CONSTRUCTOS DE ACIDO NUCLEICO, VECTORES VIiRICOS Y PARTICULAS VIiRICAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a constructos de acido nucleico, vectores viricos y
particulas viricas para uso en el tratamiento y/o prevencion de la enfermedad asociada con
una pérdida de actividad funcional de la proteina de unién a la sintaxina 1 (STXBP1),
identificada, por ejemplo, en trastornos del desarrollo neurolégico asociados con epilepsia,

tal como el sindrome de Othahara, el sindrome de West y el sindrome de Dravet.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Muchos trastornos del desarrollo neurolégico se han asociado con alteraciones genéticas
que causan la manifestacion de sintomas clinicos graves de manera temprana en la vida.
La alteracion genética de STXBP1 esta asociada con graves encefalopatias epilépticas de
inicio temprano (EOEE, Early Onset Epileptic Encephalopathies), tales como el sindrome de
Ohtahara, el sindrome de West y el sindrome de Dravet (Saitsu et al. 2008, Stamberger et
al. 2016). Las encefalopatias STXBP1 (STXBP1-E) se caracterizan por un amplio espectro
de sintomas, aunque ahora se ha establecido que todos los pacientes tienen discapacidad
intelectual profunda y hasta un 85 % de los pacientes padece de crisis (seizures) (Abramov
et al. 2020). La STXBP1-E puede estar causada por mutaciones dominantes,
heterocigéticas, de novo, en el gen STXBP1 (Munc-18). Se han informado multiples
variantes genéticas con inclusion de variantes de sitio de sentido alterado (missense),
finalizador (nonsense), de desplazamiento (frameshift), de deleciones, de duplicacién y de
corte y empalme (splice). La mayoria de los casos estan causados por mutaciones de
pérdida de funcion (LoF, Loss de Function) heterocigoéticas, normalmente de novo, aunque
en raros casos se hereda de precursores heterocigoticos o mosaicos. Se ha descripto una
variante reciente que conlleva a la mutacidon homocigética de STXBP1. Los estudios de la
correlacion entre genotipo-fenotipo han fracasado en la identificacion de una clara
asociacion entre el tipo de mutacion y las diferentes expresiones de STXBP1-E hasta la

fecha.

La STXBP1 (Munc-18; proteina de union a la sintaxina 1) es un componente esencial de la
magquinaria molecular que controla la fusion de membranas mediada por SNARE (N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor, receptor de proteina de
insercién del factor sensible a N-etiimaleimida) en neuronas y células neuroenddcrinas. La

STXBP1 regula la formacion del complejo SNARE mediante la unién a la conformacion



cerrada de sintaxina-1, un proceso que acciona la fusién de vesiculas sinapticas y la

liberacion de neurotransmisores en la sinapsis’ (synapse).

La Figura 1 muestra un dibujo esquematico del impacto de STXBP1 sobre la transmision
sinaptica en condiciones normales (A) y patologicas (B). La STXBP1 (Munc18) es un
componente principal de la maquinaria sinaptica y su interaccion con Sintaxina-1 en la
membrana presinaptica consiste en un paso crucial para activar la liberacién de
neurotransmisores. En condiciones normales (A), la STXBP1 se expresa abundantemente
en la membrana presinaptica y la formacién del complejo con Sintaxina-1 asegura una
fusién de vesiculas sinapticas eficaz, la que trae como resultado una liberacion de
neurotransmisores y la generacién de corrientes postsinapticas. En condiciones patoldgicas
(B), la STXBP1 mutante no expresa o no puede unirse directamente a Sintaxina-1 y los
niveles restantes de STXBP1 normal no son suficientes para mantener una liberacion de
neurotransmisores eficaz, lo que trae como resultado corrientes postsinapticas reducidas
[Patzke et al. 2015].

Los estudios de desactivacion (KO, Knock-Out) de STXBP1 han demostrado que la
ausencia de la proteina en las neuronas conlleva a una pérdida completa de secrecion de
neurotransmisores desde las vesiculas sinapticas a lo largo del desarrollo (Verhage et .
2000). La caracterizacion de modelos KO heterocigéticos para STXBP1 (HET) indicé que
una reduccion de alrededor del 50 % de los niveles de proteina STXBP1 trae como
resultado un fenotipo de crisis fuerte caracterizado por espasmos mioclonicos y descargas
de punta-onda (Kovacevic et al. 2018, Orock et al. 2018, Chen et al. 2020). La
fenotipificacion extendida de dichos ratones HET también mostré rendimiento cognitivo
deteriorado, hiperactividad y conducta similar a la ansiedad. La generacion de ratones con
una expresion heterocigotica solamente en neuronas gabérgicas brindé mayores
conocimientos del mecanismo de las mutaciones de STXBP1 al resaltar las diferencias en la
transmisién sinaptica desde interneuronas gabérgicas hacia las neuronas piramidales

glutamatérgicas (Chen et al. 2020).

Las neuronas de raton HET de STXBP1 muestran transmision sinaptica normal aunque un
analisis mas detallado indicé que niveles reducidos de STXBP1 crean depresién sinaptica

con aumento durante la estimulacién intensa en las sinapsis glutamatérgicas, gabérgicas y

IN. del T.: La traduccién del término “synapse” se refiere a la sinapsis nerviosa (punto de unién funcional entre
dos neuronas), que difiere del término “synapsis” que hace referencia a la unién de cromosomas homalogos
de ambos prontcleos al comienzo de la profase, aunque la traduccién al espafiol sea “sinapsis” en ambos
casos.



neuromusculares (Toonen et al. 2006). Los experimentos con neuronas humanas derivadas
de citoblastos (stem cell) indicaron que una reduccién comprendida entre el 20y el 30 % en
los niveles de STXBP1 trae como resultado una drastica disminucion de la funcion sinaptica
normal (Patzke et al. 2015), lo que, ademas, resalta que los efectos de las mutaciones de
STXBP1 pueden variar entre los subtipos neuronales y los antecedentes de la especie. Por
el contrario, la sobreexpresiéon de STXBP1 en neuronas normales de raton da por resultado
una funciodn sinaptica aumentada (Toonen et al. 2006) y el analisis fenotipico de una cepa
de ratdn transgénico que sobreexpresa la isoforma de la proteina munc18-1a en el cerebro
mostro diversas conductas relacionadas con la esquizofrenia (Uriguen et al. 2013). Se han
descripto roles no sinapticos adicionales para STXBP1 y se sugirié regular el mecanismo de
la migracion radial de neuronas corticales. Asi pues, la STXBP1 también puede modular la
fusién de vesiculas en la membrana plasmatica para distribuir varias proteinas sobre la
superficie celular y el transporte de vesiculas desde (el aparato de) Golgi hasta la

membrana plasmatica (Hamada et al. 2016).

Las mutaciones en STXBP1 que traen como resultado una pérdida de actividad funcional se
han caracterizado en sistemas en vitro y en modelos para establecer el impacto sobre la
funcion neuronal. Las mutaciones que conllevan al truncamiento de la proteina STXBP1,
vinculada en general a un finalizador, un desplazamiento o deleciones, no se detectan en
los sistemas neuronales y se formula la hipétesis de que dichas proteinas mutantes son
rapidamente reguladas con descenso mediante un mecanismo de deterioro mediado por
finalizador (nonsense) de sus mensajeros de ARN. Alrededor de entre el 40 y el 50 % de las
mutaciones en STXBP1 son mutaciones de sentido alterado (Abramov et al. 2020) y los
experimentos en vitro han demostrado que dichas mutaciones puntuales traen como
resultado una estabilidad disminuida de la proteina STXBP1 y conllevan a niveles de
expresion reducidos en los sistemas neuronales (Kovacevik et al. 2018, Zhu et al. 2020). El
estudio de neuronas derivadas de citoblastos de pacientes con Othahara portadores de
mutaciones de sentido alterado de STXBP1 también indicé una reduccion de niveles de
proteina STXBP1 (Yamashita et al. 2016). Mas recientemente, se identificé una mutacion de
STXBP1 homocigética y estudios en vitro indicaron que la mutacion de L446F homocigética
causa un fenotipo de ganancia funcional (gain-of-function) mientras que ejerce menos
impacto sobre los niveles de proteina que los informados previamente para las mutaciones

heterocigéticas (Lammertse et al. 2020).

En general, el trastorno genético de STXBP1 se vincula con una pérdida de la funcion de la
proteina STXBP1 y se han propuesto multiples abordajes terapéuticos que incluyen

chaperonas moleculares pequenas para evitar la agregacion de formas mutantes y



oligonucledtidos antisentido para regular con descenso los ARNmi especificos, que regulan
negativamente la expresion de la STXBP1 (Abramov et al. 2020). La complejidad para el
desarrollo de una terapia modificadora de la enfermedad para STXBP1 se encuentra en el
desarrollo de nuevas herramientas especificas capaces de restaurar la actividad funcional
de STXBP1 normal y que pueda traducirse a nivel clinico. En este punto, no se encuentra
disponible una terapia farmacoldgica aprobada que aborde el mecanismo de la enfermedad

subyacente.

Existe una obvia necesidad médica insatisfecha para el tratamiento eficaz de trastornos
genético de la STXBP1. La presente descripcidn proporciona una terapia génica
modificadora de la enfermedad que sobreexpresa la STXBP1 para restaurar la actividad

funcional normal de la STXBP1 con potencial curativo.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona, por medio de terapia génica, una copia sana del gen
STXBP1, que tiene la capacidad de compensar los efectos de la mutacion de la STXBP1 y

restaurar la actividad funcional de la STXBP1 normal.

La presente invencién proporciona:
Un constructo de acido nucleico que comprende un transgén que codifica lo siguiente:
i. una proteina de union a la sintaxina 1 (STXBP1) que comprende las isoformas a,
b, c, d, e, f, go h, que tiene la secuencia dada en las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15 0 16 respectivamente; o
i una secuencia que tiene al menos una identidad de secuencia de 95 % 0 96 % o
97 % 098 % 0 99 % 0 99,5 % con respecto a las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15 0 16 y que retiene la funcionalidad como STXBP1; o
ii. una variante de origen natural que comprende, con referencia a la SEQ ID NO:9,

una o mas mutaciones, como se observa en la Tabla 7.

La invencién proporciona, ademas, lo siguiente:

+« Un vector virico que comprende el constructo de acido nucleico.

R/

+ Una particula virica que comprende el vector virico.

@

« El uso médico de la particula virica el tratamiento y/o prevencion de un trastorno
genético de STXBP1.



% Un método para tratar y/o prevenir una enfermedad caracterizada por una o mas
mutaciones de la STXBP1, que comprende administrar la particula virica a un sujeto

que la necesita.

BREVE DESCRIPCION DE LAS ILUSTRACIONES

Figura 1: Dibujo esquematico del impacto de la STXBP1 sobre la transmisién sinaptica en
condiciones normales (A) y patolégicas (B). STXBP1 (Munc18) es un componente principal
de la maquinaria sinaptica y su interaccién con Sintaxina-1 en la membrana presinaptica es
un paso crucial para activar la liberacién de neurotransmisores. En condiciones normales
(A), la STXBP1 se expresa en forma abundante en la membrana presinaptica y la formacion
de complejo con Sintaxina-1 asegura una fusién de vesiculas sinapticas eficaz, lo que da
como resultado la liberacién de neurotransmisores y la generacion de corrientes
postsinapticas. En condiciones patolégicas (B), la STXBP1 mutante no expresa o no puede
unirse directamente a Sintaxina-1y los niveles de la STXBP1 normal restantes no resultan
suficientes para mantener una liberacion de neurotransmisores eficaz, lo cual da como

resultado corrientes postsinapticas reducidas [Patzke et al. 2015].

Figura 2: Alineamiento de secuencias de proteinas de las secuencias de STXBP1 de
humanos, monos y ratones (isoforma a de humano de acuerdo con la SEQ ID NO: 9). El
alineamiento muestra la alta homologia de secuencias a través de las especies. Las
secuencias de aminoacidos de mono y ratén son idénticas a la secuencia de aminoacido

humana.

Figura 3: Dibujo esquematico de los constructos designados. En la Figura, el término
“prom” se refiere al activador (promoter); “INT” se refiere al intrén, “h” significa de humano,
SV40 hace referencia a la secuencia de poliadenilacion SV40; “tag” se refiere a un
identificador de HA o Myc, ubicado ya sea en el extremo (terminus) N o el C de un

constructo.

Figura 4: (A) Imagenes por inmunofuorescencia de células AD-HEK293 transfectadas con
plasmidos hSTXBP1 activadas por varios activadores (CAG, MECP2 y MECP2-intrén)
detectadas con anticuerpo anti-STXBP1. (B) La seccién de magnificacion muestra que
STXBP1 se localiza hacia la membrana celular. AD = adherente, NC (Negative Control) =

control negativo.



Figura 5: (A) Imagenes por inmunofuorescencia de células Neuro-2A transfectadas con
plasmidos hSTXBP1 activadas por varios activadores (CAG, MECP2 y MECP2-intrén)
detectadas con anticuerpo anti-STXBP1. (B) La magnificacion muestra que la STXBP1 esta

localizada hacia la membrana celular. NC = control negativo.

Figura 6: Analisis Western blot de células Neuro-2A transfectadas con hSTXBP1 activadas
por varios activadores (CAG, MECP2 y MECP2-intrén). Se muestran dos replicas técnicas
de cada condicion. NC = control negativo, 1 = MECP2-intron-hSTXBP1, 2 = CAG-hSTXBP1,
3 = MECP2-hSTXBP1.

Figura 7:. Analisis Western blot de (A) hSTXBP1 identificadas por Myc, activadas por
activador CAG, en células AD-HEK293 detectadas con anticuerpo anti-Myc y (B) HSTXBP1
identificadas por HA, activadas por activador hSYN, en células AD-HEK293, células SH-
SY5Y y células Neuro-2a detectadas con anticuerpo anti-HA. Se muestran dos réplicas
técnicas de cada condicién. (C) También se detectaron proteinas identificadas por epitopo
en células AD-HEK293 usando anticuerpos anti-STXBP1. NC = control negativo, 1 = CAG-
hSTXBP1-Myc, 2 = CAG-Myc-hSTXBP1, 3 = hSYN-HA-hSTXBP1. La banda de proteina de
fondo en el carril NC en (A) se debe a la deteccion de Myc endégeno por medio del

anticuerpo anti-Myc.

Figura 8: Transduccion de vector lentivirico de casetes de SXTBP1 en neuronas
glutamatérgicas derivadas de iPSC (induced Pluripotent Stem Cell, citoblastos pluripotentes
inducidos). Las imagenes muestran ilustraciones representativas de la expresion de
STXBP1 en condiciones con control (sin transducccion) y siguientes a la transduccion de

casetes bajo el control de los activadores hSyn o MECP2.

Figura 9: Transduccién de AAV9 de STXBP1 en neuronas primarias de raton. (A) Imagenes
representativas de tincion de STXBP1 en neuronas corticales primarias de raton
transducidas con el vector virico AAV9 a MOI 5.0E+5 GC/célula. Las ilustraciones muestran
condiciones con control (sin transducir) y la expresion de STXBP1 bajo el control de
activadores hSyn, MECP2 o MECP2-intrén. (B) Comparacién de la tincion de HA (derecha)

con la tincion de STXBP1 (izquierda) en las mismas neuronas corticales primarias de raton.

Figura 10: Colocalizacion de sobreexpresion de STXBP1 en neuronas positivas MAP2. Las
imagenes son ilustraciones representativas de tincion de identificador anti-HA (paneles

izquierdos) y tincion anti-MAP2 (paneles derechos) en neuronas primarias de raton después



de la transduccion de los vectores viricos AAV9. Las flechas indican ejemplos de células

que expresan STXBP1 (HA) y el marcador neuronal (MAP2).

Figura 11: Analisis de las copias de ADN de vector virico. Los datos de qPCR de SV40pA
(sefal poliA de virus simico 40) normalizado mediante el numero de genomas diploide de
ratén del hipocampo izquierdo y de la corteza frontal izquierda de ratones de 5 semanas de
edad después del tratamiento con AAV. Se muestran los datos para el vehiculo y para los
cuatro grupos transducidos con AAV9 (virus de control, hSyn, MECP2, MECP2-intrén). Los

resultados se muestran como la media + SD (Standard Deviation, desviacion estandar).

Figura 12: Analisis de expresién de ARNm de STXBP1. Los datos se expresan como la
expresion relativa normalizada con respecto a dos genes de referencia y graduados con
respecto al promedio de la expresion de todos los grupos (media + SD). El analisis se
realizé a partir de tejidos del hipocampo izquierdo y corteza frontal izquierda de ratones de 5
semanas de edad después del tratamiento con AAV. Se muestran los datos para el vehiculo

y los cuatro grupos transducidos con AAV9 (virus de control, hSyn, MECP2, MECP2-intrén).

Figura 13: Andlisis de proteinas mediante Western blot. (A) Un Western blot que muestra la
expresion de identificador de HA para los diferentes casetes en la corteza (n =5 a 7 por
grupo). Se utiliz6 GAPDH (GlycerAldehyde-3-Phosphate DeHydrogenase, gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa) como un control de carga. (B) Cuantificacion de las intensidades de
banda de identificador de HA, cada muestra esta normalizada con respecto al control de

carga de GAPDH. Los resultados se muestran como la media £ SD.

Figura 14: Distribucion de células infectadas en el cerebro de ratéon usando indicador
(reporter) GFP (Green Fluorescent Protein, proteina verde fluorescente) del virus AAV9-
hSyn-NLS-eGFP-NLS. (A) Seccion sagital de un cerebro de ratén que recibio AAV9-hSyn1-
NLS-GFP-NLS icv, sacrificado 1 mes después, y con inmunotincién para marcaje de GFP.
La distribucién de células que expresan la GFP se observo desde la parte delantera hacia la
parte posterior del cerebro completo. Algunas de las regiones cerebrales principales que
muestran células GFP+ estan resaltadas con rectangulos. (B-G): alta magnificacion de las
regiones cerebrales que muestran células GFP+ de A (las flechas apuntan hacia las células
GFP+).

Figura 15: Caracterizacion de células que expresan indicador de GFP del virus AAV9-hSyn-
NLS-eGFP-NLS. Se llevé a cabo un marcaje inmunofluorescente doble para detectar (A-F)

GFP y el marcador neuronal NeuN, (G-L) GFP y el marcador astrocitico GFAP (Glial



Fibrillary Acidic Protein, proteina acidica fibrilar glial). Las células positivas tanto para (A-C)
GFP como (D-F) NeuN se observaron en todas las regiones cerebrales (las flechas apuntan
hacia las células con doble marcaje) lo que indica que las neuronas fueron transducidas y
expresaron el gen indicador. Por el contrario, no se detecto sefal de GFP (G-I) en las
células GFAP positivas (J-L), lo que sugiere que los astrocitos no estaban expresando el

gen indicador.

Figura 16: Distribucion de la proteina de fusion HA-STXBP1 de diferentes activadores en el
cerebro de ratén después de la administracion de AAV9. Se estudié la distribucién de
STXBP1 identificado por HA sobreexpresada de diferentes activadores en el cerebro de
ratones por medio de inmunohistoquimica contra HA. Como condiciones de control
negativas, no se observo sefial de HA en animales que recibieron (A) PBS solamente o (B)
virus AAV9-hSyn-GFP icv. (C) Como un control negativo (NC) de la selectividad de
anticuerpos, no se observo sefial de HA en animales que recibieron virus AAV9-MECP2-
intréon-HA-STXBP1, pero para los cuales el anticuerpo de HA primario fue omitido durante el
procedimiento de inmunohistoquimica. (D-F) La sefial de HA se observo en el cerebro de
todos los animales inyectados con los diferentes virus que expresan HA-STXBP1 a partir de
los diferentes activadores. Los 3 activadores conllevaron a un patrén comun de distribucion
de HA a través del cerebro completo, con una expresién principal observada en la corteza
cerebral, el hipocampo, el cuerpo estriado, los bulbos olfativos, la sustancia negra y los
fasciculos en el prosencéfalo. Las diferencias destacables en la distribucion de HA entre

activadores se informan en la Tabla 16.

Figura 17: Distribucion de la proteina de fusion HA-STXBP1 de diferentes activadores en el
hipocampo después de la administracién de AAV9. Se llevé a cabo el marcaje
inmunofluorescente doble para detectar (A-C) HA y (D-F) el marcador neuronal NeuN, que
se utilizoé para identificar las diferentes partes del hipocampo. Los 3 activadores conllevaron
a la expresién de HA en todo el hipocampo, principalmente en las proyecciones neuronales
(Mol, LMol, Or, MF) y, ocasionalmente, en pericariones (cell bodies). (F) El activador
MECP2-intrén conllevé a una mejor cobertura y mayor intensidad de la sefial de HA en
comparacion con los otros 2 activadores (D, E). LMol: (Lacunosum Molecular layer) capa
molecular lacunar en el hipocampo; MF: (Mossy Fibers) fibras musgosas; Mol: (Molecular

layer) capa molecular del giro dentado; Or: (stratum Oriens) la capa de oriens.

Figura 18: Caracterizacion de células que expresan HA-STXBP1 de diferentes activadores.
Se llevo a cabo el marcaje inmunofluorescente doble para detectar (A-C) HA 'y (D-F) el

marcador neuronal NeuN. Los pericariones que fueron positivos para HA y que se



observaron ocasionalmente en diferentes regiones del cerebro también fueron positivos
para NeuN, lo que respalda que los 3 activadores activan la expresion del transgén en las

neuronas. Las flechas apuntan hacia las células con doble marcaje.

Figura 19: Analisis de los niveles de ARNm de la variante STXBP1 en cerebro de ratén por
medio de qPCR. El analisis de ARNm de las muestras de tejido cerebral de la corteza
caudal (hemisferio derecho) de compafieros de camada WT (salvajes) y los ratones HET
(heterocigoticos) (n = 11 a 13 por grupo). (A): El analisis de la expresién de ARNm de
STXBP1 enddgeno total (sonda comun que reconoce todos los transcritos de STXBP1). (B)
y (C): El analisis de la expresién de ARNm de las variantes de STXBP1, que usan dos
sondas distintas que reconocen especificamente la isoforma larga (B) o la isoforma corta de
la proteina (C). Los datos se muestran como nivel de expresion de ARNm, al calcular el
valor de 2%, donde la expresion se normalizé con respecto al promedio de los dos genes

de referencia. Los resultados se muestran como la media + SD.

Figura 20: El analisis de los niveles de proteina STXBP1 en cerebro de ratén por Western
blot. Se han analizado las muestras de tejido de la corteza frontal derecha (medial o
interna) de compafieros de camada WT (salvaje) y los ratones HET (heterocigoéticos) (n = 11
a 13 por grupo). (A): Los analisis de Western blot que representan la expresion de proteina
STXBP1 total. (B): Los datos de cuantificacion de los resultados de Western blot respectivos
en (A). Se utilizo B-actina como un control de carga, para la normalizacion. El grupo "WT"

se utilizé como el grupo de gradacion. Los resultados se muestran como la media + SD.

Figura 21: El analisis de los niveles de proteina de la variante de STXBP1 en cerebro de
ratdon mediante LC-MS. Se han analizado las muestras de tejido de la mitad lateral de la
corteza frontal de companeros de camada WT (salvajes) y ratones HET (heterocigoéticos) (n
=11 a 13 por grupo). (A): La cuantificacién de péptido de STXBP1 total frente a isoforma
larga de STXBP1 frente a isoforma corta de STXBP1. Los resultados se muestran como la
media £ SD. (B): Los valores de Western blot que representan las isoformas cortas y largas
de STXBP1. (C): Datos combinados de cuantificacion de los resultados de Western blot
respectivos en (B). Se utilizé B-actina como un control de carga. Los datos se muestran
como la relacién entre la intensidad de banda de cada isoforma de STXBP1 y la respective

banda de B-actina. Los resultados se muestran como la media + SD.

Figure 22: El analisis de los niveles de proteina sintaxina-1A (STX1A) en cerebro de raton
mediante Western blot. Cuantificacion de expresion de proteina STX1A en las muestras de

tejido de cerebro de raton (n = 11 a 13 por grupo). Se utilizé B-actina como un control de



carga, para la normalizacion. Se utilizé el grupo "WT" como el grupo de gradacion. Los

resultados se muestran como la media + SD.

Figura 23: El analisis de la eficiencia de la transduccion de los AAV en cerebro de raton
por medio de qPCR (7 semanas después de la inyeccion) (A) Cuantificacion absoluta por
medio de qPCR de copias gendmicas viricas en ratones WT inyectados con vehiculo-PBS
(WT), ratones HET inyectados con vehiculo-PBS (HET), ratones HET inyectados con
variante larga de STXBP1 (HET-AAV9(L)) y ratones HET inyectados con variante corta de
STXBP1 (HET-AAV9(S)). Las muestras se recolectaron de la corteza caudal (hemisferio
derecho) y se cuantificaron usando SV40pA normalizada con respecto al nimero absoluto
de genoma de ratdn diploide. Los resultados se muestran como la media + SD. Por grupo,
se analizaron n=14 a 15 animales, y se aplico un ANOVA no paramétrico de una via
(prueba de Kruskal-Wallis) seguido por una prueba de comparaciones multiples post hoc de
Dunn. No se observo diferencia significativa entre los grupos transducidos. (B) El analisis de
la expresion de ARNm de los SV40 PoliA y (C) STXBP1 especifica de humanos. Los datos
se muestran como nivel de expresion de ARNm, al calcular el valor de 22, donde la
expresion se normalizé con respecto al promedio de los dos genes de referencia. Los
resultados se muestran como la media + SD. Por grupo, se analizaron n=14 a 15 animales,
y se aplicé aplico un ANOVA no paramétrico de una via (prueba de Kruskal-Wallis) seguido
por una prueba de comparaciones multiples post hoc de Dunn. No se observo diferencia

significativa entre los grupos transducidos.

Figura 24: El analisis de la expresion de la variante de STXBP1 después del tratamiento
con AAV en cerebro de ratén por medio de gPCR (7 semanas después de la inyeccién). El
analisis de la expresién del ARNm de la variante de STXBP1 se llevo a cabo uando sondas
que miden especificamente los niveles totales (de ratén y de humanos) de la variante corta
(A) o la variante larga (B). Los datos se muestran como nivel de expresion de ARNm, al
calcular el valor de 22!, donde la expresion se normalizé con respecto al promedio de los
dos genes de referencia. Los resultados se muestran como la media + SD. Por grupo, se

analizaron n=14 a 16 animales.

Figura 25: El analisis de la expresion de la variante de STXBP1 después del tratamiento
con AAV en cerebro de raton por medio de Western blot (7 semanas después de la
inyeccion). El analisis de proteina por Western blot de muestras de la corteza frontal
derecha (medial), en ratones WT inyectados con vehiculo-PBS (WT), ratones HET
inyectados con vehiculo-PBS (HET), ratones HET inyectados con variante larga de STXBP1
(HET-AAV9(L)) y ratones HET inyectados con variante corta de STXBP1 (HET-AAV9(S))
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(A) Cuantificacion de los datos obtenidos por Western blot para la expresion total de
proteina STXBP1 (variantes larga y corta).
(B) Cuantificacion de los datos obtenidos por Western blot para la expresion de proteina
la variante larga de STXBP1.
(C) Cuantificacion de los datos obtenidos por Western blot para la expresion de proteina
la variante corta de STXBP1.
(D) Cuantificacién de los datos obtenidos por Western blot para la expresién de la
proteina sintaxina-1A
Se utilizé B-actina como un control de carga, para la normalizacion de cada intensidad de
banda de STXBP1 y STX1A. Se utilizé el grupo WT (WT) de vehiculo como el grupo de
gradacion. Los resultados se muestran como la media + SD. Los datos se analizaron
usando ANOVA no paramétrico de una via (prueba de Kruskal-Wallis) seguido por una
prueba de comparaciones multiples post hoc de Dunn (*<p.0,05; **p<0,01 ***p<0,001;
****n<0,0001).

Figura 26: Distribucion cerebral de la expresion de STXBP1 con identificacion de HA
después del tratamiento con AAV en cerebro de raton mediante inmunohistoquimica (7
semanas después de la inyeccion). La tincion con identificador HA se realizé en secciones
sagitales de ratones HET inyectados con la variante larga con identificacion de HA de
STXBP1 y se comparo con los ratones tratados con vehiculo (PBS). Se muestra un ejemplo
de la seccion cerebral representativa para el grupo tratado con AAV (animal 6023) y el
grupo tratado con vehiculo (animal 6009). Se observa una fuerte tincion de HA en las
principales regiones del cerebro en el animal 6023 (tratado con AAV) mientras que no se

observa tincion de HA en los grupos tratados con PBS (animal 6009).

Figura 27: El analisis de las descargas de punta-onda (SWD, spike wave discharges)
después del tratamiento con AAV en STXBP1 de cerebros de raton HET mouse por EEG (6
a 7 semanas) (A,B) y 24 semanas (C,D) después de la inyeccion. (A) Promedio del nUmero
de SWDs en ratones WT inyectados con vehiculo-PBS (WT, n=10), ratones HET inyectados
con vehiculo-PBS (HET, n=19), ratones HET inyectados con variante larga de STXBP1
(HET-AAV9(L), n=15) y ratones HET inyectados con variante corta de STXBP1 (HET-
AAV9(S), n=16). Las SWD se analizaron 6 a 7 semanas después de la inyeccion durante un
periodo de 24 h por 7 dias consecutivos. (B) El analisis del niumero de animales “sin crisis”
(sin ninguna SWD detectada durante los registros) y animales “con crisis” (SWD detectada
durante los registros). (C) Promedio del numero de SWD en ratones WT inyectados con
vehiculo-PBS (WT, n=5), ratones HET inyectados con vehiculo-PBS (HET, n=12), ratones
HET inyectados con variante larga de STXBP1 (HET-AAV9(L), n=9) y ratones HET
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inyectados con variante corta de STXBP1 (HET-AAV9(S), n=11). Las SWD se analizaron 24
semanas después de la inyeccion durante un periodo de 24 h por 7 dias consecutivos. (D)
El analisis del numero de animales que estan “libres de crisis” (sin ninguna SWD detectada
durante los registros) y animales “con crisis” (SWD detectada durante los registros) 24
semanas después de la inyeccion. Se analizo la diferencia entre grupos mediante ANOVA
no paramétrico de una via (prueba de Kruskal-Wallis) seguido por una prueba de
comparaciones multiples post hoc de Dunn (****p<0,0001), (***p<0,001) y para el analisis de

la ausencia de crisis se utilizé una prueba de contingencia de chi cuadrado.

