ES 2 766 398 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 766 398
Eint. a1

CO7K 14/72 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 22.06.2012  E 15201713 (3)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 16.10.2019  EP 3029063

Tl'tulo: Proteina GPCR quimérica sensible a la luz

Prioridad: @ Titular/es:

24.06.2011 US 201161500863 P ARCTOS MEDICAL AG (100.0%)
Taubenstrasse 8

Fecha de publicaciéon y mencién en BOPI de la 3011 Bern, CH
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

12.06.2020 VAN WYK, MICHIEL y
KLEINLOGEL, SONJA

Agente/Representante:
LEHMANN NOVO, Maria Isabel

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 2766 398 T3

DESCRIPCION
Proteina GPCR quimérica sensible a la luz
CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se encuentra en el campo de los agentes terapéuticos médicos y la terapia médica para el tratamiento
de pacientes humanos o animales que padecen pérdida de visién y se refiere a tratamientos y a la fabricacion de
medicamentos para mejorar la vision, en particular para tratar pérdida de visién resultante de degeneracion retiniana
de fotorreceptores con una proteina GPCR quimérica sensible a la luz.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las principales causas de la degeneracion retiniana de fotorreceptores incluyen retinitis pigmentosa (RP),
degeneracion macular senil (ARMD), retinopatia diabética, y otras enfermedades. Aproximadamente uno de cada
tres mil, o tres millones de personas en todo el mundo, padecen retinitis pigmentosa (RP), una condiciéon genética
que conduce a la degeneracion de fotorreceptores y con el tiempo a ceguera. La tasa y gravedad de la degeneracion
de fotorreceptores es variable y altamente dependiente de la propia mutacion. Se pueden afectar mas de cincuenta
genes (Hartong et al. Lancet 368:1795-1809; 2006). Hasta la fecha, poco tratamiento esta disponible para pacientes
con RP. Los ensayos en curso que se centran en los agentes neuroprotectores (por ejemplo, factor neurotréfico
ciliar) o terapia génica de adiciéon (que introducen el gen "no mutado"), que tienen la finalidad de corregir las
deficiencias genéticas adquiridas o hereditarias al gen funcional natural, han mostrado hasta la fecha solo un éxito
marginal. Dado que la retina adulta no tiene la capacidad de generar nuevos fotorreceptores después de la pérdida
de fotorreceptores, la terapia génica de adicién solo es util en tanto que la pérdida de fotorreceptores sea pequena y
principalmente ralentiza o estabiliza la condicion previa.

Un enfoque alternativo empleado en los recientes estudios experimentales es convertir los fotorreceptores restantes
o las neuronas retinianas internas supervivientes en sensibles a la luz mediante la expresién transgénica de una
proteina sensible a la luz.

En los documentos de patente US 2009/0088399 y US 2010/0015095 se propone introducir la canalrodopsina-2
(ChR2) de canales de iones de algas regulada por la luz en la retina interna de pacientes que padecen degeneracion
de células fotorreceptoras. Esto convierte las células retinianas internas naturalmente insensibles a la luz, tales como
las células bipolares o0 amacrinas, en sensibles a la luz y capaces de detectar informacion visual, que posteriormente
se envia al cerebro sin recibir la entrada de fotorreceptores.

Similarmente, en los documentos de patente US 2005/0208022 y US 2009/0208462 se propone introducir una
proteina fotorreceptora, tal como una opsina (incluyendo melanopsina) o citocromos, en las neuronas retinianas
internas que incluyen células amacrinas, horizontales y bipolares de pacientes que padecen degeneracién de
fotorreceptores.

El enfoque para expresar ChR2 en neuronas retinianas internas es muy prometedor y se prueba actualmente en
primates no humanos (Fradot M et al. Human Gene Therapy 22(5), 587-593; 2011) y retinas humanas aisladas
(lvanova E et al. Opthalmol Vis Sci 51(10), 5288-5296, 2010), alimentado la esperanza de ensayos clinicos en un
futuro cercano.

En los dltimos afios, ha sido satisfactoria la terapia retiniana de sustitucién génica usando virus adenoasociado
recombinante (rAAV) y ha llegado a ensayos clinicos finales. En particular, Bainbridge y colaboradores usaron rAAV
para sustituir el gen defectuoso de la proteina de 65 kDa especifica del epitelio pigmentario de la retina (RPEB5).
Una deficiencia en la proteina RPE65 convierte los fotorreceptores en incapaces de responder a la luz, como se
requiere para la recirculacion del cromoéforo, es decir, la conversién de all-trans retinal en 11-cis retinal (Bainbridge
JWB et al,, N Engl J Med 358(21), 2231-2239;2008). La terapia génica es, por tanto, un enfoque terapéutico
prometedor para corregir las deficiencias visuales por la introduccidn de genes adecuados en neuronas retinianas.

Yamashita et al. (J. Biochem. 130, 149-155, 2001) estudiaron la funcién de proteinas GPCR y desvelan mutantes
sensibles a la luz quiméricos de rodopsina en los que el segundo bucle citoplasmico del receptor 6 de glutamato
metabotrépico sustituye el tercer bucle citoplasmico de rodopsina.

Las proteinas activables por la luz actualmente disponibles que se podrian usar en la terapia génica para compensar
la pérdida de células fotorreceptores, sin embargo, todavia tienen varios inconvenientes sustanciales: 1) la expresion
artificial de proteinas extrafas, de invertebrados o algas, por ejemplo ChR2, podria desencadenar reacciones
inmunitarias impredecibles en pacientes. 2) la ChR2 tiene una permeabilidad relativamente alta al calcio, que podria
ser toxica a largo plazo. 3) La respuesta de ChR2 es inherentemente débil a la intensidad de la luz natural, ya que
cada fotdn capturado solo puede activar una uUnica proteina. 4) Aunque la melanopsina es capaz de amplificar
sefales de la luz regulando las actividades de reacciones enzimdticas de alto rendimiento, estos componentes
enzimaticos no estan lo suficientemente disponibles en las neuronas retinianas internas. Por tanto, la expresion de
melanopsina en las células ganglionares y en células bipolares ENCENDIDAS no provoca una amplificacion de la
senal de la luz suficiente para restaurar la vision funcional a la intensidad de la luz natural. 5) Por tanto, los
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mecanismos reguladores que controlan naturalmente la actividad de proteinas de control mediante cambios a sus
renovaciones y modulacién estan ausentes cuando que expresan proteinas extraias.

El objeto de la actual invencion es proporcionar una proteina quimérica sensible a la luz que, cuando se expresa en
neuronas retinianas internas, vence estas deficiencias. Es decir, es un objeto de la invenciéon proporcionar una
proteina sensible a la luz superior para la mejora y restauracién de la visién, particularmente en pacientes con
degeneracion retiniana de fotorreceptores. Esta proteina quimérica mejorara o restaurara la sensibilidad a la luz a un
mayor grado en comparacion con la sensibilidad a la luz que es obtenible por las proteinas propuestas en el estado
de la técnica. Los objetos adicionales de la invencidn incluyen la informacion genética que codifica la proteina
sensible a la luz quimérica y los métodos de expresidn de esta proteina quimérica en células vivas y organismos.
Aun objetos adicionales de la invencién incluyen la expresion de la informacién genética que codifica la proteina
sensible a la luz quimérica en células retinianas internas in vivo para el tratamiento terapéutico, y los productos
biomédicos que comprenden la proteina sensible a la luz o informacién genética que codifica la proteina quimérica.

SUMARIO DE LA INVENCION

Este problema técnico se resuelve por una proteina quimérica sensible a la luz que comprende dominios de al
menos dos miembros de la superfamilia de proteinas del receptor acoplado a la proteina G (GPCR), que estan
fusionadas para dar una quimera de GPCR sensible a la luz capaz de acoplar una sefal de luz a la cascada de
sefalizacion del receptor 6 de glutamato metabotrépico (MGIuR6).

Los miembros de la superfamilia de proteinas del receptor acoplado a la proteina G (GPCR) son receptores de
proteina transmembranaria que transmiten sefales desde la superficie celular hasta efectores intracelulares. Tienen
una estructura, que normalmente comprende siete dominios transmembranarios (TM1 a TM7), tres bucles
extracelulares (EL1 a EL3), tres bucles intracelulares (IL1 a IL3), un dominio extracelular del extremo N (NT) y un
dominio intracelular del extremo C (CT). La superfamilia de la proteina GPCR incluye proteinas de receptores
sensibles a la luz denominados fotopigmentos tales como opsinas, por ejemplo rodopsina y melanopsina. La
superfamilia de GPCR también incluyen receptores metabotrépicos regulados por ligando, por ejemplo mGluR6. Los
receptores metabotrépicos acoplados a la proteina G se unen indirectamente a los canales de iones en la membrana
por una cascada de transduccién de sefales mediada por proteinas G especificas que logran una amplificaciéon de la
sefal. Es decir, las proteinas G activadas regulan la actividad de enzimas, por ejemplo adenilato ciclasa, que
producen rapidamente grandes cantidades de producto, por ejemplo cAMP, que puede a su vez activar grandes
numeros de canales de iones en la membrana celular. A diferencia de dichos GPCRs metabotropicos, los receptores
ionotrépicos se unen directamente a canales de iones en la membrana. Por tanto, los receptores ionotropicos como
la canalrodopsina no son capaces de sefalizar la amplificacion como receptores metabotrépicos.

Un aspecto de la invencion se refiere a una proteina GPCR quimérica, que comprende dominios que derivan de al
menos dos miembros de la familia de GPCR:

Un primero del al menos dos miembros de la familia de GPCR contribuye a dominios que median en la
fotosensibilidad a la proteina GPCR sensible a la luz quimérica. Este primer miembro pertenece a la familia de las
proteinas GPCR sensibles a la luz también denominadas fotopigmentos, y es melanopsina, en particular
melanopsina humana.

Un segundo del al menos dos miembros de la familia de GPCR, concretamente mGIuR6, contribuye a dominios para
acoplar la sefal de luz a la cascada de sefializacion intracelular de mGIuR6.

mGIuR6 es un componente nativo de la membrana celular de células bipolares ENCENDIDAS en la retina interna.
Para los aspectos terapéuticos de la presente invencion, estas células bipolares ENCENDIDAS son las células diana
en las que se expresara la proteina GPCR quimérica sensible a la luz.

Fisiolégicamente, la mGIuR6 de células bipolares ENCENDIDAS nativas activa su cascada de sefales intracelulares
tras la unidén extracelular de glutamato. Asi, las células bipolares ENCENDIDAS contienen naturalmente los
componentes intracelulares especificos que median en la cascada de sefalizacion de mGIuR6.

En la via fisiolégica de la transduccién de sefales de luz, las células fotorreceptoras de bastones y conos sanas
activadas por la luz responden a una disminucién en la intensidad de la luz con un aumento en el nivel de glutamato
liberado de sus terminales sinapticos, que entonces se une a mGIuR6 en las células bipolares ENCENDIDAS, que a
su vez provoca una amplificacion de la sefal de la luz mediante la cascada de sefalizacién intracelular acoplada a
proteina G especifica de mGIluR6. En analogia a esta via natural, la proteina sensible a la luz quimérica expresada
en células bipolares ENCENDIDAS de retinas ciegas transmite la sefial de luz a la cascada de sefales intracelulares
todavia existente (Krizaj D et al., Vision Res. 50:2460-65, 2010) del receptor mGIuR6 tras la activacién por luz.

Sorprendentemente, las células bipolares ENCENDIDAS, cuando se complementan con la proteina GPCR sensible
a la luz quimérica, perciben directamente la sefial de luz mediante la proteina GPCR sensible a la luz quimérica,
evitando la sefal de glutamato indirecta que sigue a la estimulacién de la luz de los fotorreceptores. Asi, la proteina
GPCR sensible a la luz quimérica es capaz de acoplar directamente la activacion por luz con la cascada de sefiales
de mGIuR6. En otras palabras, la activacion por luz es independiente de cualquier célula fotorreceptora de bastones
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o conos. Ademas, la amplificacion fisiologica de la sefal provocada por un fotdn se retiene mediante la cascada de
senalizacion del mGluR6.

El término "dominio" en el contexto de la presente solicitud de patente se refiere a los bucles intracelulares y
extracelulares, los extremos N y C y las regiones transmembranarias de un miembro de la familia de proteinas
GPCR. El término "dominio derivado de", tal como dominio derivado de mGIuR6 o un dominio derivado de una
opsina, incluye cualquier dominio para el que la parte correspondiente fisiolégicamente relevante tiene una
secuencia de aminoacidos idéntica o una secuencia de aminodacidos similar a la secuencia de dicho dominio en el
homologo fisiolégico del miembro de la familia GPCR. En general, las secuencias de aminoacidos similares o
dominios similares presentan al menos 60 % de homologia, preferentemente al menos 80 % de homologia, y lo méas
preferentemente al menos 90 % de homologia. Los dominios similares también incluyen particularmente dominios
que comprenden aminoacidos conservados relevantes, independientemente de si una parte de la secuencia restante
esta desviada o falta del homélogo nativo o si secuencias adicionales estan presentes en la proteina quimérica que
no estan presentes en el miembro nativo de la familia de GPCR.

