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DESCRIPCION
Expresién transgénica selectiva de tejidos
ANTECEDENTES DE LA DIVULGACION

[0001] La terapia génica ha sido reconocida desde hace mucho tiempo por su enorme potencial en la forma en que
abordamos y tratamos las enfermedades humanas. En lugar de depender de medicamentos o cirugia, los pacientes,
especialmente aquellos con factores genéticos subyacentes, pueden ser tratados atacando directamente la causa
subyacente. Ademas, al atacar la causa genética subyacente, la terapia génica tiene el potencial de curar eficazmente a
los pacientes o proporcionar un tratamiento sostenido durante un periodo de tiempo mas largo. Sin embargo, a pesar de
esto, las aplicaciones clinicas de la terapia génica aln requieren mejoras en varios aspectos. Un érea de preocupacion
son los efectos fuera del objetivo. Un enfoque atractivo para abordar los efectos no deseados es dirigir la expresiéon génica
de la terapia génica a los tipos de células o tejidos de interés, o los tipos de células o tejidos objetivo. Como tal, existe la
necesidad de identificar elementos y métodos de uso de los mismos para dirigir la terapia génica o la expresién génica a
un tejido o tipo de célula de interés.

[0002] El documento WO 2012/087983 se refiere a ARN largos no codificantes (ARNInc) asociados a Polycomb,
bibliotecas y fragmentos de esos ARNnc, acidos nucleicos inhibidores y métodos y composiciones para dirigirse a ARNInc.
El documento WO 2007/078599 se refiere a composiciones, kits, ensamblajes, bibliotecas, matrices y métodos de alto
rendimiento para la caracterizacién estructural y funcional a gran escala de elementos reguladores de la expresiéon génica
en un genoma de un organismo, especialmente en un genoma humano.

RESUMEN DE LA DIVULGACION
[0003] La presente invencion es tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

[0004] Existe una necesidad considerable de dirigir la terapia génica y la expresién génica/transgénica de la misma al
tejido y/o tipo de célula deseado in vivo, lo que puede disminuir los efectos fuera del objetivo, aumentar la eficacia
terapéutica en el tejido y/o tipo de célula objetivo y aumentar la seguridad y la tolerancia del paciente al reducir la dosis
efectiva necesaria para lograr la eficacia.

[0005] En este documento, se proporcionan composiciones y métodos para la expresion selectiva de un transgén en un
tejido o tipo de célula objetivo sobre uno o mas tipos de células o tejidos no objetivo. Las composiciones y métodos para
la expresién selectiva de un transgén comprenden uno o mas elementos reguladores (ER) que, cuando se unen
operativamente a un transgén (por ejemplo, una subunidad de canal i6nico o un regulador de neurotransmisor, 0 una
proteina de unién a sintaxina), pueden facilitar o dar como resultado en la expresion selectiva o preferencial del transgén
en un tejido o tipo de célula objetivo (por ejemplo, neuronas de parvalbimina (PV)) en comparacién con uno o mas tipos
de células no objetivo (por ejemplo, células no PV). Los ER pueden ser secuencias que no ocurren naturalmente. Las
energias renovables pueden ser elementos reguladores de origen humano. Los ER pueden comprender una secuencia
de una especie no humana, como un mono, un perro, un conejo o un ratén. En algunos casos, las composiciones descritas
en el presente documento se administran en una célula in vivo, ex vivo o in vitro usando un vector viral y/o particulas
virales, tales como virus adenoasociados (AAV) o lentivirus. En algunos casos, las composiciones descritas en el presente
documento se administran en una célula como terapia génica. También se contemplan en el presente documento
composiciones para uso en el tratamiento de una afeccién o trastorno neurolégico asociado con un defecto genético en
el SNC. En algunos casos, el tipo de célula o tejido relevante afectado por el defecto genético es una célula PV. En
algunos casos, la afeccién o enfermedad neurolégica es el sindrome de Dravet, la enfermedad de Alzheimer, la epilepsia
y/o las convulsiones. En algunos casos, la afeccién o enfermedad neurolégica es un trastorno psiquiatrico (por ejemplo,
esquizofrenia, trastorno obsesivo compulsivo, adiccion, depresién, ansiedad, psicosis); un trastorno del espectro autista
(p. €j., sindrome de X fragil, sindrome de Rett), epilepsia (p. €j., encefalopatia traumatica crénica, epilepsia generalizada
con convulsiones febriles plus (GEFS+), encefalopatia epiléptica, epilepsia del I6bulo temporal, epilepsia focal, esclerosis
tuberosa); o neurodegeneracién (p. ej., enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson). En algunos casos, la
afeccién o enfermedad neurol6gica es cualquier afeccién o enfermedad relacionada con convulsiones y/o epilepsia en la
que estan implicadas las neuronas PV.

[0006] La presente invencién se refiere a un casete de &cido nucleico que comprende un elemento regulador unido
operativamente a un transgén que da como resultado la expresidn selectiva en neuronas PV en el SNC sobre una o més
células no PV en el SNC. El elemento regulador comprende una secuencia con al menos un 95 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 30. En algunos casos, la identidad de secuencia se determina usando BLAST. En algunos
casos, el elemento regulador da como resultado una expresién selectiva del transgén en neuronas PV que es mayor que
la expresién del mismo transgén cuando esta operativamente unido a un elemento regulador no selectivo, segiin se mide
mediante un ensayo de colocalizacidén. En algunos casos, el elemento regulador no selectivo es un promotor constitutivo.
En algunos casos, el elemento regulador no selectivo es cualquiera de CAG, EF1a, SV40, CMV, UBC, PGKy CBA. En
algunos casos, el elemento regulador da como resultado la expresion selectiva del transgén en neuronas PV a un nivel
que es al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces.
veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces, al menos 10 veces, al menos 15 veces o0 al menos 20
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veces en comparacién con la expresion selectiva del transgén en neuronas PV cuando se une operativamente a un
elemento regulador selectivo, medido mediante el ensayo de colocalizacién. En algunos casos, el elemento regulador da
como resultado una expresién selectiva en neuronas PV que es al menos 2 %, al menos 5 %, al menos 10 %, al menos
15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al menos 30 %, al menos 35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, al menos 50 %, al
menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos un 85 %, al menos
un 90 % o al menos un 95 % mayor que la expresién en neuronas PV cuando el transgén esté operativamente unido a un
elemento regulador no selectivo. En algunos casos, el elemento regulador da lugar a la expresién selectiva en neuronas
PV que es aproximadamente 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 5,5 veces,
6 veces, 6,5 veces, 7 veces, 7,5 veces, 8 veces, 8,5 veces, 9 veces, 9,5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces,
30 veces, 40 veces, 50 veces 0 100 veces mayor de lo esperado para la distribucién natural de las neuronas PV en el
SNC. En algunos casos, el ensayo de colocalizacién es un ensayo inmunohistoquimico. En algunos casos, el ensayo
inmunohistoquimico comprende un anticuerpo anti-PV. En algunos casos, el ensayo de colocalizacién se realiza como se
muestra en el Ejemplo 5 a continuacién. En algunos casos, el transgén codifica una subunidad de canal i6nico, un
regulador de neurotransmisor, un dominio de unién al ADN, una proteina de edicién de genes o una variante o fragmento
funcional del mismo. En algunos casos, la subunidad del canal iénico es una subunidad alfa 0 una subunidad beta de un
canal i6nico de sodio o una subunidad de un canal iénico de potasio. En algunos casos, el transgén comprende cualquiera
de (i) SEQ ID NO: 37-43; (ii) un fragmento funcional del mismo; o (iii) una secuencia que tiene al menos un 80 % de
identidad de secuencia con (i) o (ii). En algunos casos, la identidad de la secuencia se determina mediante BLAST. En
algunos casos, el transgén comprende (i) SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1 o KV3.3; (ii) un fragmento
funcional del mismo; o (iii) una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con (i) o (ii). En algunos
casos, el transgén es un regulador de neurotransmisor que comprende (i) STXBP1, (ii) un fragmento funcional del mismo
o (iii) una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con (i) o (ii). En algunos casos, el transgén
comprende una proteina de unién al ADN que modula la expresién de un gen endégeno. En algunos casos, el gen
endégeno es SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.2, KV3.3 0 STXBP1. En algunos casos, el transgén
comprende una proteina de unién a ADN que comprende un dominio de unién a ADN de una proteina de unién a ADN o
una proteina de escisién de ADN (por ejemplo, una nucleasa, una enzima de restriccidén, una recombinasa, etc.) en donde
el dominio de escisién de ADN o dominio de nucleasa se ha desactivado, por ejemplo, una Cas desactivada por nucleasa
(dCas), una nucleasa efectora similar a un activador de la transcripciéon desactivada o una proteina con dedos de zinc
desactivada por nucleasa. En algunos casos, el transgén comprende un dominio de unién al ADN unido a un dominio
modulador de la transcripcién (por ejemplo, un dominio activador o represor de la transcripcién). En algunos casos, la
proteina de edicién de genes es una proteina Cas. En algunos casos, los elementos reguladores combinados tienen un
tamafio inferior a 2,5 kb, menos de 2 kb, menos de 1,5 kb, menos de 1 kb 0 menos de 500 pb. En algunos casos, las
células no PV comprenden uno o mas tipos de células no PV en el SNC. En algunos casos, las células no PV comprenden
una o0 méas neuronas excitadoras, neuronas dopaminérgicas, astrocitos, microglia y neuronas motoras. En algunos casos,
el casete de acido nucleico es una construccién lineal. En algunos casos, el casete de acido nucleico es un vector. En
algunos casos, el vector es un pladsmido. En algunos casos, el vector es un vector viral. En algunos casos, el vector viral
es un vector de virus adenoasociado (AAV). En algunos casos, el vector de AAV es AAV1, AAVE, AAVY, scAAV1, scAAVE
0 scAAV9. En algunos casos, el vector viral es un vector lentiviral.

[0007] En un aspecto, los elementos reguladores de cualquiera de los casetes de acido nucleico divulgados en el presente
documento contienen menos de 600 pb de secuencia contigua dentro de 10 kb del sitio de inicio de la transcripcidén de
GAD2, GAD1, SYN1, NKX2.1, DLX1, DLX5/6, SST, PV y/o VIP.

[0008] En un aspecto, el casete de acido nucleico divulgado en el presente documento se usa en un método para tratar
un trastorno o afeccidon neurolégica en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de cualquiera de los casetes de acido nucleico divulgados en el presente documento. En algunos
casos, el trastorno o afeccién neuroldgica es un trastorno psiquiatrico (por ejemplo, esquizofrenia, trastorno obsesivo
compulsivo, adiccién, depresion, ansiedad, psicosis); un trastorno del espectro autista (p. ej., sindrome de X fragil,
sindrome de Rett); epilepsia (p. ej., encefalopatia traumética crénica, epilepsia generalizada con convulsiones febriles
plus (GEFS+), encefalopatia epiléptica, epilepsia del I6bulo temporal, epilepsia focal, esclerosis tuberosa); o
neurodegeneraciéon (p. ej., enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson). En algunos casos, el trastorno o
afeccién neurolégica es el sindrome de Dravet o la enfermedad de Alzheimer. En algunos casos, la afeccién o enfermedad
neurolégica es cualquier afeccién o enfermedad relacionada con convulsiones y/o epilepsia en la que estan implicadas
las neuronas PV.

[0009] A veces, un método para aumentar la expresién selectiva de un transgén en neuronas PV en el SNC comprende
poner en contacto una célula con un casete de acido nucleico descrito en el presente documento.

[0010] A veces, un método para dirigir la expresién de cualquier transgén a neuronas PV en el SNC comprende vincular
operativamente uno o mas elementos reguladores selectivos de neuronas PV a un transgén. En algunos casos, cada uno
de los elementos reguladores comprende (i) una secuencia de SEQ ID NO: 1-32, (ii) un fragmento funcional o una
combinacién de los mismos, o (iii) una secuencia con al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos 90 %, al menos 91 %,
al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al
menos 99 % de identidad de secuencia con (i) o (ii). En algunos casos, la identidad de la secuencia se determina mediante
BLAST. En algunos casos, los elementos reguladores dan como resultado una expresién selectiva del transgén en
neuronas PV que es mayor que la expresién del mismo transgén cuando se une operativamente a un elemento regulador
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no selectivo, segln se mide mediante un ensayo de colocalizacién. En algunos casos, el ensayo inmunohistoquimico
comprende un anticuerpo antiPV (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 5 a continuacién). En algunos casos, el
elemento regulador no selectivo es un promotor constitutivo. En algunos casos, el elemento regulador no selectivo es
cualquiera de CAG, EF1a, SV40, CMV, UBC, PGK y CBA. En algunos casos, los elementos reguladores dan como
resultado la expresién selectiva del transgén en neuronas PV a un nivel que es al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al
menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces. veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al
menos 9 veces, al menos 10 veces, al menos 15 veces o al menos 20 veces en comparaciéon con un elemento regulador
no selectivo cuando esta unido operativamente al transgén, segiin se mide mediante un ensayo de colocalizacién. En
algunos casos, los elementos reguladores dan como resultado una expresién selectiva en las neuronas PV que es de al
menos el 2 %, al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el 15 %, al menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el
30 %, al menos el 35 %, al menos el 40 %, al menos el 45 %, al menos el 50 %, al menos el 55 %, al menos el 60 %, al
menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 % o al
menos un 95 % mayor que la expresiéon en neuronas PV cuando el transgén esté operativamente unido a un elemento
regulador no selectivo. En algunos casos, los elementos reguladores dan como resultado una expresidn selectiva en las
neuronas PV que es aproximadamente 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces,
5,5 veces, 6 veces, 6,5 veces. 7 veces, 7,5 veces, 8 veces, 8,5 veces, 9 veces, 9,5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces,
25 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces o0 100 veces mayor de lo esperado para la distribucién natural de PV neuronas
en el SNC. En algunos casos, el transgén es cualquiera de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3,
STXBP1, una proteina de unién a ADN, una proteina de edicién de genes o un fragmento funcional de la misma. En
algunos casos, los elementos reguladores y el transgén se encuentran en un AAV. En algunos casos, el AAV es AAV1,
AAVSE, AAVY, scAAV1, scAAVS o scAAVO.

[0011] A veces, un método para tratar una afeccidn o trastorno neurolégico en un sujeto que lo necesita comprende poner
en contacto una célula con un casete de acido nucleico que comprende: uno o mas elementos reguladores unidos
operativamente a un transgén que dan como resultado la expresién selectiva del transgén en Neuronas PV sobre una o
mas células no PV en el SNC. En algunos casos, cada uno de los elementos reguladores comprende (i) una secuencia
de SEQ ID NO: 1-32, (ii) un fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o (iii) una secuencia con al menos el
80 %, al menos el 85 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de identidad de secuencia con (i) o (ii). En algunos
casos, la identidad de la secuencia se determina mediante BLAST. En algunos casos, el transgén es una subunidad de
canal ibénico dependiente de voltaje, o una variante o un fragmento funcional del mismo. En algunos casos, la subunidad
es una subunidad beta de un canal i6nico de sodio. En algunos casos, la subunidad es una subunidad alfa de un canal
ibnico de sodio. En algunos casos, la subunidad es de un canal i6nico de potasio. En algunos casos, el transgén es
cualquiera de (i) SCN1A, SCN1B, SCN2B, KV3.1 0 KV3.3; (ii) un fragmento funcional del mismo; o (iii) una secuencia que
tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con (i) o (ii). En algunos casos, el transgén es una proteina de unién
al ADN. En algunos casos, la proteina de unién al ADN modula un gen endégeno. En algunos casos, el gen endégeno es
SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3 0 STXBP1. En algunos casos, el transgén es una proteina de
unién a ADN que comprende un dominio de unién a ADN de una proteina de unién a ADN o una proteina de escision de
ADN (por ejemplo, una nucleasa, una enzima de restriccién, una recombinasa, etc.) en donde el dominio de escisién de
ADN o dominio de nucleasa se ha desactivado, por ejemplo, una Cas desactivada por nucleasa (dCas), una nucleasa
efectora similar a un activador de la transcripciéon desactivada o una proteina con dedos de zinc desactivada por nucleasa.
En algunos casos, el transgén comprende un dominio de unién al ADN unido a un dominio modulador de la transcripcién
(por ejemplo, un dominio activador o represor de la transcripcion). En algunos casos, el transgén es una proteina de
edicién de genes. En algunos casos, la proteina de edicién de genes es una proteina Cas, por ejemplo, Cas9. En algunos
casos, la afeccion o trastorno neurolégico estd asociado con una haploinsuficiencia o una mutacién en cualquiera de
SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3 o STXBP1. En algunos casos, la afeccién o trastorno
neuroldgico es epilepsia, neurodegeneracién, tauopatia o hipoexcitabilidad neuronal. En algunos casos, la condicién o
trastorno neurolégico es el sindrome de Dravet. En algunos casos, la condicién o trastorno neurolégico es la enfermedad
de Alzheimer. En algunos casos, la afeccién o enfermedad neuroldégica es un trastorno psiquiatrico (por ejemplo,
esquizofrenia, trastorno obsesivo compulsivo, adiccion, depresién, ansiedad, psicosis); un trastorno del espectro autista
(p. €., sindrome de X fragil, sindrome de Rett); epilepsia (p. €j., encefalopatia traumatica crénica, epilepsia generalizada
con convulsiones febriles plus (GEFS+), encefalopatia epiléptica, epilepsia del I6bulo temporal, epilepsia focal, esclerosis
tuberosa); o neurodegeneracién (p. ej., enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson). En algunos casos, la
afeccién o enfermedad neuroldgica es cualquier afeccién o enfermedad relacionada con convulsiones y/o epilepsia en la
que estan implicadas neuronas PV. En algunos casos, los elementos reguladores de esta divulgacién dan como resultado
una expresion selectiva del transgén en neuronas PV que es mayor que la expresién del mismo transgén cuando se une
operativamente a un elemento regulador no selectivo, seglin se mide mediante un ensayo de colocalizacién. En algunos
casos, el elemento regulador no selectivo es un promotor constitutivo. En algunos casos, el elemento regulador no
selectivo es cualquiera de CAG, EF1a, SV40, CMV, UBC, PGK y CBA. En algunos casos, los elementos reguladores dan
como resultado una expresidn selectiva en neuronas PV a un nivel que es al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al
menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos
3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces. al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces,
al menos 10 veces, al menos 15 veces o al menos 20 veces en comparacién con un elemento regulador no selectivo
cuando esté unido operativamente al transgén, segin se mide mediante un ensayo de colocalizacién. En algunos casos,
los elementos reguladores dan como resultado una expresién selectiva en las neuronas PV que es de al menos el 2 %,
al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el 15 %, al menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos
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35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al
menos 75 %, al menos 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 % o al menos un 95 % mayor que la expresién en
neuronas PV cuando el transgén esta operativamente unido a un elemento regulador no selectivo. En algunos casos, los
elementos reguladores dan como resultado una expresion selectiva en las neuronas PV que es aproximadamente 1,5
veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 5,5 veces, 6 veces, 6,5 veces. 7 veces, 7,5
veces, 8 veces, 8,5 veces, 9 veces, 9,5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces 0
100 veces mayor de lo esperado para la distribucion natural de PV neuronas en el SNC. En algunos casos, el casete de
acido nucleico estd en un AAV. En algunos casos, el AAV es AAV1, AAVSE, AAV9, scAAV1, scAAVS o scAAVI.

[0012] A veces, un método para tratar el sindrome de Dravet comprende poner en contacto una célula con un AAV que
comprende un transgén, en donde el transgén es cualquiera de (i) SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, o una
proteina de unién a ADN, (ii) un fragmento funcional del mismo, o (iii) una secuencia que tiene al menos 80 %, al menos
85 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al
menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de secuencia identidad con (i) o (ii). En algunos casos, la identidad de
secuencia se mide utilizando BLAST. En algunos casos, la proteina de unién al ADN modula un gen endégeno. En algunos
casos, la proteina de unién al ADN es un modulador transcripcional. En algunos casos, el transgén es una proteina de
unién a ADN que comprende un dominio de unién a ADN de una proteina de unién a ADN o una proteina de escision de
ADN (por ejemplo, una nucleasa, una enzima de restriccién, una recombinasa, etc.) en donde el dominio de escisién de
ADN o dominio de nucleasa se ha desactivado, por ejemplo, una Cas desactivada por nucleasa (dCas), una nucleasa
efectora similar a un activador de la transcripciéon desactivada o una proteina con dedos de zinc desactivada por nucleasa.
En algunos casos, el dominio de unién al ADN esta unido a un dominio modulador de la transcripcidn (p. €j., un dominio
activador o represor de la transcripcidn). En algunos casos, el transgén comprende una proteina de edicién de genes, por
ejemplo, una proteina Cas, Cas9. En algunos casos, el gen endégeno es SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B o SCN2B. En
algunos casos, el AAV comprende ademés uno o mas elementos reguladores selectivos de neuronas PV o uno o mas
elementos reguladores descritos en el presente documento unidos operativamente al transgén. En algunos casos, cada
uno de los elementos reguladores comprende independientemente (i) una secuencia de SEQ ID NOs: 1-32, (i) un
fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o (iii) una secuencia con al menos un 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos
97 %, al menos 98 %, o al menos al menos 99 % de identidad de secuencia con (i) o (ii).

[0013] A veces, un método para tratar la enfermedad de Alzheimer comprende poner en contacto una célula con un AAV
que comprende un transgén, en el que el transgén es cualquiera de (i) SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1,
KV3.3, STXBP1, o una proteina de unién al ADN,; (ii) un fragmento funcional del mismo; o (iii) una secuencia que tiene al
menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos
95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con (i) o (ii). En algunos
casos, la identidad de secuencia se mide utilizando BLAST. En algunos casos, la proteina de unién al ADN modula un
gen endoégeno. En algunos casos, el gen endégeno es SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3 o
STXBP1. En algunos casos, el fransgén es una proteina de unién al ADN que comprende un modulador transcripcional.
En algunos casos, el transgén es una proteina de unién a ADN que comprende un dominio de unién a ADN de una
proteina de unién a ADN o una proteina de escisién de ADN (por ejemplo, una nucleasa, una enzima de restricciéon, una
recombinasa, etc.) en donde el dominio de escisién de ADN o dominio de nucleasa se ha desactivado, por ejemplo, una
Cas desactivada por nucleasa (dCas), una nucleasa efectora similar a un activador de la transcripcién desactivada o una
proteina con dedos de zinc desactivada por nucleasa. En algunos casos, el dominio de unién al ADN esta unido a un
dominio modulador de la transcripcién (p. ej., un dominio activador o represor de la transcripcién). En algunos casos, el
transgén comprende una proteina de edicién de genes, por ejemplo, una proteina Cas, Cas9. En algunos casos, el AAV
comprende ademas uno 0 mas elementos reguladores selectivos de neuronas PV o uno o mas elementos reguladores
descritos en el presente documento unidos operativamente al transgén. En algunos casos, cada uno de los elementos
reguladores comprende independientemente cada uno de los elementos reguladores comprende independientemente (i)
una secuencia de SEQ ID NO: 1-32, (ii) un fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o (iii) una secuencia
con al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al
menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos un 98 %, o al menos un 99 % de identidad
de secuencia con (i) o (ii).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0014] Se obtendra una mejor comprensién de las caracteristicas y ventajas de la presente invencién haciendo referencia
a la siguiente descripcién detallada que establece formas de realizacién ilustrativas, en las que se utilizan los principios
de la invencién, y cuyos dibujos adjuntos:

FIG. 1 ilustra la frecuencia de las convulsiones (convulsiones por intervalo de 12 horas) en ratones heterocigotos
SCN1A después del tratamiento con un vector AAVDJ recombinante que comprende SCN1B o eGFP
operativamente unido a un elemento regulador que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 32. El gréfico
ilustra los valores medios en cada dia de registro con barras de error que representan el error estandar de la
media.

FIG. 2 ilustra un alto poder gamma (50-100 Hz) de diferentes ratones: control de tipo salvaje (WT), ratones
APP/PS1 ftransgénicos no tratados (APP/PS1), o ratones APP/PS1 transgénicos tratados con rAAV que
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comprende SCN1B unido operativamente a un elemento regulador que comprende una secuencia de SEQ ID
NO: 32 (APP/PS1 + SCN1B).

FIG. 3A ilustra el ensayo de colocalizacién de inmunofluorescencia de células del SNC de crias después de
inyecciones sistémicas neonatales de AAV9 que comprende el transgén eGFP unido operativamente a un
elemento regulador que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 8. AAV9 que comprende el
transgén eGFP unido operativamente a Se utilizé CAG como control. Las imagenes de la fila inferior ilustran
células eGFP+. Las imagenes de la fila central ilustran células PV+, que se tifieron con un anticuerpo antiPV. Las
imagenes de la fila superior (fusién) ilustran una superposicién de fluorescencia de PV+, eGFP+ (con células
eGFP+ y PV+ representativas que se muestran como células blancas o gris claro indicadas con puntas de flecha)
y DAPI+.

FIG. 3B ilustra la cuantificacion de estudios de colocalizaciéon de inmunofluorescencia ilustrados en la FIG. 3A,
en donde la expresion selectiva en células PV se expresa como el porcentaje de células eGFP+ que también
eran PV+ en comparacién con el control CAG, medido mediante el ensayo de colocalizacion de
inmunofluorescencia.

FIG. 4A ilustra el ensayo de colocalizacién de inmunofluorescencia de células del SNC de ratones adultos
después de inyecciones sistémicas de AAV9 que comprende el transgén eGFP unido operativamente a un
elemento regulador que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 8. AAV9 que comprende el
transgén eGFP unido operativamente a Se utilizé EF1a como control. Las imagenes de la fila inferior ilustran
células eGFP+. Las imégenes de la fila central ilustran células PV+, que se tifieron con anticuerpos anti-PV. Las
imagenes de la fila superior (fusidn) ilustran una superposicién de fluorescencia PV+ eGFP+ (con células eGFP+
y PV+ representativas, o las células blancas o gris claro, indicadas por puntas de flecha) y DAPI+.

FIG. 4B ilustra la cuantificacion de estudios de colocalizaciéon de inmunofluorescencia ilustrados en la FIG. 4A,
en donde la expresion selectiva en células PV se expresa como el porcentaje de células eGFP+ que también
eran PV+ en comparacién con el control EF1a, medido mediante el ensayo de colocalizacion de
inmunofluorescencia.

FIGS 5A-5F ilustran el ensayo de colocalizacién de inmunofluorescencia de células del SNC de ratones adultos
después de inyecciones directas en el SNC de AAVDJ que comprende el transgén eGFP unido operativamente
a un elemento regulador que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 2-22. Las imagenes de la fila inferior
ilustran células eGFP+. Las imagenes de la fila central ilustran células PV que se tifieron con un anticuerpo anti-
PV. Las imagenes de la fila superior (fusién) ilustran una superposicién de fluorescencia de PV+, eGFP+ (con
células eGFP+y PV+ representativas, o las células blancas o gris claro, indicadas con puntas de flecha) y DAPI+.
FIG. 5A ilustra el ensayo de colocalizacion de inmunofluorescencia realizado con AAVDJ que comprende una de
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4y SEQ ID NO: 5 unida operativamente a eGFP. FIG. 5B ilustra el
ensayo de colocalizacién de inmunofluorescencia realizado con AAVDJ que comprende una de SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 9 unida operativamente a eGFP. FIG. 5C ilustra el ensayo de colocalizacion de
inmunofluorescencia realizado con AAVDJ que comprende una de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:
12 y SEQ ID NO: 13 unida operativamente a eGFP. FIG. 5D ilustra el ensayo de colocalizacion de
inmunofluorescencia realizado con AAVDJ que comprende una de SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:
16 y SEQ ID NO: 17 unida operativamente a eGFP. FIG. 5E ilustra el ensayo de colocalizacién de
inmunofluorescencia realizado con AAVDJ que comprende una de SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:
20 y SEQ ID NO: 21 unida operativamente a eGFP. FIG. 5F ilustra el ensayo de colocalizacion de
inmunofluorescencia realizado con AAVDJ que comprende SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 34 unidas
operativamente a eGFP, en donde SEQ ID NO: 34 es un elemento regulador no selectivo previamente
caracterizado y se us6 como control para comparacién.

FIG. 6 ilustra la cuantificaciéon de estudios de colocalizaciéon de inmunofluorescencia ilustrados en las FIG. 5A-
5F, en las que la expresién selectiva en células PV se expresa como el porcentaje de células eGFP+ que también
eran PV+ en comparacién con la SEQ ID NO: 34, medida mediante el ensayo de colocalizacion de
inmunofluorescencia.

FIG. 7 ilustra un esquema de un ejemplo de un casete de expresién que contiene ER de esta divulgacion, por
ejemplo, un potenciador, un promotor y elementos de estabilidad. Los ER pueden ubicarse aguas arriba y/o
aguas abajo de un transgén en un casete de expresion, que puede ser un plasmido, un vector o un vector viral.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA DIVULGACION

[0015] La presente divulgacién contempla composiciones y métodos para usar dichas composiciones en terapia génica
para tratar una enfermedad o afeccién asociada con el sistema nervioso central (SNC), por ejemplo, sindrome de Dravet,
enfermedad de Alzheimer, epilepsia y/o convulsiones.

[0016] La terapia génica puede reemplazar, modificar, eliminar o agregar un gen o una secuencia de 4cido nucleico
especifica, tal como un casete de expresién, para impartir un efecto terapéutico en una célula. En algunos casos, la terapia
génica se utiliza para administrar un casete de expresién en una célula que produce o da como resultado un efecto
terapéutico. En algunos casos, se puede usar un virus, tal como AAV, que comprende un vector viral que comprende un
casete de expresioén para administrar un transgén en una célula. El casete de expresién puede contener un transgén que
proporciona un efecto terapéutico cuando se expresa en una célula.
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[0017] Un desafio en la terapia génica es garantizar que el transgén se exprese en un tipo de célula de interés apropiado,
o el tipo de célula objetivo, para efectuar o dirigir la expresién del gen. Los métodos tradicionales para dirigir la terapia
génica a menudo se han basado en métodos y/o vehiculos de administracién (por ejemplo, variando los virus usados o
las secuencias de la capsida de los virus). Ademas de dirigirse, o expresar selectivamente, un casete de expresion en el
tipo de célula objetivo sobre uno o mas tipos de células no objetivo, otro desafio en el campo es aumentar la expresién
génica, especialmente cuando el gen es grande, en un tipo de célula objetivo o tejido para ejercer un efecto terapéutico.

[0018] La presente divulgacién proporciona una pluralidad de elementos reguladores, que son secuencias de nucleétidos
no codificantes, que pueden unirse operativamente a cualquier transgén para aumentar o mejorar la selectividad de la
expresion del transgén en el SNC, por ejemplo, en neuronas PV. Al aumentar la selectividad de la expresién génica
usando uno o mas elementos reguladores descritos en el presente documento, se puede mejorar la eficacia de una terapia
génica, disminuir la dosis eficaz necesaria para dar como resultado un efecto terapéutico, minimizar los efectos adversos
o efectos fuera del objetivo y/o aumentar seguridad y/o tolerancia del paciente.

[0019] En un aspecto, uno 0 mas elementos reguladores pueden unirse operativamente a cualquier transgén en un casete
de expresion para modular la expresién génica en una célula, tal como dirigir la expresién del transgén en un tipo de célula
o tejido objetivo (por ejemplo, células PV) sobre uno o més tipos de células o tejidos no objetivo (por ejemplo, tipos de
células del SNC no PV). En algunos casos, dirigir la expresién del transgén en un tipo de célula o tejido objetivo incluye
una mayor expresion génica en el tipo de célula o tejido objetivo. Uno 0 méas elementos reguladores unidos operativamente
a un transgén pueden ser parte de un casete de expresién, que puede ser una construccién lineal o circular, un plasmido,
un vector, un vector viral, por ejemplo, un vector de un virus adenoasociado (AAV). Dicho casete de expresién puede
adaptarse para terapia génica o administraciéon a un sujeto (por ejemplo, un ser humano, un paciente o un mamifero). En
algunos casos, vincular operativamente uno o mas elementos reguladores a un gen da como resultado la expresién del
gen en un tejido objetivo o tipo de célula en el SNC, tal como una neurona de parvalbimina (PV). En algunos casos, uno
0 mas elementos reguladores (por ejemplo, SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento funcional o una combinacién de los mismos,
0 secuencias que tienen al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % o al menos 99 % de identidad de secuencia
con la misma) aumentan la selectividad de la expresién génica en un tejido o tipo de célula objetivo en el SNC, como las
neuronas PV. En algunos casos, una terapia génica comprende uno o més elementos reguladores descritos en el presente
documento, en donde los elementos reguladores estan unidos operativamente a un transgén e impulsan la expresion
selectiva del transgén en neuronas PV.

[0020] En algunos casos, la expresion selectiva de un gen en neuronas PV se usa para tratar una enfermedad o condicién
asociada con una haploinsuficiencia y/o un defecto genético en un gen endégeno, en donde el defecto genético puede
ser una mutacién en el gen o desregulacién del gen. Tal defecto genético puede dar como resultado un nivel reducido del
producto génico y/o un producto génico con funcién y/o actividad deteriorada. En algunos casos, un casete de expresién
comprende un gen, una subunidad, una variante o un fragmento funcional del mismo, en donde la expresién génica del
casete de expresion se usa para tratar la enfermedad o afeccién asociada con el defecto genético, funcién y/o actividad
deteriorada y/o desregulacion del gen endégeno. En algunos casos, la enfermedad o condicién es sindrome de Dravet,
enfermedad de Alzheimer, epilepsia, neurodegeneracién, tauopatia, hipoexcitabilidad neuronal y/o convulsiones.

[0021] En algunos casos, el transgén es un canal ibnico o un regulador de neurotransmisor, una proteina de unién al ADN
0 una subunidad, variante o fragmento funcional del mismo. En algunos casos, el transgén es una subunidad alfa del
canal ibnico de sodio, una subunidad beta del canal iénico de sodio o una variante o fragmento funcional de las mismas.
En algunos casos, el transgén es un canal iénico de potasio o una subunidad del mismo. En algunos casos, el transgén
es SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.2, KV3.3, STXBP1, una proteina de unién al ADN (p. ej., una
proteina de unién al ADN que modula la expresion de un gen enddgeno), o una variante o fragmento funcional del mismo.
En algunos casos, eltransgén comprende una secuencia que tiene al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %,
al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 % o al menos el 99 % identidad de secuencia con
cualquiera de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.2, KV3.3, STXBP1, una proteina de unién a ADN,
0 una variante o fragmento funcional de la misma. En algunos casos, el transgén es una proteina de unidén al ADN que
modula la expresién de un gen endégeno, tal como cualquiera de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1,
KV3.2, KV3.3 y STXBP1.

[0022] Como se usa en el presente documento, las formas singulares "un", "una", "el" y "ella" pretenden incluir también
las formas plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Ademas, en la medida en que los términos
"incluido”, "incluye", "que tiene", "tiene", "con" o variantes de los mismos se utilizan en la descripcidén detallada y/o en las
reivindicaciones, dichos términos pretenden ser inclusive de manera similar al término "que comprende".

[0023] El término "aproximadamente" o "alrededor de" significa dentro de un rango de error aceptable para el valor
particular determinado por un experto en la técnica, que dependera en parte de cédmo se mide o determina el valor, es
decir, la limitaciones del sistema de medicidén. Por ejemplo, "aproximadamente" puede significar dentro de una o més de
una desviacion estandar, segun la practica en la técnica. Alternativamente, "aproximadamente" puede significar un rango
de hasta el 20 %, hasta el 15 %, hasta el 10 %, hasta el 5 % o hasta el 1 %) de un valor dado.