Figure 28: El analisis del peso corporal después del tratamiento con AAV en STXBP1 de
ratones HET (1 a 22 semanas después de la inyeccion) (A) Promedio de pesos corporales
como una funcién de la edad en ratones WT (n=17) y HET (n=16) inyectados con vehiculo-
PBS. Se analiz¢ la diferencia entre grupos mediante ANOVA de mediciones repetidas de
dos vias seguido por una prueba de comparaciones multiples post hoc LSC de Fisher sin
correccion (*<p.0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). (B) Promedio del peso corporal
medido a las 22 semanas de edad en ratones WT inyectados con vehiculo-PBS (WT, n=17)
y ratones HET inyectados con vehiculo-PBS (HET, n=16), ratones HET inyectados con
variante larga de STXBP1 (HET-AAV9(L), n=10) y ratones HET inyectados con variante
corta de STXBP1 (HET-AAV9(S), n=13). La diferencia entre grupos se analizé mediante
ANOVA paramétrico de una via seguido por una prueba de comparaciones multiples post
hoc LSC de Fisher sin correccion **p<0,01; ****p<0,0001; ns, no significativo). Los graficos

de barra son la media + SEM.

Figura 29: El analisis de la fijacion de miembros posteriores después del tratamiento con
AAV en STXBP1 de ratones HET (4 a 22 semanas después de la inyeccién) (A) Promedio
del puntaje de la fijacion de miembros posteriores como una funcién de la edad en ratones
WT inyectados con vehiculo-PBS (WT, n=17) y ratones HET inyectados con vehiculo-PBS
(HET, n=16), ratones HET inyectados con variante larga de STXBP1 (HET-AAV9(L), n=10)
y ratones HET inyectados con variante corta de STXBP1 (HET-AAV9(S), n=13). (B)
Promedio del puntaje de la fijacion de miembros posteriores registrado a las 22 semanas de
edad en ratones WT inyectados con vehiculo-PBS (n=17) y ratones HET inyectados con
vehiculo-PBS (n=16), AAVO/MECP2-int-STXBP1-L (n=10) y AAV9/MECP2-int-STXBP1-S
(n=13). La diferencia entre grupos se analizé por ANOVA no paramétrico de una via
(prueba de Kruskal-Wallis) seguido por una prueba de comparaciones multiples post hoc de
Dunn sin correccion (*<p.0.05; **p<0.01; ****p<0.0001; ns, no significativo). Los graficos de

barra son la media + SEM.
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Figure 30: El analisis de los STXBP1 ratones HET en la prueba de colgado de alambre
(wire hanging test) después del tratamiento con AAV (8 semanas después de la inyeccion).
Latencia hasta la caida medida en la prueba de colgado de alambre de las cuatro
extremidades a las 8 semanas de edad en ratones WT inyectados con vehiculo-PBS (WT,
n=17) y ratones HET inyectados con vehiculo-PBS (HET, n=16), ratones HET inyectados
con variante larga de STXBP1 (HET-AAV9(L), n=10) y ratones HET inyectados con variante
corta de STXBP1 (HET-AAV9(S), n=13). La diferencia entre grupos se analiz6 mediante
ANOVA paramétrico de una via seguido por una prueba de comparaciones multiples post
hoc LSC de Fisher sin correccion (****p<0,0001; ns, no significativo). Los graficos de barra

son la media + SEM.

Figura 31: El analisis de STXBP1 de ratones HET en la prueba de miedo condicionado
después del tratamiento con AAV (10 semanas después de la inyeccion) (A) Promedio de
conducta congelada durante la prueba de memoria de miedo contextual realizada a las 10
semanas de edad 24 h después de la fase de entrenamiento de miedo condicionado en
ratones WT inyectados con vehiculo-PBS (WT, n=17) y ratones HET inyectados con
vehiculo-PBS (HET, n=16), ratones HET inyectados con variante larga de STXBP1 (HET-
AAV9(L), n=10) y ratones HET inyectados con variante corta de STXBP1 (HET-AAV9(S),
n=13). La diferencia entre grupos se analizé mediante ANOVA paramétrico de una via
seguido por una prueba de comparaciones multiples post hoc LSC de Fisher sin correccion
(*<p.0,05; ****p<0,0001). (B) Promedio de conducta de congelamiento durante la prueba de
memoria del miedo con senal realizada en los mismos animales que en (A) 1 h después de
la prueba de memoria de miedo contextual. La diferencia entre los grupos se analizé por
ANOVA paramétrico de una via seguido por una prueba de comparaciones multiples post
hoc LSC de Fisher sin correccion (*p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001). Los graficos de barra

son la media + SEM.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

Tabla 1: Resumen de las secuencias

Identificador de .
. Nombre de la secuencia
la secuencia

SEQ ID NO: 1 Activador CAG 1.6kb

SEQ ID NO: 2 Activador hSYN

SEQ ID NO: 3 Activador MECP2

SEQ ID NO: 4 activador hNSE

SEQ ID NO: 5 Activador CamKIl|I
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SEQ ID NO: 6 Activador hSTXBP1 enddgeno
, Isoforma a que codifica la secuencia de ADNc (ADN

SEQID NO:7 complementario) de STXBP1 de humano

SEQ ID NO: 8 SV40 poli A

SEQ ID NO: 9 Isoforma a de STXBP1 de humano (603 aminoacidos)

SEQ ID NO: 10 Isoforma b de STXBP1 de humano (594 aminoacidos)

SEQ ID NO: 11 Isoforma ¢ de STXBP1 de humano

SEQ ID NO: 12 Isoforma d de STXBP1 de humano

SEQ ID NO: 13 Isoforma e de STXBP1 de humano

SEQ ID NO: 14 Isoforma f de STXBP1 de humano

SEQ ID NO: 15 Isoforma g de STXBP1 de humano

SEQ ID NO: 16 Isoforma h de STXBP1 de humano

SEQ ID NO: 17 Secuencia de ADN de AAV9.hu14

SEQ ID NO: 18 3 ITR

SEQ ID NO: 19 5 ITR

SEQ ID NO: 20 AAVtt (secuencia de aminoacidos)

SEQ ID NO: 21 AAV9 (secuencia de aminoacidos)

SEQ ID NO: 22 Isoforma a que codifica STXBP1 (variante de transcrito 1) de
humano

SEQ ID NO: 23 Isoforma b que codifica STXBP1 (variante de transcrito 2) de
humano

SEQ ID NO: 24 Isoforma c que codifica STXBP1 (variante de transcrito 3) de
humano

SEQ ID NO: 25 Isoforma d que codifica STXBP1 (variante de transcrito 4) de
humano

SEQ ID NO: 26 Isoforma d que codifica STXBP1 (variante de transcrito 5) de
humano

SEQ ID NO: 27 Isoforma e que codifica STXBP1 (variante de transcrito 6) de
humano

SEQ ID NO: 28 Isoforma e que codifica STXBP1 (variante de transcrito 7) de
humano

SEQ ID NO: 29 Isoforma e que codifica STXBP1 (variante de transcrito 8) de
humano

SEQ ID NO: 30 Isoforma e que codifica STXBP1 (variante de transcrito 9) de
humano

SEQ ID NO: 31 Isoforma f que codifica STXBP1 (variante de transcrito 10) de
humano

SEQ ID NO: 32 Isoforma g que codifica STXBP1 (variante de transcrito 11) de
humano

SEQ ID NO: 33 Isoforma h que codifica STXBP1 (variante de transcrito 12) de

humano
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SEQ ID NO: 34 Secuencia de ADN de AAVit

SEQ ID NO: 35 MYC TAG

SEQ ID NO: 36 HA TAG

SEQ ID NO: 37 MECP2 intrén

SEQ ID NO: 38 Munc18-1a (aa 568-603)

SEQ ID NO: 39 Munc18-1b (aa 568-594)

SEQ ID NO: 40 Cebador directo utilizado en el ejemplo 4.

SEQ ID NO: 41 Cebador inverso utilizado en el ejemplo 4.

SEQ ID NO: 42 Sonda 6-Fam/Zen/3’IB FQ utilizada en el ejemplo 4.

SEQ ID NO: 43 Péptido de STXBP1 (Ejemplo 9).

SEQ ID NO: 44 Péptido de STXBP1 (Ejemplo 9).

SEQ ID NO: 45 Péptido de STXBP1 (Ejemplo 9).

SEQ ID NO: 46 Especifica de la isoforma larga del péptido de STXBP1 (Ejemplo 9).

SEQ ID NO: 47 Especifica de la isoforma corta del péptido de STXBP1 (Ejemplo 9)..

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se describira a continuacion con respecto a los aspectos particulares

no limitantes y sus formas de realizacién, y con referencia a ciertas figuras y ejemplos.

Los términos técnicos se emplean segun su sentido comun, a menos que se indique de otra
forma. Si un significado especifico se transmite a ciertos términos, las definiciones de los

términos se daran en el contexto en el cual se utilizan dichos términos.

Donde se utiliza un articulo definido o indefinido cuando se hace referencia a un sustantivo

singular, por ejemplo, “una”, “uno” o “el/la”, este incluye un plural de dicho sustantivo, a

menos que se especifique de alguna otra forma.

Como se utiliza en este documento, el término “comprende/n, que comprende/n” no excluye
otros elementos. Para los propésitos de la presente descripcion, se considera que el término
“consiste/n en, que consiste/n en” es una forma de realizacion preferida del término
“‘comprende/n, que comprende/n”.

Como se utiliza en el presente documento, los términos “tratamiento”, “tratar, que trata/n” y
similares, hacen referencia a obtener un efecto farmacoldgico y/o fisiolégico deseado. El

efecto puede resultar profilactico en términos de prevenir en forma completa o parcial una
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enfermedad o su sintoma y/o puede ser terapéutico en términos de una cura parcial o
completa de una enfermedad y/o sintomas adversos atribuibles a la enfermedad. Asi pues,
el tratamiento abarca todo tratamiento de una enfermedad en un mamifero, particularmente,
en un ser humano, e incluye: (a) prevenir la manifestacion de sintomas de una enfermedad
en un sujeto, es decir, un ser humano, que puede tener predisposicion a padecer la
enfermedad, aunque no haya sido diagnosticado con ella todavia; (b) inhibir la enfermedad,
es decir, interrumpir su desarrollo; y (c¢) aliviar la enfermedad, es decir, causar regresion de

la enfermedad.

Proteina de unién a la sintaxina 1

Se han identificado 12 variantes de transcritos de STXBP1 de humano, que codifican 8
isoformas de proteinas. Las secuencias de aminoacidos estan altamente conservadas
entre roedores y humanos. En el sistema nervioso central, STXBP1 se expresa
especificamente en las neuronas y se distribuye ampliamente a través de las areas
cerebrales principales, con inclusion de corteza, cerebelo, hipocampo y nucleos basales
(basal ganglia) (Kalidas et al. 2000). Se han descripto dos variantes de empalme

principales, con inclusion de una version corta y una larga:

Munc18-1a (aa 568-603): GSTHILTPTKFLMDLRHPDFRESSRVSFEDQAPTME (SEQ ID
NO:38).

Munc18-1b (aa 568-594): GSTHILTPQKLLDTLKKLNKTDEEISS (SEQ ID NO:39).

La version de empalme mas larga (M18L, Munc18-1a, 603 aminoacidos) muestra una
diferencia en los ultimos 25 aminoacidos del extremo C y se informa que esta expresada
hacia una parte principal al nivel sinaptico y en las neuronas gabérgicas en el cerebro de
rata (Ramos et al. 2015). La version de empalme mas pequena (M18S, Munc18-1b, 594
aminoacidos) se ha localizado en diferentes compartimientos celulares y esta mas
omnipresentemente expresada en neuronas gabérgicas y glutamatérgicas. Los estudios
funcionales indicaron que las variantes de empalme de STXBP1 podrian cumplir distintas

funciones en la plasticidad sinaptica (Meijer et al. 2015).

El gen de STXBP1 esta ubicado en el cromosoma 9q34.11 (coordinados gendémicos de
GRCh38: chr9:127,579,370-127,696,029) y la proteina codificada humana tiene un alto nivel
de identidad, tanto con STXBP1 de rata como de ratdén (Swanson et al. 1998). El gen de

STXBP1 contiene 25 exones. El empalme alternativo del exén final en el transcripto primario
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de STXBP1 puede incluir o saltear una secuencia de 110 bp con contenido de un codén

finalizador, lo que trae como resultado dos secuencias de aminoacidos del extremo C
diferentes para STXBP1. El transcrito STXBP1-202 (ENST00000373302.8) (SEQ ID NO:
22) es el mas largo, codifica una proteina de 603 aminoacidos (SEQ ID NO: 9). STXBP1-
201 (ENST00000373299.5) (SEQ ID NO: 23) codifica una proteina de 594 aminoacidos

(SEQ ID NO: 10). Ambas dichas variantes son detectadas en el sistema nervioso central a

pesar de que su patron de expresion puede variar entre los tejidos cerebrales y los tipos de

células (Ramos-Miguel et al. 2015).

Las 12 variantes de transcritos y las 8 isoformas de la proteina de STXBP1 de humano se

resumen en la Tabla 2.

Tabla 2: variantes de transcritos de STXBP1 e isoformas de la proteina

Identificador

Identificador

isoforma e

Isoforma
de la de la
de STXBP1 Variante de transcrito
secuencia de secuencia de
de humano
la proteina ADN
variante de transcrito 1 que codifica la
isoformaa | SEQIDNO:9 | SEQ ID NO:22
isoforma a
variante de transcrito 2 que codifica la
isoformab | SEQ ID NO:10 | SEQ ID NO:23
isoforma b
variante de transcrito 3 que codifica la
isoformac | SEQ ID NO:11 | SEQ ID NO:24
isoforma c
variante de transcrito 4 que codifica la
SEQ ID NO:25
isoforma d
isoformad | SEQ ID NO:12
variante de transcrito 5 que codifica la
_ SEQ ID NO:26
isoforma d
_ variante de transcrito 6 que codifica la
isoformae | SEQ ID NO:13 SEQ ID NO:27
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variante de transcrito 7 que codifica la

isoforma h

) SEQ ID NO:28
isoforma e
variante de transcrito 8 que codifica la
) SEQ ID NO:29
isoforma e
variante de transcrito 9 que codifica la
) SEQ ID NO:30
isoforma e
variante de transcrito 10 que codifica la

isoforma f SEQ ID NO:14 SEQ ID NO:31
isoforma f
variante de transcrito 11 que codifica la

isoformag | SEQ ID NO:15 | SEQ ID NO:32
isoforma g

) variante de transcrito 12 que codifica la

isoformah | SEQ ID NO:16 SEQ ID NO:33

En ocasiones, la proteina de union a la sintaxina 1 o STXBP1 es denominada en la técnica

con nombres alternativos, que se enlistan en la Tabla 3. Los nombres mas comunes son

“Munc18-1”y, con menor asiduidad, “Sec1”. El nombre aceptado del gen es STXBP1.

Tabla 3: Nombres alternativos de proteina de unioén a la sintaxina 1

Proteina de unidn a la sintaxina 1

Proteina de unién por sintaxina 1

MUNC18-1

Homoélogo 1 de la proteina Unc-18

Homdélogo A de la proteina Unc-18

Unc-18A

Unc18-1

N-Sec1

UNC18

P67

SEC1 neuronal

RBSEC1

STXBP1
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HUNC18
RbSec1
UNC18A
NSEC1
M18

El alineamiento de las secuencias de proteinas de las secuencias de STXBP1 de humanos,
monos y ratones (isoforma a de humano de acuerdo con la SEQ ID NO: 9) se muestra en la
Figura 2. El alineamiento muestra la alta homologia de secuencias a través de las especies.
Las secuencias de aminoacidos de mono y raton son idénticas a la secuencia de

aminoacidos de humano.

Transgén

La presente invencién proporciona un constructo de acido nucleico que comprende un
transgén que codifica lo siguiente:
i. una proteina de union a la sintaxina 1 (STXBP1) que comprende las isoformas a, b,
c, d, e, f, g o h, que tiene la secuencia dada en las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15 o0 16 respectivamente; o
ii. una secuencia que tiene al menos 95 % 0 96 % 0 97 % 0 98 % 0 99 % 0 99,5 % de
identidad de secuencia con respecto a las SEQ ID NO:9, 10, 11, 12, 13, 14,150 16
y que mantiene la funcionalidad como STXBP1; o
iii. una variante de origen natural que comprende, con referencia a la SEQ ID NO:9,

una o mas mutaciones, como se observa en la Tabla 7.

El término “transgén” se refiere a una molécula de acido nucleico (“molécula de acido
nucleico” y “acido nucleico” se utilizan en forma indistinta), ADN o ADNc (ADN
complementario) que codifican un producto génico para utilizar como el principio activo en

terapia génica. El producto génico puede ser uno o mas péptidos o proteinas.
En una forma de realizacion, el transgén codifica la isoforma a de STXBP1 que tiene la

secuencia dada en la SEQ ID NO: 9; o una secuencia que tiene al menos 95 % 0 96 % o
97 % 098 % 0 99 % 0 99,5 % de identidad de secuencia con respecto a las SEQ ID NO: 9.
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En una forma de realizacion, el transgén codifica la isoforma b de STXBP1 que tiene la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 10; o una secuencia que tiene al menos 95 % 096 % o
97 % 098 % 0 99 % 0 99,5 % de identidad de secuencia con respecto a la SEQ ID NO: 10.
En una forma de realizacion, el transgén codifica la isoforma ¢ de STXBP1 que tiene la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 11; o una secuencia que tiene al menos 95 % 096 % o
97 % 098 % 099 % 0 99,5 % de identidad de secuencia con respecto a la SEQ ID NO:11.
En una forma de realizacion, el transgén codifica la isoforma d de STXBP1 que tiene la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 12; o una secuencia que tiene al menos 95 % 096 % o
97 % 098 % 0 99 % 0 99,5 % de identidad de secuencia con respecto a la SEQ ID NO:12.
En una forma de realizacion, el transgén codifica la isoforma e de STXBP1 que tiene la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 13; o una secuencia que tiene al menos 95 % 096 % o
97 % 098 % 0 99 % 0 99,5 % de identidad de secuencia con respecto a la SEQ ID NO: 13.
En una forma de realizacion, el transgén codifica la isoforma f de STXBP1 que tiene la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 14; o una secuencia que tiene al menos 95 % 096 % o
97 % 098 % 0 99 % 0 99,5 % de identidad de secuencia con respecto a la SEQ ID NO: 14.
En una forma de realizacion, el transgén codifica la isoforma g de STXBP1 que tiene la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 15; o una secuencia que tiene al menos 95 % 096 % o
97 % 098 % 0 99 % 0 99,5 % de identidad de secuencia con respecto a la SEQ ID NO: 15.
En una forma de realizacion, el transgén codifica la isoforma h de STXBP1 que tiene la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 16; o una secuencia que tiene al menos 95 % 096 % o
97 % 098 % 0 99 % 0 99,5 % de identidad de secuencia con respecto a la SEQ ID NO: 16.

En una forma de realizacion, el transgén codifica:

i. Lavariante de transcrito 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 0 12 de STXBP1 que tiene la
secuencia dada en las SEQ ID NO: 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 0 33
respectivamente; o

ii. una secuencia que tiene al menos 95 % 0 96 % 0 97 % 0 98 % 0 99 % 0 99,5 % de
identidad de secuencia con respecto a las SEQ ID NO: 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32 0 33.

Tal como es en la practica convencional en la técnica, las secuencias de ARNm de las
variantes de transcritos 1 a 12 de STXBP1 se informan como secuencias de ADN a fines de
consistencia con la secuencia gendmica de referencia. (National Center for Biotechnology
Information, www.ncbi.nlm.nih.gov). El objetivo de lo anterior consiste en llevar a cabo, en
forma mas directa, un alineamiento genémico con menos faltas de coincidencias
informadas. A fin de expresar la isoforma a, b, o ¢ de STXBP1, por ejemplo, un experto en

la técnica expresaria un ADNc a partir de la variante de transcrito 1, 2, o 3.
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En una forma de realizacion, el transgén codifica la isoforma a de STXBP1 y comprende
una secuencia de ADNc de la SEQ ID NO: 7; o una secuencia que tiene al menos 95 % o
96 % 097 % 098 % 0 99 % 0 99,5 % de identidad de secuencia con respecto a la SEQ ID
NO: 7.

Los términos “acido nucleico” y “polinucleétido” o “secuencia de nucleétido” se pueden
emplear en forma indistinta para hacer referencia a cualquier molécula compuesta por
nucleétidos monomeéricos, o que los comprende. Un acido nucleico puede ser un
oligonucledtido o un polinucledtido. Una secuencia de nucleétido puede ser un ADN o ARN.
Una secuencia de nucledétido puede ser modificada en forma quimica o artificial. Las
secuencias de nucledtidos incluyen acidos nucleicos peptidicos (PNA, Peptide Nucleic
Acid), morfolinos y acidos nucleicos bloqueados (LNA, Locked Nucleic Acid), asi como
también acidos nucleicos glicolicos (GNA, Glycol Nucleic Acid) y acido nucleico tredsico
(TNA, Threose Nucleic Acid). Cada una de estas secuencias se distingue de ARN o ADN de
origen natural por los cambios en la cadena principal de la molécula. Se pueden utilizar los
nucleotidos fosforotioato. Otros analogos de desoxinucleétido incluyen metilfosfonatos,
fosforamidatos, fosforoditioatos, N3'P5'-fosforamidatos y oligoribonucleétido fosforotioatos y

sus analogos de 2'-0-alilo y 2'-0-metilribonucleotido metilfosfonatos.

El término “constructo de acido nucleico” se refiere a un acido nucleico que no es de origen
natural y es el resultado del uso de la tecnologia de ADN recombinante. Especialmente, un
constructo de acido nucleico es una molécula de acido nucleico que ha sido modificada para
contener segmentos de secuencias de acido nucleico, que se combinan o yuxtaponen de

una manera que no existe en la naturaleza.

En formas de realizacién especificas, dicho constructo de acido nucleico comprende todos o
un fragmento de una secuencia de acido nucleico codificante que tiene al menos 70 %,
80 %, 90 %; 95 %, 99 % o 100 % de identidad con respecto a la secuencia codificante de

una variante funcional de origen natural o recombinante de STXBP1.

El término “fragmento”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una porcién
contigua de una secuencia de referencia. Por ejemplo, un fragmento de una secuencia que
tiene 1000 nucleétidos de longitud puede hacer referencia a 5, 50, 500 nucleétidos

contiguos de dicha secuencia.
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El término “variante patoldgica”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un
acido nucleico o secuencia de aminoacidos que esta modificada en relaciéon con una
secuencia de referencia y que tiene una funcion disminuida en comparacién con dicha
secuencia de referencia. Las variantes patoldgicas y las variantes presumiblemente

patolégicas de STXBP1 se muestran en las Tablas 5 y 6 respectivamente.

El término “variante funcional”’, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un
acido nucleico o secuencia de aminoacidos que esta modificada en relacion con una
secuencia de referencia, pero que retiene la funcién de dicha secuencia de referencia. Las

variantes funcionales de STXBP1 se muestran en |la Tabla 7.

El término “identidad de secuencia” o “identidad” se refiere al numero de coincidencias
(acido nucleico o residuos de aminoacido idénticos) en posiciones de un alineamiento de
dos polinucledtidos o secuencias de polipéptidos. La identidad de secuencia se determina
mediante la comparacion de las secuencias cuando se alinean, de manera de maximizar la
sobreposicion y la identidad, a la vez que se minimizan los espacios (gaps, deleciones o
inserciones) de las secuencias. En particular, se puede determinar la identidad de
secuencia usando cualquiera entre un numero de algoritmos matematicos globales o de
alineamiento local, segun sea la longitud de las dos secuencias. Las secuencias de
similares longitudes se alinean, preferentemente, utilizando algoritmos de alineamiento
globales (por ejemplo, el algoritmo de Needleman y Wunsch; Needleman y Wunsch, 1970, J
Mol Biol.;48(3):443-53) que alinea las secuencias 6ptimamente a lo largo de toda la
longitud, mientras que las secuencias de longitudes sustancialmente diferentes, con
preferencia, se alinean utilizando un algoritmo de alineamiento local (por ejemplo, el
algoritmo de Smith y Aguaman (Smith y Aguaman, 1981, J Theor Biol. ;91(2):379-80) o el
algoritmo de Altschul (Altschul SF et al., 1997, Nucleic Acids Res.;25(17):3389-402.;
Altschul SF et al., 2005, Bioinformatics.;21(8):1451-6). El alineamiento para los fines de
determinar el porcentaje de identidad del acido nucleico o secuencia de aminoacidos se
puede lograr en formas diversas, que estan dentro de la experiencia en la técnica, por
ejemplo, usando software de computacién disponible en forma publica en sitios web de
internet, tal como http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ o http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/. Los
expertos en la técnica pueden determinar los parametros apropiados para el alineamiento
con medicion, con inclusion de cualquier algoritmo necesario para lograr un alineamiento
maximo a lo largo de la longitud completa de las secuencias que se estan comparando.
Para los fines del presente documento, los valores del porcentaje de identidad de acido

nucleico o secuencia de aminoacidos se refieren a los valores generados utilizando el
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programa de alineamiento de secuencias por pares EMBOSS Needle, el que crea un
alineamiento global 6ptimo de dos secuencias empleando el algoritmo de Needleman-
Wunsch, en donde todos los parametros de busqueda se establecen en valores
predeterminados, es decir, Matriz de puntos = BLOSUM®62, Gap open = 10, Gap extend =
0,5, End gap penalty = falso, End gap open = 10 y End gap extend = 0,5.

El constructo de acido nucleico de acuerdo con la presente descripcidon comprende un
transgén y al menos un elemento de acido nucleico adecuado para su expresién en un

hospedador, tal como en una célula hospedadora (host cell).

Por ejemplo, dicho constructo de acido nucleico comprende un transgén que codifica la
STXBP1 y una o mas secuencias de control requeridas para la expresién de STXBP1 en el
hospedador relevante. Por lo general, el constructo de acido nucleico comprende un
transgén y secuencias regulatorias precedentes (secuencias no codificantes 5') y
posteriormente (secuencias no codificantes 3') el transgén que se requiere para la expresion
de STXBP1.

Activador

En una forma de realizacion, el constructo de acido nucleico comprende un transgén que
codifica la STXBP1 y un activador ligado operativamente con dicho transgén.

Preferentemente, el transgén se encuentra bajo el control del activador.

El término “activador” se refiere a un elemento regulatorio que dirige la transcripcién de un
acido nucleico al que esta operativamente ligado. Un activador puede regular tanto la
velocidad como la eficacia de la transcripcion de un acido nucleico operativamente ligado.
Un activador también puede estar ligado operativamente con otros elementos regulatorios
que mejoran (“mejoradores”) o reprimen (“represores”) la transcripcién dependiente del
activador de un acido nucleico. Dichos elementos regulatorios incluyen, sin limitacién, sitios
de unién de factores de transcripcion, sitios de union de represores y activadores de
proteinas, y cualquier otra de las secuencias de nucledétidos conocidas por un experto en la
técnica para que actuen, en forma directa o indirecta, a fin de regular la cantidad de
transcripcién a partir del activador, por ejemplo, atenuadores, mejoradores y silenciadores.
El activador esta ubicado proximo al sitio de inicio de la transcripcion del gen o secuencia
codificante a la cual esta operativamente ligado, en la misma hebra y en direcciéon &
(upstream, aguas arriba) de la secuencia de ADN (hacia la region 5' de la hebra de sentido).

Un activador puede tener una longitud de entre aproximadamente 100 y 1000 pares de
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base. Las posiciones en un activador se designan en relacion con el sitio de inicio
trancripcional para un gen en particular (es decir, las posiciones en direccion 5’ son
numeros negativos que se cuentan hacia atras desde el -1, por ejemplo -100 es una

posicion de 100 pares de bases en direccién 5°).

El término “operativamente ligado en una orientacién 5’ a 3" o simplemente “operativamente
ligado” se refiere a un ligamiento de dos 0 mas secuencias de nucledtidos en una relacién
funcional que permite que cada una de dichas dos 0 mas secuencias realicen su funcion
normal. Tipicamente, la frase “operativamente ligado” se emplea para hacer referencia a la
yuxtaposicion de un elemento regulatorio, tal como un activador y un transgén que codifica
una proteina de interés. Por ejemplo, un ligamiento operable entre un activador y un
transgén permite que el activador funcione para activar la expresion 5’ del transgén en un

sistema de expresion adecuado, tal como en una célula.

El activador puede ser un activador especifico de tipo celular o tisular, o un activador
especifico por érgano, o un activador especifico para multiples érganos, o un activador

sistémico o ubicuo.

El término “activador ubicuo” se refiere, mas especificamente, a un activador que esta activo
en una variedad de tejidos o células distintas, por ejemplo, tanto en las neuronas como en

los astrocitos.

Los ejemplos de activador adecuado para la expresion del transgén a través del sistema
nervioso central incluyen el activador de beta-actina de pollo (CBA, Chicken Beta Actin)
(Miyazaki 1989, Gene 79:269-277), el activador CAG (Niwa 1991, Gene 108:193-199), el
activador del factor de elongacién 1 alfa (EF1a) (Nakai 1998, Blood 91:4600-4607), el
activador del gen de sinapsina 1 de humano (hSyn) (Kugler S. et al. Gene Ther. 2003.
10(4):337-47) o el activador de fosfoglicerato-cinasa 1 (PGK1, PhosphoGlycerate Kinase 1)
(Hannan 1993, Gene 130:233-239), el activador de proteina 2 de uniéon a metil-CPG
(MECP2) (Adachi et al., Hum. Mol. Genetics. 2005; 14(23): 3709-3722), el activador de
enolasa especifica para neurona humana (NSE, Neuron-Specific Enolase) (Twyman, R. M.
y E. A. Jones (1997). J Mol Neurosci 8(1): 63-73)), el activador de proteina-cinasa Il
dependiente de calcio/calmodulina (CAMKII) (Nathanson, J. L., et al. (2009). Neuroscience
161(2): 441-450) y el activador de ubicuitina C humana (UBC, UBiquitin C) (Schorpp, M., et
al. (1996). Nucleic Acids Res 24(9): 1787-1788).

En una forma de realizacion, el activador es un activador CAG 1,6 kb de SEQ ID NO: 1.
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En una forma de realizacion, el activador es un activador hSYN de SEQ ID NO: 2.

En una forma de realizacion, el activador es un activador MECP2 de SEQ ID NO: 3.

En una forma de realizacion, el activador es un activador hNSE de SEQ ID NO: 4.

En una forma de realizacion, el activador es un activador CamKIl de SEQ ID NO: 5.

