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DESCRIPCION
Oligonucleétidos para tratar una enfermedad ocular

Campo de la Invencion

La invencién se refiere a los campos de la medicina y la inmunologia. En particular, se refiere a nuevos
oligonucledtidos antisentido para el tratamiento, prevencién y/o retraso del sindrome de Usher de tipo Il y/o la
degeneracion retiniana no sindrémica asociada a USH2A.

Antecedentes de la Invencién

El sindrome de Usher (SU) y la retinitis pigmentaria no sindrémica (RPNS) son enfermedades degenerativas de la
retina. El SU es clinica y genéticamente heterogéneo y, con mucho, el tipo mas comin de sordoceguera hereditaria
en los seres humanos. La discapacidad auditiva en pacientes con SU es predominantemente estable y congénita, y
puede compensarse en parte con audifonos o implantes cocleares. La RPNS es mas frecuente que el SU, y se da
en 1 de cada 4.000 individuos. La degeneracion de las células fotorreceptoras en el SU y la RPNS es progresiva, y a
menudo lleva a la ceguera completa entre la tercera y cuarta década de la vida, lo que deja tiempo para la
intervencion terapéutica. La causa mas frecuente de ambos trastornos reside en mutaciones en el gen USHZ2A.
El abanico de mutaciones se extiende a lo largo de los 72 exones del USH2A y sus secuencias intrdnicas
flanqueantes, y contiene mutaciones sin sentido y mutaciones de sentido erréneo ("missense”, en inglés),
deleciones, duplicaciones, grandes reordenamientos y variantes de corte y empalme. El exdn mas frecuentemente
mutado, con mucho, es el ex6n 13, que contiene dos mutaciones fundadoras (c.2299delG (p.E767SfsX21) en
pacientes con sindrome de Usher de tipo Il (SU2) y ¢.2276G>T (p.C759F) en pacientes con RPNS). Para el ex6n 50
se han descrito quince mutaciones patogénicas, de las cuales al menos ocho son claramente truncadoras de
proteina. Vaché et al. (2012. Hum Mutat 33:104-8) describieron la primera mutacién intrénica profunda en el
intron 40 de USHZ2A (c.7595-2144A>@). Esta mutacién crea un sitio donante criptico de corte y empalme de alta
calidad en el intr6n 40, que da lugar a la inclusién de un exén aberrante de 152 pb en el ARNm del USH2A mutante,
y conduce a la terminacion prematura de la traduccion (véanse las Figuras 1A y B del documento WO 2016/005514).

El SU y otras distrofias retinianas han sido consideradas durante mucho tiempo trastornos incurables. Sin embargo,
varios ensayos clinicos de fase I/l con uso de terapia de aumento génico han conducido a resultados prometedores
en grupos seleccionados de pacientes con ACL/RP/SU y mutaciones en los genes RPE65 y MYO7A. El tamarfio de
la secuencia codificante (15.606 pb) y el corte y empalme alternativo del gen USH2A y el ARNm, respectivamente,
obstaculizan la terapia de aumento génico, debido a la actual limitacion del tamafo de la carga de muchos vectores
disponibles (p. €j., vectores adenoasociados (VAA) y lentiviricos).

A pesar del amplio potencial clinico de la terapia basada en oligonucleétidos antisentido (OAS), no se utiliza con
frecuencia en el ojo de vertebrados. Los OAS son moléculas polinucleotidicas pequefas (de 16-25 nucle6tidos) que
pueden interferir con el corte y empalme, ya que su secuencia es complementaria a la de moléculas pre-ARNm
diana. Tras la union de un OAS, la regién diana del pre-ARNm ya no esta disponible para factores de corte y
empalme, lo que da como resultado la omisién del exdn al que esta dirigido el OAS. Terapéuticamente, esta
metodologia se puede emplear de dos maneras: a) para redirigir el corte y empalme normal de genes en los cuales
las mutaciones activan sitios cripticos de corte y empalme y b) para omitir exones que portan mutaciones
(truncadoras de proteina), de manera que el marco de lectura del ARNm permanece intacto y se genera una
proteina (parcialmente) funcional. Para el gen USHZ2A, potencialmente se pueden omitir 28 de los 72 exones sin
perturbar el marco de lectura general del transcripto. Los dos métodos basados en OAS se estan aplicando con éxito
en pacientes con trastornos genéticos graves. Liquori et al. (2016. Hum Mutat 37:184-193) han demostrado que un
OAS podria evitar la inclusién, en el ARNm del gen USHZ2A, de un pseudoexén 50 (PE 50) de 155 pb originado por
la mutacion ¢.9959.4159A>G en el intron 50.

Es un objetivo de la invencidon proveer una estrategia terapéutica conveniente para la prevencion, tratamiento o
retraso del SU y/o la RPNS causados por la mutacion ¢.7595-2144A>G presente en el intron entre el exén 40 y el 41
del gen USH2A humano. Se ha sugerido con anterioridad (Vaché et al. 2012), y posteriormente demostrado
(documento WO 2016/005514), que los OAS pueden bloquear el corte y empalme aberrante de pre-ARNm de
USH2A provocado por esta mutacion, que conduce a la inclusién del pseudoexén 40: PE40. En particular, existe la
necesidad de otras alternativas mejoradas que funcionen mejor y que tengan propiedades beneficiosas adicionales.
Un objetivo de la presente invencion es proveer tales alternativas.

Compendio de la Invencion

La presente invencién se refiere a un oligonucleétido antisentido (OAS) que es capaz de inducir la omision del
pseudoexdn 40 (PE40) de pre-ARNm de USH2A humano, donde la inclusién del pseudoexén se debe a la
€.7595-2144A>G en el gen USH2A, y donde dicho OAS comprende una secuencia seleccionada de cualquiera de
los siguientes grupos de secuencias: (i) SEQ ID NO: 6, 4, 8, 23, 30, 31, 32, 37; (i) SEQ ID NO: 3, 5, 7, 19, 24, 25,
26, 34, 35, 36; y (iii) SEQ ID NO: 21, 27, 28, 29. En ofra realizacion, la invencion se refiere también a un OAS que es
capaz de inducir la omisién de PE40 de pre-ARNm de USH2A humano, donde dicho OAS comprende una secuencia
que es complementaria a al menos 18, 19, 20, 21, 22, 23 o 24 nucle6tidos consecutivos de las SEQ ID NO: 45, 46
0 47. En una realizacion preferida, el OAS de la presente invencién tiene una longitud de 18 a 143 nucledtidos,
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preferiblemente de 18 a 40 nucleétidos, mas preferiblemente de 18 a 30 nucleétidos, incluso més preferiblemente de
18 a 24 nucledtidos, y lo mas preferiblemente consiste en una secuencia seleccionada del grupo consistente en las
SEQ ID NO: 6, 3, 4, 5, 7, 8, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 36 y 37, preferiblemente
seleccionada de las SEQ ID NO: 6, 3, 4, 5, 7, 8, 26, 34, 35 y 37, mas preferiblemente seleccionada de las SEQ ID
NO: 6, 3, 4, 5, 7, 8, 26 y 35. En otra realizacion preferida, el OAS conforme a la invencion comprende un
oligonucledtido antisentido de 2'-O-alquilfosforotioato, tal como 2'-O-metil(ribosa modificada) (ARN), 2'-O-etil(ribosa
modificada), 2'-O-propil(ribosa modificada) y/o derivados sustituidos de estas modificaciones, tales como derivados
halogenados. Uno o varios nucleétidos dentro del OAS de la presente invencion pueden estar modificados con una
modificacién 2'-O-metoxietilo. La invencion se refiere ademas a un conjunto de OAS que comprende al menos dos
OAS segun se reivindican en la presente memoria. En otra realizacién, la invencion se refiere también a un vector
virico que expresa un OAS conforme a la invencién cuando se pone en condiciones propicias para la expresion del
OAS. En otra realizacién mas, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un OAS
conforme a la invencién o un conjunto de OAS conformes a la invencion o un vector virico conforme a la invencién,
y un excipiente farmacéuticamente aceptable. La invencion se refiere ademéas a un OAS, un conjunto, un vector o
una composicién conformes a la invencion, para uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccion relacionadas
con USH2A, tal como el sindrome de Usher de tipo Il, que requiera modular el corte y empalme de pre-ARNm de
USH2A.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 presenta los resultados de transcriptasa inversa del ensayo discriminante inicial de siete
oligonucleotidos antisentido alternativos, que se han comparado en cuanto a eficacia de omisién del exon
PE40 con dos oligonucleétidos antisentido conocidos en la técnica (AON1 y AON2: R1 y R2 respectivamente)
y un oligonucleétido testigo no relacionado (testigo), utilizando un constructo informador en células HEK293, y
muestra un claro incremento de la sefal después de la administracion de los USH2a-PE40-3, -5 y -7. El
cuadro inferior muestra las posiciones aproximadas de los distintos OAS con respecto a la secuencia PE40.
La Figura 2 muestra la secuencia PE40 (en negrita y subrayada, y dividida en dos partes) desde 5' hacia 3', y
los sitios de unién para los diferentes OAS ensayados en la presente memoria. Entre paréntesis se indica la
SEQ ID NO de cada OAS ensayado, y los nombres estan expuestos en la Tabla 1. El primer nucleétido aguas
abajo de la secuencia PE40 es una guanosina (G) que representa la mutacién c.7595-2144A>G. Las
posiciones para el AON1 (1) y el AON2 (2) se indican directamente debajo de la secuencia de PE40. Las
secuencias en cursiva son secuencias aguas arriba y aguas abajo de PE40. Las tres zonas de interés, tal
como se subraya en los ejemplos y segun se reivindica en la presente memoria, rodean a USH2a-PE40-3
(SEQ ID NO: 19, en negrita), USH2a-PE40-5 (SEQ ID NO: 21, en negrita) y USH2a-PE40-7 (SEQ ID NO: 23,
negrita), respectivamente.
La Figura 3 presenta los resultados de transcriptasa inversa del ensayo discriminante de omisién de PE40
para un conjunto de oligonucleétidos basados en los USH2a-PE40-3, -5 y -7, que se muestran en las Figuras
1y 2. Claramente, los OAS USH2a-PE40-8 y -11 (basados en USH2a-PE40-3) y el USH2a-PE40-17 (basado
en
USH2a-PE40-7) mostraron una intensidad adicionalmente incrementada, lo que sugiere una mejora adicional
con respecto a los oligonucleétidos conocidos en la técnica.
La Figura 4 presenta los resultados de transcriptasa inversa del ensayo discriminante de omisién de PE40
para un conjunto de oligonucleétidos que han sido llevados un paso mas alld y se basan en los USH2a-PE40-
8, -1 y -17.
La nota "corto" significa "mas corto que el original". 5mC significa 5-metilcitosina (véase también la Tabla 1).
DAP significa 2,6-diaminopurina.
La Figura 5 muestra un diagrama de barras que representa el nimero de gotas que expresan PE40 (barras
de la izquierda para cada OAS) en comparacion con productos de tipo natural (barras de la derecha para
cada OAS), corregido en cuanto a la expresion de beta-glucuronidasa debida al gen GUSB (gen de
mantenimiento) como patrén, y como es utilizado frecuentemente por las personas expertas en la técnica, en
fibroblastos de pacientes con SU2, tratados con ocho oligonucleétidos diferentes, segin se resefia en el
Ejemplo 1.
La Figura 6 presenta los resultados de una evaluacion de inmunogenicidad e inmunotoxicidad de los OAS de
USH2a-PE40 que se indican, en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) humanas. A. "Mapa de
calor" que representa los cambios en 6rdenes de magnitud y los niveles de significancia de las
concentraciones de citocina en el sobrenadante de cultivo después de estimulacién durante 24 h de CMSP
humanas con oligonucleétidos tal como se describe en la presente memoria, o los testigos positivos LPS (100
ng/ml) y R848 (1 uM), en comparacién con CMSP humanas tratadas con solucién salina. Cada cuadrado
muestra el cambio en 6rdenes de magnitud para cada condicién de tratamiento y para cada citocina medida.
B. Numero relativo de CMSP viables, expresado como cambio en érdenes de magnitud de la fluorescencia de
resorrufina, en comparacion con CMSP tratadas con solucién salina después de exposicion durante 24 h a
cuatro diferentes oligonucleétidos antisentido USH2a-PE40 de la presente invencion, o a los testigos
positivos. La evaluacién de las células viables se efectu6 con el kit CellTiter-Blue® (Promega), haciendo uso
de los protocolos del fabricante. Para todas las réplicas biolégicas individuales, los cambios en érdenes de
magnitud se calcularon normalizando las unidades de fluorescencia relativa (UFR) medidas frente a la media
geomeétrica del testigo con solucién salina, triplicado, correspondiente. Se exponen los resultados para cada
donante individual como media =+ ETM (error tipico de la media) del cambio en érdenes de magnitud, por

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 801 823 T3

triplicado, normalizado frente a la media de su correspondiente testigo con solucién salina (linea de trazos).
Se realiz6 ANOVA unidireccional de medidas repetidas con prueba de Dunnett para correcciones multiples
(en comparacién con solucién salina).

