VECTORES AAV CON EL PROMOTOR DE LA PROTEINA CERO DE MIELINA Y
USOS DE LOS MISMOS PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
ASOCIADAS A LAS CELULAS DE SCHWANN COMO LA ENFERMEDAD DE
CHARCOT-MARIE-TOOTH

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a vectores virales que se dirigen a

enfermedades asociadas con las células de Schwann.

ANTECEDENTES

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) abarca numerosos tipos de

neuropatias hereditarias no sindromicas, que en conjunto se consideran uno de los
trastornos neurogenéticos mas comunes, con una frecuencia de individuos afectados
que alcanza 1:2500 de la poblacién general (1, 2). Las neuropatias CMT se
caracterizan por la participacion de un niumero cada vez mayor de genes causantes y
fenotipos de solapamiento causados por diferentes genes. Ademas, varios genes
diferentes pueden causar fenotipos idénticos. A pesar de la comprension cada vez
mayor de la base genética compleja y los diversos mecanismos patolégicos que
sustentan las neuropatias de CMT, actualmente no existe un tratamiento eficaz para
ninguna de las formas de CMT y solo puede ofrecerse a los pacientes un tratamiento
sintomatico y de apoyo. Por tanto, existe una gran necesidad de nuevas estrategias de
tratamiento para la CMT. En las ultimas dos décadas se ha realizado un esfuerzo por
desarrollar terapias génicas para el tratamiento de la CMT. Si bien los diferentes
enfoques de terapia génica son prometedores para el futuro para tratar enfermedades
del sistema nervioso central y el sistema nervioso periférico (SNP), ain permanecen
multiples desafios por superar (3).

Por ejemplo, (49) muestra como es posible lograr un efecto terapéutico en el
tratamiento de CMT4C mediante el uso de un vector lentiviral. Sin embargo, este
efecto fue parcial y el vector lentiviral tiene limitaciones de seguridad para terapias
humanas in vivo. Anteriormente, otros vectores como los vectores Vvirales
adenoasociados (AAV) no se consideraban utiles, ya que a pesar de ser mas estables
y no integrarse en el genoma del huésped, debido a su maxima capacidad de
empaquetamiento de insertos de aproximadamente 4.4 kb de longitud, la utilidad de
AAV en las estrategias de terapia génica fue limitada, especialmente en los casos

donde el gen a reemplazar es relativamente largo.



Las técnicas de terapia génica que se dirigen a las células de Schwann pueden
aplicarse a muchas otras enfermedades asociadas con las células de Schwann
ademas de la CMT, por ejemplo, la enfermedad de las neuronas motoras (MND), e
incluyen aquellas que no son causadas exclusivamente por factores genéticos.
Muchas de estas enfermedades tienen multiples causas y no se comprenden bien vy,
por lo tanto, dirigirse a estas enfermedades mediante el uso de vectores virales puede
ser particularmente ventajoso.

En general, sigue existiendo la necesidad de métodos mejorados para dirigirse a
enfermedades asociadas con las células de Schwann, incluidas las neuropatias

desmielinizantes como la CMT, para lograr mejores efectos terapéuticos.

SUMARIO DE LA INVENCION

Los inventores han desarrollado por primera vez un medio Util para suministrar

polinucleétidos, por ejemplo polinucleétidos terapéuticos a las células de Schwann del
sistema nervioso periférico (SNP) y dirigir la expresion de dichos polinucleétidos
especificamente en células de Schwann. La presente invencion puede aplicarse al
tratamiento de enfermedades asociadas con las células de Schwann y se considera
particularmente beneficiosa cuando se aplica al tratamiento de neuropatias
desmielinizantes como la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT). Sin embargo, se
considera que el mecanismo subyacente de la invencién es aplicable a muchas otras
enfermedades que afectan a las células de Schwann y también se considera que tiene
utilidad general en cualquier situacion donde se considere ventajoso el suministro de
un polinucledtido a una célula de Schwann, por ejemplo en imagenologia de las
células de Schwann.

Una caracteristica de un aspecto de la presente invencién es el uso de un vector
AAV para lograr la transcripcion de un primer acido nucleico que da como resultado la
produccion del primer polinucledtido de interés especificamente en las células de
Schwann del SNP. En algunas modalidades, esta expresion especifica de tipo celular
se logra mediante el uso de un promotor especifico de mielina, y en algunas
modalidades esto se logra mediante el uso de una version minima de un promotor
especifico de mielina.

Otra caracteristica de la presente invencién es la provision de un promotor
minimo especifico de mielina, que en algunas modalidades se basa en la secuencia
del promotor de la proteina cero de mielina de longitud completa (Mpz). En algunas

modalidades, los vectores virales que comprenden un promotor minimo mas corto



permiten que secuencias de acidos nucleicos mas grandes, por ejemplo, secuencias
de acidos nucleicos terapéuticos, se incluyan en el vector y se suministren a las
células de Schwann. Se considera que esto tiene la propiedad ventajosa de
proporcionar un vector universal para el suministro de acidos nucleicos a las células de
Schwann y puede usarse para tratar una amplia gama de enfermedades, ya que los
enfoques actuales estan limitados, por ejemplo, en los genes que pueden expresarse

a partir del vector viral debido a su tamanio.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencién esta definida por las reivindicaciones.

La invencion generalmente proporciona un vector viral como se describe en la
presente descripcion para el uso en medicina y también proporciona un método de
tratamiento que comprende administrar un vector de acuerdo con la invencién, por
ejemplo, administrar por cualquiera de los medios descritos en la presente descripcion.

Un primer aspecto de la invencion proporciona un vector viral para el uso en el
tratamiento o la prevencién de una enfermedad asociada con las células de Schwann.
En algunas modalidades, el vector viral comprende una primera secuencia de acido
nucleico que puede transcribirse en un primer polinucleétido.

El vector viral puede ser cualquier vector viral.

Los vectores virales se conocen bien en la técnica y los ejemplos incluyen, pero
no se limitan a: vectores virales adenoasociados (vectores AAV); vectores lentivirales
(por ejemplo, los derivados del virus de inmunodeficiencia humana (VIH)); vectores
retrovirales (por ejemplo, MMLV).

En algunas modalidades, el vector viral es un vector viral adenoasociado (vector
AAV). En una modalidad preferida, la invencion proporciona un vector AAV para el uso
en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad asociada con las células de
Schwann, en donde el vector AAV comprende una primera secuencia de &acido
nucleico que puede transcribirse en un primer polinucleétido.

Se prefiere si la primera secuencia de acido nucleico se transcribe, por ejemplo,
se transcribe en una célula diana o en un organismo diana. En consecuencia, una
modalidad adicional proporciona un vector viral para el uso en el tratamiento o la
prevencion de una enfermedad asociada con la célula de Schwann en donde el vector
viral comprende una primera secuencia de acido nucleico que se transcribe en un

primer polinucledtido.



Una modalidad adicional proporciona un AAV para el uso en el tratamiento o la
prevencion de una enfermedad asociada con las células de Schwann en donde el
vector viral comprende una primera secuencia de acido nucleico que se transcribe en
un primer polinucledtido.

La primera secuencia de acido nucleico puede transcribirse en un primer
polinucleétido en una célula diana o en un organismo diana, por ejemplo, se transcribe
en una célula de Schwann. La célula de Schwann puede estar in vivo, por ejemplo,
puede estar en un organismo mamifero, que por ejemplo puede ser un ser humano,
gato, perro, raton, conejo, caballo, por ejemplo.

Las células de Schwann son células gliales del sistema nervioso periférico (SNP)
que envuelven los axones de las neuronas sensoriales y motoras y producen la vaina
de mielina circundante. La vaina de mielina esta formada por varios componentes
proteicos (por ejemplo, proteina cero de mielina) y es un componente aislante esencial
de las neuronas que permite la conduccion rapida de los impulsos nerviosos
(potenciales de accidn) a lo largo de los nervios.

Algunas estrategias terapéuticas actuales basadas en vectores virales usan
vectores que tienen caracteristicas indeseables. Por ejemplo, algunos vectores virales
se integran en el genoma del huésped con claras consecuencias potenciales
deletéreas. En consecuencia, en una modalidad, el vector viral no es un vector viral
que se integre en el genoma de la célula huésped, por ejemplo, no se integrara en el
acido nucleico de una célula de Schwann. Los vectores virales que no se considera
que se integren en el genoma del huésped, en algunas modalidades, son
particularmente preferidos e incluyen AAV y vectores adenovirales. Los vectores de
AAV infectan las células diana y el material genético suministrado no se integra en el
genoma de la célula huésped. En cambio, el material genético suministrado
permanece episomal.

Los vectores virales que se considera que se integran en el genoma del huésped
incluyen los vectores retrovirales, por ejemplo, los vectores lentivirales. Por
consiguiente, en una modalidad, el vector viral no es un vector que se integre en el
genoma del huésped, por ejemplo, no es un vector retroviral, por ejemplo, no es un
vector lentiviral.

Algunos vectores tampoco pueden transducir las células de Schwann. El experto
en la técnica comprendera los tipos de vectores que pueden y no pueden transducir
células de Schwann. En consecuencia, en una modalidad, el vector viral de la

invencién no es un vector viral que sea incapaz de transducir células de Schwann. En



algunas modalidades, el vector viral tiene la capacidad de transducir células de
Schwann. Por "transducir" queremos decir que el vector viral es capaz de infectar las
células diana y suministrar la construccion polinucleotidica que se encuentra dentro de
ella en la célula diana. Los ejemplos de dichos vectores incluyen AAV y vectores
lentivirales.

En una modalidad, el vector es un vector en el que solo puede incorporarse un
inserto de tamano limitado antes de volverse inestable. Por ejemplo, dichos vectores
incluyen vectores AAV.

Preferentemente, el vector viral es un vector AAV y, en algunas modalidades, el
vector AAV se selecciona del grupo que comprende o consiste en: AAV9 y AAVrh10.
En una modalidad particularmente preferida, el AAV es un AAV9.

Se prefiere que la transcripcion del primer acido nucleico solo se produzca, o
solo se produzca sustancialmente en células de Schwann. En consecuencia, en
algunas modalidades, el vector viral también contiene un promotor especifico de las
células de Schwann unido operativamente al primer acido nucleico.

Por "promotor especifico de las células de Schwann" incluimos el significado de
un promotor que da como resultado una expresion significativa en las células de
Schwann y una expresion nula o baja en las células distintas de las células de
Schwann. Por ejemplo, un promotor especifico de las células de Schwann puede
conducir a niveles altos de transcripcion del primer acido nucleico en las células de
Schwann (por ejemplo, el 95 % o mas de la expresion total se produce en las células
de Schwann) mientras que la expresién del primer polinucleétido es baja en otros tipos
de células, por ejemplo las del sistema nervioso central (por ejemplo, menos del 5 %
de la expresion total se produce en células distintas de las células de Schwann). Por
ejemplo, en una modalidad, la relacién de transcripcion en células de Schwann a
células distintas de las células de Schwann es al menos 100:0; 95:5; 90:10; 85:15;
80:20; 75:25; 70:30; 65:35; 60:40; o0 55:45.

En una modalidad, el nivel de transcripcion en una célula de Schwann es de al
menos 1.5, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 250, 500, 750,
1000, 2500, 5000, 7500, 10 000 veces mayor que en cualquier otra célula distinta de
las células de Schwann.

En una modalidad, un promotor especifico de las células de Schwann da como
resultado que la mayor parte de la expresion se produzca en células de Schwann en

lugar de en células distintas de las células de Schwann.



El experto en la técnica comprendera que incluso promotores muy especificos
pueden dar como resultado alguna expresion en otras células o tejidos. El experto en
la técnica conoce bien el nivel de expresion diferencial entre una célula o tejido diana y
una célula o tejido no diana que se requiere para clasificar un promotor como
especifico de célula o tejido, por ejemplo, especifico de célula de Schwann. Por
ejemplo, (66) y (67) demuestran la identificaciéon de promotores especificos de células
en el sistema nervioso central (SNC). El experto en la técnica conocera que para que
un promotor sea especifico de célula, debe contener elementos reguladores que
activen el promotor solo en ciertos tipos de células (por ejemplo, sitios de unién para
factores de transcripcién) y el promotor debe ser capaz de conducir a la expresién
demostrable del gen indicador u otros genes in vitro e in vivo.

Preferentemente, el promotor especifico de las células de Schwann da como
resultado la transcripcion del primer acido nucleico a un nivel detectable solo en las
células de Schwann. El experto en la técnica conoce bien los métodos de rutina para
detectar la transcripcion, por ejemplo, transferencia Northern, técnicas basadas en
PCR y marcaje por inmunofluorescencia. En una modalidad, el promotor especifico de
las células de Schwann da como resultado la transcripcion detectable del primer acido
nucleico en las células de Schwann pero no da como resultado niveles detectables de
transcripcion del primer acido nucleico en células distintas de las células de Schwann,
por ejemplo, en otras células del sistema nervioso periférico o cerebro cuando la
deteccion se realiza mediante un analisis de transferencia Northern. En otra
modalidad, el promotor especifico de las células de Schwann da como resultado la
transcripcion detectable del primer acido nucleico en las células de Schwann pero no
da como resultado niveles detectables de transcripcion del primer acido nucleico en
células distintas de las células de Schwann, por ejemplo, en otras células del sistema
nervioso periférico o cerebro cuando la deteccion se realiza mediante el uso de un
analisis de marcaje por inmunofluorescencia con marcadores celulares.

Por ejemplo (32) y (33) demuestran que la expresion especifica de las células de
Schwann puede lograrse tanto in vitro como in vivo mediante el uso de construcciones
conducidas por el promotor de Mpz de longitud completa mediante el uso de vectores
lentivirales.

Los promotores especificos de las células de Schwann incluyen, en algunas
modalidades, promotores especificos de mielina. Por "promotor especifico de mielina"
nos referimos a un promotor que tipicamente conduce a la expresion de genes que

codifican proteinas que forman la vaina de mielina. Los ejemplos de promotores



especificos de mielina incluyen, pero no se limitan a: el promotor de la proteina cero
de mielina (Mpz); el promotor de la proteina 22 de mielina periférica (PMP22);
promotor de glicoproteina (Mag) asociada con mielina.

En algunas modalidades, la expresion del primer polinucleédtido esta bajo el
control de un promotor de la proteina cero de mielina de longitud completa (Mpz), tal
como el promotor de la proteina cero de mielina de rata de longitud completa (Mpz),
cuya secuencia se define en la SEQ. ID NO. 4. En algunas modalidades, la secuencia
del promotor de Mpz tiene una secuencia con al menos 75 % de homologia de
secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 4, opcionalmente al menos
80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, o
98 %, 0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u homologia de secuencia con la
SEQ ID NO. 4.

En algunas modalidades, sera evidente para el experto en la técnica que se
prefiere que la secuencia promotora se derive de una secuencia promotora humana o
humanizada. En algunas modalidades, la expresion del primer polinucledtido esta bajo
el control del promotor de la proteina cero de mielina humana de longitud completa
(hPO), cuya secuencia se define en la SEQ ID NO. 18. En algunas modalidades, la
secuencia del promotor hP0O tiene una secuencia con al menos 75 % de homologia de
secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 18, opcionalmente al menos
80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, o
98 %, 0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u homologia de secuencia con la
SEQ ID NO. 18.

Como se discutié anteriormente, se considera ventajoso si el promotor es lo mas
corto posible, en particular cuando el vector es un vector que solo puede manejar un
tamafo de inserto limitado antes de volverse inestable. Por lo tanto, en algunas
modalidades, la expresién del primer polinucleétido esta bajo el control de un promotor
que tiene una longitud de entre 100 pb y 1100 pb, en donde opcionalmente el promotor
varia de 200 pb a 900 pb de longitud, de 300 pb a 800 pb de longitud, de 400 pb a
700 pb de longitud, en donde opcionalmente el promotor tiene una longitud de entre
500 pb y 600 pb, por ejemplo, tiene una longitud de 410 pb. En la misma o en otras
modalidades, el promotor tiene menos de 1100 pb de longitud, por ejemplo, menos de
1000 pb, 900 pb, 800 pb, 700 pb, 600 pb, 500 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb 0 menos de
100 pb de longitud.

En algunas modalidades, el promotor es un promotor de Mpz de origen natural

de una longitud como se define en la presente descripcion. En una modalidad



alternativa, el promotor es un promotor de Mpz modificado genéticamente de una
longitud como se define en la presente descripcion. Por "promotor de origen natural”
nos referimos a un promotor que no se ha modificado, acortado o alargado en
comparacion con la secuencia del promotor correspondiente que se encuentra en las
células de Schwann de tipo salvaje. Por "promotor modificado genéticamente”, nos
referimos a un promotor de tipo salvaje que ha sido alterado de alguna manera. Por
ejemplo, la secuencia puede haber sido modificada para tener, por ejemplo, al menos
75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia con la secuencia
promotora de origen natural, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u
88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, 0 100 % de identidad
de secuencia u homologia de secuencia con la secuencia promotora de origen natural.
En otra o la misma modalidad, el promotor también puede haber sido modificado en
longitud, por ejemplo, la longitud del promotor de tipo salvaje puede haberse reducido
de una secuencia mas larga a, por ejemplo, entre 100 pb y 1100 pb de longitud,
opcionalmente de 200 pb a 900 pb de longitud, de 300 pb a 800 pb de longitud, de
400 pb a 700 pb de longitud, opcionalmente entre 500 pb y 600 pb de longitud, por
ejemplo, tiene 410 pb de longitud, o tiene menos de 1100 pb de longitud, por ejemplo,
tiene menos de 1000 pb, 900 pb, 800 pb, 700 pb, 600 pb, 500 pb, 400 pb, 300 pb,
200 pb o0 menos de 100 pb de longitud.

En otra modalidad, la longitud del promotor puede aumentarse en relaciéon con
un promotor de tipo salvaje.

El experto en la técnica comprendera que es posible que solo se requieran
realmente porciones de una region de acido nucleico particular considerada promotora
para la actividad promotora. En otro ejemplo, el promotor modificado genéticamente
incluye parte de la secuencia del promotor de tipo salvaje, o incluye la secuencia
completa del promotor de tipo salvaje como parte de una secuencia de promotor mas
larga. Como se discutid, preferentemente el promotor es especificamente activo en
células de Schwann. El experto en la técnica podra analizar si un fragmento particular
de un promotor de longitud completa da como resultado la expresion especifica de las
células de Schwann de una proteina bajo el control de dicho fragmento de promotor,
por ejemplo, mediante el cribado de la expresion de un gen indicador en las células de
Schwann. En algunos ejemplos, el gen indicador es EGFP.

En otra modalidad, el promotor modificado genéticamente es una version
truncada del promotor de tipo salvaje y puede tener, por ejemplo, al menos 75 % de

homologia de secuencia o identidad de secuencia con la secuencia del promotor de



origen natural, opcionalmente al menos 80 % u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o0 90 %,
092 %, 094 %, 096 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con la secuencia del promotor de origen natural.

Ademas de ser una version truncada de un promotor nativo, el promotor
modificado genéticamente puede comprender adicional o alternativamente
mutaciones, sustituciones, deleciones e inserciones relativas a las secuencias del
promotor nativo. Por ejemplo, un promotor modificado genéticamente puede
comprender varias regiones diferentes del promotor nativo en una secuencia
consecutiva.

Un promotor modificado genéticamente que tiene una longitud mas corta que el
promotor nativo o de tipo salvaje correspondiente puede denominarse promotor
minimo.

En algunas modalidades, un promotor modificado genéticamente conserva la
misma funcién que el promotor de origen natural correspondiente del que se deriva, es
decir, todavia puede conducir eficazmente la transcripcion de secuencias de
polinucledtidos a partir de secuencias de acido nucleico a las que el promotor esta
unido operativamente y, en casos preferidos, puede dirigir eficazmente la transcripcion
de una manera especifica de la célula, es decir, de una manera especifica de la célula
de Schwann.

En algunas modalidades, la expresién del primer polinucleétido puede estar bajo
el control de, por ejemplo, un promotor especifico de mielina de origen natural
acortado, que se denomina en la presente descripcidon un promotor minimo especifico
de mielina, opcionalmente este es un promotor minimo de la proteina cero de mielina
(Mpz). En algunas modalidades, la secuencia del promotor minimo especifico de
mielina comprende o consiste en la secuencia de 410 pb como se define en la SEQ ID
NO. 5, que se deriva de la secuencia promotora de Mpz de rata de longitud completa.
En algunas modalidades, el promotor minimo especifico de mielina comprende o
consiste en una secuencia con al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad
de secuencia con la SEQ ID NO. 5, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u
86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o0 100 % de
identidad de secuencia u homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 5.

En algunas modalidades, se prefiere que el promotor minimo se derive de una
secuencia promotora humana o humanizada. En algunas modalidades, la secuencia
del promotor minimo especifico de mielina comprende o consiste en la secuencia de

429 pb como se define en la SEQ ID NO. 22, que se deriva de la secuencia promotora



de hPO humana de longitud completa. En algunas modalidades, el promotor minimo
especifico de mielina comprende o consiste en una secuencia con al menos 75 % de
homologia de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 22,
opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, o
94 %, 0 96 %, 0 97 %, o0 98 %, o0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 22. Los promotores minimos especificos
de mielina derivados de Mpz de rata o hPO humana se denominan en la presente
descripcion miniMpz.

Por "identidad de secuencia" u "homologia de secuencia" nos referimos a la
secuencia idéntica de pares de bases en la region de ADN especifica. Por ejemplo, en
una secuencia que tiene 75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia
con una secuencia de referencia, el 75 % de los pares de bases son idénticos.

El por ciento de identidad de secuencia entre dos polipéptidos puede
determinarse mediante el uso de los programas informaticos adecuados, por ejemplo,
el programa GAP del Grupo de computacion genética de la Universidad de Wisconsin,
y se apreciara que el por ciento de identidad se calcula en relacién con los polipéptidos
cuyas secuencias se han alineado de manera 6ptima.

La alineacion puede llevarse a cabo alternativamente mediante el uso del
programa Clustal W (Thompson y otros, (1994) Nucleic Acids Res 22, 4673-80). Los
parametros usados pueden ser los siguientes:

Parametros de alineacion por pares rapida: tamano de K-tuple (palabra); 1,
tamafio de la ventana; 5, penalizacion de espacio; 3, numero de diagonales
superiores; 5. Método de puntuacién: x por ciento.

Parametros de alineacion multiple: penalizacién de apertura de espacio; 10,
penalizacion de extensién de espacio; 0.05.

Matriz de puntuacion: BLOSUM.

En una modalidad, el promotor minimo de Mpz descrito en la presente
descripcion puede producirse como se describe en el Ejemplo 9, por ejemplo, tras
tomar la region de 410 pares de bases aguas arriba del codén de inicio del promotor
de longitud completa, por ejemplo, el promotor de la proteina cero de mielina de
longitud completa (Mpz). En otra modalidad, puede producirse un promotor minimo de
Mpz descrito en la presente descripcion como se describe en el Ejemplo 13. Los
vectores AAV tienen una capacidad maxima para transportar polinucledtidos de
aproximadamente 4.4 kb, por lo tanto, el uso de un promotor de Mpz mas corto como

se describe en la presente descripcion, en lugar del promotor de Mpz de longitud
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completa que tiene aproximadamente 1.1 kb de longitud, tiene la ventaja de permitir
secuencias con un primer acido nucleico mas largo que se uniran operativamente a la
region promotora para empaquetarse en el AAV. En algunas modalidades donde el
promotor es un promotor mas corto, por ejemplo con una longitud de entre 100 pb y
1100 pb de longitud, 200 pb a 900 pb, 300 pb a 800 pb, 400 pb a 700 pb, 500 pb a
600 pb, 0 410 pb de longitud, o con un longitud de menos de 1100 pb de longitud, por
ejemplo es menor de 1000 pb, 900 pb, 800 pb, 700 pb, 600 pb, 500 pb, 400 pb,
300 pb, 200pb o menos de 100 pb, por ejemplo, un promotor modificado
genéticamente o un promotor minimo, esto permite que la presente invencion se
aplique a una gama mas amplia de genes de mayor longitud que los vectores AAV que
usan el promotor de longitud completa. Por ejemplo, actualmente existen algunas
situaciones donde no es posible insertar una secuencia de acido nucleico, por ejemplo,
un gen, de una longitud particular en un AAV, ya que la longitud del acido nucleico
puede exceder la capacidad maxima del AAV cuando se usan promotores mas largos,
por ejemplo, el promotor de Mpz de longitud completa. Por ejemplo, si el primer acido
nucleico, por ejemplo el gen terapéutico, tiene una longitud superior a 3.0-3.3 kb
(44kb — 1.1 kb = 3.3 kb). En este caso, el uso de los promotores mas cortos
ventajosos descritos en la presente descripcién, por ejemplo, el promotor minimo
especifico de mielina, permite que la presente invencién se aplique, por ejemplo, a la
sustitucion de genes mas grandes, como el gen SH3TC2 que causa CMT tipo 4C
(CMT4C), que tiene aproximadamente 3.9 kb de longitud. Otros genes relacionados
con las células de Schwann que pueden estar cerca del limite de estabilidad del AAV
y, por lo tanto, se suministraran de manera 6ptima bajo un promotor minimo de Mpz,
incluyen EGR2 (2.98 kb) que esta asociado con CMT4E y FGD4 (2.3 kb) que esta
asociado con CMT4H.

En otras modalidades adicionales, los vectores descritos en la presente
descripcion pueden modificarse en el segmento de repeticion terminal invertido para
reducir aun mas su tamafo. Por ejemplo, el elemento regulador postranscripcional del
virus de la hepatitis de la marmota (WPRE), como se describe en el Ejemplo 1, puede
eliminarse y/o la secuencia de poliA puede reemplazarse con un poliA sintético minimo
(68, 69). Dichas modificaciones pueden reducir aun mas el tamano del vector para
permitir que se reenvie dentro de la capacidad maxima del AAV y para permitir un
empaquetamiento eficiente al suministrar genes mas grandes. En otras modalidades
adicionales, el tamafo del vector puede reducirse aun mas, por ejemplo, mediante el

uso también de versiones minimas del gen que codifica la proteina que se va a
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suministrar, en donde la versién minima del gen que codifica la proteina todavia es
capaz de producir una proteina funcional.

En algunas modalidades, el vector viral descrito en la presente descripcién
puede producirse como se describe en el Ejemplo 12. En algunas modalidades, el
vector viral tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 20, que tiene el WPRE
eliminado y tiene una secuencia poliA sintética. En algunas modalidades, la secuencia
poliA sintética comprende o consiste en una secuencia minima requerida para la
poliadenilacion eficaz de construcciones de ARNm (68, 69). En algunas modalidades,
la secuencia de poliA sintética comprende o consiste en la secuencia de la SEQ ID
NO: 24, que esta incluida en las secuencias de las SEQ ID NO: 20 y 21. En otras
modalidades, la secuencia sintética de poliA tiene al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u
86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, 0 100 % de
identidad de secuencia u homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 24.

En algunas modalidades, el vector viral también contiene sitios de unién para
factores de transcripcion Egr2 y Sox10. Por ejemplo, el vector viral también puede
contener elementos potenciadores a los que se pueden unir factores de transcripcion
tales como Egr2 y Sox10.

En algunas modalidades, el primer acido nucleico del vector viral se transcribe
en un primer polinucleétido que en algunas modalidades codifica y se traduce en un
primer polipéptido o proteina. En algunas modalidades, el primer acido nucleico es el
marco de lectura abierto (ORF) de una secuencia génica o el ADNc correspondiente a
una secuencia génica. En algunas modalidades, el primer acido nucleico es el ORF o
el ADNc de una secuencia génica de tipo salvaje o beneficiosa terapéuticamente. En
una modalidad preferida, el primer acido nucleico es el ORF o ADNc de una secuencia
de tipo salvaje o beneficiosa terapéuticamente de un gen asociado con neuropatia, en
donde opcionalmente la neuropatia es una neuropatia desmielinizante.

Por "tipo salvaje o forma beneficiosa terapéuticamente" incluimos cualquier
forma de la secuencia génica que codifique un polipéptido o proteina que pueda
usarse para tratar eficazmente la enfermedad asociada con las células de Schwann. El
experto en la técnica entenderia que esta seria tipicamente la forma de tipo salvaje de
la proteina (es decir, la que es de origen natural en las células de Schwann) en
situaciones donde la enfermedad surge a través de la subproduccién de la forma de
tipo salvaje del polipéptido por las células de Schwann, pero puede también incluir
formas de la proteina que tienen mutaciones o inserciones o estan truncadas en

comparacion con la secuencia de tipo salvaje para proporcionar una ventaja
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terapéutica, por ejemplo, aumento de los niveles de expresion, resistencia a la
degradacion, aumento de la estabilidad, aumento de la actividad o una ganancia de
funcién ventajosa, o para suprimir una ganancia de funcién téxica. Por ejemplo, en el
ultimo caso, el polipéptido puede ser un anticuerpo capaz de unirse a la ganancia
téxica de la funcion mutante y suprimir la toxicidad.

El experto en la técnica conocera que la expresién de proteinas se lleva a cabo
de forma rutinaria tras introducir el ORF del gen relevante o el ADNc en el vector viral.
En una modalidad, el primer acido nucleico es una secuencia de ADNc que cuando se
transcribe produce un primer polinucleétido que se traduce en un primer polipéptido o
proteina. Por ejemplo, el ADNc puede ser una secuencia de ADNc que se transcribe
en ARNm de GJB1 que posteriormente se traduce en proteina Cx32.

El experto en la técnica comprendera que el uso de secuencias ORF en lugar de
secuencias de ADNc puede ser preferible en algunos casos, ya que la secuencia ORF
carece de elementos no codificantes adicionales que se encuentran en el ADNc y es
de tamano mas pequeno, lo cual es particularmente ventajoso en la presente
invencion cuando el vector viral es un vector que se vuelve inestable cuando el tamano
aumenta por encima de un umbral particular.

En algunas modalidades adicionales, la primera secuencia de acido nucleico
como se describe en la presente descripcion también contiene opcionalmente otros
elementos reguladores ademas del ADNc u ORF del gen. Estos elementos adicionales
pueden estar aguas abajo del ORF.

Como se discutio anteriormente, la invencién tiene utilidad en la prevencién o el
tratamiento de una enfermedad asociada con las células de Schwann. Por
"enfermedad asociada con las células de Schwann" incluimos el significado de todas
las enfermedades que estan asociadas con el funcionamiento anormal de las células
de Schwann. Esto incluye enfermedades asociadas con la destrucciéon de la vaina de
mielina formada por las células de Schwann y/o enfermedades asociadas con la
expresion reducida de la vaina de mielina formada por las células de Schwann. En
algunas modalidades, las enfermedades asociadas con las células de Schwann son
neuropatias desmielinizantes. Los ejemplos de neuropatias desmielinizantes incluyen,
pero no se limitan a, la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT).

