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DESCRIPCION
Combinacién sinérgica de factores de viabilidad neuronal y usos de los mismos
Sector de la técnica

La presente invencioén se refiere a un vector de expresion que comprende un primer acido nucleico que codifica una
isoforma corta del gen NXNL1, factor de viabilidad de conos derivados de bastones (RACVF; del inglés, Rod-derived
Cone Viability Factor) y un segundo acido nucleico que codifica una isoforma larga del gen NXNL71, RACVFL.

Estado de la técnica

El trastorno neurodegenerativo abarca un intervalo de afecciones seriamente debilitantes que se caracterizan por la
degeneracion neuronal.

Las distrofias de conos y bastones, tales como la retinitis pigmentosa (RP), son enfermedades degenerativas de la
retina genéticamente heterogéneas caracterizadas por la muerte progresiva de fotorreceptores de bastones seguida
de la pérdida consecutiva de conos. La RP es una de las formas mas comunes de degeneracion retiniana hereditaria,
que afecta a alrededor de 1:3.500 personas en todo el mundo (1). Se han identificado hasta la fecha mas de 54
mutaciones que causan RP con la mayoria de estas mutaciones en transcritos especificos de bastones. Los pacientes
de RP presentan inicialmente pérdida de visién en condiciones de poca luz como resultado de la disfuncion de los
bastones, con una conservacion relativa de la vision mediada por conos de la macula. A medida que la enfermedad
progresa, sin embargo, a la pérdida primaria de bastones le sigue la degeneracién de conos y un déficit en la visién
correspondiente mediada por conos. En la sociedad moderna, en la que muchos ambientes se iluminan artificialmente
y muchas actividades dependen de la visidn de colores con elevada precision, la conservacion de la vista mediada por
conos en pacientes de RP conllevaria una mejora significativa en la calidad de vida.

La pérdida de conos en subgrupos de RP causada por mutaciones especificas de bastones se conoce poco, aunque
se han propuesto varios mecanismos, que no son necesariamente excluyentes mutuamente. Algunos mecanismos
hipotéticos implican un ‘efecto de vecindad’ por el que la muerte de conos es una consecuencia de la liberacion de
endotoxinas a partir de la degeneracion de bastones circundantes o como resultado de la pérdida de contacto con
bastones, el epitelio pigmentario de la retina (EPR; en inglés, RPE) o la glia de Miller. Como alternativa, podrian
desempefiar un papel la activacién de las células de Miiller y la liberacion de moléculas téxicas. Otra hipotesis consiste
en que las cantidades de oxigeno o de retinoides liberados a la capa fotorreceptora por el EPR a partir de la circulacién
de sangre coroidea son excesivas y toxicas a medida que la carga metabdlica de los bastones se pierde (2). Punzo et
al. evidenciaron en modelos murinos de degeneracién de la retina que los conos mueren, en parte, como resultado de
inanicion y desequilibrio nutricional, motivado por la ruta insulina/diana de rapamicina de mamifero (3). Adicionalmente,
se ha sugerido que la pérdida de un factor de supervivencia secretado por bastones y requerido para la supervivencia
de los conos puede contribuir a la pérdida de conos (4, 5).

De acuerdo con la ultima hipétesis, se ha comprobado que el tejido retiniano sano trasplantado apoya la supervivencia
de conos en areas distantes del tejido trasplantado en el raton rd/ (6, 7).

La Solicitud de Patente Internacional N°. WO2008/148860A1 describe una familia de factores tréficos, denominados
factor de viabilidad de conos derivados de bastones (RACVF) y RACVF2, que son capaces de incrementar la
supervivencia neuronal y son Utiles para tratar y/o prevenir trastornos neurodegenerativos tales como la RP.

El factor de viabilidad de conos derivados de bastones (RACVF) se identifico originalmente a partir de un método de
alto rendimiento de cribado de librerias de ADNc como una molécula candidata responsable para este efecto de
rescate (4). Los bastones secretan RACVF y por tanto, segun mueren los conos, la fuente de este factor paracrino se
pierde y descienden los niveles de RACVF. La pérdida de expresion de RACVF y de factores secretados parecidos,
puede contribuir por tanto a la segunda ola de degeneracion de conos observada en las distrofias de conos y bastones.
Se ha observado que el RACVF media en la supervivencia de conos tanto en cultivo (8) como cuando se inyecta de
forma subretiana en modelos de ratones y ratas de formas recesivas y dominantes de retinitis pigmentosa (4, 9). La
alteracion de Nxnl1, el gen que codifica RACVF, vuelve a los fotorreceptores de ratén cada vez mas susceptibles a la
disfuncion de los fotorreceptores y a la pérdida de conos a lo largo del tiempo (10).

El Nxnl1 codifica dos isoformas de RACVF mediante corte y empalme alternativo. La isoforma que media la
supervivencia de los conos es una forma truncada de su homoélogo mas largo, RACVFL, que incluye una extension del
extremo C terminal que confiere una funcién enzimatica (11). RACVFL, que contiene todos los aminoacidos del RACVF,
esta codificado por los exones 1y 2 del gen Nxnl1y es un miembro de la familia tiorredoxina (12). Las tiorredoxinas
tienen diferentes funciones, incluyendo el mantenimiento del entorno reductor adecuado en las células y la
participacion en rutas de apoptosis. Estas funciones se consiguen a través de reacciones de tioloxidoreductasas
mediadas por un sitio catalitico CXXC dentro de un pliegue de tiorredoxina (13).

Sin embargo, se necesitan tratamientos neuroprotectores adicionales para los trastornos neurodegenerativos.
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Objeto de la invencion

Los inventores han descubierto que, sorprendentemente, combinando las isoformas corta (RACVF) y larga (RACVFL)
del gen NXNL1, se puede obtener un efecto sinérgico.

La presente solicitud se refiere a un método para tratar a un paciente que sufre de una enfermedad degenerativa de
la retina que comprende la etapa consistente en administrar a dicho paciente una dosis eficaz terapéuticamente de un
primer acido nucleico que codifica una isoforma corta del gen NXNL1, factor de viabilidad de conos derivados de
bastones (RACVF) y un segundo acido nucleico que codifica una isoforma larga del gen NXNL1, RACVFL.

Dichas isoformas corta y larga pueden administrarse mediante vectores separados o mediante un vector Unico.

La presente invencién se refiere a un vector de expresion que comprende un primer acido nucleico que codifica una
isoforma corta del gen NXNL1, factor de viabilidad de conos derivados de bastones (RACVF) y un segundo acido
nucleico que codifica una isoforma larga del gen NXNL1, RACVFL.

La presente solicitud se refiere también a un kit de partes para utilizar en un método para tratar un trastorno
degenerativo de los fotorreceptores que comprende:

- un primer vector de expresion que comprende un primer acido nucleico que codifica un factor de viabilidad de
conos derivados de bastones (RACVF) de isoforma corta y

- un segundo vector de expresion que comprende un segundo acido nucleico que codifica un RACVFL de isoforma
larga.

Descripcion detallada de la invencidon

La presente solicitud se refiere a un método para tratar a un paciente que sufre una enfermedad degenerativa de la
retina que comprende la etapa consistente en administrar a dicho paciente una dosis eficaz terapéuticamente de un
primer acido nucleico que codifica una isoforma corta del factor de viabilidad de conos derivados de bastones (RACVF)
y un segundo acido nucleico que codifica un RACVF de isoforma larga.

Dichas isoformas corta y larga pueden administrarse mediante vectores separados o mediante un vector Unico.

