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17 | ANEXOS

Documentacion Técnica Documentacién Juridica

Solicitud Internacional en castellano

o on =

N° de folios: 27
N° Reivindicaciones: 35
N° folios: 4

(%] Descripcion

[l Reivindicaciones
[X] Dibujos y/o figuras
[X] Resumen.

[0 Certificado de deposito de material biolégico si
fuera el caso.

[0 Listado de secuencias de nucledtidos y/o
aminoéacidos en forma digital si fuera el caso.

(Xl Arte final 12 x 12.

O Anexo formato digital.

9. [X] Poder de UNIVERSITY OF WASHINGTON THROUGH
ITS CENTER FOR COMMERCIALIZATION

10. X1 Documento que legalmente prueba ia cesién de los
inventores al solicitante o a su causante.

11. [J Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o
productos derivados, certificado o nimero de registro, si
fuera el caso.

12. [ Copia de la licencia o autorizacion de Conocimientos
Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el
caso.

13. Reduccidn de tasas

Micro, pequefias o medianas empresas
O Copia simple de la declaracidn de renta del afo
inmediatamente anterior, 0 en su defecto prueba documental
idénea.

[0 Documento de constancia de cumplimiento con lo
establecido en la ley 905 de 2004.

Universidades publicas o privadas
O Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacion

Entidades sin animo de lucro
[ Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[J Hoja de informacion complementaria.
[ oftros, especificar

14. [XI Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la
solicitud por $500.000.

15. [J Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

16. 0 Comprobante de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacion.

17. Comprobante de pago por 25 reivindicaciones adicionales
a 10 por $750.000.

P102-FO6 vr4 {2012-04-19)
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METODOS PARA DIAGNOSTICAR Y TRATAR DESORDENES RELACIONADOS
CON LA LONGITUD AXIAL DEL OJO

REFERENCIA CRUZADA

Esta solicitud reivindica prioridad de la solicitud de patente provisional de Estados
Unidos No. de serie 61/432984 presentada el 14 de enero de 2011, incorporada a la presenta

en su integridad por referencia.

DECLARACION DE APOYO DEL GOBIERNO DE ESTADOS UNIDOS

Este trabajo fue apovado por las subvenciones del Instituto Nacional de Salud
RO1EY 09620, P30EY01931, and P30EY01730. El Gobierno de los Estados Unidos tiene

ciertos derechos en la invencion.

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a métodos para diagnosticar y tratar desordenes relacionados
con la longitud axial del ojo, incluida la miopia. Adicionalmente. la invencion se refiere a
determinados a haplotipos asociados con desérdenes relacionados con la longitud axial del

ojo.

Antecedentes

En un proceso denominado emmetropizacion, el crecimiento de la longitud axial del
ojo es regulado por experiencia visual para hacer compatible la dptica del ojo y compensar la
variacion genética en la curvatura y potencia de la cérnea/lente. La vision fotdpica de alta
agudeza y. de esta manera, las sefiales que guian la emmetropizacion son iniciadas por
absorcion de luz en fotopigmentos encontrados en foto receptores de conos sensibles de
longitud de onda larga (L) v longitud de onda media (M). Los cambios en el patron de luz y
oscuridad en la 1imagen retinal que caracterizan imagenes borrosas frente a imagenes bien
enfocadas se monitorean por un proceso bioldgico para detener el crecimiento del ojo cuando
se ha alcanzado la longitud correcta para una optica coordinada plana (neutra). Sin embargo,
en individuos miopes, la longitud axial relativa del ojo en relacion con el tamafio total del ojo

contintia incrementandose durante el desarrollo, sobrepasa una longitud que proporciona un



enfoque cercano optimo de los objetos distantes, lo cual conduce a una miopia pronunciada de

manera creciente.

La tasa de incidencia la miopia esta incrementiandose a velocidades alarmantes en
muchas regiones del mundo. Hasta hace poco, se creia que la lectura excesiva durante la nifiez
era el unico factor ambiental o de conducta identificable enlazado con la ocurrencia de la
miopia, aunque también se sospechaban factores genéticos. En la actualidad restringir la
lectura (y promover mas actividad externa) son las Unicas técnicas practicas para prevenir
excesivo alargamiento del ojo en los nifios, y lentes correctivos incluidos gafas y lentes de
contacto, representan los medios primarios para aminorar los desordenes relacionados con la
longitud axial del ojo. incluida la miopia. Mientras que estas medidas corrigen opticamente los
errores retroactivos asociados con los desordenes relacionados con la longitud axial del ojo.
estas no estan dirigidas a la causa subyacente en las cuales el excesivo crecimiento de la

longitud axial del ojo.

De esta manera, permanece una necesidad de métodos para detectar una
susceptibilidad a un desorden relacionado con la longitud axial del ojo, y tratamientos para

tales individuos para prevenir alargamiento excesivo del ojo.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencion proporciona un método para determinar el potencial de miopia de un
paciente. ¢l cual comprende: ensayar una muestra bioldgica obtenida del paciente para
determinar el haplotipo del gen de opsina L: M del paciente; y correlacionar el haplotipo con
una refraccion equivalente esférica predicha. En otro aspecto, el método comprende ademads
los pasos de: determinar la proporcion de cono L: M en un ojo del paciente; y correlacionar el
haplotipo de gen de opsina 100 dioxina L: M y la relacién de cono LD: M con una refraccion

equivalente esférica predicha.

La invencion también proporciona un método para diagnosticar la susceptibilidad de
un paciente a un desorden relacionado con la longitud axial del ojo. El método comprende:
ensayar una muestra biologica obtenida del paciente para determinar el haplotipo de gen
opsina L: M del paciente; y correlacionar el haplotipo con una refraccion equivalente esférica
predicha; en cuyo caso el paciente susceptible a un desorden relacionado con la longitud axial
del ojo si el error refractivo equivalente esférico predicho (medido en dioptrias) tiene una
potencia negativa. En un aspecto, el método comprende ademas los pasos de: determinar la
proporcién de cono L: M en un ojo del paciente: v correlacionar el haplotipo del gen opsina L:

M y la proporcidn de cono L: M con una refraccion equivalente esférica predicha.

%



La invencion proporciona ademas un método para diagnosticar la susceptibilidad de un
paciente hacia un desorden relacionado con la longitud axial del ojo: el método comprende
ensayar una muestra bioldgica obtenida de un paciente para una combinacion particular de
aminodacidos codificados por el gen opsina L o el gen opsina M del paciente, en cuyo caso el
paciente es susceptible a un desorden relacionado con la longitud axial del ojo si esta presente

una de las combinaciones de aminoacidos mostrados en la tabla 1.

Adicionalmente, la invencion proporciona un meétodo para tratar un desorden
relacionado con la virtud axial del ojo que comprende: ensayar una muestra biologica obtenida
del paciente para determinar el haplotipo del gen opsina L: M: determinar la proporcion de
cono L: M en un ojo del paciente; correlacionar el haplotipo y la proporcion de cono L: M con
una refraccion equivalente esférica predicha; proporcionar al paciente un dispositivo
terapéutico que comprende un filtro dependiente de longitud de onda si el error refractivo

equivalente esférico predicho del paciente tiene una potencia negativa.

En un aspecto, las longitudes de onda filtradas por el filtro dependiente de longitud de
onda se seleccionan con base en el haplotipo del gen opsina L: M y la proporcion de cono L:

M del paciente.

En otro aspecto, el dispositivo terapéutico usado en un método de la invencion es un
par de anteojos que comprenden lentes que inducen un desenfoque. En ciertos aspectos los
lentes que inducen desenfoque inducen ¢l desenfoque mediante uno o mas de: pequenas
protuberancias o depresiones en una o ambas superficies de los lentes; inclusiones dentro de
los lentes de un material diferente del material del lente; incorporacion de aberraciones de
nivel superior en los lentes; proporcionar una correlacion incrementada entre las actividades
de foto receptores de conos adyacentes mediante uno o ambos lentes; y aplicar recubrimientos
o peliculas a una o ambas superficies de los lentes para producir desenfoque difuso o

difractivo.

En otro aspecto. un dispositivo terapéutico usado en un método de la invencion
comprende lentes de contacto que inducen desenfoque. En ciertos aspectos los lentes de
contacto inducen desenfoque mediante una o mas de: inclusiones dentro de los lentes de un
material diferente del material del lente; incorporacién de aberraciones del nivel superior en
los lentes; y recubrimientos o peliculas aplicadas a una o ambas superficies de los lentes que

producen desenfoque por difusion, difraccion o dispersion de la luz.

En ciertos aspectos, el haplotipo del gen opsina L: M identificado en un método de la

invencion es uno de los haplotipos 1 a 13 tal como se describe en la tabla 1.



La invencidn también proporciona un micro-arreglo para determinar la susceptibilidad
de un paciente a un desorden relacionado con la longitud axial del ojo el cual comprende un
conjunto de oligonucledtidos especificos de alelo capaz de identificar al menos uno de los

haplotipos 1 a 13 tal como se expone en la tabla 1.

La invencion proporciona ademads kits para determinar si un paciente susceptible a un
desorden relacionado con la longitud axial del ojo. En un aspecto. un kit de la invencion
comprende: al menos un par de oligonucledtidos que pueden identificar al menos uno de los
haplotipos 1 al3 tal como se expone en la tabla 1: e instrucciones para usar. En otro aspecto.
un kit de la invencion comprende un ensayo para detectar al menos uno de los haplotipos 1 a

13. tal como se expone en la tabla 1.

En otro aspecto. la presente invencion proporciona métodos para limitar la
introduccion de error refractivo en el ojo de un sujeto causado por la exposicion a pantallas
indicadoras, los cuales comprenden que el sujeto lleve un dispositivo Optico terapéutico que
comprende un filtro dependiente de longitud de onda capaz de bloquear preferencialmente la
luz roja que emana de la pantalla indicadora antes de que entre al ojo del sujeto, y de esta
manera se limite la introduccion de error refractivo en el ojo del sujeto.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona métodos para limitar el desarrollo
de un desorden relacionado con la longitud axial del ojo los cuales comprenden un filtro
dependiente de la longitud de onda, capaz de bloquear preferencialmente la luz roja que emana
de una pantalla indicadora antes de que entre al ojo del sujeto. limitando de esta manera el
desarrollo de un desorden relacionado con la longitud axial del ojo en el sujeto. En una

modalidad, el desorden relacionado con la longitud axial del ojo comprende miopia.

Las modalidades preferidas especificas de la invencion se harén evidentes a partir de la

siguiente descripcion detallada de ciertas modalidades y de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Imdgenes espinales Opticas adaptables promedio de mosaico de cono de
participantes con variantes de LIAVA (B, C, D) comparadas con un control normal (A). Para
sujetos mostrados en B, C, & D, los conos que expresan la variante LIAVA tienen una baja
reflexion en comparacion con los conos normales y aparecen como un drea oscura en el
mosaico. Hubo una gran variabilidad en la proporcion de cono que expresan la variante
LIAVA. B, C & D tienen baja, media y alta proporciones de conos que expresan la variante
génica de miopia la cual se correlaciona con la longitud axial (E) y también con el error

refractivo.



Figura 2. Asociacion entre longitud axial y proporcion de cono para diferentes grupos étnicos.
Hubo una correlacion altamente positiva entre la proporcion de cono L: M y la longitud axial

(v la incidencia de miopia) a través de los grupos étnicos.

