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DESCRIPCION
Vectores virales que comprenden regiones codificantes de RDH12 y métodos para tratar distrofias de la retina
Campo

La invencién se refiere a un vector viral adenoasociado para uso en un método para tratar a un sujeto humano
que tiene una afeccién oftalmoldgica debido a una o mas mutaciones de pérdida de la funcién en el gen que
codifica para la proteina Retinol Deshidrogenasa 12 (RDH12), un vector viral adenoasociado, y una célula
hospedera aislada que comprende el vector viral adenoasociado proporcionado en la presente.

Antecedentes

La enfermedad de la retina hereditaria (IRD) es una de las principales causas de ceguera legal en nifios. La
amaurosis congénita de Leber (LCA) y la distrofia de la retina grave de aparicién temprana (EOSRD) resultan
en discapacidad visual grave empezando en el nacimiento hasta los pocos afios de edad, y en conjunto
representan el 5% o mas de todas las IRD (Koenekoop et al. 2004). LCA/EOSRD se asocia con modos de
herencia autosémica dominante y autosémica recesiva, involucrando al epitelio pigmentario de la retina y a los
fotorreceptores de bastones y conos como dianas primarias (Weleber et al. 2013). Aproximadamente el 10%
de LCA/EOSRD es causado por mutaciones en el gen que codifica para RDH12 (Kumaran et al. 2017). Dado
el papel de RDH12 en el ciclo visual que proporciona croméforo a las células fotorreceptoras (Haeseleer et al.
2002; Chen et al. 2012), y que constituye una diana terapéutica critica, RDH72 es uno de los genes LCA mas
importantes.

A pesar de la prevalencia de afecciones oftalmolégicas como la enfermedad de la retina hereditaria en humanos
y mamiferos no humanos, y el conocimiento de los genes que codifican para las retinol deshidrogenasas, asi
como el efecto que tienen algunas mutaciones en esos genes, no se conoce ningln tratamiento para LCA
causada por una o mas mutaciones en RDH12. Por consiguiente, sigue existiendo una necesidad en la técnica
para materiales y métodos Utiles en el tratamiento de distrofias de la retina tales como LCA, asi como materiales
y métodos Utiles para corregir anomalias genéticas que pueden conducir a tales distrofias.

La divulgacién se refiere a métodos de tratamiento médico, tales como métodos para tratar a un sujeto humano
con una afeccién oftalmolégica, por ejemplo, amaurosis congénita de Leber, debido a al menos una mutacién
de pérdida de la funcién en el gen que codifica para la proteina Retinol Deshidrogenasa 12 (RDH12),
comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad eficaz de un &cido nucleico que comprende un
vector viral adenoasociado que comprende un ADN complementario (ADNc) de RDH1712 de humano.

Thompson et al divulgan la expresién mediada por AAV de Rdh12 de humano en la retina de ratén (Thompson
et al, ARVO Annual Meeting Abstract, March 2012, URL:
https://iovs.arvojournals.org/article.aspx?articleid=2351889). WO02016001693 divulga la variante del gen
RPGR-ORF 15 en el tratamiento de la retinitis pigmentaria.

W0O2011/034947 divulga reactivos y métodos para modular la actividad de los fotorreceptores de cono.

Fingert et al divulgan la asociacién de una mutaciéon novedosa en el gen de la Retinol Deshidrogenasa 12
(RDH12) con la Retinitis Pigmentaria autosémica dominante (Fingert et al, Ophthalmic Molecular Genentics, 1
September 2008, vol. 126 (NO. 9)).

Sumario
La invenciéon que se reivindica actualmente es tal como se define en las reivindicaciones.

La divulgacién proporciona un vector de virus adenoasociado (AAV) que comprende una regién codificante
para el producto génico del gen RDH12, un gen que codifica para una enzima retinol deshidrogenasa. El vector
AAV que comprende RDH12 es (til en el tratamiento de trastornos de distrofia de la retina como Amaurosis
Congénita de Leber (LCA) al proporcionar una construccién recombinante en la que una regién codificante de
RDH12 se coloca bajo el control de un promotor regulable o controlable, tal como un promotor heterdlogo, para
proporcionar retinol deshidrogenasa complementaria a sujetos que carecen de niveles de actividad de RDH12
del tipo silvestre, como los que resultarian de las mutaciones en RDH12. A pesar de las ventajas de un tamafio
de genoma relativamente pequefio, una tendencia relativamente baja a integrarse en el ADN del hospedero y
un perfil inmunogénico relativamente bajo, un hallazgo sorprendente ha sido que algunas combinaciones del
serotipo de AAV, o pseudotipos, producen niveles de expresién para el producto RDH12 codificado que no es
terapéuticamente eficaz y/o que exhibe toxicidad indeseable en el contexto de la administracién a sujetos para
tratar distrofias de la retina. De acuerdo con ese hallazgo esté el hallazgo de que ciertos pseudotipos, como el
pseudotipo AAV2/5, demuestran niveles de expresién inesperados y sorprendentemente eficaces y perfiles de
toxicidad compatibles con el uso terapéutico para tratar distrofias de la retina. Los sujetos que se pueden tratar
mediante métodos divulgados en la presente pueden incluir aquellos que tienen pérdida de la funcidn visual
(por ejemplo, respuesta alterada en la prueba de electrorretinograma (ERG), pero que conservan algunas
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células fotorreceptoras segun lo determinado por tomografia de coherencia 6ptica (OCT). Por lo tanto, en una
instancia, la divulgacién proporciona un método para tratar a un sujeto humano que tiene una afeccién
oftalmolégica, tal como Amaurosis Congénita de Leber, o LCA, u otra afeccién oftalmolégica clinicamente
definida, debido a una o més mutaciones de pérdida de la funcidén en el gen que codifica para la proteina Retinol
Deshidrogenasa12 (RDH12). Méas particularmente, un aspecto de la invencién que se reivindica actualmente
proporciona un vector viral adenoasociado como se define en las reivindicaciones para uso en un método para
tratar a un sujeto humano que tiene una afeccién oftalmol6gica debido a una 0 mas mutaciones de pérdida de
la funcién en el gen que codifica para la proteina Retinol Deshidrogenasa12 (RDH12), comprendiendo el
método administrar a al menos un ojo del sujeto el vector viral adenoasociado, en el que el vector viral
adenoasociado comprende un acido nucleico, en el que el 4cido nucleico comprende ADN de RDH12 de
humano, por ejemplo, ADNc de RDH12 de humano y en el que el ADN de RDH12 de humano codifica para una
proteina que es al menos 70%, 80%, 90%, 95% o 99% idéntica a la longitud completa de SEQ ID NO:2. La
afeccién oftalmoldgica es Amaurosis Congénita de Leber (LCA).

EI ADN de RDH12, por ejemplo, el ADNc de RDH12, esta bajo el control de la expresién de un promotor de
rodopsina cinasa humana 1 (hGRK1), como en el que el promotor de hGRK1 comprende o consiste
esencialmente de SEQ ID NO:3. El vector viral adenoasociado es AAV-2, serotipo 5 (AAV2/5).

En algunas realizaciones, el ADN de RDH12, por ejemplo, el ADNc de RDH12 comprende una secuencia que
es al menos 60% o 70% idéntica a SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, el acido nucleico se administra a
un titulo de alrededor de 2 x 10" genomas virales por mililitro (vg/mL) a alrededor de 2 x 10'2 vg/mL, por
ejemplo, un titulo de alrededor de 2 x 10'° genomas virales por mililitro (vg/mL) a alrededor de 2 x 10" vg/mL,
como a alrededor de 2 x 10™ vg/mL o alrededor de 2 x 10"? vg/mL. En algunas realizaciones, el acido nucleico
se administra en el espacio subretinal, por ejemplo, en el que se inserta una canula de microinyeccién en el
espacio subretinal.

