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DESCRIPCION
Tratamiento génico de la retinitis pigmentaria

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reclama el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos con el nimero de
serie 61/969.027, presentada el 21 de marzo de 2014.

Listado de secuencias

El contenido de la presentacion siguiente en el archivo de texto ASCII es: un formato legible informaticamente (CRF)
del Listado de secuencias (nombre del archivo: 159792010040SeqList.txt, fecha registrada: 17 de marzo de 2015,
tamario: 63 KB).

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a una composiciéon que comprende vectores AAV y a su uso en procedimientos para
el tratamiento de la retinitis pigmentaria y de estrés del reticulo endoplasmico (RE).

Breve resumen de la invencion

La retinitis pigmentaria (RP) es la causa mas comuin de degeneracion retiniana hereditaria, que se caracteriza
clinicamente por ceguera nocturna y la pérdida de la vision periférica. Las mutaciones en el pigmento visual de
bastones rodopsina se reconocen como la causa mas comun de RP autosémica dominante (ADRP), y aunque se han
propuesto y evaluado una serie de tratamientos para la RP por rodopsina en modelos animales y estudios clinicos, la
enfermedad continda siendo incurable (Kalloniatis, M. et al. (2004) Clin. Exp. Optom. 87 (2): 65-80). Muchos datos
respaldan la opinién de que la RP por rodopsina es una enfermedad de plegamiento incorrecto de proteinas en la que
el plegamiento incorrecto o el ensamblaje incorrecto de una proteina mutante altera su destino celular e induce la
muerte celular (Gregersen, N. et al. (2006) Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 7: 103-24). Las mutaciones RP
conocidas en el gen de la rodopsina incluyen sentido incorrecto y mutaciones de delecion en marco cortas, con una
Unica sustitucion de base en el codén 23 (P23H) del gen de la rodopsina que representa ~7% de todos los casos de
retinitis pigmentaria dominante en Estados Unidos (Dryja, T.P., et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92 (22):
10177-81). En células cultivadas, la proteina mutante P23H, a diferencia de la proteina de tipo silvestre (WT), se
retiene en el RE, lo que conduce a la induccion de la respuesta de proteina desplegada (UPR), la inhibicién del
proteasoma y la agregacion de la proteina mutante en especies oligoméricas de alto peso molecular que forman
inclusiones intracelulares (Saliba, R.S., et al. (2002) J. Cell Sci. 115: 2907-18). De forma similar, la rodopsina P23H se
ubica de forma incorrecta y/o se agrega en las células bastén de modelos animales de RP (Olsson, J.E., et al. (1992)
Neuron 9 (5): 815-30), lo que sugiere que los modelos de cultivo celular pueden ser predictivos de modelos in vivo de
esta enfermedad. Lo que se necesita es un medio para mejorar los sintomas de la RP.

La invencion descrita en el presente documento proporciona una composicion y una composicion para su uso en
procedimientos para el tratamiento de la retinitis pigmentaria en un mamifero, comprendiendo la composicion una
primera particula virica de rAAV que comprende un primer vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica
un miR-708 y una segunda particula virica de rAAV que comprende un segundo vector rAAV que comprende un acido
nucleico que codifica una rodopsina. En algunas formas de realizacién, el tratamiento de la retinitis pigmentaria
comprende reducir o prevenir los sintomas asociados con la retinitis pigmentaria. En algunas formas de realizacion, el
tratamiento de la retinitis pigmentaria incluye reducir un sintoma asociado con RP, prevenir la degeneracion retiniana,
detener la progresion de la RP, aumentar la funcién del fotorreceptor, y similares. Los sintomas y/o la patologia de la
RP incluyen, entre otros, pérdida de vision, pérdida de vision nocturna, pérdida de campos visuales periféricos, pérdida
de la funcion ERG; pérdida de agudeza visual y sensibilidad al contraste; pérdida del comportamiento guiado
visualmente, reducciéon de la funcién de fotorreceptores de bastones, muerte celular de fotorreceptores de bastones,
disminucion de la vision escotdpica, reduccién de cambios en las células de la retina (pérdida de la estructura o la
funcién del fotorreceptor; adelgazamiento o engrosamiento de la capa nuclear externa (ONL); adelgazamiento o
engrosamiento de la capa plexiforme externa (OPL); desorganizacion seguida de pérdida de segmentos externos de
bastones y conos; acortamiento de los segmentos internos de bastones y conos; retraccién de dendritas de células
bipolares; adelgazamiento o engrosamiento de las capas internas de la retina, incluidas la capa nuclear interna, la
capa plexiforme interna, la capa de células ganglionares y la capa de fibras nerviosas; ubicacion incorrecta de opsina;
sobreexpresién de neurofilamentos; y similares. En algunas formas de realizacion, la divulgacién proporciona la
prevencién del deterioro de la funcién de células baston y la muerte de células bastén y la funcién de células cono y
la muerte de células cono.

En algunos aspectos, la invencién proporciona una composicion y una composicién para su uso en procedimientos
para el tratamiento de estrés del reticulo endoplasmico (RE) en una célula, comprendiendo la composicién un primer
vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica un miR-708 y una segunda particula virica de rAAV que
comprende un segundo vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica una rodopsina. En algunas formas
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de realizacién, el mamifero padece o esta en riesgo de padecer RP. En algunas formas de realizacion, el mamifero es
un ser humano que padece o esta en riesgo de padecer RP. En algunas formas de realizacién, las particulas de rAAV
se administran a un ojo del mamifero. En algunas formas de realizacion, la célula es una célula ocular. En otras formas
de realizacion, la célula es una célula fotorreceptora. En otras formas de realizacion mas, la célula es una célula
fotorreceptora bastén. En algunas formas de realizacién, el tratamiento comprende reducir uno o0 mas marcadores
celulares de estrés del RE. En otras formas de realizacion, los, uno o mas, marcadores celulares de estrés del RE son
XBP-1, CHOP o Grp78 ayustados.

En algunas formas de realizacion de la invencién, el acido nucleico que codifica miR-708 esta operativamente unido a
un promotor. En algunas formas de realizacion, el promotor es capaz de expresar el miR-708 en células fotorreceptoras
(por ejemplo una célula fotorreceptora bastén). En otras formas de realizacién, el promotor comprende un promotor
de rodopsina quinasa (RK) o un promotor de opsina. En otras formas de realizacion de la invencion, el acido nucleico
que codifica la rodopsina esta operativamente unido a un promotor. En algunas formas de realizacién, el promotor es
capaz de expresar la rodopsina en células fotorreceptoras (por ejemplo una célula fotorreceptora bastéon). En otras
formas de realizacion, el promotor comprende un promotor RK o un promotor de opsina.

En otras formas de realizacién, el acido nucleico que codifica miR-708 esta operativamente unido a un primer promotor
RK o un primer promotor de opsina y el acido nucleico que codifica la rodopsina esta operativamente unido a un
segundo promotor RK o un segundo promotor de opsina. En algunas formas de realizacion, el primer y/o el segundo
promotor de opsina incluyen un intrén MVM (por ejemplo, un intron de SEQ ID NO: 23). En algunas formas de
realizacion, el &cido nucleico que codifica miR-708 esta operativamente unido al promotor de B-actina de pollo (CBA).
En algunas formas de realizacion, el acido nucleico que codifica la rodopsina esta operativamente unido al promotor
de B-actina de pollo (CBA). En algunas formas de realizacion, una secuencia derivada de un intrén de virus diminuto
de ratén (MVM) se encuentra 3' con respecto al promotor. En algunas formas de realizacién, el intrén de MMV
comprende la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 23. En algunas formas de realizacién, el promotor
comprende ademas i) un potenciador de CMV; ii) una secuencia derivada de un factor de transcripcion especifico de
fotorreceptores; iii) una secuencia derivada de un factor de transcripcion especifico de fotorreceptores de baston; iv)
una secuencia derivada de un factor de cremallera basico de la retina neural; v) una secuencia derivada de una
secuencia de factor de transcripcion que contiene homeobox de conos y bastones; vi) un potenciador de CMV y al
menos una o0 mas de una secuencia derivada de un factor de transcripcién especifico de fotorreceptores, una
secuencia derivada de un factor de transcripcion especifico de fotorreceptores de bastén, una secuencia derivada de
un factor de cremallera basico de la retina neural; una secuencia derivada de una secuencia de factor de transcripcion
que contiene homeobox de conos y bastones; vii) un factor de cremallera de leucina basico de la retina neural, un
potenciador de CMV y un promotor de opsina (-500 a +17); viii} un factor de cremallera de leucina basico de la retina
neural, un potenciador de CMV, un promotor de opsina (-500 a +17) y un intron MVM; ix) un potenciador de CMV que
comprende la SEQ ID NO: 29; x) una secuencia de factor de cremallera de leucina basico de la retina neural que
comprende la SEQ ID NO: 30; xi) una secuencia derivada de una secuencia de factor de transcripcién que contiene
homeobox de conos y bastones que comprende la SEQ ID NO: 28; xii) un potenciador de CMV que comprende la
SEQ ID NO: 29 y al menos una o0 mas de una secuencia derivada de un factor de transcripcion especifico de
fotorreceptor, una secuencia derivada de un factor de transcripcion especifico de fotorreceptor de bastén, una
secuencia derivada de un factor de cremallera basico de la retina neural que comprende la SEQ ID NO: 30; una
secuencia derivada de una secuencia de factor de transcripciéon que contiene homeobox de conos y bastones que
comprende la SEQ ID NO: 28; xiii) un factor de cremallera de leucina basico de la retina neural que comprende la SEQ
ID NO: 30, un potenciador de CMV que comprende la SEQ ID NO: 29 y un promotor de opsina (-500 a +17) que
comprende la SEQ ID NO: 22; o xiv) un factor de cremallera de leucina basico de la retina neural que comprende la
SEQ ID NO: 28, un potenciador de CMV que comprende la SEQ ID NO: 29, un promotor de opsina (-500 a +17) que
comprende la SEQ ID NO: 22 y un intrén MVM que comprende la SEQ ID NO: 23. En algunas formas de realizacion,
el acido nucleico que codifica miR-708 esta integrado en un intrén. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico
que codifica miR-708 comprende un andamio miR-708 endégeno o un andamio miR-155.

En algunas formas de realizacién, el acido nucleico que codifica miR-708 comprende el acido nucleico de SEQ ID NO:
1. En algunas formas de realizacién, el acido nucleico que codifica miR-708 comprende un acido nucleico que tiene
aproximadamente al menos el 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%. 97%, 98% 0 99% de identidad con la
SEQ ID NO: 1.

En algunas formas de realizacion, la rodopsina es rodopsina de mamifero o un equivalente funcional de la misma. En
algunas formas de realizacion, la rodopsina es rodopsina humana o un equivalente funcional de la misma. En algunas
formas de realizacién, la rodopsina carece de la secuencia diana miR-708 de la region no traducida (UTR) 3'. En
algunas formas de realizacion, el acido nucleico que codifica la rodopsina comprende una sustitucién, una insercién o
una delecion de acido nucleico en la secuencia diana miR-708. En algunas formas de realizacion, la sustitucion, la
insercién o la delecién reduce o impide el reconocimiento por miR-708. En algunas formas de realizacion, el acido
nucleico que codifica la rodopsina comprende una sustitucion, una insercién o una delecion de acido nucleico en la
secuencia diana miR-708, siendo la secuencia diana miR-708 la SEQ ID NO: 19. En algunas formas de realizacién, la
expresion de la rodopsina es refractaria a la supresion por miR-708. En algunas formas de realizacion, la rodopsina
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2. En algunas formas de realizacién, la rodopsina
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene aproximadamente al menos el 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
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95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la SEQ ID NO: 2. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico
que codifica la rodopsina comprende acido nucleico de SEQ ID NO: 3. En algunas formas de realizacién, el acido
nucleico que codifica la rodopsina comprende un acido nucleico que tiene aproximadamente el 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la SEQ ID NO: 3.

En algunas formas de realizacion, la divulgacién proporciona una particula de rAAV que comprende un polinucleétido
de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID NO: 9. En algunas formas de realizacion, la
particula virica de AAV comprende un genoma virico recombinante que comprende un polinucleétido que tiene
aproximadamente al menos el 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%. 97%, 98% 0 99% de identidad con la
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID
NO : 26 0 SEQ ID NO: 27.

En algunas formas de realizacion, la particula virica de AAV comprende una capside de serotipo AAV1, AAV2, AAVS,
AAV4, AAV5, AAVG, AAV7, AAVSB, AAVrh8, AAVIh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV2/2-
7m8, AAV DJ, AAV2 N587A, AAV2 E548A, AAV2 N708A, AAV V708K, un AAV de cabra, AAV1/AAV2 quimérico, AAV
bovino o rAAV2/HBoV1 de capside AAV de ratén. En algunas formas de realizacion, la particula virica de rAAV
comprende una capside de serotipo 5 de AAV. En algunas formas de realizacion, la particula virica de rAAV comprende
una capside mutante de tirosina de serotipo 5 de AAV.

En algunas formas de realizacion, la primera particula de rAAV y/o la segunda particula de virus rAAV comprenden
una capside de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVB, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10,
AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV2/2-7m8, AAV DJ, AAV2 N587A, AAV2 E548A, AAV2 N708A, AAV
V708K, un AAV de cabra, AAV1/AAV2 quimérico, AAV bovino o rAAV2/HBoV1 de capside AAV de ratén. En algunas
formas de realizacion, la primera particula virica de rAAV y/o la segunda particula virica de rAAV comprenden una
capside de serotipo 5 de AAV. En algunas formas de realizacién, la primera particula virica de rAAV y/o la segunda
particula virica de rAAV comprenden una capside mutante de tirosina de serotipo 5 de AAV.

En algunas formas de realizacion, el vector AAV comprende ITR de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVSE,
AAV7, AAVE, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, un AAV de cabra,
AAV bovino o AAV de ratén. En algunas formas de realizacién, la invencién proporciona composiciones para su uso
en un procedimiento para el tratamiento de RP y/o el estrés del RE que comprenden administrar a un mamifero una
composicidon que comprende una primera particula de virus rAAV que comprende un primer vector rAAV que
comprende un acido nucleico que codifica miR-708 y una segunda particula de virus rAAV que comprende un segundo
vector rAAV que codifica la rodopsina. En algunas formas de realizacién, el primer vector rAAV y/o el segundo vector
virico rAAV comprende ITR de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R,
AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, DJ AAV, un AAV de cabra, AAV bovino o AAV de raton.

En algunas formas de realizacion, los vectores rAAV del procedimiento comprenden ITR de serotipo 2 de AAV. En
algunas formas de realizacion, la ITR y la capside de la particula virica de rAAV se derivan del mismo serotipo AAV.
En otras formas de realizacién, la ITR y la capside de las particulas viricas de rAAV se derivan de diferentes serotipos
de AAV. En algunas formas de realizacion, la particula virica de rAAV comprende una capside AAV5, y el vector
comprende ITR de AAV2. En algunas formas de realizacion, la particula virica de rAAV comprende una capside
mutante de tirosina AAV5, y el vector comprende ITR de AAV2.

En algunas formas de realizacion, las particulas de rAAV se inyectan en el espacio subretiniano de la retina del
mamifero. En algunas formas de realizacién, los rAAV se administran en mas de una ubicacién del espacio
subretiniano de la retina del mamifero. En otras formas de realizacion, las particulas de rAAV se inyectan por via
intravitrea al mamifero. En algunas formas de realizacion, al menos el 10-30% de las células fotorreceptoras (por
ejemplo, las células fotorreceptoras bastén) son transducidas por el AAV.

En algunas formas de realizacién, el mamifero tiene una mutacién en el gen de la rodopsina endégeno. En algunas
formas de realizacion, la mutacion en el gen de la rodopsina enddégeno es una mutacion autosémica dominante. En
algunas formas de realizacion, la retinitis pigmentaria es retinitis pigmentaria autosémica dominante. En algunas
formas de realizacion, el mamifero es un ser humano. En algunas formas de realizacién, el ser humano tiene una
mutaciéon P23H en el gen de la rodopsina endégeno.

En algunas formas de realizacién, la invencion proporciona una composicion para su uso en procedimientos de
tratamiento de RP y/o el estrés del RE que comprenden administrar a un mamifero la composicién que comprende
una primera particula de virus rAAV que comprende un acido nucleico que codifica miR-708 y una segunda particula
de virus rAAV que codifica la rodopsina en los que la primera particula virica de rAAV que codifica miR-708 vy la
segunda particula virica de rAAV que codifica |la rodopsina se administran al mamifero al mismo tiempo. En algunas
formas de realizacion, la primera particula virica de rAAV que codifica miR-708 y la particula virica de rAAV que codifica
la rodopsina se administran al mamifero secuencialmente. En algunas formas de realizacién, la particula virica de
rAAV que codifica miR-708 se administra en primer lugar al mamifero y la particula virica de rAAV que codifica la
rodopsina se administra al mamifero en segundo lugar. En algunas formas de realizacion, la particula virica de rAAV
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que codifica la rodopsina se administra al mamifero en primer lugar y la particula virica de rAAV que codifica miR-708
se administra al mamifero en segundo lugar.

En algunas formas de realizacién de la invencion, las particulas viricas de rAAV se encuentran en una composicion
farmacéutica. En algunas formas de realizacién, la composicién farmacéutica comprende ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En algunas formas de realizacion, la invencion proporciona una composicién que
comprende una primera particula de rAAV que comprende un vector rAAV que comprende un acido nucleico que
codifica un miR708 y una segunda particula de rAAV que comprende un vector rAAV que comprende un acido nucleico
que codifica la rodopsina para su uso en el tratamiento de la retitinis pigmentaria o para reducir el estrés del RE.

En algunos aspectos, la invencién descrita en el presente documento proporciona composiciones para su uso en un
procedimiento de tratamiento de la retinitis pigmentaria en un mamifero, comprendiendo las composiciones para el
tratamiento de la retinitis pigmentaria una primera particula virica de rAAV que comprende un primer vector rAAV que
comprende un acido nucleico que codifica un miR-708 y una segunda particula virica de rAAV que comprende un
segundo vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica la rodopsina.

En algunos aspectos, la invencién proporciona composiciones para su uso en un procedimiento de tratamiento de
estrés del reticulo endoplasmico (RE) en una célula, comprendiendo las composiciones una primera particula virica
de rAAV que comprende un vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica un miR-708 y una segunda
particula virica de rAAV que comprende un segundo vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica una
rodopsina. En algunas formas de realizacién, el mamifero con estrés del RE padece o esta en riesgo de padecer RP.
En algunas formas de realizacién, el mamifero con estrés del RE es un ser humano que padece o esta en riesgo de
padecer RP. En algunas formas de realizacion, la particula de rAAV se administra a un ojo del mamifero. En algunas
formas de realizacién, la célula es una célula ocular. En otras formas de realizacién, la célula es una célula
fotorreceptora. En otras formas de realizacién mas, la célula es una célula fotorreceptora bastén. En algunas formas
de realizacion, la composicién reduce uno o mas marcadores celulares de estrés del RE. En otras formas de
realizacion, los, uno o mas, marcadores celulares de estrés del RE son XBP-1, CHOP o Grp78 ayustados. En algunas
formas de realizacion, el vector rAAV comprende un acido nucleico que codifica un miR-708 que ademas comprende
un acido nucleico que codifica la rodopsina.

En algunas formas de realizacion de la invencion, el acido nucleico que codifica miR-708 esta operativamente unido a
un promotor. En algunas formas de realizacion, el promotor es capaz de expresar el miR-708 en células fotorreceptoras
(por ejemplo, células fotorreceptoras baston). En otras formas de realizacion, el promotor comprende un promotor de
rodopsina quinasa (RK) o un promotor de opsina. En otras formas de realizacion de la invencién, el acido nucleico que
codifica la rodopsina esta operativamente unido a un promotor. En algunas formas de realizacién, el promotor es capaz
de expresar la rodopsina en células fotorreceptoras (por ejemplo, células fotorreceptoras bastén). En otras formas de
realizacion, el promotor comprende un promotor RK o un promotor de opsina.

En algunas formas de realizacion, la invencién proporciona composiciones para el tratamiento de RP y/o estrés del
RE que comprenden una primera particula de rAAV que comprende un vector rAAV que comprende un acido nucleico
que codifica miR-708 y la rodopsina y una segunda particula virica de rAAV que comprende un segundo vector rAAV
que comprende un acido nucleico que codifica una rodopsina. En otras formas de realizacién, el acido nucleico que
codifica miR-708 esta operativamente unido a un primer promotor RK o un primer promotor de opsina y el acido
nucleico que codifica la rodopsina esta operativamente unido a un segundo promotor RK o un segundo promotor de
opsina. En algunas formas de realizacién, el primer y/o segundo promotor de opsina incluyen un intrén MVM (por
ejemplo, un intron de SEQ ID NO: 23). En algunas formas de realizacién, el acido nucleico que codifica miR-708 esta
operativamente unido al promotor de B-actina de pollo (CBA). En algunas formas de realizacion, el acido nucleico que
codifica la rodopsina esta operativamente unido al promotor de B-actina de pollo (CBA). En algunas formas de
realizacion, el primer y/o el segundo promotor de opsina incluye un intrén de MVM (por ejemplo, un intrén de SEQ ID
NO: 23). En algunas formas de realizacion, el acido nucleico que codifica miR-708 esta operativamente unido al
promotor de B-actina de pollo (CBA). En algunas formas de realizacién, el acido nucleico que codifica la rodopsina
esta operativamente unido al promotor de B-actina de pollo (CBA). En algunas formas de realizacion, una secuencia
derivada de un intrén de virus diminuto de ratén (MVM) se encuentra 3' con respecto al promotor. En algunas formas
de realizacion, el intrén de MMV comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 23. En algunas formas de
realizacién, el promotor comprende ademas i) un potenciador de CMV; ii) una secuencia derivada de un factor de
transcripcion especifico de fotorreceptores; iii) una secuencia derivada de un factor de transcripcion especifico de
fotorreceptores de baston; iv) una secuencia derivada de un factor de cremallera basico de la retina neural; v) una
secuencia derivada de una secuencia de factor de transcripcion que contiene homeobox de conos y bastones; vi) un
potenciador de CMV y al menos una o mas de una secuencia derivada de un factor de transcripcion especifico de
fotorreceptores, una secuencia derivada de un factor de transcripcion especifico de fotorreceptores de bastén, una
secuencia derivada de un factor de cremallera basico de la retina neural; una secuencia derivada de una secuencia
de factor de transcripcién que contiene homeobox de conos y bastones; vii) un factor de cremallera de leucina basico
de la retina neural, un potenciador de CMV y un promotor de opsina (-500 a +17); viii) un factor de cremallera de
leucina basico de la retina neural, un potenciador de CMV, un promotor de opsina (-500 a +17) y un intrén MVM; ix)
un potenciador de CMV que comprende la SEQ ID NO: 29; x) una secuencia de factor de cremallera de leucina basico
de la retina neural que comprende la SEQ ID NO: 30; xi} una secuencia derivada de una secuencia de factor de
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transcripcioén que contiene homeobox de conos y bastones que comprende la SEQ ID NO: 28; xii) un potenciador de
CMV que comprende la SEQ ID NO: 29 y al menos una o mas de una secuencia derivada de un factor de transcripcion
especifico de fotorreceptor, una secuencia derivada de un factor de transcripcion especifico de fotorreceptor de bastén,
una secuencia derivada de un factor de cremallera basico de la retina neural que comprende la SEQ ID NO: 30; una
secuencia derivada de una secuencia de factor de transcripciéon que contiene homeobox de conos y bastones que
comprende la SEQ ID NO: 28; xiii) un factor de cremallera de leucina basico de la retina neural que comprende la SEQ
ID NO: 30, un potenciador de CMV que comprende la SEQ ID NO: 29 y un promotor de opsina (-500 a +17) que
comprende la SEQ ID NO: 22; o xiv) un factor de cremallera de leucina basico de la retina neural que comprende la
SEQ ID NO: 28, un potenciador de CMV que comprende la SEQ ID NO: 29, un promotor de opsina (-500 a +17) que
comprende la SEQ ID NO: 22 y un intrén MVM que comprende la SEQ ID NO: 23. En algunas formas de realizacion,
el acido nucleico que codifica miR-708 esta integrado en un intrén. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico
que codifica miR-708 comprende un andamio miR-708 endégeno o un andamio miR-155.

En algunas formas de realizacién, el acido nucleico que codifica miR-708 comprende el acido nucleico de SEQ ID NO:
1. En algunas formas de realizacién, el acido nucleico que codifica miR-708 comprende un acido nucleico que tiene
aproximadamente al menos el 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%. 97%, 98% 0 99% de identidad con la
SEQ ID NO: 1.

En algunas formas de realizacion, la rodopsina es rodopsina de mamifero o un equivalente funcional de la misma. En
algunas formas de realizacion, la rodopsina es rodopsina humana o un equivalente funcional de la misma. En algunas
formas de realizacién, la rodopsina carece de la secuencia diana miR-708 de la region no traducida (UTR) 3'. En
algunas formas de realizacion, el acido nucleico que codifica la rodopsina comprende una sustitucién, una insercién o
una delecion de acido nucleico en la secuencia diana miR-708. En algunas formas de realizacion, la sustitucion, la
insercién o la delecién reduce o impide el reconocimiento por miR-708. En algunas formas de realizacion, el acido
nucleico que codifica la rodopsina comprende una sustitucion, una insercién o una delecion de acido nucleico en la
secuencia diana miR-708, siendo la secuencia diana miR-708 la SEQ ID NO: 19. En algunas formas de realizacién, la
expresion de la rodopsina es refractaria a la supresién por miR-708. En algunas formas de realizacion, la rodopsina
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2. En algunas formas de realizacién, la rodopsina
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene aproximadamente al menos el 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la SEQ ID NO: 2. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico
que codifica la rodopsina comprende acido nucleico de SEQ ID NO: 3. En algunas formas de realizacién, el acido
nucleico que codifica la rodopsina comprende un acido nucleico que tiene aproximadamente el 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la SEQ ID NO: 3.

En algunas formas de realizacién, la particula de rAAV comprende un polinucleétido de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9. En algunas formas de realizacién, la particula virica de AAV
comprende un genoma virico recombinante que comprende un polinucleétido que tiene aproximadamente al menos
el 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 0 SEQ ID NO: 27.

En algunas formas de realizacion, la particula virica de AAV comprende una capside de serotipo AAV1, AAV2, AAVS3,
AAV4, AAV5, AAVG, AAV7, AAVSB, AAVrh8, AAVIh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV2/2-
7m8, AAV DJ, AAV2 N587A, AAV2 E548A, AAV2 N708A, AAV V708K, un AAV de cabra, AAV1/AAV2 quimérico, AAV
bovino o rAAV2/HBoV1 de capside AAV de ratén. En algunas formas de realizacion, la particula virica de rAAV
comprende una capside de serotipo 5 de AAV. En algunas formas de realizacion, la particula virica de rAAV comprende
una capside mutante de tirosina de serotipo 5 de AAV.

En algunas formas de realizacién, la invencién proporciona composiciones para su uso en un procedimiento de
tratamiento de RP y/o el estrés del RE que comprenden una primera particula de virus rAAV que comprende un acido
nucleico que codifica miR-708 y una segunda particula de virus rAAV que codifica la rodopsina. En algunas formas de
realizacion, la primera particula de rAAV y/o la segunda particula de virus rAAV comprenden una capside de serotipo
AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVG, AAV7, AAVS, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12,
AAV2R471A, AAV2/2-7Tm8, AAV DJ, AAV2 N587A, AAV2 E548A, AAV2 N708A, AAV V708K, un AAV de cabra,
AAV1/AAV2 quimérico, AAV bovino o rAAV2/HBoV1 de capside AAV de raton. En algunas formas de realizacion, la
primera particula virica de rAAV y/o la segunda particula virica de rAAV comprenden una cépside de serotipo 5 de
AAV. En algunas formas de realizacion, la primera particula virica de rAAV y/o la segunda particula virica de rAAV
comprenden una capside mutante de tirosina de serotipo 5 de AAV

En algunas formas de realizacion, la invencioén proporciona composiciones para el tratamiento de RP y/o el estrés del
RE que comprenden una particula de rAAV en la que el vector AAV comprende un ITR de serotipo AAV1, AAV2,
AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVE, AAVrh8, AAVrh8R, AAVY, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A,
AAV DJ, un AAV de cabra, AAV bovino o AAV de ratén. En algunas formas de realizacién, la invencion proporciona
composiciones para el tratamiento de RP y/o el estrés del RE que comprenden una primera particula de virus rAAV
que comprende un primer vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica miR-708 y una segunda particula
de virus rAAV que comprende un segundo vector rAAV que codifica la rodopsina. En algunas formas de realizacion,
el primer vector rAAV y/o el segundo vector virico rAAV comprenden un ITR de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4,
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AAV5, AAV6, AAV7, AAVS, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, un
AAV de cabra, AAV bovino o AAV de raton.