Figura 3. (A) Potencial de miopia de 13 diferentes haplotipos de fotopigmentos L/M de 159
varones, dispuestos en orden de potencial de miopia creciente. El numero de individuos con
cada haplotipo esta dado a la derecha. Las designaciones de haplotipo usan el codigo de amino
acido de letra individual: M = metionina, [ = isoleucina; S = serina, V = valina, A = alanina, y
L = leucina. SER promedio es la refraccion equivalente esférica media calculada a partir de la
mayoria de la mitad miope de los sujetos para cada haplotipo, £1 SEM. (B) refraccion
equivalente esférica (SER, por spherical equivalent refraction) predicha versus observada para
11 sujetos con haplotipos que corresponden a aquellos descritos en (A). La proporcion de cono
L: M se estimo para cada sujeto y se expresa como un porcentaje de L mas M conos que son

L.

Figura 4. (A) El cambio de miopia producido por la exposicion a la luz roja por dos horas
diarias. Las longitudes axiales se midieron para cada sujeto antes de iniciar el procedimiento
experimental. A continuacién cada sujeto jugd un juego de video en blanco y negro por dos
horas al dia mientras usaba gafas con el lente derecho no ahumado y el lente izquierdo
ahumado de tal manera que los conos L se activaron mucho mas que los conos M. (B) las
mediciones de longitud axial normalizadas como funcion del tiempo para 20 ojos que
utilizaban los lentes experimentales y (C) para 20 ojos compafieros que sirvieron como
contraste para cada ojo experimental. Las lineas blancas con barras de error representan los
promedios para todos los ojos (barras de error = 2 SEM). Los lentes experimentales redujeron
significativamente la tasa de crecimiento de ojo en nifios miopes. (D) tasa de crecimiento de
los ojos que utilizan los lentes experimentales estan a la izquierda y los ojos que utilizan los

lentes de control estan a la derecha.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las particularidades mostradas en la presente se dan solamente a manera de ejemplo y para
propésitos de discusion ilustrativa de las modalidades preferidas de la presente invencion y se
presentan para proporcionar lo que se cree es la descripcion mas util y facilmente entendible
de los principios y aspectos conceptuales de diversas modalidades de la invencion. A este
respecto no se ha hecho un intento de mostrar pormenores estructurales de la invencion con

mas detalle del necesario para ¢l entendimiento fundamental de la invencion: la descripcion,



tomada junto con los dibujos y/o ejemplos, hace evidente a aquellos versados en la materia

cémo varias formas de la invencion pueden realizarse en la practica.

Las siguientes definiciones y explicaciones estdn destinadas a regir en cualquier
construccion futura a menos que claramente y de manera inequivoca se modifiquen en los
siguientes ejemplos o cuando la aplicacion del significado del lugar a cualquier construccion
sin sentido o esencialmente sin sentido. En los casos en que la construccion del término resulte
sin sentido o esencialmente sin sentido, la definicion se tomara del Webster's Dictionary, 3a
edicién o de un diccionario conocido para aquellos versados en la materia, tales como el
Oxford Dictionary of Biochemistry and Molecular Biology (Ed. Anthony Smith, Oxford
University Press, Oxford, 2004).

Tal como se usa en la presente ya menos que se indique algo diferente los términos
“uno” y “una” significan “uno (a)”, “al menos uno(a)” o “uno(a) o vario(a)s”. A menos que se
requiera algo diferente por el contexto, los términos singulares usados en la presente incluiran

pluralidades y los términos plurales incluirdn el singular.

En determinadas modalidades, la invencidon proporciona métodos que pueden usarse
para determinar el beneficio de un tratamiento preventivo para un desorden de longitud axial
de ojo y para determinar la prescripcion apropiada de caracteristicas de la Optica preventiva
para un paciente que sc identifica por tener una susceptibilidad a un desorden relacionado con
la longitud axial del ojo. Tal como se discute en la presente, tal Optica preventiva incluye
caracteristicas espectrales y/o propiedades dispersas que pueden prevenir el crecimiento de
longitud axial del ojo, lo cual si se dejara sin controlar conduciria a un desorden relacionado
con la longitud axial del ojo. En una modalidad, la invencion proporciona un método para
diagnosticar susceptibilidad de un paciente a un desorden relacionado con la longitud axial del
ojo; el método comprende: ensayar una muestra biologica obtenida del paciente para
determinar el haplotipo del gen opsina L: M del paciente, y correlacionar ¢l haplotipo con una
refraccion equivalente esférica predicha, en cuyo caso el paciente susceptible a un desorden
relacionado con la longitud axial del ojo si la refraccion equivalente esférica predicha es una

dioptria negativa.

Tal como se use la presente, el término “correlacionar” se refiere al paso de usar la
combinacion de informacidn sobre la proporcion de cono de un paciente y el haplotipo opsina
con el fin de determinar la susceptibilidad del paciente a un desorden relacionado con la

longitud axial del ojo tal como se muestra y se discute en la presente.

Tal como se usa en la presente, la frase “desorden relacionado con la longitud axial del

0jo” incluye, pero no se limita a, miopia.



En una modalidad, el haplotipo de gen opsina L: M se determina identificando la
secuencia de nucledtido del ADN de un paciente para determinar el haplotipo del locus de gen
opsina Xq28 del paciente. El haplotipo puede determinarse identificando la secuencia de
nucledtido de sones 2. 3., 4 de los genes OPNILW y OPNIMW. Tal como se discute la
presente, los haplotipo se crean por los aminoacidos codificados por codones 65, 111, 116,
153, 171, 178, 180, 230, 233, y 236 de los genes OPNILW y OPNIMW. En una modalidad
particular, el haplotipo se determina por los aminoacidos codificados por codones 153, 171.
178,y 180 en el exon 3 y el codon 236 en el exdn 4. En una modalidad preferida, el haplotipo
del gen opsina L: M es uno de los 13 haplotipos mostrados en la tabla 1, los cuales se
muestran en la presente por primera vez por estar asociados con la miopia (véanse ejemplos y
la figura 3 A). De esta manera, si un paciente tiene uno de los 13 haplotipos identificados en la
tabla 1, el paciente es diagnosticado como susceptible a un desorden relacionado con la
longitud axial del ojo. En particular, un paciente que tiene uno de los haplotipos mostrados en
la tabla 1 es diagnosticado como susceptible a la miopia. En una modalidad, un paciente esta
clasificado como susceptible a miopia si una de las combinaciones de aminoacidos variantes
mostradas en la tabla 1, asociadas con el gen L-opsina, se identifica el paciente. En otra
modalidad. un paciente diagnosticado como susceptible a la miopia si una de las
combinaciones de aminoacidos variantes, mostradas en la tabla 1, asociadas con el gen de M-

opsina es identificada en el paciente.

TABLA 1

Haplotipos de miopia

Codones de L-OPSINA Codones de M-OPSINA

153 171 178 180 236 153 171 178 180
1 M | I S M M Vv Y A
2 M Vv | S M M Vv \ A
3 L vV I S M M Vv \Y A
4 M Vv I S M M Y I A
5 L vV I A M M v I A
6 M [V [ A M M Y I A
7 L V | S M L/M Vv | A
8 L vV I S M M v I A
9 L I | S M M V \' A
10 M vV vV A vV M vV I A
11 M Vv I S Vv M Vv \Y A
12 L V | S M L vV I S
13 L V I A M L/M vV I A




En otra modalidad, la invencion proporciona un método para diagnosticar
susceptibilidad de un paciente a un desorden relacionado con la longitud axial del ojo; el
método comprende: ensayar una muestra bioldgica obtenida del paciente para determinar el
haplotipo del gen opsina L: M del paciente, determinando la proporcion de cono L:M en un
ojo del paciente. y correlacionando el haplotipo del gen opsina L.: M y la proporcion de cono
L: M con una refraccion equivalente esférica predicha, en cuyo caso el paciente susceptible a
un desorden relacionado con la longitud axial del ojo si el error refractivo equivalente esférico

predicho es una potencia negativa (en dioptrias).

La proporcion de cono L: M puede determinarse usando métodos conocidos a aquellos
versados en la materia. Por ejemplo, el tratamiento de imagenes retinal es Opticas adaptables
pueden usarse tal como se describe en la presente, o puede usarse un clectroretinograma
(ERQG) (tal como un centelleo fotoeléctrico ERG) y espectros de cono individualizados. La
medicion de proporcion de cono L: M también puede incluir genética, tal como se describe por
ejemplo en Neitz y Neitz, J. Vis. 2:531-42, 2002. Otro ejemplo no limitante de medicion de la
proporcion de cono L: M incluye ERG multifocal de color, de campo amplio, tal como se
describe en Kuchenbecker er al., Vis. Neurosci. 25(3):301-6, 2008. Otro ejemplo no limitante
de medicion de la proporcion de cono L: M incluye medir la proporcion de luz roja verde
percibida por tener el centelleo minimo usando fotometria de centelleo heterocromatica

psicofisica, tal como se describe en Gunther y Dobkins Vision Research 42:1367-1378, 2002.

En una modalidad, la invencion proporciona un método para determinar el potencial de
miopia de un paciente, el cual comprende ensayar una muestra bioldgica obtenida del paciente

para determinar el haplotipo de gen opsina L: M del paciente.

Tal como se use la presente. el término “potencial de miopia™ se refiere a la refraccion
equivalente esférica predicha asociada con un haplotipo de opsina L: M que se correlaciona
con el grado predicho de miopia que tiene el paciente o que es probable que tenga. En
particular, el potencial de miopia se refiere a una refraccion equivalente esférica predicha
basada en el haplotipo del gen de opsina L:M particular del paciente, tal como se muestra, por

ejemplo. en la figura 3A.

En una modalidad particular, el potencial de miopia puede determinarse mas
especificamente midiendo la proporciéon de cono L:M y correlacionando la proporcion con la
refraccion equivalente esférica predicha para el haplotipo del gen opsina L: M particular. Por
ejemplo, tal como se discute en los ejemplos mas adelante, la proporcion de cono L: M puede
determinarse ara un paciente que tiene un determinado haplotipo de opsina L: M, tal como un
haplotipo mostrado en la tabla 1. La proporcion de cono L: M se determina y se hace un

calculo para llegar al potencial de miopia predicho mas especifico. Por ejemplo, si una persona



tuviera haplotipo 8 (figura 3 A), su potencial de miopia serfa -4.5 dioptrias. Si esa persona
tuviera una proporcion de cono 1:1, se esperaria que tuviera las -4.5 dioptrias completas de
error refractivo. Sin embargo. si tuviera cerca de 100% de conos L, se esperaria que fuera
aproximadamente emmetropico. 75% de los conos L caen entre un una proporcion de cono 1:1
(50% de L) vy 100% de L de modo que una persona con un haplotipo 8 y 75% de conos L
tendria de manera predictiva 50% de SER (o0 -4.5/2 =-2.25 dioptrias).

Tal como se usa en la presente, la frase “susceptibilidad a un desorden relacionado con
la longitud axial del ojo™ se refiere a la alta probabilidad de desarrollar un desorden
relacionado con la longitud axial del ojo, tal como miopia, cuando esta presente cierto tipo de
haplotipo de gen opsina L: M. En una modalidad, un pacientes considerados susceptible a un
desorden relacionado con la longitud axial del ojo si esta presente uno de los haplotipos
mostrados en la tabla 1, los cuales estan listados con el fin de incrementar el potencial de

miopia.

Después de identificar un paciente que susceptible a un desorden relacionado con la
longitud axial del ojo y/o tiene un potencial de miopia asociado con una dioptria negativa tal
como se describe en la presente. un proveedor de cuidado para el ojo puede prescribir un
protocolo de tratamiento y/o sugerir determinadas conductas destinadas a tratar o reducir el
potencial de miopia del paciente. Por ejemplo, un paciente puede tratarse con un dispositivo
terapéutico (tal como se describe en la presente, por ejemplo) o recibir una intervencion
farmacoldgica. Adicionalmente a, o en lugar de, tales tratamientos, a un paciente le pueden
decir que limite la exposicion a la luz roja o luz verde (dependiendo de las variantes L:M
particulares del paciente), que limite la lectura a edad temprana y que pase mas tiempo

haciendo actividades al aire libre.