[0024] Los términos "determinar”, "medir", "evaluar", "valorar", "ensayar", "analizar" y sus equivalentes gramaticales se
pueden usar indistintamente en el presente documento para referirse a cualquier forma de medicién, e incluyen determinar
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si un elemento estd presente o no (por ejemplo, deteccién). Estos términos pueden incluir determinaciones tanto
cuantitativas como cualitativas. La evaluacién puede ser relativa o absoluta.

[0025] El término “evaluacién” se refiere al proceso mediante el cual se transcribe una secuencia de acido nucleico o un
polinucleétido a partir de un molde de ADN (tal como en ARNm u otro transcrito de ARN) y/o el proceso mediante el cual
un ARNm transcrito se traduce posteriormente. en péptidos, polipéptidos o proteinas. Las transcripciones y los
polipéptidos codificados pueden denominarse colectivamente "producto genético". Si el polinucleétido deriva de ADN
gendmico, la expresién puede incluir el corte y empalme del ARNm en una célula eucariota.

[0026] Como se usa en el presente documento, "enlazado operativamente", "enlace operable", "conectado
operativamente" o equivalentes gramaticales de los mismos se refieren a la yuxtaposiciéon de elementos genéticos, por
ejemplo, un promotor, un potenciador, una secuencia de poliadenilacién, etc., en donde los elementos estan en una
relaciéon que les permite operar de la manera esperada. Por ejemplo, un elemento regulador, que puede comprender
secuencias promotoras y/o potenciadoras, esta unido operativamente a una regién codificante si el elemento regulador
ayuda a iniciar la transcripcion de la secuencia codificante. Puede haber residuos intermedios entre el elemento regulador
y la regién codificante siempre que se mantenga esta relacién funcional.

[0027] Un "vector" como se usa en el presente documento se refiere a una macromolécula o asociacién de
macromoléculas que comprende o se asocia con un polinucleétido y que puede usarse para mediar la entrega del
polinucleétido a una célula. Ejemplos de vectores incluyen plasmidos, vectores virales, liposomas y otros vehiculos de
administracién de genes. El vector generalmente comprende elementos genéticos, por ejemplo, elementos reguladores,
unidos operativamente a un gen para facilitar la expresién del gen en una objetivo. La combinacién de elementos
reguladores y un gen o genes a los que estan unidos operativamente para la expresién se denomina "casete de expresién".

[0028] El término "AAV" es una abreviatura de virus adenoasociado y puede usarse para referirse al virus mismo o a un
derivado del mismo. El término cubre todos los serotipos, subtipos y formas tanto naturales como recombinantes, excepto
cuando se requiera lo contrario. La abreviatura "rAAV" se refiere a virus adenoasociado recombinante, también
denominado vector AAV recombinante (o "vector rAAV"). El término "VAA" incluye VAA1, VAA2, VAA3, VAA4 VAAS,
VAAB, VAATY, VAAS, VAA9, VAA10, VAA11, VAA12, rh10 y sus hibridos, VAA aviar, VAA bovino, VAA canino, VAA equino,
VAA de primates, VAA no primate y VAA ovino. Las secuencias gendmicas de diversos serotipos de AAV, asi como las
secuencias de las repeticiones terminales nativas (TR), proteinas Rep y subunidades de la capsida se conocen en la
técnica. Estas secuencias se pueden encontrar en la literatura o en bases de datos publicas como GenBank. Un "vector
rAAV" como se usa en el presente documento se refiere a un vector de AAV que comprende una secuencia de
polinucleétidos que no es de origen de AAV (es decir, un polinucledtido heterélogo de AAV), tipicamente una secuencia
de interés para la transformacién genética de una célula. En general, el polinucleétido heterdlogo estéa flanqueado por al
menos una, y generalmente por dos, secuencias de repeticién terminal invertida (ITR) de AAV. El término vector rAAV
abarca tanto particulas de vector rAAV como plasmidos de vector rAAV. Un vector rAAV puede ser monocatenario (ssAAV)
o autocomplementario (scAAV). Un "virus AAV" o "particula viral de AAV" o "particula de vector de rAAV" se refiere a una
particula viral compuesta por al menos una proteina de la capside de AAV y un vector de polinucleétido de rAAV
encapsidado. Si la particula comprende un polinucleétido heterélogo (es decir, un polinucleétido distinto de un genoma
de AAV de tipo salvaje tal como un transgén que se administrara a una célula de mamifero), normalmente se denomina
"particula de vector de rAAV" o simplemente "vector de rAAV". Por lo tanto, la produccién de una particula de rAAV incluye
necesariamente la produccidén de un vector de rAAV, ya que dicho vector esta contenido dentro de una particula de rAAV.

[0029] Como se usan en el presente documento, los términos "tratar", "tratamiento"”, "terapia" y similares se refieren a
obtener un efecto farmacolégico y/o fisiolégico deseado, que incluye, entre otros, aliviar, retrasar o ralentizar la progresion,
reduciendo los efectos o sintomas, prevenir la aparicién, inhibir, mejorar la aparicién de una enfermedad o trastorno,
obtener un resultado beneficioso o deseado con respecto a una enfermedad, trastorno o condicién médica, tal como un
beneficio terapéutico y/o un beneficio profilactico. "Tratamiento”, como se utiliza en el presente documento, cubre cualquier
tratamiento de una enfermedad en un mamifero, particularmente en un ser humano, e incluye: (a) prevenir que la
enfermedad ocurra en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad o en riesgo de adquirir la enfermedad
pero aln no se le ha diagnosticado que la padece; (b) inhibir la enfermedad, es decir, detener su desarrollo; y (c) aliviar
la enfermedad, es decir, provocar la regresién de la enfermedad. Un beneficio terapéutico incluye la erradicacién o mejora
del trastorno subyacente que se esta tratando. Ademas, se logra un beneficio terapéutico con la erradicacién o mejora de
uno o mas de los sintomas fisiolégicos asociados con el trastorno subyacente de modo que se observe una mejora en el
sujeto, a pesar de que el sujetotodavia pueda estar afectado por el trastorno subyacente. En algunos casos, para beneficio
profilactico, las composiciones se administran a un sujeto con riesgo de desarrollar una enfermedad particular, 0 a un
sujeto que informa uno o mas de los sintomas fisiolégicos de una enfermedad, incluso aunque no se haya realizado un
diagndéstico de esta enfermedad. Los métodos de la presente divulgacién se pueden usar con cualquier mamifero. En
algunos casos, el tratamiento puede resultar en una disminucién o el cese de los sintomas (p. €j., una reduccién en la
frecuencia o duracién de las convulsiones). Un efecto profilactico incluye retrasar o eliminar la aparicién de una
enfermedad o afeccidn, retrasar o eliminar la aparicién de sintomas de una enfermedad o afeccién, ralentizar, detener o
revertir la progresién de una enfermedad o afeccién, o cualquier combinacién de las mismas.

[0030] El término "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a esa cantidad de una composicién
descrita en el presente documento que es suficiente para afectar la aplicacién prevista, incluyendo, entre otros, el

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2981970 T3

tratamiento de enfermedades, como se define a continuacién. La cantidad terapéuticamente eficaz puede variar
dependiendo de la aplicacidén del tratamiento prevista (in vivo), o del sujeto y la enfermedad que se est4 tratando, por
ejemplo, el peso y la edad del sujeto, la gravedad de la enfermedad, la forma de administracién y similares, que puede
ser determinado facilmente por un experto en la técnica. El término también se aplica a una dosis que inducird una
respuesta particular en una célula objetivo. La dosis especifica variara dependiendo de la composicién particular elegida,
el régimen de dosificacion a seguir, si se administra en combinacién con otros compuestos, el momento de la
administracion, el tejido al que se administra y el sistema fisico de administracién en el que se transporta.

[0031] Un "fragmento” de una secuencia de nucleédtidos o péptido se refiere a una secuencia que es menor que la que se
cree que es la secuencia de "longitud completa".

[0032] Una "variante" de una molécula se refiere a variaciones alélicas de tales secuencias, es decir, una secuencia
sustancialmente similar en estructura y actividad biolégica a la molécula completa o a un fragmento de la misma.

[0033] Se pretende que el término "fragmento funcional" incluya los "fragmentos", "variantes", "anélogos" o "derivados
quimicos" de una molécula.

[0034] Un "fragmento funcional" de una secuencia de ADN o proteina posee al menos un fragmento biolégicamente activo
de la secuencia, que se refiere a un fragmento que conserva una actividad bioldgica (ya sea funcional o estructural) que
es sustancialmente similar a una actividad biol6gica de la secuencia completa de ADN o proteina. Una actividad biolégica
de una secuencia de ADN puede ser su capacidad para influir en la expresién de una manera que se sabe que se atribuye
a la secuencia completa. Por ejemplo, un fragmento funcional de un elemento regulador conservara la capacidad de influir
en la transcripcién como el ER completo.

[0035] Los términos "sujeto”" e "individuo" se usan indistintamente en el presente documento para referirse a un
vertebrado, preferiblemente un mamifero, mas preferiblemente un ser humano. "Sujeto" se refiere a un animal, tal como
un mamifero, por ejemplo un ser humano. Los métodos descritos en el presente documento pueden ser Utiles en
terapéutica humana, aplicaciones veterinarias y/o estudios preclinicos en modelos animales de una enfermedad o
afeccién. En algunos casos, el sujeto es un mamifero y, en algunos casos, el sujeto es un ser humano.

[0036] El término "in vivo" se refiere a un evento que tiene lugar en el cuerpo de un sujeto.

[0037] El término "in vitro" se refiere a un evento que tiene lugar fuera del cuerpo de un sujeto. Por ejemplo, un estudio in
vitro El ensayo abarca cualquier ensayo realizado fuera de un sujeto. Los ensayos in vitro abarcan ensayos basados en
células en los que se emplean células vivas o muertas. Los ensayos in vitro también abarcan un ensayo sin células en el
que no se emplean células intactas.

[0038] Las comparaciones de secuencias, tales como con el fin de evaluar identidades, mutaciones o cuando una o mas
posiciones de una secuencia de prueba caen con respecto a una o mas posiciones especificadas de una secuencia de
referencia, se pueden realizar mediante cualquier algoritmo de alineacién adecuado, incluyendo pero no limitado al
algoritmo  Needleman-Wunsch (ver, por ejemplo, el alineador de agujas EMBOSS disponible en
www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/, opcionalmente con configuracién predeterminada), el algoritmo BLAST (ver,
por ejemplo, el herramienta de alineacién BLAST disponible en blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, opcionalmente con
configuracién predeterminada) y el algoritmo Smith-Waterman (consulte, por ejemplo, el alineador EMBOSS Water
disponible en www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/, opcionalmente con configuracidén predeterminada). La alineacion
optima se puede evaluar utilizando cualquier parametro adecuado de un algoritmo elegido, incluidos los parametros
predeterminados.

[0039] En general, "identidad de secuencia" u "homologia de secuencia", que se pueden usar indistintamente, se refieren
a una correspondencia exacta de nucleétido a nucleédtido o de aminoacido a aminoéacido de dos polinuclebtidos o
secuencias de polipéptidos, respectivamente. Normalmente, las técnicas para determinar la identidad de la secuencia
incluyen determinar la secuencia de nucleétidos de un polinucledtido y/o determinar la secuencia de aminoacidos
codificada por el mismo, y comparar estas secuencias con una segunda secuencia de nucleétidos o aminoéacidos. Se
pueden comparar dos 0 mas secuencias (polinucleétidos o aminoacidos) determinando su "porcentaje de identidad",
también denominado "porcentaje de homologia". El porcentaje de identidad con una secuencia de referencia (p. €j,
secuencias de acidos nucleicos 0 aminoacidos), que puede ser una secuencia dentro de una molécula mas larga (p. €j.,
polinucleétido o polipéptido), se puede calcular como el nimero de coincidencias exactas entre dos secuencias
optimamente alineadas dividido por la longitud de la secuencia de referencia y multiplicada por 100. El porcentaje de
identidad también se puede determinar, por ejemplo, comparando informacién de secuencia utilizando el programa
informatico avanzado BLAST, incluida la versién 2.2.9, disponible en los Institutos Nacionales de Salud. El programa
BLAST se basa en el método de alineacién de Karlin y Altschul, Proc. Nacional. Acad. Sci. EE. UU. 87:2264-2268 (1990)
y como se analiza en Altschul, et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990); Karlin y Altschul, Proc. Nacional. Acad. Sci. EE. UU.
90:5873-5877 (1993); y Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997). Brevemente, el programa BLAST define
identidad como el numero de simbolos alineados idénticos (es decir, nucleétidos o aminoécidos), dividido por el nimero
total de simbolos en la mas corta de las dos secuencias. El programa se puede utilizar para determinar el porcentaje de
identidad en toda la longitud de las secuencias que se comparan. Se proporcionan parametros predeterminados para
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optimizar las busquedas con secuencias de consulta cortas, por ejemplo, con el programa blastp. El programa también
permite el uso de un filtro SEG para enmascarar segmentos de las secuencias de consulta segln lo determinado por el
programa SEG de Wootton y Federhen, Computers and Chemistry 17: 149-163 (1993). Los rangos de grados deseados
de identidad de secuencia son aproximadamente del 80 % al 100 % y valores enteros entre ellos. Normalmente, el
porcentaje de identidades entre una secuencia divulgada y una secuencia reivindicada es al menos 80 %, al menos 85 %,
al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 98 % o al menos 99 %. En general, una coincidencia exacta indica una identidad
del 100 % en toda la longitud de la secuencia de referencia. En algunos casos, la referencia al porcentaje de identidad de
secuencia se refiere a la identidad de secuencia medida usando BLAST (Herramienta de busqueda de alineacién local
bésica). En otros casos, ClustalW se puede utilizar para el alineamiento de secuencias multiples.

[0040] A menos que se indique lo contrario, todos los términos utilizados en el presente documento tienen el mismo
significado que tendrian para un experto en la técnica y la practica de la presente invencién empleara técnicas
convencionales de biologia molecular, microbiologia y tecnologia de ADN recombinante, que estadn dentro del
conocimiento de los expertos en la técnica.

Elementos regulatorios

[0041] Los elementos reguladores son secuencias de acidos nucleicos o elementos genéticos que son capaces de influir
(por ejemplo, aumentar o disminuir) la expresién de un gen y/o conferir la expresioén selectiva de un gen (por ejemplo, un
gen indicador tal como eGFP, un transgén, o un gen terapéutico) en un tejido particular o tipo de célula de interés. En
algunos casos, un elemento regulador puede ser un transgén, un intrén, un promotor, un potenciador, UTR, un aislante,
un represor, una secuencia de repeticién terminal invertida (ITR), una secuencia de repeticién terminal larga (LTR), un
elemento de estabilidad, un elemento postraduccional. elemento de respuesta, o una secuencia poliA, 0 una combinacion
de los mismos. En algunos casos, el elemento regulador es un promotor o un potenciador, o una combinacién de los
mismos. En algunos casos, el elemento regulador deriva de una secuencia humana.

[0042] En algunos casos, el tipo de célula de interés es una neurona PV. Los elementos reguladores pueden funcionar a
nivel de ADN y/o ARN. Los elementos reguladores pueden funcionar para modular la selectividad de la expresidn génica
en un tipo de célula de interés. Los elementos reguladores pueden funcionar para modular la expresién génica en la fase
transcripcional, la fase postranscripcional o en la fase traduccional de la expresiéon génica. Los elementos reguladores
incluyen, entre otros, secuencias promotoras, potenciadoras, represoras, silenciadoras y aislantes. A nivel de ARN, la
regulaciéon puede ocurrir a nivel de traduccién (p. ej., elementos de estabilidad que estabilizan el ARNm para la traduccién),
escisién de ARN, empalme de ARN y/o terminacidn transcripcional. En algunos casos, los elementos reguladores pueden
reclutar factores transcripcionales en una regién codificante que aumentan la selectividad de la expresion génica en un
tipo de célula de interés. En algunos casos, los elementos reguladores pueden aumentar la velocidad a la que se producen
los transcritos de ARN, aumentar la estabilidad del ARN producido y/o aumentar la velocidad de sintesis de proteinas a
partir de los transcritos de ARN. En algunos casos, los elementos reguladores pueden prevenir la degradaciéon del ARN
y/o aumentar su estabilidad para facilitar la sintesis de proteinas. En algunos casos, los elementos reguladores suprimen
los procesos de transcripcién y/o traduccion en tipos de células no objetivo. En algunos casos, los tipos de células no
objetivo incluyen, entre otros, neuronas excitadoras, tipos de células del SNC no PV y tipos de células del SNC no
neuronales.

[0043] Se pueden usar varios ensayos que incluyen, entre otros, hipersensibilidad a la ADNasa, ATAC-Seq y ChIP-Seq
para identificar supuestos elementos reguladores no codificantes (ER). La reaccién enzimatica en cada uno de estos
ensayos se dirige preferentemente a estados de cromatina abiertos/accesibles, un estado que se cree que predice
elementos reguladores. Para descubrir elementos reguladores selectivos de tipo celular, se puede analizar la secuencia
de cromatina abierta para el tipo de célula objetivo de interés (p. ej., neuronas de parvalbumina) y compararla con
secuencias de cromatina abierta para tipos de células no objetivo (p. ej., heuronas excitadoras). Se pueden aplicar filtros
adicionales para refinar ain mas la seleccién de objetivos, incluida la proximidad a un gen selectivo de tipo celular, la
conservacidn de especies y/o motivos de secuencia, como los sitios de unidén de factores de transcripcién. Las secuencias
de ADN que se identifican de forma Unica en el tipo de célula objetivo se pueden sintetizar y clonar en un vector de
expresion. La selectividad de un elemento regulador se puede determinar utilizando métodos inmunohistoquimicos para
cuantificar la colocalizacién con proteinas selectivas de tipo celular conocidas.

[0044] Por ejemplo, un método para aislar un elemento regulador selectivo de tipo celular incluye aislar ndcleos de un
tejido cerebral o tipo de célula de interés de un modelo animal, lo que se puede lograr mediante el uso de un método de
purificacion por afinidad que aisla el tejido o célula. tipo de interés (por ejemplo, usar perlas recubiertas con un anticuerpo
anti-PV para aislar neuronas PV), usar cebado natural de alto rendimiento y sintesis de ADN para generar un conjunto de
secuencias de regiones de cromatina abiertas en los nucleos, secuenciar el conjunto de secuencias para identificar
secuencias putativas que impulsan la expresiéon génica en el tejido o tipo de célula de interés y verificar la expresion
selectiva en un sistema indicador en una linea celular in vitro y/o en un modelo animal.

[0045] Otro método para identificar elementos reguladores candidatos que sean selectivos en un tejido o tipo de célula
de interés incluye el uso de ratéon knockin R26-CAG-LSL-Sun1-sfGFP-Myc para recolectar el tejido o tipo de célula de
interés, aislando los nucleos GFP+/Myc+ de los neocértex de ratdén de esta cepa mediante purificacién por afinidad, por
ejemplo, usando anticuerpos anti-GFP o anti-Myc y perlas magnéticas recubiertas de proteina G para aislar nucleos de la

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2981970 T3

neocorteza. El ARN nuclear de nlcleos purificados o nucleos neocorticales completos se puede convertir en ADNc y
amplificar con el Nugen Ovation RNA-seq System V2 (Nugen 7102), seguido de la secuenciacién con lllumina HISEQ®
2500. EI ADN gendmico de nucleos purificados se puede fragmentar y utilizar para crear bibliotecas MmethylC-seq, que
se pueden secuenciar utilizando lllumina HISEQ® 2000. Para generar una biblioteca ATAC-seq, los nucleos unidos a
perlas se transponen utilizando la transposasa Tn5 (lllumina FC-121-1030). Después de 9 a 12 ciclos de amplificacién por
PCR, las bibliotecas se secuencian utilizando un lllumina HISEQ® 2500. Para generar una biblioteca ChIP-seq, los
nlcleos de las neuronas excitadoras se pueden digerir en mononucleosomas usando nucleasa microcécica, seguido de
la extraccién con sal de cromatina y ChIP nativo y construccién de bibliotecas, que se puede secuenciar en un lllumina
HISEQ® 2500. Después de secuenciar estas bibliotecas, las secuencias se mapean para identificar, por ejemplo, la
correlacién en la hipometilaciéon especifica del tipo de célula en regiones ricas en CG, modificaciones de histonas y sitios
de unién de factores transcripcionales y patrones asociados con factores transcripcionales altamente expresados. Las
caracteristicas y correlaciones superpuestas de multiples ensayos y/o bibliotecas descritas anteriormente proporcionan
evidencia para identificar secuencias candidatas dentro de tales regiones gendémicas como elementos reguladores
potenciales asociados con la expresién selectiva y/o la alta expresién en las células aisladas del neocértex. Por ejemplo,
una regiéon genémica caracterizada por una fuerte superposicién entre la hipometilacion detectada en la biblioteca
methy1Cseq, el ensayo ChIP y un enriquecimiento en los motivos de unién del factor de transcripcién en la misma regién
proporciona datos convergentes que indican que la regién genémica contiene una secuencia de un supuesto elemento
regulador. selectivo para el tejido o tipo de célula aislada. Como otro ejemplo, para identificar elementos reguladores
selectivos de neuronas PV candidatas, se pueden aislar neuronas PV y purificar nlcleos de las células PV aisladas de
modo que las secuencias genémicas que se identifican como activas en multiples ensayos de secuenciacion descritos
anteriormente tengan una alta probabilidad de ser células PV. elementos reguladores selectivos, por ejemplo, una regién
gendmica que se identifica como activa en un ensayo ATAC-seq (correspondiente a regiones de cromatina abierta), activa
en RNAseq (indicativa de expresion génica activa y patrones bajos de metilacién del ADN en la regién), y activa en el
ensayo metilC-seq (que genera mapas de metiloma con resolucién de base Unica a partir de un tipo de célula de interés).

[0046] Una vez que las regiones gendmicas candidatas se identifican como selectivamente activas en un tipo de célula
de interés, las secuencias dentro de la regién pueden generarse usando métodos de PCR y probarse en ensayos
adicionales in vitro y/o in vivo para validar la selectividad del tipo de tejido o célula de las secuencias. Dichos ensayos de
validacién incluyen un ensayo de colocalizacién inmunohistoquimica, en el que se usa un anticuerpo o cualquier marcador
detectable para marcar el tipo de célula de interés y un segundo marcador detectable, por ejemplo, un transgén
fluorescente, estd operativamente unido a los elementos reguladores putativos. Los casetes de expresién que
comprenden dichos elementos se administran a las células in vitro y/o in vivo. La expresién selectiva impulsada por uno
0 mas elementos reguladores putativos se puede validar midiendo la superposicién entre el tipo de célula de interés
(medida por la sefial detectable o la fluorescencia de su marcador marcado, por ejemplo, un anticuerpo anti-PV) y el
segundo marcador detectable correspondiente a la expresién del transgén (por ejemplo, eGFP o RFP) operativamente
vinculado a los elementos reguladores. Una superposicion en las sefiales de ambos marcadores detectables indica
selectividad del tipo celular en el tipo de célula marcada si la cantidad de superposicién observada es mayor que la
superposiciéon observada cuando los elementos reguladores se reemplazan con un control, como CAG, EF1q, un promotor
constitutivo. (por ejemplo, SV40, CMV, UBC, PGK y CBA), un elemento regulador no selectivo, o un elemento regulador
no selectivo previamente caracterizado. Varias cepas de raton adaptadas para expresar un marcador detectable en un
tipo de célula de interés permiten la validacién de la selectividad del tipo de célula de un elemento regulador in vivo. Por
ejemplo, se pueden usar varias lineas de ratén que expresan Cre en un tipo de célula particular porque la expresidén de
Cre selectiva por tipo de célula puede impulsar Expresién inducida por Cre de una proteina fluorescente, como RFP, en
un tipo de célula de interés. El etiquetado de dicho tipo de célula de interés in vivo permite determinar el nivel de expresién
selectiva del tipo de célula que estad asociado con un elemento regulador putativo unido operativamente a un transgén
fluorescente o indicador en el mismo ratén. De manera similar al ensayo de colocalizacién, una superposicién de las
sefiales de ambos marcadores que exceda la superposicién detectada para CAG, EF1a, un promotor constitutivo (p. €j.,
SV40, CMV, UBC, PGK y CBA) o un elemento regulador no selectivo es indicativo de la selectividad del tipo de célula
para los elementos reguladores probados. En algunos casos, la cepa de ratdn utilizada es el ratéon B6 PV-Cre (Jackson
Laboratory), que es un ratén B6 PVCre knock-in que expresa la recombinasa Cre en neuronas que expresan parvalblimina
(p. €j., interneuronas en el cerebro y neuronas sensoriales aferentes propioceptivas en los ganglios de la raiz dorsal), sin
alterar la expresién endégena de Pvalb.

[0047] Tras la validacion de la selectividad del tipo celular de un elemento regulador para un tipo celular particular, las
secuencias de dichos elementos reguladores pueden variarse usando diversos métodos de mutagénesis, por ejemplo,
métodos de PCR propensos a errores, para mejorar su selectividad. En algunos casos, se pueden combinar dos o mas
elementos reguladores que tienen selectividad celular. En algunos casos, los elementos reguladores combinados exhiben
una selectividad de tipo celular mejorada para impulsar la expresién génica en el tipo de célula de interés. En algunos
casos, dichos elementos reguladores se truncan en una o mas bases a la vez para determinar la cantidad minima de
secuencia que conserva su selectividad de tipo celular. Los elementos reguladores mas pequefios que conservan la
selectividad del tipo celular son utiles para realizar una terapia génica que comprenda un transgén grande, o cuando la
capacidad de clonacién de un vector o plasmido esta limitada en vista del tamafio de un transgén que se desea administrar
mediante terapia génica.

[0048] La presente divulgacién proporciona una pluralidad de secuencias de nucleétidos que son elementos reguladores.
En algunos casos, uno o mas de los elementos reguladores descritos en el presente documento dan como resultado una
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expresion genética reducida en tipos de células del SNC no PV.

[0049] Los ejemplos no limitantes de elementos reguladores incluyen las SEQ ID NO: 1-32, como se proporciona en la

TABLA 1 a continuacién.

TABLA 1: Lista de secuencias de 4cidos nucleicos divulgadas en el presente documento.

SEQ
ID Secuencia de acido nucleico Fuente/ubicacién genémica
NO:
GOAGGAAGUCATCAACUTARACTATAATQACTHTAAGATACAAA
ATTGGGAATGOTAACATATITICAAGTTUTGTIGACATAAAGAA
IL \‘1(« \1’ ATEA a\’f(ui AT \ \ \T(s \. \ \u{a{qtiss ( \J\( ‘«C“
; nmm(u{ O €, ;
..:\.\{ Vﬂ( T I‘H( \( AT H“\l”(w\»\'\{x!{ \l”§ TAAQL
1 ACAGAGTCTIN Humano; hg19: chr2: 171621900 -
! '?(“I'i‘(}(}(“i‘ 171622580
2 Ratén; mm 10:.chr 2: 36053858-
36054359
GOTTTCCRCICTOCGOTE COPAG TiT(‘(ZT}‘:i‘E" TTAAAAAAAAAT
(;(s( i{»A”{'.\{x‘}V\ FAGAAAGTFAAN T(? G '§‘£‘(2(2(}(‘ \( ( «X(»(»{;
\C \hh\{
.(f.'l“f‘(f.\&(f(i{}
T
3 Raton; cr2: 36,09 1,144-36,091,966
’{x(x(x{ GCCOCTCTCC! {‘Q(Jf{x{ﬁ:‘{ YA \(s(r AL ( { .\'\(s‘f( 1819 l{ A( $
QGTTGACLCTTIITCCTIGATTACTGAGAGTGCAGAGGOTET
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(Continuacién)

SEQ
ID
NO:

Secuencia de acido nucleico

Fuente/ubicacién genémica

& FIE R

AQAQGAACAACTGALY
TAGUCTATACCAAGTCTA
CGGGTOTGAGA

A \"(\'YC'I\(:'}‘G’T(}(» ¢ N

I*ﬁ l(!(?\\i GOALTOTRGTGATG :\T}G.ﬁ( \X‘%(C\\Y((Vf
GOASAGTAAGAGGUAAGGGUAGCTOOGGACGOTGAGAGGAGLC
TGATGOGGAACCAGGLCAAGCAGOGUAGCAGAGGUGATGAAGA
GGATGTGGTGCATCCAGAGATTUACTICATTAGUTGRAGGCALTY
GCTGGATAGGGTUTEAAGGTICTGGTATCIGAG TG OE0TG
GEHOAGTQGTOGCICTGUTIC AACAGTOTGTGCAALGAGGA
AATAGGOGTTAAGGOOTAGGACAGTCACAGOTGAGTCAGLCTCA
CAAGAGCAACCTYCCCUTAGTHGUAGA

Ratén; cr2: 36,09 5,396-36,096,028

GGAGGTCTCCTITIGCCCOGRTICCAALAAGAL
GTATCTEA

AXTGUAAGOCY
TTICCTTGAGCCTUTCTIGTATTATAGAAGAAAAGY
AT \\{b({(( TG \b( TICAGTETC R Y(«}(T

U (st{((\{\i((f‘“f \(z(ﬁ(r\
h{\i }({ \(ﬁl:(\i((({?{xi(d

COCCAGECAMG {{ CTGGAGOA TOARL :{‘i g Hx{“"xf ACGC
CTAGGCCACTHRIGTGGCCTG TGN x:\"f ¥ ({\ “(; AGC
COTGE m’nc AGAGTOUACAAL (,( GGOTCAD

TGG(\('(\(\{ AL K:'f{xi\f{“(: m(s AL §{ TG ’xl(s ;(\( (3 \h
GET (;’{{;{J{A(..(\(.r(r.r\ TTA

Ratéon; mm 10:chr 2. 36102524-
36103193

(8 K)(r \ T i{s( AAAGUGAALTA, X(x((} \TW\( § i{ §

(ﬂ TAAG 5(.1( \(.t(:(\

AGC (J(.T(.(;(;f TYAY \XT'S AL '{(s(s( GAGGGGAGROGUTGGGUIC Kr
\l \(Ji §C{\h \{\{\( \(31 ’&i%( \i i { (5( f(rT{ {s{ & 5( ( \T?(\Ci.-f

TOOADAAGGALGAAG T"\z{\: CCTCE
\((h‘{( f\( TC K}( 1( (:((h(.i{ i( T(x( Kx TYC

CCCACOOGTOTOGTTRGEAGEE

..»'SA{‘ IAGCTGT

Ratén; mm 10:chr 2 . 36103286-
36104328
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ES 2981970 T3

(Continuacién)

SEQ
ID
NO:

Secuencia de acido nucleico

Fuente/ubicacién genémica

A \C\i'ﬁ }\f TA.
; \’{(;i‘ﬁb ACTPCAAGAAAG
}( AC T(J( CCTOTCACCAGACTTTTARACAGTCCCTATON IL)?(J(;
CACATGUTCAQTGAAATIG

Ratén; mm 10: chr 2: 36114311-
36114817

‘{“f }‘R W
QGATCCAGICH T § SAQACA
AGCACAAAGUAL QACA (ﬂ HRW r\{.\ ’x(z( (3‘1(:56? \(} 5\(}\
GGTCAQAGGACAGCETACAGGICCCAGATGATCAAALCTC AL \( ( j
CACCAGGUTTGUTAGCAL \(xf\{ }‘f‘f \{‘.( AALLCACCCCCS ;
CCCACCLIG U C 3
GCTATCICACTIGOUCLTAAAA TG i { \ AGUATGACALC Rs(*( TG
CTGAGTGGAAATGAGAVAGCAGAAGTCAACAGTAGATYTIAGH
AAAGULAGAG VAGGOTIGTGUNGTITITAGAARGCCAAGG
GACAALUTAALGATAGGOQUCCAAGTAAT

Ratén; mm 10: chr 1 5: 7817910 9-
78179610

FAACTHIRAGATAGGOUGAGAGGGGUALGGS
; CCETGICTCATIGIGATCCCCACOTG TGO
i '\(xh{ﬂ ALCCCATRAGGGUCAQCCTAL

ASGRACA
CTGTGG

AGCCOTTAGRIGRACAT

Ratén; mm 10: chr 1 5: 7819534

é{s(s{ CCAL f(x \ § {{N §(x.§(s{s(" &
N HETERS ’ G

; ATTIGGAGT i U.( AAATGTITCOGTAUTYAGCAN
( H\t i( Y \i H‘{ { (s{s{ :{\( :tz \(\I‘H\(\t \1 *s(:t‘i(f(“{:GC(.l

\3( f&{si \Q(U( \(:{( ib(.(.i(( AGLCT *({(:K G H‘\i(:
(‘Rs R:\{t((m{'t T{ \(dii({((( \VH 5\( \f{‘( CGAQRATC

FOOEAGACALCHAGTOL TCACK *i,r’mmwra;(;(,("“fw'
TGOOTTRACCECAAGTGACCCCRCUTOCTOA TCCTGCAGEATDA
GAA

7-78196134

10

TCTATAGARTGTGTC
AACGRAATQCATACCACA
TROTICC l(x‘i(xitsifﬁhis{f( CGCTACAGCCAL,
ATCTCAQACCQTCACAQAQUTTCGULGAATGTAY .\{3{:' !Gl }(
TCTGETGUAGACAGGGAGACAQGAGLOTTOGGAAQGLATAGHTGCT
FCETTOYTHOCLOALTEAGTOTIAGUTGGALTTGCACACCACAT
GLCTCACAGLCGGOULUACTIGCA TGV CACCUAGGCCCAGTG
ATGATGOUICTGCTTGUTTIOTCCTTI R TGUCARCTATAGCLCA
GCACUIGTGCCOTGGUTITTCATTCOTITAGTIGAA CACGTAGTY
ACIGOLGTIGTAGGOATGHAGCUITIOIGUTTUCTICIGOL AR A
GTECTTAGUGGCCEGLTGCGGOOLGTHOGGGOTE T AGGGGRAG
FGOTGATGAAGTATGACAG

kKN \{ { (“T‘i‘(x‘.“l“}‘)“{ CACACTIGATACGC

H’Y‘ \{‘(‘{‘

Ratén; mm 10: chr 1 5: 7819630 5-
78196806

14
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ES 2981970 T3

(Continuacién)

SEQ
ID
NO:

Secuencia de acido nucleico

Fuente/ubicacién genémica

11

TCTCCAGTIGUAGAAACAGATGUTGTAATTGGOGOCACAGTAY

AAAGAGAGCCCAGACATIGAACTHITAACACAGAAGCUIGHTA
CATTGOAACTOGCAGTCUAGCTLGGAACAAGGGOTAGALGCTS
AQGCCACTAAGTCAACTRAGGUAGLRAGACATAGGAGUTARAGC
AGCTRAAGGGTGUARA CAGCTGGGHRTIUTGA AN TRGGECTT
ATGUCCAGAGCTATOAAGTCAGGGOUTGTAGUUTAGG ALY

{HIAAGUC \{ HTGOEA \(x("ﬂ{fm z{‘{‘{\ A \ \(x \{‘(si\r(s \t 1( \( (

(}'i‘(.‘{' CEY (x(ui( ( { A(:i i\ FOATYES .
CRGCCEFCAGHTCOCACALALTOATOC 3((7('5\{{3‘\'2*{ \X( \( \ \(
ACATGACCAGAGAGA

Ratén; mm 10: chr 1 5: 7820523 4-
78205766

12

Y\} /’ﬁ A \i( /\( ‘«A \(s( 1 {{Jb(:{s(s( \(;{Jiw(x'i‘{:(r(s(.‘ i
ICTGTCCTIONGOG I(s(( ACTAANTCCTETHROTT

AQGQTTTLUYGAALAL: ATQ 55\{((5(:(!(( B
CAGQAGUGETETIGAACATOCCTAGGCAGAGGAGTCTAGCTTIC

CHGOGAAAAGATATCAGGTITAAQUAC AT ACATOTCCTCTGGAA
TAAGATAATTTITTGATCACACATTATACACACALAAAAGCCT
GCTC

Ratén; mm 10: chr 1 5: 7822484 1-
78225364

13

GUCOTUTAGGLCALTTGACCAGETCCCCTCAGTCLLCCCCTICC
CACACTCCCACALTCAQQLCTTCTCCULLLCCCCCHGACCLCIRE
AGGATYATCUTGYCIOTOT I \(‘»'3‘(.' Ax(i(f{fﬂfGGG:"\G(.\(.'A(T(JT
GGG 5\(;{ A(S(J( 3 {\( A \{1{\‘ T\ '

ALGCTO0

[ 5(;((){;? 1( (J
K \\i(x( T (J )

AAD

(1( Thf. AT H{.LK CTOTCCYCC (Gf{‘i UGG
Y(ki \iz{\{ AL l ?foi ( \(Jil(\ AGAGAGGAGTCAL
; AGECTCCGTINTC (5(5( ACACA
Ts\f.\f.\-}\\i\{.\x{ AL GC TGGT(}(:F\,A ¥CY

Ratén; mm 10: chr 1 5: 7824134 8-
78241856

14

(»‘f(; }”§ {\ }” i {‘(‘.'i‘ii‘( ('(’“{ }'fh{» \( £ (:;‘z(s,\(“ A(x{ . ,’\ U AAA

(s'\?\'fil‘i(x‘ GCTC 3 ‘ "

GAGGUATC PGTACS XK: \(1 ACGC \( \ ¢ \(s.»\.. ’\( ‘i‘f\f
ATCTAGLCATAGGC IAQAA ATTOTTYCICTITCTAGGTOPGOCL
TCTQCA

Ratén; mm 10:chr 9: 10734092 8-
107341325

15
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ES 2981970 T3

(Continuacién)

SEQ
ID
NO:

Secuencia de acido nucleico

Fuente/ubicacién genémica

15

GQACCACTCAGTOTATACOGAATOTAGAATTGAGTCTGUCATG
QIUTTCCCTCAAAGTCTTGGAGGUTTGORACTGA TATTGGGAGT
ATCTOGGCAGAGAAGGCCACAAAGACAGGGTRGTITTTCTACS
CTGGGACATACTCGTGAGCATGCACAGAGOLGTGICCLCAACTY
CCCTGTCACCCOTEICCTCTGLCGOUTAGAGQGRATGCOGLGQRT
GGATCATATGOIG Y.‘\'i\T{xfx{ (‘\{ \‘i \i( \C ‘((;i AAGH \(x(si{zG
GGQGGGG( .

