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DESCRIPCIÓN

Identificación de mutaciones de canalrodopsina-2 (Chop2) y métodos de uso

Apoyo del gobierno5

Esta invención se realizó con apoyo del gobierno de los EE. UU. con la subvención NIH EY 17130 de los Institutos 
Nacionales de la Salud/Instituto Nacional del Ojo. El gobierno tiene ciertos derechos en la invención.

Campo de la invención10

Esta invención se refiere generalmente al campo de biología molecular. Se identifican mutaciones en el gen de 
canalopsina-2 (Chop2). Se usan composiciones que comprenden un gen mutante de Chop2 en métodos 
terapéuticos para mejorar y restablecer pérdida de visión.

15
Antecedentes de la invención

La retina se compone de fotorreceptores (o células fotorreceptoras, bastones y conos). Los fotorreceptores son 
neuronas altamente especializadas que son responsables de la fototransducción, o la conversión de luz (en forma 
de radiación electromagnética) en señales químicas y eléctricas que propagan una cascada de eventos dentro del20
sistema visual, generando finalmente una representación de nuestro mundo.

La pérdida o degeneración de fotorreceptores compromete gravemente, si no impide completamente, la 
fototransducción de información visual dentro de la retina. La pérdida de células fotorreceptoras y/o pérdida de una
función de células fotorreceptoras son las causas principales de agudeza visual reducida, sensibilidad lumínica25
reducida y ceguera. Existe una necesidad desde hace mucho tiempo en la técnica de composiciones y método que 
restablezcan la fotosensibilidad de la retina de un sujeto que experimenta pérdida de visión. Kleinlogel, S. et al.
(2011), Nature Neuroscience; 14: 513-518 describen la sensibilidad lumínica y permeabilidad al Ca2+ de
canalrodopsina que transloca calcio (CatCh). Rein, M. L., et al. (2012), Mol Genet Genomics; 287(2): 95-109 
describen enfoques optogenéticos.30

Sumario de la invención

La invención proporciona una solución para la necesidad desde hace mucho tiempo de un método de restablecer y/o
mejorar la sensibilidad lumínica de células fotorreceptoras mediante expresión de mutaciones ventajosas, y/o35
combinaciones de las mismas, del gen de canalopsina-2 (Chop2), y posteriormente proporcionar métodos para 
terapia génica basada en canalopsina-2 (Chop2).

La terapia génica basada en canalopsina-2 (Chop2) ofrece una estrategia superior para restablecer fotosensibilidad 
retiniana después de degeneración de fotorreceptor. El producto de proteína del gen de Chop2, cuando se une al 40
cromóforo isomerizable por luz todo-trans-retinal, forma un canal regulado por luz funcional, llamado canalrodopsina-
2 (ChR2). ChR2 nativo muestra baja sensibilidad lumínica. Recientemente, se notificaron que dos mutantes de 
ChR2s, L132C y T159C, aumentaron notablemente su sensibilidad lumínica (Kleinlogel et al. (2011) Nat Neurosci. 
14:513-8; Berndt et al. (2011) Proc Natl Acad Sci USA. 108:7595-600; Prigge et al. (2012) J Biol Chem. 
287(38)3104:12). Se examinaron las propiedades de estos dos mutantes de ChR2 (es decir, L132C y T159C) y se 45
compararon con varios mutantes dobles en estos dos sitios para identificar candidatos adecuados para métodos 
terapéuticos. Se proporcionan composiciones que comprenden uno o más de estas mutaciones a un sujeto que 
necesita las mismas con el fin de restablecer la visión. Específicamente, se introducen mutaciones deseadas en el 
gen de Chop2 a una célula y/o se integran dentro del ADN genómico de una célula para mejorar o restablecer la 
visión. Las mutaciones deseadas en el gen de Chop2 que se introducen a una célula para mejorar o restablecer la 50
visión también pueden permanecer episomales, no habiéndose integradas dentro del ADN genómico.

Las mutaciones en las posiciones de aminoácido L132 o T159 de Chop2 (y por tanto el ChR2 resultante) disminuyen 
notablemente la intensidad luminosa umbral que se requiere para desencadenar la fotocorriente mediada por ChR2. 
Los mutantes dobles en las posiciones de aminoácido L132 y T159 aumentan además la fotocorriente a 55
intensidades luminosas bajas, excediendo aquellas de cualquiera de las correspondientes mutaciones individuales. 
Células ganglionares retinianas que expresan los mutantes dobles en las posiciones L132 y T159 pueden responder 
a intensidades luminosas que se encuentran dentro del intervalo de condiciones de iluminación exterior normales 
pero todavía deben mantener una resolución temporal alta y adecuada que es apropiada para restablecer visión útil. 
Por tanto, la proteína Chop2 mutante de la presente invención que forma ChR2 mutantes que tienen sensibilidad 60
lumínica mejorada se usan sola o en combinación para restablecer o mejorar la visión.

Específicamente, la invención se define según las reivindicaciones adjuntas. También se describe una molécula de 
polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 26 en la que el aminoácido en posición 132 de SEQ
ID NO: 26 no es leucina (L). En ciertos aspectos de la molécula de polipéptido aislado, el aminoácido en posición65
132 es cisteína (C) o alanina (A). Cuando el aminoácido en posición 132 es cisteína (C), la molécula de polipéptido
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puede comprender o consistir en SEQ ID NO: 13. Cuando el aminoácido en posición 132 es alanina (A), la molécula
de polipéptido puede comprender o consistir en SEQ ID NO: 20.

La divulgación proporciona una molécula de polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 26 en la 
que el aminoácido en posición 159 de SEQ ID NO: 26 no es treonina (T). En ciertos aspectos de la molécula de 5
polipéptido aislado, el aminoácido en posición 159 es cisteína (C), serina (S) o alanina (A). Cuando el aminoácido en 
posición 159 es cisteína (C), la molécula de polipéptido puede comprender o consistir en SEQ ID NO: 14. Cuando el 
aminoácido en posición 159 es serina (S), la molécula de polipéptido puede comprender o consistir en SEQ ID NO: 
17. Cuando el aminoácido en posición 159 es alanina (A), la molécula de polipéptido puede comprender o consistir 
en SEQ ID NO: 23.10

La divulgación proporciona una molécula de polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 26 en la 
que el aminoácido en posición 132 de SEQ ID NO: 26 no es leucina (L) y el aminoácido en posición 159 no es 
treonina (T). En determinadas realizaciones de la molécula de polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ 
ID NO: 26 en la que el aminoácido en posición 132 de SEQ ID NO: 26 no es leucina (L) y el aminoácido en posición15
159 no es treonina (T), el aminoácido en posición 132 es cisteína (C) y el aminoácido en posición 159 es cisteína
(C). En una realización preferida de esta molécula de polipéptido aislado, la molécula de polipéptido comprende o 
consiste en SEQ ID NO: 16. La invención proporciona una molécula de ácido nucleico aislado que codifica el 
polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 16. Preferiblemente, la molécula de ácido nucleico 
aislado que codifica el polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 16 es una molécula de ácido 20
nucleico que comprende o consiste en SEQ ID NO: 15.

En determinadas realizaciones de la molécula de polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 26
en la que el aminoácido en posición 132 de SEQ ID NO: 26 no es leucina (L) y el aminoácido en posición 159 no es 
treonina (T), el aminoácido en posición 132 es cisteína (C) y el aminoácido en posición 159 es serina (S). La 25
molécula de polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 26 en la que el aminoácido en posición
132 de SEQ ID NO: 26 no es leucina (L) y el aminoácido en posición 159 no es treonina (T), puede comprender o 
consistir en SEQ ID NO: 19. Alternativa o adicionalmente, la molécula de polipéptido aislado que comprende o 
consiste en SEQ ID NO: 26 en la que el aminoácido en posición 132 de SEQ ID NO: 26 no es leucina (L) y el 
aminoácido en posición 159 no es treonina (T), en la que el aminoácido en posición 132 es cisteína (C) y en la que el 30
aminoácido en posición 159 es serina (S), puede comprender o consistir en SEQ ID NO: 19. La invención
proporciona una molécula de ácido nucleico aislado que codifica el polipéptido aislado que comprende o consiste en 
SEQ ID NO: 19. Preferiblemente, la molécula de ácido nucleico comprende o consiste en SEQ ID NO: 18.

En ciertos aspectos de la molécula de polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 26 en la que el 35
aminoácido en posición 132 de SEQ ID NO: 26 no es leucina (L) y el aminoácido en posición 159 no es treonina (T),
el aminoácido en posición 132 es alanina (A) y el aminoácido en posición 159 es cisteína (C). La molécula de 
polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 26 en la que el aminoácido en posición 132 de SEQ 
ID NO: 26 no es leucina (L) y el aminoácido en posición 159 no es treonina (T) puede comprender o consistir en 
SEQ ID NO: 22. Alternativa o adicionalmente, la molécula de polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ 40
ID NO: 26 en la que el aminoácido en posición 132 de SEQ ID NO: 26 no es leucina (L) y el aminoácido en posición
159 no es treonina (T), en la que el aminoácido en posición 132 es alanina (A) y en la que el aminoácido en posición
159 es cisteína (C), puede comprender o consistir en SEQ ID NO: 22. La divulgación proporciona una molécula de 
ácido nucleico aislado que codifica el polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 22. 
Preferiblemente, esta molécula de ácido nucleico comprende o consiste en SEQ ID NO: 21.45

En ciertos aspectos de la molécula de polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 26 en la que el 
aminoácido en posición 132 de SEQ ID NO: 26 no es leucina (L) y el aminoácido en posición 159 no es treonina (T),
el aminoácido en posición 132 es cisteína (C) y el aminoácido en posición 159 es alanina (A). La molécula de 
polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 26 en la que el aminoácido en posición 132 de SEQ 50
ID NO: 26 no es leucina (L) y el aminoácido en posición 159 no es treonina (T) puede comprender o consistir en 
SEQ ID NO: 25. Alternativa o adicionalmente, la molécula de polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ 
ID NO: 26 en la que el aminoácido en posición 132 de SEQ ID NO: 26 no es leucina (L) y el aminoácido en posición
159 no es treonina (T), en la que el aminoácido en posición 132 es cisteína (C) y en la que el aminoácido en posición
159 es alanina (A), puede comprender o consistir en SEQ ID NO: 25. La divulgación proporciona una molécula de 55
ácido nucleico aislado que codifica el polipéptido aislado que comprende o consiste en SEQ ID NO: 25. 
Preferiblemente, esta molécula de ácido nucleico comprende o consiste en SEQ ID NO: 24.