Una instancia de la divulgacidn se refiere a un acido nucleico que codifica para un ADN de RDH12 de humano,
por ejemplo, un ADNc de RDH12 de humano, en el que el ADN de RDH12 (por ejemplo, ADN de RDH12 de
humano tal como ADNCc) codifica para una proteina que es al menos 70%, 80%, 90%, 95% o0 99% idéntica a la
longitud completa de SEQ ID NO:2, en el que el ADN de RDH12 esta bajo el control de un promotor de
rodopsina cinasa humana 1 (hGRK1). En algunas realizaciones, el promotor de hGRK1 comprende o consiste
esencialmente de SEQ ID NO:3. En algunas realizaciones, el ADN de RDH12 de humano, por ejemplo, el ADNc
de RDH12 de humano codifica para una proteina que comprende SEQ ID NO:2. En algunas realizaciones, el
ADN de RDH12 de humano, por ejemplo, el ADNc de RDH12 de humano, es al menos 60% o 70% idéntico a
la longitud completa de SEQ ID NO: 1.

Otra instancia mas de la divulgacién es un é&cido nucleico como se divulga en la presente para uso en el
tratamiento de un sujeto humano que tiene una afeccién oftalmolégica debido a una o mas mutaciones de
pérdida de la funcién en el gen que codifica para la proteina Retinol Deshidrogenasa 12 (RDH12). En algunas
realizaciones, la afeccion oftalmolégica es Amaurosis Congénita de Leber (LCA).

Otro aspecto de la invencién que se reivindica actualmente proporciona un vector viral que comprende un acido
nucleico que codifica para RDH12 como se define en las reivindicaciones. El vector viral es un vector viral
adenoasociado. El vector viral adenoasociado es AAV-2, serotipo 5 (AAV2/5).

Otra instancia de la divulgacién es un vector viral como se divulga en la presente para uso en el tratamiento de
un sujeto humano que tiene una afeccién oftalmoldgica debido a una 0 mas mutaciones de pérdida de la funcién
en el gen que codifica para la proteina Retinol Deshidrogenasa 12 (RDH12). En algunas realizaciones, la
afeccién oftalmoldgica es Amaurosis Congénita de Leber (LCA).

Otro aspecto de la invencién que se reivindica actualmente esta dirigido a una célula hospedera aislada que
comprende un vector viral como se define en las reivindicaciones. En algunas realizaciones, la célula hospedera
aislada expresa una proteina RDH12 de humano.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente tienen el
mismo significado que entiende cominmente una persona con habilidades ordinarias en la técnica a la que
pertenece esta invencién. En la presente se describen métodos y materiales para uso en la presente invencion.
En caso de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencidén resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcién
detallada y figuras, y de las reivindicaciones.

Descripcion breve de las figuras

La invencidén que se reivindica actualmente es tal como se define en las reivindicaciones. Cualquiera de las
siguientes Figuras que no caiga dentro del alcance de las reivindicaciones no forma parte de la invencién que
se reivindica actualmente y se proporcionan Unicamente con fines comparativos.
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Figura 1. Actividad de RDH en el ciclo visual y células fotorreceptoras. (A) El ciclo visual convierte la vitamina
A en 11-cis retinal, el cromdéforo de los pigmentos visuales, y recicla el todo-frans retinal liberado después del
blanqueamiento. (B) Flujo de retinoides mostrado para un par de células fotorreceptoras del RPE. RDH8 en el
segmento externo puede reducir a todo-trans retinal. RDH12 en el segmento interno puede reducir a fodo-trans
retinal, 171-cis retinal y otros aldehidos de cadena corta toxicos. Abreviaciones: 11cRAL, 11-cis retinal; 11cROL,
11-cis retinol; AtRAL, todo-trans retinal; AtROL, todo-trans retinol; RCHO, aldehido de cadena corta; RCHOH,
alcohol de cadena corta; Rh, rodopsina; MRh: metarrodopsina.

Figura 2. Expresién y localizacibn de RDH12 recombinante en ratones inyectados con AAV2/5-
hGRK1p.hRDH12. (A) Esquema de la construccién de terapia génica AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 en la que un
ADNc de RDH12 de humano se clona corriente abajo de un promotor de rodopsina cinasa humana, entre
secuencias repetidas terminales invertidas derivadas del genoma de AAV2. (B, C) Expresion de la proteina
RDH12 de humano en retinas de ratén 6 semanas después de la inyeccién subretinal de AAV2/5-
hGRK1p.hRDH12 (1.3 x 10° vg) o de PBS, evaluada utilizando anticuerpos especificos para Rdh12 de ratén o
RDH12 de humano. (B) Anélisis de inmunodeteccién de lisados de la retina de ratones C57BL/6J, ratones
Rdh12" inyectados con PBS y ratones Rdh12” inyectados con AAV2/5-hGRK1p.hRDH12. (C) El analisis
inmunohistoquimico muestra la localizacién de Rdh12 nativa de ratén (gris oscuro) en IS, ONL y OPL de la
retina en ratones C57BL/6J, pero no en ratones Rdh12”-, mientras que RDH12 de humano recombinante (gris
claro) resultante de la inyeccién de AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 muestra una localizacion similar tanto en ratones
C57BL/6J como en Rdh127-. Imagenes de contraste de fase (izquierda). Abreviaciones: ITR, repeticién terminal
invertida; hGRK1, promotor de rodopsina cinasa humana; SD/SA, sitio donante de empalme/aceptor de
empalme del virus de simio 40; hRDH12, ADNc de RDH12 de humano; poliA, sefial de poliadenilacién del virus
de simio 40; RPE, epitelio pigmentario de la retina; OS, segmentos externos; IS, segmentos internos; ONL,
capa nuclear externa; OPL, capa plexiforme externa; INL, capa nuclear interna; IPL, capa plexiforme interna;
GCL, capa de células ganglionares.

Figura 3. La terapia de reemplazo génico AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 restaura la funcién de RDH12 en ratones
deficientes de Rdh712-. (A) Anélisis mediante HPLC de la actividad de la retinal reductasa en retinas de ratones
C57BL/6J y Rdh12'- inyectados con AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 (1.3 x 10° vg) o con PBS, o no inyectados. A
las 6 semanas después de la inyeccién, la formacién de todo-trans retinol se cuantificé en ensayos con todo-
trans retinal como sustrato. Cada punto de datos representa la media + error estandar para un minimo de 5
experimentos independientes donde se agruparon y analizaron retinas de 3 a 5 ratones por triplicado e

C57BL/6J; A Rdh127, & Rdh12”" inyectado con PBS; @A Rdn127- inyectado con AAV. (B) Inmunohistoquimica
de la expresion de RDH12 recombinante en una seccién de retina completa de raton Rdh12”- evaluada 16
semanas después de la inyeccién de AAV2/5-hGRK1p.hRDH12. La RDH12 de humano (gris claro) se localiza
en IS, ONL y OPL de la regién inyectada de la retina (lado derecho de la imagen).

Figura 4. La terapia de reemplazo génico AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 reduce el dafio causado por la luz en
ratones deficientes de Rdh12 albinos. Se realizé un andlisis de ERG, una semana antes y una semana después
de la exposicién a 5,000 lux durante 2 horas, en ratones a los que se les inyectd en un ojo con AAV2/5-
hGRK1p.hRDH12 y no fueron inyectados en el ojo contralateral. Se cuantificaron las respuestas escotépicas
(bastones aislados y conos y bastones combinados) para grupos de 10-13 ratones, y se calculé el porcentaje
de la respuesta al ERG inicial restante después del dafio causado por la luz. Se muestran los resultados
promediados con errores estandar, asi como la significancia de las diferencias entre ojos inyectados y no
inyectados calculadas utilizando analisis de prueba t pareada de dos colas.

