTCAATAGTGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTT
TCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGETATTATCCCGTATTGACGCCGGGCA
AGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGA
AAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAA
CACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAA
CATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAARCGA
CGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGTAATGGTAACAACGTTGCGCARACTATTAACTGGCGAACT
ACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACT
TCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATARATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTC
TCGCGGETATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGAC
GGGGAGTCAGGCAACTATGGATGARACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAA
GCATTGGTRAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTARRACTTCATTTTTA
ATTTARAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTITTTGATAATCTCATGACCARAATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGCGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCT
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GCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAARARAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCA
AGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCT
TCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTICAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCT
GCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAG
ACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGEGCTGAACGGGGGETTCGTGCACACAGCCCAGETT
GGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGARAAGCGCCACGCTTCC
CGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGA
GCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGETATCTTTATAGTCCTGTCGGGTITCGCCACCTCTGACTTGAGCG
TCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGARARACGCCAGCAACGCGGCCTTTTT
ACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGCGGTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGT
GGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAG
CGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAG

Construccion de plasmidos

Los vectores de AAV recombinantes que contienen la secuencia precursora murina de miR-204 y miR-211 bajo el
promotor de citomegalovirus (CMV) se construyeron mediante un protocolo de clonacién de dos pasos. Inicialmente,
los casetes que contenian el precursor de miR-204 y miR-211 se amplificaron a partir del ADN gendmico de raton
utilizando los siguientes dos conjuntos de oligonucledtidos: 5'- ATAAGAATGCGGCCGCCTGTTCAGGACTTGGCTAAG-3
(SEQ ID NO: 17) y 5- CGCGGATCCAACATGGGGTTGTTAATCTG-3' (SEQ ID NO: 18) para miR-204; 5-
ATAAGAATGCGGCCGCTCTGACCATGCAATCACAG-3' (SEQ ID NO: 19) y 5- CGCGGATCCAATGGATCAGGGTGGCATC-
3' (SEQ ID NO: 20) para miR-211. Los amplimeros obtenidos se subclonaron en el vector de clonacion TA® de TOPO®
(Invitrogen) y se liberaron después de la digestion con Not | y BamH I. El fragmento se cloné luego en los sitios Not |
- BamH | del pladsmido pAAV2.1-CMV-EGFP (25) y se utilizé para la produccion de vectores AAV2/8.

El vector en el que la expresion del precursor miR-204 esta bajo el control de un promotor especifico del
fotorreceptor (pAAV.RHO.premiR-204) se gener6 al intercambiar el promotor CMV de pAAV.CMV.premiR204 con la
secuencia del promotor de rodopsina (RHO). Brevemente, la secuencia correspondiente al promotor de la rodopsina
humana se libero del plasmido pAAV2.1-RHO-EGFP (25) por restriccion con Nhe 1y Not | y se clon6 en la estructura
de pAAV.CMV.premiR204, previamente digerido con las mismas enzimas.

Para generar los vectores que expresaban hAIPLI (pAAV2.1-CMV-hAIPLI), la secuencia de codificacion del gen
hAIPLI se amplifico a partir de ADNc de retina humana (BioChain, Hayward, CA) usando los cebadores hAIPLI-Notl-
directo (5'-ATATGCGGCCGCCATGGATGCCGCTCTGCTCCT-3) SEQ ID NO: 21 y hAIPLI-Hindlll-inverso (5'-
ACGCGTAAGCTTTTATCAGTGCTGCAGCGAGTGCC-3") SEQ ID NO: 22 y se clonaron en el pAAV2.1-CMV-EGFP
después de la digestion con Not | y Hind lII.

Produccién del virus AAV

Los virus AAV2/8 recombinantes fueron producidos por el nucleo de inyeccion TIGEM AAV de acuerdo con los
protocolos descritos en otra parte (26). Para cada preparacion viral, los titulos fisicos [copias del genoma por mililitro
(GC/ml)] se determinaron mediante cuantificacion por PCR utilizando Tagman (27).