Una "enfermedad asociada con las células de Schwann" también incluye en su
significado enfermedades que estan asociadas con las células de Schwann, pero que
también estan asociadas con otros tipos de células o tejidos, por ejemplo. Se

considera que la invencién es util en dichas situaciones ya que una mejora en la
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funcién de las células de Schwann puede aliviar algunos sintomas, incluso si la
invencién no se dirige a ningun otro tipo de células que estén asociadas con la
enfermedad.

Por lo tanto, en una modalidad, los vectores virales descritos en la presente
descripcion pueden usarse en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad
seleccionada del grupo que consiste en: enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT);
neuropatia hereditaria con riesgo de paralisis por presion (HNPP); neuropatias
periféricas diabéticas y otras toxicas; enfermedad de la neurona motora (MND).

En algunas modalidades especificas, los vectores virales descritos en la
presente descripcidon pueden usarse en el tratamiento o la prevencion de Charcot-
Marie-Tooth tipo 1X (CMT1X); Charcot-Marie-Tooth tipos 1A-1F (es decir, CMT1A,
CMT1B, CMT1C, CMT1D, CMT1E y CMT1F); Charcot-Marie-Tooth tipos 4A-4H (es
decir, CMT4A, CMT4B, CMT4C, CMT4D, CMT4E, CMT4F, CMT4G y CMT4H). En una
modalidad mas especifica, los vectores virales descritos en la presente descripcion
pueden usarse para tratar o evitar la Charcot-Marie-Tooth tipo 1X. En una modalidad
alternativa mas especifica, los vectores virales descritos en la presente descripcion
pueden usarse para tratar o prevenir la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 4C.

La enfermedad de Charcot-Marie Tooth (CMT) es un grupo de neuropatias
desmielinizantes causadas por mutaciones en numerosos genes diferentes que dan
como resultado fenotipos solapados. La neuropatia de Charcot-Marie-Tooth tipo 1X
(CMT1X) es la segunda forma de CMT mas comun (4, 5) y se presenta con sintomas
caracteristicos de CMT1, que incluyen debilidad progresiva y atrofia que comienza en
los musculos distales de las piernas, dificultad para correr y esguinces frecuentes de
tobillos, con aparicion a los 10 afios de edad o antes en la mayoria de los varones
afectados (6-8). La enfermedad progresa lentamente y causa debilidad de los
musculos de las piernas delanteras, pie caido, deformidades del pie, debilidad de los
musculos de la mano y pérdida sensorial distal con parestesias a veces dolorosas al
final de la adolescencia o al principio de la edad adulta y progresion lenta a lo largo de
la vida. Las mujeres heterocigotas con CMT1X pueden ser asintomaticas o desarrollar
manifestaciones clinicas mas leves a una edad mas avanzada, pero se ha informado
de neuropatia grave excepcionalmente (9, 10). Las manifestaciones transitorias del
SNC pueden producirse en algunos pacientes CMT1X, en su mayoria mas jovenes
(11). La desaceleracion intermedia (30-40 m/s) de las velocidades de conduccion
nerviosa motora (MNCV) y la pérdida progresiva de unidades motoras debido a la

degeneracion axonal dependiente de la longitud son caracteristicas electrofisiologicas
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tipicas (6, 7). Las biopsias de nervios muestran anomalias axonales y desmielinizantes
mixtas (12, 13) con vainas de mielina delgadas y pérdida de fibras mielinizadas
grandes reemplazadas por agrupaciones de axones en regeneracion (6, 14).

Cx32 es una proteina transmembrana que forma canales de union gap (GJ) a
través de las capas de mielina no compacta expresadas especificamente por células
de Schwann mielinizantes en el sistema nervioso periférico (SNP), asi como también
por un subconjunto de oligodendrocitos en el SNC. Los canales GJ formados por Cx32
cumplen importantes funciones homeostaticas y de sefalizacion que son esenciales
para la funciéon y supervivencia de la mielina y los axones (4, 5). El gen
correspondiente que codifica Cx32 es GJB1.

Hasta la fecha, se han informado mas de 400 mutaciones de GJB1 que se
producen en todo el marco de lectura abierto (ORF) y muchas en mas de una familia,
que incluyen: 498 sin sentido (71 %); 3 de pérdida de la terminacién; 49 INDEL en
marco (7 %); 25 de ganancia de la terminacion (4 %); y 122 INDEL de cambio de
marco (17 %) (http://hihg.med.miami.edu/code/http/cmt/public_html/index.html#/).
También se han informado varias mutaciones en regiones no codificantes de GJB1. Es
probable que las mutaciones de cambio de marco, parada prematura y no codificantes
causen una pérdida completa de la sintesis de proteinas o una degradacion rapida, y
no se espera que den como resultado efectos negativos dominantes. Varias
mutaciones sin sentido y en marco expresadas in vitro mostraron retencion intracelular
(15-17) en el RE y/o Golgi (17-21) con falla para formar canales funcionales. Algunos
también ejercieron efectos dominantes-negativos en Cx32 WT expresados
conjuntamente (15). Otros mutantes formaron canales funcionales con caracteristicas
biofisicas alteradas (19). Los ratones con Cx32 inactivada (KO) con delecion completa
del gen Gjb1/Cx32 desarrollan una neuropatia periférica desmielinizante
predominantemente motora, progresiva que comienza aproximadamente a los tres
meses de edad con la MNCV del ciatico y la amplitud motora reducidas (24, 25). La
expresion de la proteina Cx32 humana WT conducida por el promotor de Mpz/P0O de
rata evitd la desmielinizacion en ratones Cx32 KO (26), lo que confirma que la pérdida
de la expresion autébnoma de Cx32 en las células de Schwann es suficiente para
causar patologia CMT1X.

Por tanto, varios estudios in vitro e in vivo de mutantes CMT1X apoyan la
conclusion general de que la pérdida de la funcién de Cx32 conduce principalmente a
la neuropatia en la CMT1X (8, 17-19, 21-23). En consecuencia, en una modalidad, la

terapia de reemplazo génico que usa el vector viral y los métodos terapéuticos como
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se describen en la presente descripcidén se usan para tratar o evitar la CMT1X, por
ejemplo cuando el vector viral comprende una primera secuencia de acido nucleico
que codifica la proteina Cx32 de tipo salvaje o beneficiosa terapéuticamente.

Los ratones transgénicos con mutaciones que causan CMT1X sobre un fondo
KO no mostraron la proteina Cx32 detectable en la linea mutante 175fs (27), mientras
que los ratones transgénicos R142W, T55I, R75W y N175D mostraron retencién de la
proteina mutante en la region perinuclear, similar al patréon in vitro (arriba) y
desarrollaron una neuropatia desmielinizante similar a la de los ratones Cx32 KO (22,
28, 29). En presencia de los mutantes R142W, R75W y N175D retenidos en Golgi
(pero no del mutante T55I retenido en el ER), se redujo la expresion del ratén Cx32
WT enddgeno, lo que indica que los mutantes retenidos por Golgi pueden tener
efectos negativos dominantes en Cx32 WT. Esto no es clinicamente relevante para los
pacientes con CMT1X que expresan solo un alelo GJB1 en cada célula, pero debe
tenerse en cuenta al planificar una terapia de adicion de genes. Ninguno de los
mutantes expresados in vivo tuvo otros efectos téxicos o dominantes sobre otras
conexinas expresadas conjuntamente (22, 28). Los mutantes en el extremo C C280G y
S281X se localizaron adecuadamente y evitaron la desmielinizacion en ratones Cx32
KO, sin quedar claro cémo causan neuropatia en humanos (30).

En consecuencia, la CMT1X también puede estar causado por mutaciones
negativas dominantes en la proteina Cx32. En este caso, el experto en la técnica
comprendera que es beneficioso si el vector viral de la invencion comprende un primer
acido nucleico que se transcribe en un ARN no codificante que se dirige hacia el
ARNmM de Cx32 mutante para evitar la traduccién de la proteina mutante. El experto en
la técnica comprendera como llegar a secuencias de acido nucleico adecuadas que,
por ejemplo, se dirijan al ARNm de Cx32 mutante pero no a un ARNm de Cx32 de tipo
salvaje o ventajoso terapéuticamente. De esta manera, en una modalidad, el sujeto
puede tratarse con un vector viral que comprende un primer acido nucleico que se
transcribe en un ARN no codificante que se dirige al Cx32 mutante, y el sujeto también
puede tratarse con un segundo vector viral de acuerdo con la invencién, en donde el
segundo vector viral comprende un segundo acido nucleico que codifica la proteina
Cx32 de tipo salvaje o ventajosa terapéuticamente. En algunas modalidades, el primer
y segundo &cido nucleico pueden estar en el mismo vector viral de acuerdo con la
invencion. Puede adoptarse un enfoque similar en el tratamiento o la prevencion de
cualquier enfermedad asociada con las células de Schwann como se describe en la

presente descripcion.
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En algunas modalidades, el primer acido nucleico puede ser el ORF o el ADNc
de una secuencia génica de tipo salvaje de un gen asociado con neuropatia. En
algunas modalidades, el primer acido nucleico puede ser el ADNc de una secuencia
de tipo salvaje del gen de union en hendidura beta 1 (GJB1), que se considera que
tiene una secuencia como se define en la SEQ ID NO. 6. En algunas modalidades, el
primer acido nucleico tiene al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de
secuencia con la SEQ ID NO. 6, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u
86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de
identidad de secuencia u homologia de secuencia con la SEQ ID NO.6. En otras
modalidades, el primer acido nucleico tiene al menos 75 % de homologia de secuencia
o identidad de secuencia con la secuencia ORF de GJB1, opcionalmente al menos
80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, o
98 %, 0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u homologia de secuencia con la
secuencia ORF de GJB1.

La CMT1X es causada por mutaciones en el gen GJB1, que causan una
expresion insuficiente de la proteina Cx32 funcional de tipo salvaje. De ello se deduce
que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en la presente descripcion
pueden usarse en el tratamiento o la prevencion de la CMT1X mediante el suministro
de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa terapéuticamente del marco de
lectura abierto o ADNc del gen GJB1.

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 4C (CMT4C) es una neuropatia
hereditaria autosémica recesiva que parece ser la mas prevalente entre las formas
raras de neuropatias CMT4 desmielinizantes recesivas generales, y es responsable de
casi la mitad de todos los casos de CMT4 (35). Los pacientes con CMT4C
habitualmente presentan en la primera década de la vida deformidades del pie y
escoliosis, debilidad, arreflexia y pérdida sensorial (36-38). La afectacién de pares
craneales con deficiencia auditiva, reflejos pupilares lentos a la luz y fasciculacion
lingual son comunes y se han descrito variaciones fenotipicas en pacientes con
mutaciones idénticas (39-41). Los estudios electrofisiologicos en pacientes con
CMT4C confirman el proceso desmielinizante con una velocidad de conduccion
nerviosa motora media (NCV) media de 22.6 m/s. Los hallazgos de la biopsia nerviosa
se caracterizan por un aumento de las membranas basales alrededor de los axones
mielinizados, desmielinizados y amielinicos, relativamente pocos bulbos de cebolla vy,
mas tipicamente, grandes extensiones citoplasmaticas de las células de Schwann (36,
37, 42).
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Genética molecular de la CMT4C: Los estudios de analisis de ligamiento y el
mapeo de homocigosis (43) llevaron al descubrimiento del locus de la enfermedad en
el cromosoma 5032 y, posteriormente, al descubrimiento inicial de 11 mutaciones
diferentes en el gen SH3TC2, en su mayoria truncadas pero también sin sentido (42).
Hasta la fecha se han descrito al menos 28 mutaciones diferentes de SH3TC2, y
pueden ser mas comunes entre ciertos grupos étnicos (44) con probables efectos
fundadores (39). La longitud del transcrito completo de ADNc mide 3864 pb. SH3TC2
codifica una proteina de 1288 aa que contiene dos dominios de homologia de Src 3
(SH3) y 10 repeticiones tetratricopeptidicas (TPR) que no comparten ninguna similitud
significativa global con ninguna otra proteina humana con funciéon conocida. La
presencia de dominios SH3 y TPR sugiere que SH3TC2 podria actuar como una
proteina de andamio (42). SH3TC2 esta bien conservado entre las especies de
vertebrados, mientras que no se identificaron ortélogos no vertebrados. SH3TC2 esta
presente en varios componentes de la via endocitica, que incluye los endosomas
tempranos y tardios y las vesiculas recubiertas de clatrina cerca de la red trans-Golgi y
en la membrana plasmatica. Esta localizacion esta alterada en la CMT4C (45).

El modelo de raton Sh3tc2 -/- KO de la CMT4C desarrolla una neuropatia
periférica de aparicion temprana pero progresiva con enlentecimiento de las
velocidades de conduccidn nerviosa motora y sensorial e hipomielinizacién de
aparicion temprana (46, 47). Este fenotipo es progresivo con aumento de la patologia
de la mielina a los 2 y 12 meses de edad. La Sh3tc2 murina se expresa
especificamente en las células de Schwann y se localiza en |la membrana plasmatica y
en el compartimento de reciclaje endocitico perinuclear, o que sugiere una posible
funcién en la mielinizaciéon y/o en regiones de interacciones axogliales (48). El analisis
ultraestructural de la mielina en el nervio periférico de ratones mutantes mostré una
organizacion anormal del nodo de Ranvier, un fenotipo que se confirmé en biopsias
nerviosas de pacientes con CMT4C. Estos hallazgos sugirieron un papel del producto
del gen SH3TC2 en la mielinizacién y en la integridad del nodo de Ranvier (46). Por lo
tanto, el raton Sh3tc2 -/- recapitula todas las caracteristicas principales de la
enfermedad CMT4C y proporciona un modelo relevante para analizar tratamientos.

Por lo tanto, en algunas modalidades, el primer acido nucleico puede ser el ORF
o0 el ADNc de la secuencia de tipo salvaje del gen del dominio SH3 y el gen de
repeticiones tetratricopeptidicas 2 (SH3TC2). Se considera que el ORF de SH3TC2
tiene una secuencia como se define en la SEQ ID NO. 7. En algunas modalidades, el

primer acido nucleico tiene al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de

18



secuencia con la SEQ ID NO. 7, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u
86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de
identidad de secuencia u homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 7. En otras
modalidades, el primer acido nucleico tiene al menos 75 % de homologia de secuencia
o identidad de secuencia con la secuencia de ADNc de SH3TC2, opcionalmente al
menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, o
97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u homologia de secuencia
con la secuencia de ADNc de SH3TC2.

Como se discutio anteriormente, la CMT4C es causada por mutaciones en el gen
SH3TC2, lo que causa una expresion insuficiente de la proteina SH3TC2 funcional de
tipo salvaje. De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales
descritos en la presente descripcidon pueden usarse en el tratamiento o la prevencion
de CMT4C mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa
terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc de SH3TC2, para, por ejemplo,
aumentar la expresion del SH3TC2 de tipo salvaje.

En otra modalidad, los vectores virales descritos en la presente descripcion
pueden usarse en métodos de tratamiento o la prevencion de otros tipos de CMT
desmielinizante autosémica dominante.

La CMT1B es causada por mutaciones en el gen de la proteina cero de mielina
(Mpz), lo que causa una expresion insuficiente de la proteina Mpz funcional de tipo
salvaje.

Por tanto, en algunas modalidades, el primer acido nucleico puede ser el ORF o
el ADNc de la secuencia de tipo salvaje del gen de la proteina cero de mielina (MPZ).
Se considera que el ORF de MPZ tiene una secuencia como se define en la SEQ ID
NO. 9. En algunas modalidades, el primer acido nucleico tiene al menos 75 % de
homologia de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 9,
opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, o
94 %, 0 96 %, o 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 9. En otras modalidades, el primer &acido
nucleico tiene al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia
con la secuencia de ADNc de MPZ, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u
86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, 0 100 % de
identidad de secuencia u homologia de secuencia con la secuencia de ADNc de MPZ.

Se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en la

presente descripcion pueden usarse en el tratamiento o la prevencion de CMT1B
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mediante el suministro de ARN no codificantes, como se describe en la presente
descripcion, tras dirigir y anular los alelos mutantes téxicos del gen MPZ ademas de
suministrar una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa terapéuticamente del
marco de lectura abierto o ADNc del gen MPZ.

La CMT1D es causada por mutaciones en el gen EGR2, que causan una
expresion insuficiente de la proteina EGR2 funcional de tipo salvaje.

Por tanto, en algunas modalidades, el primer acido nucleico puede ser el ORF o
el ADNc de la secuencia de tipo salvaje del gen de la respuesta de crecimiento
temprano 2 (EGR2). Se considera que el ORF de EGR2 tiene una secuencia como se
define en la SEQ ID NO. 10. En algunas modalidades, el primer acido nucleico tiene al
menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO.
10, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, o
94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 10. En otras modalidades, el primer &acido
nucleico tiene al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia
con la secuencia de ADNc de EGR2, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u
86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de
identidad de secuencia u homologia de secuencia con la secuencia de ADNc de
EGR2.

De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en
la presente descripcion pueden usarse en el tratamiento o la prevencion de CMT1D
mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa
terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc del gen EGR2.

En otra modalidad, los vectores virales descritos en la presente descripcidon
pueden usarse en métodos de tratamiento o la prevencion de otros tipos de CMT
desmielinizante autosémica recesiva. La CMT4A es causada por mutaciones en el gen
GDAP1, que causan una expresion insuficiente de la proteina GDAP1 funcional de tipo
salvaje.

Por lo tanto, en algunas modalidades, el primer acido nucleico puede ser el ORF
de la secuencia de tipo salvaje del gen de la proteina 1 asociada con diferenciacion
inducida por gangliésidos (GDAP1). Se considera que el ORF de GDAP1 tiene una
secuencia como se define en la SEQ ID NO. 11. En algunas modalidades, el primer
acido nucleico tiene al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de
secuencia con la SEQ ID NO. 11, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u
86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, 0 100 % de
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identidad de secuencia u homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 11. En otras
modalidades, el primer acido nucleico tiene al menos 75 % de homologia de secuencia
o identidad de secuencia con la secuencia de ADNc de GDAP1, opcionalmente al
menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, o
97 %, 0 98 %, 0 99 %, o0 100 % de identidad de secuencia u homologia de secuencia
con la secuencia de ADNc de GDAP1.

De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en
la presente descripcion pueden usarse en el tratamiento o la prevencién de CMT4A
mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa
terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc del gen GDAP1.

La CMT4D es causada por mutaciones en el gen NDRG1, que causan una
expresion insuficiente de la proteina NDRG1 funcional de tipo salvaje.

Por lo tanto, en algunas modalidades, el primer acido nucleico puede ser el ORF
o el ADNCc de la secuencia de tipo salvaje del gen de regulado aguas abajo de N-Myc 1
(NDRG1). Se considera que el ORF de NDRG1 tiene una secuencia como se define
en la SEQ ID NO. 12. En algunas modalidades, el primer acido nucleico tiene al menos
75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 12,
opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, o
94 %, 0 96 %, 0 97 %, o0 98 %, o0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 12. En otras modalidades, el primer acido
nucleico tiene al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia
con la secuencia de ADNc de NDRGH1, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %,
u 86 %, u 88 %, 090 %, 092 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, 0 100 % de
identidad de secuencia u homologia de secuencia con la secuencia de ADNc de
NDRG1.

De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en
la presente descripcion pueden usarse en el tratamiento o la prevencion de CMT4D
mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa
terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc del gen NDRGH1.

La CMT4E es causada por mutaciones en el gen EGR2, que causan una
expresion insuficiente de la proteina EGR2 funcional de tipo salvaje.

Por tanto, en algunas modalidades, el primer acido nucleico puede ser el ORF o
el ADNc de la secuencia de tipo salvaje del gen de la respuesta de crecimiento
temprano 2 (EGR2). Se considera que el ORF de EGR2 tiene una secuencia como se

define en la SEQ ID NO. 10. En algunas modalidades, el primer acido nucleico tiene al
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menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO.
10, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, o
94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, o0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 10. En otras modalidades, el primer acido
nucleico tiene al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia
con la secuencia de ADNc de EGR2, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u
86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o0 100 % de
identidad de secuencia u homologia de secuencia con la secuencia de ADNc de
EGR2.

De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en
la presente descripcion pueden usarse en el tratamiento o la prevencién de CMT4E
mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa
terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc del gen EGR2.

La neuropatia hereditaria con tendencia a la pardlisis por presion (HNPP) se
asocia con una mutacion en el gen PMP22, que causa una expresion insuficiente de la
proteina PMP22 funcional de tipo salvaje.

Por lo tanto, en algunas modalidades, el primer acido nucleico puede ser el ORF
o el ADNc de la secuencia de tipo salvaje del gen de la proteina 22 de mielina
periférica (PMP22). Se considera que el ORF de PMP22 tiene una secuencia como se
define en la SEQ ID NO. 8. En algunas modalidades, el primer acido nucleico tiene al
menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO.
8, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, o
94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, o0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 8. En otras modalidades, el primer acido
nucleico tiene al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia
con la secuencia de ADNc de PMP22, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %,
u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, 0 100 % de
identidad de secuencia u homologia de secuencia con la secuencia de ADNc de
PMP22.

De ello se deduce que en algunas modalidades, los vectores virales descritos en
la presente descripcion pueden usarse en el tratamiento o la prevencion de HNPP
mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa
terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc del gen PMP22.

En otra modalidad, el primer acido nucleico puede ser el ORF o el ADNc de otro

gen asociado con una neuropatia desmielinizante y/o disfuncion de las células de
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Schwann. De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales
descritos en la presente descripcion pueden usarse en el tratamiento o la prevencion
de enfermedades asociadas con una neuropatia desmielinizante y/o disfuncion de las
células de Schwann mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia
beneficiosa terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc de un gen asociado
con dicha enfermedad.

La enfermedad de la neurona motora (MND) (también llamada esclerosis lateral
amiotrdéfica) es un trastorno neurodegenerativo con causas complejas que no se han
determinado por completo. En algunas modalidades, los vectores virales descritos en
la presente descripcidon pueden usarse para suministrar polinucleétidos que codifican
factores tréficos (por ejemplo, factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), factor
neurotrofico derivado de células gliales (GDNF), neurotrofina-3 (NT-3), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF)). Se considera que la expresion de dichos
factores troficos en las células diana es util para regenerar y salvar las neuronas
motoras estresadas.

De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en
la presente descripcion se usan en métodos de tratamiento o la prevencion de la MND.

Para el experto en la técnica estaria claro que la forma de tipo salvaje o
beneficiosa terapéuticamente de las proteinas descritas en la presente descripcion
podria expresarse a partir de la secuencia de nucleétidos del gen completo, solo de la
secuencia de marco de lectura abierto (ORF), o solo de la secuencia de ADNc. El
experto en la técnica accederia facilmente a todos estos tipos de secuencias desde
una base de datos de secuencias, por ejemplo, GenBank (accesible en:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

En algunas modalidades, el primer polinucleétido codifica y se traduce en un
primer polipéptido o proteina. En algunas modalidades, el primer polinucleétido
codifica una forma de tipo salvaje de una proteina. En algunas modalidades, la forma
de tipo salvaje de la proteina se usa para reemplazar o complementar la expresion de
una forma mutante de la misma proteina que se expresa en un sujeto que la necesita.

En algunas modalidades, el primer polinucleétido puede codificar una forma de
tipo salvaje o beneficiosa terapéuticamente de una o mas de las siguientes proteinas:
conexina-32 (Cx32); el dominio SH3 y repeticiones tetratricopeptidicas 2 (SH3TC2); la
proteina 22 de mielina periférica (PMP22); la proteina cero de mielina (MP2); la
respuesta de crecimiento temprano 2 (EGR2); la proteina asociada con la

diferenciacion inducida por gangliésidos 1 (GDAP1); regulado aguas abajo de N-Myc 1
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(NDRGH1). El experto en la técnica comprendera que se puede acceder facilmente a
las secuencias de aminoacidos de las proteinas descritas en la presente descripcion
desde una base de datos de secuencias, por ejemplo, la Base de datos de proteinas
NCBI (accesible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein).

Por lo tanto, en algunas modalidades, la invencidon puede aplicarse a métodos de
reemplazo de genes tras proporcionar un vector AAV que contiene una forma de tipo
salvaje u otra forma beneficiosa terapéuticamente de un gen a reemplazar. En algunos
ejemplos no limitantes, el gen que se va a reemplazar puede estar mutado de tal
manera que no codifica una proteina, sino que codifica una versién truncada de la
proteina de tipo salvaje (por ejemplo, existe un codoén de parada prematuro), codifica
una cantidad reducida de proteina funcional o codifica una forma mutante no funcional
de la proteina.

En una modalidad adicional o alternativa, el primer acido nucleico codifica y se
traduce en un factor tréfico (por ejemplo, factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), factor neurotréfico derivado de células gliales (GDNF), neurotrofina-3 (NT-3),
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)). Por factor tréfico incluimos
biomoléculas (por ejemplo, proteinas o péptidos) que apoyan el crecimiento,
diferenciacion y/o desarrollo de neuronas maduras y en desarrollo. En otra modalidad
adicional o alternativa, el primer polinucledtido codifica un factor regenerativo (por
ejemplo, Angiogenina, Oct-6, Egr2, Sox-10). En otra modalidad adicional o alternativa,
el primer polinucledétido codifica un factor de crecimiento (por ejemplo, IGF).

El uso de los vectores descritos en la presente descripcion para suministrar
acidos nucleicos que codifican los factores troficos, los factores regenerativos y/o los
factores de crecimiento descritos anteriormente pueden usarse en algunas
modalidades para tratar o evitar trastornos de nervios periféricos adquiridos. En un
ejemplo, las neuropatias periféricas diabéticas y otras toxicas podrian tratarse tras
suministrar vectores como se describe en la presente descripcion que codifican
factores tréficos y/o factores de crecimiento a células de Schwann y axones. En otro
ejemplo, la enfermedad de la motoneurona (MND) (también conocida como esclerosis
lateral amiotrofica) puede tratarse tras suministrar vectores como se describe en la
presente descripcion que codifican factores troficos que pueden administrarse a los
axones de las motoneuronas estresadas para salvar retroactivamente dichas
motoneuronas.

En otra modalidad, la administracion de un vector viral que comprende un primer

acido nucleico que codifica una primera proteina o polipéptido conduce a un
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funcionamiento mejorado de las células de Schwann y/o un aumento de la formacién
de la vaina de mielina. En algunas modalidades, esta mejora en la funcion se logra
mediante un aumento de la formacion de la vaina de mielina por las células de
Schwann en comparacién con la formacion de la vaina de mielina por las células de
Schwann en el sujeto antes del tratamiento y la mejora en la funcion puede detectarse
a través de la deteccién de un aumento de la produccién de vaina de mielina. En
algunas modalidades, la mejora en la funcion puede medirse mediante una mejora en
la fuerza muscular y/o una mejora en la velocidad de conduccién del nervio ciatico y/o
cambios en la respuesta potencial de los biomarcadores sanguineos en comparacion
con estas medidas en el sujeto antes del tratamiento. El experto en la técnica conoce
técnicas para determinar una mejora en la funcion de las células de Schwann y/o un
aumento en la formacién de la vaina de mielina. Algunas de estas técnicas se
proporcionan en los Ejemplos.

En algunas modalidades especificas, el aumento en la formacion de la vaina de
mielina por las células de Schwann conduce a una mielinizacién mejorada de los
nervios periféricos. Por mielinizacion mejorada de los nervios periféricos queremos
decir que hay un aumento de la mielinizacion de los nervios periféricos en
comparacion con el sujeto antes del tratamiento. Esto incluye una disminucién de las
fibras desmielinizadas y remielinizadas y/o una reduccion de las fibras mielinizadas de
manera anormal. La mielinizacion mejorada también puede estar asociada con una
reduccion en el numero de macréfagos espumosos, que es un marcador de
inflamacién, en algunas modalidades. La mielinizacion mejorada también puede estar
asociada con un aumento del grosor de la mielina y una reduccién de las relaciones g
(diametro axonal dividido por el diametro de las fibras mielinizadas).

Como se describié anteriormente, el primer acido nucleico puede codificar un
polipéptido o proteina que tiene beneficios terapéuticos, por ejemplo, cuando la
proteina nativa se muta o se expresa a un nivel que es demasiado bajo para dar como
resultado una funcionalidad normal.

Se apreciara que en una modalidad alternativa, el primer acido nucleico puede
transcribirse en un ARN que no es un ARNm, es decir, no es un ARN que se traduce
en una proteina. En consecuencia, el primer acido nucleico puede transcribirse en un
ARN no codificante.

Por "ARN no codificante" nos referimos a cualquier molécula de ARN que no se
traduzca en un polipéptido o proteina. El experto en la técnica conocera dichos

polimeros de ARN y como pueden usarse para afectar la expresion de polipéptidos. En
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una modalidad, el primer acido nucleico se transcribe en un microARN no codificante
(miR). En una modalidad alternativa adicional, el primer acido nucleico se transcribe en
un ARN de horquilla corta (ARNhc). En una modalidad adicional, el primer acido
nucleico se transcribe en un ARN guia (ARNg), por ejemplo, como parte de un sistema
basado en CRISPR.

La expresion del ARN no codificante descrito anteriormente cuando el vector
viral esta en un organismo diana puede conducir a una reduccién en la expresion de
un polinucleétido diana, en donde opcionalmente el polinucleétido diana es un gen
ubicado en un organismo diana, en donde opcionalmente este esta ubicado en una
célula en un organismo diana. En algunas modalidades, el polinucleétido diana es una
secuencia genética. Por lo tanto, en algunas modalidades, la invencién descrita en la
presente descripcién puede usarse para reducir la expresiéon de un gen diana. Por
"reducir" queremos decir que la expresion del gen diana se reduce en comparacion
con los niveles de expresion antes del tratamiento con el vector viral.

Por ejemplo, la invencién puede aplicarse a situaciones en las que se
sobreexpresa un acido nucleico diana, por ejemplo, un gen diana. El vector viral puede
usarse para suministrar un primer acido nucleico que se transcribe en un ARN no
codificante para, por ejemplo, dirigirse al ARNm producido por el gen que se
sobreexpresa para la degradacion (por ejemplo, por el complejo RISC, que es bien
conocido en la técnica) o para bloquear directamente la traduccion de dicho ARNm en
proteina. Esta modalidad de la invencidon también se aplica a situaciones en las que el
acido nucleico diana se transcribe a si mismo en un ARN no codificante, y es
beneficioso reducir los niveles del ARN no codificante del huésped en la célula.

Esta modalidad de la invencion también puede usarse para dirigirse a mutantes
de ganancia de funcién deletéreos y reducir sus niveles de expresion de proteina o
ARNm.

