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DESCRIPCION
Vectores viricos adenoasociados para el tratamiento de glaucoma de miocilina (MYOC)
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de EE. UU. n.? 62/051.299, presentada
el 16 de septiembre de 2014.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere en general a vectores de AAV y a métodos de uso de vectores de AAV para tratar
glaucoma de miocilina (MYOC).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las mutaciones de miocilina (MYOC) representan aproximadamente el 2%-4% del glaucoma primario de angulo
abierto (POAG; ~90.000 pacientes estadounidenses). En particular, las mutaciones glaucomatosas MYOC P370L
0 Y437H representan el 10%-30% de la forma juvenil de POAG (JOAG; ~6.000 pacientes de EE.UU.) y estan
asociadas con un aumento de la presién intraocular (P1O), muerte de células ganglionares retinianas y dafio de
cabeza del nervio optico (ONH} (Shimizu et al. (2000) Am. J. Ophthalmol. 130:165-77; Fan y Wiggs (2010) J. Clin.
Invest. 120:3064-72).

A pesar de la asociacion entre las mutaciones MYOC y el glaucoma, el efecto de los mutantes MYOC sobre la
funcion ocular sigue siendo poco claro. Por consiguiente, se necesita una comprensién adicional de la funcién de
MYOC y MYOC mutante para descubrir nuevas estrategias terapéuticas para tratar el glaucoma de miocilina
(MYQC).

Pechan et al. (2015) Investigative Opthalmology & Visual Science 56(7) se refiere al papel de los mutantes de
miocilina y la sefializacion de Wnt en el glaucoma. Kim et al. (2008) Molecular Biology of the Cell 19(6), 2588-2596,
se refiere a una comparaciéon de miembros de la familia R-espondina en la regulacion de la via Wnt. Kwon et al.
(2009) Molecular and Cellular Biology 29(8), 2139-2154, se refiere a un estudio de las funciones de la miocilina
humana y sus dos fragmentos proteoliticos. Buie et al. (2010} Investigative Opthalmology & Visual Science 51(1),
236-248, se refiere a una investigacion sobre la capacidad de los vectores de AAV para inducir el suministro seguro
a largo plazo de transgenes a la malla trabecular de animales vivos. El documento de patente WO 2009/046059
A1 se refiere a métodos para suministrar moléculas de ARN interferente usando un vector de AAV
autocomplementario a un ojo de un paciente para tratar trastornos oculares. El documento de patente WO
2005/079815 A2 se refiere al tratamiento para una enfermedad autosomica dominante del ojo tal como retinitis
pigmentosa o glaucoma que comprende medios para suprimir sustancialmente todos los alelos de un gen asociado
con la enfermedad. El documento de patente WO 2005/117938 A2 se refiere a ARNip especifico para miocilina y
miocilina mutante, y a métodos de tratamiento de afecciones y/o enfermedades oculares.

SUMARIO DE LA INVENCION
La invencién se expone en el conjunto de reivindicaciones adjunto.

La invencién proporciona una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un vector
que codifica R-espondina 1 (RSPO1), R-espondina 2 (RSPO2) o R-espondina 4 (RSPO4) para su uso en un
método de tratamiento del glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero, en donde dicho método comprende
administrar dicha particula de rAAV al ojo del mamifero, y en donde RSPO1, RSPO2 o RSPO4 esta unido
operativamente a un promotor, en donde: (i) el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o RSPO4 en el ojo
del mamifero; y/o (ii) el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o RSPO4 en células de la malla trabecular.

La invencién también proporciona una particula de AAV recombinante que comprende un vector de AAV, en donde
el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO1, RSPO2 o RSPO4, y en donde RSPO1, RSPO2
0 RSPO4 esta unido operativamente a un promotor, en donde: (i) el promotor es capaz de expresar RSPO1,
RSPO2 o0 RSPO4 en el ojo del mamifero; y/o (ii) el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o0 RSPO4 en
células de la malla trabecular, opcionalmente en donde el acido nucleico codifica ademas un acido nucleico
inhibidor que se dirige a la expresion de una miocilina (MYOC) en un mamifero.

DESCRIPCION DETALLADA
La informacién técnica expuesta a continuacién puede, en algunos aspectos, ir mas alla del alcance de la invencién,

que se define por las reivindicaciones adjuntas. La informacion técnica adicional se proporciona para situar la
invencién actual en un contexto técnico mas amplio e ilustrar posibles avances técnicos relacionados.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3011359 T3

Cualquier referencia incidental a métodos de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o terapia y
métodos de diagnodstico puestos en practica en el cuerpo humano o animal no debe interpretarse como que
reivindica proteccion para dichos métodos como tales, sino que en su lugar debe interpretarse como referencia a
productos, en particular sustancias o0 composicién, para su uso en cualquiera de esos métodos.

La divulgacién se refiere a métodos de tratamiento de glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero, que
comprenden administrar al ojo del mamifero un agente que aumenta la sefializacién de Wnt en el ojo del mamifero.
Por consiguiente, la divulgacion proporciona un agente que aumenta la sefializacién de Wnt en el ojo de un
mamifero, para su uso en métodos de tratamiento de glaucoma de miocilina (MYOC) en el mamifero. En algunos
casos, el agente aumenta la sefializacion de Wnt en una célula de malla trabecular (TM) del ojo del mamifero. En
algunos casos, el

agente aumenta la actividad de R-espondina 1 (RSPO1), R-espondina 2 (RSPO2), R-espondina 3 (RSPO3) y/o R-
espondina 4 (RSPO4) en el ojo del mamifero. En algunas realizaciones, el agente se usa en combinacién con uno
0 mas agentes adicionales que aumentan una o mas actividades de RSPO en el ojo del mamifero. En algunas
realizaciones, el agente aumenta RSPO1 en la TM del ojo del mamifero. En algunos casos, el agente es RSPO1
o una variante funcional de la misma. En algunos casos, el agente es una particula de virus adenoasociado
recombinante (rAAV) que comprende un vector que codifica RSPO1 o una variante funcional de la misma. En
algunas realizaciones, RSPO1 es una RSPO1 truncada. En algunas realizaciones, el agente aumenta RSPO2 en
la TM del ojo del mamifero. En algunos casos, el agente es RSPO2 o una variante funcional de la misma. En
algunos casos, el agente es una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) gue comprende un vector
que codifica RSPO2 o una variante funcional de la misma. En algunas realizaciones, RSPO2 es una RSPO2
truncada. En algunos casos, el agente aumenta RSPO3 en la TM del ojo del mamifero. En algunos casos, el agente
es RSPO3 o una variante funcional de la misma. En algunos casos, el agente es una particula de virus
adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un vector que codifica RSPO3 o una variante funcional de la
misma. En algunas realizaciones, RSPO3 es una RSPO3 truncada. En algunas realizaciones, el agente aumenta
RSPO4 en la TM del ojo del mamifero. En algunos casos, el agente es RSPO4 o una variante funcional de la
misma. En algunos casos, el agente es una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende
un vector que codifica RSPO4 o una variante funcional de la misma. En algunas realizaciones, RSPO4 es una
RSPO4 truncada. De acuerdo con la invencién, el agente es una particula de virus adenoasociado recombinante
(rAAV) que comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2 o RSPO4, en donde RSPO1, RSPO2 o RSPO4
esta unido operativamente a un promotor, en donde: (i) el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o
RSPO4 en el ojo del mamifero; y/o (ii) el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o RSPO4 en células de
la malla trabecular.

En algunos aspectos, la invencién proporciona administrar un segundo agente que aumenta la sefializacién de
Whnt en el ojo del mamifero. En algunas realizaciones, el segundo agente aumenta la sefializacién de Wnt en la
TM del ojo del mamifero. En algunas realizaciones, el segundo agente reduce o inhibe la expresién de miocilina
(MYOC) en el ojo del mamifero. En algunas realizaciones, el segundo agente reduce o inhibe la expresion de
MYOC en la TM del ojo del mamifero. En algunas realizaciones, el segundo agente es una particula de virus
adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un vector que codifica un acido nucleico inhibidor que se
dirige a la expresién de MYOC. En algunas realizaciones, el acido nucleico inhibidor es una iARN de MYOC que
se dirige a la expresién de MYOC. En algunas realizaciones, la iARN de MYOC es ARNhc de MYOC que se dirige
a la expresién de MYOC.

En algunos aspectos, el agente reduce o inhibe la expresién de miocilina (MYOC) en el ojo del mamifero. En
algunos casos, el agente reduce o inhibe la expresién de MYOC en la TM del ojo del mamifero. En algunos casos,
el agente es

una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un vector que codifica un acido nucleico
inhibidor que se dirige a la expresiéon de MYOC. En algunos casos, el acido nucleico inhibidor es una iARN de
MYOC que se dirige a la expresion de MYOC. En casos adicionales, la iARN de MYOC es ARNhc de MYOC que
se dirige a la expresién de MYOC.

En algunas realizaciones de la invencién, los métodos comprenden ademas administrar un segundo agente que
aumenta la sefializacién de Wnt en el ojo del mamifero. En algunas realizaciones, el segundo agente aumenta la
sefializacion de Wnt en la TM del ojo del mamifero. En algunas realizaciones, el segundo agente aumenta la
actividad de R-espondina 1 (RSPO1), R-espondina 2 (RSPO2), R-espondina 3 (RSPO3) o R-espondina 4 (RSPO4)
en el ojo del mamifero. En algunas realizaciones, el segundo agente aumenta RSPO1 en la TM del ojo del mamifero.
En algunas realizaciones, el segundo agente es RSPO1 o una variante funcional de la misma. En algunas
realizaciones, el segundo agente es una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende
un vector que codifica RSPO1 o una variante funcional de la misma. En algunas realizaciones, RSPO1 es una
RSPO1 truncada. En algunas realizaciones, el segundo agente aumenta RSPO2 en la TM del ojo del mamifero.
En algunas realizaciones, el segundo agente es RSPO2 o una variante funcional de la misma. En algunas
realizaciones, el segundo agente es una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende
un vector que codifica RSPO2 o una variante funcional de la misma. En algunas realizaciones, RSPO2 es una
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RSPO2 truncada. En algunas realizaciones, el segundo agente aumenta RSPO3 en la TM del ojo del mamifero.
En algunas realizaciones, el segundo agente es RSPO3 o una variante funcional de la misma. En algunas
realizaciones, el segundo agente es una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende
un vector que codifica RSPO3 o una variante funcional de la misma. En algunas realizaciones, RSPO3 es una
RSPO3 truncada. En algunas realizaciones, el segundo agente aumenta RSPO4 en la TM del ojo del mamifero.
En algunas realizaciones, el segundo agente es RSPO4 o una variante funcional de la misma. En algunas
realizaciones, el segundo agente es una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende
un vector que codifica RSPO4 o una variante funcional de la misma. En algunas realizaciones, RSPO4 es una
RSPO4 truncada.

En algunos casos, la divulgacién se refiere a métodos de tratamiento de glaucoma de miocilina (MYOC) en un
mamifero, que comprende administrar al ojo del mamifero una particula de virus adenoasociado recombinante
(rAAV) que comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o una variante funcional de las
mismas. De acuerdo con la invencién, la particula de rAAV para su uso en un método de tratamiento de glaucoma
de miocilina (MYOC) en un mamifero comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2 o RSPO4. En algunos
casos, la presente divulgacion se refiere a métodos de tratamiento de glaucoma de miocilina (MYOC) en un
mamifero, que comprenden administrar al ojo del mamifero una particula de virus adenoasociado recombinante
(rAAV) que comprende un vector que codifica una IARN de MYOC que se dirige a la expresién de una miocilina
(MYOC)

en el mamifero. En otros casos, la divulgacién se refiere a métodos de tratamiento de glaucoma de miocilina
(MYOC) en un mamifero, que comprenden administrar al ojo del mamifero un agente que aumenta la sefializacién
de Wnt en el ojo del mamifero y un agente que reduce o inhibe la expresién de miocilina en el mamifero. En otros
casos, la divulgacion se refiere a métodos de tratamiento de glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero, que
comprenden administrar al ojo del mamifero una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que
comprende un vector que codifica RSPO1, RSP0O2, RSPO3, RSP0O4 o una variante funcional de las mismas, y
una particula de rAAV que comprende un vector que codifica una iIARN de MYOC que se dirige a la expresién de
una miocilina en el mamifero. En otros casos mas, la divulgacién se refiere a métodos de tratamiento de glaucoma
de miocilina (MYOC) en un mamifero, que comprenden administrar al ojo del mamifero una particula de virus
adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o
una variante funcional de las mismas, y que codifica un ARNhc de MYOC que se dirige a la expresién de una
miocilina (ARNhc de MYOC) en el mamifero. En algunas realizaciones, la iARN es un ARNhc que se dirige a MYOC.
En algunas realizaciones, el ARNhc reduce o inhibe la expresion de MYOC.

En algunos casos, la divulgacion se refiere a métodos de mejora de la sefializacién de Wnt en células de malla
trabecular en un mamifero que tiene un trastorno ocular, que comprenden administrar al ojo del mamifero una
particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2,
RSPO3, RSPO4 o una variante funcional de las mismas. En algunos casos, la divulgacién se refiere a métodos de
mejora de la sefializacion de Wnt en células de malla trabecular en un mamifero que tiene un trastorno ocular, que
comprenden administrar al ojo del mamifero una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que
comprende un vector que codifica un acido nucleico inhibidor que se dirige a la expresién de una miocilina (MYOC)
en el mamifero. En otros casos, la divulgacion se refiere a métodos de mejora de la sefializacién de Wnt en células
de malla trabecular en un mamifero que tiene un trastorno ocular, que comprenden administrar al ojo del mamifero
una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un vector que codifica una IARN de
MYOC que se dirige a la expresion de una miocilina (MYOC) en el mamifero. En otros casos, la divulgacion se
refiere a métodos de mejora de la sefializacién de Wnt en células de malla trabecular en un mamifero que tiene un
trastorno ocular, que comprenden administrar al ojo del mamifero una particula de virus adenoasociado
recombinante (rAAV) que comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o una variante
funcional de las mismas, y una particula de rAAV que comprende un vector que codifica una IARN de MYOC que
se dirige a la expresion de una miocilina en el mamifero. En otros casos, la divulgacion se refiere a métodos de
mejorade la sefializacién de Wnt en células de malla trabecular en un mamifero que tiene un trastorno ocular, que
comprenden

administrar al ojo del mamifero una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un
vector que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o una variante funcional de las mismas, y que codifica una
iARN de MYOC que se dirige a la expresion de una miocilina en el mamifero. En algunos casos, el trastorno ocular
es glaucoma de miocilina (MYOC).

En algunas realizaciones, el mamifero es un ser humano. En algunas realizaciones de la invencion, el glaucoma
de miocilina (MYOC) se asocia con una mutacién en una miocilina. En algunas realizaciones, el glaucoma de
miocilina (MYOC) se asocia con una mutacion en una miocilina humana. En algunas realizaciones, la mutacién de
miocilina comprende una o mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas de E323K, K398R, Q368X, G364V,
P370L, D380A, K423E, Y437H e 1477S. En algunas realizaciones, la mutacién de miocilina comprende una
sustitucion de aminoacido P370L. En algunas realizaciones, la mutaciéon de miocilina comprende una sustitucion
de aminoacido Y437H. En algunas realizaciones, el glaucoma de miocilina (MYOC) es glaucoma primario de
angulo abierto (POAG). En algunas realizaciones, el glaucoma de miocilina (MYOC) es la forma juvenil de
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glaucoma primario de angulo abierto (JOAG). En algunas realizaciones de la invencién, el tratamiento reduce un
sintoma de glaucoma de miocilina (MYQOC). En algunas realizaciones, la reduccién de un sintoma de glaucoma de
miocilina (MYOC) es una reduccién de la presién intraocular, la reduccién de la acumulacién de MYOC en la malla
trabecular, la reduccién de la hipertensién ocular o el aumento del flujo de salida acuoso de la malla trabecular.

En algunas realizaciones, RSPO1 es una RSPO1 humana. En algunas realizaciones, RSPO1 tiene mas de
aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con
RSPO1 humana. En algunas realizaciones, RSPO1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:8. En
algunas realizaciones, RSPO1 tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO:8. En algunas realizaciones, RSPO1 comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 11. En algunas realizaciones, RSPO1 tiene mas de aproximadamente un 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO: 11. En algunas
realizaciones, RSPO1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12. En algunas realizaciones,
RSPO1 tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
de identidad con SEQ ID NO: 12. En algunas realizaciones, RSPO2 es una RSPO2 humana. En algunas
realizaciones, RSPO2 tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% de identidad con RSPO2 humana. En algunas realizaciones, RSPO2 comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:9. En algunas realizaciones, RSPO2 tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO:9. En algunas realizaciones,
RSPO2 comprende la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, RSPO2 tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, RSPO2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. En algunas realizaciones, RSPO2 tiene mas de
aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ
ID NO: 14. En algunas realizaciones, RSPO3 es una RSPO3 humana. En algunos casos, RSPO3 tiene mas de
aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con
RSPO3 humana. En algunas realizaciones, RSPO3 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1. En
algunos casos, RSPO3 tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, RSPO3 comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 15. En algunos casos, RSPO3 tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO:15. En algunas realizaciones,
RSPO3 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, RSPO3 comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:17. En algunos casos, RSPO3 tiene mas de aproximadamente un
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO:17. En algunas
realizaciones, RSPO4 es una RSPO4 humana. En algunas realizaciones, RSP0O4 tiene mas de aproximadamente
un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con RSPO4 humana. En
algunas realizaciones, RSPO4 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En algunas
realizaciones, RSPO4 tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO:10. En algunas realizaciones, RSPO4 comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:18. En algunas realizaciones, RSPO4 tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO: 18. En algunas
realizaciones, RSPO4 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:19. En algunas realizaciones,
RSPO4 tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
de identidad con SEQ ID NO:12. En algunos casos, RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, y/o variante funcional de
las mismas se une operativamente a un promotor. En algunos casos, el promotor es capaz de expresar RSPO1,
RSPO2, RSPO3, RSPO4 y/o variante funcional de las mismas en el ojo del mamifero. En algunos casos, el
promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 y/o variante funcional de las mismas en células
de la malla trabecular. De acuerdo con la invencién, RSPO1, RSPO2 o RSPO4 se une operativamente a un
promotor, en donde el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o RSPO4 en el ojo del mamifero y/o el
promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o RSPO4 en células de la malla trabecular. En algunas
realizaciones, el promotor es un promotor hibrido de B-actina de pollo (CBA).

En algunas realizaciones, la iIARN de MYOC que se dirige a la expresion de MYOC usada en la invencién se dirige
a MYOC humana. En algunas realizaciones, laiARN es un ARN inhibidor pequefio (ARNip), un microARN (miARN)
o un ARN horquillado pequefio (ARNhc). En algunas realizaciones, la iARN de MYOC es un ARNhc de MYOC. En
algunas realizaciones, el ARNhc se dirige a la secuencia de aminoacidos de MYOC expuesta en SEQ ID NO:6. En
algunas realizaciones, el ARNhc comprende la secuencia del bucle de SEQ ID NO:7. En algunas realizaciones, la
iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) esta unido operativamente a un promotor. En algunas realizaciones, el
promotor es capaz de expresar la iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) en el ojo del mamifero. En realizaciones
adicionales, el promotor es capaz de expresar la iIARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) en células de la malla
trabecular. En algunas realizaciones, el promotor es un promotor hibrido de B-actina de pollo (CBA). En algunas
realizaciones, el promotor es un promotor de la ARN polimerasa lll. En algunas realizaciones, la expresién de IARN
de MYOC (por ejemplo, ARNhc) reduce o inhibe la expresion de MYOC en el ojo del mamifero. En algunas
realizaciones, la expresién de IARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) reduce o inhibe la expresién de MYOC en las
células de la malla trabecular del mamifero. En algunas realizaciones, la MYOC es una MYOC natural. En algunas
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realizaciones, la MYOC es una MYOC mutante. En algunas realizaciones, la MYOC es una MYOC natural y una
MYOC mutante. En realizaciones adicionales, la MYOC mutante comprende sustituciones de aminoacidos
correspondientes a sustituciones de aminoacidos P370L y/o Y437H de MYOC humana. En algunas realizaciones,
la mutacién de miocilina comprende una o méas sustituciones de aminoacidos seleccionadas de E323K, K398R,
Q368X, G364V, P370L, D380A, K423E, Y437H e 1477S.

En algunas realizaciones de los aspectos y realizaciones descritos anteriormente, la particula virica de AAV
comprende un AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6 (por ejemplo, una capside de AAV6 natural o una capside
de AAV6 variante, tal como ShH10, tal como se describe en la publicacion previa a la concesion de EE. UU.
2012/0164106), AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9 (por ejemplo, una capside de AAV9 natural, o una capside
de AAV9 modificada como se describe en la publicacién previa a la concesién de EE. UU. 2013/0323226), AAV10,
AAVrh10, AAV11, AAV12, un mutante de tirosina de la capside, un mutante de unién a heparina de la capside, una
capside de AAV2R471A, una capside de AAVAAV2/2-7m8, una capside de AAV DJ (por ejemplo, una capside de
AAV-DJ/8, una capside de AAV-DJ/9 o cualquier otra de las capsides descritas en la publicacién previa a la
concesion de EE. UU. 2012/0066783), capside de AAV2 N587A, capside de AAV2 E548A, capside de AAV2 N708A,
capside de AAV V708K, capside de AAV de cabra, capside quimérica de AAV1/AAV2, capside de AAV bovino,
capside de AAV de ratén, capside de rAAV2/HBoV1, o una capside de AAV descrita en la patente de Estados
Unidos n.® 8.283.151 o la publicacién internacional n.2 WQ/2003/042397. En algunas realizaciones, la particula
virica de AAV comprende una cépside de AAV que comprende una sustitucion de aminoacido en una o mas de

las posiciones R484, R487, K527, K532, R585 o R588, numeracién basada en VP1 de AAV2. En realizaciones
adicionales, una particula de AAV comprende proteinas de la capside de un serotipo de AAV de los clados A-F. En
algunas realizaciones, la particula virica de rAAV comprende una cépside de serotipo 2 de AAV. En realizaciones
adicionales, la capside de serotipo 2 de AAV comprende |a proteina de la capside de AAV2 que comprende una
sustitucion de aminoacido R471A, numeracién con respecto a VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, el vector
comprende repeticiones terminales invertidas (ITR) de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVGE, AAV7,
AAVS, AAVrh8, AAVIh8R, AAVY, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAVDJ, AAVY de cabra, AAV bovino
0 AAV de ratén. En algunas realizaciones, el vector comprende ITR de serotipo 2 de AAV. En algunas realizaciones,
la particula virica de AAV comprende una o mas ITR y la capside derivada del mismo serotipo de AAV. En otras
realizaciones, la particula virica de AAV comprende una o mas ITR derivadas de un serotipo de AAV diferente a la
capside de las particulas viricas de rAAV. En algunas realizaciones, la particula virica de rAAV comprende una
capside de AAV2, y en donde el vector comprende ITR de AAV2. En realizaciones adicionales, la capside de AAV2
comprende la proteina de la capside de AAV2 que comprende una sustitucién de aminoacido R471A, numeracion
con respecto a VP1 de AAV2.

En algunas realizaciones, al menos 1 x 10° copias del genoma de las particulas de rAAV se administran al mamifero.
En algunas realizaciones, el AAV se administra a la cérnea, a la retina y/o a la esclerética del ojo del mamifero. En
algunas realizaciones, la particula de AAV se administra mediante inyeccién intravitrea y/o inyeccién intracameral.
En algunas realizaciones, el rAAV se administra en mas de una ubicacién del ojo.

En algunos casos, la invencion se refiere al tratamiento del glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero en
donde el mamifero es un ser humano. En algunas realizaciones, el glaucoma de miocilina (MYOC) es glaucoma
primario de angulo abierto (POAG). En algunas realizaciones, el glaucoma de miocilina (MYOC) es una forma
juvenil de glaucoma primario de angulo abierto (JOAG).

En algunas realizaciones de la invencion, las particulas viricas de rAAV estan en una composicién farmacéutica.
En realizaciones adicionales, la composicién farmacéutica comprende ademas un portador farmacéuticamente
aceptable.

En algunas realizaciones de los métodos anteriores, el agente (por ejemplo, la particula de AAV) se usa en
combinacién con uno o mas agentes adicionales que aumentan la actividad de una R-espondina (por ejemplo,
RSPO1, RSPO2, RSPO3 y/o RSPO4).

En algunos casos, la divulgacién proporciona particulas de AAV recombinante que comprenden un vector de AAV,
en donde el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o una variante
funcional de las mismas. De acuerdo con la invencion, el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica
RSPO1, RSPO2 o RSPO4. En otros casos, la divulgacion proporciona particulas de rAAV que comprenden un
vector que codifica un acido nucleico inhibidor que se dirige a la expresion de una miocilina (MYOC) en el mamifero.
En otros casos, la divulgacién proporciona particulas de rAAV que comprenden un vector que codifica una iARN
de MYOC que se dirige a la expresién de una miocilina (MYQOC) en el mamifero. En otros casos mas, la divulgacion
proporciona particulas de rAAV que comprenden un vector que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o una
variante funcional de las mismas, y que codifica una iIARN de MYOC que se dirige a la expresién de una miocilina
en el mamifero.

En algunas realizaciones, el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO1 o una variante funcional
de la misma, y RSPO1 o variante funcional de la misma es una RSPO1 humana. En algunas realizaciones, el
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vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO1 o una variante funcional de la misma, y la RSPO1 o
variante funcional de la misma comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, 11 y/o 12. En algunas
realizaciones, el vector de AAV comprende &cido nucleico que codifica RSPO1 o una variante funcional de la misma,
y la RSPO1 o variante funcional de la misma comprende una secuencia de aminoacidos que tiene un 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 8, 11 y/o 12. En algunas realizaciones, el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO2 o
una variante funcional de la misma, y RSPO2 o variante funcional de la misma es una RSPO2 humana. En algunas
realizaciones, el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO2 o una variante funcional de la misma,
y la RSPO2 o variante funcional de la misma comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 13 y/o
14. En algunas realizaciones, el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO2 o una variante
funcional de la misma, y la RSPO2 o variante funcional de la misma comprende una secuencia de aminoéacidos
que tiene un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 13 y/o 14. En algunos casos, el vector de AAV comprende acido nucleico que
codifica RSPO3 o una variante funcional de la misma, y la RSPOS3 o variante funcional de la misma es una RSPO3
humana. En algunos casos, el vector de AAV comprende &cido nucleico que codifica RSPO3 o una variante
funcional de la misma, y la RSPO3 o variante funcional de la misma comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1 y/o 15-17. En algunos casos, el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO3 o una
variante funcional de la misma, y la RSPO3 o variante funcional de la misma comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con
la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 1 y/o 15-17. En algunas realizaciones, el vector de AAV comprende
acido nucleico que codifica RSPO4, y la RSPO4 es una RSPO4 humana. En algunas realizaciones, el vector de
AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO4 o una variante funcional de la misma, y la RSPO4 o variante
funcional de la misma comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, 18 y/o 19. En algunas
realizaciones, el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO4 o una variante funcional de la misma,
y la RSPO4 o variante funcional de la misma comprende una secuencia de aminoacidos que tiene un 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 10, 18 y/o 19. En casos adicionales, RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSP0O4, o una variante funcional de las
mismas, esta unida operativamente a un promotor. En casos adicionales, el promotor es capaz de expresar RSPO1,
RSPO2, RSPO3, RSPO4 o variante funcional de las mismas en el ojo del mamifero. En algunos casos, el promotor
es capaz de expresar RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o variante funcional de las mismas en células de la malla
trabecular. De acuerdo con la invencién, RSPO1, RSPO2 o RSPO4 se une operativamente a un promotor, en
donde el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o RSP0O4 en el ojo del mamifero y/o el promotor es
capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o RSPO4 en células de la malla trabecular. En algunas realizaciones, el
promotor es un promotor hibrido de B-actina de pollo (CBA).