La divulgación proporciona una cualquiera de la moléculas de polipéptido aislado descritas en el presente 
documento, en las que la molécula de polipéptido codifica una proteína Chop2 mutante que forma un ChR2 mutante60
que desencadena una corriente en respuesta a una intensidad umbral de luz que es menor que el umbral de una 
proteína de ChR2 de tipo natural. Además, la corriente conduce cationes. Los cationes a modo de ejemplo incluyen, 
pero no se limitan a, iones H+, Na+, K+ y Ca2+. Las proteínas de ChR2 de tipo natural y mutantes descritas en el 
presente documento conducen cationes de manera no específica. Consecuentemente, la corriente conduce uno o
más de los siguientes: iones H+, Na+, K+ y Ca2+.65
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La divulgación proporciona una cualquiera de las moléculas de polipéptido aislado descritas en el presente 
documento que comprende además un portador farmacéuticamente aceptable. La divulgación también proporciona
una composición que comprende al menos una molécula de polinucleótido aislado descrita en el presente 
documento. La composición puede comprender además un portador farmacéuticamente aceptable.

5
La divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislado que codifica cualquiera de los polipéptidos
aislados descritos en el presente documento. Además, la molécula de ácido nucleico aislado puede incluir además 
un portador farmacéuticamente aceptable. La divulgación también proporciona una composición que comprende al 
menos una molécula de ácido nucleico aislado descrita en el presente documento. La composición puede 
comprender además un portador farmacéuticamente aceptable.10

La divulgación proporciona una célula, en la que la célula se ha puesto en contacto con o comprende una molécula
de polipéptido aislado de la invención. Además, la divulgación proporciona una célula, en la que la célula se ha 
puesto en contacto con o comprende una molécula de ácido nucleico aislado que codifica una molécula de 
polipéptido aislado de la invención. La divulgación proporciona una composición que comprende, consiste 15
esencialmente en o consiste en una célula que comprende una molécula de polipéptido aislado de la invención o
una molécula de ácido nucleico que codifica una molécula de polipéptido aislado de la invención. Las células de la 
invención pueden ponerse en contacto con el polipéptido aislado o un ácido nucleico aislado que codifica el 
polipéptido in vitro, ex vivo, in vivo o in situ. En determinadas realizaciones de la invención, la célula es un 
fotorreceptor; una célula horizontal; una célula bipolar; una célula amacrina y especialmente una célula amacrina AII; 20
o una célula ganglionar retiniana, incluyendo una célula ganglionar retiniana fotosensible. Preferiblemente, la célula
es una célula ganglionar retiniana, una célula ganglionar retiniana fotosensible, una célula bipolar, una célula bipolar 
de tipo ON, un bastón bipolar o una célula amacrina AII. En ciertos aspectos de la invención, la célula es un 
fotorreceptor, una célula bipolar, un bastón bipolar, un cono bipolar de tipo ON, una célula ganglionar retiniana, una 
célula ganglionar retiniana fotosensible, una célula horizontal, una célula amacrina o una célula amacrina AII.25

La divulgación proporciona un método de mejora o restablecimiento de la visión que comprende administrar a un 
sujeto una cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento. La divulgación proporciona además 
un método profiláctico de conservar la visión que comprende administrar a un sujeto una cualquiera de las 
composiciones descritas en el presente documento.30

Los métodos descritos en el presente documento también pueden aplicarse a aquellos sujetos que están sanos, 
ciegos (en parte o totalmente) y/o aquellos sujetos con degeneración retiniana (caracterizada por una pérdida de
células fotorreceptoras de bastón y/o cono), pero pueden ser dependientes de la actividad de células ganglionares 
retinianas fotosensibles para una determinación de niveles lumínicos ambientales. Por ejemplo, los métodos 35
descritos en el presente documento pueden usarse para conservar, mejorar o restablecer la actividad de una célula 
ganglionar retiniana fotosensible que media en la transducción de información lumínica para sincronizar los ritmos 
circadianos al ciclo luz/oscuridad de 24 horas, control y reflejos pupilares y regulación luminosa de liberación de 
melatonina.

40
En ciertos aspectos de los métodos de la divulgación, el sujeto puede tener visión normal o visión deficiente.
Alternativa o adicionalmente, el sujeto puede estar en riesgo de desarrollar una enfermedad ocular que conduce a
una deficiencia de visión. Por ejemplo, el sujeto puede tener antecedentes familiares de enfermedad ocular que 
incluye degeneración macular y retinosis pigmentaria. El sujeto puede estar en riesgo de sufrir una lesión ocular que 
produce daño de las células fotosensibles en la retina. El sujeto puede tener un marcador genético o una alteración 45
genética/congénita que da como resultado visión deficiente, dificultad para ver, ceguera legal, ceguera parcial o
ceguera total. Los sujetos pueden tener un defecto refractivo que da como resultado miopía (cortedad de vista) o
hipermetropía (mala visión de cerca).

Pueden administrarse las composiciones de los métodos de la divulgación a un sujeto o bien de manera sistémica o50
bien de manera local. Una vía preferida de administración local es inyección intravítrea.

Otras características y ventajas de la invención serán evidentes a partir de y están abarcadas por las siguientes
descripción detallada y reivindicaciones.

55
Breve descripción de las figuras

La figura 1 muestra registros representativos de las corrientes provocadas por luz de ChR2 de tipo natural (WT), 
mutantes L132C, L132C/T159C y L132C/159S en células HEK para comparar su sensibilidad lumínica (A). Se 
generaron los estímulos lumínicos (fotones/cm

2
.s a 460 nm) mediante una lámpara de arco de xenon y se atenuaron 60

mediante filtros de densidad neutra: ND4,0 (2,8 × 1014), ND3,0 (1,4 × 1015), ND2,5 (4,8 × 1015); ND2,0 (1,6 × 1016), 
ND1,0 (1,3 × 1017), ND0 (1,2 × 1018). (B) Se muestran los mismos perfiles de corriente a una escala de corriente
diferente. Los perfiles indicados por flechas están provocados por la misma intensidad luminosa (ND2,5).

La figura 2 muestra registros representativos de las corrientes provocadas por luz de ChR2 de tipo natural (WT), 65
mutantes T159C, L132C, L132C/T159C y L132C/T159S a un pulso de luz de 10 ms (1,2 × 1018 fotones/cm2/s a
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460 nm) en células HEK para comparar su evolución temporal de desactivación (evolución temporal de 
desintegración después de apagado de luz).

La figura 3 muestra registros de matriz de múltiples canales representativos de actividades de disparo neuronal
mediadas por ChR2 de tipo natural, L132C, L132C/T159C y L132C/T159S de células ganglionares retinianas en5
preparaciones completas retinianas para comparar su sensibilidad lumínica. Se generó estímulo lumínico
(fotones/cm2/s) mediante un láser azul a 473 nm y se atenuó mediante filtros de densidad neutra: ND0 (6,3 × 1016), 
ND1,0 (7,4 × 1015), ND1,5 (2,7 × 1015 ), ND2,0 (7,3 × 1014), ND2,5 (3,2 × 1014), ND3,0 (8,5 × 1013), ND3,5
(3,8 × 1013) y ND4,0 (9,5 × 1012).

10
La figura 4 muestra registros de matriz de múltiples canales representativos de actividades de disparo neuronal
mediadas por ChR2 de tipo natural, L132C, L132C/T159C y L132C/T159S de células ganglionares retinianas en
preparaciones completas retinianas para comparar sus dinámicas temporales. En cada panel, se muestran los 
diagramas de trama de 10 disparos neuronales desencadenados por luz consecutivos originados a partir de una sola 
neurona (arriba) y los histogramas de tasa de disparos neuronales promediada (abajo). Se generaron pulsos de luz15
a diferente frecuencia mediante un láser azul a 473 nm con intensidades de aproximadamente de una unidad 
logarítmica por encima de la intensidad umbral de cada mutante. Se muestran registros de ChR2 de tipo natural y
L132C en (A), y se muestran registros de L132C/T159C y L132C/T159S en (B).

Descripción detallada20

Sistema visual

El sistema nervioso central media en la visión (también se denomina en el presente documento vista) a través de 
células especializadas y métodos únicos de transducción de señales presentes en el sistema visual. La principal 25
responsabilidad del sistema visual es transformar la luz, en forma de radiación electromagnética, en una 
representación o imagen del mundo que nos rodea. Además de la función "visual" de este sistema, el sistema visual
también regula el reflejo fotomotor pupilar (PLR), la fotosincronización circadiana a ciclos luz/oscuridad periódicos y
la liberación de la hormona melatonina.

30
Las células de la retina son las primeras células del sistema nervioso o visual en encontrar luz (radiación 
electromagnética de longitudes de onda e intensidades variables). Los fotones viajan a través de la cornea, pupila y
cristalino antes de alcanzar la retina. La retina tiene una estructura única porque las células fotorreceptoras que
absorben directamente fotones están situadas en la capa exterior de la retina. Los fotones que atraviesan el 
cristalino se encuentran primero con una capa interior de células ganglionares retinianas (un minoría de las que son 35
fotosensibles a través de la expresión de la opsina, melanopsina) y una capa intermedia de células bipolares antes 
de alcanzar la capa exterior de células fotorreceptoras (también conocidas como bastones y conos). Los 
fotorreceptores de bastón funcionan en condición de iluminación tenue (visión escotópica) mientras que los 
fotorreceptores de cono funcionan en condiciones de iluminación luminosa (visión fotópica) responsables de la visión
en color. Fotorreceptores de cono forman sinapsis directamente sobre conos bipolares de tipo ON y OFF, que a su 40
vez, forman sinapsis directamente sobre células ganglionares retinianas de tipo ON y OFF. Fotorreceptores de 
bastón forman sinapsis con bastones bipolares (un tipo único de células bipolares de tipo ON) que forman sinapsis
con células amacrinas AII. Las células amacrinas AII transmiten entonces las señales visuales a conos bipolares de 
tipo ON a través de unión comunicante y a conos bipolares de tipo OFF así como células ganglionares OFF a través 
de sinapsis glicinérgicas inhibidoras. Las células ganglionares retinianas son responsables de relacionar información 45
visual a las neuronas del cerebro.