Por lo tanto, en algunas modalidades, la expresion de ARN no codificante da
como resultado la reduccion de la expresiéon de un acido nucleico, un polinucleétido o
un gen diana. En una modalidad, se considera que la expresién o sobreexpresion del
polinucledtido diana en un organismo diana se asocia con una enfermedad asociada
con las células de Schwann, en donde opcionalmente la enfermedad es una
neuropatia desmielinizante dominante (CMT1), en donde opcionalmente el
polinucledtido diana es un alelo mutado de proteina cero de mielina (Mpz/P0) y la
enfermedad asociada con las células de Schwann es CMT1B, o en donde el

polinucleétido diana es otro gen dominante asociado con CMT1.
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En algunas modalidades, la administracién de un vector viral que codifica un
primer acido nucleico da como resultado la expresién de un ARN no codificante que
conduce a una mejora del funcionamiento de las células de Schwann. Como se
discutid anteriormente, en algunas modalidades esta mejora en la funcién se logra
mediante un aumento de la formacion de la vaina de mielina por las células de
Schwann en comparaciéon con la formacion de la vaina de mielina por las células de
Schwann en el sujeto antes del tratamiento. En algunas modalidades, esta mejora en
la funcién puede medirse mediante una mejora en la fuerza muscular y/o una mejora
en la velocidad de conduccion del nervio ciatico y/o cambios en la respuesta potencial
de los biomarcadores sanguineos en comparacion con estas medidas en el sujeto
antes del tratamiento.

En algunas modalidades, los vectores virales descritos en la presente
descripcion comprenden una primera secuencia de acido nucleico que codifica un
primer polipéptido o proteina, y el vector también puede comprender un segundo acido
nucleico que se transcribe en un ARN no codificante. Por lo tanto, la invencion puede
usarse en algunas modalidades para reducir la expresién de un gen mutante mediante
el uso de un ARN no codificante y también para reemplazar el gen mutante con una
copia de tipo salvaje de dicho gen, lo que da como resultado un reemplazo completo
del gen. Este enfoque se considera particularmente util cuando el sujeto que necesita
tratamiento tiene una mutacién de ganancia de funcién en una proteina particular.

En algunas modalidades, el vector viral también contiene una segunda o tercera
secuencia de acido nucleico que codifica un factor de transcripcion capaz de conducir
la expresion o aumentar la expresion del promotor especifico de las células de
Schwann, opcionalmente el promotor especifico de la mielina o los promotores
especificos de la mielina minimos como se define en la presente descripcion. Los
ejemplos de dichos factores de transcripcion que pueden conducir a la expresion de
polinucledtidos bajo el control de promotores especificos de las células de Schwann
incluyen Egr2 y Sox10.

El vector viral también puede comprender una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido Cas9 o similar que se usa habitualmente en técnicas CRISPR y
variaciones de estas, tales como dead-Cas9.

Se entendera que los vectores virales descritos en la presente descripcion
pueden administrarse al sujeto de diversas formas. En una modalidad preferida, los
vectores virales descritos en la presente descripcion se administran mediante

inyeccion intratecal. Por "inyeccion intratecal" incluimos la inyeccion en el canal espinal
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que da como resultado que el material inyectado llegue al liquido cefalorraquideo
(LCR). En una modalidad particularmente preferida, los vectores virales descritos en la
presente descripcion se administran mediante inyeccidn intratecal lumbar. Los
vectores virales descritos en la presente descripciéon también son adecuados para la
administracion mediante inyeccion intratecal toracica o inyeccién intratecal cervical.
Alternativamente, los vectores virales descritos en la presente descripcidn podrian
administrarse mediante inyeccion directa en nervios periféricos. Alternativamente, los
vectores virales descritos en la presente descripcién podrian administrarse mediante
inyeccion intravenosa directa.

La inyeccién intratecal proporciona ventajas sobre otros métodos de
administracion tales como la inyeccion intraneural e intravenosa. En comparacion con
la inyeccion intraneural, la inyeccion intratecal proporciona una distribucion mas
extendida a multiples raices y nervios espinales. Por el contrario, la inyeccion
intraneural proporciona distribucién solo dentro del nervio inyectado. Ademas, la
inyeccion intratecal puede realizarse de forma rutinaria en la clinica, no requiere un
procedimiento quirargico y se considera segura, mientras que las inyecciones
intraneurales requeriran un procedimiento quirdrgico y multiples nervios para estar
expuestos, mayor riesgo, mucho mas dificil de traducir en la clinica.

Si bien la inyeccion intravenosa es mas facil de administrar en la clinica, tiene la
desventaja de requerir dosis mucho mas altas del vector para llegar al sistema
nervioso en comparacién con el suministro intratecal. El suministro intravenoso
también puede conducir a una mayor toxicidad, debido a las dosis mas altas del virus y
al riesgo de toxicidad hepatica. Ademas, es probable que la inyeccion intravenosa
cause mas reacciones inmunitarias, mientras que el suministro intratecal ofrece la
posibilidad de evadir el sistema inmunolégico con una respuesta inmunitaria mas baja.

Una vez que los vectores AAV descritos en la presente descripcion han
transducido la célula diana, el material genético que se suministra permanece estable
y episdmico, siempre que la célula diana se haya diferenciado y no se esté dividiendo,
como es el caso de las células de Schwann maduras. Por lo tanto, una sola
administracion de un vector AAV deberia ser suficiente para lograr efectos
terapéuticos y, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en la presente
descripcion se administran mediante una unica inyeccion intratecal. Sin embargo, en
algunos casos, puede ser necesario administrar dosis multiples de diferentes vectores
de AAYV al sujeto en diferentes momentos. Estos diferentes vectores pueden expresar

diferentes primeros polinucleétidos, o pueden expresar el mismo primer polinucleétido
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y diferir en el tipo de AAV que se usa. Por lo tanto, en algunas modalidades, los
vectores virales descritos en la presente descripcién pueden ser utiles para tratar o
evitar enfermedades asociadas con las células de Schwann que estan asociadas con
multiples genes diferentes.

Se apreciara que los vectores virales descritos en la presente descripciéon son
adecuados para el uso en sujetos humanos. Los vectores virales también son
adecuados para el uso en mamiferos en general, tales como: gato, perro, raton,
conejo, caballo. Los sujetos pueden tratarse con los vectores virales descritos en la
presente descripcion antes de la aparicion de los sintomas de la enfermedad asociada
con las células de Schwann o después de la apariciéon de los sintomas de dicha
enfermedad. Los sujetos a tratar pueden tener cualquier edad al inicio del tratamiento.
Por ejemplo, los sujetos pueden tratarse con el(los) vector(es) de la invencién tan
pronto como se confirme que el sujeto tiene una mutacién u otro defecto que
comprometa el rendimiento de las células de Schwann. Esto puede ser antes de que
se presenten sintomas.

Se apreciara que la dosis de vector viral usada se ajustara de acuerdo con los
requisitos del sujeto que lo necesite, por ejemplo, puede ajustarse debido a la edad,
peso o altura del sujeto. Como ejemplo general, puede usarse una dosis de (para
suministro intratecal) dosis crecientes a 3,5 x 10'3 genomas de vector (vg), 3,3 x dosis
mas alta de 1,2 x 10" vg y la dosis 5 veces mayor de 1,8 x 10'* vg. Dosis como estas
se han wusado previamente en ensayos clinicos con AAV (por ejemplo,
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02362438), y el experto en la técnica conocera
que podrian aplicarse a la presente invencion.

Para el experto en la técnica estara claro que ademas de los métodos
terapéuticos para evitar o tratar una enfermedad asociada con las células de Schwann,
la invencién también proporciona el vector viral per se. En consecuencia, en otro
aspecto, la invencién proporciona un vector viral como se describe en la presente
descripcion que comprende una secuencia de acido nucleico como se define en la
presente descripciéon. En una modalidad preferida, el vector viral es un AAV. En una
modalidad particularmente preferida, el AAV es un AAV9. Las preferencias por las
caracteristicas de este aspecto son como se describen en otra parte de esta
descripcion, por ejemplo, las preferencias por el vector, acido nucleico, promotor,
enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en la presente

descripcion.
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En un aspecto adicional, la invencién proporciona un promotor minimo especifico
de mielina que comprende o consiste en la secuencia definida en la SEQ ID NO. 5 o
una secuencia con al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de
secuencia con la SEQ ID NO. 5, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u
86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de
identidad de secuencia u homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 5. Las
preferencias por las caracteristicas de este aspecto son como se describen en esta
descripcion, por ejemplo, las preferencias por el vector, acido nucleico, promotor,
enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en la presente
descripcion.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un promotor minimo especifico
de mielina que comprende o consiste en la secuencia definida en la SEQ ID NO. 22 o
una secuencia con al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de
secuencia con la SEQ ID NO. 22, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u
86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, 0 100 % de
identidad de secuencia u homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 22. Las
preferencias por las caracteristicas de este aspecto son como se describen en esta
descripcion, por ejemplo, las preferencias por el vector, acido nucleico, promotor,
enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en la presente
descripcion. En algunas modalidades, la invencion proporciona un promotor minimo
especifico de mielina humano, en donde el promotor minimo especifico de mielina
humano tiene una homologia de secuencia con al menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %,
u 86 %, u 88 %, 090 %, 092 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, 0 100 % de
homologia de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 22.

En un aspecto adicional, la invenciébn proporciona una construcciéon
polinucleotidica que comprende una primera secuencia de acido nucleico que es un
promotor especifico de las células de Schwann, opcionalmente un promotor especifico
de mielina, que comprende opcionalmente el promotor de la proteina cero de mielina
(Mpz) o un promotor minimo especifico de mielina como se define en la presente
descripcion, unido operativamente a una segunda secuencia de acido nucleico que se
transcribe en un primer polinucleétido, en donde el segundo acido nucleico:

a) es el marco de lectura abierto o ADNc u otros elementos de un gen; o b) se
transcribe en un ARN no codificante.

La invencion también proporciona un vector viral que comprende dicha

construccion polinucleotidica, por ejemplo, proporciona un vector AAV que comprende
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la construccion. Las preferencias por las caracteristicas de este aspecto son como se
describen en esta descripcion, por ejemplo, las preferencias por el vector, acido
nucleico, promotor, enfermedad asociada con las células de Schwann son como se
definen en la presente descripcion. Por ejemplo, en una modalidad, la construccion
polinucleotidica de la invencién comprende un promotor especifico de las células de
Schwann, en donde el promotor es a) un promotor minimo especifico de las células de
Schwann, opcionalmente un promotor minimo de Mpz como se describe en la
presente descripcion, por ejemplo, cuando el promotor tiene una secuencia con al
menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %,
0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, 0 100 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia
con la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 22; o b) un promotor de Mpz de longitud
completa en donde opcionalmente el promotor tiene una secuencia con al menos
75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %,
0 98 %, 0 99 %, 0 100 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia con la
SEQ ID NO. 4 ola SEQ ID NO. 18.

Preferentemente, la construccion polinucleotidica de la invencién comprende un
promotor minimo de Mpz humano o Mpz de longitud completa humano como se
describe en la presente descripcion.

En un aspecto adicional, la invencidn proporciona los siguientes vectores virales:

a) Un vector AAV-Mpz.Egfp que comprende un vector AAV9, el promotor de la
proteina cero de mielina (Mpz) y el gen indicador de EGFP (SEQ ID NO. 1), en donde
opcionalmente el promotor tiene una secuencia con al menos 75 %, 80 %, u 82 %, u
84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o
100 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 4 o la
SEQ ID NO. 18;

b) Un vector AAV9-Mpz-GJB1 que comprende un vector AAV9, el promotor de
la proteina cero de mielina (Mpz) y el marco de lectura abierto (ORF) del gen de union
en hendidura beta 1 (GJB1) (SEQ ID NO. 2), en donde opcionalmente el promotor
tiene una secuencia con al menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o
90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, 0 100 % de homologia de
secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 4 o la SEQ ID NO. 18;

¢) Un vector AAV9-miniMpz.Egfp que comprende un vector AAV9, el promotor
minimo de la proteina cero de mielina (miniMpz) y el gen indicador de EGFP (SEQ ID
NO. 3), en donde opcionalmente el promotor miniMPZ tiene una homologia de
secuencia con al menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %,
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094 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o0 100 % de homologia de secuencia o
identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 22;

d) Un vector AAV9-Mpz-GJB1 humano que comprende un vector AAV9, el
promotor de la proteina cero de mielina humana (hP0O) y el marco de lectura abierto
(ORF) del gen de unién en hendidura beta 1 (GJB1) (SEQ ID NO. 17);

e) Un vector AAV9-Mpz-Egfp humano que comprende un vector AAV9, el
promotor de la proteina cero de mielina humana (hP0O) y el gen indicador de EGFP
(SEQ ID NO. 19);

f) Un vector AAV9-miniMpz-SH3TC2.myc.ITR que comprende un vector AAV9,
un promotor minimo de la proteina cero de mielina (Mpz) y el marco de lectura abierto
(ORF) del gen SH3TC2 (SEQ ID NO. 20);

g) Un vector AAV9-miniMpz-SH3TC2 humano que comprende un vector AAV9,
un promotor minimo de la proteina cero de mielina humano (hPO0) y el marco de lectura
abierto (ORF) del gen SH3TC2 (SEQ ID NO. 21);

h) Un vector AAV9-miniMpz-Egfp humano que comprende un vector AAV9, un
promotor minimo de la proteina cero de mielina humano (hP0) y el gen indicador de
EGFP (SEQ ID NO. 23);

o i) un AAV, en donde opcionalmente el vector AAV es un AAV9Las
preferencias por las caracteristicas de este aspecto son como se describen en esta
descripcion, por ejemplo, las preferencias por el vector, acido nucleico, promotor,
enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en la presente
descripcion.

En una modalidad especifica, la invencién también proporciona un vector viral
para el uso en el tratamiento o la prevenciéon de una enfermedad asociada con las
células de Schwann en un sujeto que lo necesite, en donde el vector viral comprende
una primera secuencia de acido nucleico que se transcribe en un primer polinucleétido,
y en donde la transcripcién de dicho primer acido nucleico esta bajo el control de un
promotor minimo especifico de mielina, que opcionalmente comprende o consiste en
la secuencia definida en la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 22 o que tiene al menos
75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 5 0 22,
opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, o
94 %, 0 96 %, o 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 5 o 22. En una modalidad, el vector viral
puede ser un vector AAV. En otra modalidad alternativa, el vector viral puede ser un

vector lentiviral. Las preferencias por las caracteristicas de este aspecto son como se
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describen en esta descripcion, por ejemplo, las preferencias por el vector, acido
nucleico, promotor, enfermedad asociada con las células de Schwann son como se
definen en la presente descripcion.

En otro aspecto, la invencién también proporciona composiciones farmacéuticas
que comprenden cualquiera de los vectores virales como se describe en la presente
descripcion. En algunas modalidades, la composicién farmacéutica comprende una
cantidad apropiada del vector viral y ademas comprende un excipiente, diluyente,
portador, tampén o adyuvante aceptable farmacéuticamente. Las preferencias por las
caracteristicas de este aspecto son como se describen en esta descripcion, por
ejemplo, las preferencias por el vector, acido nucleico, promotor, enfermedad asociada
con las células de Schwann son como se definen en la presente descripcion.

Como se usa en la presente descripcidn, "composicion farmacéutica" significa
una formulacion eficaz terapéuticamente para el uso en el tratamiento o la prevencion
de enfermedades asociadas con las células de Schwann.

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse de una manera conocida
en la técnica que sea lo suficientemente estable para el almacenamiento y adecuada
para su administracién a seres humanos.

Por "aceptable farmacéuticamente" nos referimos a un material no téxico que no
disminuye la efectividad de la actividad biolégica de los ingredientes activos, es decir,
el vector viral. Dichos portadores o excipientes aceptables farmacéuticamente se
conocen bien en la técnica (ver Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a edicion,
A.R. Gennaro, Ed., Mack Publishing Company (1990) y el manual de Pharmaceutical
Excipients, 3a edicién, A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press (2000), que se incorporan
en la presente descripcion como referencia).

El término "tampoén" pretende significar una soluciéon acuosa que contiene una
mezcla acido-base con el propdsito de estabilizar el pH. Los ejemplos de tampones
son Trizma, Bicine, Tricine, MOPS, MOPSO, MOBS, Tris, Hepes, HEPBS, MES,
fosfato, carbonato, acetato, citrato, glicolato, lactato, borato, ACES, ADA, tartrato,
AMP, AMPD, AMPSO, BES, CABS, cacodilato, CHES, DIPSO, EPPS, etanolamina,
glicina, HEPPSO, imidazol, acido imidazol lactico, PIPES, SSC, SSPE, POPSO,
TAPS, TABS, TAPSO y TES.

El término "diluyente" pretende significar una solucién acuosa o no acuosa con el
fin de diluir el vector viral en la preparacion farmacéutica. El diluyente puede ser uno o

mas de solucion salina, agua, polietilenglicol, propilenglicol, etanol o aceites (tales
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como aceite de cartamo, aceite de maiz, aceite de mani, aceite de semilla de algodon
0 aceite de sésamo).

El término "adyuvante" pretende significar cualquier compuesto adicionado a la
formulacién para aumentar el efecto bioldgico del vector viral. El adyuvante puede ser
una o mas plata coloidal, sales de zinc, cobre o plata con diferentes aniones, por
ejemplo, pero sin limitarse a fluoruro, cloruro, bromuro, yoduro, tiocianato, sulfito,
hidréxido, fosfato, carbonato, lactato, glicolato, citrato, borato, tartrato, y acetatos de
diferente composicion de acilo. Los adyuvantes pueden ser, ademas, polimeros
cationicos tales como PHMB, éteres de celulosa cationicos, ésteres de celulosa
catiénicos, acido hialurénico desacetilado, quitosano, dendrimeros catidnicos,
polimeros sintéticos catiénicos tales como, poli(vinil imidazol) y polipéptidos catidnicos
tales como polihistidina, polilisina, poliarginina y péptidos que contienen estos
aminodcidos.

El excipiente puede ser uno o mas de carbohidratos, polimeros, lipidos y
minerales. Los ejemplos de carbohidratos incluyen lactosa, sacarosa, manitol y
ciclodextrinas, que se adicionan a la composicién, por ejemplo, para facilitar la
liofilizacion. Los ejemplos de polimeros son almidon, éteres de celulosa, celulosa,
carboximetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxietilcelulosa,
etilhidroxietilcelulosa, etilcelulosa, metilcelulosa, propilcelulosa, alginatos,
carragenanos, acido hialurénico y sus derivados, acido poliacrilico, polisulfonato,
polietilenglicol/6xido de polietileno, copolimeros de 6éxido de polietileno/6xido de
polipropileno, alcohol polivinilico/acetato de polivinilo de diferentes grados de hidrdlisis,
poli(acido lactico), poli(acido glicélico) or sus copolymers con diversas composiciones
y polivinilpirrolidona, todos de diferente peso molecular, que se adicionan a la
composicion, por ejemplo, para el control de la viscosidad, para lograr la bioadhesion,
0 para proteger al ingrediente activo de la degradacion quimica y proteolitica. Los
ejemplos de lipidos son acidos grasos, fosfolipidos, mono, di, y triglicéridos,
ceramidas, esfingolipidos y glicolipidos, todos de diferente longitud y saturacion de la
cadena de acilo, lecitina de huevo, lecitina de soja, lecitina de soja y huevo
hidrogenados, que se adicionan a la composicién por razones similares a las de los
polimeros. Los ejemplos de minerales son talco, 6xido de magnesio, 6xido de zinc y
oxido de titanio, que se adicionan a la composicion para obtener beneficios tales como
la reduccion de la acumulacion de liquido o propiedades ventajosas de pigmentos.

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso de un vector viral como se

describe en la presente descripcién en un método de fabricacion de un medicamento
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para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad asociada con las células de
Schwann. En algunas modalidades, la enfermedad causa destruccién y/o formacion
reducida de la vaina de mielina por las células de Schwann. En una modalidad
preferida, la enfermedad es la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth. Las preferencias
por las caracteristicas de este aspecto son como se describen en esta descripcion, por
ejemplo, las preferencias por el vector, acido nucleico, promotor, enfermedad asociada
con las células de Schwann son como se definen en la presente descripcion.

En aun otro aspecto, la invencién proporciona métodos de tratamiento o la
prevencion de una enfermedad asociada con las células de Schwann mediante el uso
de cualquiera de los vectores virales descritos en la presente descripcion. En una
modalidad especifica, la invencién proporciona métodos de tratamiento o la prevencion
de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth. En una modalidad preferida, la enfermedad
es la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 1X o tipo 4C. Las preferencias por las
caracteristicas de este aspecto son como se describen en esta descripcion, por
ejemplo, las preferencias por el vector, acido nucleico, promotor, enfermedad asociada
con las células de Schwann son como se definen en la presente descripcion.

El experto en la técnica apreciara que los vectores virales descritos en la
presente descripcién podrian usarse en un sistema CRISPR/Cas para el uso en la
edicién o silenciamiento de genes, por ejemplo, mediante el uso de un polipéptido
dead-Cas9. En consecuencia, en otro aspecto, la invencién incluye un vector viral o
una construccién polinucleotidica como se describe en la presente descripcion para el
uso en un sistema CRISPR/Cas9 que comprende uno cualquiera o mas de:

a) un polinucleétido que codifica un ARN guia unico (ARNgu) que se dirige a un
gen de interés;

b) un polinucledtido que codifica un polipéptido Cas9;

¢) un polinucleétido que codifica un polipéptido de interés.

Las preferencias por las caracteristicas de este aspecto son como se describen
en esta descripcidn, por ejemplo, las preferencias por el vector, acido nucleico,
promotor, enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en
la presente descripcion.

Para el experto en la técnica estara claro que los vectores virales descritos en la
presente descripcion podrian tener una variedad de usos distintos del tratamiento o la
prevencion de enfermedades asociadas con las células de Schwann. Por ejemplo, los
vectores virales descritos en la presente descripcion pueden usarse en un método de

marcaje de las células de Schwann, por ejemplo con proteina fluorescente, por
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ejemplo, la proteina fluorescente verde (GFP) o la proteina fluorescente verde
mejorada (EGFP), o con otros indicadores no fluorescentes. En algunos ejemplos, el
marcaje de las células de Schwann puede usarse en un método de diagndstico de una
enfermedad asociada con las células de Schwann.

Las preferencias por las caracteristicas de este aspecto son como se describen
en esta descripcién, por ejemplo, las preferencias por el vector, acido nucleico,
promotor, enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en
la presente descripcion.

En otro ejemplo, los vectores virales descritos en la presente descripcién pueden
usarse en métodos para inducir a las células de Schwann a diferenciarse en tipos
celulares alternativos, por ejemplo, neuronas, oligodendrocitos o astrocitos.

En adn otro ejemplo, los vectores virales descritos en la presente descripcion
pueden usarse en métodos para estimular a las células de Schwann para apoyar la
regeneracion en un sujeto que lo necesite, por ejemplo, después de una lesién o
trauma. Las preferencias por las caracteristicas de este aspecto son como se
describen en esta descripcion, por ejemplo, las preferencias por el vector, acido
nucleico, promotor, enfermedad asociada con las células de Schwann son como se
definen en la presente descripcion.

En audn otro ejemplo, los vectores virales descritos en la presente descripcion
pueden ser adecuados para el uso en métodos ex vivo para tratar enfermedades
asociadas con las células de Schwann. Por ejemplo, las células diana podrian
eliminarse del sujeto que necesita tratamiento y transducirse con un vector viral como
se describe en la presente descripcion antes de volver a introducirse en el sujeto.

Las preferencias por las caracteristicas de este aspecto son como se describen
en esta descripcién, por ejemplo, las preferencias por el vector, acido nucleico,
promotor, enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en
la presente descripcion.

La invencion también proporciona una célula que ha sido transducida por el
vector viral de la invencién, por ejemplo, una célula de Schwann.

La invencion también proporciona una célula que comprende la construccion de
acido nucleico de la invencion que comprende el promotor relevante y el primer acido
nucleico. El experto en la técnica conocera que los vectores virales de la presente
invencién pueden producirse en células cultivadas, preferentemente células HEK293,

por ejemplo, como se describié en (58).
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Se apreciara que los vectores y métodos descritos en la presente descripcion
pueden realizarse in vivo, pero también pueden usarse ex vivo o in vitro, por ejemplo,
células tales como las células de Schwann pueden transducirse in vitro o ex vivo para

fines terapéuticos o de investigacién posteriores.

La invencion también proporciona kits que pueden usarse para implementar
cualquiera de los vectores virales descritos en la presente descripcion. Por ejemplo, la
invencion proporciona un kit para el uso con el vector viral o polinucleétido de

cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el kit comprende uno o mas de:

a) un vector viral como se define en la presente descripcion;

b) una construccién polinucleotidica como se define en la presente
descripcion;

C) un vector viral;

d) un vector viral que comprende la construccion polinucleotidica como se

define en la presente descripcion;

e) un portador y/o excipiente aceptable farmacéuticamente;

f)una jeringa de un solo uso, por ejemplo una jeringa de un solo uso adecuada
para inyeccion lumbar intratecal;

9) instrucciones de uso.

En una modalidad, el kit comprende mas que un vector viral de acuerdo con la
invencién, por ejemplo, el kit puede comprender dos vectores virales diferentes como
se define en la presente descripcion.

Para el experto en la técnica estara claro que en cualquiera de los usos
terapéuticos de la invencién, puede administrarse al sujeto mas de un vector viral de
acuerdo con la invencion. Sera evidente para el experto en la técnica que en algunas
situaciones esto es ventajoso, por ejemplo, si se conoce que mas de un gen esta
asociado con la enfermedad asociada con las células de Schwann, pueden
administrarse multiples vectores virales, cada vector dirigido a expresar una proteina
terapéutica diferente. Alternativamente, un solo vector puede expresar mas de una
proteina terapéutica o ARN no codificante. En otras situaciones, como las descritas
anteriormente, puede usarse un vector viral para expresar, por ejemplo, una proteina
Cas9 en las células de Schwann y puede usarse un vector viral diferente para

expresar el ARNg relevante para dirigir Cas9 al acido nucleico requerido.
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El listado o discusion de un documento publicado aparentemente antes en esta
descripcion no deben tomarse necesariamente como un reconocimiento de que el
documento es parte del estado de la técnica o es de conocimiento general comun.

Las preferencias y opciones para un aspecto, caracteristica o parametro dado de
la invencion, a menos que el contexto indique de cualquier otra manera, deben
considerarse como que se describieron en combinacion con todas y cada una de las
preferencias y opciones para todos los demas aspectos, caracteristicas, y parametros
de la invencion.

En consecuencia, y para ejemplificar como la descripcion de un aspecto de la
invencion se relaciona con otros aspectos de la invencién, y para demostrar cémo
pueden combinarse estos aspectos, la invencion, en algunas modalidades,
proporciona:

Un vector viral para el uso en el tratamiento o la prevencién de una enfermedad
asociada con las células de Schwann en donde el vector viral es un AAV y en donde el
vector viral comprende un primer acido nucleico que puede transcribirse en un primer
polinucleétido, en donde la expresién del primer polinucledtido es bajo el control de un
promotor minimo especifico de mielina (Mpz);

Un vector viral para el uso en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad
asociada con las células de Schwann en donde el vector viral es un AAV y en donde el
vector viral comprende un primer acido nucleico que puede transcribirse en un primer
polinucleétido, en donde la expresion del primer polinucleétido es bajo el control de a)
un promotor de la proteina cero de mielina (Mpz), en donde opcionalmente el promotor
tiene una secuencia con al menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o
90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de homologia de
secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 4 ola SEQ ID NO. 1; o

b) un promotor minimo especifico de mielina (miniMpz), que opcionalmente
comprende o consiste en la secuencia definida en la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO.
22, en donde opcionalmente el promotor miniMPZ tiene una homologia de secuencia
con al menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, o
96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o0 100 % de homologia de secuencia o identidad de
secuencia con la SEQ ID NO. 5o la SEQ ID NO. 22;

Una construccion polinucleotidica que comprende una primera secuencia de
acido nucleico que es un promotor minimo especifico de mielina (Mpz) que esta

operativamente unido a una segunda secuencia de acido nucleico, en donde la
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segunda secuencia de acido nucleico es el marco de lectura abierto de una secuencia
génica o codifica un ARN no codificante;

Un promotor minimo especifico de mielina (Mpz) que conduce a niveles altos de
expresion en células de Schwann y es adecuado para el uso en los vectores virales

descritos en la presente descripcion.

La invencién también proporciona:
un vector viral para el uso en el tratamiento o la prevencion de CMT1X, en
donde el vector comprende un promotor de Mpz humano (de acuerdo con la SEQ ID
NO: 18) unido operativamente al gen GJB1, en donde el vector viral es AAV9;
uso de un vector viral en un método de fabricacion de un medicamento para el
tratamiento o la prevencion de CMT1X, en donde el vector comprende un promotor de
Mpz humano (de acuerdo con la SEQ ID NO: 18) unido operativamente al gen GJB1,
donde el vector viral es AAV9; y
un método para tratar o evitar la CMT1X en donde el método comprende
administrar un vector viral a un paciente que lo necesita, en donde el vector viral
comprende un promotor de Mpz humano (de acuerdo con la SEQ ID NO: 18) unido
operativamente al gen GJB1, y donde el vector viral es AAV9.
La invencién también proporciona:
un vector viral para el uso en el tratamiento o la prevencion de CMT4C, en
donde el vector comprende el promotor minimo de Mpz humano (de acuerdo con la
SEQ ID NO: 22) unido operativamente al gen SH3TC2, donde el vector viral es AAV9;
uso de un vector viral en un método de fabricacién de un medicamento para el
tratamiento o la prevencién de CMT4C, en donde el vector comprende un promotor de
Mpz humano (de acuerdo con la SEQ ID NO: 22) unido operativamente al gen
SH3TC2, donde el vector viral es AAV9; y
un método para tratar o evitar CMT4C en donde el método comprende
administrar un vector viral a un paciente que lo necesita, en donde el vector viral
comprende un promotor de Mpz humano (de acuerdo con la SEQ ID NO: 22) unido
operativamente al gen SH3TC2, y donde el vector viral es AAV9.
Un paciente que lo necesita incluye un paciente que ha mostrado sintomas o ha
recibido un diagndstico de una de las enfermedades descritas en la presente
descripcion, y también incluye un paciente que se sospecha que tiene, o desarrollara,

una de las enfermedades descritas en la presente descripcion.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Plasmidos de transferencia del vector AAV generados para la

expresion génica dirigida a células de Schwann: vector pAAV-Mbz.GJB1 que
contiene el marco de lectura abierto GJB1 humano que expresa Cx32 (Completo) y
pAAV-Mpz.Egfp que expresa el gen indicador EGFP (Simulado).