La proteina quimérica comprende un dominio extracelular activable por la luz que deriva del fotopigmento biestable
melanopsina, y no de rodopsina, por ejemplo. La ventaja de los fotopigmentos biestables es que se recirculan
después de la decoloracion mediante la recuperacion por luz en vez de por enzimas celulares externas. La velocidad
de recuperacién es muy rapida y mantendra una alta sensibilidad a la luz, incluso a alta intensidad de la luz. Con
fotopigmentos biestables, la decoloracion por la luz y la recuperacion de la decoloracién se incrementan igualmente
a alta intensidad de la luz, mientras que la rodopsina, que no es biestable, pierde su fotosensibilidad durante la
iluminacién, ya que cada vez se decoloran mas y mas rodopsinas. La decoloracion por la luz en fotopigmentos
biestables tales como la rodopsina puede conducir en el peor caso a ceguera a corto plazo. La velocidad de
recuperacion podria incluso ser mas lenta cuando un fotopigmento no biestable tal como la rodopsina se expresara
en un tipo extrafio de célula, debido a que las enzimas de recuperacion no estan necesariamente disponibles en la
proximidad. En una retina sana, estas enzimas se localizan en el epitelio pigmentario retiniano.

Por consiguiente, la eleccién de los dominios del primer miembro del GPCR quimérico, que se obtienen de un
fotopigmento biestable, convierte la recuperacion del GPCR quimérico después de la decoloraciéon por la luz en
independiente de la disponibilidad de enzimas de recuperacion de la decoloracion. El dominio activable por la luz de
una proteina fotorreceptora biestable se selecciona de melanopsina de la familia de las opsinas, y lo mas
preferentemente, si se usa en pacientes humanos, se selecciona de melanopsina humana para evitar una reaccién
inmunitaria.

La proteina GPCR quimérica el primer miembro de GPCR contribuye al menos a los dominios que contienen los
restos de aminoéacidos que forman la base de Schiff (que une el croméforo covalentemente al GPCR), que son para
melanopsina Tirosina'*® (Y149) en TM3 y Lisina®' (K321) en TM7, o todos los dominios derivados de los dominios
que forman el sitio que se une a cromoéforo en el homdlogo fisioldgico. El sitio que se une a cromoéforo se refiere al
sitio de unién para el pigmento de luz, que absorbe un foton, tal como por ejemplo 11-cis retinal en melanopsina
(Hermann et al., Neuroscience Letters, Vol. 376 p76-80, 2004.)

La proteina GPCR quimérica comprende todos los dominios extracelulares del primer miembro de GPCR, que son el
extremo N y los tres bucles extracelulares (EL1, EL2, EL3) y ademas los siete dominios transmembranarios (TM1 a
TM7) del primer miembro de GPCR.

Al menos los dominios intracelulares IL2, IL3 y el extremo C de la proteina GPCR quimérica se obtienen del segundo
GPCR, que es mGluR6.

Los dominios que son necesarios para el acoplamiento de la activacién por la luz a la cascada de sefalizacion de
mGIuR6 deben ser capaces de unirse a la proteina G especifica para la via de mGIluR6, G-alfa(o). La IL3 parece ser
particularmente relevante para la union especifica a la proteina G de la cascada de sefiales de GPCR. En general,
los otros bucles intracelulares y el extremo C potencian la especificidad de la unién de proteina G.

Para minimizar las posibles reacciones inmunogénicas y para optimizar el acoplamiento fisiologico a mGIuR6 en
algunas realizaciones que se van a usar para terapia médica en seres humanos, los dominios sensibles a la luz se
obtienen de melanopsina humana.

La proteina GPCR quimérica sensible a la luz se construye fusionando la informacién genética que codifica dominios
de los miembros de GPCR con las funcionalidades deseadas de sensibilidad a la luz y acoplamiento de la activacion
de la luz a la cascada de senalizacion de mGIuR6 segun técnicas conocidas en la técnica. La identificacion de los
dominios deseados y la determinacion de los sitios de corte y uniéon adecuados en los extremos N y C de cualquier
dominio particular se basan principalmente en 1) el alineamiento de secuencias de genes/restos conservados y 2) el
modelado informatico de la estructura secundaria y terciaria del miembro de la familia de GPCR sensible a la luz y
mGIuR6, usando softwares convencionales disponibles en la técnica. Este enfoque tiene una variabilidad inherente
en la definicién exacta de la longitud de los dominios individuales y dicha variabilidad se incluye dentro del alcance
de la presente invencidén cuando se habla de dominios. Ademas, en los sitios de fusion individuales entre dominios,
hay, en general, varias posibilidades de corte y empalme de los dominios juntos para dar una proteina funcional. Y,
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evidentemente, también estan dentro del alcance de la invencion la delecion de porciones de una secuencia de
aminoacidos no requerida para la funcién, sustituciones conservativas de aminoé&cidos, por ejemplo intercambiando
aminoacidos hidréfobos con hidréfobos o hidréfilos con hidréfilos, y sustituciones de nucleétidos. Por consiguiente,
un numero considerable de variantes de secuencia particularmente en regiones de los sitios de fusién entre dominios
adyacentes de las proteinas GPCR quiméricas entran dentro del alcance de la invencion, a condicién de que den
proteinas GPCR quiméricas funcionales. En realizaciones en las que todos los dominios transmembranarios y
extracelulares derivan del primer miembro de GPCR y al menos uno o todos de los dominios intracelulares se
sustituyen por dominios correspondientes derivados de mGIuR®6, todos los sitios de corte y union factibles para
intercambiar IL1, IL2, IL3 y el extremo C estan dentro del alcance de la invencion.

Aspectos adicionales de la invencion se refieren a la informacion genética de una proteina GPCR quimérica
activable por luz capaz de acoplar la activaciéon por luz a la cascada de sefializacion de mGIuR6, vectores que
incluyen vectores virales tales como rAAVs que comprenden esta informacion genética, y células de cultivo celular
que comprenden dicha informacion genética o que expresan proteinas GPCR quiméricas activables por luz capaces
de acoplar la activacion por luz a la cascada de sefializacion de mGIuR6, que incluye en particular lineas celulares
neuronales, lineas celulares neuronales retinianas internas y lineas celulares bipolares, en particular células
bipolares ENCENDIDAS.

Aun un aspecto adicional de la invencion se refiere a la proteina GPCR quimérica sensible a la luz capaz de acoplar
la activacién por luz a la cascada de sefalizacién de mGluR6 o la informacién genética que codifica dicha proteina
quimérica y composiciones que comprenden dicha proteina o dicha informaciéon genética como tal o dentro de
vectores o células con el fin de terapia médica, en particular para mejorar la vision, para el tratamiento de ceguera
parcial o completa, para el tratamiento de retinitis pigmentosa (RP) y degeneracién macular (ARMD), asi como otras
formas de degeneracién de fotorreceptores.

Fisiolégicamente, el receptor de glutamato metabotropico de células bipolares ENCENDIDAS en la capa nuclear
interna de la retina se activa por el neurotransmisor glutamato en respuesta a la actividad de células fotorreceptoras
retinianas. Cuando los fotorreceptores se estimulan por luz, cambia la concentracion de glutamato liberada sobre
células bipolares ENCENDIDAS. La proteina GPCR quimérica sensible a la luz es una variante de la proteina
mGIuR6 nativa, que se activa por luz directamente mientras que la proteina mGIuR6 nativa se activa indirectamente
mediante glutamato después de la estimulacion de células fotorreceptoras por cambios en la luz. Por tanto, los
pacientes que padecen degeneracion de fotorreceptores se pueden tratar expresando una proteina activable por luz
quimérica que comprende dominios intracelulares de mGIuR6 capaces de acoplar la activacién por luz a la cascada
de sefalizacion de mGIuR6 en sus células bipolares ENCENDIDAS.

En la proteina GPCR quimérica sensible a la luz segun la invencion, al menos IL2, IL3 y CT o todos los componentes
intracelulares de la melanopsina se sustituyen con los componente intracelulares de mGIluR6, dando como resultado
una proteina quimérica que comprende los dominios fotorreceptores de melanopsina, que es capaz de conducir las
cascadas de sefalizacion de mGIuR6 intracelulares existentes en neuronas retinianas internas, en particular en
células bipolares ENCENDIDAS.

Debido a la expresién artificial de una proteina mGluR6-melanopsina quimérica activable por luz en células bipolares
ENCENDIDAS, se amplifican sefales de luz débiles conduciendo las reacciones enzimaticas rapidas preexistentes
fisiolégicas reguladas por mGIuR6 nativo. Por tanto, dichas proteinas quiméricas escaparan de las reacciones
inmunitarias, cuando se usan los dominios extracelulares de proteinas fotorreceptoras nativas tales como
melanopsina humana, debido a que la Unica parte accesible al sistema inmunitario sera idéntica a la de la
melanopsina humana nativa.

Una ventaja de uso de mGluR6 como el primer miembro de GPCR es que mGIuR6 se expresa solo en células
bipolares ENCENDIDAS en la retina. Por tanto, mGluR6-melanopsina quimérica transgénicamente expresada se
acoplara eficientemente a la cascada de sefalizacién de mGIuR6 en células bipolares ENCENDIDAS solo. Ademas,
la degradacion y la modulacién de la proteina quimérica (por ejemplo, unién a arrestina) ocurriran mediante vias de
mGIuR6 preexistentes, permitiendo el autocontrol completo de la actividad de proteinas.

Existe otro efecto particular mas de la expresién de la proteina mGluR6-melanopsina quimérica sensible a la luz en
células bipolares ENCENDIDAS para restaurar la vision, que se diferencia de otros métodos de recuperacion de la
vision: se invertir4 realmente el contraste visual; lo oscuro aparecerd brillante y lo brillante aparecera oscuro. Es
decir, los circuitos neurales naturalmente activados por un aumento en la intensidad de la luz se activaran por una
disminucion en la intensidad de la luz y viceversa. Esto, de hecho, podria tener una ventaja clave con respecto al
estado de la técnica como se expone a continuacion: Los fotorreceptores liberan niveles relativamente altos de su
neurotransmisor (glutamato) en la oscuridad y menos transmisor a medida que aumenta la luminosidad. Las células
bipolares ENCENDIDAS reciben su entrada mediante los receptores mGIuR6, que hiperpolarizan las células
bipolares cuando se activan (en la oscuridad) y viceversa. Si no existen fotorreceptores, no existe glutamato, las
células bipolares ENCENDIDAS se despolarizan y la retina interna superviviente estard eficazmente en un modo
adaptativo de "luz extremadamente brillante". En realidad, la degeneracién muy lenta de las células bipolares
ENCENDIDAS puede ser debida a esta despolarizacion sostenida. Los pacientes con retinitis pigmentosa no son
conscientes de la adaptacion a la luz de su retina, debido a que la salida retiniana solo sefaliza cambios espaciales
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y temporales en la intensidad de la luz. Es decir, si no se detectan los cambios en la intensidad, la retina no enviara
eficazmente sefal al cerebro, aunque la retina esté en el estado completamente adaptado a la luz.

Para mejorar la visién en pacientes con pérdida parcial o total de células fotorreceptoras, es importante tener en
cuenta que la retina esta en un estado completamente adaptado a la luz. Esto implica que las células bipolares
ENCENDIDAS estan permanentemente relativamente despolarizadas. La canalrodopsina-2 expresada en células
bipolares ENCENDIDAS solo despolarizara estas células adicionalmente y asi la diferencia de senal entre el estado
foto-ENCENDIDO y el foto-APAGADO es relativamente pequena. A diferencia, las células bipolares ENCENDIDAS
que expresan la proteina mGluR6-GPCR quimérica sensible a la luz segun la invencion se hiperpolarizan por la luz.
Evidentemente, esto aumenta la diferencia de sefales y asi potencia la salida y, por consiguiente, la sensibilidad a la
luz.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Fig. 1: Dibujo esquematico que muestra los dominios y la orientacién a través de la membrana celular de una
realizacién de la proteina GPRC quimérica sensible a la luz con el extremo N (NT), dominios
transmembranarios (TM1-TM7) y bucles extracelulares 1-3 (EL1-EL3) de melanopsina y los bucles
intracelulares 1-3 (IL1-IL3) y el extremo C (CT) de mGluR®6.