Por tanto, la presente solicitud se refiere a un método para tratar a un paciente que sufre una enfermedad degenerativa
de la retina que comprende la etapa consistente en administrar a dicho paciente una dosis eficaz terapéuticamente de
un primer &cido nucleico que codifica una isoforma corta del factor de viabilidad de conos derivados de bastones
(RACVF) y un segundo acido nucleico que codifica un RACVFL de isoforma larga, en la que dicho primer acido nucleico
y dicho segundo acido nucleico se encuentran en un vector de expresion unico.

La presente invencion se refiere a un vector de expresion que comprende un primer acido nucleico que codifica un
gen NXNL1 de isoforma corta, factor de viabilidad de conos derivados de bastones (RACVF) y un segundo acido
nucleico que codifica una isoforma larga del gen NXNL1, RACVFL.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion factor de viabilidad de conos derivados de bastones
(RACVF) se refiere a la proteina codificada por el gen similar a tiorredoxina 6 (Txnl6) o similar a nucleorredoxina 1
(NXNL1T). Abarca las proteinas RACVF de cualquier especie animal. Normalmente, segun la presente invencion, las
proteinas RACVF pueden ser proteinas RACVF de mamifero, incluyendo, pero sin limitarse a ratones, ratas, gatos,
perros, primates no humanos y seres humanos.

A menos que se especifique otra cosa, el término "RACVF" se refiere a la isoforma corta del gen NXNL7 y "RdCVFL"
0 'RACVF-L" a la isoforma larga del gen NXNL1.

Normalmente, en ratones, la isoforma corta (RdCVF) es una proteina de 109 aminoacidos de longitud a la que hace
se referencia en virtud del numero de registro de Uniprot Q91W38. La isoforma murino larga (RACVF-L) es una
proteina de 217 aminoacidos de longitud a la que se hace referencia como Q8VC33.

En una realizacion, el vector de expresion segun la invencién es un vector de expresion en el que dicha isoforma corta
de RACVF es la isoforma corta del RACVF humano y en el que dicha isoforma larga es la isoforma larga del RACVFL
humano.

En particular, la isoforma corta del RACVF es la isoforma corta humana del RACVF (hRdCVF), mas particularmente la
siguiente secuencia:
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10 20 30 40 50
MASLFSGRIL IRNNSDQDEL DTEAEVSRRL ENRLVLLFFG AGACPQCQAF

60 70 80 90 100
VPILKDFEVR LTDEFYVLRA AQLALVYVSQ DSTEEQQODLEF LEDMPEKEKWLE
109

LPFEDDLRR (SEQ ID No.1l)

En particular, la isoforma larga del gen NXNL1 es la isoforma larga humana del RACVFL (hRdCVFL), mas
particularmente la secuencia a la que se hace referencia en virtud del nimero de registro Q96CM4 y que se expone a
continuacion:

10 20 30 40 50
MASLFSGRIL TIRNNSDQDEL DTEAEVSRRL ENRLVLLEFG AGACPQCQAF
60 70 80 90 100
VPILKDFFVR LTDEFYVLRA AQLALVYVSQ DSTEEQQDLE LKDMPKKWLE
110 120 130 140 150
LPFEDDLRRD LGRQFSVERL PAVVVLKPDG DVLTRDGADE IQRLGTACFA

160 170 180 190 200
NWQEAAEVLD RNFQLPEDLE DQEPRSLTEC LRRHKYRVEK AARGGRDPGG
210

GGGEEGGAGG LF (SEQID No.2)

Las secuencias de las proteinas RACVF y RACVFL se describen en Chalmel et al. 2007, BMC Molecular Biology 2007,
8:74 y en la Solicitud de Patente Internacional N°. W0O2008/148860.

Tal como se utiliza en el presente documento, las expresiones "vector" y "vector de expresiéon” se usan indistintamente
para referirse a un vector de expresion. El vector de expresion segun la invencién puede ser en forma de un plasmido,
un virus, un fago, etc.

En una realizacién de la presente invencion, el vector de expresion segun la presente invencidn es un virus.

En una realizacién particular de la presente invencion, el vector de expresion es un vector adenoasociado (AAV; del
inglés, adeno-associated vector).

Se han descrito AAV ampliamente en la técnica como vectores adecuados para la administracion de genes. De hecho,
los AAV no son patégenos y muestran una gama amplia de especificidad tisular. Normalmente, los AAV segun la
presente invencion son AAV que pueden dirigirse a células retinianas.

Entre los ejemplos se incluyen, pero sin limitarse a, AAV2, AAV2/8, AAV9 y AAV7mS8.

En una realizacion, el vector de expresion segun la presente invencién es un AAV seleccionado del grupo que consiste
en AAV2, AAV2/8, AAV9 y AAV7mS.

En particular, el AAV segun la presente invencion se obtiene segun el método descrito en la Solicitud de Patente
Internacional N°. WO2012/158757.

Normalmente, los acidos nucleicos primero y segundo, que codifican las isoformas corta y larga del gen NXNL1
respectivamente, estan bajo el control de un promotor que permite la expresion dicha isoforma corta y larga en las
células diana. Los promotores adecuados pueden ser promotores ubicuos, tales como el promotor de CMV.

Los promotores adecuados pueden ser promotores que permitan la expresion en la retina, preferentemente en células
epiteliales pigmentadas de la retina y en células fotorreceptoras.

En una realizacién, el promotor permite la expresion génica en células epiteliales pigmentadas de retina.

En una realizacion, el promotor permite la expresion génica en fotorreceptores de conos. Un ejemplo no limitativo es
el promotor de opsina.

Normalmente, la isoforma corta del gen NXNL1 se expresa al menos por las células epiteliales pigmentadas de la
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retina y la isoforma larga se expresa al menos por las células fotorreceptoras de conos.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un vector de expresion tal como se ha descrito anteriormente en
un método para tratar una enfermedad degenerativa de la retina.

En el contexto de la invencion, los términos "tratar" o "tratamiento”, tal como se usa en el presente documento,
significan revertir, aliviar, inhibir el progreso de o prevenir el trastorno o afeccién al que se aplica dicho término o uno
0 mas sintomas de dicho trastorno o afeccion (por ejemplo, enfermedades degenerativas de la retina).

La expresion "enfermedades degenerativas de la retina" abarca todas las enfermedades asociadas con la
degeneracion de los conos. La enfermedad degenerativa de la retina incluye, pero no se limita a la retinitis pigmentosa,
degeneracion macular asociada a la edad, sindrome de Bardet-Biedel, sindrome de Bassen-Kornzweig, enfermedad
de Best, coroidema, atrofia girada, amaurosis congénita de Leber, enfermedad de Refsum, enfermedad de Stargardt
o sindrome de Usher.

En una realizacién de la invencion, la enfermedad degenerativa de la retina es la retinitis pigmentosa.

Segun la invencion, la expresion "paciente” o "paciente que lo necesita" tiene por objeto un ser humano o un mamifero
no humano afectado o con probabilidad de verse afectado por enfermedades degenerativas de la retina.

Segun la presente invencién, una "cantidad eficaz terapéuticamente" de una composiciéon es una que es suficiente
para lograr un efecto biolégico deseado, en este caso incrementando la viabilidad neuronal. Se entiende que la
posologia eficaz dependera de la edad, sexo, salud y peso del receptor, tipo de tratamiento concomitante, si lo hay,
frecuencia del tratamiento y la naturaleza del efecto deseado. Sin embargo, la posologia preferida se puede adaptar
al sujeto individual, tal como se entiende y se puede determinar por un experto en la técnica, sin excesiva
experimentacion.

El vector de expresién de la invencién puede ser adecuado para administracion intravenosa o administracion
intraocular. En una realizacion particular, el vector de expresion se administra mediante inyeccion intravitrea.

En una realizaciéon de la invencién, el vector de expresién es para administrar mediante inyeccion subretiniana o
mediante inyeccion intravitrea.
En una realizacién de la invencion, el vector de expresion es para administrar mediante inyeccion intravenosa.