En algunas formas de realizacién de la invencién, los vectores rAAV de la composicion comprenden ITR de serotipo
2 de AAV. En algunas formas de realizacion, la ITR y la capside de la particula virica de rAAV se derivan del mismo
serotipo AAV. En otras formas de realizacion, la ITR y la capside de las particulas viricas de rAAV se derivan de
diferentes serotipos de AAV. En algunas formas de realizacion, la particula virica de rAAV comprende una capside
AAVS5, y el vector comprende ITR de AAV2. En algunas formas de realizacion, la particula virica de rAAV comprende
una capside mutante de tirosina AAV5, y el vector comprende ITR de AAV2.

En algunas formas de realizacién, la invencién proporciona composiciones para su uso en un procedimiento de
tratamiento de RP y/o el estrés del RE en un mamifero, en las que el mamifero tiene una mutacién en el gen de la
rodopsina endégeno. En algunas formas de realizacion, la mutacién en el gen de la rodopsina endégeno es una
mutacién autosdémica dominante. En algunas formas de realizacion, la retinitis pigmentaria es retinitis pigmentaria
autosémica dominante. En algunas formas de realizacion, el mamifero es un ser humano. En algunas formas de
realizacion, el ser humano tiene una mutacion P23H en el gen de la rodopsina endogena.

En algunas formas de realizacion, la invencion proporciona kits para el tratamiento de RP o para reducir el estrés del
RE en un mamifero que comprende una cantidad eficaz de particulas de rAAV que comprenden un vector rAAV que
comprende un acido nucleico que codifica miR-708. En algunas formas de realizacién, el kit comprende una cantidad
eficaz de particulas de rAAV que comprenden un vector rAAV que comprende un &cido nucleico que codifica miR-708
y la rodopsina. En algunas formas de realizacion, el kit comprende una cantidad eficaz de primeras particulas de rAAV
que comprenden un vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica miR-708 y una cantidad eficaz de
segundas particulas de rAAV que comprenden un segundo vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica
la rodopsina. En otras formas de realizacién, el kit comprende instrucciones para el uso de las particulas de rAAV en
el tratamiento de la retinitis pigmentaria y/o la reducciéon de estrés del RE. En otras formas de realizacion, el kit
comprende instrucciones para su uso tal como se describe en el presente documento.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un acido nucleico que comprende un intrén derivado de un MVM. En
algunas formas de realizacion, el intron MVM comprende la SEQ ID NO: 23. En algunas formas de realizacion, el acido
nucleico comprende ademas un promotor. En algunas formas de realizacion, el cido nucleico comprende ademas un
potenciador. En algunas formas de realizacion, el promotor esta ubicado 5' con respecto al intron MVM. En algunas
formas de realizacion, la invencién proporciona un constructo de expresion que comprende la secuencia de nucleétidos
de SEQID NO: 5, 6, 7, 24, 25, 26 0 27.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A y 1B muestran la ubicacién de rodopsina de tipo silvestre (figura 1A) y mutante P23H (figura 1B) en
células epiteliales pigmentadas retinianas humanas. Las células se tifien para rodopsina (verde), a-tubulina (rojo) y
ADN (azul). El patron de tincion de la rodopsina de tipo silvestre es caracteristico de la ubicion en membrana (flecha
continua), mientras que el patron de tincién de la rodopsina mutante P23H es caracteristico de la ubicaciéon
perinuclear/reticular (flecha discontinua).

Las figuras 2A y 2B muestran que la rodopsina mutante P23H forma oligémeros no nativos y retiene oligosacaridos
especificos del RE. (Figura 2A) Inmunotransferencia Western de extractos solubles en detergente de células que
expresan rodopsina de tipo silvestre ("wt") o mutante P23H. (Figura 2B) Inmunotransferencia Western de extractos
solubles en detergente de células que expresan rodopsina de tipo silvestre ("wt") o mutante P23H. Los extractos se
trataron con endoglicosidasa H ("Endo-H") o se dejaron sin tratar.

Las figuras 3A y 3B muestran que las células que expresan rodopsina P23H tienen una mayor expresion de
marcadores UPR y una mayor propension a la apoptosis. (Figura 3A) Expresién relativa de la proteina homologa
C/EBP (CHOP; también denominada Ddit3), que se une a la proteina de inmunoglobulina (BiP; también denominada
Hspab) y genes de rodopsina en células que expresan rodopsina de tipo silvestre ("wt") o mutante P23H. La expresion
relativa de cada gen se comparé con la expresion de beta-glucoronidasa utilizando el procedimiento AACt. (Figura 3B)
Porcentaje de células apoptéticas en células que expresan el control (pcDNA), la rodopsina de tipo silvestre o la
rodopsina mutante P23H, medido por tincién con TUNEL.

La figura 4 muestra un diagrama de la construccion de un vector de expresién para expresar miR-708 bajo el control
de un promotor ubicuo (B-actina de pollo, CBA) o un promotor especifico de fotorreceptores (rodopsina quinasa, RK).
El ADN que codifica las secuencias de tallo y bucle de miR-708 se sintetiz0 y se cloné entre la secuencia de andamio
miR-155 5'y 3'. Esta secuencia de andamio contiene los sitios diana requeridos por Drosha para procesar pri-miR-708
en pre-miR-708 en el nlcleo, permitiendo el procesamiento posterior de pre-miR-708 por Dicer en el citoplasma.

La figura 5 muestra la expresion de la proteina rodopsina en células que expresan miR-708 o un miARN de control,

con respecto a células no transfectadas. Todas las células son células HEK-293 que expresan la rodopsina mP23H
que tiene una secuencia diana de miR708 UTR 3'. La expresién de la proteina rodopsina se normaliza a la expresiéon
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de hGAPDH. Los niveles de proteina rodopsina disminuyen en presencia de miR708 en comparacion con el miR de
control.

La figura 6 muestra que las células HEK-293 que expresan la rodopsina mP23H tienen niveles de ARN reducidos de
los genes marcadores de UPR CHOP y BiP tras la expresion de miR-708, en comparacion con las células que
expresan un miARN de control ("Scramble").

Las figuras 7A y 7B muestran que la regulacion a la baja de la rodopsina por miR-708 endbgeno depende de la
presencia de una secuencia diana de miR-708 en la UTR 3' de rodopsina. Se transfectaron células HEK-293 con un
gen de rodopsina P23H de ratén que incluye la secuencia diana de miR-708 (figura 7A), o con un gen de rodopsina
P23H humano que carece de la secuencia diana de miR-708 (figura 7B). Las células también se transfectaron con un
pre-miARN de control o un pre-miARN anti-miR-708 para inhibir miR-708 endbgeno. La proteina rodopsina se midi6
con respecto a la proteina hGAPDH, y el ARNm de rodopsina se midi6 con respecto al ARNm de hGAPDH. También
se muestran los niveles de miR-708 endoégeno (eje derecho y dos columnas mas a la derecha en las figuras 7A y 7B).

La figura 8 representa un diagrama de un vector AAV para expresar miR-708 en fotorreceptores de baston. Las
caracteristicas relevantes del vector estan etiquetadas.

Las figuras 9A y 9B muestran que la expresion de miR-708 utilizando un vector AAV regula a la baja la rodopsina
mutante P23H. (Figura 9A) Expresién de miR-708 en células WERI o RPE tras la transfeccion de un vector que codifica
miR-708 dirigido por el promotor RK 0 un miARN de control ("Scramble"). La expresién se representa con respecto a
la expresién de miR-16. (Figura 9B) Expresion del ARNm de rodopsina P23H en células WERI transfectadas con un
plasmido pRK-miR-708, con respecto a células transfectadas con un plasmido de control.

Las figuras 10A-10C muestran que la administracion subretiniana de un vector AAV5 miR-708 da como resultado la
atenuacién de la rodopsina de ratén. (Figura 10A) Expresién de m-rodopsina en retinas de ratén a las que se inyecto
AAV5 miR-708 o AAV5 miR-Control. (Figura 10B) Expresién de RACVF en retinas de raton a las que se inyectdé AAV5S
miR-708 o AAV5 miR-Control. (Figura 10C) Expresion de miR-708 en retinas de ratdn a las que se inyecté AAV5 miR-
708 o AAV5 miR-Control.

Las figuras 11A y 11B muestran que el tratamiento de los ojos con AAV5 miR-708 reduce las respuestas mediadas
por bastones, pero no por conos. (Figura 11A) Tres electrorretinogramas representativos que representan respuestas
escotopicas en ojos que recibieron AAV5 miR-708 o AAV5 miR-Control ("Scram"). (Figura 11B) Tres
electrorretinogramas representativos que representan respuestas fotépicas en los mismos ojos que en la figura 11A
que recibieron AAV5 miR-708 o AAV5 miR-Control ("Scram").

La figura 12 proporciona un diagrama del vector de supresion/reemplazo de h-rodopsina (rodopsina humana, hRho)
integrada en intron miR-708.

La figura 13 muestra que un vector miR-708 integrado en intrén reduce la expresién de m-rodopsina (rodopsina de
ratén), hCHOP (CHOP humano) y hBiP (BiP humano) en células WERI transfectadas con m-rodopsina P23H, en
comparacion con un vector miR-Control.

La figura 14 muestra que la expresion de miR-708 a partir del vector integrado en intron tiene una expresion reducida
en comparacion con el vector no integrado en células WERI, con la salvedad de que el vector integrado en intron pRK-
hRho-intrén miR-708 también coexpresa h-rodopsina. Todos los vectores que dirigen la expresion de miR-708
utilizando el promotor RK tenian 6rdenes de magnitud de expresion mas baja que un vector que utiliza el promotor
CBA.

La figura 15 muestra que la expresion de h-rodopsina a partir del vector de supresioén/reemplazo integrado en intrén
es refractaria a la atenuacion por miR-708 coexpresado. Los niveles de ARN de h-rodopsina son los mismos en las
células transfectadas con vectores que expresan miR-708 o miR-Control.

La figura 16 muestra que el vector de supresién/reemplazo de miR-708 reduce el ayuste de XBP-1, un marcador de
estrés del RE, en células WERI que expresan rodopsina mutante. Esta reduccion se observa solo si la secuencia diana
de miR-708 UTR 3' est& presente en el transcrito de rodopsina.

La figura 17 muestra un diagrama de un vector con el andamio de intron de B-globina humana miR-708 en la UTR &'
del ADNc de rodopsina.

La figura 18 muestra que un vector con el andamio de intron de B-globina humana miR-708 en la UTR 3' del ADNc¢ de
rodopsina produce una mayor expresion de h-rodopsina y miR-708 que un vector con el andamio en la UTR 5.

La figura 19 muestra un diagrama de un disefio de vector alternativo utilizando promotores separados para dirigir la
expresion de miR-708 (promotor RK) y h-rodopsina (promotor de opsina de ratdn).
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La figura 20 muestra la expresion de h-rodopsina (izquierda) y miR-708 (derecha) en células WERI transfectadas con
el vector especificado. La expresion se expresa como numero de copias calculado frente a un patrén de ADN.

Las figuras 21A-C muestra los niveles de miR-708 (figura 21A), rodopsina de ratén (figura 21B) y rodopsina humana
(figura 21C) en retinas de ratén tres semanas después de la inyeccién por via subretiniana con un vector de capside
AAV5 que dirige la expresién de rodopsina humana y miR-708 (miR 708/708), o rodopsina humana y miARN de control
(miR-Cont), en un andamio miR-708 utilizando promotor de opsina. Para cada experimento, la expresion se muestra
como veces de expresidon, en comparacion con el ojo no inyectado contralateral.

La figura 22 muestra un esquema del constructo del promotor de opsina, que incluye la secuencia del factor de
cremallera basico de la retina neural (NRL), el potenciador de CMV, el promotor de opsina y la secuencia de intrén
MVM, que incluye una secuencia de intrén hibrida del exén 1 de CBA y un intron del virus diminuto de ratones (MVM).

La figura 23A muestra un esquema de la secuencia de miR-708 integrada en un intrén de beta-globina.

Las figuras 23B y 23C muestran esquemas de la secuencia de miR-708 en el contexto de cualquiera del andamio miR-
708 endogeno (figura 23B) o el andamio miR-155 (figura 23C), integrado en un intrén de beta-globina. La "secuencia
de bucle" de miR-155 entre las secuencias flanqueantes miR 5'y 3' esta marcada en la figura 23C.

La figura 24 muestra la evaluacion de vectores candidatos que albergan la secuencia miR-708, ya sea en el andamio
miR-155 o en el miR-708 (integrado en el intrén de beta-globina), y la secuencia codificadora de rodopsina humana
(h-rodopsina; también carece de una secuencia diana de miR-708 UTR 3') dirigida por el promotor de rodopsina
quinasa (GRK1) o el promotor de opsina (Ops). Las cuatro combinaciones se sometieron a ensayo para determinar
los efectos sobre la expresién de miR-708 y de h-rodopsin, tal como se muestra.

Descripcion detallada

La presente invencién proporciona una composicién y su uso en procedimientos para el tratamiento de retinitis
pigmentaria (RP) en un mamifero que comprenden administrar al ojo del mamifero una primera particula virica de
virus recombinante adenoasociado (rAAV) que comprende un vector que codifica un miR-708 y una segunda rodopsina
y una segunda particula virica de rAAV que comprende un segundo vector rAAV que comprende un acido nucleico
que codifica una rodopsina. El miR-708 se dirige a una regién en la regién no traducida 3' del gen de la rodopsina vy,
como tal, puede suprimir la actividad de una rodopsina mutante asociada con RP. En algunas formas de realizacion,
el acido nucleico que codifica la rodopsina de tipo silvestre no incluye la diana de miR-708 UTR 3' de forma que el
miR-708 solo se dirigira a la expresion de la rodopsina mutante. La invencién proporciona composiciones que
comprenden particulas de rAAV que codifican miR-708 y particulas de rAAV que codifican la rodopsina.

I. Técnicas generales

Las técnicas y procedimientos descritos o referenciados en el presente documento generalmente se entienden
claramente y se emplean de forma habitual utilizando metodologia convencional por parte de los expertos en la técnica,
tales como, por ejemplo, las metodologias ampliamente utilizadas descritas en Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (Sambrook et al., 4% ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2012); Current
Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubel, et al. eds., 2003); la serie Methods in Enzymology (Academic Press,
Inc.); PCR 2: A Practical Approach (M.J. MacPherson, B.D. Hames y G.R. Taylor eds., 1995); Antibodies, A Laboratory
Manual (Harlowy Lane, eds., 1988); Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique and Specialized Applications
(R.l. Freshney, 62 ed., J. Wiley and Sons, 2010); Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods in Molecular
Biology, Humana Press; Cell Biology: A Laboratory Notebook (J.E. Cellis, ed., Academic Press, 1998); Introduction to
Cell and Tissue Culture (J.P. Mather y P.E. Roberts, Plenum Press, 1998); Cell and Tissue Culture: Laboratory
Procedures (A. Doyle, J.B. Giiffiths y D.G. Newell, eds., J. Wiley and Sons, 1993-8);Handbook of Experimental
Immunology (D.M. Weir y C.C. Blackwell, eds., 1996); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.M. Miller y M.P.
Calos, eds., 1987); PCR: The Polymerase Chain Reaction (Mullis et al., eds., 1994); Current Protocols in Immunology
(J.E. Coligan et al., eds., 1991); Short Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds., J. Wiley and Sons, 2002);
Immunobiology (C.A. Janeway et al., 2004);Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: A Practical Approach (D. Catty.,
ed., IRL Press, 1988-1989);Monoclonal Antibodies: A Practical Approach (P. Shepherd y C. Dean, eds., Oxford
University Press, 2000); Using Antibodies: A Laboratory Manual (E. Harlow y D. Lane, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1999); The Antibodies (M. Zanetti y J. D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995); y Cancer:
Principles and Practice of Oncology (V.T. DeVita et al., eds., J.B. Lippincott Company, 2011).

|l Definiciones

Un "vector", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un plasmido o un virus recombinante que
comprende un &cido nucleico que se va a introducir en una célula huésped, tanto in vitro como in vivo.

El término "polinucleétido” o la expresién "acido nucleico”, tal como se utilizan en el presente documento, se refieren
a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, ya sean ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos. Por lo
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tanto, dicho término y dicha expresion incluyen, entre otros, ADN o ARN monocatenarios, bicatenarios o
multicatenarios, ADN genomico, ADNc, hibridos de ADN-ARN o un polimero que comprende bases de purina y
pirimidina u otras bases nucleétidas naturales, quimicamente o bioquimicamente modificadas, no naturales o
derivatizadas. El esqueleto del polinucleétido puede comprender azlcares y grupos fosfato (tal como se pueden
encontrar tipicamente en ARN o ADN), o grupos azucar o fosfato modificados o sustituidos. Alternativamente, el
esqueleto del polinucleétido puede comprender un polimero de subunidades sintéticas tales como fosforamidatos v,
por lo tanto, puede ser un fosforamidato de oligodesoxinucledsido (P-NHz) o un oligbmero mixto de fosforamidato-
fosfodiéster. Ademas, se puede obtener un polinucleétido bicatenario a partir del producto polinucleotidico
monocatenario de sintesis quimica sintetizando la cadena complementaria e hibridando las cadenas en condiciones
apropiadas, o sintetizando la cadena complementaria de novo utilizando una ADN polimerasa con un cebador
apropiado.

Los términos "polipéptido" y "proteina" se utilizan indistintamente para referirse a un polimero de residuos de
aminoacidos, y no estan limitados a una longitud minima. Dichos polimeros de residuos de aminoacidos pueden
contener residuos de aminoacidos naturales o no naturales, e incluyen, pero sin limitacién, péptidos, oligopéptidos,
dimeros, trimeros y multimeros de residuos de aminoacidos. Tanto las proteinas de longitud completa como sus
fragmentos estan abarcados por la definicién. Los términos también incluyen modificaciones posteriores a la expresién
del polipéptido, por ejemplo, glicosilacién, sialilacion, acetilacion, fosforilacién y similares. Ademas, para los fines de
la presente invencién, un "polipéptido" se refiere a una proteina que incluye modificaciones, tales como deleciones,
adiciones y sustituciones (generalmente de naturaleza conservadora), en la secuencia nativa, siempre que la proteina
conserve la actividad deseada. Estas modificaciones pueden ser deliberadas, como a través de mutagénesis dirigida
al sitio, o pueden ser accidentales, como a través de mutaciones de huéspedes que producen las proteinas o errores
debidos a la amplificacién por PCR.

Un "vector virico recombinante" se refiere a un vector polinucleotidico recombinante que comprende una 0 mas
secuencias heterdlogas (es decir, secuencias de acido nucleico que no son de origen virico). En el caso de vectores
AAV recombinantes, el acido nucleico recombinante estd flanqueado por al menos una, preferentemente dos,
secuencias de repeticion terminal invertida (ITR).

Un "vector AAV recombinante (vector rAAV)" se refiere a un vector polinucleotidico que comprende una o mas
secuencias heterdlogas (es decir, secuencias de acidos nucleicos que no son de origen AAV) que estan flanqueadas
por al menos una, preferentemente dos, secuencias de repeticion terminal invertida (ITR) de AAV. Dichos vectores
rAAV pueden replicarse y empaquetarse en particulas viricas infecciosas cuando estan presentes en una célula
huésped que ha sido infectada con un virus auxiliar adecuado (0 que expresa funciones auxiliares adecuadas) y que
expresa productos de genes rep y cap de AAV (es decir proteinas Rep y Cap de AAV). Cuando se incorpora un vector
rAAV en un polinucleétido mas grande (por ejemplo en un cromosoma o en otro vector, tal como un plasmido utilizado
para la clonacién o la transfeccién), entonces el vector rAAV puede denominarse un "pro-vector" que puede
"rescatarse" mediante replicacion y encapsidacion en presencia de funciones de empaquetamiento de AAV y funciones
auxiliares adecuadas. Un vector rAAV puede encontrarse en cualquiera de una diversidad de formas, incluidas, pero
sin limitacion, plasmidos, cromosomas artificiales lineales, complejados con lipidos, encapsidados en liposomas y, de
la forma mas preferida, encapsidados en una particula virica, particularmente una particula de AAV. Un vector rAAV
se puede empaquetar en una capside de virus AAV para generar una "particula virica adenoasociada recombinante
(particula de rAAV)".

"Heterélogo" significa derivado de una entidad genotipicamente distinta de la del resto de la entidad con la que se
compara o en la que se introduce o se incorpora. Por ejemplo, un polinucleétido introducido por técnicas de ingenieria
genética en un tipo celular diferente es un polinucleétido heterdlogo (y, cuando se expresa, puede codificar un
polipéptido heterblogo). De forma similar, una secuencia celular (por ejemplo un gen o una porcion del mismo) que se
incorpora en un vector virico es una secuencia de nucleétidos heteréloga con respecto al vector.

El término "transgén" se refiere a un polinucleétido que se introduce en una célula y puede transcribirse en ARN v,
opcionalmente, traducirse y/o expresarse en condiciones apropiadas. En algunos aspectos, confiere una propiedad
deseada a una célula en la que se ha introducido, o de otra forma conduce a un resultado terapéutico o diagnéstico
deseado. En otro aspecto, puede transcribirse en una molécula que media la interferencia de ARN, como el ARNip.
Las expresiones "particulas del genoma (gp)", "equivalentes del genoma" o "copias del genoma", tal como se utilizan
con referencia a un titulo virico, se refieren al nimero de viriones que contienen el genoma de ADN del AAV
recombinante, independientemente de su infectividad o su funcionalidad. El nimero de particulas del genoma en una
preparacion de vector particular puede medirse mediante procedimientos tales como los descritos en los ejemplos del
presente documento, o por ejemplo, por Clark et al. (1999) Hum. Gene Ther., 10: 1031-1039; Veldwijk et al. (2002)
Mol. Ther.,6: 272-278.

Las expresiones "unidad de infeccién (ui)", "particula infecciosa" o "unidad de replicacién", tal como se utilizan con
referencia a un titulo virico, se refieren al nimero de particulas de vector AAV recombinantes infecciosas y
competentes en replicacion medido mediante el ensayo de centro infeccioso, también conocido como ensayo de centro
de replicacion, tal como se describe, por ejemplo, por McLaughlin et al. (1988) J. Virol., 62: 1963-1973.
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La expresién "unidad de transduccién (ut)", tal como se utiliza con referencia a un titulo virico, se refiere al nimero de
particulas de vector AAV recombinantes infecciosas que dan como resultado la produccion de un producto transgénico
funcional medido en ensayos funcionales tal como se describen en los ejemplos en el presente documento, o por
ejemplo, por Xiao et al. (1997) Exp. Neurobiol.,144: 113-124; o por Fisher et al. (1996) J. Virol., 70: 520-532 (Ensayo
LFU).

Una secuencia de "repeticion terminal invertida" o "ITR" es una expresién bien entendida en la técnica y se refiere a
secuencias relativamente cortas encontradas en los extremos de genomas viricos que se encuentran en orientacion
opuesta.

Una secuencia de "repeticién terminal invertida (ITR) de AAV", una expresion bien entendida en la técnica, es una
secuencia de aproximadamente 145 nucleétidos que estad presente en ambos extremos del genoma de AAV
monocatenario nativo. Los 125 nucleétidos mas externos de la ITR pueden estar presentes en cualquiera de las dos
orientaciones alternativas, 1o que conduce a heterogeneidad entre diferentes genomas de AAV y entre los dos
extremos de un solo genoma de AAV. Los 125 nucleétidos mas externos también contienen varias regiones mas cortas
de autocomplementariedad (designadas regiones A, A, B, B, C, C' y D), lo que permite que se produzca el
emparejamiento de bases dentro de la cadena dentro de esta porcion de la ITR.

Una "secuencia de resolucién terminal” o "srt" es una secuencia en la regién D de la ITR de AAV que es escindida por
proteinas rep de AAV durante la replicacién del ADN virico. Una secuencia de resolucién terminal mutante es
refractaria a la escision por proteinas rep de AAV.

Un "virus auxiliar" para AAV se refiere a un virus que permite que el AAV (que es un parvovirus defectuoso) sea
replicado y empaquetado por una célula huésped. Se han identificado una serie de estos virus auxiliares, incluidos
adenovirus, herpesvirus y poxvirus tales como el virus vacuna. Los adenovirus abarcan un serie de subgrupos
diferentes, aunque el Adenovirus tipo 5 del subgrupo C (Ad5) es el que se utiliza mas comunmente. Se conocen
numerosos adenovirus de origen humano, no humano de mamiferos y aves y estan disponibles en depositos tales
como el ATCC. Los virus de la familia herpes, que también estan disponibles en depésitos tales como ATCC, incluyen,
por ejemplo, virus del herpes simple (VHS), virus de Epstein-Barr (EBV), citomegalovirus (CMV) y virus de la
seudorrabia (PRV).

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia" con respecto a una secuencia de polipéptido o de acido nucleico de
referencia se define como el porcentaje de residuos de aminoacidos o nucleétidos en una secuencia candidata que
son idénticos a los residuos de aminoacidos o nucleétidos en la secuencia de polipéptidos o de acidos nucleicos de
referencia, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el porcentaje maximo
de identidad de secuencia, y no considerar ninguna sustitucién conservadora como parte de la identidad de secuencia.
El alineamiento con el fin de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos
se puede lograr de varias formas que son habituales en la técnica, por ejemplo, utilizando programas informaticos
disponibles publicamente, por ejemplo, los descritos en Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., Eds.,
1987), Sup. 30, seccién 7.7.18, tabla 7.7.1, e incluyen los programas informaticos BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign
(DNASTARY). Un programa de alineamiento preferido es ALIGN Plus (Scientific and Educational Software, Pensilvania).
Los expertos en la técnica pueden determinar los parametros apropiados para medir el alineamiento, incluidos los
algoritmos necesarios para lograr el alineamiento maximo a lo largo de la longitud total de las secuencias que se
comparan. Para los fines de la presente invencion, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de una secuencia
de aminoacidos A dada, con respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos B dada (que puede expresarse
alternativamente como una secuencia de aminoacidos A dada que tiene o comprende un determinado % de identidad
de secuencia de aminoacidos con respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos dada B) se calcula de la
forma siguiente: 100 veces la fraccion X/Y, en la que X es el nimero de residuos de amino&cidos calificados como
coincidencias idénticas por el programa de alineamiento de secuencias en el alineamiento de ese programa de Ay B,
yenlaqueY es el nimero total de residuos de aminoacidos de B. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia
de aminodacidos A no es igual a la longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de
aminoacidos de A con respecto a B no sera igual al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto
a A. Para los fines de la presente invencion, el % de identidad de secuencia de &cidos nucleicos de una secuencia de
acidos nucleicos dada C con respecto a, con o frente a una secuencia de acidos nucleicos D dada (que
alternativamente se puede expresar como una secuencia de acidos nucleicos C dada que tiene o comprende un
determinado % de identidad de secuencia de acidos nucleicos con respecto a, con o frente a una secuencia de acidos
nucleicos D) se calcula de la forma siguiente: 100 veces la fraccion W/Z, en la que W es el nimero de nucleétidos
calificado como coincidencias idénticas por el programa de alineamiento de secuencia en el alineamiento de ese
programa de C y D, y en la que Z es el nimero total de nucleétidos de D. Se apreciara que cuando la longitud de la
secuencia de acidos nucleicos C no es igual a la longitud de secuencia de acidos nucleicos D, el % de identidad de
secuencia de acidos nucleicos de C con respecto a D no seraigual al % de identidad de secuencia de acidos nucleicos
de D con respecto a C.

Una molécula (por ejemplo acido nucleico o proteina) o célula "aislada" significa que se ha identificado y separado y/o
recuperado de un componente de su entorno natural.
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Una "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para lograr resultados beneficiosos 0 deseados, incluidos resultados
clinicos (por ejemplo, mejora de los sintomas, consecucién de puntos finales clinicos y similares). Se puede administrar
una cantidad eficaz en una o0 mas administraciones. En términos de un estado de enfermedad, una cantidad eficaz es
una cantidad suficiente para mejorar, estabilizar o retrasar el desarrollo de una enfermedad.

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero sin limitacién, animales domesticados (por
ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no humanos tales
como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En determinadas formas de realizacién, el individuo
0 sujeto es un ser humano.