CAGTQRYGUGATGAGCATT
ADA E AGAGATIQGAGTUTGIN
:\fi‘i"f'i'Bf}{}{}Tix AAAACCCCAGGAAGGGACACA ATGGGTGAG
35 \(1(3 ‘\‘"( T{)T x(:(; \{J‘{ :L£ i(:{s(c(t \( \(3'!('\(. T}(i(x \.'i\' L( \

Ratén; mm 10:chr 9: 10734922 7-
107350036

16

AHICCAAGAGG: \izT
CHTGEALTCGGEGEY

G(r(y ACCAC (s(s( TGGOGOTCAGGACTCLC

Ratén; mm 10: chr 9. 10739943 8-
107399639

17

TGCCTCAGTTICTTCGCCTARAAAGCCGGOTCTAAGGGTACATR
CCCTGATTUTTIICTGOOQGTOTCTCOGAATTITAAACAACACATA

Ratén; mm 10:cap 9

CTGTICTOGGUIGATGACARGADLLAAGT! \{"T(}(}'}“('G{}' '\SG("YG

(\(ﬂ TGAA %( { LTG0
TERACARTGUITGGOA ;

GAGCGTOAGGAGGAG I(s(}{s{..\. K}C.\(J(}(.(.Ci.x .\{ Ntl(- GTY T ¥
GETGATIGCTCOTTITGOTTYCAAGUAGATTAAACTATTTTTAGY

COOOGE AGGA \
LAAGTCCGOGTG

FICY {‘{‘lm;\~ H.\{\\H f\tnu(“ t‘rb(:»xtbn;( (x\{
TIGTGGCCOCCGGAGAGOGGAGTRATTACGCTGTTCA TG (.‘;\.\
GCOGATOCAATAGAGGGOTACTCGCAGAATGACTICCGOCCAGA
GCATCOTGCQCOTGTCT

110744320 2-107444228

16
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ES 2981970 T3

(Continuacién)

SEQ
ID
NO:

Secuencia de acido nucleico

Fuente/ubicacién genémica

18

TARAATACCTY. F
GGCTAAGEH x(x(g \(. \(s(t( AA(}(S( L }(t(t \ \f (S( \ A3
TCIGTARAATTAGUTICAGCGGTATTAGTGTTTGCAGTTGAAGA
THGAAA \*\( Y(s(vf TTCCCAGGGCCTGATINHAGDOTCCACTCNC

. SGCAAGGATTCIOOGUTGGCATTGAGG: &( \ X\
\_\z FHAGGCTGUTATGGGGUCTOUGRARCUAGGUTE

(.'(.'AG(ZAG(:. AACAGUTTIPCCAGTT .l‘-{'.'A(i{'i(.}\(f.:\(i(.‘s\{}kﬁ‘l‘(. ,(.;
AAGATCACROTCTOOAGTCCAGOIGGGLCCOTTOCTCTICTITTY
AL i(i(i 5\(' \(' (s'i T'( € 'i'i ( L{ L (L

COCUTGACCCCCCOCTTE
GAGGETTCCACAGEL
GOGTACGLCCGCCUGTATI

'3.*5’{3{5 "7‘<:x‘1‘<;..\xl;‘{3 AGCOANTC ;&é-.:ix%k}k.:{:c:‘;xx\'.‘ mixx: SFTCAGA
GCAGACACCGGAA CTGAGGETOAGTHOUGHITGUGAGATG
35 § 3 \(z(t{tft(t'l{s(x{s\\(x( f(‘i'\’\»\ \r\{ r\(rnﬁf(:

x*{mt CO0C
CTEACT A
AACCCAAGATTIGE TOTATGAAATC

AT H ACCHOTGL ﬁizi(

Ratén; mm 10: chr 9: 10744482 5-
107445746

19

AGACCCTGOTTAGCASAGUTCTTAGOGGOGTUUTT TAGGHHGHLTCY
AGTRGOAATGAGATAAGGAAUGGACATAGING
GCCTGCTAAGGAGGAAATHHLOCCGOCTTAL
AT A AT, ‘f}{ 33 ﬁ' AL \'i Ti‘(‘ﬁ'f'i CCACTCTIGVCOTCCTGGTATCATGO
S f- (0 TCAGGAGTCCTTGATIGAQGORADAL
(«T(\f L LT TPOGGGHGTYGUTRAS \( AG
] 3 E FGCTCIGTCALTGUTGAGAT R

GATOTCTAGGOC \(»() AGAARATGGAAAGC AL K ALAQCA
TATGIGGCCACTCAGGUCTATAGCOUCAAARTUTGROUTRGTAALC
CATTATOTCCCCAGAGANTT IO ATGCGGUGGATCALCCTCATOLC
{J(s(i H\ K \(}3 AAGGGASGOEE 5(:(:(?.\(}0{,\% LS 4\ %'}‘ A }'('('('3('(

Ratén; mm 10:chr 9: 10745208 O-
107452718

20

AARCTGGCACAG
AGCACCCGROTE !

(xK)I"Ii\i(x{{J(r(‘(s( }(:{s( \(;1(:(5{ 1”§\ TGLC Y((( TIC :
GAACATTAAG LLETTCCACTIRCCCCGCTUTIGY \ A
AGGAGITGUAGACACG CARTTAGGCGEALGLGTOHLGC
G('('X&G(}{x{’ T ‘, HOAL CCCTGATTGCGGRGTITAL

; Hx(xff \Tf“ﬁ'ﬂ((xﬂ. \R.«(x{ 553“‘\'1
.»'\T(}T(}'}‘(i{}("}‘( AGGUTAGGGCCAGGAATGOTGGC
AGTAAGGOUCCAGGTAGTUAATCAGQGTIUTTCTAACCCACCAT
TTAGGGATAGUGATCAGAASMAGGGUUUTCRAGHAGRTGACCTA.
AATOGTOTETAGAAGCTGALGOUUACTALATATACACACACACSA
CADACAL ACACATACACAAGCATCCTTIGTCUTTIGHAGTLGOTNA
GUATGALLAAGAGAAAGATGTICCCAGTGGUCATGARAGHIGA
GUOCTCCTCCCTACTTACATCCAGOTYGGATGGUCALRGAGATCC
TGAGATCCTICAAGACTOC

Ratén; mm 10:chr 9. 10747041 4-
107471129

21

ARGCCACATCOYGGOTGOARATATAT
TCCGGATGACCTCTGIGGHGAGCCCTRGCTTCACC 3
CTHIATOCOTTAGCCICGOTGOCAGG! k\{}(l( \(5!(»\(;(3?( SAGAL
GUTGGTGOTGGOGTG

Ratén; mm 10:chr 9: 10748488 7-
107485033

17
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ES 2981970 T3

(Continuacién)

SEQ
ID
NO:

Secuencia de acido nucleico

Fuente/ubicacién genémica

22

CETACCTGRTGCCCGCUAACATOYGGGGGCCA THITGGUCAGCG
& _&{:i (ri(:(si(r(xi(x X \(:(s( S( f{_ Y(;f‘(s(.‘.( (:Kz(d \ l(s A'i‘i‘(.”i I

ACQOACTCA TGO, \‘\"'u '\cmmc' ACOTGGOCAT
TGGCC AT AGTGG T TG TGO CGOHUG A TTACTOGAGLCLD
AGCTOOTCATETFOTHCTC

TAGE
FOPGOGQGAGCCTTGN

Ratén; mm 10:.chr 9. 10753449 0O-
107534786

23

ASACQQACGOGULTCCGUTRAATCAGTRAGGULCCAGALGIGC
GCATAAATAATCLOTGCETOUTGCACCACCIGHOGAQARGHEG
AGGACCAQGGTAAAT

Humano; hg 19: chr2: 17167 2063-
171672163

24

GGAGCGAGCGCATARCARAAQGRACGOORGOTCCTTITICNCTG
CCRGTGGEACTOGOGTAGUTGTOROCAGUTGTROTAUTTIGATOGG
GGCOCALGGUTGGA

Humano; hg 19: chr2: 17167 2697-
171672797

25

GEICAAGGAABLGTCGCAGGGTCACAGATOHHGGGAACCG

GGGAARAGCACTOAGGUAAAACCGLLGUTCOTCTCCTACAATA
TATGGGAGGGHGALT

Humano; hg 19: chr2: 17167 2918-
171673018

26

TIRAGTACOTTCTGGATTACTCA TAAGACCTITIYTTTTTCCTIC
CGGGCACARRACCOTQAGTTAGATTTATRATCGCCCTATALAG
CHCAGAGUUGGTCAGGCACCTOCAGAGR .'\G{‘{‘(‘(‘(}(‘(‘(}("Y(‘(‘

CCGATCCOGTCCOCQUUTR(
\(t(( (x Kx{ A{«( ¢ (s( (@ H\i(

COGTGGCTT {1: m{.g. AGG um{ iu\u e
ATCECAGCGCOGGCEACCLAACE
TGO

COUGOCTIOTOA
FCCOGAAATGAGTGCTTC

Humano; hg 19:cr 2:17167 3150-
171673696

27

CAGCAGCCGAAGGCGUTACTAGRAACGGTAACCTOTTACTITC
CAGGUROCATAQTCGA CCCGUTGLCCOAGTIQUTGTGLGACTGC
GCGLGCHGRRGITA

Humano; hg19: chr2: 17167 3900-
171674000

28

AGRTGACTTOOTICTICTCTGGCCAAGTECGAGHOA
AABATATGGGCOTTTENCCCCOTCTCACCITGTCTCA
CEAAALTCCCTAGTCCCCHOAGCAGTIAGCCTCTITCTIICCAL
GGAATTAGUCAGACACAACAACGGGAACCAGACACCGAACCA
GACATGUCCECURGTEEGCCCTECCT

GAGTOL

Humano; hg19: chr2: 17167 4400-
171674600

29

GUICHCTQCOTITOOTCCCTOTTGTCTCTCCAGAQUOGRATONTC
AAGGGLAGCUTLLOTGLCCCCROCTQCTCAGTIUCCTCCGRIRTR
CAGUACCCOGGAAGT CCCCGLACAQUTCTCGUTTCTCOTTIG
CAGCURGTTTUIGUGUCGO ACCAGTUGAGGALTOTGGACAGTAG
AGGCCCCGGEALGACKRAGEYG

Humano; hg19: chr2: 17167 4903-
171675101

18
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ES 2981970 T3

(Continuacién)

SEQ
ID Secuencia de acido nucleico Fuente/ubicacién genémica
NO:

4\ A \( (‘nf} \& (r(:{,( C _! CCGOTGAAC F‘*‘({}(Ij\F}(}(‘{\F\(‘ \_(s..&i‘(; 1(:(

GGQ{JTL( FITTUTOn

TGTGGTACT }‘IGA TEHEGE

& C(_ BOCTACCCOG

(3 \h(( GTGOAGCOGCUTCTUCGAATCTCYCTICTICTCOTGGOGE

TCGOGTGLG AUA(}( HGAACUTAGCGAGAACGAGGAAGCAGUTOG

\G(J TU \( h( ﬂ x(nb( \GA i } ACG z{L TG 5( \G(J(:LCG CsU{ LU \Lt(\
30 | FCGCTGICOOAGAGECGAGGTOGG Humano

AC T'I'Ct" C \(‘C G(‘(‘{‘ A \F C C TGL:C Y

(l(\ \ \GGTG \C Tl lT(JlJTTCTT( Tl T(i( )
f(lT'\_\L ‘x(! \T \T(J 3 ¥

mm('l(,' COTCCGGTG : :
GO ACAGCTETCGETTC TP TOCAGCC TG TTCRGCGCCGGACE
AGTCOAGGACTCTGGACAGTAGAGGCULCGGHACGACCGAGET
G

19
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ES 2981970 T3

(Continuacién)

SEQ
ID
NO:

Secuencia de acido nucleico

Fuente/ubicacién genémica

31

Gr(iAGG \ \G(’(W\TF Al \(T \ A \(T \(’ \ ”\TG \["T(}T A \G,’H ACAAA

\( \ '\ HuA A ’\ TTCTGATTGGCC (( \(ﬂ{ T(An\{_{ C{l\{,:‘\ Hj.\(l(y E'T
CAGCTOCCAACTITCTCTITCACATCTTATGAAAGTCATTTAAGC
ACAACTAACTITITTTITTYITETTITTITIITGAGACAGAGTUTIG
(“Tf\TGTTG( (‘(‘.A(}{ 3 \f : \G \GTGC;‘X(}T:\(}T{}ACTC AATE TTGG(‘T

CAGET \Ffl‘fl‘(s]‘:\.IU.‘lY,;LW..\(:AT.,\C(Jh(}ﬁ{x T
CACCCAGGOTRGTCTCGAA CTCCTOOCCTCAAGTGATC CACCTG
(:(:-T(:(}G{?(:T(f_(_fc.;-\AA(;TG(:TG{}G;:-\TTMA(}(;CGT(:A(}(?(?A(?TM

(I(IT \TTT( \(A A T \TAT»’S( T \(xT ATTT \( ﬂTT S.Tﬁ‘:\re\{ A

CGGACGOUGIUTCCGCTGAACCAGTRAGGCCCUAGACGTEOGCA
TAAATAACCOOTGOGTQUTHRT ACC AU TGGGGAGAGGGGHGAGG
ACCACGGT \ AAT IE(‘L\G{.(L\()C(;F \T.'ﬂ.l{?\’,\' 2 5.(5(1(13{?!3(.\. ({1

C \G(J(J FCALC \(x '\ TC T(IF(I(Y(}A: "\CCCCGUUU k \ A \(}( AC fﬁ \GG
CAAAACCGCCGCTOGTCTCCTACAATATATGGGAGHOGGGAGGT
TGAGTACGTTICTOOATTACTUATAAGACCTITTITTITICOTICD
GGGUGUAAAACTOTOAGCTGUATTTATAATCGUCOCTATAAAGC
TCCAGABGCGGTCAGGCACCTRC AGAGOGAGTCCCGUOGUTCG
CCGACTAGCTGUROCCCCGCGAGUAALGRUCTOGTGATTTCCCCGU
CGATCOLGTOCCCGUCTUNCCACTCTO LU CCCGUCTACCOOOGA
GCOGTOCAGCCGCUTUTCOGAATCTCTCTOTTOTCCTOGUOGCTOG
COTOCOAGAGGGAACTALC CAGAACGAGGAAGCAGUTGGAGO
TRACGOTGOGCAGATTACGCCTGTCAGGOUCGABCURAGCUGA
TOGOTGGOUGOTGTGUAGAGRAAAGGUGGGAGTGLOOGGITOG
CTGTCGCAGAGCCRAGGTGGOTAAGCTAGUGACCACCTRGRACY
TCCCAGUGUCCAATCGTGGUTTTTCAGCCAGGTCCTOTCCTOCC
GCGGUTTCTCAACCAACCUCATOCCCAGOGOUGGECACCCAACCT
CCOGAAATOAGTOGCTTCCTGOCCCAGCAGTUGAAGGUGUTACT
AGGAALGGTAANCTOTTACTITICCAGGOGRUUGTAGTCGALTCG
CTQOCCGAGTIGCTETGCGALTGCOUGCGLOGGGUTAGAGTRC
AAGGTGACTGTQETTCTTCTCTROOCC AAGTOCGAGGGAGAACGT
AAAGAT: ‘&TGGG(‘(“TTTTTC(‘CCCTI T(‘QC(\‘TTGTCT{ \f( \ \5\6

TETETOC .u.;AG(?(:CG.&Tc,ﬁc_._x.x(;m;c}.\crc..c.ﬂ? 3(JT(;{. COCCGG
CTOCTCAGTCCCTOCGUTG TOUAGGALCCCGGAARTOCTOCCOn

CACAGCTUTCGCTTCTCITTGCAGCOTEITTUTGCGLCGGALCA
GTOGAGGACTCTGOACAGTAGAGGCCCCGGGACGALCOAGCTG

Humano

20
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ES 2981970 T3

(Continuacién)

SEQ
ID
NO:

Secuencia de acido nucleico

Fuente/ubicacién genémica

32

TCAACAGGOGOGACACTTGGO AAAGAAGGATGGGOG ACAGAGCC
GAGAGQGACTOTTACACATTAGAGAAACATCAGTGACTGTGLCA
GUYTTGOGGTAGACTOUACAAAAGCCCTOGAGGCAGCACAGGCA
GGATCCAGTCIGUTGOTCCCAGGAAGCTAACCGTCTCAGAL f\“d
A()( \\C \U\w\h( \( U:.l A \( \lh TGCCACAAGGUTTRTOTAG A

: R 5.(5#'\1( \,\QLI

:u\,.u\}mé:(:_.&_éj_,_\cs..-x .‘
GACAAGCTAAGATA
TCeAC)

ACAGHOGUACG: \f:t cou r
AGOGACGCGOGCGTCCTITY

GATIYC UL((JL( GA l(( Lz{:lLL(( b( Y lLLL( %L H‘\(JLL((((}
CCTACCCOGOAGUCOTOCAGCCGOCTCTOCGAATOTCTCTCTTC
TCCTGOOGCTCGUGTGOGAGAGHL s\CT.-‘k{}Cf}:‘\{i;’»ﬁ;—‘\(i@f\(3{}:‘&3\
ﬁ(‘»\{ (”Thh »\GGTQ A{_ OO0

K. ]..’\(J(.‘.(s
CTY ﬁ‘i"ﬁs(‘nf(“,"xﬂﬁ
, »\( ( CATCCCAGUGOCG
58 T ll{ T(JLC CCAGCAGCCG
FITCCAGGGGLOG
TGOGUGCGEGGE
CTCTOTGGUCAAGTCOGA
(:(s(s A(x AL ( i l AJx AGATATGGGC CTFY COCCCCTOTCACCTTET
CTCACCAAAGTCCLTAGTOCCCOGAGCAGTTAGUCTCTTTCTTT
COAGGGAATTAGOCAGACACAACAACGGGAACCAGACACCGA
ACCAGACATOCCOGCCCCETGLGLCOTCCL TCGCTGCCTYT
COTCCCTOTIGTCTCTCCAGAGCCRGATCTTC AAGGGUAQGCUTT
COETORCCCCCGOITGCTCAGTCOCTOCOU TG TGLAGGACCLCGSA
AGTCCTCCCCGCACAGCTUTCGUTTCTCTITGLAQCOTGTTICTG
CEOCGGATCAGTCGAGGACTCTGUACAGTAGAGGUCC T GGGAC
GACCGAGUTG

Humano y ratén

33

ATTTACATTTATCCACACA

Humano

34

THRCCROTGOALTCTITTCOAAGGAACTAGGAGAACTAAGATH
GTITTICTGUCAAGGGUTGUUCLCCCCACGUOCCL
ACCCLOATOUCCACAGAAAGAAATCTTGAGGTY: \(s(l(}(x \.(st TE

CTTONGTGHGTRTGACAGRACTGUCATTOTCCTOTGTAGTCIGE

Ratén; chr9:107,3 99,268-107,400,06

21
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ES 2981970 T3

(Continuacién)

SEQ
ID Secuencia de acido nucleico Fuente/ubicacién genémica
NO:

f_lt th.J‘L 00 T \? *’Ib \{J((_i( \(Jf‘TCCCGG(J{
CGCTTOGAGCCAGCOCGGUGOGGANATIGL N
CAGAGGUCGUTHIRGUCAGTGCAGLLCCGOALGROC
GAAGGAGOTGGAGAAGAGLCCOGOTTTCCGCCC (J( ( (r( GG
CCOCCOTTACCTCCATCCCGCCGOCCGOCHTOCOCCCTOCCTOOCC
GCGGUGUCGCATCTTRAATGGAAAL

GAGTAATICATACAAAAGGACTCGOCCUTGCOTTG GGG AATCCC
AGGGACCOTCGTTAAACTCCCACTAACGTAGAALTUAGAGATC
GUTGCOTTCCCGCELCUTCACCCGCCCGUTUTCOTCATUALTGA
DUTGOAGAADAGCATROGTRAGGCTCCGGTOUOCOTCAGTOO0
CAGAGCGCACATCGCCCACAGTCLTCGAGAAGTTLGGOGGHAGG
OGTORG ‘ { SOTGQOGCOGEETA
AACTOGGAAAQTCATCTCGTG :'\CYGGC] CCGCCTTTTTCCCGA,
GGOTGGGHGAGAACCETATATAAGTOCAGTAGTOGUOGTGAAL
OTTCTTITTCGCAACOGRGTITGCCGCCCAGAACAC AGGTAAGTGC
COTGTGTGEUTTOCCOCGOACCTOGOCCTCTITACGUUTTATGGOC
CTTGCOGTOCOTTGAATTACTICCACGCCCOTOOUTOC AGTACGT
GATTCTIGATCCCGAGOTTCGGGTTGGAAGTGGGTGGGAGAGTY
COAGOGUOTTGOUCTTAAGGAGUCCCTTCGUOTOGTGUTTGAGTT
GAGGUUIGGCTTGGGCGCTGGGOUOGUCGUOGTGUGAATOTGGT
GOCACCT { (5( (,( CTOTCTCGCTOUTTTOGATAAGTUTCTAGCC
TEG '(1(‘!(;((; {.C:t’,l[‘l'l!{l(l{:b(ﬁlk
; ATTHC
(;(; Y l‘f T N](;(:(J[, (Jf (;ﬂ(a{ (n{ur( (z AL (1(:{:!‘. 1( ({ G( CCCAG
Q(:f, ‘1{ A F(; }*i L{Jb{ b'&(s(:((s&bb( CTGCGAGCGCGGLCACTGA
A STAGTYCTC, \\(x(’[(:()(( VOCCTRUTCTGAGT
G COTOTATCGOCC CTGOGOGGCAA
(J(sf? 1(;(;(,,(,(,(}(}‘1‘(?(}(}( CCAGTIGOGTRAGCGOAAAGATGGCC
GCTTOCCGOGCOCTGUTOCAGGUAGUTCAAAATOGAGEALGUGH
COCTGGGAGAGCGOHGUGGGTGAGTCACCCACACA S AGG
AGGQCCTTITCOLTCCTCAG COGOTTCATOTGACTCCACGGA
GTACCOGGGUGCUGTCCAGGCACTUTCGATIAGTIC AGCTYIT
GOGAGTACGTCGTCTTTAGGTTOGOGGGAGGGUTTTTATGUGATG
GAGTTTCCCCACACTOAGTGGUTGUGAGACTOAAGTTAGGUCAG
CTTGGUACTIGATGTAATTICTCCT TGHAATTIGUCOTTTTTGAGTY

FTGGATCTTOOTECATTUTCAAGCCTCAGACAGTOOTTCAAAGY
TTTTTICTPCCATTRCAGGTGTOGTOA

35

[0050] En un aspecto, los elementos reguladores descritos en el presente documento son selectivos del tipo de célula.
En algunos casos, los elementos reguladores descritos en el presente documento son selectivos para las neuronas PV.
En algunos casos, los elementos reguladores aqui descritos son selectivos para las neuronas PV en el SNC. En algunos
casos, elementos reguladores selectivos de células fotovoltaicas o cualquier elemento regulador divulgado pueden dar
como resultado la expresion genética selectiva en neuronas PV en al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco o més tipos de
células del SNC no PV.

[0051] En algunos casos, uno cualquiera o mas de los elementos reguladores descritos en el presente documento estén
unidos operativamente a un transgén en un casete de expresidén para dar como resultado una expresion selectiva en un
tipo de célula objetivo, por ejemplo, una neurona PV. En algunos casos, un elemento regulador de cualquiera de las
formas de realizacién del presente documento comprende o consiste en cualquiera de (i) SEQ ID NO: 1-33; (ii) una
variante, fragmento funcional o una combinacién de los mismos; o (iii) una secuencia que tiene al menos 80 %, al menos
85 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al
menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % de identidad de secuencia con cualquiera de (i) o (ii). En algunos
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casos, un elemento regulatorio comprende cualquiera de las SEQ ID NO: 1-32. En algunos casos, la identidad de
secuencia se mide mediante BLAST.

[0052] En algunos casos, dos 0 més, tres 0 mas, cuatro o0 mas, cinco o més, seis o0 mas, siete 0 mas, ocho o mas, nueve
0 mas, o diez o mas de SEQ ID NO: 1- 32, o un fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o secuencias que
tienen al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia con el
mismo, se combinan para formar un elemento regulador mas grande, o se combinan operativamente unido a un gen en
un casete de expresidon. En algunos casos, dos 0 mas, tres 0 més, cuatro o0 mas, cinco o mas, seis 0 mas, siete o0 mas,
ocho 0 més, nueve o0 mas, o diez o mas de SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento funcional o una combinacién de los mismos,
0 secuencias que tienen al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % de identidad de
secuencia con el mismo, se combinan usando una secuencia conectora de 1-50 nucledtidos. En algunos casos, dos o
mas, tres o mas, cuatro o0 mas, cinco o mas, seis 0 mas, siete 0 mas, ocho o0 mas, nueve o mas, o diez 0 mas de SEQ ID
NO: 1-32, o un fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al menos un 80 %, al
menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia con el mismo, se combinan sin una
secuencia conectora. En algunos casos, se utiliza una secuencia de SEQ ID NO: 33 como conector entre dos elementos
reguladores cualesquiera. En algunos casos, una secuencia conectora entre dos elementos reguladores cualesquiera
comprende la SEQ ID NO: 33 o una secuencia que tiene al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos
el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos
98 %, al menos 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 33. En algunos casos, la identidad de
secuencia se mide por BLAST.

[0053] En algunos casos, cuando se combinan o usan dos 0 mas elementos reguladores en un casete de expresion, no
es necesario que los elementos reguladores estén adyacentes o unidos en un casete de expresiéon. Por ejemplo, un
elemento regulador puede ubicarse aguas arriba de un transgén, mientras que un segundo elemento regulador y/o
elementos reguladores adicionales pueden ubicarse aguas abajo del transgén. En algunos casos, uno 0 mas elementos
reguladores pueden ubicarse aguas arriba de un transgén. En algunos casos, uno o méas elementos reguladores pueden
ubicarse aguas abajo de un transgén.

[0054] En algunos casos, una cualquiera o mas de SEQ ID NO: 1-22, o un fragmento funcional o una combinacion de los
mismos, o secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 99 % de identidad de
secuencia con la misma, se puede combinar con una cualquiera o mas de SEQ ID NO: 23-30, o un fragmento funcional o
una combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos un
99 % de identidad de secuencia con la misma, para formar un elemento regulador mas grande. Por ejemplo, un elemento
regulador comprende SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 30. Un elemento regulatorio comprende SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO:
30. Un elemento regulatorio comprende SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 23 -29. Un elemento regulador comprende SEQ ID
NO: 8 y SEQ ID NO: 23-29. En algunos casos, un elemento regulador comprende la SEQ ID NO: 30 o una cualquiera o
mas de las SEQ ID NO: 23-29, o un fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al
menos el 80 %, al menos el 90 %, al al menos un 95 %, o al menos un 99 % de identidad de secuencia con el mismo.

[0055] En algunos casos, uno o mas elementos reguladores de la presente divulgaciéon dan como resultado la expresién
génica selectiva en una célula PV. En algunos casos, los elementos reguladores que muestran actividad o funcién
selectiva en un tipo de célula objetivo también muestran actividad o funcién minima en uno o més tipos de células fuera
del objetivo, por ejemplo, tipos de células del SNC no PV, neuronas no inhibidoras o excitadoras. neuronas, células no
fotovoltaicas.

[0056] En algunos casos, uno 0 mas elementos reguladores unidos operativamente a un gen modulan la expresién génica
en una célula, incluyendo, entre otros, la expresion selectiva en untipo de célula objetivo sobre tipos de células no objetivo.
La expresién selectiva en una célula o tipo de célula objetivo también puede denominarse expresidn selectiva de células
o expresién selectiva de tipo celular.

[0057] La expresion selectiva generalmente se refiere a la expresion en una fraccion elevada de células del tipo de célula
de interés (o el tipo de célula objetivo) en comparacién con otras células (o tipo de célula no objetivo). La expresion
selectiva también puede verse como una expresién preferencial en una célula objetivo o un tipo de célula objetivo sobre
una o mas células o tipos de células no objetivo. En algunos casos, la expresién selectiva de uno o méas elementos
reguladores de esta divulgacién se compara con CAG, EF1q, un promotor constitutivo (por ejemplo, SV40, CMV, UBC,
PGK y CBA), o un elemento regulador no selectivo que se conoce. para impulsar la expresién en cualquier célula o tipo
de célula sin selectividad. En algunos casos, la expresién selectiva de uno o mas elementos reguladores de esta
divulgacién se compara con CAG, EF1q, un promotor constitutivo (p. ej., SV40, CMV, UBC, PGK y CBA), un elemento
regulador no selectivo o una expresion casete sin los elementos reglamentarios.

[0058] Los tipos de células no objetivo pueden incluir un subconjunto, subtipo o tipo de células diferente en comparacién
con la célula objetivo o el tipo de célula objetivo, o todos los tipos de células no objetivo. En algunos casos, uno o mas
elementos reguladores unidos operativamente a un gen dan como resultado una expresién selectiva en un tipo de célula
objetivo sobre al menos un tipo de células no objetivo, o al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, o
més de cinco tipos de células no objetivo. En algunos casos, los tipos de células no objetivo se refieren a todos los demés
tipos de células sin incluir el tipo de célula objetivo. En algunos casos, los tipos de células no objetivo son todos los demas
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tipos de células dentro de un tejido u 6rgano relevante sin incluir el tipo de célula objetivo, por ejemplo, todos los tipos de
células no objetivo en el SNC, todos los tipos de células no objetivo en el hipocampo. En algunos casos, una célula no
objetivo o un tipo de célula no objetivo abarca un subconjunto o subtipo de células que no es la célula objetivo. Por
ejemplo, los tipos de células del SNC no PV pueden incluir células GABAérgicas que expresan calretinina y/o
somatostatina en lugar de parvalbimina, o todas las células GABAérgicas que no expresan parvalbimina. En algunos
casos, los tipos de células se distinguen portener un marcador celular, morfologia, fenotipo, genotipo, funcién y/o cualquier
otro medio diferente para clasificar los tipos de células.

[0059] La selectividad de la expresién impulsada por un elemento regulador en una célula o tipo de célula de interés se
puede medir de varias maneras. La selectividad de la expresién génica en un tipo de célula objetivo sobre tipos de células
no objetivo se puede medir comparando el nimero de células objetivo que expresan un nivel detectable de una
transcripcién de un gen que esta operativamente unido a uno o mas elementos reguladores con el nimero total. de células
que expresan el gen. Dicha medicidn, deteccién y cuantificacién se puede realizar in vivo o in vitro.

[0060] En algunos casos, la selectividad para las neuronas PV se puede determinar usando un ensayo de colocalizacién.
En algunos casos, el ensayo de colocalizacién se basa en inmunohistoquimica. En algunos casos, se utiliza un gen
indicador detectable como transgén para permitir la detecciéon y/o medicién de la expresiéon génica en una célula. En
algunos casos, se usa un marcador detectable, por ejemplo, un marcador fluorescente o un anticuerpo, que marca
especificamente la célula objetivo, para detectar y/o medir las células objetivo. En algunos casos, un ensayo de
colocalizacién emplea imagenes, por ejemplo, iméagenes fluorescentes, para determinar el solapamiento entre diferentes
etiquetas fluorescentes, por ejemplo, el solapamiento entre una sefial de fluorescencia indicativa de una célula objetivo y
otra sefial de fluorescencia indicativa de expresién génica. En algunos casos, las etiquetas fluorescentes utilizadas para
un ensayo de colocalizacidén incluyen una proteina fluorescente roja (RFP), como un gen indicador tdTomato, y una
proteina indicadora fluorescente verde, como eGFP.

[0061] En algunos casos, un gen unido operativamente a uno o mas elementos reguladores es una proteina fluorescente,
p. eGFP o RFP, donde la expresion del transgén proporciona una sefial detectable. En algunos casos, el tejido se tifie
para detectar eGFP o la fluorescencia de eGFP se detecta directamente mediante un microscopio de fluorescencia. Se
puede usar un segundo marcador fluorescente o gen indicador que tenga una fluorescencia o sefial detectable diferente
para indicar las células objetivo, tal como un anticuerpo que identifica las células objetivo. Por ejemplo, se puede usar un
anticuerpo anti-PV que interactia especificamente con las neuronas PV para producir una sefial detectable que se
distingue de la fluorescencia utilizada para medir la expresion génica, como una fluorescencia roja o una tincién roja. Asi,
en un ejemplo en el que eGFP es un transgén operativamente unido a uno o mas elementos reguladores que impulsan la
expresion selectiva en neuronas PV, y en el que las neuronas PV estdn marcadas con un anticuerpo anti-PV, la
selectividad de la expresion génica en células PV se mide como porcentaje de células eGFP+ que también son PV+. En
dicho ensayo, las células PV+ que también son eGFP+ se indican mediante la superposicién de ambas sefiales de
fluorescencia, es decir, una superposicién de la fluorescencia roja y verde. Dicha medicidn, analisis y/o deteccién se puede
realizar mediante inspeccidén ocular o mediante una computadora.

[0062] En algunos casos, también se puede medir la proporcién de un tipo de célula de interés (o tipo de célula objetivo)
que expresa un transgén en comparacion con la proporcion de tipos de células no objetivo (u otras células) que expresan
el transgén para evaluar la selectividad de uno 0 més elementos reguladores operativamente vinculados al transgén. De
manera similar, la selectividad de expresién también se puede medir comparando el nimero de células objetivo que
expresan un transgén operativamente unido a uno o mas elementos reguladores con el nimero total de todas las células
que expresan el transgén. En ambos enfoques, cuanto mayor es el nUmero de células objetivo que expresan el transgén,
més selectivos son los elementos reguladores para las células objetivo. En algunos casos, las células objetivo son
neuronas fotovoltaicas.