En una forma de realizacion, el activador es un activador hSTXBP1 enddgeno de SEQ ID
NO: 6.

En una forma de realizacion, el activador es un activador MECP2 de SEQ ID NO: 3,
operativamente ligado en una orientacion 5' hacia 3' con respecto a un intrén de MECP2 de
SEQ ID NO: 37.

En formas de realizacién alternativas, el constructo de acido nucleico comprende un

transgén que codifica la STXBP1 y un activador ligado operativamente con dicho transgén,

en donde el activador es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,

0 99 % idéntico al:

(a) Activador CAG 1,6 kb (SEQ ID NO: 1).

b) activador hSYN (SEQ ID NO: 2).

C) Activador MECP2 (SEQ ID NO: 3).

d) activador hNSE (SEQ ID NO: 4).

e) Activador CamKIl (SEQ ID NO: 5).

f) activador hSTXBP1 enddgeno (SEQ ID NO: 6).

9) Activador MECP2 (SEQ ID NO: 3) operativamente ligado en una orientacion 5" hacia
3’ con respecto a un intron de MECP2 (SEQ ID NO: 37).

El activador puede ser una variante funcional o fragmento de los activadores descriptos en
el presente documento. Una variante funcional o fragmento de un activador puede ser
funcional en el sentido de que retiene las caracteristicas del activador no variante o de
longitud total correspondiente. Asi pues, una variante funcional o fragmento de un activador
retiene la capacidad para accionar la transcripcién de un transgén al que esta
operativamente ligado, por medio de lo cual se acciona la expresion de STXBP1 codificada
por dicho transgén. Una variante funcional o fragmento de un activador puede retener la
especificidad por un tipo de tejido particular. Por ejemplo, una variante funcional o
fragmento de un activador puede ser especifico para las células del SNC. Una variante
funcional o fragmento de un activador puede accionar especificamente la expresion de

STXBP1 en las neuronas.

El activador puede comprender una “secuencia minima”, que se refiera a una secuencia de

nucleétido del activador que tiene suficiente longitud y que contiene los elementos
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requeridos para funcionar como un activador, es decir, capaz de accionar la transcripcion
del transgén al cual dicho activador esta ligado operativamente, por lo cual acciona la
expresion de STXBP1.

El activador minimo utilizado en los constructos de acido nucleico de la presente invencion
puede ser, por ejemplo, el activador CAG que comprende la SEQ ID NO: 1, o el activador
hSYN que comprende la SEQ ID NO: 2, o el activador MECP2 que comprende la SEQ ID
NO: 3.

El activador puede comprender uno o mas intrones. El término “intrén” se refiere a una
secuencia de nucleétido no codificante intragénica. Tipicamente, los intrones se transcriben
de ADN a ARN mensajero (ARNm) durante la transcripcion de un gen, pero se dividen del

transcripto de ARNm mediante corte y empalme (splicing) previo a su traduccion.

El activador puede comprender una variante funcional o fragmento de un intrén descripto en
el presente documento. Una variante funcional o fragmento de un intréon puede ser funcional
en el sentido de que retiene las caracteristicas del intron de longitud completa o no variante
correspondiente. Por lo tanto, las variantes funcionales o fragmentos de un intrén descriptos
en el presente documento son no codificantes. Las variantes funcionales o fragmentos de
un intrén descriptos en el presente documento pueden también retener la capacidad de ser
transcriptas de ADN a ARNm y/o la capacidad de ser separadas del ARNm mediante corte y

empalme.

Los intrones que se pueden incorporar en los activadores utilizados en la presente invencién

pueden ser de regiones naturalmente no codificantes o pueden ser genomanipulados.

En una forma de realizacion, el intrén es un intron MECP2 que comprende o que consiste
en la SEQ ID NO: 37; o una variante funcional o fragmento suyo, que tiene al menos 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 0 99,9 % de identidad con
respecto a la SEQ ID NO: 37.

Un activador y/o intrén se puede combinar con una o mas secuencias exénicas no
expresantes. Las secuencias exonicas no expresantes no son capaces de producir un
transcripto, en vez, pueden flanquear una secuencia intronica para brindar sitios de corte y

empalme.
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Alternativamente, un activador puede ser un activador quimicamente inducible. Un activador
quimicamente inducible es un activador que esta regulado por la administracién en vivo de
un inductor quimico a un sujeto que lo necesita. Los ejemplos de activadores quimicamente
inducibles adecuados incluyen, entre otros, activadores inducibles de tetraciclina/minociclina
(Chtarto 2003,Neurosci Lett. 352:155—-158) o activadores inducibles de rapamicina (Sanftner
2006, Mol Ther.13:167-174).

Secuencia sefial de poliadenilacién

El constructo de acido nucleico puede comprender una region 3’ no traducida que

comprende una secuencia sefal de poliadenilacion y/o un finalizador de transcripcion.

El término “secuencia senal de poliadenilacién”, (o “sitio de poliadenilaciéno “senal de
poli(A)” pueden utilizarse en forma indistinta) se refiere a una secuencia de reconocimiento
especifica dentro de la region 3’ no traducida (3° UTR) de un gen, que se transcribe en
ARNmM precursor y guia la terminacion de una transcripcion génica. La secuencia sefial de
poliadenilacién actua como una sefal para la escision endonucleolitica del ARNm precursor
recientemente formado en su extremo 3’, y para el agregado a este extremo 3’ de un trecho
de ARN que consiste solamente en bases de adenina (proceso de poliadenilacion; cola de
poli(A)). La secuencia sefial de poliadenilacion es importante para la traduccién, exportacion
nuclear y estabilidad del ARNm. En el contexto de la invencion, la secuencia sefial de
poliadenilacion es una secuencia de reconocimiento que puede dirigir la poliadenilacion de

genes de mamiferos y/o genes virales, en células de mamiferos.

La secuencia senal de poliadenilacién tipicamente consiste en (a) una secuencia de
consenso AAUAAA, la cual ha demostrado ser necesaria tanto para escisién del extremo 3
y la poliadenilacién de ARN pre-mensajero (ARNpre-m) asi como también para promover la
finalizacion de la transcripcién en direccion 3’ (downstream, aguas abajo) ; y (b) elementos
adicionales en direccién 5’ y en direccion 3' de AAUAAA que controlan la eficacia de la
utilizacion de AAUAAA como una senal de poli(A). Existe considerable variabilidad en

dichos motivos en los genes de mamiferos.

En una forma de realizacién, opcionalmente, en combinacion con una o mas caracteristicas
de las diversas formas de realizacion descriptas en el presente documento, la secuencia
sefal de poliadenilacion del constructo de acido nucleico de la invencidén es una secuencia
sefial de poliadenilacion de un gen de mamifero o un gen virico. Las sefales de

poliadenilacion adecuadas incluyen, entre otras, una sefal de poliadenilacién SV40
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temprana, una sefial de poliadenilacion SV40 tardia, una sefal de poliadenilacion de
timidina cinasa HSV (Herpes Simple Virus, virus del herpes simple), una sefial de
poliadenilacion de gen protamina, una sefial de poliadenilacion de adenovirus 5 Elb, una
sefal de poliadenilacion de la hormona de crecimiento, una senal de poliadenilacion de
PBGD (PorphoBilinoGen Deaminase, porfobilindgeno desaminasa) o una sefal de

poliadenilacion sintética disefiada en silico (virtualmente).

En una forma de realizacion, la secuencia sefial de poliadenilacion es una secuencia sefal

de poliadenilacion de SV40 que comprende la SEQ ID NO: 8.

Otros elementos regulatorios

El constructo de acido nucleico puede comprender elementos regulatorios adicionales, por
ejemplo, una secuencia mejoradora, un intrén, una secuencia de ARNmicro dianizada, una
secuencia poliligante que facilita la insercién de un fragmento de ADN dentro de un vector

y/o una secuencia de sefial de corte y empalme.

Vector virico

La presente invencién proporciona, ademas, un vector virico que comprende el constructo

de acido nucleico tal como se describe en el presente documento.

El término “vector virico” se refiere a la parte del acido nucleico de la particula virica como

se detalla en este documento, que puede estar encerrada en una capside.

Los vectores viricos, tipicamente, comprenden al menos (i) un constructo de acido nucleico
con inclusién de un transgén y elementos del acido nucleico adecuado para su expresién en
un hospedador, y (ii) la totalidad o una porciéon de un genoma virico, por ejemplo,

repeticiones terminales invertidas de un genoma virico.

El término “repeticion terminal invertida” (ITR, Inverted Terminal Repeat) se refiere a una
secuencia de nucleétido ubicada en el extremo 5’ (5°ITR) y una secuencia de nucledtido
ubicada en el extremo 3’ (3'ITR) de un virus, que contiene secuencias palindromicas y que
pueden plegarse para formar estructuras de horquilla con forma de T que funcionan como
cebadores durante el inicio de la replicacion de ADN. También son necesarios para la
integracion del genoma virico dentro del genoma hospedador, para el rescate desde el

genoma hospedador y para la encapsidacion del acido nucleico virico en viriones maduros.
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Las ITR son necesarias en cis para la replicacion del genoma del vector y su encapsidado
en las particulas viricas.

En una forma de realizacion, el vector virico comprende una 5’ITR, y una 3'ITR de un virus.

En una forma de realizacion, el vector virico comprende una 5’ITR y una 3’ITR de un virus
independientemente seleccionado entre el grupo que consiste en parvovirus (en particular,
virus adenoasociados), adenovirus, alfavirus, retrovirus (en particular, retrovirus gamay

lentivirus), herpesvirus y SV40.

En una forma de realizacion, el virus es un virus adenoasociado (AAV, Adeno-Associated

Virus), un adenovirus (Ad), o un lentivirus.

En una forma de realizacion, el virus es un AAV.

En una forma de realizacion, el vector virico comprende una 5'ITR y una 3'ITR de un AAV.

El AAV ha generado considerable interés como un vector potencial para la terapia génica
humana. Entre las propiedades favorables del virus estan su falta de asociacion con
cualquier enfermedad humana, su capacidad para infectar tanto las células divisoras como
las no divisoras, y el amplio rango de lineas celulares derivadas desde diferentes tejidos
que se pueden infectar. El genoma del AAV esta compuesto por una molécula de ADN
lineal monocatenario que contiene 4681 bases (Berns y Bohenzky, 1987, Advances en Virus
Research (Academic Press, Inc.) 32:243-307). El genoma incluye repeticiones terminales
invertidas (las ITR) en cada extremo, que funcionan en cis como origenes de replicacion de
ADN y como senales de encapsidado para el virus. Comunmente, las ITR tienen una

longitud comprendida entre alrededor de 100 y 150 bp.

Las ITR de AAV pueden tener una secuencia de nucledtido natural o pueden estar alteradas
por la insercion, delecién o sustitucion de uno o mas nucleétidos, tipicamente, una

insercion, delecién o sustitucién de no mas de 5, 4, 3, 2 o 1 nucleétido, en comparacion con
las ITR de AAV conocidas. El serotipo de las repeticiones terminales invertidas (las ITR) del

vector AAV se puede seleccionar entre cualquier serotipo de AVV humano o no humano.

En formas de realizacion especificas, el vector virico puede comprender las ITR de
cualquier serotipo de AAV. Las ITR de AAV conocidas incluyen, sin limitacion, AAV1, AAV2,
AAV3 (los tipos 3A y 3B inclusive), AAV-LKO03, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9,
AAV10 (AAVrh10), AAV11, AAV12, AAV aviar, AAV bovino, AAV canino, AAV equino, AAV
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ovino. También se incluyen los serotipos recombinantes tales como Rec2 y Rec3
identificados del cerebro de primates.

Alternativamente, el vector virico puede comprender una 5'ITR y/o 3'ITR sintéticas.

En una forma de realizacion, el constructo de acido nucleico de la presente invencion esta
comprendido en un vector virico que comprende, ademas, una 5’ITR y/o una 3’ITR de un
AAV de un serotipo AAV2.

En una forma de realizacion, el vector virico comprende una 3'ITR y/o 5’ITR de un AAV de
un serotipo AAV2, que tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 18 y/o 19
respectivamente; o una secuencia que tiene al menos 80 % o al menos 90 % de identidad

con la SEQ ID NO: 18 y/o la 19 respectivamente.

Particula virica

La presente invencién proporciona, ademas, una particula virica que comprende el
constructo de acido nucleico o el vector virico tal como se describe en el presente

documento.

El término “particula virica” se refiere a una particula de virus infeccioso y, tipicamente,
incapaz de replicarse, que comprende (i) un vector virico encapsidado en su interior (que

comprende, opcionalmente, un constructo de acido nucleico) y (ii) una capside.

En una forma de realizacion, la capside esta formada por proteinas de capside de un virus

adenoasociado.

Las proteinas de la capside virica de un virus adenoasociado incluyen las proteinas de
capside VP1, VP2 y VP3. Las diferencias entre las secuencias de las proteinas de la
capside de los diversos serotipos de AAV traen como resultado el uso de diferentes
receptores de la superficie celular para el ingreso celular. En combinacion con vias de
procesamiento intracelular alternativas, esto origina distintos tropismos celulares para cada
serotipo de AAV.

La terapia génica basada en AAV que tiene por diana el SNC se detalla en Pignataro D,
Sucunza D, Rico AJ et al., J Neural Transm 2018;125:575-589. Las particulas viricas se
pueden seleccionar y/o genomanipular para tener por diana, al menos, células neuronales

en diversas areas del cerebro y del SNC.
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Comunmente se hace referencia a los virus AAV en términos de su serotipo. Un serotipo
corresponde a una subespecie de variante de AAV que, debido a su perfil de expresiéon de
antigenos de superficie de la capside, tiene una reactividad distintiva que puede ser
utilizada para distinguirla de otras subespecies de variantes. Los serotipos de AAV incluyen
AAV1, AAV2, AAV3 (A y B inclusive) AAV-LKO3, AAV4, AAV5, AAV6E, AAV7, AAVS, AAV9,
AAV10 (AAVrh10) o AAV11, o sus combinaciones. El AAV puede ser un serotipo
recombinante, tal como Rec2 o Rec3 identificados del cerebro de primates; y AAV2-tipo real
(AAVtt). EI AAVtt se describe en detalle en Tordo et al., Brain. 2018; 141(7): 2014-2031 y
en el documento de patente con el numero WO 2015/121501. Las revisiones de los
serotipos de AAV se pueden encontrar en Choi et al (Curr Gene Ther. 2005; 5(3); 299-310)
y Wu et al (Molecular Therapy. 2006; 14(3), 316-327).

En la particula virica de la invencién, la capside puede derivarse a partir de cualquier
serotipo de AAV o de una combinacion de serotipos (tal como VP1 de un serotipo de AAV y
VP2 y/o VP3 de un serotipo diferente).

En formas de realizacion especificas, las proteinas de la capside pueden derivarse a partir
de AAV2, AAV5, AAV8, AAV9, AAV2-retro o AAVHt.

En una forma de realizacion, la particula virica comprende al menos una proteina de la
capside de VP1 de un AAV, en donde dicha proteina de la capside se deriva de AAV2,
AAV5, AAV6, AAV8, AAVI (por ejemplo, AAV9.hu14 como se muestra en la SEQ ID NO:
21), AAV10, AAV-tipo real (AAVtt como se muestra en la SEQ ID NO: 20) o sus

combinaciones.

En una forma de realizacion, la particula virica comprende la proteina de la capside
proveniente de AAVtt, como se muestra en la SEQ ID NO: 20. En una forma de realizacion
la proteina de la capside es al menos 98,5 %, 99 % 0 99,5 % idéntica ala SEQ ID NO: 20.

En una forma de realizacion, la particula virica comprende la proteina de la capside
proveniente de AAV9, como se muestra en la SEQ ID NO: 21. En una forma de realizacion,
la proteina de la capside es al menos 98,5 %, 99 % 0 99,5 % idéntica ala SEQ ID NO: 21.

Los genomas de AAV o elementos de los genomas de AAV, con inclusion de las secuencias
de ITR, genes de replicaciéon o capside para el uso en la invencion se pueden derivar de los

siguientes numeros de acceso para las secuencias de genoma completas de AAV: virus
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adenoasociado 1 NC_002077, AF063497; virus adenoasociado 2 NC_001401; virus
adenoasociado 3 NC_001729; virus adenoasociado 3B NC_001863; virus adenoasociado 4
NC_001829; virus adenoasociado 5 Y18065,5AF085716; virus adenoasociado 6
NC_001862; AAV aviar ATCC VR-865 AY186198, AY629583, NC_004828; cepa de AAV
aviar DA-1 NC_006263, AY629583; AAV bovino NC_005889, AY388617.

También se puede hacer referencia a los virus AAV en términos de subtipos (clades) o
clones. Esto se refiere a la relacion filogenética de los virus AAV naturalmente derivados, y
tipicamente, a un grupo filogenético de virus AAV cuyo origen se puede rastrear hasta un
ancestro comun, e incluye a todos sus descendientes. En forma adicional, se puede hacer
referencia a los virus AAV en términos de un aislado especifico, es decir, un aislado

genético de un virus AAV especifico encontrado en la naturaleza.

El término “aislado genético” describe una poblacion de los virus AAV que se someti a
mezcla genética limitada con otros virus AAV de origen natural, por lo cual se define una
poblacion reconociblemente distinta a un nivel genético. Los ejemplos de los subtipos y

aislados de AAV que se pueden emplear en la invencién incluyen los siguientes:

e Subtipo A: AAV1 NC_002077, AF063497, AAV6 NC_001862, Hu. 48 AY530611, Hu 43
AY530606, Hu 44 AY530607, Hu 46 AY530609;

e Subtipo B: Hu. 19 AY530584, Hu. 20 AY530586, Hu 23 AY530589, Hu22 AY530588,
Hu24 AY530590, Hu21 AY530587, Hu27 AY530592, Hu28 AY530593, Hu 29
AY530594, Hu63 AYS30624, Hu64 AY530625, Hul3 AY530578, Hu56 AY530618, Hu57
AY530619, Hu49 AY530612, Hu58 25 AY530620, Hu34 AY530598, Hu35 AY530599,
AAV2 NC_001401, Hu45 AY530608, Hu47 AY530610, Hu51 AY530613, Hu52
AY530614, Hu T41 AY695378, Hu S17 AY695376, Hu T88 AY695375, Hu T71
AY695374, HUT70 AY695373, Hu T40 AY695372, Hu T32 AY695371, Hu T17
AY695370, Hu LG15 AY695377;

e Subtipo C: Hu9 AY530629, HulO AY530576, Hull AY530577, Hu53 AY530615, Hu55
AY530617, Hu54 AY530616, Hu7 AY530628, Hul8 AY530583, Hul5 AY530580, Hul6
AY530581, Hu25 AY530591, Hu60 AY530622, Ch5 AY243021, Hu3 AY530595,Hul
AY530575, Hu4 AY530602 Hu2, AY530585, Hu61 AY530623;

e Subtipo D: Rh62 AY530573, Rh48 AY530561, Rh54 AY530567, Rh55 AY530568, C5 y2
AY243020, AAV7 AF513851, Rh35 AY243000, Rh37 AY242998, Rh36 AY242999, Cy6
AY243016, Cy4 AY243018, Cy3 AY243019, Cy5 AY243017, RhI3 AY243013;
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e Subtipo E: Rh38 AY530558, Hu66 AY530626, Hu42 AY530605, Hu67 AY530627, Hu40
AY530603, Hu41 AY530604, Hu37 AY530600, Rh40 10 AY530559, Rh2 AY243007, Bbl
AY243023, Bb2 AY243022, RhlO AY243015, Hul7 AY530582, Hub AY530621, Rh25
AY530557, Pi2 AY530554, Pil AY530553, Pi3 AY530555, Rh57 AY530569, Rh50
AY530563, Rh49 AY530562, Hu39 AY530601, Rh58 AY530570, Rhbl AY530572,
Rh52AY530565, Rh53 AY530566, Rh51 AY530564, Rh64 AY530574, Rh43 15
AY530560, AAV8 AF513852, Rh8 AY242997, Rhl AY530556; and

e Subtipo F: Hu 14 (AAV9) AY530579, Hu31 AY530596, Hu32 AY530597; Clonal Aislado
AAVS Y18065, AF085716, AAV 3 NC_001729, AAV 3B NC_001863, AAV4 15
NC_001829, Rh34 AY243001, Rh33 AY243002, Rh32 AY243003.

La invencion abarca el uso de secuencias de proteina de la capside de diferentes serotipos,
subtipos, clones, o aislados de AAV dentro del mismo vector. La invencion también abarca
la encapsidacion del genoma de un serotipo en la capside de otro serotipo, es decir,
seudotipado. Los derivados quiméricos, barajados (shuffled) o modificados por capside, se
pueden seleccionar para proporcionar una o mas funcionalidades deseadas. Asi pues,
dichos derivados pueden mostrar eficacia aumentada de la insercién de genes foraneos
(gene delivery), disminuida inmunogenicidad (humoral o celular), un rango de tropismo
alterado y/o dianizacién mejorada de un tipo de célula en particular en comparacion con un
vector virico de AAV que comprende una capside de AAV de origen natural. La eficacia
aumentada de la insercién de genes foraneos puede lograrse mediante un correceptor o
receptor mejorado que se une en la superficie celular, internalizacion mejorada, trafico
mejorado dentro de la célula y dentro del nucleo, desenvoltura mejorada de la particula
virica o conversién mejorada de un genoma monocatenario a la forma bicatenaria. También
puede relacionarse la eficacia aumentada con una dianizacion o rango de tropismo alterado
de una poblacién celular especifica, tal que la dosis de vector no se diluya por distribucién a

tejidos en donde no se lo necesita.

Las proteinas de la capside quiméricas incluyen las generadas por recombinacion entre dos
0 mas secuencias que codifican capsides de serotipos de AAV naturales. Esto puede
realizarse, por ejemplo, mediante un abordaje de rescate de marcador en el que las
secuencias de capside no infecciosas de un serotipo son cotransfectadas con secuencias
de capside de un serotipo diferente, y se utiliza seleccion dirigida para seleccionar las
secuencias de capside que tienen las propiedades deseadas. La secuencias de capside de
los diferentes serotipos se pueden alterar mediante recombinacion homéloga dentro de la

célula para producir proteinas de la capside quiméricas novedosas.
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Las proteinas de capside quiméricas incluyen las generadas por genomanipulacion de
secuencias de proteina de capside para transferir dominios de proteina de capside
especificos, bucles de superficie o residuos de aminoacidos especificos entre dos o0 mas
proteinas de capside, por ejemplo, entre dos o mas proteinas de la capside de diferentes
serotipos. Las proteinas de capside barajadas o quiméricas se pueden generar mediante el
barajado de ADN o por PCR propensa a error (error-prone PCR). Los genes de capside de
AAV hibridos se pueden crear mediante fragmentacion aleatoria de las secuencias de
genes de AAV relacionados, por ejemplo, los que codifican proteinas de capside de
multiples serotipos diferentes y luego, posteriormente, se redisponen los fragmentos en una
reaccion de polimerasa de cebado auténomo (self-priming), lo que también puede causar
entrecruzamientos en regiones de homologia de secuencias. Se puede seleccionar una
genoteca de genes de AAV hibridos creada en esta forma al barajar los genes de capside
de diversos serotipos, a fin de identificar clones viricos que tienen una funcionalidad
deseada. Similarmente, la PCR “propensa a error” se puede utilizar para mutar
aleatoriamente genes de capside de AAV para crear una genoteca diversa de variantes que,

luego, pueden seleccionarse para una propiedad deseada.

La secuencias de genes de la capside pueden modificarse genéticamente para introducir
deleciones, sustituciones o inserciones especificas con respecto a la secuencia natural
nativa. Por ejemplo, los genes de la capside se pueden modificar mediante la insercion de
una secuencia de un péptido o proteina sin relacion dentro de un marco de lectura abierto
de una secuencia codificante de capside, o en el extremo N y/o C de una secuencia
codificante de capside. El péptido o proteina sin relacion puede ser, ventajosamente, el que
actua como un ligando para un tipo de célula particular, por lo cual confiere una unién
mejorada a una célula diana, o mejora la especificidad de dianizacion de la particula virica
con respecto a una poblacion celular en particular. La proteina sin relacién puede ser una
que asiste en la purificacion de la particula virica como parte del proceso de produccién, es
decir, un identificador de afinidad o epitope. El sitio de insercién se seleccionara,
tipicamente, de manera de no interferir con otras funciones de la particula virica, tales como
la internalizacién o transmigracion (trafficking) de la particula virica. Los sitios de insercion
adecuados se detallan en Choi et al (Curr Gene Ther. 2005; 5(3); 299-310).

En una forma de realizacion, una particula virica se puede preparar encapsulando un vector

virico de AAV, derivado de un serotipo de AAV particular, en una particula virica formada

por proteinas Cap naturales que corresponden a un AAV del mismo serotipo.
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No obstante, se han desarrollado diversas técnicas para modificar y mejorar las
propiedades funcionales y estructurales de las particulas viricas de origen natural (Blinning
H et al. J Gene Med 2008; 10: 717-733).

Por lo tanto, en otra forma de realizacidon, una particula virica puede incluir un constructo de

acido nucleico que comprende un transgén que codifica STXBP1, flanqueado por las ITR de

un determinado serotipo de AAV, encapsidado en:

(a) una particula virica que comprende proteinas de la capside derivadas de un serotipo
de AAV diferente, por ejemplo, proteinas de la capside de ITR de AAV2 y AAV9; o
proteinas de la capside de ITR de AAV2 y AAVLt; o

(b) una particula virica mosaico que comprende una mezcla de proteinas de capside de
diferentes serotipos de AAV o mutantes, por ejemplo, las ITR de AAV2 con una
capside formada por proteinas de dos o mas serotipos de AAV; o

(c) una particula virica quimérica que comprende proteinas de capside que han sido
truncadas por intercambio de dominios (domain swapping) entre diferentes serotipos
de AAV o variantes, por ejemplo, las ITR de AAV2 con proteinas de capside de
AAV5 que comprende dominios de AAV3; o

(d) una particula virica genomanipulada para mostrar dominios de unioén selectivos, lo

que permite una interaccion estricta con receptores especificos de células diana.

La capside de AAVtt, también denominada capside de tipo real de AAV2, se describe en el
documento de patente con el numero W02015/121501. En una forma de realizacion, la
proteina de capside VP1 de AAVtt comprende al menos una sustitucion de aminoacido con
respecto a la proteina de capside de VP1 natural en una posicidon correspondiente a una o
mas de las siguientes posiciones en una secuencia de proteina de AAV2 (secuencia de
referencia del NCBI: YP_680426.1): 125, 151, 162, 205, 312, 457, 492, 499, 533, 546, 548,
585, 588 y/o 593.

En una forma de realizacion, AAVtt comprende una o mas de las siguientes sustituciones de
aminoacidos con respecto a la proteina de capside de VP1 de AAV2 natural (secuencia de
referencia del NCBI: YP_680426.1): V125I, V151A, A162S, T205S, N312S, Q457M, S492A,
E499D, F533Y, G546D, E548G, R585S, R588T y/o A593S.

En una forma de realizacion, AAVtt comprende cuatro o mas mutaciones con respecto a la
proteina de capside de VP1 de AAV2 natural en las posiciones 457, 492, 499 y 533.

La construccién de particulas viricas recombinantes de AAV es generalmente conocida en

la técnica y se ha descripto, por ejemplo, en los documentos de patente con los nimeros
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US 5.173.414; US 5.139.941; WO 92/01070; WO 93/03769; Lebkowski et al. (1988) Molec.
Célula. Biol. 8:3988-3996; Vincent et al. (1990) Vaccines 90 (Cold Spring Harbor Laboratory
Press); Carter, B. J. (1992) Current Opinion en Biotechnology 3:533-539; Muzyczka, N.
(1992) Current Topics en Microbiol. y Immunol. 158:97-129; y Kotin, R. M. (1994) Human
Gene Therapy 5:793-801.

Produccidn de particulas viricas

La produccion de particulas viricas que portan el vector virico y el constructo de acido
nucleico, tal como se describe en el presente documento, se puede llevar a cabo por medio
de protocolos y métodos convencionales, que se seleccionan tomando en cuenta las

caracteristicas estructurales de las particulas viricas que se van a producir.

Brevemente, las particulas viricas se pueden producir en una célula hospedadora, mas
particularmente, en una célula productora de virus especifico (célula de encapsidado), que
es transfectada con el constructo de acido nucleico o vector virico en presencia de un virus

o vector auxiliar u otro/s constructos de ADN.

El término “célula de encapsidado” se refiere a una célula o linea celular que puede ser
transfectada con un constructo de acido nucleico o vector virico y proporciona, en trans,
todas las funciones faltantes que se requieren para la completa replicacion y encapsidado
de un vector virico. Las células de encapsidado pueden expresar dichas funciones viricas
faltantes en una manera constitutiva o inducible. Las células de encapsidado pueden ser

células adherentes o de suspension.

Tipicamente, un proceso de produccion de particulas viricas comprende los pasos
siguientes:
(a) cultivar una célula de encapsidado que comprende un constructo de acido nucleico o
vector virico en un medio de cultivo; y
(b) recolectar las particulas viricas del sobrenadante de cultivo celular y/o dentro de las

células.

Se pueden emplear los métodos convencionales para producir particulas viricas, que
abarcan cotransfeccion celular transitoria con un constructo de acido nucleico o vector de
expresion (por ejemplo, un plasmido) que porta el transgén que codifica STXBP1; un
segundo constructo de acido nucleico (por ejemplo, un plasmido auxiliar de AAV) que

codifica genes rep y cap, pero que no porta las secuencias de ITR; y un tercer constructo de
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acido nucleico (por ejemplo, un plasmido) que proporciona las funciones adenoviricas

necesarias para la replicacion de AAV.

Se hace referencia a los genes viricos necesarios para la replicacion de AAV como a genes
viricos auxiliares. Tipicamente, dichos genes necesarios para la replicacion de AAV son
genes auxiliares adenoviricos, tal como ARN de E1A, E1B, E2a, E4, o VA. En una forma de

realizacioén, los genes auxiliares adenoviricos son del serotipo Ad5 o Ad2.

La produccion de particulas de AAV se puede llevar a cabo alternativamente por infeccion
de células de insectos con una combinacion de baculovirus recombinantes (Urabe et al.
Hum. Gene Ther. 2002; 13: 1935-1943). Se coinfectan las células SF9 con dos o tres
vectores de baculovirus que expresan, respectivamente, AAV rep, AAV cap y el vector AAV
a ser encapsidado. Los vectores de baculovirus recombinante proporcionan las funciones
del gen auxiliar virico requeridas para la replicacion y/o encapsidado del virus. Smith et al
2009 (Molecular Therapy, vol.17, no.11, pp 1888-1896) describe un sistema de expresion
doble de baculovirus para una produccién a gran escala de particulas de AAV en células de

insectos.