Figura 2: Expresion génica dirigida a células de Schwann mediada por
AAV9. A-D: Cuatro semanas después de la inyeccion intratecal lumbar (i.th.) del vector
AAV9-Mpz-Egfp en ratones de tipo salvaje (WT) de 2 meses, la inmunotinciéon de
secciones de la raiz lumbar (A-B) con anticuerpo anti EGFP (A2, B) muestra expresion
perinuclear (asteriscos) en un subconjunto de las células de Schwann con un aumento
bajo (izquierda) y mayor (derecha). La expresion de EGFP también se observa en la
seccion del nervio ciatico a un aumento bajo sin tincién de anticuerpos (C2) y a un
aumento mayor de las fibras del nervio ciatico separadas inmunotefidas con el
anticuerpo anti EGFP (D2). A1, C1 y D1 muestran solo tinciéon nuclear con DAPI de las
mismas areas que se muestran en A2, C2, D2. E: Cuantificaciéon de relaciones de las
células de Schwann positivas a EGFP en raices lumbares y nervios ciaticos. F: Los
numeros de copias de vectores (VCN) en las raices lumbares, las secciones
proximales y distales de los nervios ciaticos demuestran un gradiente de
biodistribucion del vector hacia los nervios periféricos después de la inyeccion
intratecal. G: El analisis de inmunotransferencia de lisados de raiz lumbar (LR), nervios
femorales (FN) y nervios ciaticos (SN) de diferentes ratones (1-4) muestra la banda
especifica de EGFP especifica en la mayor parte del tejido de los ratones inyectados
correspondiente al control positivo (+) de una muestra transgénica, mientras que esta
ausente en el control negativo (-) (Kagiava y otros, no publicado).

Figura 3: Expresion del vector AAV9-Mpz.GJB1 suministrado
intratecalmente en ratones Cx32KO y R75W KO de 2 meses. A. Numeros de copias
de vectores (VCN) en tejidos relevantes. La inmunotincion de las fibras separadas del
ciatico WT (B) y Cx32 KO (C) demuestra la localizacion especifica de Cx32 en las
areas de mielina paranodal en la fibra WT (flechas) que esta ausente en Cx32 KO. La
inyeccion de AAV9-Mpz.GJB1 i.th. da como resultado la expresion paranodal de Cx32
no solo en las fibras ciaticas de Cx32 KO (D), sino también en las fibras de R75W KO
(E), a pesar de la presencia del mutante R75W en las areas perinucleares (asterisco y
puntas de flecha abiertas). F: Analisis de transferencia Western de la expresion de
Cx32 en muestras de raiz lumbar y nervio ciatico (TG+: transgénico positivo; KO:

controles negativos de Cx32 KO no tratados) (Kagiava y otros, no publicado).

40



Figura 4: Analisis del comportamiento de ratones Cx32 KO inyectados
terapéuticamente con AAV9-Mpz.GJB1 (completo) a los 6 meses de edad en
comparacion con crias de la misma camada tratadas con AAV9-Mpz.Egfp
(simulado). Los resultados de las pruebas de rendimiento motor con varilla giratoria
(izquierda) y agarre del pie (derecha) en ratones tratados con AAV9-Mpz.GJB1 (GJB1)
en comparacion con ratones Cx32 KO tratados de forma simulada, como se indica. El
analisis del curso temporal de cada grupo mostré una mejora en el rendimiento motor
de los ratones Cx32 KO completamente tratados en el analisis de la varilla giratoria y
del agarre del pie 2 meses después de la inyeccion (8 meses de edad) y después, el
rendimiento motor se mantuvo estable hasta los 10 meses de edad. Por el contrario,
los ratones tratados de forma simulada no mejoraron con el tiempo como lo indican
ambas pruebas de comportamiento.

Figura 5: Resultados de los estudios de conduccién motora del nervio
ciatico. Las velocidades de conduccion nerviosa motora (MNCV) mejoraron en los
ratones Cx32 KO completamente tratados de 10 meses de edad en comparacién con
las crias de la misma camada inyectadas con vector simulado que se aproximan a los
valores de WT.

Figura 6: Analisis morfolégico de las raices espinales anteriores de ratones
Cx32 KO después del suministro terapéutico intratecal de AAV9-Mpz.GJB1 en
comparacion con el vector de ratones tratados de forma simulada. Imagenes
representativas de secciones semifinas de raices espinales lumbares anteriores
unidas a la médula espinal con un aumento bajo (A-B) y mayor (C-D), asi como
también resultados de analisis morfométricos (E-F) de ratones tratados con vector
simulado o completo (GJB1) como se indica, a los 10 meses de edad (4 meses
después del tratamiento). Las raices de ratones inyectados con AAV9-Mpz.GJB1 (B,
D) muestran una mielinizacion mejorada en comparacion con las raices de una cria de
la misma camada tratada de forma simulada (A, C) con menos fibras desmielinizadas
(*) y remielinizadas (r). La cuantificacion de las relaciones de fibras mielinizadas de
manera anormal en multiples raices confirma una mejora significativa en el numero de
fibras mielinizadas de manera anormal (E), asi como también una reduccién
significativa en el numero de macréfagos espumosos (F) en los tratados
completamente en comparacion con las crias de la misma camada tratadas con un
vector simulado.

Figura 7: Analisis morfolégico de los nervios ciaticos de ratones Cx32 KO

después del suministro terapéutico intratecal del vector AAV9-Mpz.GJB1.
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Imagenes representativas de secciones semifinas de los nervios ciaticos con aumento
bajo (A-B) y mayor (C-D), asi como también los resultados del analisis morfométrico
(E-F) de ratones tratados con vector simulado o completo (GJB1) como se indica, a los
10 meses de edad (4 meses) después del tratamiento). Los nervios de ratones
inyectados con AAV9-Mpz.GJB1 (B, D) muestran una mielinizacion mejorada en
comparacion con los nervios de una cria de la misma camada tratada de forma
simulada (A, C) con menos fibras desmielinizadas (*) y remielinizadas (r). La
cuantificacion de las relaciones de fibras mielinizadas de manera anormal en multiples
nervios confirma una mejora significativa en el numero de fibras mielinizadas de
manera anormal (E), asi como también una reduccion significativa en el numero de
macrofagos espumosos (F) en los tratados completamente en comparacion con las
crias de la misma camada tratadas con un vector simulado.

Figura 8: Analisis morfolégico de los nervios femorales de ratones Cx32
KO después del suministro terapéutico intratecal del vector AAV9-Mpz.GJB1.
Imagenes representativas de secciones semifinas de los nervios femorales con un
aumento bajo (A-B) y mayor (C-D), asi como también los resultados del analisis
morfométrico (E-F) de ratones tratados con vector simulado o completo (GJB1) como
se indica, a los 10 meses de edad (4 meses) después del tratamiento). Los nervios de
ratones inyectados con AAV9-Mpz.GJB1 (B, D) muestran una mielinizacion mejorada
en comparacion con los nervios de una cria de la misma camada tratada de forma
simulada (A, C) con menos fibras desmielinizadas (*) y remielinizadas (r). La
cuantificacion de las relaciones de fibras mielinizadas de manera anormal en multiples
nervios confirma una mejora significativa en el nimero de fibras mielinizadas de
manera anormal (E), asi como también una reduccién significativa en el nimero de
macrofagos espumosos (F) en los tratados completamente en comparacion con las
crias de la misma camada tratadas con un vector simulado.

Figura 9: La construccion miniMpz-Egfp clonada en el plasmido de transferencia
de AAV después de la amplificacion por PCR de una secuencia de 410 pb del
promotor de Mpz de rata de longitud completa de 1127 pb.

Figura 10: Inmunotincidon de secciones longitudinales de la raiz lumbar y el
nervio ciatico 4 semanas después de la inyeccién intratecal lumbar del vector AAV9-
miniMpz-Egfp en ratones WT de 2 meses con anticuerpo anti EGFP muestra expresion
perinuclear en un subconjunto de las células de Schwann (A, C). B y C son controles
negativos que muestran solo la tincion nuclear con DAPI. E: Porcentaje de las células

de Schwann positivas a EGFP (n = 5-6 ratones). F: Los numeros de copias de
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vectores en las raices lumbares y los nervios ciaticos demuestra una biodistribucién
del vector después de la inyeccion intratecal (n = 6 ratones).

Figura 11: Expresién minima del SNC del vector AAV9-miniMpz-Egfp.
Inmunotincion de secciones longitudinales de la médula espinal lumbar 4 semanas
después de la inyeccion intratecal lumbar del vector AAV9-miniMpz-Egfp en ratones
WT de 2 meses con anticuerpo anti EGFP en combinacién con marcadores celulares
NeuN (A, neuronas marcadas), GFAP (B, astrocitos marcados), CC-1 (C-D,
oligodendrocitos marcados) muestra que solo unas pocas células de cada tipo celular
expresan EGFP (los ejemplos se indican con flechas) mientras que la mayoria son
negativos a EGFP (los ejemplos se indican con puntas de flecha abiertas). E. La
cuantificacion en n = 3-5 ratones por tincién de marcador celular muestra tasas de
expresion bajas en los tres tipos de células del SNC de aproximadamente 2-3 %.

Figura 12: Prueba de comportamiento motor en grupos de ratones Cx32 KO
(modelo de CMT1X) a la edad de 2 meses tratados preventivamente con el vector
terapéutico completo (AAV9-Mpz-GJB1) o el vector simulado (AAV9-Mpz-Egfp).
La prueba de fuerza de agarre del pie se llevd a cabo antes del tratamiento (2 meses
de edad) y a los 4 (Figura 12A) y 6 (Figura 12B) meses de edad. Existe una mejora
funcional significativa en los grupos tratados a los 4 y 6 meses. La Figura 12C muestra
una mejora significativa a lo largo del tiempo después del tratamiento, mientras que los
ratones tratados de forma simulada no mostraron ninguna mejora.

Figura 13: Estudios electrofisiolégicos de ratones Cx32 KO de 6 meses de
edad tratados preventivamente (completos) y tratados de forma simulada. Los
estudios de conduccion del nervio ciatico motor se llevaron a cabo a los 6 meses de
edad y mostraron una mejora significativa de las velocidades de conduccion del nervio
ciatico después del tratamiento de terapia génica a la edad de 2 meses, en
comparacion con el tratamiento simulado.

Figura 14: Analisis morfolégico de las raices lumbares anteriores (motoras)
de ratones Cx32 KO de 6 meses de edad después del tratamiento preventivo con
el vector terapéutico completo (AAV9-Mpz-GJB1) o el vector simulado (AAV9-
Mpz-Egfp) a los 2 meses de edad. Imagenes representativas de secciones semifinas
de raices lumbares anteriores (motoras). Los ratones tratados con AAV9-Mpz-GJB1
(B, D) muestran una mielinizacion mejorada en comparacion con los ratones tratados
de forma simulada (A, C) con menos fibras desmielinizadas (*) y remielinizadas (r).

Segun lo confirmado por el analisis cuantitativo (E, F), se encontraron menos fibras
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desmielinizadas (*) o remielinizadas (r) (E) y menos macréfagos espumosos (F) en los
ratones tratados en comparacién con los tratados de forma simulada.

Figura 15: Analisis morfologico de los nervios ciaticos medios de ratones
Cx32 KO de 6 meses de edad después del tratamiento preventivo con el vector
terapéutico completo (AAV9-Mpz-GJB1) o el vector simulado (AAV9-Mpz-Egfp) a
los 2 meses de edad. Imagenes representativas de secciones semifinas de los
nervios ciaticos medios. Los ratones tratados con AAV9-Mpz-GJB1 (B, D) muestran
una mielinizacién mejorada en comparacion con los ratones tratados de forma
simulada (A, C) con menos fibras desmielinizadas (*) y remielinizadas (r). Segun lo
confirmado por el analisis cuantitativo (E, F), se encontraron menos fibras
desmielinizadas (*) o remielinizadas (r) (E) y menos macréfagos espumosos (F) en los
ratones tratados en comparacion con los tratados de forma simulada.

Figura 16: Analisis morfolégico de los nervios motores femorales de
ratones Cx32 KO de 6 meses de edad después del tratamiento preventivo con el
vector terapéutico completo (AAV9-Mpz-GJB1) o el vector simulado (AAV9-Mpz-
Egfp) a los 2 meses de edad. Imagenes representativas de secciones semifinas de
nervios motores femorales. Los ratones tratados con AAV9-Mpz-GJB1 (B, D) muestran
una mielinizacibn mejorada en comparacion con los ratones tratados de forma
simulada (A, C) con menos fibras desmielinizadas (*) y remielinizadas (r). Segun lo
confirmado por el analisis cuantitativo (E, F), se encontraron menos fibras
desmielinizadas (*) o remielinizadas (r) (E) y menos macréfagos espumosos (F) en los
ratones tratados en comparacion con los tratados de forma simulada.

Figura 17: Analisis de expresion de SH3TC2 en el sistema nervioso
periférico de ratones Sh3tc2 -/- después del suministro intratecal del vector
terapéutico AAV9-mini-Mpz-SH3TC2.myc novedoso. Expresion de la proteina
SH3TC2 humana normal (rojo) principalmente en el citoplasma perinuclear de las
células de Schwann mielinizantes en las raices lumbares (A) y los nervios ciaticos
(seccion en D vy fibras separadas en F) 4 semanas después de la inyeccion intratecal
del vector AAV9-miniMpz-SH3TC2myc en ratones Sh3tc2 -/-. Los tejidos de ratones
sin inyectar se muestran en A, C, E como control negativo. Los nucleos celulares se
tinen de azul. La cuantificacion de las tasas de expresiéon (% de células positivas para
SH3TC2) en raices lumbares y nervios ciaticos en n = 5 ratones se muestra en la
Figura 17G.

SECUENCIAS

44



SEQID NO. 1: Construccién AAV-Mpz.Egfp
tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgecccgggcaaagcccgggcgtecgggegacctttggtcgecc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtaccgggccccccctcgaggtcgacggtatcgata
agcttcctgttcagactcgtttcctgctgtaccctttcaatggccccacatcaaatcaaacacagatggcacatatctacicta
aatatatgcagagcttcacaaacgtcatacacgtacgtgtgtcacacacgcacacacacacccttccacctctgcccttac
ctttgctgtcccatctagacattatcccteccatcececcttatttcecttatcaaaatggctgctecticaaggttccaaataacact
gcttectggacctgactcctctttcctctgaacttcctgtgttaagtgtaticctagtgeactgtgccttggtagtigttgagatige
cctctgcttctcectictgectcecteatctagtgatcttgagcetigtagaaagaactgaattaccatictaatacgagcattctcg
aactctccaaatagccaccaagcaggacaataggcagltcttgatcatttaaactgctgcatggcaaaaggaatcgaag
gatticttaacagaagtgggggggggggagatctgggcticttcctggaagtttcctgatagagaaaatcttctgcctgggt
agaaftctcccaggatgcagggagatggaaaaagtgttccccaaggactttgtagtctacaggttgtggagccatcggaa
caacgagacaccctaatttgggagtgctctgaaagaaacttgcctctaggccctagggctctcaggcaaggaggctaag
aaggaatcctttgctgtagccttttggatttaggttictcagcttatctatccctcagagaagtgtgtctatgtecctttictgtcect
ctgcctcaccccaccccaacattccaacctagggtagggggaggtcagtatacacaaagccctctgtgtaaggggtggt
atgtgtccccccaccccecctacccagagtatacaatgceccctictgctccatgeccctgeccaccctcccaccacctctcaat
tgcacatgccaggctgcaattggtcactggctcaggacagcecccctcatgctggggatccaggggattttaagcaggttc

cagaaaacaccactcagttccttgtcccccgctctectccaccccacagacgctctgccaagcettgatatcgaattgatcca

ccggtcgccaccatggtgagcaagggcgaggagctgttcaccgggatggtgcccatectggtcgagetggacggcega

cgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagtica

tctgcaccaccggcaagctgceccgtgcecctggeccaccctcgtgaccaccctgacctacggegtgcagtgcettcagecg

ctaccccgaccacatgaagcagcacgactticttcaagtccgccatgecccgaaggcetacgtccaggagegceaccatcttc

ttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgage

tgaagggcatcgacticaaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgt

ctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaactticaagatccgccacaacatcgaggacggcagce

gtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacccccatcggcgacggecccgtgcetgetgcccgacaaccactacct

gagcacccagtccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtectgetggagttcatgaccgecg

ccgggatcactctcggcatggacgagcetgtacaagtaaagcggccctagatcaagcttatcgataatcaaccictggatt

acaaaatttgtgaaaqattgactqgqtaticttaactatgttgctccttttacqctatgtggatacqctqctttaatgcctttgtatcat

gctattgcttccegtatgqgctttcatttictcctecttgtataaatectggttgetgtctetttatgaggagtigtggeccgttgtcagg

caacqtggcgtggtgtgcactqgtgtttgctgacgcaacccccactqggttggggcattgeccaccacctgtcagctectttccq

gqacttteqgctttccecctecctattgeccacggeggaactcatcgecgectgecttgeecegcetgetggacaggggceteggcet

gttgggcactgacaattcecgtqqtgttgtcggggaaatcategtcctticcttggcetgctegcectgtgtigeccacctgqattctg

cgcggqgacgtccttetgctacgteccttcggecctcaatccageggaccttecttceccgeggectgetgeecggcetetgecgge

ctcttccgcegtcttcgecttcgeectcagacgagtcggatcetccectttgggecgcectcecegcatcgataccgtcgacteget
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gatcagcctcgactgtgccttctagttgccagccatctgttgtttgccectcececegtgecttccttgaccctggaaggtgeca
ctcccactgtcctticctaataaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtag
ggcaggacagcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcettctgag
gcggaaagaaccagctggggctcgactagagcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaacta
caaggaacccctagtgatggagttggccactccctctctgcgcgctcgetcgectcactgaggeccgggegacc
aaaggtcgcccgacgcccgggctttgcccgggcggcectcagtgagcgagcgagcgcgcagagctttttgea
aaagcctaggcctccaaaaaagcctcctcactacttctggaatagctcagaggccgaggceggcectcggcectctgcataa
ataaaaaaaattagtcagccatggggcggagaatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggeggagtta
ggggcgggactatggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgetggggagectggggactttccaca
cctggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagectggggactttccacaccctaactgac
acacattccacagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggceggtttgegtatigggcgctcttccgcettecte
gctcactgactcgctgegceteggtegticggetgecggegageggtatcagcetcactcaaaggeggtaatacggttatccac
agaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggcc
gcgttgctggcegtttttccataggctccgecccectgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggegaa
acccgacaggactataaagataccaggcgttticcccctggaagctccctegtgegctctectgttccgaccctgecegctta
ccggatacctgtccgcctttctcecttcgggaagcegtggcegcttictcatagctcacgcetgtaggtatctcagtticggtgtaggt
cgttcgctccaagcetgggcetgtgtgcacgaacccecccgttcagcccgaccgctgegcecttatccggtaactategtcettgag
tccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggce
ggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaage
cagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtageggtggtttttttgtttgcaag
cagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacga
aaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttitaaattaaaaatgaagttttaa
atcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtct
atttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctg
caatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggcecgagceg
cagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagtta
atagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgttiggtatggcttcattcagctceggttce
caacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgategtigtcaga
agtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttc
tgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcegtcaatacg
ggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaagg
atcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcticagcatcttttactttcaccagegtttc
tgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcat
actcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaa

caaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctat
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aaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgegcegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagcetcce
ggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcegegtcagegggtgttggeg
ggtgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccattcgacgctctcecttatgcgact
cctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggag
atggcgcccaacagtccceccggecacggggcectgccaccatacccacgccgaaacaagcegctcatgagecccgaagt
ggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggegatataggcgccagcaaccgcacctgtggegecggtgatgeegg
ccacgatgcgtccggegtagaggatctggctagecgatgaccctgetgattggttcgctgaccatttccgggtgecgggacg
gcgttaccagaaactcagaaggttcgtccaaccaaaccgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgct
tcagtaagccagatgctacacaattaggcttgtacatattgtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatc

atacacatacgatttaggtgacactatagaatacacggaattaattc

Negrita = secuencia ITR
Cursiva = promotor de Mpz
Subrayado = EGFP

Subrayado en cursiva = secuencia WPRE

SEQ ID NO. 2: Construccion AAV-Mpz.GJB1
tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgecccgggcaaagcccgggcgtecgggcegacctttggtcgecc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtacccctcgaagcticctgticagactcgtttcctgct
gtaccctttcaatggccccacatcaaatcaaacacagatggcacatatctactctaaatatatgcagagcttcacaaacgt
catacacgtacgtgtgtcacacacgcacacacacacccttccacctctgcccttacctttgctgtcccatctagacattatcc
ctcccatccccttatticccttatcaaaatggctgctccticaaggttccaaataacactgcttcctggacctgactccictttcct
ctgaacttcctgtgttaagtgtaticctagtgcactgtgccttggtagttgtigagattgccctctgctictccctictgectectcat
ctagtgatcttgagcttgtagaaagaactgaattaccatictaatacgagcattctcgaactctccaaatagccaccaagca
ggacaataggcaglcttgatcatttaaactgctgcatggcaaaaggaatcgaaggatticttaacagaagtgggggggg
gggagatctgggcticttcctggaagtticctgatagagaaaatctictgcctgggtagaatctcccaggatgcagggagat
ggaaaaaglgttccccaaggactttgtagtctacaggttgtggagccatcggaacaacgagacaccctaatttgggagtg
ctctgaaagaaacttgcctctaggccctagggctctcaggcaaggaggctaagaaggaatcctttgetgtagcecttttgga
tttaggtttctcagcttatctatccctcagagaagtgtgtctatgtccctitictgtccctctgectcaccccaccccaacattcca
acctagggtagggggaggtcagtatacacaaagccctctgtgtaaggggtggtatgtgtccccccacccccctacccag
agtatacaatgccccttctgctccatgcccctgeccaccctcccaccacctctcaattgcacatgccaggcetgcaattggtca
ctggctcaggacagccccctcatgetggggatccaggggattttaagcaggttccagaaaacaccactcagttccttgtce

cccgctctctccaccccacagacgctctgccaagcticgagaatgaggcaggatgaactggacagatttgtacaccttge

tcagtggcgtgaaccggcattctactgeccattggccgagtatggctctcggtcatcticatcticagaatcatggtgetggtgg
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tggctgcagagagtatgtggggtgatgagaaatcticcticatctgcaacacactccagcectggcectgcaacagceatttgcta

tgaccaattcttccccatctcccatgtgecggcetgtggteccctgecagcetcatectagtttccaccccagcetctectecgtggecat

gcacgtggctcaccagcaacacatagagaagaaaatgctacggcttgagggccatggggaccccctacacctggag

gaggtgaagaggcacaaggtccacatctcagggacactgtggtggacctatgtcatcagcgtggtgticcggctgttgttt

gaggccgtcttcatgtatgtcttttatctgctctaccctggcetatgeccatggtgecagcetggtcaagtgecgacgtctaccectgec

ccaacacagtggactgcttcgtgtcccgccccaccgagaaaaccgtctticaccgtcticatgectagetgectctggeatctg

catcatcctcaatgtggccgagatggtgtacctcatcatccgggcectgtgcccgeccgageccagegecgctccaatccac

cttcccgcaagagcetcgggcettcggecaccgcectctcacctgaatacaagcagaatgagatcaacaagcetgetgagtga

gcaggatggctccctgaaagacatactgcgeccgcagecctggcaccgggactgggetggetgaaaagagecgaccgce

tgctcagcectgcetgaggatccctcgaggtcgacggtatcgataagcttatcgataatcaacctctggattacaaaattigtq

aaaqattgactqggqtattcttaactatqgttgctecttttacqgctatgtqggatacqgctgctttaatgcecttigtatcatgctattgceticc

cqtatqggqcttteattttctcctccttgtataaatectqqgttgcetqgtctctttatgaggagttgtggccegttgtcaggcaacgtggeq

tggtgtgcactqgtgtttgctgacgcaacccccactgqttggggcattgeccaccacctgtcagctectttccgggactttegcettt

ccccctecctattgccacggegqgaactcatcgecgectgcecttgeeeqgcetgetggacaggggceteggcetgtigggeactg

acaattecgtggtattgtcggggaaatcatcgtcectttccttggetgctegectgtgttgecacctggatictgegcgggacgt

ccttctgctacqgteccttcggecctcaatccageggaccticcttccecgeggectgetgeeggcetetgeggcectcticecgegt

cttcgccttecgcecectcagacgagtcggatcetccectttgggecgcectcecegeatcgataccgtcgactegetgatcagectc
gactgtgccttctagttgccagccatctgttgtttgcccctcceecgtgecttecttgaccctggaaggtgcecactcccactgte
ctttcctaataaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtggggcaggaca
gcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgaggcggaaaga
accagctggggctcgactagagcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaactacaaggaacc
cctagtgatggagttggccactccctctctgcgcgcetcgcectcgctcactgaggccgggcgaccaaaggtcgce
ccgacgcccgggctttgcccgggcecggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagcttittgcaaaagcectagg
cctccaaaaaagcctcctcactactictggaatagctcagaggccgaggeggcectcggcectctgcataaataaaaaaa
attagtcagccatggggcggagaatgggcggaactgggcggagttaggggegggatgggcggagttaggggeggga
ctatggttgctgactaattgagatgcatgcttigcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacacctggttgctga
ctaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcectggggactttccacaccctaactgacacacattccaca
gctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggeggtttgegtattgggegctcttccgcettectegetcactgactc
gctgegcteggtegticggetgecggecgagceggtatcagcetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggg
gataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctgge
gtttttccataggctcecgeccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacagg
actataaagataccaggcgtttccccctggaagctcectegtgegctctectgttccgacccetgecgcettaccggatacctgt
ccgcctttcteccttcgggaagcegtggcegctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtegticgeteccaa
gctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagecccgaccgcetgegcecttatccggtaactategtettgagtccaacceggt

aagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacag
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agttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttc
ggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagatta
cgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgt
taagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttitaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaa
gtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatc
catagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgetgcaatgatacce
gcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggt
cctgcaactttatccgectccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagticgccagttaatagtttgege
aacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtegtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatca
aggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagceggttagctccttcggtcctccgategttgtcagaagtaagttgg
ccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggt
gagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctctigcccggegtcaatacgggataatacce
gcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcatiggaaaacgttcticggggcgaaaactctcaaggatcttaccgcetg
ttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagegtttctgggtgagcea
aaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgtigaatactcatactcttcctttttc
aatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaatagggg
ttccgcegceacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaatagge
gtatcacgaggccctttcgtctcgegegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggte
acagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgegtcagegggtgttggegggtgtcggag
ctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccattcgacgctctcccttatgcgactcctgcattag
gaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggegcecc
aacagtcccccggccacggggcectgccaccatacccacgccgaaacaagegctcatgagcccgaagtggcegagec
cgatcttccccatcggtgatgtcggcgatataggcgccagcaaccgcacctgtggecgcecggtgatgcecggecacgatge
gtccggcegtagaggatctggctagecgatgaccctgcetgattggttcgetgaccatticcgggtgcgggacggcegttaccag
aaactcagaaggttcgtccaaccaaaccgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgcttcagtaagec
agatgctacacaattaggcttgtacatattgtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcatacacatac

gatttaggtgacactatagaatacacggaattaattc

Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor de Mpz

Subrayado = Cx32

Subrayado en cursiva = secuencia WPRE

SEQ ID NO. 3: Construccion AAV-miniMpz.Egfp
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tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgecccgggcaaagcccgggcgtecgggcegacctttggtcgecc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtaccgcicicaggcaaggaggctaagaaggaatc
ctttgctgtagccttttggatttaggttictcagcttatctatccctcagagaagtgtgtctatgtecctttictgtccctctgcctcac
cccaccccaacattccaacctagggtagggggaggtcagtatacacaaagccctctgtgtaaggggtggtatgtgtccc
cccacccccctacccagagtatacaatgccccttctgctccatgcccctgeccaccctcccaccacctctcaattgcacatg
ccaggctgcaattggtcactggctcaggacagccccctcatgctggggatccaggggattttaagcaggticcagaaaa

caccactcagttccttgtccecegctctctccaccccacagacgctctgeccaaccggtcgeccaccatggtgagcaagggce

gaggagctgttcaccgggatagtgcccatcctggtcgagectggacggcgacgtaaacggccacaagtticagegtgtcc

ggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagcetgcccgtgec

ctggcccaccctegtgaccaccctgacctacggegtgcagtgettcagecgctaccccgaccacatgaagcagcacga

cttcttcaagtccgecatgecccgaaggcetacgtccaggagcgcaccatceticttcaaggacgacggcaactacaagacce

cgcgccgaggtgaagttcgagggegacaccctggtgaaccgcatcgagetgaagggceatcgacticaaggaggacg

gcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaa

cggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagegtgcagcetcgecgaccactaccagecag

aacacccccatcggcgacggccccgtgctgetgeccgacaaccactacctgagcacccagtccgecctgagcaaag

accccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgetggagticgtgaccgecgecgggatcactctcggecatggacgage

tgtacaagtaaagcggccctagatcaagcttatcgataatcaacctctggattacaaaatttgtgaaagattgactggtatic
ttaactatgttqgctccittttacqgctatgtggatacgctqctttaatgcctttgtatcatgctattgcticccqtatgqctttcatttictcc

{ccttgtataaatcctqgttgcetqictctttatgaggagtigtggeccegttgtcaggecaacqgtggeqgtgqtgtgcactqgtgtttgcet

gacgcaacccccactgqgttggggcattgccaccacctgtcagctcctttccggqgactticgctticccectecctattgecac

ggcqggaactcatcgceccqgcectgcecttgeccgcetgetggacaggggceteggcetagttgggecactgacaaticegtgqtatigtc

gqqqgaaatcatcqtcctttcctiggctgctecgcectqtgttgeccacctggatictgecgcgggacgtcecttctgetacgtcccticg

gccctecaatccagecqgqgaccttccttcccgeggcectgcetgecqqgcetetgeggcectettccgegtcticgecttcgecctcaga

cgagtcgqatctccctttgggccgcctecccecgceatcgataccgtcgactcgetgatcagectcgactgtgcecttctagttgec

agccatctgttgtttgcccctceccccgtgcecttccttgaccctggaaggtgccactcccactgtectticctaataaaatgagg
aaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtggggcaggacagcaagggggaggattgg
gaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgaggcggaaagaaccagctggggctcgact
agagcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaactacaaggaacccctagtgatggagttgg
ccactccctctctgcgcgcetcgcetcgctcactgaggccgggcgaccaaaggtcgcccgacgcccgggcetttg
cccgggcggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagctttttgcaaaagcctaggcctccaaaaaagcectcectc
actacttctggaatagctcagaggccgaggeggcectcggcectctgcataaataaaaaaaattagtcagccatggggeg
gagaatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggeggagttaggggcgggactatggttgetgactaattg
agatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcectggggactttccacacctggttgctgactaattgagatgcatgcttt

gcatacttctgcctgctggggagcectggggactttccacaccctaactgacacacattccacagctgcattaatgaatcgg
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ccaacgcgcggggagaggcggtttgegtattgggcegctcttccgcettectecgetcactgactcgetgegceteggtegticgg
ctgcggcgagceggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaa
catgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcegtttttccataggctcecgece
ccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggceg
tttccecctggaagcetcecctegtgegctctectgticcgaccetgecgcettaccggatacctgtecegcecttictcecttcgggaa
gcgtggcegctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagticggtgtaggtegttcgetccaagetgggcetgtgtgcacgaa
ccccccgttcageccgaccgcetgcgcecttatccggtaactatcgtettgagtccaacccggtaagacacgacttatcgeca
ctggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcecta
actacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagcet
cttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttitgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaagga
tctcaagaagatcctttgatctttictacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgag
attatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttgg
tctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactcceegt
cgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgcetcaccg
gctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagegcagaagtggtectgcaactttatccgectcca
tccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacag
gcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatceccce
atgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgategttgtcagaagtaagttggeccgcagtgttatcactcatggtt
atggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattct
gagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggegtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaacttta
aaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaac
ccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcegtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatg
ccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttitcaatattatigaagcatttatcag
ggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaa
aagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtct
cgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatg
ccgggagcagacaagcccgtcagggegcgtcagegggtgtiggcgggtgtcggggctggcttaactatgecggceatcag
agcagattgtactgagagtgcaccattcgacgctctcccttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttg
aggccgttgagcaccgccgcecgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgceccaacagtcccccggecacgggg
cctgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggecgagceccgatcttcceccatcggtgatgteg
gcgatataggcgccagcaaccgcacctgtggcgecggtgatgeccggecacgatgegtccggegtagaggatetggcet
agcgatgaccctgctgattggttcgctgaccatttccgggtgcgggacggcegttaccagaaactcagaaggttcgtccaa
ccaaaccgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgctticagtaagccagatgctacacaattaggcttg
tacatattgtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcatacacatacgatttaggtgacactatagaata

cacggaattaattc
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Negrita = secuencia ITR
Cursiva = promotor mini-Mpz
Subrayado = EGFP