La Figura 7 muestra los resultados de omision de PE40 en pre-ARNm de USHZ2A en cupulas opticas
generadas a partir de fibroblastos obtenidos de un paciente heterocigoto de SU2, tras el tratamiento con
USH2a-PE40-24.

Las cuatro pistas de la izquierda muestran los resultados en culpulas O6pticas generadas a partir de
fibroblastos de un donante sano, y las tres pistas siguientes muestran los resultados en cupulas épticas
procedentes de los fibroblastos del paciente con SU2. El oligonucleétido testigo es un oligonucle6tido no
relacionado que no es complementario con pre-ARNm de USH2A. El testigo negativo a la derecha no
contiene material de acido nucleico. La pista testigo 5 muestra dos bandas dominantes, la banda superior que
representa el ARNm que comprende la secuencia PE40 y la banda gruesa inferior que representa el ARNm
que carece de la secuencia PE40. El tratamiento con USH2a-PE40-24 da como resultado la omision
completa de PE40 del pre-ARNm, ya que no se detectan bandas superiores.

Descripcion detallada
Para los fines de la invencién se consideran sindnimas las expresiones "inclusion de pseudoexdn aberrante",
"inclusion de pseudoexdn 40 aberrante” o "inclusién de pseudoexdn nucleotidico aberrante de 152 pb", y se
considera que significan la inclusion del pseudoexdn 40 (PE40) del gen USH2A en el ARNm, o la inclusion de una
parte del mismo o una secuencia que comprende 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de esa secuencia en
el ARNm de USH2A.

La expresién "omisidén de exdn" se define en la presente memoria como la induccion, produccion o incremento de la
produccion, dentro de una célula, de un ARNm maduro que no contiene un exdn particular que estaria presente en
el ARNm maduro en ausencia de la omisién de exén. La omision de exon se consigue al proporcionar, a una célula
que expresa el pre-ARNm de dicho ARNm maduro, una molécula capaz de interferir con secuencias tales como, por
ejemplo, la secuencia donante (criptica) de corte y empalme o la secuencia aceptora (criptica) de corte y empalme,
requeridas para permitir el proceso enzimatico de corte y empalme, o una molécula que es capaz de interferir con
una sefial de inclusion de exdn requerida para reconocer un tramo de nucleétidos como exén que ha de ser incluido
en el ARNm maduro; a tales moléculas se les denomina en la presente memoria "moléculas para omision de exén".
En la presente invencion, la omisién de exon se refiere a la omisién de PE40.

El término "pre-ARNm" se refiere a un ARNm precursor sin procesar o parcialmente procesado que es sintetizado
por transcripcién a partir de una plantilla de ADN de una célula, por ejemplo en el nucleo.

La expresién "retencién de exén" se refiere a la produccién, dentro de una célula, de un ARNm maduro que incluye
un exoén particular cuando no se ha producido omision de exén de ese exdn durante el procesamiento del pre-ARNm
a través de la reaccién de corte y empalme. En lo que se refiere a la presente invencién, el PE40 que normalmente
no esta presente en el ARNm maduro del gen USH2A humano cuando es de tipo natural, permanece en el ARNm
maduro del gen USH2A humano cuando una mutacion particular hace que el PE40 no sea eliminado por corte y
empalme del pre-ARNm, como sucede en presencia de la mutacion ¢.7595-2144A>G segun se aborda con detalle
en la presente memoria. El objetivo de la presente invencion es prevenir, inhibir o reducir la retenciéon de exén del
PE40 en el ARNm de USH2A humano, con lo que se previene, se retrasa y/o se trata el sindrome de Usher de
tipo Il.

Se entiende que la expresion "oligonucleotido antisentido" (OAS) se refiere a una secuencia nucleotidica que es
sustancialmente complementaria a una secuencia nucleotidica diana en una molécula de pre-ARNm, una molécula
de ARN nuclear heterogéneo (ARNnh) o una molécula de ARNm. En la presente memoria se proporcionan las
secuencias diana de los oligonucledtidos de la presente invencion. Preferiblemente, el grado de complementariedad
(o de complementariedad sustancial) de la secuencia antisentido es tal que una molécula que comprende la
secuencia antisentido puede formar, en condiciones fisiolégicas, un hibrido estable con la secuencia nucleotidica
diana de la molécula de ARN. En la presente memoria se emplean indistintamente la expresién "oligonucleétido
antisentido”, su abreviatura "OAS" y el término "oligonucleétido”, y se entiende que se refieren a un oligonucledtido
que comprende una secuencia antisentido. Preferiblemente, el oligonucleétido antisentido es monocatenario y
preferiblemente no se autohibrida, ni consigo mismo ni con otro OAS del mismo tipo.

La expresion "sustancialmente complementario”, usada en el contexto de la invencién, indica que estan permitidos
algunos emparejamientos erroneos en la secuencia antisentido siempre que la funcionalidad, es decir, la induccién
de la omisién de PE40, sea todavia aceptable.

La expresion "omisién de pseudoexdn" se define en la presente memoria como la induccion, estimulo, causa,
intensificacion, produccion o incremento de la produccién, dentro de una célula, de un ARNm maduro que no
contiene una region intrénica o pseudoexon particular que estaria presente en el ARNm maduro en ausencia de la
omisiéon de pseudoexén. La omision de pseudoexén se consigue al proporcionar, a una célula que expresa el
pre-ARNm de dicho ARNm maduro, una molécula capaz de interferir con secuencias tales como, por ejemplo, la
secuencia donante (criptica) de corte y empalme o la secuencia aceptora (criptica) de corte y empalme, requeridas
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para permitir el proceso enzimatico de corte y empalme, o una molécula que es capaz de interferir con una senal de
inclusién de pseudoexdn requerida para reconocer un tramo de nucledtidos como pseudoexén que ha de ser
incluido en el ARNm maduro; a tales moléculas se las denomina en la presente memoria "moléculas para omision de
pseudoexdn”.

Preferiblemente, la complementariedad alcanza de 90 % a 100 %. En general, esto permite 1 0 2 emparejamientos
erréneos en un oligonucle6tido de 20 nucleédtidos o 1, 2, 3 0 4 emparejamientos erroneos en un oligonucledtido de
40 nucledtidos, 0 1, 2, 3, 4, 5 0 6 emparejamientos erréneos en un oligonucleétido de 60 nucledtidos, etc.

En una realizacion, un OAS para omisién de exdn, segun se define en la presente memoria, puede ser un
compuesto que se une y/o es complementario a una secuencia especificada. En los documentos WO 2002/024906,
US 6.875.736 y WO 2016/005514, por ejemplo, que se incorporan en la presente memoria por referencia, se
describen métodos para ensayar discriminantemente OAS que se unen a secuencias nucleotidicas especificas.
La uniéon a secuencias especificas, preferiblemente en el contexto del pseudoexdén 40 (PE40) aberrante de
152 nucledtidos de USH2A, puede evaluarse mediante técnicas conocidas por la persona experta. Una técnica
preferida es el ensayo de cambio de movilidad en gel, segun se describe en el documento EP1619249. En una
realizacién preferida, se dice que un OAS para omision de (pseudo)exén estd unido cuando, en un ensayo de
cambio de movilidad en gel, se puede detectar una unién de dicha molécula a una secuencia marcada.

En todas las realizaciones de la invencién, una "molécula para omisién de (pseudo)exén" es un OAS. El disefio de
un OAS para el propésito de la presente invencion tiene particular relevancia. En un método preferido, se debe tener
en cuenta al menos uno de los siguientes aspectos para disefiar o mejorar dicha molécula para omisién de exén:
(1) que, preferiblemente, el OAS no contenga una CpG o un tramo de motivos CpG; y (2) que el OAS tenga una
cinética de union a ARN y/o propiedades termodinamicas aceptables. La presencia de CpG o de un tramo de
motivos CpG en un oligonucleétido estd asociada generalmente con una inmunogenicidad aumentada de dicho
oligonucledtido. La inmunogenicidad se puede evaluar en un modelo animal determinando la presencia de células
CD4+ y/o CD8+ y/o la infiltracion por mononucleocitos inflamatorios. También se puede evaluar en la sangre de un
animal o de un ser humano tratado con un oligonucleétido de la invencién mediante la deteccién de la presencia de
un anticuerpo neutralizante y/o de un anticuerpo que reconozca dicho oligonucleétido, haciendo uso de un
inmunoensayo estandar conocido por la persona experta. Se puede evaluar una reaccion inflamatoria, la produccion
de interferon de tipo |, la produccién de IL-12 y/o un incremento de la inmunogenicidad, mediante la deteccién de la
presencia de un anticuerpo neutralizante o de una cantidad incrementada del mismo, o de un anticuerpo que
reconozca dicho oligonucleétido, haciendo uso de un inmunoensayo estandar.

La invencién se refiere a un OAS con una cinética de union a ARN y/o propiedades termodindmicas aceptables.
La cinética de union a ARN y/o las propiedades termodinamicas estan determinadas, al menos en parte, por la
temperatura de fusién (Tf) de un oligonucleétido (calculada con el calculador de propiedades de oligonucleétidos
(www.unc.edu/~cail/biotool/oligo/index.html) para ARN monocatenario utilizando la Tf basica y el modelo vecino mas
cercano), y/o la energia libre del complejo de OAS y ex6n diana (utilizando RNAstructure, version 4.5). Si la Tf es
demasiado elevada, se espera que el oligonucleétido sea menos especifico. Una Tf y energia libre aceptables
dependen de la secuencia del oligonucleétido. Por lo tanto, es dificil indicar intervalos preferidos para cada uno de
estos parametros. Una Tf aceptable puede estar en el intervalo entre 35 y 70 °C, y una energia libre aceptable
puede estar en el intervalo entre 15 y 45 kcal/mol.

En una realizacion preferida se dice que un OAS induce la omisién del pseudoexon 40 aberrante de 152 nucle6tidos
de USH2A (SEQ ID NO: 5 en el documento WO 2016/005514), cuando el porcentaje de omisién del pseudoexén 40
aberrante de 152 nucleé6tidos de USH2A, medido mediante analisis por reaccion en cadena de polimerasa (RCP)
cuantitativa en tiempo real (TR), es al menos 30 %, o0 al menos 35 %, o al menos 40 %, o al menos 45 %, o al menos
50 %, o al menos 55 %, o al menos 60 %, o al menos al menos 65 %, o al menos 70 %, o al menos 75 %, o al
menos 80 %, o al menos 85 %, o al menos 90 %, o al menos 95 %, o 100 %. Los ensayos preferidos para
determinar la omision de ex6n y/o la retencién de exdn se describen en los ejemplos de la presente memoria.