Figura 5. AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 no afecta significativamente los niveles en estado estacionario de 11-cis
retinal en la retina. Los ratones recibieron AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 (1.3 x 10° vg) o PBS mediante inyeccion
subretinal, o no fueron inyectados. Después de la adaptacién a la oscuridad durante la noche, los retinoides se
extrajeron bajo luz roja tenue y se cuantificaron mediante analisis por HPLC. (A) Cromatogramas
representativos para cada condicion de tratamiento; estan indicados picos para oxima de sin-11-cis retinal,
oxima de anti-11-cis retinal y oxima de sin-todo-trans retinal. Niveles retinales totales de (B) 11-cis retinal y (C)

dh12-

todo-trans retinal para cada condiciéon de tratamiento * error estandar (m C57BL/6J no inyectado;
no inyectado;Rdh72"' inyectado con AAV; o Rdh12” inyectado con PBS).

Figura 6. La funcién de la retina no se ve afectada negativamente por AAV2/5-hGRK1p.hRDH12. Las
respuestas escotopicas (bastones aislados y conos y bastones combinados) y fotdpicas (mediadas por conos)
al electrorretinograma (ERG) registradas 6 semanas después del tratamiento de ratones C57BL/6J, no
inyectados; Rdh127, no inyectados; y Rdh12” inyectados con AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 (hasta 2 x 10° vg).
Se muestran los ERG de un animal representativo en cada grupo de tratamiento medidos 6 semanas después
de la inyeccién.

Figura 7. La localizacién de los pigmentos visuales no se ve perturbada por AAV2/5-hGRK1p.hRDH12.
Localizacion inmunohistoquimica de rodopsina y opsina de cono en ratones Rdh 127 inyectados y no inyectados
(1.3 x 10° vg) evaluados 16 semanas después del tratamiento. La expresion de la proteina RDH12 de humano
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en IS y ONL (gris claro). Rodopsina y opsina roja/verde (gris oscuro) en ojos inyectados con AAV2/5-
hGRK1p.hRDH12. Las abreviaciones son como se describen en la Figura 2.

Figura 8. La estructura de la retina no se dafia por la expresion a largo plazo de AAV2/5-hGRK1p.hRDH12.
Analisis de tomografia de coherencia 6ptica (OCT) de ojos de ratones C57BL/6J y Rdh12” evaluados 54
semanas después de la inyeccion de AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 (hasta 2 x 10° vg).

Figura 9. Infiltracion de macréfagos CD68+ y expresion de RDH12 en retinas inyectadas con AAV2/8-
hGRK1p.hRDH12. Los ratones Rdh127- y C57BL/6J evaluados mediante analisis inmunohistoquimico 8
semanas después de la inyeccién subretinal de AAV2/8-hGRK1p.hRDH12 (2 x 10° vg). Expresién de RDH12
de humano en IS, ONL y OPL (gris claro) y etiquetado de macréfagos con CD68 (blanco). Las abreviaciones
son como se describen en la Figura 2.

Descripcidn detallada

La invencién que se reivindica actualmente es tal como se define en las reivindicaciones. Los métodos de
tratamiento como tales no forman parte de la invencién reivindicada, pero se discuten en la presente como
tema relacionado.

La degeneracion hereditaria de la retina es una causa rara de pérdida profunda de la visién que es un enfoque
de los esfuerzos actuales para desarrollar terapia génica dirigida. La terapia génica somatica mediada por
vectores virales se ha mostrado muy prometedora en el tratamiento de modelos animales de enfermedad
degenerativa de la retina humana. Hasta la fecha, se han realizado diversos estudios exitosos que utilizan la
administracion de genes mediada por virus adenoasociados (AAV) para rescatar la degeneracién de
fotorreceptores en modelos de animales pequefios (Ali et al. 2000; Pang et al. 2012; Pawlyk et al. 2010; Pawlyk
et al. 2005; Tan et al. 2009) y modelos de animales grandes (Acland et al. 2001; Alexander et al. 2007, Beltran
et al. 2012; Komaromy et al. 2010; Lheriteau et al. 2009). En estos casos, el epitelio pigmentario de la retina
(RPE) o los fotorreceptores han sido las dianas primarias para la expresién transgénica. Ademés, los ensayos
clinicos de fase | que involucran terapia génica para pacientes con Amaurosis Congénita de Leber (LCA)
dirigida al RPE (Bainbridge et al. 2008; Cideciyan et al. 2008; Maguire et al. 2008) y més recientemente a
coroideremia (Maclaren et al. 2014), ya han tenido cierto éxito. Actualmente no existen ensayos clinicos que
utilicen la terapia de reemplazo génico mediada por AAV para el tratamiento de pacientes con degeneracién de
la retina hereditaria causada por mutaciones en RDH12.

Con un interés en desarrollar terapia génica mediada por AAV para el tratamiento de individuos con mutaciones
en RDH12, generamos vectores de virus adenoasociados que transportan ADNc de RDH72 de humano en los
que la expresién esta bajo el control de un promotor de rodopsina cinasa. En el estudio divulgado de vectores
con capsides derivadas de AAV del serotipo 5 0 de AAV del serotipo 8, hemos demostrado que la administracién
subretinal de AAV2/5-hGRK1p.RDH12 en ratones deficientes de Rdh12 (Rdh127) da como resultado la
expresidon de RDH12 de humano recombinante que es estable, se localiza correctamente, reconstituye la
actividad de la retinal reductasa, reduce la susceptibilidad al dafio causado por la luz y no causa la toxicidad
retinal observada con AAV2/8-hGRK1p.hRDH12. Esta construccién AAV2/5-hGRK1p.RDH12 proporciona un
producto para terapia de reemplazo génico de RDH12.

RDH12

Las mutaciones en el gen que codifica para retinol deshidrogenasa 12 (RDH12) causan una degeneracion de
la retina grave de aparicién temprana, diagnosticada con mayor frecuencia como amaurosis congénita de Leber
(LCA) o distrofia de la retina grave de aparicion temprana (EOSRD). Miembro de la familia de
deshidrogenasas/reductasas de cadena corta, RDH12 es esencial para reducir retinaldehidos que se generan
por la actividad de la vitamina A del ciclo visual, que es integral para la respuesta a la luz de las células
fotorreceptoras. Cuando los pigmentos visuales que contienen el croméforo 11-cis retinal absorben un fotén de
luz, 11-cis retinal se isomeriza a todo-trans retinal, iniciando asi una cascada de transduccién de sefiales que
regula la sefializacién sinaptica. La inactivacién de los pigmentos visuales implica la liberacién de todo-frans
retinal, su reduccién a todo-trans retinol y su regreso al epitelio pigmentario de la retina (RPE) para la
regeneracién del croméforo 11-cis retinal (Figura 1A). Cuando estas reacciones de reciclaje son ineficientes o
se interrumpen, por ejemplo, por envejecimiento o enfermedad hereditaria, los retinaldehidos y los productos
de la condensacién de retinaldehido se acumulan en los fotorreceptores y el epitelio pigmentario de la retina,
lo que resulta en un dafio profundo a la retina externa (Ben-Shabat et al. 2001; Thompson et al. 2003; Sparrow,
2010; Chen et al. 2012).