Los medios de cultivo adecuados son conocidos por el experto en la técnica. Los
ingredientes que constituyen un medio de cultivo pueden variar segun sea el tipo de célula a
cultivar. Ademas de la composicion del nutriente, la osmolaridad y el pH se consideran
parametros importantes del medio de cultivo. El medio de crecimiento celular comprende un
numero de ingredientes ampliamente conocidos por el experto en la técnica, con inclusién
de aminoacidos, vitaminas, sales organicas e inorganicas, fuentes de carbohidratos, lipidos,
oligoelementos (trace elements) (por nombrar algunos, CuS04, FeS04, Fe(N03)3, ZnS04),
donde cada ingrediente esta presente en una cantidad que brinda soporte al cultivo de una
célula en vitro (es decir, supervivencia y crecimiento de células). Los ingredientes también
pueden incluir sustancias auxiliares, tales como sustancias de tamponamiento (por ejemplo,
bicarbonato de sodio, Hepes, Tris o tampones que funcionan en forma similar),
estabilizadores de oxidacion, estabilizadores para contrarrestar el estrés mecanico,
inhibidores de proteasa, factores de crecimiento animal, hidrolizados vegetales, agentes
antiaglutinantes, agentes antiespuma. Las caracteristicas y composiciones de los medios de
crecimiento celular varian segun sean los requerimientos celulares particulares. Los
ejemplos de medios de crecimiento celular comercialmente disponibles incluyen: MEM
(Minimum Essential Medium, medio esencial minimo), BME (Basal Medium Eagle, medio
basal Eagle), DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium, medio de Eagle modificado por

Dulbecco), Iscoves DMEM (/scove’s modification de Dulbecco’s Medium, medio de
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Dulbecco modificado de Iscove), GMEM (Glasgow MEM, medio esencial minimo de
Glasgow), RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640, Leibovitz L-15, de McCoy, Medio
199, Ham (Ham'’s Media, medios de Ham) F10 y derivados, Ham F12, DMEM/F12.

Se puede encontrar una guia adicional para la construccion y produccion de vectores viricos
para el uso de acuerdo con la descripcion en Los vectores viiricos for Gene Therapy,
Methods y Protocols. Serie: Methods en Molecular Biology, Vol. 737. Merten y Al-Rubeai
(Eds.); 2011 Humana Press (Springer); Gene Therapy. M. Giacca. 2010 Springer-Verlag;
Heilbronn R. y Weger S. Los vectores viiricos for Gene Transfer: Current Status de Gene
Therapeutics. In: Drug Delivery, Handbook de Experimental Pharmacology 197; M. Schafer-
Korting (Ed.). 2010 Springer-Verlag; pp. 143-170; Adeno-Associated Virus: Methods y
Protocols. R.O. Snyder y P. Moulllier (Eds). 2011 Humana Press (Springer); Blnning H. et
al. Recent developments en Adeno-Associated Virus technology. J. Gene Med. 2008;
10:717-733; Adenovirus: Methods y Protocols. M. Chillén y A. Bosch (Eds.); Tercera edicion.
2014 Humana Press (Springer).

Célula hospedadora

La descripcion proporciona, ademas, una célula hospedadora que comprende un constructo
de acido nucleico o un vector virico que codifica la STXBP1, tal como se describe en el
presente documento. La célula hospedadora de acuerdo con la descripcion es una célula
productora de virus, también denominada célula de encapsidado, que es transfectada con el
constructo de acido nucleico o vector virico en presencia de un virus o vector auxiliar u otros
constructos de ADN; y proporciona en trans todas las funciones faltantes que son
necesarias para la completa replicacion y encapsidado de una particula virica. Dichas

células de encapsidado pueden ser células adherentes o de suspension.

La célula de encapsidado puede ser una célula eucariota, tal como una célula de mamifero,
con inclusién de células de simio, de humano, de perro o de roedor. Los ejemplos de células
de humano son las células PER.C6 (documento de patente con el numero W001/38362),
MRC-5 (ATCC CCL-171), WI-38 (ATCC CCL-75), células HEK-293 (ATCC CRL-1573),
células HelLa (ATCC CCL2) y células pulmonares fetales de macaco rhesus (ATCC CL-
160). Los ejemplos de células de primates no humanos son las células Vero (ATCC
CCL81), las células COS-1 (ATCC CRL-1650) o las células COS-7 (ATCC CRL-1651). Los
ejemplos de células de perro son células MDCK (ATCC CCL-34). Los ejemplos de células
de roedores son las células de hamster, tal como BHK21-F, las células HKCC o las células
CHO.
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Como una alternativa a las fuentes de mamiferos, la célula de encapsidado para producir
las particulas viricas pueden derivarse de una fuente tal como pollo, pato, ganso, codorniz o
faisan. Los ejemplos de lineas celulares de aves incluyen los citoblastos embridnicos de
aves (documentos de patente con los numeros W001/85938; WO03/076601), las células de
retina de pato inmortalizadas (documento de patente con el numero WO2005/042728), y las
células derivadas de citoblastos embriénicos de aves, con inclusion de células de pollo
(documento de patente con el numero W0O2006/108846) o células de pato, tal como la linea
celular EB66 (documentos de patente con los nimeros W02008/129058; W0O2008/142124).

En otra forma de realizacién, la célula hospedadora puede ser cualquier célula de
encapsidado permisiva para la infeccion y replicacion de baculovirus. En un ejemplo, dichas
células son células de insectos, tal como células SF9 (ATCC CRL-1711), células Sf21
(IPLB-Sf21), células MG1 (BTI-TN-MG1) o células High Five™ (BTI-TN-5B1-4).

En una forma de realizacion, la célula hospedadora comprende:

(a) un primer constructo de acido nucleico o vector virico que comprende un transgén
que codifica STXBP1 de humano;

(b) un segundo constructo de acido nucleico, por ejemplo, un plasmido, que codifica
genes rep y/o cap de AAV, en donde dicho segundo constructo de acido nucleico no
porta las secuencias de ITR; y, opcionalmente,

(c) un tercer constructo de acido nucleico, por ejemplo, un plasmido o virus, que

comprende genes auxiliares viricos.

La descripcién proporciona, ademas, una célula hospedadora transducida con una particula
virica de la descripcion, y el término “célula hospedadora”, como se utiliza en el presente
documento, se refiere a cualquier linea celular que es susceptible a infeccién por un virus de

interés, y factible de cultivar en vitro.

Composicion farmacéutica

La presente descripcién proporciona, ademas, una composicion farmacéutica que
comprende un constructo de acido nucleico, un vector virico, una particula virica de la
descripcion, en combinacion con un excipiente, diluyente o portador farmacéuticamente

aceptable.

El término “farmacéuticamente aceptable” se refiere a que esta aprobado por una agencia

regulatoria o reconocido por la farmacopea, tal como la European Pharmacopeia, para
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utilizar en animales y/o humanos. El término “excipiente” se refiere a un diluyente,

adyuvante, portador o el vehiculo con el cual se administra el agente terapéutico.

Se puede utilizar cualquier portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable
adecuado en la preparacion de una composiciéon farmacéutica (Véase, por ejemplo,
Remington: The Science y Practice de Pharmacy, Alfonso R. Gennaro (Editor) Mack
Publishing Company, abril de 1997). Las composiciones farmacéuticas son, tipicamente,
estériles y estables en las condiciones de fabricacion y almacenamiento. Las composiciones
farmacéuticas se pueden formular como soluciones (por ejemplo, solucién salina, solucion
de dextrosa o solucion tamponada, u otros fluidos estériles farmacéuticamente aceptables),
microemulsiones, liposomas, u otra estructura ordenada adecuada para albergar una alta
concentracién de producto (por ejemplo, microparticulas o nanoparticulas). El portador
puede ser un solvente o medio de dispersién con contenido, por ejemplo, de agua, etanol,
poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido y similares), y sus
mezclas adecuadas. Se puede mantener la fluidez correcta, por ejemplo, con el uso de una
cubierta tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en
el caso de dispersién y mediante el uso de edadntes tensoactivos. En muchos casos, sera
preferible incluir en la composicion agentes isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes,

tal como manitol o sorbitol, o sales, tal como cloruro de sodio.

En una forma de realizacion, la composicion farmacéutica se formula como una solucion,

por ejemplo, una solucion salina tamponada.

Los compuestos activos suplementarios pueden incorporarse en las composiciones
farmacéuticas de la descripcion. La guia sobre la coadministracion de sustancias
terapéuticas adicionales se puede encontrar en el Compendium de Pharmaceutical y

Specialties (CPS) de la Canadian Pharmacists Association.

En una forma de realizacion, la composiciéon farmacéutica es una composicion adecuada
para la administracién por via intraparenquimal, intracerebral, intravenosa, o intratecal.
Dichas composiciones farmacéuticas son solamente ejemplares y no limitan las
composiciones farmacéuticas adecuadas para otras vias de administraciéon parenteral y no
parenteral. Las composiciones farmacéuticas descriptas en el presente documento se

pueden envasar en dosis unitarias simples o en formas de dosificacion mdltiple.

Uso médico
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Las composiciones farmacéuticas, constructos de acido nucleico, vectores viricos y
particulas viricas de la presente descripcion se pueden utilizar en el tratamiento o la
prevencion de cualquier afeccidn que esta asociada con una pérdida de la actividad

funcional de STXBP1; por ejemplo, toda afeccionn asociada con la mutacion de STXBP1.

Dichas afecciones incluyen el sindrome de Dravet, el sindrome de Lennox-Gastaut,
espasmos infantiles, epilepsia mioclénica, encefalopatia epiléptica, encefalopatia mioclénica
temprana, epilepsia no sindromica, sindrome de Ohtahara, encefalopatia epiléptica de inicio
temprano, sindrome de West, demora en el desarrollo, trastornos del espectro autista,
sindrome de ataxia-temblor-enlentecimiento, sindrome de Rett y discapacidad intelectual sin

epilepsia.

Las composiciones farmacéuticas, constructos de acido nucleico, vectores viricos y
particulas viricas de la presente descripcion pueden resultar especialmente utiles para tratar
o prevenir trastornos de neurodesarrollo y/o epilépticos asociados con mutaciones genéticas
en el gen STXBP1, por ejemplo, mutaciones que contribuyen al desarrollo de sindromes

tales como el sindrome de Ohtahara, de Dravet y de West.

Por ende, en una forma de realizacion, la composicion farmacéutica, el constructo de acido

nucleico, el vector virico o la particula virica se proporcionan para el uso en terapias.

En una forma de realizacion, la composicion farmacéutica, el constructo de acido nucleico,
el vector virico o la particula virica se proporcionan para utilizar en el tratamiento de un

trastorno genético de STXBP1.

En una forma de realizacion, el trastorno genético de STXBP1 es el sindrome de Dravet, el
sindrome de Lennox-Gastaut, espasmos infantiles, epilepsia mioclénica, encefalopatia
epiléptica, encefalopatia mioclénica temprana, epilepsia no sindromica, sindrome de
Ohtahara, encefalopatia epiléptica de inicio temprano, sindrome de West, demora en el
desarrollo, trastornos del espectro autista, sindrome de ataxia-temblor-enlentecimiento,

sindrome de Rett o discapacidad intelectual sin epilepsia.

En una forma de realizacion, el trastorno genético de STXBP1 es el sindrome de Dravet, el

sindrome de Ohtahara o el sindrome de West.
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En una forma de realizacion, la presente descripcion proporciona un método para tratar un
trastorno genético de STXBP1, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente

eficaz de una composicion farmacéutica o particula virica a un paciente que lo necesita.

La frase “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a un nimero de particulas viricas, o
una cantidad de una formulacién farmacéutica que comprende dichas particulas viricas,
que, cuando se administran a un paciente o sujeto, logra un resultado terapéutico deseado.
Los resultados terapéuticos deseados incluyen:

e una reduccion significativa en la frecuencia o duracion de diferentes tipos de crisis,
por ejemplo, crisis atonicas (drop attacks), crisis mioclonicas, crisis generalizadas,
crisis parciales, convulsiones febriles, espasmos infantiles;

¢ un significativo logro con ausencia sostenida de las crisis;

¢ un significativo impacto sobre la progresién de sintomas de neurodesarrollo, tal
como demora del desarrollo, discapacidad intelectual, deterioro del lenguaje,
deficiencia cognitiva, movimientos involuntarios, alteracién de la marcha,

caracteristicas autistas.

El término “paciente” o “sujeto”, cuando se utilizan en forma indistinta, se refieren a
mamiferos. Cualquier especie de mamifero puede beneficiarse con los métodos del
tratamiento. Tipicamente, el paciente es un ser humano. El paciente puede ser un neonato,
un bebé (infant, menos de 2 afios de edad), un nifio (child, hasta 6 anos de edad) o un

adolescente (mas de 12 afios de edad).

El trastorno genético de STXBP1 se puede identificar mediante mutaciones genéticas

conocidas.

En una forma de realizacion, el trastorno genético de STXBP1 esta asociado con una
variante patologica de STXBP1 que comprende una mutacién o combinacién de

mutaciones.

La frase “variante patologica de STXBP1” se refiere a una variante de STXBP1 observada
en muestras de pacientes e identificada a través de investigacion o pruebas clinicas, la que
se informa como asociada con un fenotipo patoldgico. Las variantes patoldgicas y
probablemente patolégicas de STXBP1 se describen en el Ejemplo 3 y se ilustran en las

Tablas 5 y 6 respectivamente.
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En una forma de realizacion, la variante patologica de STXBP1 comprende una o mas
mutaciones seleccionadas entre el grupo detallado en la Tabla 5.
En una forma de realizacion, la variante patolégica de STXBP1 comprende una o mas

mutaciones seleccionadas entre el grupo detallado en la Tabla 6.

La terapia génica de STXBP1 descripta en el presente documento se puede administrar en

combinacion con farmacos antiepilépticos u otros tratamientos neuromoduladores.

Las composiciones farmacéuticas, constructos de acido nucleico, vectores viricos o
particulas viricas se pueden administrar al cerebro y/o al liquido cefalorraquideo (CSF,
CerebroSpinal Fluid) del paciente. Por ejemplo, pueden administrarse mediante inyeccién o
mediante el uso de un dispositivo para administracién especifica por propdsito. La
administracion al cerebro se puede seleccionar entre administracion intracerebral,
administracion intraparenquimal, administracion intracortical, administracion
intrahipocampal, administracién intraputaminal, administracion intracerebelar y sus
combinaciones. Se puede seleccionar la administracion al CSF entre la administracion intra-
cisterna magna, administracion intratecal, administracion intracerebroventricular (ICV) y sus

combinaciones.

El tratamiento puede estar provisto como una dosis Unica, aunque se pueden considerar
dosis repetidas, por ejemplo, en casos en los que el tratamiento puede no haber estado
dirigido a la region correcta, o en anos futuros y/o con diferentes serotipos de AAV.
SECUENCIAS

Las secuencias incluidas en la presente invencion se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Secuencias

Identificador Secuencia
dela
secuenciay
nombre

SEQID NO: 1 CGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGL
CCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCC
ATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCA
AGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCC
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Activador CAG
1,6 kb

GCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACA
TCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGCGTCGAGGTGAGCCCCACGTTCTGCT
TCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTATTTT
TTAATTATTTTATGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGEGGEGGGGGCGCGCGCCAGGLCGG
GGCGGGGCGGGGCGAGGGGCGEGEGGCEGEGEGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCT
AATCAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGLGGL
GGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGLG

SEQ ID NO: 2

Activador
hSYN

AGTGCAAGTGGGTTTTAGGACCAGGATGAGGCGGGGTGGGGGTGCCTACCTGACG
ACCGACCCCGACCCACTGGACAAGCACCCAACCCCCATTCCCCAAATTGCGCATC
CCCTATCAGAGAGGGGGAGGGGAAACAGGATGCGGCGAGGCGCGTGCGCACTGCC
AGCTTCAGCACCGCGGACAGTGCCTTCGCCCCCGCCTGGCGGCGCGCGCCACCGC
CGCCTCAGCACTGAAGGCGCGCTGACGTCACTCGCCGGTCCCCCGCAAACTCCCC
TTCCCGGCCACCTTGGTCGCGTCCGCGCCGCCGCCGGCCCAGCCGGACCGCALCCA
CGCGAGGCGCGAGATAGGGGGGCACGGGCGCGACCATCTGCGCTGCGGCGLCCGGL
GACTCAGCGCTGCCTCAGTCTGCGGTGGGCAGCGGAGGAGTCGTGTCGTGCCTGA
GAGCGCAG

SEQID NO: 3

Activador
MECP2

AGCTGAATGGGGTCCGCCTCTTTTCCCTGCCTAAACAGACAGGAACTCCTGCCAA
TTGAGGGCGTCACCGCTAAGGCTCCGCCCCAGCCTGGGCTCCACAACCAATGAAG
GGTAATCTCGACAAAGAGCAAGGGGTGGGGCGCGGGCGCGCAGGTGCAGCAGCAC
ACAGGCTGGTCGGGAGGGCGGGGCGCGACGTCTGCCGTGCGGGGTCCCGGCATCG
GTTGCGCGC

SEQID NO: 4

Activador
hNSE

ATGCAGCTGGACCTAGGAGAGAAGCAGGAGAGGAAGATCCAGCACAAAAAATCCG
AAGCTAAAAACAGGACACAGAGATGGGGGAAGAAAAGAGGGCAGAGTGAGGCAAA
AAGAGACTGAAGAGATGAGGGTGGCCGCCAGGCACTTTAGATAGGGGAGAGGCTT
TATTTACCTCTGTTTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCGAGGTA
GTCTTGCTTAGTCTCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTCAGCTCACTGCAAC
TTCCACCTCCTGGGTTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGA
CTACAGGCGCATGCAACCGCGCCTGGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAAACGGG
GTTTCACCACGTTAGCCAGGATGGTCTGGATCTCCTGACCTCGTGATCTGCCCGC
CTCCGCCTTCCAAAGTGCTGGGATTACAGGGGTGAGCCACAGCGCCTGGTCCCTA
TTTACTTCTGTCTTCTACCTCCAGGAGATCAAAGACGCTGGCCTTCAGACCTGAT
CAGACTCCCAGGGGCAGCCACCACATGTATGACAGAGAACAGAGGATGCCTGTTT
TTGCCCCAAAGCTGGAAATTCATCACAACCTGAGGCCCAGGATCTGCTCTGTGCC
GGTCCTCTGGGCAGTGTGGGGTGCAGAATGGGGTGCCTAGGCCTGAGCGTTGCCT
GGAGCCTAGGCCGGGGGCCGCCCTCGGGCAGGCGTGGGTGAGAGCCAAGACCGCG
TGGGCCGCGGGGTGCTGGTAGGAGTGGTTGGAGAGACTTGCGAAGGCGGCTGGGG
TGTTCGGATTTCCAATAAAGAAACAGAGTGATGCTCCTGTGTCTGACCGGGTTTG
TGAGACATTGAGGCTGTCTTGGGCTTCACTGGCAGTGTGGGCCTTCGTACCCGGG
CTACAGGGGTGCGGCTCTGCCTGTTACTGTCGAGTGGGTCGGGCCGTGGGTATGA
GCGCTTGTGTGCGCTGGGGCCAGGTCGTGGGTGCCCCCACCCTTCCCCCATCCTC
CTCCCTTCCCCACTCCACCCTCGTCGGTCCCCCACCCGCGCTCGTACGTGCGCCT
CCGCCGGCAGCTCCTGACTCATCGGGGGCTCCGGGTCACATGCGCCCGCGLCGGLL
CTATAGGCGCCTCCTCCGCCCGCCGCCCGGGAGCCGCAGCCGCCGCCGCCACTGC
CACTCCCGCTCTCTCAGCGCCGCCGTCGCCACCGCCACCGCCACCGCCACTALCCA
CCGAGATCTGCGATCTAAGTAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCC
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SEQID NO: 5

Activador
CamKllI

CATTATGGCCTTAGGTCACTTCATCTCCATGGGGTTCTTCTTCTGATTTTCTAGA
AAATGAGATGGGGGTGCAGAGAGCTTCCTCAGTGACCTGCCCAGGGTCACATCAG
AAATGTCAGAGCTAGAACTTGAACTCAGATTACTAATCTTAAATTCCATGCCTTG
GGGGCATGCAAGTACGATATACAGAAGGAGTGAACTCATTAGGGCAGATGACCAA
TGAGTTTAGGAAAGAAGAGTCCAGGGCAGGGTACATCTACACCACCCGCCCAGCC
CTGGGTGAGTCCAGCCACGTTCACCTCATTATAGTTGCCTCTCTCCAGTCCTACC
TTGACGGGAAGCACAAGCAGAAACTGGGACAGGAGCCCCAGGAGACCAAATCTTC
ATGGTCCCTCTGGGAGGATGGGTGGGGAGAGCTGTGGCAGAGGCCTCAGGAGGGG
CCCTGCTGCTCAGTGGTGACAGATAGGGGTGAGAAAGCAGACAGAGTCATTCCGT
CAGCATTCTGGGTCTGTTTGGTACTTCTTCTCACGCTAAGGTGGCGGTGTGATAT
GCACAATGGCTAAAAAGCAGGGAGAGCTGGAAAGAAACAAGGACAGAGACAGAGG
CCAAGTCAACCAGACCAATTCCCAGAGGAAGCAAAGAAACCATTACAGAGACTAC
AAGGGGGAAGGGAAGGAGAGATGAATTAGCTTCCCCTGTAAACCTTAGAACCCAG
CTGTTGCCAGGGCAACGGGGCAATACCTGTCTCTTCAGAGGAGATGAAGTTGCCA
GGGTAACTACATCCTGTCTTTCTCAAGGACCATCCCAGAATGTGGCACCCACTAG
CCGTTACCATAGCAACTGCCTCTTTGCCCCACTTAATCCCATCCCGTCTGTTAAA
AGGGCCCTATAGTTGGAGGTGGGGGAGGTAGGAAGAGCGATGATCACTTGTGGAC
TAAGTTTGTTCGCATCCCCTTCTCCAACCCCCTCAGTACATCACCCTGGGGGAAC
AGGGTCCACTTGCTCCTGGGCCCACACAGTCCTGCAGTATTGTGTATATAAGGCC
AGGGCAAAGAGGAGCAGGTTTTAAAGTGAAAGGCAGGCAGGTGTTGGGGAGGCAG
TTACCGGGGCAACGGGAACAGGGCGTTTCGGAGGTGGTTGCCATGGGGACCTGGA
TGCTGACGAAGGCTCGCGAGGCTGTGAGCAGCCACAGTGCCCTGCTCAGAAGCCC
CAAGCTCGTCAGTCAAGCCGGTTCTCCGTTTGCACTCAGGAGCACGGGCAGGCGA
GTGGCCCCTAGTTCTGGGGGCAGC

SEQID NO: 6

Activador
hSTXBP1
enddégeno

TAAAAAGCAATGCCCAGTGATTGGAGGATTTGATGAGATGATGCCCGCGAGGTGC
TTGGCACGGAGTTTGACACAAGAACTCAGTGTTGGTGAATGCACGAATGCAGGTA
CCCAGCGACAGGGAGGTGCTGTGGGTGGATTCACCCTGGCTTCGCTGCGGCTGGE
AGTGGGCGCTGCTAGTAAGAGATCTCGCCTCCAAGCTCCTTCCGTGGGCAGGAAA
AAACGGAAGCTCCCAGAAAGAGGAAAGACAGGACCCGAGCGGGGTTTCAGGCAGA
TGGAGCGCGTCGGTAGCCTGTGGCCAGGGATCCCAGCACCGACGGGAAAGAGGAG
GCCTGGGTACCCTGCGCCCCGGGCGCGCGCGGCGCGTGAGGTGAGGGGGAGGGLG
CGGCTCCGCACCAGCCAGCGGCCGCCTGGCGCCCAGCCGCATCTCGGGGGGLGGE
GTTGAGCCTCCGGGCCGCAGTGCGATTGGCGGAGGCGAGTGGGTGACGCCAACGG
CCGGCGCGAGGCCCCGCCCCCGGCTTGCCCCGCCCCLCGCGCGLCGCLCGGLGGELGGE
GCAGCCTCGCTCTGGCTCGCGCCGCGCCCCCGCGCCCAGTCCGCGCGTCAGTCGG
TCCCTAGCGCGGCTGCGGGGCGGAGAGCTGCGGCTGGCCCAGCGCGCCCACCTGA
GGAGGCGGCGGGGTCCGCAGGCGTCGCGGGACGAGGAGATCGGAGCCGGGAGACT
CGCGCAGCGCC

SEQID NO: 7

STXBP1 de

humano

ATGGCCCCCATTGGCCTCAAAGCTGTTGTCGGAGAGAAGATTATGCATGATGTGA
TAAAGAAGGTCAAGAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTGGTGGTGGATCAGTTAAG
CATGAGGATGCTGTCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACATCATGACCGAGGGCATA
ACGATTGTGGAAGATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCTCCCCAGCCTGGAGGCTG
TGTATCTCATCACTCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCTCTCATCAGTGACTTTAA
GGACCCGCCGACTGCTAAATACCGGGCTGCACACGTCTTCTTCACTGACTCTTGT
CCAGATGCCCTGTTTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGCAGCCAAAGTCATCAAAA
CTCTGACGGAAATCAATATTGCATTTCTCCCGTATGAATCCCAGGTCTATTCCTT
GGACTCTGCTGACTCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCCACAAGGCTCAGATGAAG
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AATCCTATACTGGAGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGACCCTTTGTGCCACCCTGA
AGGAGTACCCGGCTGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAGGACAATGCCCTGCTGGC
TCAGCTAATCCAGGACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTGATGATCCAACAATGGGG
GAGGGCCCAGACAAGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCTGGATCGAGGCTTTGACC
CCAGCTCCCCTGTGCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCTATGAGTTATGATCTGCT
GCCTATCGAAAATGATGTATACAAGTATGAGACCAGCGGCATCGGGGAGGCACGG
GTGAAGGAGGTGCTCCTGGACGAGGACGACGACCTGTGGATAGCACTGCGCCACA
AGCACATCGCAGAGGTGTCCCAGGAAGTCACCCGGTCTCTGAAAGATTTTTCTTC
TAGCAAGAGAATGAATACTGGAGAGAAGACCACCATGCGGGACCTGTCCCAGATG
CTGAAGAAGATGCCTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGCAAGTACTCCACCCACCTGC
ACCTTGCTGAGGACTGTATGAAGCATTACCAAGGCACCGTAGACAAACTCTGCCG
AGTGGAGCAGGACCTGGCCATGGGCACAGATGCTGAGGGAGAGAAGATCAAGGAC
CCTATGCGAGCCATCGTCCCCATTCTGCTGGATGCCAATGTCAGCACTTATGACA
AAATCCGCATCATCCTTCTCTACATCTTTTTGAAGAATGGCATCACGGAGGAAAA
CCTGAACAAACTGATCCAGCACGCCCAGATACCCCCGGAGGATAGTGAGATCATC
ACCAACATGGCTCACCTCGGCGTGCCCATCGTCACCGATTCCACGCTGCGTCGCC
GGAGCAAGCCGGAGCGGAAGGAACGCATCAGCGAGCAGACCTACCAGCTCTCACG
GTGGACTCCGATTATCAAGGACATCATGGAGGACACTATTGAGGACAAACTTGAC
ACCAAACACTACCCTTATATCTCTACCCGTTCCTCTGCCTCCTTCAGCACCACCG
CCGTCAGCGCCCGCTATGGGCACTGGCATAAGAACAAGGCCCCAGGCGAGTACCG
CAGTGGCCCCCGCCTCATCATTTTCATCCTTGGGGGTGTGAGCCTGAATGAGATG
CGCTGCGCCTACGAGGTGACCCAGGCCAACGGAAAGTGGGAGGTGCTGATAGGTT
CTACTCACATTCTTACTCCCACCAAATTTCTCATGGACCTGAGACACCCCGACTT
CAGGGAGTCCTCTAGGGTATCTTTTGAGGATCAGGCTCCAACAATGGAGTGA

SEQID NO:8 | GATCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGC
AGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAAC

poli Ade SV40 | CATTATAAGCTGCAATAAACAAGTT

SEQIDNO:9 | MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMIDIMTEGI

Isoforma a de
STXBP1 de
humano

TIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVEFTDSC
PDALEFNELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSEFYSPHKAQMK
NPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMG
EGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKYETSGIGEAR
VKEVLLDEDDDLWIALRHKHIAEVSQEVTRSLKDESSSKRMNTGEKTTMRDLSQOM
LKKMPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKD
PMRAIVPILLDANVSTYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEII
TNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLD
TKHYPYISTRSSASEFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEM
RCAYEVTQANGKWEVLIGSTHILTPTKFLMDLRHPDFRESSRVSFEDQAPTME

SEQ ID NO: 10

Isoforma b de
STXBP1 de
humano

MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGI
TIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVEFTDSC
PDALENELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSEFYSPHKAQMK
NPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMG
EGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPTENDVYKYETSGIGEAR
VKEVLLDEDDDLWIALRHKHIAEVSQEVTRSLKDEFSSSKRMNTGEKTTMRDLSQM
LKKMPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKD
PMRAIVPILLDANVSTYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEII

46



TNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLD
TKHYPYISTRSSASEFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEM
RCAYEVTOANGKWEVLIGSTHILTPOKLLDTLKKLNKTDEETISS

SEQID NO: 11

Isoforma c de
STXBP1 de
humano

MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGI
TIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVEFTDYA
LENELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSEFYSPHKAQMKNPI
LERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMGEGP
DKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKYETSGIGEARVKE
VLLDEDDDLWIALRHKHIAEVSQEVTRSLKDESSSKRMNTGEKTTMRDLSQMLKK
MPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKDPMR
ATVPILLDANVSTYDKIRITILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEIITNM
AHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPITIKDIMEDTIEDKLDTKH
YPYISTRSSASEFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEMRCA
YEVTQANGKWEVLIGSTHILTPOQKLLDTLKKLNKTDEEISS

SEQ ID NO: 12

Isoforma d de
STXBP1 de
humano

MHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGITIVEDINKRREPLP
SLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVEFFTDSCPDALEFNELVKSRAA
KVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSEFQSEYSPHKAQMKNPILERLAEQIATL
CATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMGEGPDKARSQLLILD
RGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKYETSGIGEARVKEVLLDEDDDLWI
ALRHKHIAEVSQEVTRSLKDESSSKRMNTGEKTTMRDLSQMLKKMPQYQKELSKY
STHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKDPMRAIVPILLDANV
STYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEIITNMAHLGVPIVTDS
TLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLDTKHYPYISTRSSAS
FSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEMRCAYEVTQANGKWE
VLIGSTHILTPTKFLMDLRHPDFRESSRVSEFEDQAPTME