Procedimientos con animales

Todos los estudios en ratones se realizaron en estricta conformidad con las directrices institucionales para la
investigacion con animales y con la Declaracién de la Asociacion para la Investigacion en Visién y Oftalmologia
(ARVO) para el uso de animales en la investigacion oftalmolédgica y de la vision. Toda la cirugia se realizé bajo
anestesia y se hicieron todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento.

Se anestesiaron ratones postnatales por hipotermia durante 2 minutos a 4°C y se inyectaron subretinalmente en las
areas de la retina dorsal con 1 pl de vectores de AAV correspondientes a 1x10° copias de genoma (GC). El mismo
individuo realizé todos los procedimientos quirdrgicos para minimizar la variabilidad en la técnica de inyeccion. Los
animales fueron sacrificados por dislocacién cervical.

Ratones adultos (se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal de avertina (1,25% p/v de 2,2,2-tribromoetanol y
2,5% v/v de 2-metil-2-butanol; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a 2 ml/100 g de peso corporal, y los vectores virales se
administraron a través de un abordaje transcoroidal transescleral, como se describié anteriormente (28). Los ratones
se inyectaron en un ojo con 1 ul de una mezcla compuesta de 9:1 v/iv AAV.CMV.premiR204/211 y AAV.CMV.EGF. El
ojo contralateral se inyect6 con 1 ul de AAV.CMV.EGFP vy sirvi6 como control. Después de la inyeccion (17-30 dias
después), se evalud la extension de la transduccién mediante oftalmoscopia y se recogieron los 0jos.

Microdiseccion de captura laser

Las secciones retinales congeladas en cortes de membrana PEN se microdiseccionaron utilizando un microscopio
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LMD 6500. Las rodajas se fijaron durante 2 minutos en etanol (EtOH) al 75% enfriado previamente en agua DEPC,
luego se lavaron dos veces en agua DEPC durante 30 segundos y se tifieron en hematoxilina de Meyer 7 uM
durante 1 minuto. Después de la tincién de hematoxilina del ntcleo, las rodajas se lavaron dos veces en agua DEPC
durante 30 segundos y se deshidrataron en EtOH 70%, EtOH 80%, EtOH 90%, dos veces EtOH 100% (30 segundos
cada una) y se secaron al aire durante 15 minutos. Los parametros del laser utilizados para la microdiseccion fueron:
Potencia 60, Apertura 7, Velocidad 7, Balance de la muestra 46 y Desplazamiento 25.

Andlisis de la expresion del miARN

El analisis de la expresion del miARN en ratones administrados con las construcciones AAV.CMV.EGFP y
AAV.CMV.premiR204/211 se realizé en muestras de retinas completas y copas Opticas, respectivamente. El total del
ARN se extrajo utilizando el kit miRNeasy (Qiagen, Inc., Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y se cuantificé utilizando el NanoDrop 1000 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA). La calidad del ARN
se evalué mediante electroforesis en gel. La deteccion cuantitativa (q) de la transcriptasa inversa (RT-) basada en
PCR de miR-204, miR-124a y sno234 maduros se realizé utilizando los ensayos de microARN TagMan® (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Todas las reacciones se llevaron a cabo por triplicado. Los resultados de qRT-PCR,
registrados como numeros de ciclo de umbral (Ct), se normalizaron frente al ARN pequefio de referencia sno234 vy el
nimero de cambios relativos de expresion se calculé utilizando el método 27T,