Para proteger contra la toxicidad, en la retina se expresan diversas proteinas y enzimas de unién a retinoides.
RDH12 es un miembro de la familia de deshidrogenasas/reductasas de cadena corta que utilizan NADPH para
reducir una amplia gama de sustratos, incluyendo cis- y frans-retinaldehidos (Haeseleer et al. 2002), aldehidos
C9 generados como resultado de la fotooxidacién de lipidos (Belyaeva et al. 2005; Lee et al. 2008; Marchette
et al. 2010) y sustratos esteroides (Keller et al. 2007). Individuos con mutaciones de pérdida de la funcién en
el gen de RDH12 exhiben un fenotipo de degeneracién de la retina grave, a menudo diagnosticado como
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amaurosis congénita de Leber (LCA) (Janecke et al. 2004; Thompson et al. 2005; Perrault et al. 2004; den
Hollander et al. 2008; Mackay et al. 2011), para la cual actualmente no existen tratamientos ni curas. RDH12
se localiza en los segmentos internos de las células fotorreceptoras de conos y bastones (Haeseleer et al.
2002; Maeda et al. 2006) donde protege contra el dafio inducido por la luz causado, al menos en parte, por
retinaldehidos reactivos (Maeda et al. 2006). Se ha demostrado que el todo-trans retinal generado después de
la exposicién a la luz se filtra de los segmentos externos de los fotorreceptores a los segmentos internos, y su
eliminacidén efectiva de las células fotorreceptoras requiere la actividad de tanto RDH8 presente en los
segmentos externos como de RDH12 presente en los segmentos internos (Chen et al. 2012) (Figura 1B). Como
tal, RDH12 también tiene el potencial de jugar un papel importante en la reduccidén del 11-cis retinal presente
en exceso de lo requerido para la biosintesis de opsina, que puede ingresar al segmento interno desde el
espacio subretinal (Chen et al. 2012).

Para investigar el potencial de la terapia de reemplazo génico para LCA/EOSRD debido a mutaciones en
RDH12, generamos vectores de virus adenoasociados que portan un ADNc de RDH12 de humano, en el que
la expresion esta bajo el control de un promotor de rodopsina cinasa que dirige la expresidén especifica de las
células fotorreceptoras (Khani et al. 2007; Sun et al. 2010; Young, et al. 2003). La construccién de ADN se
empaquet6 con una cépside derivada de AAV del serotipo 8 que media la transduccidn eficiente y robusta de
células fotorreceptoras (Allocca et al. 2007; Natkunarajah et al. 2008; Vandenberghe et al. 2011; Vandenberghe
et al. 2013), o con una céapside de AAV del serotipo 5 que media la transduccidn de fotorreceptores, pero con
cinéticas mas lentas y una expresiéon menos robusta en comparaciéon con la capside de AAV del serotipo 8
(Yang et al. 2002; Lotery et al. 2003; Allocca et al. 2007; Lebherz et al. 2008).

En estudios comparativos realizados en un modelo de ratén con deficiencia de Rdh12 (Rdh127) (Kurth et al.
2007), nuestro trabajo ha demostrado que los dos vectores tienen perfiles de seguridad significativamente
diferentes, con AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 demostrando niveles de expresién inesperados y sorprendentemente
eficaces y perfiles de toxicidad compatibles con el uso terapéutico para tratar distrofias retinales.

Secuencia de RDH12 de humano

La secuencia de un ADNc de RDH12 de humano ejemplar, que consta de los nucleétidos -10 a +980 relativos
al sitio de inicio de la traduccién, que codifica para los siete exones de RDH12 traducidos (GenBank #
NM_152443) se proporciona en SEQ ID NO:1.

La secuencia de la proteina de RDH12 de humano de longitud completa se proporciona en SEQ ID NO:2.
Promotor de rodopsina cinasa (hGRK1p)

En algunas realizaciones de los métodos descritos en la presente, se utiliza una construccién génica de
reemplazo en la que un ADNc de RDH12 de humano como se describe en la presente se coloca bajo el control
de un promotor de rodopsina cinasa humana (hGRK1). En algunas realizaciones, el promotor de hGRK1 tiene
aproximadamente 200 pares de bases (pb) de longitud conteniendo un promotor corto derivado del gen hGRK1
de la rodopsina cinasa (RK), el cual se ha demostrado que dirige la expresién especifica de células en bastones
y conos (Khani et al. 2007; Sun et al. 2010; Young, et al. 2003). Una secuencia promotora de hGRK1 ejemplar
contiene los nucledtidos -112 a +87 de SEQ ID NO:3 (Khani et al. 2007).

Vector viral de administracién

EI ADNc de RDH12 de humano abreviado, como se describié anteriormente, se empaqueta en un vector de
administracion, es decir, un vector AAV2/5.

Los genes de reemplazo (ADNc) se pueden administrar en cualquier portador eficaz, por ejemplo, cualquier
formulacién o composicién capaz de administrar eficazmente el gen componente a las células in vivo. Las
aproximaciones incluyen la insercién del gen en vectores virales no patégenos, no replicantes, incluyendo
retrovirus recombinantes, adenovirus, virus adenoasociados, lentivirus y virus del herpes simplex-1, o
plasmidos bacterianos o eucariéticos recombinantes. Los vectores virales transfectan células directamente; El
ADN de plasmido se puede administrar desnudo o con la ayuda de, por ejemplo, liposomas catiénicos
(lipofectamina) o derivatizado (por ejemplo, conjugado con anticuerpo), conjugados de polilisina, gramacidina
S, envolturas virales artificiales u otros portadores intracelulares similares, asi como inyeccién directa de la
construccién génica o precipitacién de Caz(PQOa); realizada in vivo.

Una aproximacién preferible para la introduccion in vivo de acido nucleico a una célula se realiza mediante el
uso de un vector viral que contiene acido nucleico, por ejemplo, un ADNc. La infeccién de células con un vector
viral tiene la ventaja de que una gran proporcion de las células diana pueden recibir el acido nucleico. Ademas,
las moléculas codificadas dentro del vector viral, por ejemplo, mediante un ADNc contenido en el vector viral,
se expresan eficazmente en células que han absorbido el acido nucleico del vector viral. Se pueden utilizar
vectores de retrovirus y vectores derivados de adenovirus como un sistema de administracién génica
recombinante para la transferencia de genes exdgenos in vivo, particularmente en humanos, en diversos tipos
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de células. Sin embargo, no transducen las células fotorreceptoras con suficiente eficacia como para que sean
Utiles para esta aplicacién.

Otro sistema méas de vector viral (til para la administracién de acidos nucleicos es el virus adenoasociado
(AAV). El virus adenoasociado es un virus defectuoso de origen natural que requiere de otro virus, como un
adenovirus o un virus del herpes, como virus auxiliar para una replicacion eficiente y un ciclo de vida productivo
(Muzyczka et al. 1992). También es uno de los pocos virus que puede integrar su ADN en células que no se
dividen y exhibe una alta frecuencia de integracion estable (véase, por ejemplo, Flotte et al. 1992; Samulski et
al. 1989; y McLaughlin et al. 1988). Los vectores que contienen tan solo 300 pares de bases de AAV se pueden
empadquetar e integrar. El espacio para el ADN ex6geno esta limitado a alrededor de 4.5 kb. Se puede utilizar
un vector AAV como el descrito en Tratschin et al., 1985 para introducir ADN en las células. Se han introducido
diversos &cidos nucleicos en diferentes tipos de células utilizando vectores AAV (véase, por ejemplo, Hermonat
et al. 1984, Tratschin et al. 1984a; Tratschin et al. 1984b; Wondisford et al. 1988; y Flotte et al. 1993).

El vector viral de administracidén es un virus AAV2/5 recombinante. Antes de la administracién, el producto final
puede someterse a una serie de pasos de ultrapurificaciéon para cumplir con los criterios de grado clinico.