SEQID NO: 13

Isoforma e de
STXBP1 de
humano

MHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGITIVEDINKRREPLP
SLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVEFFTDSCPDALEFNELVKSRAA
KVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSEFQSEYSPHKAQMKNPILERLAEQIATL
CATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMGEGPDKARSQLLILD
RGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKYETSGIGEARVKEVLLDEDDDLWI
ALRHKHIAEVSQEVTRSLKDEFSSSKRMNTGEKTTMRDLSOMLKKMPQYQKELSKY
STHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKDPMRAIVPILLDANV
STYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEITITNMAHLGVPIVTDS
TLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLDTKHYPYISTRSSAS
FSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEMRCAYEVTQANGKWE
VLIGSTHILTPQKLLDTLKKLNKTDEEISS

SEQ ID NO: 14

Isoforma f de
STXBP1 de
humano

MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGI
TIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVEFTDSC
PDALEFNELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSEFYSPHKAQMK
NPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMG
EGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKYETSGIGEAR
VKEVLLDEDDDLWIALRHKHIAEVSQEVTRSLKDEFSSSKRMNTGEKTTMRDLSQM
LKKMPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKD
PMRAIVPILLDANVSTYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEII
TNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLD
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TKHYPYISTRSSASEFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEM
RCAYEVTQANGKWEVLIGEWPFRTLAR

SEQ ID NO: 15

Isoforma g de
STXBP1 de
humano

MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGI
TIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVEFTDSC
PDALENELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSEFYSPHKAQMK
NPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMG
EGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPTENDVYKYETSGIGEAR
VKEVLLDEDDDLWIALRHKHIAEVSQEVTRSLKDEFSSSKRMNTGEKTTMRDLSQM
LKKMPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKD
PMRAIVPILLDANVSTYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEII
TNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLD
TKHYPYISTRSSASFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLITIFILGGVSLNEM
RCAYEVTQANGKWEVLIVPVEAGS

SEQID NO: 16

Isoforma h de
STXBP1 de
humano

MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGI
TIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVEFFEFTDSC
PDALEFNELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSEFYSPHKAQMK
NPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMG
EGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFOAMSYDLLPIENDVYKEVTRSLKDES
SSKRMNTGEKTTMRDLSOMLKKMPQYQOKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLC
RVEQDLAMGTDAEGEKIKDPMRATIVPILLDANVSTYDKIRITILLYIFLKNGITEE
NLNKLIQHAQIPPEDSEIITNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLS
RWTPIIKDIMEDTIEDKLDTKHYPYISTRSSASEFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEY
RSGPRLIIFILGGVSLNEMRCAYEVTQANGKWEVLIGSTHILTPTKELMDLRHPD
FRESSRVSFEDQAPTME

SEQ ID NO: 17

Secuencia de
ADN de
AAV9.hul4

AGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAATTGCAATTTATTCATATCAGGATTATC
AATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGG
CAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAA
CATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAA
ATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGCATTTCT
TTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCAT
CAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGGCGAAATACGCGATC
GCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAGTGCAACCGGCGCAGGAACACT
GCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGA
ACGCTGTTTTTCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACG
GATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGTGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTG
ACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACA
ACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAAGCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCC
GACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTT
AATCGCGGCCTCGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATATTCTTCCTTTTTCAAT
ATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATG
TATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTCAGTGTTACAACCAATTAACCAATTCTG
AACATTATCGCGAGCCCATTTATACCTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTTTG
CCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGA
AACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGACTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTG
CCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGCCCGGG
CTAATTAGGGGGTGTCGCCCTTCGCTGAAGTCCTGTATTAGAGGTCACGTGAGTG
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TTTTGCGACATTTTGCGACACCATGTGGTCACGCTGGGTATTTAAGCCCGAGTGA
GCACGCAGGGTCTCCATTTTGAAGCGGGAGGTTTGAACGCGCAGCCGCCATGCCG
GGGTTTTACGAGATTGTGATTAAGGTCCCCAGCGACCTTGACGAGCATCTGCCCG
GCATTTCTGACAGCTTTGTGAACTGGGTGGCCGAGAAGGAATGGGAGTTGCCGCC
AGATTCTGACATGGATCTGAATCTGATTGAGCAGGCACCCCTGACCGTGGCCGAG
AAGCTGCAGCGCGACTTTCTGACGGAATGGCGCCGTGTGAGTAAGGCCCCGGAGG
CCCTTTTCTTTGTGCAATTTGAGAAGGGAGAGAGCTACTTCCACATGCACGTGCT
CGTGGAAACCACCGGGGTGAAATCCATGGTTTTGGGACGTTTCCTGAGTCAGATT
CGCGAAAAACTGATTCAGAGAATTTACCGCGGGATCGAGCCGACTTTGCCAAACT
GGTTCGCGGTCACAAAGACCAGAAATGGCGCCGGAGGCGGGAACAAGGTGGTGGA
TGAGTGCTACATCCCCAATTACTTGCTCCCCAAAACCCAGCCTGAGCTCCAGTGG
GCGTGGACTAATATGGAACAGTATTTAAGCGCCTGTTTGAATCTCACGGAGCGTA
AACGGTTGGTGGCGCAGCATCTGACGCACGTGTCGCAGACGCAGGAGCAGAACAA
AGAGAATCAGAATCCCAATTCTGATGCGCCGGTGATCAGATCAAAAACTTCAGCC
AGGTACATGGAGCTGGTCGGGTGGCTCGTGGACAAGGGGATTACCTCGGAGAAGC
AGTGGATCCAGGAGGACCAGGCCTCATACATCTCCTTCAATGCGGCCTCCAACTC
GCGGTCCCAAATCAAGGCTGCCTTGGACAATGCGGGAAAGATTATGAGCCTGACT
AAAACCGCCCCCGACTACCTGGTGGGCCAGCAGCCCGTGGAGGACATTTCCAGCA
ATCGGATTTATAAAATTTTGGAACTAAACGGGTACGATCCCCAATATGCGGCTTC
CGTCTTTCTGGGATGGGCCACGAAAAAGTTCGGCAAGAGGAACACCATCTGGCTG
TTTGGGCCTGCAACTACCGGGAAGACCAACATCGCGGAGGCCATAGCCCACACTG
TGCCCTTCTACGGGTGCGTAAACTGGACCAATGAGAACTTTCCCTTCAACGACTG
TGTCGACAAGATGGTGATCTGGTGGGAGGAGGGGAAGATGACCGCCAAGGTCGTG
GAGTCGGCCAAAGCCATTCTCGGAGGAAGCAAGGTGCGCGTGGACCAGAAATGCA
AGTCCTCGGCCCAGATAGACCCGACTCCCGTGATCGTCACCTCCAACACCAACAT
GTGCGCCGTGATTGACGGGAACTCAACGACCTTCGAACACCAGCAGCCGTTGCAA
GACCGGATGTTCAAATTTGAACTCACCCGCCGTCTGGATCATGACTTTGGGAAGG
TCACCAAGCAGGAAGTCAAAGACTTTTTCCGGTGGGCAAAGGATCACGTGGTTGA
GGTGGAGCATGAATTCTACGTCAAAAAGGGTGGAGCCAAGAAAAGACCCGCCCCC
AGTGACGCAGATATAAGTGAGCCCAAACGGGTGCGCGAGTCAGTTGCGCAGCCAT
CGACGTCAGACGCGGAAGCTTCGATCAACTACGCAGACAGGTACCAAAACAAATG
TTCTCGTCACGTGGGCATGAATCTGATGCTGTTTCCCTGCAGACAATGCGAGAGA
CTGAATCAGAATTCAAATATCTGCTTCACTCACGGTGTCAAAGACTGTTTAGAGT
GCTTTCCCGTGTCAGAATCTCAACCCGTTTCTGTCGTCAAAAAGGCGTATCAGAA
ACTGTGCTACATTCATCACATCATGGGAAAGGTGCCAGACGCTTGCACTGCTTGC
GACCTGGTCAATGTGGACTTGGATGACTGTGTTTCTGAACAATAAATGACTTAAA
CCAGGTATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACAACCTTAGTG
AAGGAATTCGCGAGTGGTGGGCTTTGAAACCTGGAGCCCCTCAACCCAAGGCAAA
TCAACAACATCAAGACAACGCTCGAGGTCTTGTGCTTCCGGGTTACAAATACCTT
GGACCCGGCAACGGACTCGACAAGGGGGAGCCGGTCAACGCAGCAGACGCGGCGE
CCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCAAGGCCGGAGACAALCCCGTA
CCTCAAGTACAACCACGCCGACGCCGAGTTCCAGGAGCGGCTCAAAGAAGATACG
TCTTTTGGGGGCAACCTCGGGCGAGCAGTCTTCCAGGCCAAAAAGAGGCTTCTTG
AACCTCTTGGTCTGGTTGAGGAAGCGGCTAAGACGGCTCCTGGAAAGAAGAGGCC
TGTAGAGCAGTCTCCTCAGGAACCGGACTCCTCCGCGGGTATTGGCAAATCGGGT
GCACAGCCCGCTAAAAAGAGACTCAATTTCGGTCAGACTGGCGACACAGAGTCAG
TCCCAGACCCTCAACCAATCGGAGAACCTCCCGCAGCCCCCTCAGGTGTGGGATC
TCTTACAATGGCTTCAGGTGGTGGCGCACCAGTGGCAGACAATAACGAAGGTGCC
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GATGGAGTGGGTAGTTCCTCGGGAAATTGGCATTGCGATTCCCAATGGCTGGGGG
ACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGAACCTGGGCCCTGCCCACCTACAACAATCA
CCTCTACAAGCAAATCTCCAACAGCACATCTGGAGGATCTTCAAATGACAACGCC
TACTTCGGCTACAGCACCCCCTGGGGGTATTTTGACTTCAACAGATTCCACTGCC
ACTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCATCAACAACAACTGGGGATTCCGGCC
TAAGCGACTCAACTTCAAGCTCTTCAACATTCAGGTCAAAGAGGTTACGGACAAC
AATGGAGTCAAGACCATCGCCAATAACCTTACCAGCACGGTCCAGGTCTTCACGG
ACTCAGACTATCAGCTCCCGTACGTGCTCGGGTCGGCTCACGAGGGCTGCCTCCC
GCCGTTCCCAGCGGACGTTTTCATGATTCCTCAGTACGGGTATCTGACGCTTAAT
GATGGAAGCCAGGCCGTGGGTCGTTCGTCCTTTTACTGCCTGGAATATTTCCCGT
CGCAAATGCTAAGAACGGGTAACAACTTCCAGTTCAGCTACGAGTTTGAGAACGT
ACCTTTCCATAGCAGCTACGCTCACAGCCAAAGCCTGGACCGACTAATGAATCCA
CTCATCGACCAATACTTGTACTATCTCTCAAAGACTATTAACGGTTCTGGACAGA
ATCAACAAACGCTAAAATTCAGTGTGGCCGGACCCAGCAACATGGCTGTCCAGGG
AAGAAACTACATACCTGGACCCAGCTACCGACAACAACGTGTCTCAACCACTGTG
ACTCAAAACAACAACAGCGAATTTGCTTGGCCTGGAGCTTCTTCTTGGGCTCTCA
ATGGACGTAATAGCTTGATGAATCCTGGACCTGCTATGGCCAGCCACAAAGAAGG
AGAGGACCGTTTCTTTCCTTTGTCTGGATCTTTAATTTTTGGCAAACAAGGAACT
GGAAGAGACAACGTGGATGCGGACAAAGTCATGATAACCAACGAAGAAGAAATTA
AAACTACTAACCCGGTAGCAACGGAGTCCTATGGACAAGTGGCCACAAACCACCA
GAGTGCCCAAGCACAGGCGCAGACCGGCTGGGTTCAAAACCAAGGAATACTTCCG
GGTATGGTTTGGCAGGACAGAGATGTGTACCTGCAAGGACCCATTTGGGCCAAAA
TTCCTCACACGGACGGCAACTTTCACCCTTCTCCGCTGATGGGAGGGTTTGGAAT
GAAGCACCCGCCTCCTCAGATCCTCATCAAAAACACACCTGTACCTGCGGATCCT
CCAACGGCCTTCAACAAGGACAAGCTGAACTCTTTCATCACCCAGTATTCTACTG
GCCAAGTCAGCGTGGAGATCGAGTGGGAGCTGCAGAAGGAAAACAGCAAGCGCTG
GAACCCGGAGATCCAGTACACTTCCAACTATTACAAGTCTAATAATGTTGAATTT
GCTGTTAATACTGAAGGTGTATATAGTGAACCCCGCCCCATTGGCACCAGATACC
TGACTCGTAATCTGTAATTGCTTGTTAATCAATAAACCGTTTAATTCGTTTCAGT
TGAACTTTGGTCTCTGCGCGTCAAAAGGGCGACACAAAATTTATTCTAAATGCAT
AATAAATACTGATAACATCTTATAGTTTGTATTATATTTTGTATTATCGTTGACA
TGTATAATTTTGATATCAAAAACTGATTTTCCCTTTATTATTTTCGAGATTTATT
TTCTTAATTCTCTTTAACAAACTAGAAATATTGTATATACAAAAAATCATAAATA
ATAGATGAATAGTTTAATTATAGGTGTTCATCAATCGAAAAAGCAACGTATCTTA
TTTAAAGTGCGTTGCTTTTTTCTCATTTATAAGGTTAAATAATTCTCATATATCA
AGCAAAGTGACAGGCGCCCTTAAATATTCTGACAAATGCTCTTTCCCTAAACTCC
CCCCATAAAAAAACCCGCCGAAGCGGGTTTTTACGTTATTTGCGGATTAACGATT
ACTCGTTATCAGAACCGCCCAGGGGGCCCGAGCTTAAGACTGGCCGTCGTTTTAC
AACACAGAAAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGGGCCTTCTGC
TTAGTTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTCGCCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGA
CTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCG
GTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAA
AAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCA
TAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGG
CGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCG
TGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCC
TTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTG
TAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACC
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GCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTT
ATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGC
GGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGGCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAG
TATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAG
CTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAG
CAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTA
CGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGACGCGCGCGTAACTCACGTTAAGGGATTTTG
GTCATGAGCTTGCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCTT

SEQ ID NO: 18

3 ITR

AGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCAC
TGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCA
GTGAGCGAGCGAGCGCGC

SEQ ID NO: 19

5 ITR

GCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCARAAGCCCGGGCGTCGGGCGACC
TTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACT
CCATCACTAGGGGTTCCT

SEQ ID NO: 20

AAV1tt

MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLPGYKYLGP
FNGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYDRQLDSGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSE
GGNLGRAVEFQAKKRILEPLGLVEEPVKTAPGKKRPVEHSPAEPDSSSGTGKSGQQ
PARKRLNEFGQTGDADSVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMASGSGAPMADNNEGADG
VGNSSGNWHCDSTWMGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYEGY
STPWGYFDEFNRFHCHEFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLSEFKLENIQVKEVTQONDGTT
TIANNLTSTVQVETDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEMVPQYGYLTLNNGSQ
AVGRSSFYCLEYFPSOMLRTGNNETEFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQ
YLYYLSRTNTPSGTTTMSRLOFSQAGASDIRDOSRNWLPGPCYRQQRVSKTAADN
NNSDYSWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKYFPQSGVLIFGKQDSGKT
NVDIEKVMITDEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQSGNTQAATSDVNTQGVLPGMV
WODRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPSTT
FSAAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDETVD
TNGVYSEPRPIGTRYLTRNL

SEQID NO: 21

AAV9

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPQPKANQQHQODNARGLVLPGYKYLGP
GNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQOQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSE
GGNLGRAVEFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSAGIGKSGAQ
PAKKRLNFGQTGDTESVPDPQPIGEPPAAPSGVGSLTMASGGGAPVADNNEGADG
VGSSSGNWHCDSQWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNSTSGGSSNDNAYF
GYSTPWGYEDEFNRFHCHESPRDWQRLINNNWGERPKRLNEFKLENIQVKEVTDNNG
VKTIANNLTSTVQVFTDSDYQLPYVLGSAHEGCLPPFPADVEFMIPQYGYLTLNDG
SQAVGRSSEFYCLEYFPSQOMLRTGNNEFQFSYEFENVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLI
DOYLYYLSKTINGSGONQOQTLKESVAGPSNMAVQGRNYIPGPSYRQORVSTTVTQ
NNNSEFAWPGASSWALNGRNSLMNPGPAMASHKEGEDREFFPLSGSLIFGKQGTGR
DNVDADKVMITNEEEIKTTNPVATESYGQVATNHQSAQAQAQTGWVQONQGILPGM
VWODRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGMKHPPPQILIKNTPVPADPPT
AFNKDKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELOQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSNNVEFAV
NTEGVYSEPRPIGTRYLTRNL

SEQ ID NO: 22

AGTCGGTCCCTAGCGCGGCTGCGGGGCGEGAGAGCTGCGGCTGGCCCAGCGCGLLC
ACCTGAGGAGGCGGCGGGGTCCGCAGGCGTCGCGGGACGAGGAGATCGGAGCCGG
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Isoforma a
gue codifica
STXBP1
(variante de
transcrito 1)
de humano

GAGACTCGCGCAGCGCCATGGCCCCCATTGGCCTCAAAGCTGTTGTCGGAGAGAA
GATTATGCATGATGTGATAAAGAAGGTCAAGAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTG
GTGGTGGATCAGTTAAGCATGAGGATGCTGTCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACA
TCATGACCGAGGGCATAACGATTGTGGAAGATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCT
CCCCAGCCTGGAGGCTGTGTATCTCATCACTCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCT
CTCATCAGTGACTTTAAGGACCCGCCGACTGCTAAATACCGGGCTGCACACGTCT
TCTTCACTGACTCTTGTCCAGATGCCCTGTTTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGC
AGCCAAAGTCATCAAAACTCTGACGGAAATCAATATTGCATTTCTCCCGTATGAA
TCCCAGGTCTATTCCTTGGACTCTGCTGACTCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCC
ACAAGGCTCAGATGAAGAATCCTATACTGGAGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGAC
CCTTTGTGCCACCCTGAAGGAGTACCCGGCTGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAG
GACAATGCCCTGCTGGCTCAGCTAATCCAGGACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTG
ATGATCCAACAATGGGGGAGGGCCCAGACAAGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCT
GGATCGAGGCTTTGACCCCAGCTCCCCTGTGCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCT
ATGAGTTATGATCTGCTGCCTATCGAAAATGATGTATACAAGTATGAGACCAGCG
GCATCGGGGAGGCACGGGTGAAGGAGGTGCTCCTGGACGAGGACGACGACCTGTG
GATAGCACTGCGCCACAAGCACATCGCAGAGGTGTCCCAGGAAGTCACCCGGTCT
CTGAAAGATTTTTCTTCTAGCAAGAGAATGAATACTGGAGAGAAGACCACCATGC
GGGACCTGTCCCAGATGCTGAAGAAGATGCCTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGCAA
GTACTCCACCCACCTGCACCTTGCTGAGGACTGTATGAAGCATTACCAAGGCACC
GTAGACAAACTCTGCCGAGTGGAGCAGGACCTGGCCATGGGCACAGATGCTGAGG
GAGAGAAGATCAAGGACCCTATGCGAGCCATCGTCCCCATTCTGCTGGATGCCAA
TGTCAGCACTTATGACAAAATCCGCATCATCCTTCTCTACATCTTTTTGAAGAAT
GGCATCACGGAGGAAAACCTGAACAAACTGATCCAGCACGCCCAGATACCCCCGG
AGGATAGTGAGATCATCACCAACATGGCTCACCTCGGCGTGCCCATCGTCACCGA
TTCCACGCTGCGTCGCCGGAGCAAGCCGGAGCGGAAGGAACGCATCAGCGAGCAG
ACCTACCAGCTCTCACGGTGGACTCCGATTATCAAGGACATCATGGAGGACACTA
TTGAGGACAAACTTGACACCAAACACTACCCTTATATCTCTACCCGTTCCTCTGC
CTCCTTCAGCACCACCGCCGTCAGCGCCCGCTATGGGCACTGGCATAAGAACAAG
GCCCCAGGCGAGTACCGCAGTGGCCCCCGCCTCATCATTTTCATCCTTGGGGGTG
TGAGCCTGAATGAGATGCGCTGCGCCTACGAGGTGACCCAGGCCAACGGAAAGTG
GGAGGTGCTGATAGGTTCTACTCACATTCTTACTCCCACCAAATTTCTCATGGAC
CTGAGACACCCCGACTTCAGGGAGTCCTCTAGGGTATCTTTTGAGGATCAGGCTC
CAACAATGGAGTGAGAGCCAAAGAAACAAAGATCCACACACATCCTCACCCCACA
GAAACTGCTGGACACACTGAAGAAACTGAATAAAACAGATGAAGAAATAAGCAGT
TAAAAAAATAAGTCGCCCCTCCAAAACACGCCCCCATCCCACAGCGCTCCGCAGC
TTCCCACCACCGCCCGCCTCAGTTCCTTTGCGTCTGTTGCCTCCCCAGCCCTGCA
CGCCCTGGCTGGCACTGTTGCCGCTGCATTCTCGTGTTCAGTGATGCCCTCTTCT
TGTTTGAAACAAAAGAAAATAATGCATTGTGTTTTTTAAAAAGAGTATCTTATAC
ATGTATCCTAAAAAGAGAAGCTCATGTGCAATTGGTGCACAGCAGGAGAAATTTC
TGGACTGTTAGGATGAATGGACGCCTTCTCCCCGTTATTTAAGATTTGTGACCTT
GTACATAACCCTGGGTGACGTGCACATTGCTTGGGTATGGAACGGTAGAAATTTG
GGTGTTTTTAAAACCTTGTTTGGGGTTGTTCCTGTCCTTGTTGAGAATCATAGAG
ATGTCTGTGTTCTTGGAGTATTTCACACTGAGGACTAATCTGCTATCTTCATTCC
AGTCCCTACCCCTCAGTGCCTGCTCTCATCCAAATAACCTGGGAGGTGACAATCA
GGATATCTCAGGAGGTCCAAGGTGGAACAGACCTCTTTGCCTTTCCCAGCGTCTC
ATACCCCCGGTAGTGCAGCTGTGGGTGGAGGCTGGGGTGTCTGCACGAAGTCAGG
CCAGCGTCCTCCTCCACAGCCTGTCACTGCCCCCTCCCCAGCCTGTGTCCACAGT
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GCTGTGATCCCGAGGGAAGTCCTCCAGTCTAAGTCACAGTGCCCTGACAGGTGAG
AAGCAAACTCCCGCTGGAAGCCTCCATCTCTTTGGAAAAACAGTTAGTCTGGAGC
CTGTGGCCCAGGCCCTTCTGTCCCCAGGCATCATCCCAACAGCTCATTTTCCCTA
GTCCGCCTTCGTTCAAGGGTCAGGAATGGACCAGAACAGATGGGTTCTGGAGGCC
CCTGAACAGAGGGCTATGGCTGTGGAGAAGGTTCTTGGCCCGTTGGACTCACACA
GACCCTGTACCCTCTCGGCAAGCATCTTCAGTCAGATTATCCTCAGTTTCAGATA
CTTCATAATACCTTGTGTTGTGTGGGGTCATACATCATCGTGTTTGTAAGAGAAG
ATGGTCATTTTATTCTCTGTATAAAACTTAGCTCTAAAGCAGAAACTAAAGCAGC
AAATGCAGGAAGGCTGTCTCGCCATCCTCAAGACTCAGCAGCTCTCATTCTCCAG
TGGTGAGCACACCATTTGTGCTGCTGCTGTTGTCGTGAAATATAATAACAGTGGA
AGTCACAAAAATGTCCCCTGCCCAGCCCCCTCGCCGCCCTTGACCTCCTGCAGGC
CATGTGTGTATTACTTGTCTAGTGATGTCCTCTCAAAGTGCTGTACGCGAGCTCG
GCGCCACCTCCGCCTCCCTTTCAGAGCCTGCTCCCCGCCCTCTCTGCTCGCTGCA
TTGTGGTGTTCTCTTCTCAAGGCTTTGAAATCTCCCCTTGCACTGAGATTAGTCG
TCAGATCTCTCCCCGTCTCCCTCCCAACTTATACGACCTGATTTCCTTAGGACGG
AACCGCAGGCACCTGCGCCGGGCGTCTTACTCCCGCTGCTTGTTCTGTCCCCTCC
CTCGGACCAAACAGTGCTCATGCTTCAGGACCTTGTTTGTCGAAGATGTTGGTTT
CCCTTTCTCTGTTATTTATATAAAAATAATTTATCAAAAGGATATTTTAAAARAAG
CTAGTCTGTCTTGAAACTTGTTTACCTTAAAATTATCAGAATCTCAGTGTTTGAA
AGTACTGAAGCACAAACATATATCATCTCTGTACCATTCTGTACTAAAGCACTTG
AGTCTAATAAATAAAGAAATCAGCACCCCT

SEQ ID NO: 23

Isoforma b
que codifica
STXBP1
(variante de
transcrito 2)
de humano

AGTCGGTCCCTAGCGCGGCTGCGGGGCGEGAGAGCTGCGGCTGGCCCAGCGCGLLC
ACCTGAGGAGGCGGCGGGGTCCGCAGGCGTCGCGGGACGAGGAGATCGGAGCCGG
GAGACTCGCGCAGCGCCATGGCCCCCATTGGCCTCAAAGCTGTTGTCGGAGAGAA
GATTATGCATGATGTGATAAAGAAGGTCAAGAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTG
GTGGTGGATCAGTTAAGCATGAGGATGCTGTCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACA
TCATGACCGAGGGCATAACGATTGTGGAAGATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCT
CCCCAGCCTGGAGGCTGTGTATCTCATCACTCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCT
CTCATCAGTGACTTTAAGGACCCGCCGACTGCTAAATACCGGGCTGCACACGTCT
TCTTCACTGACTCTTGTCCAGATGCCCTGTTTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGC
AGCCAAAGTCATCAAAACTCTGACGGAAATCAATATTGCATTTCTCCCGTATGAA
TCCCAGGTCTATTCCTTGGACTCTGCTGACTCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCC
ACAAGGCTCAGATGAAGAATCCTATACTGGAGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGAC
CCTTTGTGCCACCCTGAAGGAGTACCCGGCTGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAG
GACAATGCCCTGCTGGCTCAGCTAATCCAGGACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTG
ATGATCCAACAATGGGGGAGGGCCCAGACAAGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCT
GGATCGAGGCTTTGACCCCAGCTCCCCTGTGCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCT
ATGAGTTATGATCTGCTGCCTATCGAAAATGATGTATACAAGTATGAGACCAGCG
GCATCGGGGAGGCACGGGTGAAGGAGGTGCTCCTGGACGAGGACGACGACCTGTG
GATAGCACTGCGCCACAAGCACATCGCAGAGGTGTCCCAGGAAGTCACCCGGTCT
CTGAAAGATTTTTCTTCTAGCAAGAGAATGAATACTGGAGAGAAGACCACCATGC
GGGACCTGTCCCAGATGCTGAAGAAGATGCCTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGCAA
GTACTCCACCCACCTGCACCTTGCTGAGGACTGTATGAAGCATTACCAAGGCACC
GTAGACAAACTCTGCCGAGTGGAGCAGGACCTGGCCATGGGCACAGATGCTGAGG
GAGAGAAGATCAAGGACCCTATGCGAGCCATCGTCCCCATTCTGCTGGATGCCAA
TGTCAGCACTTATGACAAAATCCGCATCATCCTTCTCTACATCTTTTTGAAGAAT
GGCATCACGGAGGAAAACCTGAACAAACTGATCCAGCACGCCCAGATACCCCCGG
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AGGATAGTGAGATCATCACCAACATGGCTCACCTCGGCGTGCCCATCGTCACCGA
TTCCACGCTGCGTCGCCGGAGCAAGCCGGAGCGGAAGGAACGCATCAGCGAGCAG
ACCTACCAGCTCTCACGGTGGACTCCGATTATCAAGGACATCATGGAGGACACTA
TTGAGGACAAACTTGACACCAAACACTACCCTTATATCTCTACCCGTTCCTCTGC
CTCCTTCAGCACCACCGCCGTCAGCGCCCGCTATGGGCACTGGCATAAGAACAAG
GCCCCAGGCGAGTACCGCAGTGGCCCCCGCCTCATCATTTTCATCCTTGGGGGTG
TGAGCCTGAATGAGATGCGCTGCGCCTACGAGGTGACCCAGGCCAACGGAAAGTG
GGAGGTGCTGATAGGATCCACACACATCCTCACCCCACAGAAACTGCTGGACACA
CTGAAGAAACTGAATAAAACAGATGAAGAAATAAGCAGTTAAAAAAATAAGTCGC
CCCTCCAAAACACGCCCCCATCCCACAGCGCTCCGCAGCTTCCCACCACCGLCCG
CCTCAGTTCCTTTGCGTCTGTTGCCTCCCCAGCCCTGCACGCCCTGGCTGGCACT
GTTGCCGCTGCATTCTCGTGTTCAGTGATGCCCTCTTCTTGTTTGAAACAAAAGA
AAATAATGCATTGTGTTTTTTAAAAAGAGTATCTTATACATGTATCCTAAAAAGA
GAAGCTCATGTGCAATTGGTGCACAGCAGGAGAAATTTCTGGACTGTTAGGATGA
ATGGACGCCTTCTCCCCGTTATTTAAGATTTGTGACCTTGTACATAACCCTGGGT
GACGTGCACATTGCTTGGGTATGGAACGGTAGAAATTTGGGTGTTTTTAAAACCT
TGTTTGGGGTTGTTCCTGTCCTTGTTGAGAATCATAGAGATGTCTGTGTTCTTGG
AGTATTTCACACTGAGGACTAATCTGCTATCTTCATTCCAGTCCCTACCCCTCAG
TGCCTGCTCTCATCCAAATAACCTGGGAGGTGACAATCAGGATATCTCAGGAGGT
CCAAGGTGGAACAGACCTCTTTGCCTTTCCCAGCGTCTCATACCCCCGGTAGTGC
AGCTGTGGGTGGAGGCTGGGGTGTCTGCACGAAGTCAGGCCAGCGTCCTCCTCCA
CAGCCTGTCACTGCCCCCTCCCCAGCCTGTGTCCACAGTGCTGTGATCCCGAGGG
AAGTCCTCCAGTCTAAGTCACAGTGCCCTGACAGGTGAGAAGCAAACTCCCGCTG
GAAGCCTCCATCTCTTTGGAAAAACAGTTAGTCTGGAGCCTGTGGCCCAGGCCCT
TCTGTCCCCAGGCATCATCCCAACAGCTCATTTTCCCTAGTCCGCCTTCGTTCAA
GGGTCAGGAATGGACCAGAACAGATGGGTTCTGGAGGCCCCTGAACAGAGGGCTA
TGGCTGTGGAGAAGGTTCTTGGCCCGTTGGACTCACACAGACCCTGTACCCTCTC
GGCAAGCATCTTCAGTCAGATTATCCTCAGTTTCAGATACTTCATAATACCTTGT
GTTGTGTGGGGTCATACATCATCGTGTTTGTAAGAGAAGATGGTCATTTTATTCT
CTGTATAAAACTTAGCTCTAAAGCAGAAACTAAAGCAGCAAATGCAGGAAGGCTG
TCTCGCCATCCTCAAGACTCAGCAGCTCTCATTCTCCAGTGGTGAGCACACCATT
TGTGCTGCTGCTGTTGTCGTGAAATATAATAACAGTGGAAGTCACAAAAATGTCC
CCTGCCCAGCCCCCTCGCCGCCCTTGACCTCCTGCAGGCCATGTGTGTATTACTT
GTCTAGTGATGTCCTCTCAAAGTGCTGTACGCGAGCTCGGCGCCACCTCCGCCTC
CCTTTCAGAGCCTGCTCCCCGCCCTCTCTGCTCGCTGCATTGTGGTGTTCTCTTC
TCAAGGCTTTGAAATCTCCCCTTGCACTGAGATTAGTCGTCAGATCTCTCCCCGT
CTCCCTCCCAACTTATACGACCTGATTTCCTTAGGACGGAACCGCAGGCACCTGC
GCCGGGCGTCTTACTCCCGCTGCTTGTTCTGTCCCCTCCCTCGGACCAAACAGTG
CTCATGCTTCAGGACCTTGTTTGTCGAAGATGTTGGTTTCCCTTTCTCTGTTATT
TATATAAAAATAATTTATCAAAAGGATATTTTAAAAAAGCTAGTCTGTCTTGAAA
CTTGTTTACCTTAAAATTATCAGAATCTCAGTGTTTGAAAGTACTGAAGCACAAA
CATATATCATCTCTGTACCATTCTGTACTAAAGCACTTGAGTCTAATAAATAAAG
AAATCAGCACCCCT