Fototransducción

Dentro de la retina, las células fotorreceptoras absorben partículas fotónicas y transforman los datos brutos de50
frecuencia y longitud de onda de luz en señales químicas y posteriormente eléctricas que propagan esta información
inicial a través de los sistemas visual y nervioso. Específicamente, una proteína de opsina situada en la superficie de 
un fotorreceptor (bastón, cono y/o célula ganglionar retiniana fotosensible) absorbe un fotón e inicia una cascada de 
señalización intracelular, que da como resultado la hiperpolarización del fotorreceptor. En la oscuridad, las proteínas
de opsina no absorben fotones, se despolarizan los fotorreceptores. Las señales visuales de fotorreceptores se 55
transmiten entonces a través de células bipolares, células amacrinas y células ganglionares a los centros visuales 
superiores en el cerebro. Específicamente, cuando los fotorreceptores de cono y bastón se despolarizan (en la 
oscuridad), producen la despolarización de bastones bipolares y conos bipolares de tipo ON, pero la 
hiperpolarización de conos bipolares de tipo OFF, que a su vez producen la despolarización de células amacrinas AII
y el aumento del disparo neuronal de células ganglionares retinianas de tipo ON y la disminución del disparo 60
neuronal de células ganglionares retinianas de tipo OFF. Ocurre lo contrario (a bastones bipolares ON y OFF, 
células amacrinas AII y células ganglionares ON y OFF) cuando se hiperpolarizan los fotorreceptores de cono y 
bastón (en respuesta a la luz).

Mediante las acciones de fotorreceptores, células bipolares, células horizontales, células amacrinas y células 65
ganglionares retinianas se procesa y refina significativamente la información lumínica. Para añadir complejidad a 
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este sistema, se encuentran fotorreceptores en tres variedades principales, incluyendo bastones, conos (que, de los 
tres tipos, reaccionan más fuertemente para distinguir longitudes de onda de luz), y células ganglionares retinianas
fotosensibles. Por tanto, una primera capa de procesamiento de información se produce al nivel de los
fotorreceptores que reaccionan de manera diferencial a ciertas longitudes de onda e intensidades de luz. Las células 
bipolares de la retina reciben información tanto de células fotorreceptoras como de células horizontales. Las células 5
horizontales de la retina reciben información de múltiples células fotorreceptoras, y, por tanto, integran información
entre tipos de célula y a lo largo de distancias en la retina. Las células bipolares integran además información
directamente de células fotorreceptoras y células horizontales produciendo principalmente potenciales graduados a
células ganglionares retinianas, aunque algunos estudios recientes indican que algunas células bipolares pueden
generar potenciales de acción. Los conos bipolares forman sinapsis en células ganglionares retinianas y células 10
amacrinas mientras que los bastones bipolares forman sinapsis solo con células amacrinas AII. De manera similar a
las células horizontales, la mayoría de las células amacrinas integran información lateralmente dentro de la retina. A 
diferencia de las células horizontales, la mayoría de las células amacrinas son interneuronas inhibidoras 
(GABAérgicas). Las células amacrinas también están más especializadas que las células horizontales, porque cada
célula amacrina forma sinapsis específicamente en un tipo particular de célula bipolar (una de las diez variedades de15
célula bipolar). Particularmente, la célula amacrina AII es una neurona de transmisión crítica en la ruta de bastón
(bajo visión escotópica cuando los fotorreceptores de cono no reaccionan). Las células amacrinas AII reciben 
entradas sinápticas de bastones bipolares y entonces llevan las señales a la ruta de cono a través de conos 
bipolares ON y OFF a células ganglionares ON y OFF tal como se describió anteriormente. Por tanto, la expresión
de Chop2, y la formación resultante de ChR2, en bastones bipolares o células amacrinas AII pueden crear20
respuestas ON y OFF en células ganglionares retinianas. Además, células ganglionares retinianas integran
información de células bipolares y de células amacrinas. Aunque las células ganglionares retinianas varían
significativamente con respecto a su tamaño, conectividad y respuestas a estimulación visual (por ejemplo campos
visuales), todas las células ganglionares retinianas extienden un largo axón en el cerebro. A excepción de una 
porción insignificante de las células ganglionares retinianas que transducen información no visual referente al reflejo 25
fotomotor pupilar y sincronización circadiana, la totalidad de axones que se extienden de las células ganglionares 
retinianas forman el nervio óptico, quiasma óptico y cintilla óptica del sistema nervioso central. Consecuentemente, 
una cantidad significativa de procesamiento de información se produce en la propia retina.

Las células fotorreceptoras expresan proteínas de opsina endógena, tales como rodopsina. Las proteínas Chop230
mutantes de la invención pueden expresarse en cualquier tipo de célula, y formar canales de ChR2 funcionales. 
Preferiblemente, la célula es una célula retiniana. Las células a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, 
células fotorreceptoras (por ejemplo, bastones, conos y células ganglionares retinianas fotosensibles), células 
horizontales, células bipolares, células amacrinas y células ganglionares retinianas.

35
Canalopsina-2 (Chop2) 

Canalopsina-2 (Chop2) se aisló por primera vez a partir de algas verdes, Chlamydomonas reinhardtii. Canalopsina-2
es una proteína con siete dominios transmembrana que puede cambiar con la luz (sensible a la luz) cuando se une 
al cromóforo todo-trans-retinal. Chop2, cuando se une a una molécula retiniana por medio de un enlace de base de 40
Schiff, forma un canal de cationes regulado por luz, no específico, de rectificación interna llamado canalrodopsina-2 
(Chop2 retinalideno, abreviado ChR2).

"Canalopsina-2" o "Chop2", tal como se usa en el presente documento se refiere al gen que codifica canalopsina-2
que forma entonces canalrodopsina-2 (ChR2) una vez unido a la molécula retiniana. Los constructos génicos de la 45
presente divulgación se refieren principalmente a canalopsina-2 (es decir, sin la molécula retiniana), y todas las 
variantes de Chop2 dadas a conocer en el presente documento forman variantes de canalrodopsina-2 funcionales. 
Los métodos dados a conocer en el presente documento pueden incluir administrar Chop2 a células sin molécula 
retiniana exógena. Se entiende que tras la expresión de Chop2 en células (es decir, neuronas retinianas), se une la 
molécula retiniana disponible de manera endógena a Chop2 de tipo natural o a los mutantes Chop2 de la presente 50
invención para formar canales regulados por luz funcionales, ChR2 de tipo natural o ChR2 mutante. Como tal, 
proteínas Chop2, tal como se usa en el presente documento, pueden ser también sinónimas de ChR2.

"Canalrodopsina-2" o "ChR2", tal como se usa en el presente documento se refiere al canal sensible a la luz 
funcional unido a molécula retiniana. En un aspecto, la molécula retiniana unida puede proporcionarse de manera 55
exógena. En un aspecto preferido, la molécula retiniana unida se proporciona a partir de niveles endógenos 
disponibles en la célula. La presente divulgación también abarca los canales de canalrodopsina-2 funcionales
formados por los polipéptidos y polinucleótidos que codifican los mutantes de Chop2 descritos en el presente 
documento.

60
Tras iluminación mediante la dosis preferida de radiación luminosa, ChR2 abre el poro del canal, a través del cual 
los iones H+, Na+, K+ y/o Ca2+ fluyen del espacio extracelular a la célula. La activación del canal de ChR2 produce 
normalmente una despolarización de la célula que expresa el canal. Las células despolarizadas producen
potenciales graduados y/o potenciales de acción para llevar información de la célula que expresa Chop2/ChR2 a 
otras células de la retina o el cerebro.65
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La forma de tipo natural de ChR2 o ChR2 mutantes con resolución temporal alta se ha convertido en un foco central 
de investigación en neurociencia. Cuando se expresa en una neurona de mamífero, ChR2 media en la 
despolarización controlada por luz de cultivos in vitro o ex vivo. ChR2 de tipo natural o ChR2 mutantes con
resolución temporal alta (el último habitualmente muestra baja sensibilidad lumínica) presentan varios desafíos que
deben abordarse para permitir su uso con el propósito de restablecer la visión. Con el propósito de restablecer la 5
visión, se desea el ChR2 con sensibilidad lumínica alta antes que resolución temporal alta.

Las proteínas de ChR2 de tipo natural requieren iluminación de altas intensidades de luz azul para activación 
completa (es decir 1018-1019 fotones s-1 cm-2 a una longitud de onda de 480 nm). La iluminación continua de este tipo 
puede dañar las células.10

Las cinéticas de la proteína de ChR2 de tipo natural no son suficientes para maximizar la eficacia del canal. Puede 
aumentarse la eficacia modificando uno o más aminoácidos de la proteína de ChR2 de tipo natural o bien para 
prolongar el estado abierto del canal o bien para aumentar la conductancia unitaria del canal, o ambos. La
conductancia de canal único de ChR2 de tipo natural es pequeña. Por tanto, la activación neuronal in vivo requeriría 15
o bien expresión alta del canal de tipo natural o activación muy intensa con la longitud de onda preferida de luz azul. 
Se puede encontrar una solución más sencilla alterando la conductancia de canal o prolongando el tiempo de 
apertura del canal. Cualquiera de estos mecanismos y, en particular, la combinación de estos mecanismos, permite 
usar intensidades luminosas menores y más seguras para alcanzar el mismo nivel de despolarización celular.

20
Por ejemplo, proteínas de ChR2 mutantes de la invención consiguen sensibilidad lumínica mayor a través de la 
prolongación del estado de apertura del canal. Consecuentemente, cada canal de ChR2 mutante conduce una 
fotocorriente mayor que un canal de ChR2 de tipo natural cuando se activa mediante las mismas intensidades 
luminosas. Por tanto, los canales mutantes se activan mediante intensidades luminosas que son menores que las 
requeridas para la activación de los canales de ChR2 de tipo natural. Cuantitativamente, puede desencadenarse 25
actividad de disparo neuronal detectable de células ganglionares retinianas que expresan proteínas de ChR2 
mutantes mediante una intensidad luminosa que es de 1,5-2 unidades logarítmicas menor que la intensidad 
luminosa requerida para desencadenar actividad de disparo neuronal de células ganglionares retinianas que 
expresan ChR2 de tipo natural. Por tanto, las intensidades luminosas requeridas para activar las proteínas de ChR2 
mutantes se encuentran cerca de o dentro del intervalo de condiciones de iluminación exterior normales.30

Las siguientes secuencias proporcionan ejemplos no limitativos de proteínas Chop2 de tipo natural y mutantes, y
polinucleótidos que codifican dichas proteínas Chop2 de tipo natural y mutantes de la divulgación, y que forman 
ChR2 de tipo natural y mutantes de la divulgación.