Fig. 2: Ejemplo 1 Respuestas a la corriente de células completas de células HEK293(GIRK) transfectadas con
mGluR6-melanopsina de raton (IL2(DRIY), IL3(l) y CT de mGluR6, realizacion a modo de ejemplo D con
Seq. No. 7 / 8)-secuencia actualmente preferida con las mayores corrientes medidas en células HEK293
(GIRK)

Fig. 3: Ejemplo 1: Corrientes de K" salientes

Fig. 4: Ejemplo 2: Transduccion satisfactoria y especifica de mGIluR6-melanopsina de células bipolares
ENCENDIDAS de ratén usando un vector mutante de la capside de rAAV2

Fig. 5: Respuestas a la luz registradas de células ganglionares retinianas en retina de ratones rd1 de ocho
semanas de edad (retina sin células fotorreceptoras), un mes después de introducir mGluR6-melanopsina
en las células bipolares ENCENDIDAS retinianas usando un vector de rAAV2

Fig. 6: El inmunomarcado con el anticuerpo anti-Rab1A de conejo muestra que la retina adaptada a la oscuridad
de un raton rd1 ciego esta en un estado despolarizado adaptado a la luz.

DESCRIPCION DETALLADA DE ALGUNAS REALIZACIONES

La identificacion de los dominios deseados y la determinaciéon de los sitios de corte y uniéon adecuados en los
extremos N y C de cualquier dominio particular se basan principalmente en 1) el alineamiento de secuencias de
genes/restos conservados y 2) el modelado informatico de la estructura secundaria y terciaria del miembro de la
familia GPCR sensible a la luz y mGluR6, usando, por ejemplo, CLC Protein Workbench, I-TASSER, MODELLER,
QUARK o SWISS-Model (Kiefer F et al., Nucleic Acids Res 37, D387-D392,2009).

En algunas realizaciones de la proteina GPCR quimérica sensible a la luz, el primer miembro de GPCR es
melanopsina, en particular melanopsina humana o de ratén, y el segundo miembro de GPCR es mGluR6 humano o
de ratdn. De forma resumida, estas realizaciones de las proteinas GPCR quiméricas sensibles a la luz se denominan
mGluR6-melanopsina.

Varias realizaciones para construir una mGluR6-melanopsina sensible a la luz se describen a continuacién con més
detalle. El alcance de la invencién no se limita a estas realizaciones particulares. En algunas realizaciones, I1L2, IL3 y
CT derivan de mGIuR6, mientras que el resto de la quimera deriva de melanopsina. En algunas otras realizaciones,
los tres bucles intracelulares IL1 a IL3 y CT derivan de mGIuR6 y todos los dominios transmembranarios y
extracelulares derivan de melanopsina.

La Figura 1 muestra esquematicamente los dominios y la orientacion a través de la membrana celular de una
realizacién con el extremo N (NT), dominios transmembranarios (TM1-TM7) y bucles extracelulares 1-3 (EL1-EL3)
de melanopsina y los bucles intracelulares 1-3 (IL1-IL3) y el extremo C (CT) de mGluR6. Se indican siete sitios de
corte y empalme con las letras a-g. En principio, todos los sitios de corte y unién factibles para intercambiar bucles
intracelulares de melanopsina con bucles intracelulares de mGluR6 estan dentro del alcance de la invencién.

La Tabla 1 desvela varios sitios de corte y empalme particularmente satisfactorios para construir realizaciones de
mGluR6-melanopsina, que se eligieron basandose en el alineamiento de secuencias y el modelado 3D y se encontrd
que eran funcionalmente activos. Existen diversas combinaciones de opciones de corte y empalme alternativas para
la construccion de quimeras mGluR6-melanopsina funcionales y estan dentro del alcance de la invencion.

Sitios de corte y empalme-union funcionales probados para mGluR6-melanopsina humana:
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Sitio Dominios adyacentes Secuencia de aminoacidos en el sitio de corte y empalme-union
a T™M1ell1 Muchas posibilidades segun la descripcién

b TM2e L1 Muchas posibilidades segun la descripcién

c TM3elL2 Varias posibilidades probadas segun la descripcién

d TM4 e IL2 FISPTSQVLLGVWL

e TM5elL 3 2 versiones probadas:

1) segtin Seq. No. 2: YIFIFRARGVPETF

Il) segtin Seq. No. 4: YIFIFRA IEARGVPETF

f TM6elL 3 ETENEAKIMLLVIL

g TM7 y extremo C IYAITHPEQNVQKR

Para las realizaciones de la mGluR6-melanopsina quimérica, en donde IL2, IL3 y los dominios del extremo C de
melanopsina se intercambian con los dominios correspondientes de mGIuR6, se requiere el corte y empalme y unién
de genes entre los dominios transmembranarios y los bucles intracelulares en los sitios numerados ¢ a g segun la
Figura 1. Los sitios de corte y empalme d, e, f, g, que se indican en la Tabla 1, dan sustituciones de bucles que son
funcionales como se prueba segin el método del Ejemplo 1. Para el sitio de corte y empalme e, dos versiones de
corte y empalme son funcionales y se enumeran en la tabla como las versiones | y Il. Aunque los sitios de corte y
empalme d, e, f, g segun la Tabla 1 se recomiendan en particular, esta dentro del alcance de la invencion cualquier
version de corte y empalme que dé mGluR6-melanopsina sensible a la luz capaz de acoplar la activacién por luz a la
cascada de sefalizacién de mGIuR®6.

Para el corte y empalme y la union en el sitio c entre TM 3 e IL 2 existen varias opciones disponibles cuando se
comparan las secuencias de aminoacidos de melanopsina y mGluR6. Cualquier versién de corte y empalme con
secuencia de aminoacidos razonable y homologia estructural 3D esta dentro del alcance de la invencion. Parece
importante retener el sitio DRY entre TM3 e IL2, que es la secuencia de aminoacidos méas conservados en proteinas
GPCR. En particular, las variantes funcionales adicionales del sitio DRY incluyen DRIY, NRIY o NRY. Todas estas
variantes dieron quimeras mGluR6-melanopsina funcionales en pruebas segin el Ejemplo 1.

Para las realizaciones de la mGluR6-melanopsina quimérica en donde adicionalmente IL1 de melanopsina se
intercambia por IL1 de mGIuR6, también se requiere corte y empalme y unién del gen adicional entre los dominios
transmembranarios TM1 y TM2 y el bucle intracelular IL1 en los sitios numerados en a y b segun la Figura 1. La
homologia entre las secuencias de melanopsina y mGIuR6 con respecto al porcentaje de aminoacidos conservados
y principalmente con respecto a las predicciones estructurales de 3D es méas baja en las regiones de corte y
empalme y los sitios de unién a y b en comparacién con los sitios ¢ a g, que amplia la eleccién de los sitios 6ptimos
de corte y empalme y union. Las pruebas preliminares con realizaciones que comprenden IL1 derivada de mGIuR6
dieron una quimera funcional y se espera que el intercambio 6ptimo de IL1 aumente el acoplamiento de proteinas G
especificas de la proteina quimérica. Todos los sitios de corte y unién factibles para el intercambio de IL1 de
melanopsina con IL1 de mGIuR6 en consideracion de sus secuencias de aminoacidos conservados estan dentro del
alcance de la invencion.

Para las siguientes realizaciones a modo de ejemplo A - E de la proteina quimérica mGluR6-melanopsina, todo el
gen de ADN y las secuencias de aminoacidos se enumeran con indicacion de las secuencias codificantes
correspondientes a los diversos dominios, tal como bucles intracelulares (IL) y extracelulares (EL), dominio del
extremo Ny C (NT, CT) y dominios transmembranarios (TM).

A: Realizacion de mGluR6-melanopsina humana con IL2(DRIY), version | de corte y empalme de IL3 y CT
derivado de mGIluR6

Seq. No. 1: secuencia de ADN

Secuencia de ADN codificante de quimeras (usando genes humanos). Las areas subrayadas codifican los dominios
intracelulares de mGIuR®6 (IL2, IL3 (versién | de corte y empalme) y CT).
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1-80 ATGAACCCTCCTTCGGEGCCAAGAGTCCCGCCCAGCCCAACCCAAGAGCCCAGCTGCATG
61-120 GCCACCCCAGCACCACCCAGCTGGTGGGACAGCTCCCAGAGCAGCATCTCCAGCCTGEGC
121-180  CGGCTTCCATCCATCAGTCCCACAGCACCTGAGACTTGGGLTGCTBCCTGGGTCCLCCTC
181240 CCCACGGTTGATGTTCCAGACCATGCCCACTATACCCTGGGCACAGTGATCTTGCTGGTG
241-300 GGACTCACGGGGATGCTGGGCAACCTGACGGTCATCTATACCTTCTGCAGGAGCAGAAGC
301-360 CTCCGGACACCTGCCAACATGTTCATTATCAACCTCGCGGTCAGCGACTTCCTCATGTCC
361420 TTCACCCAGGCCCCTGTCTTCTTCACCAGTAGCCTCTATAAGCAGTGGCTCTTTGGGGAG
421480 ACAGGCTGCGAGTTCTATGCCTTCTGTGGAGCTCTCTTTGGCATTTCCTCCATGATCACC
481-540 CTGACGGCCATCGCCCTGGACLGTATCTACCGCATCTTTCAGCAGGELAAGCGETICGGTC
541600 ACACCCCCTCCCTICATCAGCCCCACCTCACAGGTCCTGCTGGGCGTTITGGCTCTATGCT
801-660 CTGGCCTGGAGTCTGCCACCCTTCTTCGGCTCGAGCGCCTACGTGCCCGAGGGGTTIGLTE
861-720 ACATCCTGCTCCTGGGACTACATGAGCTTCACGCCGGCCGTGCGTGCCTACACCATGCTT
721-780  CTCTGCTGCTTCGTGTYCTTCCTCCCTCTGUTTATCATCATCTACTGCTACATCTTCATC
781-840 TTCAGGGCCCGTGGCGTGCCCGAGACCTTCAACGAGGCCAAGATCATGCTGCTGGTCATC
841-900 CTCCTCTTCGTGCTCTCCTGGGCTCCCTATTCCGCTGTGGCCCTGGTGGCCTTTIGCTGGG
901-880 TACGCACACGTCCTGACACCCTACATGAGCTCGGTGCCAGCCGTCATCGCCAAGGCCTCT
961-1020 GCAATCCACAACCCCATCATTTACGCCATCACCCACCCCGAGCAGAATGTGCAGAAGCGA
1021-1680 AAGCGGAGCCTCAAGGCCACCTCCACGETGGCAGCCCCACCCAAGGGCCAGGATGCAGAS
1081-1092 GCCCACAAGTAG

Seq. No. 2: Secuencia de aminoacidos
Secuencia de péptidos quimérica (usando genes humanos). Las areas subrayadas codifican los dominios

intracelulares de mGIuR6 (IL2 (), IL3 (versién | de corte y empalme) y CT). AA en negrita forman ELs y los
restos Y y K enmarcados participan en la unién a croméforo.

1-60 MNPPSGPRVPPSPTQEPSCMATPAPPSWWDSSQSSISSLGRLPSISPTAPGTWAAAWYPL

61-120 PTVDVPBHARYTLGTVILLVGLTGMLGNLTVIYTFCRSRSLRTPANMFIINLAYSDFLMS

121-180  FTQAPVFFTSSLYKQWLFGETGCEFMAFCGALFGISSMITLTAIAMDRIYRIFEQGKRSY

181-240 IPPRFISPTSQVLLGVWLYALAWSLPPFFGWSAYVPEGLLTSCSWDYMSFTPAVRAYTML

241-300 LCCFVFFLPLLIIYCY!FIFRARGYPETENEAKIMLLVILLFVLSWARY SAVALVAFAG

301-380 YAHVLTF'YMSSVPAVIP@ASAIHNPIIYAITHPEQNVOKRKRSLKATSTVAAPPKGEDAE

361-363 AHK

B: Realizacion de mGluR6-melanopsina humana con IL2(DRIY), version Il de corte y empalme de IL3 y CT
derivado de mGIuR6