En algunas realizaciones, el acido nucleico inhibidor que se dirige a la expresiéon de una miocilina (MYOC) en el
mamifero es una iARN. En algunas realizaciones, la iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) que se dirige a la
expresion de MYOC de la divulgacién se dirige a MYOC humana. En algunas realizaciones, la iARN es un ARN
inhibidor pequefio (ARNip), un microARN (miARN) o un ARN horquillado pequeiio (ARNhc). En algunas
realizaciones, la iARN de MYOC es un ARNhc. En algunas realizaciones, la iARN (por ejemplo, ARNhc) se dirige
a la secuencia de aminoacidos de MYOC expuesta en SEQ ID NO:6. En algunas realizaciones, la iARN (por
ejemplo, ARNhc) comprende la secuencia de bucle de SEQ ID NO:7. En algunas realizaciones, la iARN de MYOC
(por ejemplo, ARNhc) esta unido operativamente a un promotor. En algunas realizaciones, el promotor es capaz
de expresar la IARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) en el ojo del mamifero. En realizaciones adicionales, el
promotor es capaz de expresar la iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) en células de la malla trabecular. En
algunas realizaciones, el promotor es un promotor hibrido de B-actina de pollo (CBA). En algunas realizaciones, el
promotor es un promotor de la ARN polimerasa lll. En algunas realizaciones, la expresién de iARN de MYOC (por
ejemplo, ARNhc) reduce o inhibe la expresion de MYOC en el ojo del mamifero. En algunas realizaciones, la
expresion de IARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) reduce o inhibe la expresién de MYOC en las células de la
malla trabecular del mamifero. En algunas realizaciones, la MYOC es una MYOC natural. En algunas realizaciones,
la MYOC es una MYOC mutante. En algunas realizaciones, la MYOC es una MYOC natural y una MYOC mutante.
En realizaciones adicionales, la MYOC mutante comprende sustituciones de aminoacidos correspondientes a las
sustituciones de aminoacidos E323K, K398R, Q368X, G364V, P370L, D380A, K423E, Y437H e 1477S de MYOC
humana. En algunas realizaciones, la MYOC mutante comprende sustituciones de aminoacidos correspondientes
a sustituciones de aminoacidos P370L y/o Y437H de MYOC humana. En algunas realizaciones, la mutacion de
miocilina esta asociada

con glaucoma primario de angulo abierto (POAG). En algunas realizaciones, la mutacién de miocilina esta asociada
con la forma juvenil de glaucoma primario de angulo abierto (JOAG).

En algunas realizaciones de los aspectos y realizaciones descritos anteriormente, la particula virica de AAV
comprende un AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVG6 (por ejemplo, una céapside de AAV6 natural o una capside
de AAV6 variante, tal como ShH10, tal como se describe en la publicacion previa a la concesién de EE. UU.
2012/0164106), AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9 (por ejemplo, una capside de AAV9 natural, o una capside
de AAV9 modificada como se describe en la publicacién previa a la concesion de EE. UU. 2013/0323226), AAV10,
AAVrh10, AAV11, AAV12, un mutante de la capside de tirosina, un mutante de la capside de unién a heparina, una
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capside de AAV2R471A, una capside de AAVAAV2/2-7m8, una capside de AAV DJ (por ejemplo, una capside de
AAV-DJ/8, una capside de AAV-DJ/9 o cualquier otra de las capsides descritas en la publicacién previa a la
concesion de EE. UU. 2012/0066783), capside de AAV2 N587A, capside de AAV2 E548A, capside de AAV2 N708A,
capside de AAV V708K, capside de AAV de cabra, capside quimérica de AAV1/AAV2, capside de AAV bovino,
capside de AAV de ratdn, capside de rAAV2/HBoV1, o una capside de AAV descrita en la patente de Estados
Unidos n.® 8.283.151 o la publicacién internacional n.2 WQ/2003/042397. En algunas realizaciones, la particula
virica de AAV comprende una capside de AAV que comprende una sustitucién de aminoacidos en una o mas de
las posiciones R484, R487, K527, K532, R585 o R588, numeracion basada en VP1 de AAV2. En realizaciones
adicionales, una particula de AAV comprende proteinas de la capside de un serotipo de AAV de los clados A-F. En
algunas realizaciones, la particula virica de rAAV comprende una cépside de serotipo 2 de AAV. En realizaciones
adicionales, la capside de serotipo 2 de AAV comprende la proteina de la capside de AAV2 que comprende una
sustituciéon de aminoacido R471A, numeracién con respecto a VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, el vector
comprende repeticiones terminales invertidas (ITR) de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7,
AAVS, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, AAV de cabra, AAV bovino
0 AAV de ratén. En algunas realizaciones, el vector comprende ITR de serotipo 2 de AAV. En algunas realizaciones,
la particula virica de AAV comprende una o mas ITR y la cépside derivada del mismo serotipo de AAV. En otras
realizaciones, la particula virica de AAV comprende una o mas ITR derivadas de un serotipo de AAV diferente a la
capside de las particulas viricas de rAAV. En algunas realizaciones, la particula virica de rAAV comprende una
capside de AAV2, y en donde el vector comprende ITR de AAV2. En realizaciones adicionales, la capside de AAV2
comprende la proteina de la capside de AAV2 que comprende una sustitucién de aminoacido R471A, numeracion
con respecto a VP1 de AAV2.

La divulgacion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de las particulas de AAV
recombinantes descritas en el presente documento. La divulgacion también proporciona composiciones
farmacéuticas que son adecuadas para cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. La
divulgacion proporciona usos de una composicion farmacéutica y particulas de AAV recombinantes descritas en el
presente documento en la fabricacién de un medicamento para tratar el glaucoma de miocilina (MYOC) en un
mamifero. En algunos casos, el mamifero es un ser humano. En algunos casos, el glaucoma de miocilina (MYOC)
es glaucoma primario de angulo abierto (POAG). En algunas realizaciones, el glaucoma de miocilina (MYOC) es
una forma juvenil de glaucoma primario de angulo abierto (JOAG).

En algunos casos, la divulgacién proporciona kits para el tratamiento de glaucoma de miocilina (MYOC) en un
mamifero, en donde el kit comprende una particula virica de rAAV que comprende un vector que codifica RSPO1,
RSPO2, RSPO3, RSPO4 o una variante funcional de las mismas; una particula virica de rAAV que comprende un
vector de AAVY, en donde el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica un acido nucleico inhibidor (por
ejemplo, iIARN de MYOC que incluye ARNhc) que se dirige la expresion de una miocilina (MYOC) en el mamifero;
y/o una particula virica de rAAV que comprende un vector de AAV, en donde el vector de AAV comprende acido
nucleico que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSP0O4 o una variante funcional de las mismas, y que codifica una
iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) que se dirige a la expresion de una MYOC en el mamifero. La invencion
proporciona un kit para tratar el glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero, en donde el kit comprende una
particula de rAAV de la invencién. En algunas realizaciones, el kit comprende ademas instrucciones para su uso
en el tratamiento del glaucoma de miocilina (MYQOC). En algunas realizaciones, el kit comprende ademas tampones
y/o excipientes farmacéuticamente aceptables.

En algunas realizaciones, los kits de la invencién comprenden acido nucleico que codifica una iARN de MYOC (por
ejemplo, ARNhc) que se dirige a la expresién de una MYOC en el mamifero. En algunas realizaciones, la iARN de
MYQOC se dirige a la expresion de una MYOC humana. En algunas realizaciones, la iARN de MYOC se dirige a la
secuencia de aminoécidos de MYOC expuesta en SEQ ID NO:6. En algunas realizaciones, la iARN es un ARN
inhibidor pequefio (ARNip), un microARN (miARN) o un ARN horquillado pequeiio (ARNhc). En algunas
realizaciones, la iIARN es un ARNhc. En algunas realizaciones, el ARNhc de MYOC comprende la secuencia de
bucle de SEQ ID NO:7. En algunos casos, los kits de la divulgacién comprenden un vector de AAV, en donde el
vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSP0O4 o una variante funcional
de las mismas. En algunas realizaciones, el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO1 o una
variante funcional de la misma, y RSPO1 o variante funcional de la misma es una RSPO1 humana. En algunas
realizaciones, el vector de AAV comprende &cido nucleico que codifica RSPO1 o una variante funcional de la misma,
y la RSPO1 o variante funcional de la misma comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, 11 y/o
12. En algunas realizaciones, el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO1 o una variante
funcional de la misma, y la RSPO1 o variante funcional de la misma comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, 11 y/o 12. En algunas realizaciones, el vector de AAV comprende acido nucleico
que codifica RSPO2 o una variante funcional de la misma, y la RSPO2 o variante funcional de la misma

es una RSPO2 humana. En algunas realizaciones, el vector de AAV comprende &cido nucleico que codifica RSPO2
0 una variante funcional de la misma, y la RSPO2 o variante funcional de la misma comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 13 y/o 14. En algunas realizaciones, el vector de AAV comprende acido nucleico
que codifica RSPO2 o una variante funcional de la misma, y la RSPO2 o variante funcional de la misma comprende
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una secuencia de aminoacidos que tiene un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 13 y/o 14. En algunos casos, el vector de AAV
comprende acido nucleico que codifica RSPO3 o una variante funcional de la misma, y la RSPO3 o variante
funcional de la misma es una RSPO3 humana. En algunos casos, el vector de AAV comprende &cido nucleico que
codifica RSPO3 o una variante funcional de la misma, y la RSPO3 o variante funcional de la misma comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y/o 15-17. En algunos casos, el vector de AAV comprende acido
nucleico que codifica RSPO3 o una variante funcional de la misma, y la RSPO3 o variante funcional de la misma
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y/o 15-17. En algunas realizaciones,
el vector de AAV comprende acido nucleico que codifica RSPO4 o una variante funcional de la misma, y RSPO4 o
variante funcional de la misma es una RSPO4 humana. En algunas realizaciones, el vector de AAV comprende
acido nucleico que codifica RSPO4 o una variante funcional de la misma, y la RSPO4 o variante funcional de la
misma comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 10, 18 y/o 19. En algunas realizaciones, el vector
de AAV comprende &cido nucleico que codifica RSPO4 o una variante funcional de la misma, y la RSPO4 o variante
funcional de la misma comprende una secuencia de aminoacidos que tiene un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, 18 y/o 19.
En algunos casos, RSPO1, RSP0O2, RSP0O3, RSP0O4, o una variante funcional de las mismas, se une
operativamente a un promotor. En algunos casos, el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2, RSPO3,
RSPO4 o variante funcional de la misma en el ojo del mamifero. En algunos casos, el promotor es capaz de
expresar RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o variante funcional de las mismas en células de la malla trabecular.
De acuerdo con la invencién, RSPO1, RSPO2 o RSPO4 se une operativamente a un promotor, en donde el
promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o RSPO4 en el ojo del mamifero; y/o el promotor es capaz de
expresar RSPO1, RSPO2 o RSPO4 en células de la malla trabecular. En algunas realizaciones, el promotor es un
promotor hibrido de B-actina de pollo (CBA). En algunas realizaciones, la iARN de MYOC se une operativamente
a un promotor. En algunas realizaciones, el promotor es capaz de expresar la IARN de MYOC en el ojo del
mamifero. En algunas realizaciones, el promotor es capaz de expresar la iIARN de MYOC en células de la malla
trabecular. En algunas realizaciones, el promotor es un promotor hibrido de B-actina de pollo (CBA). En algunos
casos, el promotor es un promotor de la ARN polimerasa lll. En algunas realizaciones, la expresién de iARN de
MYOC reduce o inhibe la expresién de MYOC en el ojo del mamifero. En algunas realizaciones, la expresién de
iARN de MYOC

reduce o inhibe la expresion de MYOC en las células de la malla trabecular del mamifero.

En algunas realizaciones, las particulas de AAV descritas en el presente documento pueden usarse en combinacién
con uno o mas agentes adicionales que aumentan la actividad de una R-espondina (por ejemplo, RSPO1, RSPO2,
RSPO3 y/o RSPO4).

En algunas realizaciones, los kits de la invencién comprenden una particula virica de AAV que comprende un vector
y un AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6 (por ejemplo, una cépside de AAV6 natural o una capside de AAV6
variante tal como ShH10, como se describe en la publicacién previa a la concesién de EE. UU. 2012/0164106),
AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9 (por ejemplo, una capside de AAV9 natural, o una capside de AAV9
modificada como se describe en la publicaciéon previa a la concesién de EE. UU. 2013/0323226), AAV10, AAVrh10,
AAV11, AAV12, un mutante de tirosina de la capside, un mutante de unién a heparina de la capside, una capside
de AAV2R471A, una capside de AAVAAV2/2-7m8, una capside de AAV DJ (por ejemplo, una capside de AAV-DJ/8,
una cépside de AAV-DJ/9 o cualquier otra de las capsides descritas en la publicacién previa a la concesiéon de EE.
UU. 2012/0066783), capside de AAV2 N587A, capside de AAV2 E548A, capside de AAV2 N708A, capside de AAV
V708K, capside de AAV de cabra, capside quimérica de AAV1/AAV2, capside de AAV bovino, capside de AAV de
ratén, capside de rAAV2/HBoV1, o una capside de AAV descrita en la patente de Estados Unidos n.° 8.283.151 o
la publicacién internacional n.? W0/2003/042397. En algunas realizaciones, la particula virica de AAV comprende
una capside de AAV que comprende una sustitucion de aminoacidos en una o mas de las posiciones R484, R487,
K527, K532, R585 o R588, numeracién basada en VP1 de AAV2. En realizaciones adicionales, una particula de
AAV comprende proteinas de la capside de un serotipo de AAV de los clados A-F. En algunas realizaciones, la
particula virica de rAAV comprende una capside de serotipo 2 de AAV. En algunas realizaciones, la capside de
serotipo 2 de AAV comprende la proteina de la capside de AAV2 que comprende una sustitucién de aminoéacido
R471A, numeracién con respecto a VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, el vector comprende repeticiones
terminales invertidas (ITR) de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5S, AAVE, AAV7, AAVS, AAVrh8, AAVrh8R,
AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, AAV de cabra, AAV bovino o AAV de ratén. En
algunas realizaciones, el vector comprende ITR de serotipo 2 de AAV. En algunas realizaciones, la particula virica
de AAV comprende una o mas ITR y la capside derivada del mismo serotipo de AAV. En algunas realizaciones, la
particula virica de AAV comprende una o mas ITR derivadas de un serotipo de AAV diferente a la capside de las
particulas viricas de rAAV. En algunas realizaciones, la particula virica de rAAV comprende una capside de AAV2,
y el vector comprende ITR de AAV2. En algunas realizaciones, la capside de AAV2 comprende una proteina de la
capside de AAV2 que comprende una sustitucién de aminoacido R471A, numeracién con respecto a VP1 de AAV2.

En algunas realizaciones de los kits anteriores, la particula de AAV del kit se usa en combinacién con uno o mas
agentes adicionales que aumentan la actividad de una R-espondina (por gjemplo, RSPO1, RSPO2, RSPO3 y/o
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RSPO4). En algunas realizaciones, los kits de la invencién comprenden una particula de AAV como se describe
en el presente documento y uno o mas agentes adicionales que aumentan la actividad de una R-espondina (por
ejemplo, RSPO1, RSPO2, RSPO3 y/o RSPO4).

La divulgacién proporciona kits adecuados para su uso en uno cualquiera de los métodos descritos en el presente
documento. La divulgacién proporciona kits que comprenden cualquiera de las particulas de AAV recombinantes
descritas en el presente documento. En algunos aspectos, los Kits descritos en el presente documento comprenden
ademas instrucciones para su uso en el tratamiento del glaucoma de miocilina (MYOC). En algunos aspectos, los
kits descritos en el presente documento comprenden ademas tampones y/o excipientes farmacéuticamente
aceptables.

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos de administracién de &cido nucleico (por ejemplo, un acido
nucleico que codifica un transgén terapéutico) a la malla trabecular del ojo de un mamifero, que comprenden
administrar una particula de serotipo 2 de AAV (AAV2) que comprende un vector de rAAV al ojo del mamifero, en
donde el vector de rAAV comprende el acido nucleico, y en donde la particula de AAV2 comprende una proteina
de la capside de AAV2 que comprende una sustitucion de aminoacido R471A, numeracion basada en VP1 de AAV2.
En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos de tratamiento de un trastorno ocular en un mamifero que
comprenden administrar una particula de AAV2 que comprende un vector de rAAV al ojo del mamifero, en donde
el vector de rAAV comprende acido nucleico que codifica un transgén terapéutico, y en donde la particula de AAV2
comprende una proteina de la capside de AAV2 que comprende una sustituciéon de aminoécido R471A, numeracion
basada en VP1 de AV2. En algunos casos, la particula de rAAV se administra por via intravitrea y/o intracameral.
En algunos casos, la particula de rAAV transduce células de la malla trabecular del ojo. En algunos casos, el
transgén terapéutico se expresa en la malla trabecular del ojo. En algunos casos, el transgén terapéutico codifica
un polipéptido terapéutico o un acido nucleico terapéutico. En algunos casos, el trastorno ocular es un trastorno
asociado con la malla trabecular del ojo. En algunos casos, el trastorno ocular es glaucoma de miocilina (MYOC).
En algunos casos, el mamifero es un ser humano.

En algunos casos, la divulgacion proporciona una particula de AAV2 recombinante para administrar acido nucleico
(por ejemplo, acido nucleico que codifica un transgén terapéutico) a la malla trabecular del ojo de un mamifero, en
donde la particula de AAV2 comprende un vector de rAAV, en donde el vector de rAAV comprende el &cido nucleico,
y en donde la particula de AAV2 comprende la proteina de la capside de AAV2 que comprende una sustitucion de
aminoacido R471A, numeracién basada en VP1 de

AAV2. En algunos casos, la divulgacion proporciona una particula de AAV2 recombinante para tratar un trastorno
ocular en un mamifero, en donde la particula de AAV2 comprende un vector de rAAV, en donde el vector de rAAV
comprende acido nucleico que codifica un transgén terapéutico, y en donde la particula de AAV2 comprende una
proteina de la capside de AAV2 que comprende una sustitucién de aminoacido R471A, numeracién basada en VP1
de AAV2. En algunos casos, la particula de rAAV transduce células de la malla trabecular del ojo. En algunos casos,
el transgén terapéutico se expresa en la malla trabecular del ojo. En algunos casos, el transgén terapéutico codifica
un polipéptido terapéutico o un acido nucleico terapéutico. En algunos casos, el trastorno ocular es un trastorno
asociado con la malla trabecular del ojo. En algunos casos, el trastorno ocular es glaucoma de miocilina (MYOC).
En algunas realizaciones, el mamifero es un ser humano.

En algunos casos, la divulgacién proporciona usos de una particula de AAV2 recombinante para administrar acido
nucleico (por ejemplo, acido nucleico que codifica un transgén terapéutico) a la malla trabecular del ojo de un
mamifero, en donde la particula de AAV2 comprende un vector de rAAV, en donde el vector de rAAV comprende
el &cido nucleico, y en donde la particula de AAV2 comprende la proteina de la cépside de AAV2 que comprende
una sustitucién de aminoacido R471A, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunos casos, la divulgacion
proporciona el uso de una particula de AAV2 recombinante para tratar un trastorno ocular en un mamifero, en
donde la particula de AAV2 comprende un vector de rAAV, en donde el vector de rAAV comprende &cido nucleico
que codifica un transgén terapéutico, y en donde la particula de AAV2 comprende una proteina de la capside de
AAV2 que comprende una sustitucion de aminoacido R471A, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunos
casos, la particula de rAAV se administra por via intravitrea y/o intracameral. En algunos casos, la particula de
rAAV transduce células de la malla trabecular del ojo. En algunos casos, el transgén terapéutico se expresa en la
malla trabecular del ojo. En algunos casos, el transgén terapéutico codifica un polipéptido terapéutico o un acido
nucleico terapéutico. En algunos casos, el trastorno ocular es un trastorno asociado con la malla trabecular del ojo.
En algunos casos, el trastorno ocular es glaucoma de miocilina (MYOC). En algunos casos, el mamifero es un ser
humano.

En algunos casos, la divulgacién proporciona kits que administran acido nucleico (por ejemplo, un acido nucleico
que codifica un transgén terapéutico) a la malla trabecular del ojo de un mamifero, que comprenden una particula
de rAAV2 que comprende un vector de rAAV, en donde el vector de rAAV comprende el acido nucleico, y en donde
la particula de AAV2 comprende una proteina de la capside de AAV2 que comprende una sustitucién de aminoacido
R471A, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunos casos, la divulgacion proporciona kits para tratar un
trastorno ocular en un mamifero que comprende una particula de rAAV2 que comprende un vector de rAAY, en
donde el vector de rAAV comprende acido nucleico que codifica un transgén terapéutico, y en donde la particula
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de AAV2 comprende una proteina de la capside de AAV2 que comprende una sustitucion de aminoacido R471A,
numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunos casos, la particula de rAAV se administra por via intravitrea y/o
intracameral. En algunos casos, la particula de rAAV transduce células de la malla trabecular del ojo. En algunos
casos, el transgén terapéutico se expresa en la malla trabecular del ojo. En algunos casos, el transgén terapéutico
codifica un polipéptido terapéutico o un &cido nucleico terapéutico. En algunos casos, el trastorno ocular es un
trastorno asociado con la malla trabecular del ojo. En algunos casos, el trastorno ocular es glaucoma de miocilina
(MYOC). En algunos casos, el mamifero es un ser humano.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 demuestra que los mutantes de MYOC P370L e Y437H no se secretan y bloquean la secrecién
de MYOC natural ("wiMYOC"). El medio de cultivo celular o los lisados celulares de células 293
transfectadas con construcciones que expresan wtMYOC y/o mutantes de MYQC (tal como se marcaron)
se sondaron mediante transferencia Western usando anticuerpo anti-MYOC humana.

La FIG. 2 muestra que el mutante de MYOC P370L no se secreta y bloguea la secrecion de MYOC natural
("wtMYOC") en células de la malla trabecular humanas transformadas con antigeno T ("hTM-T") tanto en
293T como en SV40. El medio de cultivo celular o los lisados celulares de células 293T o hTM-T
transfectadas con construcciones que expresan wtMYOC y/o MYOC P370L (tal como se marcaron) se
sondaron mediante transferencia de Western usando anticuerpo anti-MYOC humana.

La FIG. 3 representa el efecto de la expresién de wtMYOC, MYOC P370L o Y437H sobre la sefializacién
de Wnt. Para cada experimento, la barra "sin mWnt3a" esta a la izquierda, y la barra "con mWnt3a - 400
ng/ml" esté a la derecha.

La FIG. 4 muestra que la expresion de RSPO3 puede restaurar la sefializacién de Wnt tras la coexpresion
con MYOC P370L o Y437H. Para cada experimento, la barra "sin mWnit3a" esta a la izquierda, y la barra
"mWhnt3a - 400 ng/ml" esta a la derecha.

La FIG. 5 muestra que la expresién de RSPO3 puede restaurar la sefializacién de Wnt en células hTM-T
tras la coexpresion con MYOC P370L. Para cada experimento, la barra "sin mWnt3a" esta a la izquierda,
y la barra "400 ng/ml de hWnt3a" esté a la derecha.

La FIG. 6 muestra el efecto del ARNhc de MYOC sobre la expresion de MYOC en células 293T. El medio
de cultivo celular o los lisados celulares de células 293T se sondaron mediante transferencia Western con
anticuerpo anti-MYOC humana. Las células se transfectaron con plasmidos que expresaban wtMYOC
(carril 1); wtMYOC y ARNhc de MYOC n.° 79 (2); wtMYOC y ARNhc de MYOC n.° 93 (3); wtMYOC y
control de ARNhc mezclados (4); o EGFP (5). Las bandas de 55/57 kD representan formas glucosiladas
(57 kD) y no glucosiladas (55 kD) de una proteina MYOC de tamafio completo. La banda de 22 kD
representa el extremo N de un producto de escision de calpaina Il.

La FIG. 7 muestra el efecto del ARNhc de MYOC sobre la expresion de MYOC en células hTM-T. El medio
de cultivo celular o los lisados celulares de células hTM-T se sondaron mediante transferencia Western
con anticuerpo anti-MYOC humana. Las células se transfectaron con plasmidos que expresan wtMYOC
(carril 1); MYOC P370L (2); wtMYOC y P370L MYOC (3); wtMYOC y MYOC P370L y ARNhc de Grp94
n. 1 (4); wtMYOC y MYOC P370L y ARNhc de Grp94 n.° 2 (5); wtMYOC y MYOC P370L y ARNhc de
MYOC n.2 53 (6); wtMYOC y MYOC P370L y ARNhc de MYOC pGIPZ n.° 79 (7); wtMYOC y MYOC P370L
y ARNhc de MYOC pGIPZ n.° 93 (8), wtMYOC y MYOC P370L y control de ARNhc mezclados (9); 0 EGFP
(10).

La FIG. 8 muestra que la expresion de RSPO3 y el silenciamiento de MYOC restauran sinérgicamente la
sefializacion de Wnt tras la coexpresion con MYOC P370L. Las células 293T se cotransfectaron con la
construccion indicadora TOP-Flash y wtMYOC ("MYOC"), mas MYOC P370L, ARNhc de Grp94, ARNhc
de MYOC pGIPZ n.2 79 (el primero} y n.2 93 (el segundo), y/o plasmidos de RSPO3, tal como se marcaron.
La sefializacion de Wnt se amplificé después de la adicién de Wnt3a de ratén recombinante (400 ng/ml)
y se midi6 mediante ensayo TOP-Flash. La actividad luciferasa (media + DE, n = 1-3 pocillos duplicados)
se midi6 después de la transfeccién y se normalizé al control de transfeccién del nivel de luciferasa Renilla
expresado constitutivamente. Para cada experimento, la barra "sin Wnt afiadido" esta a la izquierda, y la
barra "400 ng/ml de Wnt3a afiadido" esta a la derecha.

La FIG. 9 muestra que el silenciamiento de MYOC restaura la sefializacion de Wnt tras la coexpresion
con MYOC P370L o Y437H. Las células 293T se cotransfectaron con la construccién indicadora TOP-
Flash y wtMYOC ("MYOC"), mas MYOC P370L, MYOC Y437H, ARNhc de MYOC y/o ARNhc de control
mezclados ("pGIPZ-nulo"), tal como se marcaron. La sefializacién de Wnt se amplifico después de la
adicion de Wnt3a de ratén recombinante (400 ng/ml} y se midié mediante ensayo TOP-Flash. La actividad
luciferasa (media + DE, n = 1-3 pocillos duplicados) se midi6 después de la transfeccién y se normalizé
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al control de transfeccién del nivel de luciferasa Renilla expresado constitutivamente. Para cada
experimento, la barra "sin Wnt afiadido" esta a la izquierda, y la barra "400 ng/ml de Wnt3a afiadido" esta
a la derecha.

La FIG. 10 muestra la transduccién in vitro (paneles izquierdos) e in vivo (paneles derecho) de células de
la malla trabecular mediante particulas viricas de AAV2 natural (paneles superiores) y particulas de AAV2
que comprenden una sustitucién de aminoacido R471A de la proteina de la capside.

La FIG. 11 muestra un diagrama de dominios de proteinas de la familia RSPO humana que representan
dominios ricos en Cys similares a furina, el dominio de trombospondina tipo 1 y el dominio cargado
positivamente carboxiterminal, tal como se marcaron (figura adaptada de Kim, K.A. et al. (2008) Mol. Biol.
Cell. 19:2588-2596).

La FIG. 12 muestra un diagrama de dominios de genes de la familia RSPO humana que representan los
dominios de proteina enumerados en la FIG. 11. Se representa la numeracién de la secuencia de
aminoacidos, y los mutantes truncados probados para cada miembro de la familia son tal como se
marcaron (figura adaptada de Kim, K.A. et al. (2006) Cell Cycle 5:23-26).

La FIG. 13A muestra la secuencia de RSPO3 humana de longitud completa (SEQ ID NO: 1) con los
dominios de secuencia sefial, FU1, FU2 y TSP1, marcados.

La FIG. 13B muestra la secuencia de un fragmento RSPO3 humano activo (SEQ ID NO: 16) con los
dominios de secuencia sefial, FU1 y FU2, marcados. El fragmento usado, que carece del péptido sefial,
corresponde a los aminoacidos 22-146 de SEQ ID NO: 16, y es 15 kDa incluyendo la marca His.

La FIG. 13C representa la estructura del dominio de hRSPO3 de longitud completa con los dominios de
péptido sefializador, FU1, FU2, TSP1 y BR, marcados. Las posibles funciones para cada dominio se
enumeran a continuacién.

La FIG. 13D muestra una transferencia Western de hRSPO3 de longitud completa y el fragmento de
hRSPO3.

La FIG. 14 representa los fragmentos de hRSPO3 probados. La estructura del dominio de hRSPO3 de
longitud completa con los dominios de péptido sefializador, FU1, FU2, TSP1 y BR, marcados y posibles
funciones para cada dominio también se proporcionan a continuacién.

La FIG. 15 muestra que la expresién de fragmentos RSPO3 y RSPO3 de longitud completa puede
restaurar la sefializacion de Wnt tras la coexpresion con MYOC Y437H.

La FIG. 16 muestra que la expresion de miembros de la familia RSPO puede inducir la sefializacién de
Wnht tras la coexpresién con MYOC Y437H incluso sin la adicion de Wnt3a.