35
Una Chop2 de tipo natural (WT) de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de ARNm de 
canal iónico regulado por luz (COP4) de clamiopsina 4 de Chlamydomonas reinhardtii (n.º de registro de GenBank
XM_001701673, y SEQ ID NO: 1):

40
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8

Una ChR2 de tipo natural (WT) de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de aminoácidos 
de canal iónico regulado por luz (COP4) de clamiopsina 4 de Chlamydomonas reinhardtii (n.º de registro de 
GenBank XP_001701725, y SEQ ID NO: 2):5

10
Una Chop2 de tipo natural (WT) de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia génica de 
proteína de unión a molécula retiniana (cop4) de Chlamydomonas reinhardtii (n.º de registro de GenBank AF461397, 
y SEQ ID NO: 3):
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Una Chop2 de tipo natural (WT) de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de aminoácidos 
de proteína de unión a molécula retiniana (cop4) de Chlamydomonas reinhardtii (n.º de registro de GenBank5
AAM15777, y SEQ ID NO: 4):

10

Una Chop2 de tipo natural (WT) de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de ARNm de 
opsina B sensorial (CSOB) de Chlamydomonas reinhardtii (n.º de registro de GenBank AF508966, y SEQ ID NO: 5):
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Una Chop2 de tipo natural (WT) de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de aminoácidos 5
de opsina B sensorial (CSOB) de Chlamydomonas reinhardtii (n.º de registro de GenBank AAM44040, y SEQ ID NO: 
6):
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Una Chop2 de tipo natural (WT) de la divulgación puede codificarse mediante el siguiente ARNm de acop2 de 
Chlamydomonas reinhardtii para la secuencia de ácido nucleico de opsina 2 de tipo arquea (n.º de registro de 
GenBank AB058891, y SEQ ID NO: 7):5

10
Una Chop2 de tipo natural (WT) de la divulgación puede codificarse mediante el siguiente ARNm de acop2 de 
Chlamydomonas reinhardtii para la secuencia de aminoácidos de opsina 2 de tipo arquea (n.º de registro de 
GenBank BAB68567, y SEQ ID NO: 8):
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Mutantes de ChR2

La presente divulgación proporciona mutantes de Chop2 en los que se mutan uno o más aminoácidos. En algunos 5
aspectos, el Chop2 es el polipéptido de longitud completa, tal como SEQ ID NO: 2, 4, 6 y 8, con al menos una
mutación de aminoácido. En algunos aspectos, la mutación es en el aminoácido 132 y/o aminoácido 159. En
algunos aspectos preferidos, el aminoácido en posición 132 se muta de una leucina a una cisteína o una alanina. En
algunos aspectos preferidos, el aminoácido en posición 159 se muta de una treonina a una alanina, una cisteína o
una serina. En todas las realizaciones, los mutantes de Chop2 forman un canal de ChR2 funcional.10

La presente divulgación también abarca proteínas Chop2 y ácidos nucleicos que codifican un fragmento
biológicamente activo o una sustitución de aminoácido conservadora u otra variante de mutación de Chop2. Los 
ejemplos no limitativos de fragmentos útiles incluyen aminoácidos 1-315 de Chop2 de tipo natural que codifican 
polipéptidos, es decir, SEQ ID NO: 26, en la que al menos se muta o se sustituye de forma conservadora un 15
aminoácido, por ejemplo en las posiciones de aminoácido 132 y/o 159. También pueden ser útiles fragmentos más 
pequeños de Chop2 de tipo natural, en los que se muta o se sustituye de forma conservadora al menos un 
aminoácido (es decir, en las posiciones de aminoácido 132 y/o 159). Por consiguiente, ácidos nucleicos y 
polipéptidos de Chop2 de la presente divulgación incluyen además, pero no se limitan a, fragmentos biológicamente 
activos que codifican aminoácidos 1-315, 1-310, 1-300, 1-275, 1-250, 1-225, 1-200, 1-175 o 1-160 de Chop2 de tipo 20
natural, en los que se muta o se sustituye de forma conservadora al menos un aminoácido, por ejemplo en las 
posiciones de aminoácido 132 y/o 159. En otros aspectos, los ácidos nucleicos y polipéptidos de Chop2 de la 
presente divulgación pueden ser hasta de, o aproximadamente, 315 aminoácidos de largo, 310 aminoácidos de 
largo, 300 aminoácidos de largo, 275 aminoácidos de largo, 250 aminoácidos de largo, 225 aminoácidos de largo, 
200 aminoácidos de largo, 175 aminoácidos de largo o 160 aminoácidos de largo.25

Una Chop2 con mutación individual de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia génica del
constructo sintético hVChR1-mKate-betahChR2(L132C) (n.º de registro de GenBank JN836746, y SEQ ID NO: 9) 
con las siguientes anotaciones, la secuencia de GFP está en negrita, la secuencia de Chop2 L132C está subrayada:

30
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Un ChR2 con mutación individual de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 5
aminoácidos del constructo sintético hVChR1-mKate-betahChR2(L132C) (n.º de registro de GenBank AER29839, y
SEQ ID NO: 10) con las siguientes anotaciones, la secuencia de GFP está en negrita, la secuencia de Chop2 L132C 
está subrayada:
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Una Chop2 con mutación individual de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia génica del
constructo sintético hVChR1-mKate-betahChR2(L132C) (n.º de registro de GenBank JN836745, y SEQ ID NO: 11) 
con las siguientes anotaciones, la secuencia de GFP está en negrita, la secuencia de Chop2 L132C está subrayada:5
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Una Chop2 con mutación individual de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 
aminoácidos del constructo sintético hVChR1-mKate-betahChR2(L132C) (n.º de registro de GenBank AER29838, y
SEQ ID NO: 12) con las siguientes anotaciones, la secuencia de GFP está en negrita, la secuencia de Chop2 L132C5
está subrayada:

E13710253
20-12-2018ES 2 703 324 T3

 



16

Una Chop2 con mutación individual L132C de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 
aminoácidos (posiciones 132 subrayadas y en negrita, SEQ ID NO: 13):

5

Una Chop2 con mutación individual T159C de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 
aminoácidos (posiciones 159 subrayadas y en negrita, SEQ ID NO: 14):

10

Una Chop2 con mutación doble L132C/T159C de la invención puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 
nucleótidos (SEQ ID NO: 15):

15

Una Chop2 con mutación doble L132C/T159C de la invención puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 
aminoácidos (posiciones 132 y 159 subrayadas y en negrita, SEQ ID NO: 16):

20

Una Chop2 con mutación individual T159S de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 
aminoácidos (posición 159 subrayada y en negrita, SEQ ID NO: 17):

25
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Una Chop2 con mutación doble L132C/T159S de la invención puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 
nucleótidos (SEQ ID NO: 18):

5

Una Chop2 con mutación doble L132C/T159S de la invención puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 
aminoácidos (posiciones 132 y 159 subrayadas y en negrita, SEQ ID NO: 19):

10

Una Chop2 con mutación individual L132A de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 
aminoácidos (posición 132 subrayada y en negrita, SEQ ID NO: 20):

15

Una Chop2 con mutación doble L132A/T159C de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia 
de nucleótidos (SEQ ID NO: 21):

20
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Una Chop2 con mutación doble L132A/T159C de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia 
de aminoácidos (posiciones 132 y 159 subrayadas y en negrita, SEQ ID NO: 22):

5

Un Chop2 con mutación individual T159A de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 
aminoácidos (posición 159 subrayada y en negrita, SEQ ID NO: 23):

10

Un Chop2 con mutación doble L132C/T159A de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 
nucleótidos (SEQ ID NO: 24):

15

Un Chop2 con mutación doble L132C/T159A de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de 
aminoácidos (posiciones 132 y 159 subrayadas y en negrita, SEQ ID NO: 25):

20
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Una Chop2 de tipo natural (WT) de la divulgación puede codificarse mediante la siguiente secuencia de aminoácidos
(SEQ ID NO: 26):

5

Proteínas de ChR2 mutantes de la invención también demuestran cinéticas de canal más lentas. Se encontró que 
una sensibilidad lumínica más alta se correlaciona con cinéticas de canal más lenta, indicando una compensación
entre sensibilidad lumínica y cinéticas de canal. Las proteínas Chop2 que forman las proteínas de ChR2 de la 10
presente invención también pueden comprender mutaciones o modificaciones adicionales que pueden mejorar las
cinéticas de canal, o aumentar la tasa de desactivación, de ChR2. Mutantes de ChR2 particularmente preferidos 
equilibran el umbral de sensibilidad lumínica con las cinéticas de canal.

Composiciones y kits15

Las Composiciones y kits de la divulgación comprenden al menos una molécula de ácido nucleico o molécula de 
polipéptido que codifica una proteína Chop2 mutante, y el ChR2 resultante, de la invención. La al menos una 
molécula de ácido nucleico o molécula de polipéptido que codifica una proteína Chop2 mutante de la divulgación
puede incluir además un portador farmacéuticamente aceptable. Los kits de la divulgación incluyen además20
instrucciones para administrar una composición de la invención a un sujeto.

Usos terapéuticos

Se realizaron mutaciones en una proteína de fusión de Chop2-GFP con codones optimizados para crear mutaciones25
individuales y dobles en los sitios L132 (leucina 132) y T159 (treonina 159). Se examinaron en primer lugar las 
propiedades funcionales de cada ChR2 mutante, o una combinación de las mismas, en células HEK. Se obtuvieron
vectores de virus VAA2 que portaban constructos de Chop2 mutante-GFP impulsados por el promotor de CAG y se 
inyectaron por vía intravítrea en los ojos de ratones adultos. Se examinaron las respuestas a la luz mediadas por 
Chop2 mutante usando registros de matriz de múltiples electrodos de retinas de preparación completa. 30

El ChR2 con mutación individual, es decir, L132 y T159C, disminuye notablemente la intensidad luminosa umbral
que se requiere para provocar una fotocorriente mediada por ChR2. Además, se encontró que varias variantes de 
ChR2 con mutación doble, incluyendo L132C/T159C, L132A/T159C y L132C/T159S, aumentaban adicionalmente la
fotocorriente por encima de los resultados de cualquier ChR2 con mutación individual a intensidades luminosas35
bajas. Los mutantes dobles mostraron una disociación más lenta, que es probable que contribuya a la fotocorriente
aumentada a las intensidades luminosas bajas. Se observó la actividad de disparo neuronal de las células 
ganglionares retinianas mediada por el mutante doble L132C/T159C a la intensidad luminosa de 1013 fotón/cm2/s y a 
la longitud de onda de 473 nm. Este nivel de luz es aproximadamente de 1,5 a 2 unidades logarítmicas por debajo 
del nivel de luz que se requiere para desencadenar la actividad de disparo neuronal con ChR2 de tipo natural. El 40
disparo neuronal de las células ganglionares retinianas que expresan L132C/T159C podría seguir una frecuencia de 
parpadeo de luz de hasta 15 Hz. Estudios en curso están evaluando la expresión y seguridad a largo plazo de ChR2 
mutantes de la invención en neuronas retinianas.