Seq. No. 3: secuencia de ADN

Secuencia de ADN codificante de quimeras (usando genes humanos). Las areas subrayadas codifican los dominios
intracelulares de mGIuR®6 (IL2, IL3 (versién Il de corte y empalme) y CT).
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1-60 ATGAACCCTCCTTCCGGGCCAAGAGTCCCGCCCAGCCCAACTCAAGAGCCCAGCTGLATG
61-120 GCCACCCCAGCACCACCCAGCTGETGGGACAGCTCCCAGAGCAGCATCTCCAGCCTGGGC
121180 CGGCTTCCATCCATCAGTCCCACAGCACCTGGGACTTGGGCTGCTGCCTGGGBTCCCCCTC
181-240 CCCACGGTTGATGTTCCAGACCATGCCCACTATACCCTGGGCACAGTGATCTIGCTGGTG
241-300 GGACTCACGGGGATGCTGGGCAACCTGACGGTCATCTATACCTTCTGCAGGAGCAGAAGC
301-360 CTCCGGACACCTGCCAACATGTTCATTATCAACCTCGCGGTCAGCGACTTCCTCATGTCC
361-420 TTCACCCAGGCCCCTGTCTTCTTCACCAGTAGCCTCTATAAGCAGTGGCTCTTTGGGGAG
421-480 ACAGGCTGCGAGTTCTATGCCTTCTGTGGAGCTCTCTTTGGCATTTCCTCCATGATCACC
481-540 CTGACGGCCATCGCCCTGGACCGTATCTACCGCATCTTTGAGCAGGGCAAGCGCTCEGTC
541-600 ACACCCCCTCCCTTCATCAGCCCCACCTCACAGGTCCTGCTGGGCGTTTIGGCTCTATGCC
801-660 CTGGCCTGGAGTCTGCCACCCTTCTICGGCTGGAGCGCCTACGTGCCCGAGGEGTTGLTG
661-720 ACATCCTGCTCCTGGGACTACATGAGCTTCACGCCGGCCGTOCGTGCCTACACCATGCTT
721-780  CTCTGCTGCTTCGTGTTCTTCCTCCCTCTGCTTATCATCATCTACTGCTACATCTTCATC
781-840 TTCAGGGCCATCAAGGCCCGTGGCGETGCCCGAGACCTTCAACGAGGCCAAGATCATGCTG
841.900 CTGGTCATCCTCCTCTTCGTGCTCTCCTGGGCTCCCTATTCCGCTGTGGCCCTGGETGGCC
901-960 TTTGCTGGGTACGCACACGTCCTGACACCCTACATGAGCTCGGTGCCAGCCGTCATCGCC
061-1020 AAGGCCTCTGCAATCCACAACCCCATCATTTACGCCATCACCCACCCCGAGCAGAATGTE
1021-1080 CAGAAGCGAMAGCGBAGCCTCAAGGCCALCTCCACGGTGGCAGCCLCACCCAAGGGCGAG
1081-1101 GATGCAGAGGCCCACAAGTAG

Seq. No. 4: Secuencia de aminoacidos

Secuencia de péptidos quimérica (usando genes humanos). Las areas subrayadas codifican los dominios

intracelulares de mGIuR®6 (IL2 (), IL3 (version |l de corte y empalme) y CT). AA en negrita forman ELs y los

restos Y y K enmarcados participan en la unién al croméforo.
1-60 MNPPSGPRVPPSPTQEPSCMATPAPPSWWDSSQSSISSLGRLPSISPTAPGTWAAAWYVPL
61-120 PTVDVPDHAHYTLGTVILLVGLTGMLGNLTVIYTFCRSRELRTPANMFHNLAVSDFLMS
121-180  FTQAPVF FI'SSLYKQWLFGETGCEFEAFCGALFGiSSMETLTAFAl DRI i RIFEQGKRSY
181-240 TPPPRISPTSQVLELGVWLYALAWSLPRPFFGWSAYVPEGLLTSCSWDYMSFTPAVRAYTML
241-300  LCCFVEFLPLLINYCYIFIFRAIKARGVPET FNEAKIMLLVILLFVLSWAPYSAVALVA
301-360 FAGYAHVLTPYMSSVPAViA@ASAIHNP]IYA!TH PEONYOKRKRSLKATSTVAAPPKGE
361-368 DAEAHK

C: Realizacion de mGluR6-melanopsina humana con IL1, IL2(DRIY), version | de corte y empalme de IL3 y CT
derivado de mGIuR6

Seq. No. 5: secuencia de ADN

Secuencia de ADN codificante de quimera (usando genes humanos). Las areas subrayadas codifican los dominios
intracelulares de mGIuR®6 (IL1, IL2, IL3 (versién | de corte y empalme) y CT).
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1-60 ATGAACCCTCCTTCGGECGCCAAGAGTCCCGCCCAGCCCAACCCAAGAGCCCAGCTGCATE
61-120 GCCACCCCAGCACCACCCAGCTGCTGGGACAGCTCOCAGAGCAGCATCTCCAGCCTGGGEC
121180 CGGCTTCCATCCATCAGTCCCACAGCACCTGGGACTTGGGCTBCTECCTGEGTCCCCCTC
181-240 CCCACGCGTTGATGTTCCAGACCATGCCCACTATACCCTGGGCACAGTGATCTTGCTGGTS
241-300 GGACTCACGGGGATGCTGGGCAACCTGACGGTCATCTATACCTTCGTGCGGTACAACAAL
301-360 ACGCCCATCOTCCOGGCCTCOGEGECCGAGAGCTCTTCATTATCAACCTCGCGGTCAGCGAC
361-420 TTCCTCATGTCCTTCACCCAGGCCCCTGTCTTCTTCACCAGTAGCCTCTATAAGCAGTGG
421-480 CTCTTTGGGGAGACAGGCTGCGAGTTCTATGCCTTCTGTEGAGCTCTCTTTGGCATTTCC
481-5640 TCCATGATCACCCTGACGGCCATCGCCCTGGACCGTATCTACCGCATCTTTGAGCAGGGEC
541-600 AAGCGCTCGGETCACACCCCCTCCCTICATCAGCCCCACCTCACAGGTCCTGCTBEGCGTT
601-660 TGGCTCTATGCCCTGGCCTGGAGTCTGCCACCCTTCTTCGGCTGGAGCGCCTACGTGCCC
661-720 GAGGGGTTGCTGACATCCTGCTCCTGCBACTACATGAGCTTCACGCCGGCCGTGCGTGCC
721-780  TACAGCATGCTTCTCTGCTGCTTCETETICTTCCTCCCTCTGCTTATCATCATCTACTGE
781-840 TACATCTTCATC TTCAGGGCCATCAAGGCCCETGGUGTGCCCGAGACCTTCAACGAGGCC
841-900 AAGATCATGCTGCTGGTCATCCTCCTCTTCGTGCTCTCCTGGGCTCCCTATTCCGCTGTG
901-860 GCCCTGGTGGCCTTTGCTGGGTACGCACACGTCOTGACACCCTACATGAGCTCGGTGCCA
961-1020 GCCGTCATCGCCAAGGCCTCTGCAATCCACAACCCCATCATTTACGCCATCACCCACCCC
1021-1080 GAGCAGAATGTGCAGAAGCGAAAGCOGAGCCTCAAGGCCACCTCCACGETGGCAGCGCCCA
1081-1113 CCCAAGGGCGAGGATGCAGAGGCCCACAAGTAG

Seq. No. 6: Secuencia de aminoacidos
Secuencia de péptidos quimérica (usando genes humanos). Las areas subrayadas codifican los dominios

intracelulares de mGIuR6 (IL1, IL2 (), IL3 (version | corte y empalme) y CT). AA en negrita forman ELs y
restos Y y K enmarcados participan en la unién al croméforo.

1-80 MNPPSGPRVPPSPTQEPSCMATPAPPSWWDSSQSSISSLGRLPSISPTAPGTWAAAWYPL

§1-120 PTVDVPDHAHYTLGTVILLVGLTGMLGNLTVIYTFYRYNNTPIVRASGRELFINLAVSD

121-180  FLMSFTQAPVFFTSSLYKQWLFGETGCEFAFCGALFGISSMITLTAIALDRIYRIFEQG

181-240 KRSVIPPPFISFTSQVLLGVWLYALAWSLPRFFGWSAYVPEGLLTSCSWDYMSFTPAVRA

241-300  YTMLLCCFVFFLPLLINYCYIFIFRAIKARGVPETENEAKIMLLVILLFVLSWAPRYSAY

301-360  ALVAFAGYAHVLTPYMSSVPAVIAKASAIHNPIYAITHPEGNYOKRKRSLKATSTVAAP

361-370 PKGEDAEAHK

D: mGluR6-melanopsina de ratén (segun realizacion A) con IL2(DRIY), version | de corte y empalme de IL3 y
CT derivado de mGIuR6

Seq. No. 7: secuencia de ADN

Secuencia de ADN codificante de quimeras (usando genes de ratén). Las areas subrayadas codifican los dominios
intracelulares de mGIuR®6 (IL2, IL3 (versién | de corte y empalme) y CT).

160 ATGGACTCTCCTTCAGGACCAAGAGTCTFGTCAAGCTTAACTCAGGATCCCAGCTTCACA
61-120 ACCAGTCCTGCCCTGCAAGGCATTTGGAACGGCACTCAGAACGTCTCCGTAAGAGCCCAG
121180 CTTCTCTCTGTTAGCCCCACGACATCTGCACATCAGGCTGCTGCCTGGETCCCCTTCCCC
181-240 ACAGTCGATGTCCCAGACCATGCTCACTATACCCTAGGCACGGTGATCCTGCTGGTGEGA
241-300 CTCACAGGGATGCTGGGCAATCTGACGGTCATCTACACCTTCTGCAGGAACAGAGGLCTG
301-380 CGGACACCAGCAAACATGTTCATCATCAACCTCGCAGTCAGCGACTTCCTCATGTCAGTC
361-420 ACTCAGGCCCCGBTCTTCTTTGCCAGCAGCCTCTACAAGAAGTGCCTCTTTEGGRAGACA
421-480 GGETTGCGAGTTCTATGCCTICTEGCGEGGGLTETCTTTGGCATCACTTCCATGATCACCCTG
481-540 ACAGCCATAGCCATGGACCGCATCTACCGCATTTTCGAGCAAGGGAAGCGCTCTGTCACG
541-600 CCGCCACCCTTCATCAGLCCCACCTCGCAGGETCCTGCTAGGCGTCTGGCTTTATGCCCTG
601-660 GCCTGGAGTCTGCCACCTTITCTTTGGTTGGAGTGCCTACGTGCCCGAGGGGCTGCTGACA
661-720 TCCTGCTCCTGGGACTACATGACCTTCACACCCCAGGTGCGTGCCTACACCATGCTGLTC
721-780 TTCTGCTTTGTCTICTTCCTCCCCCTGCTCATCATCATCTTCTGCTACATCTTCATCTTC
781-840 ACGGCCCGAGETGTGLCCAGAGACCTICAATGAAGCCAAGGTCGCACTGATTGTCATTCTT
841-900 CTCTTCGTGCTGICCTGGGECTCCCTACTCCACTGTGGCTCTGETGECCTTIGCTGGATAC
901-980 TCGCACATCCTGACGCCCTACATGAGCTCGGTGCCAGCCGTCATCGCCAAGGCTTCTGCC
961-1020 ATCCACAATCCCATTATCTACGCCATCACTCACCCCGAGCAGAACGTCGCAGAAGCGCAAG
1021-1080 CGCAGCCTCAAGAAGACCTCCACGATGGCGGCCCOCGOCCAAGAGCGAGAACTCAGAGGAC
1081-1089 GCCAAGTAG

Seq. No. 8: Secuencia de aminoacidos
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Secuencia de péptidos quimérica (usando genes de ratén). Las areas subrayadas codifican los dominios

intracelulares de mGIuR6 (IL2 (), IL3 (versién | de corte y empalme) y CT). AA en negrita forman ELs y los
restos Y y K enmarcados participan en la union al croméforo.

1-60 MDSPSGPRVLSSLTOQDPSFTTSPALQGIWVNGTGNY SVRAQLLSVSPTTSAHQAAAWVPFP
61-120 TVDYPDHAHYTLGTVILLVGLTGMLGNLTVIYTFCRNRGLRTPANMFIINLAYSDFLMSV
121-180 TQAPVFFASSLYKKWLFGETGCEF@AFCGAVFGITSMITLTAIAN.RIFEQGKRSVT
181-240 PPPFISPTSQVLLGVWLYALAWSLPPFFGWSAYVPEGLLTSCSWDYMTFTPQVRAYTMLL
241-300 FCFVFFLPLLINFCYIFIFRARGVPETENEAKVALIVILLFVLSWAPYSTVALVAFAGY

301-360 SHILTPYMSSVPAVIAKASAIHNPIYAITHPEQNVOKRKRSLKKTS TMAAPPKSENSED
361-362 AK

E: mGluR6-melanopsina de raton (segun realizacion C) con IL1, IL2(DRIY), version | de corte y empalme de
IL3 y CT derivado de mGluR6

Seq. No. 9: secuencia de ADN

Secuencia de ADN codificante de quimeras (usando genes de ratén). Las areas subrayadas codifican los dominios
intracelulares de mGIuR®6 (IL1, IL2, IL3 (versién | de corte y empalme) y CT).