[0063] En algunos casos, uno o més elementos reguladores descritos en el presente documento dan como resultado una
mayor selectividad en la expresién génica en una neurona PV. En algunos casos, uno o mas elementos reguladores
descritos en el presente documento dan como resultado una mayor selectividad en la expresién génica en neuronas PV
en comparacién con los tipos de células del SNC no PV. En algunos casos, uno o mas elementos reguladores descritos
en el presente documento dan como resultado una mayor selectividad en la expresién génica en neuronas PV en
comparacién con células GABAérgicas no PV, en donde las células GABAérgicas no PV pueden ser una cualquiera o
méas de las células GABAérgicas que expresan calretinina (CR), somatostatina (SOM), colecistoquinina (CCK),
neuropéptido Y (NPY), polipéptido vasointestinal (VIP), colina acetiltransferasa (ChAT) o una combinacién de ellos. En
algunos casos, uno o mas elementos reguladores descritos en el presente documento dan como resultado una mayor
selectividad en la expresiéon génica en neuronas PV en comparacién con al menos una, al menos dos, al menos tres, al
menos cuatro, al menos cinco o mas de cinco subtipos no PV GABAérgicos. En algunos casos, uno o mas elementos
reguladores descritos en el presente documento dan como resultado una mayor selectividad en la expresién génica en
neuronas PV en comparacion con todas las demas células GABAérgicas no PV, o todas las demas células GABAérgicas
que no expresan PV, o todas las demas células del SNC que no expresan PV, o todas las demas neuronas que no
expresan PV. En algunos casos, uno o mas elementos reguladores descritos en el presente documento dan como
resultado una mayor selectividad en la expresién génica en neuronas PV en comparacién con todas las células no PV en
el SNC o todas las neuronas no PV.
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[0064] En algunos casos, uno o0 mas elementos reguladores unidos operativamente a un transgén dan como resultado la
expresion selectiva del transgén en células PV, en donde el porcentaje de células PV que expresan el transgén es un
porcentaje mayor que la expresiéon génica en células PV en donde el el transgén esta operativamente unido a CAG, EF1q,
un promotor constitutivo (por ejemplo, SV40, CMV, UBC, PGK y CBA), o un elemento regulador no selectivo, tal como
SEQ ID NO: 34, o un fragmento funcional del mismo, o una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de
secuencia con la misma. En algunos casos, uno o mas elementos reguladores dan como resultado una expresién selectiva
en las neuronas PV a un nivel que es al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al
menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces, al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, o al menos 50 veces en comparacién con la expresiéon de un gen unido
operativamente a CAG, EF1q, un promotor constitutivo (por ejemplo, SV40, CMV, UBC, PGK y CBA) o un elemento
regulador no selectivo tal como SEQ ID NO: 34, o un fragmento funcional del mismo, o una secuencia que tiene al menos
un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia con la
misma.

[0065] En algunos aspectos, un elemento regulador es de origen humano o comprende una secuencia que es de origen
humano. En algunos casos, un elemento regulador se deriva de ratén o comprende una secuencia que se deriva de ratén.
En algunos casos, un elemento regulador comprende una secuencia que no se produce de forma natural. En algunos
casos, un elemento regulatorio no ocurre naturalmente. En algunos casos, uno o mas elementos reguladores de origen
humano se combinan con otro elemento regulador para generar un elemento regulador que no se produce de forma
natural. En algunos casos, un elemento regulador derivado de humanos se combina con un elemento regulador derivado
de ratén.

[0066] El término "derivado humano" como se usa en el presente documento se refiere a secuencias que se encuentran
en un genoma humano (o una construccién del genoma humano), o secuencias homoélogas al mismo. Una secuencia
homdéloga puede ser una secuencia que tiene una regién con al menos un 80 % de identidad de secuencia (por ejemplo,
medida por BLAST) en comparacién con una region del genoma humano. Por ejemplo, una secuencia que es al menos
80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 % o al menos el 99 % de homologia a una secuencia humana se considera
derivada de humanos. En algunos casos, un elemento regulador contiene una secuencia derivada de humano y una
secuencia derivada de no humano de manera que en general el elemento regulador tiene una identidad de secuencia
baja con respecto al genoma humano, mientras que una parte del elemento regulador tiene una identidad de secuencia
del 100 % (o identidad de secuencia local) a una secuencia del genoma humano.

[0067] En algunos casos, un elemento regulador de origen humano es una secuencia que es 100 % idéntica a una
secuencia humana. En algunos casos, la secuencia de un elemento regulador selectivo de tipo celular es 100 % de origen
humano.

[0068] En otros casos, al menos el 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % de
la secuencia del elemento regulador es de origen humano. Por ejemplo, un elemento regulador puede tener el 50 % de
su secuencia derivada de humanos y el 50 % restante no derivada de humanos (por ejemplo, derivada de ratén o
totalmente sintética). Por ejemplo, un elemento regulador que se considera 50 % derivado de humano y comprende 300
pb puede tener una identidad de secuencia general del 45 % con una secuencia en el genoma humano, mientras que los
pares de bases 1-150 del ER pueden tener un 90 % de identidad (identidad de secuencia local) a una regién de tamafio
similar del genoma humano.

[0069] En algunos casos, una secuencia que es homéloga a una secuencia reguladora derivada de ser humano es al
menos un 90 % idéntica a una secuencia humana. En algunos casos, un elemento regulador en la presente memoria
comprende una secuencia que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al
menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad
con cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 23-31 y 33. En algunos casos, la identidad de secuencia se mide mediante BLAST.
Cuando un elemento regulador comprende una secuencia que es homoéloga (por ejemplo, al menos 80 %, al menos 85 %,
al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 99 % de identidad de secuencia) a una cualquiera o mas de las SEQ ID NO:
23-29, o un fragmento funcional o combinacién de los mismos, dicho elemento regulador da como resultado una mayor
expresidn de un transgén operativamente unido (cuando un promotor también esta presente en el vector o casete de
expresion), en comparacién con un vector similar sin el elemento regulador. Esta mayor expresién de un transgén se
puede observar, por ejemplo, en células HEK293T o CHO.

[0070] En algunos casos, uno o méas elementos reguladores comprenden una cualquiera o méas de las SEQ ID NO: 23-
29 combinadas con o utilizadas en combinacién con una cualquiera o mas de las SEQ ID NO: 1-22 con o sin una secuencia
conectora tal como SEQ ID NO: 33. En algunos casos, dos elementos reguladores cualesquiera de esta divulgacion se
unen entre si usando un conector polinucleotidico que comprende de 1 a 50 nucleétidos, tal como SEQ ID NO: 33 o una
variante de la misma. En algunos casos, la secuencia conectora es una secuencia derivada de humanos. En algunos
casos, la secuencia enlazadora procede de ratdn o no se produce de forma natural. En algunos casos, dos elementos
reguladores se unen sin un conector o sin ninguna secuencia intermedia. En algunos casos, un conector comprende 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o0 30 nucleétidos. En algunos
casos, la secuencia conectora es el resultado del sitio de la enzima de restriccién, ligacién, PCR y/o clonacién.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2981970 T3

[0071] En algunos casos, un elemento regulador derivado de ser humano se combina con un elemento regulador derivado
de ratdn, tal como SEQ ID NO: 32, que es una combinacion de SEQ ID NO: 8 (una secuencia derivada de raton) y SEQ
ID NO: 23-29 (secuencias derivadas de humanos). En algunos casos, los elementos reguladores selectivos de tipo celular
se combinan directamente sin una secuencia conectora adicional. En otros casos, los elementos reguladores selectivos
de tipo celular se combinan con una o mas secuencias enlazadoras cortas que pueden ser artefactos deliberados o de
clonacién. En algunos casos, una secuencia conectora comprende de 1 a 50 bases. Por ejemplo, SEQ ID NO: 31
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1y 23-29 junto con 19 pb adicionales de la secuencia gendmica (SEQ ID NO:
33) inmediatamente después de la secuencia de SEQ ID NO: 1. SEQ ID NO: 32 también incluye estos 19 pb pero sin la
secuencia de SEQ ID NO: 1. En otros ejemplos, los elementos reguladores selectivos de tipo celular combinados pueden
incluir secuencias cortas, generalmente de menos de 50 pb, menos de 20 pb, menos de 15 pb 0 menos. de 10 pb, de un
plasmido de clonacién o de un sitio de reconocimiento de enzima de restriccién.

[0072] En algunos casos, los elementos reguladores pueden derivarse de secuencias de ADN no codificantes. En algunos
casos, los elementos reguladores derivados del ADN no codificante estan asociados con genes, como secuencias
ascendentes, intrones, regiones no traducidas (UTR) 3' y 5' y/o regiones descendentes. En otros casos, elementos
regulatorios derivados de las secuencias de ADN no codificantes no estan asociadas con un gen. En algunos casos, los
elementos reguladores se derivan de secuencias codificantes. En algunos casos, la regién gendémica de la que se deriva
un elemento regulador es distinta de la regién genémica de la que se deriva un transgén operativamente unido. En algunos
casos, un ER se deriva de una regién o ubicacion gendémica distal con respecto a la regién o ubicacién gendémica de la
que se deriva el transgén (tal como una versidén natural o enddgena del transgén).

[0073] En un aspecto, un elemento regulador es cualquier secuencia no codificante que module la expresidén génica, por
ejemplo, la selectividad de expresién en una célula objetivo. En algunos casos, la célula objetivo es una neurona
fotovoltaica. En algunos casos, un elemento regulador deriva de una secuencia genémica aguas arriba de un sitio de inicio
de la transcripcién, una secuencia 5' UTR, una secuencia exénica, una secuencia intrénica o una secuencia 3' UTR. En
algunos casos, un elemento regulador derivado de humanos comprende una secuencia intrénica derivada de humanos.
En algunos casos, un elemento regulador comprende un potenciador, y su presencia en un casete de expresion junto con
un promotor aumenta la expresiéon de un transgén operativamente unido en el tipo de célula objetivo (por ejemplo,
neuronas PV) en comparacién con la expresiéon del mismo transgén por el promotor sin el potenciador. En algunos casos,
un potenciador aumenta la expresién de un transgén operativamente vinculado a través de un mecanismo transcripcional,
un mecanismo postranscripcional o ambos. En algunos casos, un elemento regulador comprende una secuencia
potenciadora, una secuencia promotora o una combinacién de las secuencias potenciadora y promotora. En algunos
casos, un elemento regulador comprende uno o0 mas de una secuencia potenciadora derivada de humanos, una secuencia
promotora derivada de humanos, una secuencia intrénica derivada de humanos y/o una combinacién de las mismas.

[0074] En algunos casos, un elemento regulador comprende una o mas de las SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento o una
combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, en al menos
un 95 %, o al menos un 99 % de identidad de secuencia con el mismo. En algunos casos, un elemento regulador
comprende una o més de las SEQ ID NO: 1-22, o un fragmento o una combinacién de los mismos, 0 secuencias que
tienen al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, o al menos un 99 % de identidad de
secuencia con el mismo. En algunos casos, un elemento regulador comprende una o mas de SEQ ID NO: 23-29, o un
fragmento o una combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, o al menos un 99 % de identidad de secuencia con el mismo. En algunos casos, un elemento regulador
comprende una o mas de las SEQ ID NO: 30-32, o un fragmento o una combinacién de los mismos, o secuencias que
tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos un 99 % de identidad de secuencia
con el mismo. En algunos casos, un elemento regulador comprende una secuencia de SEQ ID NO: 30-32, o un fragmento
0 una combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos
95 %, o al menos 99 % de identidad de secuencia con el mismo.

[0075] En algunos casos, un elemento regulador se deriva de secuencias de ADN no humano o de secuencias genémicas
tanto humanas como no humanas. En algunos casos, los elementos reguladores selectivos de tipo celular, o partes de
los mismos, son homdélogos a una secuencia genémica de mamifero. En algunos casos, los elementos regulatorios tienen
al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos
el 94 %, al menos el 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad con una
secuencia gendmica de mamifero. En algunos casos, un elemento regulador deriva de una secuencia genémica de ratén.
En algunos casos, un elemento regulador, o fragmentos del mismo, tiene al menos aproximadamente 80 %, 85 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o més del 99 % de identidad con una secuencia genémica de
ratdn o una secuencia genémica de mamifero no humano. En algunos casos, la identidad de secuencia se mide mediante
BLAST. En algunos casos, los elementos reguladores pueden comprender cualquiera de las SEQ ID NO: 1-33, o un
fragmento o una combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, o al menos 99 % de identidad de secuencia con el mismo.

[0076] En algunos casos, los elementos reguladores selectivos de tipo celular son cortos. En algunos casos, el tamafio

de los elementos reguladores es compatible con la capacidad de clonacién de un vector, por ejemplo, un vector viral o
rAAV, de manera que el tamafio combinado de un transgén y uno o mas elementos reguladores no excede la capacidad
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de clonacién de un vector. En algunos casos, los elementos reguladores selectivos de tipo celular tienen una longitud de
hasta aproximadamente 2050 pb, 2000 pb, 1900 pb, 1800 pb, 1700 pb, 1600 pb, 1500 pb, 1400 pb, 1300 pb, 1200 pb,
1100 pb, 1000 pb, 900 pb. 00 pb, 700 pb, 600 pb, 500 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb o 100 pb. En algunos casos, los
elementos reguladores selectivos de tipo celular tienen una longitud total de no mas de aproximadamente 20 pb, 30 pb,
40 pb, 50 pb, 60 pb, 70 pb, 80 pb, 90 pb, 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb. 800 pb, 900 pb, 1000
pb, 1010 pb, 1020 pb, 1030 pb, 1040 pb, 1050 pb, 1060 pb, 1070 pb, 1080 pb, 1090 pb, 1100 pb, 1200 pb, 1300 pb, pb,
1600 pb, 1700 pb, 1800 pb, 1900 pb o0 2000 pb. En algunos casos, los elementos reguladores selectivos de tipo celular
tienen una longitud de aproximadamente 100 pb-1100 pb, 100 pb-1000 pb, 100 pb-900 pb, 200 pb-900 pb, 200 pb-800
pb, 300 pb-600 pb, 400 pb-800 pb, 500 pb-600 pb, o 600 pb -900 pb. En algunos casos, un elemento regulatorio esta
entre aproximadamente 400-600 pb, 400-600 pb, 400-700 pb, 400-800 pb, 400-900 pb, 400-1000 pb o0 400-1500 pb. En
algunos casos, un elemento regulatorio est4 entre aproximadamente 500-600 pb, 500-700 pb, 500-800 pb, 500-900 pb,
500-1000 pb o0 500-1500 pb. En algunos casos, se combinan dos 0 mas elementos reguladores para formar un elemento
regulador selectivo de tipo celular mas grande de 1300-2500 pb, 1300-2060 pb, aproximadamente 1350 pb,
aproximadamente 2050 pb o aproximadamente 1880 pb.

[0077] En algunos casos, se pueden combinar dos o mas elementos reguladores selectivos de tipo celular. Por ejemplo,
se pueden combinar dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas elementos reguladores selectivos de tipo
celular. Por ejemplo, SEQ ID NO: 30 comprende secuencias de siete elementos reguladores, es decir, SEQ ID NO: 23-
29, todos los cuales derivan de una secuencia genémica humana. En algunos casos, los elementos reguladores selectivos
de tipo celular se refieren a elementos reguladores selectivos de neuronas PV.

[0078] En algunos casos, un elemento regulador selectivo de tipo celular se repite dos 0 més veces para crear un elemento
regulador combinado que también es selectivo de tipo celular o tiene una propiedad selectiva de tipo celular mejorada. En
algunos casos, se combinan dos o0 mas elementos reguladores con diferente selectividad de tipo celular. En algunos
casos, un elemento regulador selectivo de tipo celular se combina con un elemento regulador no selectivo, por ejemplo,
un elemento potenciador no selectivo que impulsa una alta expresién génica. Por ejemplo, un elemento regulador promotor
con alta selectividad para una célula objetivo se puede combinar con un elemento regulador con alta eficiencia de
expresion. En algunos casos, uno o més elementos reguladores selectivos del tipo celular se combinan con uno o mas
elementos reguladores de alta eficiencia. Por ejemplo, una cualquiera o mas de las SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento o
una combinacion de los mismos, 0 secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %
o al menos Una identidad de secuencia del 99 % con la misma se puede combinar con un promotor constitutivo, tal como
un promotor GAD2, un promotor de sinapsina humana, un promotor minCMV, una caja TATA, un promotor supercore o
un promotor EF1a, o una combinacién de los mismos.

[0079] En algunos aspectos, la presente divulgacién proporciona una lista de elementos reguladores que se pueden
agregar a cualquier terapia génica para dar como resultado la expresién génica selectiva en un tipo de célula objetivo, tal
como una neurona PV sobre uno o mas tipos de células no objetivo, tales como células del SNC no PV, incluidas, entre
otras, células excitadoras y/o células GABAérgicas no PV.

[0080] En algunos casos, los elementos reguladores selectivos de tipo celular se pueden combinar con otros elementos
reguladores tales como un promotor de alta expresién o una secuencia que aumenta la estabilidad del ARNm. En algunos
€asos, uno o mas elementos reguladores selectivos de tipo celular se combinan con una secuencia humana, no humana
o no de mamifero, por ejemplo un promotor hSyn1, un promotor CBA, un promotor CMV, un promotor EF1a, una sefial
poliA (por ejemplo, sefial SV40 poliA), o un elemento regulador postranscripcional tal como elemento regulador
postranscripcional del virus de la hepatitis de la marmota (WPRE).

[0081] En algunos casos, los elementos reguladores combinados pueden provenir de diferentes especies. Los elementos
reguladores combinados pueden provenir de diferentes regiones gendémicas dentro de una especie. En algunos casos,
los elementos reguladores se derivan de secuencias genémicas distales, por ejemplo, se combinan secuencias que no
se asocian normal o naturalmente entre si o con un tipo de célula de interés. En algunos casos, los elementos reguladores
individuales utilizados para formar un elemento regulador combinado pueden provenir de diferentes cromosomas
humanos.

[0082] En un aspecto, un elemento regulador de la divulgacién comprende un fragmento funcional de cualquiera de las
SEQ ID NO: 1-32, o0 una combinacién de las mismas, o secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos
90 %, al menos un 95 %, o al menos un 99 % de identidad de secuencia con el mismo. Dicho fragmento funcional puede
aumentar la expresién de un transgén en un casete o vector de expresién en comparacién con un casete o vector de
expresion similar sin el elemento regulador. Dicho fragmento funcional puede funcionar como un potenciador para
aumentar la expresién selectiva del tipo celular cuando el fragmento estd unido operativamente a un transgén en
comparacién con un vector o casete similar sin el fragmento funcional. Un fragmento tiene preferiblemente més de 30, 40,
50 0 60 pb de longitud.

[0083] En algunos casos, un elemento regulador selectivo de células PV o cualquier elemento regulador de esta
divulgacién comprende cualquiera de las SEQ ID NO: 1-32, (ii) una secuencia de &cido nucleico que tiene al menos 80 %,
81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 %
de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NO: 1-32, (iii) un fragmento funcional de cualquier secuencia de
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(i) o (ii), o (iv) una combinacién de cualquier secuencia de (i), (ii) y/o (iii). En algunos casos, la identidad de secuencia se
mide mediante BLAST. En algunos casos, dos 0 més de las SEQ ID NO: 1-29, o un fragmento funcional o una combinacion
de los mismos, o secuencias que tienen al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, o al
menos al menos un 99 % de identidad de secuencia con las mismas, se usan como elemento regulador para aumentar la
expresion transgénica selectivamente en células PV en comparacion con células del SNC no PV, o en cualquier tipo de
célula objetivo en comparacién con el tipo de célula no objetivo. En algunos casos, un fragmento funcional es aquel que
da como resultado una expresién selectiva en un tipo de célula objetivo sobre uno o mas tipos de células no objetivo.

[0084] En algunos casos, se pueden usar dos 0 mas copias de un elemento regulador para mejorar la expresién selectiva
en una célula objetivo, por ejemplo, dos 0 mas copias de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-29, o un fragmento o una
combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos
un 95 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia con las mismas.

[0085] En otros casos, una o mas de las SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento o una combinacién de los mismos, o secuencias
que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos un 99 % de identidad de secuencia
con la misma, estan operativamente unidos a otro elemento regulador, tal como un promotor o potenciador, para aumentar
aln més la expresién selectiva en una célula objetivo. En algunos casos, se puede mejorar cualquier terapia génica
afladiendo uno o mas elementos reguladores como se describe en el presente documento para mejorar o aumentar la
expresién de la terapia génica en una célula objetivo en comparacién con células no objetivo. En algunos casos, la célula
objetivo son las neuronas PV o las células GABAérgicas que expresan parvalbimina.

[0086] En algunos aspectos, uno o mas elementos reguladores (por ejemplo, uno cualquiera o mas de SEQ ID NO: 1-32,
o un fragmento o una combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos
90 %, al menos 95 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con la misma) divulgados en el presente documento
muestran selectividad de tipo celular para un tipo de célula objetivo en al menos uno, al menos dos, al menos tres, al
menos cuatro, al menos cinco, 0 mas de cinco tipos de células no objetivo. En algunos casos, un elemento regulador
impulsa la expresion selectiva o la expresién preferencial en un subtipo de célula objetivo sobre al menos uno, al menos
dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco 0 méas de cinco subtipos no objetivo, o todos. otros subtipos conocidos
de la célula. Por ejemplo, las células GABAérgicas comprenden diferentes subtipos, incluidas las células fotovoltaicas. En
algunos casos, el tipo de célula objetivo es una célula PV. En algunos casos, uno o més elementos reguladores son
selectivos para células fotovoltaicas sobre al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco o
més de cinco tipos de células no objetivo. En algunos casos, uno o mas elementos reguladores son selectivos para las
células fotovoltaicas sobre todos los demas tipos de células del SNC conocidos.

[0087] En algunos casos, una cualquiera o mas de SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento o una combinacion de los mismos,
0 secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos un 99 % de identidad
de secuencia con el mismo, se puede combinar con una cualquiera o mas de las SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento o una
combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos 90 %, al menos
95 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con el mismo. En algunos casos, dichos elementos reguladores
combinados se unen utilizando un conector de 1 a 50 nucledtidos. En algunos casos, estos elementos regulatorios
combinados no estan vinculados.

[0088] En algunos casos, uno o mas elementos reguladores descritos en el presente documento, cuando se unen
operativamente a cualquier transgén (por ejemplo, un transgén informador o un transgén terapéutico), impulsa la
expresion selectiva o la expresién preferencial en al menos un tipo de célula objetivo a un nivel que es estadisticamente
significativamente mayor que la expresién impulsada por CAG, EF1qa, un promotor constitutivo (por ejemplo, SV40, CMV,
UBC, PGK y CBA), o un elemento regulador no selectivo (por ejemplo, SEQ ID NO: 34, o un fragmento del mismo, o una
secuencia que tiene al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % de
identidad de secuencia con el mismo) cuando se une operativamente al mismo transgén, o mediante la misma
construccién sin los elementos regulatorios. En algunos casos, significa estadisticamente significativamente mas alto que
los elementos reguladores impulsan la expresién selectiva en el tipo de célula objetivo a un nivel que es al menos 1,1,
1,2,13,14,15,2,25,3,35,4,45,555,6,65,7,75,8,85,9, 95,10, 10,5, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 100 veces el nivel de expresién por CAG, EF1q, un promotor
constitutivo (p. ej., SV40, CMV, UBC, PGK y CBA), o un elemento regulador no selectivo cuando esté4 operativamente
vinculado al mismo transgén, o mediante la misma construccién sin los elementos reguladores. En algunos casos, dicha
expresion selectiva de tipo celular se analiza usando un ensayo de colocalizacién como se describe en el presente
documento. En algunos casos, el tipo de célula objetivo es una célula de parvalbumina. En algunos casos, dicho ensayo
de colocalizacién se realiza utilizando un anticuerpo anti-PV. En algunos casos, dicho ensayo de colocalizacién se realiza
utilizando un ratén PV-Cre como se describe en el presente documento. En algunos casos, el elemento regulador no
selectivo es la SEQ ID NO: 34, o un fragmento de la misma, o una secuencia que tiene al menos el 80 %, al menos el
85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % o al menos el 99 % de identidad de secuencia con el mismo.

Casetes de expresién

[0089] Los términos "casete de expresién" y "casete de &cido nucleico”" se usan indistintamente para referirse a una
molécula de polinucledtido o una secuencia de acido nucleico. En algunos casos, un casete de expresién comprende uno
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0 mas elementos reguladores descritos en el presente documento unidos operativamente a un transgén. En algunos
casos, un casete de expresiéon comprende uno o méas elementos reguladores. En algunos casos, un casete de expresion
comprende uno 0 mas elementos reguladores selectivos de tipo celular descritos en el presente documento. En algunos
casos, un casete de expresién comprende uno o mas elementos reguladores selectivos de células PV descritos en el
presente documento. En algunos casos, el casete de expresién comprende ademas un promotor. En algunos casos, un
casete de expresién comprende una o mas secuencias de SEQ ID NO: 1-32 y/o cualquier combinacidn de las mismas.
En algunos casos, un casete de expresién comprende una o més de las SEQ ID NO: 1-32, (ii) una secuencia de acido
nucleico que tiene al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NO: 1-32, (iii) un fragmento
funcional de cualquier secuencia de (i) o (ii), o (iv) una combinacién de cualquier secuencia de (i), (ii) y/o (iii). En algunos
casos, la identidad de secuencia se mide mediante BLAST. En algunos casos, un elemento regulador est4 situado aguas
arriba de un transgén en un casete de expresién. En algunos casos, un elemento regulador esta situado aguas abajo de
un transgén en un casete de expresidén. En algunos casos, un casete de expresién comprende ademés un promotor, por
ejemplo, un promotor hSyn1, un promotor CBA, un promotor CMV, un promotor EF1a, una sefial poliA (por ejemplo, sefial
poliA SV40), o un elemento regulador postranscripcional tal como elemento regulador postranscripcional del virus de la
hepatitis de marmota (WPRE).

[0090] En algunos aspectos, uno o mas elementos reguladores descritos en el presente documento estan unidos
operativamente a un transgén en un casete de expresidén. En algunos casos, una terapia génica comprende un casete de
expresidn que comprende un transgén operativamente unido a uno o mas, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas, o cinco
0 més elementos reguladores de la presente divulgacién para dar como resultado la expresién selectiva del transgén en
un tejido o tipo de célula objetivo, como las neuronas PV. En algunos casos, un casete de expresién comprende uno o
méas elementos reguladores selectivos de células PV o uno o mas elementos reguladores descritos en el presente
documento unidos operativamente a un transgén, por ejemplo, un gen indicador, eGFP, SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B,
SCN2B, KV3. 1, KV3.2, KV3.3, STXBP1, una proteina de unién a ADN, o una variante o un fragmento de la misma, o
secuencias que tienen al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos al menos
99 % de identidad de secuencia con el mismo.

[0091] En algunos casos, se adapta un casete de expresién para su administracién mediante terapia génica. En algunos
casos, un casete de expresién es una construccién lineal o circular. En algunos casos, un casete de expresién es parte
de un plasmido, vector, vector viral o rAAV.

[0092] En algunos casos, una terapia génica se administra directamente al SNC de un sujeto que lo necesita o
sistematicamente mediante inyeccion y/o infusién. En algunos casos, a dicho sujeto se le ha diagnosticado una
enfermedad o afeccién asociada con una haploinsuficiencia o una mutacién genética, tal como una haploinsuficiencia o
una mutacién en cualquiera de los siguientes genes: SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.2, KV3.3 0
STXBP1. En algunos casos, el sujeto tiene riesgo de padecer o tiene sindrome de Dravet, enfermedad de Alzheimer,
epilepsia, neurodegeneracion, tauopatia, hipoexcitabilidad neuronal y/o convulsiones. En algunos casos, dicha terapia
génica se administra mediante un virus o un vector viral, como rAAV. En algunos casos, se utiliza un serotipo de AAV con
tropismo por las células del SNC y/o capacidad para cruzar la barrera hematoencefélica, tal como AAV9 o una variante
del mismo.

[0093] En algunos casos, uno 0 mas elementos reguladores (por ejemplo, uno o mas de SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento
0 una combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos
95 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con la misma) operativamente unido a un transgén en un casete de
expresion dan como resultado la expresién génica selectiva en células PV en comparacidn con células del SNC no PV, o
en comparacioén con un elemento de control, tal como un CAG, EF1a, un promotor constitutivo (por ejemplo, SV40, CMV,
UBC, PGK y CBA), o un elemento regulador no selectivo (por ejemplo, SEQ ID NO: 34, o un fragmento funcional del
mismo, o0 una secuencia que tiene al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos
un 99 % de identidad de secuencia con la misma). En algunos casos, los elementos reguladores dan como resultado que
al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 % o al menos el 90 % de todas las células que
expresan el transgén sean neuronas PV. En algunos casos, los elementos reguladores dan como resultado una expresion
genética selectiva en las neuronas PV que es aproximadamente 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces,
7 veces, 7,5 veces, 8 veces, 9 veces 0 10 veces mayor de lo esperado para la distribucién natural de las neuronas PV en
el SNC. En algunos casos, un elemento regulador impulsa la expresion selectiva en células PV, en donde el porcentaje
de células PV que expresan eltransgén es un porcentaje que es al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces,
al menos 4 veces, al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al
menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces o al menos 10 veces mayor que la distribucién
esperada de células fotovoltaicas en el SNC, o al menos 1-5 %, 5 %-10 %, 10-15 %, 15-20 %, 20-25 %, 25-30 %, 30-
35 %, 35-40 %, 40-45 %, 45-50 %, 50-55 %, 55-60 %, 65-70 %, 70-75 %, 75-80 %, 80-85 %, 85-90 % o 90-95 % mayor
que la expresién en células PV cuando el transgén esté operativamente unido a CAG, EF1q, un promotor constitutivo (p.
ej., SV40, CMV, UBC, PGKy CBA), o un elemento regulador no selectivo que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 34, o
un fragmento funcional del mismo, o una secuencia que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos
95 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con la misma, y segin se mide en un ensayo de colocalizacién
inmunohistoquimica. En algunos casos, un elemento regulador en un casete de expresidn, o el uso de dicho elemento
regulador en un casete de expresidén, da como resultado la expresién génica selectiva en células PV, o células PV en el
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SNC, o neuronas PV, en donde aproximadamente 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o0 95 % de las células que expresan el transgén son positivas para PV.

[0094] En algunos casos, un casete de expresidn o una terapia génica comprende uno 0 mas, dos o0 mas, tres o mas,
cuatro 0 mas, cinco o0 mas, seis o0 mas, siete 0 mas, ocho 0 mas, nueve o mas, o diez 0 méas elementos reguladores como
se describe en la TABLA 1, por ejemplo, SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento funcional o una combinacién de los mismos,
0 secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 99 % de
identidad de secuencia con el mismo.

[0095] En algunos casos, uno o0 mas elementos reguladores selectivos de células PV o uno o mas elementos reguladores
descritos en el presente documento estdn unidos operativamente a cualquier transgén en un casete de expresién. En
algunos casos, el casete de expresién es una terapia génica. En algunos casos, el casete de expresidon es parte de un
vector o un plasmido, por ejemplo, un vector viral o un vector rAAV. En algunos casos, el casete de expresién es parte de
AAV1, AAVS8, AAV9 o AAVDJ o una variante o hibrido de los mismos. En algunos casos, el casete de expresién comprende
uno o més elementos reguladores selectivos de células PV o uno o0 mas elementos reguladores divulgados en el presente
documento unidos operativamente a un transgén, en donde el transgén es SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B,
KV3.1, KAV3. 2, KV3.3, STXBP1, proteina de unién a ADN (por ejemplo, modulador transcripcional de un gen end6geno),
0 una variante o un fragmento funcional de la misma, o una secuencia que tiene al menos el 80 %, al menos el 85 %, al
menos el 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 99 % de identidad de secuencia con el mismo. En algunos casos, dichos
elementos reguladores aumentan la expresién selectiva del transgén en las neuronas PV en comparacién con los tipos
de células del SNC que no son PV. En algunos casos, dichos elementos reguladores aumentan la expresion del transgén
de forma selectiva en un tipo de célula objetivo, como una neurona PV. En algunos casos, el tipo de célula objetivo es
una célula fotovoltaica.

[0096] Las técnicas contempladas en el presente documento para la terapia génica de células somaticas incluyen la
administracién a través de un vector viral (por ejemplo, retroviral, adenoviral, AAV, sistemas adenovirales dependientes
de ayuda, sistemas adenovirales hibridos, herpes simple, poxvirus, lentivirus y virus de Epstein-Barr), y sistemas no
virales, como sistemas fisicos (ADN desnudo, bombardeo de ADN, electroporacién, hidrodindmica, ultrasonido y
magnetofeccion) y sistemas quimicos (lipidos catiénicos, diferentes polimeros catiénicos y polimeros lipidicos).

[0097] La capacidad de clonacién de vectores o vectores de expresidn virales es un desafio particular para la expresién
de transgenes grandes. Por ejemplo, los vectores de AAV suelen tener una capacidad de empaquetado de ~4,8 kb, los
lentivirus suelen tener una capacidad de ~8 kb, los adenovirus suelen tener una capacidad de ~7,5 kb y los alfavirus
suelen tener una capacidad de ~7,5 kb. Algunos virus pueden tener mayores capacidades de empaquetamiento, por
ejemplo el herpesvirus puede tener una capacidad de >30kb y el vaccinia una capacidad de ~25kb. Las ventajas de utilizar
AAV para la terapia génica incluyen baja patogenicidad, muy baja frecuencia de integracién en el genoma del huésped y
la capacidad de infectar células en divisién y no en divisién.

[0098] Para abordar las limitaciones de tamafio de ciertos vectores virales o para mejorar la expresién de vectores virales,
la presente divulgacién contempla el uso de elementos reguladores que son mas cortos que 2,5 kb, 2 kb, 1,5 kb, 1 kb,
900 pb, 800 pb, 700 pb, 600 pb, 500 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb, 150 pb o 110 pb, pero al menos 10 pb, 50 pb 0 100 pb
de longitud. En algunos casos, el tamafio del elemento regulatorio combinado es de aproximadamente 2500 pb, 2000 pb,
1500 pb, 1400 pb, 1300 pb, 1200 pb, 1100 pb o 1000 pb. En algunos casos, cada elemento regulatorio combinado tiene
una longitud total de aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1000 pb,
1100 pb, 1200 pb, 1300 pb, 1400 pb, 1600 pb, 1700 pb, 1800 pb, 1900 pb, 2000 pb, 2100 pb, 2200 pb, 2300 pb, 2400 pb
0 2500 pb. En algunos casos, el tamafio de un ER combinado tiene una longitud total de aproximadamente 200 pb-3000
pb, 200 pb-2500 pb, 200 pb-2100 pb, 500 pb-2500 pb, 1000 pb-2500 pb, 1500 pb-2500 pb, 1500b-2000 pb o 2000 pb-
2500 pb.

[0099] En algunos casos, un elemento regulador de la divulgacion es preferiblemente (i) uno que impulsa selectivamente
la expresién en un tipo de célula de interés, tal como células PV, (ii) incluye una secuencia derivada de humanos, vy (iii)
es menorde 2,5kb, 2 kb, 1,5 kb 0 1 kb.