Además, no se encontró que la expresión de las proteínas Chop2 mutantes, y las proteínas de ChR2 resultantes, de45
la presente invención causaran neurotoxicidad de hasta dos meses después de la inyección viral en ratones, 
demostrando la seguridad de la presente invención para uso terapéutico.

Vectores para su uso en la presente invención pueden incluir diversos vectores virales, tales como virus 
recombinantes y plásmidos, es decir, virus adenoasociados recombinantes (VAAr), adenovirus recombinantes, 50
retrovirus recombinantes, lentivirus recombinantes y otros virus conocidos en la técnica.

En algunos aspectos, la expresión de las proteínas de Chop2 de la presente invención se impulsa por un promotor
constitutivo, es decir, promotor de CAG, promotor de CMV, LTR. En otros aspectos, el promotor es un promotor 
específico de células o inducible. Pueden preferirse los promotores de tipo específico de células que permiten la 55
expresión de proteínas Chop2 en subpoblaciones de células específicas, es decir, células neuronales retinianas o
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células degeneradoras. Estas células pueden incluir, pero no se limitan a, una célula ganglionar retiniana, una célula 
fotorreceptora, una célula bipolar, un bastón bipolar, un cono bipolar de tipo ON, una célula ganglionar retiniana, una 
célula ganglionar retiniana fotosensible, una célula horizontal, una célula amacrina o una célula amacrina AII. Son 
bien conocidos en la técnica promotores de tipo específico de células. Los promotores de tipo específico de células 
particularmente preferidos incluyen, pero no se limitan a, mGluR6, NK-3 y Pcp2(L7).5

En algunos aspectos, el uso de diferentes genes de opsina además de las proteínas Chop2 mutantes de la presente 
invención y la expresión génica dirigida pueden aumentar adicionalmente la sensibilidad lumínica o mejorar la visión. 
La información visual se procesa a través de la retina por medio de dos rutas: una ruta ON que señaliza el aumento 
de luz, y una ruta OFF que señaliza la disminución de luz. La existencia de la ruta ON y OFF es importante para la 10
potenciación de la sensibilidad al contraste. La señal visual en la ruta ON se transmite desde los conos bipolares ON 
hasta las células ganglionares ON. Tanto los conos bipolares ON como las células ganglionares ON se despolarizan 
en respuesta a la luz. Por otra parte, la señal visual en la ruta OFF se lleva a cabo desde los conos bipolares OFF 
hasta las células ganglionares OFF. Tanto los conos bipolares OFF como las células ganglionares OFF se 
hipopolarizan en respuesta a la luz. Los bastones bipolares, que son responsables de la capacidad para ver en luz 15
tenue (visión escotópica), son células bipolares ON (se despolarizan en respuesta a la luz). Los bastones bipolares 
transmiten la señal de visión a través de células amacrinas AII (unas células retinianas de tipo ON) hasta los conos 
bipolares ON y OFF.

Por consiguiente, puede usarse un sistema de rodopsina doble para recapitular las rutas ON y OFF esenciales para 20
el procesamiento y la agudeza visuales. En resumen, una proteína Chop2 de la presente invención puede dirigirse 
específicamente a neuronas retinianas de tipo ON (es decir, células ganglionares de tipo ON y/o células bipolares de 
tipo ON), mientras que un sensor de luz de hipopolarizacion (es decir, halorrodopsina u otra bomba de cloro 
conocida en la técnica) pueden dirigirse a neuronas retinianas de tipo OFF (es decir, células ganglionares de tipo 
OFF y/o células bipolares de tipo OFF) para crear rutas ON y OFF. El direccionamiento específico hacia 25
supoblaciones de células preferidas puede lograrse a través del uso de diferentes promotores específicos de célula. 
Por ejemplo, la expresión de Chop2 puede impulsarse por el promotor de mGluR6 para la expresión dirigida en 
neuronas retinianas de tipo ON (es decir, células ganglionares de tipo ON y/o células bipolares de tipo ON) mientras 
que una expresión de canal de hipopolarización, tal como halorrodopsina, se impulsa por el promotor de NK-3 para 
la expresión dirigida en neuronas retinianas de tipo OFF (es decir, células ganglionares de tipo OFF y/o células 30
bipolares de tipo OFF).

Un enfoque alternativo para restablecer las rutas ON y OFF en la retina se logra mediante la expresión de un sensor 
de luz de despolarización, tal como ChR2, en bastones bipolares o amacrina AII. En este enfoque, la despolarización 
de bastones bipolares o células amacrinas AII puede conducir a las respuestas ON y OFF a los niveles de los conos 35
bipolares y las células ganglionares retinianas posteriores. Por tanto, se mantienen las rutas ON y OFF que son 
inherentes en la retina.

La presente invención puede formularse en una composición farmacéutica o medicamento adecuado para su 
administración a un sujeto o paciente. Las vías de administración adecuadas incluyen, por ejemplo, inyección 40
intravítrea, intraocular o subretiniana.

Tales formulaciones comprenden un vehículo, diluyente, portador o excipiente farmacéutica y/o fisiológicamente 
aceptable, tal como solución salina tamponada u otros tampones, por ejemplo, HEPES, para mantener el pH 
fisiológico. Para una descripción de tales componentes y su formulación, véase, en general, Gennaro, AE., 45
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott Williams & Wilkins Publishers; 2003 o la última 
edición). Véase también el documento WO00/15822. Si la preparación va a almacenarse durante periodos 
prolongados, puede congelarse, por ejemplo, en presencia de glicerol.

La composición farmacéutica descrita anteriormente se administra a un sujeto que tiene una enfermedad visual o 50
que produce ceguera mediante cualquier vía apropiada, preferiblemente mediante inyección intravítrea o 
subretiniana, dependiendo de la capa retiniana que se seleccione como diana.

Las divulgaciones de Bennett y colaboradores (citadas en el presente documento) se refieren a la selección como 
diana del epitelio pigmentario retiniano (la capa más distal del espacio vítreo). Según la presente invención, el 55
polipéptido o constructo de Chop2 se dirige a las células retinianas, es decir, las células bipolares o células 
ganglionares retinianas. Se sabe que puede accederse a tales células de manera razonablemente bien mediante 
inyección intravítrea, tal como se da a conocer en el presente documento. La inyección intravítrea y/o subretiniana 
puede proporcionar el acceso necesario a las células bipolares, especialmente en circunstancias en que la capa de 
células fotorreceptoras está ausente debido a degeneración (lo que es el caso en determinadas formas de 60
degeneración que la presente invención intenta superar).

Para someter a prueba la capacidad del vector para expresar los mutantes de Chop2 de la presente invención, 
específicamente en neuronas retinianas de mamífero, mediante administración mediada por VAA, puede insertarse 
una combinación de una secuencia promotora preferida unida a un gen indicador tal como LacZ o GFP unida a una 65
secuencia de poli A de SV40 en un plásmido y empaquetarse en partículas virales de VAAr, concentrarse, 
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someterse a prueba para determinar adenovirus contaminantes y titularse para determinar VAAr usando un ensayo 
de centro infeccioso. Puede inyectarse en los ojos derechos de varios sujetos de prueba, preferiblemente ratones 
consanguíneos, por vía subretiniana aproximadamente 1 l de la preparación de VAAr (por ejemplo, más de 
aproximadamente 1010 unidades infecciosas ml). Dos semanas después, los ojos derecho (de prueba) e izquierdo 
(de control) de la mitad de los animales pueden extraerse, fijarse y teñirse con un sustrato o anticuerpo apropiado u 5
otra sustancia para revelar la presencia del gen indicador. La mayoría de las retinas de prueba en los ojos con 
inyección mostrarán una región teñida focal, por ejemplo, azul para LacZ/Xgal, o verde para GFP de acuerdo con 
una ampolla subretiniana del virus inyectado creando un desprendimiento de retina localizado. Todos los ojos de 
control pueden ser negativos para el producto del gen indicador. Se detecta la expresión del gen indicador 
examinada en ratones sacrificados en periodos posteriores durante al menos 10 semanas tras la inyección, lo que 10
sugiere la expresión persistente del transgén indicador.

En un aspecto, los constructos de Chop2 se empaquetan en vectores de adenovirus para la administración del 
transgén. Una cantidad eficaz de viriones de VAAr que portan una secuencia de ácido nucleico que codifica el ADN 
de Chop2 bajo el control del promotor de elección, preferiblemente un promotor de CMV constitutivo o un promotor 15
específico de célula, tal como mGluR6, está preferiblemente en el intervalo de entre aproximadamente 1010 y 
aproximadamente 1013 unidades infecciosas de VAAr en un volumen de entre aproximadamente 150 y 
aproximadamente 800 l por inyección. Las unidades infecciosas de VAAr pueden medirse según McLaughlin, SK et 
al., 1988, J Virol 62:1963. Más preferiblemente, la cantidad eficaz es de entre aproximadamente 10

10
y 

aproximadamente 1012 unidades infecciosas de VAAr y el volumen de inyección es preferiblemente de entre 20
aproximadamente 250 y aproximadamente 500 l. El profesional sanitario puede seleccionar otras dosificaciones y 
volúmenes, preferiblemente dentro de estos intervalos, pero posiblemente fuera de ellos, teniendo en cuenta el 
estado físico del sujeto (preferiblemente un humano), que está tratándose, incluyendo la edad, el peso, la salud 
general y la naturaleza y la gravedad del trastorno ocular particular.