Subrayado en cursiva = secuencia WPRE

SEQ ID NO. 4: Promotor de Mpz
cctgttcagactcgtttcctgctgtaccctttcaatggccccacatcaaatcaaacacagatggcacatatctactctaaatat
atgcagagcttcacaaacgtcatacacgtacgtgtgtcacacacgcacacacacacccttccacctctgcccttacctttg
ctgtcccatctagacattatccctcccatceccttatttcecttatcaaaatggcetgctccttcaaggttccaaataacactgctt
cctggacctgactcctctttcctctgaacttcctgtgttaagtgtattcctagtgcactgtgecttggtagttgttgagattgcccte
tgcttctcecttetgectectcatctagtgatcttgagetigtagaaagaactgaattaccattctaatacgagcattctcgaact
ctccaaatagccaccaagcaggacaataggcagtcttgatcatttaaactgctgcatggcaaaaggaatcgaaggattt
cttaacagaagtgggggggggggagatctgggcttcttcctggaagtticctgatagagaaaatcttctgectgggtagaa
tctcccaggatgcagggagatggaaaaagtgticcccaaggactttgtagtctacaggttgtggagccatcggaacaac
gagacaccctaatttgggagtgctctgaaagaaacttgcctctaggccctagggcetctcaggcaaggaggctaagaag
gaatcctttgctgtagccttttggatttaggtttctcagcttatctatccctcagagaagtgtgtctatgteccttttctgtcectetge
ctcaccccaccccaacattccaacctagggtagggggaggtcagtatacacaaagccctctgtgtaaggggtggtatgt
gtccceccaccccecctacccagagtatacaatgccccttctgctccatgeccctgecaccctcccaccacctctcaattge
acatgccaggctgcaattggtcactggctcaggacagccccctcatgctggggatccaggggattttaagcaggttccag
aaaacaccactcagttccttgtcccecgctcetctccaccccacagacgcetctgece

SEQ ID NO. 5: promotor MiniMpz
gctctcaggcaaggaggctaagaaggaatcctttgctgtagcecttttggatttaggttictcagcttatctatccctcagagaa
gtgtgtctatgtcccttttctgtcectetgectcaccccacceccaacaticcaacctagggtagggggaggtcagtatacaca
aagccctctgtgtaaggggtggtatgtgtccccccacccccectacccagagtatacaatgccccttctgctccatgeccctg
ccaccctcccaccacctctcaattgcacatgccaggcetgcaattggtcactggctcaggacagcecccctcatgctgggga

tccaggggattttaagcaggttccagaaaacaccactcagttccttgtcccecgcetctctccaccccacagacgctcetgec

SEQID NO. 6: Conexina-32 (Cx32): GenBank: AY408135.1
atgaactggacaggtttgtacaccttgctcagtggcgtgaaccggcattctactgccattggccgagtatggcetctcggtcat
cttcatcttcagaatcatggtgctggtggtggctgcagagagtgtgtggggtgatgagaaatcttccttcatctgcaacacac
tccagcctggcetgcaacagcegtttgctatgaccaattcttccccatctcccatgtgeggcetgtggteectgcagcetcatectag
tttccaccccagctctectegtggecatgcacgtggctcaccagcaacacatagagaagaaaatgctacggcettgaggg
ccatggggaccccctacacctggaggaggtgaagaggcacaaggtccacatctcagggacactgtggtggacctatgt
catcagcgtggtgttccggcetgttgtttgaggccgtcttcatgtatgtcttttatctgctctaccctggctatgccatggtgeggcet
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ggtcaagtgcgacgtctacccctgccccaacacagtggactgcettcgtgtcccgecccaccgagaaaaccgtcttcacce

gtcttcatgctagctgcctctggcatctgcatcatcctcaatgtggccgaggtggtgtacctcatcatccgggectgtgeccg

ccgagcccagcgccgctccaatccaccttcccgcaagggcetegggcttcggecaccgcectctcacctgaatacaagcea
gaatgagatcaacaagctgctgagtgagcaggatggctccctgaaagacatactgcgccgcagecctggcaccgggg
ctgggctggctgaaaagagcgaccgcetgetcggectgcetga

SEQ ID NO. 7: Dominio SH3 y repeticiones tetratricopeptidicas 2 (SH3TC2):
GenBank: BC114486.1

atgggtggctgcttctgcatccccagggageggagtctgacccggggceccaggtaaagaaactcctticcaagg
atccaactgtatcgagtgagtgtatagcctcatctgaatacaaggaaaaatgtttictgccacagaacattaatccagacct
gacactctccttctgtgtaaagagccgctccaggaggtgtgtaaatggacccctacaggaagcetgctcggaggeggctct
gggcactggagaatgaggaccaggaggtgcgcatgctgtttaaggacctctcagcaaggttggtcagtatccagtctca
gagggcccagtttctcatcaccticaagaccatggaggaaatctggaagttctccacctaccttaatttagaacatctcctct
ttgaccacaagtactggctcaactgcatattggtggaggatacagagatccaagtgtctgtagatgataaacacctggaa
acaatatacctgggactcctgatacaggaaggccacttcttictgcagagccctgtgctcegtgactccaccageccgagaa
ggaaggggaatgcttgacactttgcaagaatgagttaatctcagtgaagatggcagaagctggctccgagttggaaggce
gtgtctttggtgacaggtcagcggggcectggtactggtgtcagecttggagcectctgectcetecctttccaccagtggttecta
aagaattatccaggaagctgtggcctttccaggaagagggattggacaggctcctatcagattggcagaggacgctgta
aggccttgacgggttatgagccaggagaaaaggatgaactgaatttctaccagggagaaagcattgagatcatcggctt
tgtcatacctgggcttcagtggttcattggaaagtcgacaagttcaggacaagtgggctttgtccccaccaggaacataga
tcctgattcttattccccaatgagcaggaactctgcecttictcagtgatgaggagagatgcetcectgttggecctgggaagtg
ataagcagactgagtgttccagcttcctccacactcttgctcgcactgacatcacatctgtctaccggctcagtgggtttgaat
ccatccagaatcctccaaatgatctgagtgcatcccagcectgaaggceticaaggaggtcaggcectggcagagectggg
aggagcatcaggccgtggggtccagacagtccagcagctctgaggactccagectggaggaggagctectctcggcec
acctcagacagctatcgcctgccggagcectgatgaccttgatgacccggaactgctcatggacctaagcactggtcagg
aggaggaggctgagaacttcgcccccatattggctttictggatcatgagggttatgctgaccactttaagagtctctatgac
ttctecttctctttcctcacttcttecttttatagcettctctgaggaggatgagtttgtggcctacctggaggcatcaagaaagtgg
gccaagaagagccacatgacctgggcccatgcccggctctgcttcctcctgggeccggetgagcatcaggaaggtcaaa
ctctctcaggccagggtgtacttcgaggaggcecatccacattctcaatggagcatttgaggacctatccttggtggccactc
tgtacatcaatttggctgccatctacctgaaacagaggctgagacataaaggctccgecctgttggaaaaggcaggtgec
ctgctggcctgectgectgaccgtgagtctagtgccaagcatgaactcgacgtggtggectacgtgectgecgeccaggggat
tgtggtgggcagcagcccgcetggaggccagggcectgcttictggecatccgcttgetectgagectaggecggcacgag
gaggtcctgcecctttgccgagegcectgcagctectcetctggacaccctectgectctgaggetgtggecagtgttttgagtttt
ctgtatgacaagaaatatcttccacaccttgcagtggcctctgtccagcaacatggtatccagagtgcccaagggatgtct

cttcctatttggcaggtccaccttgtcctccagaacacaaccaagctcecttggctttccttccccaggetggggtgaagtttct
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gccttggcectgeccaatgctcagacaggcecctggcetgectgtgaggaactagcagaccggagcacccagagggcecct
gtgtctcatcctttccaaagtgtacctcgagcacaggtctcctgacggtgccatccactacctgagccaggcecttggtgcta
gggcagctgctgggtgagcaggaatcctttgagtcttctctctgectggcatgggcectatctcttagccagccaggecaag
aaggctttggatgtgcttgagccactgctatgctccctgaaggagacagagagtctcactcaaaggggagtcatctataa
cctcetgggacttgcactccaaggtgaaggcecgggtgaacagggcagccaagagctatcttcgggecttgaacagagce
ccaggaggtgggagatgtgcataaccaggcagtggctatggccaatcttggccacctgagccttaagtcctgggcetcag
catccagccagaaactatctcctgcaggcetgtacgactctattgtgaacttcaggccagtaaggagacagacatggaatt
agtacaggtgtttctctggtiggcccaagttctggtgtctggacaccagctgacccatggccttctttgttatgaaatggceattg
ctgtttggcttaaggcatcgacatctaaagagtcagctticaggccaccaaatccctctgccatttctacagcetctgtgtccce
aaaccctgaggcatgcatcacctaccatgagcactggctggccctggctcagcaactcagggaccgggagatggaag
ggaggctgctggagtccctggggcagctttatcggaacctaaataccgccaggtccctcaggaggtcactcacatgceat
caaggagagcctgcgtatcttcattgacctgggggagacagacaaggcetgctgaggcectggettggggeggggegact
ccactacctcatgcaggaagacgagctggtggagctgtgcctgcaggcagccatccagacagcecctgaagtcagagg
agcctttgctggctctcaaactttatgaagaagcaggtgatgtgttcticaatgggacccgccacaggcatcatgcagtgg
agtactaccgagctggagctgttcctttagcaaggaggttigaaggcggtgagaactgagctccggattttcaataagctga
cagagctgcagattagcctcgaaggctatgagaaggctttggaatttgccaccctggeccgccaggcetcagcacagtcac
aggagatcagaggcaagagctggtggcctttcaccgcctggctacagtgtactactccctgcacatgtatgagatggcetg
aggactgctacctgaagaccctgtccctctgtccaccctggetgcagagtcccaaggaggcecctgtactatgccaaggtg
tattatcgcctgggcagactcaccttctgccagctgaaggatgcccatgatgccactgagtacttccttctggcecctggcag
cagcggtcctgetgggtgatgaggagcttcaggacaccattaggagcaggctggacaacatctgccagagcecccctgt

ggcacagcaggccctccgggtgctcctcagagagggegeggtggcetgagtggtggtggectggcecctctga

SEQ ID NO. 8: Proteina 22 de mielina periférica (PMP22): Secuencia de
referencia NCBI: NM_000304.4
agttacagggagcaccaccagggaacatctcggggagcectggttggaagctgcaggcttagtctgtcggetgegggtct
ctgactgccctgtggggagggtcttgcecttaacatcccttgcatttggctgcaaagaaatctgctiggaagaaggggttacg
ctgtttggccgggcagaaactccgcetgagcagaacttgccgeccagaatgctectectgttgetgagtatcatcgtectecac
gtcgeggtgcetggtgcetgcetgttegtctccacgatcgtcageccaatggatcgtgggcaatggacacgcaactgatctetgg
cagaactgtagcacctcttcctcaggaaatgtccaccactgtttctcatcatcaccaaacgaatggetgcagtctgtccagg
ccaccatgatcctgtcgatcatcttcagcattctgtctctgttcctgticttctgccaactctticaccctcaccaaggggggeag
gttttacatcactggaatcttccaaattcttgctggtctgtgcgtgatgagtgctgcggcecatctacacggtgaggcacccgg
agtggcatctcaactcggattactcctacggtttcgcctacatcctggectgggtggcecttcececectggecctictcageggtg
tcatctatgtgatcttgcggaaacgcgaatgaggcgceccagacggtcetgtctgaggctctgagegtacatagggaaggg
aggaagggaaaacagaaagcagacaaagaaaaaagagctagcccaaaatcccaaactcaaaccaaaccaaac

agaaagcagtggaggtgggggttgctgttgattgaagatgtatataatatctccggtttataaaacctatttataacacttttta
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catatatgtacatagtattgtttgctttttatgttgaccatcagcctcgtgttgagccttaaagaagtagctaaggaactttacatc
ctaacagtataatccagctcagtatttttgttttgttttttgtttgtttgttttgttttacccagaaataagataactccatctcgcccctt
ccctttcatctgaaagaagatacctccctcccagtccacctcatttagaaaaccaaagtgtgggtagaaaccccaaatgtc
caaaagcccttttctggtgggtgacccagtgcatccaacagaaacagccgctgcccgaacctctgtgtgaagctitacge
gcacacggacaaaatgcccaaactggagcccttgcaaaaacacggcttgtggcattggcatacttgcccttacaggtgg
agtatcttcgtcacacatctaaatgagaaatcagtgacaacaagtctttgaaatggtgctatggatttaccattccttattatca
ctaatcatctaaacaactcactggaaatccaattaacaattttacaacataagatagaatggagacctgaataattctgtgt
aatataaatggtttataactgcttttgtacctagctaggctgctattattactataatgagtaaatcataaagccttcatcactcc
cacatttttcttacggtcggagcatcagaacaagcgtctagactccttgggaccgtgagttcctagagcttggctgggtctag
gctgttctgtgcctccaaggactgtctggcaatgacttgtatiggccaccaactgtagatgtatatatggtgcccttctgatgct
aagactccagaccttttgtttttgctttgcattttctgattitataccaactgtgtggactaagatgcattaaaataaacatcagag

taactca

SEQ ID NO. 9: Proteina cero de mielina (MPZ): GenBank: AK313555.1
agttcctggtcccccactttctcaaccccacagatgctccgggceccctgeccctgecccagctatggetectggggcetecct
catccagccccagccctatcctggetgtgctgctcttctettetttggtgetgtcccecggeccaggecategtggtttacaceg
acagggaggtccatggtgctgtgggctcccgggtgaccctgcactgcetecttctggtccagtgagtgggtctcagatgaca
tctecttcacctggcegcetaccagecccgaagggggcagagatgcecatttcgatctticcactatgccaagggacaaccctac
attgacgaggtggggaccttcaaagagcgcatccagtgggtaggggaccctcgctggaaggatggctccattgtcatac
acaacctagactacagtgacaatggcacgttcacttgtgacgtcaaaaaccctccagacatagtgggcaagacctctca
ggtcacgctgtatgtctttgaaaaagtgccaactaggtacggggtcgttctgggagctgtgatcgggggtgtcctcggggtg
gtgctgttgctgctgcetgctttictacgtggticggtactgctggctacgcaggcaggeggecctgcagaggaggcetcagtg
ctatggagaaggggaaattgcacaagccaggaaaggacgcgtcgaagcgcgggceggcagacgcecagtgctgtatg
caatgctggaccacagcagaagcaccaaagctgtcagtgagaagaaggccaaggggctgggggagtctcgcaagg

ataagaaatag

SEQ ID NO. 10: Respuesta de crecimiento temprano 2 (EGR2): Secuencia
de referencia de NCBI: NM_000399.5
aactgagcgaggagcaattgattaatagctcggcgaggggactcactgactgttataataacactacaccagcaactcc
tggcttcccagcagccggaacacagacaggagagagtcagtggcaaatagacatttttcttatttcttaaaaaacagcaa
cttgtttgctacttttatttctgttgatttttttttcttggtgtgtgtggtggttgtitttaagtgtggagggcaaaaggagataccatccc
aggctcagtccaacccctctccaaaacggctttictgacactccaggtagcgagggagttgggtctccaggtigtgecgag
gagcaaatgatgaccgccaaggccgtagacaaaatcccagtaactctcagtggttttgtgcaccagctgtctgacaacat
ctacccggtggaggacctcgecgcecacgteggtgaccatctttcccaatgeccgaactgggaggcccctttgaccagatg

aacggagtggccggagatggcatgatcaacattgacatgactggagagaagaggtcgttggatctcccatatcccagce
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agctttgctcccgtctctgcacctagaaaccagaccttcacttacatgggcaagttctccattgaccctcagtaccctggtge
cagctgctacccagaaggcataatcaatattgtgagtgcaggcatcttgcaaggggtcacttccccagcttcaaccacag
cctcatccagcegtcacctctgectcccccaacccactggccacaggacccctgggtgtgtgcaccatgtcccagaccca
gcctgacctggaccacctgtactctccgccaccgcctcctectecttattictggetgtgcaggagacctctaccaggaccctt
ctgcgttcctgtcagcagcecaccacctccacctcttectctctggectacccaccacctccttcctatccatcccccaageca
gccacggacccaggtctcttcccaatgatcccagactatcctggattctttccatctcagtgccagagagacctacatggta
cagctggcccagaccgtaagcccttticcctgeccactggacaccctgegggtgecccctccactcactccactctctaca
atccgtaactttaccctggggggccccagtgctggggtgaccggaccaggggccagtggaggcagcgagggacccce
ggctgcctggtagcagctcagcagcagcagcagccgcecgccgccgcecgcctataacccacaccacctgccactgeg
gcccattctgaggectcgcaagtaccccaacagacccagcaagacgcecggtgcacgagaggccctaccegtgecca
gcagaaggctgcgaccggceggttctccegetctgacgagcetgacacggcacatccgaatccacactgggcataagece
cttccagtgtcggatctgcatgcgcaactticagccgcagtgaccacctcaccacccatatccgcacccacaccggtgag
aagcccttcgectgtgactactgtggccgaaagtttgcccggagtgatgagaggaagecgccacaccaagatccacctg
agacagaaagagcggaaaagcagtgccccctctgcatcggtgccagcecccctctacagectectgetetgggggegtg
cagcctgggggtaccctgtgcagcagtaacagcagcagtcttggcggagggcecgcetcgecccttgcetectctcggacce
ggacaccttgagatgagactcaggctgatacaccagctcccaaaggtcccggaggccctttgtccactggagetgcaca
acaaacactaccaccctttcctgtccctctcteectttgttgggcaaagggctttggtggagctagcactgccccctttccacc
tagaagcaggttcttcctaaaacttagcccattctagtctctcttaggtgagttgactatcaacccaaggcaaaggggagg
ctcagaaggaggtggtgtggggacccctggccaagagggctgaggtctgaccctgctttaaagggttgtttgactaggtttt
gctaccccacttccccttattttgacccatcacaggtttttgaccctggatgtcagagttgatctaagacgttitctacaataggt
tgggagatgctgatcccttcaagtggggacagcaaaaagacaagcaaaactgatgtgcactttatggctigggactgatt
tgggggacattgtacagtgagtgaagtatagcctttatgccacactctgtggccctaaaatggtgaatcagagcatatctag
ttgtctcaacccttgaagcaatatgtattataaactcagagaacagaagtgcaatgtgatgggaggaacatagcaatatct
gctccttticgagttgtitgagaaatgtaggctatittttcagtgtatatccactcagattttgtgtatittigatgtacactgttctcta
aattctgaatctttgggaaaaaatgtaaagcatttatgatctcagaggttaacttatttaagggggatgtacatatattctctga
aactaggatgcatgcaattgtgttggaagtgtccttggtgccttgtgtgatgtagacaatgttacaaggtctgcatgtaaatgg
gttgccttattatggagaaaaaaaatcactccctgagtttagtatggctgtatatttctgcctattaatatttggaattttttttagaa
agtatatttttgtatgctttgttttgtgacttaaaagtgttacctttgtagtcaaatttcagataagaatgtacataatgttaccgga
gctgatttgtttggtcattagctcttaatagttgtgaaaaaataaatctattctaacgcaaaaccactaactgaagtticagata

atggatggtttgtgactatagtgtaaataaatacttttcaacaata

SEQ ID NO. 11: Proteina 1 asociada con la diferenciacién inducida por
gangliésidos (GDAP1): Secuencia de referencia NCBI: NM_018972.3

atggctgagaggcaggaagagcagagagggagcccgcccttgagggcggaaggcaaggccgacgcggaggttaa
gctcattctgtaccattggacgcattccttcagctctcaaaaggtgcgcttggtaattgctgaaaaggcattgaagtgcgag
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gaacatgatgtaagtctgcccttgagtgagcacaatgagccttggtttatgcgtttgaactcaactggagaagtgcctgtcct
tatccacggggaaaacataatttgtgaggccactcagatcattgattatcttgaacagacttticctggatgaaagaacacc

caggttaatgcctgataaagaaagcatgtattacccacgggtacaacattaccgagagctgcttgactccttgccaatgg

atgcctatacacatggctgcattttacatcctgagttaactgtggactccatgatcccggcttatgcaactacaaggattcgta
gccaaattggaaacacagagtctgagctgaagaaacttgctgaagaaaacccagatttacaagaagcatacattgcaa
aacagaaacgacttaaatcaaagctgcttgatcatgacaatgtcaagtatttgaagaaaattcttgatgagttggagaaag
tcttggatcaggttgaaactgaattgcaaagaagaaatgaagaaaccccagaagagggccagcaaccttggcetctgeg
gtgaatccttcaccctggcagacgtctcactcgctgtcacattgcatcgactgaagttcctggggtttgcaaggagaaactg
gggaaacggaaagcgaccaaacttggaaacctattacgagcgtgtcttgaagagaaaaacatttaacaaggttttagg

acatgtcaacaatatattaatctctgcagtgctgccaacagcattccgggtggccaagaaaagggccccaaaagttcttg
gcacgacccttgtggttggtttgcttgcaggagtgggatattttgcttttatgcttttcagaaagaggcttggcagcatgatatta

gcatttagacccagaccaaattatttctag

SEQ ID NO. 12: regulado aguas abajo de N-Myc 1 (NDRG1): Secuencia de
referencia NCBI: NM_001135242.1
atgtctcgggagatgcaggatgtagacctcgctgaggtgaagcectttggtggagaaaggggagaccatcaccggcctc
ctgcaagagtttgatgtccaggagcaggacatcgagactttacatggctctgttcacgtcacgctgtgtgggactcccaag
ggaaaccggcctgtcatcctcacctaccatgacatcggcatgaaccacaaaacctgctacaaccccctcttcaactacg
aggacatgcaggagatcacccagcactttgccgtctgccacgtggacgcccctggccagcaggacggcgcagcectcce
ttccccgcagggtacatgtacccectccatggatcagetggcetgaaatgcttcctggagtccttcaacagtttgggcetgaaaa
gcattattggcatgggaacaggagcaggcgcctacatcctaactcgatttgctctaaacaaccctgagatggtggaggg
ccttgtccttatcaacgtgaacccttgtgcggaaggcetggatggactgggcecgcectccaagatctcaggatggacccaag
ctctgccggacatggtggtgtcccacctttttgggaaggaagaaatgcagagtaacgtggaagtggtccacacctaccge
cagcacattgtgaatgacatgaaccccggcaacctgcacctgticatcaatgcctacaacagccggecgcgacctggag
attgagcgaccaatgccgggaacccacacagtcaccctgcagtgccctgcetetgttggtggttggggacagctcgectge
agtggatgccgtggtggagtgcaactcaaaattggacccaacaaagaccactctcctcaagatggcggactgtggegg
cctccegeagatctcccagecggcecaagcetcgetgaggcecttcaagtacttcgtgcagggcatgggatacatgeccteg
gctagcatgacccgcctgatgcggtcccgcacagcectctggticcagegtcacttctctggatggcacccgcagecgctc
ccacaccagcgagggcacccgaagcecgctcccacaccagcgagggcacccgcagecgctcgcacaccagegag
ggggcccacctggacatcacccccaactcgggtgcetgectgggaacagecgecgggeccaagtccatggaggtetectg
ctag

SEQ ID NO. 17: Construccion AAV-humano-Mpz-GJB1
tagctgcgcgctcgctcgcectcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcegtcgggcgacctttggtcgece
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
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gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtaccgcctggcataaacttcatttattaaagtttatttt
gtctttaatctctcatataacttagtcttcctgatattgcagctgtgtgtgccecctcttttgtactcccagcattttgticattactaaa
ggaagtgtcatggcttattatacttgattgtigatgggtttgtcctctgatcticccatctccacctccccaaaccaaattticaac
tccttgctggaaggacttaatttttaticcictctctattacctgcatictcatactttacatattgctggcacttaatacaattttgtag
ccttgaaataaattgaaatggacttaaacagcagcatgaagcactgaaggacticttgacaaacggaaaggtcagggg
cttcttgcctggaaatagtccagtggagaaaaactictgtctgggaagaatcgcacaggatgaagggaggtgcgggga
aaaaaacltcccataggacttggtcatctcaagaagtctgtaatgcagcccacattagaggagataacaggggatatcct
attttcagagttctctgggggaaacctcccitctagttcctagggctgtgaggcagcectctctcaggcaaggaggctgagga
gaaatccclitttatggcctttaaattgaggticcatatctatccctcagagaagtgtgtctgtgtecctgtttttgtccctcteccte
accaccccccacaacattccagcectggggcagggggaggccagtggacacaaagccctctgtgtatggggtggtatgt
gtccecccaccccteccacccagactatacaatgcecccttctgctecctgeactctgeccccccteccccaccacctctcaactg
cacatgccaggctgcaattggttactggctgaggacagccccctcatgctggggecctaggggattttaagcaggtitcca
ggaaccccccgttcagttcctggtcceccactttctcaaccccacagatgctccgggcececctgeccctgecccageaccg

gtcgcggatcctgaggcaggatgaactggacaggtttgtacaccttgctcagtggcgtgaaccggceattctactgecattg

gccgagtatggctctcggtcatcttcatcttcagaatcatggtgctggtggtggctgcagagagtgtgtggggtgatgagaa

atcttccttcatctgcaacacactccagcectggcetgcaacagcegtttgetatgaccaattcticcccatctcccatgtgeggct

gtggtccctgcagctcatcctagtttccaccccagctctectcgtggecatgcacgtggcetcaccagcaacacatagagaa

gaaaatgctacggcttgagggccatggggaccccctacacctggaggaggtgaagaggcacaaggtccacatctcag

ggacactgtggtggacctatgtcatcagcgtggtgttccggctgttgtttgaggcecgtcticatgtatgtcttttatctgctctace

ctggctatgccatggtgcggcetggtcaagtgcgacgtctaccecctgeccccaacacagtggactgcttcgtgtccecgeccca

ccgagaaaaccgtcttcaccgtcttcatgctagctgectctggcatctgcatcatcctcaatgtggeccgagatggtgtaccte

atcatccgggcctgtgcccgeccgagceccagegcecgctccaatccaccttcccgcaagggcetcgggceticggecaccge

ctctcacctgaatacaagcagaatgagatcaacaagctgctgagtgagcaggatggctccctgaaagacatactgegce

cgcagccctggcaccggggctgggcetggctgaaaagagcgaccgcetgctcggcectgcetgactcgagatcgatatccat

cacactggcggccgcaagcttaticgataatcaaccictgqattacaaaatttgtgaaagattgactgqgtatictiaactatgtt

gctcecttttacgctatgtggatacqctqctttaatgcctttgtatcatgctattgcticccgtatgqgctticatttictcctectigtata

aaftcctqqttgctgtctctttatgaggagttqtggceccqtigticaggcaacqgtggegtggtgtgcactqtqtttgctgacgcaa

cccccactgqgttggggceattgccaccacctgtcagcetcctttccggqgactttcgctttcccectecctatigccacggeggaa

ctecatcgecgcectgcecttgeeegcetgetggacaggggcteggcetgttgggceactgacaattccgtggtgttgticggggaaa

tcatcqtcctttecttggetgctegectgtgtigeccacctgqatictgegegggacgtecttctgetacgteccticggecctcaa

tccagcqqaccttccttcccgeggcectgetgecggctetgeggcectettcecgegtceticgecttcgeectcagacgagtcqgg

alctccctttgggccegcectcecccgcatcgataccgtcgactcgetgatcagcectcgactgtgcecttctagttgccagecatct

gttgtttgccectececcccgtgecttccttgaccctggaaggtgecactcecactgtectttcctaataaaatgaggaaattgeca

tcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtggggcaggacagcaagggggaggattgggaagaca
atagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgaggcggaaagaaccagcetggggctcgactagagceat
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ggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaactacaaggaacccctagtgatggagttggccactcc
ctctctgcgcegcetegcetcgcectcactgaggccgggcgaccaaaggtcgeccgacgecccgggctitgccecggg
cggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagcttittgcaaaagcctaggcctccaaaaaagcectcctcactacttc
tggaatagctcagaggccgaggcggcectcggcectctgcataaataaaaaaaattagtcagccatggggcggagaatg
ggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggagttaggggcgggactatggttgetgactaattgagatgeat
gctttgcatacttctgcctgctggggagcectggggactitccacacctggttgctgactaatigagatgcatgcttigcatactt
ctgcctgetggggagcectggggactticcacaccctaactgacacacattccacagcetgcattaatgaatcggccaacge
gcggggagaggceggtttgegtattgggegctcttccgcettcctegetcactgactcgetgegetecggtegticggetgegge
gagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtga
gcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcegtttttccataggctccgeccccctgac
gagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttcccec
tggaagctccctegtgegctctectgttccgacccetgecgcettaccggatacctgtecegectttctececttcgggaagegtgg
cgctttctcatagctcacgcetgtaggtatctcagticggtgtaggtcgticgctccaagetgggetgtgtgcacgaacccecce
gttcagcccgaccgcetgegcecttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggca
gcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacg
gctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccticggaaaaagagttggtagctcttgatc
cggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaa
gaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatca
aaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgac
agttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactcceegtegtgt
agataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctc
cagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgcectccatcca
gtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgtigccattgctacaggcat
cgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggticccaacgatcaaggcegagttacatgatcccccatgtt
gtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgategtigtcagaagtaagtiggccgecagtgttatcactcatggttatgg
cagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgctttictgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgaga
atagtgtatgcggcgaccgagttgctctigcccggegtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaag
tgctcatcattggaaaacgttcticggggcgaaaactctcaaggatcttaccgcetgttgagatccagttcgatgtaacccact
cgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgttictgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgca
aaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttat
tgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgce
cacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgegeg
tttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcettgtctgtaagecggatgecggga
gcagacaagcccgtcagggcgcegtcagegggtgttggegggtgtcggggcetggcttaactatgcggcatcagagecag
attgtactgagagtgcaccattcgacgctctcccttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggcec
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gttgagcaccgccgceccgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgcccaacagtcccccggcecacggggcectgec
accatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggcgagccecgatcttccccatcggtgatgtcggegata
taggcgccagcaaccgcacctgtggcgcecggtgatgeccggcecacgatgcgtccggegtagaggatctggctagegat

gaccctgctgattggttcgctgaccatttccgggtgcgggacggcegttaccagaaactcagaaggticgtccaaccaaac
cgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgcttcagtaagccagatgctacacaattaggcttgtacatatt
gtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcatacacatacgatttaggtgacactatagaatacacgga

attaattc

Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor de Mpz humano
Subrayado = Cx32