El término “muestra bioldgica™ tal como se usa en la presente, incluye pero no se
limita a sangre. saliva. células de frotis bucal, biopsias de la piel, fluido amnidtico. otros
tejidos diversos v similares. En el estado de la técnica son bien conocidos los métodos para
purificar o purificar parcialmente dcidos nucleicos a partir de una muestra biologica para uso
en ensayos diagnosticos. El dacido nucleico puede ser, por ejemplo, ADN genémico, ARN o
ADNc. EI ADN gendémico puede aislarse, por ejemplo. a partir de leucocitos de sangre
periférica usando QIAamp DNA Blood Maxi Kits (kits Maxi de sangre para (ADN) (Qiagen,
Valencia, CA).

En otra modalidad. la invencidn proporciona un método para diagnosticar enfermedad
ocular de Bornholm (BED por Bornholm Eye Disease) en un paciente; el método comprende
obtener una muestra biologica del paciente e identificar la secuencia de nucledtidos de los

genes de opsina L y M del paciente, en cuyo caso el paciente diagnosticado con la enfermedad

o



BED si el paciente tienc un gen opsina normal y un gen sin variantes. En una modalidad
preferida. el gen opsina variante comprende leucina en la posicion de amino dcido 153 (L153),
valina en la posicion 171 (V171), alanina en la 174 (A174), valina en la 178 (V178), y alanina
en la 180 (A180) ("LVAVA™) o leucina en la posicion de amino acido 153 (L153), isoleucina
en la posicion 171 (1171), alanina en la 174 (A174), valina en la 178 (V178), y alanina en la
180 (A180) (“LIAVA™) en el gen opsina L o en el gen opsina M. En otra modalidad, ¢l
segundo gen ticne la combinacion de metionina, valina, valina, valina y alanina imposiciones

de aminoacidos 153, 171,174, 178 y 80 ("MVVVAT).

Los métodos diagndsticos de la invencién incluyen el uso de métodos de biologia
molecular estandar, incluida en una modalidad no limitante la reaccion en cadena de
polimerasa (PCR polymerase chain reaction), para determinar el haplotipo del gen opsina L:M
de un paciente. En la actualidad existe una variedad de métodos biolégicos moleculares
disponibles que permiten examinar secuencias de ADN de los genes opsina L y M. Por
ejemplo, pueden amplificarse fragmentos del gen usando la reaccion en cadena de polimerasa
(PCR). Los genes pueden amplificarse por separado y selectivamente tal como se ha descrito

previamente (Neitz et al., Vision Research 35: 2395-2407, 1995).

Los fragmentos del gen amplificados se someteran preferiblemente a uno o varios de

los siguientes procedimientos que proporcionan informacion acerca de la secuencia de ADN:

1) Secuencia de ADN directa de los productos de PCR tal como se ha descrito

previamente (J. Neitz, M. Neitz and Grishok, supra, 1993).

2) Andlisis de digestién de restriccion (descrito previamente en J. Neitz, M. Neitz y

Grishok, supra, 1995).

3) Polimorfismo de conformaciéon monocatenaria u otros procedimientos similares. El
fragmento de ADN amplificado es ctiquetado en su extremo por medio de fluorescencia o
radioactividad u otros procedimientos similares. El fragmento de ADN amplificado se ctiqueta
en su extremo por medio de fluorescencia o radioactividad, se desnaturaliza en hebras
individuales y las hebras se separan por electroforesis. Con base en la movilidad de las hebras

en el campo eléctrico, puede deducirse informacién acerca de la secuencia de ADN.

En otra modalidad, la invencién proporciona un método de tratar desdordenes
relacionados con virtud axial del ojo el cual comprende: ensayar una muestra biologica
obtenida a partir de un paciente para determinar el haplotipo de gen opsina L: M del paciente:
determinar la proporcién de cono L: M en un ojo del paciente: y correlacionar el haplotipo y la
proporcion de cono L: M con una refraccion equivalente esférica predicha: proporcionarle al

paciente un dispositivo terapéutico que comprende un filtro dependiente de la longitud de
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onda si la refraccion equivalente esférica predicha del paciente es una dioptria negativa. En
una modalidad. el haplotipo de gen opsina L: M es uno de los haplotipos 1 a 13, tal como se

indican en la tabla 1.

Tal como se discute en la publicacion de la solicitud de patente internacional No. WO
2010/075319, el contenido completo de la cual se incorpora por medio de la presente a manera
de referencia en su integridad. la variacion genética en los genes opsina afecta las
caracteristicas de absorbancia de la proteina fotoreceptora de opsina. De esta manera, el filtro
dependiente de la longitud de onda utilizado en un método de la invencion estd destinado a
filtrar la luz antes de que entre al ojo a fin de ajustar el espectro de la absorbancia efectiva de
las proteinas fotoreceptoras de opsina variantes. En los pacientes que tienen una proteina
fotorreceptora M defectuosa, causada por un gen opsina M variante que absorbe menos luz
que la proteina fotorreceptora M normal, el filtro dependiente de longitud de onda puede
bloquear preferencialmente la luz roja. Por otra parte. en pacientes que tienen una proteina
fotorreceptora L defectuosa, causada por un gen opsina M variante, que absorbe menos luz
que la proteina fotorreceptora L normal, el filtro dependiente de longitud de onda puede

bloquear preferencialmente la luz verde.

En ciertas modalidades, el filtro dependiente de longitud de onda particular, utilizado
en el método de la invencion, puede seleccionarse con base en el haplotipo de gen opsina L: M
del paciente, el cual identifica variantes foto receptoras especificas y/o la proporcion de cono
L: M del paciente, que identifica el numero de foto receptores L en relacién con los foto
receptores M presentes en el ojo del paciente. Con base en el haplotipo del gen opsina L: M
y/o la proporcion L: M, un filtro puede disefiarse para bloquear y/o trasmitir longitudes de
ondas muy especificas para restaurar caracteristicas de absorcion relativas de las proteinas
fotoreceptoras defectuosas. De esta manera, la invencion proporciona ademas métodos para
personalizar un dispositivo terapéutico para un paciente particular con base en el haplotipo del
gen opsina L: M y/o la proporcion de cono L: M del paciente. Por ejemplo, si el paciente tiene
variantes de opsina asociadas con conos rojos (M) mas activos el filtro podria disefiarse para
bloquear la luz roja tuve, mientras que si el paciente tuviera variantes de opsina asociadas con

conos verdes (L) mas activos, el filtro podria disefiarse para bloquear la luz verde

En determinadas modalidades, el dispositivo terapéutico comprende lentes que inducen
desenfoque, por ejemplo tal como se describe en la publicacién de la solicitud de patente
internacional No. WO 2010/075319. En una modalidad, el dispositivo es un par de gafas que
comprende lentes que inducen desenfoque, donde el desenfoque esta disefiado para reducir las
actividades relativas entre los foto receptores de conos adyacentes en la retina que han sido

mostrados en la presente para dar lugar a sefiales que estimulan el ojo a crecer en longitud

&



anormal. Los lentes que inducen desenfoque pueden hacerse para inducir desenfoque, por
ejemplo. mediante uno o mds de: pequefias protuberancias o depresiones en una o ambas
superficies de los lentes; inclusiones dentro de los lentes de un material diferente del material
de los lentes: incorporacion de aberraciones de nivel superior en los lentes; y recubrimientos o
peliculas que inducen desenfoque mediante dispersion, difusion o difraccion de la luz,

aplicados a una o ambas superficies de los lentes.

En otra modalidad, el dispositivo terapéutico comprende lentes de contacto que
inducen desenfoque. Los lentes de contacto que inducen desenfoque pueden estar hechos para
inducir desenfoque, por ejemplo, mediante uno o mds de: inclusiones dentro de los lentes de
un material diferente del material del lente; incorporacion de aberraciones de nivel superior en
los lentes; proporcionar correcciones negativas progresivas en uno o ambos lentes desde el
centro de los lentes al fondo de los lentes: y recubrimientos o peliculas que inducen

desenfoque mediante dispersion, difusion o difraccion de la luz, aplicados a uno o a ambas

superficies de los lentes.

En otro aspecto. la presente invenciéon proporciona métodos para limitar la
introduccion de error refractivo en el ojo de un sujeto causado por exposicion a pantallas
indicadoras. los cuales comprenden que el sujeto lleve un dispositivo dptico terapéutico que
comprende un filtro dependiente de longitud de onda. capaz de bloquear preferencialmente la
luz roja que emana de la pantalla indicadora antes de entrar al ojo del sujeto, limitando de esta
manera la introduccién de error refractivo en el ojo del sujeto.

En otro objeto. la presente invencion proporciona métodos para limitar el desarrollo de
un desorden relacionado con la longitud axial del ojo, los cuales comprenden que el sujeto
lleve un dispositivo optico terapéutico que comprende un filtro dependiente de longitud de
onda capaz de bloquear preferencialmente la luz roja que emana de la pantalla indicadora
antes de entrar al ojo del sujeto, limitando de esta manera el desarrollo de un desorden
relacionado con la longitud axial del ojo en el sujeto. En una modalidad el desorden

relacionado con la longitud axial del ojo comprende miopia.

Estos métodos pueden usarse para limitar el dafio al ojo causado por exposicion
excesiva a la luz roja de una pantalla indicadora. En varias modalidades no limitantes, la
pantalla indicadora puede ser el monitor de un computador, el monitor de la tableta, la pantalla
de la television, una pantalla de un dispositivo manual, una pantalla de un videojuego, una
pantalla indicadora montada en la cabeza, y una pantalla de cine. Estos métodos pueden usarse
para limitar el dafo al ojo causado por exposicion excesiva a la luz roja desde una pantalla
indicadora. En diversas modalidades. la pantalla indicadora puede ser un monitor de

computador, un monitor de tableta, una pantalla de television, una pantalla de dispositivo
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manual, una pantalla de video juego, una pantalla indicadora montada en la cabeza y una
pantalla de cine.

Tal como se usa en la presente, “limitante” significa uno o mas de (a) reducir la
incidencia de introducir un crror refractivo en el ojo de un sujeto y/o reducir la incidencia de
desordenes relacionados con la longitud axial del ojo que se desarrollan en sujetos tratados: (b)
reducir la severidad de error refractivo desarrollado a continuacion en el ojo de un sujeto v/o
reducir la severidad de un desorden relacionado con longitud axial del ojo desarrollada a
continuacion; y/o (e) limitar o prevenir el desarrollo de sintomas caracteristicos de error

refractivo en el ojo de un sujeto y/o un desorden relacionado con la longitud axial del ojo.

En cada uno de estos otros aspectos, el dispositivo Optico terapéutico puede
comprender ademas un lente que induce desenfoque, incluyendo pero sin limitarse a aquellos
revelados en WO 2010/075319 y tal como se ha divulgado previamente. En una modalidad,
los lentes que inducen desenfoque comprenden un difusor hologréfico aplicado a la superficie
los lentes, por ejemplo, tal como se describen los ejemplos de abajo. El difusor holografico
puede usarse, por ejemplo, para propagar los rayos de luz incidentes desde el indicador por un
angulo deseado para producir un desenfoque ligero y de esta manera reducir diferencias de
actividad entre los conos adyacentes. En cualquiera de estas modalidades, el dispositivo optico
terapéutico puede ser de cualquier tipo adecuado, incluyendo pero sin limitarse a
gafas/anteojos y lentes de contacto.