25
También puede ser deseable administrar dosis adicionales (“administraciones de refuerzo”) del/de los presentes 
ácido(s) nucleico(s) o composiciones de VAAr. Por ejemplo, dependiendo de la duración de la expresión transgénica 
dentro de la célula diana ocular, puede administrarse un segundo tratamiento tras 6 meses o al año, y puede 
repetirse de manera similar. No se espera que se generen anticuerpos neutralizantes frente a VAA en vista de las 
vías y dosis usadas, permitiendo de ese modo rondas de tratamiento repetidas.30

El profesional sanitario puede monitorizarse la necesidad de tales dosis adicionales usando, por ejemplo, pruebas 
electrofisiológicas bien conocidas y otras pruebas de la función retiniana y visual y pruebas del comportamiento 
visual. El profesional sanitario podrá seleccionar las pruebas apropiadas aplicando las capacidades de rutina en la 
técnica. Puede ser deseable inyectar volúmenes mayores de la composición en dosis tanto individuales como 35
múltiples para mejorar adicionalmente los parámetros de salida relevantes.

Trastornos oculares

Los trastornos oculares para los que se desean las presentes proteínas Chop2, y las proteínas de ChR2 resultantes, 40
y que pueden usarse para mejorar uno o más parámetros de visión incluyen, pero no se limitan a, anomalías del 
desarrollo que afectan a los segmentos tanto anterior como posterior del ojo. Los trastornos del segmento anterior 
incluyen glaucoma, cataratas, distrofia corneal, queratocono. Los trastornos del segmento posterior incluyen 
trastornos de ceguera producidos por el mal funcionamiento de fotorreceptores y/o muerta producida por distrofias y 
degeneraciones de la retina. Los trastornos de la retina incluye ceguera nocturna estacionaria congénita, 45
degeneración macular asociada a la edad, distrofias de conos congénitas y un gran grupo de trastornos relacionados 
con retinitis pigmentaria (RP). Estos trastornos incluyen muerte predispuesta genéticamente de células 
fotorreceptoras, bastones y conos en la retina, que se produce a diversas edades. Entre estas están retinopatías 
graves, tales como subtipos de la propia RP que avanzan con la edad y producen ceguera en la niños y adultos 
jóvenes, y enfermedades asociadas con RP, tales como subtipos genéticos de LCA, que con frecuencia dan como 50
resultado pérdida de visión durante la infancia, ya en el primer año de vida. Estos últimos trastornos generalmente 
se caracterizan por reducción grave, y a menudo pérdida completa de células fotorreceptoras, bastones y conos. 
(Trabulsi, EI, ed., Genetic Diseases of the Eye, Oxford University Press, NY, 1998).

En particular, las proteínas Chop2 y de ChR2 de la presente invención son útiles para el tratamiento y/o el 55
restablecimiento de al menos la visión parcial en sujetos que han perdido la visión debido a trastornos oculares, tales 
como retinopatías asociadas con RPE, que se caracterizan por una conservación a largo plazo de la estructura del 
tejido ocular pese a la pérdida de función y por la asociación entre la pérdida de función y el defecto o ausencia de 
un gen normal en las células oculares del sujeto. Se conoce una variedad de tales trastornos oculares, tales como 
enfermedades que producen ceguera que comienzan en la infancia, retinosis pigmentaria, degeneración macular y 60
retinopatía diabética, así como enfermedades que producen ceguera ocular conocidas en la técnica. Se prevé que 
estos otros trastornos, así como los trastornos que producen ceguera de causas desconocidas en la actualidad que 
se caractericen más tarde por la misma descripción anterior, puedan tratarse también satisfactoriamente mediante 
las proteínas Chop2 y de ChR2 de la presente invención. Por tanto, el trastorno ocular particular tratado por la 
presente invención puede incluir los trastornos mencionados anteriormente y varias enfermedades que todavía no se 65
han caracterizado.

E13710253
20-12-2018ES 2 703 324 T3

 



22

Optogenética

El campo emergente de la optogenética implica la combinación de métodos genéticos y ópticos para controlar 
acontecimientos específicos en células seleccionadas como diana de un tejido vivo. La optogenética puede usarse 5
en mamíferos y otros animales que se mueven libremente. Además, la precisión temporal (escala de tiempo de 
milisegundos) de los métodos optogenéticos es suficiente para funcionar en sistemas biológicos intactos.

La presente divulgación proporciona terapia génica de Chop2 para tejidos retinianos del ojo, introduciendo en células 
retinianas un polipéptido o ácido nucleico que codifica al menos una forma mutante de Chop2. Las proteínas 10
Chop2/ChR2 mutantes de la invención están adaptadas específicamente para activarse por luz a umbrales inferiores 
de intensidades luminosas que sus homólogas de tipo natural. Por consiguiente, las proteínas Chop2/de ChR2 
mutantes de la invención pueden usarse para activar células de la retina y el sistema visual usando fuentes de 
iluminación menos dañinas. Las proteínas Chop2/de ChR2 mutantes también conducen fotocorrientes mayores tras 
la activación, dando como resultado una respuesta más robusta o eficaz de las células que expresan Chop2/ChR2 15
mutantes.

Por ejemplo, las proteínas Chop2 mutantes de la invención se administran a un sujeto a través de la inyección local, 
intravítrea o subretiniana de una molécula de ácido nucleico que codifica Chop2 mutante, una molécula de 
polipéptido de Chop2 mutante o una célula que expresa Chop2/ChR2 mutante. Las células retinianas del sujeto 20
expresan las proteínas Chop2 mutantes dentro de la membrana plasmática. Cuando las células retinianas 
transfectadas o transformadas encuentran radiación luminosa, las células retinianas transfectadas o transformadas 
transducen una señal mejorada o restablecida.

Estos métodos pueden usarse en sujetos de visión normal y/o deficiente. Los mutantes de Chop2/ChR2 de la 25
invención pueden conservar, mejorar o restablecer la visión. Además, los mutantes de Chop2/ChR2 de la invención 
se usan para conservar, mejorar o restablecer la transducción de información no visual desde las células 
ganglionares retinianas fotosensibles hasta el cerebro.

El término “visión”, tal como se usa en el presente documento se define como la capacidad de un organismo para 30
detectar la luz de manera útil como un estímulo para diferenciación o acción. Se pretende que visión englobe lo 
siguiente:

1. Detección o percepción de luz: la capacidad para distinguir si la luz está presente o no;
35

2. Proyección de luz: la capacidad para distinguir la dirección de la que procede un estímulo luminoso;

3. Resolución: la capacidad para detectar diferentes niveles de brillo (es decir, contraste) en un objetivo de letra o 
retícula; y

40
4. Reconocimiento: la capacidad para reconocer la forma de un objetivo visual con referencia a los diversos niveles 
de contraste dentro del objetivo.

Por tanto, “visión” incluye la capacidad para detectar simplemente la presencia de luz. Los polipéptidos y 
polinucleótidos que codifican Chop2 mutante de la presente invención pueden usarse para mejorar o restablecer la 45
visión, incluyendo la mejora o el restablecimiento de la visión, por ejemplo, aumentos en la detección o percepción 
de luz, aumento en la sensibilidad lumínica o fotosensibilidad en respuesta a un estímulo luminoso, aumento en la 
capacidad para distinguir la dirección de la que procede un estímulo luminoso, aumento en la capacidad para 
detectar diferentes niveles de brillo, aumento en la capacidad para reconocer la forma de un objetivo visual, y 
aumentos en el potencial provocado visual o en la transmisión desde la retina hasta la corteza. Como tal, la mejora o 50
el restablecimiento de la visión puede incluir o no el restablecimiento completo de la vista, es decir, en el que la 
visión del paciente tratado con la presente invención se restablece hasta el grado de visión de un individuo no 
afectado. La recuperación visual descrita en los estudios con animales descritos a continuación puede colocar, en lo 
que se refiere a los humanos, a la persona en el límite inferior de la función de visión aumentando un aspecto de 
visión (es decir, la sensibilidad lumínica o el potencial provocado visual) sin restablecer la vista completa. No 55
obstante, la colocación en un nivel de este tipo constituiría un beneficio significativo, porque estos individuos podrían 
entrenarse en movilidad y potencialmente en tareas de resolución de orden bajo lo que les proporcionarían un nivel 
de independencia visual mejorado enormemente en comparación con la ceguera total. Incluso la percepción de luz 
básica puede usarse por individuos afectados visualmente, cuya visión se mejora usando las presentes 
composiciones y métodos, para llevar a cabo tareas diarias específicas y mejorar la movilidad, capacidad y calidad 60
de vida general.

El grado de restablecimiento de la visión puede determinarse a través de la medición de la visión antes, y 
preferiblemente después de, administrar un vector que comprende, por ejemplo, ADN que codifica Chop2. La visión 
puede medirse usando cualquiera de varios métodos bien conocidos en la técnica o métodos todavía no 65
establecidos. La visión, ya sea mejorada o restablecida por la presente invención, puede medirse mediante 
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cualquiera de las siguientes respuestas visuales:

1. una respuesta de detección de luz por parte del sujeto tras la exposición a un estímulo luminoso, en que se busca 
evidencia para una respuesta fiable de una indicación o movimiento en la dirección general de la luz por parte del 
individuo cuando la luz está apagada;5

2. una respuesta de proyección de luz por parte del sujeto tras la exposición a un estímulo luminoso, en que se 
busca evidencia para una respuesta fiable de una indicación o movimiento en la dirección específica de la luz por 
parte del individuo cuando la luz está apagada;

10
3. resolución de luz por parte del sujeto de un estímulo visual con patrón de luz frente a oscuridad, que mide la 
capacidad del sujeto para resolver estímulos visuales con patrón de luz frente a oscuridad tal como se pone de 
manifiesto por:

a. la presencia de movimientos oculares de nistagmo producidos de manera optocinética fiables demostrables 15
y/o movimientos relacionados de la cabeza o el cuerpo que demuestran el seguimiento del objetivo (véase 
anteriormente), y/o

b. la presencia de una capacidad fiable para distinguir un estímulo visual con patrón y para indicar tal distinción 
mediante medios verbales o no verbales incluyendo, por ejemplo, señalización, o presión de una barra o botón; o20

4. registro eléctrico de una respuesta de la corteza visual a un estímulo de destello luminoso o un estimulo visual con 
patrón, que es un punto final de transmisión eléctrica desde una retina restablecida hasta la corteza visual, también 
denominado potencial provocado visual (VEP). La medición puede ser mediante registro eléctrico sobre la superficie 
del cuero cabelludo en la región de la corteza visual, sobre la superficie cortical y/o registro dentro de células de la 25
corteza visual. 