1-60 ATGGACTCTCCTTCAGGACCAAGAGTCTTCTCAAGCTTAACTCAGGATCCCAGCTTCACA
81-120 ACCAGTCCTGCCCTGCAAGGCATTTGGAACGGCACTCAGAACGTCTCCGTAAGAGCCCAG
121-180 CTTCTCTCTGTTAGCCCCACGACATCTGCACATCAGGCTGCTGCCTGGETCCCCTICCCC
181-240 ACAGTCGATGTCCCAGACCATGCTCACTATACCCTAGGCACGGTGATCCTGCTGGTGGGA
241-300 CTCACAGGGATGCTGBGCAATCTGACGGTCATCTACACCTTCATGCGACACAACGACACT
301-360 CLCATAGTCCGCGCCTCTGGECCOTGAGCTTTTCATCATCAACCTCGCAGTCAGCGACTTC
361-420 CTCATGTCAGTCACTCAGGCCCCGGTCTTCTTTGCCAGCAGCCTCTACAAGAAGTGGCTC
421-480 TTTGGGGAGACAGGTTGCGAGTTCTATGCCTTCTGCEGGGCTGTCTTTGGCATCACTTCC
481-540 ATGATCACCCTGACAGCCATAGCCATGGACCGCATCTACCGCATITTCGAGCAAGGGAAG
541-600 CGCTCTGTCACGCCECCACCCTTCATCAGCCCCACCTCGCAGGTCCTGCTAGGCETCTGE
601-660 CTTTATGCCCTGGCCTEGGAGTCTGCCACCTITCTTTGGTTGGAGTGCLCTACGTGCCCGAG
861-720 GGCCTGCTGACATCCTGCTCCTGGBACTACATGACCTTCACACCCCAGRTGCGTECCTAC
721-780 ACCATGCTGCTCTICTGCTTTGTCTICTTCCTCCCCCTGCTCATCATCATCTICTGCTAC
781-840 ATCTTCATCTTCAGGGCCCCGAGGTETCCCAGAGACCTTCAATGAAGCCAAGGTCGCACTG
841-900 ATTGTCATTCTTICTCTTCGTGCTRTCCTGEGCTCCCTACTCCACTETEGLTCTEGTEGLC
901.960 TTTGCTGGATACTCGCACATCCTGACGCCCTACATGAGCTCGGTGCCAGCCGTCATCGCC
961-1020 AAGGCTTCTGCCATCCACAATCCCATTATCTACGCCATCACTCACCCCEAGCAGAACGTG
1021-1080 CAGAAGCGBAAGCGCAGCCTCAAGAAGACCTCCACGATGGCGGCECCGCCCAAGAGCGAG
1081-1101 AACTCAGAGGACGCCAAGTAG

Seq. No. 10: Secuencia de amino&cidos
Secuencia de péptidos quimérica (usando genes de ratén). Las areas subrayadas codifican los dominios

intracelulares de mGIuR®6 (IL1, IL2 (), IL3 (version | de corte y empalme) y CT). AA en negrita forman ELs y
los restos Y y K enmarcados participan en la unién al croméforo.

1-60 MDSPSGPRVYLSSLTQDPSFTTSPALQGIWNGTGNYSVRAGLLSVSPTTSAHQARAWYPFP
61-120 TVDVPDHAHYTLGTVILLVGLTGMLGNLTVIYTFMRHNDTPIVRASGREL FINLAVSDF
121-180 LMSVTQAPVFFASSLYKKWLFGETGCEFAFCGAVFGITSMITLTAIAMDRIYRIFEQGK
181-240 RSVTPPPFISPTSGVLL GVWLYALAWSLPPEEGWSAYVPEGLLTSCSWDYMTFTPQVRAY
241-300 TMLEFCFVFFLPLLIIFCYIFIFRARGVPETFNEAKVALIVILLFVLSWAPYSTVALVA

301-360 FAGYSHILTPYMSSVPAV!SAIHNPIIYA%THPEONVQKRK RSLKKTSTMAAPPKSE
361-366 NSEDAK

Ejemplos que documentan la activacion por luz a la cascada de sefalizacién de mGluR6 por una proteina GPCR
quimérica de mGluR6 a modo de ejemplo, en particular por una proteina quimérica mGluR6-melanopsina a modo de
ejemplo:

En estos primeros experimentos, se realiza un analisis funcional de la quimera mGluR6-melanopsina en células
renales embrionarias humanas cultivadas (células HEK293) que expresan establemente un canal de potasio GIRK:

Este experimento prueba el acoplamiento funcional de la activaciéon por luz de la quimera segun la realizacion a
modo de ejemplo D (Seq. No. 7 / 8) a canales GIRK en células HEK293, una capacidad conocida de mGluR6
funcionalmente activado y requiere la expresién de realizaciones de mGluR6-melanopsina sensible a la luz en
células renales embrionarias humanas cultivadas (células HEK293) que expresan establemente un canal de potasio
GIRK (células HEK293-GIRK).

En las células HEK293-GIRK, mGIuR6 se acopla intracelularmente mediante una proteina G al canal de potasio
Kir3.1/3.2 heteromérico (canal GIRK). Por tanto, la satisfactoria activacion por luz de la quimera mGIluR6-
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melanopsina puede ser indirectamente mostrada mediante la activacién de canales GIRK, dando corrientes de K*
medibles en experimentos electrofisioldgicos, como se muestra en la Fig. 2 y la Fig. 3.

La Figura 2 muestra respuestas de corrientes a células completas a rampas de tensién de 1 s entre -150 y +60 mV
registradas a partir de células HEK293-GIRK transfectadas con la quimera segun realizacién a modo de ejemplo D
(Seq. No. 7 / 8). Cuando la quimera de mGluR6-melanopsina se activa por luz azul (473 nm) (trazo gris oscuro), se
activan los canales GIRK. Las corrientes se midieron en ausencia de luz (sin activacion de mGluR6-melanopsina,
triangulos gris claros) y en presencia de luz (con activaciéon de mGluR6-melanopsina, circulos gris oscuros). El
diferencial se muestra como una linea negra gruesa y representa la relacion entre corriente-tension de los canales
de GIRK.

La Figura 3 muestra los resultados de experimentos de pinzamiento zonal de células completas en células HEK293-
GIRK transfectadas con la misma realizacién de la quimera de mGluR6-melanopsina segln la realizacion a modo de
ejemplo D (Seq. No. 7 / 8). Las corrientes K* salientes a través de los canales de GIRK llegan a ser visibles como
corrientes hiperpolarizantes durante el periodo de iluminacion a 473.

Los resultados mostrados en las Fig. 2 y Fig. 3 realizados con la quimera mGluR6-melanopsina segun realizacién a
modo de ejemplo D (Seq. No. 7 / 8) muestran:

- La parte de melanopsina extracelular de la quimera se activa por luz azul y se apaga cuando la luz azul se
apaga.

- La parte de mGIuR®6 intracelular de la quimera se acopla satisfactoriamente mediante una proteina G a los
canales de potasio GIRK, de manera que se mide una corriente de K saliente durante la estimulacion con luz,
que muestra cinética tipica de canales GIRK.

Por tanto, se llega a la conclusion de que la quimera mGluR6-melanopsina es funcional.

Se pueden aplicar métodos terapéuticos génicos como se conocen en la técnica para la expresiéon de la proteina
quimérica GPCR sensible a la luz capaz de acoplar la activacion por luz a la cascada de sefalizacion de mGIuR6. A
continuacion se describen dos métodos particulares, transduccion y electroporacion de rAAV, pero la invencién no se
limita a estos métodos particulares a modo de ejemplo:

La transduccion de rAAV es un primer ejemplo de un enfoque aplicable conocido en la técnica:

Primero, se perfora cuidadosamente la esclerética con una aguja hipodérmica y entonces se inyecta por via
subrretiniana (Pang JJ et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 49(10):4278-83, 2008) o por via intravitrea (mas segura
y probablemente mas eficiente - Park et al. Gene Ther 16(7): 916-926, 2009) en el ojo aproximadamente 1
microlitro de rAAV (correspondiente a aproximadamente 10" copias de genoma). Después de
aproximadamente 4 semanas, se expresa la quimera y se pueden realizar experimentos
electrofisiolégicos/morfoldgicos.

Las lanzaderas de rAAV para administracion génica mantienen varias ventajas terapéuticas génicas:

a) rAAV2s son actualmente los vectores mas satisfactorios para terapia génica, muestran inmunogenicidad
minima (Buch PK et al., Gene Ther 15:849-857, 2008).

b) Existen varios serotipos con diferente especificidad por célula. La fenilalanina de la capside (F) para
mutaciones de tirosina (F) de serotipo 8 {rAAV2/8 (Y733F)} y serotipo 2 {rAAV2/2
(Y252,272,444,500,704,730F)} son actualmente las lanzaderas de rAAV mas prometedoras para transducir
células retinianas internas (Pang JJ et al. Gen Ther 19(2):234-242, 2011; Petrs-Silva H et al., Mol Ther
19(2): 293-301, 2011).

¢) La administracion de rAAV da como resultado la expresion de ADN a largo plazo (varios afos o incluso
permanentemente) - es suficiente un Unico tratamiento con rAAV, no es necesario volver a aplicar.

d) La localizacion de ADN en células bipolares ENCENDIDAS se puede lograr, por ejemplo, por:

I) el serotipo de rAAV (rAAV2/8 y rAAV2/2 son actualmente los mas prometedores para células
retinianas internas),

II) direccionamiento de receptor de rAAV de proteinas bipolares ENCENDIDAS especificas de la
superficie celular (es decir, nictalopina, mGluR6, TRPM12),

IIl) promotor o secuencia potenciadora/promotora de célula bipolar ENCENDIDA especifica (se
usan comunmente promotores de mGIuR6 y mGluR6/sv40, alternativamente la secuencia
promotora/potenciadora deriva de la de Ggamma13, la de nictalopina o la de TRPM12),
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IV) la presencia de la proteina G especifica de mGluR6 G-alfa(o) exclusivamente en células
bipolares ENCENDIDAS, asi que solo las células bipolares ENCENDIDAS pueden acoplar
eficazmente mGIuR6 a su cascada enzimatica.

La electroporacion es un segundo ejemplo de un enfoque aplicable conocido en la técnica: se disuelven ADNs que
codifican la proteina quimérica bajo el control de un promotor especifico de célula bipolar ENCENDIDA en una
solucion salina estéril y se inyectan por via subrretiniana. La inyeccién va seguida por la aplicacion de impulsos de
tension transrretiniana usando un electrodo detras de la retina y uno enfrente de la retina. La polaridad de las etapas
de tensién es positiva en el lado de la célula ganglionar y negativa en el lado del fotorreceptor. Los impulsos de
tension actian para permeabilizar temporalmente la membrana celular, mientras que al mismo tiempo tira del ADN
negativamente cargado hacia el polo positivo y en las células retinianas (Lagali PS et al. Nat Neurosci. 11(6):667-75,
2008, Matsuda T y Cepko CL, PNAS 101(1):16-22, 2004).

Los siguientes ejemplos documentan la transduccién de rAAV y la expresion de ADN que codifica una proteina
quimérica GPCR sensible a la luz a modo de ejemplo capaz de acoplar la activacion por luz a la cascada de
senalizacion especificamente en células bipolares ENCENDIDAS de ratén, y en particular de transduccion y
expresion de ADN que codifica una proteina quimérica de mGluR6-melanopsina a modo de ejemplo:

En una primera serie del experimento, se prueba si el gen quimérico mGluR6-melanopsina segun la realizaciéon a
modo de ejemplo D (Seq. No. 8) se administra en las células bipolares ENCENDIDAS de la retina de raton usando
virus recombinante adenoasociado mutado en la capside de tirosina rAAV2/8(Y733F) y rAAV2/2(Y252,
272,444,500,704,730F).

Este experimento también prueba si la expresion de células bipolares ENCENDIDAS especificas de mGIuR6-
melanopsina (realizacion D de quimera) se logra usando el elemento del promotor del potenciador sv40 de mGluR6
(Kim DS et el., J Neurosci 28(31):7748-64, 2008).

Los resultados se muestran en la Figura 4 y documentan la transduccion satisfactoria y especifica de mGIluR6-
melanopsina de células bipolares ENCENDIDAS de bastones y conos de ratéon usando un vector mutante de la
capside de rAAV2/2 seis semanas después de la administracion subrretiniana o intravitrea, como se detalla a
continuacion:

Una secci6on a través de una retina de raton transducida con PRmGIuR6/sv40-"mGluR6-melanopsina"-IRES-
TurboFP635 usando un vector de rAAV2/2 que contiene seis mutaciones de fenilalanina (F) de la capside por
tirosina (F) (Y252,272,444,500,704,730F; Petrs-Silva H et al., Mol Ther 19(2): 293-301, 2011). El virus se inyecté por
via subrretiniana seis semanas antes del analisis anatomico. La expresion del transgén (mGluR6-melanopsina) y el
indicador (TurboFP635) fue conducida por el promotor del elemento basal del potenciador sv40 de mGIuR6 (Kim DS
et el., J Neurosci 28(31):7748-64, 2008). En el primer panel, la tincién nuclear con DAPI| muestra la capa nuclear
externa (ONL), la capa nuclear interna (INL) y la capa de células ganglionares (GCL) de la retina. En el segundo
panel, todas las células bipolares ENCENDIDAS de bastones se marcaron usando un anticuerpo PKC Alfa. El dltimo
panel (rAAV) muestra el gen indicador TurboFP635, y, por tanto, indica la satisfactoria transduccién con la
construccion PRmGIuR6/sv40-"mGluR6-melanopsina”-IRES-TurboFP635.