Cualquier sujeto adecuado puede tratarse en estos aspectos, incluyendo personas de 21
arios de edad o mas jovenes, preferiblemente entre las edades de 3-21, 3-20, 3-19, o 3-18 arios.
En otra modalidad que puede combinarse con cualquiera de las modalidades previas, en cuyo
caso el sujeto es susceptible a un desorden relacionado con la longitud axial del ojo, tal como
la miopia. Esta modalidad puede comprender tratar cualquier sujeto en riesgo tal como se
discute en cualquier parte de la divulgacion precedente. En una modalidad particular, el sujeto
es susceptible a un desorden relacionado con la longitud axial del ojo si el sujeto tiene un
haplotipo de gen opsina L: M tal como se expone en la tabla 1.

En una modalidad, la invencion proporciona aqui que pueden usarse. por ejemplo, para
diagnostico de desorden ocular. En ciertas modalidades, un quite la invencion comprende un
conjunto de oligonucleotidos especificos de haplotipo para identificar la presencia o la
ausencia de haplotipo de gen opsina L: M, tales como aquellos identificados en la tabla 1. Por
ejemplo, un kit comprende: un conjunto de pares de cebador para amplificar porciones de
exones 3 y 4 asociados con los haplotipos descritos en la presente, tales como 1, 2. 3. 4. 5, 6.
7, 8,9, 10, 11, 12, o 13 de los haplotipos listados en la tabla 1: un conjunto de muestras que
pueden hibridar a porciones de exones 3 y 4 asociados con los haplotipos descritos en la

presente: y/o un micro arreglo tal como un chip SNP. Los cebadores y muestras pueden
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disefiarse facilmente por aquellos basados en la materia por referencia a una secuencia
asociada con las porciones de exones 3 y 4 asociados con los haplotipos descritos en la
presente, Los microarreglos también pueden disefiarse facilmente y répidamente con
oligonucledtidos de la invencion que corresponden a las porciones de exones 3 y 4 asociados
con los haplotipos descritos en la presente. Como alternativa. Podria hacerse un analisis
usando un instrumento de espectrometria de masas (por ejemplo, un instrumento
MassArray' ™) que permite genotipado en sitios polimérficos conocidos usando cebadores
PCR especialmente disefiados, seguido de espectrometria de masas. Esta técnica es adecuada
para diagnostico de condiciones tales como desordenes de longitud axial descritos aqui. cuyos
fundamentos genéticos son bien entendidos. Un proceso de extension de cebador
MassArray ™ detecta diferencias de secuencia a nivel de nucleétido individual. Una ronda
inicial de PCR amplifica desde ADN gendmico una longitud corta de ADN que rodea ¢l SNP.
Esto es seguido por una extension de base individual de un cebador que se impida
directamente adyacente al SNP. El cebador es extendido dependiendo de la secuencia de la
matriz, dando lugar a una diferencia especifica de alelo en la masa entre los productos de
extension. Esta diferencia de masa permite la diferenciacion entre alelos SMP usando

espectrometria de masas MALDI TOF.

En otra modalidad, la invencién proporciona un modelo de ratén de un desorden
relacionado con longitud axial del ojo tal como se describe en los ejemplos de la presente, que
comprende una proteina de fotos pigmento (L) verde variante, asociada con miopia la
invencion proporciona ademas un modelo de ratén que expresa proteinas de fotopigmento (M)
rojo variante y (L) verde normal o variante, en cuyo caso una proteina variante viene una
secuencia de aminodcidos asociada con miopia. Tales ratones pueden generarse tal como se
describe, por ejemplo, en los métodos proporcionados en la presente. Tales ratones han sido
generados usando el método descrito en la presente, en cuyo caso los ratones heterocigoticos
del método comprenden proteinas de fotopigmento rojo y verde. En ciertas modalidades, un
modelo de raton de la invencion puede usarse para ensayar una intervencion de desorden

relacionado con longitud axial del ojo, tal como una intervencion farmacologica o genética.

En ciertas modalidades, la presente invencion proporciona un medio de
almacenamiento que puede leerse con maquina, que comprenden un conjunto de instrucciones
para causar un dispositivo de diagndstico para la medicion de la proporcion de cono L:M del
paciente o el haplotipo de gen opsina L:M. En otras modalidades, la invencidn proporciona un
medio de almacenamiento que puede leerse con maquina, que comprende instrucciones para
causar que un procesador ejecute pasos de método automatizados para correlacionar un
haplotipo de gen opsina L: M de un paciente y la proporcion de cono L: M para determinar
una prescripcion apropiada de caracteristicas de Optica preventiva para un paciente que esta
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identificado por tener una susceptibilidad a un desorden relacionado con longitud axial del ojo.
Tal como se usa en la presente, el término “medio de almacenamiento que puede leerse con
méquina” incluye discos magnéticos, discos Opticos. memoria orgdnica y cualquier otro
sistema de almacenamiento masivo volatil (por ejemplo, memoria de acceso aleatorio (“RAM™
por Random Access Memory)) o no volatil (por ejemplo. memoria de solo lectura (“ROM™
por Read-Only Memory)) el cual puede leerse por la CPU. EI medio que puede leerse por
computador incluye medio legible por computador cooperante o interconectado, que existe
exclusivamente en el sistema procesador o puede distribuirse entre multiples sistemas
procesadores interconectados que pueden ser locales o remotos al sistema procesador. Tal
como se usa en la presente, “dispositivo de diagndstico™ significa un dispositivo capaz de
llevar a cabo las mediciones de proporcion de cono L: M o la determinacion de haplotipo de
gen opsina L: M para llevar a cabo los métodos de la invencion incluyendo pero no

limitandose a un lector de micro arreglo WO un espectrometro de masas.

Las referencias citadas en la presente en la medida en que proporcionen detalles de
procedimiento u otros a manera de ejemplo, u otros detalles complementarios a aquellos

expuestos en la presente, se incorporan especificamente por referencia.

Aquellos versados en la materia, a la luz de la presente divulgacion, apreciaran que las
modificaciones obvias de las modalidades aqui divulgadas pueden hacerse sin separarse del
espiritu y el alcance de la invencion. Todas las modalidades aqui divulgadas pueden hacerse y
ejecutarse sin experimentacion indebida a la luz de la presente divulgacion. El alcance
completo de la invencion se pone en la divulgacion y en las modalidades equivalentes de la
misma. La descripcion no debe concebirse de manera que restrinja indebidamente el alcance

completo de la proteccion a la cual tiene derecho la presente invencion.
EJEMPLOS

Los siguientes cjemplos, incluyendo los experimentos realizados y los resultados
alcanzados se suministran para propositos ilustrativos solamente y no deben concebirse como
una limitacion de la invencion.

Ejemplo 1

Genes mutantes OPNILW vy OPNIMW en la enfermedad ocular de Bornholm

El locus de miopia de alto grado identificado primero se localizé en el cromosoma
Xq28 y se denomind MYP1 (M. Schwartz, M. Haim, D. Skarsholm, Clinical Genetics 38, 281
(October, 1990)). EIl fenotipo también se conoce como la enfermedad ocular de Bornholm
(BED). y es un sindrome de disfuncion del cono, enlazado a X, con miopia, astigmatismo y

cambios del nervio optico (T. L. Young et al., Archives of Ophthalmology 122, 897 (June,
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2004); U. Radhakrishna er al.. Investigative Ophthalmology & Visual Science supplement
(resumen #3814) (2005): M. Michaelides e al., Ophthalmology 112, 1448 (2005)). Parte del
fenotipo de BED con sindrome de disfuncion de cono enlazado a X es un electroretinograma
de cono anormal (ERG). Los genes OPNILW y OPNIMW residen en Xq28 y codifican fotos

pigmentos de cono responsables de los eventos iniciales que generan ¢l ERG de cono.

Los genes opsina de cono L y M se evaluaron como candidatos para el fenotipo de
BED. Las dos familias de disfuncion de miopia/cono enlazadas a X, no relacionadas, descritas
por Young et al. (T. L. Young ef al., Archives of Ophthalmology 122, 897 (June, 2004)) ticnen
deficiencias de vision a color que son causadas por la ausencia de un gen OPNIMW en
cualquiera de las primeras dos posiciones en el arreglo del gen opsina del cono en la familia de
BED original (M. Schwartz, M. Haim, D. Skarsholm, Clinical Genetics 38, 281 (October,
1990)) y por la ausencia de un gen intacto OPNILW en el caso de la familia de Minnesota
(MN). En una tercera familia que reside en India, los varones afectados (U. Radhakrishna er
al.. Investigative Ophthalmology & Visual Science suplemento (resumen #3814) (2005))
tienen una vision a color normal. El primer gen en el arreglo de opsina del cromosoma X se
amplificd selectivamente v se secuenciaron directamente los exones individuales de los
varones afectados y no afectados en las familias MN, BED1 y de India. Los genes opsina
también se amplificaron selectivamente corriente abajo del primer gen, y los exones se
secuenciaron directamente. Para todos los varones afectados en la familia MN., los genes
opsina (5'-most) de la primera posicion en el arreglo codificaron una opsina M con una
combinacion inusual de aminoécidos especificada por los cordones dimdrficos en el exon 3.
Esta combinacion fue leucina en la posicion de amino acido 153 (L153), valina en la posicion
171 (V171). alanina en la 174 (A174), valinaen la 178 (V178), y alanina en la 180 (A180), de
aqui en adelante abreviada “LVAVA.” El segundo gen en el arreglo codifico una
combinacion de aminoacidos en estas posiciones ("“MVVVAT) tipicamente encontradas en

opsina M en individuos sin anormalidades de vision.

Los miembros afectados de la segunda familia BED no relacionada (BED1) reportada
por Young et al. (T. L. Young et al., Archives of Ophthalmology 122, 897 (June, 2004)) y la
familia de la india (U. Radhakrishna et al.. Investigative Ophthalmology & Visual Science
suplemento (resumen #3814) (2005)) también resultaron tener la combinacion LVAVA | pero
en la opsina L. En estas dos ultimas familias los genes de corriente abajo en varones afectados
codificaron variantes que son tipicas de individuos con visidn normal. Los varones no
afectados en las familias de BED no tenian una variante LVAVA. Como experimento de
control se secuenciaron 261 genes OPNIMW y 320 OPNILW de los varones sin anormalidad

seria de vision. Ninguno de estos genes especificé la combinacion LVAVA.
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Los varones afectados en cinco familias adicionales (M. Michaelides er al.,
Ophthalmology 112, 1448 (2005); M. McClements, M. Neitz, A. Moore, D. M. Hunt, /nvest
Ophthalmol Vis Sci, ARVO E (2010)) y algin otro individuo no relacionado con el fenotipo
BED resultaron tener o bien la combinacion LVAVA o una combinacién similar en la cual
esta presente la isoleucina en posicion 171 (I171) en lugar de valina. Esta combinacion se
denomina “LIAVA™ y se mostr6é previamente por causar que los fotoreceptores fueran no
funcionales en adultos (J. Carroll, M. Neitz, H. Hofer, I. Neitz, D. R. Williams, Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 101, 8461 (2004); M. Neitz
et al.. Visual Neuroscience 21,205 (2004); M. A. Crognale ef al., Visual Neuroscience 21, 197
(2004)). Los miembros afectados de una séptima familia, reportados por tener sindrome de
disfuncion de cono enlazada a X, resultaron tener una mutacion que reemplaza la cisteina
normalmente en posicion 203 con arginina (C203R) tanto en la opsina L. como en la opsina M
(M. Michaelides et al.. Ophthalmology 112, 1448 (2005)), una mutacion conocida por
producir la opsina no funcional (M. Michaelides et al., Ophthalmology 112, 1448 (2005): J.
Winderickx ef al.. Nature Genetics 1,251 (1992); J. Nathans et al., Science 245, 831 (1989)).