La presente invencion se refiere también a una composicion farmacéutica que comprende un vector de expresion que
comprende un primer acido nucleico que codifica una isoforma corta del gen NXNL1, factor de viabilidad de conos
derivados de bastones (RACVF) y un segundo acido nucleico que codifica una isoforma larga del gen NXNL1, RACVF-
L y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Sin deseos de adherirse a ninguna teoria, se cree que la administracion de la isoforma corta RACVF y de la isoforma
larga RACVF-L dan lugar a un efecto sinérgico.

Por un lado, la isoforma corta de RACVF se produce y secreta por el epitelio pigmentado de la retina (EPR; en inglés,
RPE), que protege los conos estimulando la glucdlisis aerobia a través del receptor de RACVF en la superficie celular
de los conos mediante un mecanismo auténomo no de la célula.

Por otro lado, la isoforma larga, RACVFL, protege los conos contra el deterioro oxidativo de una manera auténoma de
la célula, debido a su funcién de tioloxidorreductasa.

La presente solicitud también describe el caso donde las isoformas corta y larga RACVF y RACVF-L se administran
por vectores separados, los cuales pueden administrarse de forma simultanea o secuencial.

La presente solicitud se refiere también a un método para tratar a un paciente que sufre una enfermedad degenerativa
de la retina que comprende la etapa de administrar a dicho paciente una dosis eficaz terapéuticamente de un primer
acido nucleico que codifica un RACVF de isoforma corta y un segundo acido nucleico que codifica un RACVFL de
isoforma larga, en el que dichos primer acido nucleico y segundo acido nucleico se encuentran en vectores de
expresion separados.

La presente solicitud se refiere también a un kit de partes para utilizar en un método para tratar un trastorno
degenerativo de los fotorreceptores que comprende:

- un primer vector de expresion que comprende un primer acido nucleico que codifica una isoforma corta del gen
NXNL1, factor de viabilidad de conos derivados de bastones (RACVF) y

- un segundo vector de expresion que comprende un segundo acido nucleico que codifica una isoforma larga del
gen NXNL1, RACVF-L.

La invencion se ilustrara adicionalmente a través de los siguientes ejemplos y figuras.

Descripcion de las figuras
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Figura 1: representacion esquematica del vector 2xRdCVF (plasmido p857 y AAV CT-39)

Kanamicina: Seleccion de plasmidos en bacterias

repeticion terminal invertida de AAV ITR 5

promotor CMV/CBA - delta 390: citomegalovirus mezclado/beta actina de pollo (promotor ubicuo y fuerte)
hRdCVF: ADNc de RACVF humano

poliA de HCB (en inglés, BGH): Estabilizacion de ARNm

pTF3, terminador bla txn, terminador rpn txn: conjunto de terminadores transcripcionales y un aislante, localizado
externo al ITR 3’ en el plasmido (es decir, no en el genoma de AAVr). El pTF3 esta integrado en el bla txn.
promotor CMV/CBA - delta 390 citomegalovirus mezclado/beta actina de pollo (promotor ubicuo y fuerte) hRACVF:
ADNc de RACVF humano

poliA de HCB: Estabilizacion de ARNm

repeticion terminal invertida de AAV ITR 3

Figura 2: representacion esquematica del vector RACVF-RACVFL (plasmido p853 y AAV CT-35)

El vector contiene los siguientes elementos Kanamicina: Seleccion de plasmidos en bacterias

repeticion terminal invertida de AAV ITR 5

promotor CMV/CBA - delta 390 beta actina de pollo/citomegalovirus mezclado (promotor ubicuo y fuerte)
hRdCVF: ADNc de RACVF humano

poliA de HCB: Estabilizacion de ARNm

pTF3, terminador bla txn, terminador rpn txn: conjunto de terminadores transcripcionales y un aislante, localizado
externo al ITR 3’ en el plasmido (es decir, no en el genoma de AAVr). El pTF3 esta integrado en el bla txn.
promotor CMV/CBA - delta 390: citomegalovirus mezclado/beta actina de pollo (promotor ubicuo y fuerte)
hRdCVFL: ADNc de RACVFL humano

poliA de HCB: Estabilizacion de ARNm

repeticion terminal invertida de AAV ITR 3’

Figura 3: Densidad de conos (PN44) después de inyeccion subretiniana del raton rd7 (PN14) de AAV2-GFP
frente a AAV2RACVF/RACVFL [CT35]

Figura 4: Agudeza visual del raton rd10 después de inyeccion subretiniana de AAV2RACVF/RACVFL [CT35]
(Figura 4A) frente a AAV2RACVF[CT37](Figura 4B)

Ejemplos
Ejemplo 1: El AAV-RACVF rescata conos y el AAV-RdCVFL protege bastones en la degeneracion de la retina

El ejemplo 1 se corresponde con los datos experimentales publicados por los inventores en la publicacion siguiente:
Byrne, L.C., Dalkara, D., Luna, G., Fisher, S.K., Clerin, E., Sahel, J.A., Léveillard, T., Flannery, J.G. , J Clin Invest.,
2015 Jan; 125(1): 105-16. doi: 10.1172/JC165654. Publicacion electrénica 21 de noviembre de 2014. "Viral-mediated
RdCVF and RACVFL expression protects cone and rod photoreceptors in retinal degeneration". (32 en la lista de
referencias de mas adelante)

Los inventores describen experimentos que estudian la naturaleza bifuncional del gen Nxn/1 mediante la evaluacion
de los efectos de expresion de las dos isoformas de RACVF, RACVF y RACVFL, a través de la transferencia génica
del ratén rd70, un modelo bien caracterizado de distrofia de conos y bastones resultante a partir de la mutacion en la
subunidad 3 de PDES, la fosfodiesterasa de GMP ciclico especifica de bastones (14, 15). La degeneracion de la retina
del rd10 es mas lenta que la tasa de degeneracion en el modelo estudiado mas ampliamente de degeneracion recesiva
de laretina, el raton rd1, que pierde la mayoria de fotorreceptores por P15-P20. En el raton rd10 la pérdida de bastones
comienza en el P18 y alcanza el maximo alrededor del P25, de modo que la fase principal de pérdida de bastones no
solapa con la diferenciacion terminal de fotorreceptores (16). El modelo de raton rd70 es susceptible de terapia génica
(17, 18) y se ha demostrado que los tratamientos antioxidantes retardan la pérdida de bastones en este modelo de
raton (19). Ademas, se ha demostrado que la cria en condiciones de poca luz reduce el ritmo de degeneracion de la
retina, ampliando la oportunidad de tratamiento terapéutico (17).

Aqui, los presentes inventores investigan los efectos de la expresion de RACVF y RACVFL mediada por AAV. Estos
estudios utilizan dos rutas para la administracion del vector viral: la inyeccion sistémica de AAV9 a través de la vena
de la cola en P1y la inyeccion intravitrea en P15. La inyeccidn sistémica temprana permite el comienzo de la expresion
del transgen codificado por el vector de AAV en un punto temporal temprano en el curso de la degeneracion, antes de
la fase principal de muerte celular de bastones y de forma segura dentro del momento propicio para evaluar el efecto
de la expresion del transgen sobre la degeneracion de bastones y conos. Sin embargo, la administracion sistémica no
es un modo relevante clinicamente de administracién a la retina, dado que se infectan simultdneamente otros muchos
tejidos y las respuestas inmunitarias representan una barrera principal para este enfoque. Por tanto, los presentes
investigadores también examinaron los efectos de la inyeccién intravitrea (una técnica utilizada habitualmente para la
administracion intraocular) de una variante nueva de AAV denominada 7m8, que transduce fotorreceptores a partir del
vitreo (20).
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Los presentes investigadores muestran aqui que la expresion de las dos isoformas de RACVF tiene efectos positivos,
de contraste sobre la supervivencia de bastones y conos. La expresidon incrementada de RACVF a través de
inyecciones sistémicas e intravitreas permitieron el rescate estructural y funcional de fotorreceptores de conos, pero
tuvieron poco efecto sobre bastones. EI RACVF en si mismo no rescata conos de forma significativa, aunque la
coexpresion de RACVF y RACVFL incrementd el efecto de rescate observado. En cambio, la expresion de RACVFL
de forma temprana en el curso de la enfermedad en animales rd10 criados en oscuridad prolongo la funcion de los
bastones, incrementd los niveles de rodopsina y disminuyé los subproductos de estrés oxidativo celular.