Subrayado en cursiva = secuencia WPRE

SEQ ID NO. 18: promotor hP0 humano
gcctggcataaacttcatttattaaagtttattttgtctttaatctctcatataacttagtcttcctgatattgcagcetgtgtgtgecce
tcttttgtactcccagcattttgttcattactaaaggaagtgtcatggcttattatacttgattgttgatgggtttgtcctctgatcttce
catctccacctccccaaaccaaattttcaactccttgctggaaggacttaatttttattcctctctctattacctgcattctcatact
ttacatattgctggcacttaatacaattttgtagccttgaaataaattgaaatggacttaaacagcagcatgaagcactgaa
ggacttcttgacaaacggaaaggtcaggggcttctigcctggaaatagtccagtggagaaaaacttctgtctgggaaga
atcgcacaggatgaagggaggtgcggggaaaaaaactcccataggacttggtcatctcaagaagtctgtaatgcagec
cacattagaggagataacaggggatatcctattttcagagttctctgggggaaacctccctctagttcctagggcetgtgagg
cagcctctctcaggcaaggaggctgaggagaaatccctttttatggcctttaaattgaggttccatatctatccctcagagaa
gtgtgtctgtgtccctgtttttgtccctetcectcaccaccecceccacaacattccagectggggcagggggaggecagtgga
cacaaagccctctgtgtatggggtggtatgtgtccccccacccectccacccagactatacaatgccccttctgctcectgea
ctetgeccccctcecccaccacctctcaactgcacatgccaggcetgceaattggttactggctgaggacagcecccctcatgcet
ggggccctaggggattttaagcaggttccaggaaccccccgttcagttcctggtceccecactttctcaaccccacagatge

tccgggceccctgeccctgecccage

SEQ ID NO. 19: construcciéon simulada AAV-humano-Mpz-Egfp
tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagecccgggcegtcgggcgacctttggtcgecc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtaccgcctggcataaacttcatttattaaagtitatttt
glctttaatctctcatataacttagtcttcctgatattgcagctgtgtgtgccecctcttttgtactcccagceattttgticattactaaa
ggaagtgtcatggcttattatacttgatitgtigatgggtttgtcctctgatcttcccatctccacctccccaaaccaaattttcaac
tccttgetggaaggacttaatttttattcctctctctattacctgcatictcatactttacatattgctggcacttaatacaattttgtag
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ccttgaaataaattgaaatggacttaaacagcagcatgaagcactgaaggacticttgacaaacggaaaggtcagggg
cttcttgecctggaaatagtccagtggagaaaaacttctgtctgggaagaatcgcacaggatgaagggaggtgecgggga
aaaaaactcccataggacttggtcatctcaagaagtctgtaatgcagcccacattagaggagataacaggggatatcct
attttcagagttctctgggggaaacctccctctagttcctagggctgtgaggcagcctctctcaggcaaggaggctgagga
gaaaltccclttttatggcctttaaattgaggttccatatctatccctcagagaagtgtgtctgtgtcccigtitttgtccctctcectc
accaccccccacaacattccagcctggggcagggggaggccagtggacacaaagccctctgtgtatggggtggtatgt
gtccccccacccctccacccagactatacaatgccccttctgctecctgcactctgececcctccccaccacctctcaactg
cacatgccaggctgcaattggttactggctgaggacagccccctcatgctggggccctaggggattttaagcaggticca
ggaaccccccgttcagttcctggtcceccactttctcaaccccacagatgctccgggeccctgeccctgecccageaccg

gtcgccaccatggtgagcaagggcgaggagctgticaccggggtggtgcccatectggtcgagetggacggegacgta

aacggccacaagttcagegtgtccggcgagggcgagggcegatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatetg

caccaccggcaagctgcccgtgccectggeccaccctcgtgaccaccctgacctacggegtgecagtgettcagecgcetac

cccgaccacatgaagcagcacgacttcticaagtccgccatgecccgaaggcetacgtccaggagegceaccatcettcttca

aggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagticgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagetga

agggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggcacaagcetggagtacaactacaacagccacaacgtctat

atcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacticaagatccgccacaacatcgaggacggcagcegtgce

agctcgccgaccactaccagcagaacacccccatcggegacggccccgtgetgetgecccgacaaccactacctgage

acccagtccgecctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtectgetggagticgtgaccgecgecqg

gatcactctcggcatggacgagctgtacaagtaaagcggccctagatcaagcttatcgataatcaaccictggattacaa

aatttgtgaaaqgattgactqgqtattcttaactatqgttgctectittacqctatgtggatacqctqctttaatgccttigtatcatgctat

tgcttcccqtatgqctttcatttictcctcctigtataaatectggttgetgtctctitatgaggagtigtggecccegttgtcaggcaac

gtggcgtggtgtgcactgtgtttgctgacgcaacccccactqgqgttggggcattgccaccacctgtcagctcctttccgggact

ttcqgctticceccectecctattgccacqggecggaactcatcgecqgcectgcecttgeccqgcetgetggacaggqggceteggcetgtigg

gcactqgacaattccqgtqgqgtgttgtcggggaaatcatcgtcctttcctiggcetgcetecgectgtgtigccacctggatictgecgeqg

gqgacqtccttctgctacgtcccttcggcecctcaatccagecgqgaccttccttcccgegqgcectgetgecggcetetgeggcectctt

ccgcgtcttegcecttcgecctcagacgagitcgqgatcteccttigggecgcectccececgcatcgataccgtcgactcgetgate

agcctcgactgtgcecttctagttgccagcecatctgttgtttgccectcecececgtgecttccttgaccectggaaggtgecactcee
cactgtcctttcctaataaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtgggge
aggacagcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgaggeg
gaaagaaccagctggggctcgactagagcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaactacaa
ggaacccctagtgatggagttggccactccctctctgcgecgcetcgetcgectcactgaggccgggcgaccaaa
ggtcgcccgacgcccgggctttgcccgggcecggcctcagtgagcgagcgagcgecgcagagcttittgcaaaa
gcctaggcctccaaaaaagcctcctcactactictggaatagctcagaggccgaggeggcectcggcectctgcataaata

aaaaaaattagtcagccatggggcggagaatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggagttagg
ggcgggactatggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcectggggactttccacacct
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ggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcectggggactticcacaccctaactgacaca
cattccacagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggceggtttgegtattgggcegctcttccgcttectegcte
actgactcgctgcgctcggtegttcggetgecggecgagceggtatcagcetcactcaaaggcggtaatacggttatccacaga
atcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcegt
tgctggcgttittccataggctccgeccecctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggecgaaaccce
gacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctectgticcgaccctgecgcettaccgg
atacctgtccgcctttctcecttcgggaagegtggegctttctcatagctcacgcetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegtte
gctccaagcetgggcetgtgtgcacgaacccceccegttcagcccgaccgcetgegcecttatccggtaactategtettgagtcca
acccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggeggt
gctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgcetctgctgaagceca
gttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggttttittgttigcaagca
gcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaa
actcacgttaagggattttiggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatc
aatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctattt
cgttcatccatagttgcctgactccecgtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgetgcaa
tgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcegceag
aagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgtigccgggaagctagagtaagtagtticgccagttaata
gtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtegtttggtatggcettcattcagctccggttceca
acgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtectccgatcgtigtcagaagt
aagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgt
gactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcegtcaatacggg
ataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatc
ttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcegtttctgg
gtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatact
cttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttatigtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaaca
aataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataa
aaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgegcegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagcetceccgg
agacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgegtcagegggtgttggeggg
tgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccattcgacgctctcecttatgcgactcce
tgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagat
ggcgcccaacagtccccecggecacggggcctgccaccatacccacgccgaaacaagcegctcatgageccgaagtg
gcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggegatataggecgccagcaaccgcacctgtggegecggtgatgecgge
cacgatgcgtccggcgtagaggatctggctagcgatgaccctgctgattggttcgetgaccatttccgggtgecgggacgg

cgttaccagaaactcagaaggttcgtccaaccaaaccgactctgacggcagtitacgagagagatgatagggtctgcttc
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agtaagccagatgctacacaattaggcttgtacatattgtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcat

acacatacgatttaggtgacactatagaatacacggaattaattc

Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor de Mpz humano
Subrayado = EGFP

Subrayado en cursiva = secuencia WPRE

SEQ ID NO. 20: AAV-minMpz-SH3TC2.myc.ITR para el reemplazo
terapéutico del gen SH3TC2
tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagecccgggcegtcgggcgacctttggtcgecc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtaccgcictcaggcaaggaggctaagaaggaatc
ctttgctgtagccttttggatttaggtttctcagcttatctatccctcagagaagtgtgtctatgteccttttctgtecctetgectcac
cccaccccaacattccaacctagggtagggggaggtcagtatacacaaagccctctgtgtaaggggtggtatgtgtcce
cccacccccctacccagagtatacaatgcccctictgctecatgeccctgecacccctcccaccacctctcaattgeacat

gccaggctgcaattggtcactggctcaggacagcecccctcatgctggggatccaggggattttaagcaggticcagaaa

acaccactcagttccttgtccccegctctctccaccccacagacgctctgccaaccggtaccatgggtggcetgcttctgeat

ccccagggagceggagtctgacccggggceccaggtaaagaaactccticcaaggatccaactgtatcgagtgagtgtat

agcctcatctgaatacaaggaaaaatgttttctgccacagaacattaatccagacctgacactctcctictgtgtaaagage

cgctccaggagatgtgtaaatggacccctacaggaagcetgetcggaggeggcetctgggcactggagaatgaggacca

ggaggatgcgcatgctgtttaaggacctctcagcaaggttggtcagtatccagtctcagagggceccagtttctcatcacctic

aagaccatggaggaaatctggaagttctccacctaccttaatttaggctacgtatccatgtgtctagaacatctcctctttgac

cacaagtactggctcaactgcatattggtggaggatacagagatccaagtgtctgtagatgataaacacctggaaacaat

atacctgggactcctgatacaggaaggccacttctictgcagagccctgtgctccgtgactccaccagccgagaaggaa

ggggaatgcttgacactttgcaagaatgagttaatctcagtgaagatggcagaagctggctccgagtiggaaggegtgtc

tttggtgacaggtcagcggggcctgatactggtgtcagecttggagcctcetgectctecctttccaccagtggttcctaaaga

attatccaggaagctgtggcctttccaggaagagggattggacaggctcctatcagattggcagaggacgcetgtaaggce

cttgacggattatgagccaggagaaaaggatgaactgaattictaccagggagaaagcattgagatcatcggctttgtca

tacctgggcttcagtggttcattggaaagtcgacaagticaggacaagtgggctttgtccccaccaggaacatagatectg

attcttattccccaatgagcaggaactctgcecttictcagtgatgaggagagatgetcectgttggecctgggaagtgataa

gcagactgagtgttccagcttcctccacactcttgctcgcactgacatcacatctgtctaccggcetcagtggatttgaatccat

ccagaatcctccaaatgatctgagtgcatcccagectgaaggtttcaaggaggtcaggectggcagagectgggagga

gcatcaggccgtggggtccagacagtccagcagctctgaggactccagectggaggaggagcetcctctcggecaccte

agacagctatcgcctgccggagcectgatgaccttgatgacccggaactgctcatggacctaagcactggtcaggagga
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ggaggctgagaacttcgcccccatattggctttictggatcatgagggttatgctgaccactttaagagtctctatgacttctcc

ttctctttcctecacttcticcttttatagctictctgaggaggatgagtttgtggectacctggaggcatcaagaaagtgggcecaa

gaagagccacatgacctgggcccatgcccggctctgcttcctcctgggeccggetgagecatcaggaaggtcaaactctct

caggccagggtgtacticgaggaggccatccacattctcaatggagcatttgaggacctatccttggtggccactctgtac

atcaatttggctgccatctacctgaaacagaggctgagacataaaggctccgcecctgttggaaaaggcaggtgcecctgct

ggcctgcctgecctgaccgtgagtctagtgccaagcatgaactcgacatggtggectacgtgctgcgeccaggggattgtag

tgggcagcagcccgctggaggccagggcctgctttctggccatccgcettgetcctgagectaggeccggcacgaggagat

cctgccctttgccgagegcectgecagctectctctggacaccctectgectectgaggcetgtggecagtgttttgagttttctgtat

gacaagaaatatcttccacaccttgcagtggcctctgtccagcaacatggtatccagagtgcccaagggatgtctcttcct

atttggcaggtccaccttgtcctccagaacacaaccaagctccttggctttccticcccaggetggggtgaagtttctgecttg

gcctgeccaatgctcagacaggccctggetgectgtgaggaactagcagaccggagcacccagagggcecctgtgtcete

atcctttccaaagtgtacctcgagcacaggtctcctgacggtgccatccactacctgagccaggcecttggtgctagggeag

ctgctgggtgagcaggaatcctttgagtcttctctctgectggecatgggcectatctcttagccagccaggccaagaaggcttt

ggatgtgcttgagccactgctatgctccctgaaggagacagagagtctcactcaaaggggagtcatctataacctectqg

gacttgcactccaaggtgaaggceccgggtgaacagggcagcecaagagctatcticgggecttgaacagagcccaggag

gtgggagatgtgcataaccaggcagtggctatggccaatcttggccacctgagcecttaagtcctgggcetcagcatccage

cagaaactatctcctgcaggctgtacgactctattgtgaacticaggccagtaaggagacagacatggaattagtacagg

tgtttctctggttggcccaagtictggtgtctggacaccagctgacccatggcectictttgttatgaaatggcattgcetgtttggctt

aaggcatcgacatctaaagagtcagctticaggccaccaaatccctctgccatttctacagctcetgtgtccccaaaccctga

ggcatgcatcacctaccatgagcactggctggccctggctcagcaactcagggaccgggagatggaagggaggcetge

tggagtccctggggcagctttatcggaacctaaataccgccaggtccctcaggaggtcactcacatgcatcaaggagag

cctgcgtatcttcattgacctgggggagacagacaaggctgectgaggectggettggggecggggcgactccactacctc

atgcaggaagacgagctggtggagctgtgcctgcaggcagcecatccagacagecctgaagtcagaggagcectttgetg

gctctcaaactttatgaagaagcaggtgatgtgticticaatgggacccgccacaggcatcatgcagtggagtactaccg

agctggagctgttcctttagcaaggaggttgaaggcgagtgagaactgagctccggattticaataagctgacagagcetge

agattagcctcgaaggctatgagaaggctttggaatttgccaccctggeccgeccaggctcagcacagtcacaggagatca

gaggcaagagctggtggcctttcaccgcctggctacagtgtactactccctgcacatgtatgagatggctgaggactgcta

cctgaagaccctgtccctctgtccaccatggetgcagagtcccaaggaggcecctgtactatgccaaggtgtattatcgect

gggcagactcaccttctgccagctgaaggatgeccatgatgeccactgagtacttccttctggecctggcagcageggtect

gctggatgatgaggagceticaggacaccattaggagcaggctggacaacatctgccagagcecccctgtggcacagea

ggccctccggatgctectcagagagggcgceagatggcetgagtgatggtggectggecctcgagcagaagcetgatcageg

aggaggacctgtaagatatccatcacactggcggccgcggagcictcgagaggcectaataaagagctcagatgcatcg

atcagagtgtqttqgqttttttgtgtgagatctaagcttagcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaa

ctacaaggaacccctagtgatggagttggccactccctctctgcgecgcetcgctcgectcactgaggeccgggega
ccaaaggtcgcccgacgcccgggctttgcccgggcggcectcagtgagcgagcgagcgcgcagagctttttg
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caaaagcctaggcctccaaaaaagcctcctcactacttictggaatagctcagaggccgaggeggcectcggcectctgeat
aaataaaaaaaattagtcagccatggggcggagaatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggeggag
ttaggggcgggactatggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgecctgctggggagcectggggacitttcca
cacctggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggacttticcacaccctaactg
acacacattccacagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgecgtattgggcegctceticcgcettc
ctcgctcactgactcgetgegcetcggtegttcggetgecggegagceggtatcagcetcactcaaaggcggtaatacggttate
cacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaag
gccgcegttgetggcegttittccataggctccgeccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggeg
aaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctegtgegcetctectgttccgaccctgeegct
taccggatacctgtccgcecttictcccttcgggaagegtggcegcttictcatagctcacgcetgtaggtatctcagttcggtgtag
gtcgttcgctccaagcetgggctgtgtgcacgaacccecccgticagecccgaccgcetgegcecttatccggtaactategtcttg
agtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtag
gcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgegcetctgetgaa
gccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgcetggtageggtggttttitigtttgca
agcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaac
gaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagtttt
aaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctg
tctatttcgttcatccatagttgcctgactccecgtecgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggecccagtge
tgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggcecgage
gcagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgecagtt
aatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtegtttggtatggcttcattcagctceggttc
ccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagceggttagctccttcggtectccgategttgtcag
aagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttt
tctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgcetcttgcccggegtcaatac
gggataataccgcgccacatagcagaacttitaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaag
gatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactticaccagcgttt
ctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgtigaatactca
tactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataa
acaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaaccta
taaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgegegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctccce
ggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagceccgtcagggegcegtcagegggtgttggeg
ggtgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccattcgacgctctcecttatgcgact
cctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgeccgeccgcaaggaatggtgcatgcaaggag
atggcgcccaacagtccceccggecacggggcectgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagecccgaagt

ggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggecgatataggcgccagcaaccgcacctgtggegecggtgatgeegg

65



ccacgatgcgtccggcgtagaggatctggctagcgatgaccctgctgattggttcgctgaccatttccgggtgegggacg
gcgttaccagaaactcagaaggttcgtccaaccaaaccgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgct
tcagtaagccagatgctacacaattaggcttgtacatattgtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatc

atacacatacgatttaggtgacactatagaatacacggaattaattc

Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor mini Mpz
Subrayado = SH3TC2

Subrayado en cursiva = poliA sintético minimo

SEQ ID NO. 21: AAV-humano-miniMpz-SH3TC2
tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcegtecgggcgacctttggtcgecc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtaccicictcaggcaaggaggctgaggagaaatc
cclttttatggcctttaaattgaggttccatatctatccctcagagaagtgtgtctgtgtccctgtttttgtccctctecctcaccacce
ccccacaacattccagecetggggcagggggaggccagtggacacaaagccctctgtgtatggggtggtatgtgtccce
ccacccctccacccagactatacaatgccccttctgcteccetgcactctgeecccctceccaccaccictcaactgecacat
gccaggctgcaattggttactggctgaggacagcecccctcatgctggggccectaggggattttaagcaggticcaggaac
cccccgttcagttcctggtcececacttictcaaccccacagatgctccgggceccctgceecctgecccageggtaccatgg

agtggctgcttctgcatccccagggagcecggagtctgacccggggeccaggtaaagaaactecticcaaggatccaactgt

atcgagtgagtgtatagcctcatctgaatacaaggaaaaatgttttctgccacagaacattaatccagacctgacactctcc

ttctgtgtaaagagccqgctccaggagatgtgtaaatggacccctacaggaagcetgetcggaggeggcetctgggecactag

agaatgaggaccaggaggtgcgcatgctgtttaaggacctctcagcaaggttggtcagtatccagtctcagagggcecca

gtttctcatcaccticaagaccatggaggaaatctggaagttctccacctaccttaatttaggctacgtatccatgtgtctaga

acatctcctctttgaccacaagtactggctcaactgcatattggtggaggatacagagatccaagtgtctgtagatgataaa

cacctggaaacaatatacctgggactcctgatacaggaaggccacttctictgcagagccctgtgetccgtgactccacc

agccgagaaggaaggggaatgcttgacactttgcaagaatgagttaatctcagtgaagatggcagaagcetggcetccga

agttggaaqggcatatctttggtgacaggtcagcaggagcctgatactggtatcagecttggagectctgectetecctttccacce

agtggttcctaaagaattatccaggaagcetgtggcectticcaggaagagggattggacaggctcectatcagattggcaga

ggacgctgtaaggccttgacgggttatgagccaggagaaaaggatgaactgaattictaccagggagaaagcattgag

atcatcggctttgtcatacctgggcttcagtggttcatiggaaagtcgacaagticaggacaagtgggctttgtccccaccag

gaacatagatcctqgattcttatticcccaatgagcaggaactctgecttictcagtgatgaggagagatgctecctgttggeec

tgggaagtgataagcagactgagtgttccagcttcctccacactcttgctcgcactgacatcacatctgtctaccggcetcagt

gggtttgaatccatccagaatcctccaaatgatctgagtgcatcccagectgaaggtticaaggaggtcaggcectggecag

agcctgggaggagcatcaggecgtggggtccagacagtccagcagcetctgaggactccagectggaggaggagctce
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ctctcggcecacctcagacagctatcgectgeccggagcectgatgaccttgatgacccggaactgctcatggacctaagea

ctggtcaggaggaggaggctgagaacttcgcccccatattggctttictggatcatgagggttatgctgaccactttaagag

tctctatgacttctccttctctttcctecacttcticcttttatagctictctgaggaggatgagtttgtggectacctggaggcatcaa

gaaagtgggccaagaagagccacatgacctgggcccatgcccggctctgcticctecctgggecggctgagecatcagga

aggtcaaactctctcaggccagggtgtacticgaggaggccatccacattctcaatggagcatttgaggacctatccttgagt

ggccactctgtacatcaatttggctgccatctacctgaaacagaggctgagacataaaggctccgecctgttggaaaagg

caggtgccctgctggectgectgectgaccgtgagtctagtgccaagcatgaactcgacqgtggtggectacgtgetgege

caggqggattgtggtgggcagcagcccgctggaggccagggcctgctttctggeccatccgcettgetecctgagectaggcecg

gcacgaggaggtcctgccctttgccgagegcectgcagctcectectctggacaccctectgectctgaggcetgtggeccagtgtt

ttgagttttctgtatgacaagaaatatcttccacaccttgcagtggcctctgtccagcaacatggtatccagagtgcccaagg

gatgtctcttcctatttggcaggtccaccttgtcctccagaacacaaccaagctcecttggctticcttccccaggetgggatga

agtttctgecttggectgecccaatgctcagacaggcecctggctgectgtgaggaactagcagaccggagcacccagagg

gccctgtgtctcatcctttccaaagtgtacctcgagcacaggtctectgacggtgccatccactacctgagecaggecttgg

tgctagggcagctgctgggtgagcaggaatcctttgagtcttctctctgectggcatgggcectatcetcttagccagecagge

caagaaggctttggatgtgcttgagccactgctatgctccctgaaggagacagagagtctcactcaaaggggagtcatct

ataacctcctgggacttgcactccaaggtgaaggecgggtgaacagggcagccaagagctatcticgggecttgaaca

gagcccaggagatgggagatgtgcataaccaggcagtggctatggccaatcttggccacctgagecttaagtcctggge

tcagcatccagccagaaactatctcctgcaggcetgtacgactctatigtgaacticaggccagtaaggagacagacatgg

aattagtacaggtgtttctctggttggcccaagttctggtgtctggacaccagctgacccatggccttctttgttatgaaatggce

attgctgtttggcttaaggcatcgacatctaaagagtcagcticaggccaccaaatccctctgecattictacagcetctgtgte

cccaaaccctgaggcatgcatcacctaccatgagcactggctggecctggctcagcaactcagggaccgggagatgg

aagggaggctgctggagtccctggggcagctttatcggaacctaaataccgccaggtccctcaggaggtcactcacatg

catcaaggagagcctgcatatcttcattgacctgggggagacagacaaggctgctgaggcectggettggggecggagceg

actccactacctcatgcaggaagacgagctggtggagctgtgecctgcaggcagecatccagacagecctgaagtcag

aggagcctttgctggctctcaaactttatgaagaagcaqggtgatgtgticttcaatgggacccgccacaggcatcatgecag

tggagtactaccgagctggagctattcctttagcaaggaqggttgaaggcggtgagaactgagctccggattttcaataage

tgacagagctgcagattagcctcgaaggctatgagaagqgctttggaatttgccaccctggeccgeccaggcetcagcacagt

cacaggagatcagaggcaagagctggtggcectttcaccgectggetacagtgtactactccctgcacatgtatgagatgg

ctgaggactgctacctgaagaccctgtccctctgtccaccatggetgcagagtcccaaggaggcecctgtactatgccaag

gtgtattatcgcctgggcagactcaccttctgccagetgaaggatgcccatgatgeccactgagtacttccttictggecctgge

agcagcqgatectgctggatgatgaggagcettcaggacaccattaggagcaggctggacaacatctgccagagcecccct

agtggcacagcaggccctccggatgctcctcagagagggegcgatggetgagtggtggtggectggecctetgagegge
cgcggagctctcgagaggcctaataaagagctcagatgcatcgatcagagtgtgtiggtttitigtgigagatctaagctta

gcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaactacaaggaacccctagtgatggagttggcca
ctccctetctgegegcetcgcetecgetcactgaggeccgggcgaccaaaggtcgecccgacgeccgggctttgecce
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gggcggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagctttttgcaaaagcctaggcctccaaaaaagcctcctcact
acttctggaatagctcagaggccgaggceggcctcggcectctgcataaataaaaaaaattagtcagccatggggcggag
aatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggagttaggggcgggactatggttgctgactaattgagat
gcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcectggggactttccacacctggttgctgactaattgagatgcatgctttgcat
acttctgcctgctggggagcectggggactticcacaccctaactgacacacattccacagcetgcattaatgaatcggccaa
cgcgcggggagaggceggtttgegtattgggcegctcttccgcticctcgetcactgactegetgegceteggtegticggetge
ggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatg
tgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcegttgetggcegtttttccataggctcegecccecct
gacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttcc
ccctggaagctccctcgtgegctctectgttccgacccetgecgcttaccggatacctgtecegectttctcecttcgggaagegt
ggcgctttctcatagctcacgcetgtaggtatctcagticggtgtaggtegticgctccaagetgggcetgtgtgcacgaaccce
ccgttcagcccgaccgcetgegccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgeccactgg
cagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaacta
cggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttga
tccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttitttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctca
agaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatc
aaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctga
cagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactccecgtegtgt
agataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggcetc
cagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgectccateca
gtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgtigccattgctacaggcat
cgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggticccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgtt
gtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgategtigtcagaagtaagtiggccgcagtgttatcactcatggttatgg
cagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgctitictgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgaga
atagtgtatgcggcgaccgagttgctctigcccggegtcaatacgggataataccgecgccacatagcagaactttaaaag
tgctcatcattggaaaacgttcticggggcgaaaactctcaaggatcttaccgcetgttgagatccagttcgatgtaacccact
cgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgttictgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgca
aaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttat
tgtctcatgagcggatacatattigaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgce
cacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgegeg
tttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcettgtctgtaagcggatgeccggga
gcagacaagcccgtcagggcgcegtcagegggtgttggegggtgtcggggcetggcttaactatgcggcatcagagecag
attgtactgagagtgcaccattcgacgctctcccttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggec
gttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgeccaacagtccccecggecacggggcectgec

accatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggegata
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taggcgccagcaaccgcacctgtggcgcecggtgatgccggecacgatgegtccggegtagaggatctggctagegat

gaccctgctgattggttcgctgaccatttccgggtgcgggacggcegttaccagaaactcagaaggticgtccaaccaaac
cgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgcticagtaagccagatgctacacaattaggcttgtacatatt
gtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcatacacatacgatttaggtgacactatagaatacacgga

attaattc

Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor hPO mini-humano
Subrayado = SH3TC2