SEQ ID NO: 24 | AGTCGGTCCCTAGCGCGGCTGCGGGGCGGAGAGCTGCGGCTGGCCCAGCGCGCCC
ACCTGAGGAGGCGGCGGGGTCCGCAGGCGTCGCGGGACGAGGAGATCGGAGCCGG
Isoforma c GAGACTCGCGCAGCGCCATGGCCCCCATTGGCCTCAAAGCTGTTGTCGGAGAGAA
GATTATGCATGATGTGATAAAGAAGGTCAAGAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTG

ue codifica
d GTGGTGGATCAGTTAAGCATGAGGATGCTGTCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACA
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STXBP1

(variante de
transcrito 3)
de humano

TCATGACCGAGGGCATAACGATTGTGGAAGATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCT
CCCCAGCCTGGAGGCTGTGTATCTCATCACTCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCT
CTCATCAGTGACTTTAAGGACCCGCCGACTGCTAAATACCGGGCTGCACACGTCT
TCTTCACTGACTATGCCCTGTTTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGCAGCCAAAGT
CATCAAAACTCTGACGGAAATCAATATTGCATTTCTCCCGTATGAATCCCAGGTC
TATTCCTTGGACTCTGCTGACTCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCCACAAGGCTC
AGATGAAGAATCCTATACTGGAGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGACCCTTTGTGC
CACCCTGAAGGAGTACCCGGCTGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAGGACAATGCC
CTGCTGGCTCAGCTAATCCAGGACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTGATGATCCAA
CAATGGGGGAGGGCCCAGACAAGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCTGGATCGAGG
CTTTGACCCCAGCTCCCCTGTGCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCTATGAGTTAT
GATCTGCTGCCTATCGAAAATGATGTATACAAGTATGAGACCAGCGGCATCGGGG
AGGCACGGGTGAAGGAGGTGCTCCTGGACGAGGACGACGACCTGTGGATAGCACT
GCGCCACAAGCACATCGCAGAGGTGTCCCAGGAAGTCACCCGGTCTCTGAAAGAT
TTTTCTTCTAGCAAGAGAATGAATACTGGAGAGAAGACCACCATGCGGGACCTGT
CCCAGATGCTGAAGAAGATGCCTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGCAAGTACTCCAC
CCACCTGCACCTTGCTGAGGACTGTATGAAGCATTACCAAGGCACCGTAGACAAA
CTCTGCCGAGTGGAGCAGGACCTGGCCATGGGCACAGATGCTGAGGGAGAGAAGA
TCAAGGACCCTATGCGAGCCATCGTCCCCATTCTGCTGGATGCCAATGTCAGCAC
TTATGACAAAATCCGCATCATCCTTCTCTACATCTTTTTGAAGAATGGCATCACG
GAGGAAAACCTGAACAAACTGATCCAGCACGCCCAGATACCCCCGGAGGATAGTG
AGATCATCACCAACATGGCTCACCTCGGCGTGCCCATCGTCACCGATTCCACGCT
GCGTCGCCGGAGCAAGCCGGAGCGGAAGGAACGCATCAGCGAGCAGACCTACCAG
CTCTCACGGTGGACTCCGATTATCAAGGACATCATGGAGGACACTATTGAGGACA
AACTTGACACCAAACACTACCCTTATATCTCTACCCGTTCCTCTGCCTCCTTCAG
CACCACCGCCGTCAGCGCCCGCTATGGGCACTGGCATAAGAACAAGGCCCCAGGC
GAGTACCGCAGTGGCCCCCGCCTCATCATTTTCATCCTTGGGGGTGTGAGCCTGA
ATGAGATGCGCTGCGCCTACGAGGTGACCCAGGCCAACGGAAAGTGGGAGGTGCT
GATAGGATCCACACACATCCTCACCCCACAGAAACTGCTGGACACACTGAAGAAA
CTGAATAAAACAGATGAAGAAATAAGCAGTTAAAAAAATAAGTCGCCCCTCCAAA
ACACGCCCCCATCCCACAGCGCTCCGCAGCTTCCCACCACCGCCCGCCTCAGTTC
CTTTGCGTCTGTTGCCTCCCCAGCCCTGCACGCCCTGGCTGGCACTGTTGCCGCT
GCATTCTCGTGTTCAGTGATGCCCTCTTCTTGTTTGAAACAAAAGAAAATAATGC
ATTGTGTTTTTTAAAAAGAGTATCTTATACATGTATCCTAAAAAGAGAAGCTCAT
GTGCAATTGGTGCACAGCAGGAGAAATTTCTGGACTGTTAGGATGAATGGACGCC
TTCTCCCCGTTATTTAAGATTTGTGACCTTGTACATAACCCTGGGTGACGTGCAC
ATTGCTTGGGTATGGAACGGTAGAAATTTGGGTGTTTTTAAAACCTTGTTTGGGG
TTGTTCCTGTCCTTGTTGAGAATCATAGAGATGTCTGTGTTCTTGGAGTATTTCA
CACTGAGGACTAATCTGCTATCTTCATTCCAGTCCCTACCCCTCAGTGCCTGCTC
TCATCCAAATAACCTGGGAGGTGACAATCAGGATATCTCAGGAGGTCCAAGGTGG
AACAGACCTCTTTGCCTTTCCCAGCGTCTCATACCCCCGGTAGTGCAGCTGTGGG
TGGAGGCTGGGGTGTCTGCACGAAGTCAGGCCAGCGTCCTCCTCCACAGCCTGTC
ACTGCCCCCTCCCCAGCCTGTGTCCACAGTGCTGTGATCCCGAGGGAAGTCCTCC
AGTCTAAGTCACAGTGCCCTGACAGGTGAGAAGCAAACTCCCGCTGGAAGCCTCC
ATCTCTTTGGAAAAACAGTTAGTCTGGAGCCTGTGGCCCAGGCCCTTCTGTCCCC
AGGCATCATCCCAACAGCTCATTTTCCCTAGTCCGCCTTCGTTCAAGGGTCAGGA
ATGGACCAGAACAGATGGGTTCTGGAGGCCCCTGAACAGAGGGCTATGGCTGTGG
AGAAGGTTCTTGGCCCGTTGGACTCACACAGACCCTGTACCCTCTCGGCAAGCAT
CTTCAGTCAGATTATCCTCAGTTTCAGATACTTCATAATACCTTGTGTTGTGTGG
GGTCATACATCATCGTGTTTGTAAGAGAAGATGGTCATTTTATTCTCTGTATAAA
ACTTAGCTCTAAAGCAGAAACTAAAGCAGCAAATGCAGGAAGGCTGTCTCGCCAT
CCTCAAGACTCAGCAGCTCTCATTCTCCAGTGGTGAGCACACCATTTGTGCTGCT
GCTGTTGTCGTGAAATATAATAACAGTGGAAGTCACAAAAATGTCCCCTGCCCAG
CCCCCTCGCCGCCCTTGACCTCCTGCAGGCCATGTGTGTATTACTTGTCTAGTGA
TGTCCTCTCAAAGTGCTGTACGCGAGCTCGGCGCCACCTCCGCCTCCCTTTCAGA
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GCCTGCTCCCCGCCCTCTCTGCTCGCTGCATTGTGGTGTTCTCTTCTCAAGGCTT
TGAAATCTCCCCTTGCACTGAGATTAGTCGTCAGATCTCTCCCCGTCTCCCTCCC
AACTTATACGACCTGATTTCCTTAGGACGGAACCGCAGGCACCTGCGCCGGGCGT
CTTACTCCCGCTGCTTGTTCTGTCCCCTCCCTCGGACCAAACAGTGCTCATGCTT
CAGGACCTTGTTTGTCGAAGATGTTGGTTTCCCTTTCTCTGTTATTTATATAAAA
ATAATTTATCAAAAGGATATTTTAAAAAAGCTAGTCTGTCTTGAAACTTGTTTAC
CTTAAAATTATCAGAATCTCAGTGTTTGAAAGTACTGAAGCACAAACATATATCA
TCTCTGTACCATTCTGTACTAAAGCACTTGAGTCTAATAAATAAAGAAATCAGCA
CCCCT

SEQ ID NO: 25

Isoforma d
que codifica
STXBP1
(variante de
transcrito 4)
de humano

AGTCGGTCCCTAGCGCGGCTGCGGGGCGGAGAGCTGCGGCTGGCCCAGCGCGLLC
ACCTGAGGAGGCGGCGGGGTCCGCAGGCGTCGCGGGACGAGGAGATCGGAGCCGG
GAGACTCGCGCAGCGCCATGGCCCCCATTGGCCTCAAAGCTGTTGTCGGAGAGAG
AAAGAGGAAGACTACCTAGACATGTTGCTCCAGAGCAGAATTTCCAGCAGTAGAT
TGAACCTTCGGAGGCCGAGTCCCAGCCCAGTGTAAACTGAGATTATGCATGATGT
GATAAAGAAGGTCAAGAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTGGTGGTGGATCAGTTA
AGCATGAGGATGCTGTCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACATCATGACCGAGGGCA
TAACGATTGTGGAAGATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCTCCCCAGCCTGGAGGC
TGTGTATCTCATCACTCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCTCTCATCAGTGACTTT
AAGGACCCGCCGACTGCTAAATACCGGGCTGCACACGTCTTCTTCACTGACTCTT
GTCCAGATGCCCTGTTTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGCAGCCAAAGTCATCAA
AACTCTGACGGAAATCAATATTGCATTTCTCCCGTATGAATCCCAGGTCTATTCC
TTGGACTCTGCTGACTCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCCACAAGGCTCAGATGA
AGAATCCTATACTGGAGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGACCCTTTGTGCCACCCT
GAAGGAGTACCCGGCTGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAGGACAATGCCCTGCTG
GCTCAGCTAATCCAGGACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTGATGATCCAACAATGG
GGGAGGGCCCAGACAAGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCTGGATCGAGGCTTTGA
CCCCAGCTCCCCTGTGCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCTATGAGTTATGATCTG
CTGCCTATCGAAAATGATGTATACAAGTATGAGACCAGCGGCATCGGGGAGGCAC
GGGTGAAGGAGGTGCTCCTGGACGAGGACGACGACCTGTGGATAGCACTGCGCCA
CAAGCACATCGCAGAGGTGTCCCAGGAAGTCACCCGGTCTCTGAAAGATTTTTCT
TCTAGCAAGAGAATGAATACTGGAGAGAAGACCACCATGCGGGACCTGTCCCAGA
TGCTGAAGAAGATGCCTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGCAAGTACTCCACCCACCT
GCACCTTGCTGAGGACTGTATGAAGCATTACCAAGGCACCGTAGACAAACTCTGC
CGAGTGGAGCAGGACCTGGCCATGGGCACAGATGCTGAGGGAGAGAAGATCAAGG
ACCCTATGCGAGCCATCGTCCCCATTCTGCTGGATGCCAATGTCAGCACTTATGA
CAAAATCCGCATCATCCTTCTCTACATCTTTTTGAAGAATGGCATCACGGAGGAA
AACCTGAACAAACTGATCCAGCACGCCCAGATACCCCCGGAGGATAGTGAGATCA
TCACCAACATGGCTCACCTCGGCGTGCCCATCGTCACCGATTCCACGCTGCGTCG
CCGGAGCAAGCCGGAGCGGAAGGAACGCATCAGCGAGCAGACCTACCAGCTCTCA
CGGTGGACTCCGATTATCAAGGACATCATGGAGGACACTATTGAGGACAAACTTG
ACACCAAACACTACCCTTATATCTCTACCCGTTCCTCTGCCTCCTTCAGCACCAC
CGCCGTCAGCGCCCGCTATGGGCACTGGCATAAGAACAAGGCCCCAGGCGAGTAC
CGCAGTGGCCCCCGCCTCATCATTTTCATCCTTGGGGGTGTGAGCCTGAATGAGA
TGCGCTGCGCCTACGAGGTGACCCAGGCCAACGGAAAGTGGGAGGTGCTGATAGG
TTCTACTCACATTCTTACTCCCACCAAATTTCTCATGGACCTGAGACACCCCGAC
TTCAGGGAGTCCTCTAGGGTATCTTTTGAGGATCAGGCTCCAACAATGGAGTGAG
AGCCAAAGAAACAAAGATCCACACACATCCTCACCCCACAGAAACTGCTGGACAC
ACTGAAGAAACTGAATAAAACAGATGAAGAAATAAGCAGTTAAAAAAATAAGTCG
CCCCTCCAAAACACGCCCCCATCCCACAGCGCTCCGCAGCTTCCCACCALCCGLCC
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GCCTCAGTTCCTTTGCGTCTGTTGCCTCCCCAGCCCTGCACGCCCTGGCTGGCAC
TGTTGCCGCTGCATTCTCGTGTTCAGTGATGCCCTCTTCTTGTTTGAAACAAAAG
AAAATAATGCATTGTGTTTTTTAAAAAGAGTATCTTATACATGTATCCTAAAAAG
AGAAGCTCATGTGCAATTGGTGCACAGCAGGAGAAATTTCTGGACTGTTAGGATG
AATGGACGCCTTCTCCCCGTTATTTAAGATTTGTGACCTTGTACATAACCCTGGG
TGACGTGCACATTGCTTGGGTATGGAACGGTAGAAATTTGGGTGTTTTTAAAACC
TTGTTTGGGGTTGTTCCTGTCCTTGTTGAGAATCATAGAGATGTCTGTGTTCTTG
GAGTATTTCACACTGAGGACTAATCTGCTATCTTCATTCCAGTCCCTACCCCTCA
GTGCCTGCTCTCATCCAAATAACCTGGGAGGTGACAATCAGGATATCTCAGGAGG
TCCAAGGTGGAACAGACCTCTTTGCCTTTCCCAGCGTCTCATACCCCCGGTAGTG
CAGCTGTGGGTGGAGGCTGGGGTGTCTGCACGAAGTCAGGCCAGCGTCCTCCTCC
ACAGCCTGTCACTGCCCCCTCCCCAGCCTGTGTCCACAGTGCTGTGATCCCGAGG
GAAGTCCTCCAGTCTAAGTCACAGTGCCCTGACAGGTGAGAAGCAAACTCCCGCT
GGAAGCCTCCATCTCTTTGGAAAAACAGTTAGTCTGGAGCCTGTGGCCCAGGCCC
TTCTGTCCCCAGGCATCATCCCAACAGCTCATTTTCCCTAGTCCGCCTTCGTTCA
AGGGTCAGGAATGGACCAGAACAGATGGGTTCTGGAGGCCCCTGAACAGAGGGCT
ATGGCTGTGGAGAAGGTTCTTGGCCCGTTGGACTCACACAGACCCTGTACCCTCT
CGGCAAGCATCTTCAGTCAGATTATCCTCAGTTTCAGATACTTCATAATACCTTG
TGTTGTGTGGGGTCATACATCATCGTGTTTGTAAGAGAAGATGGTCATTTTATTC
TCTGTATAAAACTTAGCTCTAAAGCAGAAACTAAAGCAGCAAATGCAGGAAGGCT
GTCTCGCCATCCTCAAGACTCAGCAGCTCTCATTCTCCAGTGGTGAGCACACCAT
TTGTGCTGCTGCTGTTGTCGTGAAATATAATAACAGTGGAAGTCACAAAAATGTC
CCCTGCCCAGCCCCCTCGCCGCCCTTGACCTCCTGCAGGCCATGTGTGTATTACT
TGTCTAGTGATGTCCTCTCAAAGTGCTGTACGCGAGCTCGGCGCCACCTCCGCCT
CCCTTTCAGAGCCTGCTCCCCGCCCTCTCTGCTCGCTGCATTGTGGTGTTCTCTT
CTCAAGGCTTTGAAATCTCCCCTTGCACTGAGATTAGTCGTCAGATCTCTCCCCG
TCTCCCTCCCAACTTATACGACCTGATTTCCTTAGGACGGAACCGCAGGCACCTG
CGCCGGGCGTCTTACTCCCGCTGCTTGTTCTGTCCCCTCCCTCGGACCAAACAGT
GCTCATGCTTCAGGACCTTGTTTGTCGAAGATGTTGGTTTCCCTTTCTCTGTTAT
TTATATAAAAATAATTTATCAAAAGGATATTTTAAAAAAGCTAGTCTGTCTTGAA
ACTTGTTTACCTTAAAATTATCAGAATCTCAGTGTTTGAAAGTACTGAAGCACAA
ACATATATCATCTCTGTACCATTCTGTACTAAAGCACTTGAGTCTAATAAATAAA
GAAATCAGCACCCCT

SEQ ID NO: 26

Isoforma d
gue codifica
STXBP1
(variante de
transcrito 5)
de humano

AGTCGGTCCCTAGCGCGGCTGCGGGGCGGAGAGCTGCGGCTGGCCCAGCGLCGCCC
ACCTGAGGAGGCGGCGGGGTCCGCAGGCGTCGCGGGACGAGGAGATCGGAGCCGG
GAGACTCGCGCAGCGCCATGGCCCCCATTGGCCTCAAAGCTGTTGTCGGAGAGAG
ATATATACCTAGGAATGGAGTTGCTGGATCTCTATGTTTGGTTATTTGAGGAGCT
GCCGGCCTGTTTTCCACATCAGCTGTACCATTTTACATTCTCACCAGCAGTGCAT
GACGGTCCAGTGCCTTTTTATCTTACTGCGCTTAAGGTGTAATTCCTTCTTTCTC
AGACTGGACTGTAAATTCTTTGAGAGATTATGCATGATGTGATAAAGAAGGTCAA
GAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTGGTGGTGGATCAGTTAAGCATGAGGATGCTG
TCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACATCATGACCGAGGGCATAACGATTGTGGAAG
ATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCTCCCCAGCCTGGAGGCTGTGTATCTCATCAC
TCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCTCTCATCAGTGACTTTAAGGACCCGCCGACT
GCTAAATACCGGGCTGCACACGTCTTCTTCACTGACTCTTGTCCAGATGCCCTGT
TTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGCAGCCAAAGTCATCAAAACTCTGACGGAAAT
CAATATTGCATTTCTCCCGTATGAATCCCAGGTCTATTCCTTGGACTCTGCTGAC
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TCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCCACAAGGCTCAGATGAAGAATCCTATACTGG
AGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGACCCTTTGTGCCACCCTGAAGGAGTACCCGGC
TGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAGGACAATGCCCTGCTGGCTCAGCTAATCCAG
GACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTGATGATCCAACAATGGGGGAGGGCCCAGACA
AGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCTGGATCGAGGCTTTGACCCCAGCTCCCCTGT
GCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCTATGAGTTATGATCTGCTGCCTATCGAAAAT
GATGTATACAAGTATGAGACCAGCGGCATCGGGGAGGCACGGGTGAAGGAGGTGC
TCCTGGACGAGGACGACGACCTGTGGATAGCACTGCGCCACAAGCACATCGCAGA
GGTGTCCCAGGAAGTCACCCGGTCTCTGAAAGATTTTTCTTCTAGCAAGAGAATG
AATACTGGAGAGAAGACCACCATGCGGGACCTGTCCCAGATGCTGAAGAAGATGC
CTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGCAAGTACTCCACCCACCTGCACCTTGCTGAGGA
CTGTATGAAGCATTACCAAGGCACCGTAGACAAACTCTGCCGAGTGGAGCAGGAC
CTGGCCATGGGCACAGATGCTGAGGGAGAGAAGATCAAGGACCCTATGCGAGCCA
TCGTCCCCATTCTGCTGGATGCCAATGTCAGCACTTATGACAAAATCCGCATCAT
CCTTCTCTACATCTTTTTGAAGAATGGCATCACGGAGGAAAACCTGAACAAACTG
ATCCAGCACGCCCAGATACCCCCGGAGGATAGTGAGATCATCACCAACATGGCTC
ACCTCGGCGTGCCCATCGTCACCGATTCCACGCTGCGTCGCCGGAGCAAGCCGGA
GCGGAAGGAACGCATCAGCGAGCAGACCTACCAGCTCTCACGGTGGACTCCGATT
ATCAAGGACATCATGGAGGACACTATTGAGGACAAACTTGACACCAAACACTACC
CTTATATCTCTACCCGTTCCTCTGCCTCCTTCAGCACCACCGCCGTCAGCGCCCG
CTATGGGCACTGGCATAAGAACAAGGCCCCAGGCGAGTACCGCAGTGGCCCCCGL
CTCATCATTTTCATCCTTGGGGGTGTGAGCCTGAATGAGATGCGCTGCGCCTACG
AGGTGACCCAGGCCAACGGAAAGTGGGAGGTGCTGATAGGTTCTACTCACATTCT
TACTCCCACCAAATTTCTCATGGACCTGAGACACCCCGACTTCAGGGAGTCCTCT
AGGGTATCTTTTGAGGATCAGGCTCCAACAATGGAGTGAGAGCCAAAGAAACAAA
GATCCACACACATCCTCACCCCACAGAAACTGCTGGACACACTGAAGAAACTGAA
TAAAACAGATGAAGAAATAAGCAGTTAAAAAAATAAGTCGCCCCTCCAAAACACG
CCCCCATCCCACAGCGCTCCGCAGCTTCCCACCACCGCCCGCCTCAGTTCCTTTG
CGTCTGTTGCCTCCCCAGCCCTGCACGCCCTGGCTGGCACTGTTGCCGCTGCATT
CTCGTGTTCAGTGATGCCCTCTTCTTGTTTGAAACAAAAGAAAATAATGCATTGT
GTTTTTTAAAAAGAGTATCTTATACATGTATCCTAAAAAGAGAAGCTCATGTGCA
ATTGGTGCACAGCAGGAGAAATTTCTGGACTGTTAGGATGAATGGACGCCTTCTC
CCCGTTATTTAAGATTTGTGACCTTGTACATAACCCTGGGTGACGTGCACATTGC
TTGGGTATGGAACGGTAGAAATTTGGGTGTTTTTAAAACCTTGTTTGGGGTTGTT
CCTGTCCTTGTTGAGAATCATAGAGATGTCTGTGTTCTTGGAGTATTTCACACTG
AGGACTAATCTGCTATCTTCATTCCAGTCCCTACCCCTCAGTGCCTGCTCTCATC
CAAATAACCTGGGAGGTGACAATCAGGATATCTCAGGAGGTCCAAGGTGGAACAG
ACCTCTTTGCCTTTCCCAGCGTCTCATACCCCCGGTAGTGCAGCTGTGGGTGGAG
GCTGGGGTGTCTGCACGAAGTCAGGCCAGCGTCCTCCTCCACAGCCTGTCACTGC
CCCCTCCCCAGCCTGTGTCCACAGTGCTGTGATCCCGAGGGAAGTCCTCCAGTCT
AAGTCACAGTGCCCTGACAGGTGAGAAGCAAACTCCCGCTGGAAGCCTCCATCTC
TTTGGAAAAACAGTTAGTCTGGAGCCTGTGGCCCAGGCCCTTCTGTCCCCAGGCA
TCATCCCAACAGCTCATTTTCCCTAGTCCGCCTTCGTTCAAGGGTCAGGAATGGA
CCAGAACAGATGGGTTCTGGAGGCCCCTGAACAGAGGGCTATGGCTGTGGAGAAG
GTTCTTGGCCCGTTGGACTCACACAGACCCTGTACCCTCTCGGCAAGCATCTTCA
GTCAGATTATCCTCAGTTTCAGATACTTCATAATACCTTGTGTTGTGTGGGGTCA
TACATCATCGTGTTTGTAAGAGAAGATGGTCATTTTATTCTCTGTATAAAACTTA
GCTCTAAAGCAGAAACTAAAGCAGCAAATGCAGGAAGGCTGTCTCGCCATCCTCA
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AGACTCAGCAGCTCTCATTCTCCAGTGGTGAGCACACCATTTGTGCTGCTGCTGT
TGTCGTGAAATATAATAACAGTGGAAGTCACAAAAATGTCCCCTGCCCAGCCCCC
TCGCCGCCCTTGACCTCCTGCAGGCCATGTGTGTATTACTTGTCTAGTGATGTCC
TCTCAAAGTGCTGTACGCGAGCTCGGCGCCACCTCCGCCTCCCTTTCAGAGCCTG
CTCCCCGCCCTCTCTGCTCGCTGCATTGTGGTGTTCTCTTCTCAAGGCTTTGAAA
TCTCCCCTTGCACTGAGATTAGTCGTCAGATCTCTCCCCGTCTCCCTCCCAACTT
ATACGACCTGATTTCCTTAGGACGGAACCGCAGGCACCTGCGCCGGGCGTCTTAC
TCCCGCTGCTTGTTCTGTCCCCTCCCTCGGACCAAACAGTGCTCATGCTTCAGGA
CCTTGTTTGTCGAAGATGTTGGTTTCCCTTTCTCTGTTATTTATATAAAAATAAT
TTATCAAAAGGATATTTTAAAAAAGCTAGTCTGTCTTGAAACTTGTTTACCTTAA
AATTATCAGAATCTCAGTGTTTGAAAGTACTGAAGCACAAACATATATCATCTCT
GTACCATTCTGTACTAAAGCACTTGAGTCTAATAAATAAAGAAATCAGCACCCCT