Fenotipo de cono de mutacion de opsina de BED en ratones con un reemplazo de gen
dirigido

Aunque las mutaciones LIAVA y C203R encontradas en algunas de las familias han
sido documentadas previamente por causar mal funcion del fotorreceptor del cono, la
combinacion de aminoacidos LVAVA encontrada en muchas familias de BED y su impacto
en la funcion y viabilidad de cono nunca fue identificado. Los individuos con LVAVA
codificados en su gen de pigmento de cono enlazado a X tienen distrofia de cono lo cual
indica que los conos que expresan esta funcion de haplotipo anormalmente y eventualmente se
degeneran. Para verificar la funcion de cono anormal asociada con LVAVA. Se cred una linea
de raton en la cual se reemplazaron exones 2 a 6 del gen opsina M de ratén con exones 2-6 que
contienen ADNc de un gen opsina L. humano que especificé la combinacion LVAVA. Una
linea de raton de control también se cred que era idéntica en del reemplazo la estructura del
gen opsina del cromosoma X cromosoma X excepto que especificod la combinacion LIAIS, lo
cual se encuentra comunmente en individuos con vision normal. Los ratones se ensayaron
usando ON-OFF ERG usando un estimulo de aislamiento de cono L. Las amplitudes de ERG
se redujeron en ratones con la mutacion LVAVA en comparacion con los ratones de control,
de manera consistente con los hallazgos de ERG anormal en los pacientes de BED (T. L.

Young et al., Archives of Ophthalmology 122, 897 (June, 2004)). La onda a-ERG, el
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componente mas asociado con la funcion de fotorreceptor, se redujo en amplitud por la mitad

en el ratdbn LVAVA en comparacion con el raton de control.
Proporcion de cono y severidad del fenotipo BED

En el caso de individuos con la mutacion LIAVA o C203R, dos de los cuales producen
conos que los expresan de manera no funcional, se deja un solo tipo de cono que absorbe en
las longitudes de onda media a larga, teniendo en cuenta sus defectos de vision a color. En el
caso de individuos con la mutacion LVAVA y un defecto de vision a color, los conos que
contienen la funcion opsina LVAVA, pero los dos primeros genes en el arreglo codifican el
mismo tipo de opsina, L para la familia BED1, y M para la familia MN. En contraste en la
familia de india, los conos L expresan los votos pigmento LVAVA que funcionan
anormalmente, pero un opsina M normal se expresa en una subpoblacion de cono separada y

los individuos con miopia BED en esta familia tienen vision a color normal.

Usualmente solamente los dos primeros genes en el gen opsina de cromosoma X estan
expresados. Sin embargo, los pacientes de alta miopia BED/ enlazada a X tienen un gen
opsina enlazado a X que causa la disfuncion de fotorreceptor del cono y ¢l segundo gen
normal. Cada uno de los dos primeros genes opsina del arreglo se expresa en su propio
submosaico de conos y los dos se intercalan de manera aleatoria. Cada una de las mutaciones
encontradas por estar asociadas con miopia alta de BED/enlazada a X produce un desorden de
vision mas debilitante (distrofia de cono en los casos de LVAVA) o uno en ¢l que la funcion
de cono L y M estd totalmente ausente en adultos (monocromaticidad de cono azul en el caso
de LIAVA y C203R) cuando es la tinica opsina L/M expresada en una retina del individuo. Lo
que parece rescatar a los pacientes con alta miopia del fenotipo retinal mas debilitante es la
presencia de un agente pigmento de cromosoma X normal expresado en un submosaico de
conos. Sin embargo, tener los conos normales y mutantes intercalados parece ser responsable

de la miopia alta.

Existe una variabilidad ampliamente dispersa en la proporcion de cono L: M en la
poblacion normal. Una variacion similar en la proporcion de cono se encontré entre los sujetos
de LIAVA BED (Figura 1). Es claro a partir de las imdgenes de la dptica adaptable (AO) que
las mutaciones asociadas con la BED afectan el mosaico del cono, perjudicando de la manera
mas probable la capacidad del ojo de extraer informacion confiable acerca de la presencia de
imagenes bien enfocadas, bien definidas a partir de comparaciones de actividad entre conos
adyacentes y de esta manera interfiere con la emmetropizacion. La creacion de imagenes de
tres individuos mostrd una ilustracion dramética de como el grado de perturbacion de mosaico

de cono se correlaciond con la longitud axial y la severidad de la miopia (Figura 1E).
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En los pacientes de LVAVA BED, los conos mutantes son funcionales pero la
diferencia en respuesta entre conos normales y mutantes es mas grande de lo que seria si se
produjera por dos conos normales, uno en el lado claro y el otro en el lado oscuro de un borde
bien enfocado entre la oscuridad y la luz en una imagen. En la edad adulta los conos que

contienen una oficina con la combinacién LIAVA son completamente no funcionales (J.

Carroll, M. Neitz, H. Hofer, J. Neitz, D. R. Williams, Proceedings of the National Academy of

Sciences of the United States of America (Simposio de la academia nacional de ciencias de los
Estados Unidos de América) 101, 8461 (2004); M. Neitz et al., Visual Neuroscience 21, 205
(2004; M. A. Crognale et al.. Visual Neuroscience 21, 197 (2004); sin embargo, existe la
evidencia de que funcionan hasta cierto punto en la nifiez (L. Mizrahi-Meissonnier, S. Merin,
E. Banin, D. Sharon, Investigative Ophthalmology and Visual Science (Marzo 20, 2010,

2010)).

Por primera vez aqui se determind la etiologia completa para una forma de miopia (es

decir, enfermedad ocular de Bornholm).

Ejemplo 2

Mutaciones de opsina v haplotipos asociados con miopia

Entre los humanos condiciona color normal existe una variacion tremenda en la
secuencias de aminodcidos de las oficinas L y M que ha surgido por medio de una
recombinacién homologa desigual (J. Nathans, T. P. Piantanida, R. L. Eddy. T. B. Shows, D.
S. Hogness, Science 232, 203 (1986): M. Drummond-Borg. S. S. Deeb, A. G. Motulsky,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 86, 983
(1989); B. C. Verrelli, S. A. Tishkoff, American Journal of Human Genetics 75, 363 (2004)).
Por ejemplo, en la muestra de control descrita previamente habia 34 secuencias diferentes de
opsina L en 320 sujetos, y 17 secuencias de opsina M diferentes en 261 sujetos. La proporcion
de conos L a M también varia ampliamente entre los humanos. Por ejemplo, entre los varones
caucasicos condiciona color normal, la proporcion de conos L: M estd en un rango desde 1.1:1
a 19:1, con un promedio de 2.7:1 (J. Carroll, M. Neitz, J. Neitz, Journal of Vision 2, 531
(2002): H. Hofer, J. Carroll, J. Neitz, M. Neitz, D. R. Williams, Journal of Neuroscience 25,
9669 (Oct, 2005)).

Para determinar si una proporcion de cono L: M con error sistematico protegeria contra
la miopia, se grafico la longitud axial media versus la proporcion de cono L: M media para
tres grupos étnicos. Se estimaron previamente las proporciones de cono L: M a partir de ERGs

y la genética para varones auto declarados como caucasicos (n = 86) (H. Hofer, J. Carroll, J.
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Neitz, M. Neitz, D. R. Williams, Journal of Neuroscience 25, 9669 (Oct. 2005): J. Carroll, C.
McMahon, M. Neitz, J. Neitz, Journal of the Optical Society of America A 17, 499 (Mar,
2000)) y africanos (n = 28) (C. McMahon, J. Carroll, S. Awua, I. Neitz, M. Neitz, Journal of
Vision 8, 1 (2008)). La proporcion L: M para una muestra de cinco varones japoneses no
relacionados (n = 5) también fue determinada. Los valores estaban en un rango entre 48.13%
de conos L a 38% de conos, con un promedio de 43.4% de conos L correspondiente a una
proporcion media de 0.8L:1M. Incluso para esta pequefia muestra los resultados indicaron una
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.0001: Mann Whitney U) en la proporcion de
cono L: M media para varones caucasicos frente a varones japoneses (Figura 2). Los datos de
la longitud axial media de Twelker et al. (J. D. Twelker et al., Optometry and Vision Science
86, 918 (2009)) fueron para nifios de 12 afios de edad en su ultimo cumpleanos en las
categorias étnicas blanca, afroamericana y asiatica. El error sistemdtico de la proporcion de
cono L: M tuvo fuertemente asociado de manera negativa con la longitud axial (R* = 0.99). y

de esta manera con la susceptibilidad a la miopia.

La variacion en las sccuencias codificantes de los genes OPNILW y OPNIMW fue
evaluada luego como candidato para causar miopia. Los sujetos fueron 336 varones caucasicos
auto reportados, de 21 afios de edad o mayores, todos los cuales se confirmaron por tener
vision a color normal. Las longitudes axiales y las curvaturas corneas se midieron usando
Zeiss IOL master sin cicloplegia, y su refraccion equivalente esférica (SER) se calculd usando
una ecuacion descrita en los métodos de abajo. Un haplotipo de gen opsina se determino para
cada sujeto amplificando selectivamente y secuencia ando exones 2. 3 y 4 de los genes
OPNILW y OPNIMW. Se crearon haplotipos usando los aminoacidos codificados por
codones 65. 111, 116. 153, 171, 178, 180. 230, 233, y 236 de los genes OPNILW vy
OPNIMW. Se obtuvieron haplotipos completos para 303 sujetos. Los haplotipos se
identificaron como la combinacion de aminoécidos en las posiciones de variante codificadas
por exones 2, 3 y 4. Mads de 50%, o 159 varones, pertenecian a 13 grupos de haplotipo con al
menos 3 sujetos por un grupo (véase Figura 3A). Dentro de cada uno de los 13 grupos de
haplotipo no hubo variacion en los codones 65, 111, 116, 230, o 233 en cualquier gen o en el

codon 236 en los genes OPNIMW.

Dentro de cada haplotipo se esperaba que los sujetos variaran en proporcion de cono, y
los sujetos con una proporcion de cono L: M altamente desviada serian protegidos de la accion
génica de miopia del haplotipo. La SER promedio para cada haplotipo se calculé6 como SER
medio para la mayoria de la mitad miope de los sujetos dentro del haplotipo. El 50% de la
mayoria miope de cada grupo fue considerado con base en la premisa de que estos individuos
tendrian proporciones de cono L: M mas cercanamente iguales y serfan una reflexiéon mas
exacta de que cada haplotipo causara potencialmente miopia. Los haplotipos se dispusieron en
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orden de potencia de miopia con ¢l nimero de haplotipo 1 teniendo ¢l potencial mas pequefio
para causar miopia y el nimero de haplotipo 13 teniendo el mds grande y el potencial de
miopia incrementado desde una SER promedio de -1 a -9 dioptrias (Figura 3A). Un analisis
de varianza en una direccién fue usado para ensayar una asociacion entre haplotipo y
refraccion equivalente esférica (SER); hubo una asociacion altamente significativa (p <

0.0001).

La proporcion de cono L: M de 11 de los sujetos de la Figura 3A fue estimada usando
ERG de centelleo fotoeléctrico y espectros de cono individualizados (J. Carroll, C. McMahon,
M. Neitz, J. Neitz. Journal of the Optical Society of America A 17, 499 (Mar, 2000)). Para
cada uno de los 11 individuos, la SER predicha fue calculada tomando la SER media para el
grupo de haplotipo de la Figura 3A, y escalandola de acuerdo con el porcentaje de conos L
mas M que fueron conos L para cada sujeto. Por ejemplo, si una persona tenia haplotipo 8
(Figura 3A), su potencial de miopia era -4.5 dioptrias. Si esa persona tenia una proporcion de
cono 1:1 se esperaria que tuvieran las -4.5 dioptrias completas de error refractivo. Sin
embargo. si tuviera cerca de 100% de conos L se esperaria que fuera aproximadamente
emmetropico. 75% de los conos L caen a mitad de camino entre una proporciéon de cono 1:1
(50%L) y 100 % de L de modo que una persona con haplotipo 8 y 75% de conos L tendria de

manera predictiva 50% de la (0 -4.5/2 = -2.25 dioptrias).