Electrorretinografia

Para los registros electrofisiologicos, los ratones se adaptaron a la oscuridad durante 3 horas, se acomodaron en un
aparato estereotaxico bajo luz roja tenue, sus pupilas se dilataron con una gota de tropicamida al 1% (Alcon
Laboratories, Inc., Fort Worth, TX) y se mantuvo la temperatura corporal a 37,5°C. Los ERGs fueron provocados por
destellos de 10 ms de diferentes intensidades de luz que van desde 10™ a 20 cd.s/m” generados a través de un
estimulador de Ganzfeld (CSO, Florencia, Italia). Para minimizar el ruido, se promediaron tres respuestas diferentes
provocadas por la luz para cada paso de luminancia (el intervalo de tiempo entre los estimulos de luz fue de 4-5
min). Las sefiales electrofisiolégicas se registraron con electrodos chapados en oro insertados debajo de los
parpados inferiores en contacto con la cornea. Los electrodos en cada ojo fueron referidos a un electrodo de aguja
insertado subcutaneamente al nivel de la regién frontal correspondiente. Los diferentes electrodos se conectaron a
un amplificador de dos canales. Las amplitudes de las ondas a y b se representaron en funcién del aumento de la
intensidad de la luz. Una vez completadas las respuestas obtenidas en condiciones adaptadas a la oscuridad
(escotbpica), la sesion de grabacion continué con el objetivo de analizar la via del cono que media la respuesta de la
luz (fotopica). Para este fin, el ERG en respuesta a la luz de 20 cd.s/m” se registr6 en presencia de una luz de fondo
continua (luz de fondo establecida en 50 cd/mz). Para cada grupo, la amplitud media de la onda b se represent6 en
funcion de la luminancia (curva de transferencia) en condiciones escotopicas y fotopicas.

Analisis histolégico

Los ratones se sacrificaron y sus globos oculares se recogieron y se fijaron durante la noche mediante inmersion en
paraformaldehido al 4% (PFA). Antes de recoger los globos oculares, el aspecto temporal de las escleras se marcé
con cauterizacidn para orientar los ojos con respecto al lugar de la inyeccién en el momento de la inclusion. Los ojos
se infiltraron con 30% de sacarosa para la crioconservacion y se incluyeron en medio de congelacion de tejidos
(matriz O.C.T., Kaltek, Padua, ltalia) en pares (es decir, ojo izquierdo y derecho) para facilitar el analisis
comparativo. Para cada ojo, se cortaron de 150 a 200 secciones en serie (10 ym de espesor) a lo largo del plano
horizontal y las secciones se distribuyeron progresivamente en 10 portaobjetos, de modo que cada portaobjeto
contenia de 10 a 15 secciones, cada una representativa de todo el ojo en diferentes niveles. Las secciones se
tifieron con 4',6'-diamidino-2-fenilindol (Vectashield, Vector Lab Inc., Peterborough, Reino Unido) y EGFP se controlo
con un Zeiss Axiocam (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) con diferentes aumentos.

Tincién por inmunofluorescencia

Las secciones retinales congeladas se lavaron una vez con PBS y luego se fijaron durante 10 minutos en PFA al
4%. Luego se permeabilizaron las secciones durante 15 min en PBS que contenia NP-40 al 1% (para anti-rodopsina,
arrestina anticonosa, anti-glutamina sintetasa) o en tampén de citrato (para la opsina anti-M y -S). Se aplicé una
solucion de bloqueo que contenia suero de cabra normal al 10% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) durante 1 hora. Los
anticuerpos primarios se diluyeron en PBS y se incubaron durante la noche a 4°C. El anticuerpo secundario (Alexa
Fluor® 594, anti-conejo o anti-ratén, 1:1000; Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA) se incub6 durante 45 min.
Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-hCAR (29), Opnlmw (AB5405; Millipore), Opnlsw (AB5407;
Millipore), Rodopsina (Abcam) y anti-glutamina sintetasa (MAB302; Millipore). Se utilizé Vectashield (Vector Lab Inc.,
Peterborough, Reino Unido) para visualizar los nlcleos. Las secciones se fotografiaron utilizando microscopia
confocal Zeiss (LSM 710).
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Ensayo tunel

Los nucleos apoptéticos en las secciones retinianas congeladas se detectaron con el kit de marcado de niquel
terminal dUTP mediado por TdT de acuerdo con las instrucciones del fabricante (kit de deteccién de muerte celular
in situ, TMR rojo; Roche).