Preferiblemente, un OAS conforme a la invencibn comprende una secuencia que es complementaria o
sustancialmente complementaria a una secuencia nucleotidica de PE40 (SEQ ID NO: 9 en la presente memoria)
0 una parte de la misma, de manera que la parte (sustancialmente) complementaria constituye al menos 50 % de la
longitud del oligonucledtido conforme a la invencion, mas preferiblemente al menos 60 %, incluso mas
preferiblemente al menos 70 %, incluso mas preferiblemente al menos 80 %, incluso mas preferiblemente al menos
90 % o incluso méas preferiblemente al menos 95 %, o incluso mas preferiblemente 98 % o incluso mas
preferiblemente al menos 99 %, o incluso mas preferiblemente 100 %. Preferiblemente, un OAS conforme a la
invencion comprende, o consiste en, una secuencia que es complementaria a una parte de la SEQ ID NO: 9, que se
muestra a continuacion:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 801 823 T3

Pseudoexén 40; PE40

5 — CTTCCTCTCCAGAATCACACAAGTTAAAGGACCCTTCTGCAACAAGAGCAGCG
AATCTACTCAGCCAGAGCAGGAAGCTAATAAAATGTATGCTGGCTTTTAAGGGGGA
AACAAATCATGAAATTGAAATTGAACACCTCTCCTTTCCCAAG - 3' (SEQ ID NO:9)

A modo de ejemplo, un OAS puede comprender una secuencia que sea complementaria a parte de la SEQ ID NO: 9
y secuencias flanqueantes adicionales, en especial el sitio de corte y empalme en el extremo 3' de PE40. En una
realizacién mas preferida, la longitud de dicha parte complementaria de dicho OAS es al menos 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 141, 142 o0 143
nucleétidos. Se pueden emplear secuencias flanqueantes adicionales para modificar la unién, o para modificar una
propiedad termodinamica del OAS, mas preferiblemente para modificar la afinidad de unién al ARN diana.
La persona experta sabe que, por lo tanto, no es absolutamente necesario que todas las bases de la regién de
complementariedad sean capaces de emparejarse con bases de la cadena opuesta. Por ejemplo, cuando se disefa
el OAS puede desearse incorporar, por ejemplo, un resto que no forme pareja de bases con la base de la cadena
complementaria. Se pueden permitir hasta cierto punto los emparejamientos erréneos si, en las circunstancias de la
célula, el tramo de nucleétidos es suficientemente capaz de hibridarse con la parte complementaria. En este
contexto, "suficientemente" significa preferiblemente que, si se utiliza un ensayo de cambio de movilidad en gel
segun se describe en el ejemplo 1 del documento EP1619249, se puede detectar la unién de un OAS.

Como opcidn, se puede ensayar adicionalmente dicho OAS mediante transfeccion a fibroblastos o células retinianas
de pacientes. La omision de un ex6n diana puede evaluarse mediante RCP-TR (por ejemplo, segun se describe en
el documento EP1619249). Preferiblemente, las regiones complementarias estan disefiadas de manera que, cuando
se combinan, son especificas para el exon del pre-ARNm. Esta especificidad se puede crear con diversas longitudes
de regiones complementarias, ya que ello depende de las secuencias reales en otras moléculas (pre)-ARNm del
sistema. El riesgo de que el OAS también sea capaz de hibridarse con una o mas moléculas pre-ARNm disminuye al
aumentar el tamano del OAS. Esta claro que se pueden utilizar en la invencién los OAS que comprenden
emparejamientos erroneos en la region de complementariedad, pero conservan la capacidad de hibridarse y/o unirse
a la region o regiones diana del pre-ARNm. No obstante, preferiblemente al menos las partes complementarias no
comprenden tales emparejamientos erroneos, ya que los OAS que carecen de emparejamientos erréneos en la
parte complementaria tienen tipicamente una eficacia y especificidad mayores que los OAS que presentan tales
emparejamientos erréneos en una o0 mas regiones complementarias. Se cree que mayores intensidades de
hibridacion (es decir, un nimero mas alto de interacciones con la cadena opuesta) resultan favorables para
incrementar la eficacia del proceso de interferir con la maquinaria de corte y empalme del sistema. Preferiblemente,
la complementariedad alcanza de 90 % a 100 %.

Un OAS para omision de pseudoexdn, de la invencion, se encuentra preferiblemente en forma aislada. Un OAS para
omision de pseudoexén conforme a la invencion, preferido, tiene una longitud de 18 a 143 nucledtidos, mas
preferiblemente de 18 a 60, mas preferiblemente de 18 a 40 nucleé6tidos, mas preferiblemente de 18 a 30
nucleétidos, mas preferiblemente de 18 a 24 nucleétidos, lo mas preferiblemente 18 nucleétidos, 19 nucleétidos,
20 nucleotidos, 21 nucleétidos, 22 nucleétidos, 23 nucledtidos o 24 nucledtidos. En otra realizacion preferida, el OAS
de la invencién consta de 18 a 143 nucleétidos, mas preferiblemente de 18 a 40 nucleétidos, mas preferiblemente de
18 a 30 nucledtidos, mas preferiblemente de 18 a 20 nucleétidos, o consta preferiblemente de 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 57, 58, 59, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 141, 142 0 143 nucleétidos.

Se prefiere que un OAS para omisién de exon, de la invencion, comprenda uno o mas restos que estan modificados
para aumentar la resistencia a nucleasa y/o aumentar la afinidad del OAS hacia la secuencia diana. Por lo tanto, en
una realizacién preferida, la secuencia OAS comprende al menos un analogo de nucleétido o equivalente, donde un
analogo de nuclettido o equivalente se define como un resto que tiene una base modificada y/o una cadena
principal modificada y/o un enlace internucleosidico no natural, o una combinacién de estas modificaciones.

En una realizacion preferida, el analogo de nucle6tido o equivalente comprende una cadena principal modificada.
Proporcionan ejemplos de tales cadenas principales las cadenas principales de morfolino, cadenas principales de
carbamato, cadenas principales de siloxano, cadenas principales de sulfuro, de sulféxido y de sulfona, cadenas
principales de formacetilo y de tioformacetilo, cadenas principales de metilenformacetilo, cadenas principales de
riboacetilo, cadenas principales que contienen alqueno, cadenas principales de sulfamato, de sulfonato y de
sulfonamida, cadenas principales de metilenimino y de metilenhidrazino, y cadenas principales de amida.
Los oligdmeros de fosforodiamidatomorfolino son oligonucleétidos con cadena principal modificada que han sido
estudiados con anterioridad como agentes antisentido. Los oligonucleétidos de morfolino tienen una cadena principal
sin carga en la cual el aztcar desoxirribosa del ADN ha sido reemplazado por un anillo de seis miembros y el enlace
fosfodiéster ha sido reemplazado por un enlace fosforodiamidato. Los oligonucleétidos de morfolino son resistentes
a la degradacion enziméatica y parecen funcionar como agentes antisentido al detener la traduccién o interferir con el
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corte y empalme de pre-ARNm, mas que por activar la RNasa H. Se han administrado con éxito oligonucle6tidos de
morfolino a células de cultivo de tejido, mediante métodos que rompen fisicamente la membrana celular, y un
estudio que comparaba varios de estos métodos descubri6 que la carga por raspado era el método de
administracion mas eficaz; sin embargo, debido a que la cadena principal de morfolino no esta cargada, los lipidos
catidnicos no son mediadores eficaces de la captacion de oligonucleétidos de morfolino en células. Un informe
reciente ha demostrado la formacion de triplices por un oligonucleétido de morfolino, y estos estudios han revelado
que el oligonucledtido de morfolino, debido a su cadena principal no iénica, era capaz de formar triplices en ausencia
de magnesio. Se prefiere ademéas que el enlace entre los restos de una cadena principal no incluya un atomo de
fésforo, como en un enlace formado por enlaces internucleosidicos de alquilo de cadena corta o cicloalquilo, enlaces
internucleosidicos mixtos de heteroatomo y alquilo o cicloalquilo, o uno o mas enlaces internucleosidicos
heteroatémicos de cadena corta o heterociclicos. Un analogo de nucleétido o equivalente, preferido, comprende un
acido nucleico peptidico (ANP) que tiene una cadena principal de poliamida modificada. Las moléculas basadas en
ANP son verdaderas imitaciones de las moléculas de ADN en términos de reconocimiento de pares de bases.
La cadena principal de un ANP estd compuesta por unidades de N-(2-aminoetil)glicina unidas por enlaces
peptidicos, estando enlazadas las nucleobases a la cadena principal a través de enlaces metilencarbonilo. Una
cadena principal alternativa comprende un monémero de ANP de pirrolidina extendido en un carbono. Dado que la
cadena principal de una molécula de ANP no contiene grupos fosfato cargados, los hibridos ANP-ARN suelen ser
mas estables que los hibridos ARN-ARN o ARN-ADN, respectivamente. Una cadena principal preferida adicional
comprende un analogo de nucledtido de morfolino o equivalente, en el cual el azicar ribosa o desoxirribosa ha sido
reemplazado por un anillo de morfolino de 6 miembros. Un analogo de nucleétido o equivalente, sumamente
preferido, comprende un oligdmero de fosforodiamidatomorfolino (PMO, por sus siglas en inglés), en el cual el
azUlcar ribosa o desoxirribosa ha sido reemplazado por un anillo de morfolino de 6 miembros, y el enlace fosfodiéster
anionico entre anillos de morfolino adyacentes ha sido reemplazado por un enlace fosforodiamidato no iénico.
En otra realizacion adicional, un analogo de nucleétido o equivalente de la invencién comprende una sustitucion de
uno de los oxigenos no puenteantes del enlace fosfodiéster. Esta modificacion desestabiliza ligeramente el
emparejamiento de bases, pero afiade resistencia significativa a la degradacion por nucleasas. Un andlogo de
nucleétido o equivalente, preferido, comprende fosforotioato, fosforotioato quiral, fosforoditioato, fosfotriéster,
aminoalquilfosfotriéster, H-fosfonato, metil- y otros alquilfosfonatos, entre ellos 3'-alquilenfosfonato,
5'-alquilenfosfonato y fosfonato quiral, fosfinato, fosforamidato, que incluye 3'-aminofosforamidato vy
aminoalquilfosforamidato, tionofosforamidato, tionoalquilfosfonato, tionoalquilfosfotriéster, selenofosfato o
boranofosfato. Otro analogo de nucleétido o equivalente de la invencion, preferido, comprende uno o mas restos de
azucar que estan mono o disustituidos en la posicion 2', 3' y/o 5' con, por ejemplo, un -OH; -F; alquilo inferior
(C1-C10) sustituido o sin sustituir, lineal o ramificado, alquenilo, alquinilo, alcarilo, alilo o aralquilo, que pueden estar
interrumpidos por uno 0 mas heteroatomos; O-, S- o N-alquilo; O-, S- o N-alquenilo; O-, S- o N-alquinilo; O-, S- o
N-alilo; O-alquil-O-alquilo, -metoxi, -aminopropoxi; metoxietoxi; dimetilaminooxietoxi y -dimetilaminoetoxietoxi.
El resto de azlcar puede ser una piranosa o derivado de la misma, o una desoxipranosa o derivado de la misma,
preferiblemente ribosa o derivado de la misma, o desoxirribosa o derivado de la misma. Un resto de azlcar
derivatizado preferido comprende un acido nucleico bloqueado (ANB), en el cual el &tomo de carbono 2' esta unido
al atomo de carbono 3' o 4' del anillo de azlcar, formando asi un resto de azlcar biciclico. Un ANB preferido
comprende acido nucleico puenteado con etileno entre 2'-O y 4'-C. Estas sustituciones hacen al analogo de
nucleétido o equivalente resistente a RNasa H y a nucleasa, e incrementan la afinidad hacia el ARN diana. En otra
realizacién, un analogo de nucleétido o equivalente de la invencion comprende una o mas modificaciones o
sustituciones de bases. Las bases modificadas comprenden bases sintéticas y naturales tales como inosina, xantina,
hipoxantina y otros derivados de aza, deaza, hidroxi, halo, tio, tiol, alquilo, alquenilo, alquinilo y tioalquilo de bases
pirimidinicas y purinicas, que son o serdn conocidos en la técnica. Una persona experta entenderd que no es
necesario que todas las posiciones de un OAS estén modificadas de manera uniforme. Ademas, mas de uno de los
analogos o equivalentes mencionados en lo que antecede pueden estar incorporados en un Unico OAS o incluso en
una Unica posicion dentro de un OAS. En ciertas realizaciones, un OAS de la invencion tiene al menos dos tipos
diferentes de analogos o equivalentes.