La SER para cada sujeto fue comparada con la SER predicha por los datos de
haplotipo y proporcion de cono combinados (Figura 3B). El coeficiente de correlacion (R?)
fue de 0.86. lo cual sugiere que el 86% de la SER podria predecirse conociendo el haplotipo
del locus de gen opsina Xq28 y las proporciones de cono L: M para cada sujeto en esta
muestra. La proporcion de cono L: M también estd codificada por la variacion genética en el

arreglo génico de opsina enlazado a X.
Ejemplo 3

Contenido rojo de video juegos causa error refractivo incrementado

El potencial para el contenido rojo de videojuegos para contribuir a la miopia fue
evaluado tal como sigue. Las mediciones de longitud axial de linea bésica fueron obtenidos
para siete sujetos de 18 afios de edad y a intervalos de dos semanas después por dos meses
tiempo durante el cual cada sujeto jugd un videojuego por una hora al dia mientras usaba gafas
especiales. El videojuego estaba en blanco y negro y mientras se jugaba el juego los sujetos
miraban el monitor de computadora a través de un par de gafas en las que el lente derecho era
transparente de modo que los conos L y M estuvieran activados de manera casi igual, y el
lente 1zquierdo estaba ahumado de modo que se activaran solamente los conos L pero no los
conos M. Los datos traficados en la Figura 4A muestra la linea de tendencia de un cambio de
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miopia significativo (p=0.0076) en el ojo izquierdo que miraba los videojuegos rojos en
relacion con el ojo de control derecho de los sujetos. La longitud axial incrementada del ojo
expuesto al videojuego rojo relativo al blanco y negro corresponde a un incremento en el error

refractivo de 1/3 de una dioptria por aio.

Ejemplo 4

Gafas que controlan la distribucion espectral de la luz que alcanza la retina pueden

prevenir miopia

Fue evaluada la capacidad de las gafas modificadas para influir en el crecimiento de la
longitud axial del ojo cuando se usan rutinariamente por nifios. Ambos lentes de las gafas de
estudio tenian la correccion optima para cada sujeto tal como fue determinada por el
optometra de los participantes. Un lente en cada par de gafas fue el lente experimental el cual
estaba ahumado y tenfa un difusor hologréfico aplicado a la superficie. El tinte removi6 la luz
roja y el difusor disperso los rayos de luz incidentes en un angulo de 0.5° para producir un
ligero desenfoque para reducir diferencias de actividad entre conos adyacentes. Los otros
lentes en cada par de gafas fue un lente de control que estaba tinturado con un filtro neutro que
igualmente activaba conos L y M y fue seleccionado de tal modo que ambos ojos estuvieran
expuestos a la misma intensidad de luz el ojo dominante fue identificado para cada sujeto y
por el primer periodo de tres meses todos los sujetos usaron los lentes experimentales en el ojo
dominante. A los sujetos se les ofrecio la oportunidad de re enrolarse después de tres meses y
aquellos que eligieron re enrolarse utilizaron los lentes experimentales sobre el ojo no

dominante durante el segundo periodo de tres meses.

Antes de que los participantes comenzaron a usar los lentes experimentales, las
longitudes axiales de ambos ojos fueron medidas usando el Zeiss IOL Master, que se habia
establecido previamente para producir mediciones exactas irreproducibles en nifios con una
desviacion estandar entre repetidas mediciones de longitud axial en nifios de =0.019 (A.
Carkeet. S. M. Saw, G. Gazzard, W. Tang, D. T. Tan, Optometry and Vision Science 81, 829
(2004). J. Gwiazda er al.. Investigative Ophthalmology & Visual Science 44, 1492 (2003)).
Cada medicion de longitud axial graficada en la Figura 4 fue el promedio de 20 mediciones
para cada ojo. Las caracteristicas de linea de base general de los 13 sujetos enrolados en el
estudio estan dadas en la Tabla 2. La refraccion equivalente esférica (SER) fue determinada
para ambos ojos al inicio del estudio y las mediciones de longitud axial se determinaron para
cada ojo el dia que los niflos recibieron sus gafas modificadas. Los valores dados fueron los
promedios de 20 mediciones para cada ojo. La ultima columna indica cudl ojo tuvo el lente
experimental versus el de control (OS ojo izquierdo, OD ojo derecho).
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Tabla 2
Sujeto’ Sexo - Edad SER SER Long. axial Long. axial Experimental/

DNo. O =" (OD) (0S)  (mm)(OD)  (mm)(OS) Control
Q01 = 12 -1.50 -1.50 25.18 2527 oD/OS
002 F 13 -3.75 -3.25 24,76 2495 QS/OD
003 F 14 -7.875 -8.125 27.53 27.84 OD/OSs
004 M 11 -3.25 -3.25 23.96 23.93 0S/0D
0S/0OD

005 F 9 -2.75 -3.00 24 80 24 .86 oD/OS
OS/0D

006 F 11 -1.60 -1.375 22.93 23.08 ODIOS
oDIOS

007 M 8 -1.50 -1.50 25.25 2517 0S/0D
CD/OS

008 M 13 -1.75 -1.50 24,39 24.54 0S/OD
QS/OD

009 F 10 -2.125 -2.125 25.88 25.98 0OD/OS
010 F 11 -1.375 -1.375 24 .15 2410 QS/0D
011 M 8 -1.60 -1.50 24.08 24.09 oD/OSs
OS/0OD

012 M 11 -1.125 -1.25 23.21 23.46 0D/OS
QOS/0OD

013 M 12 -4 .00 -3.75 2585 2577 OD/OS

Todos los participantes completaron el estudio con el ojo dominante como 0jo

experimental y el otro como un control interno. Siete participantes se enrolaron para completar

el estudio una segunda vez pero con el lente experimental en el 0jo no dominante. Cual lente y
por lo tanto cual ojo tenia el lente experimental versus el ente de control se encuentra listado
en la Tabla 2. La refraccién equivalente esférica (SER) inicial fue medida mediante un auto
refraccion cicloplégica para determinar elegibilidad para el estudio, y se encontro en el rango
desde un minimo de -1.00 hasta un maximo de -8.50 dioptrias. Las longitudes axiales de linea
de base estaban en un rango desde 22.93 a 27.53 milimetros (mm) para ¢l ojo derecho (OD) y

desde 23.08 a 27.84 mm para ¢l ojo izquierdo (OS).

El crecimiento de longitud axial fue la medida resultante primaria usada para evaluar el
efecto del lente experimental versus el lente de control durante los tres meses. El crecimiento
relativo de la longitud axial se determind para los veinte ojos que utilizaban los lentes
experimentales y para los veinte ojos que utilizaban los lentes de control. Las curvas de
crecimiento para cada uno de los 20 ensayos demostraron la diferencia dramatica en el grupo
experimental versus el grupo de control (Figura 4B and C). Las curvas de crecimiento para
ojos que utilizaron el lente experimental se atinaron alrededor de la linea de base lo cual
representa una reduccion en la elongacidn del ojo. mientras que las curvas de crecimiento para

ojos que utilizaron el lente de control se desviaron hacia el crecimiento positivo lo que
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representa elongacion continua del ojo. 16 de los 20 ensayos siguieron el patrén de
crecimiento cuando el lente experimental redujo crecimiento y el lente de control tuvo
crecimiento continuo. En total, las diferencias normalizadas en la longitud axial entre los ojos
de control y experimentales fueron evaluadas por un test t de 2 muestras emparejadas. La
diferencia absoluta en el crecimiento entre los dos ojos alcanzo significado estadistico para el
dia 30. como un grupo. Individualmente, la fecha cuando la diferencia de crecimiento entre los

dos ojos alcanzd importancia estaba en ¢l rango desde el dia 30 hasta el dia 75.

La tasa de elongacion axial para ojos que utilizaban lentes experimentales versus lentes
de control también fue evaluada (Figura 4D). El crecimiento de longitud axial promedio en
los ojos que utilizaban el lente experimental fue de 0.06340.33 pm/dia (media + SE), mientras
que la tasa de crecimiento de longitud axial promedio en los ojos que utilizaron el ente de
control fue de 1.43+0.24 pm/dia. Nuevamente. 16 de los 20 ensayos resultaron en tasa
reducida de clongacion axial para el ojo que llevaba el lente experimental versus el ojo que
llevaba el lente de control. La reducciéon en la tasa de crecimiento total en el grupo
experimental relativa al grupo de control fue significativa estadisticamente (p = 0.0019,

Figura 4D).

En promedio, los ojos que llevaban el lente experimental crecieron cerca de tres veces

mas lento que los ojos que utilizaron el lente de control.



Métodos

Ensayo de la vision a color: los participantes fueron seleccionados por la presencia de una
deficiencia vision a color rojo-verde heredada usando el anomaloscopo de Nagel y el ensayo

de placa pseudoisocromatica Richmond HRR edicion de 2004.

Determinacion de la proporcion de cono L:M: las proporciones de cono L:M se estimaron
usando fotometria de centelleo v genética tal como se describi6é previamente (H. Hofer, J.
Carroll, J. Neitz, M. Neitz, D. R. Williams, Journal of Neuroscience 25, 9669 (Oct, 2005): J.
Carroll, C. McMahon, M. Neitz, J. Neitz, Journal of the Optical Society of America A 17, 499
(Mar, 2000)).

Formacion de imdgenes dpticas adaptables: las imagenes de la retina se obtuvieron usando
Optica adaptable al como se ha descrito previamente (J. Carroll, M. Neitz, H. Hofer, J. Neitz,
D. R. Williams. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 101, 8461 (2004): 1. Carroll et al., Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 106. 20948 (2009): J. Carroll ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
entregado (2010)).

Longitud axial, curvatura corneal y refraccion equivalente esférica (SER): las longitudes
axiales y las curvaturas de la cornea para ambos ojos se mediran para cada sujeto utilizando el
Zeiss IOL Master, y la refraccion equivalente esférica (SER) predicha se calculd usando una
formula derivada de una regresion linecal de un conjunto de datos de las SERes reales,
longitudes axiales (AL) y curvaturas de la cornea (CC) de un grupo de 400 sujetos varones. La
formula es: SER =-(AL * 2.03 + 0.94 * CC) + 88.58, donde el valor para AL fue el promedio
de 20 mediciones por ojo, y CC fue el promedio de dos métodos diferentes de medir curvatura

de la cornea. Las mediciones se hicieron para ambos ojos.

Analisis genético: se aisl6 ADN a partir de sangre entera o de frotis bucal usando el kit
PureGene. La reaccion en cadena de polimerasa fue usada para amplificar selectivamente los
genes OPNILW y OPNIMW, y se secuenciaron directamente los exones 2, 3. y 4 tal como se
ha descrito previamente (M. Neitz et al.. Visual Neuroscience 21, 205 (2004)). PCR
cuantitativa en tiempo real fue realizada sobre una muestra de ADN de cada sujeto para
estimar el numero relativo de genes OPNILW y OPNIMW usando los ensayos descritos

previamente (M. Neitz, J. Neitz, Color Research & Application 26, S239 (2001)).
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Investigacion de sujetos humanos: toda la investigacion de los sujetos humanos se realizo
bajo protocolos aprobados por IRB en la Universidad de Medicina de Wisconsin y se

siguieron las doctrinas de la Declaracion de Helsinki.