Tal como se utiliza en el presente documento, "tratamiento" es un enfoque para obtener resultados clinicos
beneficiosos 0 deseados. Para los fines de la presente invencion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados
incluyen, pero sin limitacién, alivio de los sintomas, disminucién de la extensiéon de la enfermedad, estado de la
enfermedad estabilizado (por ejemplo, sin empeoramiento), prevencién de la propagacién (por ejemplo, metastasis)
de la enfermedad, retraso o desaceleracion de la progresion de la enfermedad, mejoria o paliacién del estado de
enfermedad y remisién (ya sea parcial o total), ya sea detectable o indetectable. "Tratamiento" también puede significar
prolongar la supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

"Retinitis pigmentaria (RP)" se refiere a un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizadas por la pérdida
progresiva de la vista. Los sintomas generalmente provienen de la degeneracién o de anormalidades de la retina, que
pueden incluir la pérdida de la funcion de células fotorreceptoras.

"Rodopsina" se refiere a un miembro de la familia de receptores acoplados a proteina G que opera en la percepcion
de la luz en las células fotorreceptoras bastén de la retina. Un pigmento visual, la rodopsina contiene un polipéptido
opsina unido reversiblemente a su cofactor retiniano. La luz provoca la isomerizacion de la retina de una forma 11-cis
a una forma todo-trans. Esto a su vez provoca un cambio conformacional en el polipéptido que conduce a la activacion
de la proteina G. Al convertir la presencia de luz en una respuesta bioquimica, la rodopsina posibilita la percepcion
visual. Su funcién es necesaria para la vision escotépica (es decir, la vision sin color en luz tenue), y también se cree
que es necesaria para la viabilidad de las células fotorreceptoras.

Tal como se utiliza en el presente documento, "rodopsina" puede referirse al pigmento visual completo incluido en la
retina o simplemente al componente o la secuencia de aminoacidos de la molécula. La rodopsina también se puede
conocer como OPN2, opsina-2 o RP4. Los ejemplos de proteinas rodopsina pueden incluir, sin limitacién, rodopsina
humana, de ratén, de perro y de gato, por ejemplo, secuencias de referencia de NCBI NP_000530, NP_663358,
NP_001008277 y NP_001009242. Los ejemplos de genes de rodopsina pueden incluir, sin limitacion, genes de
rodopsina humana, de ratén, de perro y de gato, por ejemplo, GenBank Entrez Gene ID 6010 (RHO,también
denominadoRP4, OPN2y CSNBAD1), GenBank Entrez Gene ID 212541 (Rho,también denominado Ops, RP4, Opn2
y Noerg1), GenBank Entrez Gene ID 493763 y GenBank Entrez Gene ID 493762. El término rodopsina, tal como se
utiliza en el presente documento, también incluye equivalentes funcionales de rodopsina (por ejemplo, variantes de
rodopsina), que incluyen mutaciones, truncamientos, deleciones y/o inserciones, siempre que el equivalente funcional
conserve al menos una parte de la actividad de la rodopsina de tipo silvestre para mejorar los sintomas de la retinitis
pigmentaria.

Tal como se utiliza en el presente documento, "refractario” se refiere a la resistencia a la modulacién. Por ejemplo, un
gen de rodopsina que es refractario a la supresion por miR-708 es sustancialmente o totalmente resistente a la
supresion por miR-708.

"Promotor de opsina" se refiere a una secuencia de polinucleétidos derivada de un gen de opsina (por ejemplo, opsina
de ratén) que dirige la expresion especificamente en las células fotorreceptoras bastén (por ejemplo, células
fotorreceptoras baston). Tal como se utiliza en el presente documento, "promotor de opsina" puede referirse a una
secuencia promotora completa o a un fragmento de la secuencia promotora suficiente para dirigir la expresion
especifica de baston, tal como las secuencias descritas por Quiambao, A.B., et al. (1997) Vis. Neurosci. 14 (4): 617-
25y Le, Y.Z et al (2006) Mol. Vis. 12: 389-98. En algunas formas de realizacién, el promotor de opsina contiene un
fragmento de 676 pb que codifica un potenciador de CMV de 400 pb aguas arriba de una porcién de la secuencia del
promotor de opsina (-500 pb - + 15 pb). Ademas, se incluye una secuencia NRL de 65 pb; esta codifica un factor de
cremallera basico de la retina neural (un factor de transcripcion especifico de fotorreceptores de bastén).

"Promotor de rodopsina quinasa (RK)" se refiere a una secuencia de polinucleétidos derivada de un gen de rodopsina
quinasa (por ejemplo, RK humana, representada por GenBank Entrez Gene ID 6011) que dirige la expresion
especificamente en células fotorreceptoras bastén y cono, asi como lineas celulares de retina tales como WERI Rb-
1. Tal como se utiliza en el presente documento, el "promotor de rodopsina quinasa" puede referirse a una secuencia
promotora completa o un fragmento de la secuencia promotora suficiente para dirigir la expresién especifica de
fotorreceptores, tal como las secuencias descritas por Khani, S.C., et al.(2007) Invest. Ophtalmol. Vis. Sci. 48 (9):
3954-61 y Young, J.E., et al.(2003) Invest. Ophtalmol. Vis. Sci. 44 (9): 4076-85. En algunas formas de realizacion, el
promotor RK abarca desde -112 hasta +180 con respecto al sitio de inicio de la transcripcién.
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"miR-708" se refiere a una secuencia de polinucleétidos de micro-ARN (miARN) que comprende las secuencias de
tallo y bucle tal como se muestra en la figura 4. Los ejemplos de polinucleétidos de miR-708 pueden incluir, sin
limitacién, miR-708 humano, de ratén, de perro y de gato, por ejemplo, tal como se representan por GenBank Entrez
Gene ID 100126333, 735284 y 100885899. Los miARN son moléculas pequefias de ARN no codificantes que regulan
la expresion de genes (por ejemplo, por regulacién a la baja del transcrito del gen) que contienen un sitio diana
reconocido por el miARN (Bartel, D.P. (2004) Cell 116 (2): 281-97). Se sabe que el miR-708 es inducido por CHOP y
puede estar involucrado en la regulacion de la expresion de rodopsina (Behrman, S. et al. (2011} J. Cell Biol. 192 (6):
919-27). Tal como se utiliza en el presente documento, "miR-708" puede referirse al polinucledtido miR-708 procesado
0 a cualquier intermedio en la ruta de procesamiento, por ejemplo, pri-miARN o pre-miARN. Tal como se utiliza en el
presente documento, "miR-708" puede referirse a una secuencia de ADN que se transcribe para producir ARN de miR-
708, o la secuencia de ARN misma.

La referencia a "aproximadamente" en un valor o parametro en el presente documento incluye (y describe) formas de
realizacién que se refieren a ese valor o parametro de por si. Por ejemplo, la descripcién que hace referencia a
"aproximadamente X" incluye la descripcion de "X".

Tal como se utiliza en el presente documento, la forma singular de los articulos "un", "una", "el" y "la" incluye referencias
en plural a menos que se indigue lo contrario.

. Retinitis pigmentaria y modelos experimentales de la misma

Tal como se ha descrito anteriormente, la retinitis pigmentaria (RP) se refiere a un grupo de enfermedades oculares
degenerativas que pueden causar pérdida progresiva de la vista, incluida pérdida de la visidon nocturna, pérdida de los
campos visuales periféricos y ceguera total. Se cree que en América la incidencia de RP es aproximadamente de 1
por cada 4.000 personas. La RP a menudo se hereda y se han descrito trastornos autosémicos dominantes,
autosodmicos recesivos y ligados al cromosoma X. Se han asociado con RP mutaciones en mas de 50 genes diferentes,
incluidos los componentes involucrados en la cascada de fototransduccion, el ciclo retiniano y factores de ayuste, asi
como mas de 100 mutaciones distintas en la rodopsina en si. En muchos casos, las mutaciones asociadas con RP
conducen a la pérdida de la funcién de fotorreceptores de bastén y/o la muerte celular. Esta pérdida produce una
disminucién de la visién escotopica y puede manifestarse como ceguera nocturna o disminucién de la vision periférica.
La muerte de células baston también se ha asociado con la muerte posterior de células cono, causando pérdida de
vision de alta agudeza, y en combinacion con la muerte de células baston, ceguera.

Se han establecido una diversidad de modelos basados en células y animales para examinar la base celular de RP y
para evaluar tratamientos experimentales. Un modelo basado en células para RP son las células epiteliales
pigmentadas retinianas humanas (RPE) cultivadas (Adamowicz, M. et al. (2012) Adv. Exp. Med. Biol. 723: 573-9). Este
modelo puede utilizarse para expresar proteinas mutantes implicadas en RP y evaluar el efecto de estas mutaciones
en la funciéon de la proteina, o el efecto de las proteinas mutantes en la funcién y/o la viabilidad celular. Por ejemplo,
la rodopsina humana de tipo silvestre y mutante puede expresarse utilizando cualquier promotor apropiado (por
ejemplo, CMV). Sin desear vincularse a ninguna teoria, se cree que el plegamiento incorrecto de los polipéptidos de
opsina produce retencion y estrés en el RE, induccion de la respuesta de proteina desplegada (UPR) y aumento de la
muerte celular. Este modelo puede utilizarse para examinar el efecto de cualquier mutacién asociada a RP, por
ejemplo, una mutacién de rodopsina tal como P23H.

Los modelos de RP basados en animales pueden incluir ratones que albergan mutaciones conocidas o sospechosas
de causar RP en ratones, o mutaciones ort6logas a las encontradas en humanos. En algunas formas de realizacion,
los modelos de ratén pueden incluir ratones modificados genéticamente para que expresen una rodopsina, por
ejemplo, una forma humana o de ratébn mutada, en células fotorreceptoras. Los ejemplos de modelos de raton incluyen
el ratdn con rodopsina P347S (Li, T. et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93 (24): 14176-81), el ratdbn Rho’- (Humphries,
M.M., et al. (1997) Nat. Genet. 15 (2): 216-9) y un ratén que expresa la rodopsina mutante P23H ("raton P23H")
(Olsson, J.E., et al. (1992) Neuron 9 (5): 815-30). En el ratén P23H, la rodopsina humana mutante puede insertarse
en la linea germinal del ratén. Se puede utilizar cualquier promotor conocido en la técnica para la expresion en células
fotorreceptoras (por ejemplo, el promotor de opsina de raton o RK humano). En algunas formas de realizacion, la
rodopsina puede expresarse utilizando un vector AAV.

También se pueden utilizar otros modelos animales para RP. Ademas de los modelos de ratén, rata, perro, cerdo, rana
(Tam, B.M. y Moritz, O.L. (2008) Invest. Ophtalmol. Vis. Sci. 47 (8): 3234-41), y también se pueden utilizar modelos
de primates no humanos.

IV. Tratamiento de la retinitis pigmentaria
En algunos aspectos, la invencién proporciona composiciones para su uso en procedimientos para el tratamiento de
la retinitis pigmentaria en un mamifero que comprende administrar al mamifero (por ejemplo, a la retina) una cantidad

eficaz de particulas viricas de rAAV que comprenden un primer vector que codifica un miR-708 y una cantidad eficaz
de particulas viricas de rAAV que comprende un segundo vector que codifica una rodopsina. Las composiciones
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pueden utilizarse para tratar a un ser humano con RP, para mejorar las patologias y el deterioro de la visién asociados
con la RP. En algunas formas de realizacién, la divulgacion incluye administrar una cantidad eficaz de particulas viricas
de rAAV que comprenden un vector que comprende un &cido nucleico que codifica la rodopsina (por ejemplo, una
rodopsina normal o de tipo silvestre). En algunas formas de realizacion, el miR-708 sirve para suprimir la actividad de
una rodopsina mutada asociada con RP. En algunas formas de realizacién, la rodopsina normal o de tipo silvestre
sirve para suplementar al ojo una rodopsina funcional. En algunas formas de realizacion, la particula virica comprende
una capside de serotipo 5 de AAV (capside AAV5) y repeticiones terminales invertidas de AAV2 o AAV5. En algunas
formas de realizacion, la particula virica comprende una capside mutante de tirosina de serotipo 5 de AAV y
repeticiones terminales invertidas de AAV2 o AAVS5.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona composiciones para su uso en procedimientos para mejorar un
sintoma de RP que comprenden administrar al ojo de un mamifero una cantidad eficaz de particulas viricas de rAAV
que comprenden un primer vector que codifica un miR-708 y una cantidad eficaz de particulas viricas de rAAV que
comprenden un segundo vector de rAAV que codifica una rodopsina. En algunas formas de realizacion, los sintomas
de RP incluyen, pero sin limitacién, ceguera, ceguera nocturna, disminucién de la visién periférica y pérdida de visién
de alta agudeza. En algunas formas de realizacion, el tratamiento de la retinitis pigmentaria comprende reducir o
prevenir los sintomas asociados con la retinitis pigmentaria, incluyendo, sin limitacién, la prevencién de la
degeneracion retiniana, la detencién de la progresion de RP, el aumento de la funcion de fotorreceptores y similares.
Los sintomas y/o la patologia de RP incluyen, pero sin limitacién, pérdida de vision, pérdida de vision nocturna, pérdida
de campos visuales periféricos, pérdida de la funcién ERG; pérdida de agudeza visual y sensibilidad al contraste;
pérdida del comportamiento visualmente guiado, reduccion de la funcién de fotorreceptores de baston, muerte celular
de fotorreceptores de baston, disminucion de la visién escotdpica, reduccion de cambios en las células de la retina
(pérdida de la estructura o funcién de fotorreceptores; adelgazamiento o engrosamiento de la capa nuclear externa
(ONL); adelgazamiento o engrosamiento de la capa plexiforme externa (OPL); desorganizacion seguida de pérdida de
los segmentos externos de bastones y conos; acortamiento de los segmentos internos de bastones y conos; retraccion
de dendritas de células bipolares; adelgazamiento o engrosamiento de las capas internas de la retina, incluida la capa
nuclear interna, la capa plexiforme interna, la capa de células ganglionares y la capa de fibras nerviosas; ubicaciéon
incorrecta de opsina; sobreexpresion de neurofilamentos; y similares. En algunas formas de realizacion, la divulgacion
proporciona composiciones para su uso en procedimientos para prevenir el deterioro de la funcion de células bastén
y la muerte de células baston y la funcién de células cono y la muerte de células cono.

En algunos aspectos, la divulgaciéon proporciona composiciones para su uso en procedimientos para prevenir 0
retrasar la progresion de la RP. La RP autosémica dominante es una enfermedad genética que puede genotiparse. El
inicio y la progresion de la RP pueden determinarse mediante tomografia de coherencia 6ptica (OCT) que permite
examinar anomalias de la capa plexiforme externa (OPL).

Los medios para determinar la mejora de los sintomas de RP son conocidos en la técnica. Por ejemplo, medicion de
campos visuales (por ejemplo, campos visuales de Goldmann), determinacion de electrorretinograma (ERG),
fotografias de fondo de ojo, tomografia de coherencia éptica y angiografia con fluoresceina. Las mejoras en el
comportamiento evocado visualmente también se pueden utilizar para determinar la mejora de los sintomas de RP;

por ejemplo, afirmaciones tales como "puedo encontrar cosas que se caen", "puedo ver caras durante una cena a la

luz de las velas", "puedo ver rayas en mi camisa", "puedo ver estrellas en la noche", "puedo leer libros normales y me

siento en la parte delantera de la clase", "ahora puedo jugar al futbol y no necesito a alguien a mi lado que me ayude

a encontrar la pelota”, "puedo andar en bicicleta por mi vecindario solo", "logré mi suefio: vi a mi hija lanzar un jonrén"
y "¢ cuando me pueden inyectar el otro 0jo?".

En algunos aspectos, las composiciones se utilizan para el tratamiento de seres humanos con RP. La RP se puede
heredar de forma autosémica dominante, autosémica recesiva o ligada al cromosoma X. La RP ligada a X puede ser
recesiva, afectando principalmente solo a varones, 0 dominante, afectando tanto a varones como a mujeres. La RP
puede estar provocada por mutaciones en el gen rho que codifica la proteina rodopsina. En algunas formas de
realizacion, las composiciones se utilizan para tratar seres humanos con una mutacién en el gen rho y/o en la proteina
rodopsina. En algunas formas de realizacién, la mutacién en la proteina rodopsina es una mutacion P23H (sustitucion
de histidina por prolina en el residuo de aminoacido 23 de la proteina rodopsina). En otras formas de realizacion, la
mutacion en la proteina rodopsina es una T58R, P347L o P347S, o una delecién del residuo 1255. Las mutaciones
asociadas con la retinitis pigmentaria se indican por McWilliam, P, et al., (1989) Genomics 5: 619-622; Dryja, TP et al.,
(1990) Nature 343: 364-266; Farrar, GJ et al., (1990) Genomics 8: 35-40; Farrar, GJ et al., (2002) EMBO J. 21: 857-
864.

El miR-708 es un microARN regulado por CHOP que regula la expresion de la rodopsina (Behrman, S. et al. (2011) J.
Cell Biol. 192 (6): 919-27). El miR-708 es un microARN intrénico que reside dentro del gen inducible CHOP Odz4
(Tenurin-4). EI CHOP regula la expresion de miR-708 durante el estrés del RE. Existe una secuencia putativa de miR-
708 en la UTR 3' del gen de la rodopsina que esta altamente conservada (véase la figura 4 de Behrman et al., ibidem)

En algunas formas de realizacién, la invencién proporciona composiciones para su uso en procedimientos para tratar

a un ser humano con RP. En algunas formas de realizacion, la invencion proporciona composiciones para su uso en
procedimientos para tratar a un ser humano con RP autosomica dominante. En algunas formas de realizacion, la
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invencién proporciona composiciones para su uso en procedimientos para tratar a un ser humano con RP asociada
con una mutacién en el gen de la rodopsina. En algunas formas de realizacion, la invencion proporciona composiciones
para su uso en un procedimiento para tratar a un ser humano con RP mediante la administracién de una cantidad
eficaz de un vector AAV que codifica miR-708 para suprimir la actividad de una rodopsina mutada. En algunas formas
de realizacion, la invencién proporciona composiciones para su uso en procedimientos para tratar a un mamifero (por
ejemplo, un perro o un gato) con RP. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico de miR-708 puede incluir,
sin limitacién, acido nucleico representado por GenBank Entrez Gene ID 100126333, 735284 o0 100885899.

La supresion de una rodopsina mutante se complementa con la administracion de una cantidad eficaz de vector AAV
que codifica una rodopsina de tipo silvestre o una rodopsina con actividad esencialmente igual a la rodopsina de tipo
silvestre. En algunas formas de realizacién, la rodopsina es una rodopsina humana. En algunas formas de realizacion,
la invencién proporciona composiciones para su uso en un procedimiento para tratar a un ser humano con RP mediante
la administraciéon de una cantidad eficaz de un vector AAV que codifica miR-708 para suprimir la actividad de una
rodopsina mutada y una cantidad eficaz de un vector AAV que codifica una rodopsina humana con actividad de tipo
silvestre. El vector AAV que codifica miR-708 y el vector AAV que codifica la rodopsina humana son vectores AAV
diferentes. En algunas formas de realizacién, el acido nucleico que codifica la rodopsina puede incluir, sin limitacion,
el acido nucleico proporcionado por las secuencias de referencia NCBI NP_000530, NP_663358, NP_001008277 y
NP_001009242.

En algunos aspectos, la invencién proporciona composiciones para su uso en procedimientos para el tratamiento de
estrés del reticulo endoplasmico (RE) en una célula que comprenden administrar al mamifero una particula virica de
rAAV que comprende un primer vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica un miR-708 y una particula
de rAAV que comprende un segundo vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica una rodopsina. En
algunas formas de realizacién, la célula es una célula ocular. En otras formas de realizacion, la célula es una célula
fotorreceptora. En otras formas de realizacién mas, la célula es una célula fotorreceptora bastén. En algunas formas
de realizacion, el tratamiento comprende reducir uno o mas marcadores celulares de estrés del RE. En otras formas
de realizacion, los, uno o mas, marcadores celulares de estrés del RE son XBP-1, CHOP o Grp78 ayustados. En otras
formas de realizacion, la invencion proporciona composiciones para su uso en procedimientos para el tratamiento de
estrés del reticulo endoplasmico (RE) en una célula que comprenden administrar al mamifero un primer vector rAAV
que comprende un acido nucleico que codifica un miR-708 y una segunda particula virica de rAAV que comprende un
segundo vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica una rodopsina.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona la administracion de miR-708 o miR-708 y rodopsina a un mamifero
con RP, que comprende administrar a la retina del mamifero una cantidad eficaz de particulas viricas de rAAV que
comprenden un vector que codifica miR-708 o la rodopsina. La administracién suministra el producto transgénico a las
células fotorreceptoras, en las que el miR-708 y la rodopsina median un efecto beneficioso sobre la célula
fotorreceptora y las células fotorreceptoras circundantes. En algunas formas de realizacion, la administracion de
particulas viricas AAV a la retina se realiza mediante inyeccion de particulas viricas al espacio subretiniano de la
retina. En algunas formas de realizacion, el suministro de particulas de AAV a la retina es por administracion intravitrea
siempre que la particula de AAV sea capaz de penetrar en la parte posterior del ojo y transduzca células
fotorreceptoras. En algunas formas de realizacion, las particulas de AAV se administran en una o mas ubicaciones en
el espacio subretiniano de la retina.

En algunas formas de realizacién, la administracion a la retina de una cantidad eficaz de particulas viricas de rAAV
que comprenden un vector que codifica miR-708 o la rodopsina transduce células fotorreceptoras en o cerca del sitio
de administracion. En algunas formas de realizacion, se transducen mas de aproximadamente cualquiera del 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70% , 75% 0 100% de las células fotorreceptoras.
En algunas formas de realizacion se transducen de aproximadamente el 5% a aproximadamente el 100%, de
aproximadamente el 10% a aproximadamente el 50%, de aproximadamente el 10% a aproximadamente el 30%, de
aproximadamente el 25% a aproximadamente el 75%, de aproximadamente el 25% a aproximadamente el 50%, o de
aproximadamente el 30% a aproximadamente el 50% de las células fotorreceptoras. En la técnica se conocen
procedimientos para identificar células fotorreceptoras transducidas por AAV que expresan miR-708 o rodopsina; por
ejemplo, se pueden utilizar inmunohistoquimica o el uso de un marcador tal como la proteina fluorescente verde
mejorada para detectar la expresion de miR-708 y rodopsina.

En algunas formas de realizacién, el tratamiento comprende la administracion a la retina (por ejemplo, el espacio
subretiniano) de un mamifero de una cantidad eficaz de particulas viricas de AAV que comprenden un vector que
codifica un miR708 o la rodopsina para tratar a un mamifero, por ejemplo, un ser humano, con RP. En algunas formas
de realizacion, la composicion se inyecta en uno 0 mas espacios subretinianos para permitir la expresién de miR-708
o rodopsina en células fotorreceptoras. En algunas formas de realizacién, la composicion se inyecta en una cualquiera
de una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o0 mas de diez ubicaciones en el espacio subretiniano de
la retina.

En algunas formas de realizacion, las composiciones que comprenden particulas viricas de rAAV se administran en
mas de una ubicacion simultaneamente o secuencialmente. En alguna forma de realizacion, las inyecciones multiples
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de particulas viricas de rAAV se administran con una diferencia no superior a una hora, dos horas, tres horas, cuatro
horas, cinco horas, seis horas, nueve horas, doce horas 0 24 horas.

En algunas formas de realizacion, la composicién que comprende las primeras particulas viricas de rAAV que codifican
miR-708 y las segundas particulas viricas de rAAV que codifican la rodopsina se administran en una o0 mas ubicaciones
simultaneamente o secuencialmente. En alguna forma de realizacién, las inyecciones multiples de particulas viricas
de rAAV se administran con una diferencia no superior a una hora, dos horas, tres horas, cuatro horas, cinco horas,
seis horas, nueve horas, doce horas o 24 horas. En algunas formas de realizacion, las primeras particulas viricas de
rAAV gue codifican miR-708 se administran antes de que se administren las segundas particulas viricas de rAAV que
codifican la rodopsina. En algunas formas de realizacién, las primeras particulas viricas de rAAV que codifican miR-
708 se administran después de que se administren las segundas particulas viricas de rAAV que codifican la rodopsina.

En algunas formas de realizacién, la divulgacién proporciona un tratamiento para un ser humano con RP mediante la
administracién de una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que comprende un vector AAV que codifica
miR-708 para suprimir la actividad de una rodopsina mutada y una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica
que comprende un vector AAV que codifica la rodopsina para suplementar a fotorreceptores actividad de rodopsina
de tipo silvestre. En algunas formas de realizacion, la composicién farmacéutica que comprende un vector AAV que
codifica miR-708 y la composicion farmacéutica que comprende un vector AAV que codifica la rodopsina humana son
la misma composicién farmacéutica. En algunas formas de realizacién, la composicién farmacéutica que comprende
un vector AAV que codifica miR-708 y la composiciéon farmacéutica que comprende un vector AAV que codifica la
rodopsina humana son composiciones farmacéuticas diferentes. En algunas formas de realizacion, la composicién
farmacéutica comprende uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

En algunas formas de realizacion, el volumen de la composicién inyectada en el espacio subretiniano de la retina o
por via intravitrea es superior a aproximadamente uno cualquierade 1 pl, 2 pl, 3 pl, 4 pl, 5 pl, 6 pl, 7 pl, 8 pl, 9 ul, 10
ul, 15 pl, 20 ul, 25 pl, 50 pl, 75 pl, 100 pl, 200 pl, 300 pi, 400 pi, 500 pl, 600 pl, 700 pul, 800 pl, 900 pl o 1 ml, o cualquier
cantidad entre los mismos.

Las composiciones de la invencién (por ejemplo, particulas viricas de AAV que comprenden un vector que codifica
miR-708 o la rodopsina) se pueden utilizar solas 0 en combinacion con uno o mas agentes terapéuticos adicionales
para el tratamiento de RP. El intervalo entre la administraciéon secuencial puede ser en términos de al menos (o,
alternativamente, menos de) minutos, horas o dias.

V. Constructos de expresion

En algunas formas de realizacién, el transgén (por ejemplo, miARN 708 o rodopsina) esta operativamente unido a un
promotor. Los ejemplos de promotores incluyen, pero sin limitacién, el promotor temprano inmediato de
citomegalovirus (CMV), el LTR de RSV, el LTR de MoMLV, el promotor de fosfoglicerato quinasa-1 (PGK), un promotor
del virus 40 de simio (SV40) y un promotor CK6, un promotor de transtiretina (TTR), un promotor de TK, un promotor
sensible a la tetraciclina (TRE), un promotor VHB, un promotor hAAT, un promotor LSP, promotores quiméricos
especificos de higado (LSP), el promotor E2F, el promotor de telomerasa (hTERT); el potenciador de
citomegalovirus/promotor de beta-actina de pollo/B-globina de conejo (promotor CAG; Niwa et al., Gene, 1991, 108
(2): 193-9) y el promotor del factor de alargamiento 1-alfa (EFI-alpha) (Kim et al., Gene, 1990, 91 (2): 217-23 y Guo et
al., Gene Ther., 1996, 3 (9): 802-10). En algunas formas de realizacion, el promotor comprende un promotor de B-
glucuronidasa humana o un potenciador de citomegalovirus unido a un promotor de f-actina de pollo (CBA). El
promotor puede ser un promotor constitutivo, inducible o reprimible. En algunas formas de realizacién, la divulgacion
proporciona un vector AAV que comprende un acido nucleico que codifica miR-708 operativamente unido a un
promotor CBA. En algunas formas de realizacion, la divulgacioén proporciona un vector AAV que comprende un acido
nucleico que codifica la rodopsina (por ejemplo, rodopsina humana) operativamente unido a un promotor CBA. En
algunas formas de realizacion, la divulgacién proporciona un vector AAV que comprende un acido nucleico que codifica
miR-708 y un acido nucleico que codifica la rodopsina (por ejemplo, rodopsina humana) operativamente unido a un
promotor CBA.

En algunas formas de realizacién, el promotor es capaz de expresar el transgén en células fotorreceptoras. En formas
de realizacion, el promotor es un promotor de rodopsina quinasa (RK); por ejemplo, un promotor RK humano. En
algunas formas de realizacion, el promotor es un promotor de opsina; por ejemplo, un promotor de opsina humana o
un promotor de opsina de ratén.