Resultados

En este documento, los autores proponen usar dos miARN, a saber, miR-204 y miR-211, para proteger la retina de
la degeneracion neuronal. En este estudio, los autores decidieron determinar el efecto que la administracién de miR-
204/211 a las células de la retina tiene sobre la progresion de la neurodegeneracion.

Con este objetivo, los autores decidieron administrar las formas precursoras de miR-204 (premiR-204) y de miR-211
(premiR-211) en la retina (es decir, en el espacio subretiniano) de modelos de ratones naturales o ratones de la
degeneracion retiniana. En particular, los autores utilizaron el siguiente esquema de inyeccion: cada raton analizado
fue inyectado en un ojo con un constructo viral asociado a adeno (AAV) que contenia la secuencia precursora de
miR-204 o de miR-211 (consultese la seccion de Métodos para obtener mas detalles). El ojo contralateral de cada
animal se inyectd, usando la misma estrategia, con una construccion de AAV que contenia un casete del gen
indicador (Proteina Fluorescente Verde Mejorada, EGFP) solo y sirvi6 como control experimental. Para estos
experimentos, los autores decidieron usar el AAV serotipo 2/8, que se habia demostrado previamente que
transducia de manera efectiva la retina de los mamiferos, predominantemente el epitelio pigmentario de la retina y
los fotorreceptores (19). Para impulsar la expresion de pre-miR-204/211 o EGFP en la retina inyectada, los autores
utilizaron inicialmente el promotor del citomegalovirus constitutivo (CMV).

Evaluacion del procesamiento adecuado de miARN y la sobreexpresion en fotorreceptores

Antes de llevar a cabo los experimentos en modelos de raton de degeneracion de fotorreceptores, los autores
primero intentaron determinar si la administracion mediada por AAV de las secuencias precursoras de miR-204 y
miR-211 era seguida por el procesamiento adecuado de miARN y la formacion de las formas maduras de miR-204 y
miR-211 en las células fotorreceptoras transducidas. Para este fin, los autores inyectaron a tres ratones naturales el
constructo viral AAV.CMV.premiR204 en un ojo y el constructo de control AAV.CMV.EGFP en el ojo contralateral.
Luego, los autores realizaron la Microdiseccion de Captura Laser (LCM) de todos los ojos inyectados para recolectar
especificamente la capa nuclear externa, que contiene las células fotorreceptoras (Figura 1A). Los autores
extrajeron el ARN total de las muestras recolectadas y midieron los niveles de expresion de la forma madura de miR-
204 mediante PCR cuantitativa (q) con transcriptasa inversa (RT) utilizando el kit de ensayo de microARN TagMan.
Los autores encontraron que la administracion del vector AAV.CMV.premiR204 confirié un aumento de 1,5 a 2 veces
de miR-204 maduro en comparacion con los niveles endégenos (Figura 1B).

Estos resultados demuestran que la administracion del vector AAV.CMV.premiR204 indujo un aumento en los
niveles de miR-204 correctamente procesado. Con el fin de excluir que la administracion y el procesamiento de los
transgenes premiR-204 podian interferir con la maquinaria de procesamiento de miARN en la retina y, por lo tanto,
afectar los niveles enddgenos fisiolégicos de otros miARN, los autores también midieron en ojos inyectados la
expresion de un miARN no relacionado, miR-124, que se expresaba abundantemente en la retina (16). Los autores
encontraron que los niveles de expresion de miR-124 no se madificaron significativamente en los fotorreceptores de
los ojos inyectados (Figura 1B). Por lo tanto, los autores concluyeron que la administracion mediada por AAV de
premiR-204 conduce al procesamiento apropiado y a los niveles de expresion aumentados de las formas maduras
de este miARN en fotorreceptores y no altera el procesamiento ni la expresion adecuadas de otros miARN
expresados en la retina. Se obtuvieron resultados similares con la administracion de premiR-211 mediado por AAV.