Subrayado en cursiva = poliA sintético minimo

SEQ ID NO. 22: promotor de hP0 mini-humano
Tctctcaggcaaggaggctgaggagaaatccctttttatggectttaaattgaggttccatatctatccctcagagaagtgtg
tctgtgtecctgtttttgtcectctcecctcaccaccececccacaacattccagectggggcagggggaggecagtggacaca
aagccctctgtgtatggggtggtatgtgtccccccaccectccacccagactatacaatgccccttctgcetcectgecactcetg
ccccccteccccaccacctctcaactgcacatgccaggctgcaattggttactggctgaggacagccccctcatgetgggg
ccctaggggattttaagcaggttccaggaaccccccgttcagttcctggtcccecactttctcaaccccacagatgctcegg

gcccctgeccctgecccage

SEQ ID NO. 23: AAV-humano-miniMpz-Egfp

tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcgtcgggcecgacctttggt
cgcccggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgta
gttaatgattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtaccictctcaggcaaggaggctgaggag
aaatccctttttatggcctttaaattgaggttccatatctatccctcagagaagtgtgtcetgtgtcectgtttttgtcectctecctca
ccaccccccacaacattccagectggggcagggggaggccagtggacacaaagccctcetgtgtatggggtggtatgtg
tccecccacccctccacccagactatacaatgcecccttctgctcectgceactctgecceccteccecaccacctctcaactge
acatgccaggctgcaattggttactggctgaggacagccccctcatgctggggcecctaggggattttaagcaggttccag
gaaccccccgttcagttcctggtcecccacttictcaaccccacagatgctccgggceccctgeccctgecccagcaccggt

cgccaccatggtgagcaagggcgaggagctgttcaccgggatggtgcccatectggtcgagetggacggegacgtaa

acggccacaagttcagcgtgtccggcgagggecgagggcgatgecacctacggcaagcetgaccctgaagttcatctge

accaccggcaagctgcccgtgccctggeccaccctecgtgaccaccctgacctacggegtgcagtgctticagecgcetace

ccgaccacatgaagcagcacgacttcticaagtccgccatgecccgaaggcetacgtccaggagegcaccatcettcttcaa

ggacgacggcaactacaagacccgcgccgagatgaagticgagggecgacaccctggtgaaccgcatcgagcetgaa

gggcatcgactticaaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctata

tcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaactticaagatccgccacaacatcgaggacggcagcegtgea
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gctcgeccgaccactaccagcagaacacccccatcggecgacggcecccgtgetgetgecccgacaaccactacctgagea

cccagtccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgetggagticgtgaccgecgecggg

atcactctcggcatggacgagctgtacaagtaaagcggccctagatcaagcttaticgataatcaaccictggattacaaa

atttgtgaaagattgactqqgtattcttaactatgttgctcecttttacgctatgtggatacqctqgctttaatgcctttgtatcatgctatt

gcttcccqtatgqctttcattttctcctecttgtataaatectgqtigcetqgtctctitatgaggagtigtggeccqgtigicaggcaac

gtggcgtggtgtgcactgtgtttgctgacqgcaacccccactqgqgttggggcattgccaccacctgtcagcetcctttccgggact

ttcqgctttccecectecctattgccacqggecggaactcatcgecgcectgcecttgeccqgcetgetggacaggqggceteggcetgtigg

gcactqgacaattccqgtqqgtgttqgtcggggaaatcatcgtcctttccttggcetgcetecgectgtgtigccacctggatictgecgeqg

gqgacqtccttctgctacgtcccttcggcecctcaatccagecgqgaccttecttcccgegqgcectgetgecggcetetgeggcectctt

ccgcgtcttegcecttcgecctcagacgagitcgqgatctecctttgggecgcectccececgcatcgataccgtcgactcgetgate

agcctcgactgtgcecttctagttgccagccatctgttgtttgeccectceceeegtgecttccttgaccectggaaggtgecactcee
cactgtcctttcctaataaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtgggge
aggacagcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgaggeg
gaaagaaccagctggggctcgactagagcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaactacaa
ggaacccctagtgatggagttggccactccctctctgcgecgcetcgetecgctcactgaggccgggcgaccaaa
ggtcgcccgacgcccgggctttgcccgggeggcctcagtgagcgagcgagcgecgcagagcttittgcaaaa
gcctaggcctccaaaaaagcctcectcactacttctggaatagctcagaggccgaggceggcctcggcectctgcataaata
aaaaaaattagtcagccatggggcggagaatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggagttagg
ggcgggactatggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcectggggactttccacacct
ggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcectggggactticcacaccctaactgacaca
cattccacagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggceggtttgegtattgggcegctcttccgcttectecgcte
actgactcgctgcgctcggtegttcggetgecggegagceggtatcagcetcactcaaaggcggtaatacggttatccacaga
atcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcegt
tgctggcgttittccataggctccgeccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggecgaaaccce
gacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctectgticcgaccctgecgcettaccgg
atacctgtccgcctttctcecttcgggaagegtggegctttctcatagctcacgcetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegtte
gctccaagcetgggcetgtgtgcacgaaccccccegttcagcccgaccgcetgegcecttatccggtaactategtettgagtcca
acccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggeggt
gctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgcetctgctgaagceca
gttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggttttittgtttgcaagca
gcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaa
actcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttittaaattaaaaatgaagttttaaatc
aatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctattt
cgttcatccatagttgcctgactccecgtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgectgcaa

tgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgceag
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aagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgtigccgggaagctagagtaagtagtticgccagttaata
gtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtegtttggtatggcettcattcagctccggticeca
acgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgtigtcagaagt
aagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgt
gactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctctigcccggcegtcaatacggg
ataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttctticggggcgaaaactctcaaggatc
ttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagegtttctgg
gtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatact
cttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaaca
aataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataa
aaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgegegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagcetceccgg
agacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgegtcagegggtgttggeggg
tgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccattcgacgctctcecttatgcgactcce
tgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagat
ggcgcccaacagtccececcggecacggggcctgccaccatacccacgccgaaacaagcegctcatgageccgaagtg
gcgagcccgatcttcceccatcggtgatgtcggegatataggcgccagcaaccgcacctgtggegecggtgatgecggce
cacgatgcgtccggcegtagaggatctggctagcgatgaccctgetgattggttcgetgaccatttccgggtgcgggacgg
cgttaccagaaactcagaaggttcgtccaaccaaaccgactctgacggcagtitacgagagagatgatagggtctgcttc
agtaagccagatgctacacaattaggcttgtacatattgtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcat

acacatacgatttaggtgacactatagaatacacggaattaattc

Negrita = secuencia ITR
Cursiva = promotor hPO mini-humano
Subrayado = EGFP

Subrayado en cursiva = secuencia WPRE

SEQ ID NO. 24: Secuencia minima de poli A sintético
ggagctctcgagaggcctaataaagagctcagatgcatcgatcagagtgtgttggttttttgtgtgagatct

EJEMPLOS

La invencién se describird ahora con referencia a los siguientes ejemplos no
limitantes.

Ejemplo 1: Clonacién del plasmido de transferencia de AAV

Los vectores AAV se disefiaron para proporcionar la expresion especifica de las

células de Schwann de Cx32 (pAAV-Mpz.GJB1, vector completo) o del gen indicador
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EGFP (pAAV-Mpz.Egfp, vector simulado), ambos bajo el promotor de Mpz de 1,127 kB
que se muestra para conducir a expresion especificamente en células de Schwann
(26, 32). Estos vectores se clonaron mediante el uso de la construccion de AAV
pAM/Mbp-EGFP-WPRE-bGH como plasmido de partida (57), que contiene el elemento
regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de la marmota (WPRE) vy la
secuencia de poliadenilacion de la hormona del crecimiento bovino (bGHpA)
flanqueada por AAV2 repeticiones de terminales invertidas (Figuras 1y 9).

Los detalles especificos de como se clonaron las tres construcciones AAV-
Mpz.Egfp, AAV-Mpz.GJB1 y AAV-miniMpz.Egfp son los siguientes:

264-PO-EGFP-WPRE (=AAV-Mpz.Egfp - SEQ ID NO. 1)

Se uso el plasmido pBluescript SK + que contiene la secuencia promotora Mpz

para digerir la secuencia promotora mediante el uso de enzimas de restriccion Xhol y
EcoRV. El vector AAV también se digiri6 mediante el uso de las mismas enzimas.
Después de la ligacion y transformacién, se confirmo el ensamblaje correcto del casete
de expresion mediante mapeo de digestion de restriccidon y secuenciacion directa
mediante el uso de cebadores que cubren la secuencia codificante completa.
264-Mpz(P0)-Cx32-WPRE (= AAV-Mpz.GJB1 - SEQ ID NO. 2)

El ORF Mpz/Cx32 se amplific6 por PCR a partir de una construccion lentiviral

preparada previamente. Los cebadores usados para la amplificacion fueron PO-Cx32-F
5- AGGGGTACCCTTCCTGTTCAGACT-3' (SEQ ID NO. 13) P0-Cx32- R 5-
CCGCTCGAGGGATCCTC AGCAG-3 (SEQ ID NO. 14). El producto de PCR
(2030 pb) se purificd en gel mediante el uso del kit de extraccion en gel de Qiagen y se
digirié con Kpnl y Xhol. El vector AAV también se digirié con las mismas enzimas de
restriccion. El casete de expresion completo se confirmdé mediante secuenciacion
directa de los ORF.
264-Mpz(P0) min-EGFP-WPRE (=AAV-miniMpz.Egfp — SEQ ID NO. 3)

El vector 264 de AAV se digirio con Hindlll y se autoligd. Después, se insertd un

enlazador en el vector. La Mpzmin se amplificé por PCR a partir de la secuencia
promotora de Mpz de rata, mediante el uso de los siguientes cebadores: Kpnl-PO-F: 5’-
GGGGTACCGCTCTCAGGCAAG-3 (SEQ ID NO. 15) y Agel-PO- R: 5-
AAACCGGTTGGCAGAGCGTCTGT-3’ (SEQ ID NO. 16). Después, el inserto (420 pb)
se cloné direccionalmente en nuestro vector 264 de AAV. Se digiri6 EGFP de otra
construccion mediante el uso de Agel y Hindlll y se ligo directamente en.

Ejemplo 2: Produccion, purificacion y titulacion del vector AAV
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La produccion de vectores AAV9 se realizd de acuerdo con protocolos
publicados (58). Los plasmidos pAAV-Mpz.Egfp y pAAV-Mpz.GJB1 se empaquetaron
de forma cruzada en la capside AAV9 (plasmidos de capside proporcionados por el Dr.
A. Bosch, Universidad de Barcelona, Espafia, y desarrollados originalmente por el Dr.
James Wilson, Universidad de Pennsylvania Vector Core, PA, EE. UU.).

Se generaron reservas virales de AAV para los pseudotipos 9 como se describid
anteriormente (59). Los vectores recombinantes de AAV (rAAV) se produjeron por
transfeccion triple de 2 x 108 células HEK293 con 250 ug de pAAV, 250 pg de
pRepCap y 500 pg de plasmido pXX6 mezclado con polietilenimina (PEI; ramificado,
MW 25 000; Sigma). Brevemente, 48 h después de la transfeccion, las células se
recogieron por centrifugacion (200 g, 10 min); se resuspendieron en 30 ml de NaCl
20 mM, MgCI2 2 mM y Tris-HCI 50 mM (pH 8,5) y se lisaron mediante tres ciclos de
congelacion-descongelacion. El lisado celular se clarificé mediante centrifugacion
(2000 g, 10 min) y las particulas de rAAV se purificaron a partir del sobrenadante
mediante un gradiente de iodixanol como sigue: El lisado clarificado se traté con
50 U/ml de Benzonase (Novagen; 1 h, 37 °C) y se centrifugd (3000 g, 20 min). Se
recogié el sobrenadante que contenia el vector y se ajusté a NaCl 200 mM mediante el
uso de una solucién madre 5 M. Para precipitar el virus a partir del lisado celular
clarificado, se afiadié polietilenglicol (PEG 8000; Sigma) hasta una concentracion final
del 8 % y la mezcla se incubd (3 h, 4 °C) y se centrifugd (8000 g, 15 min). Los
sedimentos que contenian rAAV se resuspendieron en NaCl 20 mM, MgCI2 2 mM y
Tris-HCI 50 mM (pH 8,5) y se incubaron durante 48 horas a 4 °C. Las particulas de
rAAV se purificaran mediante el uso del método de iodixanol como se describio (59). Si
fue necesario, el rAAV se concentrdo y se desalé en PBSMK mediante el uso del
dispositivo de filtro centrifugo Amicon Ultra-15 (Millipore). La titulacién se evalud
mediante cuantificacion picogreen (60) y se calcul6 como genomas virales por mililitro
(vg/ml).

Ejemplo 3: Suministro de vector intratecal

Después de una pequefia incisién en la piel a lo largo del nivel de la columna
lumbar inferior para visualizar la columna, se suministré el vector AAV en el espacio
intervertebral L5-L6 de ratones anestesiados a una velocidad lenta de 5 pl/min. Se uso6
una jeringa Hamilton de 50 pl (Hamilton, Giarmata, Rumania) conectada a una aguja
de calibre 26 para inyectar un volumen total de 20 pl que contenia 0,5-1x10'" genomas
del vector (vg) del vector AAV. Un movimiento de la cola se considerd un indicativo de

una administracién intratecal satisfactoria.
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Ejemplo 4: Expresiéon génica dirigida a células de Schwann mediada por
AAV9

Se trataron ratones de tipo salvaje de 2 meses con el vector AAV9-Mpz-Egfp
descrito en los Ejemplos 1 y 3 anteriores. Las muestras se analizaron mediante
extraccién de ADN de los tejidos del SNP y se determiné la presencia del ADN viral
medido como numeros de copias de vectores (VCN) 4 y 6 semanas después de la
inyeccion (Tabla 1) como describimos previamente (33). La tincion por
inmunofluorescencia de las secciones de la raiz lumbar y la inmunotransferencia de la
raiz lumbar, los nervios femorales y los nervios ciaticos también se llevaron a cabo
como se describe a continuacion 4 y 8 semanas después de la inyeccion (Tabla 2).

Tincién por inmunofluorescencia: Para la inmunotincidon, los ratones se
anestesiaron con avertina de acuerdo con los protocolos aprobados institucionalmente,
y después se perfundieron transcardiacamente con solucién salina normal seguida de
paraformaldehido nuevo al 4 % en tampoén PB 0,1 M. Se disecaron la médula espinal
lumbar-sacra con raices espinales adheridas, asi como también los nervios motores
ciaticos y femorales bilaterales. Todos los tejidos se congelaron para obtener
criosecciones, mientras que los nervios ciatico y femoral se aislaron y se separaron las
fibras bajo un estereoscopio. Las fibras o secciones separadas se permeabilizaron en
acetona fria y se incubaron a temperatura ambiente con una solucién de bloqueo de
BSA 5 % (Sigma-Aldrich, Munich, Alemania) que contenia Triton-X 0,5 % (Sigma-
Aldrich, Munich, Alemania) durante 1 h. Los anticuerpos primarios usados fueron:
anticuerpo monoclonal de ratén contra la proteina asociada con la contactina (Caspr,
1:50; obsequio del Dr. Elior Peles, Weizmann Institute of Science), antisuero de conejo
contra EGFP (1:1000; Invitrogen, EE.UU.), Capr2 (1:200, Alomone Labs, Israel) y
Cx32 (1:50; Sigma, Munich, Alemania) todos diluidos en solucién de bloqueo e
incubados durante la noche a 4 °C. Después, los portaobjetos se lavaron en PBS y se
incubaron con anticuerpos secundarios purificados por afinidad cruzada de ratén y
conejo conjugados con fluoresceina y rodamina (1:500; Jackson ImmunoResearch,
EE.UU.) durante 1 hora a temperatura ambiente. Los nucleos celulares se visualizaron
con DAPI (1 pg/ml; Sigma, Munich, Alemania). Los portaobjetos se montaron con
medio de montaje fluorescente y las imagenes se fotografiaron bajo un microscopio de
fluorescencia con una camara digital mediante el uso del programa Axiovision (Carl
Zeiss Microlmaging; Oberkochen, Alemania).

Las tasas de expresion para el gen indicador de Egfp se cuantificaron tras contar

el numero de las células de Schwann positivas a EGFP como porcentaje del total de
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las células de Schwann en las raices lumbares y los nervios ciaticos. La expresién de
Cx32 se cuantifico tras visualizar areas nodales de fibras mielinizadas con marcadores
de dominio axonal que incluyen Kv1,2 yuxtaparanodal y Caspr paranodal en tincion
doble con Cx32. El nimero de areas nodales positivas para la inmunorreactividad de
Cx32 se conté como un porcentaje del total de areas nodales en las raices lumbares y
los nervios ciaticos.

Analisis de inmunotransferencia: Se uso el andlisis de inmunotransferencia de
lisados de nervios periféricos y de la raiz para detectar la expresion del gen indicador
Egfp o Cx32 en tejidos de ratones inyectados. Se incubaron inmunotransferencias de
lisados de raiz lumbar, femoral y nervio ciatico recogidos 4 semanas después de la
inyeccion con anticuerpos primarios anti-Egfp (1:1000; Abcam) y anti-Cx32 (clon 918,
1:3000) de conejo seguidos de anticuerpos secundarios anti-conejo conjugados con
HRP (Jackson ImmunoResearch, diluido 1:3000). El anticuerpo unido se visualiz
mediante un sistema de quimioluminiscencia mejorado (GE Healthcare Life Sciences).

Los resultados se muestran en la Figura 2 y las Tablas 1 y 2 a continuacion. Fue
posible detectar niveles altos de expresion del gen indicador EGFP (proteina
fluorescente verde mejorada) especificamente en las células de Schwann, las células
mielinizantes del SNP, que incluye las raices de los nervios espinales lumbares y los
nervios ciaticos distales, y esto muestra la expresion especifica del gen indicador
EGFP en muestras de raiz lumbar y nervio ciatico, lo que indica que la expresion
especifica de tejido en células de Schwann se logra mediante el uso de este sistema

de suministro de vector.
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Tabla 1: Numeros de copias de vectores (VCN) en todos los tejidos examinados en

ratones WT inyectados con AAV9-Mpz.Egfp:

4 semanas 6 semanas 8 semanas
Raices Nervio Nervio | Raices Nervio Nervio | Raices Nervio Nervio
lumbares | ciatico ciatico | lumbares | ciatico ciatico | lumbares | ciatico ciatico
proximal | distal proximal | distal proximal | distal
VCN 2,66 +(031 +|007 £]|062 +[023 +|002 +|024+0,1 |08 |08
1,37 0,13 0,03 0,28 0,13 0,01 0,45 0,08
N 4 2 4 4 4 4 3 4 4
ndmero
de
ratones

Tabla 2: Tasas de expresién de EGFP (% de las células de Schwann positivas a
Egfp) en raices lumbares y nervios ciaticos de ratones WT inyectados con AAV9-

Mpz.EGFP 4 y 8 semanas después de la inyeccion:

Ciatico Raices

4 semanas 8 semanas 4 semanas 8 semanas
Expresion de EGFP 53,6 + 7,66 39,9+2,49 29,7 + 1,89 35,0+ 3,23
N 4 3 4 3

Ejemplo 5: Expresion del vector AAV9-Mpz.GJB1 suministrado
intratecalmente en ratones Cx32KO y R75W KO de 2 meses

El vector AAV9-Mpz.GJB1 se produjo como se describe en el Ejemplo 1 anterior
(5 x 10'2 vg/ml) y se suministré a ratones Cx32 KO de 2 y 6 meses mediante inyeccion
intratecal lumbar (i.th.) (5 x 10'° vg en 20 ul). El analisis de las VCN a partir del ADN
extraido de los tejidos del SNP como se describié anteriormente (33) por célula en
diferentes tejidos reveld una biodistribucion generalizada (Figura 3A), incluso en las
raices espinales y los nervios ciaticos con niveles mas altos en el higado (55). Se
llevaron a cabo analisis de inmunotincion e inmunotransferencia como se describio
anteriormente. Cx32 se expreso en areas de mielina paranodal en mas del 60-70 % de
las células de Schwann mielinizantes en las raices espinales lumbares y en las fibras
del nervio ciatico (Figuras 3B-D). La expresion de Cx32 suministrada por AAV9 a
niveles altos también podria detectarse mediante transferencia Western de lisados de
tejido del SNP de ratones Cx32 KO inyectados en lugar de sin inyectar (Figura 3F).

Para aclarar si el vector viral AAV9-Mpz.GJB1 que permite niveles de expresion

mas altos podria superar los efectos de interferencia de mutantes retenidos en Golgi
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observados con el vector lentiviral en nuestros estudios previos (29, 34), los inventores
también inyectaron a ratones con R75W inactivado (R75W KO) de 2 meses de edad.
De manera importante, la localizacién paranodal de la Cx32 suministrada por AAV9
también se detectd en tejidos de R75W/KO, a pesar de la coexpresion del mutante de
interferencia R75W retenido en Golgi que muestra la localizacién perinuclear tipica
(Figura 3E). Por lo tanto, AAV9 muestra el potencial de proporcionar una expresion
génica dirigida a las células de Schwann, de alto nivel y generalizada que también
puede superar el efecto de interferencia de un mutante CMT1X retenido en Golgi
representativo.

Estos resultados se muestran en la Figura 3 y en las Tablas 3 y 4 a continuacion,
lo que demuestra que el uso de los vectores para suministrar copias del gen GJB1 de
tipo salvaje da como resultado la expresion exitosa de Cx32 tanto en ratones con Cx32
inactivada como en ratones con R75W inactivado. El mutante R75W retenido en Golgi
(Figura 3E) también logra la expresion de Cx32 a pesar de la presencia de la proteina
mutante R75W Cx32 en areas perinucleares, mientras que esto no habia sido posible

en trabajos previos que no usaban el vector AAV.

Tabla 3: Numeros de copias de vectores en todos los tejidos examinados en
ratones Cx32 KO inyectados con AAV9-Mpz.GJBT:

Raices lumbares | Nervio ciatico Musculo Médula
espinal
VCN 0,20 + 0,05 0,18 £ 0,07 0,05 + 0,03 0,17 £ 0,08
N 12 12 3 5

Tabla 4: Tasas de expresion de Cx32 (% de areas de mielina paranodales
positivas a Cx32) en raices lumbares y nervios ciaticos de ratones transgénicos Cx32
KO y Cx32 KO/R75W de 2 y 6 meses inyectados con AAV9-Mpz.GJBT:

Ciatico Raices lumbares
KO 2 KO 6 KO R75W KO 2 KO 6 KO R75W
meses meses meses meses
Expresion de 715+58 |71,7+6,0 73,2+5,1 63,1+3,1 | 62,7+8,1 64,9 + 3,8
Cx32
N 6 3 6 6 3 6
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Ejemplo 6: Andlisis de comportamiento de ratones Cx32 KO de 6 meses
inyectados con AAV9-Mpz.GJB1 (completo) en comparacion con crias de la
misma camada tratadas con AAV9-Mpz.Egfp (simulados)

Tratamiento de los ratones: Se realizé un ensayo de terapia génica mediante el
uso de dos grupos de ratones con Cx32 inactivada (KO) de 6 meses de edad. Se
consider6é adecuado un minimo de 8-12 ratones por grupo de tratamiento para cada
resultado medido para evaluar las diferencias estadisticamente significativas sobre la
base de los estudios previos mediante el uso de modelos similares (32, 33). Los
animales se trataron a la edad de 6 meses, después de la aparicién de la patologia
(que se conoce que comienza después de los 3 meses de edad).

Se aleatorizaron ratones de la misma camada para recibir tratamiento AAV9-
Mpz.GJB1 (completo) o AAV9-Mpz.Egfp (tratamiento simulado, como grupo de control)
y se les asigné un numero de codificacién para su identificacion posterior.

Pruebas de comportamiento: Después, se evaluaron los ratones mediante
pruebas de comportamiento como se establece a continuacion antes del tratamiento y
nuevamente a las edades de 8 y 10 meses, por un examinador sin conocer la
condicion del tratamiento (Figura 4 y Tabla 5).

Prueba de varilla giratoria: Se determinaron el equilibrio y la coordinacion del
motor como se describié anteriormente (61) mediante el uso de un aparato de varilla
giratoria de aceleracion (Ugo Basile, Varese, Italia). El entrenamiento de los animales
consistio en tres ensayos por dia con un periodo de descanso de 15 minutos entre
ensayos, durante 3 dias consecutivos. Los ratones se colocaron sobre la varilla y se
aumento la velocidad gradualmente de 4 a 40 rotaciones por minuto (rpm). La prueba
se realiz6 el cuarto dia mediante el uso de dos velocidades diferentes, 20 y 32 rpm. Se
calculé la latencia de caida para cada velocidad. La prueba dur6 hasta que el ratéon se
cayo de la barra o después de que el raton permaneciera en la barra durante 600
segundos y después se retirara. Cada raton se colocé en la varilla giratoria tres veces
a cada velocidad usada y se obtuvieron tres valores diferentes para cada velocidad.
Se usaron valores medios para cada raton a las dos velocidades diferentes.

Prueba de fuerza de agarre: Para medir la fuerza de agarre, los ratones se
sujetaron por la cola y se bajaron hacia el aparato (Ugo Basile, Varese, Italia) hasta
que agarraron la rejilla con las patas traseras. Los ratones se retiraron suavemente
hasta que soltaron la rejilla. Las medidas de la fuerza en g se indicaron en el equipo.

Cada sesion consistid en tres ensayos consecutivos y se promediaron las mediciones.
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Se compard la fuerza de las extremidades traseras entre ratones tratados con
AAV9.Mpz-GJB1y AAVO.Mpz-Egfp.

Los ratones viejos Cx32 KO tratados con el vector terapéutico completo AAV9-
Mpz.GJB1 se desempefiaron significativamente mejor en esas pruebas en
comparacion con las crias de la misma camada inyectadas con el vector simulado (no
terapéutico) AAV9-Mpz.Egfp (n = 20 ratones por grupo).

Los resultados se muestran en la Figura 4 y la Tabla 5 a continuacién, que
muestran que el rendimiento motor (medido por las pruebas de la varilla giratoria y de
agarre del pie) en el grupo tratado con GJB1 mejor6é 2 meses después de la inyeccion
(a los 8 meses de edad) y que esta mejora se mantuvo estable hasta los 10 meses de
edad. Los ratones tratados de forma simulada no mostraron una mejora en el

rendimiento motor.

Tabla 5: Comparacion longitudinal del desempefio del comportamiento motor de

los grupos de tratamiento Cx32 KO:

Comparacion

de puntos de |Grupo de tratamiento completo

tiempo AAV9.Mpz-GJB1

(meses de (Prueba de Mann-Whitney comparado con  |Grupo de tratamiento simulado

edad) tratamiento simulado) AAV9.Mpz-Egfp

Varilla Prueba de Varilla Prueba de

Varilla giratoria |giratoria agarre de giratoria Varilla giratoria [agarre de
20 RPM 32 RPM alimentos 20 RPM 32 RPM alimentos
(segundo) (segundo) (gramo) (segundo) (segundo) (gramo)

6 317,7 £45,62 |103,5 +27,90|74,5 + 5,46 p > 345,1 + 85,60(159,7 + 56,34 (76,0 £ 9,14
p > 0,05 p > 0,05 0,05

8 241,3 + 35,92 (84,6 + 26,89 (93,5+ 5,18 p =(207,7 + 38,43|64,5+ 18,60 (76,2 * 3,41
p>0,05 p>0,05 0,0196

10 312,7 £ 39,79 [121,9+27,42|103,4 + 6,01 p [288,9 + 42,44{71,2+ 25,86 |73,2+5,15
p > 0,05 p =0,0427 |=0,0025

Ejemplo 7: Estudios de conduccién motora del nervio ciatico

Se trataron ratones Cx32 KO a la edad de 6 meses como se describe en el
Ejemplo 6 anterior, después de la aparicion de la neuropatia y después, se llevaron a
cabo estudios de conduccion nerviosa motora a la edad de 10 meses como se

describe a continuacion.
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Velocidad de conduccion del nervio motor (MNCV): La MNCV se midi6 in vivo
mediante el uso de métodos publicados (62) de los nervios ciaticos bilaterales después
de la estimulacién en animales anestesiados en la muesca ciatica y distalmente en el
tobillo mediante electrodos bipolares con pulsos de onda cuadrada supramaximos
(5V) de 0,05 ms. Las latencias de los potenciales de accién del musculo compuesto
(CMAP) se registraron mediante un electrodo bipolar insertado entre los digitos 2 y 3
de la pata trasera y se midieron desde el artefacto del estimulo hasta la aparicion de la
desviacion de la onda M negativa. La MNCV se calculé tras dividir la distancia entre
los electrodos de estimulacion y de registro por el resultado de restar la latencia distal
de la proximal.

Los resultados del estudio de la MNCYV realizado a los 10 meses de edad se
muestran en la Figura 5 y la Tabla 6 a continuacion, la cual muestra que la velocidad
de conduccion del nervio motor mejoré cuando se midié a los 10 meses en ratones
Cx32 KO tratados con GJB1, y se aproxima a los niveles del tipo salvaje, en

comparacion con el grupo de control tratado de forma simulada (n = 10 ratones).

Tabla 6: Velocidades de conduccion del nervio motor y medidas de amplitud de
AAV9.Mpz.EGFP (Simulado, grupo de control Cx32 KO), AAV9.Mpz.GJB1 (Completo,

grupo de tratamiento completo) y WT:

Simulado Completo valor de WT valor de p
p WT vs
simulado completo
Vs
completo
MNCV (m/s) 30,4 + 0,87 34,8+ 1,44 0,0316 41,7 = 0,0068
1,62
Amplitud 3,2+0,35 4,15+ 3,22 > 0,05 33+ > 0,05
0,29

Ejemplo 8: Analisis morfolégico de raices espinales anteriores, nervios
ciaticos y nervios femorales de ratones Cx32 KO después del suministro
intratecal de AAV9-Mpz.GJB1 en comparacién con el vector de ratones tratados
de forma simulada

Se trataron ratones Cx32 KO como se describe en el Ejemplo 6 anterior a la

edad de 6 meses y se examinaron 4 meses después, a la edad de 10 meses.
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Los ratones se perfundieron transcardiacamente con glutaraldehido 2.5% en
tampdn PB 0.1 M. La médula espinal lumbar con multiples raices espinales adheridas,
asi como también los nervios femoral y ciatico, se disecaron y fijaron durante la noche
a 4 °C, después se osmicaron, deshidrataron e incluyeron en resina de araldita (todos
adquiridos de Agar Scientific, Essex, Reino Unido). Se obtuvieron secciones semifinas
transversales (1 ym) de la médula espinal lumbar con raices y la porcion media de los
nervios motor femoral y ciatico y se tifleron con azul de toluidina alcalina (Sigma-
Aldrich, Munich, Alemania). Las secciones se visualizaron con lentes objetivos de 10
x, 20 x y 40 x y se capturaron con una camara Nikon DS-L3 (Nikon Eclipse-Ni; Tokio,
Japén). Se obtuvieron imagenes de toda la raiz o secciones de nervios transversales
con un aumento final de 100-200 x, y se capturaron una serie de campos parcialmente
solapados que cubrian el area de la seccion transversal de las raices o los nervios con
un aumento final de 400 x. Estas imagenes se usaron para examinar el grado de
mielinizacion anormal en ambos grupos, como se describié anteriormente (22, 32, 63).
En resumen, todos los axones desmielinizados, remielinizados y mielinizados
normalmente se contaron mediante el uso de los siguientes criterios: los axones
mayores de 1 ym sin vaina de mielina se consideraron desmielinizados, los axones
con vainas de mielina <10 % del diametro axonal y/o los axones rodeados por “bulbos
de cebolla’(es decir, los procesos y la matriz extracelular de las células de Schwann
dispuestos circunferencialmente) se consideraron remielinizados, y otros axones
mielinizados se consideraron mielinizados normalmente.

Ademas, se contd el nimero de macréfagos espumosos presentes dentro de la
seccion transversal completa de cada raiz o nervio, como una indicacion de
inflamacién. Los macréfagos se identificaron en secciones semifinas a un aumento de
400 x como células cargadas de restos de mielina, desprovistas de una membrana
basal y que extienden pequefios procesos similares a microvellosidades, como se
describi6 anteriormente (64, 65). El conteo de macrofagos se calculé como la relacion
por 1000 fibras mielinizadas, para tener en cuenta las diferencias de tamano entre
diferentes raices y nervios espinales. Todos los analisis patolégicos se realizaron sin
conocer la condicién de tratamiento de cada raton.