En algunas formas de realizacion, la divulgacién proporciona un vector AAV que comprende un acido nucleico que
codifica miR-708 operativamente unido a un promotor RK. En algunas formas de realizacién, la divulgacion
proporciona un vector AAV que comprende un acido nucleico que codifica la rodopsina (por ejemplo, la rodopsina
humana) unido operativamente a un promotor RK. En algunas formas de realizacion, la divulgacion proporciona un
vector AAV que comprende un acido nucleico que codifica miR-708 operativamente unido a un primer promotor RK y
un &cido nucleico que codifica la rodopsina operativamente unido a un segundo promotor RK. En algunas formas de
realizacion, el miR-708 comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1. En algunas formas de realizacién, el miR-708
comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos aproximadamente el 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
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95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia de la SEQ ID NO: 1. En algunas formas de realizacién, la
rodopsina comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2. En algunas formas de realizacién, la rodopsina
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia de aminoé&cidos de la SEQ ID NO: 2. En algunas formas de
realizacion, la rodopsina es un equivalente funcional de la rodopsina de tipo silvestre. En algunas formas de realizacién,
la expresion de rodopsina a partir del vector AAV es refractaria a la supresion por miR-708. En algunas formas de
realizacion, el acido nucleico que codifica la rodopsina carece del sitio diana de miR-708 en la UTR 3' del gen de la
rodopsina. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico que codifica la rodopsina comprende una mutacién (por
ejemplo, una delecién, una sustitucién, una insercion, etc.) en el sitio diana de miR-708 en la UTR 3' del gen de la
rodopsina de tal forma que es refractario a la supresion por miR-708.

En algunas formas de realizacion, la divulgacién proporciona un vector AAV que comprende un acido nucleico que
codifica miR-708 operativamente unido a un promotor de opsina. En algunas formas de realizacién, la divulgacion
proporciona un vector AAV que comprende un acido nucleico que codifica la rodopsina (por ejemplo, rodopsina
humana) operativamente unido a un promotor de opsina. En algunas formas de realizacion, la divulgacién proporciona
un vector AAV que comprende un &cido nucleico que codifica miR-708 operativamente unido a un primer promotor de
opsina y un acido nucleico que codifica la rodopsina operativamente unido a un segundo promotor de opsina. En
algunas formas de realizacién, el acido nucleico que codifica miR-708 operativamente unido a un primer promotor de
opsina es 5' con respecto al acido nucleico que codifica la rodopsina operativamente unido a un segundo promotor de
opsina. En otras formas de realizacion, el acido nucleico que codifica miR-708 operativamente unido a un primer
promotor de opsina es 3' con respecto al acido nucleico que codifica la rodopsina operativamente unido a un segundo
promotor de opsina. En algunas formas de realizacion, el miR-708 comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1. En
algunas formas de realizacion, el miR-708 comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1. En algunas formas de
realizacion, el miR-708 comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos aproximadamente el 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 1. En algunas formas de
realizacion, la rodopsina comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2. En algunas formas de
realizacion, la rodopsina comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO:
2. En algunas formas de realizacién, la rodopsina es un equivalente funcional de la rodopsina de tipo silvestre. En
algunas formas de realizacion, la expresion de rodopsina a partir del vector AAV es refractaria a la supresion por miR-
708. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico que codifica la rodopsina carece del sitio diana de miR-708
en la UTR 3' del gen de la rodopsina. En algunas formas de realizacién, el acido nucleico que codifica la rodopsina
comprende una mutacion (por ejemplo, una delecién, una sustitucién, una insercion, etc.) en el sitio diana de miR-708
en la UTR 3' del gen de la rodopsina de tal forma que es refractario a la supresion por miR-708.

En algunas formas de realizacion, la divulgacién proporciona un vector AAV que comprende un acido nucleico que
codifica miR-708 operativamente unido a un promotor de opsina y un acido nucleico que codifica la rodopsina
operativamente unido a un promotor RK. En algunas formas de realizacion, el miR-708 comprende la secuencia de la
SEQ ID NO: 1. En algunas formas de realizacién, el miR-708 comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1. En algunas
formas de realizacion, el miR-708 comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos aproximadamente el
85%, 90%, 91%., 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia de la SEQ ID NO: 1. En algunas
formas de realizacion, la rodopsina comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2. En algunas formas
de realizacién, la rodopsina comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 2. En algunas formas de realizacion, la rodopsina es un equivalente funcional de la rodopsina de tipo silvestre. En
algunas formas de realizacion, la expresion de rodopsina a partir del vector AAV es refractaria a la supresion por miR-
708. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico que codifica la rodopsina carece del sitio diana de miR-708
en la UTR 3' del gen de la rodopsina. En algunas formas de realizacién, el acido nucleico que codifica la rodopsina
comprende una mutacion (por ejemplo, una delecién, una sustitucion, una insercion, etc.) en el sitio diana de miR-708
en la UTR 3' del gen de la rodopsina de tal forma que es refractario a la supresion por miR-708.

En algunas formas de realizacion, la divulgacién proporciona un vector AAV que comprende un acido nucleico que
codifica miR-708 operativamente unido a un promotor RK y un acido nucleico que codifica la rodopsina operativamente
unido a un promotor CBA. En algunas formas de realizacion, el miR-708 comprende la secuencia de la SEQ ID NO:
1. En algunas formas de realizacién, el miR-708 comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1. En algunas formas de
realizacion, el miR-708 comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos aproximadamente el 85%, 90% o
95% idéntica a la secuencia de la SEQ ID NO: 1. En algunas formas de realizacién, la rodopsina comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2. En algunas formas de realizacion, la rodopsina comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% idéntica a la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 2. En algunas formas de realizacion, la rodopsina
es un equivalente funcional de la rodopsina de tipo silvestre. En algunas formas de realizacion, la expresion de
rodopsina a partir del vector AAV es refractaria a la supresion por miR-708. En algunas formas de realizacion, el acido
nucleico que codifica la rodopsina carece del sitio diana de miR-708 en la UTR 3' del gen de la rodopsina. En algunas
formas de realizacion, el &cido nucleico que codifica la rodopsina comprende una mutacion (por ejemplo, una delecion,
una sustitucién, una insercién, etc.) en el sitio diana de miR-708 en la UTR 3' del gen de la rodopsina de tal forma que
es refractario a la supresion por miR-708.
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En algunas formas de realizacién, el acido nucleico que codifica miR-708 comprende un andamio miR-708 enddgeno.
En algunas formas de realizacién, el andamio miR-708 esta proporcionado por la SEQ ID NO: 14. En algunas formas
de realizacién, el acido nucleico que codifica miR-708 comprende un andamio miARN heter6logo. En algunas formas
de realizacion, el uso de un andamio miARN heterélogo se utiliza para modular la expresion de miARN; por ejemplo,
para aumentar la expresién de miARN o para reducir la expresion de miARN. En algunas formas de realizacion, el
acido nucleico que codifica miR-708 comprende un andamio miR-155 endogeno. En algunas formas de realizacion, el
andamio miR-155 esta proporcionado por la SEQ ID NO: 14.

Vector virico recombinante

La presente divulgaciéon contempla el uso de un genoma virico recombinante para la introducciéon de una o mas
secuencias de &cidos nucleicos que codifican un miARN miR-708 o una proteina rodopsina descritas en el presente
documento para empaquetarlas en una particula virica de AAV. El genoma virico recombinante puede incluir cualquier
elemento para establecer la expresién de un miARN miR-708 o una proteina rodopsina, por ejemplo, un promotor, un
miARN miR-708 o un transgén de rodopsina, una ITR, un elemento de unién al ribosoma, terminador, potenciador,
marcador de seleccion, intrén, sefial de poliA y/u origen de replicacion.

VI. Particulas viricas y procedimientos para producir particulas viricas.
Particulas viricas de rAAV

La invencién proporciona composiciones que comprenden particulas de rAAV y composiciones para su uso en
procedimientos para tratar retinitis pigmentaria. En algunas formas de realizacién, la particula virica es una particula
de AAV recombinante que comprende un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica el miIARN miR-
708 o una proteina rodopsina descrita en el presente documento flanqueada por una o dos ITR. El &cido nucleico se
encapsida en la particula de AAV. La particula de AAV también comprende proteinas de la capside. En algunas formas
de realizacion, el acido nucleico comprende la(s) secuencia(s) de codificacion de interés (por ejemplo, acido nucleico
que codifica el miARN miR-708 o una proteina rodopsina), componentes unidos operativamente en la direccién de la
transcripcion, secuencias de control que incluyen secuencias de iniciacién y terminacion de la transcripcion, formando
asi un casete de expresion. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico que codifica miR-708 esta integrado
en un intrén. El casete de expresion esta flanqueado en los extremos §' y 3' por al menos una secuencia funcional de
ITR de AAV. Por "secuencias funcionales de ITR de AAV" se entiende que las secuencias de ITR funcionan segun lo
previsto para el rescate, la replicacién y el empaquetamiento del virién de AAV. Véase Davidson et al., PNAS, 2000,
97 (7) 3428-32; Passini et al., J. Virol.,, 2003, 77 (12): 7034-40; y Pechan et al., Gene Ther., 2009, 16: 10-16. Los
vectores recombinantes comprenden al menos todas las secuencias de AAV esenciales para la encapsidacion y las
estructuras fisicas para la infeccién por el rAAV. No es necesario que las ITR de AAV para su uso en los vectores
tengan una secuencia de nucleétidos de tipo silvestre (por ejemplo, tal como se describe por Kotin, Hum. Gene Ther.,
1994, 5: 793-801), y pueden alterarse mediante la insercién, la delecion o la sustitucion de nucleétidos o las ITR de
AAYV pueden derivarse de cualquiera de entre diversos serotipos de AAV. Actualmente se conocen mas de 40 serotipos
de AAV, y se siguen identificando nuevos serotipos y variantes de los serotipos existentes. Véase Gao et al., PNAS,
2002, 99 (18): 11854-6; Gao et al., PNAS, 2003, 100 (10): 6081-6; y Bossis et al., J. Virol.,2003, 77 (12): 6799-810. El
uso de cualquier serotipo de AAV se considera dentro del alcance de la presente invencion. En algunas formas de
realizacion, un vector rAAV es un vector derivado de ITR de serotipo de AAV, incluidos, sin limitacion, serotipo AAV1,
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12,
AAV2R471A, AAV DJ, un AAV de cabra, AAV bovino o capside AAV de raton o similares. En algunas formas de
realizacion, el acido nucleico presente en el AAV comprende una ITR de entre ITR de serotipo AAV1, AAV2, AAV3,
AAV4, AAV5, AAVG, AAV7, AAVS, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV
DJ, a AAV de cabra, AAV bovino o capside AAV de raton o similares. En algunas formas de realizacion, el acido
nucleico presente en el AAV también codifica miR-708 o rodopsina tal como se describe en el presente documento.
Por ejemplo, el acido nucleico presente en el AAV puede comprender al menos una ITR de cualquier serotipo de AAV
contemplado en el presente documento y puede codificar adicionalmente un miR-708 que comprende el acido nucleico
de la SEQ ID NO: 1 o un &cido nucleico que codifica una rodopsina humana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2. En algunas formas de realizacién, el acido nucleico presente en el AAV comprende
un acido nucleico de 5' a 3' que codifica lo siguiente: una ITR de AAV, un fragmento de relleno (por ejemplo, SEQ ID
NO: 11), un intrén quimérico (por ejemplo, SEQ ID NO: 10), un miR-708, una secuencia de poliadenilacién de la
hormona de crecimiento bovina, un fragmento de relleno y una ITR de AAV. En algunas formas de realizacién, el acido
nucleico presente en el AAV comprende el acido nucleico de SEQ ID NO: 5. En algunas formas de realizacion, el &cido
nucleico presente en el AAV comprende un acido nucleico que es al menos aproximadamente el 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntico a la SEQ ID NO: 5. En algunas formas de realizacién, el
acido nucleico presente en el AAV comprende el &cido nucleico de SEQ ID NO: 6. En algunas formas de realizacion,
el acido nucleico en el AAV comprende un acido nucleico que es al menos aproximadamente el 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntico a la SEQ ID NO: 6. En algunas formas de realizacion, el acido
nucleico presente en el AAV comprende el acido nucleico de SEQ ID NO: 7. En algunas formas de realizacion, el cido
nucleico presente en el AAV comprende un acido nucleico que es al menos aproximadamente el 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntico a la SEQ ID NO: 7. En algunas formas de realizacién, el
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acido nucleico presente en el AAV comprende el acido nucleico de SEQ ID NO: 8. En algunas formas de realizacion,
el acido nucleico presente en el AAV comprende un acido nucleico que es al menos aproximadamente el 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntico ala SEQ ID NO: 8. En algunas formas de realizacion,
el acido nucleico presente en el AAV comprende el acido nucleico de SEQ ID NO: 9. En algunas formas de realizacion,
el acido nucleico presente en el AAV comprende un acido nucleico que es al menos aproximadamente el 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntico ala SEQ ID NO: 9. En algunas formas de realizacion,
el acido nucleico presente en el AAV comprende el acido nucleico de SEQ ID NO: 24. En algunas formas de
realizacion, el acido nucleico presente en el AAV comprende un acido nucleico que es al menos aproximadamente el
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntico a la SEQ ID NO: 24. En algunas formas
de realizacion, el acido nucleico presente en el AAV comprende el acido nucleico de SEQ ID NO: 25. En algunas
formas de realizacion, el &cido nucleico presente en el AAV comprende un acido nucleico que es al menos
aproximadamente el 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntico a la SEQ ID NO:
25. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico presente en el AAV comprende el acido nucleico de SEQ ID
NO: 26. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico presente en el AAV comprende un acido nucleico que es
al menos aproximadamente el 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntico a la SEQ
ID NO: 26. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico presente en el AAV comprende el acido nucleico de
SEQ ID NO: 27. En algunas formas de realizacion, el acido nucleico presente en el AAV comprende un acido nucleico
que es al menos aproximadamente el 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntico a
la SEQ ID NO: 27. En otras formas de realizacion, la particula de rAAV comprende proteinas de una capside de
serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV1T,
AAV12, AAV2R471A, AAV2 AA, 2-7m DJ, AAV2 N587A, AAV2 E548A, AAV2 N708A, AAV V708K, AAV de cabra,
AAV1/AAV2 quimérico, AAV bovino, rAAV2/HBoV1 de capside AAV de ratdén, o mutantes de estas proteinas de
capside. En algunas formas de realizacion, una proteina de capside mutante conserva la capacidad de formar una
capside AAV. En algunas formas de realizacion, la particula de rAAV comprende la capside mutante de tirosina AAV5
(Zhong L. et al., (2008) Proc Natl Acad Sci U S A 105 (22): 7827-7832. En otras formas de realizacion, la particula de
rAAV comprende proteinas de la capside de un serotipo AAV de los clados A-F (Gao et al., J. Virol. 2004, 78 (12):6381).
En algunas formas de realizacion, el acido nucleico presente en el AAV comprende la secuencia de acidos nucleicos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 5-8, y esta flanqueada por al menos una ITR de AAV2. En algunas
formas de realizacion, el acido nucleico presente en el AAV comprende la secuencia de acidos nucleicos que es al
menos aproximadamente el 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica al acido
nucleico seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 5-9, y esta flanqueado por al menos una ITR de AAV2.

Se utilizan diferentes serotipos de AAV para optimizar la transduccion de células diana particulares o para dirigirse a
tipos de células especificos dentro de un tejido diana particular (por ejemplo, un tejido enfermo) Una particula de rAAV
puede comprender proteinas viricas y acidos nucleicos viricos del mismo serotipo 0 un serotipo mixto. Por ejemplo,
en algunas formas de realizacién, una particula de rAAV puede comprender proteinas de capside AAV5 y al menos
una ITR de AAV2 o puede comprender proteinas de capside AAV2 y al menos una ITR de AAV5. En otras formas de
realizacién, una particula de rAAV puede comprender proteinas de capside mutantes de tirosina AAV5 y al menos una
ITR de AAV2. En otro ejemplo mas, una particula de rAAV puede comprender proteinas de capside tanto de AAV5
como de AAV2, y ademas comprender al menos una ITR de AAV2. Cualquier combinacién de serotipos de AAV para
la produccion de una particula de rAAV se proporciona en el presente documento como si cada combinacién se hubiera
indicado expresamente en el presente documento. En algunas formas de realizacién, la divulgacién proporciona
particulas de rAAV que comprenden proteinas de capside AAV5 y un acido nucleico que codifica el ARN miR-708 o
un transgén de rodopsina, flanqueado por al menos una ITR de AAV2.

Genomas viricos de AAV autocomplementarios

En algunos aspectos, la divulgacién proporciona particulas viricas que comprenden un genoma recombinante
autocomplementario. Las particulas viricas de AAV con genomas autocomplementarios y los procedimientos de uso
de genomas de AAV autocomplementario se describen en las patentes de Estados Unidos N° 6.596.535; 7.125.717;
7.765.583; 7.785.888; 7.790.154; 7.846.729; 8.093.054 y 8.361.457; y Wang Z., et al., (2003) Gene Ther 10: 2105-
2111. Un rAAV que comprende un genoma autocomplementario formara rapidamente una molécula de ADN
bicatenaria en virtud de sus secuencias parcialmente complementarias (por ejemplo, complementando las cadenas
codificantes y no codificantes de un transgén). En algunas formas de realizacion, la divulgacién proporciona una
particula virica de AAV que comprende un genoma de AAV, en la que el genoma de rAAV comprende una primera
secuencia de polinucledtidos heterdloga (por ejemplo, miR-708 o una cadena codificante de rodopsina) y una segunda
secuencia de polinucleotidos heteréloga (por ejemplo, cadena antisentido de miR-708 o una cadena no codificante o
antisentido de rodopsina) en las que la primera secuencia de polinucleétidos heteréloga puede formar pares de bases
dentro de la cadena con la segunda secuencia de polinucleétidos a lo largo de la mayor parte o la totalidad de su
longitud. En algunas formas de realizacion, la primera secuencia de polinucleétidos heterbloga y una segunda
secuencia de polinucleétidos heterdloga estan unidas por una secuencia que facilita el emparejamiento de bases
dentro de la cadena; por ejemplo, una estructura de ADN en horquilla. Las estructuras de horquilla son conocidas en
la técnica, por ejemplo en moléculas de ARNip. En algunas formas de realizacién, la primera secuencia de
polinucleétidos heterblogos y una segunda secuencia de polinucleétidos heterélogos estan unidas por una ITR mutado
(por ejemplo, la ITR derecha). En algunas formas de realizacién, la ITR comprende la secuencia de polinucleétidos 5'-
CACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGC
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CCACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCG-3' (SEQ ID NO: 20). La ITR mutado comprende una delecién de la region D
que comprende la secuencia de resolucion terminal. Como resultado, al replicar un genoma virico de AAV, las
proteinas rep no escindiran el genoma virico en la ITR mutado y, como tal, un genoma virico recombinante que
comprende lo siguiente en el orden 5' a 3' se empaquetara en una capside virica: una ITR de AAV, la primera secuencia
de polinucledtidos heterdloga que incluye secuencias reguladoras, la ITR de AAV mutada, el segundo polinucleétido
heterdlogo en orientacién inversa con respecto al primer polinucleétido heterdlogo y una tercera ITR de AAV. En
algunas formas de realizacion, la divulgacion proporciona particulas viricas de AAV que comprenden un genoma virico
recombinante que comprende una ITR de AAV2 funcional, una primera secuencia de polinucleétidos que codifica el
ARN miR-708 o un transgén de rodopsina, una ITR de AAV2 mutada que comprende una delecién de la region D y
que carece de una secuencia de resolucion terminal funcional, una segunda secuencia de polinucleétidos que
comprende la secuencia complementaria a la secuencia que codifica el ARN miR-708 o una rodopsina, de la primera
secuencia de polinucleétidos y una ITR de AAV2 funcional.

Produccion de particulas de AAV

Las particulas de rAAV se pueden producir utilizando procedimientos conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo,
las patentes de Estados Unidos N° 6.566.118, 6.989.264 y 6.995.006. En la puesta en practica de la invencion, las
células huésped para producir particulas de rAAV incluyen células de mamiferos, células de insectos, células
vegetales, microorganismos y levaduras. Las células huésped también pueden ser células de empaquetamiento en
las que los genes rep y cap de AAV se mantienen de forma estable en la célula huésped o células productoras en las
que el genoma del vector AAV se mantiene de forma estable. Las células productoras y de empaquetamiento
ejemplares se derivan de células 293, A549 o Hela. Los vectores AAV se purifican y se formulan utilizando técnicas
estandar conocidas en la técnica.

En algunos aspectos se describe un procedimiento, que no forma parte de la presente invencién, para producir
cualquier particula de rAAV tal como se divulga en el presente documento que comprende (a) cultivar una célula
huésped en condiciones en las que se produzcan particulas de rAAV, en el que la célula huésped comprende (i) uno
o mas genes del paquete de AAV, en el que cada dicho gen de empaquetamiento de AAV codifica una proteina de
replicacion y/o encapsidacion de AAV; (ii} un pro-vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica ARN
miR-708 o cualquier transgén de rodopsina tal como se describe en el presente documento flanqueado por al menos
una ITR de AAV y (iii) una funcién auxiliar de AAV; y (b) recuperar las particulas de rAAV producidas por la célula
huésped. En algunas formas de realizacion, un acido nucleico codifica el ARN miR-708 de SEQ ID NO: 1 o un transgén
que codifica una rodopsina; por ejemplo, una rodopsina con el aminoacido de la SEQ ID NO: 2. En algunas formas de
realizacion, dicha, al menos una, ITR de AAV se selecciona del grupo que consiste en una ITR de serotipo AAV1,
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12,
AAV2R471A, AAV DJ, un AAV de cabra, AAV bovino o AAV de ratén o similar. En algunas formas de realizacion,
dicha proteina de encapsidacion se selecciona del grupo que consiste en AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6
(por ejemplo, una capside AAV6 de tipo silvestre, o una capside AAV6 variante tal como ShH10, tal como se describe
en la publicacién PG de Estados Unidos 2012/0164106), AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9 (por ejemplo,una
capside AAV9 de tipo silvestre, o una capside AAV9 modificado tal como se describe en la publicacién PG de Estados
Unidos 2013/0323226), AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, un mutante de la capside de tirosina, un mutante de la
capside de unién a heparina, una capside AAV2R471A, una capside AAVAAV2/2-7m8, una capside AAV DJ (por
ejemplo, una capside AAV-DJ/8, una capside AAV-DJ/9, o cualquier otra capside descrita en la publicacién PG de
Estados Unidos 2012/0066783), capside AAV2 N587A, capside AAV2 E548A, capside AAV2 N708A, capside AAV
V708K, capside AAV de cabra, capside quimérica AAV1/AAV2, capside AAV bovina, capside AAV de ratén, capside
AAV2/HBoV1, una capside AAV descrita en la patente de Estados Unidos N2 8.283.151 o la publicacion internacional
N W(/2003/042397 o mutantes de los mismos. En algunas formas de realizacién, la proteina de encapsidacion es
una proteina de capside mutante de tirosina AAVS5. En otras formas de realizacién, la particula de rAAV comprende
proteinas de la capside de un serotipo AAV de los clados A-F. En algunas formas de realizacion, las particulas de
rAAV comprenden una capside AAV5 y un genoma recombinante que comprende ITR de AAV2, una ITR de AAV2
mutante y acido nucleico que codifica miR-708 o la rodopsina. En algunas formas de realizacién, las particulas de
rAAV comprenden una capside mutante de tirosina AAV5 y un genoma recombinante que comprende ITR de AAV2,
una ITR de AAV2 mutante y &cido nucleico que codifica miR-708 o la rodopsina. En una forma de realizacién adicional,
las particulas de rAAV estan purificadas. El término "purificadas", tal como se utiliza en el presente documento, incluye
una preparacion de particulas de rAAV desprovistas de al menos algunos de los otros componentes que también
pueden estar presentes en la que las particulas de rAAV se producen de forma natural o se preparan inicialmente.
Asi, por ejemplo, pueden prepararse particulas de rAAV aisladas utilizando una técnica de purificacion para
enriquecerlas a partir de una mezcla fuente, tal como un lisado de cultivo o un sobrenadante de cultivo de produccion.
El enriquecimiento se puede medir de varias formas, tales como, por ejemplo, proporcionando particulas resistentes
a DNasa (DRP) o copias del genoma (gc) presentes en una solucién, o por infectividad, o se puede medir con respecto
a una segunda sustancia potencialmente interferente presente en la mezcla fuente, tales como contaminantes,
incluidos contaminantes de cultivo de produccién o contaminantes en proceso, incluidos virus auxiliares, componentes
de medios y similares.

También se proporcionan en el presente documento composiciones farmacéuticas que comprenden particulas de
rAAV que comprenden un transgén que codifica miR-708 y particulas de rAAV que comprenden un transgén de
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rodopsina. Las composiciones farmacéuticas pueden ser adecuadas para cualquier modo de administracién descrito
en el presente documento. Una composicion farmacéutica descrita en el presente documento, puede introducirse en
el ojo; por ejemplo, por administracién subretiniana o administracién intravitrea.

En algunas formas de realizacion, las composiciones farmacéuticas que comprenden rAAV descritos en el presente
documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable son adecuadas para su administracién a seres humanos.
Dichos vehiculos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 152
edicion, paginas 1035-1038 y 1570-1580). En algunas formas de realizacion, las composiciones farmacéuticas que
comprenden rAAV descritos en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable son adecuadas
para inyeccién ocular. Dichos vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden ser liquidos estériles, tales como agua
y aceite, incluidos los de origen petrolifero, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja,
aceite mineral y similares. También pueden emplearse soluciones salinas y soluciones acuosas de dextrosa,
polietilenglicol (PEG) y glicerol como vehiculos liquidos, particularmente para soluciones inyectables. La composicion
farmacéutica puede comprender ademas ingredientes adicionales, por ejemplo conservantes, tampones, agentes de
tonicidad, antioxidantes y estabilizantes, agentes humectantes o clarificantes no idnicos, agentes que aumentan la
viscosidad y similares. Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden envasarse en
dosis unitarias Unicas o en formas multidosis. Las composiciones se formulan generalmente como solucién estéril y
sustancialmente isotonica.

VII. Kits

También se proporcionan kits para su uso tal como se describe en el presente documento. En algunos aspectos, los
kits comprenden las composiciones descritas en el presente documento (por ejemplo, particulas de rAAV que
comprenden acido nucleico que codifica el ARN miR-708 o un transgén de rodopsina) en un envase adecuado. Los
envases adecuados para las composiciones (tales como las composiciones oculares) descritas en el presente
documento son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, viales (tales como viales sellados), recipientes,
ampollas, botellas, frascos, envases flexibles (por ejemplo, bolsas Mylar selladas o bolsas de plastico) y similares.
Estos articulos de fabricacion también pueden esterilizarse y/o sellarse.

La presente divulgacion también proporciona kits que comprenden composiciones descritas en el presente documento
y pueden comprender ademas instrucciones de uso de la composicion, tales como los usos descritos en el presente
documento. Los kits descritos en el presente documento pueden incluir también otros materiales deseables desde el
punto de vista comercial y del usuario, incluidos otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospectos con
instrucciones para el tratamiento tal como se describe en el presente documento. Por ejemplo, en algunas formas de
realizacion, el kit comprende un rAAV que comprende un transgén que codifica el ARN miR-708 o un transgén de
rodopsina para la administracion intraocular de al menos 1 x 10° copias del genoma a un primate tal como se describe
en el presente documento, un vehiculo farmacéuticamente aceptable adecuado para inyeccion intraocular, y uno o
mas de: un tampon, un diluyente, un filtro, una aguja, una jeringa y un prospecto con instrucciones para realizar
inyecciones oculares. En algunas formas de realizacion, el kit comprende instrucciones para tratar la retinitis
pigmentaria con las particulas de rAAV descritas en el presente documento. En algunas formas de realizacion, el kit
comprende instrucciones para reducir el estrés del RE en una célula con las particulas de rAAV descritas en el presente
documento. En algunas formas de realizacion, el kit comprende instrucciones para utilizar las particulas de rAAV
descritas en el presente documento segun cualquiera de los tratamientos descritos en el presente documento.

EJEMPLOS

La invencion se entendera mas completamente mediante referencia a los ejemplos siguientes.