La administracion de miR-204/211 mediada por AAV conduce a la mejora de la morfologia de la retina y la funcién
en modelos de raton de degeneracion de fotorreceptores

Para evaluar el efecto beneficioso de miR-204/211 en IRD, los autores utilizaron los siguientes dos modelos de
raton:

1) un modelo para una forma autosdmica recesiva de IRD causada por una mutacion nula homocigética en la
proteina que interactia con hidrocarburos de Arilo como el gen 1 (Aipll) (ratones knockout para Aipll) (20). Las
mutaciones en el gen AIPL1 son responsables de una forma grave de LCA en seres humanos. En ratones AipII"', la
retina se desarrolla normalmente hasta el dia postnatal (P) 12. Después de esta etapa, los fotorreceptores de conos
y bastones comienzan a degenerar rapidamente, lo que lleva a la desorganizacion, la fragmentacion y la notable
reduccion de tamafio de los segmentos externos del fotorreceptor y del grosor de la ONL. La pérdida tanto de la
funcién de los bastones como de los conos, debido a la deficiente fototransduccion y la degeneracion en proceso, se
refleja en una ausencia completa de electrorretinograma (ERG) en ratones Aipll” (20, 21).

2) un modelo para una forma autosémica dominante de IRD (Ratdn transgénico con rodopsina P347S). Esta linea de
ratones transgénicos transporta una copia del gen de la rodopsina humana que alberga una sustitucién de prolina
por serina en la posicion 347 de la proteina. Esta mutacion es responsable de una forma de RP en pacientes
humanos. El fenotipo retiniano en este modelo de ratén es menos grave en comparacion con los ratones AipII"‘ y
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puede obtenerse una respuesta ERG, aunque severamente dafiada, hasta 2-3 meses de vida postnatal (22).

Los autores encontraron que la administracion del transgén premiR-204 conduce a una notable conservacion de la
estructura retiniana en los ojos inyectados de los modelos AipII"‘ y Rodopsina P347S, en comparacién con los ojos
contralaterales inyectados con EGFP.

En particular, los autores obtuvieron los siguientes resultados:
a) Modelo Aipll™.

Los autores inyectaron a ratones Aipll'/' el dia postnatal (P) 4 utilizando el esquema descrito anteriormente y
sacrificaron los ratones en P21. En esta etapa, solo un bastén de nucleos de fotorreceptores esta presente en los
ojos inyectados con EGFP (Figura 2A). En contraste, los autores observaron un aumento significativo en el numero
de bastones preservados, asi como en la densidad de los nucleos de los fotorreceptores en los ojos contralaterales
de los animales anteriores, que se inyectaron con el constructo AAV.CMV.premiR204 (Figura 2B-C). Estos
resultados demuestran claramente una progresién mas lenta de la degeneracion retiniana en los ojos inyectados con
miR-204. Ademas, los autores observaron un aumento de la tincion para los marcadores de bastones (rodopsina) y
de conos fotorreceptor (arrestina de cono y opsina M) en la ONL de ojos inyectados con el vector
AAV.CMV.premiR204 en comparacion con los ojos contralaterales inyectados con el vector de control, segun lo
evaluado por andlisis de inmunofluorescencia (Figuras 3 y 4). Finalmente, la estructura del cono y los segmentos
externos se conservaron mejor en los ojos inyectados con el vector miR-204, en comparacion con los
contralaterales, como se muestra mediante el inmunomarcaje con arrestina de los conos (Figuras 3C y 3D). Se
obtuvieron resultados similares con la administracion de premiR-211 mediado por AAV.