Seleccidn del sujeto

Los sujetos que son candidatos para los tratamientos reivindicados incluyen aquellos que tienen un diagnéstico
de LCA causado por mutaciones en el gen que codifica para RDH12. Sujetos que padecen otras afecciones
oftalmolégicas clinicamente definidas causadas por mutaciones en el gen que codifica para RDH12, por
ejemplo, retinitis pigmentaria de aparicién temprana, también se pueden tratar utilizando los métodos descritos
en la presente. Se puede realizar un diagnéstico de LCA u otra afeccion oftalmolédgica causada por mutaciones
en el gen que codifica para RDH12 utilizando métodos conocidos en la técnica.

Los métodos descritos en la presente pueden incluir identificar a un sujeto, por ejemplo, un nifio, adolescente
o adulto joven que tiene LCA u otra afeccién oftalmolégica causada por una o més mutaciones en el gen que
codifica para RDH12, o que se sospecha que tiene LCA u otra afeccién oftalmolégica causada por una o méas
mutaciones en el gen que codifica para RDH12 (por ejemplo, basandose en la presencia de sintomas de la
afeccién y ninguna otra causa obvia), y obteniendo una muestra que comprende ADN genémico del sujeto,
detectando la presencia de mutaciones en RDH12 utilizando métodos de biologia molecular conocidos, y
seleccionando un paciente que tiene mutaciones en ambos alelos de RDH12 que causan LCA u otra afeccién.
Los sintomas de la afeccidn incluyen atrofia macular, adelgazamiento de la févea y alteracién de la arquitectura
laminar, lo que resulta en pérdida temprana de la visiéon central y progresién a visiéon LP. Los campos visuales
estan restringidos a la edad mas temprana medida y las respuestas al ERG ya no se pueden registrar en la
edad adulta temprana. Detectar mutaciones en RDH12 puede incluir secuenciar todo o parte del gen de RDH12
en un sujeto, y comparar la secuencia con una secuencia de referencia (por ejemplo, No. de acceso a GenBank
NG_008321.1) para detectar una mutaciéon. Mutaciones de cambio de marco, mutaciones de truncamiento,
mutaciones que alteran un aminoécido conservado, mutaciones que afectan el empalme de la transcripcién, o
mutaciones que afectan una regién reguladora (por ejemplo, promotor) se consideran mutaciones que pueden
causar LCA u otra afeccién oftalmoldgica como se describe en la presente; una alteracién en la funcién se
puede confirmar expresando a la mutante in vitro (por ejemplo, en células cultivadas), y probando, por ejemplo,
funcién enzimética. Las mutaciones ejemplares en el estado homocigoto incluyen: Glu127X, GIn189X,
Tyr226Cys, Ala269GlyfsX1 y Leu274Pro (todas las referencias a la posicion se refieren a la secuencia de la
proteina RDH12 de SEQ ID NO:2). Las mutaciones ejemplares en el estado heterocigoto compuesto incluyen:
Thr4d9Met/Arg62X; Arg65X/Ala269GlyfsX1; His151D/Thr155lle; His151D/Arg269GlyfsX1 (Janecke et al. 2004,
Schuster et al. 2007). (Las posiciones se refieren a la secuencia de la proteina de SEQ ID NO:2).

Pacientes con LCA u otra afeccidén oftalmolégica debido a al menos una mutacién en RDH12 que se pueden
tratar utilizando un método descrito en la presente preferiblemente conservan algunos fotorreceptores y funcién
visual, por ejemplo, medida mediante pruebas de campo o funcién visual estdndar y/o Tomografia de
Coherencia Optica (OCT, por ejemplo, Dominio espectral-OCT (SD-OCT)). Los métodos descritos en la
presente pueden incluir identificar sujetos que han sido diagnosticados con LCA u otra afeccién oftalmoldgica
debido a al menos una mutacién en RDH12, que tienen al menos una mutacién confirmada en RDH12 que
causa su afeccién, y probando su capacidad visual y detectando la presencia de fotorreceptores centrales
residuales.

Ejemplos

Como se describe en otra parte de la presente, la invencién que se reivindica actualmente es tal como se define
en las reivindicaciones. Cualquiera de los siguientes Ejemplos que no caiga dentro del alcance de las
reivindicaciones no forma parte de la invencién que se reivindica actualmente y se proporcionan Gnicamente
con fines comparativos.

El tema divulgado y reivindicado se describe con mas detalle en los siguientes ejemplos, que no limitan el
alcance de la invencion descrita en las reivindicaciones.
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Materiales y métodos

Los siguientes materiales y métodos se utilizaron en los experimentos divulgados en los Ejemplos expuestos a
continuacion.

Animales

La generacion y el andlisis de ratones Rdh12”- han sido descritos previamente (Kurth et al. 2007). Los ratones
Rdh127 utilizados en este estudio fueron criados a partir de apareamientos entre hermanos entre machos y
hembras nulicigotos mantenidos en nuestra instalacién institucional para animales. Los ratones WT que se
utilizaron en el estudio fueron C57BL/6 de The Jackson Laboratory (Wilmington, MA).

Para los estudios divulgados en la presente se utilizaron ratones transgénicos de los siguientes genotipos:
ratones Rdh127- en fondo C57BL/6J homocigotos para la variante Rpe65-Met450 (M/M) (Kurth, 2007), y ratones
albinos Rdh127- con fondo BALB/c homocigotos para la variante Rpe65-Leu450 (L/L) (Chrispell, 2009), que se
obtuvieron mediante reproduccién. Los ratones se criaron en un ciclo de 12 horas (luz)/12 horas (oscuridad) y
fueron sacrificados por inhalacién de CO» después del neumotérax bilateral.

Construccidn del plasmido y produccién de AAV2/5 y VAA2/8 recombinantes

EI ADNc de RDH12 de humano se amplificé a partir de ADNc de retina de humano mediante PCR utilizando
cebadores disefiados para abarcar toda la regién codificante de RDH12, se cloné y se secuencié para verificar
la fidelidad, como se describié anteriormente (Janecke et al. 2004). Para construir los vectores AAV, se insertd
ADNc de RDH12 en el sitio de clonacién multiple del vector parental pAAV- hGRK1-hrGFP. El vector pAAV-
hGRK1-Rdh12 resultante se empaquetd en AAV. Los vectores pseudotipados AAV2/5 y AAV2/8 se generaron
mediante transfeccién bipartita: (1) plasmido del vector de AAV que codifica para el gen de interés, (2) plasmido
auxiliar de AAV que codifica para las proteinas Rep de AAV del serotipo 2 y las proteinas Cap del ya sea serotipo
5 o serotipo 8, y funciones auxiliares del adenovirus en células 293T. La transfeccién y purificacidn se realizaron
utilizando un protocolo publicado (Nishiguchi et al 2015). Dos dias después de la transfeccidn, las células se
lisaron mediante ciclos repetidos de congelacién y descongelacion. Después de la limpieza inicial de los restos
celulares, el componente de é&cido nucleico de las células productoras de virus se elimind mediante el
tratamiento con Benzonasa. Las particulas del vector AAV recombinante se purificaron mediante cromatografia
de afinidad utilizando una matriz de AVB, se lavaron en PBS 1x y se concentraron a un volumen de 100-150 ml
utilizando concentradores Vivaspin 4 (10 kDa). Los vectores se titularon mediante amplificacién por gPCR.

Inyecciones subretinales

Se colocaron cohortes de ratones de aproximadamente 4 semanas de edad bajo anestesia general con una
inyeccién intraperitoneal de ketamina (90 mg/kg)/xilazina (9 mg/kg). Se aplicé una solucidén de proparacaina al
0.5% en la cornea como anestésico tdpico. Las pupilas se dilataron con aplicacién tépica de tropicamida (0.5%).
Bajo un microscopio quirirgico oftdlmico, se realizé una pequefia incisién a través de la cérnea adyacente al
limbo utilizando una aguja de calibre 30. Se inserté una aguja roma de calibre 34 colocada en una jeringa
Hamilton a través de la incisién detras del cristalino y se empujé a través de la retina. Todas las inyecciones se
realizaron por via subretinal en una ubicacién dentro del cuadrante nasal de la retina. Cada ojo recibié hasta 2
x 10° vg de AAV2/5-(hGRK1)-hRDH12 en un volumen de hasta 2 L. El vector que codifica para RDH12 se
administré por separado a un ojo de cada ratén que recibi6é tratamiento, y los ojos contralaterales no se
inyectaron. El examen de fondo del ojo después de la inyeccién encontré que mas del 30% de la retina se habia
desprendido en la mayoria de los casos, lo que confirma una administracién subretinal exitosa.