Ejemplo 1: Desarrollo de un modelo celular de retinitis pigmentaria

Una estrategia terapéutica para la RP autosémica dominante asociada a RHO seria atenuar (knock down) tanto la
rodopsina mutante como la de tipo silvestre y aliviar el estrés del RE. Esto podria lograrse mediante la administracion
conjunta de un micro-ARN (miR) que inhibiria los alelos de la rodopsina y, opcionalmente, la administracion conjunta
de una secuencia de rodopsina de tipo silvestre refractaria a la atenuacién por parte de la miR administrada de forma
exégena. Un miR regulado por CHOP, miR-708, regula la expresion de rodopsina (Behrman, S. et al. (2011) J. Cell
Biol. 192 (6): 919-27). EI miR-708 es un miR intrénico que reside en el gen Odz4 inducible por CHOP (Tenurin-4). El
CHOP regula la expresién de miR-708 durante el estrés del RE, y hay una secuencia de miR-708 putativa en la UTR
3' de la rodopsina.

En el presente documento se describen procedimientos para utilizar un vector AAV para administrar miR-708 exégeno
dirigido a la rodopsina tanto de tipo silvestre como mutante a través de la secuencia diana de miR-708 UTR 3' presente
en ambos alelos. En formas de realizacién, una secuencia de reemplazo de rodopsina de tipo silvestre también se
administra conjuntamente. Esta secuencia de rodopsina de reemplazo puede disefiarse para que tenga una unién
reducida a miR-708 (por ejemplo, sustitucion, deleciéon o adicién de nucleétidos a la UTR 3') y, por lo tanto, sera
refractaria a la atenuacién por miR-708 exdgeno. En formas de realizacién, la secuencia de rodopsina de reemplazo
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carece de una secuencia diana de miR-708 UTR 3'. En resumen, estos vectores AAV atenuarian la expresion de la
rodopsina que causa estrés del RE (y, por lo tanto, la muerte de la célula fotorreceptora) y, opcionalmente,
suplementarian la expresion de un gen de rodopsina de tipo silvestre, u optimizado por codon, que es refractaria a la
atenuyacion inducida por miR-708, restaurando asi la expresion normal y la funcién de la rodopsina.

Procedimientos
Cultivo de células

Se disefiaron por ingenieria genética células HEK-293 que expresan rodopsina P23H humana o de ratén utilizando el
sistema inducible por tetraciclina T-Rex de Invitrogen. Las células confluentes presentes en placas de 6 pocillos se
transfectaron con 4 g de vector miR-708 (pcDNA) o un vector miARN de control utilizando lipofectamina 2000
(Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfeccion, el medio se reemplazo por
medio que contenia tetraciclina 2 uM. Las células se incubaron durante 24 horas adicionales y el medio se retir6 de
cada pocillo.

Inmunotransferencia Western

Las células se lisaron en 400 pl de tampdn RIPA (Thermo Scientific) que contenia PMSF 1 mM, y se hicieron pasar a
través de una jeringa de 25 g varias veces. El lisado se centrifugé a 14.000 rpm durante 10 min. Las células se
mantuvieron a 4 °C durante todo el proceso. Se cargaron 30 pl de sobrenadante en un gel Bis/Tris al 4-12% y se
realiz6 SDS-PAGE en tampén MOPS (Invitrogen). Después se transfirieron las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa utilizando el sistema |-Blot de Invitrogen. La membrana se bloque6é durante una hora a temperatura
ambiente en PBS que contenia Tween-20 al 0,05% (PBS-T) e I-Block al 0,1% (Invitrogen). La membrana se incub6
durante toda la noche a 4 °C en PBS-T que contenia 1 pg/ml de anticuerpo monoclonal (mAb) 1D4 anti-rodopsina
(Abcam). Después de lavar varias veces en PBS-T, la membrana se incub6 en una solucion de anticuerpo secundario
que contenia una dilucién 1:1000 de anticuerpo (Ab) conjugado con IgG HRP anti-ratén (R&D Systems) durante una
hora a temperatura ambiente. La membrana se lavo en PBS-T varias veces y se desarrollo utilizando reactivo ECL
(Thermo Scientific). Los niveles de proteina m-rodopsina se cuantificaron utilizando el programa informatico Image-J.
La membrana se despojo de proteinas en PBS que contenia glicina 0,1 M, pH 2, y después se enjuagd varias veces
en PBS-T. Después se evalud la membrana para detectar hGAPDH en PBS-T que contenia una dilucién 1:20.000 de
anticuerpo policlonal (pAb) anti-GAPDH (Sigma) durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de lavar varias
veces en PBS-T, el anticuerpo secundario (IgG-HRP anticonejo, R&D Systems) se diluyé 1:1000 en PBS-T y se incubé
durante 1 hora a temperatura ambiente. La membrana se lavé varias veces y se desarrollé utilizando reactivo ECL
(Thermo Scientific). Los niveles de proteina m-rodopsina se normalizaron después a niveles de proteina hGAPDH
utilizando el programa informatico Image J.

Atenuacion enddgena de miR-708 en células HEK-293

Se transfectaron células HEK-293 que expresan rodopsina de ratén o humana (descrita anteriormente) con 100 pmol
de pre-miR-708, anti-miR-708 o miARN de control (Ambion) utilizando el protocolo de lipofectamina 2000 para la
transfeccion con moléculas de ARNip (Invitrogen). A las 48 horas después de la transfeccion, el medio se reemplazo
por medio que contenia tetraciclina 2 pM para inducir la expresién de rodopsina. 24 horas después, cada pocillo se
dividié en 2 muestras. Una de ellas se evalud para determinar m-rodopsina y hGAPDH utilizando el protocolo de
inmunotransferencia Western anterior, y se extrajo ARN de la otra para el analisis TagMan® (Life Technologies) de
rodopsina y la expresiéon de ARN miR-708. EI ARN total (incluidos los ARN pequefios) se extrajo de las células
utilizando el kit miRNeasy de Qiagen, segun las instrucciones del fabricante, incluido el tratamiento con ADNasa de
las muestras. Se sintetizo ADNc a partir del ARN total utilizando el sistema de transcripcion inversa Quantitect de
Qiagen. Se afadié ADNc a ensayos de expresion génica TagMan® de m-rodopsina, hCHOP (Ddit3), hBiP (Hspa5) o
hGAPDH (Life Technologies). La expresién génica se normalizé con respecto a hGAPDH utilizando el procedimiento
AAC:. La expresion de miR-708 se cuantifico utilizando el ensayo de expresion TagMan® de miR-708 (Life
Technologies). La expresion de miR-708 se presentd con respecto a la expresiéon de miR-16 endégeno utilizando el
procedimiento AAC:.

Expresion dirigida por el promotor de rodopsina quinasa de miR-708 en células WERI Rb-1

La secuencia miR-708 se subcloné aguas abajo del promotor de rodopsina quinasa (RK) después de la escision del
vector pcDNA 6.2 GW (sistema Block-iT, Invitrogen) en el vector pRK-MVM, que contenia el promotor hRK nativo y
las secuencias de intron MVM. Se transfectaron células WERI Rb-1 (ATCC) con 2 pg de vector pRK-miR-708 o pRK-
miR-Control utilizando Fugene-HD (Promega), segin las instrucciones del fabricante. A las 48 horas después de la
transfeccion se recogieron las células y se extrajo el ARN total (incluidos los ARN pequefios) utilizando el protocolo
del kit miRNeasy (Qiagen). Se cuantificé el miR-708 en cada muestra utilizando el ensayo de expresién génica
TagMan® de miR-708 (Life Technologies) tal como se describié anteriormente. Para cuantificar la atenuacién de m-
rodopsina en células WERI Rb-1 que expresan miR-708, las células se cotransfectaron con 2 g de cada uno de pRK-
miR-708 (o control) y pSport6 m-rodopsina P23H utilizando Fugene-HD segun las instrucciones del fabricante
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(Promega). El ARN se extrajo tal como se describe y los niveles de ARN de m-rodopsina se cuantificaron tal como se
ha descrito anteriormente utilizando el procedimiento AACt con respecto a niveles de ARN de hGAPDH.

Extraccion de ARN de retinas de raton a las que se inyectaron vectores AAV

El ARN se extrajo de las retinas de ratén utilizando el kit miRNeasy segln las instrucciones del fabricante (Qiagen).
Se homogeneizaron retinas de ratén individuales en tampoén de lisis Qiazol utilizando perlas de circonia/silice de 1 mm
(Biospec) durante 10 minutos. Después de la homogeneizacion se extrajo el ARN segun las instrucciones del
fabricante. Los niveles de miR-708 en cada retina se cuantificaron utilizando el sistema de cuantificacién de microARN
gStar (Origene). El ADNc se sintetiz6 utilizando el kit de sintesis de primera cadena de ADN¢ (Origene), seguido de la
amplificacién y cuantificacion especifica de miR-708 utilizando cebadores especificos de miR-708 y un patrén de copia
de miR-708 (Origene). Para la cuantificacién de los niveles de rodopsina en ojos de ratén que recibieron inyeccion, la
m-rodopsina se amplifico utilizando cebadores especificos (Life Technologies) y se cuantificd frente a un patrén de
ADNc de rodopsina. Los niveles de RACVF se analizaron cualitativamente frente a la expresion de GAPDH utilizando
el procedimiento AACt.

Vector de supresion/reemplazo de rodopsina

El ADNc de h-rodopsina (con secuencias de UTR no flanqueantes) se cloné en el vector pRK por escision a partir del
vector pcDNA vy se realizé un ligado de extremos romos en pRK-MCS. Se sintetizé ADNc (Biobasic) que contenia la
secuencia promotora de h-rodopsina quinasa y el intron de h-B-globina con una insercién de secuencia de h-miR-708
(secuencia tomada de Genbank/NCBI) ubicada entre los sitios aceptores/donantes de ayuste de intrén. Esta secuencia
se subclon6 a partir del vector pUC57, se ligo en el vector pcDNA h-rodopsina y se renombré pRK-miR-708 hRho/wt.
Los niveles de proteina miARN-708 y de h-rodopsina se analizaron tal como se ha descrito anteriormente en células
WERI Rb-1 transfectadas.

Cuantificacion de ayuste de XBP-1 en células WERI Rb-1 transfectadas con m-rodopsina P23H

Se cotransfectaron células hWERI Rb-1 con el vector pcDNA que codifica una m-rodopsina con mutacion P23H no
glucosilada y el vector pRK-miR-708. Este ADNc de rodopsina P23H se muté utilizando mutagénesis por PCR dirigida
al sitio (Agilent Technologies) para cambiar dos codones de asparagina (en las posiciones 2 y 5) por alanina. Las
células se transfectaron tal como se describe con 2 ug de cada vector y se incubaron durante 72 horas. El ARN total
se recogio de las células tal como se ha descrito anteriormente. EI ADNc se sintetizd utilizando el kit de sintesis de
ADNc de alta capacidad High Capacity cDNA (Invitrogen). El ayuste de XBP-1 se evalu6 utilizando cebadores
especificos para XBP-1 y High Fidelity PCR MasterMix (Roche). Las secuencias amplificadas se analizaron en un gel
de agarosa al 2% y se cuantificaron las cantidades relativas de transcrito XBP-1 ayustado (~280 nt) frente a no
ayustado (~300 nt) utilizando el programa informatico Image-J.

Procedimientos adicionales

Los procedimientos para inmunofluorescencia, inmunotransferencia Western con y sin tratamiento con
endoglicosidasa H, expresion de marcador UPR vy tincion con TUNEL de células que expresan rodopsina de tipo
silvestre o mutante P23H se realizaron tal como se describe por Adamowicz, M. et al. (2012) Adv. Exp. Medicina. Biol.
723:573-9.

Resultados

Se transfectaron transitoriamente células epiteliales pigmentadas de retina humana (RPE) con un gen que codifica la
rodopsina humana tanto de tipo silvestre (WT) como mutante P23H (una mutacién vinculada a RP). La ubicacion de
la rodopsina se investigd mediante microscopia de inmunofluorescencia confocal utilizando anticuerpos anti-
rodopsina. En el caso de la proteina de tipo silvestre, la mayor parte de la proteina se procesé en la membrana
plasmatica (figura 1A), lo que indica una biogénesis normal. Por el contrario, el mutante P23H mostré una distribucion
perinuclear/reticular caracteristica de retencién en el reticulo endoplasmico (RE), casi sin expresién en la superficie
celular (figura 1B). Estos resultados demuestran que la rodopsina mutante P23H no puede transportarse
adecuadamente a la membrana plasmatica y, en cambio, se retiene en el RE.

La agregacion de rodopsina se evalué mediante analisis de inmunotransferencia SDS-PAGE de extractos solubles en
detergente de células RPE que expresan transitoriamente proteina de tipo silvestre o mutante P23H (figura 2A). La
rodopsina de tipo silvestre migré predominantemente como una banda difusa a una masa molecular de ~40 kDa. Esta
especie corresponde a rodopsina madura monomeérica que contiene glucanos N-unidos. La movilidad de la rodopsina
mutante P23H diferia notablemente de la rodopsina de tipo silvestre, migrando la mayor parte de P23H como dimeros
y oligbmeros de mayor peso (figura 2A). EI P23H también fue sensible a la endoglicosidasa H: nétese que el
tratamiento con endoglicosidasa H afecta a la migracion de la rodopsina P23H, pero no a la de tipo silvestre, tal como
se muestra en la figura 2B. La endoglicosidasa H es especifica para estructuras de oligosacaridos N-unidos con alto
contenido en manosa, glicosiladas en el nicleo, tipicas de proteinas que no han madurado mas alla del RE.
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Conjuntamente, estos datos sugieren que en las células RPE la rodopsina de tipo silvestre es capaz de plegarse y
madurar mas alla del RE, mientras que el mutante P23H es mas propenso a formar oligdmeros no nativos y se retiene
dentro del RE, tal vez debido a su incapacidad para plegarse productivamente.

A continuacién, se evalud la capacidad de la rodopsina P23H para inducir estrés del RE en células RPE transfectadas
midiendo los niveles de dos marcadores de las UPR, BiP y CHOP. Se detectaron niveles elevados de ARNm de BiP
en células que expresan transitoriamente rodopsina tanto WT como P23H (figura 3A), o que sugiere que aumentar la
carga de plegamiento del RE indujo de por si la UPR. Sin embargo, la expresion de ARNm de BiP fue
significativamente mayor en células que expresan rodopsina P23H (43 veces con respecto a células no transfectadas)
en comparacion con células que expresan rodopsina WT (14 veces con respecto a células no transfectadas) (figura
3A). Los niveles de ARNm de rodopsina fueron idénticos en las células que expresan WT o formas mutantes de la
proteina (figura 3A). Por lo tanto, la rodopsina P23H es un inductor de BiP mas potente que la rodopsina WT. Sin
desear vincularse a ninguna teoria, esta discrepancia puede deberse al defecto de plegamiento de la proteina mutante.

A continuacion se examind la expresion de CHOP. Las células que expresan la proteina rodopsina WT mostraron una
induccion 15 veces mayor de CHOP en comparacion con células no transfectadas, mientras que las células que
expresan el mutante P23H mostraron una induccién ain mayor de 23 veces (figura 3A). Como el CHOP es un factor
de transcripcion inducido por UPR que media la apoptosis (Lee, E.S., et al. (2007) FEBS Lett. 581 (22): 4325-32), se
midieron los niveles relativos de apoptosis entre células que expresan WT y mutantes P23H. Segun los niveles de
ARNm de CHOP, los resultados del ensayo TUNEL sugirieron ademas que las células RPE que expresan
transitoriamente el mutante P23H son mas propensas a la apoptosis que las que expresan la rodopsina de tipo silvestre
(figura 3B).

Ejemplo 2: La modulacion de niveles de miR-708 regula la expresion de rodopsina y la UPR en células HEK-
293

Se ha encontrado una secuencia de consenso correspondiente a un sitio diana de miR-708 putativo en la UTR 3' de
varios genes de rodopsina de mamiferos (Behrman, S. et al. (2011) J. Cell Biol. 192 (6): 919-27). Este ejemplo
demuestra que la regulacién por miR-708 de la rodopsina puede utilizarse como una herramienta para modular la
expresion de la rodopsina en células cultivadas.

Se transfectaron células HEK-293 que expresan un gen de m-rodopsina mutante P23H que codifica una secuencia
diana UTR 3' de miR-708 con un plasmido que expresa miR-708 o miR-Control tal como se representa en la figura 4.
Después de 72 horas, se recogieron las células y se analizo la expresion de la proteina rodopsina mP23H utilizando
inmunotransferencia Western (figura 5). La expresion de la proteina m-rodopsina P23H se redujo a ~30% en células
transfectadas con CBA-miR-708, en comparacion con células transfectadas con un vector CBA-miR-Control.

La expresion de genes diana de UPR (CHOP/BIP) también se analizé mediante el analisis de expresién génica
TagMan®. Las células HEK-293 que expresan miR-708 también mostraron una expresion reducida de ARN de CHOP
y BiP en comparacién con las células de control (figura 6). Estos resultados sugieren que la reduccion del nivel de m-
rodopsina P23H plegada incorrectamente da como resultado una reduccién concomitante en la expresion de genes
de UPR BiP y CHOP.

En el experimento inverso, se transfectaron células HEK-293 que expresaban la rodopsina P23H de ratén (incluida
una secuencia diana de miR-708 UTR 3') o la rodopsina P23H humana (sin la secuencia diana de miR-708 UTR 3')
con pre-miARN anti-miR-708 o pre-miARN de control negativo (figura 7). En este experimento, se utilizé anti-miR-708
exégeno para inhibir miR-708 de HEK293 endogeno. Si el miR-708 enddgeno regulaba la expresion de rodopsina a
través de la secuencia diana de miR-708 putativa, entonces los cambios en niveles de rodopsina P23H se observarian
solo si hubiera una secuencia diana de miR-708 en la UTR 3' del gen de rodopsina. Las células se transfectaron con
100 pmol de cada ARN. Se generaron lisados celulares y se cuantificé la proteina rodopsina en una
inmunotransferencia Western, mientras que los niveles de ARNm se analizaron mediante analisis TagMan® (figura 7).
La inhibicién de miR-708 endégeno dio como resultado un aumento tanto del ARNm de rodopsina de ratén como de
proteina (figura 7A), mientras que los niveles tanto de ARNm de rodopsina humana como de proteina no se vieron
afectados (figura 7B), a pesar de los niveles mas bajos de miR-708 endégeno. Estos resultados demuestran que la
regulacién de la rodopsina por miR-708 requiere la secuencia diana de miR-708 en la UTR 3' de rodopsina.

Conjuntamente, estos resultados muestran que la rodopsina es una diana funcional de miR-708, y que la modulacién
de la actividad de miR-708 puede utilizarse como una herramienta para influir en la expresién de rodopsina.

Ejemplo 3: Diseno de un plasmido ITR de AAV que expresa miR-708 bajo el control del promotor de rodopsina
quinasa especifico de fotorreceptores

Se cree que la acumulacién de proteina rodopsina mutante en el RE contribuye al estrés del RE subyacente a la
muerte celular de fotorreceptores en RP. El ejemplo anterior demuestra que la expresién de miR-708 es capaz de
regular los niveles generales de rodopsina. Se construy6 un vector basado en virus adenoasociados (AAV) para la
expresion especifica de miR-708 en las células fotorreceptoras de la retina para determinar si la disminucién de los

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2957840 T3

niveles totales de rodopsina (incluidas las formas de tipo silvestre y mutantes) puede aliviar el estrés del RE
independientemente de la mutacion de rodopsina.

La figura 8 representa un plasmido de repeticién terminal invertida (ITR) de AAV disefiado para expresar miR-708
especificamente en células fotorreceptoras retinianas. La expresién de miR-708 fue dirigida por el promotor de la
rodopsina quinasa (pRK), que se expresa especificamente en células fotorreceptoras bastén. En este vector, miR-708
se expreso a partir del andamio miR-155 que se muestra en la figura 4.

A continuacion, este plasmido ITR de AAV se validé en células cultivadas. Las células WERI o RPE se transfectaron
con el plasmido pre-virico descrito en la figura 8, y los niveles de miR-708 se cuantificaron mediante analisis TagMan®.
La figura 9A muestra que las células WERI transfectadas con el plasmido miR-708 dirigido por pRK tuvieron un
aumento de mas de 2000 veces en los niveles de miR-708 en comparacién con células WERI transfectadas con un
plasmido que expresa miR-Scramble (control). Por el contrario, las células RPE, en las que el promotor RK no se
expresa significativamente, no mostraron un aumento significativo en los niveles de miR-708 (figura 9A).

La funcién de miR-708 en la regulacién de la expresion de rodopsina se confirmé cotransfectando el plasmido pRK-
miR-708 (o un plasmido miR-Control) y un plasmido con el gen de rodopsina de ratén P23H que alberga una secuencia
diana de miR708 3' en células WERI. La figura 9B muestra que el ARNm de m-rodopsina P23H se redujo en presencia
del miR-708, en comparaciéon con un miR-Control. Estos resultados demuestran que la expresién de miR-708
utilizando un vector ITR de AAV es eficaz para reducir la expresion de rodopsina en células fotorreceptoras.

Ejemplo 4: Atenuacion de rodopsina en retinas de ratén utilizando un vector miR-708 AAV5

Para evaluar si un vector AAV podria utilizarse para reducir la expresién de rodopsina en la retina in vivo, el plasmido
pRK-miR-708 descrito en la figura 8 se empaquetdé en una capside AAV5 para generar AAV5-RK miR-708. Ademas,
se generd un vector AAV5 miR-Control. Se administro a ratones C57bl de tipo silvestre una inyeccién subretiniana de
1 x 108 vgs de AAV5-RK miR-708 o AAV5 miR-Control en el ojo contralateral. Al mes después de la inyeccion, los
ratones se sacrificaron y la neurorretina se extrajo y se congelé rapidamente para el analisis por qPCR de la expresién
génica.

La figura 10A muestra que los ojos de ratdn a los que se habia inyectado un vector AAV5 que expresa miR-708 habian
reducido la expresion de rodopsina, en comparacion con los ojos de ratones a los que se habia inyectado un vector
AAV5 miR-Control. Por el contrario, la expresiéon de otro gen especifico de bastones, el factor de viabilidad de conos
derivado de bastones (RACVF), no se vio afectada (figura 10B). La figura 10C confirma que los ojos a los que se
inyecté el vector AAV5miR708 mostraron un aumento significativo en el nimero de copias de miR-708, en
comparacion con los ojos que recibieron el AAV5miR-control. Estos resultados sugieren que los vectores basados en
AAV que expresan miR-708 en fotorreceptores de baston son eficaces para reducir la expresion de rodopsina
endoégena in vivo.

Para demostrar la relevancia funcional de la atenuacion de la rodopsina, los ojos de raton tratados con AAV5 miR-708
o AAV5 miR-Control se analizaron mediante electrorretinograma (ERG) para evaluar la funcién retiniana. Los ojos que
recibieron el vector AAV5 miR-708 mostraron una respuesta escotopica disminuida, tal como se esperaba si se
reducen los niveles de rodopsina (figura 11A). Las respuestas de ERG escotopico son una evaluaciéon de la funcién
de los bastones, y esta medicion puede correlacionarse con los niveles de rodopsina. Sin embargo, la funcion de los
conos en los mismos animales, evaluada por ERG fotdpico, se mantuvo sin cambios después de la administracion de
AAV5 miR-708 (figura 11B), confirmando que miR-708 tenia un efecto bioloégico sobre las células fotorreceptoras
baston al tiempo que evitaba las células de cono. Estos datos demuestran que el suministro de AAVS5 miR-708 produce
un efecto bioldégico que esta restringido a la célula baston diana.

Ejemplo 5: Construccion de un vector de supresion/reemplazo de h-rodopsina con un casete de expresion
miR-708 integrado en intron

El miR-708 se expresa normalmente in vivo a partir del primer intrébn en el gen ODZ4. Por lo tanto, se disefié un
constructo novedoso basado en la secuencia de miR-708 y su secuencia de andamio/flanqueante endégena. La
secuencia de miR-708 se integré en un intrén sintético y se clond aguas abajo del promotor especifico de
fotorreceptores rodopsina quinasa (RK), pero aguas arriba del ADNc de h-rodopsina. La secuencia de miR-708
endogena que incluye sus secuencias reguladoras y de procesamiento flanqueantes se cloné en la secuencia de intrén
de B-globina aguas arriba de la secuencia de ADNc de h-rodopsina pero aguas abajo del promotor RK. Como tal, la
secuencia miR-708 es 5' con respecto a la secuencia codificante de la rodopsina.

La figura 12 proporciona un diagrama de este vector de supresion/reemplazo 5'. La h-rodopsina (que carece de una
secuencia diana de mir708 UTR 3') se controlé con el promotor RK. La secuencia de miR-708 endégena que incluye
el andamio endégeno (por ejemplo, que incluye cualquier motivo de reconocimiento de DroshalDicer) se integré en el
intron de B-globina. Se incluyé ADNc de h-rodopsina (sin secuencia diana de miR-708 UTR 3') aguas abajo del sitio
de unién de ayuste. El miR-708 se integré en la B-globina, que se encuentra aguas abajo del promotor RK, y por lo
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tanto, el miR-708 se proces6 después del ayuste de la secuencia intrénica de B-globina. Ademas, se generd un vector
con una estructura similar que alberga un miR de control.

El vector descrito en la figura 12 o un vector con un miARN de control se utilizé para transfectar células WERI. Se
utilizaron células WERI porque expresan poco miR-708 enddgeno, si es que expresan algo, y son permisivas con
respecto al promotor RK. Las células WERI se cotransfectaron con un ADNc que codifica m-rodopsina P23H (con una
secuencia UTR 3' de miR-708). Tanto la eliminacién de rodopsina (niveles de ARN) como los niveles de los genes de
UPR CHOP y BIP se examinaron en células transfectadas.

La figura 13 muestra que las células cotransfectadas con m-rodopsina (P23H) y el vector miR-708 tenian niveles
reducidos de m-rodopsina en comparacion con las células cotransfectadas con m-rodopsina y el vector miARN de
control. Ademas, los genes de UPR CHOP y BiP también estaban regulados a la baja en las células transfectadas con
miR-708 en comparacién con el control. Estos datos sugieren que el uso del andamio miR708 enddgeno con expresion
intrénica de miR708 proporciona un andamio alternativo que apoya el procesamiento y la expresiéon de miR708.

Ejemplo 6: Comparacion de diferentes andamios de miR-708

Pueden ser beneficiosos niveles mas bajos de expresion de miR-708 para reducir cualquier efecto potencial fuera de
la diana del miARN en un entorno clinico. Por lo tanto, se analizaron diferentes andamios de miR para determinar la
fuerza de expresion en la linea celular de retinoblastoma humano WERI.

La figura 14 representa niveles cuantificados de miR-708 en células WERI transfectadas con miR-708 dirigido por
CBA, miR-708 dirigido por RK utilizando el andamio miR-155 que se muestra en la figura 4, o el vector RK miR-708
incorporado en intron h-rodopsina que se muestra en la figura 12. La expresién de miR-708 en el sistema intrénico RK
no era tan robusta como el sistema dirigido por CBA. Sin embargo, la expresién de miR-708 todavia se encontraba
muy por encima del fondo y era aproximadamente 5 veces mas baja que pRKmiR708 utilizando el andamio miR-155.
Notese que la h-rodopsina se coexpreso a partir de los vectores integrados en intrones, pero no en los vectores CBA
o0 RK andamio miR-155.

A continuacién, se compararon los niveles de ARNm de h-rodopsina en células WERI que expresan el vector de
supresion/reemplazo miR-708 integrado en intrén o un vector miR-Control. La figura 15 muestra que las células WERI
transfectadas con el vector de supresion/reemplazo miR-708 integrado en intrén tenian un nivel similar de h-rodopsina
en comparacion con las células transfectadas con el vector de control. Estos resultados indican que la expresion de
h-rodopsina del vector de supresion/reemplazo, que carece de la secuencia diana de miR-708 UTR 3', es refractaria
a la inhibicién por la expresion de miR-708. Ambas células mostraron una mayor expresion de h-rodopsina que células
WERI no transfectadas.

Ejemplo 7: La atenuacion de la rodopsina mutante por el vector de supresion/reemplazo miR-708 reduce un
marcador de estrés del RE

Se examiné la capacidad del vector de supresion/reemplazo miR-708 para reducir el estrés del RE en células que
expresan rodopsina mutante. Las células WERI que expresan una rodopsina mutante P23H no glucosilada
(N2K/N15K/P23H), con o sin una secuencia diana de miR708 UTR 3', se transfectaron con el vector de supresion-
reemplazo descrito en la figura 12. Se recogieron las células y se extrajo el ARN para medir el ayuste de la proteina
de unién a X-box (XBP-1). EI XBP-1 es un factor de transcripcién importante en la regulacién de los genes de estrés
del RE. Su ayuste es un marcador conocido de estrés del RE celular/UPR; las células sometidas a UPR muestran
niveles aumentados de XBP-1 ayustado.