Para evaluar si el efecto protector que el miR-204/211 conferia a la retina se podia explotar en combinacion con los
enfoques de reemplazo de genes, los autores llevaron a cabo el procedimiento de inyeccién descrito anteriormente
(es decir, la inyeccidn subretiniana en P4) en ratones AipII"‘ gue combinaban el vector AAV.CMV.premiR204 con un
vector AAV que dirigia la expresion del cADN de AIPL1 humano bajo el control de CMV. Esta estrategia permitiria
evaluar si la combinacion de la neuroproteccion retiniana (conferida por la administraciéon de miR-204/211) y el
reemplazo de la deficiencia del gen Aipll (AIPLI humano) podia tener un efecto terapéutico sinérgico. Como se
muestra en la Figura 5, el andlisis histoldgico retiniano en P30 demostré que la combinacion de miR-204 y AIPLI
humano preservaba el grosor de la retina de manera mas eficiente en comparacion con el ojo contralateral inyectado
con la AIPLI humana sola. Estos datos preliminares sugieren que la combinacion de la inyeccion de miR-204 y la
administracion del gen AIPLI humano puede producir efectos terapéuticos aditivos, es decir, ralentizar la progresion
de la degeneracion de la retina (efecto miR-204) y aumentar la restauracién potencial de la actividad de AIPL1
(suplementacioén del gen AIPLI humano).

Se obtuvieron resultados similares con la administracion de premiR-211 mediado por AAV.
b) Modelo de ratén rodopsina P347S.

Los autores inyectaron ratones transgénicos P347S en P4 siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente
para el raton AipII"' y sacrificaron a los animales en dos puntos temporales diferentes, es decir, P30 y P60. Primero,
los autores detectaron en P30 una mejora notable de la respuesta de ERG en los ojos inyectados con miR-204 de
ratones P347S, en comparacién con los ojos inyectados con EGFP contralateral (Figura 6). Los autores encontraron
gue esta mejora también fue persistente en la P60, es decir, dos meses después de la inyeccion (Figura 7). En
ambas etapas (es decir, P30 y P60), la respuesta ERG mejorada prevaleci6 en condiciones fotopicas que reflejan la
actividad de los conos, lo que indica que los fotorreceptores de los conos representan la principal diana del efecto
beneficioso proporcionado por la inyeccion de miR-204. De acuerdo con el hallazgo anterior, el andlisis de
inmunofluorescencia reveld una preservacion significativa en la expresion de marcadores de fotorreceptores de
conos, como Opnlmw (M-Opsina) y Opnlsw (S-Opsina), en los ojos inyectados con miR-204 en lugar de los ojos
inyectados con EGFP (figura 8).

Como apoyo adicional de los resultados anteriores, los autores también encontraron que la inyeccién de las
construcciones de premiR-204 AAV determind una disminucion estadisticamente significativa en el nimero de
células apoptoticas en la capa de fotorreceptores en comparacion con los ojos inyectados con EGFP, como lo revela
la tincibn TUNEL (Figura 9). Ademas, los autores determinaron que la inyeccién de miR-204 conducia a una
reduccion drastica de la gliosis retiniana, lo que representa una respuesta fisiologica al dafio del fotorreceptor, segun
se evalué mediante tincién de inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-glutamina sintetasa (anti-GS6) (Figura 10).
Los autores ampliaron estas observaciones aumentando el nimero de retinas murinas analizadas y confirmaron los
resultados (Figura 16).

En conjunto, estos hallazgos sugieren determinantemente que la administracidon subretiniana de los vectores miR-
204/211 retarda la degeneracion retiniana en P347S y preserva la funcion retiniana, particularmente en condiciones
escotoépicas y fotdpicas.