Constructos de raton knock-in/knock-out. El vector diana se disefi¢ para reemplazar el gen
OPNIMW de ratén endégeno en el cromosoma X con un ADNc de opsina L humano. El
brazo de homologia 5' fue de 11,917 bp en longitud que se extiende desde la posicion de
nucledtido 71,366,218 que estd corriente arriba del gen OPNIMW en el cromosoma X del
raton a través del codon 65 del exon 2 del gen OPNIMW de raton (posicion de nucleotido
71,378.135 julio de 2007 versién de ensamblaje de genoma de ratén). La mutagénesis
dirigida en sitio (kit QuickChange, Stratagene) se us¢ para alterar los codones de raton 38, 62,
y 65 para codificar los mismos aminoécidos que los codones correspondientes en OPNILW
humano. Los aminoécidos 58 y 62 no varian entre OPN1LWs humanos pero el codon 65 si, y
en nuestro constructo Este codon especifica treonina (T65). El codon de raton 58 fue
cambiado de ACC a GTC, el coddn de raton 62 fue cambiado de CTT a TTT. y el codén de
ratén 65 fue cambiado de GTT a ACT. Un segmento de ADNc humano del plasmido hs7 (M.
Drummond-Borg, S. S. Deeb, A. G. Motulsky, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 86, 983 (1989)) que se extiende desde ¢l codon 66 a
través de las sefiales de poliadenilacion (nucledtido 1679 en plasmido hs7 mds 142 pares de
base del polienlazador de hs7 fue liquidado en el marco al brazo de homologia 5'. Un casete
PGK-NEO flanqueado por lados de lox P se lictia corriente abajo del fragmento de ADNc
humano, y corriente abajo de aquel que se ligé al brazo de homologia 3' que se extiende desde
el nucleotido de cromosoma X de raton 71,389,460 a 71,392,250. El brazo de homologia 3'
corresponde a un segmento de 2823 pares de bases dentro del intrén 5 del gen OPNIMW de
raton. Todos los vectores se confirmaron mediante secuenciacion directa del vector completo.
La creacion del vector final usado y de los ratones knock-in/knock-out fue hecha por Ozgene
Inc. Los constructos diana se electroporaron en células madre embrionarias, y las células
resistentes a neomicina fueron privadas mediante hibridacion Southern para eventos
correctamente dirigidos y confirmados mediante secuenciacion. Los ratones que muestran
trasmision de linea germinal del locus dirigido correctamente se apalearon en ratones Cre para
borrar el casete PGK Neo. Los animales se seleccionaron mediante PCR para el locus
finalmente alterado y se confirmaron mediante secuenciacion directa. Al recibir ratones
progenitores de Ozgene, el ADN gendmico de cada raton fue secuenciado para confirmar la

presencia del locus correctamente dirigido.



La expresion génica en el locus dirigido fue controlada por las secuencias de ADN
regulatorias de raton endogeno y la cola del terminal N de la opsina codificada correspondi6 a
aquella codificada por eleccion 1 de raton. La porcién del término N codificada por exon 1
difirié del humano en que se borraron los aminoacidos 4 a 8 y la secuencia difiri6 en 7 otras
posiciones tal como sigue: treonina en vez de alanina en posicion 11, dcido glutamico en vez
de arginina en posicion 13, glutamina en vez de histidina en posicion 14, treonina en lugar de
prolina en posicion 13, leucina en vez de glutamina en posicion 16, histidina en vez de serina
en posicion 18, y lisina en vez de arginina en posicion 37. Las oficinas L humanas varfan en
posiciones de amino 4cido 65, 111 y 116 codificadas por exon 2 y 230, 233 y 236 codificadas
por exon 4. El locus dirigido especificod T65, 1116, S116, 1230, A233 y M236. Dos versiones
del locus dirigido se construyeron respecto de la secuencia de aminodcidos especificada por el
exon 3. El locus de control especificado L1153, 1171, A174, 1178, S180 (LIAIS) el cual
corresponde a la secuencia encontrada en opsinas L de chimpancé, y mutante bajo estudio

especificado L153, V171, A174, V178, A180 (LVAVA).

ERGs de raton: los ratones se anestesiaron con Ketamina/xilazina y se mantuvieron en una
mesa caliente durante todo el experimento. El electrodo de registro se coloco en la cornea. el
clectrodo de referencia se coloco debajo del parpado y el electrodo de tierra estaba tocando la
lengua. ERGs de encendido-apagado (alternando 30s de encendido 30s de apagado OFF) se
realizaron usando estimulos LED de 525 nm a 5 intensidades de luz diferentes (0.3 log pasos
de intensidad) controladas mediante modulacion de amplitud de pulso. Las luces de 525 nm
producen respuestas mediadas por opsina de cono L humana codificada por los transgénicas
pero no por la opsina UV de ratéon endégeno. El registro se realizé en condiciones adaptadas

de luz en las que se saturaron barras.

Debe entenderse que la divulgacion precedente hace énfasis en modalidades

especificas determinadas de la invencion y que todas las modificaciones alternativas

o

equivalentes a la misma estan dentro del espiritu y del alcance de la invencion tal como se

o

expone en las reivindicaciones adjuntas.
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Reivindicaciones

1.

Un método para determinar ¢l potencial de dia de un paciente, el cual comprende:

a) ensayar una muestra bioldgica obtenida del paciente para determinar el haplotipo
del gen china L: M del paciente; y

b) correlacionar el haplotipo con una refraccion equivalente estérica predicha.

El método de la reivindicacion uno donde el haplotipo del gen opsina L: M es uno de

los haplotipos 1 a 13 tal como se expone en la tabla 1.

El método de las reivindicaciones 1 o 2, que comprende ademas los pasos de:
a. determinar la proporcion de cono L: M en un ojo del paciente; y

gen opsina L: M y la proporcion de cono L: M

o

b. correlacionar el haplotipo del
con una refraccion equivalente esférica predicha.
Un método para diagnosticar la susceptibilidad de un paciente a un desorden
relacionado con la longitud axial del ojo, ¥ el método comprende ensayar una muestra
biologica obtenida del paciente para una combinacion particular de aminoacidos en el
gen opsina L o el gen opsina M del paciente, en cuyo caso el paciente susceptible a un
desorden relacionado con la longitud axial del ojo si estd presente una de las
combinaciones de amino acido mostradas en la tabla 1.
Un método para diagnosticar susceptibilidad de un paciente a un desorden relacionado
con la longitud axial del ojo: el método comprende:
a. ensayar una muestra biologica obtenida del paciente para determinar el
haplotipo del gen opsina L: M del paciente: y
b. correlacionar el haplotipo con una refraccion equivalente esférica predicha:
en cuyo caso el paciente susceptible a un desorden relacionado con la longitud axial

del ojo si la refraccion equivalente esférica predicha es una dioptria negativa.

El método de la reivindicacion cinco, donde el haplotipo del gen opsina L: M es uno de
los haplotipos 1 a 13, tal como se expone en la tabla 1.
El método de las reivindicaciones cinco o seis que comprende ademas los pasos de:

a. determinar la proporcion de cono L: M en un ojo del paciente; y

b. correlacionar el haplotipo del gen opsina L: M y la proporcion de cono L: M

con una refraccion equivalente esférica predicha.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 5-7, donde el desorden relacionado
con la longitud axial del ojo es miopia.
Un método de tratamiento del desorden relacionado con la longitud axial del ojo que

comprende:



a. ensayar una muestra biolégica obtenida de un paciente para determinar el
haplotipo del gen opsina L: M del paciente;

b. determinar la proporcion de cono L: M en un ojo del paciente:

c. correlacionar el haplotipo y la proporcion de cono L: M con una refraccion
equivalente esférica predicha:

d. proporcionar al paciente un dispositivo terapéutico que comprende un filtro
dependiente de los de onda si la refraccion equivalente esférica predicha del
paciente es una dioptria negativa.

10. El método de la reivindicacion nueve donde el haplotipo del gen opsina L: M es uno de
los haplotipos 1 a 13. tal como se expone en la tabla 1.

11. El método de las reivindicaciones 9 o 10 donde el filtro dependiente de longitud de
onda bloquea la luz roja.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 9-11, donde el filtro dependiente de
longitud de onda bloquea la luz verde.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 9-12, donde las longitudes de onda
tiltradas por el filtro dependiente de longitud de onda se seleccionan con base en el
haplotipo de gen opsina L: M y la proporcion de cono L: M del paciente.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 9-13, donde el dispositivo terapéutico
es un par de gafas que comprenden lentes que inducen desenfoque.

15. EI método de la reivindicacion 14 donde los lentes que inducen desenfoque inducen un
desenfoque mediante uno o mas de: pequeifias protuberancias o depresiones en una o
ambas superficies de los lentes; inclusiones dentro de los lentes de un material
diferente del material del lente: y recubrimientos o peliculas aplicadas a una o ambas
superficies de los lentes que producen desenfoque por difraccion. dispersion o
difusion.

16. E1 método de cualquiera de las reivindicaciones 9-13, donde el dispositivo terapéutico
comprende lentes de contacto inducen desenfoque.

17.El método de la reivindicacion 16, donde los lentes de contacto que inducen
desenfoque inducen un desenfoque mediante uno o mas de: inclusiones dentro de los
lentes de un material diferente del material de lente; incorporacion de aberraciones de
nivel superior en los lentes: y recubrimientos o peliculas aplicados a una o ambas
superficies de los lentes que producen desenfoque mediante difraccion. dispersion o
difusion.

18. Un micro arreglo que comprende un conjunto de oligonucledtidos especificos de alclo

capaz de identificar al menos uno de los haplotipos 1 a 13, tal como se expone en la

tabla 1.
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19.

20.

21.

22,

23.

24,

26.

27

28.

29,

30.

Un kit que comprende:

a. al menos un par de oligonucleotidos que pueden identificar al menos uno de los

haplotipos 1 a 13, tal como se expone en la tabla 1.y

b. instrucciones para el uso.
Un kit que comprende un ensayo para detectar al menos uno de los haplotipos 1 a 13.
tal como se expone en la tabla 1.
Un modelo de ratén de un desorden relacionado con longitud axial del ojo, donde el
modelo de raton comprende proteinas de fotopigmento rojo variante asociadas con
miopia.
El modelo de raton de la reivindicacion 21 que comprende ademds proteinas de
fotopigmento verde.
El modelo de razon de la reivindicacion 22 donde las proteinas de foto pigmento verde
son proteinas de foto pigmento opsina L variante asociadas con miopia.
Un método para detectar la introduccion de error refractivo en el ojo de un sujeto
causado por exposicion a pantallas indicadoras, el cual comprende que el sujeto utilice
un dispositivo Optico terapéutico que comprende un filtro dependiente de longitud de
onda capaz de bloquear preferencialmente la luz roja que emana de la pantalla
indicadora antes de entrar al ojo del sujeto, por lo cual limita la introduccién de error

refractivo en el ojo del sujeto.

. Un método para limitar el desarrollo de un desorden relacionado con longitud axial del

o0jo en sujeto. el cual comprende que el sujeto utilice un dispositivo optico terapéutico
que comprende un filtro dependiente de la longitud de onda capaz de bloquear
preferentemente la luz roja que emana de una pantalla indicadora antes de entrar al ojo
del sujeto, de esta manera limitando el desarrollo de un desorden relacionado con la
longitud axial del ojo en el sujeto.

El método de la reivindicacion 25 donde el desorden relacionado con la longitud axial
del ojo es miopia.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 24-26 donde el dispositivo optico
terapéutico comprende ademas lentes que inducen desenfoque.

El método de la reivindicacion 27, wherein the blur-inducing lens comprises a
holographic diffuser applied to the lens surface.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 24-28 donde el dispositivo optico
terapéutico comprende gafas

el método de cualquiera de las reivindicaciones 24-28 donde el dispositivo optico

terapéutico comprende lentes de contacto.

30



31.

32.

33.

34.