Por tanto, la mejora o el restablecimiento de la visión, según la presente invención, puede incluir, pero no se limita a: 
aumentos en la amplitud o la cinética de fotocorrientes o respuesta eléctrica en respuesta al estímulo luminoso en 
las célula retinianas, aumentos en la sensibilidad lumínica (es decir, disminución de la intensidad luminosa umbral 30
requerida para iniciar una fotocorriente o respuesta eléctrica en respuesta al estímulo luminoso, requiriendo de ese 
modo menos luz o luz más baja para provocar una fotocorriente) de las célula retinianas, aumentos en el número o 
la amplitud de disparos neuronales o actividad neuronal provocados por luz, aumentos en respuestas a la luz en la 
corteza visual, lo que incluye aumentar el potencial provocado visual transmitido desde la retina o las células 
retinianas hasta la corteza visual o el cerebro.35

Pueden usarse tanto estudios in vitro como in vivo para evaluar los diversos parámetros de la presente invención, 
incluyendo modelos animales reconocidos de trastornos oculares humanos que producen ceguera. Son útiles los 
modelos animales grandes de retinopatía humana, por ejemplo, ceguera en la infancia. Los ejemplos 
proporcionados en el presente documento permiten que un experto en la técnica prevea fácilmente que este método 40
puede usarse de manera similar en el tratamiento de una variedad de enfermedades retinianas.

Aunque los estudios anteriores realizados por terceros han demostrado que la degeneración retiniana puede 
retardarse mediante técnicas de terapia génica, la presente invención demuestra una recuperación fisiológica 
definitiva de la función, que se espera que genere o mejore diversos parámetros de visión, incluyendo parámetros 45
del comportamiento.

Pueden obtenerse mediciones del comportamiento usando pruebas y modelos animales conocidos, por ejemplo 
actuación en un laberinto acuático, en el que un sujeto en que se ha conservado o restablecido la visión en diversos 
grados nada hacia la luz (Hayes, JM et al., 1993, Behav Genet 23:395-403).50

En modelos en que se induce ceguera durante la vida adulta o se desarrolla ceguera congénita de manera 
suficientemente lenta como para que el individuo experimente visión antes de perderla, puede realizarse el 
entrenamiento del sujeto en diversas pruebas. De este modo, cuando estas pruebas vuelven a administrarse tras la 
pérdida visual para someter a prueba la eficacia de las presentes composiciones y métodos para determinar sus 55
efectos de restablecimiento de la visión, los animales no tienen que aprender las tareas de novo aunque estén en un 
estado de ceguera. Otras pruebas de comportamiento no requieren aprendizaje y se basan en el instinto de 
determinados comportamientos. Un ejemplo es la prueba de nistagmo optocinético (Balquema GW et al., 1984, 
Invest Ophthalmol Vis Sci. 25:795-800; Mitchiner JC et al., 1976, Visión Res. 16:1169-71).

60
La presente invención también puede usarse en combinación con otras formas de terapia de visión conocidas en la 
técnica para mejorar o restablecer la visión. Por ejemplo, el uso de prótesis visuales, que incluyen implantes 
retinianos, implantes corticales, implantes de núcleo geniculado lateral o implantes de nervio óptico. Por tanto, 
además de la modificación genética de las neuronas retinianas supervivientes usando los presentes métodos, puede 
dotarse al sujeto que está tratándose de una prótesis visual antes, al mismo tiempo que o después de emplear el 65
método molecular. La eficacia de las prótesis visuales puede mejorarse con el entrenamiento del individuo, 
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potenciando así el impacto potencial de la transformación de Chop2 de células del paciente tal como se contempla 
en el presente documento. Los métodos de entrenamiento, tales como entrenamiento de habituación caracterizado 
por entrenar al sujeto para reconocer (i) diversos niveles de estimulación con patrón y/o luz, y/o (ii) estimulación 
ambiental a partir de un objeto o una fuente de luz común tal como entendería un experto en la técnica; y 
entrenamiento de orientación y movilidad caracterizado por entrenar al sujeto para detectar visualmente objetos 5
locales y moverse entre dichos objetos más eficazmente que sin el entrenamiento. De hecho, puede aplicarse aquí 
cualquier técnica de estimulación visual que se usa normalmente en el campo de la rehabilitación por dificultad para 
ver.

Ejemplos10

Ejemplo 1: Generación de constructos de Chop2 mutantes marcados

Se realizaron mutaciones en una proteína de fusión Chop2-GFP con codones optimizados para crear mutaciones 
individuales y dobles en los sitios L132 (leucina 132) y T159 (treonina 159). Se generaron varios mutantes, por 15
ejemplo, mutantes individuales tales como L132A, L132C, T159A, T159C y T159S, y mutantes dobles tales como 
L132C/T159C, L132C/T159S, L132A/T159C y L132C/T159A. Se clonaron transgenes de Chop2-GFP en un vector 
de VAAr bajo el control de un promotor de CAG usando métodos conocidos en la técnica.

Ejemplo 2: Análisis in vitro de constructos de Chop2 mutantes20

Se examinaron en primer lugar las propiedades funcionales de cada Chop2 mutante, o una combinación de las 
mismas, en células HEK. Se administraron constructos de Chop2 a células HEK mediante infección adenoviral, por 
ejemplo. Tras la expresión de Chop2 de tipo natural o mutante, se formaron canales ChR2 de tipo natural y mutante. 
Se evaluaron las mediciones de la sensibilidad lumínica y otras propiedades de los canales ChR2 tal como se 25
describe en el presente documento. Se generaron los estímulos lumínicos (fotones/cm2.s a 460 nm) mediante una 
lámpara de arco de xenón y se atenuaron mediante filtros de densidad neutra: ND4,0 (2,8 × 1014), ND3,0 
(1,4 × 1015), ND2,5 (4,8 × 1015); ND2,0 (1,6 × 1016), ND1,0 (1,3 × 1017), ND0 (1,2 × 1018). Se midieron corrientes 
provocadas por luz a partir de ChR2 de tipo natural, T159C, L132C, L132C/T159C y L132C/T159S. Se realizaron 
registros de pinzamiento zonal usando métodos conocidos en la técnica.30

Registros representativos para este experimento que compara la sensibilidad lumínica entre los constructos de 
Chop2 demostraron que las mutaciones en L132 solas o en combinación con la mutación en T159 muestran una 
fotocorriente aumentada en comparación con el tipo natural (figuras 1A y 1B). La figura 1B muestra los mismos 
perfiles de corriente a una escala diferente para ilustrar la diferencia en amplitud de las fotocorrientes entre ChR2 de 35
tipo natural y mutantes de ChR2 más claramente. La figura 1B compara específicamente los perfiles de corriente 
que resultan de la estimulación con luz usando el filtro de densidad neutra (ND2,5), equivalente a 
4,8 × 10

15
fotos/cm

2
/s; los perfiles se designan mediante las flechas. La amplitud de la fotocorriente del mutante 

L132C es mayor que la del tipo natural; la amplitud de la fotocorriente del mutante doble L132C/T159C es mayor que 
la de L132C; y la amplitud de la fotocorriente del mutante L132C/T159S es mayor que la de L132/T159C. Los 40
perfiles de corriente de los mutantes de ChR2, particularmente de los mutantes dobles L132C/T159C y 
L132C/T159S, también muestran cinéticas de desactivación más lentas cuando se compran con el tipo natural y 
L132C.

La figura 2 muestra los registros representativos de las corrientes provocadas por luz de ChR2 de tipo natural, 45
L132C, L132C/T159C y L132C/T159S tras la estimulación mediante un pulso de luz de 10 ms
(1,2 × 1018 fotones/cm2/s a una longitud de onda de 460 nm) para comparar su evolución temporal de desactivación, 
o evolución temporal de desintegración después de apagado de luz. ChR2 mutantes muestran evoluciones 
temporales de desactivación más prolongadas, teniendo el mutante doble L132C/T159S la más prolongada. La 
sensibilidad lumínica superior, tal como se demuestra mediante L132C/T159C y L132C/T159S, puede estar 50
correlacionada con cinéticas de canal más lentas.

Ejemplo 3: Administración ocular in vivo y análisis de constructos de Chop2 mutantes

Se obtuvieron vectores de virus VAA2 que portaban constructos de Chop2 mutante-GFP impulsados por el promotor 55
de CAG y se inyectaron por vía intravítrea en los ojos de ratones adultos C57BL/6J. Se anestesió a los ratones 
adultos mediante inyección i.p. de ketamina (100 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg). Bajo un microscopio de disección, se 
practicó una incisión mediante tijeras a través del párpado para exponer la esclerótica. Se realizó una pequeña 
perforación en la región de la escleróticas posterior al cristalino con una aguja y se inyectó una suspensión de 
vectores virales de 0,8-1,5 l a la concentración de aproximadamente 1011 partículas genómicas/ml en el espacio 60
intravítreo a través del orifico con una jeringa Hamilton con una aguja de punta roma de calibre 32. Para cada 
animal, habitualmente solo se inyectaron en un ojo vectores virales que portaban un constructo de Chop2, y el otro 
ojo se dejó sin inyectar o se le inyectaron vectores virales de control que portaban GFP solo. Tras la expresión de 
Chop2 de tipo natural o mutante de la presente invención, se formaron canales ChR2 mutantes o de tipo natural 
funcionales utilizando moléculas retinianas endógenas, y se evaluaron las propiedades de estas proteínas ChR2 tal 65
como se describe en el presente documento.
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Se examinaron las respuestas a la luz mediadas por ChR2 usando registros de matriz de múltiples electrodos de 
retinas de preparación completa. Se generaron estímulos lumínicos (fotones/cm2/s) mediante un láser azul de 
473 nm y se atenuaron mediante filtros de densidad neutra: ND0 (6,3 × 1016), ND1,0 (7,4 × 1015), ND1,5 (2,7 × 1015), 
ND2,0 (7,3 × 1014), ND2,5 (3,2 × 1014), ND3,0 (8,5 × 1013), ND3,5 (3,8 × 1013) y ND4,0 (9,5 × 1012). 5

La matriz de múltiples electrodos se basó en los procedimientos notificados por Tian y Copenhagen (2003). En 
resumen, se diseccionó la retina y se colocó con los fotorreceptores hacia abajo sobre una tira de papel de filtro de 
nitrocelulosa (Millipore Corp., Bedford, MA). La preparación de retina se colocó en la cámara de registro de matriz de 
múltiples electrodos MEA-60 con electrodos de 30 m de diámetro separados 200 m (Multi Channel System MCS 10
GmbH, Reutlingen, Alemania), con la capa de células ganglionares orientada hacia los electrodos de registro. Se 
perfundió la retina de manera continua en disolución extracelular oxigenada a 34 °C durante todos los experimentos. 
La disolución extracelular contenía (en mM): NaCl, 124; KCl, 2,5; CaCl2, 2; MgCl2, 2; NaH2PO4, 1,25; NaHCO3, 26; y 
glucosa, 22 (pH 7,35 con 95 % de O2 y 5 % de CO2). Los registros se iniciaron habitualmente 60 min después de 
que la retina se colocara en la cámara de registro. El intervalo entre comienzos de cada estímulo luminoso fue de 15
10-15 s. Las señales se filtraron entre 200 Hz (punto de corte bajo) y 20 kHz (punto de corte alto). Se analizaron las 
respuestas de neuronas individuales usando el software Offline Sorter (Plexon, Inc., Dallas, TX).