Cinco células bipolares ENCENDIDAS de bastones muestran marcado indicador (puntas de flecha soélidas), mientras
que cuatro células adicionales marcadas dentro del INL probablemente indican células bipolares ENCENDIDAS de
conos (puntas de flecha abiertas). Esto es la prueba de principio de que la proteina activable por luz mGluR6-
melanopsina se puede introducir y expresar especificamente en las células diana (células bipolares ENCENDIDAS )
usando vectores de rAAV, que son admitidos para tratamiento terapéutico génico clinico en el ojo humano (Jacobson
S et al., Arch Ophthalmol 298v1-16, 2011). La barra de escala indica 10 pm.

Se pueden aplicar métodos electrofisioldgicos como se conocen en la técnica para probar la funcion apropiada de la
mGIuR6-melanopsina expresada en células bipolares ENCENDIDAS retinianas de ratones rd1 (Pde6b™') FVB/N
ciegos.

Por tanto, en una segunda serie de experimentos, un analisis funcional de la quimera mGluR6-melanopsina en la
retina de raton muestra ex vivo que la mGluR6-melanopsina introducida en las células bipolares ENCENDIDAS de la
retina de un ratdn rd1 ciego (sin fotorreceptores) convierte la retina en sensible a la luz.

La Figura 5 muestra tres ejemplos de respuestas a la luz de diferentes tipos de células ganglionares en montajes
completos de retina de ratones rd1 ciegos, que han sido tratados con rAAVs que contienen el gen de mGluR6-
melanopsina (realizacion D de quimera Seq. No. 7):

En particular, se registraron las respuestas a la luz de las células ganglionares retinianas en la retina de ratén rd1 de
nueve semanas de edad (retina sin células fotorreceptoras), un mes después de introducir mGluR6-melanopsina en
las células bipolares ENCENDIDAS retinianas usando un vector de rAAV como se detall6 a continuacion:

Se muestran las respuestas extracelulares de tres tipos de células, una célula ENCENDIDA transitoria (A), una
célula APAGADA transitoria (B) y una célula ENCENDIDA sostenida (C). Los graficos de trama a continuacion de
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cada trazo (D-F) demuestran que fueron reproducibles las respuestas a la luz al mismo estimulo de luz. Se proyect6
luz de 465 nm sobre los montajes completos retinianos durante la duracion indicada en gris a continuaciéon de los
trazos extracelulares.

Y se observa que es poco probable que la respuesta sostenida (B) sea la de una célula ganglionar de melanopsina,
que son conocidas por tener una aparicion maxima significativamente mas lenta (>2,5 s; Schmidt TM et al.,
Neurophysiol 100(1):371-84, 2008) en ausencia de la entrada de fotorreceptor.

Asi, los resultados mostrados en la Figura 5 documentan que la mGluR6-melanopsina expresada en células
bipolares ENCENDIDAS es capaz de restaurar la sensibilidad a la luz en la retina ciega.

En resumen, las Figuras 4 y 5 muestran que:

- rAAVs, que son admitidos para el tratamiento terapéutico génico clinico en el ojo humano (Jacobson S et al.,
Arch Ophthalmol 298v1-16, 2011), son capaces de suministrar el gen mGluR6-melanopsina a las células
bipolares ENCENDIDAS.

- Se puede usar el serotipo de rAAV, las mutaciones de las capsides de rAAV y los elementos
promotores/potenciadores especificos de célula para dirigir especificamente células bipolares ENCENDIDAS
para la expresién de mGluR6-melanopsina.

- La mGluR6-melanopsina expresada es funcional y convierte una retina ciega en sensible a la luz.

Por tanto, se llega a la conclusion de que la mGluR6-melanopsina es funcional en sus células diana, las células
bipolares de la retina.

Un fotosensor éptimo para células bipolares ENCENDIDAS debe dar una gran diferencial de respuesta a la luz. La
mGluR6-melanopsina hiperpolariza las células bipolares ENCENDIDAS tras la estimulacion con luz, a diferencia de
la canalrodopsina, que es despolarizante. Puesto que las células bipolares ENCENDIDAS en un ratén rd1 ciego
estan ya en un estado adaptado a la luz (despolarizado), la activacién con luz de mGluR6-melanopsina da como
resultado un gran diferencial de respuesta a la luz.

La Figura 6 muestra que la retina de un ratén rd1 (Pdeeb““) FVB/N ciego adaptado a la oscuridad esta en un estado
adaptado a la luz.

Los paneles A - D muestran secciones a través de la retina de ratdbn de ratones ciegos y no mutantes
inmunomarcados con el anticuerpo de conejo anti-Rab1A para mostrar que la retina adaptada a la oscuridad de un
raton rd1 ciego esta de hecho en un estado "adaptado a la luz" (despolarizado), que corresponde al estado
"adaptado a la luz" de una retina no mutante. El anticuerpo anti-Rab1A marca células bipolares ENCENDIDAS de la
retina interna (capa nuclear interna (INL), terminales en la capa de células ganglionares (GCL)) y su nivel de
expresion depende, en una retina sana, de la intensidad de la luz ambiente (Huang W et al., J Vis Neurosci 26(5-
6):443-452, 2009). Como era de esperar, el inmunomarcado con anti-Rab1A (estructuras negras) solo fue visible en
la retina de ratén no mutante (BL6) adaptada a la luz (B) y no en la adaptada a la oscuridad (A). Sin embargo, los
niveles de expresion de anti-Rab1A fueron idénticos en retinas rd1 adaptadas a la oscuridad (C) y adaptadas a la luz
(D), faltando la capa nuclear externa (ONL) que contiene los fotorreceptores, y los niveles de expresion de anti-
Rab1A fueron similares a la retina de BL6 sanos adaptados a la luz.

Asi, se llega a la conclusién de que la retina rd1 de un ratén ciego esta permanentemente en un estado adaptado a
la luz (despolarizado). El sensor de luz 6ptimo debe, por tanto, hiperpolarizar las células bipolares ENCENDIDAS
tras la estimulacion con luz para garantizar una gran diferencial de sefal de luz, y asi hace la mGluR6-melanopsina.
Los tiempos de exposicion para la obtencién de imagenes de todos los paneles fueron idénticos.
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<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Homo sapiens"

<400> 1

atgaacccte
gccaceccag
cggcttccat
cccacggttg
ggactcacgg
ctccggacac
ttcacccagg
acaggctgcg
ctgacggeca
acacccecte
ctggectgga
acatcctget
ctctgetget
ttecagggeceo
cteectetteg
tacgcacacyg
gcaatccaca
aagcggagcec

gcccacaagt

cttoggggece
caccacccag
ccatcagtcc
atgttccaga
ggatgctggg
ctgccaacat
ccecctgtett
agttectatge
tegecctgga
cctteatecag
gtctgecace
cctgggacta
tcgtgttett
gtggegtgec
tgctetecetg
tcctgacacc
acceceateat
tcaaggcecac

ag

aagagtcccg
etggtgggac
cacagcacct
ccatgcccac
caacctgacg
gttecattatc
ctteaccagt
cttetgtgga
cegtatctac
ccccaccteoa
cttettegge
catgagcttc
cctcectcetg
cgagacctte
ggctccctat
ctacatgagc
ttacgccatc

ctccacggtg

cccageoccaa
agceteccaga
gggacttggg
tataccctgg
gtcatctata
aacctcgegg
agcctctata
gctetetttg
cgcatetttg
caggtcctge
tggagecgect
acgccggceg
cttatcatca
aacgaggcca
tecgetgtgg
teggtgecag
agccaccacy

gcageeccac

15

cccaagagec
gcagecatete
ctgctgcctg
gcacagtgat
ccttectgecag
tcagcgactt
agcagtgget
gecatttecte
agecagggcaa
tgggegtttyg
acgtgcooga
tgcgtgecta
tctactgcta
agatcatgct
cecctggtgge
ccgteoatcge
agcagaatgt

ccaagggega

cagctgeatg
cagcctggge
ggtcccccte
cttgctggtg
gagcagaagc
cctecatgtec
ctttggggag
catgatcace
gegeteggte
getectatgee
ggggttgcetg
caccatgectt
catcttcatc
getggtceate
ctttgetggg
caaggecctet
gcagaagcga

ggatgcagag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1092
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<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Homo sapiens"

<400> 2

Met Asn
Pro Ser
Gln Ser
Ala Pro
50
Val Pro
Gly Leu
Arg Ser
Ala Val
Thr Ser
130
Phe Tyr
145
Leu Thr
Lys Arg
Leu Leu
Phe Gly
210
Trp Asp
225
Leu Cys
Tyr Ile
Ala Lys
Pro Tyr
290
Leu Thr
305
Ala Tle
Val Gln

Pro Pro

Pro
Cys
Ser
35

Gly
Asp
Thr
Arg
Ser
115
Ser
Ala
Ala
Ser
Gly
195
Trp
Tyr
Cys
Phe
Ile
275
Ser
Pro
His
Lys

Lys
355

Pro
Met
Ile
Thr
His
Gly
Ser
100
Asp
Leu
Phe
Ile
Val
180
Val
Ser
Met
Phe
Ile
260
Met
Ala
Tyr
Asn
Arg

340
Gly

Ser
Ala
Ser
Trp
Ala
Met
85

Leu
Phe
Tyr
Cys
Ala
165
Thr
Trp
Ala
Ser
val
245
Phe
Leu
Val
Met
Pro
325

Lys

Glu

Gly Pro Arg Val Pro Pro
10
Thr Pro Ala Pro Pro Ser
25
Ser Leu Gly Arg Leu Pro
40
Ala Ala Ala Trp Val Pro
55
His Tyr Thr Leu Gly Thr
70 75
Leu Gly Asn Leu Thr val
90
Arg Thr Pro Ala Asn Met
105
Leu Met Ser Phe Thr Gln
120
Lys Gln Trp Leu Phe Gly
135
Gly Ala Leu Phe Gly Ile
150 155
Leu Asp Arg Ile Tyr Arg
170
Pro Pro Pro Phe Ile Ser
185
Leu Tyr Ala Leu Ala Trp
200
Tyr Val Pro Glu Gly Leu
215
Phe Thr Pro Ala Val Arg
230 235
Phe Phe Leu Pro Leu Leu
250
Arg Ala Arg Gly Val Pro
265
Leu Val Ile Leu Leu Phe
280
Ala Leu Val Ala Phe Ala
295
Ser Ser Val Pro Ala val
310 315
Ile Ile Tyr Ala Ile Thr
330
Arg Ser Leu Lys Ala Thr
345
Asp Ala Glu Ala His Lys
360

16

Ser
Trp
Ser
Leu

60
val
Ile
Phe
Ala
Glu
140
Ser
Ile
Pro
Ser
Leu
220
Ala
Ile
Glu
val
Gly
300
Ile
His

Ser

Pro

Trp
Ile

45
Pro
Ile
Tyr
Ile
Pro
125
Thr
Ser
Phe
Thr
Leu
205
Thr
Tyr
Ile
Thr
Leu
285
Tyr
Ala

Pro

Thr

Thr
Asp

30
Ser
Thr
Leu
Thr
Ile
110
Val
Gly
Met
Glu
Ser
190
Pro
Ser
Thr
Ile
Phe
270
Ser
Ala
Lys

Glu

Val
350

Gln

15
Ser
Pro
val
Leu
Phe

95
Asn
Phe
Cys
Ile
Gln
175
Gln
Pro
Cys
Met
Tyr

255
Asn

Trp
His
Ala
Gln

335
Ala

Glu
Ser
Thr
Asp
Val
Cys
Leu
Phe
Glu
Thr
160
Gly
Val
Phe
Ser
Leu
240
Cys
Glu
Ala
val
Ser
320

Asn

Ala
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<210> 3
<211> 1101
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> fuente
<222>1..1101

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Homo sapiens"

<400> 3
atgaaccctc ctteggggec aagagtcceg cccagcccaa cccaagagee cagetgeatg 60
gccacccocag caccacceag ctggtgggac agetcecaga geagcatctce cageoctggge 120
cggetteocat ccatcagtee cacagecacct gggacttggg ctgcectgectg ggteccecte 180
cocacggttg atgttcoccaga ccatgerocac tatacccoctgg gcacagtgat cttgetggtg 240
ggactcacgg ggatgctggg caacctgacg gtcatctata ccttctgecag gagecagaage 300
ctececggacac ctgcocaacat gttcattatc aacctegegg tcagegactt ccotcatgtee 360
tteacccagyg coccectgtett ctteaccagt agectcectata ageagtgget ctttggggag 420
acaggctgeg agttctatge cttctgtgga gotctetttg geattteocte catgatcace 480
ctgacggoca toegoectgga cogtatetac ¢geatetttg ageagggeaa goegeteggte 540
acaccccecte ccttecatecag ccccaccteca caggtectge tgggegtttg getctatgee 600
ctggcctgga gtctgccace cttcecttocgge tggagecgect acgtgcccga ggggttgctg 660
acatcectget cctgggacta catgagette acgceggecg tgegtgecta caccatgett 720
ctctgetget tegtgttett cctecectotg cttatcatca tctactgeta catctteate 780
ttcagggcca tcaaggcecg tggegtgecc gagaccttca acgaggccaa gatcatgcetg 840
ctggtcatee tectettegt getctectgg geotcectatt cegetgtgge cetggtggece 800
tttgectgggt acgcacacgt cctgacacce tacatgaget cggtgocage cgtcategec 960
aaggcctetg caatccacaa ccccatcatt tacgeocatca cccaccccga geoagaatgtg 1020
cagaagcgaa agcggagect caaggcecacce tocacggtgg cagcocccace caagggogag 1080
gatgcagagg cccacaagta g 1101