Estos resultados indican que RACVF y RACVFL protegen los fotorreceptores mediante mecanismos separados
complementarios y muestran la prueba de concepto para una terapia génica mediada por vectores virales ampliamente
aplicable que puede llegar a prolongar la visidon en pacientes que sufren de diversas distrofias de conos y bastones,
independiente de la mutacion subyacente.

Métodos
Animales

Los ratones C57B1/6J rd10 y P23H se consiguieron de The Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine) y se criaron en
un ciclo de 12 horas de luz-oscuridad, a menos que se llevaran a una caja oscura para crianza en oscuridad. Todos
los experimentos se llevaron a cabo segun la declaracion de ARVO (la asociacion para la investigacion de la vision y
oftalmologia; del inglés, Association for Research in Vision and Ophthalmology) para el uso de animales en la
investigacion oftalmica y de la vision y las directrices de la Oficina de Cuidado de Animales de Laboratorio de la
Universidad de California, Berkeley, California.

Produccién de vectores viricos

Los vectores AAV transportadores de ADNc que codifica RACVF, RACVFL o eGFP de raton se produjeron mediante
el método de cotransfeccion de plasmidos (31). Se purificd6 AAV recombinante mediante ultracentrifugacion en
gradiente de iodixanol y cromatografia en columna de heparina (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Reino Unido). El
eluyente virico se intercambié de tampoén y se concentré con Ultra-15 Centrifugal Filter Units de Amicon en PBS y se
valoré mediante PCR cuantitativa en referencia a una recta de calibrado.

Seccién de agarosa y microscopia confocal

Las retinas recién diseccionadas se colocaron inmediatamente en paraformaldehido al 4 % durante la noche a 4 °C.
Se realizaron cortes de alivio y las retinas enteras se embebieron en agarosa al 5 %. Se realizaron cortes de secciones
transversales de 150 ym en un vibratomo (VT 1000S, Leica Microsystems). Las secciones se montaron a continuacion
con medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, California) sobre portaobjetos para microscopia
confocal (LSM710, Carl Zeiss; Thornwood, Nueva York).

Inyecciones intravasculares.

Se inmovilizaron crias postnatales de 1 dia y se utilizé un microscopio de operaciones para ver la vena de la cola. Se
extrajeron 10 pl de la solucion de vectores en una jeringa de insulina de 3/10cc. La aguja de calibre 30 se insertd en
la vena y se presiono el émbolo manualmente. Se inyectaron un total de SX10"" particulas resistentes a ADNasa. Se
verificd una inyeccion correcta notando la palidez de la vena. Después de la inyeccion, se dejé que las crias se
recuperan durante varios minutos sobre una plataforma calentada a 37 °C antes de devolverlas a sus cajas.

Inyecciones intravitreas

Se anestesio a los ratones con ketamina (72 mg/kg) y xilacina (64 mg/kg) mediante inyeccion intraperitoneal. La mitad
de una aguja desechable de 30 se pasé a través de la esclerdtica, en el ecuador y posterior del limbo, en la cavidad
vitrea. Un total de 5x10'° particulas resistentes a ADNasa en un ul de volumen se inyectaron posteriormente en la
cavidad vitrea con observacion directa sobre la cabeza del nervio 6ptico. Los ojos de control contralaterales recibieron
vectores que portan el gen que codifica GFP o PBS.

Crianza en oscuridad

Los ratones criados en oscuridad nacieron y se criaron en cajas a prueba de luz bajo luz roja, que se abrieron solo
durante breves periodos de tiempo para la cria de los animales, que se hizo bajo luz roja. Los animales se transportaron
a y desde la caja para los experimentos en cajas cubiertas.

gqRT-PCR

Se eutanizaron los animales humanitariariamente mediante sobredosis de CO:2 y luxacién cervical. Se recogié una
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retina de cada raton en cada condicion experimental (n=5). Se extrajo ARN de cada retina de forma separada (micro
kit de Rneasy, Qiagen, Valencia, California) y se someti6 a digestion por ADNasa y el ARN resultante se utilizé para
crear ADNc. El gen constitutivo gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH; del inglés, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) se utilizé como un control interno y se utilizaron controles sin RT sin transcriptasa interna
para confirmar la ausencia de ADN gendmico. Se realizé qRT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa
en tiempo real) en muestras que utilizan cebadores validados para RACVF o rodopsina. Se determinaron los niveles
de ARNm utilizando el método de la recta de calibrado relativo de qRT-PCR utilizando una curva estandar de ADNc
de WT y se expresan en porcentaje de WT. Las muestras individuales se realizaron en ftriplicados como réplicas
técnicas.

Fotografia de fondo

Las imagenes de fondo se realizaron con una camara de fondo (Micron Il; Phoenix Research Labs Inc., Pleasanton,
California) equipada con un filtro para monitorizar la expresion de GFP en ratones vivos, anestesiados. Tras aplicar
proximetacaina, se dilataron las pupilas para la imagen de fondo con fenilefrina (2,5 %) y sulfato de atropina (1 %).

ERG

Se dejo a los ratones acostumbrarse a la oscuridad durante 2 horas y a continuacién se les anestesio, seguido de
dilatacion de las pupilas. Se dej6 a los ratones sobre una plataforma calentada a 37 °C y se les colocé lentes de
contacto sobre la cérnea de ambos ojos. Se insertd un electrodo de referencia en la frente y un electrodo de masa en
la cola. Para examinar la funcion de la retina en condiciones escotodpicas se grabaron los ERG (electrorretinogramas)
(Espion E2 ERG system; Diagnosys LLC, Littleton, Massachusetts) bajo intensidades de destellos que varian de -3 a
1 log cds/m? sobre un fondo oscuro. Cada estimulo se presento en series de tres destellos. Para grabar los ERG
fotopicos, los ratones se expusieron inicialmente a un fondo de saturacién de bastones durante 10 minutos. Se
presentaron estimulos que varian de -0,9 a 1,4 log cds/m? 20 veces sobre un fondo iluminado. Los ERG de flicker
(estimulo luminoso repetitivo) se obtuvieron tras la presentacién de un estimulo de 30 Hz sobre un fondo de saturacion
de bastones. La intensidad de estimulo y el momento se controlaron por ordenador. Los datos se analizaron con
MatLab (v7.7; Mathworks, Natick, Massachusetts). Las amplitudes de ERG se compararon utilizando una prueba t de
Student.