DESCRIPCION DETALLADA ADICIONAL

La presente divulgacion proporciona métodos de tratamiento del glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero,
que comprenden administrar al ojo del mamifero una particula virica de virus adenoasociado recombinante (rAAV).
En algunos casos, la sefializacién de wnt en el ojo del mamifero aumenta; por ejemplo, mediante la expresion de
R-espondina 1 (RSPO1), R-espondina 2 (RSP0O2), R-espondina 3 (RSPO3) y/o R-espondina 4 (RSPO4). En
algunos casos, se inhibe la expresidn de miocilina (MYOC) (por ejemplo, miocilina mutante); por ejemplo, mediante
el uso de iIARN que se dirige a la expresién de MYOC. En algunos casos, la particula de AAV comprende un vector
que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3 y/o RSPO4, y/o una variante funcional en las mismas. De acuerdo con la
invencion, la particula de AAV comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2 o RSPO4. En otros casos, la
particula de rAAV comprende un vector que codifica una iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) que se dirige a la
expresion de una miocilina (MYOC) en el mamifero. En otros casos, la divulgacién proporciona métodos de
tratamiento del glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero, que comprenden administrar al ojo del mamifero
una mezcla de particulas de rAAV que comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3 y/o RSP0O4,
y/o una variante funcional en las mismas, y particulas de rAAV que comprenden un vector que codifica una iARN
de MYOC (por ejemplo, ARNhc) que se dirige a la expresion de una miocilina en el mamifero. En otros casos, la
divulgacion proporciona métodos de tratamiento del glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero, que
comprenden administrar al ojo del mamifero una particula de rAAV que comprende un vector que codifica RSPO1,
RSPO2, RSPO3 y/o RSPO4, y/o una variante funcional en las mismas, y que codifica una iARN de MYOC ( por
ejemplo, ARNhc) que se dirige a la expresién de una miocilina (ARNhc de MYQC) en el mamifero. La divulgacién
también proporciona composiciones y kits para el tratamiento del glaucoma de miocilina (MYOC) usando los
vectores de rAAV que codifican RSPO1, RSPO2, RSPO3 y/o RSPO4, y/o una variante funcional en las mismas
y/0 iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc). La divulgacién también proporciona particulas, composiciones y Kits de
AAV recombinante.
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En algunos casos, la divulgacion proporciona métodos de direccionamiento de AAV2 para transducir células de la
malla trabecular. En algunos casos, la divulgacién proporciona particulas de rAAV2 que comprenden una mutacién
R471A, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos y
composiciones para tratar enfermedades oculares asociadas con la malla trabecular (por ejemplo, glaucoma de
miocilina (MYOC)) usando particulas viricas de AAV2 que comprenden proteina de la capside mutada (por ejemplo,
una sustitucion de aminoacido R471A).

I. Técnicas generales

Las técnicas y procedimientos descritos 0 mencionados en este documento en general estan bien comprendidos
y se emplean normalmente usando metodologia convencional por los expertos en la materia, tales como, por
ejemplo, las metodologias utilizadas ampliamente descritas en Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook
etal., 4.2 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: APractical
Approach (M.J. MacPherson, B.D. Hames y G.R. Taylor eds., 1995); Antibodies, A Laboratory Manual (Harlow y
Lane, eds., 1988); Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique and Specialized Applications (R.l. Freshney,
6.2 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 PE. Roberts, Plenum Press, 1998); Cell and Tissue Culture: Laboratory
Procedures (A. Doyle, J.B. Griffiths, 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).

Il. Definiciones

Un "vector", como se usa en este documento, se refiere a un plasmido o virus recombinante que comprende un
acido nucleico a suministrar a una célula hospedadora, in vitro o in vivo.

El término "polinucleétido” o "acido nucleico”, como se usa en este documento, se refiere a una forma polimérica
de nucleétidos de cualquier longitud, ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos. Por tanto, este término incluye,
aunque sin limitacién, ADN o ARN mono-, bi- o multicatenario, ADN genémico, ADNc, hibridos de ADN-ARN o un
polimero que comprende bases de purina y pirimidina u otras bases nucleotidicas naturales, modificadas quimica
o bioquimicamente, no naturales o derivatizadas. La cadena principal del acido nucleico puede comprender
azucares y grupos fosfato (como se puede encontrar normalmente en ARN o ADN), o grupos de azuicar o fosfato
modificados o sustituidos.

Como alternativa, la cadena principal del acido nucleico puede comprender un polimero de subunidades sintéticas
tales como fosforamidatos y, por tanto, puede ser un fosforamidato de oligodesoxinucleésido (P-NH2) o un
oligémero fosforamidato-fosfodiéster mixto. Ademas, puede obtenerse un acido nucleico bicatenario a partir del
producto polinucleotidico monocatenario de sintesis quimica, sintetizando la hebra complementaria e hibridando
las hebras en condiciones apropiadas 0 sintetizando la hebra complementaria de novo usando una ADN polimerasa
con un cebador apropiado.

Los términos "polipéptido” y "proteina" se usan indistintamente para referirse a un polimero de residuos
aminoacidicos, y no estan limitados a una longitud minima. Dichos polimeros de residuos aminoacidicos pueden
contener residuos aminoacidicos naturales o no naturales, e incluyen, aunque sin limitacién, péptidos,
oligopéptidos, dimeros, trimeros y multimeros de residuos aminoacidicos. Tanto las proteinas de longitud completa
como los fragmentos de las mismas estan englobados por la definicién. Las expresiones también incluyen
modificaciones tras la expresion del polipéptido, por ejemplo, glucosilacién, sialilacion, acetilacién, fosforilacion y
similares. Ademas, para los propositos de la presente invencion, un "polipéptido" se refiere a una proteina que
incluye modificaciones, tales como eliminaciones, adicionales y sustituciones (en general de naturaleza
conservadora), en la secuencia natural, siempre que la proteina mantenga la actividad deseada. Estas
modificaciones pueden ser deliberadas, como a través de mutagénesis dirigida al sitio, o pueden ser accidentales,
tales como través de mutaciones de hospedadores que producen las proteinas o errores debidos a amplificacion
por PCR.

Un "vector virico recombinante” se refiere a un vector polinucleotidico recombinante que comprende una o0 mas
secuencias heterblogas (es decir, secuencia de acido nucleico que no es de origen virico). En el caso de vectores
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de AAV recombinantes, el &cido nucleico recombinante esta flanqueado por al menos una, preferiblemente dos,
secuencias de repeticion terminal invertida (ITR).

Un "vector de AAV recombinante (vector de rAAV)" se refiere a un vector polinucleotidico que comprende una o
mas secuencias heterélogas (es decir, secuencia de acido nucleico que no es de origen de AAV) que estan
flanqueadas por al menos una, preferiblemente dos, secuencias de repeticion terminal invertida (ITR) de AAV.
Dichos vectores de rAAV pueden replicarse y encapsidarse en particulas viricas infecciosas cuando estan
presentes en una célula hospedadora que se ha infectado con un virus auxiliar adecuado (o0 que esta expresando
funciones auxiliares adecuadas) y que esta expresando los productos génicos rep y cap de AAV (es decir, las
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 usado para clonacién o transfeccién), entonces el vector
rAAV puede denominarse "provector” que puede "rescatarse” mediante replicacién y encapsidacion en presencia
de funciones de empaquetamiento de AAV y funciones auxiliares adecuadas. Un vector rAAV puede estar en
cualquiera de varias formas, incluyendo, aunque sin limitacién, plasmidos, cromosomas artificiales lineales, en
complejo con lipidos, encapsulados dentro de liposomas vy, en realizaciones, encapsidados en una particula virica,
particularmente una particula de AAV. Un vector rAAV puede empaqguetarse en una capside de virus AAV para
generar una "particula virica adenoasociada recombinante (particula de rAAV)". Pueden proporcionarse funciones
auxiliares de AAV (es decir, funciones que permiten que una célula hospedadora replique y encapside el AAV) en
cualquiera de varias formas que incluyen, pero no se limitan a, un virus auxiliar o genes de virus auxiliar que ayudan
en la replicacién y encapsidacion de AAV. En la técnica se conocen otras funciones auxiliares de AAV.

Un "virus rAAV" o "particula virica rAAV" se refiere a una particula virica compuesta por al menos una proteina de
la capside de AAV y un genoma de vector rAAV encapsidado.

"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 incorpora. Por ejemplo, un acido nucleico introducido por técnicas de
genomanipulacién en un tipo de célula diferente es un acido nucleico heterélogo (y, cuando se expresa, puede
codificar un polipéptido heterélogo). Asimismo, una secuencia celular (por ejemplo, un gen o parte 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 acido nucleico que se introduce en una célula y puede transcribirse en ARN
y, opcionalmente, traducirse y/o expresarse en condiciones apropiadas. En aspectos, confiere una propiedad
deseada a una célula en la que se introdujo, o da lugar de otro modo a un resultado terapéutico o de diagnéstico
deseado. En otro aspecto, puede transcribirse en una molécula que media la interferencia de ARN, tal como ARNip.
Las expresiones "particulas genémicas (gp)", "equivalentes genémicos" o "copias de genoma", como se usan en
referencia a una concentracién virica, se refieren al nimero de viriones que contiene el genoma de ADN de AAV
recombinante, independientemente de la infectividad o funcionalidad. El nimero de particulas genémicas en un
preparado de vector particular se puede medir mediante procedimientos, tales como los descritos en los Ejemplos
en el presente documento o, por ejemplo, en Clark et al (1999) Hum. Gene Ther., 10: 1031-1039; Veldwijk et al.
(2002) Mol. Ther., 6:272-278.

Las expresiones "unidad de infeccion (iu)", "particula infecciosa" o "unidad de replicacién”, como se usan en
referencia a una concentracién virica, se refieren al nimero de particulas de vector de AAV recombinante
infecciosas y competentes en la replicacién, como se mide por el ensayo del centro infeccioso, también conocido
como ensayo de centro de replicacién, como se describe, por ejemplo, en McLaughlin et al. (1988} J. Virol.,
62:1963-1973.

La expresién "unidad de transduccién (tu)", como se usa en referencia a una concentracién virica, se refiere al
nimero de particulas de vector de AAV recombinante infeccioso que provocan la produccion de un producto
transgénico funcional, como se mide en ensayos funcionales, tales como los descritos en los Ejemplos del presente
documento o, por ejemplo, en Xiao et al. (1997) Exp. Neurobiol., 144:113-124; o en Fisher et al. (1996) J. Virol.,
70:520-532 (ensayo de LFU).

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

Una secuencia de "repeticion terminal invertida (ITR) de AAV", una expresion bien entendida en la técnica, es una
secuencia de aproximadamente 145 nucledtidos que esta presente en ambos extremos del genoma de AAV
monocatenario natural. Los 125 nucleétidos méas externos de la ITR pueden estar presentes en cualquiera de dos
orientaciones alternativas, lo que da lugar a heterogeneidad entre diferentes genomas de AAV y entre los dos
extremos de un solo genoma de AAV. Los 125 nucle6tidos mas externos también contienen varias regiones mas
cortas de autocomplementariedad (denominadas regiones A, A', B, B', C, C'y D), lo que permite que se produzca
un emparejamiento de bases intracatenario dentro de esta parte de la ITR.
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Una "secuencia de resolucion terminal” o "trs" es una secuencia en la regién D de la ITR de AAV que se escinde
por proteinas rep de AAV durante la replicaciéon del ADN virico. Una secuencia de resolucién terminal mutante es
resistente a la escisién por proteinas rep de AAV.

Un "virus auxiliar" para AAV se refiere a un virus que permite que AAV (que es un parvovirus defectuoso) se replique
y empaquete por una célula hospedadora. Se han identificado varios de dichos virus auxiliares, incluyendo
adenovirus, herpesvirus y poxvirus, tales como el virus de la variolovacuna. Los adenovirus abarcan varios
subgrupos diferentes, aunque el adenovirus de tipo 5 del subgrupo C (Ad5) es el usado mas habitualmente. Se
conocen numerosos adenovirus de origen humano, mamifero no humano y aviar y estan disponibles de depositos
tales como la ATCC. Los virus de la familia del herpes, que también estan disponibles de depdsitos tales como
ATCC incluyen, por ejemplo, los virus del herpes simple (VHS), los virus de Epstein-Barr (VEB), los citomegalovirus
(CMV) y los virus de la seudorrabia (VPR).

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia” con respecto a un polipéptido o secuencia de acido nucleico de
referencia se define como el porcentaje de residuos aminoacidicos o nuclettidos en una secuencia candidata que
son idénticos a los residuos aminoacidicos o nucleétidos en el polipéptido o secuencia de acido nucleico de
referencia, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para conseguir el porcentaje
maximo de identidad de secuencia, y sin considerar ninguna sustitucién conservadora como parte de la identidad
de secuencia. La alineacién con propdsitos de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos
o acido nucleico puede conseguirse de diversas maneras que pertenecen a las habilidades de la técnica, por
ejemplo, usando programas informaticos disponibles al publico, 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, y que incluye BLAST, BLAST-
2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Un programa de alineacién preferido es ALIGN Plus (Scientific and Educational
Software, Pensilvania). Los expertos en la materia pueden determinar los parametros apropiados para medir la
alineacion, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir la alineacién maxima sobre la longitud
completa de las secuencias que se estén comparando. Para los propositos de este documento, el % de identidad
de secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos dada A con respecto a, con o frente a una
secuencia de aminoacidos dada B (que puede expresarse alternativamente como una secuencia de aminoacidos
dada A 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 como sigue: 100 por la fraccion X/Y, donde X es el
nimero de residuos aminoacidicos valorados como coincidencias idénticas mediante el programa de alineacién
de secuencias en la alineacién de Ay B de ese programa, y donde Y es el nimero total de residuos aminoacidicos
en B. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia de aminoacidos 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 serd igual
al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. Para los propositos de este documento,
el % de identidad de secuencia de acido nucleico de una secuencia de acido nucleico dada C con respecto a, con
o frente a una secuencia de acido nucleico D dada (que puede expresarse alternativamente como una secuencia
de acido nucleico C dada que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia de acido nucleico
con respecto a, con o frente a una secuencia de acido nucleico D dada) se calcula como sigue: 100 por la fraccién
W/Z, donde W es el nimero de nucleétidos valorados como coincidencias idénticas mediante el programa de
alineamiento de secuencias en el alineamiento de C y D de ese programa, y donde Z es el nimero total de
nucleétidos en D. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia de acido nucleico C no es igual a la longitud
de la secuencia de acido nucleico D, el % de identidad de secuencia de acido nucleico de C con respecto a D no
sera igual al % de identidad de secuencia de acido nucleico 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.

Una "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para lograr resultados beneficiosos o deseados, incluyendo
resultados clinicos (por ejemplo, mejora de los sintomas, consecucién de criterios de valoracion clinicos y similares).
Una cantidad eficaz puede administrarse en una o mas administraciones. En términos de una patologia, una
cantidad eficaz es una cantidad suficiente para mejorar, estabilizar o retardar el desarrollo de una enfermedad. Por
ejemplo, una cantidad eficaz de una particula de rAAV expresa una cantidad deseada de acido nucleico heterdlogo,
tal como un polipéptido terapéutico o acido nucleico terapéutico.

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, aunque sin limitacion, 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 realizaciones, el
individuo o sujeto es un ser humano.

Como se usa en este documento, "tratamiento” es una estrategia para obtener resultados clinicos beneficiosos o
deseados. Para los propésitos de esta invencién, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero
no se limitan a, el alivio de sintomas, la disminucién del alcance de la enfermedad, estado estabilizado (por ejemplo,
sin empeoramiento) de la enfermedad, prevencién de la propagacion (por ejemplo, metastasis) de la enfermedad,
retardo o ralentizacién de la progresion de la enfermedad, mejora o paliacién de la patologia y remision (ya sea
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parcial o total), ya sea detectable o indetectable. "Tratamiento" también puede significar prolongar la supervivencia
en comparacién con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

La expresién "malla trabecular”", como se usa en el presente documento, se refiere a un tejido similar a una esponja
situado cerca de la cérnea y el iris que funciona para drenar el humor acuoso del ojo hacia la sangre. Un tejido
similar a una esponja situado cerca de la cérnea y el iris que funciona para drenar el humor acuoso del ojo hacia
la sangre. La malla trabecular contiene espacios revestidos de endotelio (los espacios intertrabeculares) a través
de los cuales pasa el humor acuoso al canal de Schlemm. Normalmente se divide en dos partes: la malla
esclerocorneal que esta en contacto con la cérnea y la esclerética y se abre al canal de Schlemm y la malla uveal
que se enfrenta a la cdmara anterior.

El término "retina central”, como se usa en el presente documento, se refiere a la macula externa y/o macula interna
y/o la févea. La expresién "tipos de células de la retina central”, como se usa en el presente documento, se refiere
a tipos celulares de la retina central, tales como, por ejemplo, células RPE y fotorreceptoras.

El término "macula" se refiere a la regién de la retina central en primates que contiene una mayor concentracion
relativa de células fotorreceptoras, especificamente varillas y conos, en comparacién con la retina periférica. La
expresion "macula externa”, como se usa en el presente documento, también puede denominarse "macula
periférica”. La expresién "macula interna”, como se usa en el presente documento, también puede denominarse
"macula central".

El término "févea" se refiere a una regién pequefia en la retina central de primates de aproximadamente igual o
menor de 0,5 mm de didmetro que contiene una concentracién relativa mas alta de células fotorreceptoras,
especificamente conos, cuando se compara con la retina periférica y la méacula.

La expresion "espacio subretiniano”, como se usa en el presente documento, se refiere a la ubicacion en la retina
entre las células fotorreceptoras y las células del epitelio pigmentario de la retina. El espacio subretiniano puede
ser un espacio potencial, tal como antes de cualquier inyeccién subretiniana de fluido. El espacio subretiniano
también puede contener un fluido que se inyecta en el espacio potencial. En este caso, el fluido esta "en contacto
con el espacio subretiniano”. Las células que estan "en contacto con el espacio subretiniano” incluyen las células
que limitan el espacio subretiniano, tales como células RPE y fotorreceptoras.

El término "ampolla”, como se usa en el presente documento, se refiere a un espacio de fluido dentro del espacio
subretiniano de un ojo. Una ampolla de la divulgacién se puede crear mediante una Unica inyeccién de fluido en
un Unico espacio, mediante multiples inyecciones de uno o mas fluidos en el mismo espacio, o0 mediante multiples
inyecciones en multiples espacios, que cuando se reposicionan crean un espacio de fluido total Gtil para lograr un
efecto terapéutico sobre la porcién deseada del espacio subretiniano.

"Promotor de B-actina de pollo (CBA)" se refiere a una secuencia polinucleotidica derivada de un gen de B-actina
de pollo (por ejemplo, beta actina de Gallus gallus, representada por GenBank Entrez Gene ID 396526). Como se
usa en este documento, "promotor de B-actina de pollo" se puede referir a un promotor que contiene un elemento
potenciador temprano de citomegalovirus (CMV), el promotor y el primer exén e intrén del gen de B-actina de pollo,
y el aceptador de empalme del gen de beta-globina de conejo, tal como las secuencias descritas en Miyazaki, J.,
et al. (1989) Gene 79(2):269-77. Como se usa en este documento, la expresién "promotor de CAG" puede usarse
indistintamente. Como se usa en este documento, la expresién "potenciador temprano de CMV/promotor de beta
actina de pollo (CAG)" puede usarse indistintamente.

"Miocilina (MYOC)" se refiere a una proteina (0 gen que codifica dicha proteina) implicada en la funcién
citoesquelética, adherencia celular, sefializaciéon celular y migracion celular, también conocida como respuesta
glucocorticoide inducible en malla trabecular, GPOA, TIGR, GLC1A, JOAG y JOAG1. La miocilina se expresa como
una proteina secretada en muchos tipos celulares diferentes. En el ojo, se cree que la miocilina es secretada en el
humor acuoso por la malla trabecular, un tejido que es critico en la regulacion de la presion intraocular (PIO). Como
se ha descrito anteriormente, se cree que las mutaciones en la miocilina explican un subconjunto de casos
primarios de glaucoma de angulo abierto, particularmente la forma juvenil del trastorno.

Como se usa en el presente documento, "miocilina" se puede referir a un precursor de longitud completa, asi como
a cualquier forma procesada de la proteina (por ejemplo, una proteina madura secretada a partir de una célula).
Los ejemplos de proteinas de miocilina pueden incluir, sin limitacién, miocilina humana, de ratén, de perro y de
gato, por ejemplo,

secuencias de referencia del NCBI NP_000252, NP_034995, NP_001041495 y NP_001265779. Los ejemplos de
genes de miocilina pueden incluir, sin limitacién, genes de miocilina humana, de ratén, de perro y de gato, por
ejemplo, GenBank Entrez Gene ID 4653 (MYOC, también conocido como GPOA, JOAG, TIGR, GLC1Ay JOAGT),
GenBank Entrez Gene ID 17926 (Myoc, también conocido como TIGR, GLC1A y AlI957332), GenBank Entrez Gene
ID 490344 y GenBank Entrez Gene ID 101087632.
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"R-espondina 1 (RSPO1)" se refiere a un miembro de la familia R-espondina implicado en la modulacion de la
sefializacion de Wnt. El término "RSPO1" se puede referir a una proteina RSPO1 o un gen que codifica una
proteina RSPO1. Los miembros de una superfamilia de proteinas que contienen repeticién de trombospondina de
tipo 1 (TSR-1), las R-espondinas incluyen un péptido sefial, un dominio TSR-1 y dos repeticiones similares a furina.
Aunque el mecanismo exacto no esté claro, se cree que los polipéptidos de la familia de la R-espondina activan la
sefializacion de Wnt. Para una descripcién adicional de las conexiones entre R-espondinas y la sefializacion de
Wnt, véase, por ejemplo, Kim, K.A. et al (2006) Cell Cycle 5:23-26; Kim, K.A. et al. (2008) Mol. Biol. Cell. 19:2588-
2596; Jin, Y.R. y Yoon, J.K. (2012) Int. J. Biochem. Cell Biol. 44:2278-2287; y de Lau, W.B., et al. (2012) Genome
Biol. 13(3):242.

Como se usa en el presente documento, "RSPO1" se puede referir a un precursor de longitud completa, asi como
a cualquier forma procesada de la proteina (por ejemplo, una proteina madura secretada a partir de una célula).
Los ejemplos de proteinas RSPO1 pueden incluir, sin limitacién, RSPO1 humana, de ratén, de perro y de gato, por
ejemplo, secuencias de referencia del NCBI NP_001229837, NP_619624, XP_00562890 y XP_003989918. Los
ejemplos de genes RSPO1 pueden incluir, sin limitacion, genes RSPO1 humano, de ratén, de perro y de gato, por
ejemplo, GenBank Entrez Gene ID 284654 (RSPQO1, también conocido como RSPOy CRISTIN3), GenBank Entrez
Gene ID 192199 (RspoT, también conocido como Rspondin y R-spondin), GenBank Entrez Gene ID 608179 y
GenBank Entrez Gene ID 101091033. En algunas realizaciones, RSPO1 es una variante funcional de una RSPO1.
En algunas realizaciones, una variante funcional de RSPO1 puede incluir una o mas sustituciones, inserciones y/o
deleciones de aminoacidos (por ejemplo, truncamientos), pero conservar parte o toda la actividad con respecto a
una o mas actividades de la RSPO1 de longitud completa (por ejemplo, actividad de sefializacién de Wnt, ensayos
para los que se describen y/o ejemplifican en el presente documento). En algunas realizaciones, la variante
funcional de RSPO1 es una RSPO1 truncada. Los ejemplos de polipéptidos RSPO1 truncados incluyen, sin
limitacion, SEQ ID NO: 11 y 12, o formas procesadas de SEQ ID NO: 11 y 12 que carecen del péptido sefializador.

"R-espondina 2 (RSPO2)" se refiere a un miembro de la familia R-espondina implicado en la modulacién de la
sefializacion de Wnt. El término "RSPO2" se puede referir a una proteina RSPO2 o un gen que codifica una
proteina RSPO2. Los miembros de una superfamilia de proteinas que contienen repeticién de trombospondina de
tipo 1 (TSR-1), las R-espondinas incluyen un péptido sefial, un dominio TSR-1 y dos repeticiones similares a furina.
Aunque el mecanismo exacto no esté claro, se cree que los polipéptidos de la familia de la R-espondina activan la
sefializacion de Wnt. Para una descripcién adicional de las conexiones entre R-espondinas y la sefializacion de
Wnt, véase, por ejemplo, Kim, K.A. et al (2006) Cell Cycle 5:23-26; Kim, K.A. et al. (2008) Mol. Biol. Cell. 19:2588-
2596; Jin, Y.R. y Yoon, J.K. (2012) Int. J. Biochem. Cell Biol. 44:2278-2287; y de Lau, W.B., et al. (2012) Genome
Biol. 13(3):242.

Como se usa en el presente documento, "RSPQO2" se puede referir a un precursor de longitud completa, asi como
a cualquier forma procesada de la proteina (por ejemplo, una proteina madura secretada a partir de una célula).
Los ejemplos de proteinas RSPO2 pueden incluir, sin limitacién, RSPO2 humana, de ratén, de perro y de gato, por
ejemplo, secuencias de referencia del NCBI NP_848660, NP_766403, XP_005627927 y XP_004000104. Los
ejemplos de genes RSPO2 pueden incluir, sin limitacién, genes RSPO2 humano, de ratén, perro y de gato, por
ejemplo, GenBank Entrez Gene ID 340419 (RSPO2, también conocido como CRISTIN2), GenBank Entrez Gene
ID 239405 (Rspo2, también conocido como .ftls, AA673245, D430027K22 y 2610028F08Rik), GenBank Entrez
Gene ID 482004 y GenBank Entrez Gene ID 101087380. En algunas realizaciones, RSPO2 es una variante
funcional de una RSPQO2. En algunas realizaciones, una variante funcional de RSPO2 puede incluir una o mas
sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoéacidos (por ejemplo, truncamientos), pero conservar parte o
toda la actividad con respecto a una o0 mas actividades de la RSPO2 de longitud completa (por ejemplo, actividad
de sefializacién de Wnt, ensayos para los que se describen y/o ejemplifican en el presente documento). En algunas
realizaciones, la variante funcional de RSPO2 es una RSPO2 truncada. Los ejemplos de polipéptidos RSPO2
truncados incluyen, sin limitacion, SEQ ID NO: 13 y 14, o formas procesadas de SEQ ID NO: 13 y 14 que carecen
del péptido sefializador.

"R-espondina 3 (RSPO3)" se refiere a un miembro de la familia R-espondina implicado en la modulacion de la
sefializacion de Wnt. El término "RSPO3" se puede referir a una proteina RSPO3 o un gen que codifica una
proteina RSPO3. Los miembros de una superfamilia de proteinas que contienen repeticién de trombospondina de
tipo 1 (TSR-1), las R-espondinas incluyen un péptido sefial, un dominio TSR-1 y dos repeticiones similares a furina.
Aunque el mecanismo exacto no esta claro, se cree que RSPO3 activa la sefializacién de Wnt, y la pérdida de la
funcién de RSPOS3 en ratones y Xenopus da como resultado fenotipos de pérdida de funcion de Wnt (Kazanskaya,
0., et al. (2008) Development 135:3655-64). Para una descripcion adicional de las conexiones entre R-espondinas
y sefializacién de Wnt, véase, por ejemplo, De Lau, W.B., et al. (2012) Genome Biol. 13(3):242.

Como se usa en el presente documento, "RSPO3" se puede referir a un precursor de longitud completa, asi como
a cualquier forma procesada de la proteina (por ejemplo, una proteina madura secretada a partir de una célula).
Los ejemplos de proteinas RSPO3 pueden incluir, sin limitacién, RSPO3 humana, de ratén, de perro y de gato, por
ejemplo, secuencias de referencia del NCBI NP_116173, NP_082627, XP_005615677 y XP_003986583.
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Los ejemplos de genes RSPO3 pueden incluir, sin limitacién, genes RSPO3 humanos, de ratén, de perro y de gato,
por ejemplo, GenBank Entrez Gene ID 84870 (RSPQO3, también conocido como PWTSR, THSD2y CRISTINT),
GenBank Entrez Gene ID 72780 (Rspo3, también conocido como Thsd2, Cristin1, AW742308 y 2810459H04Rik),
GenBank Entrez Gene ID 476287 y GenBank Entrez Gene ID 101085635. En algunos casos, RSPO3 es una
variante funcional de una RSPO3. En algunos casos, una variante funcional de RSPO3 puede incluir una o0 mas
sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos (por ejemplo, truncamientos), pero conservar parte o
toda la actividad con respecto a una o mas actividades de la RSPO3 de longitud completa (por ejemplo, actividad
de sefializacion de Wnt, para la cual se describen y/o ejemplifican ensayos en el presente documento). En algunos
casos, la variante de RSPO3 funcional es una RSPOS3 truncada. Los ejemplos de polipéptidos RSPO3 truncados
incluyen, sin limitacion, SEQ ID NO: 15-17, o formas procesadas de SEQ ID NO: 15-17 que carecen del péptido
sefializador.

"R-espondina 4 (RSPO4)" se refiere a un miembro de la familia R-espondina implicado en la modulacién de la
sefializacion de Wnt. El término "RSPO4" se puede referir a una proteina RSPO4 o un gen que codifica una
proteina RSPO4. Los miembros de una superfamilia de proteinas que contienen repeticién de trombospondina de
tipo 1 (TSR-1), las R-espondinas incluyen un péptido sefial, un dominio TSR-1 y dos repeticiones similares a furina.
Aunque el mecanismo exacto no esta claro, se cree que los polipéptidos de la familia de la R-espondina activan la
sefializacion de Wnt. Para una descripcién adicional de las conexiones entre R-espondinas y la sefializacion de
Wnt, véase, por ejemplo, Kim, K.A. et al (2006) Cell Cycle 5:23-26; Kim, K.A. et al. (2008) Mol. Biol. Cell. 19:2588-
2596; Jin, Y.R. y Yoon, J.K. (2012) Int. J. Biochem. Cell Biol. 44:2278-2287; y de Lau, W.B., et al. (2012) Genome
Biol. 13(3):242.