Un OAS para omisién de pseudoexdn conforme a la invencion, preferido, es un OAS de 2'-O-alquilfosforotioato, tal
como 2'-O-metil(ribosa modificada) (ARN), 2'-O-etil(ribosa modificada), 2'-O-propil(ribosa modificada) y/o derivados
sustituidos de estas modificaciones, tales como derivados halogenados. Un OAS eficaz conforme a la invencién
comprende una 2'-O-metilribosa con una cadena principal de fosforotioato.

Una persona experta también comprenderd que para omitir eficazmente el pseudoexén aberrante de
152 nucledtidos de USH2A se pueden combinar distintos OAS. En una realizacion preferida, se utiliza en un método
de la invencién una combinacién (o conjunto) de al menos 2, 3, 4, 5 0 6 OAS.

Un OAS puede estar unido a un resto que intensifica la captacién del OAS en células, preferiblemente células
retinianas. Son ejemplos de tales restos colesteroles, carbohidratos, vitaminas, biotina, lipidos, fosfolipidos, péptidos
de penetracion en células, que incluyen, pero sin limitacién, antennapedia, TAT, transportano y aminoacidos
cargados positivamente tales como oligoarginina, poliarginina, oligolisina o polilisina, dominios de unién a antigeno
tales como los proporcionados por un anticuerpo, un fragmento Fab de un anticuerpo o un dominio de unién a
antigeno monocatenario tal como un dominio de unién a antigeno de dominio Unico cameloide.
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Un OAS conforme a la invencién puede ser administrado indirectamente utilizando medios adecuados conocidos en
la técnica. Puede ser proporcionado, por ejemplo, a un individuo o a una célula, tejido u érgano de dicho individuo en
forma de un vector de expresién, donde el vector de expresién codifica un transcripto que comprende dicho OAS.
El vector de expresién es introducido preferiblemente en una célula, tejido, 6rgano o individuo a través de un
vehiculo para administracién de genes. En una realizacion preferida se provee un vector de expresion basado en
virus que comprende un casete de expresion o un casete de transcripcion que promueve la expresién o transcripcion
de una molécula para omisiéon de exén segun se identifica en la presente memoria. En consecuencia, la invencién
provee un vector virico que expresa un OAS conforme a la invenciéon cuando se le pone en condiciones propicias
para la expresion del OAS. Se puede proporcionar a una célula un OAS capaz de interferir con secuencias
esenciales que dan como resultado una omisién altamente eficaz del pseudoex6n aberrante de
152 nucleotidos de USH2A a causa de la expresion de OAS derivado de plasmido o la expresién virica originada por
vectores basados en adenovirus o virus adenoasociados. La expresion puede ser promovida por un promotor de
polimerasa Il (Pol Il) tal como un promotor U7, o un promotor de polimerasa Ill (Pol Ill) tal como un promotor de
ARN U6. Un vehiculo preferido de administracion es un vector virico tal como un vector de virus adenoasociado
(AAV), o un vector retrovirico tal como un vector de lentivirus y similares, todo ello segln se describe con detalle en
el documento WO 2016/005514. También se pueden aplicar adecuadamente, para administrar un oligonucledétido
segun se define en la presente memoria, plasmidos, cromosomas artificiales, plasmidos utilizables para
recombinacion homologa dirigida e integracion en el genoma humano de células. Se prefieren para la presente
invencion aquellos vectores en los cuales la transcripcidén es promovida por promotores Pol-1ll, y/o en los cuales los
transcriptos estan en forma de fusiones con transcriptos U1 o U7, que dan buenos resultados en la administracion
de pequefios transcriptos. Esta dentro de la habilidad del artesano el disefar transcriptos adecuados. Se prefieren
transcriptos promovidos por Pol-1ll, preferiblemente en forma de un transcripto de fusién con un transcripto U1 o U7.

El OAS conforme a la invencién puede ser administrado tal cual. Sin embargo, el vector virico también puede
codificar el OAS. Tipicamente, esto se da en forma de un transcripto de ARN que comprende la secuencia de un
OAS conforme a la invencién en una parte del transcripto.

Considerando el progreso conseguido hasta la fecha, se prevén mejoras en los medios para proporcionar un OAS
conforme a la invencién a un individuo o a una célula, tejido u 6rgano de dicho individuo. Tales mejoras futuras
podran incorporarse, por supuesto, para lograr el efecto mencionado sobre la reestructuracion de ARNm haciendo
uso de un método de la invencion. Un OAS conforme a la invencién puede ser administrado tal cual a un individuo o
a una célula, tejido u érgano de dicho individuo. Cuando se administra un OAS conforme a la invencién, se prefiere
que la molécula esté disuelta en una solucién que sea compatible con el método de administraciéon. Se puede
proporcionar un plasmido para la expresion de OAS a células de la retina o del oido interno proporcionando el
plasmido en una solucién acuosa o a través de un vector virico o de nanoparticulas, todo ello segun se describe con
detalle en el documento WO 2016/005514. Preferiblemente, a las células de la retina o del oido interno se
administran vectores viricos 0 nanoparticulas. La persona experta puede seleccionar y adaptar cualquiera de los
excipientes y sistemas de administracién conocidos y/u otros alternativos, comercialmente disponibles, para
empaquetar y administrar un OAS para uso en la presente invencién con el fin de administrarlo para la prevencion,
tratamiento o retraso de una enfermedad o afeccién relacionada con USH2A. Preferiblemente, en la presente
memoria se define "prevencién, tratamiento o retraso de una enfermedad o afeccion relacionada con USH2A" como
la prevencion, detencion, cese de la progresion, o reversién, de una deficiencia visual o ceguera parcial o completa,
asi como la prevencién, detencion, cese de la progresion, o reversién, de una deficiencia auditiva o sordera parcial o
completa, que estén causadas por un defecto genético en el gen USH2A.

En una realizacion preferida, se formula un OAS conforme a la invencién en una composicién o un medicamento o
una composicién a los que se dota de al menos un excipiente y/o un ligando de direccionamiento para la
administracion, y/o un dispositivo de administracién de los mismos a una célula y/o de intensificacion de su
administracion intracelular.

Se entendera que, si una composicion comprende un constituyente adicional tal como un compuesto adjunto, cada
constituyente de la composicién puede no estar formulado en una Unica combinacién o composicion o preparacion.
La persona experta sabra qué tipo de formulacién es la mas apropiada para cada componente, segun se define en la
presente memoria, dependiendo de la identidad del mismo. En caso necesario, mediante la adicién de un vehiculo
farmacéuticamente aceptable se pueden incorporar en una mezcla farmacéuticamente activa un OAS conforme a la
invencion o un vector, preferiblemente un vector virico, que expresen un OAS conforme a la invencion.

En consecuencia, la invencion también provee una composicion, preferiblemente una composicion farmacéutica, que
comprende un OAS conforme a la invencion, o un vector virico conforme a la invenciéon y un excipiente
farmacéuticamente aceptable. Tal composicién puede comprender un unico OAS o vector virico conforme a la
invencion, pero también puede comprender multiples OAS o vectores viricos distintos conformes a la invencion.
Tal composicion farmacéutica puede comprender cualquier excipiente farmacéuticamente aceptable, entre ellos un
vehiculo, carga, conservante, adyuvante, solubilizante y/o diluyente.

Constituye una via de administracién preferida la inyeccion intravitrea de una solucion acuosa o una formulacién
especialmente adaptada para la administracion intraocular. El documento EP2425814 describe una emulsién de
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aceite en agua especialmente adaptada para la administracién intraocular (intravitrea) de farmacos peptidicos o de
acido nucleico. Esta emulsion es menos densa que el humor vitreo, de modo que la emulsién flota sobre el vitreo,
evitando que el farmaco inyectado afecte a la vision.

Si se utilizan multiples OAS distintos conformes a la invencién, la concentracion o la dosis definidas en la presente
memoria se pueden referir a la concentracién o la dosis total de todos los oligonucleétidos utilizados o bien a la
concentracién o la dosis de cada molécula para omisién de ex6n utilizada o afadida. Por lo tanto, en una realizacién
se provee una composiciéon en la cual cada uno o la totalidad de los OAS conformes la invenciéon que se utilizan,
estan dosificados en una cantidad situada en el intervalo de 0,01 a 20 mg/kg, preferiblemente de 0,05 a 20 mg/kg.
Una dosis intravitrea adecuada se situaria entre aproximadamente 0,05 y aproximadamente 5 mg, preferiblemente
entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 1 mg por ojo, por ejemplo aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6, 0,7, 0,8, 0,9 0 1,0 mg por ojo.

Un OAS conforme a la invencién, preferido, esta destinado al tratamiento de una enfermedad o afeccion relacionada
con USH2A en un individuo. En todas las realizaciones de la invencién se entiende que el término "tratamiento”
incluye la prevencién y/o el retraso de la enfermedad o afeccién relacionada con USH2A. A un individuo al que se le
puede tratar con un OAS conforme a la invencion, se le puede haber diagnosticado ya que padece una enfermedad
o afeccion relacionada con USH2A. Como alternativa, a un individuo al que se le puede tratar con un OAS conforme
a la invencién puede que aun no se le haya diagnosticado que padece una enfermedad o afeccion relacionada con
USH2A, pero puede ser un individuo que tenga un riesgo acrecentado de desarrollar en el futuro una enfermedad o
afeccion relacionada con USH2A, dados sus antecedentes genéticos. Un individuo preferido es un ser humano.
En una realizacion preferida, la enfermedad o afeccion relacionada con USH2A es el sindrome de Usher de tipo Il.
Asi pues, la invencion provee ademas un OAS conforme a la invencién o un vector virico conforme a la invencion o
una composicién conforme a la invencion, para uso como medicamento para tratar una enfermedad o afeccion
relacionada con USH2A que requiera modular el corte y empalme de pre-ARNm de USH2A y para uso como
medicamento para la prevencion, tratamiento o retraso de una enfermedad o afeccion relacionada con USH2A.

La invencion provee ademas el uso de un OAS conforme a la invenciéon o de un vector virico conforme a la invencion
0 una composicion conforme a la invencion para la preparacion de un medicamento, para preparar un medicamento
para tratar una enfermedad o afeccion relacionada con USH2A que requiera modular el corte y empalme de pre-
ARNmM de USHZ2A y para preparar un medicamento para la prevencion, el tratamiento o el retraso de una
enfermedad o afeccion relacionada con USH2A. Por lo tanto, en un aspecto adicional se provee el uso de un OAS,
vector virico o composicion para la preparacion de un medicamento, segun se definen en la presente memoria, para
preparar un medicamento para tratar una afeccion que requiere modular el corte y empalme de pre-ARNm de
USH2A y para preparar un medicamento para la prevencion, tratamiento o retraso de una enfermedad o afeccién
relacionada con USH2A. En un uso o en un método conformes a la invencién, un tratamiento se aplica al menos una
vez, dura una semana, un mes, varios meses, un afo, 2, 3, 4, 5, 6 afios 0 mas, por ejemplo toda la vida. Cada OAS
segln se define en la presente memoria para su uso conforme a la invencion puede ser adecuado para la
administracion directa a una célula, tejido y/u érgano in vivo de individuos ya afectados o en riesgo de desarrollar
una enfermedad o afeccion relacionada con USH2A, y puede ser administrado directamente in vivo, ex vivo o
in vitro. La frecuencia de administracién de un OAS, composicidén, compuesto o compuesto adjunto de la invencion
puede depender de diversos parametros tales como la gravedad de la enfermedad, la edad del paciente, la mutacién
del paciente, el nimero de OAS (es decir, la dosis), la formulacién de dicha molécula, la via de administracion, etc.
La frecuencia puede variar entre diaria, semanal, al menos una vez cada dos semanas o cada tres semanas o
cuatro semanas o cinco semanas, o un periodo de tiempo mas largo.