Anticuerpos

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: un anticuerpo policlonal (CSP) anti-Rdh12 de conejo especifico
para la proteina de ratén (contra 252SPFFKSTSQGAQ263, SEQ ID NO:4), y un anticuerpo monoclonal anti-
RDH12 de ratén (2C9) especifico para la proteina humana (contra C-284DCKRTWVSPRARNNKT299; SEQ ID
NO:5) (Kurth et al. 2007); un anticuerpo monoclonal anti-RHO de ratén (1D4) (MacKenzie et al. 1984); un
anticuerpo policlonal anti-RHO de conejo generado contra la proteina desnaturalizada; y un anticuerpo
policlonal de conejo anti-opsina de cono roja/verde (Millipore cat# AB5405).

Analisis de inmunotransferencia

Las proteinas en los homogeneizados de retina se separaron mediante SDS-PAGE, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa que luego se bloquearon, se incubaron con anticuerpo primario durante la noche,
se lavaron, se incubaron con anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina y se revelaron utilizando
5-bromo-4-cloro-3' -indolil fosfato p-toluidina y cloruro de nitroazul de tetrazolio.
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Histologia e Inmunofluorescencia

Los ratones fueron sacrificados, los ojos se puntuaron para orientacién y luego se enuclearon. Para las
criosecciones, se retiraron el cristalino y los segmentos anteriores, los ojos se fijaron brevemente con
paraformaldehido al 4%, se lavaron con PBS, se transfirieron a sacarosa/OCT, se congelaron instantdneamente
y se seccionaron a un grosor de 10 um. Para la preparacion de sustitucién por congelacién, ojos enteros se
congelaron instantaneamente en isopentano enfriado con hielo seco durante 30 segundos y luego se
transfirieron a metanol enfriado con hielo seco que contenia acido acético glacial al 3%. Los ojos se incubaron
a 80°C durante 48 horas, luego durante la noche a -20°C, se embebieron en parafina y se seccionaron a un
grosor de 6 uym. Se desparafinaron las secciones de parafina y se recuperaron los antigenos incubando en 1
mM de EDTA, Tween 20 al 0.05%, pH 8.0, a 90°C durante 30 minutos antes del etiquetado inmunolégico de la
siguiente manera. Brevemente, se lavaron secciones transversales de retina con PBS y se permeabilizaron con
PBS-T (Triton X-100 al 0.3%); se bloquearon con albumina sérica bovina al 1%, suero de cabra normal al 10%
y Triton X-100 al 0.3%; y se incubaron con anticuerpos primarios durante la noche a 4°C, se lavaron y luego se
incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con fluoréforo durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
secciones se cubrieron con cubreobjetos utilizando una montura de gel ProLong Gold que contiene 4'6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI; Invitrogen) y se tomaron imagenes utilizando un microscopio de fluorescencia
Leica DM&000.

Registro de ERG

Los ERG se realizaron como se describié anteriormente (Thompson, 2012) utilizando el sistema de registro
Espion e2 (Diagnosys, Lowell, MA). Brevemente, los ratones se adaptaron a la oscuridad durante la noche y
se anestesiaron con una inyeccién intraperitoneal de ketamina (93 mg/kg) y Xilazina (8 mg/kg). Las pupilas se
dilataron con tropicamida tépica (0.5%). La temperatura corporal se mantuvo a 37°C con una almohadilla
térmica. Los ERG de la cérnea de ambos ojos se registraron utilizando bucles de alambre de oro con anestesia
tépica de tetracaina al 0.5% y una gota de metilcelulosa al 2% para la hidratacién de la cérnea. Se utilizé como
referencia un bucle de alambre de oro colocado en la boca, y un electrodo de tierra estaba en la cola. El
protocolo de ERG consistié en registrar respuestas adaptadas a la oscuridad (escotépicas) a breves destellos
blancos (-2.31 log cd.s.m™ para ondas B aisladas de bastones; 1.09 log cd.s.m? para ondas Ay B de conos y
bastones combinados). Los ERG adaptados a la luz (fotdpicos) se registraron después de 10 minutos de
adaptacion a un fondo blanco de 32 cd.m™? de supresion de bastones en respuesta a destellos de intensidad
de 1.09 log cd.s.m™? (para ondas B aisladas de cono). Las respuestas se amplificaron a una ganancia de 1,000
de 1.25 a 1000 Hz y se digitalizaron a una tasa de 2000 Hz. Se utilizé un filtro de muesca para eliminar el ruido
de linea de 60 Hz. Las respuestas se promediaron por computadora y se registraron en intervalos de 3 a 60
segundos dependiendo de la intensidad del estimulo. Para el anélisis estadistico, se utilizaron pruebas t
pareadas para determinar si las amplitudes de ERG en los ojos tratados eran significativamente diferentes de
las de los ojos no tratados.

Anélisis de dafios inducidos por la luz.

A los ratones albinos Rdh12” se les inyecté en un ojo con AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 (1.3 x 10° vg), o con un
volumen igual de PBS, y los ojos contralaterales no se inyectaron. Seis semanas después de la inyeccién, se
realizé un analisis de ERG y se cuantificaron las respuestas escotdpicas como se describié anteriormente. Una
semana mas tarde, los ratones se adaptaron a la oscuridad durante la noche, se dilataron sus pupilas con
tropicamida (0.5%) y luego se colocaron en una caja de luz en bandejas transparentes individuales. Los ratones
fueron expuestos a 5,000 lux durante 2 horas y luego fueron devueltos a la vivienda del vivero (12 horas de
oscuridad/12 horas de luz (<20 lux)) durante 7 dias, después de lo cual se repiti6 el analisis de ERG. Se calculd
para cada ojo el porcentaje de la respuesta al ERG original restante después del dafio causado por la luz y se
muestran los promedios graficados con errores estandar. Se utilizaron pruebas t pareadas de dos colas para
determinar si las amplitudes del ERG en los ojos tratados eran significativamente diferentes de las de los ojos
no tratados.

Tomografia de Coherencia Optica

Los ratones se anestesiaron y se dilataron las pupilas con tropicamida al 0.5%. Se centré en la cabeza del
nervio 4ptico un sistema de tomografia de coherencia 6ptica (OCT) de dominio espectral (sistema Bioptigen
Envisu R2200 SD-OCT (Durham, NC, USA)), con un tamafio de analisis de volumen de 1.4 x 1.4 mm. Se
utilizaron gotas lubricantes Systane (Alcon) durante todo el proceso de obtencién de imagenes.

Analisis del contenido de retinoides.