Captacion de mosaico y cuantificaciéon de conos

Las muestras completas de retina se bloquearon durante la noche utilizando suero normal de burro (Jackson
ImmunoResearch Laboratories; West Grove, Pensilvania) en PBS 1:20 que contiene ASB (en inglés, BSA) al 0,5 %
Triton X-100 al 0,1 % y Azida (PBTA) al 0,1 % a 4 °C y se colocaron sobre un rotador para agitaciéon continua. Los
cocteles de anticuerpos que contienen anti-S-opsina de cabra (goat-anti-S-Opsin; 1:100; Santa Cruz Biotechnologies;
Santa Cruz, California), anti-M/I-opsina de conejo (rabbit-anti-M/l-opsin; 1:500; Chemicon International; Temecula,
California) y antirrodopsina de ratén (mouse-anti-Rhodopsin; 1:100; obsequio del Dr. Robert Molday, University of
British Columbia) se afiadieron a continuacion a una soluciéon de PBTA y se incubaron durante 2 dias. Las
preparaciones de retina se lavaron a continuaciéon en PBTA 3 x 15 min y 1 x hora y posteriormente se afiadieron los
fluoréforos secundarios correspondientes y se incubaron durante la noche a 4 °C. Finalmente, se aclararon las
muestras, se montaron y se colocaron cubreobjetos en Vectashield (Vector Labs; Burlingame, California). Las
imagenes de retina de ratéon se vieron y recogieron utilizando un microscopio confocal laser de barrido Olympus
Fluoview 1000 (Center Valley, Pensilvania) utilizando una lente de inmersion en aceite 40x UPlanFLN (N.A. 1,3). Se
utilizé una etapa automatizada (Applied Scientific Instrumentation: Eugene, Oregdn) para capturar secciones opticas
en intervalos de 1 ym en el eje z y una resolucién de pixel de 1024 x 1024 en la direccién x-y. A continuacion se
utilizaron estos archivos para crear proyecciones de maxima intensidad utilizando el software de analisis de
bioimagenes, Imago (Santa Barbara, California). Las imagenes digitales se capturaron con un solapamiento del 20 %
entre imagenes individuales y las ~300-400 imagenes resultantes se montaron utilizando Imago. El recuento de conos
se realizé posteriormente utilizando el software Imaris (Bitplane AG, Zurich, Suiza) y el software personalizado se
escribié en Python.

Ensayo de TBARS

Las concentraciones de malondialdehido (MDA) se determinaron utilizando un ensayo de TBARS (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, Michigan, EE.UU.). Se agruparon tres retinas para cada condicién para cada ensayo y el ensayo
se repitié 3 veces. Se utilizé un total de 25 mg de tejido de retina sonicado para cada ensayo. Las retinas se sonicaron
en tampon de lisis que contiene un coctel inhibidor de proteinasas, a continuacion se centrifugaron. El sobrenadante
se uso para el ensayo de TBARS, que se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante, con réplicas técnicas
preparadas por triplicado. Se prepard una curva estandar utilizando muestras de MDA de concentracién conocida y
las concentraciones de MDA de las muestras se determinaron frente a la curva resultante.

Estadistica

Se utilizé una prueba t de Student pareada o desapareada de dos colas para las comparaciones de los grupos
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experimentales. Se consideré un p-valor menor de 0,05 estadisticamente significativo y se indic6 mediante un
asterisco. Los p-valores menores de 0,01 se indicaron con un doble asterisco. Las barras de error indican la desviacion
estandar.

Resultados
Administracién sistémica de AAVI92YF a través de inyecciones en la vena de la cola en P1.

Los presentes inventores examinaron los efectos terapéuticos de la administracién temprana de RACVF y RdCVFL
administrados mediante inyeccion intravenosa (vena de la cola) de un vector autocomplementario AAV9 con dos
mutaciones de tirosina a fenilalanina (AAV92YF). Las inyecciones intraoculares en el ojo en desarrollo son poco
practicas en la semana inicial postnatal, sin embargo, se ha observado que AAV92YF cruza la barrera hematorretinal
cuando se inyecto6 en la venta de la cola en P1, dando lugar a niveles de expresion génica elevados a través de la
retina (21). La administracion sistémica da lugar al comienzo de la expresién en la retina mas tempranamente en el
desarrollo de forma significativa, antes de que se pierda un ndmero significativo de bastones. EI AAV92YF con un
promotor CAG ubicuo que impulsa la expresion de GFP (AAV92YF-scCAG-GFP) dio como resultado una expresion
temprana de la retina, que resulté visible en los montajes planos de retina en P8 y mediante imagenes de fondo in vivo
inmediatamente después de la apertura del ojo en P15. Las imagenes de fondo en P35 mostraron una fuerte expresion
de GFP a través de la retina. Los montajes planos de retina revelaron que se transdujeron gran numero de
fotorreceptores. La expresion de GFP en P35 se observo en todas las capas de la retina, en células ganglionares, glia
de Miiller, células amacrinas y fotorreceptores, asi como en EPR. Un patrén similar de expresién generalizada y fuerte,
que resulté facilmente visible sin inmunomarcaje, se observé en retinas de WT y rd710. La qRT-PCR realizada sobre
ARNmM recogido a partir de ratones rd70 criados en un ciclo de luz-oscuridad normal inyectados en P1 con AAV92YF-
scCAG-RdCVF, AAV92YF-scCAG-RdACVFL o PBS revel6 que la inyeccién intravenosa del virus dio como resultado
niveles elevados de expresion de RACVF en la retina en P35. Como cabia esperar, los niveles de ARNm de RACVF
se redujeron considerablemente, en comparacion con WT en animales rd710 inyectados con PBS de la misma edad
(5% £ 5%WT). En cambio, los niveles de expresién tras la administracién de genes mediada por AAV fueron
comparables a los niveles de RACVF enddgenos en animales WT (AAV92YF-RACVF =79 % * 30 %WT; AAVO2YF-
RACVFL =59 % * 13 %WT). Los niveles de expresién de ARNm de rodopsina permanecieron bajos a través de las
condiciones, indicando tasas similares de pérdida de fotorreceptores de bastones en animales tratados y sin tratar en
P35 (AAVO2YF-RACVF =8 % + 3 %WT; AAVI2YF-RACVFL=1 % £ 1 %WT; PBS 6 % = 1 %WT).

La expresion del transgén a partir de la administraciéon mediada por AAV es dependiente de la dosis. Los animales
inyectados con 2E+11, 5E+11 o 1E+12 particulas virales de AAV92YF-scCAG-GFP y visualizados un mes después
de la inyeccion mostraron que los niveles de GFP se incrementaron con una valoracion virica mas elevada.
Adicionalmente, la gRT-PCR de animales inyectados con un intervalo de valoraciones de AAV92YF-scCAG-RdCVF
mostré que la expresién de RACVF se incrementd con la inyeccion de un numero mas elevado de particulas viricas.

Efecto de la inyeccion de AAV92YF.scCAG.RJCVF sobre la funcién de los conos.

Se inyectaron ratones de forma intravenosa con AAV92YF-scCAG-RdACVF en P1 y se criaron posteriormente en un
ciclo de luz-oscuridad normal. A continuacidn se midieron los electrorretinogramas fotépicos (ERG) para determinar el
efecto de la expresion de RACVF sobre la funcién de los conos. Las trazas de ERG representativas ilustran la mejora
de la forma de onda y la amplitud de los ERG grabados a partir de ojos inyectados con AAV92YF-scCAG-RdCVF, en
comparacion con inyecciones de AAV92YF-scCAG-RdACVFL, AAV92YF-scCAG-GFP o PBS. La expresion de RACVF
mediada por AAV92YF-scCAG dio como resultado una amplitud significativamente mayor de ondas b de ERG
fotopicos (97,1 + 10,67 pV) en comparacion con animales inyectados con AAV92YF-scCAG-RACVFL (46,7 + 6,4 pV,
p<0,005) AAV92YF-scCAG-GFP (46,6 + 14,9 puV, p<0,01) o PBS (56,5 * 4,64 pV, p<0,01). Las amplitudes de ondas
b de WT fueron 156,6 + 11,4 pV. Los ERG se grabaron de 5 animales para cada condicién. Los datos se representan
como la media = SD (desviacion estandar). Los ERG de flicker fotépicos se grabaron también como medida de la
funcién de los conos. Las trazas de ERG de flicker representativas ilustran la mejora de la forma de la onda y la
amplitud en comparacién con animales inyectados con GFP.