Los mutantes de Chop2/ChR2 con mutaciones individuales, es decir, L132 y T159C, disminuyeron notablemente la 
intensidad luminosa umbral que se requiere para provocar una fotocorriente mediada por ChR2. Además, se 20
encontró que varios mutantes dobles, incluyendo L132C/T159C, L132A/T159C y L132C/T159S, aumentaban 
adicionalmente la fotocorriente a intensidades luminosas bajas. Se usaron diferentes filtros de densidad neutra para 
atenuar los estímulos lumínicos para diferenciar las respuestas provocadas por luz de los constructos de Chop2 con 
luz baja. Se observó la actividad de disparo neuronal de las células ganglionares retinianas mediada por los 
mutantes de la presente invención a las intensidades luminosas de aproximadamente 1,5 a 2 unidades logarítmicas 25
por debajo del nivel de luz que se requiere para desencadenar la actividad de disparo neuronal con ChR2 de tipo 
natural (figura 3). Específicamente, ChR2 de tipo natural no mostró ninguna actividad de disparo neuronal en 
respuesta a estímulos lumínicos con filtro de densidad neutra 2,5 (3,2 × 10

14
fotones/cm

2
/s) mientras que los 

mutantes de ChR2 (L132C, L132C/T159C y L132C/T159S) demostraron actividad de disparo neuronal. De hecho, 
los mutantes de ChR2 todavía mostraron actividad de disparo neuronal en respuesta a la luz con filtros de densidad 30
neutra 3,0 y 3,5. Por tanto, los mutantes de ChR2 de la presente invención poseen sensibilidad lumínica superior y, 
por tanto, una intensidad luminosa umbral notablemente inferior que se requiere para desencadenar una 
fotocorriente mediada por ChR2. Además, los mutantes dobles de ChR2 poseen una sensibilidad lumínica superior a 
la de los mutantes individuales, es decir L132C. Además, los disparos neuronales de las células ganglionares 
retinianas que expresan L132C/T159C y L132/T159S podían seguir una frecuencia de parpadeo de luz de hasta 35
15 Hz y 5 Hz, respectivamente (figura 4).

El mutante L132C/T159A muestra alta sensibilidad lumínica, probablemente el más sensible a la luz de entre estos 
mutantes, pero todavía muestra disociación extremadamente lenta (el canal continua abierto durante muchos envíos 
después de apagarse la luz). Resulta interesante que puede desconectarse más rápidamente usando una luz con 40
longitudes de onda largas, tales como luz amarilla. El mutante L132C/T159A (codificado por las SEQ ID NO: 24 y 
25) demuestra potencial significativo.

Dada la compensación entre sensibilidad lumínica y cinéticas de canal, los mutantes de Chop2/ChR2 que 
demuestran un equilibrio entre la sensibilidad lumínica y la cinética de canal, tales como L132C/T159C o 45
L132C/T159S, pueden ser adecuados para la aplicación del restablecimiento de la visión.

Ejemplo 4: Análisis de constructos de Chop2 mutantes en modelos de enfermedad de ratón

Se conocen en la técnica modelos de ratón de enfermedades oculares degenerativas. Por ejemplo, los ratones 50
homocigotos rd1 (rd1/rd1) son un modelo de degeneración de fotorreceptores usado comúnmente. Los ratones Rd1 
portan una mutación nula en la GMP fosfodiesterasa cíclica, PDE6, similar a algunas formas de retinosis pigmentaria 
en humanos. Otros modelos de ratón de enfermedad ocular bien establecidos que pueden ser de interés particular 
para demostrar la seguridad y la eficacia del mutante de ChR2 incluyen los ratones rds (también conocido como 
PrphRd2), rd3, rd4, rd5, rd6, rd7, rd8, rd9, Pde6b

rd10
o cpfl1. 55

Los constructos de Chop2-GFP de la presente invención pueden inyectarse por vía intravítrea en los ojos de ratones 
recién nacidos (P1) o adultos a los 2-12 meses de edad. La señal de GFP puede observarse en las retinas en las 
que se ha inyectado Chop2-GFP, para determinar los niveles de expresión de ChR2 o expresión en poblaciones de 
células particulares, tales como las células ganglionares retinianas. La expresión de Chop2 mutante-GFP puede 60
monitorizarse durante una cantidad de tiempo predeterminada, es decir 3-6 meses, o 1 año tras la inyección viral. 
Pueden realizarse registros de pinzamiento zonal y matriz de múltiples canales usando los métodos conocidos en la 
técnica y descritos en el presente documento para medir las respuestas provocadas por luz de células que expresan 
Chop2 mutante-GFP in vivo.

65
Técnicas y pruebas adicionales están bien establecidas en la técnica para someter a prueba el restablecimiento de 
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la sensibilidad lumínica o la visión. Pueden examinarse los potenciales provocados visuales procedentes de la 
corteza visual o células que expresan Chop2-GFP, tal como se describe en la publicación PCT WO 2007/131180. 
Otras pruebas incluyen la evaluación del comportamiento de la agudeza visual en los ratones, es decir, prueba 
optomotriz virtual y laberinto acuático visual.

5
Ejemplo 5: Análisis de la expresión y la seguridad a largo plazo de la administración de constructos de Chop2 
mutantes a neuronas retinianas

Se evaluó la neurotoxicidad en ratones adultos C57BL/6J a los que se inyectaron constructos de Chop2 de la 
presente invención. La seguridad de expresión de los mutantes de Chop2 en la retina se evaluó mediante 10
inmunotinción y recuento de células tras la exposición a luz azul fuerte durante dos semanas. No se encontró que 
ninguno de los ratones mostrara síntomas de neurotoxicidad durante hasta dos meses tras la inyección.

Estudios en curso adicionales están evaluando la expresión y seguridad a largo plazo de mutantes de Chop2/ChR2 
de la invención en neuronas retinianas.15

Otras realizaciones

Aunque la invención se ha descrito conjuntamente con la descripción detallada de la misma, se pretende que la 
descripción anterior ilustre y no limite el alcance de la invención, que se define por el alcance de las reivindicaciones 20
adjuntas.

La bibliografía de patente y científica a la que se hace referencia en el presente documento establece el 
conocimiento que está disponible para los expertos en la técnica.

25
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REIVINDICACIONES

1. Molécula de polipéptido aislado que comprende SEQ ID NO: 26 en la que el aminoácido en posición 132 de
SEQ ID NO: 26 es cisteína (C) y el aminoácido en posición 159 es cisteína (C) o serina (S).

5
2. Molécula de polipéptido según la reivindicación 1, en la que el aminoácido en posición 159 es cisteína (C).

3. Molécula de polipéptido según la reivindicación 2, en la que la molécula de polipéptido comprende SEQ ID 
NO: 16.

10
4. Molécula de ácido nucleico aislado que codifica el polipéptido aislado según la reivindicación 3, que 

comprende SEQ ID NO: 15.

5. Molécula de polipéptido según la reivindicación 1, en la que el aminoácido en posición 159 es serina (S).
15

6. Molécula de polipéptido según la reivindicación 5, en la que la molécula de polipéptido comprende SEQ ID 
NO: 19.

7. Molécula de ácido nucleico aislado que codifica el polipéptido aislado según la reivindicación 6, que 
comprende SEQ ID NO: 18.20

8. Molécula de ácido nucleico aislado que codifica el polipéptido aislado según una cualquiera de las 
reivindicaciones 1, 2, 3, 5 o 6.

9. Polipéptido aislado según una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 5 o 6 o molécula de ácido nucleico 25
aislado según una cualquiera de las reivindicaciones 4, 7 u 8, que comprende además un portador 
farmacéuticamente aceptable.

10. Célula que comprende la molécula de polipéptido aislado según una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 
3, 5 o 6 o molécula de ácido nucleico aislado según una cualquiera de las reivindicaciones 4, 7 u 8.30

11. Célula según la reivindicación 10, en la que la célula se pone en contacto con el polipéptido aislado o el 
ácido nucleico aislado in vitro.

12. Célula según la reivindicación 11, en la que la célula es un fotorreceptor, una célula bipolar, un bastón 35
bipolar, un cono bipolar de tipo ON, una célula ganglionar retiniana, una célula ganglionar retiniana
fotosensible, una célula horizontal, una célula amacrina o una célula amacrina AII.

13. Célula según la reivindicación 12, en la que la célula es una célula ganglionar retiniana o una célula 
ganglionar retiniana fotosensible.40

14. Composición que comprende la molécula de polipéptido aislado según una cualquiera de las 
reivindicaciones 1, 2, 3, 5, 6 o 9 o molécula de ácido nucleico aislado según una cualquiera de las 
reivindicaciones 4, 7, 8 o 9 o célula según una cualquiera de las reivindicaciones 10-13.

45
15. Composición según la reivindicación 14, para su uso en un método de mejora o restablecimiento de la 

visión en un sujeto.

16. Composición para su uso según la reivindicación 15, en la que el sujeto tiene visión deficiente, o el sujeto 
padece una enfermedad ocular.50

17. Composición para su uso según la reivindicación 16, en la que la enfermedad ocular es degeneración 
macular o retinosis pigmentaria.

18. Composición para su uso según la reivindicación 15, en la que la composición es para administración55
mediante inyección intravítrea o subretiniana.

19. Composición para su uso según la reivindicación 15, en la que dicha mejora o restablecimiento de la visión
comprende cualquiera de lo siguiente: aumentar la sensibilidad lumínica; disminuir la intensidad luminosa 
umbral requerida para desencadenar una fotocorriente; y aumentar el potencial provocado visual en la 60
corteza visual.
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