Todos los experimentos de inyeccion descritos anteriormente se llevaron a cabo utilizando un constructo de AAV
gue contiene el promotor constitutivo de CMV, que impulsa la expresion transgénica en todas las células
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transducidas. Para verificar si la expresion restringida de miR-204/211 en los fotorreceptores era suficiente para
garantizar el efecto beneficioso de estos dos miARN en modelos IRD, los autores generaron un constructo de AAV
en el que la expresion del precursor de miR-204 estaba bajo el control del promotor de la rodopsina que impulsa la
expresion del transgén especificamente en los fotorreceptores (Allocca et al, J of Virology, 2007 y Mussolino et al,
Gene Therapy 2011). Luego, los autores inyectaron un grupo de ratones transgénicos P347S con este constructo
(AAV.RHO.premiR204) en P4 siguiendo la misma estrategia utilizada para el constructo AAV.CMV.premiR204. Los
autores obtuvieron una mejora notable de la respuesta ERG en los ojos inyectados con RHO.miR204 en
comparacion con los controles inyectados con EGFP contralateral en P30 (Figura 11). Los autores ampliaron estas
observaciones aumentando el nimero de retinas murinas analizadas y confirmaron los resultados (Figura 17).
Similar a lo que se muestra para el uso del promotor CMV (Figura 14), también la inyeccion del constructo
RHO.miR204 no produjo ninguna alteracién significativa de la amplitud de las ondas 'b' en las retinas de los ojos
inyectados con miR-204/211 en comparacion con los ojos de los controles inyectados con EGFP contralateral de
ratones naturales (Figura 17). Los datos anteriores demuestran claramente que la expresion restringida de los
transgenes miR-204 en los fotorreceptores es suficiente para garantizar el papel protector de estos dos miARN en
las condiciones de IRD in vivo.

Es importante sefialar que todos los experimentos descritos anteriormente también se han realizado con las
secuencias premiR-204 o premiR-211 cuya inyeccién produjo resultados muy similares en todos los modelos
analizados (ver ejemplo en las Figuras 12 y 13). Por lo tanto, los autores concluyen que ambos ejercen el mismo
efecto beneficioso en condiciones de IRD in vivo.

Todos los datos anteriores demuestran que la inyeccién de miR-204/211 en la retina (y particularmente en los
fotorreceptores) de modelos in vivo de IRD ejerce un efecto protector sobre los fotorreceptores, particularmente en
los conos, al aumentar su supervivencia. Esto es particularmente sorprendente cuando se considera el hecho de que
miR-204/211 no es detectable en las células fotorreceptoras (Figura 18).

El potente efecto de miR-204/211 en los fotorreceptores se ve reforzado por la evidencia de que en la retina de un
raton knockout para miR-211, que los autores estan caracterizando actualmente, se observo un déficit significativo
de la funcion de los fotorreceptores (Figura 19).

Evaluacion de la seguridad de la administracion de miR-204/miR-211 a la retina de ratones naturales

Para evaluar la seguridad de la administracién de miR-204/211 en la fisiologia de la retina, los autores llevaron a
cabo la administracion de miR-204 por via subretinal en una gran cohorte de ratones adultos C56BL/6 utilizando el
mismo esquema descrito anteriormente. Como se muestra en la Figura 14, el andlisis electrorretinogréafico (ERG)
demostré que las ondas 'b' no se alteraron en los 0jos inyectados con miR-204 en comparacién con los ojos de los
controles inyectados con EGFP contralateral un mes después de la inyeccion. Ademas, los autores llevaron a cabo
un analisis similar en ratones naturales inyectados en P4 y los autores realizaron el andlisis ERG en P30. También
en este caso, los autores no pudieron detectar ninguna alteracion significativa de la amplitud de las ondas 'b' en las
retinas de los ojos inyectados con miR-204 en comparacion con los ojos de controles inyectados con EGFP
contralateral (Figura 15). Se obtuvieron resultados similares con la administraciéon de premiR-211 mediada por AAV.

Estos datos respaldan la seguridad de la administracién de miR-204/211 en retinas saludables.

Los autores proponen que la administracion intrarretiniana de miR-204/211, particularmente en las células
fotorreceptoras, ejerce un efecto beneficioso en la degeneracion de los fotorreceptores, y particularmente en los IRD,
incluida la retinitis pigmentosa (formas tanto aisladas como sindrémicas), amaurosis congénita de Leber, distrofias
de bastones-conos y distrofias de conos. En particular, esto demuestra un efecto terapéutico obtenido por la
administracion de miARN individuales en fotorreceptores in vivo.