SEQ ID NO: 27

Isoforma e
gue codifica
STXBP1
(variante de
transcrito 6)
de humano

AGAAAGAGGAAAGACAGGACCCGAGCGGGGTTTCAGGCAGATGGAGCGCGTCGGT
AGCCTGTGGCCAGGGATCCCAGCACCGACGGGAAAGAGGAGGCCTGGGTACCCTG
CGCCCCGGGCGCGCGCGGCGCGTGAGAGATTATGCATGATGTGATAAAGAAGGTC
AAGAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTGGTGGTGGATCAGTTAAGCATGAGGATGC
TGTCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACATCATGACCGAGGGCATAACGATTGTGGA
AGATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCTCCCCAGCCTGGAGGCTGTGTATCTCATC
ACTCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCTCTCATCAGTGACTTTAAGGACCCGCCGA
CTGCTAAATACCGGGCTGCACACGTCTTCTTCACTGACTCTTGTCCAGATGCCCT
GTTTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGCAGCCAAAGTCATCAAAACTCTGACGGAA
ATCAATATTGCATTTCTCCCGTATGAATCCCAGGTCTATTCCTTGGACTCTGCTG
ACTCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCCACAAGGCTCAGATGAAGAATCCTATACT
GGAGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGACCCTTTGTGCCACCCTGAAGGAGTACCCG
GCTGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAGGACAATGCCCTGCTGGCTCAGCTAATCC
AGGACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTGATGATCCAACAATGGGGGAGGGCCCAGA
CAAGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCTGGATCGAGGCTTTGACCCCAGCTCCCCT
GTGCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCTATGAGTTATGATCTGCTGCCTATCGAAA
ATGATGTATACAAGTATGAGACCAGCGGCATCGGGGAGGCACGGGTGAAGGAGGT
GCTCCTGGACGAGGACGACGACCTGTGGATAGCACTGCGCCACAAGCACATCGCA
GAGGTGTCCCAGGAAGTCACCCGGTCTCTGAAAGATTTTTCTTCTAGCAAGAGAA
TGAATACTGGAGAGAAGACCACCATGCGGGACCTGTCCCAGATGCTGAAGAAGAT
GCCTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGCAAGTACTCCACCCACCTGCACCTTGCTGAG
GACTGTATGAAGCATTACCAAGGCACCGTAGACAAACTCTGCCGAGTGGAGCAGG
ACCTGGCCATGGGCACAGATGCTGAGGGAGAGAAGATCAAGGACCCTATGCGAGC
CATCGTCCCCATTCTGCTGGATGCCAATGTCAGCACTTATGACAAAATCCGCATC
ATCCTTCTCTACATCTTTTTGAAGAATGGCATCACGGAGGAAAACCTGAACAAAC
TGATCCAGCACGCCCAGATACCCCCGGAGGATAGTGAGATCATCACCAACATGGC
TCACCTCGGCGTGCCCATCGTCACCGATTCCACGCTGCGTCGCCGGAGCAAGCCG
GAGCGGAAGGAACGCATCAGCGAGCAGACCTACCAGCTCTCACGGTGGACTCCGA
TTATCAAGGACATCATGGAGGACACTATTGAGGACAAACTTGACACCAAACACTA
CCCTTATATCTCTACCCGTTCCTCTGCCTCCTTCAGCACCACCGCCGTCAGCGCC
CGCTATGGGCACTGGCATAAGAACAAGGCCCCAGGCGAGTACCGCAGTGGCCCCC
GCCTCATCATTTTCATCCTTGGGGGTGTGAGCCTGAATGAGATGCGCTGCGCCTA
CGAGGTGACCCAGGCCAACGGAAAGTGGGAGGTGCTGATAGGATCCACACACATC
CTCACCCCACAGAAACTGCTGGACACACTGAAGAAACTGAATAAAACAGATGAAG
AAATAAGCAGTTAAAAAAATAAGTCGCCCCTCCAAAACACGCCCCCATCCCACAG
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CGCTCCGCAGCTTCCCACCACCGCCCGCCTCAGTTCCTTTGCGTCTGTTGCCTCC
CCAGCCCTGCACGCCCTGGCTGGCACTGTTGCCGCTGCATTCTCGTGTTCAGTGA
TGCCCTCTTCTTGTTTGAAACAAAAGAAAATAATGCATTGTGTTTTTTAAAAAGA
GTATCTTATACATGTATCCTAAAAAGAGAAGCTCATGTGCAATTGGTGCACAGCA
GGAGAAATTTCTGGACTGTTAGGATGAATGGACGCCTTCTCCCCGTTATTTAAGA
TTTGTGACCTTGTACATAACCCTGGGTGACGTGCACATTGCTTGGGTATGGAACG
GTAGAAATTTGGGTGTTTTTAAAACCTTGTTTGGGGTTGTTCCTGTCCTTGTTGA
GAATCATAGAGATGTCTGTGTTCTTGGAGTATTTCACACTGAGGACTAATCTGCT
ATCTTCATTCCAGTCCCTACCCCTCAGTGCCTGCTCTCATCCAAATAACCTGGGA
GGTGACAATCAGGATATCTCAGGAGGTCCAAGGTGGAACAGACCTCTTTGCCTTT
CCCAGCGTCTCATACCCCCGGTAGTGCAGCTGTGGGTGGAGGCTGGGGTGTCTGC
ACGAAGTCAGGCCAGCGTCCTCCTCCACAGCCTGTCACTGCCCCCTCCCCAGCCT
GTGTCCACAGTGCTGTGATCCCGAGGGAAGTCCTCCAGTCTAAGTCACAGTGCCC
TGACAGGTGAGAAGCAAACTCCCGCTGGAAGCCTCCATCTCTTTGGAAAAACAGT
TAGTCTGGAGCCTGTGGCCCAGGCCCTTCTGTCCCCAGGCATCATCCCAACAGCT
CATTTTCCCTAGTCCGCCTTCGTTCAAGGGTCAGGAATGGACCAGAACAGATGGG
TTCTGGAGGCCCCTGAACAGAGGGCTATGGCTGTGGAGAAGGTTCTTGGCCCGTT
GGACTCACACAGACCCTGTACCCTCTCGGCAAGCATCTTCAGTCAGATTATCCTC
AGTTTCAGATACTTCATAATACCTTGTGTTGTGTGGGGTCATACATCATCGTGTT
TGTAAGAGAAGATGGTCATTTTATTCTCTGTATAAAACTTAGCTCTAAAGCAGAA
ACTAAAGCAGCAAATGCAGGAAGGCTGTCTCGCCATCCTCAAGACTCAGCAGCTC
TCATTCTCCAGTGGTGAGCACACCATTTGTGCTGCTGCTGTTGTCGTGAAATATA
ATAACAGTGGAAGTCACAAAAATGTCCCCTGCCCAGCCCCCTCGCCGCCCTTGAC
CTCCTGCAGGCCATGTGTGTATTACTTGTCTAGTGATGTCCTCTCAAAGTGCTGT
ACGCGAGCTCGGCGCCACCTCCGCCTCCCTTTCAGAGCCTGCTCCCCGCCCTCTC
TGCTCGCTGCATTGTGGTGTTCTCTTCTCAAGGCTTTGAAATCTCCCCTTGCACT
GAGATTAGTCGTCAGATCTCTCCCCGTCTCCCTCCCAACTTATACGACCTGATTT
CCTTAGGACGGAACCGCAGGCACCTGCGCCGGGCGTCTTACTCCCGCTGCTTGTT
CTGTCCCCTCCCTCGGACCAAACAGTGCTCATGCTTCAGGACCTTGTTTGTCGAA
GATGTTGGTTTCCCTTTCTCTGTTATTTATATAAAAATAATTTATCAAAAGGATA
TTTTAAAAAAGCTAGTCTGTCTTGAAACTTGTTTACCTTAAAATTATCAGAATCT
CAGTGTTTGAAAGTACTGAAGCACAAACATATATCATCTCTGTACCATTCTGTAC
TAAAGCACTTGAGTCTAATAAATAAAGAAATCAGCACCCCT

SEQ ID NO: 28

Isoforma e
gue codifica
STXBP1
(variante de
transcrito 7)
de humano

AGTCGGTCCCTAGCGCGGCTGCGGGGCGGAGAGCTGCGGCTGGCCCAGCGLCGCCC
ACCTGAGGAGGCGGCGGGGTCCGCAGGCGTCGCGGGACGAGGAGATCGGAGCCGG
GAGACTCGCGCAGCGCCATGGCCCCCATTGGCCTCAAAGCTGTTGTCGGAGAGAG
ATATATACCTAGGAATGGAGTTGCTGGATCTCTATGTTTGGTTATTTGAGGAGCT
GCCGGCCTGTTTTCCACATCAGCTGTACCATTTTACATTCTCACCAGCAGTGCAT
GACGGTCCAGTGCCTTTTTATCTTACTGCGCTTAAGGTGTAATTCCTTCTTTCTC
AGACTGGACTGTAAATTCTTTGAGAGATTATGCATGATGTGATAAAGAAGGTCAA
GAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTGGTGGTGGATCAGTTAAGCATGAGGATGCTG
TCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACATCATGACCGAGGGCATAACGATTGTGGAAG
ATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCTCCCCAGCCTGGAGGCTGTGTATCTCATCAC
TCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCTCTCATCAGTGACTTTAAGGACCCGCCGACT
GCTAAATACCGGGCTGCACACGTCTTCTTCACTGACTCTTGTCCAGATGCCCTGT
TTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGCAGCCAAAGTCATCAAAACTCTGACGGAAAT
CAATATTGCATTTCTCCCGTATGAATCCCAGGTCTATTCCTTGGACTCTGCTGAC
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TCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCCACAAGGCTCAGATGAAGAATCCTATACTGG
AGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGACCCTTTGTGCCACCCTGAAGGAGTACCCGGC
TGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAGGACAATGCCCTGCTGGCTCAGCTAATCCAG
GACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTGATGATCCAACAATGGGGGAGGGCCCAGACA
AGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCTGGATCGAGGCTTTGACCCCAGCTCCCCTGT
GCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCTATGAGTTATGATCTGCTGCCTATCGAAAAT
GATGTATACAAGTATGAGACCAGCGGCATCGGGGAGGCACGGGTGAAGGAGGTGC
TCCTGGACGAGGACGACGACCTGTGGATAGCACTGCGCCACAAGCACATCGCAGA
GGTGTCCCAGGAAGTCACCCGGTCTCTGAAAGATTTTTCTTCTAGCAAGAGAATG
AATACTGGAGAGAAGACCACCATGCGGGACCTGTCCCAGATGCTGAAGAAGATGC
CTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGCAAGTACTCCACCCACCTGCACCTTGCTGAGGA
CTGTATGAAGCATTACCAAGGCACCGTAGACAAACTCTGCCGAGTGGAGCAGGAC
CTGGCCATGGGCACAGATGCTGAGGGAGAGAAGATCAAGGACCCTATGCGAGCCA
TCGTCCCCATTCTGCTGGATGCCAATGTCAGCACTTATGACAAAATCCGCATCAT
CCTTCTCTACATCTTTTTGAAGAATGGCATCACGGAGGAAAACCTGAACAAACTG
ATCCAGCACGCCCAGATACCCCCGGAGGATAGTGAGATCATCACCAACATGGCTC
ACCTCGGCGTGCCCATCGTCACCGATTCCACGCTGCGTCGCCGGAGCAAGCCGGA
GCGGAAGGAACGCATCAGCGAGCAGACCTACCAGCTCTCACGGTGGACTCCGATT
ATCAAGGACATCATGGAGGACACTATTGAGGACAAACTTGACACCAAACACTACC
CTTATATCTCTACCCGTTCCTCTGCCTCCTTCAGCACCACCGCCGTCAGCGCCCG
CTATGGGCACTGGCATAAGAACAAGGCCCCAGGCGAGTACCGCAGTGGCCCCCGL
CTCATCATTTTCATCCTTGGGGGTGTGAGCCTGAATGAGATGCGCTGCGCCTACG
AGGTGACCCAGGCCAACGGAAAGTGGGAGGTGCTGATAGGATCCACACACATCCT
CACCCCACAGAAACTGCTGGACACACTGAAGAAACTGAATAAAACAGATGAAGAA
ATAAGCAGTTAAAAAAATAAGTCGCCCCTCCAAAACACGCCCCCATCCCACAGCG
CTCCGCAGCTTCCCACCACCGCCCGCCTCAGTTCCTTTGCGTCTGTTGCCTCCCC
AGCCCTGCACGCCCTGGCTGGCACTGTTGCCGCTGCATTCTCGTGTTCAGTGATG
CCCTCTTCTTGTTTGAAACAAAAGAAAATAATGCATTGTGTTTTTTAAAAAGAGT
ATCTTATACATGTATCCTAAAAAGAGAAGCTCATGTGCAATTGGTGCACAGCAGG
AGAAATTTCTGGACTGTTAGGATGAATGGACGCCTTCTCCCCGTTATTTAAGATT
TGTGACCTTGTACATAACCCTGGGTGACGTGCACATTGCTTGGGTATGGAACGGT
AGAAATTTGGGTGTTTTTAAAACCTTGTTTGGGGTTGTTCCTGTCCTTGTTGAGA
ATCATAGAGATGTCTGTGTTCTTGGAGTATTTCACACTGAGGACTAATCTGCTAT
CTTCATTCCAGTCCCTACCCCTCAGTGCCTGCTCTCATCCAAATAACCTGGGAGG
TGACAATCAGGATATCTCAGGAGGTCCAAGGTGGAACAGACCTCTTTGCCTTTCC
CAGCGTCTCATACCCCCGGTAGTGCAGCTGTGGGTGGAGGCTGGGGTGTCTGCAC
GAAGTCAGGCCAGCGTCCTCCTCCACAGCCTGTCACTGCCCCCTCCCCAGCCTGT
GTCCACAGTGCTGTGATCCCGAGGGAAGTCCTCCAGTCTAAGTCACAGTGCCCTG
ACAGGTGAGAAGCAAACTCCCGCTGGAAGCCTCCATCTCTTTGGAAAAACAGTTA
GTCTGGAGCCTGTGGCCCAGGCCCTTCTGTCCCCAGGCATCATCCCAACAGCTCA
TTTTCCCTAGTCCGCCTTCGTTCAAGGGTCAGGAATGGACCAGAACAGATGGGTT
CTGGAGGCCCCTGAACAGAGGGCTATGGCTGTGGAGAAGGTTCTTGGCCCGTTGG
ACTCACACAGACCCTGTACCCTCTCGGCAAGCATCTTCAGTCAGATTATCCTCAG
TTTCAGATACTTCATAATACCTTGTGTTGTGTGGGGTCATACATCATCGTGTTTG
TAAGAGAAGATGGTCATTTTATTCTCTGTATAAAACTTAGCTCTAAAGCAGAAAC
TAAAGCAGCAAATGCAGGAAGGCTGTCTCGCCATCCTCAAGACTCAGCAGCTCTC
ATTCTCCAGTGGTGAGCACACCATTTGTGCTGCTGCTGTTGTCGTGAAATATAAT
AACAGTGGAAGTCACAAAAATGTCCCCTGCCCAGCCCCCTCGCCGCCCTTGACCT
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CCTGCAGGCCATGTGTGTATTACTTGTCTAGTGATGTCCTCTCAAAGTGCTGTAC
GCGAGCTCGGCGCCACCTCCGCCTCCCTTTCAGAGCCTGCTCCCCGCCCTCTCTG
CTCGCTGCATTGTGGTGTTCTCTTCTCAAGGCTTTGAAATCTCCCCTTGCACTGA
GATTAGTCGTCAGATCTCTCCCCGTCTCCCTCCCAACTTATACGACCTGATTTCC
TTAGGACGGAACCGCAGGCACCTGCGCCGGGCGTCTTACTCCCGCTGCTTGTTCT
GTCCCCTCCCTCGGACCAAACAGTGCTCATGCTTCAGGACCTTGTTTGTCGAAGA
TGTTGGTTTCCCTTTCTCTGTTATTTATATAAAAATAATTTATCAAAAGGATATT
TTAAAAAAGCTAGTCTGTCTTGAAACTTGTTTACCTTAAAATTATCAGAATCTCA
GTGTTTGAAAGTACTGAAGCACAAACATATATCATCTCTGTACCATTCTGTACTA
AAGCACTTGAGTCTAATAAATAAAGAAATCAGCACCCCT

SEQID NO: 29

Isoforma e
gue codifica
STXBP1
(variante de
transcrito 8)
de humano

AGTCGGTCCCTAGCGCGGCTGCGGGGCGGAGAGCTGCGGCTGGCCCAGCGLCGLLC
ACCTGAGGAGGCGGCGGGGTCCGCAGGCGTCGCGGGACGAGGAGATCGGAGCCGG
GAGACTCGCGCAGCGCCATGGCCCCCATTGGCCTCAAAGCTGTTGTCGGAGAGAG
AAAGAGGAAGACTACCTAGACATGTTGCTCCAGAGCAGAATTTCCAGCAGTAGAT
TGAACCTTCGGAGGCCGAGTCCCAGCCCAGTGTAAACTGAGATTATGCATGATGT
GATAAAGAAGGTCAAGAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTGGTGGTGGATCAGTTA
AGCATGAGGATGCTGTCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACATCATGACCGAGGGCA
TAACGATTGTGGAAGATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCTCCCCAGCCTGGAGGC
TGTGTATCTCATCACTCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCTCTCATCAGTGACTTT
AAGGACCCGCCGACTGCTAAATACCGGGCTGCACACGTCTTCTTCACTGACTCTT
GTCCAGATGCCCTGTTTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGCAGCCAAAGTCATCAA
AACTCTGACGGAAATCAATATTGCATTTCTCCCGTATGAATCCCAGGTCTATTCC
TTGGACTCTGCTGACTCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCCACAAGGCTCAGATGA
AGAATCCTATACTGGAGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGACCCTTTGTGCCACCCT
GAAGGAGTACCCGGCTGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAGGACAATGCCCTGCTG
GCTCAGCTAATCCAGGACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTGATGATCCAACAATGG
GGGAGGGCCCAGACAAGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCTGGATCGAGGCTTTGA
CCCCAGCTCCCCTGTGCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCTATGAGTTATGATCTG
CTGCCTATCGAAAATGATGTATACAAGTATGAGACCAGCGGCATCGGGGAGGCAC
GGGTGAAGGAGGTGCTCCTGGACGAGGACGACGACCTGTGGATAGCACTGCGCCA
CAAGCACATCGCAGAGGTGTCCCAGGAAGTCACCCGGTCTCTGAAAGATTTTTCT
TCTAGCAAGAGAATGAATACTGGAGAGAAGACCACCATGCGGGACCTGTCCCAGA
TGCTGAAGAAGATGCCTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGCAAGTACTCCACCCACCT
GCACCTTGCTGAGGACTGTATGAAGCATTACCAAGGCACCGTAGACAAACTCTGC
CGAGTGGAGCAGGACCTGGCCATGGGCACAGATGCTGAGGGAGAGAAGATCAAGG
ACCCTATGCGAGCCATCGTCCCCATTCTGCTGGATGCCAATGTCAGCACTTATGA
CAAAATCCGCATCATCCTTCTCTACATCTTTTTGAAGAATGGCATCACGGAGGAA
AACCTGAACAAACTGATCCAGCACGCCCAGATACCCCCGGAGGATAGTGAGATCA
TCACCAACATGGCTCACCTCGGCGTGCCCATCGTCACCGATTCCACGCTGCGTCG
CCGGAGCAAGCCGGAGCGGAAGGAACGCATCAGCGAGCAGACCTACCAGCTCTCA
CGGTGGACTCCGATTATCAAGGACATCATGGAGGACACTATTGAGGACAAACTTG
ACACCAAACACTACCCTTATATCTCTACCCGTTCCTCTGCCTCCTTCAGCACCAC
CGCCGTCAGCGCCCGCTATGGGCACTGGCATAAGAACAAGGCCCCAGGCGAGTAC
CGCAGTGGCCCCCGCCTCATCATTTTCATCCTTGGGGGTGTGAGCCTGAATGAGA
TGCGCTGCGCCTACGAGGTGACCCAGGCCAACGGAAAGTGGGAGGTGCTGATAGG
ATCCACACACATCCTCACCCCACAGAAACTGCTGGACACACTGAAGAAACTGAAT
AAAACAGATGAAGAAATAAGCAGTTAAAAAAATAAGTCGCCCCTCCAAAACACGC
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CCCCATCCCACAGCGCTCCGCAGCTTCCCACCACCGCCCGCCTCAGTTCCTTTGC
GTCTGTTGCCTCCCCAGCCCTGCACGCCCTGGCTGGCACTGTTGCCGCTGCATTC
TCGTGTTCAGTGATGCCCTCTTCTTGTTTGAAACAAAAGAAAATAATGCATTGTG
TTTTTTAAAAAGAGTATCTTATACATGTATCCTAAAAAGAGAAGCTCATGTGCAA
TTGGTGCACAGCAGGAGAAATTTCTGGACTGTTAGGATGAATGGACGCCTTCTCC
CCGTTATTTAAGATTTGTGACCTTGTACATAACCCTGGGTGACGTGCACATTGCT
TGGGTATGGAACGGTAGAAATTTGGGTGTTTTTAAAACCTTGTTTGGGGTTGTTC
CTGTCCTTGTTGAGAATCATAGAGATGTCTGTGTTCTTGGAGTATTTCACACTGA
GGACTAATCTGCTATCTTCATTCCAGTCCCTACCCCTCAGTGCCTGCTCTCATCC
AAATAACCTGGGAGGTGACAATCAGGATATCTCAGGAGGTCCAAGGTGGAACAGA
CCTCTTTGCCTTTCCCAGCGTCTCATACCCCCGGTAGTGCAGCTGTGGGTGGAGG
CTGGGGTGTCTGCACGAAGTCAGGCCAGCGTCCTCCTCCACAGCCTGTCACTGCC
CCCTCCCCAGCCTGTGTCCACAGTGCTGTGATCCCGAGGGAAGTCCTCCAGTCTA
AGTCACAGTGCCCTGACAGGTGAGAAGCAAACTCCCGCTGGAAGCCTCCATCTCT
TTGGAAAAACAGTTAGTCTGGAGCCTGTGGCCCAGGCCCTTCTGTCCCCAGGCAT
CATCCCAACAGCTCATTTTCCCTAGTCCGCCTTCGTTCAAGGGTCAGGAATGGAC
CAGAACAGATGGGTTCTGGAGGCCCCTGAACAGAGGGCTATGGCTGTGGAGAAGG
TTCTTGGCCCGTTGGACTCACACAGACCCTGTACCCTCTCGGCAAGCATCTTCAG
TCAGATTATCCTCAGTTTCAGATACTTCATAATACCTTGTGTTGTGTGGGGTCAT
ACATCATCGTGTTTGTAAGAGAAGATGGTCATTTTATTCTCTGTATAAAACTTAG
CTCTAAAGCAGAAACTAAAGCAGCAAATGCAGGAAGGCTGTCTCGCCATCCTCAA
GACTCAGCAGCTCTCATTCTCCAGTGGTGAGCACACCATTTGTGCTGCTGCTGTT
GTCGTGAAATATAATAACAGTGGAAGTCACAAAAATGTCCCCTGCCCAGCCCCCT
CGCCGCCCTTGACCTCCTGCAGGCCATGTGTGTATTACTTGTCTAGTGATGTCCT
CTCAAAGTGCTGTACGCGAGCTCGGCGCCACCTCCGCCTCCCTTTCAGAGCCTGC
TCCCCGCCCTCTCTGCTCGCTGCATTGTGGTGTTCTCTTCTCAAGGCTTTGAAAT
CTCCCCTTGCACTGAGATTAGTCGTCAGATCTCTCCCCGTCTCCCTCCCAACTTA
TACGACCTGATTTCCTTAGGACGGAACCGCAGGCACCTGCGCCGGGCGTCTTACT
CCCGCTGCTTGTTCTGTCCCCTCCCTCGGACCAAACAGTGCTCATGCTTCAGGAC
CTTGTTTGTCGAAGATGTTGGTTTCCCTTTCTCTGTTATTTATATAAAAATAATT
TATCAAAAGGATATTTTAAAAAAGCTAGTCTGTCTTGAAACTTGTTTACCTTAAA
ATTATCAGAATCTCAGTGTTTGAAAGTACTGAAGCACAAACATATATCATCTCTG
TACCATTCTGTACTAAAGCACTTGAGTCTAATAAATAAAGAAATCAGCACCCCT

SEQ ID NO: 30

Isoforma e
gue codifica
STXBP1
(variante de
transcrito 9)
de humano

AGTCGGTCCCTAGCGCGGCTGCGGGGCGGAGAGCTGCGGCTGGCCCAGCGLCGLLC
ACCTGAGGAGGCGGCGGGGTCCGCAGGCGTCGCGGGACGAGGAGATCGGAGCCGG
GAGACTCGCGCAGCGCCATGGCCCCCATTGGCCTCAAAGCTGTTGTCGGAGAGAG
AAAGAGGAAGACTACCTAGACATGTTGCTCCAGAGCAGAATTTCCAGCAGTAGAT
TGAACCTTCGGAGGCCGAGTCCCAGCCCAGTGTAAACTGGTAAAGAAGATTATGC
ATGATGTGATAAAGAAGGTCAAGAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTGGTGGTGGA
TCAGTTAAGCATGAGGATGCTGTCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACATCATGACC
GAGGGCATAACGATTGTGGAAGATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCTCCCCAGCC
TGGAGGCTGTGTATCTCATCACTCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCTCTCATCAG
TGACTTTAAGGACCCGCCGACTGCTAAATACCGGGCTGCACACGTCTTCTTCACT
GACTCTTGTCCAGATGCCCTGTTTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGCAGCCAAAG
TCATCAAAACTCTGACGGAAATCAATATTGCATTTCTCCCGTATGAATCCCAGGT
CTATTCCTTGGACTCTGCTGACTCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCCACAAGGCT
CAGATGAAGAATCCTATACTGGAGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGACCCTTTGTG
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CCACCCTGAAGGAGTACCCGGCTGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAGGACAATGC
CCTGCTGGCTCAGCTAATCCAGGACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTGATGATCCA
ACAATGGGGGAGGGCCCAGACAAGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCTGGATCGAG
GCTTTGACCCCAGCTCCCCTGTGCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCTATGAGTTA
TGATCTGCTGCCTATCGAAAATGATGTATACAAGTATGAGACCAGCGGCATCGGG
GAGGCACGGGTGAAGGAGGTGCTCCTGGACGAGGACGACGACCTGTGGATAGCAC
TGCGCCACAAGCACATCGCAGAGGTGTCCCAGGAAGTCACCCGGTCTCTGAAAGA
TTTTTCTTCTAGCAAGAGAATGAATACTGGAGAGAAGACCACCATGCGGGACCTG
TCCCAGATGCTGAAGAAGATGCCTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGCAAGTACTCCA
CCCACCTGCACCTTGCTGAGGACTGTATGAAGCATTACCAAGGCACCGTAGACAA
ACTCTGCCGAGTGGAGCAGGACCTGGCCATGGGCACAGATGCTGAGGGAGAGAAG
ATCAAGGACCCTATGCGAGCCATCGTCCCCATTCTGCTGGATGCCAATGTCAGCA
CTTATGACAAAATCCGCATCATCCTTCTCTACATCTTTTTGAAGAATGGCATCAC
GGAGGAAAACCTGAACAAACTGATCCAGCACGCCCAGATACCCCCGGAGGATAGT
GAGATCATCACCAACATGGCTCACCTCGGCGTGCCCATCGTCACCGATTCCACGC
TGCGTCGCCGGAGCAAGCCGGAGCGGAAGGAACGCATCAGCGAGCAGACCTACCA
GCTCTCACGGTGGACTCCGATTATCAAGGACATCATGGAGGACACTATTGAGGAC
AAACTTGACACCAAACACTACCCTTATATCTCTACCCGTTCCTCTGCCTCCTTCA
GCACCACCGCCGTCAGCGCCCGCTATGGGCACTGGCATAAGAACAAGGCCCCAGG
CGAGTACCGCAGTGGCCCCCGCCTCATCATTTTCATCCTTGGGGGTGTGAGCCTG
AATGAGATGCGCTGCGCCTACGAGGTGACCCAGGCCAACGGAAAGTGGGAGGTGC
TGATAGGATCCACACACATCCTCACCCCACAGAAACTGCTGGACACACTGAAGAA
ACTGAATAAAACAGATGAAGAAATAAGCAGTTAAAAAAATAAGTCGCCCCTCCAA
AACACGCCCCCATCCCACAGCGCTCCGCAGCTTCCCACCACCGCCCGCCTCAGTT
CCTTTGCGTCTGTTGCCTCCCCAGCCCTGCACGCCCTGGCTGGCACTGTTGCCGC
TGCATTCTCGTGTTCAGTGATGCCCTCTTCTTGTTTGAAACAAAAGAAAATAATG
CATTGTGTTTTTTAAAAAGAGTATCTTATACATGTATCCTAAAAAGAGAAGCTCA
TGTGCAATTGGTGCACAGCAGGAGAAATTTCTGGACTGTTAGGATGAATGGACGC
CTTCTCCCCGTTATTTAAGATTTGTGACCTTGTACATAACCCTGGGTGACGTGCA
CATTGCTTGGGTATGGAACGGTAGAAATTTGGGTGTTTTTAAAACCTTGTTTGGG
GTTGTTCCTGTCCTTGTTGAGAATCATAGAGATGTCTGTGTTCTTGGAGTATTTC
ACACTGAGGACTAATCTGCTATCTTCATTCCAGTCCCTACCCCTCAGTGCCTGCT
CTCATCCAAATAACCTGGGAGGTGACAATCAGGATATCTCAGGAGGTCCAAGGTG
GAACAGACCTCTTTGCCTTTCCCAGCGTCTCATACCCCCGGTAGTGCAGCTGTGG
GTGGAGGCTGGGGTGTCTGCACGAAGTCAGGCCAGCGTCCTCCTCCACAGCCTGT
CACTGCCCCCTCCCCAGCCTGTGTCCACAGTGCTGTGATCCCGAGGGAAGTCCTC
CAGTCTAAGTCACAGTGCCCTGACAGGTGAGAAGCAAACTCCCGCTGGAAGCCTC
CATCTCTTTGGAAAAACAGTTAGTCTGGAGCCTGTGGCCCAGGCCCTTCTGTCCC
CAGGCATCATCCCAACAGCTCATTTTCCCTAGTCCGCCTTCGTTCAAGGGTCAGG
AATGGACCAGAACAGATGGGTTCTGGAGGCCCCTGAACAGAGGGCTATGGCTGTG
GAGAAGGTTCTTGGCCCGTTGGACTCACACAGACCCTGTACCCTCTCGGCAAGCA
TCTTCAGTCAGATTATCCTCAGTTTCAGATACTTCATAATACCTTGTGTTGTGTG
GGGTCATACATCATCGTGTTTGTAAGAGAAGATGGTCATTTTATTCTCTGTATAA
AACTTAGCTCTAAAGCAGAAACTAAAGCAGCAAATGCAGGAAGGCTGTCTCGCCA
TCCTCAAGACTCAGCAGCTCTCATTCTCCAGTGGTGAGCACACCATTTGTGCTGC
TGCTGTTGTCGTGAAATATAATAACAGTGGAAGTCACAAAAATGTCCCCTGCCCA
GCCCCCTCGCCGCCCTTGACCTCCTGCAGGCCATGTGTGTATTACTTGTCTAGTG
ATGTCCTCTCAAAGTGCTGTACGCGAGCTCGGCGCCACCTCCGCCTCCCTTTCAG
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AGCCTGCTCCCCGCCCTCTCTGCTCGCTGCATTGTGGTGTTCTCTTCTCAAGGCT
TTGAAATCTCCCCTTGCACTGAGATTAGTCGTCAGATCTCTCCCCGTCTCCCTCC
CAACTTATACGACCTGATTTCCTTAGGACGGAACCGCAGGCACCTGCGCCGGGLG
TCTTACTCCCGCTGCTTGTTCTGTCCCCTCCCTCGGACCAAACAGTGCTCATGCT
TCAGGACCTTGTTTGTCGAAGATGTTGGTTTCCCTTTCTCTGTTATTTATATAAA
AATAATTTATCAAAAGGATATTTTAAAAAAGCTAGTCTGTCTTGAAACTTGTTTA
CCTTAAAATTATCAGAATCTCAGTGTTTGAAAGTACTGAAGCACAAACATATATC
ATCTCTGTACCATTCTGTACTAAAGCACTTGAGTCTAATAAATAAAGAAATCAGC
ACCCCT