Se extrajeron de los ojos de ratdn todo-trans retinal y 11-cis retinal utilizando una modificacién de un método
descrito previamente (Bligh and Dyer, 1959). Seis semanas después de la inyeccién, los ratones se adaptaron
a la oscuridad durante la noche y luego, bajo luz roja tenue, se sacrificaron mediante sobredosis de COo, y los
0jos se enuclearon y se congelaron en Ny liquido. Bajo luz roja tenue y sobre hielo, cada ojo se homogeneizd
en 1 mL de cloroformo: metanol: hidroxilamina (2 M) (3:6:1) y se incubé a temperatura ambiente durante 2
minutos. A continuacién, se afiadieron 200 L de cloroformo y 240 UL de agua, y cada muestra se agité con
vortex y se centrifugé a 14,000 rpm durante 5 minutos. Se recolectd la fase inferior, se evapor6 el solvente bajo
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nitrégeno y la muestra se disolvié en hexano. Los retinoides en los extractos se identificaron y cuantificaron
mediante analisis de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), utilizando un médulo de separacion
Waters Alliance y un detector de arreglos de fotodiodo con una columna Supelcosil LC-31 (25 cm por 4.6 mm
por 3 um) revelada con 1,4-dioxano al 5% en hexano. La identificacion de picos se realizé mediante la
comparacién a los tiempos de retenciéon de compuestos estandar y evaluacién de longitudes de onda méximas.
El andlisis cuantitativo se realizé comparando las éreas de los picos a 347 y 351 nm para sin- y oxima de anti-
11-cis retinal, respectivamente, y a 357 y 361 nm para sin- y oxima de anti-todo-frans retinal, respectivamente
(Kurth et al. 2007).

Ensayo de actividad de la retinal reductasa

Se analizd la actividad de la retinal reductasa en homogeneizados de retina de ratén 6 semanas después de la
inyeccién. Se sacrificaron ratones adaptados a la luz y cada retina se homogeneizé individualmente en 125 L
de 0.25 M de sacarosa, 25 mM de Tris-acetato, pH 7, 1 mM de ditiotreitol. Los homogeneizados se centrifugaron
a 1000 x g durante 5 minutos para eliminar las células sin romper y luego los sobrenadantes se sonicaron con
una sonda con micropunta (30 veces durante 1 segundo cada una) en hielo. Las concentraciones de proteinas
se determinaron mediante una modificacién al procedimiento de Lowry (Peterson et al. 1977), y los niveles de
RDH12 se evaluaron mediante inmunodeteccion. Se agruparon muestras similares y se analizaron 20 ug de
cada lisado agrupado (por triplicado) en amortiguador que contiene 200 M de todo-trans retinal y 200 uM de
NADPH en amortiguador HEPES (pH 8); Las reacciones se incubaron durante 0-45 minutos en un bafio de
agua a 37°C (una temperatura de reaccién que minimizé la isomerizacidén térmica de los sustratos retinoides,
asi como la inactivacién de enzimas). La formacién de todo-frans retinol se cuantificé utilizando analisis por
HPLC de fase normal en comparacidn con estandares conocidos (Chrispell et al. 2009).

Ejemplo 1
Expresién de RDH12 de humano mediada por AAV

Se desarrollaron y probaron una variedad de vectores para la terapia de reemplazo de RDH12. La construccién
del vector de RDH12 éptima se muestra en la Figura 2A. Comprende el ADNc de RDH1712 de humano bajo el
control de un fragmento del promotor de la Rodopsina Cinasa humana (GRK1). La construccién esta
empaquetada en un serotipo AAV2/5. Se ha demostrado que la capside de AAV del serotipo 5 media la
transduccion de fotorreceptores, pero con cinéticas mas lentas y una expresién menos robusta en comparacién
con la capside de AAVS8 (Yang et al. 2002; Lotery et al. 2003; Allocca et al. 2007; Lebherz et al. 2008). La
expresion de la proteina RDH12 de humano en retinas de ratdn 6 semanas después de la inyeccion subretinal
de AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 (1.3 x 10° vg) se evalué utilizando anticuerpos especificos para las proteinas
Rdh12 de ratén o RDH12 de humano. Los niveles de RDH12 de humano administrados por vector parecen ser
aproximadamente comparables a la cantidad de Rdh12 de ratén (Figura 2B). Se utiliz6 imagenologia de
inmunofluorescencia indirecta en secciones de retina para evaluar Rdh12 de ratén nativa y RDH12 de humano
recombinante, utilizando anticuerpos especificos de especie. La localizacion de RDH12 enddgena y
recombinante parece ser idéntica, lo que indica que la proteina se estd procesando normalmente (Figura 2C).

La capacidad de las retinas de los ratones Rdh12” para reducir retinaldehidos exdégenos se reduce
significativamente en comparacién con los ratones de tipo silvestre (Chrispell et al. 2009). Seis semanas
después de la inyeccidon subretinal de 1.3 x 10° vg de AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 en ratones Rdh12”, se
analizaron homogeneizados de retina para determinar in vitro la actividad de la retinal reductasa. La formacién
de todo-trans retinol se cuantificé utilizando analisis por HPLC de fase normal. Cada punto de datos representa
la media * error estdndar para un minimo de 5 experimentos independientes donde se agruparon y analizaron
retinas de 3 a 5 ratones por triplicado. Las tasas iniciales de la formacién de todo-frans retinol en retinas de
ratones Rdh12" y C57BL/6J no inyectados fueron 0.013 pmol minuto™ g de proteina™y 0.071 pmol minuto™
hg de proteina’ respectivamente (Figura 3A). La actividad residual presente en ratones Rdh12” refleja la
presencia de otras isoformas de RDH que son capaces de reducir a todo-frans retinal (Rattner et al. 2000;
Haeseleer et al. 2002). En ratones Rdh12” inyectados con AAV2/5-hGRK1p.hRDH12, la tasa de formacién de
todo-trans retinol de 0.046 pmol minuto™ g de proteina™ fue significativamente mayor que para ratones Rdh12-
" inyectados con PBS (0.016 pmol minuto™ pg de proteina™). La recuperacion de la actividad de la retinal
reductasa (alrededor del 50%) es consistente con la transduccién parcial de la retina (alrededor del 30%) e
indicé que el vector restablecié los niveles normales de actividad en los fotorreceptores transducidos. El
transgén se expresé durante méas de 12 meses (el punto de tiempo més largo examinado). El etiquetado por
inmunofluorescencia mostré el grado de transduccion de la retina y la expresién de RDH12 recombinante en
un ratén Rdh12”- evaluado 16 semanas después de la inyeccién, cubriendo aproximadamente un tercio de la
superficie de la retina (Figura 3B).

Se evalué el efecto de AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 sobre la susceptibilidad al dafio inducido por la luz en ratones
albinos Rdh127- a los que se les inyectd en un ojo con 1.3 x 10° vg o un volumen igual de PBS, y no recibieron
tratamiento en el ojo contralateral. El anélisis de ERG de la actividad retinal escotépica (bastones aislados y
conos y bastones combinados) se realizé 1 semana antes y 1 semana después, sometiendo a los ratones a
niveles de luz que causan un dafio a la retina significativo en animales albinos (5,000 lux durante 2 horas). El
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porcentaje de actividad retinal restante en los ojos tratados con vector fue significativamente mayor que el
restante en los ojos no tratados (p < 0.0168) (Figura 4). Por el contrario, en los animales de control inyectados
con PBS, el porcentaje de actividad retinal escotépica restante en los ojos no inyectados no fue
significativamente mayor que en los ojos no tratados (p = 0.2255). Estos hallazgos son consistentes con la
protecciéon mediada por AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 contra una mayor susceptibilidad al dafio inducido por la luz
asociado con la deficiencia de RDH12.

La toxicidad del vector se evalué mediante el efecto directo de la actividad de RDH12 de humano sobre el
metabolismo de los retinoides y para efectos indirectos sobre la estructura y funcién de la retina, como se
describe en el siguiente pasaje.