Como se muestra en la figura 16, las células que expresan rodopsina mutante con una secuencia diana UTR 3' habian
disminuido el ayuste de XBP-1 cuando se transfectaron con el vector de supresién/reemplazo miR-708. Por el
contrario, las células que expresan la rodopsina P23H mutante que carece de la secuencia diana de miR-708 UTR 3'
tenian niveles equivalentes de ayuste de XBP-1 en comparacién con las células transfectadas con la secuencia miR-
Control. Estos resultados demuestran que la eliminacion de la rodopsina mutante utilizando el vector de
supresion/reemplazo miR-708 es eficaz para reducir el estrés del RE.

Ejemplo 8: La expresion de miR-708 en el andamio de intron de B-globina ubicado en la UTR 3' de rodopsina
aumenta la expresion de rodopsina y miR-708

Para evaluar si la posicién del andamio miR-708 afecta a su expresion, se construyé un vector en el que la secuencia
miR-708 (incluidas sus secuencias reguladoras/de procesamiento flanqueantes) se cloné en la secuencia de intron de
B-globina aguas abajo del ADNc¢ de rodopsina, es decir, dentro de la UTR 3'. La figura 17 muestra un diagrama de
este vector de supresién/reemplazo 3', que es similar al que se muestra en la figura 12, excepto que el andamio de
intrén de B-globina humana miR-708 se encuentra en la UTR 3' del ADNc de rodopsina, en lugar de la UTR 5'.

Para determinar si la posicién del andamio de intron de $-globina humana miR-708 en el vector afect6 a la expresion
de miR-708 o h-rodopsina a partir del vector, las células WERI se transfectaron con el vector UTR 5' de la figura 12 o
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el vector UTR 3' de la figura 17. La figura 18 muestra la expresion de h-rodopsina y miR-708 en estas células. Se
encontrd que el vector con el andamio miR-708 en la UTR 3' produce niveles mas altos de h-rodopsina y ARN miR-
708 que el vector que utiliza la configuracion UTR 5.

Ejemplo 9: Evaluacion del vector de supresion/reemplazo en un modelo de ratén P23H de degeneracion
retiniana

Los constructos de supresion/reemplazo se evaltian en un modelo de ratén P23H de degeneracion retiniana. En este
modelo, la proteina P23H mutante expresada en células fotorreceptoras baston induce estrés del RE/UPR, causando
apoptosis y la muerte de las células baston (Lee, E.S., et al. (2007) FEBS Lett. 581 (22): 4325-32) Después de la
muerte de células bastén se produce una muerte no auténoma de la célula de células cono.

El raton P23H se trata con un vector AAV de supresion/reemplazo que expresa miR-708 y un gen de rodopsina humano
refractario a la atenuaciéon por miR708 (porque carece de una secuencia diana de miR-708). El vector de
supresion/reemplazo da como resultado la atenuacion de la rodopsina de raton WT y P23H, pero el gen de rodopsina
de reemplazo compensa la reduccion en los niveles WT de la rodopsina. Por lo tanto, el vector proporciona la rodopsina
de baston necesaria para mantener la funcion y la integridad de las células baston.

También se analiza un disefio de constructo de supresion/reemplazo alternativo. Tal como se muestra en la figura 19,
este vector alternativo dirige la expresién de miR-708 del promotor RK y coexpresa h-rodopsina (refractaria a la
atenuacién por miR-708) utilizando el promotor de opsina de ratén.

Estos vectores de supresion/reemplazo también se analizan tal como se ha descrito anteriormente en un modelo de
ratén P23H en el que el gen de m-rodopsina endégeno alberga un alelo de pérdida de funcién de copia Unica (por
ejemplo, el ratdén es heterocigoto con respecto a un alelo de inactivacion (knock out) de m-rodopsina). Este modelo de
raton heterocigoto se puede construir utilizando técnicas genéticas de ratéon estandar a partir de un raton mRho™ y el
modelo P23H descrito anteriormente. Sin desear vincularse a ninguna teoria, se cree que este modelo de ratbn mRho*"
P23H, que contiene una copia del alelo mutante de h-rodopsina P23H y una copia del gen de ratén de tipo silvestre,
puede parecerse a un genotipo de ADRP humano en el que los pacientes tienen copias iguales de los alelos de
rodopsina de tipo silvestre y mutante.

Ejemplo 10: Evaluacion de vectores de supresion/reemplazo adicionales

Se clonaron varios vectores que expresan tanto miR-708 (o una secuencia de miARN de control) como h-rodopsina a
partir de un solo vector. Los vectores difieren entre si en que las secuencias flanqueantes de la secuencia de miARN
se derivan de miR-155 (tomado del sistema Invitrogen "Block-It"} o de secuencias flanqueantes miR-708 5' y 3'
endogenas. Las secuencias de miARN estan integradas en el intrén h-B-globina aguas abajo del promotor de
rodopsina quinasa y aguas arriba del ORF de h-rodopsina. El objetivo era evaluar si la expresion y el procesamiento
de miARN son similares a partir de cada constructo. Un par adicional de vectores contenia las secuencias de miARN
(control o miR-708) aguas debajo del ORF de h-rodopsina, también integrado en el intrén de B-globina. Solo los
vectores que contienen las secuencias flanqueantes endégenas de miR-708 5' y 3' ubicadas aguas abajo del ORF de
h-rodopsina se evaluaron en este experimento, las dos secuencias flanqueantes endégenas de miR-708 y miR-155
se evaluaron en los vectores en los que el intron de B-globina se encuentra aguas arriba del ORF de h-rodopsina. Las
células WERI se transfectaron con cada constructo y se determinaron tanto la expresién de miR-708 como la expresion
de h-rodopsina.

Los resultados de la figura 20 indican que las secuencias flanqueantes de miR-155 generan una mejor expresion (o
procesamiento de miARN) de miR-708 en comparacion con las secuencias flanqueantes endégenas de miR-708. La
expresion de miR-708 fue aproximadamente 10 veces mayor en aquellas células transfectadas con vectores que
contienen las secuencias flanqueantes de miR-155 en comparacién con las secuencias flanqueantes de miR-708. Los
vectores que contenian secuencias flanqueantes de miR-708 tenian una menor expresién de miR-708
independientemente de si las secuencias se encontraban aguas arriba o aguas abajo con respecto al ORF de h-
rodopsina. La expresion de h-rodopsina no se vio afectada por la sobreexpresion de miR-708, ya que sus niveles de
expresion son aproximadamente iguales independientemente de la secuencia de miARN coexpresada en el vector.
La expresion de miR-708 no se detectd en vectores que contenian secuencias de miARN de control, tal como se
esperaba.

Ejemplo 11: Evaluacion de vectores de supresion/reemplazo adicionales con una secuencia diana de miR-708
mutada

Tal como se ha descrito anteriormente, se ha encontrado una secuencia de consenso correspondiente a un supuesto
sitio diana de miR-708 en la UTR 3' de varios genes de rodopsina de mamiferos (Behrman, S. et al. (2011) J. Cell Biol.
192 (6): 919-27). Este ejemplo demuestra que una rodopsina con una secuencia diana de miR-708 mutada se puede
utilizar en un vector de supresion/reemplazo.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2957840 T3

Se construye un vector rAAV que comprende un acido nucleico que codifica miR-708 y un gen de rodopsina humana.
El gen de rodopsina humana esta mutado en la secuencia diana de miR-708 (SEQ ID NO: 19) por sustitucion, delecién
o insercion de nucleétidos para reducir o prevenir el reconocimiento por miR-708. En algunos ejemplos, se elimina
toda la secuencia diana de miR-708. En algunos ejemplos, la reduccion o la prevencion por miR-708 se mide con
respecto al reconocimiento de miR-708 de una UTR 3' de rodopsina de tipo silvestre que comprende la secuencia
diana de miR-708.

Para evaluar la supresion de la rodopsina autosémica dominante por miR-708 con la expresién concomitante de
rodopsina de tipo silvestre, se transfectan células HEK-293 que expresan un gen de m-rodopsina mutante P23H que
codifica una secuencia diana de miR-708 UTR 3' con un plasmido que expresa miR-708 y rodopsina humana con
(CBA-miR-708-hRho-3'UTR") o sin (CBA-miR-708-hRho-3'UTR*) una secuencia diana de miR-708 mutada. También
se utiliza un miR-Control tal como se ha descrito en el ejemplo 2. Después de 72 horas, se recogen las células y se
analiza la expresion de proteina rodopsina mP23H y rodopsina humana utilizando inmunotransferencia Western. La
reducciéon de la expresion de la proteina m-rodopsina P23H en células transfectadas con el CBA-miR-708-hRho-
3'UTR o el CBA-miR-708-hRho-3'UTR* en comparacién con las células transfectadas con un vector CBA-miR-Control
indica actividad de miR-708. La expresion de rodopsina humana en células transfectadas con CBA-miR-708-hRho-
3'UTR- pero no CBA-miR-708-hRho-3'UTR* indica que la rodopsina codificada por CBA-miR-708-hRho-3'UTR" es
refractaria a la supresion por miR-708.

Ejemplo 12: Supresion mediada por AAV de rodopsina endégena y expresion de rodopsina humana en la
retina de ratéon

Sobre la base de los experimentos descritos anteriormente, se realizaron experimentos adicionales para evaluar la
estrategia de supresién/reemplazo de rodopsina en un ojo intacto. Este ejemplo demuestra la eficacia de un vector
AAYV de supresion/reemplazo construido utilizando un andamio miR-708 en la retina del ratén.

Se construy6 una capside AAV5 con un vector que porta el promotor de opsina especifico de bastdn, el andamio miR-
708 (por ejemplo, las secuencias de andamio/flanqueantes endégenas de miR-708) y un gen de reemplazo de
rodopsina humana. En una version de este vector, la secuencia miR-708 (por ejemplo, la secuencia miR-708 que se
une a la secuencia diana de miR-708) se insertd para dirigir la expresion de miR-708 en el contexto del andamio
miR708 y el gen de reemplazo de rodopsina humana (AAV50PSmiR7087shRHO). En otra versién de este vector, se
gener6 un vector de control que albergaba una secuencia de control de miR (AAV50PSmiRcontrol7oshRHO). En
ambos vectores, el gen de rodopsina humana de reemplazo fue refractario a la atenuacion por miR-708 porque carece
de una secuencia diana de miR-708. Ambos vectores se inyectaron por via subretiniana en las retinas de ratones de
tipo silvestre. Para cada raton, el ojo sin tratar contralateral no se inyecté, y la expresion en cada retina inyectada se
normalizé como veces de expresion en comparacion con la retina contralateral no inyectada. Tres semanas después
de la inyeccién, las retinas se recogieron y se analizaron para determinar los niveles de miR-708 (figura 21A), los
niveles de ARNm de rodopsina de ratén (figura 21B) y la rodopsina humana (figura 21C).

La figura 21A muestra un aumento en niveles de miR-708 en la retina del ratén después de la inyeccién con el vector
AAV50PSmIiR70870shRHO, en comparacion con el ojo sin tratar contralateral. Se midié una reduccién significativa en
la rodopsina de ratén en el ojo que recibié AAV5OPSmiR70870shRHO, y no se midié ninguna reduccién en la rodopsina
de ratdén en ojos que recibieron el vector de control, AAV5OPSmiRcontrol7oshRHO (figura 21B). Ademas, los niveles
de rodopsina humana aumentaron hasta 100 veces en ambos vectores, en comparacion con el ojo sin tratar
contralateral sin inyectar (figura 21C). Estos datos demuestran que el vector AAV5OPSmIiR70870shRHO era eficaz in
vivo.

En resumen, el vector de supresién/reemplazo optimizado AAV50PSmMIiR70870shRHO logré la atenuacion de la
rodopsina de ratén por miR-708 (la rodopsina endégena de ratén tiene una secuencia diana UTR 3') con expresion
concomitante de la rodopsina humana de reemplazo, que era refractaria a la atenuacién por miR708 (el gen de
reemplazo de rodopsina humana carece de una secuencia diana de miR708 UTR 3'). Estos resultados muestran la
eficacia de la estrategia de supresiéon/reemplazo en el ojo de mamifero intacto.

Ejemplo 13: Validaciéon de vectores candidatos en células humanas

Se analizaron a continuacion vectores candidatos basados en AAV5 para determinar su capacidad de promover miR-
708 y la expresion de rodopsina humana en células humanas (HelLa).

Se analizaron dos promotores diferentes: la rodopsina quinasa (GRK1) y el promotor de opsina. El promotor de la
rodopsina quinasa se describié anteriormente. El promotor de opsina (que se muestra en la SEQ ID NO: 22) contiene
un fragmento de 676 pb que codifica un potenciador de CMV de 400 pb aguas arriba de la secuencia del promotor de
opsina (-500 pb - + 15 pb). Ademas, se incluye una secuencia NRL de 65 pb; esto codifica un factor de cremallera
basico de la retina neural (un factor de transcripcion especifico de fotorreceptores de bastén). Aguas abajo del
constructo promotor se encuentra una secuencia de intrén hibrida del exén1 CBA y el virus diminuto de ratén (MVM),
llamada secuencia de intrén MVM (que se muestra en la SEQ ID NO: 23). Un diagrama de este constructo promotor
se representa en la figura 22.
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Se utilizaron dos andamios diferentes: el andamio miR-155 o el andamio miR-708. Ambos se integraron en un intrén
de beta-globina. En total, se sometieron a ensayo 4 vectores candidatos: AAV5GRK1miR708_155hRho (vector AAV5
con promotor de la rodopsina quinasa que dirige la expresién de miR-708 en un andamio miR-155 y rodopsina humana
menos la secuencia diana de miR-708; SEQ ID NO: 24), AAV5GRK1miR708_708hRho (vector AAV5 con el promotor
de la rodopsina quinasa que dirige la expresion de miR-708 en un andamio miR-708 y la rodopsina humana menos la
secuencia diana de miR-708; SEQ ID NQO: 25), AAV50PSmIiR708_155hRho (vector AAV5 con el promotor de opsina
que dirige la expresion de miR-708 en un andamio miR-155 y rodopsina humana menos la secuencia diana de miR-
708; SEQ ID NO: 26) y AAV50PSmIiR708_708hRho (vector AAV5 con promotor de opsina que dirige la expresion de
miR-708 en un andamio miR-708 y rodopsina humana menos la secuencia diana de miR-708; SEQ ID NO: 27). La
figura 23A muestra la secuencia de miR-708 integrada en el intrén beta-globina. Los andamios miR-708 y miR-155 se
muestran en las figuras 23B y 23C, respectivamente.

Cada uno de los 4 vectores AAV5 candidatos se utilizé para infectar células Hel a (utilizando el virus auxiliar AdTs149),
y se midieron los niveles de miR-708 y h-rodopsina. Como se muestra en la figura 24, los cuatro vectores dieron como
resultado la expresién de miR-708 y h-rodopsina en células humanas in vivo, en comparacion con los vectores que
dirigen la expresién de un miR de control desde el promotor de opsina o de rodopsina quinasa (Ops miR-Cont y RK
miR-Cont, respectivamente). Estos resultados demuestran la validacion exitosa de varios vectores que pueden
utilizarse para estrategias de supresioén/reemplazo (tales como las descritas anteriormente) en células humanas.

SECUENCIAS

Secuencia de nucledtidos de miR-708
AACTGCCCTCAAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGGGTAAATGACTTGCACATGAACACAACTAGACTG

TGAGCTTCTAGAGGGCAGGGA (SEQ ID NO:1)

Secuencia de aminoacidos de rodopsina humana
MNGTEGPNFYVPFSNATGVVRSPFEYPQYYLAEPWQF SMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLYVTVQHKK

LRTPLNYILLNLAVADLFMVLGGFTSTLYTSLHGYFVFGPTGCNLEGFFATLGGEIALWSLVVLAIE
RYVVVCKPMSNFRFGENHATMGVAFTWVMALACAAPPLAGWSRY IPEGLOCSCGIDYYTLKPEVNNE
SFVIYMFVVHEFTIPMIIIFFCYGQLVETVKEAAAQQOQESATTQKAEKEVTRMVIIMVIAFLICWVPY
ASVAFYIFTHQGSNFGPIFMTIPAFFAKSAATIYNPVIYIMMNKQFRNCMLTTICCGKNPLGDDEASA
TVSKTETSQVAPA (SEQ ID NO:2)

ADNc de rodopsina humana-UTR eliminada
ATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTTICTCCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCC
CCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCATGGCAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTT
TCTGCTGATCGTGCTGGGCTTCCCCATCAACTTCCTCACGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAG
CTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTCAACCTAGCCGTGGCTGACCTCTTCATGGTCCTAGGTG
GCTTCACCAGCACCCTCTACACCTCTCTGCATGGATACTICGTCTTCGGGCCCACAGGATGCAATTT
GGAGGGCTTCTITTGCCACCCTGGGCGGTGARATTGCCCTGTGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAG
CGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCG
TTGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCCTGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACAT
CCCCGAGGGCCTGCAGIGCTCGTGTGGAATCGACTACTACACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAG
TCTTTTGTCATCTACATGTICGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTITCTGCTATG
GGCAGCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGT CAGCCACCACACAGAAGGC
AGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTCATCATCATGGTCATCGCTTTCCTGATCTGCTGGGTGCCCTAC
GCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGGGCTCCAACTICGGTCCCATCTTCATGACCATCC
CAGCGTTCTTTGCCARGAGCGCCGCCATCTACAACCCTGTCATCTATATCATGATGAACAAGCAGTT
CCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGAACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGCT
ACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCC (SEQ ID NO:3)

ADNc de rodopsina humana-incluye UTR 3'
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AGAGTCATCCAGCTGGAGCCCTGAGTGGCTGAGCTCAGGCCTTCGCAGCATTCTTGGGTGGGAGCAG
CCACGGGTCAGCCACAAGGGCCACAGCCATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTTC
TCCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCATGGC
AGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGTGCTGGGCTTCCCCATCAACTTCCTCAC
GCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTCAACCTAGCC
GTGGCTGACCTCTTCATGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACACCTCTCTGCATGGATACT
TCGTCTTCGGGCCCACAGGATGCAATTTGGAGGGCTICTTTIGCCACCCTGGGCGGTGAAATTGCCCT
GTGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGC
TTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCCTGCGCCGCAC
CCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTIGCAGTGCTCGTGTGGAATCGACTACTA
CACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTITTTIGTCATCTACATGITCGTGGTCCACTTCACCATC
CCCATGATTATCATCTTTTTCTGCTATGGGCAGCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAGC
AGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTCATCATCATGGTCAT
CGCTTTCCTGATCIGCTGGCTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGGGCTCC
AACTTCGGTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACCCTG
TCATCTATATCATGATGAACAAGCAGTTCCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGAA
CCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGLC
TAAGACCTGCCTAGGACTCTGTGGCCGACTATAGGCGTCTCCCATCCCCTACACCTTICCCCCAGCCA
CAGCCATCCCACCAGGAGCAGCGCCTGTIGCAGAATGAACGAAGTCACATAGGCTCCTTAATTTTTTT
TTTTTTTTTAAGAAATAATTAATGAGGCTCCTCACTCACCTGGGACAGCCTGAGAAGGGACATCCAC
CAAGACCTACTGATCTGGAGTCCCACGTTCCCCAAGGCCAGCGGGATGTGTGCCCCTICCTCCTCCCA

ACTCATCTTTCAGGAACACGAGGATTCTTGCTTTCTGGAAAAGTGTCCCAGCTTAGGGATAAGTGTC
TAGCACAGAATGGGGCACACAGTAGGTGCTTAATAAATGCTGGATGGATGCAGGAAGGAATGGAGGA
ATGAATGGGAAGGGAGAACATATCTATCCTCTCAGACCCTCGCAGCAGCAGCAACTCATACTTGGCT
AATGATATGGAGCAGTTGTTTTTCCCTCCCTGGGCCTCACTTTCTTCTCCTATAAAATGGAAATCCC
AGATCCCTGGTCCTGCCGACACGCAGCTACTGAGAAGACCAAAAGAGGTGTGTGTGTGTCTATGTGT
GTGTTTCAGCACTTTGTAAATAGCAAGAAGCTGTACAGATICTAGTTAATGTTGTGAATAACATCAA
TTAATGTAACTAGTTAATTACTATGATTATCACCTCCTGATAGTGAACATTTTGAGATTGGGCATTC
AGATGATGGGGTTTCACCCAACCTTGGGGCAGGTTTTTAAAAATTAGCTAGGCATCAAGGCCAGACC
AGGGCTGGGGGTTGGGCTGTAGGCAGGGACAGTCACAGGAATGCAGAATGCAGTCATCAGACCTGAA
AAAACAACACTGGGGGAGGGGGACGGTGAAGGCCAAGTTCCCAATGAGGGTGAGATTGGGCCTGGGE
TCTCACCCCTAGTGTGGGGCCCCAGGTCCCGTGCCTCCCCTTCCCAATGTGGCCTATGGAGAGACAG
GCCTTTCTICTCAGCCTCTGGAAGCCACCTGCTCTTTTGCTCTAGCACCTGGGTCCCAGCATCTAGAG
CATGGAGCCTCTAGAAGCCATGCTCACCCGCCCACATTITAATTAACAGCTGAGTCCCTGATGTCATC
CTTATCTCGAAGAGCTTAGAAACAAAGAGTGGGAAATTCCACTGGGCCTACCTTCCTTGGGGATGTT
CATGGGCCCCAGTTTCCAGTTTCCCTTGCCAGACAAGCCCATCTTCAGCAGTTGCTAGTCCATTCTC
CATTCTGGAGAATCTGCTCCARAAAGCTGGCCACATCTICTGAGGTGTICAGAATTAAGCTGCCTCAGT
AACTGCTCCCCCTTCTCCATATAAGCAAAGCCAGAAGCTCTAGCTTTACCCAGCTCTGCCTGGAGAC
TAAGGCAAATTGGGCCATTAAAAGCTCAGCTCCTATGTTGGTATTAACGGTGGTGGGTTTTGTTGCT
TTCACACTCTATCCACAGGATAGATTGAAACTGCCAGCTTCCACCTGATCCCTGACCCTGGGATGGC
TGGATTGAGCAATGAGCAGAGCCAAGCAGCACAGAGTCCCCTGGGGCTAG
AGGTGGAGGAGGCAGTCCTGGGAATGGGAAAAACCCCA (SEQ ID NO:4)

Solo RK-miR708
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GGCCCCAGAAGCCTGGTGGTTGTTTGTCCTTCTCAGGGGAAAAGTGAGGCGGCCCCTTGGAGGAAGG
GGCCGGGCAGAATGATCTAATCGGATTCCAAGCAGCTCAGGGGATTGTCTTTTTCTAGCACCTTCTT
GCCACTCCTAAGCGTCCTICCGTGACCCCGGCTGGGATTTAGCCTGGTGCTGTGTCAGCCCCGGTCTC
CCAGGGGCTTCCCAGTGGTCCCCAGGAACCCTCGACAGGGCCCGGTCTCTCTCGTCCAGCAAGGGCA
GGGACGGGCCACAGGCCAAGGGCGGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGCTCCGLLG
CCGCCTCGCGCCGECCCGECCCCGGCTCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGE
CCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATTAGCGCTTGGTTTAATGACGGCTTGTTTCTTTTCTGTGGCTGCGT
GAAAGCCTITGAGGGGCTCCGEGGAGGGCCCTTITGTGCEGGGEEGAGCGGECTCGGEGEGETGCGTGCGTGT
GTGTGTGCGTGGGGAGCGCCGCGTGCGGCTCCGCGCTGCCCGGCGGLCTGTGAGCGCTGCGGGCELGE
CGCGGGGCTTTGTGCGCTCCGCAGTGTGCGCGAGGGGAGCGCGGCCGGEGEGCEETGCCCCGCEGETGL
GGGGGGGGECTGCGAGGGGAACAAAGGCTGCGTGCGGGGETGTGTGCGTGGGGGGGTGAGCAGGGGGTG
TGGGCGCGTCGGTCGGGCTGCAACCCCCCCTGCACCCCCCTCCCCGAGTTGCTGAGCACGGCCCGGL
TTCGGGTGCGGGGCTCCGTACGGGEGCETGGCGCEGEECTCGCCGTGCCEGGCGGGGEGTGGCGGCAG
GTGGGGGTGCCGGEELCEEEECEEEECCECCTCGGEECCEEEEAGGECTCGGEEGGAGGGGCGLGGLGGLL
CCCGGAGCGCCGGECGGCTGTCGAGGCGCGGCGAGCCGCAGCCATTGCCTTTTATGGTAATCGTGCGA
GAGGGCGCAGGGACTTCCTTTIGTCCCAAATCTGTGCGGAGCCGAAATCTGGGAGGCGCCGCCGCACC
CCCTCTAGCGGGCGCGGGGCGAAGCGGETGCGGCGCCGGCAGGAAGGAAATGGGCGGGGAGGGCCTTC
GTGCGTCGCCGCGCCGCCGTCCCCTTCTCCCTCTCCAGCCTCGGGGCTGTCCGCGGGGGGACGGCTG
CCTTCGGGGGEGGACGGGGCAGGGLCGGEGTTCGGCTTCTGGCGTGTGACCGGCGGCTCTAGAGCCTCT
GCTAACCATGTTCATGCCTTCTTCTTTTTCCTACAGCTCCTIGGGCAACGTGCTGGTTATTGTGCTGT
CTCATCATTTTGGCAAAGAATTCTTCGAAAGATCCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGAAGGA
GCTTACAATCTAGCTGGGGTTTTGGCCACTGACTGACCCCAGCTAGTGTAAGCTCCTTCAGGACACA
AGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGAACAAATGGCCCA (SEQ ID NO:5)

RK-miR-708-op-rodopsina

CAATCTCCCAGATGCTGATTCAGCCAGGAACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGT
TCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGLCC
AACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCC
ATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATAT
GCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATG
ACCTTATGGGACTTITCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCACAAATAGTT
ATCGAGCCGCTGCAGCCGGGEGGCGGEGGGTGTGAGACTGCAGGCGATGGACCGAGCTGACGGCACAC
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ACAGCTCAGATCIGTCAAGTGAGCCATTGTCAGGGCTTGGGGACTGGATAAGTCAGGGGGTCTICCTG
GGAAGAGATGGGATAGGTGAGTTCAGGAGGAGACATTGTCAACTGGAGCCATGTGGAGAAGTGAATT
TAGGGCCCAAAGGTTCCAGTCGCAGCCTGAGGCCACCAGACTGACATGGGGAGGAATTCCCAGAGGA
CTCTGGGGCAGACAAGATGAGACACCCTTTCCTTTCTITTACCTAAGGGCCTCCACCCGATGTICACCT
TGGCCCCTCTGCAAGCCAATTAGGCCCCGGTGGCAGCAGTGGGATTAGCGTTAGTATGATATCTICGC
GGATGCTGAATCAGCCTCTGGCTTAGGGAGAGAAGGTCACTTTATAAGGGTCTGGGGGGGGTCAGTG
CCTGGAGTTGCGCTGTGGGAGCCGTCAGTGGCTGAGCTCAAGAGGTAAGGGTTTAAGGGATGGT TGS
TTGGTGGGGTATTAATGTTTAATTACCTGTTTTACAGGCCTGAAATCACTTGGTTTTAGGTTGGTAC
ATCTGCAGAATTCAGCCACCACCGGCACAATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTICTACGTGCCCTT
CTCCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCATGS
CAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGTGCTGGGCTTCCCCATCAACTTCCTCA
CGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTCAACCTAGC
CGTGGCTGACCTCTTICATGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACACCTCTCTGCATGGATAC
TTCGTCTTCGGGCCCACAGGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGTGAAATTGCCC
TGTGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCG
CTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCCTGCGCCGCA
CCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGAATCGACTACT
ACACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTICCTGGTCCACTTCACCAT
CCCCATGATTATCATCTITTTICTIGCTATGGGCAGCTCGICTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAG
CAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTCATCATCATGGTCA
TCGCTTTCCTGATCTIGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGGGCTC
CAACTTCGGTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACCCT
GTCATCTATATCATGATGAACAAGCAGTTCCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGA
ACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGL
CTAACCAAGAAAGCTTAAGTTTGTGTCCCGGCTTAGGGCTAAATGTCTAGGACAGAATGGAACACAT
AGTAGCTGATTAATAAATGCTAGCTGGATGAAGGGAGCGAATGAGTGACTGACTGAGTGGATATATGA
GTGAAGGGATTAATGGAAGGGAACATGGATGTCCTCAGGTGCCCAACCTGGCAGATCCAGTCATGTIC
TGGCTGGAATCTATAAGCAGTITTITACATACCTGCCCTIGAGCTTTATTGCGGTAGTTTATCACAGTTA
AATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCTGACACAACAGTCTCGAACTTAAGCTGCAGTGACTCTCTTAAG
GTAGCCTTGCAGAAGTTGGTICGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAA
GGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAAAACCTAACCCCCATGGTTGGCGAGGGACT
GCTGTGTGTGAAATGGTAACTGCCCTCAAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGGGTAAATGACTTGCACA
TGAACACAACTAGACTGTGAGCTTCTAGAGGGCAGGGACCTTACCCTAGTCATCTCTCTTCTCACCC
TGCACACCCTCCCTGAGGGATCTCATGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGAC
ATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAGTTCACACCGGCACAATGAATGGCACAGA
AGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCCCCTTCGAGTACCCA
CAGTCAGAGATAAATGACAGTGACAGCAACGTGAGCTGCAGCCCTTAGGACTGAGAAAGCATCGAGA
CCAGGGGTCTCCGGCAAGGCCTAGGTCCTCCCTTCAGTATGGAAACCTTGCCTCATGTCTCTCAGCC
TCCTTGGCCTGTGGAGATCCAGCCCTTCCTCTTGGCTTCTGGATACATTTGCTCTTCTACACCAGCA
ACCAAGTGGCAACAGTTCCAGGCCAGTATGGAGTTTTAGAAGCCATGCCAATATGCCCACCTTICAGG
GAGCAGCTGAGTCCTTGATGCCACCCTTGTTCTGAAGAGTTCAGAAACACAGTGCAAGACATGACCA
GGCCTCATCCTTAGGATGCTCATGGATCCAGTTCTTAGCTCCCTTGTTGGATATGCTIGTTTICCTIG
GCCTTTGGTICTITTTCTTITATCCCAGAGGGTTTTGGCTTTAAGGCCAACAGGAACTATGGGGTACCAG
AATTGAGCAGCCTCAGTCTGCATCCCTCCTCTATAGAACCACAGCTGGGCCCTCAGCAGGCCCAACT
CTGCATGGGGACAGAGGCATTAAAAGC (SEQ ID NO:6)