Como se usa en el presente documento, "RSPO4" se puede referir a un precursor de longitud completa, asi como
a cualquier forma procesada de la proteina (por ejemplo, una proteina madura secretada a partir de una célula).
Los ejemplos de proteinas RSPO4 pueden incluir, sin limitacion, RSPO4 humana, de ratén, de perro y de gato, por
ejemplo, secuencias de referencia del NCBI NP_001025042, NP_001035779, XP_542937 y XP_011279253. Los
ejemplos de genes RSPO4 pueden incluir, sin limitaciéon, genes RSPO4 humanos, de ratén, de perro y de gato,
por ejemplo, GenBank Entrez Gene ID 343637 (RSP(O4, también conocido como CRISTIN4 y C200rf182),
GenBank Entrez Gene ID 228770 (Rspo4, también conocido como A730099F22 y A930029K19Rik), GenBank
Entrez Gene ID 485813 y GenBank Entrez Gene ID 101091527. En algunas realizaciones, RSPO4 es una variante
funcional de una RSPO4. En algunas realizaciones, una variante funcional de RSPO4 puede incluir una o mas
sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos (por ejemplo, truncamientos), pero conservar parte o
toda la actividad con respecto a una o mas actividades de la RSPO4 de longitud completa (por ejemplo, actividad
de sefializacion de Wnt, ensayos para los que se describen y/o ejemplifican en el presente documento). En algunas
realizaciones, la variante funcional de RSPO4 es una RSPO4 truncada. Los ejemplos de polipéptidos RSPO4
truncados incluyen, sin limitacién

SEQ ID NO: 18 y 19, o formas procesadas de SEQ ID NO: 18 y 19 que carecen del péptido sefializador.

Como se usa en el presente documento, la "interferencia por ARN (IARN)" es un proceso biolégico en el que las
moléculas de ARN inhiben la expresién génica, normalmente provocando la destruccion de moléculas de ARNm
especificas. Los ejemplos de iARN incluyen ARN inhibidor pequefio (ARNip), microARN (miARN), ARN horquillado
pequefio (ARNhc).

Como se usa en el presente documento, un "ARN horquillado pequefio” o "ARN horquillado corto" (ARNhc) es una
molécula de ARN que hace un giro horquillado estrecho que puede usarse para silenciar la expresion génica diana;
por ejemplo, mediante interferencia por ARN.

"Sefializacion de Wnt" se refiere a un grupo de vias de sefializacion celular relacionadas que estan reguladas por
la interaccién entre una proteina Wnt y un receptor de la familia Frizzled (Fz) (para una revisién, véase, por ejemplo,
Logan, C.Y., y Nusse, R. (2004) Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 20:781-810). Estas vias han sido implicadas en una
amplia gama de procesos patogénicos y de desarrollo. Como se usa en el presente documento, a menos que se
especifique lo contrario, la expresion "sefializacion de Wnt" se puede referir a parte 0 a la totalidad de la via de
Whnt candnica, la via de Wnt/polaridad celular plana (PCP) y/o la via de Wnt/calcio. Por ejemplo, en la via de Wnt
canénica, la uniéon de Wnt al complejo Frizzled/receptor de LRP da como resultado la modulacion de la actividad
de Dishevelled (DSH), axina, poliposis coli adenomatosa (APC) y glucégeno sintasa cinasa (GSK-3), inhibiendo en
ultima instancia la degradacion de la beta-catenina. La beta-catenina es entonces capaz de translocarse al nlcleo
y regular la transcripcién génica, por ejemplo, junto con factores de transcripcién del factor de unién al potenciador
linfoide 1/factor de transcripcion especifico de linfocitos T (LEF/TCF). En algunas realizaciones, la actividad beta-
catenina se puede ensayar como una lectura para la sefializacion de Wnt (por ejemplo, mediante un ensayo TOP-
Flash, tal como el caracterizado en Molenaar, M., et al. (1996) Cell 86(3):391-9).

Una referencia a "aproximadamente" un valor o parametro en este documento incluye (y describe) realizaciones

que se refieren a ese valor o parametro per se. Por ejemplo, una descripcién que se refiera a "aproximadamente
X" incluye una descripcion de "X".
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Como se usa en este documento, la forma singular de los articulos "un/o0", "una" y "el/la" incluye referencias en
plural salvo que se indique de otro modo.

Se entiende que los aspectos y realizaciones de la invencién descritos en el presente documento incluyen "que

comprende", "que consiste en" y/o "que consiste esencialmente en" aspectos y realizaciones.
lll. Métodos de tratamiento

La invencién se refiere a la terapia génica para el glaucoma de miocilina (MYOC), en donde las particulas de rAAV
que comprenden vectores terapéuticos se administran al ojo de un mamifero. La particula de rAAV para su uso en
la invencién comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2 o0 RSPO4, en donde RSPO1, RSPO2 o RSPO4
se une operativamente a un promotor, en donde el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO4 o0 RSPO4 en
el ojo del mamifero y/o en las células de la malla trabecular. En algunas realizaciones, el glaucoma de miocilina
(MYOC) es glaucoma primario de angulo abierto (POAG). En algunas realizaciones, el glaucoma de miocilina
(MYOC) es la forma juvenil de glaucoma primario de angulo abierto (JOAG). En algunas realizaciones, el mamifero
es un ser humano (por ejemplo, un ser humano con POAG o un ser humano con JOAG). En algunas realizaciones,
el mamifero con glaucoma de miocilina (MYOC) tiene una MYOC mutada. En algunas realizaciones, la MYOC
mutada comprende una o mas sustituciones de aminoacidos correspondientes a E323K, K398R, Q368X, G364V,
P370L, D380A, K423E, Y437H e 1477S de MYOC humana. En algunas realizaciones, el gen MYOC mutado
comprende una o mas sustituciones de aminoacidos correspondientes a sustituciones de aminoacidos P370L y/o
Y437H de MYOC humana. En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos de tratamiento del glaucoma de
miocilina (MYOC) en un ser humano, que comprenden administrar al ojo del ser humano una cantidad eficaz de
particulas de rAAV que comprenden un vector que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o una variante
funcional de las mismas y/0 iIARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc). La particula de rAAV para su uso en la invencién
comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2 o RSPO4. En algunas realizaciones, la particula de rAAV para
SU Uso en la invencién se usa para reducir un sintoma de glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero; por
ejemplo, reducir la presién intraocular, reducir la acumulacién de MYOC en la malla trabecular, reducir la
hipertension ocular o aumentar el flujo de salida acuoso de la malla trabecular.

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos de mejora de la sefializacién de Wnt en células de la malla
trabecular en un mamifero que tiene un trastorno ocular, que comprenden administrar al ojo del mamifero una
particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2,
RSPO3, RSPO4 o una variante funcional de las mismas. En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos
de mejora de la sefializacion de Wnt en células de la malla trabecular en un mamifero que tiene un trastorno ocular,
que comprenden administrar al ojo del mamifero una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que
comprende un vector que codifica una iIARN de MYOC que se dirige a la expresién de una miocilina (MYOC) en el
mamifero. En algunos casos, la sefializacién de Wnt se potencia usando una o mas particulas viricas que expresan
RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSP0O4 o una variante funcional de las mismas y/o iARN de MYOC; por ejemplo, RSPO1,
RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una variante funcional de las mismas y la iIARN de MYOC se puede expresar a partir
de vectores de rAAV con diferentes genomas viricos recombinantes o del mismo genoma virico de rAAV.

Vectores terapéuticos

La invencién se refiere a terapia génica para glaucoma de miocilina (MYOC), en donde particulas de rAAV que
comprenden vectores terapéuticos se administran al ojo de un mamifero; por ejemplo, el vector terapéutico puede
codificar un acido nucleico terapéutico y/o un polipéptido terapéutico. La particula de rAAV para su uso en la
invencién comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2 o RSPO4. Se puede generar un vector de AAV
terapéutico que codifica un acido nucleico terapéutico y/o polipéptido terapéutico usando métodos conocidos en la
técnica, usando métodos de sintesis y recombinantes estandar. En algunos casos, el polipéptido terapéutico es un
polipéptido que estimula la sefializacién de Wnt. En algunos casos, el polipéptido terapéutico estimula la
sefializacion de Wnt en presencia de una MYOC mutante. En algunos casos, el polipéptido terapéutico estimula la
sefializacion de Wnt en presencia de una MYOC mutante humana. En algunos casos, el polipéptido terapéutico
estimula la sefializacion de Wnt en presencia de una MYOC humana mutante asociada con glaucoma. En algunos
casos, la MYOC mutante comprende una sustitucién de aminoacidos P370L y/o Y437H. En algunos casos, la
MYOC mutada comprende una o0 mas sustituciones de aminoacidos correspondientes a E323K, K398R, Q368X,
G364V, P370L, D380A, K423E, Y437H e 14778 de MYOC humana.

En algunos casos, la divulgacién proporciona vectores de rAAV para el tratamiento de glaucoma de miocilina
(MYOC), en donde los vectores de rAAV codifican un polipéptido R-espondina (RSPQO) (por ejemplo, RSPO1,
RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una variante funcional de las mismas). En algunas realizaciones, el polipéptido RSPO1
es una RSPO1 humana. En algunas realizaciones, la RSPO1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NQ:8, o una variante funcional de la misma. Un ejemplo de una variante funcional de RSPO1 incluye una RSPO1
que tiene una o0 mas sustituciones, adiciones y/o deleciones de aminoacidos de la secuencia de aminoéacidos de
SEQ ID NO: 8. En algunas realizaciones, la variante de RSPO1 comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez 0 mas de 10 sustituciones, adiciones y/o deleciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 8 mientras se mantiene la capacidad de estimular la sefializacién de Wnt (por ejemplo, en presencia de una
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MYOC mutante). En algunas realizaciones, la variante de RSPO1 tiene més de aproximadamente un 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO: 8. En algunas realizaciones,
RSPO1 es una RSPO1 truncada. En algunas realizaciones, la RSPO1 truncada puede incluir uno o més dominios
ricos en Cys similares a furina (por ejemplo, FU1 y/o FU2), pero carecer de uno o mas de: un péptido sefializador,
un dominio de trombospondina de tipo 1 (por ejemplo, TSR-1 o TSP1) y/o un dominio carboxiterminal cargado
positivamente (por ejemplo, que incluye un dominio NLS y/o BR bipartito; para referencia, véanse las FIG. 11-13C).
En ciertas realizaciones, la RSPO1 truncada puede comprender SEQ ID NO: 11 y/o 12, o formas procesadas de
SEQ ID NO: 11 y/o 12 que carecen del péptido sefializador. En ciertas realizaciones, la RSPO1 truncada tiene mas
de aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con
SEQ ID NO: 11 y/o 12. En algunas realizaciones, el polipéptido RSPO2 es una RSPO2 humana. En algunas
realizaciones, la RSPO2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9, o una variante funcional de la
misma. Un ejemplo de una variante funcional de RSPO2 incluye una RSPO2 que tiene una o mas sustituciones,
adiciones y/o deleciones de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En algunas
realizaciones, la variante de RSPO2 comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas
de 10 sustituciones, adiciones y/o deleciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9, mientras se
mantiene la capacidad de estimular la sefializacién de Wnt (por ejemplo, en presencia de una MYOC mutante). En
algunas realizaciones, la variante de RSPO2 tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO:9. En algunas realizaciones, RSPO2 es una
RSPO2 truncada. En algunas realizaciones, la RSPO2 truncada puede incluir uno o mas dominios ricos en Cys
similares a furina (por ejemplo, FU1 y/o FU2), pero carecer de uno 0 mas de: un péptido sefializador, un dominio
de trombospondina de tipo 1 (por ejemplo, TSR-1 0 TSP1) y/o un dominio carboxiterminal cargado positivamente
(por ejemplo, que incluye un dominio NLS y/o BR bipartito; para referencia, véanse las FIG. 11-13C). En ciertas
realizaciones, la RSPO2 truncada puede comprender SEQ ID NO: 13 y/o 14, o formas procesadas de SEQ ID NO:
13 y/o 14 que carecen del péptido sefializador. En ciertas realizaciones, la RSPO2 truncada tiene mas de
aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ
ID NO: 13 y/o 14. En algunos casos, el polipéptido RSPO3 es una RSPO3 humana. En algunas realizaciones,
RSPO3 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, o una variante funcional de la misma. Un
ejemplo de una variante funcional de RSPO3 incluye una RSPO3 que tiene una 0 mas sustituciones, adiciones y/o
deleciones de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la variante de
RSPO3 comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas de 10 sustituciones, adiciones
y/o deleciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 mientras se mantiene la capacidad de estimular
la sefializacion de Wnt (por ejemplo, en presencia de una MYOC mutante). En algunos casos, la variante de RSPO3
tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de
identidad con SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, RSPO3 es una RSPO3 truncada. En algunos casos, la
RSPO3 truncada puede incluir uno o mas dominios ricos en Cys similares a furina (por ejemplo, FU1 y/o FU2),
pero carecer de uno o mas de: un péptido sefializador, un dominio de trombospondina de tipo 1 (por ejemplo, TSR-
1 0 TSP1) y/o un dominio carboxiterminal cargado positivamente (por ejemplo, que incluye un dominio NLS y/o BR
bipartito; para referencia, véanse las FIG. 11-13C). En ciertos casos, la RSPOS3 truncada puede comprender SEQ
ID NO: 15, 16 y/o 17, o formas procesadas de SEQ ID NO: 15, 16 y/o 17 que carecen del péptido sefializador. En
ciertos casos, la RSPO3 truncada tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO: 15,

16 y/o 17. En algunas realizaciones, el polipéptido RSPO4 es una RSPO4 humana. En algunas realizaciones, la
RSPO4 comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO:9, o una variante funcional de la misma. Un
ejemplo de una variante funcional de RSPO2 incluye una RSPO2 que tiene una 0 mas sustituciones, adiciones y/o
deleciones de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En algunas realizaciones, la
variante de RSPO4 comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas de 10
sustituciones, adiciones y/o deleciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 a la vez que se mantiene
la capacidad de estimular la sefializacion de Wnt (por ejemplo, en presencia de una MYOC mutante). En algunas
realizaciones, la variante de RSPO4 tiene mas de aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO: 10. En algunas realizaciones, RSPO4 es una RSPO4
truncada. En algunas realizaciones, la RSPO4 truncada puede incluir uno o mas dominios ricos en Cys similares
a furina (por ejemplo, FU1 y/o FU2), pero carecer de uno o mas de: un péptido sefializador, un dominio de
trombospondina de tipo 1 (por ejemplo, TSR-1 o0 TSP1) y/o un dominio carboxiterminal cargado positivamente (por
ejemplo, que incluye un dominio NLS y/o BR bipartito; para referencia, véanse las FIG. 11-13C). En ciertas
realizaciones, la RSPO4 truncada puede comprender SEQ ID NO: 18 y/o 19, o formas procesadas de SEQ ID NO:
18 y 19 que carecen del péptido sefializador. En ciertas realizaciones, la RSPO4 truncada tiene mas de
aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ
ID NO: 18 y/o 19.

En algunos casos, el vector de rAAV comprende acido nucleico que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSP0O4 o
una variante funcional de la misma unida operativamente a un promotor. En algunos casos, el promotor es capaz
de expresar RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o variante funcional de la misma en el ojo del mamifero. En algunos
casos, el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o variante funcional de las mismas en
células de la malla trabecular. En la particula de rAAV de la invencién, RSPO1, RSPO2 o RSPO4 se une
operativamente a un promotor en donde el promotor es capaz de expresar el RSPO1, RSPO2 o RSPO4 en el ojo
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del mamifero y/o en células de la malla trabecular. En algunas realizaciones, el promotor es un promotor hibrido
de B-actina de pollo (CBA).

La divulgacién proporciona métodos de terapia génica para glaucoma de miocilina (MYQC), en donde particulas
de rAAV que comprenden vectores terapéuticos se administran al ojo de un mamifero; por ejemplo, el vector
terapéutico puede codificar un acido nucleico terapéutico y/o un polipéptido terapéutico. Se puede generar un
vector de AAV terapéutico que codifica un acido nucleico terapéutico y/o polipéptido terapéutico usando métodos
conocidos en la técnica, usando métodos de sintesis y recombinantes estandar. En algunos casos, el acido
nucleico terapéutico codifica un ARN que se dirige a la expresion de MYOC. En algunos casos, el acido nucleico
heter6logo codifica un ARN que reduce o inhibe la expresion de MYOC. En algunos casos, el acido nucleico
heterélogo codifica un ARN que reduce o inhibe la expresiéon de un mutante

MYQOC. En algunos casos, el acido nucleico heterélogo codifica un ARN que reduce o inhibe la expresién de una
MYOC humana mutante. En algunos casos, la MYOC humana mutante comprende una sustitucién de aminoacido
P370L y/o una sustitucion de aminoacido Y437. Los ejemplos no limitantes de acido nucleico terapéutico incluyen
iARN, ARN inhibidor pequefio (ARNip), microARN (miARN}), ARN horquillado pequefio (ARNhc) y/o ribozimas (tales
como ribozimas de cabeza de martillo y horquilla). En algunos casos, el acido nucleico heterélogo codifica un ARN
que reduce o inhibe la expresién de MYOC es un ARNhc que reduce o inhibe la expresién de MYOC (por ejemplo,
MYOC natural y mutante).

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos de terapia génica para el glaucoma de miocilina (MYOC),
en donde particulas de rAAV que comprenden vectores terapéuticos se administran al ojo de un mamifero, en
donde los vectores comprenden acido nucleico que codifica uno o mas polipéptidos terapéuticos. Las particulas
de rAAV que comprenden vectores terapéuticos se pueden generar usado métodos conocidos en la técnica,
usando métodos de sintesis y recombinantes estandar. En algunos casos, el vector codifica un polipéptido
terapéutico. En algunos casos, el polipéptido terapéutico se dirige a la sefializacién de Wnt. En algunos casos, el
polipéptido terapéutico estimula la sefializacién de Wnt.

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos de terapia génica para el glaucoma de miocilina (MYOC),
en donde particulas de rAAV que comprenden vectores terapéuticos se administran al ojo de un mamifero, en
donde los vectores comprenden &cido nucleico que codifica uno o mas polipéptidos terapéuticos y uno o mas
acidos nucleicos terapéuticos. Las particulas de rAAV que comprenden vectores terapéuticos se pueden generar
usado métodos conocidos en la técnica, usando métodos de sintesis y recombinantes estandar. En algunos casos,
el polipéptido terapéutico se dirige a la sefializacion de Wnt y el acido nucleico terapéutico se dirige a la expresion
de MYOC. En algunos casos, el polipéptido terapéutico estimula la sefializacion de Wnt. En algunos casos, el acido
nucleico heterélogo codifica un ARN que reduce o inhibe la expresion de MYOC. En algunos casos, el acido
nucleico heterélogo codifica un ARN que reduce o inhibe la expresién de una MYOC mutante. En algunos casos,
el acido nucleico heterélogo codifica un ARN que reduce o inhibe la expresién de una MYOC humana mutante. En
algunos casos, la MYOC humana mutante comprende una sustitucion de aminoacido P370L y/o una sustitucién
de aminoé&cido Y437. Los ejemplos no limitantes de acido nucleico terapéutico incluyen iARN, ARNip, miARN,
ARNhc y/o ribozimas.

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos de terapia génica para el glaucoma de miocilina (MYQOC)
en un mamifero, en donde las particulas de rAAV que comprenden vectores que codifican uno o mas polipéptidos
terapéuticos se administran al mamifero y las particulas de rAAV que comprenden vectores que codifican uno o
més é&cidos nucleicos terapéuticos se administran al mamifero. En algunos casos, el polipéptido terapéutico se
dirige a la sefializacién de Wnty el acido nucleico terapéutico se dirige a la expresiéon de MYOC. En algunos casos,
el polipéptido terapéutico estimula la sefializacion de Wnt. En algunos casos, el acido nucleico heter6logo codifica
un ARN que reduce o inhibe la expresién de MYOC. En algunos casos, el acido nucleico heterélogo codifica un
ARN que reduce o inhibe la expresion de una MYOC mutante. En algunos casos, el &cido nucleico heterélogo
codifica un ARN que reduce o inhibe la expresion de una MYOC humana mutante. En algunos casos, la MYOC
humana mutante comprende una sustitucién de aminoacido P370L y/o una sustitucion de aminoacido Y437. Los
ejemplos no limitantes de acido nucleico terapéutico incluyen iARN, ARNip, miARN, ARNhc y/o ribozimas. Las
particulas de rAAV que comprenden vectores que codifican uno o mas polipéptidos terapéuticos y las particulas
de rAAV que comprenden vectores que codifican uno o mas acidos nucleicos terapéuticos se pueden administrar
al mamifero simultanea o secuencialmente. En algunos casos, las particulas de rAAV que comprenden vectores
que codifican uno o mas polipéptidos terapéuticos se administran antes de que se administren particulas de rAAV
que comprenden vectores que codifican uno o mas acidos nucleicos terapéuticos. En algunos casos, las particulas
de rAAV que comprenden vectores que codifican uno o mas polipéptidos terapéuticos se administran después de
que se administran particulas de rAAV que comprenden vectores que codifican uno o mas acidos nucleicos
terapéuticos.

Los acidos nucleicos de la divulgacién pueden codificar polipéptidos que son proteinas intracelulares, ancladas en
la membrana celular, permanecen dentro de la célula o son secretados por la célula transducida con los vectores
de la invencién. Para polipéptidos secretados por la célula que recibe el vector; preferiblemente el polipéptido es
soluble (es decir, no unido a la célula). Por ejemplo, los polipéptidos solubles estan desprovistos de una regién
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transmembrana y se secretan a partir de la célula. En la técnica se conocen técnicas para identificar y eliminar
secuencias de acido nucleico que codifican dominios transmembranarios.

Los vectores que se pueden administrar de acuerdo con la presente divulgacion también incluyen vectores que
comprenden un &cido nucleico que codifica un ARN (por ejemplo, ARNhc, iARN, ribozimas, miARN, ARNip, ARN
antisentido) que, cuando se transcribe a partir de los acidos nucleicos del vector, puede tratar glaucoma de
miocilina (MYOC) interfiriendo con la traduccién o transcripcién de una proteina anormal 0 en exceso asociada con
un estado patolégico de la invencion; por ejemplo, MYOC. En algunos ejemplos, los acidos nucleicos de la
divulgacion pueden codificar un ARN que trata una enfermedad mediante la eliminacién o reduccion altamente
especifica de ARNm que codifica las proteinas anormales y/o en exceso. Las secuencias de ARN terapéutico
incluyen ARN horquillado pequefio (ARNhc), iARN, ARN inhibidor pequefio

(ARNip}, microARN (miARN) y/o ribozimas (tales como ribozimas de cabeza de martillo y horquilla) que pueden
tratar enfermedades mediante la eliminacién o reduccién altamente especifica de ARNm que codifica las proteinas
anormales y/o en exceso, tales como las que se producen en diversas formas de degeneracién retiniana heredada.
Los ejemplos de secuencias de ARN terapéutico y acidos nucleicos que codifican estas secuencias que pueden
usarse en la invencion incluyen las descritas, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.® 6.225.291.

En algunas realizaciones de la invencion, la secuencia de ARN terapéutico es una secuencia de iARN (por ejemplo,
ARNhc) que se dirige a la expresién de MYOC. En algunas realizaciones, la expresién dirigida a la secuencia de
iARN (por ejemplo, ARNhc) de MYOC es una secuencia de iARN (por ejemplo, ARNhc) que reduce o inhibe la
expresion de MYOC. En algunas realizaciones, la iIARN (por ejemplo, ARNhc) reduce o inhibe la expresién de una
MYOC humana. En algunas realizaciones, la iIARN (por ejemplo, ARNhc) reduce o inhibe la expresiéon de una
MYOC que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3. En algunas realizaciones, la iARN de MYOC
(por ejemplo, ARNhc) se dirige a una secuencia de aminoacidos de QAMSVIH (SEQ ID NO:6) de MYOC. En
algunas realizaciones, las particulas de rAAV codifican un vector que comprende mas de una iARN (por ejemplo,
ARNhc) que se dirige (por ejemplo, reduce o inhibe) a la expresion de MYOC. En algunas realizaciones, la
secuencia de bucle de la IARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) comprende la secuencia de acido nucleico
AATAGTGAAGCCACAGATGTATT (SEQ ID NO:7). En algunas realizaciones, las particulas de rAAV codifican un
vector que comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco o mas iARN (por ejemplo, ARNhc) que se dirige (por ejemplo,
reduce o inhibe) la expresién de MYOC.

En algunas realizaciones, el vector rAAV comprende acido nucleico que codifica una iARN de MYOC (por ejemplo,
ARNhc) unido operativamente a un promotor. En algunas realizaciones, el promotor es capaz de expresar la iARN
de MYOC (por ejemplo, ARNhc) en el ojo del mamifero. En algunas realizaciones, el promotor es capaz de expresar
la iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) en células de la malla trabecular. En algunas realizaciones, el promotor
es un promotor hibrido de B-actina de pollo (CBA). En algunas realizaciones, el promotor es un promotor de la ARN
polimerasa lll.

En algunos casos, el vector rAAV comprende acido nucleico que codifica cualquier RSPO1, RSPO2, RSPO3,
RSPO4 o variante funcional de la misma como se describe en el presente documento y acido nucleico que codifica
cualquier iIARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) como se describe en el presente documento. En algunos casos,
el acido nucleico que codifica RSPO1, RSP0O2, RSP0O3, RSPO4, o una variante funcional de las mismas, y el acido
nucleico que codifica iIARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) estan en diferentes genomas de rAAV. En algunos
casos, el acido nucleico que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una variante funcional de las mismas, y
el acido nucleico que codifica IARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) estan en el mismo genoma de rAAV. En
algunos casos, el acido nucleico que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una variante funcional de las
mismas, y el acido nucleico que codifica iIARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) se unen operativamente al mismo
promotor. En algunos casos, el acido nucleico que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSP0O4, o una variante
funcional de las mismas, y el acido nucleico que codifica IARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) se unen
operativamente a los diferentes promotores. En algunos casos, el acido nucleico que codifica el RSPO1, RSPO2,
RSPO3, RSPO4 o variante funcional de las mismas es 5' respecto al acido nucleico que codifica la iARN de MYOC
(por ejemplo, ARNhc). En algunos casos, el acido nucleico que codifica el RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSP0O4 o
variante funcional de las mismas es 3' respecto al acido nucleico que codifica la IARN de MYOC (por ejemplo,
ARNhc). En algunos casos, el acido nucleico que codifica RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una variante
funcional de las mismas, y el acido nucleico que codifica IARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) se unen
operativamente al mismo promotor, en donde el acido nucleico incluye un sitio de entrada interna al ribosoma
(IRES) RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, o variante funcional de las mismas, y los acidos nucleicos de iARN de
MYQOC (por ejemplo, ARNhc).

Composiciones de rAAV
En algunas realizaciones, la divulgacién proporciona composiciones que comprenden cualquiera de las particulas
de rAAV descritas en el presente documento. La particula de rAAV para su uso en la invencién puede estar en una

composicién farmacéutica. En general, las composiciones para su uso en los métodos y sistemas de la divulgacion
comprenden una cantidad eficaz de particulas de rAAV que comprenden vectores de rAAV que codifican un
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polipéptido y/o ARN, preferentemente en un excipiente farmacéuticamente aceptable. Como es bien conocido en
la técnica, los excipientes farmacéuticamente aceptables son sustancias relativamente inertes que facilitan la
administracién de una sustancia farmacolégicamente eficaz y se pueden suministrar como disoluciones o
suspensiones liquidas, como emulsiones o como formas sélidas adecuadas para disolucién o suspensién en
liquido antes de su uso. Por ejemplo, un excipiente puede dar forma o consistencia, o actuar como diluyente. Los
excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a, agentes estabilizantes, agentes humectantes y
emulsionantes, sales para diferentes osmolaridades, agentes encapsulantes, sustancias tamponantes del pH y
tampones. Dichos excipientes incluyen cualquier agente farmacéutico adecuado para la administracion directa al
ojo que se puede administrar sin toxicidad indebida. Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero
no se limitan a, sorbitol, cualquiera de los diversos compuestos de TWEEN vy liquidos tales como agua, solucién
salina, glicerol y etanol. Pueden incluirse sales farmacéuticamente aceptables en el mismo, por ejemplo, sales de
acidos minerales tales como clorhidratos, bromhidratos, fosfatos, sulfatos y similares; y las sales de acidos
orgéanicos, tales como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos y similares. Una discusién exhaustiva de
excipientes farmacéuticamente aceptables esta disponible en REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES
(Mack Pub. Co., N.J. 1991).

En general, estas composiciones se formulan para su administracion mediante inyeccién ocular (por ejemplo,
intravitrea, intracameral, subretiniana). Por consiguiente, estas composiciones se combinan preferentemente con
vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como solucién salina, solucion salina equilibrada de Ringer (pH 7,4)
y similares. Aunque no se requieren, las composiciones pueden administrarse opcionalmente en una forma
farmacéutica unitaria adecuada para la administraciéon de una cantidad precisa.