W
h

El método de cualquicra de las reivindicaciones 24-30 donde la pantalla indicadora se
selecciona del grupo que consiste de un monitor de computadora, un monitor de la
tableta. una pantalla de television, una pantalla de dispositivo manual, una pantalla de
videojuego, un dispositivo indicador montado en la cabeza de una pantalla de cine.

T el método de cualquiera de las reivindicaciones 24-31 donde el sujeto tiene 18 afios o
menos.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 24-32, donde sujeto es susceptible a un
desorden relacionado con la longitud axial del ojo.

El método de la reivindicacion 33 donde el sujeto es susceptible a un desorden
relacionado con la longitud axial del ojo si el sujeto tiene un haplotipo de gen opsina

[.:M tal como se expone en la tabla 1.

. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, donde el haplotipo del gen opsina

L: M del paciente se determina usando espectrometria de masas.

Traduccion realizada por Rafael Baracaldo
ID-246279\WPC20313
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RESUMEN

La invencidn proporciona métodos para diagnosticar desordenes relacionados con la
l6gica axial del ojo, incluida la miopia. La invencion también proporciona métodos para tratar
y limitar los desordenes relacionados con la longitud axial del ojo, incluida la miopia.
Adicionalmente, la invencién proporciona ciertos haplotipos asociados con desordenes

relacionados con la longitud axial del ojo. incluida miopia y enfermedad ocular de Bornholm.
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LW~V W =

SER predicha (dioptrias)
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© CAVELIER ABOGADOS

Espacio reservado para el adhesivo de radicacién

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DELEGATURA PARA LA PROPIEDAD INDUSTRIAL
FORMULARIO PARA OTORGAR PODER A ABOGADO
EN LOS TRAMITES DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

1.  Datos del otorgante
[0 Persona Natural Persona Juridica

UNIVERSITY OF WASHINGTON THROUGH ITS CENTER FOR COMMERCIALIZATION

Nombre o denominacion/Razén Social completa(En caso de que haya méas de un solicitante, relacidnese en hoja adjunta

— ]
Nombre del Representante__\ oolcd & a‘J\Ji’.')("‘H"\

Nacionalidad/Pais de constitucion Direccion del otorgante

Estado de . Estados Unidos de América 4311 11" Avenue NE, Suite 500, Seattle,
Washington 98105-4608, Estados Unidos de
America -

Direccién Electréonica No. Fax Numero Telefénico

clientes@cavelier.com 2118650 3473611

2. Datos del Apoderado

Principal

Luz Clemencia Suarez de Paez 35.456.344 23.555

Primer Suplente

Jorge Chavarro Aristizabal 16.209.330 40.119

Segundo Suplente

Oscar Correa Barbosa 79.524.634 71.027

Tercer Suplente

Edna Darmely Sarmiento Charry 52.006.265 65.794
Apellidos y Nombre Documento de Identificacion T.P.(sélo abogados Profesionales)

Nacionalidad/Pals de constitucion Direccién del Apoderado

Colombiana Carrera 4 No. 72-35, Bogota, Colombia

Direccion Electronica No. Fax Numero Telefénico

cavelier@cavelier.com 2118650 : 3473611

oAutorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones sean
enviadas a través de la direccion de correo electronico.

P100-FO6 vrl (2012-04-19)



© CAVELIER ABOGADOS

Mediante el presente documento, la persona indicada en el punto 1 de este documento nombra a las personas
que se identifican en el punto 2 como sus apoderados en los términos del articulo 66 del Cdédigo de
Procedimiento Civil, para las actuaciones que se relacionan a continuacion.

3. Actuaciones en cuestion:
Este poder concierne:
Todas las solicitudes y/o registros actuales y futuros del otorgante.

[ La(s)siguiente(s)solicitud(es)y/o registro(s):

NOMBRE NUMERO DE SOLICITUD O REGISTRO

Nota: Si el espacio anterior no es suficiente, por favor relacione las actuaciones en hoja
anexa.

4. Alcance del poder:

Confiero expresamente al (los) apoderado(s) todas las facultades legales para que
represente mi(s) interés(es) en la(s) actuacion(es) sefnalada(s) en el punto 3 de este
documento, incluyendo: '

Desistir de la(s)solicitud(es) y de la demas actuaciones
Renunciar a los derechos del registro de signos distintivos o de nuevas creaciones
Transigir

Recibir

Conciliar

Ratificar los actos de agentes oficiosos

5. Firma ' T T ]

L od L‘ O 22 CBncna, o -r‘_‘-:'.iif.':;r'g}i‘-"é’
Nombre del Firmante LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
(Signer’s name) p Firma del Apoderado

— 1, 0057 A

. : ' " = e M 0 =
Fifrqg/(signature) \ TP No. 23.555 T S38y

Tarjeta Profesional
-/,)-,1_ Wg I ’5 , 2013
F@Ha (Date)

WPC20313\D-243260
P100-F06 vrl (2012-04-19)



CAVELIER

ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N 7235
BOGOTA, 8~ COLOMEIA

374

CESION

ASSIGNMENT

Yo, (nosotros) abajo firmado (s)

1 (we), the undersigned

(1) Jay NEITZ

(1) Jay NEITZ

(2) Maureen NEITZ

(2) Maureen NEITZ

domiciliado(s) en

of

2602 NW 97" Street, Seattle, Washington 98117,
Estados Unidos de América

2602 NW 97" Street, Seattle, Washington 98117, United
States of America

declaro{amos) bajo juramento ser tinico(s) y verdadero(s) inventor(es)

de la invencibn:

state(s) under oath to be sole and true inventor(s) of the invention:

METODOS PARA DIAGNOSTICAR Y TRATAR

METHODS FOR DIAGNOSING AND TREATING

DESORDENES RELACTONADOS CON TA T.ON-—

EYE-LENGTH RELATED DISORDERS

GITUD AXTAL, DEL QJO

declaro(amos) asi mismo que cedo(emos) y transfiero(erimos), sin
limitacién, a favor de la sociedad

state as well, that assign, without reservations or limitations in favour
of

UNIVERSITY OF WASHINGTON THROUGH ITS
CENTER FOR COMMERCIALIZATION

UNIVERSITY OF WASHINGTON THROUGH ITS
CENTER FOR COMMERCIALIZATION

constituida y existente de conformidad con las leyes de

Estado de , Estados Unidos de América

a corporation constituted and existing in conformity with the laws of

State of the , United States of America

domiciliada en

domiciled in

4311 11" Avenue NE, Suite 500, Seattle,
Washington 98105-4608, Estados
Unidos de América

4311 11" Avenue NE, Suite 500, Seattle,
Washington 98105-4608, United States of
America

todos los derechos inherentes a dicha invencién y que la citada
Compafifa queda facultada para solicitar en su nombre la patente de
invencién correspondiente en la Repiblica de Colombia.

© CAVYELIER ABOGADOS
WPC20313\10-243261

all rights inherent to said invention and that the above mentioned
company hereby is enabled to apply, in its name, for the corresponding
patent invention, in the Republic of Colombia

JUN 282013-

b



Dado y firmado hoyf’(liivcn and signed this {') (p / 2 5 / 20 1 }
e _ SeatllE, wa.s’bmfﬁm " LS A

porby Jay NEITZ

)~ 7
Vavieaws

Dado y firmado hoy/Given and signed this o (Q /25/?20/3
ein _ SEATILE , WASH/MNETAN USA

porby Maureen NEITZ

Firma/Signature )%‘92
240N

© CAVELIER ABOGADOS

WPC20313UD-243261

JUN 282013

Y



e

98

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
i A

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 0068336

Bogota D.C., Julio 10 de 2013 - 12:14:44

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

TIPO PAGO BANCQO

* %k

*** Soporte del Pago
CUENTA No PAGO

FECHA PAGQ VR PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 562582716

10/07/2013 10.505.000.00

ok

*** Conceptos Pagados

Ve UNDITARIO Ve CONCEPTO

CANT. RENTISTICO CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 IRAMITES DE SOL DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00

SON: *QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Res‘gonsable
Recibo de Caja A eaﬁExpedlente No.

(oL 2055 -

Sede Contro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Waob: www.sic.gov.co e-mai; info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linoa: 018000-910165 Call Conter: (571) 6513240

o Jubie 10 de 2013 - 12:14:49

T

Tra 11 PATENTEIYI Eve: 378 FASENACIONAL
Act. 411 PRESENTACION Folios: &0

Fecha: 2012-07-15 16:44.29

3500.990.00

@(_ii

\




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

iy
RECIBO DE CAJA
) No. 13 - 0068439
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Julio 10 de 2013 - 12:18:18
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQ BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGQ VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 196843290 10/07/2013 9.875.000.00

*x K

*** Conceptos Pagados

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 3 PROC._REGISTRO DE MARCAS Y LEMAS 750.000.00 750.000.00
COMERCIALES o
- MR $750.000.00

SON: **SETECIENTOS CINC /EKTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE™*

Responsable:

Recibo de Caja Aplicad Expediente No.
v

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

WA

3-16
R NUEVASCR
F 13-07-15 16:44:28 Dep. 2020 DI
rr?;:h1a1 2I:ll'ATEI'\!'I'EI‘HI Eve: 378 FASEMNACIONALI

Act 411 PRESENTACION Folios: 50

Y
Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co  e-mai: infof@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linoa: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Julio 10 de 2013 - 121628




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD FASE NACIONAL PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int Cl: C12Q 001/068

22) Fecha de solicitud:

(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais

61/432,984 2011/01/114

us

(71)Solicitante(s) ~ UNIVERSITY OF WASHINGTON THROUGH

ITS CENTER FOR COMMERCIALIZATION

(72) Inventor(es)  JAY NEITZ

MAUREEN NEITZ

(74) Apoderado: ~ LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  2013/08/14

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 2012/01/13
No. de solicitud PCT/US2012/021185

(87)

Publicacion internacional
Fecha: 2012/07/19
N° publicacién: WO 2012/097213 A3

(54) Titulo: ~ METODOS PARA DIAGNOSTICAR Y TRATAR DESORDENES RELACIONADOS CON LA LONGITUD AXIAL DEL 0JO

Resumen:

La invencion proporciona métodos para diagnosticar
desdrdenes relacionados con la logica axial del ojo, incluida la
miopia. La invencion también proporciona metodos para tratar
y limitar los desérdenes relacionados con la longitud axial del
0jo, incluida la miopia. Adicionalmente, la invencion
proporciona ciertos haplotipos asociados con desordenes
relacionados con la longitud axial del ojo, incluida miopia y

enfermedad ocular de Bornholm.

Fig.3
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Industria y Comercio SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO  Eg

SUFERTRTEND &8N &TA

i

g ——

11 PATENTEIYII _!
13.411 PRESENTACION Folios' 50

PATENTE DE INVENCION D MODEI

Indicacion que se solicita una pat
Datos de Identificacion del solicitan.c u ue 1a persona gque presenta la solicitud
Descripcidn de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

OO0

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento) .

o, Completa D ' e ° Incompleta ]:]

PATENTE DE INVENCION PCT || 1ODELO DE UTILIDAD PeT [ Art33 Decisisn 486100, Cireutar Unica

Indicacién que se solicita una PCT
Copia de la solicitud en espanol, tal como fue presentada Inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumeny)

Dibujos de ser estos pertinentes

HINRERN

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa * D “Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Decision 486/00)

Indicacién que se solicita Disefio industrial : : 3 ’ |

Datos de identificacién del solicitants o de la persona que presenta la solicitud

‘ l—_—l Representacion grafica y fotogréfica de! Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio '

Comprobante-de pago de las tasas establecidas

-, Completa I ’ " Incompleta D ]

ESQUEWA DE TRAZADO | | " (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacién que ss solicita un esquema de trazado
Datos de-identificacion del solicitante o de la persbna que presenta la solicitud-

Representacién grafica de un esquema de trazado

U

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D C Incompleta D

PI02-F08 (2009-11-18)