RK-intron-rodopsina-miR-708

GGGCCCCAGAAGCCIGGTIGGITGTITIGICCITCTCAGGGGAARAGTGAGGCGGCCCCTTGGAGGAAGGGGCCG
GGCAGAATGATCTAATCGGATTCCAAGCAGCTCAGGGGATTGTCTTTTTCTAGCACCTTCTTGCCACTCCTAA
GCGTCCTCCGTGACCCCGGCTGGGATTTAGCCTGGTGCTGTGTCAGCCCCGGTCTCCCAGGGGCTTCCCAGTG
GTICCCCAGGAACCCTCGACAGGGCCCGGTCTCTCTCGTCCAGCAAGCGCAGGCACGGCCCACAGGCCARGGGC
GGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTICGCCCCGTGCCCCGCTCCGCCGCCGCCTCGCGCCECCCGCCCCGGCTCTGA
CIGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCCTICTCCTCCGGGCTGTIAAT TAGCAAGAGGTAA
GGGTTTAAGGGATGGTTGGTTGGTGGGGTATTAATGTTTAATTACCTGTTTTACAGGCCTGAAATCACTTGGT
TTTAGGTTGGGGATCCGGTACCCAATTGCCATGGGCTAGCATGCATGAGCTCCCTGCAGGGTTTATCTGCAGA
ATTCAGCCACCACCGGCACAATGAATGGCACAGCAAGGCCCTAACTTICTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGE
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TGTGGTACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCATGGCAGTTCTICCATGCTGGLCGCC
TACATGTTTCTIGCTGATCGTGCTGGGCTTCCCCATCAACTTICCTCACGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGA
AGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTCAACCTAGCCGTGGCTGACCTCTTCATGGTCCTAGGTGGCTT
CACCAGCACCCTCTACACCTCTICTGCATGGATACTTCGTCTTICGGGCCCACAGGATGCAATTTGGAGGGCTTC
TTTGCCACCCTIGGGCGGTGAAATTGCCCTGTGGTCCTTIGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGTGGTGGTGT
GTAAGCCCATGAGCAACTTICCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTIGCCTTCACCTGGGTCATGGC
GCTGGCCTGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGA
ATCGACTACTACACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCGTIGGTCCACTTCA
CCATCCCCATGATTATCATCTTITICTGCTATGGGCAGCTCGICTTCACCGTICAAGGAGGCCGCTGCCCAGCA
GCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTCATCATCATGGTCATCGCTTTC
CTGATCTIGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTITCACCCACCAGGGCTCCAACTTCGGICCCA
TCTTCATGACCATCCCAGCGTICTTITGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACCCTGTCATCTATATCATGATGAA
CAAGCAGTTCCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGAACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCT
GCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTAACCAAGAAAGCTTAAGTTTGTGICCCGGL
TTAGGGCTAAATGTCTAGGACAGAATGGAACACATAGTAGCTGATTAATAAATGCTAGCTGGATGAAGGGAGG
AATGAGTGACTGACTGAGTGGATATATGAGTGAAGGGATTAATGGAAGGGAACATGGATGTCCTCAGGTGCCC
AACCTGGCAGATCCAGICATGICTGGCTIGGAATCTATAAGCAGTITTTACATACCIGCCCTGAGCTTTATTIGCG
GTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCTGACACAACAGTCTCGAACTTAAGCTGCAGTG
ACTCTCTTAAGGTAGCCTITGCAGAAGTTIGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGE
TTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAAAACCTAACCCCCATGGTTGGCGAGGGACTG
CIGTGIGTIGAAATGGTAACTGCCCTCAAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGGGTAAATGACTTGCACATGAACAC
AACTAGACTGTGAGCTTCTAGAGGGCAGGGACCTTACCCTAGTCATCTCICTITCTCACCCTGCACACCCTCCC
TGAGGGATCTCATGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTICTICT
CCACAGGTGTCCACTCCCAGTTCACACCGGCACAATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTTC
TCCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCCCCTITCGAGTACCCACAGTCAGAGATAAATGACAGTGACAGCAACG
TGAGCTGCAGCCCTTAGGACTGAGAAAGCATCGAGACCAGGGGTCTCCGGCAAGGCCTAGGTCCTCCCTTCAG
TATGGAAACCTITGCCTCATGTICTICTCAGCCICCTTGGCCTGTGGAGATCCAGCCCTIICCTCTTGGCTTCTGGA
TACATTTGCTICTITCTACACCAGCAACCAAGTGGCAACAGTTCCAGGCCAGTATGGAGTTTTAGAAGCCATGCC
AATATGCCCACCTTCAGGGAGCAGCTGAGTCCTIGATGCCACCCTTGTICIGAAGAGTTCAGAAACACAGTGC
AAGACATGACCAGGCCICATCCTTAGGATGCTCATGGATCCAGTITCTTAGCTCCCTTGTTGGATATGCTGTTT
TCCTTGGCCTTIGGTCTTTITCTTTATCCCAGAGGGTTTTGGCTTITAAGGCCAACAGGAACTATGGGGTACCAG
AATTGAGCAGCCTCAGTCTGCATCCCTCCTCTATAGAACCACAGCTGGGCCCTCAGCAGGCCCAACTCTGCAT
GGGGACAGAGGCATTAAAAGC (SEQ ID NO:7)

RK-miR-708-intrén hRho wt
GGGCCCCAGAAGCCTGGTIGGTITGTITTGICCTTCTICAGGGGAAAAGTGAGGCGGCCCCTTGGAGGAAG

GGGCCGGGCAGAATGATCTAATCGGATTCCAAGCAGCTCAGGGGATIGTCTTTTTCTAGCACCTTCT
TGCCACTCCTAAGCGTCCTCCGTGACCCCGGCTGGGATTTAGCCTGGTGCTGTIGTCAGCCCCGGTCT
CCCAGGGGCTTCCCAGTGGTCCCCAGGAACCCTCGACAGGGCCCGGTCTCTCTCGTCCAGCAAGGGC
AGGGACGGGCCACAGGCCAAGGGCACTAGAAGCTTTATTGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTA
ACGCAGTCAGTGCTTCTGACACAACAGCTCTCGAACTTAAGCTGCAGTGACTCTICTTAAGGTAGCCTT
GCAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCA
ATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAAAACCTAACCCCCATGGTTGGCGAGGGACTGCTGTGTG
TGAAATGGTAACTGCCCTCAAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGGGTAAATGACTTGCACATGAACACA
ACTAGACTGTGAGCTTCTAGAGGGCAGGGACCTTACCCTAGTCATCTCTCTTCTCACCCTGCACACC
CTCCCTGAGGGATCTCATGACTCTITGCGTITICTGATAGGCACCTATIGGTCTTACTGACATCCACTT
TGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAGTTCACACCGGCACAATGAATGGCACAGAAGGCCCTA
ACTTICTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTA
CCTGGCTGAGCCATGGCAGTTICTCCATGCTGGCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGTGCTGGGCTTC
CCCATCAACTTCCTCACGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACA
TCCTGCTCAACCTAGCCGTGGCTGACCTCTTCATGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACAC
CTCTCTGCATGGATACTTCGTCTTCGGGCCCACAGGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTG
GGCGGTGAAATTGCCCTGIGGTCCTITGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGC
CCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTIGCCTTCACCTGGGTCATGGC
GCTGGCCTIGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGCTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCG
TGTGGAATCGACTACTACACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCG
TGGTICCACTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTTTICTGCTATGGGCAGCTCGTCTTCACCGTICAA
GGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATG

GTCATCATCATGGTCATCGCTTTCCTGATCTGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCT
TCACCCACCAGGGCTCCAACTTCGGTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTITTGCCAAGAGCGC
CGCCATCTACAACCCTGTCATCTATATCATGATGAACAAGCAGTTCCGGAACTGCATGCTCACCACC
ATCTGCTGCGGCAAGAACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGA
GCCAGGIGGCCCCGGCC (SEQ ID NO:8)

RK-intrén-miR-708-op-hRho wt

33



ES 2957840 T3

CAATCTCCCAGATGCTGATTCAGCCAGGAACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGT
TCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCC
AACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCC
ATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATAT
GCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATG
ACCTTATGGGACTTTCCTACTTIGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCACAAATAGTT
ATCGAGCCGCTGAGCCGGGGEGECEGEEEGETGTGAGACTGGAGGCGATGGACGGAGCTGACGGCACAL
ACAGCTCAGATCTGTCAAGTGAGCCATTGTCAGGGCTTGGGGACTGGATAAGTCAGGGGGTCTCCTG
GGAAGAGATGGGATAGGTGAGTTCAGGAGGAGACATTGTCAACTGGAGCCATGTGGAGAAGTGAATT
TAGGGCCCAAAGGTTCCAGTCGCAGCCTGAGGCCACCAGACTGACATGGGGAGGAATTCCCAGAGGA
CTCTGGGGCAGACAAGATGAGACACCCTTTCCTTTCTTTACCTAAGGGCCTCCACCCGATGTCACCT
TGGCCCCTCTGCAAGCCAATTAGGCCCCGGTGGCAGCAGTGGGATTAGCGTTAGTATGATATCTICGC
GGATGCTGAATCAGCCTCTGGCTTAGGGAGAGAAGGTCACTTTATAAGGGTCTGGGGGGGGTCAGTG
CCTGGAGTTGCGCTGTGGGAGCCGTCAGTGGCTGAGCTCAAGAGGTAAGGGTTTAAGGGATGGTTGG
TTGGTGGGGTATTAATGTTTAATTACCTGTTTTACAGGCCTGAAATCACTTGGTTTTAGGTTGGTAC
ATCTGCAGAATTCAGCCACCACCGGCACAATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTT
CTCCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCATGG
CAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGTGCTGGGCTTCCCCATCAACTTCCTCA
CGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTCAACCTAGC
CGTGGCTGACCTCTTICATGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACACCTCTCTGCATGGATAC
TTCGTCTTCGGGCCCACAGGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGTGAAATTGCCC
TGTGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTICCG
CTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCCTGCGCCGCA
CCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGAATCGACTACT
ACACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTICGTGGTCCACTTCACCAT
CCCCATGATTATCATCTTTTTCTGCTATGGGCAGCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAG
CAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTCATCATCATGGTCA
TCGCTTTCCTGATCTGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGGGCTC
CAACTTCGGTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACCCT
GTCATCTATATCATGATGAACAAGCAGTTCCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGA
ACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGC
CTAACCAAGAAAGCTTAAGTTTIGTGTCCCGGCTTAGGGCTAAATGTCTAGGACAGAATGGAACACAT
AGTAGCTGATTAATAAATGCTAGCTGGATGAAGGGAGGAATGAGTGACTGACTGAGTGGATATATGA
GTGAAGGGATTAATGGAAGGGAACATGGATGTCCTCAGGTGCCCAACCTGGCAGATCCAGTCATGTC
TGGCTGGAATCTATAAGCAGTTTTACATACCTGCCCTGAGCTTTATTIGCGGTAGTTTATCACAGTTA
AATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCTGACACAACAGTCTCGAACTTAAGCTGCAGTGACTCTCTTAAG
GTAGCCTTGCAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAA
GGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAAAACCTAACCCCCATGGTTGGCGAGGGACT
GCTGTGTGTGAAATGGTAACTGCCCTCAAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGGGTAAATGACTTGCACA
TGAACACAACTAGACTGTGAGCTTCTAGAGGGCAGGGACCTTACCCTAGTCATCTCTCTTCTCACCC
TGCACACCCTCCCTGAGGGATCTCATGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGAC
ATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAGTTCACACCGGCACAATGAATGGCACAGA
AGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCCCCTTCGAGTACCCA
CAGTCAGAGATAAATGACAGTGACAGCAACGTGAGCTGCAGCCCTTAGGACTGAGAAAGCATCGAGA
CCAGGGGTCTCCGGCAAGGCCTAGGTCCTCCCTTCAGTATGGARAACCTTGCCTCATGTCTCTCAGCC
TCCTTGGCCTGTGGAGATCCAGCCCTTCCTCTTGGCTTCTGGATACATTTGCTCTTCTACACCAGCA
ACCAAGTGGCAACAGTTCCAGGCCAGTATGGAGTTTTAGAAGCCATGCCAATATGCCCACCTTCAGG
GAGCAGCTGAGTCCTTGATGCCACCCTTGTTCTGAAGAGTTCAGAAACACAGTGCAAGACATGACCA
GGCCTCATCCTTAGGATGCTCATGGATCCAGTTCTTAGCTCCCTTGTTGGATATGCTGTITTCCTTG

GCCTTTGGTCTTTTCTTTATCCCAGAGGGTTTTGGCTTTAAGGCCAACAGGAACTATGGGGTACCAG

AATTGAGCAGCCTCAGTCTGCATCCCTICCTICTATAGAACCACAGCTGGGCCCTCAGCAGGCCCAACT
CTGCATGGGGACAGAGGCATTAAAAGC (SEQ ID NO:9)

Intrén quimérico
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GGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGLCTCCGCLGCCGLLCTCGLCGCCGCCCGLCCCEE
CTCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATT
AGCGCTTGGTTTAATGACGGCTTGTTTCTTTTCTGTGGCTGCGTGAAAGCCTTGAGGGGCTCCGGGA
GGGCCCTTTGTGCGGGGGGAGCGGCTCGGGGGGETGCGTGCGTGTGTGTGTGCGTGGGGAGCGCCGLG
TGCGGCTCCGCGCTGCCCGGCGGCTGTGAGCGCTGCGGGCGCGGCGCGGGGCTTTGTGCGCTCCGCA
GTGTGCGCGAGGGGAGCGLGEELCCEEEEELCEETGCCCCELEETGCEEEEEEEGCTGCGAGGGGAACAA
AGGCTGCGTGCGGGGTGTGTGCGTGGGGGGGTGAGCAGGGGGTGTGGGCECGTCGGTCGGGCTGCAA
CCCCCCCTGCACCCCCCTCCCCGAGTTGCTGAGCACGGCCCGGLTTCGGGTGCGGGGCTCCGTACGE
GGCGTGGCGCGEGGEGECTCGCCETGCCGEGGEGLEGGGEEETGGCEGCAGGTGGGGGTGCCGGGCGGGGLGGEE
GCCGCCTCGGGCCGGGGAGGGCTCGGGEGGEAGGGGCGEGCGGCGGCCCCCGGAGCGCCGGCGGCTGTCGA
GGCGCGGCGAGCCGCAGCCATTGCCTTTTATGGTAATCGTGCGAGAGGGCGCAGGGACTTCCITTGT
CCCAAATCTGTGCGGAGCCGAAATCTGGGAGGCGCCGCCGCACCCCCTCTAGCGGGCGCGGGGCGAA
GCGGTGCGGCGCCGGCAGGAAGGAAATGGGCGGGEGAGGGCCTTCGTGCGTCGCCGCGCCGCCETCCC
CTTCTCCCTCTCCAGCCTCGGGGCTGTCCGCGGEGGGACGGCTGCCTTCGGGGGGGACGGGGCAGGG
CGGGGTTCGGCTTCTGGCGTGTGACCGGCGGCTCTAGAGCCTCTGCTAACCATGTTCATGCCTTICTT
CTTITTCCTACA (SEQ ID NOC:10)

Secuencia de relleno
BAAGCTTGAAATGCCACCTCCTCTGATATTCTAGGTGTCCTGGAAGCCTGTCTCATCTTGCCCTGTAG

TGTTGGGTCACCTGGCCCCCAGCCTGTAACATCCCCAGGGCCCTACACCCAGAGAAACACGGGGCTG
GTGGCAGTGCCCAGTGACAACCGTTTAGTGGATAAGAGAAGAGTGACCACACCAGGCTGAGTGCTCC
TCTCTGGTTTTCCATGGGGAGACAATGCCACCCTGAGCAGGGTCTGGTGTGAGCGGCAGCTGGCTCT
GGGCTCTCTGATCCGTTACCCTCTICAGCCTCTTIGTICTTICTCAACCCCTGGAGCAGAGACCTCAG
GAGGTGCTGGCATGGAACAGAGAAATTCCAGCCTCGATTICCTATTATGAACCCGACACCTTTTGTAT
TTTCATCTTGGTTTTACAGTGTACAAAACGAACTAGATCAGCAGGGCATGGGCATAATCACGAATGC
ACACACATACACTAATGTGTGGCTCATGTTTAAGTATCACTTACTACAGGACACCCAATCTAACAGC
ACCGATAAAGTGACAGAGAAACGCAAGCCTTCTGCGAACATGGCCTGGCTGTTICCAATTCCGAACCT
TGCTTTTCTGGGCCTTGCCACACAGGCTCTTICCCCCGTCCCCCCAGGGACATTCTACCCTTGAACTC
CACACTCCACTGCTGCCTTTGCCAGGAAGCCCATCTGTITCCTTTITTGGTTCTGCCAGAACGTGTGGT
GGTGCTGCTGTCCCTGCCTTGGGCACTGGATATTGGGAAGGGACAGTGTCCACACTGGAGTGGGAAG
TTCCCAGGGACGAGACCTTTACCTCCTCACCCTGGGTACTGTTCTCCTCATGGAGCATGGACGGCGEC
TGCCTGAACTCAGTGGTGGCCTCATTCTGGAAGCCAAGTTTATACAGAGTAGCAGTGACCCAGGGAT
GTGGGGTTCACCCTCCTCAGCCCTICTGGCCAGTCCTGATGGGCCTCAGTCCCAACATGGCTAAGAGS
TGTGGGCAGCTTCTTGGTCACCCTCAGGTTGGGGAATCACCTTCTGICTTCATTTTCCAGGAACTTG
GTGATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTACCAGGTGCTGTAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGA
TGGCGGTGGCATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTTACAGTGCTGGAT
GTTAAACATGCCTAAACGCTTCATCATAGGCACCTTCACGGTGGTCACCTGGTCCACGTGGAAGTCC
TCTTCCICGGTGTCCTTGACTTCAAAGGGTCTCTCCCATTTGCCTGGAGAGAGGGGAAGGTGGGCAT
CACCAGGGGTGAGTGAAGGTTTGCGAAGAGTGTAGCAGAATAAGAAACCATGAGTCCCCTCCCTGAGA
AGCCCTGAGCCCCCTTGACGACACACATCCCTCGAGGCTCAGCTTCATCATCTGTAAAAGGTGCTGA
AACTGACCATCCAAGCTGCCGAAAAAGATTGTGTGGGGATAATTCAARACTAGAGGAAGATGCAGAA
TTTCTACATCGTGGCGATGTCAGGCTAAGAGATGCCATCGTGGCTGTIGCATTTTTATTGGAATCATA
TGTTTATTTGAGGGTGTCTTGGATATTACAAATAAAATGTTGGAGCATCAGGCATATTTGGTACCTT
CTGTCTAAGGCTCCCTGCCCCTTGTTAATTGGCAGCTCAGTITATTCATCCAGGGCAAACATTCTGCT
TACTATTCCTGAGAGCTTTCCTCATCCICTAGATTGGCAGGGGAAATGCAGATGCCTGAGCAGCCIC
CCCICTGCCATACCAACAGAGCTTCACCATCGAGGCATGCAGAGTGGACAGGGGCCTCAGGGACCCC
TGATCCCAGCTTTCTCATTGGACAGAAGGAGGAGACTGGGGCTGGAGAGGGACCTGGGCCCCCACTA
AGGCCACAGCAGAGCCAGGACTTTAGCTGTGCTGACTGCAGCCTGGCTTGCCTCCACTGCCCTCCTT
TGCCTCAAGAGCAAGGGAGCCTCAGAGTGGAGGAAGCAGCCCCTGGCCTTGCCTCCCACCTCCCCTC

CCCTATGCTGITTTCCIGGGACAGTGGGAGCTGGCTTAGAATGCCCTGGGGCCCCCAGGACCCTGGE
ATTTTAACCCCTCAGGGGCAGGAAGGCAGCCTGAGATACAGAAGAGTCCATCACCTGCTGTATGCCA
CACACCATCCCCACAGTTACGTACTAGT (SEQ ID NO:11)

pCBA-h-rodopsina-miR708 (andamio miR-155)
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GAATTCGGACCGTCGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTT
CATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCA
ACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCA
TTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATG
CCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGA
CCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTCGAGGT
GAGCCCCACGTTICTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTITATTT
ATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGEEGGEEEEEEEGGGGCGECGCGCCAGGCGGGGLGE
GGCGGGGCGAGGGGCEGEEECEEEGCEAGGCEGCGAGAGGTGCGGCEGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGCT
CCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGE
GCGGGGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGLCTCCGLCCGLLGLCTCGLGLLGCCCGLe
CCGGCTCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCCTTCTCCTCCGGGCTGT
AATTAGCGCTTGGTTITAATGACGGCTTGITICTTTTCTIGTIGGCTGCGTGAAAGCCTTGAGGGGCTCC
GGGAGGGCCCTTITGTGCGGGGGGAGCGGCTCGGEEGETGCGTGCGTGTGTGTGTGCGTGGGGAGCGL
CGCGTIGCGGCTCCGCGCTGCCCGGCGGCTGTGAGCGCTGCGGGCGCGGCGCGGGGCTTTGTGCGCTC
CGCAGTGTGCGCGAGGGGAGCGCGGCCGEGEGEGGCGGTGCCCCGCEETGCGEEGGGGEGCTGCGAGGGGA
ACAAAGGCTGCGTGCGGEETGTGTGCETGGEEEEETGAGCAGGGEGGTGCTGEECGCETCGETCGGGCT
GCAACCCCCCCTGCACCCCCCTCCCCGAGTTGCTGAGCACGGCCCGGCTTCGGGTGCGGGGCTCCGT
ACGGGGCGTGGCGCGGGGCTCGCCGTGCCGGGECGEEEGGETGGECEGCAGGTGEGEGGTGCCEGGECGGGGE
CGGGGCCGLCCTCGGGCCEEEGAGGGCTCGEEEGAGEEECECEELCGECCCCCGGAGCGLCCGECEECTG
TCGAGGCGCGGCGAGCCGCAGCCATTGCCTTTTATGGTAATCGTGCGAGAGGGCGCAGGGACTTCCT
TTGTCCCAAATCTGTGCGGAGCCGAAATCTGGGAGGCGCCGCCGCACCCCCTCTAGCGGGLGLGGEEE
CGAAGCGGTGCGGCGCCGGCAGGAAGGAAATGGGCEGGGAGGGCCTTCGTGCGTCGCCGCGECCGCLG
TCCCCTTCTCCCTCTCCAGCCTCGGGGCTGTCCGCGGGGGGACGGCTGCCTTCGGGGGGGACGGGGT
AGGGCGGGGTTCGGCTTCTGGCGTGTGACCGGCGGCTCTAGAGCCTCTGCTAACCATGTTCATGCCT
TCTTCTTITTTCCTACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTTATTGTGCTGTCTCATCATTTTGGCAAAGA
ATTCTTCGAAAGATCTGCTAGCTTAATTAACCCAAACGGGCCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCCACTG
TGCTGGATATCTGCAGAATTCAGCCACCACCGGCACAATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTICTAC
GTGCCCTTCTCCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCIGGCTG
AGCCATGGCAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGTGCTGGGCTTCCCCATCAA
CTTCCTCACGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTC
AACCTAGCCGTGGCTGACCTCTTCATGGTICCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACACCTCTCTGC
ATGGATACTTCGTCTTCGGGCCCACAGGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGTGA
AATTGCCCTGTGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGC
AACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTITGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCCT
GCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTIGCAGTGCTCGTGTIGGAAT
CGACTACTACACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTITTTGTICATCTACATGTTCGTGGTICCAC
TTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTTTCTGCTATGGGCAGCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCG
CTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTCATCAT
CATGGTCATCGCTTICCTGATCTGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCAC
CAGGGCTCCAACTTCGGTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCT
ACAACCCTGTCATCTATATCATGATGAACAAGCAGTTCCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTG
CGGCAAGAACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTG
GCCCCGGCCTAACCAAGAAAGCTTAAGTTTGGGACTAGTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGG
GCCCTATTCTATAGTGTCACCTAAATGCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTIGCCTTCTAGTTG
CCAGCCATCTGTITGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTC
CTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTG
GGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGAGCTAGAGTC
GACCGGACCGCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTG
TTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAA

36



10

ES 2957840 T3

TGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGT
GCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGT
ATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTT
GACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATC
AACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTIGTACG
GTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAA
ATTAATACGACTCACTATAGGGAGTCCCAAGCTGGCTAGTTAAGCTATCAACAAGTTTGTACAAAAA
AGCAGGCTTTAAAGGGAGGTAGTGAGTCGACCAGTGGATCCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCT
GAAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGGTTTTGGCCACTGACTGACCCCAGCTAGTGTAAGCTCCTTCAG
GACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGAACAAATGGCCCAGATCTGGCCGCACTCGAGATGCT
TCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGS
CGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCARAAGGCCAGCA
AAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAG
CATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGT
TTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGC
CTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAG
GTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCG
GTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAA

A AT A A A A A T AT T A T T AN A AT T AT T A AT TN TANNT AN
LAUUAl 1AULATATLOATUT LAl T LIATTLTUlLlOLLIALATUATL LI Ll LUAngl ol ool Llanelavyagas

TACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTG
GTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTITTTTGTTTGCAAGCAGCAGAT
TACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGG
AACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTT
TAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCA
ATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTICTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTC
CCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGC

GAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAG
AAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGT
AGTTCGCCAGTTAATAGTTTIGCGCAACGTTIGTITGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGT
CGTTTGGTATGGCTTICATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTT
GTGCAAAAAAGCGGTITAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTA
TCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTG
TGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCC
GGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGARAAACGT
TCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTITGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTIG
CACCCAACTGATCTTICAGCATCTITTITACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCA
AAATGCCGCAAAARAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAA
TATTATTGAAGCATTITATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAA
ATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTAT
TATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGAT
GACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCG
GGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCEEETGTCGGEGECTGGCTTAACTATGC
GGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGS
AGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGC
GGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC
GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT (SEQ ID NO:12)

Andamio miR155
GATCCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGAAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGGTTTTGGCCACT

GACTGACCCCAGCTAGTGTAAGCTCCTTCAGGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGAACAA
ATGGCCCAGATCTGGCCGCAC (SEQ ID NO:13)