En algunos casos, la divulgacién proporciona formulaciones farmacéuticas de rAAV para el tratamiento del
glaucoma de miocilina (MYOC). En algunos casos, la formulacién comprende particulas de rAAV que comprenden
un vector de rAAV que codifica un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3 y/o RSPO4, o una variante funcional del
mismo. En algunos casos, la formulacién comprende particulas de rAAV que comprenden un vector rAAV que
codifica una iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc). En algunos casos, la formulacién comprende particulas de
rAAV que comprenden un vector de rAAV que codifica un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3 y/o RSP0O4, 0 una
variante funcional del mismo, y una iARN de MYQOC (por ejemplo, ARNhc). En algunos casos, la formulacién
comprende particulas de rAAV que comprenden un vector de rAAV que codifica un polipéptido RSPO1, RSPO2,
RSPO3 y/o RSPO4, o una variante funcional del mismo, y particulas de rAAV que comprenden un vector de rAAV
que codifica una iIARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc).

Métodos de administracion ocular de rAAV

En algunos aspectos, la invencién se refiere al tratamiento de glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero,
comprendiendo el método administrar particulas de rAAV al ojo del mamifero. En algunos casos divulgados en el
presente documento, las particulas de rAAV comprenden un vector de rAAV que codifica un polipéptido RSPO1,
RSPO2, RSPO3 y/o RSP0O4, o una variante funcional del mismo, y/o un vector de rAAV que codifica una iARN de
MYOC (por ejemplo, ARNhc). En la invencion, la particula de rAAV comprende un vector que codifica RSPO1,
RSPO2 o RSPO4. En algunas realizaciones, las particulas de rAAV se administran al ojo mediante inyeccién
intravitrea y/o intracameral. Se conocen en la técnica métodos de administracién de particulas de rAAV al ojo.

En algunos casos, las particulas de rAAV que comprenden vectores de rAAV que codifican RSPO1, RSPO2,
RSPO3, RSPO4, o una variante funcional de las mismas, y/o iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) se administran
al ojo de un mamifero donde RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, o variante funcional de las mismas, y/o iARN de
MYOC (por ejemplo, ARNhc) se expresan en la malla trabecular del ojo. En algunos casos, las particulas de rAAV
que comprenden vectores de rAAV que codifican RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una variante funcional de
las mismas, se administran al ojo de un mamifero donde se transducen otras partes del ojo (por ejemplo, células
ganglionares de la retina). El uso de particulas de rAAV que comprenden la capside de AAV2 que comprende una
sustitucion de aminoacido R471A puede facilitar la transduccion de células de la malla trabecular.

Al transducir de manera segura y eficaz células oculares (por ejemplo, células de la malla trabecular) con un vector
que comprende un polipéptido terapéutico o secuencia de acido nucleico, los métodos de la divulgacién se pueden
usar para tratar a un individuo; por ejemplo, un ser humano, que tiene un glaucoma de miocilina (MYOC), en donde
las células transducidas producen el polipéptido terapéutico o secuencia de ARN en una cantidad suficiente para
tratar el glaucoma de miocilina (por ejemplo, POAG o JOAG). En algunas realizaciones, la transduccion de células
oculares se mejora usando particulas de rAAV2 que comprenden una sustitucion de aminoacido R471A de
proteinas de la capside de AAV, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, las particulas de
rAAV demuestran una mayor transduccién de células de la malla trabecular; por ejemplo, transduccién de mas de
aproximadamente un 10%, 25%, 50%, 75%, 100% o cualquier nimero entre ellos de células de la malla trabecular.

Se administra una cantidad eficaz de rAAV (de acuerdo con la invencién, en forma de particulas), dependiendo de
los objetivos del tratamiento. Por ejemplo, cuando un porcentaje bajo de transduccién puede conseguir el efecto
terapéutico deseado, entonces el objetivo del tratamiento en general es satisfacer o superar este nivel de
transduccion. En algunos casos, este nivel de transduccion puede conseguirse mediante la transduccién de tan
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solo aproximadamente un 1 a un 5% de las células diana (por ejemplo, células de la malla trabecular), en algunas
realizaciones al menos aproximadamente un 20% de las células del tipo de tejido deseado, en algunas
realizaciones al menos aproximadamente un 50%, en algunas realizaciones al menos aproximadamente un 80%,
en algunas realizaciones al menos aproximadamente un 95%, en algunas realizaciones al menos
aproximadamente un 99% de las células del tipo de tejido deseado. Como guia, el nimero de particulas
administradas por inyeccién es, en general, entre aproximadamente 1 x 108y aproximadamente 1 x 10'* particulas,
entre aproximadamente 1 x 107 y 1 x 103 particulas, entre aproximadamente 1 x 10° y 1 x 10'2 particulas o
aproximadamente 1 x 109 particulas, aproximadamente 1 x 100 particulas o aproximadamente 1 x 10" particulas.
La composicion de rAAV se puede administrar mediante una o mas inyecciones oculares, ya sea durante el mismo
procedimiento o espaciadas por dias, semanas, meses o afios. En algunas realizaciones, pueden usarse multiples
vectores para tratar al ser humano.

Los métodos de identificacién de células oculares transducidas por particulas viricas de AAV son conocidos en la
técnica; por ejemplo, puede usarse inmunohistoquimica o el uso de un marcador, tal como proteina fluorescente
verde potenciada, para detectar la transducciéon de particulas viricas; por ejemplo, particulas viricas que
comprenden una capside de rAAV con una o mas sustituciones de aminodacidos.

En algunas realizaciones de la invencién, los métodos comprenden la administracién intravitrea y/o intracameral
de una cantidad eficaz de particulas viricas de AAV al mamifero para el tratamiento de un individuo con glaucoma
de miocilina (MYOC); por ejemplo, un ser humano con POAG o JOAG. En algunas realizaciones, la composicién
se inyecta en una 0 mas ubicaciones en el ojo para permitir la expresién de un acido nucleico heterélogo en células
del ojo (por ejemplo, células de la malla trabecular). En algunas realizaciones, la composicién se inyecta en uno
cualquiera de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas de diez ubicaciones en el ojo.

En algunas realizaciones, las particulas viricas de rAAV que comprenden una cépside de rAAV se administran a
mas de una ubicacion simultanea o secuencialmente. En algunas realizaciones, miltiples inyecciones de particulas
viricas de rAAV no estan espaciadas mas de una hora, dos horas, tres horas, cuatro horas, cinco horas, seis horas,
nueve horas, doce horas o 24 horas.

Métodos de administracion subretiniana

Los métodos de administracién subretiniana son conocidos en la técnica. Por ejemplo, véase el documento de
patente WO 2009/105690. Brevemente, el método general para administrar particulas de rAAV (por ejemplo,
particulas de rAAV2) a la subretina de la macula y la févea se puede ilustrar mediante el siguiente esquema breve.
Este ejemplo pretende simplemente ilustrar ciertas caracteristicas del método, y no pretende en modo alguno ser
limitante.

En general, el vector rAAV se puede administrar en forma de una composicioén inyectada por via intraocular
(subretiniana) bajo observacién directa usando un microscopio quirdrgico. En algunas realizaciones, el vector esta
encapsidado en una particula de rAAV en donde la particula de rAAV comprende una capside de rAAV que
comprende proteinas de la capside de rAAV que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una o
mas posiciones que interactlan con un proteoglicano de sulfato de heparano (por ejemplo, reduce o inhibe o
suprime la unién a HSPG), y el vector de rAAV que comprende un &cido nucleico heterdlogo y al menos una
repeticién terminal invertida de AAV. Este procedimiento puede implicar vitrectomia seguida de la inyeccién de
suspensién del vector de rAAV usando una canula fina a través de una o mas retinotomias pequefias en el espacio
subretiniano.

Brevemente, se puede suturar una canula de infusién en su lugar para mantener un volumen de globo normal
mediante infusion (por ejemplo, de solucién salina) durante toda la operacion. Una vitrectomia se realiza usando
una canula de tamafio de orificio apropiado (por ejemplo, de calibre 20 a 27), en donde el volumen de gel vitreo
que se retira se reemplaza por infusién de solucién salina u otra disolucién isoténica de la canula de infusién. La
vitrectomia se realiza ventajosamente debido a que (1) la eliminacién de su corteza (la membrana hialoide posterior)
facilita la penetracion de la retina por la canula; (2) su eliminacién y reemplazo con fluido (por ejemplo, solucidn
salina) crea espacio para acomodar la inyeccién intraocular del vector, y (3) su eliminacién controlada reduce la
posibilidad de desgarros retinianos y desprendimiento de retina no planificado.

En algunas realizaciones, la composicién de rAAV se inyecta directamente en el espacio subretiniano fuera de la
retina central, utilizando una canula del tamafio de orificio apropiado (por ejemplo, calibre 27-45), creando de este
modo una ampolla en el espacio subretiniano. En otras realizaciones, la inyeccion subretiniana de la composicién
de rAAV esta precedida por la inyeccidon subretiniana de un volumen pequefio (por ejemplo, de aproximadamente
0,1 a aproximadamente 0,5 ml) de un fluido apropiado (tal como solucién salina o solucién de Ringer) en el espacio
subretiniano fuera de la retina central. Esta inyeccién inicial en el espacio subretiniano establece una ampolla de
fluido inicial dentro del espacio subretiniano, provocando un desprendimiento de retina localizado en la ubicaciéon
de la ampolla inicial. Esta ampolla de fluido inicial puede facilitar la administracién dirigida de la composicién de
rAAV al espacio subretiniano (definiendo el plano de inyeccién antes de la administraciéon de rAAV), y minimizar la
posible administraciéon de rAAV en la coroides y la posibilidad de inyeccion o reflujo de rAAV en la cavidad vitrea.
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En algunas realizaciones, esta ampolla de fluido inicial se puede inyectar adicionalmente con fluidos que
comprenden una o mas composiciones de rAAV y/o uno o mas agentes terapéuticos adicionales mediante la
administracién de estos fluidos directamente a la ampolla de fluido inicial con la misma canula o con céanulas de
orificio fino adicionales.

La administracién intraocular de las composiciones de rAAV y/o el pequefio volumen inicial de fluido se puede
realizar usando una canula de orificio fino (por ejemplo, calibre 27-45) unida a una jeringa. En algunas realizaciones,
el émbolo de esta jeringa se puede accionar mediante un dispositivo mecanizado, tal como mediante la depresion
de un pedal de pie. La canula de orificio fino se hace avanzar a través de la esclerotomia, a través de la cavidad
vitrea y hacia la retina en un sitio predeterminado en cada sujeto de acuerdo con el area de la retina a ser dirigida
(pero fuera de la retina central). Bajo visualizacién directa, la suspensién del vector se inyecta mecanicamente bajo
la retina neurosensorial, lo que provoca un desprendimiento de retina localizado con una retinotomia autosellante
no expandible. Como se ha indicado anteriormente, la composicién de rAAV puede inyectarse directamente en el
espacio subretiniano creando una ampolla fuera de la retina central 0 el vector se puede inyectar en una ampolla
inicial fuera de la retina central, haciendo que se expanda (y expandiendo el area de desprendimiento de retina).
En algunas realizaciones, la inyeccion de la composicién de rAAV va seguida de la inyeccién de otro fluido en la
ampolla.

Sin desear cefiirse a la teoria, la tasa y la ubicacion de la o las inyecciones subretinianas pueden dar como
resultado fuerzas de cizallamiento localizadas que pueden dafiar la macula, la févea y/o las células RPE
subyacentes. Las inyecciones subretinianas se pueden realizar a una tasa que minimice o evite las fuerzas de
cizallamiento. En algunas realizaciones, la composicién de rAAV se inyecta durante aproximadamente 15-17
minutos. En algunas realizaciones, el vector se inyecta durante aproximadamente 17-20 minutos. En algunas
realizaciones, la composicion de rAAV se inyecta durante aproximadamente 20-22 minutos. En algunas
realizaciones, la composicién de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 35 a aproximadamente 65 pl/min.
En algunas realizaciones, la composicién de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 35 pl/min. En algunas
realizaciones, la composicidon de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 40 pl/min. En algunas
realizaciones, la composicion de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 45 pl/min. En algunas

realizaciones, la composicién de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 50 pl/min. En algunas
realizaciones, la composicidon de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 55 pl/min. En algunas
realizaciones, la composicidon de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 60 pl/min. En algunas
realizaciones, la composicién de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 65 pl/min. Un experto en la
técnica reconoceria que la tasa y el tiempo de inyeccién de la ampolla pueden estar dirigidos, por ejemplo, por el
volumen de la composicion de rAAV o el tamafio de la ampolla necesario para crear un desprendimiento de retina
suficiente para acceder a las células de la retina central, el tamafio de la canula usada para administrar la
composicién de rAAV y la capacidad para mantener de forma segura la posiciéon de la canula de la invencién.

En algunas realizaciones de la invencion, el volumen de la composicién inyectada en el espacio subretiniano de la
retina es mas de aproximadamente uno cualquierade 1 pl, 2 pl, 3 pl, 4 pl, 5 pl, 6 pl, 7 pl, 8 pl, 9 pl, 10 pl, 15 pl, 20
ul, 25 pl, 50 pl, 75 pl, 100 pl, 200 pl, 300 pl, 400 pl, 500 pl, 600 pl, 700 pl, 800 pl, 900 pl o 1 ml, o cualquier cantidad
entre ellos.

Se pueden crear una o multiples (por ejemplo, 2, 3 0 méas) ampollas. En general, el volumen total de ampollas o
ampollas creadas por los métodos y sistemas de la invencién no puede superar el volumen de fluido del ojo, por
ejemplo, aproximadamente 4 ml en un sujeto humano tipico. El volumen total de cada ampolla individual es
preferiblemente al menos aproximadamente 0,3 ml, y mas preferiblemente al menos aproximadamente 0,5 ml con
el fin de facilitar un desprendimiento de retina de tamano suficiente para exponer los tipos celulares de la retina
central y crear una ampolla de dependencia suficiente para una manipulaciéon 6ptima. Un experto en la técnica
apreciara que al crear la ampolla de acuerdo con los métodos y sistemas de la invenciéon se debe mantener la
presion intraocular apropiada para evitar dafios a las estructuras oculares. El tamafio de cada ampolla individual
puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1,2 ml, de aproximadamente 0,8 a
aproximadamente 1,2 ml, de aproximadamente 0,9 a aproximadamente 1,2 ml, de aproximadamente 0,9 a
aproximadamente 1,0 ml, de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 2,0 ml, de aproximadamente 1,0 a
aproximadamente 3,0 ml. Por lo tanto, en un ejemplo, para inyectar un total de 3 ml de suspensién de composiciéon
de rAAV, se pueden establecer 3 ampollas de aproximadamente 1 ml cada una. El volumen total de todas las
ampollas combinadas puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 3,0 ml, de
aproximadamente 0,8 a aproximadamente 3,0 ml, de aproximadamente 0,9 a aproximadamente 3,0 ml, de
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 3,0 ml, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1,5 ml, de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1,2 ml, de aproximadamente 0,9 a aproximadamente 3,0 ml, de
aproximadamente 0,9 a aproximadamente 2,0 ml, de aproximadamente 0,9 a aproximadamente 1,0 ml.

Con el fin de transducir de manera segura y eficaz areas de la retina diana (por ejemplo, la retina central) fuera del

borde de la ubicacion original de la ampolla, la ampolla se puede manipular para reposicionar la ampolla al area
diana para la transducciéon. La manipulacion de la ampolla puede ocurrir por la dependencia de la ampolla que se
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crea por el volumen de la ampolla, el reposicionamiento del 0jo que contiene la ampolla, el reposicionamiento de
la cabeza del ser humano con un 0jo u 0jos que contienen una

o mas ampollas, y/o mediante un intercambio fluido-aire. Esto es particularmente relevante para la retina central,
ya que esta area normalmente resiste el desprendimiento por inyeccién subretiniana. En algunas realizaciones, el
intercambio fluido-aire se utiliza para reubicar la ampolla; el fluido de la canula de infusién se reemplaza
temporalmente por aire, por ejemplo, de soplar aire sobre la superficie de la retina. A medida que el volumen del
aire desplaza el fluido de la cavidad vitrea de la superficie de la retina, el fluido en la cavidad vitrea puede fluir
fuera de una canula. La falta temporal de presién del fluido de la cavidad vitrea hace que la ampolla se mueva y
gravite a una parte dependiente del ojo. Al ubicar el globo ocular apropiadamente, la ampolla de la composicion de
rAAV subretiniana se manipula para implicar areas adyacentes (por ejemplo, la macula y/o la févea). En algunos
casos, la masa de la ampolla es suficiente para hacer que gravite, incluso sin el uso del intercambio fluido-aire. El
movimiento de la ampolla a la ubicacién deseada se puede facilitar ademas alterando la posicién de la cabeza del
sujeto, de modo que permita que la ampolla gravite a la ubicacién deseada en el ojo. Una vez que se logra la
configuracion deseada de la ampolla, el fluido se devuelve a la cavidad vitrea. El fluido es un fluido apropiado, por
ejemplo, solucién salina recién preparada. En general, la composicién de rAAV subretiniana se puede dejar in situ
sin retinopexia a |a retinotomia y sin taponamiento intraocular, y la retina se volvera a adherir espontaneamente en
aproximadamente 48 horas.

Al transducir de manera segura y eficaz células oculares (por ejemplo, células de la malla trabecular) con un vector
que comprende un polipéptido terapéutico o secuencia de ARN, los métodos de la invencién se pueden usar para
tratar a un individuo; por ejemplo, un ser humano, que tiene un glaucoma de miocilina (MYOC), en donde las
células transducidas producen el polipéptido terapéutico o secuencia de ARN en una cantidad suficiente para tratar
glaucoma de miocilina (MYOC).

Se administra una cantidad eficaz de rAAV (en algunas realizaciones en forma de particulas), dependiendo de los
objetivos del tratamiento. Por ejemplo, cuando un porcentaje bajo de transduccién puede conseguir el efecto
terapéutico deseado, entonces el objetivo del tratamiento en general es satisfacer o superar este nivel de
transduccioén. En algunos casos, este nivel de transduccién puede conseguirse mediante la transduccién de tan
solo aproximadamente un 1 a un 5 % de las células diana, en algunas realizaciones al menos aproximadamente
un 20 % de las células del tipo de tejido deseado, en algunas realizaciones al menos aproximadamente un 50 %,
en algunas realizaciones al menos aproximadamente un 80 %, en algunas realizaciones al menos
aproximadamente un 95 %, en algunas realizaciones al menos aproximadamente un 99 % de las células del tipo
de tejido deseado. Como se ha tratado anteriormente, la sustitucién de uno o mas aminoacidos de la capside de
rAAV que interactia con HSPG mejora la transduccién de rAAV. Como guia, el nimero de particulas administradas
por inyeccion es, en general, entre aproximadamente 1 x 10° y aproximadamente 1 x 10'* particulas, entre
aproximadamente 1 x 107 y 1 x 10'® particulas, entre aproximadamente 1 x 10° y 1 x 10" particulas o
aproximadamente 1 x 10" particulas. La composicién de rAAV se puede administrar mediante una o mas
inyecciones subretinianas, ya sea durante

el mismo procedimiento o espaciado por dias, semanas, meses o afios. En algunas realizaciones, pueden usarse
multiples vectores para tratar al ser humano.

En algunas realizaciones, la administracién al ojo de una cantidad eficaz de particulas viricas de rAAV da como
resultado mas de aproximadamente cualquiera de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75% o0 100% de transduccién o cualquier % intermedio de células oculares. En algunas
realizaciones, se transdujeron de aproximadamente un 5% a aproximadamente un 100%, de aproximadamente un
10% a aproximadamente un 50%, de aproximadamente un 10% a aproximadamente un 30%, de aproximadamente
un 25% a aproximadamente un 75%, de aproximadamente un 25% a aproximadamente un 50% o de
aproximadamente un 30% a aproximadamente un 50% de las células oculares. Los métodos de identificacion de
células oculares transducidas por particulas viricas de AAV que comprenden una cépside de rAAV son conocidos
en la técnica; por ejemplo, puede usarse inmunohistoquimica o el uso de un marcador, tal como proteina
fluorescente verde potenciada, para detectar la transduccién de particulas viricas.

En algunas realizaciones, la administracién a la malla trabecular de una cantidad eficaz de particulas viricas de
rAAV da como resultado mas de aproximadamente cualquiera de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75% 0 100% de transduccién o cualquier % intermedio de células de la malla trabecular.
En algunas realizaciones, se transducen de aproximadamente un 5% a aproximadamente un 100%, de
aproximadamente un 10% a aproximadamente un 50%, de aproximadamente un 10% a aproximadamente un 30%,
de aproximadamente un 25% a aproximadamente un 75%, de aproximadamente un 25% a aproximadamente un
50% o de aproximadamente un 30% a aproximadamente un 50% de las células de la malla trabecular. Los métodos
de identificacion de células de la malla ocular transducidas por particulas viricas de AAV que comprenden una
capside de rAAV son conocidos en la técnica; por ejemplo, puede usarse inmunchistoquimica o el uso de un
marcador, tal como proteina fluorescente verde potenciada, para detectar la transduccion de particulas viricas.
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En algunas realizaciones de la invencién, los métodos comprenden la administracion al ojo de un mamifero de una
cantidad eficaz de particulas viricas de AAV para el tratamiento de un individuo con un glaucoma de miocilina
(MYOC); por ejemplo, un ser humano con un glaucoma de miocilina (MYOC). En algunas realizaciones, la
composicién se inyecta en una 0 mas ubicaciones en el ojo para permitir la expresién de un &cido nucleico
heterélogo en células oculares. En algunas realizaciones, la composicién se inyecta en uno cualquiera de uno, dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas de diez ubicaciones en €l ojo.

En algunas realizaciones de la invencion, los métodos comprenden la administracién a la malla trabecular de un
mamifero de una cantidad eficaz de particulas viricas de AAV para tratar a un individuo con un glaucoma de
miocilina (MYOC); por ejemplo, un ser humano con un glaucoma de miocilina (MYOC). En algunas realizaciones,
la composicién se inyecta en una o mas ubicaciones en la malla trabecular para permitir la expresién de un acido
nucleico heterélogo en las células de la malla trabecular.

En algunas realizaciones, la composicién se inyecta en uno cualquiera de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez 0 mas de diez localizaciones en la malla trabecular.

En algunas realizaciones, las particulas viricas de rAAV se administran a mas de una ubicacién simultanea o
secuencialmente. En algunas realizaciones, miultiples inyecciones de particulas viricas de rAAV no estan
espaciadas mas de una hora, dos horas, tres horas, cuatro horas, cinco horas, seis horas, nueve horas, doce horas
0 24 horas.

Métodos de inyeccion intravitrea

El método general para la inyeccion intravitrea se puede ilustrar mediante el siguiente esquema breve. Este
ejemplo pretende simplemente ilustrar ciertas caracteristicas del método, y no pretende en modo alguno ser
limitante. Los procedimientos para la inyeccion intravitrea son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Peyman,
G.A., et al (2009) Retina 29(7):875-912 y Fagan, X.J. y Al-Qureshi, S. (2013) Clin. Experiment. Ophthalmol.
41(5):500-7).

Brevemente, un sujeto para inyeccién intravitrea se puede preparar para el procedimiento mediante dilatacién
pupilar, esterilizacién del ojo y administracion de anestésico. Se puede usar cualquier agente midriatico adecuado
conocido en la técnica para la dilatacién pupilar. Se puede confirmar una dilataciéon pupilar adecuada antes del
tratamiento. La esterilizacion se puede lograr aplicando un tratamiento ocular esterilizante, por ejemplo, una
disolucion que contiene yoduro, tal como povidona yodada (BETADINE®). También se puede usar una disolucion
similar para limpiar el parpado, las pestafias y cualquier otro tejido cercano (por ejemplo, piel). Se puede usar
cualquier anestésico adecuado, tal como lidocaina o proparacaina, a cualquier concentracién adecuada. El
anestésico se puede administrar mediante cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, sin limitacién,
gotas tépicas, geles o gelatinas, y la aplicaciéon subconjuntiva de anestésico.

Antes de la inyeccién, se puede usar un blefaréstato esterilizado para limpiar las pestafias del area. El lugar de la
inyeccion puede marcarse con una jeringa. El lugar de la inyeccién se puede elegir basandose en el cristalino del
paciente. Por ejemplo, el lugar de inyeccion puede estar a 3-3,5 mm del limbo en pacientes pseudofaquicos o
afaquicos, y a 3,5-4 mm del limbo en pacientes faquicos. El paciente puede mirar en una direccion opuesta al lugar
de inyeccién.

Durante la inyeccién, la aguja se puede insertar perpendicular a la esclerética y apuntar hacia el centro del 0jo. La
aguja se puede insertar de manera que la punta termine en el vitreo, en lugar del espacio subretiniano. Se puede
usar cualquier volumen adecuado conocido en la técnica para inyeccion. Después de la inyeccién, el ojo se puede
tratar con un agente esterilizante tal como un antibiético. El ojo también se puede enjuagar para eliminar el exceso
de agente esterilizante.

Meétodos de inyeccion intracameral

Los métodos de inyeccién intracameral al 0jo son conocidos en la técnica. Buie, et al., (2010) IOVS 51(1):236-248
proporciona un ejemplo no limitante de inyeccion intracameral.

La eficacia de la administracion de rAAV mediante inyeccién intravitrea o intracameral se puede monitorizar
mediante varios criterios como se describen en el presente documento. Por ejemplo, después del tratamiento en
un sujeto usando métodos de la presente invencién, el sujeto puede evaluarse para, por ejemplo, una mejora y/o
estabilizacion y/o retardo en la progresion de uno o mas signos o sintomas de la patologia mediante uno o mas
parametros clinicos, incluyendo los descritos en este documento. Ejemplos de dichas pruebas son conocidos en
la técnica, e incluyen medidas objetivas, asi como subjetivas (por ejemplo, notificadas por el sujeto). Por ejemplo,
para medir la eficacia de un tratamiento en la funcién visual de un sujeto, se pueden evaluar uno o mas de los
siguientes: la calidad subjetiva de la visién del sujeto o la funcién de vision central mejorada (por ejemplo, una
mejora en la capacidad del sujeto para leer con fluidez y reconocer caras), la movilidad visual del sujeto (por
ejemplo, una disminucion en el tiempo necesario para navegar en un laberinto), agudeza visual (por ejemplo, una
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mejora en la puntuacion LogMAR del sujeto), microperimetria (por ejemplo, una mejora en la puntuacién dB del
sujeto), perimetria adaptada a la oscuridad (por ejemplo, una mejora en la puntuaciéon dB del sujeto), mapeo de
matriz fina (por ejemplo, una mejora en la puntuacién dB del sujeto), perimetria de Goldmann (por ejemplo, un
tamafio reducido de area escotomatosa (es decir, areas de ceguera) y mejora de la capacidad para resolver
objetivos mas pequefios), sensibilidades de parpadeo (por ejemplo, una mejora en hercios), autofluorescencia y
mediciones electrofisiologicas (por ejemplo, mejora en ERG). En algunas realizaciones, la funcién visual se mide
mediante la movilidad visual del sujeto. En algunas realizaciones, la funcién visual se mide mediante la agudeza
visual del sujeto. En algunas realizaciones, la funcion visual se mide mediante microperimetria. En algunas
realizaciones, la funcién visual se mide mediante perimetria adaptada a la oscuridad. En algunas realizaciones, la
funcién visual se mide mediante ERG. En algunas realizaciones, la funcion visual se mide por la calidad subjetiva
de vision del sujeto.

Para cualquiera de los métodos o composiciones descritos en el presente documento, se puede usar una prueba
médica para el glaucoma de miocilina (MYQOC) para evaluar la eficacia de un tratamiento descrito en el presente
documento o diagnosticar a un paciente que puede beneficiarse de un tratamiento descrito en el presente
documento. En la técnica se conocen numerosas pruebas médicas para diagnosticar o monitorizar el glaucoma de
miocilina (MYOC). Por ejemplo, puede usarse oftalmoscopia, polarimetria laser, tomografia de coherencia ocular
y/o tomografia laser de barrido para inspeccionar el nervio 6ptico, que puede estar dafiado por el glaucoma de
miocilina (MYQOC). La presién intraocular puede medirse por tonometria. Se puede utilizar un paquimetro para
medir el grosor de la cérnea central (por ejemplo, el grosor de la cérnea central delgado puede ser

predictivo de glaucoma de miocilina (MYOC)). Para evaluar el campo visual se puede usar un ensayo de campo
visual.

Como se ha descrito anteriormente, las mutaciones de miocilina se han implicado en el glaucoma primario de
miocilina (MYOC) de angulo abierto (POAG). Por lo tanto, puede usarse una prueba médica para diagnosticar
POAG para evaluar la eficacia de un tratamiento descrito en el presente documento o diagnosticar a un paciente
que puede beneficiarse de un tratamiento descrito en el presente documento. Se puede usar cualquier prueba
médica para diagnosticar POAG conocida en la técnica, por ejemplo, para distinguir POAG de otra forma de
glaucoma de miocilina (MYOC) (tal como glaucoma de cierre angular). Por ejemplo, se puede usar gonioscopia
para proporcionar una evaluacién que ayude en el diagnéstico de POAG.