<210>4

<211> 366

<212> PRT

<213> Homo sapiens

17
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<220>
<221> FUENTE
<222>1..366

ES 2766 398 T3

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Homo sapiens"

<400> 4

Met Asn Pro Pro Ser Gly Pro Arg Val Pro Pro Ser Pro Thr Gln Glu

Pro Ser Cys

Gln Ser Ser
35
Ala Pro Gly
50
Val Pro Asp
65
Gly Leu Thr

Arg Ser Arg

Ala val Ser
115
Thr Ser Ser
130
Phe Tyr Ala
145
Leu Thr Ala

Lys Arg Ser

Leu Leu Gly
195
Phe Gly Trp
210
Trp Asp Tyr
225
Leu Cys Cys

Tyr Ile Phe

Phe Asn Glu
275

Ser Trp Ala

290

Ala His Val

305

Lys Ala Ser

Glu Gln Asn

Val Ala Ala
355

<210>5
<211> 1113
<212> ADN

<213> Homo sapiens

Met
20

Ile
Thr
His
Gly
Ser
100
Asp
Leu
Phe
Ile

Val

“an
1loUy

Val
Ser
Met
Phe
Ile
260
Ala
Pro
Leu
Ala
Val

340
Pro

5
Ala

Ser
Trp
Ala
Met
85

Leu
Phe
Tyr
Cys
Ala
165
Thr
Trp
Ala
Ser
val
245
Phe
Lys
Tyr
Thr
Ile
325

Gln

Pro

10
Thr Pro Ala Pro Pro Ser
25
Ser Leu Gly Arg Leu Pro
40
Ala Ala Ala Trp Val Pro
55
His Tyr Thr Leu Gly Thr
70 75
Leu Gly Asn Leu Thr val
90
Arg Thr Pro Ala Asn Met
105
Leu Met Ser Phe Thr Gln
120
Lys Gln Trp Leu Phe Gly
135
Gly Ala Leu Phe Gly Ile
150 155
Leu Asp Arg Ile Tyr Arg
170
Pro Pro Pro Phe Ile Ser
185
Leu Tyr Ala Leu Ala Trp
200
Tyr Val Pro Glu Gly Leu
215
Phe Thr Pro Ala Val Arg
230 235
Phe Phe Leu Pro Leu Leu
250
Arg Ala Ile Lys Ala Arg
265
Ile Met Leu Leu Val Ile
280
Ser Ala Val Ala Leu Val
295
Pro Tyr Met Ser Ser Val
310 315
His Asn Pro Ile Tle Tyr
330
Lys Arg Lys Arg Ser Leu
345
Lys Gly Glu Asp Ala Glu
360

18

Trp
Ser
Leu

60
Val
Ile
Phe
Ala
Glu
140
Ser
ITle
Pro
Ser
Leu
220
Ala
Ile
Gly
Leu
Ala
300
Pro
Ala

Lys

Ala

15

Trp Asp Ser

Ile

45
Pro
Ile
Tyr
Ile
Pro
125
Thr
Ser
Phe
Thr
Leu
205
Thr
Tyr
Ile
val
Leu
285
Phe
Ala
Ile

Ala

His
365

30
Ser

Thr
Leu
Thr
Ile
110
val

Gly

Met

Thr
Ile
Pro
270
Phe
Ala
Val
Thr
Thr

350
Lys

Pro
val
Leu
Phe

85
Asn
Phe
Cys
Ile
Gln
175
Gln
Pro
Cys
Met
Tyr
255
Glu
Val
Gly
Ile
His

335
Ser

Ser
Thr
Asp
Val
80
Cys
Leu
Phe
Glu
Thr
160
Gly
Val
Phe
Ser
Leu
240
Cys
Thr
Leu
Tyr
Ala
320

Pro

Thr
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<220>
<221> fuente
<222>1..1113

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Homo sapiens"

10

15

<400> 5
atgaaccctce ctteggggece aagagtcecceg cccageccaa cccaagagece cagetgeatg &0
gccaccecoag caccaccocag ctggtgggac agctcccaga gecagceatcte cagoccotggge 120
cggctteccat ccatcagtec cacagcacct gggacttggg ctgetgectg ggtcccocte 180
cccacggttg atgttccaga ccatgcccac tataccctgg gcacagtgat cttgctggtg 240
ggactcacgg ggatgctggg caacctgacg gtcatctata ccttcgtgeg gtacaacaac 300
acgcccatog teegggecte gggecgagag ctcocttcatta tcaacctege ggtcagegac 360
ttoecteatgt cctteacoca ggeccectgte ttetteacca gtagocteta taageagtgg 420
ctetttgggg agacaggetyg cgagttetat geoettoetgtg gagetcotett tggeatttec 480
tcecatgatca ccctgacgge categccetg gaccgtatect accgcatctt tgagcaggge 540
aagcgcetegg tcacacceee teccttcate agecccacet cacaggtcect getgggegtt 600
tggctctatg ccctggectg gagtctgcca ceccttettecg getggagocge ctacgtgccece 660
gaggggttgc tgacatcctg ctectgggac tacatgaget tcacgecgge cgtgegtgec 720
tacaccatgc ttctctgctg cttegtgttce ttcctececcte tgettatcat catctactge 780
tacatctteca tectteocaggge catcaaggec cgtggegtge cocgagacctt caacgaggec 840
aagatcatgc tgctggtcat cctcctcttc gtgctcectect gggetcccta ttcecgectgtg 900
gocctggtgyg cetttgetgg gtacgecacac gtcocctgacac cctacatgag cteggtgeca 960
gccgtcatcg ccaaggectce tgecaatccac aacccecatca tttacgceccat cacccacccece 1020
gagcagaatg tgcagaagcg aaagcggagc ctcaaggceca cctccacggt ggcagcccca 1080
cccaagggeyg aggatgcaga ggeoccacaag tag 1113

<210> 6

<211> 370

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> FUENTE

<222>1..370

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Homo sapiens
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<400> 6

Met Asn Pro
Pro Ser Cys

Gln Ser Ser
35
Ala Pro Gly
50
Val Pro Asp
65
Gly Leu Thr

Arg Tyr Asn

Ile Ile Asn
115
Pro Val Phe

130
Thr Gly Cys
145
Ser Met Ile

Phe Glu Gln

Thr Ser Gln
195
Leu Pro Pro
210
Thr Ser Cys
225
Tyr Thr Met

Ile Ile Tyr

Vval Pro Glu
275

Leu Phe Val

290

Phe Ala Gly

305

Ala Val Ile

Ile Thr His

Ala Thr Ser
355

His Lys
370

<210>7
<211> 1089
<212> ADN

<213> Mus sp.

<220>
<221> fuente

<222>1..1089

Pro
Met
20

Ile
Thr
His
Gly
Asn
100

Leu

Phe

Glu
Thr
Gly
180
val
Phe
Ser
Leu
Cys
260
Thr
Leu
Tyr
Ala
Pro

340
Thr

Ser
Ala
Ser
Trp
Ala
Met
85

Thr

Ala

Thr

Phe
Leu
165
Lys
Leu
Phe
Trp
Leu
245
Tyr
Phe
Ser
Ala
Lys
325
Glu

Val

ES 2766 398 T3

Gly Pro Arg Val Pro Pro
10
Thr Pro Ala Pro Proc Ser
25
Ser Leu Gly Arg Leu Pro
40
Ala Ala Ala Trp Val Pro
55
His Tyr Thr Leu Gly Thr
70 75
Leu Gly Asn Leu Thr Val
90
Pro Ile Val Arg Ala Ser
105
Val Ser Asp Phe Leu Met
120
Ser Ser Leu Tyr Lys Gln

135
Tyr Ala Phe Cys Gly Ala
150 155
Thr Ala Ile Ala Leu Asp
170
Arg Ser val Thr Pro Pro
185
Leu Gly Val Trp Leu Tyr
200
Gly Trp Ser Ala Tyr Val
215
Asp Tyr Met Ser Phe Thr
230 235
Cys Cys Phe Val Phe Phe
250
Ile Phe Ile Phe Arg Ala
265
Asn Glu Ala Lys Ile Met
280
Trp Ala Pro Tyr Ser Ala
295
His Val Leu Thr Pro Tyr
310 315
Ala Ser Ala Ile His Asn
330
Gln Asn Val Gln Lys Arg
345
Ala Ala Pro Pro Lys Gly
360

20

Ser
Trp
Ser
Leu

60
Val
Ile
Gly
Ser
Trp

140
Leu

Arg
Pro
Ala
Pro
220
Pro
Leu
Ile
Leu
val
300
Met
Pro
Lys

Glu

Pro
Trp
Ile

45
Pro
Ile
Tyr
Arg
Phe

125
Leu

Phe
Ile
Phe
Leu
205
Glu
Ala
Pro
Lys
Leu
285
Ala
Ser
Ile
Arg

Asp
365

Thr
Asp

30
Ser
Thr
Leu
Thr
Glu
110
Thr

Phe

Gly
Tyr
Ile
190
Ala
Gly
val
Leu
Ala
270
val
Leu
Ser
Ile
Ser

350
Ala

Gln

15
Ser
Pro
val
Leu
Phe

95
Leu

Gln

Gly

Ile
Arg

175
Ser

Trp
Leu
Arg
Leu
255
Arg
Ile
val
Val
Tyr
335

Leu

Glu

Glu
Ser
Thr
Asp
Val
80
Val
Phe
Ala
Glu
Ser
160
Ile
Pro
Ser
Leu
Ala
240
Ile
Gly
Leu
Ala
Pro
320
Ala
Lys

Ala
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<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus <ratén, género>"

<400>7
atggactctc cttcaggacc aagagtcttg tcaagcttaa ctcaggatcc cagcttcaca 60
accagtcctg ccotgcaagg catttggaac ggcactcaga acgtctccgt aagageccag 120
cttectetetg ttagecccae gacatctgeoa catcaggetg ctgectgggt ccccttecce 180
acagtcegatyg tcccagacca tgectcactat accctaggea cggtgatcct gotggtggga 240
ctcacaggga tgctgggcaa tctgacggtc atctacacct tctgcaggaa cagaggcctg 300
cggacaccag caaacatgtt catcatcaac ctegeagtea gegactteoct catgteagte 360
actcaggece cggtettett tgecagecage ctctacaaga agtggetett tggggagaca 420
ggttgegagt tctatgeett ctgegggget gtctttggea tcacttecat gatcaccoctg 480
acagccatag ccatggaceg catctaccge attttcegage aagggaageg ctetgtcacg 540
cegecaccect tcatcagece cacctegeag gtectgetag gegtetgget ttatgeectg 600
gcctggagte tgccaccettt ctttggttgg agtgectacg tgeoceccgaggg getgetgaca 660
tcctgetect gggactacat gaccttcaca ccccaggtge gtgectacac catgetgete 720
ttectgetttg tetteottect ceococetgeote atcatcatet teotgectacat ctteatette 780
agggcccgag gtgtgccaga gaccttcaat gaagccaagg tcgcactgat tgtcattctt 840
ctettecgtge tgtecctggge tccctactce actgtggetce tggtggectt tgcoctggatac 900
tcgcacatcec tgacgcccta catgagetcg gtgccageccg tcatcgccaa ggcttctgec 960
atccacaatce ccattateta cgcocatcact caccoecgage agaacgbgca gaagcggaag 1020
cgcagectea agaagaccte cacgatggeg gecccgecca agagcegagaa ctcagaggac 1080
gecaagtag 1089

<210>8

<211> 362

<212> PRT

<213> Mus sp.
<220>

<221> FUENTE
<222>1..362

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus <ratén, género>"

<400> 8
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<210>9
<211> 1101
<212> ADN

Met
Pro
Gln
Ser
Pro
65

Leu
Asn
val
Ser
Tyr
145
Thr
Arg
Leu
Gly
Asp

225
Phe

Ile
Lys
Tyr
Thr
305
Ile

Gln

Pro

<213> Mus sp.