Preferiblemente, los intervalos de dosis de un OAS conforme a la invencién se disefian en base a estudios de dosis
creciente en ensayos clinicos (uso in vivo) para los cuales existen rigurosos requisitos de protocolo. Un OAS segun
se define en la presente memoria puede ser empleado a una dosis en el intervalo de 0,01 a 20 mg/kg,
preferiblemente de 0,05 a 20 mg/kg. Una dosis intravitrea adecuada estaria entre 0,05 mg y 5 mg, preferiblemente
entre 0,1 y 1 mg por ojo, por ejemplo aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 o 1,0 mg por ojo.
En una realizacion preferida se utiliza una concentracion de un OAS, segun se define en la presente memoria, que
esta en el intervalo de 0,1 nM a 1 uM. Preferiblemente, este intervalo vale para uso in vitro en un modelo celular tal
como células retinianas o tejido retiniano. Mas preferiblemente, la concentracién utilizada esta en el intervalo de 1 a
400 nM, incluso mas preferiblemente de 10 a 200 nM, incluso mas preferiblemente de 50 a 100 nM. Si se utilizan
varios OAS, esta concentracion o dosis puede referirse a la concentracion o dosis total de OAS o a la concentracion
o dosis de cada OAS afiadido. En una realizacion preferida, un vector virico, preferiblemente un vector AAV segun
se ha descrito mas arriba en la presente memoria, en calidad de vehiculo de administracién para una molécula
conforme a la invencién, es administrado en una dosis en el intervalo de 1x10° - 1x10'7 particulas viricas por
inyeccion, mas preferiblemente 1x10'° - 1x10'2 particulas viricas por inyeccion. Los intervalos de concentracién o
dosis de OAS, como se han indicado en lo que antecede, son concentraciones o dosis preferidas para usos in vivo,
in vitro 0 ex vivo. La persona experta comprendera que la concentracién o dosis del OAS utilizado puede variar ain
mas, dependiendo del OAS utilizado, la célula diana a tratar, el gen diana y sus niveles de expresién, el medio
utilizado y las condiciones de transfeccion y de incubacion, y puede requerir ser optimizada adicionalmente.

La invencion provee ademas un método para modular el corte y empalme de pre-ARNm de USHZ2A en una célula,
9
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que comprende poner en contacto la célula, preferiblemente una célula retiniana, con un OAS conforme a la
invencion o un vector virico conforme a la invencién o una composicion conforme a la invencién. Las caracteristicas
de este aspecto son, preferiblemente, las definidas mas arriba en la presente memoria. Poner en contacto la célula
con un OAS conforme a la invenciéon o un vector virico conforme a la invenciéon o una composicién conforme a la
invencion puede realizarse por cualquier método conocido por la persona experta en la materia. Se incluye el uso de
los métodos que se describen en la presente memoria para administrar OAS, vectores viricos y composiciones.
La puesta en contacto puede ser directa o indirecta, y puede ser in vivo, ex vivo o in vitro.

La invencién provee ademdas un método para el tratamiento de una enfermedad o afeccién relacionada con USH2A
que requiere modular el corte y empalme de pre-ARNm de USH2A (por ejemplo, el sindrome de Usher de tipo Il) en
un individuo que lo necesita, comprendiendo dicho método poner en contacto una célula de dicho individuo,
preferiblemente una célula retiniana, con un OAS conforme a la invencién o un vector virico conforme a la invencién
0 una composicién conforme a la invencién. Las caracteristicas de este aspecto son preferiblemente las definidas
mas arriba en la presente memoria. La puesta en contacto de la célula, preferiblemente una célula retiniana, con un
OAS conforme a la invencién o un vector virico conforme a la invenciéon o una composiciéon conforme a la invencion,
puede llevarse a cabo mediante cualquier método conocido por la persona experta en la técnica. Esta incluido el uso
de los métodos que se describen en la presente memoria para administrar OAS, vectores viricos y composiciones.
La puesta en contacto puede ser directa o indirecta, y puede ser in vivo, ex vivo o in vitro. Una enfermedad o
afeccion relacionada con USH2A preferida es el sindrome de Usher de tipo Il. Salvo que se indique otra cosa, cada
una de las realizaciones descritas en la presente memoria puede ser combinada con otra realizacién descrita en la
presente memoria.

La presente invencion se refiere a un oligonucleétido antisentido (OAS) que comprende una secuencia seleccionada
del grupo consistente en las SEQ ID NO: 6, 3, 4, 5, 7, 8, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 35,36 y
37, preferiblemente seleccionada de las SEQ ID NO: 6, 3, 4, 5, 7, 8, 26, 34, 35 y 37, mas preferiblemente
seleccionada de las SEQ ID NO: 6, 3, 4, 5, 7, 8, 26 y 35. Los OAS de la presente invencion son capaces de inducir,
estimular o intensificar la omisién del pseudoexén 40 (PE40) en el pre-ARNm de USHZ2A, donde la inclusién del
PE40 es debida o causada por la ¢.7595-2144A>G que se encuentra frecuentemente en pacientes con SU2. Debe
entenderse, y esto se detalla adicionalmente en los ejemplos, asi como en la Figura 1-5, y en la Tabla 1, que los
OAS no se eligen de manera aleatoria, sino que forman tres "grupos derivados" basados en los tres nuevos OAS
denominados respectivamente USH2a-PE40-3, -5 y -7, como sigue:

- Los OAS basados en USH2a-PE40-3 (SEQ ID NO: 19) son los OAS de las SEQ ID NO: 3, 5, 7, 24, 25, 26,
34, 35 y 36, funcionando mejor USH2a-PE40-8 (SEQ ID NO: 3), USH2a-PE40-11 (SEQ ID NO: 26),
USH2a-PE40-20 (SEQ ID NO: 5), USH2a-PE40-22 (SEQ ID NO: 35) y USH2a-PE40-28 (SEQ ID NO: 7)
(véanse las Figuras 4 y 5).

- Los OAS basados en USH2a-PE40-5 (SEQ ID NO: 21) son los OAS de las SEQ ID NO: 27, 28 y 29.

- Los OAS basados en USH2a-PE40-7 (SEQ ID NO: 23) son los OAS de las SEQ ID NO: 4, 6, 8, 30, 31,32y
37, funcionando mejor USH2a-PE40-17 (SEQ ID NO: 4), USH2a-PE40-24 (SEQ ID NO: 6) y USH2a-PE40-
29 (SEQ ID NO: 8) (véanse las Figuras 4 y 5), donde incluso USH2a-PE40-17 y -24 superan en
funcionamiento a todos los demas OAS.

La secuencia solapante que esta presente en los OAS muy eficaces de las SEQ ID NO: 6, 4, 8, 23, 30, 31, 32y 37
es 5-AGAUGAUCUCUUA-3' (SEQ ID NO: 42), donde una citosina puede haber sido reemplazada por una
5-metilcitosina (5mC).

La secuencia solapante que esta presente en los OAS muy eficaces de las SEQ ID NO: 3, 5, 7, 19, 24, 25, 26, 34,
35 y 36 es 5-CGCUGC-3' (SEQ ID NO: 43), donde una citosina puede haber sido reemplazada por una
5-metilcitosina (5mC).

La secuencia solapante que esti presente en los OAS muy eficaces de las SEQ ID NO: 21, 27, 28 y 29 es
5'-AUUUCAAUUUCAUGAUUU-3' (SEQ ID NO: 44), donde una citosina puede haber sido reemplazada por una
5-metilcitosina (5mC).

Asi pues, la invencion se refiere también a un OAS que comprende una secuencia seleccionada del grupo
consistente en las SEQ ID NO: 42, 43 y 44.

La region diana de los OAS muy eficaces de las SEQ ID NO: 6, 4, 8, 23, 30, 31, 32 y 37, que incluye la frontera de
corte y empalme en el extremo 3' de la secuencia de PE40, es

5-UCCCAAGGUAAGAGAUCAUCUUUAAGAAAAGG-3' (SEQ ID NO: 45).

La region diana de los OAS muy eficaces de las SEQ ID NO: 3, 5, 7, 19, 24, 25, 26, 34, 35 y 36 es
5'-UCUGCAACAAGAGCAGCGAAUCUACUCAGC-3' (SEQ ID NO: 46). La regién diana de los OAS muy eficaces de
las SEQ ID NO: 21, 27, 28 y 29 es 5'-GGAAACAAAUCAUGAAAUUGAAAUUGAACA-3' (SEQ ID NO: 47).

El OAS més corto que esta dirigido hacia cualquier secuencia de las SEQ ID NO: 45, 46 y 47 tenia 18 nucle6tidos de
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longitud (USH2a-PE40-23 (SEQ ID NO: 36)). Por lo tanto, la invencion también se refiere a un OAS que es capaz de
inducir la omision del pseudoexén 40 (PE40) de pre-ARNm de USH2A humano, donde dicho OAS comprende una
secuencia que es complementaria a al menos 18, 19, 20, 21, 22, 23 0 24 nucleétidos consecutivos de las SEQ ID
NO: 45, 46 0 47.

En otra realizacion de la invencién, esta se refiere a un OAS que es capaz de inducir, causar, estimular y/o
intensificar la omision de PE40 de pre-ARNm de USHZ2A humano, donde dicho OAS comprende, o consiste en, una
secuencia seleccionada de cualquiera de los siguientes grupos de secuencias: (i) SEQ ID NO: 6, 4, 8, 23, 30, 31, 32
y 37; (i) SEQ ID NO: 3, 5, 7, 19, 24, 25, 26, 34, 35 y 36; y (iii) SEQ ID NO: 21, 27, 28 y 29. En una realizacién
preferida dicho OAS comprende, o consiste en, una secuencia seleccionada de cualquiera de los siguientes grupos
de secuencias: (i) SEQ ID NO: 6, 4 y 8; y (ii) SEQ ID NO: 3, 5, 7, 26 y 35. En una realizacion sumamente preferida
dicho OAS comprende, o consiste en, una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO: 6 y 4. En un aspecto
particular, la retencién del PE40 en el pre-ARNm de USHZ2A (o la presencia del PE40 en el ARNm después de que
se ha completado el corte y empalme) se debe a la mutacion ¢.7595-2144A>G en el gen USH2A, aunque no se
puede excluir que existan otras mutaciones (identificadas o hasta la fecha no identificadas) en el gen USH2A que
también originen la presencia de PE40 en el ARNm de USH2A. Preferiblemente, el OAS de la presente invencion es
un oligorribonucledtido (oligonucleétido de ARN) que comprende al menos una modificacién 2'-O-alquilo, tal como
una 2-O-metilo (2'-O-Me), una 2'-O-etilo o una 2'-O-propilo. Otra modificacion preferida es 2'-O-metoxietilo
(2'-O-MOE). En un aspecto preferido, todos los nucleétidos del OAS de la presente invencidon estan modificados con
2'-O-metilo. Preferiblemente, el OAS de la presente invencion tiene al menos un enlace fosforotioato y, mas
preferiblemente, todos los nucleétidos secuenciales dentro del OAS de la presente invencién estan interconectados
por enlaces fosforotioato.