La eficacia de los tratamientos para el glaucoma de miocilina (MYOC) se puede evaluar en un modelo animal. En
la técnica se conocen modelos animales para glaucoma de miocilina (MYOC). Por ejemplo, se ha demostrado que
los ratones que expresan MYOC humana Y437H o MYOC de raton Y423H desarrollan sintomas de glaucoma de
miocilina (MYOC) similares a POAG (véase Zode et al. (2011) J. Clin. Invest. 121(9):3542-53 y Senatorov, V., et al.
(2006) J. Neurosci. 26(46):11903-14). Ademas, los ratones que carecen de la subunidad alfa de la guanilato ciclasa
soluble del receptor de 6xido nitrico son otro modelo de POAG (Buys, E.S., et al. (2013) PLoS ONE 8(3):¢60156).
También se han desarrollado modelos de rata; las ratas que expresan TGF-beta humano administradas mediante
transferencia de genes adenoviricos muestran un aumento de la PIO (Shepard, A.R., et al. (2010) Invest.
Ophthalmol. 51(4):2067-76). Se puede encontrar una descripcion adicional de otros modelos animales para
diversos aspectos de POAG, incluyendo modelos de primate, perro y pez cebra, en Bouhenni, R.A., et al. (2012)
J. Biomed. Biotechnol. 2012:692609).

En algunos trastornos oculares, existe un fenémeno de "célula enfermera”, en el que mejorar la funcién de un tipo
de célula mejora la funcién de otra. Por ejemplo, la transduccién del RPE de la retina central por un rAAV de la
invencién puede mejorar entonces la funcién de los bastones, y a su vez, la funcién mejorada de los bastones da
como resultado una funcién mejorada de los conos. Por consiguiente, el tratamiento de un tipo de célula puede dar
como resultado una funcién mejorada en otra. En el glaucoma de miocilina (MYOC), la reduccién de la PIO
mediante la transduccién de la TM reducira la degeneracién de la estructura y funcién de las células ganglionares.

La seleccién de un vector rAAV y composicion particular depende de varios factores diferentes incluyendo, aunque
sin limitacién, los antecedentes médicos del ser humano individual y los rasgos de la afeccién y el individuo que
se estd tratando. La evaluacion de dichos rasgos y el disefio de una pauta terapéutica apropiada es en ltima
instancia responsabilidad del médico prescriptor.

Las composiciones de la divulgacién (por ejemplo, particulas viricas de AAV que codifican RSPO1, RSPO2, RSPO3,
RSPO4 o una variante funcional de las mismas y/o iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc)) se pueden usar solas o
en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos adicionales para tratar trastornos oculares. El intervalo entre
la administracion secuencial puede ser en términos de al menos (o, alternativamente, menos de) minutos, horas o
dias.

En algunas realizaciones, se pueden administrar uno o0 méas agentes terapéuticos adicionales a la malla trabecular.
Los ejemplos no limitantes del agente terapéutico adicional incluyen prostaglandinas tales como Xalatan, Lumigan,
Travatan Z y Rescula; beta-bloqueantes que incluyen Timoptic XE, Istalol y Betoptic S; agonistas alfa-adrenérgicos,
incluyendo lopidina, Alphagan y Alphagan-P; inhibidores de la anhidrasa carbédnica, incluidos Trusopt y Azopt,
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Diamox, Neptazane y Daranide; parasimpaticomiméticos que incluyen pilocarpina, carbacol, ecotiofato y demecario;
epinefrinas que incluyen Propine; o tratamientos combinados que incluyen Cosopt, Combigan y DuoTrav.

IV. Construcciones de expresion

La divulgacion proporciona métodos de administracion de acido nucleico heterélogo al ojo mediante administracion
subretiniano de un vector de rAAV que comprende el &cido nucleico heterélogo y en donde el vector rAAV esta
encapsidado en una capside de rAAV que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos que interactian
con HSPG. En algunos casos, el acido nucleico heterélogo (por ejemplo, un transgén) se une operativamente a un
promotor. En la invencién, la particula de rAAV comprende un vector que codifica RSPO1, RSPO2 o RSPO4, en
donde RSPO1, RSPO2, 0 RSPO4 se une operativamente a un promotor. Promotores a modo de ejemplo incluyen,
pero no se limitan a, el promotor temprano inmediato de citomegalovirus (CMV), el LTR de RSV, el LTR de MoMLYV,
el promotor de fosfoglicerato quinasa- 1 (PGK), un promotor de virus de simio 40 (SV40) y un promotor de CK®6,
un promotor de transtiretina (TTR), un promotor TK, un promotor sensible a tetraciclina (TRE), un promotor de VHB,
un promotor de hAAT, un promotor de LSP, promotores quiméricos especificos del higado (LSP), el promotor E2F,
el promotor de la telomerasa (hTERT); el potenciador del citomegalovirus/beta-actina de pollo/promotor de B-
globina de conejo (promotor CAG; Niwa et al., Gene, 1991, 108(2): 193-9) y el promotor del factor de elongacién
1-alfa (EFL-alfa) (Kim et al., Gene, 1990, 91(2):217-23 y Guo et al., Gene Ther., 1996, 3(9):802-10). En algunas
realizaciones, el promotor comprende un promotor de la B-glucuronidasa humana o un potenciador de
citomegalovirus unido a un promotor de B-actina de pollo (CBA). El promotor puede ser un promotor constitutivo,
inducible o reprimible. En algunos casos, el promotor es capaz de expresar el acido nucleico heterélogo en una
célula del ojo. En la invencién, RSPO1, RSPO2 o RSPO4 se une operativamente a un promotor, en donde el
promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o RSPO4 en el ojo del mamifero y/o en células de la malla
trabecular. En algunos casos, el promotor es capaz de expresar el acido nucleico heterdlogo en células
fotorreceptoras 0 RPE. En algunos casos, el promotor es un promotor de rodopsina cinasa (RK); por ejemplo, un
promotor RK humano. En algunos

casos, el promotor es un promotor de opsina; por ejemplo, un promotor de opsina humana o un promotor de opsina
de ratén. En algunos casos, el promotor es un promotor de la ARN polimerasa Ill. En algunos casos, la divulgacion
proporciona métodos de tratamiento de glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero (por ejemplo, un ser
humano) mediante la administracion al ojo del mamifero de una particula de rAAV que comprende un vector de
rAAV que codifica un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una variante funcional del mismo, bajo el
control de un promotor de CBA. En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos de tratamiento del glaucoma
de miocilina (MYOC) en un mamifero (por ejemplo, un ser humano)} administrando al ojo del mamifero una particula
de rAAV que comprende un vector de rAAV que codifica una iARN (por ejemplo, ARNhc) que se dirige (por ejemplo,
reduce o inhibe) a una MYOC (por ejemplo, una MYOC humanay) bajo el control de un promotor de CBA. En algunos
casos, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento del glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero (por
ejemplo, un ser humano) administrando al ojo del mamifero una particula de rAAV que comprende un vector de
rAAV que codifica un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una variante funcional del mismo, bajo el
control de un promotor de CBA y una particula de rAAV que comprende un vector de rAAV que codifica una iARN
(por ejemplo, ARNhc) que se dirige (por ejemplo, reduce o inhibe) a una MYOC (por ejemplo, una MYOC humana)
bajo el control de un promotor de CBA. En algunos casos, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento del
glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero (por ejemplo, un ser humano) administrando al ojo del mamifero
una particula de rAAV que comprende un vector rAAV que codifica un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4,
o una variante funcional del mismo, bajo el control de un promotor de CBA y una iARN (por ejemplo, ARNhc) que
se dirige (por ejemplo, reduce o inhibe) a una MYOC (por ejemplo, una MYOC humana) bajo el control de un
promotor de CBA.

La presente solicitud contempla el uso de un genoma virico recombinante para la introduccion de una o mas
secuencias de acido nucleico que codifican un polipéptido y/o acido nucleico terapéutico para encapsidarse en una
particula virica de rAAV. El genoma virico recombinante puede incluir cualquier elemento para establecer la
expresion del polipéptido y/o acido nucleico terapéutico, por ejemplo, un promotor, una ITR, un elemento de unién
al ribosoma, terminador, potenciador, marcador de seleccién, intrén, sefial de poliA y/u origen de replicacién.

En algunos casos, la divulgacion proporciona particulas viricas gue comprenden un genoma autocomplementario
recombinante. Las particulas viricas de AAV con genomas autocomplementarios y los métodos de uso de genomas
de AAV autocomplementarios se describen en las patentes de EE. UU. 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 bicatenario en
virtud de sus secuencias parcialmente complementarias (por ejemplo, hebras codificantes y no codificantes
complementarias de un transgén). En algunos casos, la primera secuencia de acido nucleico heteréloga y una
segunda secuencia de acido nucleico heteréloga se unen por una ITR mutada (por ejemplo, la ITR derecha). En
algunos casos, la ITR comprende la secuencia polinucleotidica 5'-
CACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCACG

CCCGGGCTTTGCCCGGGCG-3' (SEQ ID NO:20). La ITR mutada comprende una delecién de la region D que
comprende la secuencia de resolucién terminal. Como resultado, al replicar un genoma virico de AAV, las proteinas
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rep no escindiran el genoma virico en la ITR mutada y como tal un genoma virico recombinante que comprende lo
siguiente en orden 5' a 3' se encapsidara en una capside virica: una ITR de AAV, la primera secuencia
polinucleotidica heterdloga incluyendo secuencias reguladoras, la ITR de AAV mutada, el segundo polinucleotido
heterélogo en orientacion inversa al primer polinucleétido heterélogo y una tercera ITR de AAV.

VL. Particulas viricas y métodos de produccion de particulas viricas
Particulas viricas de rAAV

La invencion se refiere al uso de particulas de rAAV para tratar glaucoma de miocilina (MYOC) y composiciones
que comprenden particulas de rAAV se divulgan en el presente documento. En algunos casos, la particula virica
es una particula de AAV recombinante que comprende un acido nucleico que comprende una secuencia que
codifica un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una variante funcional del mismo, y/o una iARN de
MYOC (por ejemplo, ARNhc) descrito en el presente documento flanqueado por una o dos ITR. El acido nucleico
estéd encapsidado en la particula de AAV. La particula de AAV también comprende proteinas de la capside. En
algunos casos, el acido nucleico comprende la o las secuencias codificantes de componentes unidos
operativamente de interés (por ejemplo, acido nucleico que codifica un polipéptido RSPO1, RSP0O2, RSPOS3,
RSPO4, o una variante funcional del mismo, y/o una iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc))} en la direccién de la
transcripcién, secuencias de control que incluyen secuencias de inicio y terminacién de la transcripcion, formando
de este modo un casete de expresién. El casete de expresion esta flanqueado en el extremo 5' y 3' por al menos
una secuencia ITR de AAV funcional. Por "secuencias funcionales de ITR de AAV " se entiende que las secuencias
de ITR funcionan como se pretende para el rescate, la replicacion y la encapsidaciéon del virion 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. De acuerdo con la invencién, la particula virica es una particula de rAAV que comprende
un vector que codifica RSPO1, RSPO2 o0 RSPO4, en donde RSPO1, RSPO2 0 RSPO4 se une operativamente a
un promotor. Para poner en practica algunos aspectos de la invencion, 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. Las ITR de AAV para su uso en los vectores de la invencién no necesitan tener una secuencia de
nucleétidos natural (por ejemplo, tal como se describe en Kotin, Hum. Gene Ther., 1994, 5:793-801), y se pueden
alterar mediante la insercién, delecién o sustitucién de nucleétidos o las ITR de AAV pueden derivar de cualquiera
de varios serotipos de AAV. Actualmente se conocen mas de 40 serotipos de AAVY, y se siguen identificando nuevos
serotipos y variantes de 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 realizaciones, un vector rAAV es un vector
derivado de un serotipo de AAV incluyendo, sin limitacion, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS,
AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, AAV de cabra, AAV bovino o AAV
de ratén o similares. En algunas realizaciones, el acido nucleico en el AAV comprende una ITR de repeticiones
terminales invertidas (ITR) de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6E, AAV7, AAVS8, AAVrh8, AAVrh8R,
AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, AAV de cabra, AAV bovino o AAV de ratdén o
similares. En algunos casos, el acido nucleico en el AAV codifica ademas un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3,
RSPO4 o una variante funcional del mismo; IARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc); o un polipéptido RSPO1,
RSPO2, RSPO3, RSP0O4 o una variante funcional del mismo, y MYOC como se describe en el presente documento.
Por ejemplo, el acido nucleico en el AAV puede comprender al menos una ITR de cualquier serotipo de AAV
contemplado en el presente documento y puede codificar ademéas un acido nucleico que codifica una IARN de
MYOC (por ejemplo, ARNhc) que se dirige a SEQ ID NO:6 y que comprende la secuencia de bucle de SEQ ID
NO:7 y/o una o mas de: una RSPO1 que comprende SEQ ID NO:8, 11 y/o 12; una RSPO2 que comprende SEQ
ID NO:9, 13 y/o 14; y/o una SPO3, que comprende SEQ ID NO:1, 15, 16 y/o 17, y una RSPO4 que comprende
SEQ ID NO: 10, 18 y/o 19. En algunos casos, el acido nucleico codifica una RSPO1 que es al menos
aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% idéntica a SEQ ID NO:
8, 11 0 12; una RSPO2 que es al menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% idéntica a SEQ ID NO: 9, 13 0 14; una RSPO3 que es al menos aproximadamente 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% idéntica a SEQ ID NO: 1 0 15-17; 0 una RSPO4 que es
al menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a SEQ
ID NO: 10, 18 0 19.

En realizaciones adicionales, la particula de rAAV comprende proteinas de la capside AAV1, AAV2, AAV3, AAV4,
AAV5, AAV6 (por ejemplo, una capside de AAV6 natural, o una capside de AAV6 variante tal como ShH10, como
se describe en la publicacién previa a la concesion de EE. UU. 2012/0164106), AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R,
AAV9 (por ejemplo, una capside de AAV9 natural, o una cépside de AAV9 modificada como se describe en la
publicacion previa a la concesion de EE. UU. 2013/0323226), AAV10, AAVRH10, AAV11, AAV12, un mutante de la
capside de tirosina, un mutante de la capside de unién a heparina, una capside de AAV2R471A, una capside de
AAVAAV2/2-7m8, una capside de DJ de AAV

(por ejemplo, una capside de AAV-DJ/8, una capside de AAV-DJ/9 o cualquier otra de las capsides descritas en la

publicacion previa a la concesion de EE. UU. 2012/0066783), capside de AAV2 N587A, capside de AAV2 E548A,
capside de AAV2 N708A, capside de AAV V708K, capside de AAV de cabra, capside quimérica de AAV1/AAV2,
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capside de AAV bovino, capside de AAV de ratén, capside de rAAV2/HBoV1, o una capside de AAV descrita en la
patente de Estados Unidos n.? 8.283.151 o la publicacién internacional n.2 W(0/2003/042397. En algunas
realizaciones, la particula virica de AAV comprende una capside de AAV que comprende una sustitucién de
aminoécidos en una o mas de las posiciones R484, R487, K527, K532, R585 o0 R588, numeracién basada en VP1
de AAV2. En realizaciones adicionales, una particula de rAAV comprende proteinas de la capside de un serotipo
de AAV de los clados A-F. En algunas realizaciones, una proteina de la capside mutante mantiene la capacidad de
formar una capside de AAV. En algunas realizaciones, las particulas de rAAV comprenden una proteina de la
capside que permite la transduccién de la malla trabecular. En algunas realizaciones, las particulas de rAAV
comprenden una proteina de la capside mutante que permite la transduccion de la malla trabecular. En algunas
realizaciones, la particula de rAAV comprende proteinas de la capside de AAV2, en donde la proteina de la capside
comprende una sustitucién de aminoacido R471A, numeracién basada en VP1 de AAV2 (Lochrie et al., J Virol
(2006) 80(2):821-834). En algunos casos, la divulgacioén proporciona particulas de rAAV que comprenden un vector
que codifica un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o una variante funcional del mismo; una capside de
AAV2 que comprende una sustitucidon de aminoacido R471A, numeracién basada en VP1 de AAV2; y/o un vector
que codifica iIARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc).

En algunos casos, la divulgacién proporciona composiciones y métodos para tratar el glaucoma de miocilina
(MYOC) en un mamifero, en donde una particula virica de rAAV2 que comprende un vector de rAAV que codifica
un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o una variante funcional del mismo, se administra al ojo del
mamifero donde se pueden transducir diferentes partes del ojo (por ejemplo, la retina) y una particula virica de
rAAV2 R471A que comprende un vector de rAAV que codifica una iARN de MYOC se administra al ojo del mamifero
donde se transducen células de la malla trabecular. En algunos casos, la divulgacién proporciona composiciones
y métodos para tratar el glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero, en donde una particula virica de rAAV2
R471A que comprende un vector de rAAV que codifica un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una
variante funcional del mismo, y una particula virica de rAAV2 R471A que comprende un vector de rAAV que codifica
una iARN de MYOC se administran al ojo del mamifero donde se transducen células de la malla trabecular. En
algunos casos, la divulgacién proporciona composiciones y métodos para tratar el glaucoma de miocilina (MYOC)
en un mamifero, en donde una particula virica de rAAV2 de R471A que comprende un vector de rAAV que codifica
un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una variante funcional del mismo, y que codifica una iARN de
MYOC se administran al ojo del mamifero donde se transducen células de la malla trabecular.

En algunos casos, la divulgacién proporciona composiciones y métodos para administrar un transgén (por ejemplo,
un transgén terapéutico a la malla trabecular del ojo). En algunos casos, las composiciones y métodos usan una
particula de rAAV2 que comprende una capside mutante donde la capside comprende una sustitucion de
aminoacido R471A, numeracién con respecto a VP1 de AAV2. Dichas composiciones y métodos se pueden usar
en el tratamiento de enfermedades oculares; por ejemplo, enfermedad ocular asociada con la malla trabecular, tal
como glaucoma de miocilina (MYQOC).

Se usan 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 o un serotipo mixto.

Genomas viricos autocomplementarios del AAV

En algunos casos, la divulgacion proporciona particulas viricas gue comprenden un genoma autocomplementario
recombinante. Las particulas viricas de AAV con genomas autocomplementarios y los métodos de uso de genomas
de AAV autocomplementarios se describen en las patentes de EE. UU. 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 bicatenario en
virtud de sus secuencias parcialmente complementarias (por ejemplo, complementando hebras codificantes y no
codificantes de un transgén). En algunos casos, la divulgacién proporciona una particula virica de AAV que
comprende un genoma de AAV, en donde el genoma de rAAV comprende una primera secuencia polinucleotidica
heteréloga (por ejemplo, miR-708 y/o una hebra codificante de rodopsina) y una segunda secuencia
polinucleotidica heteréloga (por ejemplo, cadena antisentido de miR-708 y/o una cadena no codificante o
antisentido de rodopsina) en donde la primera secuencia polinucleotidica heteréloga puede formar pares de bases
intracatenarios con la segunda secuencia polinucleotidica en la mayor parte o en toda su longitud. En algunos
casos, la primera secuencia polinucleotidica heteréloga y una segunda secuencia polinucleotidica heteréloga estan
unidas por una secuencia que facilita el apareamiento de bases intracatenario; por ejemplo, una estructura de ADN
horquillado. En la técnica se conocen estructuras de horquilla, por ejemplo, en moléculas de ARNip. En algunos
casos, la primera secuencia polinucleotidica heteréloga y una segunda secuencia polinucleotidica heteréloga estan
unidas por una ITR mutada (por ejemplo, la ITR derecha). En algunos casos, la ITR comprende la secuencia
polinucleotidica 5'-CACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCC
ACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCG-3' (SEQ ID NO:20). La ITR mutada comprende una delecién de la regién D
que comprende la secuencia de resolucién terminal. Como resultado, al replicar un genoma virico de AAV, las
proteinas rep no escindiran el genoma virico en la ITR mutada y como tal un genoma virico recombinante que
comprende lo siguiente en orden 5' a 3' se encapsidara en una cépside virica: una ITR de AAV, la primera secuencia
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polinucleotidica heterdloga incluyendo secuencias reguladoras, la ITR de AAV mutada, el segundo polinucleotido
heterélogo en orientacién inversa al primer polinucleétido heterélogo y una tercera ITR de AAV. En algunos casos,
la divulgacion proporciona particulas viricas de AAV que comprenden un genoma virico recombinante que
comprende una ITR de AAV2 funcional, una primera secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido RSPO1,
RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una variante funcional del mismo, y/o una iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc), una
ITR de AAV2 mutada que comprende una delecion de la regién D y que carece de una secuencia de resolucion
terminal funcional, una segunda secuencia polinuclectidica que comprende la secuencia complementaria a la
secuencia que codifica un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSP0O4, o una variante funcional del mismo, y/o
una iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc), de la primera secuencia polinuclectidica y una ITR de AAV2 funcional.

Produccion de particulas de AAV

Las particulas de rAAV se pueden producir usando métodos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, la patente
de EE.UU. n.° 6.566.118; 6.989.264; y 6.995.006. En la practica de la invencion, las células hospedadoras para
producir particulas de rAAV incluyen células de mamifero, células de insecto, células vegetales, microorganismos
y levaduras. Las células hospedadoras también pueden encapsidar células en las que los genes rep y cap de AAV
se mantienen de forma estable en la célula hospedadora o células productoras en las que el genoma del vector de
AAV se mantiene de forma estable. Las células de encapsidacién y productoras a modo de ejemplo derivan de
células 293, A549 o Hela. Los vectores de AAV se purifican y formulan usando técnicas estandar conocidas en la
técnica.

En algunos aspectos, se divulga un método para producir cualquier particula de rAAV como se divulga en el
presente documento que comprende (a) cultivar una célula hospedadora en una condicién en que se producen
particulas de rAAV, en donde la célula hospedadora comprende (i) uno o méas genes de encapsidacién de AAV, en
donde cada uno de dicho gen de encapsidacién de AAV codifica una proteina de replicacion y/o encapsidacion de
AAV; (i) un provector de rAAV que comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido y/o acido nucleico
terapéutico 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 hospedadora.

En casos adicionales, se purifican las particulas de rAAV. El término "purificado”, como se usa en este documento,
incluye una preparacion de particulas de rAAV desprovistas de al menos algunos de los otros componentes que
también pueden estar presentes cuando las particulas de rAAV se producen de manera natural o se preparan
inicialmente a partir de los mismos.

Por tanto, por ejemplo, pueden prepararse particulas de rAAV aisladas usando una técnica de purificacién para
enriquecerlas a partir de una mezcla de procedencia, tal como un lisado de cultivo o sobrenadante de cultivo de
produccién. El enriquecimiento puede medirse de una diversidad de formas, tales como, por ejemplo, mediante la
proporcién de particulas resistentes a DNasa (DRP) o copias genémicas (gc) presentes en una solucién, o
mediante la infectividad, o puede medirse con respecto a una segunda sustancia potencialmente interferente
presente en la mezcla de procedencia, tales como contaminantes, incluyendo contaminantes de cultivo de
produccién o contaminantes del proceso, incluyendo virus auxiliares, componentes del medio y similares.

También se divulgan en el presente documento composiciones farmacéuticas que comprenden una particula de
rAAV que comprende un &cido nucleico heterélogo que codifica un polipéptido terapéutico y/o acido nucleico
terapéutico, en donde la particula de rAAV comprende una cépside de rAAV gque comprende una o mas
sustituciones o0 aminoacidos que interactian con HSPG, y un portador farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones farmacéuticas pueden ser adecuadas para cualquier modo de administracién descrito en el
presente documento; por ejemplo, mediante administracidén subretiniana.

En algunos casos, las composiciones farmacéuticas que comprenden un rAAV descrito en el presente documento
y un portador farmacéuticamente aceptable son adecuadas para la administracion a seres humanos. Dichos
portadores son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 15.2
ediciéon, pag. 1035-1038 y 1570-1580). En algunos casos, las composiciones farmacéuticas que comprenden un
rAAV descrito en el presente documento y un portador farmacéuticamente aceptable son adecuadas para inyeccién
ocular. Dichos portadores farmacéuticamente aceptables pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceite,
incluidos los de origen petrolero, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite
mineral y similares. También se pueden emplear soluciones salinas y disoluciones acuosas de dextrosa,
polietilenglicol (PEG) y glicerol como portadores liquidos, particularmente para disoluciones inyectables. La
composicién farmacéutica puede comprender ademas ingredientes adicionales, por ejemplo, conservantes,
tampones, agentes de tonicidad, antioxidantes y estabilizantes, agentes humectantes o clarificantes no iénicos,
agentes que aumentan la viscosidad y similares. Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente
documento pueden envasarse en dosis unitarias individuales o en formas multidosis. Las composiciones se
formulan, en general, como una solucién estéril y sustancialmente isoténica.

VII. Sistemas y kits
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Las composiciones de rAAV como se describen en el presente documento pueden estar contenidas dentro de un
sistema disefiado para su uso en uno de los métodos de la invencién como se describen en el presente documento.
En algunos casos, la divulgacién proporciona un sistema para administrar un vector a un ojo de un individuo, que
comprende a) una composicién que comprende una cantidad eficaz de particulas de rAAV, en donde el vector
comprende un acido nucleico heterélogo que codifica un polipéptido terapéutico y/o ARN terapéutico y al menos
una repeticidon terminal de AAV, y b) un dispositivo para la administracién ocular del rAAV. En algunos casos, las
particulas de rAAV comprenden un vector de rAAV que codifica un polipéptido RSPO1, RSP0O2, RSPO3, RSPO4,
o una variante funcional del mismo. En algunos casos, las particulas de rAAV comprenden un vector de rAAV que
codifica una o mas IARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc) que se dirigen (por ejemplo, reduce o inhibe) a la
expresion de MYOC. En algunos casos, las particulas de rAAV comprenden un vector de rAAV que codifica un
polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4, o0 una variante funcional del mismo, y una o mas iARN(s)} de MYQOC
(por ejemplo, ARNhc) que se dirigen (por ejemplo, reduce o inhibe) a la expresién de MYOC. En algunos casos, el
kit o0 sistema comprende particulas de rAAV que comprenden un vector de rAAV que codifica un polipéptido RSPO1,
RSPO2, RSPO3, RSPO4, o una variante funcional del mismo y particulas de rAAV que comprenden un vector de
rAAV que codifica una o mas iIARN de MYQOC (por ejemplo, ARNhc) que se dirigen (por ejemplo, reduce o inhibe)
a la expresion de MYOC.

En general, el sistema comprende una canula de orificio fino, en donde la canula es de calibre 27 a 45, una o mas
jeringas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 mas) y uno o mas fluidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 mas) adecuados para su uso
en los métodos de la invencién.

La canula de orificio fino es adecuada para la inyeccién subretiniana de la suspensién del vector y/u otros fluidos
que se van a inyectar en el espacio subretiniano. En algunos casos, la canula es de calibre 27 a 45. En algunos
casos, la canula de orificio fino es de calibre 35-41. En algunos casos, la canula de orificio fino es de calibre 40 o
41. En algunos casos, la canula de orificio fino es de calibre 41. La canula puede ser cualquier tipo adecuado de
canula, por ejemplo, una canula de-Juan® o una canula Eagle®.

La jeringa puede ser cualquier jeringa adecuada, siempre que pueda conectarse a la aguja para el suministro de
un liquido. En algunos casos, la jeringa es un sistema de jeringa Accurus®. En algunos casos, el sistema tiene una
jeringa. En algunos casos, €l sistema tiene dos jeringas. En algunos casos, el sistema tiene tres jeringas. En
algunos casos, el sistema tiene cuatro o0 mas jeringas.

El sistema puede comprender ademas una bomba de inyeccién automatizada, que se puede activar, por ejemplo,
mediante un pedal de pie.

Los fluidos adecuados para su uso en los métodos de la invencién incluyen los descritos en el presente documento,
por ejemplo, uno o mas fluidos, comprendiendo cada uno una cantidad eficaz de uno o mas vectores como se
describe en el presente documento, uno o mas fluidos para crear una ampolla inicial (por ejemplo, solucién salina
u otro fluido apropiado), y uno o mas fluidos que comprenden uno o mas agentes terapéuticos.

Los fluidos adecuados para su uso en los métodos de la invencién incluyen los descritos en el presente documento,
por ejemplo, uno o mas fluidos, comprendiendo cada uno una cantidad eficaz de uno o mas vectores como se
describe en el presente documento, uno o mas fluidos para crear una ampolla inicial (por ejemplo, solucién salina
u otro fluido apropiado), y uno o mas fluidos que comprenden uno o0 mas agentes terapéuticos.

En algunas realizaciones, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es mayor de
aproximadamente 0,8 ml. En algunas realizaciones, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del
vector es de al menos aproximadamente 0,9 ml. En algunas realizaciones, el volumen del fluido que comprende
una cantidad eficaz del vector es de al menos aproximadamente 1,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen del
fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es de al menos aproximadamente 1,5 ml. En algunas
realizaciones, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es de al menos
aproximadamente 2,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del
vector es mayor de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 3,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen del
fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es mayor de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 2,5
ml. En algunas realizaciones, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es mayor de
aproximadamente 0,8 a aproximadamente 2,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen del fluido que comprende
una cantidad eficaz del vector es mayor de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,5 ml. En algunas
realizaciones, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es mayor de aproximadamente
0,8 a aproximadamente 1,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz
del vector es de aproximadamente 0,9 a aproximadamente 3,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen del fluido
que comprende una cantidad eficaz del vector es de aproximadamente 0,9 a aproximadamente 2,5 ml. En algunas
realizaciones, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es de aproximadamente 0,9 a
aproximadamente 2,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del
vector es de aproximadamente 0,9 a aproximadamente 1,5 ml. En algunas realizaciones, el volumen del fluido que
comprende una cantidad eficaz del vector es de aproximadamente 0,9 a aproximadamente 1,0 ml. En algunas
realizaciones, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es de aproximadamente 1,0 a
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aproximadamente 3,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del
vector es de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 2,0 ml.