El rescate de ERG fotépico es dependiente de la dosis, indicando que se debe alcanzar un nivel de expresion de
RAdCVF necesario para que se produzca un rescate significativo. Si bien las amplitudes de ERG se incrementaron
ligeramente con la inyeccion de E+11 vg, la diferencia no fue significativa, si bien la inyeccion de E+12 vg dio como
resultado amplitudes mayores de ERG.

La expresion de transgenes es duradera, con expresion de GFP en animales inyectados con AAV9-scCAG-GFP
facilmente visible en montajes planos de retina visualizados un afio después de la inyeccion. En los animales rd70
inyectados con AAV92YF-scCAG-RdCVF, la gRT-PCR revela niveles elevados de RACVF un afio después de la
inyeccion.

Densidades de conos en animales inyectados con AAV92YF.scCAG.RdCVF.

Se utilizé un recuento automatico de segmentos externos de conos marcados con inmunofluorescencia para cuantificar
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la supervivencia de conos. Se montaron en plano retinas enteras de animales utilizados previamente para grabar ERG
y se tifieron con anticuerpos contra S-opsina (marcado azul) y M/l-opsina (marcado rojo). Se recogieron imagenes de
alta resolucion 40x con enfoque de apilamiento (en inglés, z-stack images) a través de la retina entera, se registraron
y se cosieron juntas para crear mosaicos. Los mosaicos de montajes planos de retinas revelaron nimeros mas
elevados de conos marcados tanto con S- como con M/l-opsina en montajes planos completos a partir de animales
inyectados con AAV92YF-scCAG-RdCVF. Se observan niumeros mas elevados de conos supervivientes de ambos
tipos en imagenes de mayor resolucién cerca de la cabeza del nervio 6ptico, la region de la retina con la degeneracion
mas grave. La cuantificacion automatica de densidad de conos en inyectadas con AAV92YF-scCAG-RdCVF y PBS
reveld6 numeros significativamente mas elevados tanto de conos S como de M/l por mm? en ojos tratados. Las
densidades de conos S fueron: ojos tratados con RACVF: 5573 + 211/ mm?; ojos tratados con PBS: 2.961 + 917/ mm?;
p<0,01, conos WT: 7446 + 868/ mm?2. Las densidades de conos M/I fueron: ojos tratados con RACVF: 8755 + 1572/
mm?; ojos tratados con PBS: 2682 + 293/ mm?2; p<0,01; conos WT 9761 * 784/ mm?Z.

Efecto de la inyeccion sistémica de AAV92YF-scCAG-RACVFL.

Los animales se criaron en la oscuridad para reducir la tasa de pérdida de bastones y permitir el comienzo de la
expresion de RACVFL en los bastones antes de la apoptosis. La reduccion de la exposicion a la luz redujo la tasa de
degeneracion de fotorreceptores, como se mostré previamente (17). A los ratones se les inyecté en P1 AAVO2YF-
scCAG-RdACVFL, AAV92YF-scCAG-GFP o PBS (cada grupo n=6). Se grabaron ERG escotdpicos de campo completo
semanalmente. Las grabaciones a partir del estimulo de intensidad de luz mas elevado hechas 3, 4 y 5 semanas
después de la inyeccion revelaron una pérdida menor de la amplitud de ondas a en las semanas 3 y 4, pero esta
mejoria ya no era evidente a las 5 semanas. La diferencia fue estadisticamente significativa (p < 0,05) solo a las 4
semanas tras la inyeccion. Se realizé un andlisis mas detallado en una segunda camada de ratones inyectados con
AAV92YF-scCAG-RACVFL o PBS. En este grupo, cuatro semanas después de la inyeccion, las diferencias mas
significativas en amplitudes de ondas a se hicieron notorias a intensidades de luz menores (-1 y - 2 log cds/m?). Las
trazas de ERG representativas ilustran la conservacion de la amplitud de ondas a y ondas b en animales inyectados
con AAV92YF-scCAG-RACVFL en comparacion con animales control inyectados con GFP o PBS. Las grabaciones de
ERG del ERG fotoépico revelaron una demora en la disminucion del ERG de conos en ojos que expresan RACVFL que
fue mas notoria 5 semanas después de la inyeccion, no obstante, esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

gRT-PCR sobre ARNm de rodopsina en animales criados en oscuridad inyectados sistémicamente con AAV92YF-
ScCAG-RdCVFL.

La qRT-PCR realizada sobre ARNm recogido de P28 animales inyectados con AAV92YF-RdACVFL, GFP o RACVF en
P1 y criados en oscuridad completa, revelé un incremento de los niveles de ARNm de rodopsina en animales
inyectados con AAV92YF-RACVFL (82 %+21 % WT, p<0,05), pero no con PBS (56 %16 % WT), AAVO2YF-GFP
(59 %+15 % WT) 0 AAVO2YF-RACVF (57 %+16 % WT). Estos resultados, junto con los niveles de ARNm de rodopsina
medidos en animales criados en un ciclo de luz-oscuridad normal, indicaron la importancia de la administracion de
RdCVFL durante un momento propicio para que los efectos de la expresién se observen en este modelo de
degeneracion de retina relativamente rapido, que empieza a perder fotorreceptores en las primeras pocas semanas
de vida, dado que no se observé efecto sobre los niveles de ARNm de rodopsina en animales inyectados con
AAV92YF-RACVFL y criados bajo la luz.

Medicion de la peroxidacion lipidica.

Se utilizé un ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS; del inglés, thiobarbituric acid reactive
substances) para determinar los niveles del subproducto de la peroxidacion lipidica malondialdehido (MDA) en retinas
tratadas con AAV92YF-scCAG-RACVFL, AAV92YF-scCAG-RACVF, AAV92YF-scCAG-GFP o PBS. La prueba se
realizé en tres retinas agrupadas y se repitio tres veces. Los niveles de MDA disminuyeron un 18 % +0.9 % en ojos
tratados con RACVFL en comparacion con ojos sin tratar.

Inyeccion intravitrea de la nueva variante viral 7m8.

Los presentes inventores caracterizaron el tropismo virico y el patrén de expresion de la nueva variante virica 7m8 en
ratones WT y rd70 después de la inyeccion intravitrea en el dia 15 postnatal (P15). EI 7m8 es una variante de AAV2
desarrollada para transducir la retina externa después de la inyeccion intravitrea (20). Fundamentalmente, esta
variante transduce fotorreceptores sin inyeccion subretiniana, la cual se ha observado que causa respuesta a lesiones
y liberaciéon de factores tréficos (22). Las inyecciones intravitreas de un vector 7m8 autocomplementario que codifica
GFP en P15 dieron como resultado una fuerte expresién durante una semana después de la inyeccion, la cual fue
también claramente visible en imagenes de fondo en P45. Las retinas montadas en plano mostraron que gran nimero
de fotorreceptores se han transducido mediante 7m8. La imagen confocal de secciones transversales de retina reveld
que la expresion de GFP en células que yacen en la capa de células ganglionares (GCL; del inglés, ganglion cell layer),
capa nuclear interna (INL; del inglés, inner nuclear layer) y capa nuclear externa (ONL; del inglés, outer nuclear layer)
en ratones WT y rd10.