En la presente invencion, los autores demuestran que miR-204/211 tiene un efecto protector en el proceso de
degeneracion y muerte de los fotorreceptores, que son las condiciones principales que subyacen a las distrofias
retinianas hereditarias. En tales enfermedades, la diferenciacion y proliferacion de RPE anormales no desempefian
funciones patdgenas clave.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente seleccionado del grupo que consiste en: un miARN, un precursor de miARN, un miARN maduro, un
mimético de miARN o una mezcla de miméticos de miARN, una molécula de ADN que codifica dicho miARN, dicho
precursor de miARN, dicho miARN maduro, dicho mimético de miARN o una mezcla de miméticos de miARN, o
cualquiera de sus combinaciones para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de una distrofia retiniana, en donde
dicho agente comprende la secuencia semilla UUCCCUU o codifica una secuencia de nucleétidos que comprende la
secuencia semilla UUCCCUU.

2. El agente para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el miARN que comprende la secuencia semilla
UUCCCUU comprende la secuencia madura de miR-204 o la secuencia madura de miR-211.

3. El agente para su uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde dicho agente es la secuencia madura de miR-
204 o la secuencia madura de miR-211.

4. El agente para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho agente se
proporciona dentro de un vehiculo de suministro, opcionalmente en el que el vehiculo de administracion se
selecciona de un vector viral, microesferas, liposomas, particulas de oro coloidal, lipopolisacéaridos, polipéptidos,
polisacéridos, o pegilacion de vehiculos virales.

5. El agente para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la distrofia
retiniana se caracteriza por la degeneracion de fotorreceptores, preferiblemente la distrofia retiniana es una distrofia
retiniana hereditaria, mas preferiblemente la degeneracion retiniana hereditaria se selecciona del grupo que consiste
en: Retinitis Pigmentosa (RP), Amaurosis congénita de Leber (LCA), distrofias de conos y bastones y distrofias de
conos.

6. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un agente como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, y excipientes y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables para su uso en el tratamiento y/o
la prevencién de una distrofia retiniana.

7. Un é&cido nucleico que codifica para el agente como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su
uso en el tratamiento y/o la prevencion de una distrofia retiniana.

8. Un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de codificacion para el agente como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 bajo el control de un promotor adecuado para su uso en el
tratamiento y/o la prevencién de una distrofia retiniana, preferiblemente el promotor adecuado es la secuencia
promotora de la rodopsina.

9. El vector de expresion recombinante para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, que comprende ademas una
0 més formas naturales de una secuencia codificante mutada responsable de la distrofia retiniana bajo el control de
un promotor adecuado, preferiblemente una o mas formas naturales de la secuencia de codificacion mutada
responsable de la distrofia retiniana se selecciona del grupo que consiste en: de SEQ ID NO: 23 a SEQ ID NO: 414.

10. El vector de expresion recombinante para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 6 9, que es
un derivado de AAV.

11. Una célula huésped transformada por el vector de expresion recombinante como se define en las
reivindicaciones 8 a 10 para su uso en el tratamiento y/o la prevencién de una distrofia retiniana.

12. Una composicion farmacéutica que comprende el &cido nucleico como se define en la reivindicacion 7 o el vector
de expresion recombinante como se define en las reivindicaciones 8 a 10 o la célula huésped segun la reivindicacion
11 y excipientes y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de una
distrofia retiniana, preferiblemente la composicion comprende ademas una o mas formas naturales de una secuencia
codificante mutada responsable de la distrofia retiniana bajo el control de un promotor adecuado, mas
preferiblemente la forma natural de la secuencia codificante mutada responsable de la distrofia retiniana se inserta
en un vector de expresion recombinante adicional, preferiblemente una o mas formas naturales de la secuencia de
codificacion mutada responsable de la distrofia retiniana se selecciona del grupo que consiste en: de SEQ ID NO: 23
a SEQ ID NO: 414,

13. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 6 12, en la
que dicha composicion es para la administracién intraocular.
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