En una realizacion preferida, el OAS de la presente invencién tiene una longitud de 18 a 143 nucleétidos,
preferiblemente de 18 a 40 nucleétidos, mas preferiblemente de 18 a 30 nucleétidos, incluso més preferiblemente de
18 a 24 nucledtidos. En un aspecto preferido, el OAS conforme a la invencion comprende un oligonucle6tido
antisentido de 2'-O-alquilfosforotioato, tal como 2'-O-metil(ribosa modificada) (ARN), 2'-O-etil(ribosa modificada),
2'-O-propil(ribosa modificada) y/o derivados sustituidos de estas modificaciones, tales como derivados halogenados.
Para incrementar el efecto terapéutico puede ser til aplicar multiples OAS de la presente invencién. Por lo tanto, en
otra realizacién preferida la invencién se refiere a un conjunto de OAS, comprendiendo dicho conjunto al menos dos
OAS conformes a la invencion. En otro aspecto, la invencién se refiere a un vector virico que expresa un OAS segun
la presente invencion, cuando se le pone en condiciones propicias para la expresion del OAS. La invencidn también
se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un OAS, un conjunto de OAS o0 un vector virico
conformes a la invencion, y un excipiente farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente, dicha composicién
farmacéutica esté destinada a la administracion intravitrea y se dosifica en una cantidad en el intervalo de 0,05 mg a
5 mg de OAS total por ojo. Mas preferiblemente, dicha composicion farmacéutica esta destinada a la administracién
intravitrea y se dosifica en una cantidad en el intervalo de 0,1 a 1 mg de OAS total por ojo, por ejemplo
aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 o 1,0 mg de OAS totales por ojo. En otro aspecto mas, la
invencion se refiere a un OAS conforme a la invencion, un conjunto de OAS conformes a la invencion y segun se
reivindican en la presente memoria, un vector conforme a la invencién o una composicién conforme a la invencion,
para uso como medicamento, preferiblemente para uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad o
afeccion relacionada con USH2A que requiere modular el corte y empalme de pre-ARNm de USHZ2A. En otro
aspecto mas, la invencion se refiere al uso de un OAS conforme a la invencién, un conjunto de OAS conforme a la
invencion, un vector conforme a la invenciéon o una composicién conforme a la invencion, en la preparacién de un
medicamento para tratar una enfermedad o afeccién relacionada con USH2A que requiere modular el corte y
empalme de pre-ARNm de USHZ2A.

La presente invencion se refiere ademas a un método para modular el corte y empalme de pre-ARNm de USH2A en
una célula, comprendiendo dicho método poner en contacto dicha célula con un OAS conforme a la invencion, un
conjunto conforme a la invencién, un vector conforme a la invencién o una composicion conforme a la invencion.
Dicha célula puede ser una célula in vitro, una célula ex vivo o una célula in vivo. Dicha célula utilizada en dicho
método estaria preferiblemente presente en, o se habria obtenido de, el ojo de un sujeto (humano) que padece un
trastorno relacionado con USH2A o que esta en riesgo de sufrirlo. Por lo tanto, en otro aspecto preferido, la
invencion se refiere a un método para el tratamiento de una enfermedad o afeccion relacionada con USH2A que
requiere modular el corte y empalme de pre-ARNm de USHZ2A, tal como el sindrome de Usher de tipo Il, en un
individuo que lo padece, comprendiendo dicho método poner en contacto un célula de dicho individuo con un OAS
conforme a la invencion, un conjunto conforme a la invencion, un vector conforme a la invencion o una composicién
conforme a la invencion.

En otro aspecto mas, la invencion se refiere a un oligonucleétido antisentido para omisién de pseudoexén conforme
a la invencién, un uso conforme a la invencién o un método conforme a la invencién, donde la enfermedad o
afeccion relacionada con USH2A que requiere modular el corte y empalme de USH2A es el sindrome de Usher de
tipo Il. En un aspecto sumamente preferido, el pseudoexén que es omitido a causa del uso de los oligonucledtidos
antisentido de la presente invencion es el pseudoexon 40 (PE40; SEQ ID NO: 9) segun se describe en la presente
memoria.
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En la presente memoria y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus formas de conjugacion se utilizan en
su sentido no limitante, para expresar que estan incluidos los elementos que siguen a la palabra, pero no estan
excluidos los elementos no especificamente mencionados. Ademds, la referencia a un elemento por el articulo
indefinido "un", "uno" o "una" no excluye la posibilidad de que esté presente mas de uno de los elementos, salvo que
el contexto requiera claramente que haya uno y solo uno de los elementos. El articulo indefinido "el" o "la" significa
generalmente "al menos uno". La palabra "aproximadamente", cuando se emplea asociada con un valor numérico
(p. €j., aproximadamente 10), significa preferiblemente que el valor puede ser el valor indicado (10) mas o menos
0,1 % del valor.

Ejemplos

Ejemplo 1. Seleccion de oligonucledtidos antisentido que tienen propiedades de omision de exdon mejoradas.
La mutacién de intron de USH2A (c.7595-2144A>G) crea un sitio donante criptico de corte y empalme que da como
resultado la inclusién de un exén aberrante (PE40) en el ARNm de USH2A (véase la Figura 1AB del documento
WO 2016/005514). La adicion de OAS dirigidos contra el exén aberrante evitaria la insercién de este exén al evitar
la unién de factores que son esenciales para el corte y empalme, tales como los complejos RNPnp U1 y U2, y
proteinas ricas en serina-arginina, restaurando asi el corte y empalme de USH2A y la sintesis proteica normales
(Figura 1C del documento WO 2016/005514). Los OAS pueden estar dirigidos a sitios de corte y empalme y también
a secuencias de exon. Se ha sugerido que existe una correlacion positiva entre la capacidad de los OAS para inducir
la omision de exdn y la presencia de sitios de unién de factor SC35 de corte y empalme predichos en la secuencia
diana. Para disefiar un OAS con alto potencial de omisién de exon, se examind el exén aberrante de USH2A
(secuencia de ex6n de 152 nucleétidos mas 15 nucledtidos de secuencia de intrén en cada lado) en busca de
motivos de unién de potenciador de corte y empalme de exoén, utilizando el programa ESEfinder 3.0. Dentro del exén
aberrante se predijeron dos regiones con respectivamente tres y dos motivos de unién de SC35 (datos no
mostrados). Por lo tanto, se disefiaron dos OAS, denominados AON1 (SEQ ID NO: 1) y AON2 (SEQ ID NO: 2), para
que abarcasen estas regiones con motivos SC35 y fuesen complementarios al ARNm de USHZ2A. El potencial de
omision de exdn de los AON1 y AON2 fue investigado en el documento WO 2016/005514 (véase la Figura 2 del
mismo).

En el presente ejemplo se muestra que se pueden identificar, generar y utilizar OAS aln mas potentes que parecen
tener un potencial de omisién de exdén aun mas intenso que los AON1 y AON2 que han sido ensayados con
anterioridad. En la Tabla 1 se ofrece una perspectiva general de todos los oligonucleétidos ahora ensayados. Todos
los oligonucledtidos antisentido utilizados en la presente memoria fueron adquiridos de Eurogentec, MicroSynth o
TriLink, y estaban disefiados con una Tf de 58 °C y modificados con un grupo 2'-O-metilo en la cadena de azlcar y
con una cadena principal de fosforotioato (PS), y antes de su uso se disolvieron en solucién salina tamponada con
fosfato.

En el primer paso de ensayo discriminante, se probo el efecto de los OAS utilizando un constructo de indicador de
corte y empalme pCl-Neo-USH2a-PE40 (documento WO 2016/005514). Este constructo contiene la secuencia de
PE40 rodeada por 500 nucleétidos de secuencia intrénica, que ha sido insertada en un intrén entre los exones 3y 5
derivados del gen de rodopsina. En primer lugar, se transfectaron los plasmidos informadores a células HEK293,
seguido de una transfeccién de OAS separada. Los plasmidos informadores se transfectaron utilizando MaxPEl
como reactivo de transfeccién, y las posteriores transfecciones de OAS se realizaron utilizando el reactivo
Lipofectamine 2000 (Life Technologies). Después de 24 horas de incubacién, se cosecharon las células y se extrajo
el ARN utilizando el kit de minipreparaciéon de ARN ReliaPrep (Promega), y se preparé el ADNc usando el kit de
sintesis de ADNc Maxima (Thermo, #EPQ0734). La inclusién del PE40 en el ARNm maduro se analizé mediante
RCP-TR, con cebadores ubicados en los exones de rodopsina flanqueantes 3 y 5.

La Figura 1 muestra el ensayo discriminante inicial de los USH2a-PE40-1 a -7, que se realizé utilizando la
construccion de informador en células HEK293, comparado con un oligonucleétido testigo y con los dos OAS
conocidos del documento WO 2016/005514 (AON1 y AON2). En este analisis discriminante inicial, los USH2a-PE40-
1, -2, -4 y -6 no evidenciaron ninguna mejora en la omisién de exén de PE40 con respecto a lo determinado para
AON1 y AON2 (indicados en esta figura como R1 y R2, respectivamente). Sin embargo, sorprendentemente, los
USH2a-PE40-3, -5 y -7 resultaron ser significativamente mas eficaces que los AON1 y AON2, siendo el mas eficaz
USH2a-PE40-7.

La Figura 2 muestra la secuencia de PE40 (como ARN desde 5' hacia 3') y las posiciones de complementariedad de
los OAS ensayados en la presente memoria. USH2a-PE40-1 (SEQ ID NO: 17), USH2a-PE40-2 (SEQ ID NO: 18) y
USH2a-PE40-4 (SEQ ID NO: 20) se solapan con las posiciones de AON1 (SEQ ID NO: 1) y AON2 (SEQ ID NO: 2).
Los sitios de union de los mas eficaces USH2a-PE40-3 (SEQ ID NO: 19), USH2a-PE40-5 (SEQ ID NO: 21) y
USH2a-PE40-7 (SEQ ID NO: 23) estan claramente ubicados en regiones diferentes a las de AON1 y AON2, y se
solapan con ESE putativos (USH2a-PE40-3 y -5), y con el sitio de corte y empalme aguas abajo (USH2a-PE40-7;
véase también el cuadro inferior de la Figura 1). Se observa que el sitio de unién para USH2a-PE40-6 (SEQ ID NO:
22) también esta fuera de una region limitada por AON1 o AON2, pero se solapa con el sitio de unién de
USH2a-PE40-5 (SEQ ID NO: 21), lo que sugiere que la region de direccionamiento mas potente se encuentra hacia
el extremo 5' de la secuencia de PE40 en lo que respecta a esa zona.
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Basandose en el experimento inicial de la Figura 1, que mostr6 claramente que existen otras regiones dentro de la
secuencia de PE40 que parecian ser "puntos calientes" mas eficaces para la omision de PE40 que los objetivos de
los OAS de la técnica, se disefid un conjunto adicional de OAS basandose en las tres zonas identificadas, y también
para mejorar la facilidad de sintesis, captacion, eficacia e inmunogenicidad reducida: se acortaron o se desplazaron
los OAS para que tuvieran menos estructura secundaria interna. Se modificaron ain més los OAS al incluir cambios
en las bases que se sabe mejoran la afinidad de unién: 5-metilcitosina (5mC) en lugar de citosina y
2,6-diaminopurina (DAP) en lugar de adenina, véase la Tabla 1. También se esperaba que la modificacion con 5mC
mejorase la seguridad del OAS, ya que se la ha implicado en la disminucion de la inmunogenicidad de ARN y OAS.
Los USH2a-PE40-8, -9, -10 y -11 estaban basados en USH2a-PE40-3. Los USH2a-PE40-12, -13 y -14 estaban
basados en USH2a-PE40-5. Los USH2a-PE40-15, -16, -17 y -18 estaban basados en USH2a-PE40-7.
Los USH2a-PE40-20 y -21 estaban basados en USH2a-PE40-8. Los USH2a-PE40-22 y -23 estaban basados en
USH2a-PE40-11. Los USH2a-PE40-24, -25, -26 y -27 estaban basados en USH2a-PE40-17. En la Figura 2 se
indican también las posiciones de los distintos OAS ahora disefiados. En las Figuras 3 y 4 se ofrecen los resultados
de los OAS adicionales. Se observa que las modificaciones con DAP han originado una eficacia menor (véanse
USH2a-PE40-26 y -27) y, por lo tanto, se abandoné este enfoque. En contraste, los OAS modificados con 5mC
presentaron generalmente una eficacia similar a los OAS correspondientes con citosina normal. No obstante, se
pueden observar pequefias diferencias en ambas direcciones: el USH2a-PE40-21 modificado con 5mC era
ligeramente menos eficaz que el USH2a-PE40-8 correspondiente. Se encontr6 que el USH2a-PE40-25 era
ligeramente mas eficaz que el USH2a-PE40-17 original. Ademas, los dos OAS que habian sido acortados en dos
nucleétidos (USH2a-PE40-20 y -24, correspondientes a -8 y -17, respectivamente) mostraron esencialmente el
mismo efecto que sus homdlogos mas largos originales. Aunque no eran mas eficaces que los OAS originales, de
mayor longitud, las versiones acortadas se consideraron superiores debido al hecho de que son més féciles de
sintetizar y podrian tener potencialmente una mejor captacion. En base a esto, los OAS mas eficaces de estos
experimentos parecen ser los oligonucledtidos acortados USH2a-PE40-20 y -24 (SEQ ID NO: 5 y 6,
respectivamente) y los USH2a-PE40-22 (SEQ ID NO : 35) y USH2a-PE40-25 (SEQ ID NO: 37), modificados con
5mC.