[0100] También se contemplan en este documento casetes de expresién, que pueden ser una molécula de 4cido nucleico
circular o lineal. En algunos casos, se administra un casete de expresién a células (por ejemplo, una pluralidad de células
o tipos de células diferentes que incluyen células o tipos de células objetivo y/o tipos de células no objetivo) en un vector
(por ejemplo, un vector de expresién). Un vector puede ser un vector integrante o no integrante, en referencia a la
capacidad del vector para integrar el casete de expresidn y/o el transgén en un genoma de una célula. Puede usarse un
vector integrante o un vector no integrante para administrar un casete de expresién que contiene un transgén
operativamente unido a un elemento regulador. Los ejemplos de vectores incluyen, entre otros, (a) vectores no virales
tales como vectores de acido nucleico que incluyen oligonucleétidos lineales y pldsmidos circulares; cromosomas
artificiales tales como cromosomas artificiales humanos (HAC), cromosomas artificiales de levadura (YAC) y cromosomas
artificiales bacterianos (BAC o PAC); vectores episomales; transposones (por ejemplo, PiggyBac); y (b) vectores virales
tales como vectores retrovirales, vectores lentivirales, vectores adenovirales y vectores AAV. Los virus tienen varias
ventajas para la administracién de acidos nucleicos, incluida una alta infectividad y/o tropismo por ciertas células o tejidos
objetivo. En algunos casos, se usa un virus para administrar una molécula de &cido nucleico o un casete de expresion
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que comprende uno 0 mas elementos reguladores, como se describe en el presente documento, unidos operativamente
a un transgén.

[0101] Las caracteristicas preferidas de los vectores de terapia génica viral o de los vectores de administracién de genes
incluyen la capacidad de ser reproducibles y de propagarse y purificarse de manera estable a titulos elevados; para mediar
en la entrega dirigida (por ejemplo, para entregar el transgén especificamente a un tejido u érgano de interés sin una
diseminacién generalizada del vector en otros lugares o una entrega fuera del objetivo); y mediar en la entrega de genes
y/o la expresién transgénica sin inducir efectos secundarios dafiinos o efectos fuera del objetivo. Para evitar posibles
efectos secundarios dafiinos, se puede lograr una expresién dirigida o una expresion selectiva de tipo de tejido/célula
colocando el transgén bajo el control de un elemento regulador selectivo de tipo de célula, por ejemplo, una o més de las
SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al menos un
80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia con el
mismo, un potenciador, promotor, elemento de estabilidad, UTR, o una combinacién de los mismos. Por ejemplo, pueden
disefiarse particulas virales que contienen un vector viral para infectar muchos tipos de células diferentes, pero la
expresién del transgén se potencia y/u optimiza en un tipo de célula de interés (por ejemplo, neuronas PV), y la expresién
del transgén se reduce y/o se optimiza. o minimizado en otros tipos de células no objetivo (p. ej., células del SNC no
fotovoltaicas). La expresién diferencial del transgén en diferentes tipos de células puede controlarse, disefiarse o
manipularse usando diferentes factores de transcripciéon o elementos reguladores que sean selectivos para uno o mas
tipos de células. En algunos casos, uno 0 mas elementos reguladores, tales como un promotor o potenciador, o0 una
combinacion de los mismos, estan unidos operativamente a un transgén para impulsar la expresion selectiva del transgén
en tejidos o células. En algunos casos, uno o més elementos reguladores usados en una terapia génica o un vector
impulsan la expresién génica de una manera selectiva del tipo celular, es decir, confieren expresién génica selectiva en
una célula, tipo celular o tejido objetivo, y/o no impulsan la expresidén génica selectiva. expresién génica en una o mas (p.
ej., al menos una, dos, tres o cuatro) células o tipos de células fuera del objetivo. En algunos casos, uno o mas elementos
reguladores unidos operativamente a un transgén potencian la expresién selectiva del transgén en una célula, tipo de
célula o tejido objetivo, mientras que uno o mas elementos reguladores suprimen la expresién del transgén en células,
tipo de célula, o tejido, o confiere una expresion genética significativamente menor, de minimis o estadisticamente menor
en una o més células, tipos de células o tejidos fuera del objetivo.

[0102] Se han disefiado varios serotipos de AAV, parvovirus no patégeno, con el fin de administrar genes, algunos de los
cuales se sabe que tienen tropismo por ciertos tejidos o tipos de células. Los virus utilizados para diversas aplicaciones
de terapia génica pueden disefiarse para que tengan una replicacién deficiente o tengan baja toxicidad y baja
patogenicidad en un sujeto o huésped. Dichos vectores basados en virus se pueden obtener eliminando todas, o algunas,
de las regiones codificantes del genoma viral, y dejando intactas aquellas secuencias (por ejemplo, secuencias repetidas
terminales invertidas) que son necesarias para funciones tales como empaquetar el genoma del vector en el capside del
virus o la integracién del acido nucleico del vector (p. ej., ADN) en la cromatina del huésped. Un casete de expresién que
comprende un transgén, por ejemplo, puede clonarse en un esqueleto viral tal como un esqueleto viral modificado o
disefiado que carece de genes virales, y usarse junto con vectores adicionales (por ejemplo, vectores de
empaquetamiento), que pueden, por ejemplo, cuando cotransfectados, producen particulas de vectores virales
recombinantes. En algunos casos, se prefiere un serotipo de AAV que pueda cruzar la barrera hematoenceféalica o infectar
células del SNC. En algunos casos, se usa AAV9 o una variante del mismo para administrar un casete de expresién de
esta divulgaciéon, que comprende uno o mas elementos reguladores selectivos de PV unidos operativamente a un
transgén.

[0103] Una ventaja de administrar casetes de expresidén de esta divulgacién usando terapia génica, por ejemplo, rAAV,
como se describe en el presente documento, es que dichas terapias pueden proporcionar efectos terapéuticos mas
especificos y sostenidos a lo largo del tiempo. Ademés, las terapias génicas virales se pueden disefiar para que tengan
tropismo por un tipo de célula o tejido de interés sobre tipos de células o tejidos no objetivo. Por ejemplo, las terapias
génicas virales pueden diseflarse para infectar y administrar una carga util o un agente terapéutico, por ejemplo, un
modulador transcripcional o un transgén, a una o mas regiones, tejidos o tipos de células dentro del SNC (por ejemplo,
células PV), mientras que tiene efectos minimos en tejidos o tipos de células fuera del objetivo (por ejemplo, tejidos o tipos
de células no pertenecientes al SNC, células del SNC no fotovoltaicas). En algunos casos, se pueden disefiar terapias
génicas virales para administrar un transgén a través de la barrera hematoencefalica y/o apuntar a una regién o tejido
especifico dentro del SNC (por ejemplo, hipocampo) o un tipo de célula dentro del SNC, por ejemplo, células PV.

[0104] En algunos casos, un vector de AAV o una particula viral de AAV, o virién, usado para administrar uno o mas
elementos reguladores y un transgén en una célula, tipo de célula o tejido, in vivo o in vitro, es preferiblemente deficiente
en replicacién. En algunos casos, un virus AAV esta disefiado o modificado genéticamente para que pueda replicarse y
generar viriones sélo en presencia de factores auxiliares.

[0105] En algunos casos, el casete de expresién esta disefiado para su administracion mediante un AAV o un AAV
recombinante (rAAV). En algunos casos, se administra un casete de expresién usando un lentivirus o un vector lentiviral.
En algunos casos, los transgenes mas grandes, es decir, genes que exceden la capacidad de clonacién del AAV, se
administran preferiblemente usando un lentivirus o un vector lentiviral.
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[0106] EI AAV utilizado en las composiciones y métodos descritos en el presente documento puede ser de cualquier
serotipo (por ejemplo, VAA1, VAA2, VAAS, VAAS, VAA9 y VAADJ), incluidos serotipos de VAA hibridos o quiméricos. En
algunos casos, el AAV se utiliza para administrar y/o expresar un transgén operativamente unido a uno o mas elementos
reguladores que son selectivos para las neuronas PV en comparacion con las células del SNC no PV. En algunos casos,
se utiliza un AAV con un alto tropismo por las células del SNC y/o que atraviesa la barrera hematoencefalica. En algunos
casos, se utilizan AAV1, AAVSE, AAVY y/o AAVDJ para administrar un casete de expresion descrito en el presente
documento.

[0107] En algunos casos, un casete de expresién comprende uno o mas elementos reguladores selectivos de células PV
0 uno o mas elementos reguladores divulgados en el presente documento unidos operativamente a un transgén que se
sabe que se expresa insuficientemente in vivo, tal como en una enfermedad o afeccién asociada con haploinsuficiencia
en el gen. En algunos casos, el transgén es un canal iénico dependiente de voltaje (por ejemplo, un canal i6nico de sodio
0 un canal ibénico de potasio), un regulador de neurotransmisor o una subunidad o fragmento funcional del mismo. En
algunos aspectos, el transgén es una proteina de unién a ADN, un canal i6nico, un regulador de neurotransmisor o una
subunidad del canal ibénico o regulador de neurotransmisor. En algunos casos, el transgén es una proteina de unién al
ADN que comprende uno o méas dedos de zinc. En algunos casos, la proteina de unién al ADN comprende un dominio de
Cas9, una proteina de la familia Cas, Cas9 inactivada por nucleasa (o dCas9), una proteina de la familia dCas o un efector
similar a un activador transcripcional (TALE). En algunos casos, el transgén es una proteina de unién a ADN que
comprende un dominio de unién a ADN de una proteina de unién a ADN o una proteina de escisién de ADN (por ejemplo,
una nucleasa, una enzima de restriccién, una recombinasa, etc.) en donde el dominio de escisién de ADN o dominio de
nucleasa se ha desactivado, por ejemplo, una Cas desactivada por nucleasa (dCas), una nucleasa efectora similar a un
activador de la transcripcién desactivada o una proteina con dedos de zinc desactivada por nucleasa. En algunos casos,
el dominio de unién al ADN esta unido a un dominio modulador de la transcripcién (p. €j., un dominio activador o represor
de la transcripcion). En algunos casos, el transgén comprende una proteina de edicién de genes, por ejemplo, una proteina
Cas, Cas9.

[0108] En algunos aspectos, el transgén es un canal iénico dependiente de voltaje o una subunidad del mismo, tal como
SCN1A, SCN2A, SCNB8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.2 o KV3.3, o un fragmento funcional o variante del mismo. En
algunos casos, el transgén es una subunidad alfa de un canal ibnico de sodio. En algunos casos, el transgén es una
subunidad beta de un canal iénico de sodio. En algunos aspectos, el regulador del neurotransmisor es STXBP1 o un
fragmento funcional o variante del mismo.

[0109] En algunos aspectos, un casete de expresién se administra como un vector viral, tal como AAV. En algunos
aspectos, el AAV es AAV1, AAVS, AAV9, AAV-DJ, scAAV1, scAAVSE o scAAVI. En algunos aspectos, una terapia génica
que comprende un casete de expresion de esta divulgacion se administra a un sujeto que lo necesita (por ejemplo, un
paciente humano, un mamifero, un animal transgénico o un modelo animal). En algunos casos, el sujeto que lo necesita
tiene sintomas, ha sido diagnosticado o tiene riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer, sindrome de Dravet,
epilepsia, neurodegeneracion, tauopatia, hipoexcitabilidad neuronal y/o convulsiones. En algunos casos, el sujeto que lo
necesita tiene una expresién genética insuficiente o una mutacién en uno o méas de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B,
SCN2B, KV3.1, KV3.2, KV3.3 y STXBP1.

[0110] En algunos casos, se usa una terapia génica, tal como rAAV9, para administrar un casete de expresién que
comprende uno o més elementos reguladores selectivos de células PV 0 uno o mas elementos reguladores descritos en
el presente documento unidos operativamente a un transgén, en donde el transgén es SCN1A. SCN2A, SCN8A, SCN1B,
SCN2B, KV3.1, KV3.2, KV3.3, STXBP1, una proteina de unién a ADN, o un fragmento funcional de la misma, o una
secuencia que tiene al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % secuencia identidad con cualquiera de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B,
KV3.1, KV3.2, KV3.3, STXBP1, una proteina de unién a ADN o un fragmento funcional de la misma. En algunos casos,
el transgén comprende una secuencia que tiene al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con cualquiera de las
SEQ ID NO: 37-43, o un fragmento funcional de la misma, como se proporciona en la TABLA 2 abajo.

[0111] En algunos casos, el transgén es cualquiera de las SEQ ID NO: 36-43, o un fragmento funcional del mismo, o
secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos 99 % de identidad de
secuencia con el mismo. En algunos casos, uno 0 mas elementos reguladores divulgados en el presente documento estan
unidos operativamente a cualquiera de las SEQ ID NO: 36-43 en un casete de expresién, o un fragmento funcional del
mismo, o secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 80 %, al menos 85 % de al menos un 90 %, al
menos un 95 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia con el mismo.
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TABLA 2: Lista de secuencias de aminoacidos divulgadas en el presente documento.

SEQ
NO.

ID

Gene

Secuencia de aminoacidos

36

eGFP

MYSKGERLFTOVVRILVELDGDVNGHRFSVARGEGRGOATYGKLTLRE
WTTGRLPYPWPTIVTTLTYGVQUFSRY POHMEGHDFFRKRAMPEGYY
QERTIFFKDDONYRKTRAEVRKFEGDTLVNRIELKGIDFRKEDGNILGHKL
EYNYNSHENVYIMADKQRKNGIKYNFRIBHNIEDGRVOLADHY QONTP
GRGPVLLPONHYLSTOSALSKDPNERKRDHMVLL

37

SCN1B

MOGTLLALVVGAALVSSAWGGCVEVDSDTEAVYGMTTFRKILOISUKRRS
ETTAETFYEWTTRORGTREFVRKILRYENEVLOQLEEDERFEGRVVWNG
SRGTRBLODLSIFITNY TYNHESGD Y BCHVYRLUFFBNYEHNTSVVKKI
HLEVVDEANRDMASIVIERMMY VEIVVLETIWLVAEMYYOYKKIASA
TEAAAQENASEY LAITSESKENCTOVQVAR

38

SCN2B

MERDAWLPRPAFSLTGLELFFSLVPPOREMEVTVPATINVINGSD
ARLPCTINSOY TYNHEQFSENWTY QEUNNCSEEMPLOPRMKHINLRL
ERFODRVEFSGNPSEYDVSVMIRRNVOQPEDEGIYNCOYIMNPPDRHRGH
GRIHLOVEMEEPPRRDSTVAVIVGASVGOFLAVVILVEMVYVRKOVRRK
KEGRKLSTDDLKTEEEGKTDGEGNPDDGAK

39

SCN1A

MEQTVLVPPUPDSENFFTRESLAAIERRIABEKARKNPRPDRKK DDDEXG
FIPNSDLEAGKNLPFIYGUIPPEMVSEPLEDLDFTY Y INKKTFIVLNRGK
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(Continuacién)

SEQ
NO.

ID

Gene

Secuencia de aminoacidos

AFRFSATSALYILTPENPLRKIATRKIEVHSLFSMUIMCTILTNOVEMTMS
NPFPDWTEKNVEYTFTGIY TFESLIKHARGFCLEDFTFLRDPWNWILDFTY
FTFAYVTEFVDLONVSALRTFRVLRALKTIBVIPGLKTIVUALIQSVEEK
ESDVMILTVRCESVFALIGLOQURFMONLRNKCIQWPPFINASLEEHSIERN
TIVNYNGTLINETVEEFDWRSYIQDSRYHYFLEGFLDALLCGNSSDAG
QUPEGYMCVEAGRNPNY GYTSFDTFSWAFPLSLFRLMTOQDFWENLYQ
LYLRAAGEKTY MIFFVLVIFLGSFYLINLILAVVAMAYEEQNQATLEEA
EQKEAEFQOMIEQLEKQOEAAQRAATATASEHSREPSAAGRLSDSSS
EASKLSSKSAKERRNRREKREKQKEQSGGEEKDEDEFQRSESEDSIRRK
GEFRFSIEGNRUTYEKRY SSPHOSLLSIRGSLEFSPRRNSRTSLFSFRGRAR
DVGSENDFADDEHSTFEDNESRRDSLFVPRRHGERRNENLSQTSRESR
MLAVFPANGEMHSTVDONGVVSLYGGPSVPTSPVGOQLLPEVHDKPA
TDDNGTTTETEMRKRESSSFHVSMDFLEDPSQRORAMSIASILTNTVE
ELEESRORCPPCWYKFSNIFLIWDCSPY WLKVKHVVNLYVMDPEVIL
ATTCIVENTLFMAMENY PMTDHFNNVETYGNLVFTGIFTAEMFLEKHA
MDPYYYFQEGWNIFDGEIVTLSLVELGLANVEGLSVLRSFRLLRVFKL
AKSWPTLN \ILIN](}\ ‘a\e";s \LC\ LTL\ L ’\H\ FIF AV \ (fx\!()LFC KIYK
PBOVCKLA QL FEWHETMWDOMEVA
GOAMCLTY ‘v’ ’%Wi ‘&VVL\‘ L"f LALLLSS ‘si\D;\‘ AATRDDNEM
NNLOIAVDRMHKGVAYVKRKIVEFIQOSFIRK QKILDEIKPLDDLNNK
KDSCMSNHTARIGKDLDY LKDVNGTTSGIGTGRSVER Y LIDESDY MSF
INNPSLTVTVPIAVGESDFENLNTEDFSSESDUEESKERK LNESSSSSEGS
TYDIGARVEEQPVVEPEETLEPEACFTREGUVORFKCODINVEEGROKO
WWNLRRTCFRIVEHNWFETFIVEMILLSSGALAFEDIVIDQRKTIKTML
EYADRNVFIYIFHEMLLEWVAYGY QTYFINAWOWLDFLIVDVSLYSL
TANALGY SELGAIKSLRTLRALRPLRALSRFEGMRVVVNALLGAIPS]
MNVLL ‘J(I AFWLIFSIMGYNLFAGRFYHCOINTTIGDRFRIEDVNNETD
CLKLAE : SNVEVNEDNVGFGYLSLLOQVATFRGWMDEMY A
AVDERNY LQPI\\ FESLYMYLYFVIFHFGSFFTENLFIGVHDNIRNQOK
EEFGGORIFMTEEQRRY Y NAMKELGSKKPORKPIPRPGNKFOGMYED
FVTROVFDISIMILICENMVYTMMVETDDOSEY VITTILSRINLVRIVLETG
ECVLRLUSLRHYYFHGWNIFDEVVVILSIVOGMPLAELIEKY FVSPTLFR
VIRLARMGRILRUIKGARKGIRTELFALMMSLPALFNIGLLLFLYMFIY AP
OGMANFAY VEKREVGIDDMFNFETRONSMICLFOITTSAGWDBGLLAPILN
SKPPRCDPNKVNPGSSVEGDUGNPSVGIFFFVSYIHSFLVVWNMY 1AV
LENFSVATEESARFLSEDDFEMFY EVWERFDPDATOFMEFERLSQFA
AALEPPENLPOPNRKLQLIAMDLPMVSGDRIHCLPHLFAFTRRVLGESG
EMDALRIOMEERFMASNPSEVSYOQPITTTLERRKQEEVSAVIIQRAYRR
HLLKRTVRQASFIYNENKIKGGANLLIKEDMUDRINENSITERTDLTM
STAACPPSY DRVTRPIVEKHEQEGRKDEKAKGK
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(Continuacién)

SEQ
NO.

ID

Gene

Secuencia de aminoacidos

40

STXBP 1

MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVRERRGEWRVLVYDQLEMRMLSNCC

KMTRIMTEGITIVEDINKRREFLPSLEAVY LITPSEK SVHSLISDFKDPPT
AKYBAAHVEFTOSUPDALFRELVKSRAL \k\ IKTLTEINIAFLPYESQY

YRLDSADSFOSFY SPHEAQMENPHLERLABQIATLCATLEEY PAVRYR
GEYRDNALLAQLIODELDAYRADDPTMGEGPDRARSQLLILDRGEFDY
SEFVEHELTFQAMRY DLLFENDVYRYETSGIGEARVEEVLLDEDDDL
WIALRHKHIAEVSQEVIRSLKDFRSSERMNTOERTTMRIBLSQMLKK

MPOYQRELSKY STHLHLARDCMKHY QGTVORLORVEQDLAMGTDA
EGEKIKDPMRAIVPILLBARNVITYDRIRHLLYIFLKRGITEENLRELIGH
AQIPPEDSEHTNMARLOVPIVTIDSTLRRESKPERKERISEQTYQLSRWT
FHKDIMEDTIEDRKLDTRKHY PYISTRESASFSTTAVIRARY GHWHRNKKAP
GEYRBGPRLIEFILGGVSENEMRCAYEVTQGANGRKWEVLIGSTHILTPTK

FLMDLRHPDFRESSRVSFEDOAPRTME

41

Kv3.1

MOQGDEAERIVINVGGTRROTYRSTLRTLPGTRLAWLAEPDAHSHED
YDPRADEFFFDRHPGVFAHILNYYRTGRLHUPADVOGPLYEEELARW
GIDETDVERCOWMTY ROHRBAEBEALDSFGGAPLDNSADDBADADGPG
DBSGBUGEDELEMTRKRUALSDIPRORPGGFWRRWOQPRIWALFEDPYSSR
YARY VAFASLFFILVSITTRCLETHERFNPIVNRTEIENVENGTQVRYY
REAETR TFEFLMRVIFOPNKVEFIKNSLNHDEV AL

FLIYIBGVOVVYWY
LPEYLEVGLAGLISK AAKDVLGFLRVVRFVRILRIFKLUTRHFVGLRYL
GHTLRASTNEFLLLHFLALGYLIFATMIVY AERKGAQPRDPRASEHTHF
ENTFIGFWWAVYTMTTLOYGDMY FQTWSOMLVOALTALAGVLTIA
MPVPVIVNNFGMY Y SLAMARQRLPKKKKKHIPRPPOLOSPNYCKSY
VRSPHHRSTOSDTCPLAQERILEINRAGRKPLRGMAL

42

Kv3.2

MORKIESNERVILNVGGTRHETYRSTLETLPGTREALLASSEPQGDCLY

AAGRKLOPLPPPLERPPRPPPLAPVPSGOREGGAGRCSHGUGNGONGG

SOHPGGUREFFFDRHPOVFAYVLNYYRTGRLHCPADYCOPLFEERLA

FWOIDETOVEPCOWMTY ROQHRDAEEALDIFETPDLIGGDPGDLEDLA

AKRLOGIEDAAGLOOPRDGKIGRWRKLOPRMWALFEDPYRSRAARFIAF
ASLFFILVSITTFOLETHEAFNIVENK TEPVINGTAPVLOQYRIETOPALTY
VEGVOVVWETFEFLVRIVES PRKLEFIKNLINHDFVAILPFY LEVGLSG

LASKAAKDVLGRFLRVVRFVRILRIFKUTRHFVGLRVLGHTLRASTNEF
LPLLIFLALGVLIFATMIY Y AERVGAQPNDESASEHTOFKNIPIGTWWA
YVTMITLGYGDMYPOTWSGMLVGALCALAGVLTIAMPYPVIVNNFG
MY YSLAMAKGKLPRRKREKHIPRPAPLASSPTFCETELNMACNRTORDT
CLOKENRLLEHNRSVLSGDDSTGSEPPLSPPERLPIRRSSTROKNRRGE
TOFLLTTGOY TCARDGGIRKASTUEPMESTAQTRGDTRPEAIRVNCAH
LLNFGUPTGSSEPTLL
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(Continuacién)

SEQ ID

NO Gene Secuencia de aminoacidos

MESSVOVSSFRGRQGASKQOPAPPPOPPESPFRPFRLEPQQQOPAQPGPA
ASPAGPPAPRGPGDRRAEPCPGLPAAAMOGRHGGOGHRSG: 'i\"’ﬁ\’f?{}
VRHETYRSTLRTLPGTRLAGLTEPEASARFDY DPGADEFFFDRIHPOVY
AYVINYYRTGRKLHCPADVOGPLFERELGRWGIDETDVEACOWMTY R
GHRDAREALDSFEAPDPAGAANAANAAGAHRGGLRDEAGAGGGUL
DGAGGELRRLUFQDAGGOAGUFPOGAGGAGHTWWRRWOPRVWAL
FEDPYSSRAARY VAFASLFRILISITTFCLETHRGFIHISNKTVTQASPIP
GAPPENTINVEVETEMFLTYVEGVUVVWETFERFLMRITFCPDRVEFLKS
SENHBCVAILPFYLEVGLSGLSSKAAKDVLGFLRVVRFVRILRIFKLTR
HFYGLRVLGHTLRASTNEFLLLHFLALGVLIFATMIYY AERIGADPDDI
LOSNHTY FRNIFIGFWWAVVTMTTLOY GRMY PR TWSGMLVGALCA
LAGVLTIAMPVPEVIVNNPGMY YSLAMAKQRLPERRNKHIPRPPOQPGS
PNY CRPDPPRPPPPHPHMGSCGISPPPPITPESMOVTVAGAYPAGPHTH
P(:{ LRGGAGGLGIMOGLPPLPAPGEPCPLAQEEVIEINRADPRENGDPA
&4 AJDGRAMSPEDRKSPITPGIROGRY SRDRACELUTDYAPRS

AAALAHEDCP,
N){ ‘?iR?w\ TGAPPLPPODWRKPOPPSFLPRILRNANAAAWISP

43 Kv3.3

[0112] En algunos casos, uno o0 mas elementos reguladores selectivos de células PV comprenden secuencias de SEQ ID
NO: 1-32, un fragmento funcional 0 una combinacién de los mismos, o secuencias que comprenden al menos 80 %, 81 %,
82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o
100 % de identidad de secuencia con el mismo. En algunos casos, la identidad de secuencia se mide mediante BLAST.
En algunos casos, dicha terapia génica se utiliza para tratar epilepsias, neurodegeneracién, tauopatia, hipoexcitabilidad
neuronal, sindrome de Dravet y/o enfermedad de Alzheimer. En algunos casos, dicha terapia génica se utiliza para tratar
la epilepsia y/o las convulsiones asociadas con el sindrome de Dravet y/o la enfermedad de Alzheimer. En algunos casos,
el tratamiento que utiliza una terapia génica descrita en el presente documento da como resultado una reduccidén de la
frecuencia y/o duracién de las convulsiones. En algunos casos, el tratamiento utilizando una terapia génica descrita en el
presente documento da como resultado una mayor formacién de canales idnicos de sodio funcionales, canales i6nicos de
potasio funcionales o reguladores de neurotransmisores funcionales in vivo.

[0113] En algunos casos, los serotipos AAV 1, 8 y/o 9, o un hibrido de los mismos, se pueden usar con los casetes de
expresion descritos en el presente documento para dirigir la expresién selectiva en células PV. En algunos casos, un
casete de expresion disefiado para su administracién mediante un AAV comprende una ITR &', uno o mas elementos
reguladores selectivos de tipo celular, un potenciador opcional, un promotor minimo opcional, un transgén, opcionalmente
uno o mas intrones, un poliA opcional sefial y un ITR de 3'. En algunos casos, un casete de expresién puede contener
una 5'ITR, dos ER selectivos de tipo celular, un promotor basal, un transgén, uno o mas elementos reguladores de ARN
postranscripcional y una 3'ITR.

[0114] Un casete de expresion AAV ejemplar se ilustra en la FIG. 7. En algunos casos, el casete de expresion contiene
una ITR de AAV &', un potenciador (p. ej., potenciador selectivo de células PV o uno o mas elementos reguladores
combinados), un promotor (p. €j., uno 0 mas promotores selectivos de células PV o elementos reguladores), un transgén
(p. ej., SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.2, KV3.3, STXBP1 o una proteina de unién al ADN), un
elemento regulador postranscripcional y una ITR de AAV en 3'. El promotor puede ser selectivo para células PV o un
promotor constitutivo. En algunos casos, el transgén es un gen indicador, por ejemplo, una secuencia codificante para
eGFP, RFP o un marcador fluorescente. En otros casos, el transgén es una proteina de unién al ADN que modula la
expresion genética.

[0115] En algunos casos, el transgén es un transgén terapéutico, por ejemplo, una secuencia codificante para SCN1A,
SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.2, KV3.3, STXBP1, o una proteina de unién a AND, o un fragmento
funcional o una secuencia que tiene al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al
menos un 99 % de identidad de secuencia con el mismo. El elemento regulador postranscripcional puede ser cualquier
secuencia que influya en la expresion de una proteina a partir de un ARNm o en la estabilidad de un ARN, por ejemplo,
un intrén, un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES) o un elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis
de la marmota. En algunos casos, el elemento regulador postranscripcional es una combinacién de dos 0 méas elementos
reguladores postranscripcionales.

[0116] El casete de expresién puede disefiarse para su administracion mediante un vector retroviral terapéutico

optimizado, por ejemplo, un vector lentiviral. El vector retroviral puede ser un vector lentiviral que comprende una LTR
izquierda (5'); secuencias que ayudan al empaquetado y/o la importacién nuclear del virus, al menos un elemento
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regulador selectivo de tipo celular, opcionalmente un elemento lentiviral de respuesta inversa (RRE); opcionalmente un
promotor o porcién activa del mismo; un transgén operativamente vinculado a uno o mas elementos reguladores;
opcionalmente un aislante; y una LTR retroviral derecha (3').

[0117] En algunos casos, el casete de expresion comprende uno o més elementos reguladores selectivos de tipo celular
descritos en el presente documento. En algunos casos, el casete de expresién comprende dos o més elementos
reguladores combinados. En algunos ejemplos, el casete de expresién comprende dos 0 méas elementos reguladores que
no estan combinados, por ejemplo, un promotor aguas arriba del transgén y un potenciador o elemento de estabilidad
ubicado aguas abajo del transgén.

[0118] En algunos casos, el casete de expresién contiene un elemento regulador selectivo de tipo celular putativo que
tiene actividad selectiva en un tipo de célula de interés, por ejemplo, un elemento regulador selectivo de células PV
putativo. El casete de expresiéon que contiene el supuesto elemento regulador puede empaquetarse en un vector viral y
transfectarse en un modelo animal para evaluar la actividad del supuesto elemento regulador selectivo de tipo celular. En
algunos casos, un elemento regulador selectivo de tipo celular putativo se puede evaluar in vitro o ex vivo administrando
un vector que contiene el elemento regulador selectivo de tipo celular putativo en una pluralidad de células o tipos de
células que incluyen una célula o tipo de célula objetivo, y luego comparar la actividad selectiva del tipo celular del
supuesto elemento regulador con un elemento regulador de control, tal como un promotor constitutivo o elemento
regulador, o un elemento regulador previamente conocido.

[0119] En algunos casos, la expresion selectiva se usa para expresar selectivamente un resto terapéutico o un transgén
en un tipo de célula de interés (o tipo de tejido de interés), tal como neuronas PV en el SNC. En algunos casos, un vector
que comprende un elemento regulador selectivo de tipo celular unido operativamente a un transgén da como resultado
una expresién selectiva aumentada del transgén en el tipo de célula de interés en comparacién con una o mas (por
ejemplo, al menos dos, tres, cuatro, o cinco) otras células, tipos de células, tejidos o tipos de tejidos, o da como resultado
una expresidon preferida del transgén en el tipo de célula de interés en comparacién con una o mas células o tipos de
células, por ejemplo, al menos una, dos, tres, cuatro o cinco tipos de células no objetivo.

[0120] Se puede usar cualquier técnica conocida para administrar los elementos reguladores y un transgén, o
composiciones que comprenden elementos reguladores y un transgén, a células de interés (o una célula objetivo o tipo
de célula) para conferir o inducir in vitro, in vivo, o expresidn ex vivo del transgén de manera selectiva de tipo celular.

[0121] Los casetes de expresidn que contienen elementos reguladores selectivos de tipo celular de esta divulgacién
comprenden ademas uno o0 mas transgenes. Los transgenes pueden ser genes codificadores de proteinas. En algunos
casos, el casete de expresién contiene un transgén. El transgén puede reemplazar un gen ausente o defectuoso, o
compensar la expresiéon deficiente de una proteina dentro de una célula. El transgén puede participar en una via de
sefializacién celular. En algunos casos, un transgén puede codificar una proteina de tipo salvaje, un fragmento funcional
de la misma, una proteina variante o mutante que tiene propiedades terapéuticas mejoradas, por ejemplo, actividad
mejorada. En algunos casos, el transgén puede codificar una proteina de unién al ADN que comprende uno o un dedo de
zinc o un dominio de dCas9, un canal i6nico, tal como un canal ibnico de potasio o un canal i6nico de sodio, o0 una
subunidad del mismo, un factor neurotransmisor o un neurotransmisor. regulador. En algunos casos, un transgén puede
codificar una subunidad del canal i6nico, una variante o un mutante del mismo. En algunos casos, el tfransgén es una
proteina de unién a ADN que comprende un dominio de unién a ADN de una proteina de unién a ADN o una proteina de
escisién de ADN (por ejemplo, una nucleasa, una enzima de restriccién, una recombinasa, etc.) en donde el dominio de
escisién de ADN o dominio de nucleasa se ha desactivado, por ejemplo, una Cas desactivada por nucleasa (dCas), una
nucleasa efectora similar a un activador de la transcripcién desactivada o una proteina con dedos de zinc desactivada por
nucleasa. En algunos casos, el dominio de unién al ADN esta unido a un dominio modulador de la transcripcién (p. €j., un
dominio activador o represor de la transcripcién). En algunos casos, el transgén comprende una proteina de edicién de
genes, por ejemplo, una proteina Cas, Cas9.

[0122] Los elementos reguladores descritos en el presente documento pueden ubicarse en cualquier posiciéon dentro de
un vector o casete de expresion. Por ejemplo, los elementos reguladores pueden ubicarse aguas arriba de un potenciador,
aguas abajo de un potenciador pero aguas arriba de un promotor, dentro de la UTR 5' de un transgén, dentro de un intrén
en eltransgén, en la UTR 3' deltransgén, o aguas abajo del transgén. En algunos casos, uno o méas elementos reguladores
estan situados aguas arriba o aguas abajo del transgén operativamente unido.

[0123] En algunos ejemplos, un elemento regulador de esta divulgacién da como resultado la expresion selectiva de un
transgén operativamente unido a un nivel que es al menos 0,5, 1,0,1,1,1,2,1,3,1,4,15,16,1,7,1,8,1,9,20,2503
Ul/ml en un tipo de célula objetivo (p. ej., células PV) medido mediante ELISA. En algunos casos, la capacidad de un
elemento regulador para aumentar la expresion transgénica se puede evaluar en un ratén en el que se mide la cantidad
total de expresion transgénica en todo el ratén y/o el nimero total de tipos de células o tipos de tejido que tienen expresién
transgénica.

[0124] Cuando se evalla la actividad de un casete o vector de expresién, la actividad o expresiéon se puede representar

como una actividad o nivel de expresién por dosis unitaria, o normalizarse a una dosis de casete o vector de expresion
administrado o entregado a una célula, ratén, o un sujeto. En algunos casos, la expresidn o actividad de un transgén se
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normaliza a una cantidad de plasmido o ADN (por ejemplo, mg/kg por ratdén), o particulas virales (por ejemplo,
normalizadas a una cantidad de copias del genoma/kg por ratén o sujeto) utilizadas para permitir la comparacién entre
diferentes vectores de expresién o casetes con o sin un elemento regulador. Por ejemplo, cuando se evalla la actividad
de un elemento regulador en un ratén, la expresién selectiva o la actividad en las células PV analizadas se puede
normalizar a una dosis de aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o mas de 10 0 720 g
de vector de expresién, casete o plasmido por ratén. En algunos casos, el nivel de expresiéon o actividad se puede
normalizar a 10'°, 10", 102, 10", 10" o 10"® gc/kg de particulas virales que contienen un vector o casete de expresion
como se describe en el presente documento por ratén.