El fluido para crear la ampolla inicial puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,5 ml.
En algunas realizaciones, el volumen total de todos los fluidos en el sistema es de aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 3,0 ml.

En algunas realizaciones, el kit comprende un Gnico fluido (por ejemplo, un fluido que comprende una cantidad
eficaz del vector). En algunos casos, el kit comprende 2 fluidos. En algunos casos, el kit comprende 3 fluidos. En
algunos casos, el kit comprende 4 o mas fluidos.

Los sistemas de la divulgacién pueden envasarse ademas en kits, en donde los kits pueden comprender ademas
instrucciones de uso. En algunos casos, los kits comprenden ademas un dispositivo para la administracion
subretiniano de composiciones de particulas de rAAV. En algunos casos, las instrucciones de uso incluyen
instrucciones de acuerdo con uno de los métodos descritos en el presente documento. En algunos casos, las
instrucciones de uso incluyen instrucciones para la administracién intravitrea y/o intracameral de particulas de
rAAV que comprenden un vector que codifica un polipéptido RSPO1, RSPO2, RSPO3, RSPO4 o una variante
funcional del mismo, y/o iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc).

EJEMPLOS

La invencién se entendera mas completamente por referencia a los siguientes ejemplos. Se entiende que los
ejemplos y realizaciones descritos en el presente documento son Unicamente con fines ilustrativos y que se
sugeriran diversas modificaciones o cambios a la luz de los mismos a los expertos en la técnica.

Ejemplo 1: Las mutaciones glaucomatosas de MYOC (por ejemplo, P370L e Y437H) bloquean la secrecion
de MYOC

Para entender cémo los mutantes de MYOC afectan la funcién del ojo, particularmente las células, tales como las
células de la malla trabecular que pueden contribuir a la PlO, proporcionaran informacién sobre la patogénesis del
glaucoma de miocilina (MYOC). Comprender la funcidon de MYOC también puede ayudar a descubrir estrategias
terapéuticas potenciales para el glaucoma de miocilina (MYOC). Los resultados descritos en la presente
demuestran que los mutantes de MYOC reducen la expresién de MYOC natural y bloquean la sefializaciéon de Wni.
Ademas, estos resultados indican que la expresién de R-espondina 3 (RSPO3) y/o el silenciamiento de MYOC
puede restaurar la sefializacién de Wnt bloqueada por la expresién de MYOC mutante.

Métodos
Vectores plasmidicos

Para los plasmidos MYOC y RSPO3, el ADNc de MYOC se proporcioné por Clone DB- Sanofi Oncology. EI ADNc
de RSPO3 se proporcioné por Clone DB- Sanofi Oncology.

Para la construccion de pCBA2 en MYOC P370L, se usé el kit QUIKCHANGE® |l (Agilent, Santa Clara) para
introducir la sustitucién de base Unica deseada siguiendo las recomendaciones del fabricante y los cebadores 5'-
ACCACGGACAGTTCCIGTATTCTTGGGGTGG-3' (SEQ ID NQ:21) y 5'-
CCACCCCAAGAATACAGGAACTGTCCGTGGT-3' (SEQ ID NO:22).

Para la construccion de pCBA2 en MYOC Y437H, se usé el kit QUIKCHANGE® Lightning (Agilent, Santa Clara)
para introducir la sustitucién de base Unica deseada siguiendo las recomendaciones del fabricante y los cebadores
5-TCTGTGGCACCTTGCACACCGTCAGCAGC-3' (SEQ ID NO:23) y 5'-
GCTGCTGACGGTGTGCAAGGTGCCACAGA-3' (SEQ ID NO:24).

Se obtuvieron plasmidos de ARNhc de Grp94 de OriGene Technologies, Inc. (Cat. n.2 TR312309). Los plasmidos
pGIPZ-MYOC (Dharmacon GE Life Sciences) se proporcionaron por Clon DB- Sanofi Oncology. La coleccién de
ARNhc adaptada a microARN de GIPZ (Stegmeier, et al. (2005) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 102:13212-7). Los
disefios de ARNhc de GIPZ se basan en el transcrito primario de miR-30 nativo para permitir el procesamiento por
la via de iIARN endégena y dar como resultado un silenciamiento génico especifico con toxicidad celular minimizada.
El plasmido pGIPZ-nulo, un vector de miAARNhc constitutivo que expresa miAARNhc nulo, no dirigido, se
proporcion6 por Clone DB-Sanofi Oncology.

Cultivo celular y proteinas recombinantes

Se cultivaron células HEK293 (Microbix Biosystems Inc.) en DMEM, FCS al 10% y CO2 al 5%. La linea celular
HEK293T (293T) se obtuvo de ATCC y se cultivé en DMEM, FCS al 10% y CO2 al 5%.
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Inmortalizacion de células de la malla trabecular humana primaria (hTM)

Se usb el antigeno T grande de SV40 (marca SV40) para la inmortalizacién mediante transduccién con un vector
de antigeno T de AAV2-SV40. Se sembraron células hTM de pase 7 (ScienCell Research Laboratories, Carlsbad,
CA) mantenidas en medio de crecimiento fibroblastico completo (ScienCell) sobre placas de cultivo celular de 10
cmy se transdujeron con 1 x 10 ® DRP de AAV2-SV40-marca (marcado "hTM-T") o AAAV2-EGFP (control negativo,
marcado "hTM-ENT") durante 24 horas. Una vez que las células alcanzaron la confluencia, se sometieron a pases
en placas de 2 x 15 cm (P8). Las células se sometieron a pases repetidamente aproximadamente cada 3-4 dias.
En el pase 10, se tomo una alicuota para determinar un recuento celular. El nimero total de células de células
hTM-T fue de 5, 2 x 108, en comparacion con 2,5 x 105 células totales a partir de las células hTM-ENT.

Se realizé transferencia de Western para determinar la presencia de antigeno T de SV40. Brevemente, se
centrifugé una suspensién de 500 ul de células y el sedimento celular resultante se lisé en 100 pl de tampén RIPA
que contenia una mezcla de inhibidor de proteasa. Se analizaron 5 pl de lisados celulares mediante SDS-PAGE
seguido de inmunotransferencia usando el sistema de transferencia rapida iBlot (Life Technologies). La
transferencia se bloqued usando bloqueador libre de proteina TBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) y se
incub6 con un anticuerpo monoclonal anti-antigeno T de SV40 (GeneTex, Irvine, CA). A continuacion, la
transferencia se incub6 con un anticuerpo marcado con HRP anti-ratén (R&D Systems, Mineapolis, MN). Las
bandas inmunorreactivas se visualizaron usando el sustrato quimioluminiscente Supersignal West Femto (Thermo
Fisher). Se detecté una banda prominente de 80 kDa correspondiente al antigeno T de SV40 a partir de células
hTM-T, pero no hTM-ENT, lo que indica la presencia y expresién del antigeno T de SV40. El lisado de células 293T
sirvi6 como control positivo que también contenia la banda del antigeno T de SV40 de 80 kDa. Se expandieron
células hTM-T y se congelaron bancos celulares en medio de congelacion celular (Life Technologies, Grand Island,
NY) en el pase 12 (10 viales en 1 x 108 células) y mas tarde en el pase 18 (46 viales en 10° células).

Caracterizacion de hTM-T.

La comparacioén de las células hTM-T y las células hTM primarias mostré una marcada diferencia en la morfologia
celular, los tiempos de duplicacién de la poblaciéon y la eficacia de transfeccién de plasmidos. Las células hTM
primarias parecian mas grandes y parecidas a fibroblastos con un cuerpo celular largo, mientras que las células
hTM-T inmortalizadas eran mas pequefias, de forma clbica y un tamarfio relativamente uniforme. La linea celular
hTM-T demostrd una tasa de crecimiento aumentada con duplicaciones de poblacién ocurriendo aproximadamente
3-4 veces mas rapido que las células primarias. Ademas, las células hTM-T continuaron proliferando mas alla de
20 pases de células, mientras que las células hTM primarias mostraron una tasa de crecimiento reducida en el
pase 10 y una eventual detencion del crecimiento en el pase 12. La eficacia de la transfeccién se determind usando
un plasmido EGFP y lipofectamina en ambos tipos de células de densidad celular similar. Brevemente, se
transfectaron células subconfluentes hTM-T o hTM con un plasmido EGFP usando Lipofectamine 2000 (Life
Technologies) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Aunque las células hTM-T tenian mayor nimero de
células por mm de superficie de cultivo celular, habia claramente un mayor porcentaje de células EGFP+ hTM-T
(~50%) en comparacioén con células hTM primarias (~5%).

Transferencia Western

Se transfectaron células 293T o hTM-T con plasmidos que expresaban wtMYQC, mutantes de MYOC P370L e
Y437H, RSPOS3 y/o ARNhc usando Lipofectamine 2000 (Life Technologies). Brevemente, las células se lisaron en
50-100 pl de tampén RIPA que contenia una mezcla de inhibidor de proteasa. Se analizaron 10-13 pl de lisados
celulares mediante SDS-PAGE seguido de inmunotransferencia usando el sistema de transferencia rapida iBlot
(Life Technologies). La transferencia se bloqueé usando solucion salina tamponada con Tris, Tween 20 al 0,05%
(TBST), I-Block al 0,2% (reactivo de bloqueo basado en Caseina; Life Technologies) y se incub6 con un anticuerpo
anti-MYOC humana de ratéon. A continuacion, la transferencia se incubé con un anticuerpo marcado con HRP anti-
ratébn (R&D Systems, Mineapolis, MN). Las bandas inmunorreactivas se visualizaron usando el sustrato
quimioluminiscente ECL (Thermo Fisher) y se visualizaron en una pelicula BioMax XAR (Carestream Health)
desarrollada con un procesador Kodak X-Omat 2000.

Ensayo indicador de luciferasa

Se sembraron células 293T o hTM-T en placas de pared blanca o negra Costar de 96 pocillos a 2 x 10%pocillo.
Las transfecciones se realizaron 1-2 dias después de la siembra celular usando el reactivo de transfeccion Fugene
HD (Promega, Madison, WI) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Brevemente, el plasmido indicador Topflash (Millipore, Billerica, MA) que contenia una relacién 40:1 del gen
indicador de luciferasa de luciérnaga regulado por TCF/LEF y el gen de luciferasa Renilla impulsado por
citomegalovirus (CMV) se mezclé 1:1 con plasmidos diana. Se afadieron 8 pl de reactivo Fugene HD, y las
muestras se agitaron inmediatamente en vortice y después se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se afiadieron complejos de ADN plasmidico a las células y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Las
muestras 0 no estimularon o se estimularon con 400 ng/ml de proteina wnt3a humana o de ratén recombinante
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(R&D Systems) y se incubaron durante 20-24 horas adicionales. La sefializacion de Wnt se midié usando el sistema
de ensayo de luciferasa dual (Promega) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los valores de absorbancia se
midieron en un luminémetro de microplacas Centro XS% 960 (Berthold Technologies, Oak Ridge, TN) y se
notificaron como unidades relativas de luz (URL). Para controlar la eficacia de la transfeccién, se normalizaron las
URL de luciferasa de luciérnaga frente a las URL de luciferasa de Renilla. Todas las muestras se realizaron en
pocillos triplicados.

Resultados

MYOC natural (wtMYQOC) se secreta a partir de células cultivadas, pero se secreta poca o ninguna MYOC de
células que expresan cinco formas mutantes diferentes de MYOC, y se ha informado que la cotransfeccién de
células cultivadas con MYOC normal y mutante suprime la secrecién de wtMYOC (Jacobson et al. (2001) Hum.
Mol. Genet. 10(2):117-25). Con el fin de examinar los efectos de la expresién de MYOC mutante sobre la secrecién
de MYOC, se transfectaron células 293 con plasmidos que expresaban MYOC natural, MYOC mutante P370L o
MYOC mutante Y437H.

Como se muestra en la FIG. 1, células 293 que expresaban MYOC natural mostraron una expresion detectable de
la proteina MYOC en ambos lisados celulares (véase la transferencia inferior marcada "CELULAS") y se secretaron
en el medio de cultivo celular (véase la transferencia superior "MEDIO"). Sin embargo, las células transfectadas
con plasmidos que expresan MYOC P370L o Y437H mostraron expresion intracelular, pero no secrecién en el
medio de cultivo celular. Ademas, la cotransfeccion de células 293 con plasmidos que expresaban MYOC natural
y MYOC P370L o Y437H provoco una falta de secrecién de MYOC en el medio de cultivo celular. Estos resultados
indican que los mutantes P370L e Y437H no se secretan a partir de células 293 y también son capaces de bloquear
la secrecion de MYQOC natural.

Se llevaron a cabo experimentos adicionales para determinar si estos resultados se observan en células oculares
humanas. Se inmortaliz6 una linea celular de la malla trabecular humana mediante la expresién mediada por AAV
del antigeno T grande de SV40 (células hTM-T)}, como se describié anteriormente. Se transfectaron células 293T
y hTM-T con un plasmido que expresaba MYQOC natural, un plasmido que expresaba MYOC P370L, o se
transfectaron con ambos plasmidos. La FIG. 2 muestra transferencias de Western que sondan la presencia de
proteina MYOC intracelular o secretada en estas células. Aunque se expresé MYOC natural y se secreté por
células 293T y hTM-T, se expres6é MYOC P370L pero no se secretd tanto por células 293T como por células hTM-
T. MYOC P370L también bloqueé la secrecion de MYOC natural en células tanto 293T como hTM-T.

Estos resultados demuestran que los mutantes de MYOC glaucomatosos (por ejemplo, P370L e Y437H) son
capaces de bloguear la secrecidon de MYOC natural en células humanas. Ademas, MYOC mutante también es
capaz de bloquear la secrecién de MYOC en células hTM.

Ejemplo 2: Las mutaciones de MYOC glaucomatosas (por ejemplo, P370L e Y437H) bloquean la
sefalizacion de Wnt

Se cree que MYQC interactiia con componentes de las vias de sefializacién de Wnt, tales como receptores Wnt
de la familia Frizzled (FZD), antagonistas de Wnt de la familia de proteinas relacionadas con Frizzled secretadas
(sFRP) y factor inhibidor de Wnt 1 (WIF-1)}), que modulan la organizacién del citoesqueleto de actina estimulando
la formacion de fibras de estrés (Kwon et al. (2009) Mod. Cell. Biol. 29:2139-54). La formacion de fibras de estrés
es fundamental para la contractilidad de la malla trabecular (TM) y la regulacién de la PIO. Sin embargo,
exactamente cémo se conecta MYOC a la sefializacién de Wnt, y cémo esta conexién afecta a P1O, no estan claros.
Basandose en experimentos biolégicos celulares, se ha propuesto un papel de la miocilina como proteina
matricelular (Resch y Fautsch, 2009; Koch et al, 2014). Otros grupos han demostrado que la miocilina es un
mediador de la diferenciacién de oligodendrocitos y esta implicada en la mielinizacién del nervio éptico en ratones
(Kwon et al., 2014).

Se indicé que MYQC puede servir como modulador de la sefializaciéon de Wnt y que las proteinas Wnt pueden
compensar una ausencia de miocilina realizando sus funciones (Kwon et al. (2009) Mod. Cell. Biol. 29:2139-54).
Varios grupos informaron similitudes entre las acciones de las proteinas de miocilina y Wnt que actian a través de
un mecanismo independiente de b-catenina (Kwon y Tomarev (2011) J. Cell. Physiol. 226(12):3392-402). Se
informé que la sefializacion de Wnt reducida en células glaucomatosas TM (GTM) se debe a niveles endégenos
mas altos de sFRP1 (Wang et al. (2008) J. Clin. Invest. 118:1056-64; Lin y Hankenson (2011) J. Cell. Biochem.
112:3491-501). Otro grupo ha demostrado que la via de sefializacién de Wnt protege la linea celular retiniana RGC-
5 de la presion elevada (Fragoso et al. (2011) Cell. Mol. Neurobiol. 31(1):163-73).

No estéa claro en la bibliografia si las mutaciones de MYOC glaucomatosas (por ejemplo, P370L o Y437H) tienen
algun efecto sobre la sefializacion de Wnt en la TM. Un informe afirma que el efecto de las mutaciones
glaucomatosas de MYQOC, que inhiben la secrecion de MYOC de la TM, sobre la sefializacién de Wnten la TM no
es claro, como se mide mediante el ensayo de sefalizaciéon de Wnt TOP-Flash (Mao et al. (2012) Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 53(11):7043-51). Otro grupo ha informado que P370L tuvo un efecto estimulante sobre la
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sefializacion de Wnt en células Caco-2, mostrado por el ensayo de sefializacion de Wnt TOP-Flash (Shen et al.
(2012) PLoS ONE 7(9):e44902).

Por el contrario, los inventores han descubierto que las mutaciones de MYOC (por ejemplo, P370L e Y437H) tienen
un efecto inhibidor sobre la sefalizacién de Wnt en células 293 y TM, como se muestra por el ensayo de
sefializacion de Wnt TOP-Flash, que informa la actividad de beta-catenina.

Para evaluar el efecto de los mutantes MYOC P370L e Y437H sobre la sefializacion de Wnt, se cotransfectaron
células 293T con la construccién indicadora TOP-Flash y plasmidos wtMYOC ("MYOC"), MYOC P370L o MYOC
Y437H. La sefializacion de Wnt se amplificé después de la adicién de Wnt3a de raton recombinante (400 ng/ml) y
se midié6 mediante ensayo TOP-Flash. La actividad luciferasa (media = DE, n = 4) se midi6 después de la
transfeccion y se normalizé al control de transfeccion del nivel de luciferasa Renilla expresado constitutivamente.

Como se muestra en la FIG. 3, la estimulacién de células 293T con Wnt3 de ratén recombinante provocé un
aumento en el indicador TOP-Flash. La expresién de MYOC natural no interfirié con la sefializacion de Wnt, como
se ensay6 mediante TOP-Flash. Sin embargo, la coexpresion de MYOC natural con cualquiera de MYOC P370L o
MYOC Y437H bloqued la activacion de TOP-Flash en células 293T. Estos resultados indican que la expresion de
mutantes de MYOC glaucomatosos (por ejemplo, P370L e Y437H) son capaces de inhibir la sefializacion de Wnt
en células humanas.

Ejemplo 3: Restauracion de la sefalizacion Wnt bloqueada por mutaciones glaucomatosas de MYOC (por
ejemplo, P370L e Y437H)

El Ejemplo anterior demuestra que los mutantes glaucomatosos de MYOC P370L e Y437H acttian bloqueando la
sefializacion de Wnt en células humanas. Se llevaron a cabo experimentos adicionales para examinar posibles
mecanismos mediante los cuales se puede restaurar la sefializacién de Wnt en células que expresan estos
mutantes de MYOC.

R-espondina 3 (RSPO3) es una proteina codificada por el gen RSPO3 que activa la sefializacién de Wnt, y se
examiné si la expresién de RSPO3 era capaz de restaurar la sefializacion de Wnt tras su inhibicion mediante la
expresion de MYOC mutante. Para estos experimentos, similar a la FIG. 3 anterior, las células 293T se
cotransfectaron con la construccién indicadora TOP-Flash y plasmidos wtMYQOC ("MYOC"), MYOC P370L, MYOC
Y437H y/o RSPO3, como se marcaron. La sefializacion de Wnt se amplificé después de la adicion de Wnt3a de
ratén recombinante (400 ng/ml) y se midi6 mediante ensayo TOP-Flash. La actividad luciferasa (media + DE, n =
3) se midié después de la transfeccion y se normalizé al control de transfeccion del nivel de Iuciferasa Renilla
expresado constitutivamente.

Como se muestra en la FIG. 4, la expresién de RSPO3 provoc6 un aumento en la sefializacién de Wnt, medida
mediante TOP-Flash. De manera importante, la coexpresion de RSPO3 y MYOC P370L o MYOC Y437H fue capaz
de restaurar la sefializaciéon de Wnt, en comparacién con la inhibicion de la sefializacién de Wnt observada tras la
expresion de MYOC P370L o MYOC Y437H solos. Las células 293T se cotransfectaron con la construccion
indicadora TOP-Flash y plasmidos wtMYOC ("MYQOC"}, MYOC P370L, MYOC Y437H y/o RSPQO3, como se
marcaron. La sefializacién de Wnt se amplificé después de la adicion de Wnt3a de ratén recombinante (400 ng/ml}
y se midié mediante ensayo TOP-Flash. La actividad luciferasa se midi6é después de la transfeccién y se normaliz
al control de transfeccién del nivel de luciferasa Renilla expresado constitutivamente.

Para evaluar si se observa un efecto similar en células hTM, se cotransfectaron células hTM-T con la construccion
indicadora TOP-Flash y plasmidos wtMYOC ("MYOC w.t."), MYOC P370L y/o RSPQOS3. La actividad de Wnt se midié
mediante el ensayo TOP-Flash como se ha descrito anteriormente (la actividad luciferasa se muestra como media
t DE, n = 3). La FIG. 5 muestra que la expresién de MYOC P370L provocé una reduccion en la sefializacion de
Whnt y fue capaz de reducir la sefializaciéon de Wnt en células hTM-T que coexpresan MYOC natural. La expresion
de RSPO3 fue capaz de aumentar la sefializacién de Wnt en células hTM-T que expresan MYOC P370L solo o
MYOC P370L en combinacién con MYQOC natural. Los resultados representados en las FIG. 4 y 5 indican que la
expresion de RSPOS3 restaura la sefializacién de Wnt en células que expresan mutantes glaucomatosos de MYOC,
tales como células 293T y hTM-T.

Sorprendentemente, también se ha descubierto que la inhibicidn de Wnt mediante la expresion de mutantes
glaucomatosos de MYOC se invierte silenciando MYOC (por ejemplo, mediante iARN). El efecto del ARNhc de
MYQOC sobre la expresion de MYOC se evalud en células 293T. Como se muestra en la FIG. 6, el ARNhc de MYOC
redujo la expresién de la proteina MYOC en células que expresan MYOC natural, en comparacioén con el control
de ARNhc mezclado. Esta reduccién se observé tanto para la MYOC intracelular como secretada.

La FIG. 7 muestra el efecto del ARNhc de MYOC en células hTM-T. El ARNhc de MYOC redujo la expresion de la
proteina MYOC en células hTM-T que coexpresan MYOC natural y mutante P370L. Esta reduccion se observé
tanto para la MYOC intracelular como secretada. Por el contrario, el ARNhc que se dirige a Grp94 no tuvo efecto
sobre la expresion de MYOC. Grp94 es una chaperona molecular que esta implicada en el procesamiento y el
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transporte de proteinas secretadas, y recientemente se propuso como un terapéutico para pacientes que padecen
algunos casos de glaucoma de MYOC debido a que se cree que Grp94 facilita el aclaramiento de mutantes de
MYOC (Suntharalingam et al., (2012) J. Biol. Chem. 287(48):40661-9). Los controles de ARNhc mezclados
tampoco tuvieron efecto sobre la expresiéon de MYOC.

Dado que el ARNhc de MYOC afect6 a la expresion de MYOC, sus efectos sobre la sefializacién de Wnt se
investigaron a continuacion. Como se muestra en la FIG. 8, la expresién de MYOC P370L redujo la sefializacién
de Wnt en células 293T. Los controles de ARNhc de Grp94 y ARNhc mezclado fueron incapaces de restaurar la
sefializacion de Wnt inhibida por MYOC P370L. Por el contrario, el ARNhc de MYOC aumentd la sefializacién de
Wnt en células que expresan MYOC P370L hasta niveles aproximadamente naturales (es decir, el nivel de
sefializacion de Wnt observado en células de control que no expresan MYOC P370L, como se mide por TOP-
Flash). También se descubrié que la expresién de RSPO3 aumentaba la sefializacién de Wnt en células que
expresaban MYOC P370L, y la expresion de combinacion de RSPO3 con iARN de MYOC (por ejemplo, ARNhc)
condujo a un aumento sinérgico en la sefializacién de Wnt en células que expresaban MYQC P370L.

Aunque la inhibiciéon de Grp94 se ha propuesto como un mecanismo para reducir los efectos de los mutantes de
MYQOC, estos resultados descritos en el presente documento indican que la expresién de ARNhc de RSPO3 y/o
MYOC puede ser mas eficaz en la desrepresién de la sefializacién de Wnt en presencia de expresion del mutante
de MYOC.

También se examiné el efecto del ARNhc de MYOC sobre la sefializacion de Wnt en células que expresan MYOC
Y437H. Como se muestra en la FIG. 9, la expresién de MYOC P370L o Y437H redujo la sefializacion de Wnt en
células 293T. Sin embargo, el ARNhc de MYOC fue capaz de restaurar la sefializacién de Wnt en células que
expresan MYOC P370L o Y437H. Este efecto no se observé tras la expresién de un control de ARNhc mezclado.

En resumen, estos resultados demuestran que la sefializacion de Wnt bloqueada por mutantes MYOC (por ejemplo,
P370L e Y437H) puede restaurarse mediante la expresién de R-espondina 3 (RSPO3) y/o inhibiendo MYOC (por
ejemplo, mediante iARN).

Ejemplo 4: AAV2 R471A transduce células de la malla trabecular

Para determinar si las particulas de AAV podian transducir células de la malla trabecular, los vectores de AAV2 que
codifican EGFP se encapsidaron en particulas de AAV2 natural de particulas de AAV2 que comprendian una
sustitucion de aminoacido R471A (numeracién basada en VP1). Las particulas viricas se evaluaron in vitro tratando
células hTM (descritas anteriormente) con EGFP de AAV2 y EGFP de AAV2 R471A. Como se muestra en la FIG.
10 (paneles izquierdos), EGFP de AAV2 R471A mostré una mayor transduccién de células TM en comparacién
con AAV2 natural. Para evaluar la transduccién de células TM in vivo, se inyectaron EGFP de AAV2 y EGFP de
AAV2 R471A en los ojos de ratones. A continuacién, los ratones se sacrificaron y se analizaron para la expresion
de EGFP. Como se muestra en la FIG. 10 (paneles derechos), EGFP de AAV2 R471A mostrdé una mayor
transduccion de células TM in vivo en comparacioén con AAV2 natural.

Ejemplo 5: Expresion de RSPO3 o ARNhc de MYOC en modelos animales de glaucoma de miocilina (MYOC)

Los Ejemplos anteriores demuestran que las mutaciones MYQC glaucomatosas (por ejemplo, P370L e Y437H)
bloguean la sefializacién de Wnt, y que esta inhibicién de la sefializacién de Wnt puede invertirse mediante la
expresion de R-espondina 3 (RSPO3) o ARNhc de MYOC. Sin desear cefiirse a teoria particular alguna, se cree
que las mutaciones de MYOC (por ejemplo, P370L y/o Y437H) pueden efectuar la sefializacién de Wnt en la TM,
modulando de este modo la PIO y contribuyendo a POAG. Los siguientes experimentos prueban si la expresion
de R-espondina 3 (RSPO3) o ARNhc de MYOC, administrado a través del vector de AAV2, es capaz de mejorar
los sintomas del glaucoma en modelos de ratén de la enfermedad.

Se usa un modelo de raton de POAG para examinar la eficacia de la administracion mediada por AAV de la
expresion de R-espondina 3 (RSPO3) y/o ARNhc de MYOC al ojo en el tratamiento del glaucoma de miocilina
(MYOC). Por ejemplo, puede usarse un modelo de ratén que expresa MYOC Y437H (véase Zode et al. (2011) J.
Clin. Invest. 121(9):3542-53). En este modelo, la MYOC Y437H humana se expresa bajo el control del promotor
de CMV en un raton transgénico. Usando este sistema, MYOC Y437H se expresa en tejidos relacionados con el
glaucoma de miocilina (MYOC), tales como la malla trabecular y la esclerética. Estos ratones presentan una
morfologia ocular extremadamente normal, pero comienzan a mostrar sintomas similares al glaucoma de miocilina
(MYOC) después de tres meses de edad, tales como aumento de la PIO y degeneracion axonal progresiva del
nervio optico.

Los transgenes que expresan GFP, RSPO3 de raton, ARNhc que se dirige a MYOC de raton (diana de ARNhc de
MYOC y secuencia de bucle del plasmido pGIPZ n.° 93; Dharmacon, GE Healthcare) o ARNhc mezclado se clonan
en un genoma de AAV2 bajo el control de un promotor hibrido de B-actina de pollo (CBA) del plasmido pCBA(2)-
int-BGH, que también contiene la secuencia de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina (Xu, R., et al.
(2001) Gene Ther. 8:1323-32). A continuacion, el casete de expresion se clona en un vector plasmidico previrico
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pAAVSP70 que contiene repeticiones terminales invertidas (ITR) de AAV2 (Ziegler, R.J., et al. (2004) Mod. Ther.
9:231-40). El tamafio total del genoma de AAV resultante en el plasmido sp70.BR/sFLT01 que incluye la regién
flanqueada por ITR es de 4,6 kb.