El nivel de expresiéon de RACVF después de la inyeccién de 7m8 se evaludé mediante la reacciéon en cadena de la
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polimerasa cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). Se cuantificaron los niveles de ARNm en ratones rd70 en P45
inyectados con los vectores viricos que codifican RACVF, RACVFL o GFP. Como cabia esperar, los niveles de ARNm
de RACVF se redujeron en ratones rd10 inyectados con GFP en comparaciéon con WT (4 % +1 % WT). La inyeccion
intraocular de 7m8-scCAG-RdCVF o 7m8-scCAG-RdCVFL en P14 dio como resultado niveles méas elevados de ARNm
de RACVF. Los niveles fueron WT 127 %+35 % en animales inyectados con 7m8-scCAG-RACVF y WT 91 %+10 % en
animales inyectados con 7m8-scCAG-RACVFL. Los niveles de rodopsina fueron uniformemente bajos en todas las
retinas medidas (RACVF = WT 3 %1 %; RACVFL =WT 1 %1 %; PBS WT 1 %1 %). Los datos se representan como
la media = SD (desviacion estandar) con un n=5 animales para cada condicion.

Efectos de la expresion de RACVF y RACVFL en la estructura y funcién de los conos.

Los presentes investigadores a continuacion examinaron el efecto de la inyeccion intraocular de 7m8 que codifica para
RdCVF y RACVFL sobre el rescate de conos en ratones rd710 criados en oscuridad. La inyeccion de 7m8-scCAG-
RdCVFL en P14 dio como resultado un incremento pequeio estadisticamente no significativo en la amplitud de la
onda b del ERG fotopico (74 + 4,8 uV) en comparacion con los ojos inyectados con PBS (65 + 5 yV) o GFP (69 +
7,3 pV). La inyeccion de 7m8-scCAG-RdCVF incrementé significativamente la amplitud de la onda b del ERG fotépico
(89 £ 7,9 pV, p<0,05) en comparacién con los ojos inyectados con GFP o PBS. La inyeccion simultanea de 7m8-
scCAG-RdCVF y 7m8-scCAG-RdCVFL dio como resultado un rescate mayor del ERG fotdpico, que fue un 53 % mas
elevado que de ojos no tratados (99,75 + 5,7 pV, p<0,01) y fue un 17 % mas elevado que de RACVF solo (p<0.05). En
todos los animales, se inyect6 un ojo con 7m8-scCAG-GFP o PBS como un control interno.

Marcaje de conos en ojos inyectados con 7m8-scCAG-RdACVF.

Se utilizaron anticuerpos anti-S y anti-M/I-opsina para marcar poblaciones de conos en ojos inyectados con 7m8-
sCCAG-RdACVF o 7m8-scCAG-GFP y se crearon mosaicos de imagenes de alta resolucion 40x. El marcaje reveld un
incremento del niumero de conos, mas notoriamente en las areas centrales de la retina, cerca de la cabeza del nervio
optico. La cuantificacién automatizada de conos marcados a través de la retina entera revelé un incremento en la
expresion de S- y M/l-opsina de conos en ojos que expresan 7m8-scCAG-RdACVF (conos de S: 1644+436 p<0,05,
conos de M/I: 2205+264, p<0,05) en comparacion con ojos contralaterales inyectados con 7m8-scCAG-GFP (conos
de S: 1254+326, conos de M/l 1112+419).

Efectos de la expresion de RACVF y RACVFL en el ratén P23H.

Se utilizé 7m8 a continuacion para administrar RACVF o RACVFL en el ratén P23H homocigoto o herocigoto, un
modelo de retinitis pigmentosa recesiva. La cuantificacion de las grabaciones de ERG mostraron que la inyeccion de
7m8-scCAG-RdCVF dio como resultado un incremento de la amplitud del ERG fotépico en comparacién con ratones
P23H/P23H homocigotos inyectados con PBS (RACVF: 39+15,7 uV, PBS: 19+11,3 yV, n=6, P<0,01). En ratones
heterocigotos P23H/+, la inyeccién de 7m8-scCAG-RACVF dio como resultado un incremento en la amplitud de las
grabaciones de ERG fotopico hasta 4 meses después del tratamiento, en comparacién con ojos control, contralaterales
tratados con GFP. (Un mes tras la inyeccion, RACVF: 175+21.4 yV frente a PBS: 107£17,2 pV, 4 meses fras la
inyeccion, RACVF: 71,518 pV frente a PBS: 45+£15,6 uV, 6 meses tras la inyeccion de RACVF: 23.8 £14,9 uV frente
a PBS: 18 £10,4 uV.). En cambio, el tratamiento con RACVFL no dio como resultado ningun cambio significativo en la
amplitud de las grabaciones de ERG fotdpicos en ninguno de los puntos temporales medidos. Un mes tras la inyeccion,
RACVFL: 135 +47,3 yV frente a PBS: 120.25 +53.7 pV, 4 meses tras la inyeccion, RACVFL: 72 +38 pV frente a PBS:
72,8 +45,2 yV, 6 meses tras la inyeccion de RACVFL: 47,2 +55,8 yV frente a PBS: 31 £32 pV)

Conclusion

Los inventores han demostrado la eficacia de los vectores AAV como una estrategia de administracion para RACVF y
muestran que la expresion de RACVF resulta un enfoque prometedor para demorar la pérdida de conos en pacientes
con distrofia de conos y bastones.

Estos resultados demuestran, por primera vez, el rescate de fotorreceptores funcionales en la retina utilizando la
administracion de AAV a través de inyeccion intravascular.

De forma similar a la administracion sistémica de AAV92YF, las inyecciones intraoculares de 7m8 que codifican RACVF
rescataron la funciéon de los conos y prolongan la supervivencia de los conos. Finalmente, los efectos de rescate
observados después de la administracion intravitrea de 7m8-scCAG-RdCVF se acentuaron mediante la administracion
simultanea de 7m8-scCAG-RdCVFL, sugiriendo el potencial para una estrategia de terapia génica de coexpresion
aprovechando las actividades sinérgicas de RACVF y RACVFL.

En suma, estos experimentos sustentan el papel de Nxn/1 como un gen bifuncional que codifica dos isoformas de
RdCVF con diferentes actividades en la retina. RACVF se muestra aqui como apoyo de la supervivencia de los conos,
mientras que RACVFL tiene poco efecto directo sobre los conos, pero protege la funciéon de los bastones a través de
la actividad de tioloxidorreductasa.
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Ejemplo 2: la combinacion de RACVF y RACVFL da como resultado un efecto sinérgico
Los siguientes constructos se han producido e introducido en un vector AAV2.

El pldsmido proviral p618 y sus elementos se describen en la Solicitud de Patente Internacional publicada como el
documento WO2012158757A1 y en la publicacion (33).

2xRdCVF: plasmido p857 y AAV CT-39

EI P857/CT39 se disefio para incrementar el nivel de expresion de RACVF en comparacion con CT-37 (RACVF-stuffer
(de relleno)) para conseguir suficiente proteccion de conos en pacientes que sufren de retinitis pigmentosa (RP).

RACVF-RACVFL: plasmido p853 y AAV CT-35

Este vector es capaz de coexpresar las isoformas corta y larga de RACVF.

Estos vectores se utilizaron para expresar de forma exitosa las proteinas RACVF y/o RACVFL en células del epitelio
pigmentado de la retina (EPR). Los efectos protectores de estos cultivos se evaluaron en cultivos de conos
enriquecidos de embriones de pollos y resultaron altamente satisfactorios.

Los constructos también se sometieron a prueba respecto al su efecto protector sobre los conos del ratén rd1 después
de la inyeccién subretiniana. Se observo un incremento significativo en la densidad de los conos (véase la figura 3).

En conclusion, los inventores han mostrado que la combinacién de isoformas cortas y largas del gen NXNL71, RACVF
y RACVFL, en un solo vector de expresion proporciona un efecto sinérgico en el aumento de la viabilidad de los conos
in situ en la retina.

Segun la presente invencidn, la combinacion es util para tratar y/o prevenir la degeneracion de los conos y otra
degeneracion neuronal.

Ejemplo 3: La expresion de RACVFL en fotorreceptores de conos protege a los fotorreceptores de conos
contra el estrés oxidativo.