<220>

<221> fuente

<222>1..11

01

Asp
Ser
Asn
Ala
50

Asp
Thr
Arg
Ser
Ser
130
Ala
Ala
Ser
Gly
Trp
210
Tyr

Cys

Phe
val
Ser
290
Pro
His
Lys

Lys

Ser
Phe
Val
35

His
His
Gly
Gly
Asp
115
Leu
Phe
Ile
Val
Val
195
Ser

Met

Phe

Ile
Ala
275
Thr
Tyr
Asn
Arg

Ser
355

Pro
Thr
20

Ser
Gln
Ala
Met
Leu
100
Phe
Tyr
Cys
Ala
Thr
180
Trp
Ala
Thr
val
FPhe
260
Leu
Val
Met
Pro
Lys

340
Glu

Ser
Thr
Val
Ala
His
Leu
85

Arg
Leu
Lys
Gly
Met
165
Pro
Leu
Tyr
Phe
Phe

245
Arg

Ile
Ala
Ser
Ile
325
Arg

Asn

ES 2766 398 T3

Gly Pro Arg Val Leu Ser
10
Ser Pro Ala Leu Gln Gly
25
Arg Ala Gln Leu Leu Ser
40
Ala Ala Trp Val Pro Phe
55
Tyr Thr Leu Gly Thr Val
70 75
Gly Asn Leu Thr Val Ile
90
Thr Pro Ala Asn Met Phe
105
Met Ser val Thr Gln Ala
120
Lys Trp Leu Phe Gly Glu
135
Ala Val Phe Gly Ile Thr
150 155
Asp Arg Ile Tyr Arg Tle
170
Pro Pro Phe Ile Ser Pro
185
Tyr Ala Leu Ala Trp Ser
200
Val Pro Glu Gly Leu Leu
215
Thr Pro Gln Val Arg Ala
230 235
Phe Leu Pro Leu Leu Ile

250
Ala Arg Gly Val Pro Glu
265
Val Ile Leu Leu Phe Val
280
Leu Val Ala Phe Ala Gly
295
Ser Val Pro Ala Val Ile
310 315
Ile Tyr Ala Ile Thr His
330
Ser Leu Lys Lys Thr Ser
345
Ser Glu Asp Ala Lys
360

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus <ratén, género>"

<400>9

22

Ser
Ile
val
Pro

60
Ile
Tyr
Ile
Pro
Thr
140
Ser
Phe
Thr
Leu
Thr
220
Tyr

Ile

Thr
Leu
Tyr
300
Ala

Pro

Thr

Leu
Trp
Ser

45
Thr
Leu
Thr
Ile
val
125
Gly
Met
Glu
Ser
Pro
205
Ser

Thr

Ile

Phe
Ser
285
Ser
Lys
Glu

Met

Thr
Asn

30
Pro
Val
Leu
Phe
Asn
110
Phe
Cys
Ile
Gln
Gln
190
Pro
Cys
Met
Phe
Asn
270
Trp
His
Ala
Gln

Ala
350

Gln

15
Gly
Thr
Asp
Val
Cys

95
Leu
Phe
Glu
Thr
Gly
175
vVal
Phe
Ser
Leu
Cys

255
Glu

Ala
Ile
Ser
Asn

335
Ala

Asp
Thr
Thr
Val
Gly
80
Arg
Ala
Ala
Phe
Leu
160
Lys
Leu
Phe
Trp
Leu
240
Tyr
Ala
Pro
Leu
Ala
320

val

Proc



ES 2766 398 T3

atggactctc cttcaggacc aagagtcttg tcaagcttaa ctcaggatce cagecttcaca 60
accagtoctg ccctgecaagg catttggaac ggcactcaga acgtctecgt aagageccag 120
cttetectetg ttageccecac gacatetgea catcaggetg ctgectgggt ccecttecce 180
acagtcgatg tcccagacca tgeotcactat accctaggea cggtgatcct getggtggga 240
ctcacaggga tgctgggecaa tctgacggtc atctacacct tcatgegaca caacgacact 300
cccatagtecec gcocgectetgyg ccghtgagett ttcatcatca accteogcagt cagegacttce 360
ctcatgtcag tcactcaggc cccggtctte tttgecagea gectctacaa gaagtggctce 420
tttggggaga caggttgega gttetatgee ttetgegggg ctgtetttgg catcacttee 480
atgatcacce tgacagccat agecatggac cgecatctace geattttega geaagggaag 540
cgctetgtea cgoegeccace ctteatcage ceccacctege aggtcectget aggegtetgg 600
ctttatgece tggectggag totgecaccet ttotttggtt ggagtgocta cgtgecegag 660
gggcectgetga catcctgetce ctgggactac atgacctteca caccccaggt gegtgectac 720
accatgectge tcttctgett tgtcttcttce ctccececctge tcatcatcat cttetgetac 780
atcttcatct tcagggccecg aggtgtgcca gagaccttca atgaagccaa ggtcgeactg 840
attgtcattc ttctcttegt gctgtcctgg gectcectact ccactgtgge tcectggtggece 300
tttgctggat actcgcacat cctgacgeec tacatgaget cggtgecage cgtcategeoe 960
aaggcttcetg ccatecacaa tcoccattate tacgecatca ctcaceccga gcagaacgtg 1020
cagaagcgga agcgcagect caagaagacc tccacgatgg cggcoccogec caagagegag 1080
aactcagagg acgccaagta g 1101

<210> 10

<211> 366

<212> PRT

<213> Mus sp.

<220>
<221> FUENTE
<222>1..366

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus <ratén, género>"

<400> 10

23



Met
Pro
Gln
Ser
Pro
65

Leu
His
Ile
val
Gly
145
Met
Glu
Ser
Pro
Ser
225
Thr
Ile
Phe
Ser
Ser
305
Lys
Glu

Met

Asp
Ser
Asn
Ala
50

Asp
Thr
Asn
Asn
Phe
130
Cys
Ile
Gln
Gln
Pro
210
Cys
Met
Phe
Asn
Trp
290
His
Ala

Gln

Ala

Ser
Phe
val
35

His
His
Gly
Asp
Leu
115
Phe
Glu
Thr
Gly
Vval
195
Phe
Ser
Leu
Cys
Glu
275
Ala
Ile
Ser

Asn

Ala
355

Pro
Thr
20

Ser
Gln
Ala
Met
Thr
100
Ala
Ala
Phe
Leu
Lys
180
Leu
Phe
Trp
Leu
Tyr
260
Ala
Pro
Leu
Ala
Val

340
Pro

Ser
Thr
val
Ala
His
Leu
85

Pro
val
Ser
Tyr
Thr
165
Arg
Leu
Gly
Asp
Phe
245
Ile
Lys
Tyr
Thr
Ile
325

Gln

Pro
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Gly Pro
Ser Pro
Arg Ala
Ala Ala
55
Tyr Thr
70
Gly Asn
Ile Val
Ser Asp
Ser Leu
135
Ala Phe
150
Ala Ile
Ser Val
Gly Vval

Trp Ser
215

Arg Val Leu
10
Ala Leu Gln
25
Gln Leu Leu
4Q
Trp Val Pro

Leu Gly Thr

Leu Thr Val
90
Arg Ala Ser
105
Phe Leu Met
120
Tyr Lys Lys

Cys Gly Ala

Ala Met Asp

170

Thr Pro Pro
185
Trp Leu Tyr
200
Ala Tyr Val

Ser
Gly
Ser
Phe
Val

75
Ile
Gly
Ser
Trp
val
155
Arg
Pro

Ala

Pro

Tyr Met Thr Phe Thr Pro

230

235

Cys Phe Val Phe Phe Leu

Phe Ile
Val Ala

Ser Thr

295

Pro Tyr
310

His Asn

250

Phe Arg Ala
265
Leu Ile Val
280
val Ala Leu

Met Ser Ser

Pro Ile Ile

330

Arg
Ile
val
val

315
Tyr

Lys Arg Lys Arg Ser Leu

345

Lys Ser Glu Asn Ser Glu

360

24

Ser
Ile
val
Pro

60
Ile
Tyr
Arg
Val
Leu
140
Phe
Ile
Phe
Leu
Glu
2290
Gln
Pro
Gly
Leu
Ala
300
Pro
Ala

Lys

Asp

Leu
Trp
Ser

45
Thr
Leu
Thr
Glu
Thr
125
Phe
Gly
Tyr
Ile
Ala
205
Gly
val
Leu
Val
Leu
285
Phe
Ala
Ile
Lys

Ala
365

Thr
Asn

30
Pro
val
Leu
Phe
Leu
110
Gln
Gly
Ile

Arg

Ser
190

Trp
Leu
Arg
Leu
Pro
270
Phe
Ala
Val
Thr
Thr

350
Lys

Gln

15
Gly
Thr
Asp
Val
Met

95
Phe
Ala
Glu
Thr
Ile
175
Pro
Ser
Leu
Ala
Ile
255
Glu
Val
Gly
Ile
Hisg

335
Ser

Asp
Thr
Thr
val
Gly
80
Arg
Ile
Pro
Thr
Ser
160
Phe
Thr
Leu
Thr
Tyr
240
Ile
Thr
Leu
Tyr
Ala
320

Pro

Thr
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ES 2766 398 T3

REIVINDICACIONES
1. Proteina GPCR quimérica,

que es adecuada para acoplar una sefal de luz a una cascada de sefalizacion de mGIuR6 en células bipolares
ENCENDIDAS retinianas internas,

que comprende dominios derivados de al menos dos miembros de una familia de proteinas del receptor acoplado a
la proteina G (GPCR),

en donde un primer miembro de la familia de GPCR es un GPCR sensible a la luz derivado de melanopsina que
contribuye a todos los dominios extracelulares que son los tres bucles extracelulares EL1, EL2, EL3 y NT del
extremo N y los siete dominios transmembranarios que son TM1 a TM7 y

en donde un segundo miembro de la familia de GPCR es mGIluR6, en donde mGluR6 esta contribuyendo a al menos
los bucles intracelulares IL2 e IL3 y un CT del extremo C en donde los dominios intracelulares de mGIuR6 sustituyen
dominios intracelulares correspondientes de la melanopsina y en donde los dominios contribuidos por mGIuR6
comprenden al menos algunos de sus dominios que median en el acoplamiento de la activacién de la luz con la
cascada de sefalizacién de mGIuR6 siendo capaces de unirse a una proteina G-alfa(o) especifica para la cascada
de senalizacion de mGIuR6.

2. Proteina GPCR quimérica segun la reivindicacion 1, en donde el primer miembro de GPCR es melanopsina
humana.

3. Proteina GPCR quimérica segun la reivindicacion 1 con una cualquiera de las secuencias de aminoacidos con
SEQIDNO:2,4,6,8y 10.

4. Proteina GPCR quimérica segun la reivindicacion 3 que comprende variacion de secuencia en uno o mas sitios de
corte y empalme y union para el intercambio de dominios intracelulares dando la proteina GPCR quimérica funcional.

5. Proteina GPCR quimérica segun la reivindicacion 3 o 4, en donde la secuencia de aminoacidos comprende
sustituciones conservativas de aminoacidos.

6. Acido nucleico que lleva informacién genética que codifica la proteina GPCR quimérica como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. La molécula de &cido nucleico segun la reivindicacién 6 que comprende una cualquiera de las secuencias con
SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7 y 9, que incluye secuencias que codifican los mismos aminodcidos y secuencias de
aminodcidos con sustituciones de aminoacidos conservativos.

8. Vector que lleva la informacién genética que codifica las proteinas GPCR quiméricas definidas en una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7 o que comprende el acido nucleico como se define en la reivindicacién 6 o 7.

9. Vector segun la reivindicacion 8, en donde el vector es un vector viral de rAAV u otro vector viral.

10. Vector segun la reivindicacion 8 o 9, en donde el vector comprende una secuencia promotora/potenciadora de
una proteina retiniana expresada exclusivamente en células bipolares ENCENDIDAS que controlan la expresion de
la informacion genética que codifica la proteina GPCR quimérica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

11. Células de cultivo celular transgénico que comprenden la molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 6 o
7 o el vector segn una de las reivindicaciones 8 a 10 o que comprende la proteina GPCR quimérica como se define
en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

12. Medicamento que comprende la proteina GPCR quimérica segun una de las reivindicaciones 1 a 5, la molécula
de acido nucleico segln la reivindicacion 6 o 7, el vector segin una de las reivindicaciones 8 a 10 o las células de
cultivo celular transgénico segun la reivindicacion 11, que comprende dicha proteina GPCR quimérica o molécula de
acido nucleico.

13. Proteina GPCR quimérica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o la molécula de &cido nucleico
segun la reivindicacion 6 o 7 o composiciones que comprenden dicha proteina GPCR quimérica o molécula de &acido
nucleico opcionalmente dentro de vectores o células para su uso en terapia médica para mejorar la visién, o en
particular para el tratamiento de ceguera parcial o completa, o para el tratamiento de retinitis pigmentosa (RP), o
para el tratamiento de degeneracion macular o para el tratamiento de otras formas de degeneracion de
fotorreceptores.
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