[0125] En algunos aspectos, un casete de expresién comprende uno o méas elementos reguladores (por ejemplo, uno
cualquiera o méas de SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o secuencias que
tienen al menos 80 %, en al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con
el mismo) descrito en el presente documento unido operativamente a un transgén para dar como resultado una expresion
selectiva de tipo celular, o expresidn preferencial, del transgén en un tipo de célula objetivo sobre al menos una, al menos
dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco 0 méas de cinco tipos de células no objetivo. En algunos casos, un
casete de expresiébn comprende uno o mas elementos reguladores unidos operativamente a un transgén para dar como
resultado una expresién selectiva de tipo celular o una expresién preferencial en un subtipo de célula objetivo sobre al
menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, 0 méas de cinco subtipos no objetivo, o todos
los demés subtipos conocidos de la célula. En algunos casos, el transgén es cualquiera de SCN1A, SCN2A, SCNB8A,
SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3 y STXBP1, o un fragmento funcional de los mismos, o secuencias que tienen al menos
80 %, al menos 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia con el mismo.
En algunos casos, el transgén es una proteina de unién al ADN que modula un gen endégeno (por ejemplo, un SCN1A,
SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.2, KV3.3 o STXBP1 endégeno). En algunos casos, el transgén es
cualquiera de las SEQ ID NO: 36-43, o un fragmento funcional del mismo, o secuencias que tienen al menos 80 %, al
menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con el mismo. En algunos casos,
el transgén es un modulador transcripcional. En algunos casos, el transgén es una proteina de unién a ADN que
comprende un dominio de unién a ADN de una proteina de unién a ADN o una proteina de escisién de ADN (por ejemplo,
una nucleasa, una enzima de restriccién, una recombinasa, etc.) en donde el dominio de escisién de ADN o dominio de
nucleasa se ha desactivado, por ejemplo, una Cas desactivada por nucleasa (dCas), una nucleasa efectora similar a un
activador de la transcripcién desactivada o una proteina con dedos de zinc desactivada por nucleasa. En algunos casos,
el dominio de unién al ADN esta unido a un dominio modulador de la transcripcién (p. €j., un dominio activador o represor
de la transcripcién). En algunos casos, el transgén es una proteina de edicién de genes, como una proteina de la familia
Cas, Cas9, una nucleasa con dedos de zinc, una nucleasa con dedos de zinc o una nucleasa efectora similar a un
activador de la transcripcién. En algunos casos, el transgén es un gen indicador o un marcador fluorescente. En algunos
casos, un casete de expresién divulgado en el presente documento esté en un vector viral. En algunos casos, un casete
de expresion descrito en el presente documento estd empaquetado en un rAAV, tal como rAAV9 o rAAVDJ. En algunos
casos, un casete de expresién descrito en el presente documento se administra a una célula como terapia génica. En
algunos casos, una terapia génica descrita en el presente documento se administra a un sujeto, preferiblemente un ser
humano o un mamifero. En algunos casos, un casete de expresién descrito en el presente documento se usa para tratar
una afecciébn o enfermedad neurolégica, tal como epilepsia, una enfermedad neurodegenerativa, tauopatia,
hipoexcitabilidad neuronal, sindrome de Dravet o enfermedad de Alzheimer.

[0126] En algunos casos, un casete de expresién (por ejemplo, terapia génica, vector viral, vector o plasmido) comprende
una cualquiera o mas de las SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o secuencias
que tienen al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % de identidad
de secuencia con el mismo, operativamente unido a un transgén. En algunos casos, dichos elementos reguladores
combinados se unen utilizando un conector de 1 a 50 nucledtidos. En algunos casos, esos elementos regulatorios
combinados no estan vinculados. En algunos casos, dos 0 més elementos regulatorios se ubican aguas arriba y/o aguas
abajo del promotor. En algunos casos, dos o mas elementos reguladores estén situados aguas arriba y/o aguas abajo del
transgén.

[0127] En algunos casos, un casete de expresion comprende uno o mas elementos reguladores divulgados en el presente
documento, cuando se une operativamente a cualquier transgén (por ejemplo, un transgén informador o un transgén
terapéutico), impulsa la expresion selectiva o la expresidn preferencial en al menos un tipo de célula objetivo a un nivel
que es estadisticamente significativamente mayor que la expresién impulsada por CAG, EF1q, un promotor constitutivo o
un elemento regulador no selectivo cuando se une operativamente al mismo transgén, o mediante la misma construccién
sin los elementos reguladores. En algunos casos, significa estadisticamente significativamente mas alto que los elementos
reguladores impulsan la expresién selectiva en el tipo de célula objetivo a un nivel que es al menos 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5,
2,25,3,35,4,45,555,6,65,7,75,8,85,9, 95,10, 10,5, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 100 veces el nivel de expresién por CAG, EF1qa, un promotor constitutivo o un
elemento regulador no selectivo cuando esta unido operativamente al mismo transgén en el tipo de célula objetivo, o
mediante la misma construccién sin los elementos reguladores. En algunos casos, dicha expresién selectiva de tipo celular
se analiza usando un ensayo de colocalizacién como se describe en el presente documento.

[0128] En otros aspectos, un casete de expresion que comprende uno o mas elementos reguladores divulgados en el
presente documento unidos operativamente a cualquier transgén divulgado en el presente documento da como resultado
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una expresion selectiva o expresidn preferencial del transgén en un tipo de célula objetivo sobre al menos uno, al menos
dos, al menos al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco 0 mas de cinco tipos de células no objetivo o subtipos no
objetivo.

[0129] En algunos casos, el tipo de célula objetivo es una célula fotovoltaica. En algunos casos, los subtipos de células
no objetivo son al menos uno, al menos dos, al menos tres o al menos cuatro de los subtipos GABAérgicos no PV descritos
en el presente documento. En algunos casos, un casete de expresién que comprende un elemento regulador descrito en
el presente documento es selectivo para células PV sobre todas las células GABAérgicas no PV o todas las células del
SNC no PV. En algunos casos, la selectividad del tipo de célula se mide seglin un ensayo de colocalizacién descrito en
el presente documento. En algunos casos, la selectividad del tipo de célula se mide utilizando un ratén que expresa Cre
en el tipo de célula objetivo.

Neuronas de parvalbumina (PV)

[0130] Las neuronas GABAérgicas producen &cido gamma aminobutirico (GABA), el principal neurotransmisor inhibidor
en el SNC. GABA es importante para reducir la excitabilidad neuronal en todo el sistema nervioso. GABA actla en las
sinapsis inhibidoras uniéndose a receptores transmembrana especificos y provocando la apertura de canales idnicos que
cambian negativamente la polarizacién de la membrana. Esto generalmente resulta en una hiperpolarizacién de la célula
y aumenta la seflal requerida para activar un potencial de accién. Los defectos en las neuronas GABAérgicas pueden
provocar un desequilibrio entre la sefalizacién excitatoria e inhibidora y se han implicado en muchas enfermedades
neuroldgicas, incluido el sindrome de Dravet, la epilepsia, la neurodegeneracién, las tauopatias y la enfermedad de
Alzheimer. Otras afecciones o enfermedades neurolégicas implicadas incluyen un trastorno psiquiatrico (por ejemplo,
esquizofrenia, trastorno obsesivo compulsivo, adiccion, depresién, ansiedad, psicosis); un trastorno del espectro autista
(p. €., sindrome de X fragil, sindrome de Rett); epilepsia (p. €j., encefalopatia traumatica crénica, epilepsia generalizada
con convulsiones febriles plus (GEFS+), encefalopatia epiléptica, epilepsia del I6bulo temporal, epilepsia focal, esclerosis
tuberosa); y/o neurodegeneracion (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson). En algunos casos,
la afeccién o enfermedad neurolégica es cualquier afeccién o enfermedad relacionada con convulsiones y/o epilepsia en
la que estan implicadas las neuronas PV.

[0131] La parvalbumina es una proteina de unién a calcio, que se expresa en aproximadamente el 40 % del total de
interneuronas GABAérgicas en la corteza somatosensorial. Dentro del SNC, las células PV generalmente se consideran
células GABAérgicas. Varios estudios también han identificado que las células GABAérgicas incluyen distintos subtipos
de células, incluidas células que expresan PV, SOM, CR, CCK, NPY, VIP o una combinacién de las mismas.

[0132] Las neuronas PV son particularmente relevantes para diversas enfermedades o afecciones neuroldgicas, tales
como el sindrome de Dravet, la enfermedad de Alzheimer, la epilepsia, la neurodegeneracion, las tauopatias y/o las
convulsiones. En algunos casos, una afeccién o enfermedad neuroldgica asociada a las neuronas PV es un trastorno
psiquiatrico (p. ej., esquizofrenia, trastorno obsesivo compulsivo, adiccién, depresién, ansiedad, psicosis); un trastorno del
espectro autista (p. ej., sindrome de X fragil, sindrome de Rett); epilepsia (p. €j., encefalopatia traumatica crénica, epilepsia
generalizada con convulsiones febriles plus (GEFS+), encefalopatia epiléptica, epilepsia del I6bulo temporal, epilepsia
focal, esclerosis tuberosa); o neurodegeneracién (p. ej., enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson). En algunos
casos, la afeccién o enfermedad neurolégica es cualquier afeccién o enfermedad relacionada con convulsiones y/o
epilepsia en la que estén implicadas las neuronas PV. En diversos aspectos, la célula objetivo son las células PV del SNC,
o células GABAérgicas que expresan PV.

[0133] En diversos aspectos, las interneuronas que expresan PV también se denominan células en cesta, que pueden
subdividirse ademas por tamafio del cuerpo celular (por ejemplo, células en cesta grande, células en cesta pequefia y
células en cesta nido), y proyeccién dendritica y axonal. Fisiolégicamente, las células en cesta que expresan PV suelen
tener picos rapidos (FS), caracterizados por un tren de potenciales de accidén (AP) de alta frecuencia con poca adaptacién.
Estd ampliamente aceptado que las neuronas en cesta PV inervan el soma y las dendritas proximales de las neuronas
piramidales excitadoras. La inhibicién anticipada mediada a través de neuronas en cesta que expresan FS PV se puede
encontrar en varias redes corticales, incluidos los circuitos talamocorticales, translaminares e interareales. Las neuronas
en cesta del FS PV inhiben fuertemente las neuronas piramidales excitadoras vecinas. Se ha demostrado que las
neuronas en cesta PV y las neuronas piramidales que comparten entradas excitadoras comunes tienden a estar
conectadas reciprocamente (inhibicién de retroalimentacién). Estas conexiones pueden servir para regular la ventana de
tiempo precisa en la que las neuronas excitadoras pueden generar picos en respuesta a impulsos excitadores. Ademas,
las entradas excitadoras talamocorticales e intracorticales en las neuronas de la cesta de FS PV se deprimen mediante
la estimulacién de alta frecuencia, que media la inhibicién de avance dependiente de la actividad. Las células en cesta
que expresan PV también inervan otras interneuronas, incluidas otras células en cesta, y estédn acopladas eléctricamente
entre si a través de uniones en hendidura. Se ha propuesto que esta caracteristica puede ayudar a generar y mantener
la sincronizacién y oscilacién de la red cortical.

[0134] En algunos casos, uno o més elementos reguladores descritos en el presente documento dan como resultado una
mayor selectividad en la expresién génica en neuronas PV en comparacién con al menos una, al menos dos, al menos
tres, al menos cuatro o al menos cinco neuronas que no expresan PV. En algunos casos, las células no PV incluyen todas
las células GABAérgicas no PV. En algunos casos, las neuronas GABAérgicas no PV incluyen, entre otras, calretinina
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(CR), somatostatina (SOM), colecistoquinina (CCK), CR + SOM, CR + neuropéptido Y (NPY), CR + polipéptido
vasointestinal (VIP), células que expresan SOM + NPY, SOM + VIP, VIP + colina acetiltransferasa (ChAT), CCK + NPY,
CR + SOM + NPY y CR + SOM + VIP.

[0135] En algunos casos, cualquiera de CAG, EF1a, un promotor constitutivo (por ejemplo, SV40, CMV, UBC, PGK y
CBA), o un elemento regulador no selectivo que impulsa la expresiéon génica en un tipo no celular selectivo. Esta manera
se puede utilizar para comparar con elementos reguladores selectivos de PV, o cualquier elemento regulador selectivo de
tipo celular, divulgados en el presente documento. En algunos casos, un elemento regulador que da como resultado una
expresion selectiva en células PV a un nivel superior a la expresién de un gen unido operativamente al control CAG o
EF1a es indicativo de selectividad hacia las células PV. En algunos casos, un elemento regulador divulgado en el presente
documento muestra una expresién génica selectiva en células PV que es al menos 2 %, al menos 5 %, al menos 10 %,
al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al menos 30 %, al menos 35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, al menos
50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 % o al menos 95 % mayor que el nivel de expresién de PV de un transgén que esté operativamente unido a
CAG, EF1a, un promotor constitutivo (p. ej.,, SV40, CMV, UBC, PGK, y CBA), o un elemento regulador no selectivo (por
ejemplo, SEQ ID NO: 34, o un fragmento funcional de la misma, o una secuencia que tiene al menos 80 %, al menos
85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos 99 % de identidad de secuencia con el mismo), y seguin se mide en un
ensayo de colocalizacién. En algunos casos, un elemento regulador descrito en el presente documento muestra una
expresion génica selectiva en células PV que es al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4
veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces,
al menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces o al menos 10 veces el nivel
de expresidn bajo CAG, EF1a, un promotor constitutivo (p. ej.,, SV40, CMV, UBC, PGK y CBA), o un promotor no selectivo
elemento regulador (por ejemplo, SEQ ID NO: 34, o un fragmento funcional de la misma, o una secuencia que tiene al
menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia
con la misma) y segun se mide en un ensayo de colocalizacién descrito en el presente documento.

[0136] En casos preferidos, uno o méas elementos reguladores descritos en el presente documento impulsan
selectivamente la expresién de un transgén en una célula GABAérgica, tal como una célula GABAérgica que expresa
parvalbimina sobre al menos otro tipo de célula del SNC (p. €j., al menos dos, al menos al menos tres, al menos cuatro,
al menos cinco células no PV, o dos 0 més, tres o0 mas, o cuatro o més células no PV y/o neuronas GABAérgicas no PV).

[0137] En algunos casos, un tipo de célula objetivo es una neurona GABAérgica que expresa parvalbimina o células PV.

[0138] Una forma de expresar selectivamente un transgén dentro de una subpoblacién de células en el cerebro es usar
un vector viral que comprende un transgén operativamente unido a un elemento regulador selectivo de tipo celular, o un
elemento regulador que es selectivo (o tiene actividad selectiva) en la subpoblacidén de células del cerebro, por ejemplo,
células fotovoltaicas. Se puede seleccionar un vector viral para que tenga alta infectividad sin selectividad para un tipo de
célula particular, mientras que el elemento regulador confiere selectividad. Por ejemplo, un elemento regulador selectivo
de tipo celular puede impulsar la expresién de un transgén en neuronas PV y no en otras neuronas.

[0139] En algunos casos, la presente divulgacién implica el uso de elementos reguladores (es decir, elementos
reguladores selectivos de células PV) que impulsan selectivamente la expresién en neuronas PV.

[0140] Las células GABAérgicas son neuronas inhibidoras que producen acido gamma-aminobutirico. Las células
GABAérgicas pueden identificarse mediante la expresién de la descarboxilasa 2 del &acido glutdmico (GAD2). Otros
marcadores de células GABAérgicas incluyen GAD1, NKX2.1, DLX1, DLX5, SST, PV y VIP.

[0141] En algunos casos, una célula del SNC no PV es una neurona excitadora, una neurona dopaminérgica, un astrocito,
una microglia, una neurona motora o una célula vascular. En algunos casos, una neurona no GABAérgica es una célula
que no expresa uno o méas de GAD2, GAD1, NKX2.1, DLX1, DLX5, SST y VIP. En algunos casos, una neurona no PV es
una neurona GABAérgica que no expresa parvalbumina. En algunos casos, otras células del SNC se refieren a tipos de
células del SNC que nunca han expresado PV, GAD2, GAD1, NKX2.1, DLX1, DLX5, SST y VIP.

[0142] En algunos casos, un elemento regulador descrito en el presente documento es selectivo para una célula que
expresa PV sobre al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco o mas de cinco tipos de células del SNC no PV. En algunos
casos, los tipos de células no PV incluyen células GABAérgicas no PV. En algunos casos, el tipo de célula de interés es
una célula fotovoltaica. En algunos casos, los ER selectivos para células fotovoltaicas se denominan elementos
reguladores selectivos de células fotovoltaicas.

[0143] En algunos casos, los elementos reguladores selectivos de células PV divulgados en el presente documento
incluyen las secuencias de SEQ ID NO: 1-32, o cualquier combinacidn de las mismas.

[0144] En algunos casos, uno o0 mas elementos reguladores selectivos de células PV o0 uno o mas elementos reguladores
divulgados en el presente documento se usan para aumentar la expresion de un transgén en células que expresan PV en
al menos 2, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas veces en comparacién con la expresién sin el elemento
regulador. En algunos casos, un ER en un casete de expresién aumenta la expresion génica en al menos un 1,5 %, 2 %,
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5 %, 10 %, 15 %, 20 % o 50 %, o mas del 1,5 %, 2%, 5%. 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %,
55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % en comparacién con la expresién sin los elementos
reguladores. En algunos casos, las composiciones y métodos de uso de las mismas comprenden casetes de expresién
que contienen uno o mas elementos reguladores que dan como resultado un aumento del 10-500 % en la expresion
transgénica, por ejemplo, expresién de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KCNC1 (también conocido como
KV3.1), KCNC3 (también conocido como KV3.3), STXBP1, una proteina de unién al ADN, o una variante o fragmento
funcional de la misma, o una proteina de la misma, en comparacién con el nivel sin los elementos reguladores o en
comparacion con un elemento regulador no selectivo (p. ej., CAG, EF1q, un promotor constitutivo, o SEQ ID NO: 34, o un
fragmento funcional del mismo, o una secuencia que tiene al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al
menos 95 %, o al menos 99 % de identidad de secuencia con la misma). En algunos casos, el aumento en la expresién
génica y/o el nivel de proteina de cualquiera de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KCNC1, KCNC3 y STXBP1
es del 1,5 al 5%, del 5 al 10 %, del 10 al 15 %, 15-20 %, 20-30 %, 30-40 %, 40-50 %, 50-60 %, 60-70 %, 70-80 %, 80-
90 %, 90-100 %, 100-150 %, 150-200 %, 250-300 %, 300-350 %, 350-400 %, 400-450 %, 450-500 %, o 1,5-20 %, 20 %-
50 %, 50 %-100 %, 100-200 %, 200-300 %, 300-400 % o 400-500 % en comparacién con el nivel sin el casete de
expresion o elementos reguladores. En algunos casos, dicha expresién de gen o proteina es selectiva en células PV en
comparacién con un casete de expresién que comprende un control (por ejemplo, CAG, EF1q, un promotor constitutivo
(por ejemplo, SV40, CMV, UBC, PGK y CBA), o un elemento regulador no selectivo) o un elemento regulador selectivo
de tipo no celular (por ejemplo, SEQ ID NO: 34, o un fragmento funcional de la misma, o una secuencia que tiene al menos
el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al al menos 95 %, o al menos 99 % de identidad de secuencia con el mismo).

[0145] En algunos casos, la selectividad de expresidn en células PV se puede calcular dividiendo el nimero de células
que expresan tanto PV como eGFP (el transgén operativamente unido a uno o méas elementos reguladores) por el nimero
total de células que expresan eGFP y multiplicar por 100 para convertirlo en porcentaje. Los elementos reguladores
selectivos de células PV como se describen en el presente documento pueden ser altamente selectivos para la expresion
en células PV. Por ejemplo, los elementos reguladores selectivos de células fotovoltaicas o uno o mas elementos
reguladores divulgados en el presente documento pueden exhibir aproximadamente 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %,
80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o mayor que aproximadamente 99 % de
selectividad para las neuronas PV.

[0146] En algunos casos, un elemento regulador selectivo de células PV o cualquier elemento regulador descrito en el
presente documento confiere selectividad en la expresién de un transgén en neuronas PV a un nivel que es
estadisticamente mayor que un elemento regulador de control, por ejemplo, EF1a o un elemento regulador previamente
conocido. En algunos casos, la diferencia estadistica entre un elemento regulador selectivo de células fotovoltaicas y un
elemento regulador de control es al menos 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces 0 més de 2 veces de diferencia, 0 mas
de 5 veces, 10 veces, o diferencia de 20 veces segun lo determinado por cualquiera de los métodos descritos en el
presente documento, como un ensayo de colocalizacién.

[0147] La presente divulgacion incluye elementos reguladores que son selectivos para células fotovoltaicas. Estos ER
selectivos de células PV o cualquier ER selectivo de tipo celular son preferiblemente cortos, preferiblemente menos de
aproximadamente 1100 pares de bases, 1000 pb, 900 pb, 800 pb, 700 pb, 600 pb, 500 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb o
menos de aproximadamente 110 pb. Los ER selectivos de células fotovoltaicas o cualquier ER selectivo de tipo de célula
pueden tener entre 1050 pb y 100 pb, entre 100 pb y 500 pb, o entre 500 pb y 1050 pb. Algunos ejemplos de elementos
reguladores selectivos de células PV se proporcionan en las SEQ ID NO 1-32, o un fragmento funcional o combinacién
de los mismos. Otros elementos reguladores selectivos de células PV contemplados por la presente divulgacion incluyen
secuencias que tienen al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 %
de identidad de secuencia con cualquiera de estas secuencias descritas en el presente documento, o una parte o
fragmento de una de las secuencias descritas en el presente documento.

[0148] En algunos casos, un elemento regulador selectivo de células fotovoltaicas o cualquier elemento regulador descrito
en el presente documento tiene al menos aproximadamente 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas del 99 % de identidad con una secuencia descrita en el presente documento, o un
fragmento de una secuencia descrita en el presente documento. En algunos casos, un elemento regulador selectivo de
células PV tiene al menos aproximadamente un 80 % de identidad con al menos aproximadamente un 30 %, 40 %, 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 % de una secuencia descrita en el presente documento o un fragmento funcional del mismo.

[0149] En algunos casos, un elemento regulador selectivo de células PV comprende al menos un 80 % de identidad con
una cualquiera o mas de las SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o secuencias
que tienen al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % de identidad
de secuencia con el mismo. En algunos casos, un elemento regulador selectivo de células PV tiene una identidad del
90 % con el 50 % o mas de una secuencia de SEQ ID NO: 1-22. En algunos casos, un elemento regulador selectivo de
PV es un fragmento funcional de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-32 o0 una combinacién de las mismas. En algunos casos,
el fragmento funcional es capaz de expresar selectivamente un transgén en células PV con al menos un 50 %, 55 %,
60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o mayor del 95 % de selectividad de expresidén en células PV.

[0150] En estos casos, dos 0 mas elementos reguladores selectivos de células fotovoltaicas de esta divulgaciéon o dos o
més elementos reguladores cualesquiera divulgados en la presente se combinan para formar elementos reguladores
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combinados. En algunos casos, dos 0 més, tres 0 mas, cuatro o més, cinco o mas, seis 0 mas, siete 0 més, ocho o0 més,
nueve o mas, o diez 0 més elementos reguladores selectivos de células fotovoltaicas, o una pluralidad de los elementos
regulatorios descritos en este documento se combinan. Por ejemplo, SEQ ID NO: 31 es una combinacion de SEQ ID NO
1y 23-29. Como otro ejemplo, SEQ ID NO: 32 es una combinacién de SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 23-29. En algunos
casos, se pueden combinar fragmentos de dos 0 mas elementos reguladores selectivos de PV para formar un elemento
regulador combinado. Por ejemplo, el 50 % de SEQ ID NO: 1 se puede combinar con el 30 % de SEQ ID NO: 8y el 90 %
de SEQ ID NO: 30 para formar un elemento regulador de combinacion.

[0151] En algunos casos, uno o mas elementos reguladores selectivos de células PV de esta divulgacién o uno o mas
elementos reguladores divulgados en el presente documento expresan selectivamente un transgén operativamente unido
en neuronas PV en comparacién con uno o mas tipos de células del SNC. Esta expresidn selectiva se puede cuantificar
contando el nUmero de neuronas PV que expresan niveles detectables deltransgén vinculado como porcentaje del nimero
total de células que expresan el transgén, incluido el nimero de neuronas no PV que expresan el transgén. En otras
palabras, la selectividad de un elemento regulador de PV en un tipo de célula o célula objetivo particular se puede
determinar midiendo y/o comparando el nUmero de neuronas PV (o células objetivo) que expresan el transgén que esta
operativamente unido al elemento regulador con respecto al nimero de tipos de células no objetivo que expresan el
transgén (o el numero total de células que expresan el transgén).

[0152] En algunos casos, los elementos reguladores selectivos de células PV pueden exhibir aproximadamente 50 %,
55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o mayor que
aproximadamente 99 % de selectividad para neuronas PV, neuronas PV en el SNC o neuronas GABAérgicas que también
expresan PV. En algunos casos, uno o mas elementos regulatorios de esta divulgacién pueden exhibir alrededor del 50 %,
55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o mayor que
aproximadamente 99 % de selectividad para neuronas PV en comparacién con CAG o EF1a o elemento selectivo que no
es de tipo celular, o en comparaciéon con SNC no PV células, o en comparacién con al menos uno, al menos dos, al menos
tres, al menos cuatro o al menos cinco otros subtipos neuronales GABAérgicos no PV en el SNC.

[0153] En algunos casos, un elemento regulador selectivo de PV confiere selectividad en la expresién de un transgén en
neuronas PV a un nivel que es estadisticamente mayor que un elemento regulador de control, por ejemplo, CAG, EF1q,
un promotor constitutivo (por ejemplo, SV40, CMV, UBC, PGK y CBA), un elemento regulatorio no selectivo o un elemento
regulatorio previamente conocido. En algunos casos, la diferencia estadistica entre un ER selectivo de células
fotovoltaicas y un elemento de control es al menos 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces o mas de 2 veces de diferencia,
o0 més de 5 veces, 10 veces 0 20 veces. diferencia de veces determinada por cualquiera de los métodos descritos en el
presente documento. En algunos casos, la selectividad en PV se mide usando un ensayo de colocalizacién como se
describe en el presente documento.

[0154] En algunos aspectos, los elementos reguladores selectivos de tipo celular descritos en el presente documento son
Utiles para modular selectivamente la expresién de un transgén en un tipo de célula del SNC en comparacién con otros
tipos de células del SNC. Por ejemplo, los elementos reguladores selectivos de tipo celular descritos en el presente
documento pueden ser Utiles para modular selectivamente la expresién de un transgén en células PV sobre otras células
del SNC, incluidos otros tipos de neuronas. Para la terapia génica, puede desearse la expresidn selectiva de un transgén
en un tipo de célula objetivo y/o una expresién minimizada del transgén en un tipo de célula no objetivo. La expresion del
transgén en un tipo de célula no deseado (por ejemplo, un tipo de célula no objetivo) puede provocar un efecto adverso
para el sujeto. La expresién del transgén en un tipo de célula no deseado puede contrarrestar el efecto terapéutico del
transgén en el tipo de célula deseado. Por ejemplo, un transgén destinado a la expresién en células PV puede tener un
efecto negativo para el sujeto si se expresa en neuronas glutamatérgicas. Los elementos reguladores selectivos de tipo
celular descritos en el presente documento se pueden usar en casetes de expresion para garantizar la expresion
apropiada de un transgén y/o para reducir los efectos no deseados de la terapia génica.

[0155] Los elementos reguladores selectivos de tipo celular del presente documento se pueden usar en casetes de
expresién génica mediante los cuales estan unidos operativamente a uno o mas transgenes. Dichos casetes de expresion
génica se utilizan para introducir transgenes en células para su expresidén. El casete de expresién puede contener un
elemento regulador selectivo de tipo celular como se describe en el presente documento, una combinacién de elementos
reguladores selectivos de tipo celular o un fragmento de un elemento regulador selectivo de tipo celular como se describe
en el presente documento unido operativamente a un transgén.

[0156] Preferiblemente, los casetes de expresién del presente documento incluyen uno o mas elementos reguladores
selectivos de tipo celular unidos operativamente a un transgén, por lo que los dos no funcionan juntos en su contexto
endbgeno in vivo. Por ejemplo, un transgén para la subunidad beta del canal ibénico de sodio, tal como SCN1B, puede
unirse operativamente a uno o méas elementos reguladores que no funcionan en el mismo contexto in vivo, 0 no impulsan
de forma detectable la expresién de SCN1B de forma endégena. De manera similar, un casete de acido nucleico puede
incluir un regulador de neurotransmisor, tal como STXBP1, unido operativamente a un elemento regulador que no funciona
en el mismo contexto de forma endégena o in vivo, 0 no esta en el mismo marco de lectura abierto, o no esta en el mismo
cromosoma humano, o no impulsa de forma detectable la expresién de STXBP1 in vivo. En algunos casos, un elemento
regulador selectivo de tipo celular estéd unido a un transgén, en donde el elemento regulador selectivo de tipo celular no
regula el gen enddgeno correspondiente al transgén in vivo.
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[0157] En algunos aspectos, los elementos reguladores selectivos de tipo celular descritos en el presente documento se
derivan de secuencias aisladas de un locus cromosdémico humano diferente de un locus de un gen nativo correspondiente
al transgén. Por tanto, en algunos casos, un casete de expresion comprende uno 0 mas elementos reguladores selectivos
de tipo celular que tienen una secuencia derivada de un cromosoma diferente del cromosoma correspondiente al transgén
en el mismo casete. En otros casos, los elementos reguladores de la divulgacién y un transgén que estan unidos
operativamente en un casete de expresién se derivan de secuencias ubicadas a mas de 20 kb de distancia en el genoma
humano, o en ubicaciones gendmicas distales. Cuando se utilizan dos o mas elementos reguladores derivados de
humanos en un casete de expresion, los dos 0 méas elementos reguladores pueden tener secuencias ubicadas a més de
5 kb de distancia, a mas de 10 kb de distancia, a més de 15 kb de distancia 0 a mas de 20 kb de distancia en el genoma
humano, o en el que los dos 0 més elementos reguladores no interactian entre si de forma natural en el genoma.

[0158] En algunos casos, un casete de expresién que comprende elementos reguladores selectivos de PV puede excluir
secuencias conocidas derivadas de secuencias promotoras de hSyn1 o GAD2. En algunos casos, los elementos
reguladores selectivos de PV no comprenden la secuencia promotora completa de ninguno de los promotores GAD2,
GAD1, SYN1, NKX2.1, DLX1, DLX5, SST y VIP. En algunos casos, los elementos reguladores selectivos de PV no
comprenden méas de 500 pares de bases contiguos de secuencia derivada del promotor o uno o0 méas de GAD2, GAD1,
SYN1, NKX2.1, DLX1, DLXS, SST y VIP. En algunos casos, los elementos reguladores selectivos de PV no comprenden
secuencias que estén dentro de 1 kb, 2 kb, 3 kb, 4 kb, 5 kb, 6 kb, 7 kb, 8 kb, 9 kb 0 10 kb del sitio de inicio de la transcripcidn
de cualquiera de GAD2, SYN1, NKX2.1, DLX1, DLX5, SST y VIP.

[0159] En algunos casos, un transgén es Util para tratar una enfermedad asociada con un tipo de célula especifica de
interés. En algunos casos, un tipo de célula de interés es una neurona, una neurona inhibidora, una neurona GABAérgica
0 una neurona PV. En algunos casos, un transgén es uno o mas de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1,
KV3.3 y STXBP1. En algunos casos, un transgén es una proteina de unién al ADN que modula la expresién de un gen (p.
ej., un activador transcripcional o un represor transcripcional que modula la expresion de un gen endégeno). En algunos
casos, un transgén es una proteina de edicién de genes, como una nucleasa con dedos de zinc, una nucleasa efectora
similar a un activador de la transcripcién, una proteina de la familia Cas. En algunos casos, un transgén es un gen
informador o un marcador detectable, como eGFP, tdTomato o RFP. En algunos casos, un transgén es una proteina Cas,
como Cas9.

[0160] Los transgenes Utiles para tratar una afeccién asociada con células neuronales PV se pueden incorporar en un
vector, casete de acido nucleico o método como se describe en el presente documento. Los transgenes utilizados en el
presente documento generalmente no contienen intrones o no contienen mas de un intrén. Se puede obtener un transgén
a partir de una secuencia de ADNc en lugar de una secuencia genémica. En algunos casos, los transgenes pueden
contener algunos o todos sus intrones endégenos. En algunos ejemplos, dicho transgén codifica un dominio de unién al
ADN o un canal iénico. Ejemplos de dominios de unién a ADN que pueden codificarse en los casetes de expresiéon de
esta divulgacién incluyen dedos de zinc, Cas9, una proteina de la familia Cas, dCas9, una proteina de la familia dCas o
un efector similar a un activador transcripcional (TALE). En algunos casos, el transgén es una proteina de unién a ADN
que comprende un dominio de unién a ADN de una proteina de unién a ADN o una proteina de escision de ADN (por
ejemplo, una nucleasa, una enzima de restricciéon, una recombinasa, etc.) en donde el dominio de escisién de ADN o
dominio de nucleasa se ha desactivado, por ejemplo, una Cas desactivada por nucleasa (dCas), una nucleasa efectora
similar a un activador de la transcripciéon desactivada o una proteina con dedos de zinc desactivada por nucleasa. En
algunos casos, el dominio de unién al ADN est4 unido a un dominio modulador de la transcripcién (p. €j.,, un dominio
activador o represor de la transcripcidn). En algunos casos, el transgén comprende una proteina de edicién de genes, por
ejemplo, una proteina Cas, Cas9. En algunos casos, el transgén es una subunidad o un componente de un canal iénico
0 una proteina de membrana, o un gen asociado con una afeccién o enfermedad neurolégica descrita en el presente
documento. Ejemplos de transgenes de canales ibnicos que se pueden usar en los casetes de expresion de esta
divulgacion incluyen canales idnicos regulados por voltaje y regulados por ligando. Los canales i6nicos dependientes de
voltaje incluyen canales de sodio, canales de calcio, canales de potasio y canales de protones. En algunos casos, el
transgén codifica una subunidad de un canal de sodio dependiente de voltaje. Ejemplos de subunidades de canales de
sodio dependientes de voltaje incluyen SCN1B (NM_001037.4), SCN1A (NM_001165963.1) y SCN2B (NM_004588.4).

[0161] En algunos casos, el transgén codifica una subunidad de un canal de potasio dependiente de voltaje. Ejemplos de
subunidades de canales de sodio dependientes de voltaje incluyen KCNC1 (NM_001112741.1) y KCNC3 (NM_004977 .2).
En algunos casos, un transgén es uno o mas de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3, STXBP1, una
variante y un fragmento funcional de los mismos. En algunos casos, un transgén es una secuencia que tiene al menos el
80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al
menos el 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o al menos 99,5 % de identidad de
secuencia con cualquiera de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3, STXBP1, una variante o un
fragmento funcional del mismo. En algunos casos, dicha identidad de secuencia se mide utilizando BLAST.

[0162] En algunos casos, un casete de expresién divulgado en el presente documento comprende uno o mas elementos
reguladores selectivos de PV o0 uno o mas elementos reguladores de esta divulgaciéon unidos operativamente a un
transgén que tiene al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %,
al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o al menos 99,5 % de
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identidad de secuencia con una secuencia que codifica cualquiera de las SEQ ID NO: 37-43, o un fragmento funcional o
variante de la misma, o las secuencias de GenBank correspondientes a las SEQ ID NO: 37-43. En algunos casos, un
casete de expresién divulgado en el presente documento comprende un transgén que tiene una secuencia segln (i) una
secuencia de SEQ ID NO: 37-43, o (ii) un fragmento funcional del mismo, o (iii) una secuencia que tiene al menos 80 %,
al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos
96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 %, o al menos 99,5 % de identidad de secuencia con (i) o (ii).