Tabla 1. Detalles de secuencia de oligonucle6tidos antisentido ensayados en la presente memoria. PE40-AONT1 y
PE40-AON2 han sido descritos con anterioridad en el documento WO 2016/005514. X = 5-metilcitosina (5mC) en
lugar de citosina (C); Z = 2,6-diaminopurina (DAP) en lugar de adenina (A).

Nombre de OAS SEQ ID NO Secuencia (desde 5' hacia 3')
PE40-AON1 1 GUGUGAUUCUGGAGAGGAAGCUG
PE40-AON2 2 CCCUUAAAAGCCAGCAUACA
USH2a-PE40-1 17 GGAGAGGAAGCUGAAAGCAG
USH2a-PE40-2 18 GAAGGGUCCUUUAACUUGUG
USH2a-PE40-3 19 AGAUUCGCUGCUCUUGUUG
USH2a-PE40-4 20 CAUUUUAUUAGCUUCCUGCU
USH2a-PE40-5 21 UUCAAUUUCAAUUUCAUGAUUUGU
USH2a-PE40-6 22 GAGGUGUUCAAUUUCAAUUUC
USH2a-PE40-7 23 CUUAAAGAUGAUCUCUUACCUU
USH2a-PE40-8 3 UUCGCUGCUCUUGUUGCAGA
USH2a-PE40-9 24 GAUUCGCUGCUCUUGUUGCA
USH2a-PE40-10 25 GUAGAUUCGCUGCUCUUGUU
USH2a-PE40-11 26 GAGUAGAUUCGCUGCUCUUG
USH2a-PE40-12 27 AUUUCAAUUUCAUGAUUUGUUUCC
USH2a-PE40-13 28 CAAUUUCAAUUUCAUGAUUUGUUU
USH2a-PE40-14 29 UGUUCAAUUUCAAUUUCAUGAUUU
USH2a-PE40-15 30 AAGAUGAUCUCUUACCUUGGGA
USH2a-PE40-16 31 UAAAGAUGAUCUCUUACCUUGG
USH2a-PE40-17 4 UUCUUAAAGAUGAUCUCUUACC
USH2a-PE40-18 32 CCUUUUCUUAAAGAUGAUCUCUUA
USH2a-PE40-19 33 CAAACCCCCACAAUACACAGC
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USH2a-PE40-20 5 CGCUGCUCUUGUUGCAGA
USH2a-PE40-21 34 UUXGXUGXUXUUGUUGXAGA
USH2a-PE40-22 35 GAGUAGAUUXGXUGXUXUUG
USH2a-PE40-23 36 GCUGAGUAGAUUCGCUGC
USH2a-PE40-24 6 CUUAAAGAUGAUCUCUUACC
USH2a-PE40-25 37 UUXUUAAAGAUGAUXUXUUAXX
USH2a-PE40-26 38 UUCUUZZZGZUGZUCUCUUZCC
USH2a-PE40-27 39 UUXUUZZZGZUGZUXUXUUZXX
USH2a-PE40-28 7 XGXUGXUXUUGUUGXAGA
USH2a-PE40-29 8 XUUAAAGAUGAUXUXUUAXX

Se ensayaron adicionalmente los USH2a-PE40-8, -17, -20, -24, -28 y -29 (SEQ ID NO: 3 a 8) en cuanto a su eficacia
en las capacidades de omision de exdén y su inmunogenicidad in vitro. La secuencia nucleotidica diana para los
oligonucledtidos USH2a-PE40-8, -20 y -28 (con la cual se solapan (en parte) los oligonucleétidos) es la siguiente:
5-TCTGCAACAAGAGCAGCGAA-3' (SEQ ID NO: 10), ubicada dentro de PE40. La secuencia nucleotidica diana
para los oligonucletdtidos USH2a-PE40-17, -24 y -29 (con la cual se solapan (en parte) los oligonucleétidos) es la
siguiente: 5'-AGG*TAAGAGATCATCTTTAAGAA-3' (SEQ ID NO: 11), ubicada en parte en PE40 (AG subrayadas) y
su regién flanqueante que comprende la mutacion ¢.7595-2144A>G (guanosina en negrita con asterisco).
Se extrajeron fibroblastos de un paciente con SU2 que era portador de la mutacién de USH2A heterocigética
compuesta ¢.7595-2144A>G y ¢.2391_2392del. Se mantuvieron las células a 37 °C en medio DMEM AQ que
contenia 20 % de FBS y 1 % de NaPyr (Sigma Life Sciences). Se extendieron en placas las células a una densidad
de 1,0x108 células/pocillo. Se complejaron los OAS con Lipofectamine 2000 (Life Technologies, lote: 1699509) en
OptiMem (lote: 1697387) durante 30 minutos y luego se afiadieron a los fibroblastos a una concentracion de 100 nM.
La incubacion se prolong6 otras 24 h. Al final del periodo de incubacién de 24 h se trataron las células con
ciclohexamida durante 4 h, para inhibir la degradacion de ARNm mediada por sin sentido. Tras 24 h de incubacién
se cosecharon células y se extrajo ARN utilizando el kit de minipreparacién de ARN ReliaPrep (Promega), siguiendo
el protocolo del fabricante. A continuacion se preparé6 ADNc utilizando el kit de sintesis de ADNc Maxima (Thermo,
#EP0734, lote: 00335736), conforme al esquema de la Tabla 2 y siguiendo los protocolos del fabricante. Los niveles
de PE40 y ADNc de tipo natural se determinaron utilizando una RCP digital basada en gotas (ddPCR, por sus siglas
en inglés) (lector de gotas QX2000) aplicando el esquema de pipeteo de la Tabla 3 y los cebadores de la Tabla 4.
Los datos fueron analizados con Quanta Life Software y Excel. Se utilizo6 GUSB (Applied Biosystems, lote:
P160210-006 EO1) como gen de mantenimiento, utilizando métodos conocidos para la persona experta en la
materia.

La Figura 5 muestra el nimero de gotas que expresan PE40 frente al tipo natural, corregido teniendo en cuenta los
niveles de expresion de GUSB en fibroblastos de pacientes tratados con los ocho distintos OAS, junto con una
muestra no tratada (NT). Claramente, y en especial los AON1, AON2, USH2a-PE40-17 (SEQ ID NO: 4) y
USH2a-PE40-24 (SEQ ID NO: 6), indicados abreviadamente en esta Figura 5 como USH-PE0-17 y USH-PE40-24,
resultaron ser mas eficaces para intensificar la aparicion de los niveles de tipo natural y superar a los dos
oligonucledtidos conocidos AON1 y AON2, mientras que los otros cuatro OAS fueron menos eficaces. Es importante
destacar que se observé ademas que USH2a-PE40-17 y USH2a-PE40-24 fueron capaces de reducir los niveles de
PE40, un efecto que no se observé con AON1 y AON2, lo que demuestra que estos dos nuevos oligonucleotidos
antisentido para omision de pseudoexén (USH2a-PE40-17 y USH2a-PE40-24) funcionan en este contexto incluso
mejor que los dos oligonucledtidos conocidos. Se observa ademas que los otros cuatro oligonucleétidos
(USH2a-PE40-8, -20, -28 y -29 son asimismo capaces de reducir los niveles de PE40 en comparacion con los dos
oligonucledtidos conocidos AON1 y AON2, lo que hace que estos cuatro oligonucleétidos también superen a los
oligonucleétidos de la técnica.

Tabla 2: preparacion de ADNc

Por muestra Por muestra
Especifico para el gen Hexam. aleatorio
Tampon de sintesis de ADNc 5X 4 ul 4 ul
Mezcla de dNTP 2ul 2 ul
ddPCR.USH2a-PE40.Rv2 1ul
Hex&meros aleatorios 1ul
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(continuacion)

Por muestra Por muestra
Especifico para el gen Hexam. aleatorio
Mezcla de enzimas Maxima 1l 1l
Plantilla (150-600 ng de ARN)
Agua, libre de nucleasas hasta 20 pl con agua hasta 20 pl con agua
Volumen total 20 ul 20 pl

Se utilizaron cebadores especificos para gen en el caso de las muestras y hexameros aleatorios para el
mantenimiento con GUSB

Tabla 3.
Esquema de pipeteo para ddPCR
Experimento Testigo
Supermix para sondas | 11 pl 11 ul
Cebador 1 450 nM 450 nM
Cebador 2 450 nM 450 nM
Sonda 1 250 nM 250 nM
Sonda 2 250 nM 250 nM
Plantilla hasta 330 ng Ol
Agua anadase hasta un volumen final de 22 ul | afadase hasta un volumen final de 22 pl
Total 22 ul por muestra 22 pl por muestra
Tabla 4.
Cebadores y sondas para ddPCR en mdltiplex
ddPCR.USH2a-PE40.Fw1 SEQ ID NO:12 5- TCCAATGGATTTGGCAGTGC -3’
ddPCR.USH2a-PE40.Rv2 SEQ ID NO:13 5- GTTCTCAAGTATAGACGGCC -3’
ddPCR.USH2a-PE40.Rv4 SEQ ID NO:14 5- GCCAGGTGACCAACATCATT -3’
ddPCR.USH2a-PE40.FAM SEQ ID NO:15 5’- / 56-FAM / CAGCCAGAGCAGGAAGCT /3BHQ_1/3
ddPCR.USH2a-WT.HEX SEQ ID NO:16 5- / BHEX / GCAGAGGACAAACCTGGA /3BHQ_1/3’

Ejemplo 2. Toxicidad in vitro de los nuevos oligonucledtidos antisentido.

Los oligonucledtidos tienen el potencial de provocar la activacion de los denominados receptores de reconocimiento
de patréon (RRP) del sistema inmunitario innato de los vertebrados (Bauer et al. 2008. Immunobiology 213:315-328).
La familia de receptores RRP mejor estudiada son los receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés). Los TLR
son una clase de proteinas que desempeian una funcién clave en el sistema inmunitario innato. Son receptores no
cataliticos Unicos, que se extienden por membranas y que generalmente estan expresados en macréfagos y células
dendriticas, que reconocen moléculas estructuralmente conservadas derivadas de microbios. Los TLR que son
activados por diferentes tipos de acidos nucleicos son aquellos que estan ubicados en endosomas: TLR3 reconoce
ARN bicatenario; TLR7/8 reconoce ARN bicatenario y monocatenario.