Los resultados se muestran en la Figura 6 y la Tabla 7 (para las raices espinales
anteriores), la Figura 7 y la Tabla 8 (para los nervios ciaticos) y la Figura 8 y la Tabla 9
(para los nervios motores femorales). Estos resultados muestran una mielinizacion
mejorada de las raices espinales, los nervios ciaticos y los nervios femorales en

comparacion con el grupo de control tratado de forma simulada con menos fibras
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desmielinizadas y remielinizadas, junto con una relacidbn mejorada de fibras
mielinizadas de manera anormal. Todas las muestras mostraron una reduccion en el
numero de macrofagos espumosos en el grupo tratado con GJB1, lo que indica una
reduccion de la inflamacion en el grupo tratado.

Tabla 7: Resultados del analisis morfométrico de las raices lumbares anteriores

en ratones Cx32 KO tratados intratecalmente a los 10 meses de edad:

Inyectado con AAV9- Inyectado con Prueba de
Mpz.Egfp (simulado) AAV9-Mpz.GJB1 Mann-
(completo) Whitney
Raices lumbares (n =10 ratones) (n =10 ratones)
anteriores
Relacion de fibras 0,315+ 0,016 0,215+ 0,032 p =0,0147
mielinizadas
de manera anormal
Numero de 14,85+ 1,38 9,31+ 1,20 p = 0,0068
macroéfagos/1000
fibras

Tabla 8: Resultados del analisis morfométrico de los nervios ciaticos en ratones

Cx32 KO tratados intratecalmente a los 10 meses de edad:

Inyectado con Inyectado con Prueba de
AAV9-Mpz.Egfp AAV9-Mpz.GJB1 Mann-Whitney
(simulado) (completo)

Nervios ciaticos (n =10 ratones) (n =10 ratones)

Relacion de fibras 0,105 + 0,004 0,058 + 0,003 p <0,0001

mielinizadas

de manera anormal

Numero de 7,76 £ 0,48 3,84 £ 0,69 p = 0,0005

macroéfagos/1000

fibras
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Tabla 9: Resultados del analisis morfométrico de los nervios motores femorales

en ratones Cx32 KO tratados intratecalmente a los 10 meses de edad:

Inyectado con Inyectado con Prueba de
AAV9-Mpz.Egfp AAV9-Mpz.GJB1 Mann-Whitney
Nervios femorales (n =9 ratones) (n =10 ratones)
Relacion de fibras 0,333 £ 0,012 0,207 £ 0,009 p <0,0001
mielinizadas
de manera anormal
Numero de 10,03 £ 0,47 4,87 £0,73 p <0,0001
macroéfagos/1000
fibras

Ejemplo 9: Desarrollo de vectores AAV para la expresién dirigida a células
de Schwann conducida por elementos promotores minimos (miniMpz)

El enfoque basado en AAV9 descrito en los ejemplos anteriores tiene un
potencial alto de traduccidn clinica para tratar otros tipos de CMT desmielinizantes,
que incluyen la CMT4C. Sin embargo, es necesario superar la limitacion de la
capacidad transgénica mas pequefa en los vectores AAV.

Para facilitar la expresion génica dirigida a las células de Schwann mediada por
AAV, los inventores clonaron una version minima del promotor de Mpz. A partir del
promotor de Mpz de longitud completa de 1,127 kb (SEQ ID NO. 4) y sobre la base de
los datos de potenciador/ChiP-seq que indican que los elementos reguladores
funcionales (sitios de unién de Egr2 y Sox10) del promotor de Mpz de longitud
completa estan ubicados dentro de 400 pb aguas arriba del codén de inicio (56), los
inventores seleccionaron esta estrategia para lograr la expresion dirigida en las células
de Schwann con un promotor de tamafio minimo para permanecer dentro de la
capacidad de transporte del vector AAV. Los inventores amplificaron por PCR los
410 pb del promotor de Mpz aguas arriba del codén de inicio y después clonaron
adicionalmente este promotor miniMpz en el plasmido de transferencia AAV junto con
Egfp aguas abajo como gen indicador y produjeron el vector AAV9-miniMpz.Egfp (SEQ
ID NO. 3y Figura 9).

Este vector AAV9-miniMpz.Egfp también se valid6 in vivo en ratones de tipo

salvaje (WT) de 2 meses mediante el uso del mismo método de suministro que se
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describe en el Ejemplo 3 mediante una inyeccion intratecal lumbar Unica, y se ha
demostrado que conduce a la expresion del gen indicador EGFP en un porcentaje alto
de las células de Schwann mielinizantes en todo el SNP. Esto mostré una expresion
generalizada del vector que se restringid principalmente a las células de Schwann
mielinizantes en los tejidos del SNP, con mas del 50 % de relaciones de expresion y
numeros de copias de vectores (VCN) elevados en las raices espinales lumbares y los
nervios periféricos (Figura 10).

La inmunotincion de tejido de la médula espinal de ratones inyectados con
AAVI9-miniMpz-Egfp que se llevd a cabo de manera similar a como se describe en el
Ejemplo 4 con marcadores celulares que incluyen NeuN neuronal, GFAP astrocitico y
CC-1 oligodendrocitico en las materias blanca y gris combinados con EGFP mostro
expresion de la construccion conducida por miniMpz sélo en un subconjunto muy
pequefo de aproximadamente 2-3 % de neuronas y células gliales en el SNC
cuantificado a partir de n = 3-5 ratones (Figura 11).

Los resultados se muestran en la Figura 10 (raiz lumbar y nervio ciatico) y en la
Figura 11 (médula espinal lumbar) y demuestran que la expresion de EGFP se
distribuye adecuadamente en la raiz lumbar y el nervio cidtico y que existe una
expresion minima en la médula espinal lumbar, lo que muestra que después de la
inyeccion existe biodistribucion del vector y expresién de la proteina indicadora EGFP
en las células de Schwann en el sistema nervioso periférico.

Ejemplo 10: Eficacia del tratamiento de terapia génica en un modelo de
CMT1X cuando se trata preventivamente en las primeras etapas de la neuropatia

Los grupos de ratones con Cx32 inactivada (KO) de 2 meses de edad, un
modelo de CMT1X (n = 10 ratones por grupo), se inyectaron a la edad de 2 meses con
el vector terapéutico (completo) AAV9-Mpz-GJB1 o con el vector de control negativo
(simulado) AAV9-Mpz-Egfp. El analisis del comportamiento se realizd antes del
tratamiento y a los 4 y 6 meses de edad. El analisis electrofisioldgico se llevo a cabo a
los 6 meses de edad, seguido de un analisis morfolégico de secciones semifinas de
tejidos nerviosos periféricos. Se usaron los mismos protocolos que se describen en los
Ejemplos 6-8 anteriores, aparte de que los ratones se trataron a la edad de 2 meses.

Estos datos proporcionan un modelo para el tratamiento preventivo de ratones
en las primeras etapas de la neuropatia (2 meses de edad) ademas del tratamiento
terapéutico en una etapa posterior de 6 meses (Ejemplos 6-8).

Resultado del comportamiento en ratones de 6 meses de edad Cx32 KO

tratados frente a los tratados de forma simulada
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Se realiz6 el tratamiento de grupos de ratones de 2 meses de edad con Cx32
inactivada (KO), un modelo de CMT1X, con el vector terapéutico (completo) o de
control negativo (simulado) y se examiné la fuerza motora de los ratones a los 4 y 6
meses de edad. El grupo tratado completamente mostré una mejora significativa de la
fuerza muscular en ambos puntos de tiempo en comparacién con el grupo tratado de
forma simulada (Figura 12 A y B). El grupo completamente tratado también mostré una
mejora significativa con el tiempo después del tratamiento (Figura 12C), mientras que
los ratones tratados de forma simulada no mostraron ninguna mejora.

Estudios electrofisiolégicos en ratones Cx32 KO de 6 meses de edad tratados
preventivamente frente a los tratados de forma simulada

En la Figura 13 se muestran los estudios electrofisioldgicos en ratones Cx32 KO
de 6 meses tratados (completos) y tratados de forma simulada con una mejora
significativa de las velocidades de conduccion del nervio ciatico después del
tratamiento de terapia génica.

La Figura 13 muestra la mejora significativa de la velocidad de conduccion del
nervio ciatico en ratones Cx32 KO tratados preventivamente con AAV9-Mpz-GJB1
(vector completo) en comparacion con los tratados con el vector simulado.

Estudios morfoldgicos en tejidos de nervios periféricos en ratones Cx32 KO de 6
meses de edad tratados frente a los tratados de forma simulada

Los estudios morfoldgicos en tejidos de nervios periféricos en ratones Cx32 KO
de 6 meses de edad tratados frente a los tratados de forma simulada. Se examinaron
secciones semifinas de raices lumbares anteriores (Figura 14), nervios ciaticos medios
(Figura 15) y nervios motores femorales (Figura 16) y se cuantifico la relacién de fibras
mielinizadas de manera anormal, asi como también el nUmero de macréfagos en los
grupos de ratones Cx32 KO tratados completamente en comparaciéon con los tratados
de forma simulada a la edad de 6 meses.

Como se muestra en cada una de las Figuras 14, 15y 16, se encontraron menos
fibras desmielinizadas (*) o remielinizadas (r) y menos macréfagos espumosos en los
ratones tratados en comparacion con los tratados de forma simulada. Esto es un
indicativo de una mielinizacion mejorada y una reduccion de la inflamacion en el grupo
tratado.

Ejemplo 11: Desarrollo de un vector terapéutico humanizado para tratar la
CMT1X

Los vectores descritos en el Ejemplo 1 estan controlados por el promotor de Mpz

de rata. Para humanizar esta construccion y hacerla mas adecuada para aplicaciones
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clinicas, los inventores también han clonado una construccion Mpz-GJB1 humana
(SEQ ID NO: 17) mediante el uso de un promotor hPO humano (SEQ ID NO: 18) que
pueden usarse para pruebas preclinicas de respuesta a la dosis y estudios de
toxicidad y biodistribucién en primates no humanos (NHP). La secuencia de PO
humana se amplific6 por PCR a partir de ADN gendmico mediante el uso de
cebadores para introducir las enzimas de restriccion Kpnl y Agel. Los cebadores
fueron: KpnhPO-F- 5-AGGGGTACCGCCTGGCATAAAC-3 (SEQ ID NO. 25) y
AgehP0-R-5- AATTTACCGGTGCTGGGGCAG-3 (SEQ ID NO. 26). Después de la
ligacion de hPO, se corté el ORF de Cx32 a partir de una construccion preexistente
mediante el uso de BamHI y Xhol. Se ligo Cx32 en la construccion de transferencia de
AAV y se confirmé el ensamblaje correcto del casete de expresién mediante mapeo de
digestidn de restriccién y secuenciacion directa.

También se generd un plasmido de vector simulado humanizado (Mpz-Egfp
humano) para el uso como control (SEQ ID NO: 19).

Ejemplo 12: Desarrollo y anadlisis de expresion de un vector terapéutico
para tratar la CMT4C

Se desarrollé una construccion mini-Mpz-SH3TC2.myc similar a las descritas en
el Ejemplo 9 que usa el promotor derivado de rata mini Mpz de la SEQ ID NO. 5
anterior, mediante el uso del inserto del gen SH3TC2 y con modificaciones adicionales
en el segmento ITR-ITR (que incluye la eliminacién de WPRE y el reemplazo de poliA
con un poliA sintético minimo) (68, 69) para permanecer dentro del limite aproximado
de 4700 pb para permitir un empaquetado eficiente en el AAV9. La secuencia de este
vector terapéutico se muestra en la SEQ ID NO: 20.

El analisis de la expresion de este vector terapéutico novedoso (mini-Mpz-
SH3TC2.myc) se realiz6 en grupos de ratones del modelo de CMT4C. Estos
resultados complementan el desarrollo del vector promotor minimo de Mpz que dirige
la expresion del gen indicador descrito en el Ejemplo 9 anterior.

La construccién novedosa AAV-miniMpz-SH3TC2.myc se produjo y empaqueto
en el serotipo AAV9 que logra titulos de 5 x 102 vg/ml . El vector (total de 1 x 10" vg
en un volumen de 20 pl) se suministré mediante inyeccion intratecal lumbar en ratones
Sh3tc2-/- de 5 meses (n = 5) y se examind la expresion 5 semanas después de la
inyeccion en secciones de la raiz espinal lumbar y del nervio ciatico bilateral fijados.

La expresion de SH3TC2 se detectd en un porcentaje alto de las células de
Schwann mielinizantes en todo el SNP, lo que incluye las raices y los nervios ciaticos,

en un aspecto granular perinuclear caracteristico y ocasionalmente a lo largo de toda
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la longitud de la célula de Schwann (Figuras 17A-F). La cuantificacion del porcentaje
de las células de Schwann inmunorreactivas a SH3TC2 mostré una tasa de expresion
promedio del 54.67 % en las raices lumbares y del 45.39 % en los nervios ciaticos
(Figura 17G).

Estos resultados indican que la construccion logré un buen nivel de expresion en
las células de Schwann mielinizantes en todo el SNP.

Ejemplo 13: Desarrollo de un vector terapéutico humanizado para tratar la
CMT4C

Se modificé la construccién mini-Mpz-SH3TC2.myc (SEQ ID NO: 20) (como se
describe en el Ejemplo 12 anterior) que es muy adecuada para pruebas preclinicas
(debido a la inclusion de la versién minima del promotor de Mpz de rata y la etiqueta
myc en SH3TC2 para facilitar el analisis de expresién preclinico) para que sea mas
adecuado para la aplicacion clinica (SEQ ID NO: 21).

Se elimind la etiqueta myc y se reemplazé la version minima del promotor de
rata por la secuencia correspondiente del promotor de Mpz humano minimo (SEQ ID
NO: 22). Este vector puede usarse para las pruebas finales preclinicas de respuesta a
la dosis y los estudios de toxicidad y biodistribuciéon del NHP antes de pasar a las
aplicaciones clinicas. También se generd un plasmido de vector simulado humanizado
(miniMpz-Egfp humano) (SEQ ID NO: 23).
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Las modalidades de la invencién se describiran ahora en los parrafos numerados
siguientes:

1. Un vector viral para el uso en el tratamiento o la prevencion de una
enfermedad asociada con las células de Schwann en un sujeto que lo necesite, en
donde el vector viral comprende una primera secuencia de acido nucleico que puede
transcribirse en un primer polinucleétido y en donde el vector viral es un vector AAV.

2. El vector viral para el uso del parrafo 1, en donde la expresion del primer
polinucleétido esta bajo el control de un promotor especifico de las células de

Schwann, opcionalmente un promotor especifico de mielina.
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3. El vector viral para el uso de los parrafos 1 o 2, en donde la expresion del
primer polinucledtido esta bajo el control del promotor de la proteina cero de mielina de
longitud completa (Mpz), en donde el promotor de longitud completa es un promotor de
la proteina cero de mielina de rata o humano de longitud completa.

4. El vector viral para el uso de los parrafos 1-3, en donde la expresion del
primer polinucleétido esta bajo el control de un promotor que esta entre 100 pb y
1100 pb de longitud, en donde opcionalmente el promotor varia de 200 pb a 900 pb de
longitud, 300 pb a 800 pb de longitud, 400 pb a 700 pb de longitud, en donde
opcionalmente el promotor varia de 500 pb a 600 pb de longitud, en donde
opcionalmente el promotor tiene una longitud de 410 pb.

5. El vector viral para el uso del parrafo 4, en donde el promotor es un promotor
especifico de mielina de longitud completa o minimo, opcionalmente un promotor
minimo de la proteina cero de mielina (Mpz), en donde opcionalmente el promotor
tiene una secuencia con al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de
secuencia con la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 22, opcionalmente al menos 80 %, u
82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, 0 92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, o
99 %, o 100 % de identidad de secuencia u homologia de secuencia con la SEQ ID
NO. 50la SEQ ID NO. 22.

6. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos anteriores, en
donde el vector tiene la capacidad de transducir las células de Schwann.

7. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos anteriores, en
donde el vector no se integra en el genoma de la célula huésped.

8. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos anteriores, en
donde el vector AAV se selecciona del grupo que comprende: AAV9 y AAVrh10.

9. El vector viral para el uso del parrafo 8, en donde el vector AAV es un AAV9.

10. EIl vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos anteriores en
donde el primer polinucleétido codifica y se traduce en un primer polipéptido o
proteina.

11. El vector viral para el uso del parrafo 10 en donde el primer acido nucleico
comprende:

a) una secuencia de tipo salvaje o beneficiosa terapéuticamente de un gen
asociado con neuropatia, del grupo que comprende o consiste en uno cualquiera de
los siguientes genes: el gen de union en hendidura beta 1 (GJB1); el dominio SH3 y
repeticiones tetratricopeptidicas 2 (SH3TC2); la proteina 22 de mielina periférica

(PMP22); la proteina cero de mielina (MPZ); la respuesta de crecimiento temprano 2
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(EGR2); la proteina asociada con la diferenciacién inducida por gangliésidos 1
(GDAP1); regulado aguas abajo de N-Myc 1 (NDRG1) u otros genes asociados con la
neuropatia desmielinizante y la disfuncién de las células de Schwann; o

b) una secuencia con al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de
secuencia, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, o
92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con una secuencia de tipo salvaje de un gen asociado con
neuropatia, por ejemplo, uno de los siguientes genes: gen de unién en hendidura beta
1 (GJB1); el dominio SH3 y repeticiones tetratricopeptidicas 2 (SH3TC2); proteina 22
de mielina periférica (PMP22); proteina cero de mielina (MPZ); la respuesta de
crecimiento temprano 2 (EGR2); proteina asociada con la diferenciacién inducida por
gangliésidos 1 (GDAP1); regulado aguas abajo de N-Myc 1 (NDRG1) u otros genes
asociados con la neuropatia desmielinizante y la disfuncién de las células de

Schwann;

en donde opcionalmente el primer acido nucleico comprende una secuencia con
al menos 75 % de homologia de secuencia o identidad de secuencia con las SEQ ID
NO. 6-12, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, o
92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con las SEQ ID NO. 6-12.

12. El vector viral para el uso de los parrafos 10 u 11 en donde el primer acido
nucleico comprende la forma de tipo salvaje del marco de lectura abierto (ORF) o
ADNc que se transcribe en un primer polinucleétido que codifica uno o mas
polipéptidos, seleccionados opcionalmente del grupo que comprende o consiste en:
conexina-32 (Cx32); el dominio SH3 y repeticiones tetratricopeptidicas 2 (SH3TC2); la
proteina 22 de mielina periférica (PMP22); la proteina cero de mielina (MP2); la
respuesta de crecimiento temprano 2 (EGR2); proteina asociada con la diferenciacion
inducida por gangliésidos 1 (GDAP1); regulado aguas abajo de N-Myc 1 (NDRG1).

13. El vector viral para el uso de los parrafos 10-11 en donde el primer acido
nucleico comprende el marco de lectura abierto (ORF) de tipo salvaje del gen de union
en hendidura beta 1 (GJB1).

14. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos 1-13 en donde el
vector es capaz de conducir la expresion a partir del primer polinucleoétido,

opcionalmente conducir la expresidbn de un primer polipéptido, en donde
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opcionalmente el primer polipéptido es la proteina conexina 32 (Cx32), opcionalmente
Cx32 de tipo salvaje.

15. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos 1-10 en donde el
primer polinucleétido codifica uno o mas de los siguientes: un factor tréfico (por
ejemplo, BDNF, GDNF, NT-3, VEGF), un factor regenerativo (por ejemplo
Angiogenina, Oct-6, Egr2, Sox-10), un factor de crecimiento (por ejemplo, IGF).

16. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos anteriores, en
donde la administracion del vector viral da como resultado una expresion de una
primera proteina del primer polinucle6tido que conduce a una del funcionamiento de
las células de Schwann y/o un aumento de la formacién de la vaina de mielina.

17. El vector viral para el uso de los parrafos 1-9, en donde el primer
polinucleétido no codifica un polipéptido, en donde opcionalmente el primer
polinucleétido es un ARN no codificante.

18. El vector viral para el uso del parrafo 17, en donde el ARN no codificante es
un ARN en horquilla corta (ARNhc); microARN (miARN); ARN guia (ARNg).

19. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos 17 o 18, en
donde cuando el vector viral estd en un organismo diana, la expresion del ARN no
codificante causa una reduccion en la expresion de un polinucleétido diana, en donde
opcionalmente el polinucledtido diana es un gen ubicado en un organismo diana,
ubicado opcionalmente en una célula en un organismo diana.

20. El vector viral para el uso del parrafo 19, en donde la expresion o
sobreexpresion del polinucleétido diana en un organismo diana se considera asociada
con una enfermedad asociada con las células de Schwann, en donde opcionalmente la
enfermedad es una neuropatia desmielinizante dominante (CMT1), en donde
opcionalmente el polinucleétido diana es un alelo mutado de la proteina cero de
mielina (Mpz/P0) y la enfermedad asociada con las células de Schwann es la CMT1B,
o en donde el polinucledtido diana es otro gen dominante asociado con la CMT1.

21. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos 17-20, en donde
la administracién del vector viral da como resultado una mejora del funcionamiento de
las células de Schwann y/o un aumento de la formacién de la vaina de mielina.

22. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos anteriores, en
donde la enfermedad asociada con las células de Schwann causa la destruccion y/o la
formacion reducida de la vaina de mielina por las células de Schwann.

23. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos anteriores,

donde la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en: enfermedad de
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Charcot-Marie-Tooth (CMT); neuropatia hereditaria con riesgo de paralisis por presion
(HNPP); neuropatias periféricas diabéticas y otras tdxicas; enfermedad de la neurona
motora (MND).

24. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos anteriores, en
donde la enfermedad es la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT).

25. El vector viral para el uso del parrafo 24, en donde la enfermedad se
selecciona de: Charcot-Marie-Tooth tipo 1X (CMT1X); Charcot-Marie-Tooth tipos 1A-
1F (CMT1A-1F); Charcot-Marie-Tooth tipos 4A-4H (CMT4A-4H).

26. El vector viral para el uso del parrafo 25, en donde la enfermedad es
Charcot-Marie-Tooth tipo 1X (CMT1X).

27. El vector viral para el uso del parrafo 25, en donde la enfermedad es
Charcot-Marie-Tooth tipo 4C (CMT4C).

28. El vector viral para el uso de los parrafos 16 o 21, en donde la funcién
mejorada da como resultado un aumento de la formacion de la vaina de mielina por las
células de Schwann en comparacién con la formacién de la vaina de mielina por las
células de Schwann en el sujeto antes del tratamiento.

29. El vector viral para el uso del parrafo 28, en donde el aumento de la
formacion de vaina de mielina por las células de Schwann conduce a una mejora en
uno cualquiera o mas de los siguientes parametros:

a) fuerza muscular;

b) velocidad de conduccién del nervio ciatico; y/o

c) respuesta de biomarcadores sanguineos,

en comparacion con el sujeto antes del tratamiento.

30. EIl vector viral para el uso del parrafo 28 o 29, en donde la formacion
mejorada de la vaina de mielina por las células de Schwann conduce a una
mielinizacion mejorada de los nervios periféricos.

31. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos anteriores, en
donde el AAV se administra al sujeto mediante inyeccion intratecal o inyeccion
intravenosa, preferentemente en donde el AAV se administra mediante inyeccion
intratecal.

32. El vector viral para el uso del parrafo 31 en donde el AAV se administra
mediante una de las siguientes vias: inyeccion intratecal lumbar; inyeccién intratecal
toracica; inyeccion intratecal cervical.

33. El vector viral para el uso del parrafo 32, en donde el vector viral se

administra mediante inyeccién intratecal lumbar.
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34. El vector viral para el uso de los parrafos 31-33, en donde el AAV se
administra mediante una inyeccién intratecal Unica.

35. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos anteriores, en
donde el sujeto que lo necesita es un sujeto humano.

36. Un vector viral como se define en cualquiera de los parrafos anteriores.

37. Una célula que se ha transducido con un vector viral como se define en
cualquiera de los parrafos anteriores, en donde opcionalmente la célula es una célula
de Schwann.

38. Un promotor minimo especifico de mielina, en donde el promotor minimo
especifico de mielina tiene una homologia de secuencia con al menos 75 % de
homologia de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID
NO. 22, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, 0 90 %, o
92 %, 0 94 %, 0 96 %, 0 97 %, 0 98 %, 0 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 22.

39. Un promotor minimo especifico de mielina que comprende o consiste en la
secuencia de la SEQ ID NO. 50 la SEQ ID NO. 22.

40. Una construccion polinucleotidica que comprende una primera secuencia de
acido nucleico que es un promotor especifico de las células de Schwann,
opcionalmente un promotor especifico de mielina, que comprende opcionalmente el
promotor de la proteina cero de mielina (Mpz) o un promotor minimo especifico de
mielina como se define en los parrafos 38 o 39, unido operativamente a una segunda
secuencia de acido nucleico, en donde el segundo acido nucleico se transcribe en un
primer polinucleétido y en donde la segunda secuencia de acido nucleico: a) es el
marco de lectura abierto o ADNc u otros elementos de un gen; o b) se transcribe en un
ARN no codificante.

41. Un vector viral que comprende el promotor minimo especifico de mielina de
acuerdo con cualquiera de los parrafos 38 o 39 o la construccién polinucleotidica del
parrafo 40.

42. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos 1-35 o el vector
viral de los parrafos 36 o 41, en donde el vector tiene la capacidad de transducir las
células de Schwann.

43. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los parrafos anteriores, en
donde el vector no se integra en el genoma de la célula huésped.

44. Un vector viral de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos 42 o 43 que

comprende:
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a) un AAV, en donde opcionalmente el vector AAV es un AAV9;

b) un vector AAV-Mpz.Egfp que comprende un vector AAV9, el promotor de la
proteina cero de mielina (Mpz) y el gen indicador de EGFP;

c) un vector AAV9-Mpz-GJB1 que comprende un vector AAV9, el promotor de la
proteina cero de mielina (Mpz) y el marco de lectura abierto (ORF) del gen de unién en
hendidura beta 1 (GJB1);

d) un vector AAV9-miniMpz.Egfp que comprende un vector AAV9, el promotor
minimo de la proteina cero de mielina (miniMpz) y el gen indicador de EGFP;

e)un vector AAV9-Mpz-GJB1 humano que comprende un vector AAV9, el
promotor de la proteina cero de mielina humana de longitud completa (hPO) y el marco
de lectura abierto (ORF) del gen de union en hendidura beta 1 (GJB1) (SEQ ID NO.
17);

f) un vector AAV9-Mpz-Egfp humano que comprende un vector AAV9, el
promotor de la proteina cero de mielina humana de longitud completa (hP0O) y el gen
indicador de EGFP (SEQ ID NO. 19);

g) un vector AAV9-miniMpz-SH3TC2.myc.ITR que comprende un vector AAV9,
un promotor minimo de la proteina cero de mielina de rata (Mpz) y el marco de lectura
abierto (ORF) del gen SH3TC2 (SEQ ID NO. 20);

h) un vector AAV9-miniMpz-SH3TC2 humano que comprende un vector AAV9,
un promotor minimo de la proteina cero de mielina humano (hP0) y el marco de lectura
abierto (ORF) del gen SH3TC2 (SEQ ID NO. 21); o

i) un vector AAV9-miniMpz-Egfp humano que comprende un vector AAV9, un
promotor minimo de la proteina cero de mielina humano (hP0) y el gen indicador de
EGFP (SEQ ID NO. 23).

45. Una composicidon farmacéutica que comprende el vector viral de uno
cualquiera de los parrafos anteriores.

46. La composicion farmacéutica del parrafo 45, en donde la composiciéon
comprende una cantidad apropiada del vector viral y ademas comprende un portador
y/o excipiente aceptable farmacéuticamente.

47. Uso de un vector viral de acuerdo con cualquiera de los parrafos anteriores
en un método de fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion
de una enfermedad asociada con las células de Schwann, en donde opcionalmente la
enfermedad causa destruccion y/o formacién reducida de la vaina de mielina por las
células de Schwann, en donde opcionalmente la enfermedad es la enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth.
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48. Un vector viral o construccion polinucleotidica de acuerdo con cualquiera de
los parrafos anteriores para el uso en un sistema CRISPR/Cas9, en donde el vector
viral o polinucledtido comprende uno cualquiera o mas de:

a) un polinucleétido que codifica un ARN guia Unico (ARNgu) que se dirige a un
gen de interés;

b) un polinucleétido que codifica un polipéptido Cas9;

¢) un polinucledtido que codifica un polipéptido de interés.

49. Un vector viral de acuerdo con cualquiera de los parrafos anteriores, para el
uso en un método de marcaje de las células de Schwann, por ejemplo, marcaje con
proteina fluorescente, por ejemplo, la proteina verde fluorescente (GFP) o la proteina
verde fluorescente mejorada (EGFP), u otra proteina no fluorescente indicadora, en
donde opcionalmente el marcaje de las células de Schwann puede usarse en un
método de diagndstico de una enfermedad asociada con las células de Schwann.

50. Un vector viral de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos 1-43, para uso
en un método en donde se induce a las células de Schwann a diferenciarse en un tipo
celular alternativo (por ejemplo, oligodendrocitos, astrocitos o neuronas).

51. Un vector viral de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos 1-43, para uso
en un método de estimulacion de las células de Schwann para apoyar la regeneracion
en un sujeto que lo necesite, opcionalmente después de una lesion o trauma.

52. Un kit para el uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad
asociada con las células de Schwann, tras marcar las células de Schwann o regenerar
las células de Schwann, en donde el kit comprende uno o mas de:

a) un vector viral como se define en cualquiera de los parrafos anteriores;

b) una construccién polinucleotidica como se define en el parrafo 40;

c) un vector viral;

d) un vector viral que comprende la construccion polinucleotidica como se define
en el parrafo 40;

e) un portador y/o excipiente aceptable farmacéuticamente;

f) una jeringa de un solo uso, por ejemplo una jeringa de un solo uso adecuada
para inyeccién lumbar intratecal;

g) instrucciones de uso.

53. Un kit de acuerdo con el parrafo 50, en donde el kit comprende mas de un
vector viral como se define en uno cualquiera de los parrafos anteriores, en donde
opcionalmente el kit comprende 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 vectores virales diferentes

como se define en cualquiera de los parrafos anteriores.
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54. Un vector viral para el uso en el tratamiento o la prevencion de una
enfermedad asociada con las células de Schwann en un sujeto que lo necesite, en
donde el vector viral comprende una primera secuencia de acido nucleico que puede
transcribirse en un primer polinucleétido, y en donde la expresién de dicho primer
polinucleétido esta bajo el control de un promotor minimo especifico de mielina, que
opcionalmente comprende o consiste en la secuencia definida en la SEQ ID NO. 50 la
SEQ ID NO. 22, en donde opcionalmente el vector viral es un vector AAV.

Debe entenderse que para los expertos en la técnica seran evidentes varios
cambios y modificaciones de las modalidades preferidas actualmente descritas en la
presente descripcion. Dichos cambios y modificaciones pueden realizarse sin
apartarse del espiritu y alcance de la presente invencion y sin disminuir las ventajas
que se pretenden tener. Por lo tanto, se pretende que dichos cambios y modificaciones

estén cubiertos por las siguientes reivindicaciones.
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