[0163] En algunos ejemplos, el transgén es un regulador de neurotransmisor, o una variante o fragmento funcional del
mismo. Un regulador de neurotransmisores puede participar en la regulacién de la produccién o liberacién de un
neurotransmisor en el SNC. Por ejemplo, un regulador de neurotransmisores puede ayudar con la fusién sinaptica para
liberar neurotransmisores. Un ejemplo de un regulador de neurotransmisor es STXBP1 (NM_001032221.3) o un fragmento
funcional del mismo, o una secuencia que tiene al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un
95 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia. a ello. El transgén también puede ser una subunidad de un regulador
de neurotransmisor.

[0164] En algln caso, un casete de expresion de esta divulgacién puede contener una ITR 5' de AAV2, un potenciador
selectivo de PV, un promotor selectivo de PV, o una combinacién de uno o més promotores y potenciadores selectivos
de PV, un ADNc de SCN1B, un WPRE, una sefial poliA de hGH, un elemento regulador selectivo de PV y un 3'ITR de
AAV2. En un ejemplo, el casete de expresion comprende un promotor AmpR y una secuencia codificante de AmpR, un
origen de replicacién bacteriano, una ITR de AAV2, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 23-29, un transgén (secuencia codificante,
un WPRE, una sefal poli A de la hormona del crecimiento humano, una ITR de AAV2 y un origen f1.

[0165] Como otro ejemplo, un casete de expresion de esta divulgacién puede contener una ITR 5' de AAV2, un
potenciador, un promotor, un activador transcripcional del gen SCN1A endégeno, un WPRE, una sefial poliA de hGH, un
elemento regulador y un AAV2 3'ITR. En algunos casos, un casete de expresion comprende AAV2 &' ITR, un promotor,
un elemento intrénico, modificador transcripcional, poliA sintética y una AAV2 3' ITR. En algunos casos, un casete de
expresién de esta divulgacién puede contener una ITR &' de AAV2, un potenciador selectivo de PV, un promotor selectivo
de PV, una secuencia que codifica un activador transcripcional de SCN1A o SCN1B, un WPRE, una sefial poliA de hGH,
un elemento regulador selectivo de PV o cualquiera de los elementos reguladores descritos en este documento, y un
AAV2 3'ITR.

[0166] Un casete de expresién que comprende uno o més elementos reguladores de esta divulgacién se puede usar para
tratar una afeccidén médica. En algunos casos, un casete de expresién que contiene un elemento regulador de esta
divulgacidén se usa para tratar una afeccion neurolégica o una afeccién neurodegenerativa. La condicién neurolégica
puede ser causada por un evento genético conocido o puede tener una causa desconocida.

[0167] La afeccién neurolégica puede ser una enfermedad asociada con las neuronas PV. La afeccién neurolégica puede
ser una enfermedad asociada con neuronas inhibidoras, como las neuronas PV. Las enfermedades o afecciones
asociadas con las neuronas PV se pueden tratar administrando un casete de expresién que porta un transgén y uno o
mas elementos reguladores selectivos de células PV o cualquiera de los elementos reguladores como se describe en el
presente documento a una célula in vivo. En algunos aspectos, los casetes de expresién que comprenden un transgén
unido operativamente a uno o mas elementos reguladores selectivos de células PV o cualquiera de los elementos
reguladores descritos en el presente documento se pueden usar para tratar el sindrome de Dravet, la enfermedad de
Alzheimer, la epilepsia, un trastorno neurodegenerativo, la tauopatia, la hipoexcitabilidad neuronal y/o convulsiones. En
algunos casos, un casete de expresion de esta divulgacién se usa para tratar un trastorno psiquiatrico (por ejemplo,
esquizofrenia, trastorno obsesivo compulsivo, adiccion, depresién, ansiedad, psicosis); un trastorno del espectro autista
(p. ej., sindrome de X fragil, sindrome de Rett); epilepsia (p. ej., sindrome de Dravet, encefalopatia traumética crénica,
epilepsia generalizada con convulsiones febriles plus (GEFS+), encefalopatia epiléptica, epilepsia del 16bulo temporal,
epilepsia focal, esclerosis tuberosa); y/o neurodegeneracién (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson). En algunos casos, la afeccién o enfermedad neuroldgica es cualquier afeccién o enfermedad relacionada con
convulsiones y/o epilepsia en la que estan implicadas las neuronas PV.

[0168] La mayor parte de sindrome de Dravet estd asociada con mutaciones en los genes SCN1A y/o SCN2A. Las
mutaciones o anomalias en SCN1A también se han asociado con trastornos convulsivos, epilepsia, autismo, migrafia
hemipléjica familiar tipo 3 (FHM3), epilepsia genética con convulsiones febriles plus (GEFS+) y eficacia de ciertos
medicamentos anticonvulsivos. Por ejemplo, la mutacién ICS5N+5G>A en SCN1A se asocia con la cantidad (dosis)
méaxima segura de los medicamentos anticonvulsivos fenitoina y carbamazepina.

[0169] En algunos pacientes con Alzheimer, la produccién de amiloide 8 (AB) implica muchos péptidos y proteasas que
pueden afectar la excitabilidad de las neuronas, provocando convulsiones y regulacién negativa del canal de sodio Nav1.1
en las neuronas PV.

[0170] Las enfermedades asociadas con neuronas PV disfuncionales tales como aquellas debidas a mutaciones de
pérdida de funcién en SCN1A o Nav1.1 incluyen: sindrome de Dravet, sindrome de Ohtahara, epilepsia, encefalopatia
epiléptica infantil temprana 6 (EIEE6), convulsiones febriles familiares 3A (FEB3A), epilepsia infantil intratable con
convulsiones ténico-clénicas generalizadas (ICEGTC), migrafia, hemipléjico familiar 3 (FHM3), sindrome de
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Panayiotopoulos, fibrilacién auricular familiar 13 (ATFB13), epilepsia generalizada con convulsiones febriles mas tipo 1
(gefs+ tipo 1), sindrome de Brugada, defecto de conduccién cardiaca inespecifico, epilepsia generalizada con crisis
febriles plus, convulsiones infantiles familiares benignas, encefalopatia epiléptica infantil temprana11 (EIEE11), epilepsia
infantil familiar benigna, neurodegeneracién, tauopatias y enfermedad de Alzheimer. En algunos casos, la condicién
neuroldgica es el sindrome de Dravet. El sindrome de Dravet se asocia con mutaciones en los genes SCN1A y/o SCN2A.
En algunos casos, uno o méas elementos reguladores de esta divulgaciéon se usan en una terapia génica o un casete de
expresion para tratar una condicién o enfermedad neurolégica asociada con las neuronas PV, por ejemplo, un trastorno
psiquiatrico (por ejemplo, esquizofrenia, trastorno obsesivo compulsivo, adiccion, depresion, ansiedad, psicosis); un
trastorno del espectro autista (p. ej., sindrome de X fragil, sindrome de Rett); epilepsia (p. ej., sindrome de Dravet,
encefalopatia traumatica crénica, epilepsia generalizada con convulsiones febriles plus (GEFS+), encefalopatia epiléptica,
epilepsia del I6bulo temporal, epilepsia focal, esclerosis tuberosa); o neurodegeneracion (p. ej., enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson). En algunos casos, uno o més elementos reguladores de esta divulgacion (por ejemplo,
elementos reguladores selectivos de neuronas PV) se usan para tratar el sindrome de Dravet y/o la enfermedad de
Alzheimer (por ejemplo, en un casete de expresién, un vector o una terapia génica). En algunos casos, la afeccién o
enfermedad neurolégica es cualquier afeccién o enfermedad relacionada con convulsiones y/o epilepsia en la que estan
implicadas las neuronas PV.

[0171] Los métodos y composiciones de esta divulgacidon se pueden usar para tratar a un sujeto al que se le ha
diagnosticado una enfermedad, por ejemplo, una enfermedad neurolégica o neurodegenerativa. El sujeto puede ser un
paciente que padece una forma de epilepsia. En algunos casos, el sujeto es un paciente con sindrome de Dravet. El sujeto
puede ser un paciente que padece una enfermedad neurodegenerativa, por ejemplo, un paciente con la enfermedad de
Alzheimer. En algunos casos, la epilepsia, la encefalopatia y/o las convulsiones se asocian con una mutacidén genética en
SCNB8A. En algunos casos, una mutacién genética en SCN8A puede dar lugar a sindromes de epilepsia, por ejemplo, el
sindrome de Dravet. En algunos casos, una mutacién genética en STXBP1 se asocia con encefalopatia con epilepsia,
caracterizada por convulsiones recurrentes.

[0172] En algunos casos, un sujeto tratado con una o mas composiciones descritas en el presente documento es uno
diagnosticado con una mutacién o aberraciéon genética en un canal ibnico o un regulador de neurotransmisor (por ejemplo,
una proteina de unién a sintaxina). Ejemplos de tales mutaciones incluyen mutaciones en SCN1A, SCN2A, SCNB8A,
SCN1B, SCN2B, KCNC1, KCNC3 y/o STXBP1, o una combinacién de las mismas. El casete de expresién que contiene
un elemento regulador selectivo de tipo celular como se describe en el presente documento puede administrarse a un
sujeto para tratar o prevenir una enfermedad con sintomas asociados con un tipo de célula especifico. Por ejemplo, un
casete de expresidn que comprende un transgén operativamente unido a uno o mas elementos reguladores selectivos de
células PV se administra a un sujeto que tiene sintomas, o esta en riesgo de desarrollar sintomas, asociados con neuronas
PV.

[0173] En algunos casos, el tratamiento se puede administrar a un sujeto con, o en riesgo de desarrollar, sindrome de
Dravet. Los sintomas asociados con el sindrome de Dravet incluyen convulsiones, defectos de memoria, retraso en el
desarrollo, tono muscular deficiente y/o problemas cognitivos. El tratamiento con un casete de expresién de esta
divulgacién puede dar como resultado una mejora de uno o mas sintomas, tal como una reduccién en el nimero, la
duracién y/o la intensidad de las convulsiones. La administraciéon de una terapia génica como se describe en el presente
documento a un sujeto con riesgo de desarrollar el sindrome de Dravet puede prevenir el desarrollo o retardar la progresion
de uno o mas sintomas.

[0174] En otro ejemplo, el tratamiento puede administrarse a un sujeto que padece la enfermedad de Alzheimer. Los
sintomas asociados con la enfermedad de Alzheimer incluyen pérdida de memoria a corto plazo, dificultades cognitivas,
convulsiones y dificultades con el lenguaje, las funciones ejecutivas, la percepcién (agnosia)y la ejecucién de movimientos
(apraxia). El tratamiento con un casete de expresién de esta divulgacién puede dar como resultado una mejora de uno o
mas sintomas de la enfermedad de Alzheimer, tal como una reduccién en la progresién de la pérdida de memoria o la
prevenciéon de uno o mas sintomas. En algunos casos, el tratamiento puede dar como resultado una correccién de la
actividad cerebral de alto poder gamma. El tratamiento puede dar como resultado una disminucién en la frecuencia y/o
gravedad de las convulsiones, o una disminucién en la actividad de alto poder gamma en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 % o 70 %. En algunos casos, el tratamiento puede resultar en una mejora de la funcién cognitiva. El aprendizaje
y/o la memoria se pueden mejorar en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 % o mas del 100 %.

[0175] Los métodos y composiciones de esta divulgacién se pueden usar para tratar a un sujeto que esté en riesgo de
desarrollar una enfermedad. Se puede saber que el sujeto estad predispuesto a una enfermedad, por ejemplo, una
enfermedad neurolégica o una enfermedad asociada con epilepsia, convulsiones y/o encefalopatia. El sujeto puede estar
predispuesto a una enfermedad debido a un evento genético, o bien a factores de riesgo conocidos. Por ejemplo, un
sujeto puede portar una mutacién en SCN1A asociada con el sindrome de Dravet. En algunos casos el sujeto puede estar
predispuesto a una enfermedad como la enfermedad de Alzheimer debido a la edad del sujeto.

[0176] El tratamiento puede dar como resultado una disminucién o el cese de los sintomas. Por ejemplo, el tratamiento
puede mejorar el aprendizaje, la memoria, la funcién cognitiva y/o la funcién motora; reducir la frecuencia y/o duracién de
las convulsiones; y/o reducir la sensibilidad a la temperatura (0 aumentar el umbral de temperatura para desencadenar
una convulsion).

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2981970 T3

[0177] En algunos casos, el tipo de célula objetivo de una terapia génica o casete de expresién divulgado en el presente
documento es una célula PV. En algunos casos, los subtipos de células no objetivo son al menos uno, al menos dos, al
menos tres o al menos cuatro de los subtipos GABAérgicos no PV descritos en el presente documento. En algunos casos,
un casete de expresion que comprende un elemento regulador descrito en el presente documento es selectivo para las
células PV sobre todas las células del SNC que no son PV. En algunos casos, la selectividad del tipo celular se mide
segun un ensayo de colocalizacion descrito en el presente documento. En algunos casos, la selectividad del tipo de célula
se mide utilizando un ratén que expresa Cre en el tipo de célula objetivo.

[0178] En algunos casos, el tratamiento no da como resultado una reaccién adversa para el sujeto. El tratamiento con
una terapia génica que contiene un elemento regulador selectivo de PV puede causar menos reacciones adversas o
menos graves en un sujeto que el tratamiento con una terapia génica similar que contiene el mismo transgén vinculado a
un elemento regulador no selectivo.

[0179] En diversos aspectos, cualquier casete de expresién descrito en el presente documento puede adaptarse o usarse
en una terapia génica (por ejemplo, terapia génica rAAV o rAAV9) para tratar uno cualquiera o més de sindrome de Dravet,
enfermedad de Alzheimer, epilepsia, neurodegeneracién, tauopatia, hipoexcitabilidad neuronal y/o convulsiones. En
algunos casos, una terapia génica comprende uno o més, dos 0 mas, tres o0 mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis 0 més,
siete 0 mas, ocho 0 mas, nueve o mas, o diez 0 méas de SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento funcional o una combinacién
de los mismos, o secuencias que tienen al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al
menos un 99 % de identidad de secuencia con las mismas, operativamente vinculado a un transgén. En algunos casos,
una terapia génica comprende un casete de expresion de esta divulgaciéon. En algunos casos, una terapia génica
comprende uno o0 mas elementos reguladores descritos en el presente documento unidos operativamente a cualquier
transgén (por ejemplo, un transgén informador o un transgén terapéutico) de manera que los elementos reguladores
impulsan la expresion selectiva o la expresiéon preferencial en al menos un tipo de célula objetivo en un nivel que es
estadisticamente significativamente mayor que la expresién impulsada por CAG o EF1a o un elemento regulador no
selectivo cuando se une operativamente al mismo transgén, o por la misma construccién sin los elementos reguladores.
En algunos casos, significa estadisticamente significativamente méas alto que los elementos reguladores impulsan la
expresion selectiva en el tipo de célula objetivo a un nivel que es al menos 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 15,2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5,
55,6,65,7,75,8,85,9, 9,5, 10,105, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 95 0 100 veces el nivel de expresién por el CAG, EF1a, un promotor constitutivo o un elemento regulador no
selectivo cuando esta vinculado operativamente al mismo transgén en el tipo de célula objetivo, 0 mediante la misma
construccion sin los elementos reguladores. En algunos casos, dicha expresién selectiva de tipo celular se analiza usando
un ensayo de colocalizacién como se describe en el presente documento. En algunos casos, el transgén es uno o mas
de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3, STXBP1 y un fragmento funcional de los mismos. En algunos
casos, el transgén es una proteina de unién al ADN que modula la expresién de un gen endégeno, como un modulador
transcripcional, un activador transcripcional o un represor transcripcional. En algunos casos, el transgén es una proteina
de unién a ADN que comprende un dominio de unién a ADN de una proteina de unién a ADN o una proteina de escision
de ADN (por ejemplo, una nucleasa, una enzima de restriccién, una recombinasa, etc.) en donde el dominio de escisién
de ADN o dominio de nucleasa se ha desactivado, por ejemplo, una Cas desactivada por nucleasa (dCas), una nucleasa
efectora similar a un activador de la transcripciéon desactivada o una proteina con dedos de zinc desactivada por nucleasa.
En algunos casos, el dominio de unién al ADN esta unido a un dominio modulador de la transcripcidn (p. €j., un dominio
activador o represor de la transcripciéon). En algunos casos, el transgén es una proteina de edicién de genes, como una
nucleasa con dedos de zinc o una nucleasa efectora similar a un activador de la transcripcién. En algunos casos, un
transgén es un gen informador o un marcador detectable, como eGFP, tdTomato o RFP. En algunos casos, un transgén
es una proteina Cas, como Cas9.

[0180] En algunos casos, una terapia génica que comprende un casete de expresion divulgado en el presente documento
se usa para tratar una afecciéon o enfermedad neuroldgica. En algunos casos, una terapia génica que comprende un
casete de expresion divulgado en el presente documento se usa para tratar una afeccién o enfermedad neurolégica, en
donde el casete de expresién comprende uno o mas, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis 0 mas, siete
0 més, ocho 0 més, nueve o mas, o diez 0 méas de SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento funcional o una combinacién de los
mismos, o secuencias que tienen al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos
un 99 % de identidad de secuencia con el mismo, operativamente unido a un transgén. En algunos casos, el fransgén es
uno cualquiera o0 mas de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3, STXBP1, una proteina de unién a
ADN vy un fragmento funcional de la misma. En algunos casos, se usa una terapia génica que comprende un casete de
expresion descrito en el presente documento para tratar el sindrome de Dravet. En algunos aspectos, una terapia génica
que comprende un casete de expresién divulgado en el presente documento se usa para tratar la enfermedad de
Alzheimer. En algunos casos, una terapia génica que comprende un casete de expresién descrito en el presente
documento se usa para tratar la epilepsia y/o los sintomas de convulsiones asociados con el sindrome de Dravet y/o la
enfermedad de Alzheimer. En algunos casos, tratar cualquiera de los sindromes de Dravet, enfermedad de Alzheimer,
epilepsia, neurodegeneracidn, tauopatia, hipoexcitabilidad neuronal y/o convulsiones comprende entregar o administrar
una terapia génica de esta divulgacién a una célula de un sujeto que la necesita. En algunos casos, el sujeto que lo
necesita tiene riesgo de padecer o tiene alguno de los sindromes de Dravet, enfermedad de Alzheimer, epilepsia y/o
convulsiones. En algunos casos, el sujeto es un nifio 0 un menor de edad. En algunos casos, una terapia génica que
comprende un casete de expresidn divulgado en el presente documento se usa para tratar a un bebé, un nifio o un menor
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diagnosticado con sindrome de Dravet o que esta en riesgo de desarrollarlo. En algunos casos, una terapia génica que
comprende un casete de expresién divulgado en el presente documento se usa para tratar a un sujeto que comprende
una mutacién o un defecto genético en uno cualquiera o més de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3,
y STXBP1.

[0181] En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un método para tratar cualquiera de los sindromes de
Dravet, enfermedad de Alzheimer, epilepsia, neurodegeneracién, tauopatia, hipoexcitabilidad neuronal y/o convulsiones,
que comprende administrar una terapia génica en una célula de un sujeto, en donde la terapia génica comprende un
casete de expresién divulgado en el presente documento. En algunos casos, dicho casete de expresién comprende uno
cualquiera o méas de SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o secuencias que
tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos 99 % de identidad de secuencia con
el mismo, operativamente unido a un transgén, en el que el transgén es cualquiera de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B,
SCN2B, KV3.1, KV3.3, STXBP1 y un fragmento funcional del mismo. En algunos casos, el transgén es una subunidad de
un canal iénico de sodio o un canal iénico de potasio. En algunos casos, el transgén es una proteina de unién a sintaxina.
En algunos casos, el transgén es un modulador transcripcional, por ejemplo, un activador transcripcional o un represor
transcripcional. En algunos casos, el transgén es un modulador transcripcional que modula la expresién de un gen
endbgeno (por ejemplo, SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3 o STXBP1). En algunos casos, un
transgén es una proteina de edicién de genes, como una nucleasa con dedos de zinc 0 una nucleasa efectora similar a
un activador de la transcripcién. En algunos casos, el transgén es una proteina Cas, como Cas9.

[0182] En otros aspectos, la presente divulgacién proporciona un método para modificar cualquier terapia génica disefiada
para tratar el sindrome de Dravet, la enfermedad de Alzheimer, la epilepsia, la neurodegeneracién, la tauopatia, la
hipoexcitabilidad neuronal y/o las convulsiones mediante la adicién de uno o méas elementos reguladores divulgados en
el presente documento para mejorar la selectividad del tipo celular de la terapia génica. En algunos casos, la terapia
génica es una terapia génica rAAV.

[0183] En algunos casos, el tratamiento con un casete de expresion descrito en el presente documento reduce la duracién
y/o frecuencia de las convulsiones, por ejemplo, convulsiones asociadas con el sindrome de Dravet, en al menos un 1 %,
2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 21 %,
22 %, 23 %, 24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 %, 40 %,
45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o 95 % en comparacién con un control no tratado o en
comparacién con el nivel antes del tratamiento.

[0184] En algunos casos, el tratamiento con un casete de expresion descrito en el presente documento reduce la actividad
de alto poder gamma (por ejemplo, actividad de alto poder gamma asociada con la enfermedad de Alzheimer) en al menos
un 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6 %, 7%, 8%, 9%, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %,
21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 %,
40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o0 95 % en comparacién con un control no tratado o
en comparacién con el nivel anterior tratamiento.

[0185] En un aspecto, la presente divulgacién proporciona un casete de acido nucleico de esta divulgacién que comprende
uno o més elementos reguladores unidos operativamente a un transgén que dan como resultado la expresidn selectiva
en un tipo de célula objetivo sobre uno 0 mas tipos de células no objetivo, por ejemplo, expresién selectiva en neuronas
PV del SNC sobre uno o mas tipos de células del SNC no PV. En algunos casos, cada uno de los elementos reguladores
comprende (i) una secuencia de SEQ ID NO: 1-32, (ii) un fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o (iii)
una secuencia con al menos un 80 % de identidad de secuencia con (i) o (ii). En algunos casos, el porcentaje de identidad
de secuencia se puede medir utilizando BLAST. En algunos casos, al menos uno de los elementos reguladores es de
origen humano. En algunos casos, al menos uno de los elementos reguladores deriva de un mamifero no humano. En
algunos casos, los elementos regulatorios no ocurren de forma natural. En algunos casos, los elementos reguladores dan
como resultado una selectividad de expresidén en células PV que es mayor que la expresién del transgén operativamente
unido a CAG o EF1a o un elemento regulador no selectivo medido mediante un ensayo de colocalizacién. En algunos
casos, un transgén es uno o més de SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3 y STXBP1, o un fragmento
funcional del mismo, o secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos
99 % de identidad de secuencia con el mismo. En algunos casos, un transgén es una proteina de unién al ADN que
modula la expresién de un gen (p. ej., un gen endégeno como SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3
y STXBP1), como transcripcional. modulador, activador transcripcional o represor transcripcional. En algunos casos, un
transgén es una proteina de ediciéon de genes, como una nucleasa con dedos de zinc 0 una nucleasa efectora similar a
un activador de la transcripcién. En algunos casos, un transgén es un gen informador o un marcador detectable, como
eGFP, tdTomato o RFP. En algunos casos, un transgén es una proteina Cas, como Cas9. En algunos casos, los elementos
reguladores dan como resultado una expresion selectiva en células PV a un nivel que es al menos 0,5 veces, al menos
0,6 veces, al menos 0,7 veces, al menos 0,8 veces, al menos 0,9 veces, al menos 1,1 veces, al menos 0,8 veces, al
menos 0,9 veces, al menos 1,1 veces. al menos 1,2 veces, al menos 1,3 veces, al menos 1,4 veces, al menos 1,5 veces,
al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, en al
menos 8 veces, al menos 9 veces, al menos 10 veces, al menos 11 veces, al menos 12 veces, al menos 13 veces, al
menos 14 veces, al menos 15 veces, al menos 16 veces, al menos 17 veces, en al menos 18 veces, al menos 19 veces,
al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 30 veces, al menos 40 veces, al menos 50 veces, al menos 60 veces,
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al menos 70 veces, al menos 80 veces, en al menos 90 veces, al menos 100 veces en comparacion con la de un CAG o
EF1a o un elemento regulador no selectivo, segin se mide mediante el ensayo de colocalizacién. En algunos casos, una
diferencia de veces se refiere a la diferencia de veces entre el porcentaje de células eGFP+, PV+ que resultan de uno o
més elementos reguladores y el de un elemento regulador no selectivo. En algunos casos, el ensayo de colocalizacion es
un ensayo inmunohistoquimico, como se describe a continuacién en el Ejemplo 5. En algunos casos, se realiza un ensayo
de colocalizacién usando un anticuerpo anti-PV disponible comercialmente. En algunos casos, el transgén codifica una
subunidad de canal i6nico, un regulador de neurotransmisor o una variante o fragmento funcional del mismo. En algunos
casos, la subunidad del canal iénico es una subunidad alfa o una subunidad beta de un canal i6nico de sodio o una
subunidad de un canal i6nico de potasio. En algunos casos, el transgén es cualquiera de (i) SCN1A, SCN2A, SCN8A,
SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3 0 una proteina de unién a ADN,; (ii) un fragmento funcional del mismo; o (iii) una secuencia
que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con (i) o (ii). En algunos casos, el regulador del neurotransmisor
es (i) STXBP1, (ii) un fragmento funcional del mismo, o (iii) una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de
secuencia con (i) o (ii). En algunos casos, los elementos reguladores y el transgén operativamente unido se encuentran
en cromosomas diferentes. En algunos casos, los elementos reguladores combinados tienen un tamafio inferior a 2,5 kb,
menos de 1,5 kb, menos de 1 kb o menos de 500 pb. En algunos casos, las células no PV comprenden uno o mas tipos
de células del SNC no PV, incluidas, entre otfras, neuronas excitadoras, neuronas dopaminérgicas, astrocitos, microglia o
neuronas motoras. En algunos casos, el casete de &cido nucleico es una construccién lineal. En algunos casos, el casete
de 4cido nucleico es un vector. En algunos casos, el casete de acido nucleico es un plasmido. En algunos casos, el vector
es un vector viral. En algunos casos, el vector viral es un vector de virus adenoasociado (AAV). En algunos casos, el
vector de AAV es AAV1, AAVE, AAV9, scAAV1, scAAVS o scAAVI. En algunos casos, el vector viral es un vector lentiviral.
En algunos casos, los elementos reguladores contienen menos de 600 pb de secuencia contigua dentro de 10 kb del sitio
de inicio de la transcripcién de GAD2, GAD1, SYN1, NKX2.1, DLX1, DLX5/6, SST, PV y/o VIP.

[0186] En diversas formas de realizacién descritas en el presente documento, un elemento regulador es inferior a 2050
pb, 2000 pb, 1900 pb, 1800 pb, 1700 pb, 1600 pb, 1500 pb, 1400 pb, 1300 pb, 1200 pb, 1100 pb, 1000 pb,, 800 pb, 700
pb, 600 pb, 500 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb, 100 pb, 90 pb, 80 pb, 70 pb, 60 pb, 50 pb, 40 pb, 30 pb, 20 pb, 10 pb 0 5 pb.
En diversas formas de realizacién descritas en el presente documento, un casete de expresiéon comprende un transgén
que es mayor que el tamafio de un transgén tipico en un vector viral convencional, por ejemplo, AAV. En algunos aspectos,
un casete de expresién de cualquier forma de realizacién divulgada en el presente documento comprende un transgén
que tiene al menos 1 kb, 1,5 kb, 2 kb, 2,5 kb, 3 kb, 3,5 kb, 4 kb, 4,5 kb, 5 kb, 5,5 kb, 6 kb, 6,5 kb, 7 kb, 7,5 kb u 8 kb. En
algunos aspectos, cualquier forma de realizacién descrita en el presente documento comprende un casete de expresion
(p. €j., AAV) que comprende un transgén que es mas de 1, 1,2,1,3, 1,4, 1,5, 16, 1,7, 1,8, 19, 2, 21,22, 23,24, 2,5,
26,27,28,2)9, 3, 31,32 33, 34,35, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9 04 kb de tamafio. En algunos aspectos, cualquier forma de
realizacién descrita en el presente documento puede comprender ademas una 0 mas secuencias o elementos de acidos
nucleicos heterélogos.

[0187] En un aspecto, un método para tratar un trastorno o afeccidén neurolégica en un sujeto que lo necesita comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un casete de acido nucleico descrito en el presente documento. En
otro aspecto, un método para aumentar la expresién selectiva de un transgén en neuronas PV comprende poner en
contacto una célula con un casete de 4acido nucleico descrito en el presente documento. En algunos casos, un método de
cualquier forma de realizacién divulgada en el presente documento se usa para tratar una afeccién o enfermedad
neuroldgica, por ejemplo, un trastorno psiquiatrico (por ejemplo, esquizofrenia, trastorno obsesivo compulsivo, adiccién,
depresién, ansiedad, psicosis); un trastorno del espectro autista (p. ej., sindrome de X fragil, sindrome de Rett); epilepsia
(p. €j., sindrome de Dravet, encefalopatia traumatica crénica, epilepsia generalizada con convulsiones febriles plus
(GEFS+), encefalopatia epiléptica, epilepsia del |6bulo temporal, epilepsia focal, esclerosis tuberosa); o
neurodegeneracién (p. ej., enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson). En algunos casos, se puede usar un
método de cualquier forma de realizacién descrita en el presente documento para tratar el sindrome de Dravet. Se puede
usar un método de cualquier forma de realizacién divulgada en el presente documento para tratar la enfermedad de
Alzheimer. En algunos casos, los métodos y/o composiciones de esta divulgacién se pueden usar para tratar cualquier
condicién o enfermedad neurolégica asociada con convulsiones y/o epilepsia, y/o en la que las neuronas PV estan
implicadas.

[0188] En un aspecto, una afeccién neurol6gica descrita en el presente documento se trata con una terapia génica,
preferiblemente una que dé como resultado una expresién preferencial en un tipo de tejido o tipo de célula sobre otro, por
ejemplo, una neurona PV segun se determina mediante un ensayo de colocalizacién. En algunos casos, la terapia génica
es un AAV.

[0189] En un aspecto, un método para dirigir la expresién de cualquier transgén a neuronas PV en el SNC comprende
vincular operativamente uno o mas elementos reguladores selectivos de neuronas PV a un transgén. En algunos casos,
los elementos reguladores comprenden una o més secuencias de SEQ ID NO: 1-32, o secuencias con al menos 80 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1-32, o un fragmento funcional de las mismas. En algunos casos, los elementos
reguladores dan como resultado una expresion selectiva en neuronas PV a un nivel que es al menos 2 veces, al menos
5 veces, o al menos 7 veces, 0 al menos 10 veces en comparacién con CAG o EF1a o un elemento regulador no selectivo
unido operativamente al transgén, medido mediante un ensayo de colocalizacién. En algunos casos, el transgén es
SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3, STXBP1, una proteina de unién al ADN o un fragmento
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funcional de la misma. En algunos casos, los elementos reguladores y el transgén se encuentran en un AAV. En algunos
casos, el AAV es AAVY.

[0190] En un aspecto, un método para tratar una afeccién o trastorno neurolégico en un sujeto que lo necesita comprende
poner en contacto una célula con un casete de acido nucleico que comprende uno o mas elementos reguladores unidos
operativamente a un transgén que da como resultado la expresion selectiva en neuronas PV sobre una o mas células del
SNC no fotovoltaicas. En algunos casos, los elementos reguladores comprenden uno o mas de SEQ ID NO: 1-32, o un
fragmento funcional o una combinacién de los mismos, o secuencias que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos
90 %, al menos 95 %, o al menos un 99 % de identidad de secuencia con el mismo. En algunos casos, el transgén es una
subunidad de canal i6nico dependiente de voltaje, o una variante o un fragmento funcional del mismo. En algunos casos,
la subunidad es una subunidad beta de un canal idnico de sodio. En algunos casos, la subunidad es una subunidad alfa
de un canal i6nico de sodio. En algunos casos, la subunidad es de un canal idnico de potasio. En algunos casos, el
transgén es cualquiera de (i) SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3, una proteina de unién a ADN o
STXBP1; (ii) un fragmento funcional del mismo; o (iii) una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia
con (i) o (ii). En algunos casos, la afecciéon o trastorno neuroldgico estd asociado con una haploinsuficiencia o una
mutacién en cualquiera de SCN1A, SCN1B, SCN2B, KV3.1 y KV3.3. En algunos casos, la condicién o trastorno
neuroldgico es el sindrome de Dravet. En algunos casos, la condicién o trastorno neurolégico es la enfermedad de
Alzheimer. En algunos casos, la afeccién o enfermedad neurolégica es un trastorno psiquiatrico (p. ej., esquizofrenia,
trastorno obsesivo compulsivo, adiccién, depresion, ansiedad, psicosis), un trastorno del espectro autista (p. ej., sindrome
de X fragil, sindrome de Rett); epilepsia (p. ej., encefalopatia traumética crénica, epilepsia generalizada con convulsiones
febriles plus (GEFS+), encefalopatia epiléptica, epilepsia del I6bulo temporal, epilepsia focal, esclerosis tuberosa); o
neurodegeneraciéon (p. ej., enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson). En algunos casos, la afeccién o
enfermedad neurolégica es cualquier afeccién o enfermedad relacionada con convulsiones y/o epilepsia en la que estan
implicadas las neuronas PV. En algunos casos, el casete de acido nucleico da como resultado una expresion selectiva en
neuronas PV a un nivel que es al menos 2 veces, al menos 5 veces, o al menos 7 veces, 0 al menos 10 veces en
comparacién con CAG o EF1a o un elemento regulador no selectivo vinculado operativamente al transgén, medido
mediante un ensayo de colocalizacién. En algunos casos, el casete de acido nucleico estd en un AAV. En algunos casos,
el AAV es AAVO9.

[0191] En un aspecto, un método para tratar el sindrome de Dravet comprende poner en contacto una célula con un AAV
que comprende un transgén que es cualquiera de (i) SCN1A, SCN1B, SCN2B, una proteina de unién al ADN (ii) un
fragmento funcional de la misma, o (iii) una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con (i) o (ii).
En algunos casos, el AAV comprende ademés uno 0 mas elementos reguladores selectivos de neuronas PV o cualquiera
de los elementos reguladores descritos en el presente documento unidos operativamente al transgén. En algunos casos,
cada uno de los elementos reguladores comprende independientemente una secuencia que comprende cualquiera de las
SEQ ID NO: 1-32, o cualquier fragmento funcional o combinacién de los mismos, o una secuencia que comprende al
menos un 80 % de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NO: 1-32.

[0192] En otro aspecto, un método para tratar la enfermedad de Alzheimer comprende poner en contacto una célula con
un AAV que comprende un transgén que es cualquiera de (i) SCN1A, SCN2B, KV3.1, KV3.3 y STXBP1, (ii) un agente
funcional fragmento del mismo, y (iii) una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con (i) o (ii).
En algunos casos, el AAV comprende ademas uno o mas elementos reguladores selectivos de neuronas PV unidos
operativamente al transgén. En algunos casos, cada uno de los elementos reguladores comprende independientemente
una secuencia que comprende cualquiera de las SEQ ID NO: 1-32, o cualquier fragmento funcional o combinacién de los
mismos, o una secuencia que comprende al menos un 80 % de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NO:
1-32.

EJEMPLOS

[0193] Estos ejemplos se proporcionan Unicamente con fines ilustrativos.