Tras el reconocimiento de estos componentes por los RRP, se activa una respuesta inmunitaria "antimicrobiana”
especifica. La activacion de los TLR da como resultado la activacién del factor nuclear potenciador de cadenas
ligeras kappa de células B activadas (NF-kB, por sus siglas en inglés), el factor 3 regulador de interferén (IRF-3) y la
proteina activadora 1 (AP-1) (Kawasaki 2014. Front Immunol 25:461). La activacién de AP-1, IRF-3 y NF-kB da como
resultado la produccién de citocinas inflamatorias, interferones de tipo | y otros mediadores de la respuesta
inmunitaria innata. Estos procesos no solo desencadenan respuestas defensivas inmediatas del anfitrion, tales como
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inflamacién, sino que también preparan y orquestan respuestas inmunitarias adaptativas especificas para antigeno.

Se utilizo la exposicién in vitro de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) humanas primarias para
evaluar las respuestas inmunitarias (sistémicas) especificas para el farmaco y la inmunotoxicidad, como se ha
descrito con anterioridad (Lankveld 2010. Methods Mol Biol 598:401-423). El ensayo in vitro con CMSP es un
ensayo preclinico arraigado que utiliza la produccion de citocinas (inflamatorias) como marcador sustituto de las
respuestas inmunitarias sistémicas. El ensayo con CMSP permite predecir la tolerabilidad como un factor del
potencial de inmunogenicidad y alergenicidad de compuestos en investigacién, y podria permitir una estimacion de
un intervalo de dosis seguro para estos compuestos.

Para estudiar los USH2a PE40-20, USH2a PE40-24, USH2a PE40-28 y USH2a PE40-29 se utilizaron CMSP
aisladas internamente, tomadas de capas leucociticas de donantes sanos de banco de sangre. La produccion de las
citocinas proinflamatorias clave en el sobrenadante de cultivo se evalué después de 24 h de estimulacién con
oligonucleotidos a concentraciones 1y 4 uM. Se analizdé ademas la viabilidad de las CMSP después del tratamiento
con los oligonucleétidos, midiendo la resorrufina fluorescente en el sobrenadante de cultivo para evaluar el posible
efecto citotoxico de los OAS de USH2a-PE40. Las células viables convierten la resazurina no fluorescente en
resorrufina fluorescente (O'Brien et al. 2000. Eur J Biochem 267:5421-5426).

La estimulacion de CMSP humanas con los testigos positivos LPS (agonista de TLR4) a 100 ng/ml y R848 (agonista
de TLR7/8) a 1 puM, dio lugar a concentraciones significativamente incrementadas de todas las citocinas medidas,
MCP-1, en el sobrenadante de cultivo. Ademas, la estimulacién con R848 indujo un patrén similar de citocinas,
aunque en menor medida. En la Figura 6A se muestra un "mapa de calor" que representa los niveles de significancia
de las concentraciones de citocina en el sobrenadante de cultivo tras la estimulacion con los oligonucleétidos de la
presente invencion o los testigos positivos, en comparacion con CMSP humanas tratadas con solucion salina.
Es importante destacar que la estimulacion de CMSP humanas con los oligonucleétidos de la presente invencion a
concentraciones 1 y 4 uM no origin6 concentraciones incrementadas ni resultados de concentraciones muy
levemente incrementadas de ninguna de las citocinas medidas en el sobrenadante de cultivo. Por ultimo, no se
apreciaron signos de citotoxicidad 24 h después del tratamiento con los oligonucleétidos (Figura 6B).

Ejemplo 3. Omisién de PE40 en pre-ARNm de USHZ2A en cupulas dpticas generadas a partir de un paciente con
SU2. Por razones obvias, no se pueden obtener retinas de pacientes con SU2 vy utilizarlas para estudios in vitro.
Como alternativa para investigaciones preclinicas de este tipo, es posible generar organoides que se asemejan a
dicho material retiniano del paciente, a los que en la presente memoria se les denomina cupulas opticas y, a veces,
también se les denomina cupulas oculares. Se utilizaron para la generacion de cupulas Opticas fibroblastos de
pacientes con sindrome de Usher de tipo Il, que presentaban las mutaciones de USHZ2A ¢.7595-2144A>G
(p-Lys2532Thrfs*56) y ¢.2299delG (p.Glu767Serfs*21) en heterocigosidad compuesta. Se reprogramaron los
fibroblastos utilizando cuatro lentivirus que expresaban Oct3/4, Sox2, Kif4 y c-Myc, generosamente proporcionados
por el Centro de tecnologia de células madre Radboud UMC Stem Cell Technology Center. Se crioconservaron los
clones en torno al pasaje 6, y se analizaron adicionalmente para determinar mediante inmunocitoquimica la
expresion de los marcadores de células madre pluripotentes SSEA-4, NANOG, TRA1-81 y OCT3/4. En total se
generaron y se conservaron 3 clones individuales. Estos clones pasaron todos los controles de calidad definidos
(activacién de marcadores de células madre (RCP cuantitativa en tiempo real, RCPg-TR) y expresion de marcadores
de células madre y de pluripotencia (IHC) (datos no mostrados). Se cultivo la linea de células madre pluripotentes
inducidas (CMPi) para producir cupulas Opticas como se ha descrito con anterioridad (Zhong et al. 2014. Nature
Comm 5: 4047;1-12). Se diferenciaron las CMPi en pequefos cumulos y se cultivaron en suspensién con medio
mTeSR1 y blebbistatina 10 uM (Sigma) para inducir la formacién de agregados. Se traspasaron los agregados a
medio de induccién neural que contenia DMEM/F12, 1 % de suplemento N2, 1 x amino&cidos no esenciales (AANE)
de medio esencial minimo y heparina 2 ug-ml' (Sigma). Se sembraron los agregados en placas revestidas con
Matrigel. El medio se cambiaba cada dia. Tras cuatro semanas de diferenciacién, se separaron manualmente
dominios de retina neural y se cultivaron en suspensién en medio DMEM/F12 suplementado con 2 % de B27,
1 x AANE y 1 % de antibiético-antimicético, en una incubadora humidificada a 37 °C. El medio se cambiaba dos
veces por semana. En la incubadora formaron gradualmente cupulas Opticas 3D. Después de la generacion
satisfactoria de cUpulas Opticas derivadas de CMPi, se trataron con USH2a-PE40-24 durante un mes a razon de
2 uMy 10 uM, renovando cada dos dias el medio que contenia el OAS. Se realiz6 analisis de transcripto de USH2A
para determinar la inclusion de PE40 en el ARNm maduro, con cebadores 5-GCTCTCCCAGATACCAACTCC-3'
(SEQ ID NO: 40) y 5'-GATTCACATGCCTGACCCTC-3' (SEQ ID NO: 41) ubicados respectivamente en los exones
flanqueantes 39 y 42. Se aisl6 el ARN total de las CMPi y las cupulas épticas usando el kit de aislamiento
Nucleospin RNA [l (MACHEREY-NAGEL #740955.50, Diren-Alemania), siguiendo el protocolo proporcionado.
Después se utilizaron 0,5-1,0 ug de ARN total para la sintesis de ADNc con el kit de transcriptasa inversa
SuperScript VILO (ThermoFisher Scientific; n.? de catalogo 11755050; n.? de lote 1718541). Posteriormente se
amplificaron USHZ2A, LIN28A, OCT3/4, NANOG y SOX2 utilizando cebadores directos e inversos. Se utiliz6 como
referencia el gen de mantenimiento GUSB. Se utilizé GoTaq (Promega A6001) para amplificar por triplicado ADNc
de USHZ2A, LIN28A, OCT3/4, NANOG, SOX2 y GUSB en una maquina de RCP cuantitativa (RCPq). Las cupulas
opticas no tratadas revelarian una banda de tipo natural (900 pb) y una banda que contendria la secuencia PE40
(1052 pb), facilmente distinguibles en el gel.
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El resultado que se ofrece en la Figura 7 muestra que ambas concentraciones (2 uM y 10 uM) del oligonucleétido
USH2a-PE40-24 (SEQ ID NO: 6), utilizadas en las cupulas dpticas generadas a partir de fibroblastos de pacientes
con SU2, fueron suficientes para inducir la omisién completa de PE40, ya que no se pudo detectar ningln transcripto
que comprendiera PE40. No esta claro qué es la débil ultima banda superior, no especifica, en la pista "testigo”.

De estos resultados se concluye que un oligonucleétido antisentido, y en este caso particular USH2a-PE40-24, es

capaz de omitir eficazmente PE40 de pre-ARNm de USHZ2A en organoides que se asemejan a la retina de un
paciente (heterocigoto para PE40) que padece sindrome de Usher de tipo II.
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucleoétido antisentido (OAS) que es capaz de inducir omisién del pseudoexén 40 (PE40) de pre-ARNm de
USH2A humano, donde dicho OAS comprende una secuencia que es complementaria a al menos 18, 19, 20, 21, 22,
23 0 24 nucledtidos consecutivos de las SEQ ID NO: 45, 46 o 47.

2. Un oligonucledtido antisentido (OAS) que es capaz de inducir omision del pseudoexén 40 (PE40) de pre-ARNm de
USH2A humano, donde dicho OAS comprende una secuencia seleccionada de cualquiera de los siguientes grupos
de secuencias:

(i) SEQ ID NO: 6, 4, 8, 23, 30, 31, 32, 37;
(i) SEQID NO: 3, 5,7, 19, 24, 25, 26, 34, 35, 36; y
(iii) SEQ ID NO: 21, 27, 28, 29.

3. Un OAS segun la reivindicacién 1 o 2, donde la aparicién de PE40 en ARNm de USHZ2A se debe a la mutacién
€.7595-2144A>G en el gen USHZ2A.

4. Un OAS segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho OAS es un oligorribonucleétido
(oligonucleétido de ARN) que comprende al menos una modificacion 2'-O-alquilo, tal como una 2'-O-metilo, una
2'-O-etilo 0 una 2'-O-propilo.

5. Un OAS segun la reivindicacién 4, donde todos los nucleétidos de dicho OAS estan modificados con 2'-O-metilo.

6. Un OAS segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde dicho OAS tiene al menos un enlace
fosforotioato.

7. Un OAS segun la reivindicacién 6, donde todos los nucleétidos secuenciales estan interconectados por enlaces
fosforotioato.

8. Un vector virico que expresa un OAS segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, cuando se
le pone en condiciones propicias para la expresion del OAS.

9. Una composicién farmacéutica que comprende un OAS segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o un
vector virico segun la reivindicacion 8, y un excipiente farmacéuticamente aceptable, donde la composicion
farmacéutica esta destinada a la administracién intravitrea.

10. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacion 9, donde la composicion farmacéutica esta destinada a la
administracion intravitrea y se dosifica en una cantidad en el intervalo de 0,05 mg a 5 mg, preferiblemente de 0,1 a
1 mg de OAS total por ojo, por ejemplo aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 0 1,0 mg de OAS
totales por ojo.

11. Un OAS segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, un vector segun la reivindicacion 8 o una
composicién segun la reivindicacion 9 o 10, para uso como medicamento.

12. Un OAS segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, un vector segun la reivindicacion 8 o una
composicién segun la reivindicacién 9 o 10, para el tratamiento, prevencién o retraso de una enfermedad relacionada
con USH2A, tal como el sindrome de Usher de tipo Il, o una afeccién que requiere la omisién de PE40 del pre-ARNm
de USHZ2A.

13. Un método para omitir PE40 de pre-ARNm de USH2A humano en una célula in vitro, comprendiendo dicho
método administrar a dicha célula un OAS segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, un vector segun la
reivindicacién 8 o una composicién segun la reivindicacion 9 o 10; y permitir que el OAS induzca, provoque o
estimule la omision de PE40 del pre-ARNm de USHZ2A humano.
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Fig.7
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