El ejemplo 3 se corresponde con los datos experimentales publicados por los inventores en la publicacion siguiente:
Mei et al., Antioxid Redox Signal. 12 de mayo de 2016. [Publicacién electrénica previa a la impresion]

La tiorredoxina codificada por el gen del factor de viabilidad de conos derivados de bastones protege los
fotorreceptores de los conos contra el estrés oxidativo.

(34 en la lista de referencias de mas adelante, incorporado mediante referencia)

En este ejemplo, los inventores han encontrado que los conos expresan solo uno de los dos productos del gen Nxnl1,
la tiorredoxina RACVFL. La administracion de RACVFL al ratén que porta una delecion del gen Nxnl1 en los conos
reduce el dafio producido por estrés oxidativo. Silenciando la expresién de RACVFL en cultivo enriquecido de conos
se reduce la viabilidad celular, mostrando que el RACVFL es un mecanismo auténomo celular de proteccion.

Ejemplo 4: La inyeccion de AAV2-(RdCVF-RACVFL) previene la pérdida de agudeza visual del ratén rd10, un
modelo recesivo de retinitis pigmentosa.

Métodos
Animales

Los ratones C57B1/6N y rd10 se obtuvieron de los laboratorios Charles River laboratories y The Jackson Laboratories
(Bar Harbor, ME), respectivamente y se criaron en un ciclo de 12 horas de luz-oscuridad. Todos los experimentos se
llevaron a cabo segun la declaracion de ARVO para el uso de animales en la investigacion oftalmica y de la vision y
las directrices de la Oficina de Cuidado de Animales de Laboratorio de la Universidad de California, Berkeley,
California.

Produccién de vectores viricos

Los vectores de AAV portadores de ADNc que codifican RACVF humano, RACVFL o eGFP de produjeron mediante el
método de cotransfeccion. Se purificd6 AAV recombinante mediante ultracentrifugacion en gradiente de iodixanol y
cromatografia en columna de heparina (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Reino Unido). El eluyente virico se
intercambid de tampdn y se concentré con Ultra-15 Centrifugal Filter Units de Amicon en PBS y se valoré mediante
PCR cuantitativa en referencia a una recta de calibrado.

Inyecciones intravitreas
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Se anestesio a los ratones con ketamina (72 mg/kg) y xilacina (64 mg/kg) mediante inyeccion intraperitoneal. La mitad
de una aguja desechable de 30 se pasé a través de la esclerdtica, en el ecuador y posterior del limbo, en la cavidad
vitrea. Un total de 5x1010 particulas resistentes a ADNasa en 1 pl de volumen se inyectaron posteriormente en la
cavidad vitrea con observacion directa de la aguja directamente sobre la cabeza del nervio dptico. Los ojos de control
contralaterales recibieron vectores que portan el gen que codifica GFP o PBS.

Respuesta optomotora

Se midieron las agudezas visuales de ojos tratados y sin tratar utilizando una optometria de Cerebral Mechanics Inc.
Canada y OptoMotryTM, 1.77 system, mediante la observacion de respuestas optomotoras de ratones al rotar rejillas
sinusoidales. Brevemente, los ratones responden instintivamente a las rejillas de rotacion vertical moviendo su cabeza
en la direccién de rotacion de la rejilla. El protocolo utilizado produce mediciones independientes de las agudezas de
los ojos derecho e izquierdo basandose en las sensibilidades desiguales de los dos ojos respecto al patrén de rotacion:
los ojos derecho e izquierdo son mas sensibles al giro en sentido antihorario y horario, respectivamente. Se utilizé un
procedimiento de doble ciego, en el que al observador se le "enmascard” tanto la direccién como el patrén de rotacion,
qué ojo recibié el tratamiento y qué ojo recibié AAV-RACVF o AAV2-RACVF-RACVFL y AAV2-GFP. Brevemente, se
situé a cada ratéon en un pedestal localizado en el dentro de cuatro pantallas LCD de monitores de ordenadores
mirando hacia dentro y se observé mediante una camara de video de infrarrojos con una fuente de luz infrarroja sobre
la cabeza. Una vez que el raton se acostumbrd al pedestal se inicié una prueba de 7 segundos mediante la
presentacion al raton de un patrén rayado sinusoidal que rota en sentido horario o antihorario, segun el software
OptoMotryTM determiné aleatoriamente. Las respuestas de reflejo involuntario de seguimiento de la cabeza se
impulsan por los ojos izquierdo (rotaciones en sentido horario) y derecho (rotaciones en sentido antihorario),
respectivamente. El contraste de sensibilidad se midié en una frecuencia espacial de 0,042 ciclos/grado y a una
velocidad de rotacién de 0,5 Hz. Para calcular la agudeza visual, las rejillas tienen un contraste constante del 100 % y
el estimulo inicial fue un 0,042 ciclos/grado. Utilizando un paradigma de escalera, el programa converge en mediciones
de las agudezas o sensibilidad de contraste de ambos ojos definidas como la frecuencia espacial o el % de contraste
que produce = 70 % de las respuestas correctas del observador. Se definié la agudeza como la frecuencia espacial
mas elevada que produce una respuesta umbral. De forma similar, el contraste de sensibilidad se defini6 como 100
dividido por el porcentaje de contraste mas bajo que produce una respuesta umbral. Si bien este protocolo permite la
separacion de las sensibilidades del ojo derecho e izquierdo, el ojo contralateral no esta ‘ciego’ al estimulo.

Resultados: La inyeccion subretiniana de AAV2-RdCVF-RACVFL previene la pérdida de agudeza visual mas
ampliamente que AAV2-RdCVF.

Los presentes inventores compararon la accion de un AAV2 que expresa RACVF (CT37) respecto a otro que expresa
tanto RACVF como RACVFL (CT35). La medicién de la agudeza visual del ratén rd10 utilizando nistagmo optocinético
demuestra que la combinacion de RACVF + RACVFL (Fig. 4A) tiene un efecto protector mas pronunciado que RACVF
(Fig. 4B). Cuando se traslado a la pérdida de vision central en pacientes que sufren de retinitis pigmentosa, la demora
en la pérdida de agudeza visual de RACVF+ RACVFL se corresponde con 44 afios de prevencion de ceguera.
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REIVINDICACIONES
1. Un vector de expresion que comprende un primer acido nucleico que codifica una isoforma corta del gen NXNL1,
factor de viabilidad de conos derivados de bastones (RACVF) y un segundo &cido nucleico que codifica una isoforma
larga del gen NXNL1, RACVFL.
2. Un vector de expresion segun la reivindicacion 1, en el que dicho vector de expresion es un virus.

3. Un vector de expresion segun la reivindicacion 2 en el que dicho virus es un virus adenoasociado (AAV).

4. Un vector de expresion segun la reivindicacion 3 en el que dicho AAV se selecciona del grupo que consiste en
AAV2, AAV9 y AAV7mS.

5. Un vector de expresion segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en el que dicha isoforma corta de RACVF es
la isoforma corta del RACVF humano y en el que dicha isoforma larga es la isoforma larga del RACVFL humano.

6. Un vector de expresion segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para utilizar en un método para tratar una
enfermedad degenerativa de la retina.

7. Un vector de expresion para utilizar segun la reivindicacion 6 en el que dicha enfermedad degenerativa de la retina
es la retinitis pigmentosa.

8. Un vector de expresion para utilizar segun la reivindicacion 6 o 7, en el que dicho vector de expresion es para
administrar mediante inyeccion subretiniana o mediante inyeccion intravitrea.

9. Un vector de expresioén para utilizar segun la reivindicacion 6 o 7, en el que dicho vector de expresién es para
administrar mediante inyeccidn intravenosa.
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