Los genomas de AAV2 se encapsidan en capsides de AAV2 con mutacion R471A para permitir la infeccion de la
malla trabecular o capsides de AAV2 natural para permitir la infeccién de las células ganglionares de la retina. Los
genomas de AAV2 se encapsidan en la capside natural de AAV2 o R471A usando el enfoque de vector "gutless”
usando un método de transfeccion triple (véase, por ejemplo, Xiao et al. (1998) J. Virol., 3:2224-32). Brevemente,
los genes rep y cap se reemplazan por el gen terapéutico y sus elementos reguladores, ambos intercalados entre
una repeticién terminal invertida (ITR) 5' y 3'. Los genes rep y cap se proporcionan en trans en un plasmido
separado, y un tercer plasmido contribuye a los genes auxiliares adenoviricos requeridos. Como alternativa, los
genes auxiliares requeridos son proporcionados por un adenovirus deficiente en replicaciéon y/o genes auxiliares
adenoviricos que se integran de manera estable en el genoma de la célula hospedadora. Sin desear cefiirse a
teoria particular alguna, se postula que las capsides viricas estan completamente ensambladas, y el genoma del
vector flanqueado por ITR se inserta entonces en la capside mediante un poro de la capside (Myers & Carter (1980)
Virology, 102:71-82). Las capside que contienen genoma se formulan entonces para inyeccion.

Se cultivan ratones transgénicos que expresan MYOC Y437H humana hasta aproximadamente tres meses de
edad y después se asignan aleatoriamente a grupos de tratamiento. Los ratones se anestesian y se inyectan
mediante inyeccién intravitrea o intracameral con vectores AAV que codifican GFP, RSPO3 de ratén, ARNhc
dirigido a MYOC de ratén o ARNhc mezclado. En un grupo de tratamiento, para probar los efectos en células
ganglionares de la retina, un ratén recibe una inyeccién de vectores de AAV2 con RSPO3 de ratdén que expresa la
capside de AAV2 natural y una inyeccion de vectores de AAV2 con cépside de AAV2 natural que expresa GFP en
el ojo contralateral. En un grupo de tratamiento, para probar los efectos en la malla trabecular, un ratén recibe una
inyeccion de vectores de AAV2 con la capside de AAV2 R471A que expresa ARNhc que se dirige a MYOC de raton
y una inyeccién de vectores de AAV2 con la capside de AAV2 R471A que expresa ARNhc mezclado en el ojo
contralateral. En un grupo de tratamiento, un ratén recibe una inyeccién de una mezcla de vectores de AAV que
expresan vectores de RSPO3 y AAV de ratén que expresan ARNhc que se dirige a MYOC de ratén en un ojo y una
inyeccion de vectores de AAV que expresan vectores de GFP y/o AAV que expresan ARNhc mezclado en el ojo
contralateral. En un grupo de tratamiento, un ratén recibe una inyeccién de vectores de AAV que expresan RSPO3
de raton y que expresan ARNhc que se dirige a MYOC de ratdn en un ojo y una inyeccion de vectores de AAV que
expresan GFP y que expresan ARNhc mezclado en el ojo contralateral.

Los ratones se examinan a intervalos regulares después de la inyeccién para sintomas de glaucoma de miocilina
(MYOC), comparando el ojo que recibe tratamiento experimental con el ojo que recibe tratamiento de control. La
PIO se mide mediante tonometria (Kim, C.Y., et al. (2007} Eye (Lond.) 21(9):1202-9). El espesor de la cérnea se
mide mediante un paquimetro de ultrasonido (Lively, G.D., et al. (2010) Physiol. Genomics 42(2):281-6). El angulo
iridocorneal se evallla mediante gonioscopia. La funcién de las células ganglionares de la retina se mide analizando
las respuestas de electrorretinografia de patrén a estimulos visuales usando electrorretinografia de patron (PERG)
(Zode et al. (2011) J. Clin. Invest. 121(9):3542-53). Los ratones pueden ser sacrificados y los ojos disecados para
otras caracterizaciones fenotipicas. Por ejemplo, el nimero de células ganglionares de la retina y/o la morfologia
se evallan mediante microscopia de inmunofluorescencia y/o microscopia electrénica de transmision.

Ejemplo 6: Uso de proteinas de la familia RSPO para restaurar la sefalizacion de Wnt bloqueada por
mutacion glaucomatosa de MYOC

Como se demuestra en el Ejemplo 3, la sefializacién de Wnt bloqueada por mutantes MYOC (por ejemplo, P370L
e Y437H) se puede restaurar mediante la expresién de R-espondina 3 (RSPO3). Para comprender mejor los
mecanismos subyacentes a esta restauracion de la sefializacion de Wnt, se examiné la capacidad de diferentes
miembros de la familia RSPO y variantes para restaurar la sefializacién de Wnt.

Las proteinas de la familia RSPO humanas hRSPO1, 2, 3 y 4 comparten una estructura de dominio similar que
incluye dominios ricos en Cys similares a furina, un dominio de trombospondina de tipo | y un dominio cargado
positivamente carboxiterminal, como se ilustra en las FIGS. 11 y 12. Para examinar los dominios funcionales
necesarios para la restauracion de la sefializacién de Wnt, se generaron varias variantes truncadas de RSPO3
humana. Las variantes, y los dominios especificos incluidos y excluidos en cada variante, se muestran en las FIG.
11,12, 13A y 14.

Para probar el efecto de las variantes de RSPO3 sobre la sefializacion de Wnt, se cotransfectaron células 293T
con la construccion indicadora TOP-Flash y wtMYOC ("MYOC") o MYOC Y437H, y también se transfectaron con
plasmidos RSPO3 de longitud completa o parcial, como se marcaron en la FIG. 15. La sefializacién de WNT se
amplificé después de la adicién de Wnt3a humana recombinante (400 ng/ml) y se midi6 mediante ensayo TOP-
Flash. La actividad luciferasa (media + DE, n = 3) se midi6 después de la transfeccién y se normalizé al control de
transfeccion del nivel de luciferasa Renilla expresado constitutivamente.
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Como se describe en el Ejemplo 3, MYOC Y437H mutante inhibe la sefializacion de Wnt en células 293T como se
mide mediante el ensayo TOP-Flash. La FIG. 15 muestra el efecto de las diversas variantes truncadas de hRSPO3
sobre la sefializacién de Wnt en este ensayo. Como se muestra en la FIG. 15, todas las formas de hRSPO3
probadas, tanto parciales como de longitud completa, tenian actividad de restauracion Wnt con RSPO3 de longitud
completa que presentaba una actividad mas potente que muchas de las formas truncadas.

Para probar el efecto de diferentes miembros de la familia RSPO sobre la sefializacién de Whnt, se cotransfectaron
células 293T con la construccidon indicadora TOP-Flash y wtMYOC ("MYOC") o MYOC Y437H, y también se
transfectaron con plasmidos RSPO1, RSPO2 o RSPO4 de longitud completa o parcial, como se marcaron en la
FIG. 16 (véase la FIG. 12 para la representacién de formas truncadas de RSPO1, 2, 3y 4). La sefializaciéon de Wnt
se amplificd después de la adicion de Wnt3a de raton recombinante (400 ng/ml) y se midié mediante ensayo TOP-
Flash. La actividad luciferasa (media £ DE, n = 3) se midié después de la transfeccion y se normalizé al control de
transfeccién del nivel de luciferasa Renilla expresado constitutivamente.

Los resultados de estos estudios se muestran en la FIG. 16. Estos resultados indican que RSPO1, 2y 4 de longitud
completa y truncada también tenia actividad de restauracién de Wnt con RSPO de longitud completa que
mostraban una actividad mas potente que las formas truncadas. Todos los miembros y formas de la familia RSPO
funcionaron con Whnt3a.

SECUENCIAS
Secuencia polipeptidica de RSPO3 (secuencia sefal subrayada)

MHLRLISWLITINIMEYIGSONASRORRQRRMHPNVSQGCQGGCATCSDYNGCLSCEPRLITALERIGM
KQIGVCLSSCPSGY YUTRYPDINKCTRUKADCDTCENENFCTKCK SGFY LILGKCLDNCPEGLEANNIT
MECVSIVHCEVSEWNPWS PCTKRGKTCOGFRRGTETR VREHQHPSAKGNLCPPINETRKCTYQREKOQK
GERGKKGRERKRKKENKGESKEAIPDSKSLESSKEIPEQRENKQQOKKREKVQDKOQKSVSVSTVIH (SEQ
DN

Secuencia polinucleotidica de RSPO3

ATGCACTTGCGACTGATTTCTTGGCTTTTTATCATTTTGAACTTTATGGA
ATACATCGGCAGCCAAAACGCCTCCCGGGGAAGGCGCCAGCGAAGAATGC
ATCCTAACGTTAGTCAAGGCTGCCAAGGAGGCTIGTGCAACATGCTCAGAT
TACAATGGATGTTTGTCATGTAAGCCCAGACTATTTTTTGCTCTGGAAAG
AATTGGCATGAAGCAGATTGGAGTATGTCTCTCTTCATGTCCAAGTGGAT
ATTATGGAACTCGATATCCAGATATAAATAAGTGTACAAAATGCAAAGCT
GACTGTGATACCTGTTTCAACAAAAATTTCTGCACAAAATGTAAAAGTGG
ATTTTACTTACACCTTGGAAAGTGCCTTGACAATTGCCCAGAAGGGTTGG

AACOOAANCAACCATACTATCHGAGTOGTGTOCAGTATTOTHOC ACTOTIALGGTCO

AATUCUAACAALCALTACIAIUUUAG I VI U1 UATUIA L I IJUAUINT LI UAGT LU

AGTGAATGGAATCCTTGGAGTCCATGCACGAAGAAGGGAAAAACATGTGG
CI'TCAAAAGAGGGACTGAAACACGGGTCCGAGAAATAATACAGCATCCTT
CAGCAAAGGGTAACCTGTGTCCCCCAACAAATGAGACAAGAAAGTGTACA
GTGCAAAGGAAGAAGTGTCAGAAGGGAGAACGAGGAAAAAAAGGAAGGGA
GAGGAAAAGAAAAAAACCTAATAAAGGAGAAAGTAAAGAAGCAATACCTG
ACAGCAAAAGICIGGAATCCAGCAAAGAAATCCCAGAGCAACGAGAAAAC
AAACAGCAGCAGAAGAAGCGAAAAGTCCAAGATAAACAGAAATCGGTATC
AGTCAGCACTGTACACTAG (SEQ ID NO:2)

Secuencia polipeptidica de MYOC

MRITCARCCSFOPEMPAVOLLLLACLVWDVGARTAQLREKANDQSGRCOQYTESVASPNES SCPTOQSQAM
SVIENLOQRDSSTORLDLEATRARLSSLESLLHEQLTLDOAARPQETOEGLORELG TLRRERDOQLETUTREL
ETAYSNLLRDESVLEEEKKRLRQENENLARRLESSSQEVARLRRGQUPQIRIFFARAVPPGSREVITWNL,
DTLAFPQELKSELTREVPASRILKESPSGYLRSGEGDTOGUGRLVWYVGEPL TTR TAETITGKYGVWMRDPKPT
YPYTQETTWRIDTVUGTDVROVIT Y DLISQIMOQGYPSKVHILPRPLESTGAY VY SGSLYTQOGALSRTVIRY
ELNTETVEAEKEIMGAGY HOGOQFPYSWOGG Y TDIDLAVDEAGLWVIYSTDEAKGAIVLSKENPENLELEQT
WEINIRKQSVANAFICG LY TVSSY TSADATYNEAY D TG TGISK U TIMHKNR YK Y SSMIDY NPLEKKLE
AWDNIENMVIYDIKESKM (SEQ 13 N

Secuencia de ADNc de MYOC
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ATGAGGTTCITCIGTIGCACGTTGCTIGCAGCT ITGGGCCTGAGATGCCAGCIGICCAGCTGCTGCTICT
GGCCTGCCTGGTGTGGGATGTGGGGGCCAGGACAGCTCAGCTCAGGAAGGCCAATGACCAGAGTGG
CCGATGCCAGTATACCTTCAGTGTGGCCAGTCCCAATGAATCCAGCTGCCCAGAGCAGAGCCAGGC
CATGTCAGTCATCCATAACTTACAGAGAGACAGCAGCACCCAACGCTTAGACCTGGAGGCCACCAA
AGCTCGACTCAGCTCCCTGGAGAGCCTCCTCCACCAATTGACCTTGGACCAGGCTGCCAGGCCCCAG
GAGACCCAGGAGGGGCTGCAGAGGGAGCTGGGCACCCTGAGGCGGGAGCGGGACCAGCTGGAAAC
CCAAACCAGAGAGTTGGAGACTGCCTACAGCAACCTCCTCCGAGACAAGTCAGTTCTGGAGGAAGA
GAAGAAGCGACTAAGGCAAGAAAATGAGAATCTGGCCAGGAGGTTGGAAAGCAGCAGCCAGGAGG
TAGCAAGGCTGAGAAGGGGCCAGTGTCCCCAGACCCGAGACACTGCTCGGGCTGTGCCACCAGGCT
CCAGAGAAGTTTCTACGTGGAATTTGGACACTTTGGCCTTCCAGGAACTGAAGTCCGAGCTAACTGA
AGTTCCTGCTTCCCGAATTTTGAAGGAGAGCCCATCTGGCTATCTCAGGAGTGGAGAGGGAGACAC
CGGATGTGGAGAACTAGTTTGGGTAGGAGAGCCTCTCACGCTGAGAACAGCAGAAACAATTACTGG
CAAGTATGGTGTGTGGATGCCAGACCCCAAGCCCACCTACCCCTACACCCAGGAGACCACGTGGAG
AATCGACACAGTTGGCACGGATGTCCGCCAGGTTTTTGAGTATGACCTCATCAGCCAGTTTATGCAG
GGCTACCCTTCTAAGGTTCACATACTGCCTAGGCCACTGGAAAGCACGGGTGCTGTGGTGTACTCGG
GGAGCCTCTATTTCCAGGGCGCTGAGTCCAGAACTGTCATAAGATATGAGCTGAATACCGAGACAG
TGAAGGCTGAGAAGGAAATCCCTGGAGCTGGCTACCACGGACAGTTCCCGTATTCTTGGGGTGGCT
ACACGGACATTGACTTGGCTGTGGATGAAGCAGGCCTCTGGGTCATTTACAGCACCGATGAGGCCA
AAGGTGCCATTGTCCTCTCCAAACTGAACCCAGAGAATCTGGAACTCGAACAANCCTGGGAGACAA
ACATCCGTAAGCAGTCAGTCGCCAATGCCTTCATCATCTGTGGCACCTTGTACACCGTCAGCAGCTA
CACCTCAGCAGATGCTACCGTCAACTTTGCTTATGACACAGGCACAGGTATCAGCAAGACCCTGACC

ATCCCATTCAAGAACCGCTATAAGTACAGCAGCATGATTGACTACAACCCCCTGGAGAAGAAGCTC
TTTGCCTGGGACAACTTGAACATGGTCACTTATGACATCAAGCTCTCCAAGATGTAG (SEQ 1D NO:4)

Secuencias diana de ARNhc de MYOC

GGCCATGTCAGTCATCCAT (SEQ ID NO:5)

QAMSVIH (SEQ ID NO:6)

Secuencia de bucle de ARNhc

AATAGTGAAGCCACAGATGTATT (SEQ ID NO:7)

Secuencia polipeptidica de RSPO1 (secuencia sefal subrayada)

MRLCGELCVVALVLSWTHIL TISSRGIKGKRORRISATGSQACAKGCULCSEVNGCT KCSPRI FILT TRNDIRQYV
GVCLPSCPPOYTDRARNPDMNKCIKCKIEHCEACTSHNFCTKCKEQLY LHKGROCYPACPEGSSAANGTMEC

SSPAQUEMSEWSFWGHCSKKQOLOGFRRGSEERTRR VLITAPVGDTAACSDTKETRRCTVRRVPCPEGQKR
REGGQGRRENANRNT ARKFSKBAGAGSRRREGOQOOOQGTVGET TSAGP A (SEQ ID NO®)

Secuencia polipeptidica de RSPO2 (secuencia sefal subrayada)

MOQFRLESEFALIHENCMDYSHCOQGNRWRRSKRAS Y VANPICKGCLSCSKDNGCSRCQOKI FFFLRREGMRQ
YGECLHSCPSGY YGHRAPDMNRCARCRIENCDSCTSKDFCTKCKVGIY LHRGRUTDECPDGE APLEETME
CVEGCEVOHWSEWGTCSRNNRTCGFKWOLETRTROQIVKR P VKD TILCTPTIAESRRCKM TMRHCPOGGKRTP
KAKEKRNKEKKRKLIERAQEQHSVEL ATDRANG (SEQ I NOY)

Secuencia polipeptidica de RSPO4 (secuencia sefal subrayada)

MRAPLCLLLLVANAVDMLALNRRKKQVGTGLGONCTGCUHCSEENGCS TCQORLFLFIRREGIRQYGKCLIT
DCPPGYTFGIRGQEVNRCK KO GATCESCESQDUCIRCKRQFYLYKGKCLPTCPPG TLAROQN TRECQGLECELG
PWOOGWSPCTHNGETCGSAWGLESRVREAGRAGHEEAATCQVLSESRKCPIQRPCPGERSPGOKKGRKDR

RPRRKDRKUDRRIDVRPROQPGIQP (SEQ R NO:O)

Secuencia polipeptidica de truncamiento 1-135 de RSPO1 (secuencia sefial subrayada)
MRLGLCVVALVISWTHLTISSRGIKGKRQRRISAEGSQACAKGCEILCSEVNGCILKCSPKLFILLERNDIRQV
GVCLPSCPPGYEFDARNPDMNKCIKCKIEHCEACESHNFCTKCKEGLY LHKGRCYPACPEGSSA (SEQ 1D
NO:11)

Secuencia polipeptidica de truncamiento 1-206 de RSPO1 (secuencia sefial subrayada)
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MRILGEOVY AL VLSWTHIL TISSRGIKGKRORRISATGSQACARGCTT CERVNGCLKCSPELFIL TRNDIRQV
GVCLPSCPPGYFBARNPDMNKCIKCKIDHCTACTS HNFCTKCKEGL Y LHEKGRCYPACPTEGS SAANGTMEC
SSPAQCEMSEWSPFWGPUSKKQOQLCGFRRGSEERTRRVLHAPVGDITAACSDTKETRRCTVRRVP( (SEQ 1D
N

Secuencia polipeptidica de truncamiento 1-134 de RSPO2 (secuencia sefial subrayada)

MOFRLFSFALIINCMDY SHOQGNRWRRSKRASY VANPICKGCLSCSKINGCSRCQOQKLFFFLRREGMRQ
YOGECTHISCPSGYYGUHRAPDMNRCARCRIENCDSCFSKDFCTKCKVOGFYTHRGRCFDECPDIGEAP (SEQ 1D
NO:13)

Secuencia polipeptidica de truncamiento 1-203 de RSPO2 (secuencia sefial subrayada)

MOURLISEALILNCMDY SHCQGNRWRRSKRAS Y VSNPICKOGCLSCSKDNGOSRCQOKLITTTRRIIGMRQ
YGECLHSCPSGY YOHRAPDMNRCARCRIINCDSCESKDTCTRO KVOPY LHRGROTDEC PDGEAPLELRTME
CYEGCEVGHWSEWGTUSRNNR TCGFKWOLETR TROIVKKP VKD TILCP TIAESRROKM IMRHC (SEQ 1D
NO: 1)

Secuencia polipeptidica de truncamiento 1-135 de RSPO3 (secuencia sefial subrayada)

MHILRLISWLFIILNFMEYIGSQNASRGRRQRRMHPNVSQGCQGGCATCSDYNGCLSCKPRLFFALERIGMK
QIGVCLSSCPSGYYGTRYPDINKCTKCKADCDTCFNKNFCTKCKSGFY LHLGKCLDNCPEGLEA (SEQ ID
NO:15)

Secuencia polipeptidica de truncamiento 1-146 de RSPO3 (secuencia sefial subrayada)

MHILRLISWLFIILNFMEYIGSQNASRGRRQRRMHPNVSQGCQGGCATCSDYNGCLSCKPRLFFALERIGMK
QIGVCLSSCPSGYYGTRYPDINKCTKCKADCDTCFNKNFCTKCKSGFYLHLGKCLDNCPEGLEANNHTME
CVSIV (SEQ ID NO:16)

Secuencia polipeptidica de truncamiento 1-206 de RSPO3 (secuencia sefial subrayada)

MHLRUISWLFINTMEYIGSQNASRGRRORRMHEPNVSQGCQGGCATCINYNGC L STUKPRILIFATHRIOMK
QIGVCLASCPSGY YGTRYPDINKCTRCKADCDTCEMKNICTRCKSGHFY LTHLGKC L DNCPEGLEANNHTME
CYSIVIICEVSEWNPW S PCTERGKTOGFEKRGTETRVREHONPSAKGNLCPPTNETRRKCTVOQRKKC (SEQ ID
N(x17)

Secuencia polipeptidica de truncamiento 1-128 de RSPO4 (secuencia sefial subrayada)

MRAPLCLLLLVAHAVDMLALNRRKKQVGTGLGGNCTGCICSEENGCSTCQQRLFLFIRREGIRQYGKCLH
DCPPGYFGIRGQEVNRCKKCGATCESCFSQDFCIRCKRQFYLYKGKCLPTCPPGTLA (SEQ ID NO:18)

Secuencia polipeptidica de truncamiento 1-195 de RSPO4 (secuencia sefial subrayada)

A LCLLLL VAHAVDMIALNRRKKQVGTGLGONC TGCHCSEENGCS TCOQRLILFIRRUIGIRQYGKCLE
DCPPGYTGIRGUEVNRCEKCGATCESCESQDICIRCKROPY LYK GRCLPTCPPGTLAHONTRECQGECELG
PWGHWSPCTHNGKTCGSAWGELESRYREAGRAGHEEAATCQVLSESRKCPIQRY (SHO I MOT9)

Secuencia polinucleotidica de ITR mutada

CACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCACGCCCGGGCTT
TGCCCGGGCG (SEQ D NO:20)

Cebador de mutagénesis directa de MYOC370L (la sustitucion esta subrayada)
ACCACGGACAGTTCCIGTATTCTTGGGGTGG (SEQ ID NO:21)

Cebador de mutagénesis inversa de MYOC370L (la sustitucion esta subrayada)
CCACCCCAAGAATACAGGAACTGTCCGTGT (SEQ ID NO:22)

Cebador de mutagénesis directa de MYOCY437H (la sustitucion estd subrayada)
TCTGTGGCACCTTGCACACCGTCAGCAGC (SEQ ID NO:23)

42



ES 3011359 T3

Cebador de mutagénesis inversa de MYOCY437H (la sustitucion estd subrayada)
GCTGCTGACGGTGTGCAAGGTGCCACAGA (SEQ ID NO:24)
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REIVINDICACIONES

1. Una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un vector que codifica R-espondina
1 (RSPO1), R-espondina 2 (RSPO2) o R-espondina 4 (RSPO4) para su uso en un método de tratamiento del
glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero, en donde dicho método comprende administrar dicha particula de
rAAV al ojo del mamifero, y en donde RSPO1, RSPO2 o0 RSPO4 se une operativamente a un promotor, en donde:
(i) el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o RSPO4 en el ojo del mamifero; y/o

(i) el promotor es capaz de expresar el RSPO1, RSPO2 o0 RSPO4 en células de la malla trabecular.

2. La particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde dicho método comprende ademas la administracién de una particula de rAAV que comprende un vector que
codifica una iIARN de MYQOC que se dirige a la expresién de una miocilina en el mamifero.

3. La particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde el vector codifica ademas una iARN de MYOC que se dirige a la expresion de una miocilina en el mamifero.

4. La particula de AAV para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde

(i) el glaucoma de miocilina (MYOC) es un glaucoma primario de angulo abierto (POAG);

(i) el glaucoma de MYOC es la forma juvenil de glaucoma primario de angulo abierto; y/o

(iii) el mamifero es un ser humano, y el glaucoma de MYOC esta asociado con una mutacién en una miocilina
humana que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas entre E323K, K398R, Q368X,
G364V, P370L, D380A, K423E, Y437H e 1477S.

5. La particula de AAV para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde
(i) al menos 1 x 10° copias del genoma de la particula de rAAV se administran al mamifero;

(ii}) la particula de rAAV se administra mediante inyeccién intravitrea y/o inyeccién intracameral,

(iii) la particula de rAAV se administra a mas de una ubicacion del ojo;

(iv} la particula de rAAV esta en una composicién farmacéutica.

6. Una particula de AAV recombinante que comprende un vector de AAV, en donde el vector de AAV comprende
acido nucleico que codifica RSPO1, RSPO2 o RSPO4, y en donde RSPO1, RSPO2 o RSP0O4 se une
operativamente a un promotor, en donde:

(i} el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 0 RSPO4 en el ojo del mamifero; y/o

(i) el promotor es capaz de expresar RSPO1, RSPO2 o RSPO4 en células de la malla trabecular,

opcionalmente, en donde el &cido nucleico codifica ademas un &cido nucleico inhibidor que se dirige a la expresién
de una miocilina (MYOC) en un mamifero.

7. La particula de rAAV para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 o la particula de
rAAV de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde:

(i} RSPO1 es una RSPO1 humana o tiene aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con RSPO1 humana, opcionalmente en donde RSPO1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, o SEQ ID NO: 12 o0 una secuencia de
aminoacidos que tiene aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, o SEQ ID NO: 12;

(ily RSPO2 es una RSPO2 humana o tiene aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con RSPO2 humana, opcionalmente en donde
RSPO2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13, o SEQ ID NO: 14 o una
secuencia de aminoacidos que tiene aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% de identidad con la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13, 0 SEQ ID NO:
14: 0

(iii) RSPO4 es una RSPO4 humana o tiene aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con RSPO4 humana, opcionalmente en donde
RSPO4 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, 0 SEQ ID NO: 19 o0 una
secuencia de aminoéacidos que tiene aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, 0 SEQ ID NO:
19.

8. La particula de rAAV para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 0 7, o la particula
de rAAV de acuerdo con la reivindicacién 6 o la reivindicacion 7, en donde el promotor es un promotor hibrido de
B-actina de pollo (CBA).

9. La particula de rAAV para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-5 0 7-8, o la particula
de rAAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en donde:

(i} la iIARN de MYQC se dirige a la secuencia de aminoacidos de MYOC expuesta en SEQ ID NO: 6;

(i) la iIARN es un ARNhc de MYOC que comprende la secuencia de bucle de SEQ ID NO:7; y/o
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(iii) la iIARN de MYOC se une operativamente a un promotor hibrido de B-actina de pollo (CBA)}, o un promotor de
la ARN polimerasa Ill.

10. La particula de rAAV para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 o0 7-9, o la particula
de rAAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-9, en donde:

(i} la particula de rAAV comprende una cépside de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV6 ShH10,
AAV7, AAVB, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV bovino, AAV de cabra o AAV de ratén
0 una capside de serotipo AAV de los clados A-F;

(i1} la particula de rAAV comprende un mutante de la capside de tirosina, un mutante de la capside de unién a
heparina, una capside de AAV2R471A, una capside de AAVAV2/2-7m8, una cépside de AAV DJ, una cépside de
AAV2 N587A, una capside de AAV2 E548A, una capside de AAV2 N708A, una capside de AAV V708K, una capside
quimérica de AAV1/AAV2 o una capside de AAV2/HBoV1; y/o

(i) la particula de rAAV comprende una capside de AAV que comprende una sustituciéon de aminoacidos en una o
més de las posiciones R484, R487, K527, K532, R585 o R588, numeracion basada en VP1 de AAV2.

11. La particula de rAAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 o 7-10, o la particula de rAAV
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en donde:

(i} el vector comprende repeticiones terminales invertidas (ITR) de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAVE,
AAV7, AAVS, AAVIh8, AAVIh8R, AAVY, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV 12, AAV de cabra, AAV bovino o AAV de ratén;
y/o

(it} el vector comprende ITR de serotipo 2 de AAV, opcionalmente en donde:

(a) la particula de rAAV comprende una o mas ITR y la capside derivada del mismo serotipo de AAV; o

(b) la particula de rAAV comprende una o mas ITR derivadas de un serotipo de AAV diferente de la capside de las
particulas de rAAV.

12. La particula de rAAV para su uso de acuerdo con la reivindicacién 10, o la particula de rAAV de acuerdo con la
reivindicacion 10, en donde la particula de rAAV comprende una capside de serotipo 2 de AAV, y opcionalmente
en donde:

(i} la capside de serotipo 2 de AAV comprende la proteina de la capside de AAV2 que comprende una sustitucién
de aminoacido R471A, numeracidn con respecto a VP1 de AAV2; y/o

(i) el vector comprende ITR de AAV2.

13. Un kit para tratar glaucoma de miocilina (MYOC) en un mamifero que comprende la particula de rAAV de una
cualquiera de las reivindicaciones 6-12.
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