EJEMPLO 1

Identificacion de supuestos elementos reguladores selectivos de energia fotovoltaica

[0194] Para identificar y seleccionar elementos reguladores putativos que son selectivos para células PV, se pueden
recolectar células PV de un ratén knockin R26-CAG-LSL-Sun1-sfGFP-Myc usando purificacién por afinidad, por ejemplo,
usando anti-GFP o anticuerpos anti-Myc y perlas magnéticas recubiertas de proteina G. Las células PV se pueden
enriquecer utilizando perlas recubiertas de anticuerpos anti-PV o una matriz de purificaciéon por afinidad. A continuacion,
se aislan los nlcleos de las células fotovoltaicas. EI ARN nuclear se puede purificar a partir de los nlcleos, convertirlo en
ADNc y amplificarlo con el Nugen Ovation RNA-seq System V2 (Nugen 7102), seguido de secuenciacién utilizando
lllumina HISEQ® 2500. El ADN genémico se puede purificar a partir de ndcleos, fragmentarlo y se utiliza para crear
bibliotecas de metilCseq, que se pueden secuenciar utilizando lllumina HISEQ® 2000. Para generar una biblioteca ATAC-
seq, los ndcleos unidos a perlas se transponen utilizando la transposasa Tn5 (lllumina FC-121-1030). Después de 9 a 12
ciclos de amplificacién por PCR, las bibliotecas se secuencian utilizando un lllumina HISEQ® 2500. Para generar una
biblioteca ChlIP-seq, los nucleos de las células PV se digieren en mononucleosomas usando nucleasa microcdcica,
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seguido de la extraccién con sal de cromatina y ChlIP nativo y construccién de bibliotecas, que se puede secuenciar en
un lllumina HISEQ® 2500. Después de secuenciar estas bibliotecas, las secuencias se mapean para identificar
correlaciones y patrones en la hipometilacién en regiones ricas en CG, modificaciones de histonas, sitios de unién de
factores transcripcionales y patrones asociados con factores transcripcionales altamente expresados en células
fotovoltaicas. Las caracteristicas y correlaciones superpuestas de multiples ensayos y/o bibliotecas descritas
anteriormente proporcionan evidencia convergente para identificar secuencias candidatas que son supuestos elementos
reguladores selectivos de PV. Los supuestos elementos reguladores selectivos de PV se pueden probar adicionalmente
usando un ensayo de colocalizacién como se describe en el Ejemplo 5 a continuacién. Los supuestos elementos
reguladores selectivos de PV también se pueden probar en el ratén B6 PV-Cre (Jackson Laboratory), que es un ratén B6
PV-Cre knock-in que expresa la recombinasa Cre en la expresidon de parvalbumina, como se describe en el Ejemplo 2 a
continuacién. Después de validar la selectividad PV de los elementos reguladores, los elementos reguladores pueden
unirse operativamente a un transgén para dirigir la expresién selectivamente a células PV en al menos una, dos, tres,
cuatro, cinco o mas de cinco células no PV.

EJEMPLO 2
Selectividad para neuronas PV en ratén PV-Cre

[0195] La selectividad para las neuronas PV se puede determinar usando imégenes fluorescentes. Los vectores AAV9
que contienen eGFP operativamente unido a (i) un promotor de control (EF1a); o (ii) un ER selectivo para PV identificado
en el Ejemplo 1 anterior; o (iii) un sistema fotovoltaico selectivo ER seleccion6 SEQ ID NO: 1-32; y los vectores AAV9 que
contienen un tdTomato dependiente de Cre se coinyectan en un ratén B6 PVCre (Jackson Labs). PV-Cre es un ratdn
knock-in que expresa la recombinasa Cre en neuronas que expresan parvalbimina (como las interneuronas del cerebro
y las neuronas sensoriales aferentes propioceptivas en los ganglios de la raiz dorsal), sin alterar la expresiéon endégena
de Pvalb.

[0196] Se infunden a los ratones bilateralmente 1,5 UL de vector AAV9 (5'2 a 13 gc/ml) en el hipocampo dorsal y ventral
a una velocidad de 0,3 pL/min con un periodo de descanso de 4 minutos después de la inyeccién. Se anestesian los
ratones para la inyeccién. Los animales se colocan en un marco estereotéxico (Kopf Instruments, EE. UU.), utilizando las
siguientes coordenadas para el hipocampo dorsal (AP -2,0 mm, lateral £1,5, DV -1,4 mm desde la duramadre) y el
hipocampo ventral (AP -3,1 mm, lateral +2,8, DV -3,8 mm de la duramadre). Se puede utilizar una jeringa Hamilton (modelo
n.® 80308; jeringa de 10 pL con la correspondiente aguja de punta roma de calibre 30 ga) con el micromanipulador
estereotactico para designar y perforar los orificios de la fresa. El taladro sélo se utiliza para penetrar el hueso. Después
de la perforacion, la canula de infusion se baja al interior del cerebro hasta la profundidad del lugar deseado para la
inyeccion, por ejemplo, volumen de inyeccién: 1,5 uL; Velocidad de inyeccién: 0,3 pL/min. Antes de la infusidn, se deja
que la aguja se equilibre durante 1 minuto. Una vez que se completa la administracidn, se deja la aguja durante 4 minutos
y luego se retira durante aproximadamente 1 minuto. Una vez que se completan todas las infusiones, la incisién en la piel
se cierra con suturas y se administran analgésicos posquirirgicos. Los ratones tratados se someten a controles de salud
diarios durante el resto del estudio y se pesan una vez por semana para controlar el peso corporal.

[0197] Para la recoleccién de tejido, los ratones se sacrifican mediante sobredosis de isoflurano y se perfunden con
paraformaldehido (PFA) al 4 %. Se extrae un trozo de tejido cerebral que contiene el hipocampo y se coloca en PFA al
4 % a 4°C durante al menos 12 horas. A continuacién, el tejido cerebral se deshidrata en sacarosa al 30 % (en solucién
salina tamponada con fosfato) a 4°C hasta que el tejido se hunde hasta el fondo del tubo. El tejido cerebral se incluye en
TISSUE-TEK® OCT para seccionarlo en un criostato. El tejido cerebral seccionado se tifie para eGFP y tdTomato
mediante procedimientos inmunohistoquimicos estédndar con anticuerpo policlonal de conejo anti-RFP (Rockland
Antibodies and Assay) y anticuerpo policlonal de pollo anti-eGFP (Aves Labs). Se utilizan imagenes de microscopio de
fluorescencia para visualizar las células eGFP, o fluorescencia verde, corresponde a toda la expresién genética. La
fluorescencia roja de tdTomato corresponde a células PV+. Una superposicién de las dos sefiales de fluorescencia, que
pueden visualizarse como células amarillas o blancas, representa células PV+ que expresan eltransgén eGFP. Se espera
que los vectores AAV9 que comprenden un elemento regulador selectivo de PV produzcan un mayor nimero de células
que son eGFP+ y PV+ en comparacién con el promotor de control (EF1a). Por ejemplo, se espera que las imagenes de
fluorescencia de células de ratones inyectados con AAV9 que comprenden cualquiera de los ER selectivos para PV (por
ejemplo, SEQ ID NO: 1-32 o ER putativos identificados en el Ejemplo 1) muestren un mayor nimero de células eGFP+
que también son PV+. La selectividad de las células fotovoltaicas se puede cuantificar como porcentaje de todas las
células eGFP+ que también son PV+.

EJEMPLO 3

Reduccion de convulsiones en el modelo de ratén Dravet

[0198] Se obtuvieron ratones B6(Cg)-Scn1a™’ %) de la Federacién Europea del sindrome de Dravet a través de los
Laboratorios Jackson. Estos ratones contienen una mutacién asociada al sindrome de Dravet en el exén 24 de SCN1A
(A aVen laposicion 1783). Los ratones también contienen un exén 24 floxado con secuencia de tipo salvaje. Cuando no

se manipula, esta cepa de ratones expresa dos copias del alelo WT de SCN1A. Sin embargo, tras la administracion de
un AAV que expresa la recombinasa Cre, cualquier célula a la que se dirige el AAV cambiara para expresar una copia del
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alelo mutante. Tras la expresién de la subunidad SCN1A mutante, los ratones desarrollan convulsiones espontaneas en
un plazo de 10 dias.

[0199] Se inyectaron ratones B6(Cg)-Scnta™’-PsfJ y C57BI6 de control, como en el Ejemplo 2, con AAV que expresan
CRE recombinasa bajo el control del promotor EF1ay un AAV que comprende el elemento regulador selectivo de células
PV SEQ ID NO: 32 expresién impulsora de eGFP (SEQ ID NO: 36) o SCN1B (SEQ ID NO: 37). Una vez que se
completaron las cuatro infusiones, se realizé inmediatamente la implantaciéon de telemetria (F20-EET, Data Sciences
International). Los datos del electrocorticograma se monitorearon continuamente durante 14 dias a partir de los 10 dias
posteriores a la cirugia. Se analizaron los datos del electrocorticograma y se registraron todos los eventos de convulsiones,
anotados con fecha, hora de inicio, hora de finalizacidén, duracién de las convulsiones y puntuacién de gravedad. FIG. 1
ilustra la frecuencia de las convulsiones en periodos de 12 horas durante los 14 dias posteriores al tratamiento. Los
ratones tratados con SCN1B mostraron una tendencia hacia una menor frecuencia de convulsiones en comparacidén con
los animales de control.

[0200] Esta observacién fue consistente con la nocién de que la unidad beta del canal ibnico de sodio, por ejemplo,
SCN1B, puede contribuir al tréfico y ensamblaje del canal idnico de sodio y que aumentar la expresiéon de la unidad beta
selectivamente en neuronas PV puede dan como resultado un mayor trafico y ensamblaje del canal Nav1.1, lo que
conduce a una tendencia hacia una menor frecuencia y duracién de las convulsiones en los ratones tratados con terapia
génica SCN1B.

EJEMPLO 4
Tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en un modelo de ratén

[0201] Se utilizaron ratones hembra APP/PS1 y WT criados en PSYCHOGENICS®. Los ratones APP/PS1 contienen
transgenes humanos tanto para la proteina precursora del beta amiloide (APP) que porta la mutacién sueca (670 GT y
671 AC) como para la presenilina 1 (PSEN1) que contiene una mutacién L166P, ambas bajo el control del promotor Thy1.
Estos ratones desarrollan sintomas de la enfermedad de Alzheimer, incluidas placas amiloides y defectos de memoria.
Se puede encontrar una descripcién mas detallada de estos ratones en Radde et al., 2006 (Radde, Rebecca, et al. "Ap42-
driven cerebral amyloidosis in transgenic ratones revela una patologia temprana y robusta". EMBO reports 7.9 (2006):
940-946).

[0202] Se utilizaron ratones APP/PS1 como modelo para determinar el efecto del tratamiento con SCN1B bajo el control
de un ER sobre los sintomas de la enfermedad de Alzheimer. A ratones APP/PS1 y controles no transgénicos se les
inyect6 un vector de control que expresa eGFP o un vector de tratamiento que expresa SCN1B, ambos bajo el control de
SEQ ID NO: 32; e implantado con un transmisor EET como en el Ejemplo 3. La actividad cerebral se evalué durante 24
horas a las 4 semanas después de la cirugia. Los datos del electrocorticograma se analizaron automaticamente y se
compararon los niveles de potencia en las diferentes bandas de frecuencia. FIG. 2 ilustra la alta potencia gamma (50-100
Hz) en ratones controles no transgénicos (WT), APP/PS1 y APP/PS1 tratados con SCN1B. El aumento de la actividad de
alto poder gamma se asocia con convulsiones en pacientes con Alzheimer y epilepsia. Los ratones APP/PS1 mostraron
un mayor nivel de actividad de alto poder gamma que los ratones de control. Sin embargo, el aumento estuvo ausente en
los ratones tratados, lo que indica un tratamiento eficaz con el vector.

EJEMPLO 5
Selectividad para neuronas PV en ratén C57BL/6J (WT)

[0203] La selectividad de diversos ER divulgados en el presente documento se probd para determinar la expresién génica
selectiva en neuronas PV usando métodos inmunohistoquimicos. Se utilizé la linea de raton C57BL/6J (WT) para los
ensayos inmunohistoquimicos de PV. Casetes de expresiébn que comprenden el transgén informador eGFP unido
operativamente a un elemento regulador (SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 8) o un promotor CAG en una construccion de
AAV9.

[0204] Infusiones sistémicas para crias: A ratones C57BL/6J del dia posnatal 1 se les infundié mediante inyeccién en
la vena facial el vector AA9 (1 E'? a 3 E'?) utilizando una jeringa de insulina de 300 U con una aguja de 31 G. Para la
recolecciéon de tejido, los ratones fueron sacrificados 21 dias después de la infusibn mediante una sobredosis de
pentobarbital sédico (i.p.) y se les perfundidé con solucién salina heparinizada (2,5 Ul/ml) seguido de una perfusién con
formaldehido al 4 %. Se extrajeron los cerebros y posteriormente se fijaron por inmersidén en formaldehido al 4 % durante
24 a 48 horas a 4 grados Celsius. A continuacién, el cerebro se colocd en PBS que contenia un 30 % de sacarosa y se
dejé descender a 4 grados Celsius (~2-3 dias). Tras el hundimiento, los hemisferios cerebrales individuales se congelaron
en TISSUE-TEK® OCT con la linea media hacia abajo. Los cerebros congelados se procesaron para secciones sagitales
en un criostato y se colocaron flotando libremente en PBS. Las secciones se tifieron para eGFP y parvalbimina (PV)
utilizando procedimientos inmunohistoquimicos estandar con anti-GFP de pollo (Aves Lab, GFP-1020) y anti-PV de ratén
(Sigma, P3088).
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[0205] Infusiones sistémicas para adultos: A ratones C57BL/6 de 4 semanas de edad se les infundié mediante
inyeccidn en la vena de la cola 60 L de vector AAVE (4,93 a 11 gc/ml) que expresa eGFP. Para la recoleccién de tejido,
los ratones fueron sacrificados 21 dias después de la infusion mediante una sobredosis de isoflurano y se extrajeron
cerebros completos, se lavaron con PBS y se colocaron en tubos separados de 5 ml que contenian formaldehido al 4 %
enfriado con hielo. El tejido se fijé a 4 grados Celsius durante la noche. Al dia siguiente, el cerebro se colocd en PBS que
contenia un 30 % de sacarosa y se dejé descender a 4 grados Celsius. Tras el hundimiento, los hemisferios cerebrales
individuales se congelaron en Tissue-Tek OCT con la linea media hacia abajo. Los cerebros congelados se procesaron
para secciones sagitales en un criostato y se colocaron flotando libremente en PBS. Las secciones se tifieron para EGFP
y parvalbumina (PV) utilizando procedimientos inmunohistoquimicos estandar con anti-GFP de pollo (Aves Lab, GFP-
1020) y anti-PV de ratén (Sigma, P3088).

[0206] Protocolo de inmunohistoquimica: se usd inmunohistoquimica para analizar la co-localizacién de la sefial de
eGFP y la sefial de PV usando el anticuerpo anti-PV, en donde la superposicién de las sefiales se presentd como puntos
blancos o gris claro en las imagenes del panel superior (fusién), en donde la superposicién representativa se indicé
mediante puntas de flecha. La superposicién de la fluorescencia de eGFP y PV es indicativa de expresidén en células PV.
Dichos experimentos se pueden utilizar para determinar la expresién selectiva de la expresién en células PV. Para realizar
los experimentos inmunohistoquimicos, los tejidos obtenidos de cada ratén se bloquearon con una soluciéon tampén de
bloqueo (que comprende 3 % de BSA, 3 % de NGS, 0,3 % de Triton X-100, 0,2 % de Tween-20 en 1X PBS) durante 1
hora a temperatura ambiente. A continuacién, los tejidos se incubaron con anticuerpos primarios en tampén de bloqueo
durante la noche a 4 °C, se lavaron tres veces con 1 mL de PBS 1X, cada uno con un intervalo de 5 minutos. A
continuacién, los tejidos se incubaron con anticuerpos secundarios en tampén de bloqueo durante 1 hora a temperatura
ambiente, seguido de lavados tres veces, cada vez con 1 mL de PBS 1X y con un intervalo de 5 minutos. Los tejidos se
incubaron con DAPI (1:1000) en tampdn PBS durante 5 minutos y se lavaron dos veces con 1 mL de PBS 1X. Los tejidos
se montaron en portaobjetos, se tomaron iméagenes y se analizaron utilizando un microscopio de fluorescencia. Las
imagenes se tomaron utilizando un sistema de imagenes Vectra 3 (Perkin Elmer) y se cuantificaron para el co-etiquetado
de eGFP y tincién PV utilizando inform-Tissue Finder, software avanzado de anélisis de imagenes o puntuacién manual.
Se contaron al menos 80 células positivas para GFP en cada panel antes de determinar el porcentaje de colocalizacién.

[0207] Las FIGS. 3A-3C ilustra los resultados de los experimentos de inmunohistoquimica realizados en crias después
de inyecciones sistémicas de AAV9. FIGS. 4A-4C ilustra los resultados de experimentos de inmunohistoquimica similares
realizados en ratones adultos después de inyecciones de AAV9.

[0208] FIG. 3A ilustra la superposiciéon de los experimentos de inmunohistoquimica realizados en crias después de
inyecciones de AAV9 sistémicas. FIG. 3B ilustra la cuantificacién de la colocalizacion de los experimentos de
inmunohistoquimica, en los que la selectividad para las células PV se midié como porcentaje de células GFP+ que también
eran PV+, en comparacion con la expresion de eGFP bajo el control del promotor CAG.

[0209] FIG. 4A ilustra la superposicién de los experimentos de inmunohistoquimica realizados en ratones adultos después
de inyecciones sistémicas de AAV9. FIG. 4B ilustra la cuantificacién de la co-localizacién de los experimentos de
inmunohistoquimica, en los que la selectividad para las células PV se midié como porcentaje de células GFP+ que también
eran PV+, en comparacién con la expresiéon de eGFP bajo el control de EF1a.

[0210] Se estima que las neuronas GABAérgicas constituyen aproximadamente el 20 % del SNC, mientras que las células
PV constituyen aproximadamente el 40 % de las neuronas GABAérgicas, lo que significa que las células PV constituyen
aproximadamente el 8 % de todas las neuronas en el SNC. Véase Pelkey, KA et al., 2017; y Lee, S. etal,, 2010. Por lo
tanto, se podria predecir que aproximadamente el 8 % de las células marcadas por un elemento regulador no selectivo
(p. ej.,, CAG, EF1a o un promotor constitutivo) serian PV positivas, o dentro de este rango. Por lo tanto, la expresién en
células PV por encima del 8 % es indicativa de una mayor selectividad en las células PV. En particular, las inyecciones
de AAV9 que comprenden el elemento regulador SEQ ID NO: 8 dieron como resultado aproximadamente el 60 % de las
células positivas para PV, lo que fue 7,5 veces mayor de lo esperado por la distribucidén de células PV.

[0211] Se realizaron experimentos de inmunohistoquimica similares a los descritos anteriormente para determinar la
expresion selectiva de elementos reguladores adicionales, SEQ ID NO: 2-7 y 9-22 en comparacidén con un elemento
regulador no selectivo que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 34, excepto que se utilizé el vector viral AAVDJ para
administrar eGFP operativamente vinculado a un elemento regulador en ratones C57BL/6J (WT). Este virus AAVDJ se
inyecté directamente en el SNC del hipocampo de ratones adultos. Se contaron al menos 80 células positivas para GFP
en cada experimento antes de calcular el porcentaje de colocalizacion, o selectividad, como porcentaje de células positivas
para GFP que también eran positivas para PV. FIGS. 8A-5F ilustran las imagenes de fluorescencia utilizadas para
determinar la co-localizacién, o selectividad, medida como porcentaje de células positivas para eGFP que también eran
positivas para PV y en comparacién con la sefial del elemento regulador no selectivo SEQ ID NO: 34. Las células que
eran positivas para un marcador aparecen como células blancas/grises en las iméagenes. Las imagenes combinadas
ilustran la superposicién entre las imagenes eGFP y anti-PV correspondientes. Las células que fueron positivas tanto para
eGFP como para PV aparecen como células blancas/gris claro en la imagen combinada. FIG. 6 ilustra la cuantificacion
del anélisis de colocalizacién, medido como porcentaje de células eGFP+ que también eran PV+.
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EJEMPLO 6

Tratamiento del sindrome de Dravet en diferentes lineas de ratones

[0212] El tratamiento del sindrome de Dravet y/o sintomas del mismo usando los casetes de expresién descritos en el
presente documento se puede probar en varias lineas de ratones, tales como B6(Cg)-Scn1a™" "PsffJ como se describe
arriba, lineas de raton Scn1a™'kea y Scn1a-R1470X. Estas lineas de ratones son modelos de ratén establecidos para el
sindrome de Dravet. Las lineas de ratones Scn1a™’%e? y Scnla-R1470X no requieren recombinasa CRE.

[0213] El ratén Scn1a™’%e@ (disponible en el Laboratorio Jackson; descrito en Hawkins et al., Scientific Reports, vol. 7:
15327 (2017)) comprende una eliminacién del primer ex6n codificante de SCN1A. Los ratones homocigotos para el alelo
knockout de SCN1A se caracterizan por temblores, ataxia, convulsiones y mueren en el dia 16 postnatal. Los ratones
heterocigotos con el entorno C57BL/6 desarrollan convulsiones espontaneas y mueren en unas semanas. Esta cepa de
ratén se puede utilizar para estudiar la seguridad y eficacia del tratamiento de la epilepsia y el sindrome de Dravet. Véase
Miller et al., Genes Brain Behav. febrero de 2014; 13(2): 163-72 para obtener informacién adicional.

[0214] El ratén Scn1a-R1470X es un ratén knock-in que porta un codén de parada prematuro, R1407X, en el exén 21 del
gen SCN1A. La misma mutacién ha sido identificada como mutacién patogénica en tres pacientes SMEI no relacionados.
Las crias Scn1a®RX ge caracterizan por convulsiones espontaneas recurrentes a los 12 dias posnatales, incluidas
convulsiones tdnico-cldnicas y clénicas a los 12-16 dias posnhatales, y movimientos espasmaodicos ritmicos y contraccion
muscular involuntaria. Véase Ogiwara et al., Journal of Neuroscience, 30 de mayo de 2007, 27 (22) 5903-5914 para
obtener informacion adicional.

[0215] Para probar las composiciones descritas en el presente documento, tales como la terapia génica con AAV y el
tratamiento usando dicha terapia génica, se utilizaron ratones Dravet de cada una de las cepas de ratén descritas
anteriormente y ratones de control (por ejemplo, un ratén de tipo salvaje o un ratén Dravet no tratado para la cepa) se
inyectan (p. ej., administrados mediante inyeccién intraperitoneal) con AAV que expresan eGFP u otro gen indicador, o
un casete de expresién que comprende uno o méas ER selectivos de PV (p. gj., SEQ ID NO: 1-32) como se describe en el
presente documento unidos operativamente a un transgén divulgado en el presente documento, tal como SCN1A, SCN1B
0 SCN2B, o cualquiera de las SEQ ID NO: 37-39, o una variante o fragmento funcional del mismo. Después de las
inyecciones de AAV, se controla la supervivencia del ratén a lo largo del tiempo. Se controlé diariamente la salud general
de todos los ratones (por ejemplo, peso, hidratacién, aseo y movilidad) y se registraron las muertes. La implantacién de
telemetria se puede realizar inmediatamente después de las inyecciones de AAV (F20-EET, Data Sciences International).
Los datos del electrocorticograma se pueden registrar y monitorear continuamente durante al menos 14 dias a partir de
los 10 dias posteriores a la cirugia. Todos los eventos convulsivos se pueden registrar durante al menos 14 dias después
del tratamiento con AAV, anotados con fecha, hora de inicio, hora de finalizacién, duracién y puntuacién de gravedad.
Una reduccién en la frecuencia y/o duracidén de las convulsiones después del tratamiento con un AAV como se describe
anteriormente en comparacién con el control de eGFP o un control no tratado es indicativa de la eficacia de la terapia
génica para reducir los sintomas y/o la gravedad del sindrome de Dravet.

[0216] Después del tratamiento de los ratones con AAV, los niveles de expresién del transgén (por ejemplo, SCN1A,;
SCN1B; SCN2B; una proteina de unién al ADN, tal como un activador transcripcional, que modula un SCN1A, SCN1B o
SCN2B enddgeno; cualquiera de SEQ ID NO: 37-39; o cualquier variante o fragmento funcional de los mismos) se pueden
monitorear a lo largo del tiempo usando diversos métodos de PCR y/o secuenciacion para mostrar que el tratamiento con
AAV puede dar como resultado un aumento en la expresién génica en células PV. El analisis de transferencia Northern y
la hibridacién in situ también se pueden utilizar para analizar la expresion transgénica in vivo. El nivel de la proteina
expresada a partir de la proteina también puede controlarse después del tratamiento para mostrar que un aumento en la
expresion transgénica se correlaciona con un aumento en la proteina correspondiente in vivo. Los niveles de proteina se
pueden analizar usando diversos métodos, incluidos, entre otros, anélisis de transferencia Western, inmunohistoquimica,
histoquimica de inmunofluorescencia y/o ensayos ELISA. La formacién de canales i6nicos de sodio dependientes de
voltaje funcionales también se puede analizar mediante analisis de pinza de corriente.

[0217] Las convulsiones inducidas por hipertermia se pueden evaluar para comparar los ratones de tipo salvaje y/o ratones
Dravet no tratados con ratones Dravet tratados con terapia génica de AAV que comprende un casete de expresion descrito
en el presente documento (por ejemplo, un casete de expresiéon que comprende uno o0 méas ER de este divulgacion
operativamente unido a un transgén de esta divulgacidn, tal como SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, un
fragmento funcional del mismo, o una proteina de unién a ADN que modula un SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B o0 SCN2B
endbgeno). En tales experimentos, la temperatura corporal central se monitorea con una sonda de temperatura rectal
RET-3 (Physitemp Instruments, Inc, Nueva Jersey, EE. UU.) y se controla mediante una lampara de calor conectada a un
regulador de temperatura de roedores (TCAT-2DF, Physitemp Instruments, Inc.) reconfigurado con un controlador Partlow
1160 + (West Control Solutions, Brighton, Reino Unido). La temperatura corporal se eleva 0,5 °C cada dos minutos hasta
el inicio de la primera convulsién clénica. En comparacion con los ratones Dravet no tratados, se espera que los ratones
Dravet tratados con una terapia génica de AAV tengan un umbral de temperatura mas alto antes del inicio de la primera
convulsion clénica y/o tengan una mayor proporcién de ratones que permanecen libres de convulsiones a la temperatura
méxima probada.
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[0218] También se pueden administrar a ratones diferentes dosis de AAV que comprenden un casete de expresién para
determinar el perfil de seguridad y eficacia de cada tratamiento de terapia génica. Estos estudios preclinicos también
pueden informar la dosis 6ptima de terapia génica que se utilizara para tratar el sindrome de Dravet.

EJEMPLO 7
Tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en ratén

[0219] Se pueden usar ratones hembra APP/PS1 y de tipo salvaje (WT), que se crian en PSYCHOGENICS® y son
modelos de ratén establecidos de la enfermedad de Alzheimer, para estudiar la seguridad y eficacia de las composiciones
descritas en el presente documento para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, que comprenden uno o més ER
selectivos para PV. Los ratones APP/PS1 se describen anteriormente en el Ejemplo 4.

[0220] A ratones APP/PS1 y controles no transgénicos se les inyecta un vector de AAV de control que expresa eGFP o
un vector de AAV de tratamiento que comprende uno 0 mas ER selectivos de PV descritos en el presente documento, por
ejemplo, SEQ ID NO: 1-32, unidos operativamente a un transgén que es deficiente o esta deteriorado en la enfermedad
de Alzheimer, tal como SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3, STXBP1, una proteina de unién al ADN
que modula un gen endégeno (por ejemplo, SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.3 o0 STXBP1), o
cualquiera de las SEQ ID NO: 37-43, o un fragmento funcional del mismo.

[0221] Después de las inyecciones de AAV, la supervivencia del ratén se controla a lo largo del tiempo. Se controlé
diariamente la salud general de todos los ratones (por ejemplo, peso, hidratacidén, aseo y movilidad) y se registraron las
muertes. Después de las inyecciones de los AAV, a los ratones también se les implanta un transmisor EET como se
describe en el Ejemplo 3 anterior. La actividad cerebral se puede registrar y monitorear durante 24 horas durante al menos
4 semanas después de la cirugia. Los datos del electrocorticograma se pueden analizar automaticamente y los niveles
de potencia en las diferentes bandas de frecuencia (50-100 Hz) se pueden comparar en diferentes grupos: ratones WT,
ratones APP/PS1 no tratados y ratones APP/PS1 tratados con AAV, cada uno de ellos tratado con una terapia génica de
AAV como se describi6 anteriormente. El aumento de la actividad de alto poder gamma se asocia con convulsiones en
pacientes con Alzheimer y epilepsia. Por lo tanto, se espera que los ratones APP/PS1 no tratados muestren un mayor
nivel de actividad de alto poder gamma que los ratones de control, mientras que se espera que este aumento esté ausente
o se reduzca en los ratones tratados, lo que indica un tratamiento eficaz con una terapia génica de AAV.

[0222] Después del tratamiento de los ratones con AAV, los niveles de expresién del transgén se pueden controlar a lo
largo del tiempo usando diversos métodos de PCR y/o secuenciacién para mostrar que el tratamiento con AAV puede dar
como resultado un aumento en la expresiéon endégena del transgén. El anélisis de transferencia Northern y la hibridaciéon
in situ también se pueden utilizar para analizar la expresién génica in vivo. El nivel de la proteina expresada a partir del
transgén también se puede controlar después del tratamiento para mostrar que un aumento en la expresién genética se
correlaciona con un aumento en los niveles de proteina. El nivel de proteina se puede analizar utilizando diversos métodos,
incluidos, entre otros, anélisis de transferencia Western, inmunohistoquimica y/o ensayos ELISA. La formacidn de canales
ibnicos de sodio o potasio funcionales dependientes de voltaje también se puede analizar mediante anélisis de pinza de
corriente.

[0223] También se pueden administrar a ratones diferentes dosis de AAV que comprenden un casete de expresién para

determinar el perfil de seguridad y eficacia de cada tratamiento de terapia génica. Estos estudios preclinicos también
pueden informar sobre las dosis éptimas de la terapia génica que se utilizaran para tratar la enfermedad de Alzheimer.
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REIVINDICACIONES
1. Un casete de 4cido nucleico que comprende

un elemento regulador selectivo de neuronas de parvalbimina (PV) unido operativamente a un transgén,

en el que el elemento regulador selectivo de neuronas de PV comprende una secuencia con al menos un 95 %
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 30, y

en el que el elemento regulador selectivo de neuronas PV da como resultado la expresion selectiva del transgén
en las neuronas PV del sistema nervioso central (SNC) sobre una o mas células del SNC que no son neuronas
PV.

2. El casete de acido nucleico segun la reivindicacién 1, en el que el elemento regulador selectivo de neuronas PV
comprende SEQ ID NO: 30.

3. El casete de acido nucleico segln la reivindicacién 1 0 2, en el que el elemento regulador selectivo de neuronas PV
tiene menos de 1,5 kb.

4. El casete de acido nucleico segun la reivindicacién 1 0 2, en el que el elemento regulador selectivo de neuronas PV
comprende ademés una secuencia con al menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1.

5. El casete de acido nucleico segun la reivindicaciéon 4, en el que el elemento regulador selectivo de neuronas PV
comprende la SEQ ID NO: 31 o una secuencia con al menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 31.

6. El casete de &cido nucleico segun la reivindicacién 4 0 5, en el que el elemento regulador selectivo de la neurona PV
tiene menos de 2,5 kb.

7. El casete de acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el elemento regulador
selectivo de neuronas PV da como resultado una expresidn selectiva del transgén en neuronas PV que es mayor que la
expresién del mismo transgén cuando esta unido operativamente a un elemento regulador no selectivo, medido mediante
un ensayo de colocalizacion.

8. El casete de acido nucleico segun la reivindicacién 7, en el que:

(i) el elemento regulador no selectivo es un promotor constitutivo;

(ii) el elemento regulador no selectivo es cualquiera de CAG, EF1a, SV40, CMV, UBC, PGK y CBA,

(iii) el elemento regulador selectivo de la neurona PV da como resultado la expresién selectiva del transgén en
neuronas PV a un nivel que es al menos 2 veces, al menos 5 veces o al menos 10 veces mayor que la expresién
del transgén en PV neuronas cuando estan operativamente unidas al elemento regulador no selectivo, segln se
mide mediante el ensayo de colocalizacién;

(iv) el elemento regulador selectivo de neuronas PV da como resultado una expresién selectiva del transgén en
neuronas PV que es al menos 2 %, al menos 5 %, al menos 10 %, al menos 15 %, al menos 20 %, al menos
25 %, al menos 30 %, al menos 35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, al menos 50 %, al menos 55 %, al menos
60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %
o al menos un 95% mayor que la expresién del transgén en neuronas PV cuando el transgén esta
operativamente unido al elemento regulador no selectivo;

(v) el elemento regulador selectivo de la neurona PV da como resultado la expresion selectiva del transgén en
neuronas PV de manera que el porcentaje de neuronas que expresan el transgén es aproximadamente 1,5 veces,
2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 7,5 veces, 8 veces, 9 veces 0 10 veces mayor que el
porcentaje de neuronas PV en el SNC; o

(vi) el ensayo de colocalizacién es un ensayo inmunohistoquimico, opcionalmente en el que el ensayo
inmunohistoquimico comprende un anticuerpo anti-PV.

9. El casete de acido nucleico segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el transgén codifica una
subunidad de canal idnico, un regulador de neurotransmisor, un dominio de unién al ADN o una proteina de edicién de
genes.

10. El casete de &cido nucleico segln la reivindicacién 9, en el que:

(i) la subunidad del canal ibénico es una subunidad alfa de un canal iénico de sodio, una subunidad beta de un
canal ibnico de sodio o una subunidad de un canal ibnico de potasio;

(i) el transgén es un regulador de neurotransmisor que comprende STXBP1,

(i) el transgén comprende una proteina de unién al ADN que modula la expresiéon de un gen endégeno; o

(iv) el transgén comprende una proteina de edicién de genes, opcionalmente en donde la proteina de edicion de
genes es una proteina Cas.

11. El casete de &cido nucleico segln la reivindicacién 10(i), en el que:
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(i) el transgén comprende cualquiera de las SEQ ID NOS: 37-43; o
(ii) el transgén comprende SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1 0 KV3.3.

12. El casete de acido nucleico segln la reivindicacion 10(iii), en el que:

(i) la proteina de unién al ADN es un activador transcripcional que modula un gen SCN1A endégeno; o
(ii) el gen endégeno es SCN1A, SCN2A, SCN8A, SCN1B, SCN2B, KV3.1, KV3.2, KV3.3 0 STXBP1.

13. El casete de acido nucleico segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que una o mas células del SNC
que no son neuronas PV comprenden una o0 mas neuronas excitadoras, neuronas dopaminérgicas, astrocitos, microglia
y neuronas motoras.

14. El casete de acido nucleico segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el casete de acido nucleico
es una construccién lineal o un vector, opcionalmente en el que el vector es un plasmido.

15. El casete de é&cido nucleico segun la reivindicacién 14, en el que el casete de &cido nucleico es un vector viral,
opcionalmente en el que el vector viral es un vector de virus adenoasociado (AAV) o un vector lentiviral.

16. El casete de &cido nucleico segun la reivindicacién 15, en el que el vector de AAV es AAV1, AAVS, AAVY, scAAV1,
scAAVS o scAAVO.

17. El casete de acido nucleico segln la reivindicacidén 16, en el que el vector de AAV es AAV9 o0 scAAVO.

18. El casete de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones anteriores para uso en un método de tratamiento de
un trastorno o afeccidén neurolégica en un sujeto que lo necesita.

19. Un casete de acido nucleico que comprende una secuencia con al menos un 95 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 30 unida operativamente a un transgén.

20. El casete de acido nucleico de la reivindicacién 19, que comprende ademas una secuencia con al menos un 95 % de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1.
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