Andamio endégeno miR708
AACCTAACCCCCATGGITGGCGAGGGACTGCTGTGTGTGARATGGTAACTGCCCTCAAGGAGCTTAC

AATCTAGCTGGGGGTAAATGACTTGCACATGAACACAACTAGACTGTGAGCTTCTAGAGGGCAGGGA

CCTTACCCTAGTCATCTCICTTICTICACCCTGCACACCCTCCCTGAGGGATCTCAT (SEQ ID
NO:14)

pRK-h-rodopsina-miR-708 (miR708 en el andamio enddégeno miR708. ubicado en la UTR 3' de h-rodopsina)
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TATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTC
AGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTICTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAG
GGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAAC
GACGGCCAGTGAATTCGGACCGTCGACATTGATTATTGGGCCCCAGAAGCCTGGTGGTTGTTTGTCC
TTCTCAGGGGAAAAGTGAGGCGGCCCCTTGGAGGAAGGGGCCGGGCAGAATGATCTAATCGGATTCC
AAGCAGCTCAGGGGATTGTCTTTTTCTAGCACCTTCTTGCCACTCCTAAGCGTCCTCCGTGACCCCG
GCTGGGATTTAGCCTIGGTGCTGTGTCAGCCCCGGTCTCCCAGGGGCTTCCCAGTGGTCCCCAGGAAL
CCTCGACAGGGCCCGGTCTCTCTCGTCCAGCAAGGGCAGGGACGGGCCACAGGCCAAGGGCGGAGTC
GCTGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGLCCCGCTCCELCGCCGLLTCGLGLCCELCCCECCCCGGCTCTGA
CTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATTAGCAAG
AGGTAAGGGTTTAAGGGATGGTTGGTTGGTGGGGTATTAATGTTTAATTACCTGTTTTACAGGCCTG
AAATCACTTGGTTTTAGGTTGGGGATCCGGTACCCAATTGCCATGGGCTAGCATGCATGAGCTCCCT
GCAGGGTTTATCTGCAGAATTCAGCCACCACCGGCACAATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTA
CGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCT
GAGCCATGGCAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGTGCTGGGCTTCCCCATCA
ACTTCCTCACGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCT
CAACCTAGCCGTGGCTGACCTICTTCATGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACACCTICTICTG
CATGGATACTTCGTCTTCGGGCCCACAGGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGTG
AAATTGCCCTGTIGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAG
CAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCC
TGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGAA
TCGACTACTACACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTIGTCATCTACATGTTCGTGGTCCA
CTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTTTCTGCTATGGGCAGCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCC
GCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTCATCA
TCATGGTCATCGCTITCCTGATCTGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCA
CCAGGGCTCCAACTTCGGTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTTTGCCAAGAGCGCCGCCATC
TACAACCCTGTCATCTATATCATGATGAACAAGCAGTTCCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCT
GCGGCAAGAACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGT
GGCCCCGGCCTAACCAAGAAAGCTTAAGTTTGTGTCCCGGCTTAGGGCTAAATGTCTAGGACAGAAT
GGAACACATAGTAGCTGATTAATAAATGCTAGCTGGATGAAGGGAGGAATGAGTGACTGACTGAGTG
GATATATGAGTGAAGGGATTAATGGAAGGGAACATGGATGTCCTCAGGTGCCCAACCTGGCAGATCC
AGTCATGTCTGGCTGGAATCTATAAGCAGTTTTACATACCTGCCCTGAGCTTTATTIGCGGTAGTTTA
TCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCTGACACAACAGTCTCGAACTTAAGCTGCAGTGAC
TCTCTTAAGGTAGCCTTGCAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGA
CAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAAAACCTAACCCCCATGGTTGG
CGAGGGACTGCTGTGTGTGAAATGGTAACTGCCCTCAAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGGGTAAATG
ACTTGCACATGAACACAACTAGACTGTGAGCTTCTAGAGGGCAGGGACCTTACCCTAGTCATCTICTC
TTCTCACCCTGCACACCCTCCCTGAGGGATCTCATGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGT
CTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAGTTCACACCGGCACAATGAA
TGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCCCCTTC
GAGTACCCACAGTCAGAGATAAATGACAGTGACAGCAACGTGAGCTGCAGCCCTTAGGACTGAGAAA
GCATCGAGACCAGGGGTCTCCGGCAAGGCCTAGGTCCTCCCTTCAGTATGGAAACCTTGCCTCATGT
CTCTCAGCCTCCTTGGCCTGTGGAGATCCAGCCCTTCCTCTTGGCTTCTGGATACATTTGCTCTTCT
ACACCAGCAACCAAGTGGCAACAGTTCCAGGCCAGTATGGAGTTTTAGAAGCCATGCCAATATGCCC
ACCTTCAGGGAGCAGCTGAGTCCTTGATGCCACCCTTGTTICTGAAGAGTTCAGAAACACAGTGCAAG
ACATGACCAGGCCTCATCCTTAGGATGCTICATGGATCCAGTTCTTAGCTCCCTTGTITGGATATGCTG
TTTTCCTITGGCCTTIGGTICTTTTICTTTATCCCAGAGGGTTTTGGCTTTAAGGCCAACAGGAACTATG
GGGTACCAGAATTGAGCAGCCTCAGTCTGCATCCCTCCTCTATAGAACCACAGCTGGGCCCTCAGCA
GGCCCAACTCTGCATGGGGACAGAGGCATTAAAAGCCTAGAGTATCCCTCGAGGGGCCCAAGCTTAC
GCGTACCCAGCTTTCTTIGTACAAAGTGGTCCCTATAGTGAGTCGTATTATAAGCTAGGCACTGGCCG
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TCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACTGCTAGCTTGGGATCTTTGTGAAGGAACCTTACTTICTG
TGGTGTGACATAATTIGGACAAACTACCTACAGAGATTTAAAGCTCTAAGGTAAATATAAAATTTTTA
AGTGTATAATGTGTITAAACTAGCTGCAAAACCTGTGCCTTICTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTITTGCC
CCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGA
AATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTICATTCTATTCTGGGGGGTGCGCTGGGGCAGGACAGCAAG
GGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGAACTAGTCGGACCGCTGCAGGCATGCAAGC
TTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACA
TACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGC
GTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAA
CGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCT
CGGTCGTITCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATC
AGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCC
GCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTC
AGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCG
CTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGLG
CTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTG
TGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCC
GGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTA
GGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTA
TCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAAC
CACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAARAAAGGATCTCAA

GARGATCCTTTGATCTTTICTACGGGGTCTIGACGCTCAGT GGAACGAARACTCACGTTAAGGGATTT

TGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATC
AATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATC
TCAGCGATCTIGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATAC
GGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGA
TTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCC
TCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCA
ACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTC
CGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTICCTTC
GGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGC
ATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTC
ATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCG
CCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGA
TCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTT
TACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAARAAGGGAATAAGG
GCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTT
ATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCAC
ATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAAT
AGGCGTATCACGAGGCCCTTICGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAARACCTCTGACACATGC
AGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGC
GTCAGCGGGTGTTGGCGGGETGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGA
GTGCACCA (SEQ ID NO:1b5)

Secuencia de intrén de B-globina

ACTAGAAGCTTITATTGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCTGACACAA
CAGTCTCGAACTTAAGCTGCAGTGACTCTCTTAAGGTAGCCTTGCAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTG
GGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACA
GAGAATGGATCCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGAAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGGTTTT
GGCCACTGACTGACCCCAGCTAGTGTAAGCTCCTTCAGGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCACAT
GGAACAAATGGCCCAGATCTGAGACTCTTGCGTTTCTIGATAGGCACCTATTIGGTICTTACTGACATCC
ACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAGTICA (SEQ ID NO:16)

Secuencia de miR708 en un andamio miR155

TGGATCCTIGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGAAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGGTTTTGGCCA
CTGACTGACCCCAGCTAGTGTAAGCTCCTTCAGGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGAAC
AAATGGCCCAGATCTG (SEQ ID NO:17)

Secuencia de miR708 en un andamio nativo

AAACCTAACCCCCATGGTTGGCGAGGGACTGCTGTGTIGTGAAATGGTAACTGCCCTCAAGGAGCTTA
CAATCTAGCTGGGGGTAAATGACTTGCACATGAACACAACTAGACTGTGAGCTICTAGAGGGCAGGSG
ACCTTACCCTAGTCATCTCTCTTCTCACCCTGCACACCCTCCCTGAGGGATCTCAT (SEQ ID
NO:18)

Diana de miR-708 de rodopsina humana de UTR 3'
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CUCUGCCUGGAGACUAAGGCAAAUUGGGCCAUUAAAAGCUCAGCUCCUAUGUUGGUAUUAACGGUGGU
GGGUUUUGUUG (SEQ ID NO:19)

ITR de AAV mutada
CCACTICCCTICICIGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAMAGGTCGLCCCGALGLCLEaGGL

TTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGA (SEQ ID NO:20)

Secuencia ITR de tipo silvestre
GGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGLCCGG

GCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGSG
GGITCCT (SEQ ID NO:21)

Promotor de opsina
TGCTGATTCAGCCAGGAACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATAT
ATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGALCCCCCGLCL
ATTGACGTCAATAATCACCTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATIGACGTCAATGGG
TGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCT
ATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCC
TACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCACAAATAGTTATCGAGCCGCTGAGCCGG
GGGGCGGGEGEGEETGTGAGACTGGAGGCGATGGACGGAGCTGACGGCACACACAGCTCAGATCTGTICAAG
TGAGCCATTGTCAGGGCTTGGGGACTGGATAAGTCAGGGGGTCTCCTGGGAAGAGATGGGATAGGTGA
GTTCAGGAGGAGACATTIGTCAACTGGAGCCATGTGGAGAAGTGAATTTAGGGCCCAAAGGTTCCAGTC
GCAGCCTGAGGCCACCAGACTGACATGGGGAGGAATTCCCAGAGGACTCTGGGGCAGACAAGATGAGA
CACCCTTTCCTTICTTTACCTAAGGGCCTCCACCCGATGTICACCTTIGGCCCCTICTGCAAGCCAATTAG
GCCCCGGTGGCAGCAGTGGGATTAGCGTTAGTATGATATCTCGCGGA (SEQ ID NO:22)

Intrbn MVM

GGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGCTCCGCCGCCGCCTCGCGCCGCCCGCCCCGEL
TCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATTAG
CAAGAGGTAAGGGTTTAAGGGATGGTTGGTTGGTGGGGTATTAATGTTTAATTACCTGTTTTACAGGC
CTGAAATCACTTGGTITITAGGTIGGGGATCCGGTACCCAATTIGCCATGGGCTAGCATGCATGAGCTCC
CTGCAGGGTTTTAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCACC (SEQ ID NO:23)

AAV5GRK1mIiR708 155hRho (vector AAV5 con el promotor de la rodopsina quinasa gue dirige la expresion de miR-

708 en un andamio miR-155 y la rodopsina humana menos la secuencia diana de miR-708)

TGACTAGTTAGGGCCCCAGAAGCCTGGTGGTTGTTTIGTCCTTCTCAGGGGAAAAGTGAGGCGGCCCCT
TGGAGGAAGGGGCCGGGCAGAATGATCTAATCGGATTCCAAGCAGCTCAGGGGATTGTCTTTTTCTAG
CACCTTCTTGCCACTCCTAAGCGTCCTCCGTGACCCCGGCTGGGATTTAGCCTGGTGCTGTGTCAGCC
CCGGTICTCCCAGGGGCTTCCCAGTGGTCCCCAGGAACCCTCGACAGGGCCCGGTCTCTCTCGTCCAGC
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AAGGGCAGGGACGGGCCACAGGCCAAGGGCACTAGAAGCTTTATTGCGGTAGTTTATCACAGTTAAAT
TGCTAACGCAGTCAGTGCTTCTGACACAACAGTCTCGAACTTAAGCTCCAGTGACTCTCTTAAGGTAG
CCTTGCAGAAGTIGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGA
CCAATAGAAACTGGGCTITGCTCGAGACAGAGAATGGATCCTGCAGGCTTIGCTGAAGGCTGTATGCTGAA
GGAGCTTACAATCTAGCTGGGGTTTTGGCCACTGACTGACCCCAGCTAGTGTAAGCTCCTTICAGGACA
CAAGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGAACAAATGCGCCCAGATCTGAGACTCTITCGCGTTTCTIGATAGG
CACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAGTTCACACCG
GCACAATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTITCTCCAATGCGACGGGTGTIGCTACGC
AGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCATGGCAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACAT
GITICTGCTGATCGIGCTGGGCTTCCCCATCAACTITCCTCACGCICTACGICACCGICCAGCACAAGA
AGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTCAACCTAGCCGTGGCTGACCTCTTCATGGTCCTAGGT
GGCTTCACCAGCACCCTCTACACCTCTCIGCATGGATACTTCGTICTITCGGGCCCACAGGATGCAATTT
GGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGTGAAATTGCCCTGTGGTCCTTIGGTGGTCCTGGCCATCGAGC
GGTACGIGGTIGGTIGTIGTAAGCCCATGAGCAACTTICCGCTICGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTT
GCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCCTGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCC
CGAGGGCCTGCAGTGCTCGIGTGGAATCGACTACTACACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTICTT
TTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTITITTCTGCTATGGGCAG
CTCGTCITCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAA
GGAGGTCACCCGCATGGTCATCATCATGGTCATCGCTTTCCTIGATCTGCCTGGGTGCCCTACGCCAGCG
TGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGGGCTCCAACTTCGGTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTC
TTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACCCTGTICATCTATATCATGATCGAACAAGCAGTTCCGGAACTG
CATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGAACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCA
AGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTAACCAAGAAAGCTTAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTC
GACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAG
GTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCAT
TCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGC
TGGGGATGCGGTIGGGCTCTATGGC (SEQ ID NO:24)

AAVS5GRK1miR708 708hRho (vector AAVS con el promotor de la rodopsina quinasa gue dirige la expresiéon de miR-
708 en un andamio miR-708 y |a rodopsina humana menos la secuencia diana de miR-708)
GGGCCCCAGAAGCCTGGTGGTTGTTIGTCCTTCTCAGGGGAAAAGTGAGGLCGGCCCCTTGGAGGAAGG
GGCCGGGCAGAATGATCTAATCGGATTCCAAGCAGCTCAGGGGATTIGTICTITTTCTAGCACCTTICTTG
CCACTCCTAAGCGTCCTCCGTGACCCCGGCTGGGATTTAGCCTGGTGCTGTGTCAGCCCCGGTCTCCC
AGGGGCTTCCCAGTGGTCCCCAGGAACCCTCGACAGGGCCCGGTCTCTCTCGTCCAGCAAGGGCAGGG
ACGGGCCACAGGCCAAGGGCACTAGAAGCTTTATTGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCA
GTCAGTGCTTCTGACACAACAGTCTCGAACTTAAGCTGCAGTGACTCTCTTAAGGTAGCCTTGCAGARA
GTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAR
CTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAAAACCTAACCCCCATGGTTGGCGAGGGACTGCTGTGTGTGAAATGG
TAACTGCCCTCAAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGGGTAAATGACTTIGCACATGAACACAACTAGACTG
TGAGCTTCTAGAGGGCAGGGACCTTACCCTAGTCATCTCTCTTCTCACCCTGCACACCCTCCCTGAGG
GATCTCATGACTCTTGCGTTITCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCT
CCACAGGTGTCCACTCCCAGTTCACACCGGCACAATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGC
CCTTCTCCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCA
TGGCAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGTGCTGGGCTTCCCCATCAACTTCCT
CACGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTCAACCTAG
CCGTGGCTGACCTCTTCATGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTICTACACCTCTCTGCATGGATAC
TTCGTCTTCGGGCCCACAGGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGTGAAATTGCCCT
GTGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGLT
TCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCCTGCGCCGCACCC
CCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGAATCGACTACTACAC
GCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTICTTTTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCA
TGATTATCATCTTITTTCTGCTATGGGCAGCTCGTCTITCACCGTCARGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAS
GAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTCATCATCATGGTCATCGCTTT
CCTGATCTGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGGGCTCCAACTTCG
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GTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACCCTGTCATCTAT
ATCATGATGAACAAGCAGTTCCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGAACCCACTGGG
TGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTAACCAAGAA
AGCTTAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTCGACTGIGCCTICTAGTTGCCAGCCATCTGTIGITTGCCC
CTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGICCTTTCCTAATAAAATGAGGAAA
TTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTICTGGGGGEGETGGGETGEGGCAGGACAGCAAGGEG
GAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGC (SEQ ID NO:25)

AAV50PSmIR708 155hRho (vector AAV5 con promotor de opsina que dirige la expresién de miR-708 en un andamio
miR-155 y rodopsina humana menos la secuencia diana de miR-708)
ACGCGTTTTCTGCAGCGGGGATTAATATGATTATGAACACCCCCAATCTCCCAGATGCTCATTCAGCC

AGGAACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCG
TTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATA
ATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACG
GTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATG
ACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTAL
ATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCACAAATAGTTATCGAGCCGCTGAGCCGGGGGEGCGGGEEGETG
TGAGACTGGAGGCGATGGACGGAGCTGACGGCACACACAGCTCAGATCTGTCAAGTGAGCCATTGTCA
GGGCTTGGGGACTGGATAAGTCAGGGGGTCTCCTGGGAAGAGATGGGATAGGTGAGTTCAGGAGGAGA
CATTGTCAACTGGAGCCATGTGGAGAAGTGAATTTAGGGCCCAAAGGTTCCAGTCGCAGCCTGAGGCC
ACCAGACTGACATGGGGAGGAATTCCCAGAGGACTCTGGGGCAGACAAGATGAGACACCCTTTCCTTIT
CTTTACCTAAGGGCCTCCACCCGATGTCACCTTGGCCCCTCTGCAAGCCAATTAGGCCCCGGTGGCAG
CAGTGGGATTAGCGTTAGTATGATATCTCGCGGATGCTGAATCAGCCTCTGGCTTAGGGAGAGAAGGT
CACTTTATAAGGGTCTGGGGGGGGTCAGTGCCTGGAGTTGCGCTGTGGGAGCCGTCAGTGGCTGAGCT
CAACTAGAAGCTTTATTGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCTGACACA
ACAGTCTCGAACTTAAGCTGCAGTGACTCTCTTAAGGTAGCCTTGCAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTG
GGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAG
AGAATGGATCCTGGAGGCTIGCTGAAGGCTGTATGCTGAAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGGTTTTGG
CCACTGACTGACCCCAGCTAGTGTAAGCTCCTTCAGGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGA
ACAAATGGCCCAGATCTGAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTT
TGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAGTTCACACCGGCACAATGAATGGCACAGAAGGCCCTAA
CTTCTACGTGCCCTTCTICCAATGCGACGGGTGTGGTACGCAGCCCCTTICGAGTACCCACAGTACTACC
TGGCTGAGCCATGGCAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTITTICTGCTGATCGTIGCTGGGCTTCCCC
ATCAACTTCCTCACGCTCTACGTCACCGICCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCT
GCTCAACCTAGCCGTGGCTGACCTCTITCATGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACACCTCTIC
TGCATGGATACTTCGTCTTCGGGCCCACAGGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGT
GAAATTGCCCTGIGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAG
CAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTICACCTGGGTCATGGCGCTGGCCT
GCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGAATC
GACTACTACACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTT
CACCATCCCCATGATTATCATCTTTTITCTGCTATGGGCAGCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTG
CCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTCATCATCATG
GTCATCGCTTTCCTGATCTGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGGG
CTCCAACTTCGGTCCCATCTITCATGACCATCCCAGCGTTICTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACC
CTGTCATCTATATCATGATGAACAAGCAGTTCCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAG
AACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGL
CTAACCAAGAAAGCTTAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCT
GTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATA
ARAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGG
ACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGETGGGCTCTATGGC
(SEQ ID NO:26)

AAV50PSmMIiR708 708hRho (vector AAV5 con el promotor de opsina gue dirige la expresién de miR-708 en un andamio
miR-708 y rodopsina humana menos la secuencia diana de miR-708)
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ACGCGTTTTCTGCAGCGGGGATTAATATGATTATGAACACCCCCAATCTCCCAGATGCTGATTCAGCC
AGGAACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCG
TTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATA
ATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACG
GTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATG
ACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTAC
ATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCACAAATAGTITATCGAGCCGCTGAGCCGGGGEGEGCEGGGEGEETG
TGAGACTGGAGGCGATGGACGGAGCTGACGGCACACACAGCTCAGATCTGTCAAGTGAGCCATTGTCA
GGGCTTGGGGACTGGATAAGTCAGGGGGTCTCCTGGGAAGAGATGGGATAGGTGAGTTCAGGAGGAGA
CATTGTCAACTGGAGCCATGTGGAGAAGTGAATTTAGGGCCCAAAGGTTCCAGTCGCAGCCTGAGGCC
ACCAGACTGACATGCGGGAGGAATTCCCAGAGGACTCTGGGGCAGACAAGATGAGACACCCTTTCCTTT
CTTTACCTAAGGGCCTCCACCCGATGTCACCTTGGCCCCTCTGCAAGCCAATTAGGCCCCGGTGGCAG
CAGTGGGATTAGCGTTAGTATGATATCTCGCGGATGCTGAATCAGCCTCTGGCTTAGGGAGAGAAGGT
CACTTTATAAGGGTCTGGGGGGGGTCAGTGCCTGGAGTTGCGCTGTGGGAGCCGTCAGTGGCTGAGCT
CAACTAGAAGCTTTATIGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCTGACACA
ACAGTCTCGAACTTAAGCTGCAGTGACTCTCTTAAGGTAGCCTTGCAGAAGTTGCTCGTGAGGCACTG
GGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAG
AGAAAAACCTAACCCCCATGGTTGGCGAGGGACTGCTGTGTGTGAAATGGTAACTGCCCTCAAGGAGC
TTACAATCTAGCTGGGGGTAAATGACTTGCACATGAACACAACTAGACTGTGAGCTTCTAGAGGGCAG
GGACCTTACCCTAGTCATCTCTCTTCTCACCCTGCACACCCTCCCTGAGGGATCTCATGACTCTTGCG
TTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTICCACTCCC
AGTTCACACCGGCACAATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGS
GTGTIGGTACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCATGGCAGTTCTCCATGCTG
GCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGTGCTGGGCTTCCCCATCAACTTCCTCACGCTCTACGTCACCGT
CCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTIGCTCAACCTAGCCGTGGCTGACCTCTTCA
TGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACACCICTCTGCATGGATACTICGTCTTCGGGCCCACA
GGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGTGAAATTGCCCTGTIGGTCCTTGGTGGTCCT
GGCCATCGAGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCA
TCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCCTGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCC
AGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGAATCGACTACTACACGCTCAAGCCGGAGGTCAA
CAACGAGTCTITTIGTICATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTTTICT
GCTATGGGCAGCTICGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAG
AAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTICATCATCATGGTCATCGCTTTCCTGATCTGCTGGGTGCC
CTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGGGCTCCAACTTCGGTCCCATCTTCATGACCA
TCCCAGCGTICTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACCCTGTCATCTATATCATGATGAACAAGCAG
TTCCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGAACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGC
TACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTAACCAAGAAAGCTTAAGTTTAAACCGC
TGATCAGCCTICGACTGTIGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTT
GACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGA
GTAGGTGTCATTCTATTICTGGGGGGETGGGETGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAAT
AGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGC (SEQ ID NO:27)

Factor de transcripcién gue contiene Homeobox de conos v bastones

AGAGGACTAAGCCACAGGTGAGGAGAAAGGGGGGEGGGEEGETCTGCTGACCCAGCAACACTCTITCCTT
CTGAGGCTTAAGAGCTATTAGCGTAGGTGACTCAGTCCCTAATCCTCCATTCAATGCCCTGTGACTGC
CCCTGCITC (SEQ ID NO:28)

Potenciador de CMV

ACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTAC
ATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGA
CGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTITCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAA
ACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGG
TAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTICCTACTIGGCAGTACATCT
ACGTATTAGTCATCGCTATTACCA (SEQ ID NO:29)

Factor de cremallera de leucina basico de |a retina neural

TTICTGCAGCGGGGATTAATATGATTATGAACACCCCCAATCTCCCAGATGCTGATTCAGCCAGGA
(SEQ ID NO:30)
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una primera particula de rAAV que comprende un primer acido nucleico que
codifica miR-708 y una segunda particula de rAVV que comprende un segundo acido nucleico que codifica rodopsina.

2. La composicion de la reivindicacién 1, en la que el primer acido nucleico que codifica el miR-708 comprende el acido
nucleico de la SEQ ID NO: 1 o en la que el primer acido nucleico que codifica el miR-708 comprende un &cido nucleico
que tiene al menos el 85% de identidad con la SEQ ID NO: 1.

3. La composicion de la reivindicacion 1 o 2, en la que el primer acido nucleico que codifica miR-708 comprende un
andamio miR-708 endégeno o un andamio miR-155.

4. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el primer acido nucleico que codifica miR-
708 y/o el segundo acido nucleico que codifica rodopsina esta operativamente unido a un promotor, opcionalmente en
la que el promotor expresa el miR-708 y/o la rodopsina en células fotorreceptoras, y opcionalmente en la que el
promotor comprende un promotor de rodopsina quinasa (RK), un promotor de opsina o0 un promotor de B-actina de
pollo (CBA).

5. La composicion de la reivindicacion 4, en la que la secuencia derivada de un intrén de virus diminuto de ratén (MVM)
se encuentra 3' con respecto al promotor, en la que opcionalmente el intron MMV comprende la secuencia de
nucleétidos de la SEQ ID NO: 23.

6. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el segundo acido nucleico que codifica la
rodopsina comprende una sustitucién, una insercién o una delecién de acido nucleico en la secuencia diana de miR-
708 o carece de la secuencia diana de miR-708 UTR 3' en la que la sustitucion, la insercién o la delecion reduce o
impide el reconocimiento por el miR-708.

7. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que la rodopsina comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 o en la que el segundo acido nucleico que codifica la rodopsina comprende un acido
nucleico que tiene el 85% de identidad con la SEQ ID NO: 3.

8. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la primera particula de rAAV y/o la segunda
particular de rAAV comprende una capside de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS,
AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV2/2-7Tm8, AAV DJ, AAV2 N587A, AAV2
E548A, AAV2 N708A, AAV V708K, un AAV de cabra, AAV1/AAV2 quimérico, AAV bovino o rAAV2/HBoVI de capside
AAYV de ratén; y/o en la que la primera particula de rAAV y/o la segunda particular de rAAV comprende repeticiones
terminales invertidas (ITR) de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6E, AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R,
AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, un AAV de cabra, AAV bovino o AAV de ratén.

9. La composicion de la reivindicacion 8, en la que la primera particula de rAAV y/o la segunda particular de rAAV
comprende una capside AAV-5 o una capside mutante de tirosina AAV-5, y en la que la primera particula de rAAV y/o
la segunda particular de rAAV comprende ITR de AAV2.

10. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que la composicién es una composicion
farmacéutica, en la que opcionalmente la composicion farmacéutica comprende ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

11. Una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para su uso en un procedimiento de tratamiento
de retinitis pigmentaria en un mamifero, en la que opcionalmente la retinitis pigmentaria es retinitis pigmentaria
autosdmica dominante o retinitis pigmentaria autosémica recesiva.

12. Una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para su uso en un procedimiento de tratamiento
de estrés del reticula endoplasmatico (RE) en una célula de un mamifero.

13. La composicion para el uso de la reivindicacién 11 o 12, en la que la composicién se inyecta en el espacio
subretiniano de la retina del mamifero en una o mas de una ubicacion, o en la que la composicién se inyecta por via
intravitrea al mamifero.

14. Un kit que comprende:

a) una cantidad eficaz de una particula de rAAV que comprende un acido nucleico que codifica miR-708, o

b) una cantidad eficaz de una particula de rAAV que comprende un primer acido nucleico que codifica miR-708 y un
segundo acido nucleico que codifica rodopsina, o
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¢) una cantidad eficaz de una primera particula de rAAV que comprende un primer acido nucleico que codifica miR-
708 y una cantidad eficaz de una segunda particula de rAAV que comprende un segundo acido nucleico que codifica
rodopsina.

15. Un constructo de expresion que comprende la secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NO: 5, 6, 7, 24, 25, 26 o
27.
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FIG. 2B

FIG. 2A
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FIG.7B

FIG. 7A

Linea celular de rodopsina humana (- UTR 3)

Linea celular de rodopsina de raton (+ UTR 3°)
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FIG. 21A
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