La amplia especificidad de sustrato de RDH12 que permite la reduccién de 11-cis retinal y de todo-trans retinal
creé el potencial para sobreexpresién o localizacién errénea de la proteina recombinante para impactar
negativamente la funcién del ciclo visual. Se utilizé el anélisis mediante HPLC del contenido de retinoides para
evaluar la actividad del ciclo visual en ojos de ratones Rdh12* inyectados con AAV2/5-hGRK1p.hRDH12, o
con PBS, o de controles C57BL/6J no inyectados. Anélisis de retinoides 6 semanas después de la inyeccién
subretinal de AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 (1.3 x 10° vg) en ratones Rdh12’ mostraron que la expresion de
hRDH12 no afecté significativamente los niveles estacionarios de 11-cis retinal en la retina (Figura 5A). Un
cromatograma representativo muestra diversos controles con tiempos de elucidén indicados para diversos
retinoides. Niveles totales retinales de 11-cis retinal y todo-frans retinal representan valores promedio * error
estandar para un minimo de 5 experimentos independientes (Figuras 5B, C). Las respuestas de ERG de la
actividad retinal se midieron en ratones C57BL/6J y Rdh127 que recibieron 1.3 x 10° vg de AAV2/5-
hGRK1p.hRDH12y se mantuvieron en la vivienda del vivero (12 horas de oscuridad/12 horas de luz (<20 lux)).
Las respuestas escotdpicas (estimulo de -2.3 log cd.s.m™ aislado de baston), conos y bastones combinados
(estimulo de 1.09 log cd.sm), y fotépicas (mediadas por conos, estimulo de 1.09 log cd.s.m?) de los ERG de
un animal representativo en cada grupo de tratamiento medidas 6 semanas después de la inyeccién no
mostraron ningun efecto significativo en la expresién de RDH12 de humano sobre la funcién de la retina (Figura
6).

La localizacién errénea de rodopsina y opsina de cono es un indicador bien caracterizado de disminucién de la
viabilidad de las células fotorreceptoras (Adamian et al. 2006; Turney et al. 2007; Brunner, et al. 2010; Lopes
et al. 2010). La localizacién inmunohistoquimica de rodopsina y opsina roja/verde se evalué en ratones Rdh12
- que no fueron inyectados o que fueron inyectados con AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 (1.3 x 10° vg). En ratones
que exhibieron expresién transgénica robusta, no se observé ninguna disminucién en los niveles de expresién
de opsina ni evidencia de localizacion errénea de opsina en bastones y conos 16 semanas después del
tratamiento; la estructura de la retina permaneci6 intacta 54 semanas después de la inyeccién (Figura 7).

El analisis de tomografia de coherencia 6ptica (OCT) de ratones C57BL/6J y Rdh127 evaluados 54 semanas
después de la inyeccion de AAV2/5-hGRK1p.hRDH12 (2 x 10° vg) no mostré alteraciones importantes en la
laminacion de la retina a lo largo de un area amplia que incluye ambos lados del nervio 6ptico. La estructura
de la retina se mantuvo estable durante al menos un afio después de la inyeccién en comparacién con los ojos
contralaterales no inyectados (Figura 8).

Ejemplo 2. Dafio a la retina causado por AAV2/8
Dafio a la retina en ratones inyectados con AAV2/8-hGRK1p.hRDH12.

Se ha demostrado que una capside derivada de AAV del del serotipo 8 media la transduccién eficiente y robusta
de células fotorreceptoras (Allocca et al. 2007; Natkunarajah et al. 2008; Vandenberghe et al. 2011,
Vandenberghe et al. 2013). Los estudios iniciales se realizaron con un serotipo AAV2/8 que porta la construccién
del vector descrita anteriormente. Los ratones Rdh12* tratados mediante inyeccién subretinal de AAV2/8-
hGRK1p.hRDH12 en dosis de 108-10° genomas virales (vg) dieron como resultado una expresion robusta de
la proteina RDH12 de humano recombinante. Sin embargo, los ojos inyectados desarrollaron dafio a la retina
significativo tan pronto como 3 semanas después de la inyeccién, y en casitodos los casos 6 semanas después
de la inyeccion. La infiltraciéon de macréfagos se observé en la mayoria de los casos por la presencia de células
CD68" (Figura 9). El dafio a la retina no fue mitigado por la administracién sistémica de ciclosporina (Borel et
al. 1976) a ratones Rdh12’ continuamente desde el momento del destete hasta el momento del sacrificio, lo
que indica que las respuestas inmunes contra el vector o el transgén no fueron la causa del dafio. Esta visién
es consistente con los resultados obtenidos en ratones CS57BL/6J de tipo silvestre inyectados con
construcciones que codifican para ya sea RDH12 de humano (AAV2/8-hGRKIp.hRDH12) o Rdh12 de ratén
(AAV2/8-hGRK1p.mRdh12), en los cuales también se produjo un adelgazamiento significativo de la retina y
una infiltracién de macréfagos 6 semanas después de la inyeccién.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector viral adenoasociado que comprende un &cido nucleico, en el que el acido nucleico comprende
ADN de RDH12 de humano y en el que el ADN de RDH12 de humano codifica para una proteina que es al
menos 70%, 80%, 90%, 95% o 99% idéntica a la longitud completa de SEQ ID NO:2 para uso en un método
para tratar a un sujeto humano que tiene una afeccién oftalmolégica debido a una o0 mas mutaciones de pérdida
de la funcién en el gen que codifica para la proteina Retinol Deshidrogenasa 12 (RDH12), comprendiendo el
método administrar el vector viral adenoasociado a al menos un ojo del sujeto, en el que el vector viral
adenoasociado es AAV-2, serotipo 5 (AAV2/5), en el que el ADN de RDH12 estéa bajo el control de la expresién
de un promotor de rodopsina cinasa humana 1 (hGRK1), y en el que la afeccién oftalmolégica es Amaurosis
Congénita de Leber (LCA).

2. El vector viral adenoasociado para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el promotor de hGRK1
comprende SEQ ID NO:3, o

en el que el ADN de RDH12 comprende una secuencia que es al menos 60% o 70% idéntica a SEQ ID NO:1,
0

que comprende administrar el dcido nucleico a un titulo de alrededor de 2 x 10'° genomas virales por mililitro
(vg/mL) hasta un titulo de alrededor de 2 x 10" vg/mL, o

en el que el acido nucleico se administra en el espacio subretinal.

3. El vector viral adenoasociado para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en el que el acido nucleico se
administra en el espacio subretinal con una cénula de microinyeccién que se inserta en el espacio subretinal.

4. El vector viral adenoasociado para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el ADN de RDH12
de humano codifica para una proteina que comprende SEQ ID NO:2 y en el que el promotor de hGRK1 consiste
en SEQ ID NO:3.

5. Un vector viral adenoasociado que comprende un acido nucleico que codifica para un ADN de RDH12 de
humano, en el que el ADN de RDH12 de humano codifica para una proteina que es al menos 70%, 80%, 90%,
95% 0 99% idéntica a la longitud completa de SEQ ID NO:2, en el que el ADN de RDH12 est4 bajo el control
de un promotor de rodopsina cinasa humana 1 (hGRK1), y en el que el vector viral adenoasociado es AAV-2,
serotipo-5 (AAV2/5).

6. El vector viral adenoasociado de la reivindicacién 5, en el que el promotor de hGRK1 comprende SEQ ID
NO:3, o en el que el ADN de RDH12 de humano codifica para una proteina que comprende SEQ ID NO:2.

7. El vector viral adenoasociado de la reivindicacién 5 o la reivindicacién 6, en el que el promotor de hGRK1
consiste en SEQ ID NO:3.

8. El vector viral adenoasociado de la reivindicacién 5, en el que el ADN de RDH12 de humano es al menos
60% o 70% idéntico a la longitud completa de SEQ ID NO: 1.

9. Una célula hospedera aislada que comprende el vector viral adenoasociado de una cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 8.

10. La célula hospedera aislada de la reivindicacidén 9, en la que la célula expresa una proteina RDH12 de
humano.
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