SEQID NO: 31

Isoforma f que
codifica
STXBP1
(variante de
transcrito 10)
de humano

AGTCGGTCCCTAGCGCGGCTGCGGGGCGGAGAGCTGCGGCTGGCCCAGCGLCGLLC
ACCTGAGGAGGCGGCGGGGTCCGCAGGCGTCGCGGGACGAGGAGATCGGAGCCGG
GAGACTCGCGCAGCGCCATGGCCCCCATTGGCCTCAAAGCTGTTGTCGGAGAGAA
GATTATGCATGATGTGATAAAGAAGGTCAAGAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTG
GTGGTGGATCAGTTAAGCATGAGGATGCTGTCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACA
TCATGACCGAGGGCATAACGATTGTGGAAGATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCT
CCCCAGCCTGGAGGCTGTGTATCTCATCACTCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCT
CTCATCAGTGACTTTAAGGACCCGCCGACTGCTAAATACCGGGCTGCACACGTCT
TCTTCACTGACTCTTGTCCAGATGCCCTGTTTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGC
AGCCAAAGTCATCAAAACTCTGACGGAAATCAATATTGCATTTCTCCCGTATGAA
TCCCAGGTCTATTCCTTGGACTCTGCTGACTCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCC
ACAAGGCTCAGATGAAGAATCCTATACTGGAGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGAC
CCTTTGTGCCACCCTGAAGGAGTACCCGGCTGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAG
GACAATGCCCTGCTGGCTCAGCTAATCCAGGACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTG
ATGATCCAACAATGGGGGAGGGCCCAGACAAGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCT
GGATCGAGGCTTTGACCCCAGCTCCCCTGTGCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCT
ATGAGTTATGATCTGCTGCCTATCGAAAATGATGTATACAAGTATGAGACCAGCG
GCATCGGGGAGGCACGGGTGAAGGAGGTGCTCCTGGACGAGGACGACGACCTGTG
GATAGCACTGCGCCACAAGCACATCGCAGAGGTGTCCCAGGAAGTCACCCGGTCT
CTGAAAGATTTTTCTTCTAGCAAGAGAATGAATACTGGAGAGAAGACCACCATGC
GGGACCTGTCCCAGATGCTGAAGAAGATGCCTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGCAA
GTACTCCACCCACCTGCACCTTGCTGAGGACTGTATGAAGCATTACCAAGGCACC
GTAGACAAACTCTGCCGAGTGGAGCAGGACCTGGCCATGGGCACAGATGCTGAGG
GAGAGAAGATCAAGGACCCTATGCGAGCCATCGTCCCCATTCTGCTGGATGCCAA
TGTCAGCACTTATGACAAAATCCGCATCATCCTTCTCTACATCTTTTTGAAGAAT
GGCATCACGGAGGAAAACCTGAACAAACTGATCCAGCACGCCCAGATACCCCCGG
AGGATAGTGAGATCATCACCAACATGGCTCACCTCGGCGTGCCCATCGTCACCGA
TTCCACGCTGCGTCGCCGGAGCAAGCCGGAGCGGAAGGAACGCATCAGCGAGCAG
ACCTACCAGCTCTCACGGTGGACTCCGATTATCAAGGACATCATGGAGGACACTA
TTGAGGACAAACTTGACACCAAACACTACCCTTATATCTCTACCCGTTCCTCTGC
CTCCTTCAGCACCACCGCCGTCAGCGCCCGCTATGGGCACTGGCATAAGAACAAG
GCCCCAGGCGAGTACCGCAGTGGCCCCCGCCTCATCATTTTCATCCTTGGGGGTG
TGAGCCTGAATGAGATGCGCTGCGCCTACGAGGTGACCCAGGCCAACGGAAAGTG
GGAGGTGCTGATAGGGGAATGGCCCTTCAGAACCTTGGCTAGGTGACATCAGAAG
CTGCTTGTGTATGTAAGGAA

AATGGGGCTTCCTCCTAAGGATCCACACACATCCTCACCCCACAGAAACTGCTGG

ACACACTGAAGAAACTGAATAAAACAGATGAAGAAATAAGCAGTTAAAAAAATAA
GTCGCCCCTCCAAAACACGCCCCCATCCCACAGCGCTCCGCAGCTTCCCACCACC
GCCCGCCTCAGTTCCTTTGCGTCTGTTGCCTCCCCAGCCCTGCACGCCCTGGCTG
GCACTGTTGCCGCTGCATTCTCGTGTTCAGTGATGCCCTCTTCTTGTTTGAAACA
AAAGAAAATAATGCATTGTGTTTTTTAAAAAGAGTATCTTATACATGTATCCTAA
AAAGAGAAGCTCATGTGCAATTGGTGCACAGCAGGAGAAATTTCTGGACTGTTAG
GATGAATGGACGCCTTCTCCCCGTTATTTAAGATTTGTGACCTTGTACATAACCC
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TGGGTGACGTGCACATTGCTTGGGTATGGAACGGTAGAAATTTGGGTGTTTTTAA
AACCTTGTTTGGGGTTGTTCCTGTCCTTGTTGAGAATCATAGAGATGTCTGTGTT
CTTGGAGTATTTCACACTGAGGACTAATCTGCTATCTTCATTCCAGTCCCTACCC
CTCAGTGCCTGCTCTCATCCAAATAACCTGGGAGGTGACAATCAGGATATCTCAG
GAGGTCCAAGGTGGAACAGACCTCTTTGCCTTTCCCAGCGTCTCATACCCCCGGT
AGTGCAGCTGTGGGTGGAGGCTGGGGTGTCTGCACGAAGTCAGGCCAGCGTCCTC
CTCCACAGCCTGTCACTGCCCCCTCCCCAGCCTGTGTCCACAGTGCTGTGATCCC
GAGGGAAGTCCTCCAGTCTAAGTCACAGTGCCCTGACAGGTGAGAAGCAAACTCC
CGCTGGAAGCCTCCATCTCTTTGGAAAAACAGTTAGTCTGGAGCCTGTGGCCCAG
GCCCTTCTGTCCCCAGGCATCATCCCAACAGCTCATTTTCCCTAGTCCGCCTTCG
TTCAAGGGTCAGGAATGGACCAGAACAGATGGGTTCTGGAGGCCCCTGAACAGAG
GGCTATGGCTGTGGAGAAGGTTCTTGGCCCGTTGGACTCACACAGACCCTGTACC
CTCTCGGCAAGCATCTTCAGTCAGATTATCCTCAGTTTCAGATACTTCATAATAC
CTTGTGTTGTGTGGGGTCATACATCATCGTGTTTGTAAGAGAAGATGGTCATTTT
ATTCTCTGTATAAAACTTAGCTCTAAAGCAGAAACTAAAGCAGCAAATGCAGGAA
GGCTGTCTCGCCATCCTCAAGACTCAGCAGCTCTCATTCTCCAGTGGTGAGCACA
CCATTTGTGCTGCTGCTGTTGTCGTGAAATATAATAACAGTGGAAGTCACAAAAA
TGTCCCCTGCCCAGCCCCCTCGCCGCCCTTGACCTCCTGCAGGCCATGTGTGTAT
TACTTGTCTAGTGATGTCCTCTCAAAGTGCTGTACGCGAGCTCGGCGCCACCTCC
GCCTCCCTTTCAGAGCCTGCTCCCCGCCCTCTCTGCTCGCTGCATTGTGGTGTTC
TCTTCTCAAGGCTTTGAAATCTCCCCTTGCACTGAGATTAGTCGTCAGATCTCTC
CCCGTCTCCCTCCCAACTTATACGACCTGATTTCCTTAGGACGGAACCGCAGGCA
CCTGCGCCGGGCGTCTTACTCCCGCTGCTTGTTCTGTCCCCTCCCTCGGACCAAA
CAGTGCTCATGCTTCAGGACCTTGTTTGTCGAAGATGTTGGTTTCCCTTTCTCTG
TTATTTATATAAAAATAATTTATCAAAAGGATATTTTAAAAAAGCTAGTCTGTCT
TGAAACTTGTTTACCTTAAAATTATCAGAATCTCAGTGTTTGAAAGTACTGAAGC
ACAAACATATATCATCTCTGTACCATTCTGTACTAAAGCACTTGAGTCTAATAAA
TAAAGAAATCAGCACCCCT

SEQ ID NO: 32

Isoforma g
que codifica
STXBP1
(variante de
transcrito 11)
de humano

AGTCGGTCCCTAGCGCGGCTGCGGGGCGEGAGAGCTGCGGCTGGCCCAGCGCGLLC
ACCTGAGGAGGCGGCGGGGTCCGCAGGCGTCGCGGGACGAGGAGATCGGAGCCGG
GAGACTCGCGCAGCGCCATGGCCCCCATTGGCCTCAAAGCTGTTGTCGGAGAGAA
GATTATGCATGATGTGATAAAGAAGGTCAAGAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTG
GTGGTGGATCAGTTAAGCATGAGGATGCTGTCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACA
TCATGACCGAGGGCATAACGATTGTGGAAGATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCT
CCCCAGCCTGGAGGCTGTGTATCTCATCACTCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCT
CTCATCAGTGACTTTAAGGACCCGCCGACTGCTAAATACCGGGCTGCACACGTCT
TCTTCACTGACTCTTGTCCAGATGCCCTGTTTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGC
AGCCAAAGTCATCAAAACTCTGACGGAAATCAATATTGCATTTCTCCCGTATGAA
TCCCAGGTCTATTCCTTGGACTCTGCTGACTCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCC
ACAAGGCTCAGATGAAGAATCCTATACTGGAGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGAC
CCTTTGTGCCACCCTGAAGGAGTACCCGGCTGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAG
GACAATGCCCTGCTGGCTCAGCTAATCCAGGACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTG
ATGATCCAACAATGGGGGAGGGCCCAGACAAGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCT
GGATCGAGGCTTTGACCCCAGCTCCCCTGTGCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCT
ATGAGTTATGATCTGCTGCCTATCGAAAATGATGTATACAAGTATGAGACCAGCG
GCATCGGGGAGGCACGGGTGAAGGAGGTGCTCCTGGACGAGGACGACGACCTGTG
GATAGCACTGCGCCACAAGCACATCGCAGAGGTGTCCCAGGAAGTCACCCGGTCT
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CTGAAAGATTTTTCTTCTAGCAAGAGAATGAATACTGGAGAGAAGACCACCATGC
GGGACCTGTCCCAGATGCTGAAGAAGATGCCTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGCAA
GTACTCCACCCACCTGCACCTTGCTGAGGACTGTATGAAGCATTACCAAGGCACC
GTAGACAAACTCTGCCGAGTGGAGCAGGACCTGGCCATGGGCACAGATGCTGAGG
GAGAGAAGATCAAGGACCCTATGCGAGCCATCGTCCCCATTCTGCTGGATGCCAA
TGTCAGCACTTATGACAAAATCCGCATCATCCTTCTCTACATCTTTTTGAAGAAT
GGCATCACGGAGGAAAACCTGAACAAACTGATCCAGCACGCCCAGATACCCCCGG
AGGATAGTGAGATCATCACCAACATGGCTCACCTCGGCGTGCCCATCGTCACCGA
TTCCACGCTGCGTCGCCGGAGCAAGCCGGAGCGGAAGGAACGCATCAGCGAGCAG
ACCTACCAGCTCTCACGGTGGACTCCGATTATCAAGGACATCATGGAGGACACTA
TTGAGGACAAACTTGACACCAAACACTACCCTTATATCTCTACCCGTTCCTCTGC
CTCCTTCAGCACCACCGCCGTCAGCGCCCGCTATGGGCACTGGCATAAGAACAAG
GCCCCAGGCGAGTACCGCAGTGGCCCCCGCCTCATCATTTTCATCCTTGGGGGTG
TGAGCCTGAATGAGATGCGCTGCGCCTACGAGGTGACCCAGGCCAACGGAAAGTG
GGAGGTGCTGATAGTGCCCGTGGAGGCGGGAAGCTGAGCCCGGCTCCCAGGAAGC
ACAGTGAGGGCTCAGCCATTGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGA
TGATGGTGATGATGATGATGCTGCTGCTGTTGACGATGAGTCCAAGCCAAGCCTG
GGGAGAAAAGAATAAATAGTCTCATAAATTTAAAAAAGCCCAATGCTCATCAAGA
AGAGAACAGATAAACTGTGTATTCACCCAATGGTGAGTTTAAAGCAGTTAAAAAT
GCATGACACACAGTTGCATATGTCAACATGAATAGATCTCAGACACTTAACAATG
AGTGAAAAGAGCACATTATGGGAGGACACAGACAGGATAGTGCATTTATATAAAG
CTTCAATGTTGCAGGCTGAAAGAGTGAGGGTCGTGATCAACTCAGTATCCTGGAG
GCTACATGGGTAAACAGCAAACTGTTCTCATAAATGCAGAATGTTGGCAAACTGA
CAAACTGCATCTGCCGCCCAGAAGGAATGCGGAGGGCAGCCACTCCCTAAGCGCA
GTTTTCTTGTGATTAGGTACATCTGAAGCCTGTTAGCAATAATGTGAACCTGTGA
TCAATTAAGCAGCTGACCAATCATTACCTCCTCTTCCCTGCTCTTTCTACCCAGT
AAATACAAAGGGCTGTAGAAGCTCAGAGCTGCTGCTTTTGCTCAGTAGAAGCAGG
GAGTCCTCTTCTTCTTCCCCCGACCCCTTCTTTTAAAACAGTTTCTTTTAAGTTT
TCATTTCTGCGTTCATCCTCCTTCATTCAGTCCCGTAGTAACCGTGGCAAACCAC
GGCACTTCAAAACCTCATAAAAAGCACCACATATTGCTTATTTGGATACATATGT
TGTAAATGTGTGAAAACATGCATGGGAATGACAAATACCAAAGTCAGGATAGTGA
CTGGCCATGGGGAAGGGATGGTTATTATTGTCGTCTTATATCTTCAATTCCAAAT
GAGCCACGGGCTTAAAAGTACTTCATTGAATAAAAAAAAACCAACAATGTATTAA
TGCAA

SEQ ID NO: 33

Isoforma h
gue codifica
STXBP1
(variante de
transcrito 12)
de humano

AGTCGGTCCCTAGCGCGGCTGCGGGGCGGAGAGCTGCGGCTGGCCCAGCGLCGLLC
ACCTGAGGAGGCGGCGGGGTCCGCAGGCGTCGCGGGACGAGGAGATCGGAGCCGG
GAGACTCGCGCAGCGCCATGGCCCCCATTGGCCTCAAAGCTGTTGTCGGAGAGAA
GATTATGCATGATGTGATAAAGAAGGTCAAGAAGAAGGGGGAATGGAAGGTGCTG
GTGGTGGATCAGTTAAGCATGAGGATGCTGTCCTCCTGCTGCAAGATGACAGACA
TCATGACCGAGGGCATAACGATTGTGGAAGATATCAATAAGCGCAGAGAGCCGCT
CCCCAGCCTGGAGGCTGTGTATCTCATCACTCCATCCGAGAAGTCCGTCCACTCT
CTCATCAGTGACTTTAAGGACCCGCCGACTGCTAAATACCGGGCTGCACACGTCT
TCTTCACTGACTCTTGTCCAGATGCCCTGTTTAATGAACTGGTAAAATCCCGAGC
AGCCAAAGTCATCAAAACTCTGACGGAAATCAATATTGCATTTCTCCCGTATGAA
TCCCAGGTCTATTCCTTGGACTCTGCTGACTCTTTCCAAAGCTTCTACAGTCCCC
ACAAGGCTCAGATGAAGAATCCTATACTGGAGCGCCTGGCAGAGCAGATCGCGAC
CCTTTGTGCCACCCTGAAGGAGTACCCGGCTGTGCGGTATCGGGGGGAATACAAG
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GACAATGCCCTGCTGGCTCAGCTAATCCAGGACAAGCTCGATGCCTATAAAGCTG
ATGATCCAACAATGGGGGAGGGCCCAGACAAGGCACGCTCCCAGCTCCTGATCCT
GGATCGAGGCTTTGACCCCAGCTCCCCTGTGCTCCATGAATTGACTTTTCAGGCT
ATGAGTTATGATCTGCTGCCTATCGAAAATGATGTATACAAGGAAGTCACCCGGT
CTCTGAAAGATTTTTCTTCTAGCAAGAGAATGAATACTGGAGAGAAGACCACCAT
GCGGGACCTGTCCCAGATGCTGAAGAAGATGCCTCAGTACCAGAAAGAGCTCAGC
AAGTACTCCACCCACCTGCACCTTGCTGAGGACTGTATGAAGCATTACCAAGGCA
CCGTAGACAAACTCTGCCGAGTGGAGCAGGACCTGGCCATGGGCACAGATGCTGA
GGGAGAGAAGATCAAGGACCCTATGCGAGCCATCGTCCCCATTCTGCTGGATGCC
AATGTCAGCACTTATGACAAAATCCGCATCATCCTTCTCTACATCTTTTTGAAGA
ATGGCATCACGGAGGAAAACCTGAACAAACTGATCCAGCACGCCCAGATACCCCC
GGAGGATAGTGAGATCATCACCAACATGGCTCACCTCGGCGTGCCCATCGTCACC
GATTCCACGCTGCGTCGCCGGAGCAAGCCGGAGCGGAAGGAACGCATCAGCGAGC
AGACCTACCAGCTCTCACGGTGGACTCCGATTATCAAGGACATCATGGAGGACAC
TATTGAGGACAAACTTGACACCAAACACTACCCTTATATCTCTACCCGTTCCTCT
GCCTCCTTCAGCACCACCGCCGTCAGCGCCCGCTATGGGCACTGGCATAAGAACA
AGGCCCCAGGCGAGTACCGCAGTGGCCCCCGCCTCATCATTTTCATCCTTGGGGG
TGTGAGCCTGAATGAGATGCGCTGCGCCTACGAGGTGACCCAGGCCAACGGAAAG
TGGGAGGTGCTGATAGGTTCTACTCACATTCTTACTCCCACCAAATTTCTCATGG
ACCTGAGACACCCCGACTTCAGGGAGTCCTCTAGGGTATCTTTTGAGGATCAGGC
TCCAACAATGGAGTGAGAGCCAAAGAAACAAAGATCCACACACATCCTCACCCCA
CAGAAACTGCTGGACACACTGAAGAAACTGAATAAAACAGATGAAGAAATAAGCA
GTTAAAAAAATAAGTCGCCCCTCCAAAACACGCCCCCATCCCACAGCGLCTCCGCA
GCTTCCCACCACCGCCCGCCTCAGTTCCTTTGCGTCTGTTGCCTCCCCAGCCCTG
CACGCCCTGGCTGGCACTGTTGCCGCTGCATTCTCGTGTTCAGTGATGCCCTCTT
CTTGTTTGAAACAAAAGAAAATAATGCATTGTGTTTTTTAAAAAGAGTATCTTAT
ACATGTATCCTAAAAAGAGAAGCTCATGTGCAATTGGTGCACAGCAGGAGAAATT
TCTGGACTGTTAGGATGAATGGACGCCTTCTCCCCGTTATTTAAGATTTGTGACC
TTGTACATAACCCTGGGTGACGTGCACATTGCTTGGGTATGGAACGGTAGAAATT
TGGGTGTTTTTAAAACCTTGTTTGGGGTTGTTCCTGTCCTTGTTGAGAATCATAG
AGATGTCTGTGTTCTTGGAGTATTTCACACTGAGGACTAATCTGCTATCTTCATT
CCAGTCCCTACCCCTCAGTGCCTGCTCTCATCCAAATAACCTGGGAGGTGACAAT
CAGGATATCTCAGGAGGTCCAAGGTGGAACAGACCTCTTTGCCTTTCCCAGCGTC
TCATACCCCCGGTAGTGCAGCTGTGGGTGGAGGCTGGGGTGTCTGCACGAAGTCA
GGCCAGCGTCCTCCTCCACAGCCTGTCACTGCCCCCTCCCCAGCCTGTGTCCACA
GTGCTGTGATCCCGAGGGAAGTCCTCCAGTCTAAGTCACAGTGCCCTGACAGGTG
AGAAGCAAACTCCCGCTGGAAGCCTCCATCTCTTTGGAAAAACAGTTAGTCTGGA
GCCTGTGGCCCAGGCCCTTCTGTCCCCAGGCATCATCCCAACAGCTCATTTTCCC
TAGTCCGCCTTCGTTCAAGGGTCAGGAATGGACCAGAACAGATGGGTTCTGGAGG
CCCCTGAACAGAGGGCTATGGCTGTGGAGAAGGTTCTTGGCCCGTTGGACTCACA
CAGACCCTGTACCCTCTCGGCAAGCATCTTCAGTCAGATTATCCTCAGTTTCAGA
TACTTCATAATACCTTGTGTTGTGTGGGGTCATACATCATCGTGTTTGTAAGAGA
AGATGGTCATTTTATTCTCTGTATAAAACTTAGCTCTAAAGCAGAAACTAAAGCA
GCAAATGCAGGAAGGCTGTCTCGCCATCCTCAAGACTCAGCAGCTCTCATTCTCC
AGTGGTGAGCACACCATTTGTGCTGCTGCTGTTGTCGTGAAATATAATAACAGTG
GAAGTCACAAAAATGTCCCCTGCCCAGCCCCCTCGCCGCCCTTGACCTCCTGCAG
GCCATGTGTGTATTACTTGTCTAGTGATGTCCTCTCAAAGTGCTGTACGCGAGCT
CGGCGCCACCTCCGCCTCCCTTTCAGAGCCTGCTCCCCGCCCTCTCTGCTCGCTG
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CATTGTGGTGTTCTCTTCTCAAGGCTTTGAAATCTCCCCTTGCACTGAGATTAGT
CGTCAGATCTCTCCCCGTCTCCCTCCCAACTTATACGACCTGATTTCCTTAGGAC
GGAACCGCAGGCACCTGCGCCGGGCGTCTTACTCCCGCTGCTTGTTCTGTCCCCT
CCCTCGGACCAAACAGTGCTCATGCTTCAGGACCTTGTTTGTCGAAGATGTTGGT
TTCCCTTTCTCTGTTATTTATATAAAAATAATTTATCAAAAGGATATTTTAAAAA
AGCTAGTCTGTCTTGAAACTTGTTTACCTTAAAATTATCAGAATCTCAGTGTTTG
AAAGTACTGAAGCACAAACATATATCATCTCTGTACCATTCTGTACTAAAGCACT
TGAGTCTAATAAATAAAGAAATCAGCACCCCT

SEQ ID NO: 34

Secuencia de
ADN de AAVit

TTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATAT
TTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTCAGTGTTACAACCAATTAACC
AATTCTGAACATTATCGCGAGCCCATTTATACCTGAATATGGCTCATAACACCCC
TTGTTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCA
GAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGACTCCCCATGCGAGAGTAG
GGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTC
GCCCGGGCTAATTAGGGGGTGTCGCCCTTCGCTGAAGTCCTGTATTAGAGGTCAC
GTGAGTGTTTTGCGACATTTTGCGACACCATGTGGTCACGCTGGGTATTTAAGCC
CGAGTGAGCACGCAGGGTCTCCATTTTGAAGCGGGAGGTTTGAACGCGCAGCCGC
CATGCCGGGGTTTTACGAGATTGTGATTAAGGTCCCCAGCGACCTTGACGAGCAT
CTGCCCGGCATTTCTGACAGCTTTGTGAACTGGGTGGCCGAGAAGGAATGGGAGT
TGCCGCCAGATTCTGACATGGATCTGAATCTGATTGAGCAGGCACCCCTGACCGT
GGCCGAGAAGCTGCAGCGCGACTTTCTGACGGAATGGCGCCGTGTGAGTAAGGCC
CCGGAGGCCCTTTTCTTTGTGCAATTTGAGAAGGGAGAGAGCTACTTCCACATGC
ACGTGCTCGTGGAAACCACCGGGGTGAAATCCATGGTTTTGGGACGTTTCCTGAG
TCAGATTCGCGAAAAACTGATTCAGAGAATTTACCGCGGGATCGAGCCGACTTTG
CCAAACTGGTTCGCGGTCACAAAGACCAGAAATGGCGCCGGAGGCGGGAACAAGG
TGGTGGATGAGTGCTACATCCCCAATTACTTGCTCCCCAAAACCCAGCCTGAGCT
CCAGTGGGCGTGGACTAATATGGAACAGTATTTAAGCGCCTGTTTGAATCTCACG
GAGCGTAAACGGTTGGTGGCGCAGCATCTGACGCACGTGTCGCAGACGCAGGAGC
AGAACAAAGAGAATCAGAATCCCAATTCTGATGCGCCGGTGATCAGATCAAAAAC
TTCAGCCAGGTACATGGAGCTGGTCGGGTGGCTCGTGGACAAGGGGATTACCTCG
GAGAAGCAGTGGATCCAGGAGGACCAGGCCTCATACATCTCCTTCAATGCGGCCT
CCAACTCGCGGTCCCAAATCAAGGCTGCCTTGGACAATGCGGGAAAGATTATGAG
CCTGACTAAAACCGCCCCCGACTACCTGGTGGGCCAGCAGCCCGTGGAGGACATT
TCCAGCAATCGGATTTATAAAATTTTGGAACTAAACGGGTACGATCCCCAATATG
CGGCTTCCGTCTTTCTGGGATGGGCCACGAAAAAGTTCGGCAAGAGGAACACCAT
CTGGCTGTTTGGGCCTGCAACTACCGGGAAGACCAACATCGCGGAGGCCATAGCC
CACACTGTGCCCTTCTACGGGTGCGTAAACTGGACCAATGAGAACTTTCCCTTCA
ACGACTGTGTCGACAAGATGGTGATCTGGTGGGAGGAGGGGAAGATGACCGCCAA
GGTCGTGGAGTCGGCCAAAGCCATTCTCGGAGGAAGCAAGGTGCGCGTGGACCAG
AAATGCAAGTCCTCGGCCCAGATAGACCCGACTCCCGTGATCGTCACCTCCAACA
CCAACATGTGCGCCGTGATTGACGGGAACTCAACGACCTTCGAACACCAGCAGCC
GTTGCAAGACCGGATGTTCAAATTTGAACTCACCCGCCGTCTGGATCATGACTTT
GGGAAGGTCACCAAGCAGGAAGTCAAAGACTTTTTCCGGTGGGCAAAGGATCACG
TGGTTGAGGTGGAGCATGAATTCTACGTCAAAAAGGGTGGAGCCAAGAAAAGACC
CGCCCCCAGTGACGCAGATATAAGTGAGCCCAAACGGGTGCGCGAGTCAGTTGCG
CAGCCATCGACGTCAGACGCGGAAGCTTCGATCAACTACGCAGACAGGTACCAAA
ACAAATGTTCTCGTCACGTGGGCATGAATCTGATGCTGTTTCCCTGCAGACAATG
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CGAGAGAATGAATCAGAATTCAAATATCTGCTTCACTCACGGACAGAAAGACTGT
TTAGAGTGCTTTCCCGTGTCAGAATCTCAACCCGTTTCTGTCGTCAAAAAGGCGT
ATCAGAAACTGTGCTACATTCATCATATCATGGGAAAGGTGCCAGACGCTTGCAC
TGCCTGCGATCTGGTCAATGTGGATTTGGATGACTGCATCTTTGAACAATAAATG
ATTTAAATCAGGTATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACACT
CTCTCTGAAGGAATAAGACAGTGGTGGAAGCTCAAACCTGGCCCACCACCACCAA
AGCCCGCAGAGCGGCATAAGGACGACAGCAGGGGTCTTGTGCTTCCTGGGTACAA
GTACCTCGGACCCTTCAACGGACTCGACAAGGGAGAGCCGGTCAACGAGGCAGAC
GCCGCGGCCCTCGAGCACGACAAAGCCTACGACCGGCAGCTCGACAGCGGAGACA
ACCCGTACCTCAAGTACAACCACGCCGACGCGGAGTTTCAGGAGCGCCTTAAAGA
AGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTCGGACGAGCAGTCTTCCAGGCGAAAAAGAGG
ATCCTTGAACCTCTGGGCCTGGTTGAGGAACCTGTTAAGACGGCTCCGGGAAAAA
AGAGGCCGGTAGAGCACTCTCCTGCCGAGCCAGACTCCTCCTCGGGAACCGGAAA
GAGCGGCCAGCAGCCTGCAAGAAAAAGATTGAATTTTGGTCAGACTGGAGACGCA
GACTCAGTACCTGACCCCCAGCCTCTCGGACAGCCACCAGCAGCCCCCTCTGGTC
TGGGAACTAATACGATGGCTAGCGGCAGTGGCGCACCAATGGCAGACAATAACGA
GGGCGCCGACGGAGTGGGTAATTCCTCGGGAAATTGGCATTGCGATTCCACATGG
ATGGGCGACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGAACCTGGGCCCTGCCCACCTACA
ACAACCACCTCTACAAACAAATTTCCAGCCAATCAGGAGCCTCGAACGACAATCA
CTACTTTGGCTACAGCACCCCTTGGGGGTATTTTGACTTCAACAGATTCCACTGC
CACTTTTCACCACGTGACTGGCAAAGACTCATCAACAACAACTGGGGATTCCGAC
CCAAGAGACTCAGCTTCAAGCTCTTTAACATTCAAGTCAAAGAGGTCACGCAGAA
TGACGGTACGACGACGATTGCCAATAACCTTACCAGCACGGTTCAGGTGTTTACT
GACTCGGAGTACCAGCTCCCGTACGTCCTCGGCTCGGCGCATCAAGGATGCCTCC
CGCCGTTCCCAGCAGACGTCTTCATGGTGCCACAGTATGGATACCTCACCCTGAA
CAACGGGAGTCAGGCAGTAGGACGCTCTTCATTTTACTGCCTGGAGTACTTTCCT
TCTCAGATGCTGCGTACCGGAAACAACTTTACCTTCAGCTACACTTTTGAGGACG
TTCCTTTCCACAGCAGCTACGCTCACAGCCAGAGTCTGGACCGTCTCATGAATCC
TCTCATCGACCAGTACCTGTATTACTTGAGCAGAACAAACACTCCAAGTGGAACC
ACCACGATGTCAAGGCTTCAGTTTTCTCAGGCCGGAGCGAGTGACATTCGGGACC
AGTCTAGGAACTGGCTTCCTGGACCCTGTTACCGCCAGCAGCGAGTATCAAAGAC
AGCCGCGGATAACAACAACAGTGACTACTCGTGGACTGGAGCTACCAAGTACCAC
CTCAATGGCAGAGACTCTCTGGTGAATCCGGGCCCGGCCATGGCAAGCCACAAGG
ACGATGAAGAAAAGTACTTTCCTCAGAGCGGGGTTCTCATCTTTGGGAAGCAAGA
CTCAGGCAAAACAAATGTGGACATTGAAAAGGTCATGATTACAGACGAAGAGGAA
ATCAGGACAACCAATCCCGTGGCTACGGAGCAGTATGGTTCTGTATCTACCAACC
TCCAGAGCGGCAACACCCAAGCAGCTACCAGCGATGTCAACACACAAGGCGTTCT
TCCAGGCATGGTCTGGCAGGACAGAGATGTGTACCTTCAGGGGCCCATCTGGGCA
AAGATTCCACACACGGACGGACATTTTCACCCCTCTCCCCTCATGGGTGGATTCG
GACTTAAACACCCTCCTCCACAGATTCTCATCAAGAACACCCCGGTACCTGCGAA
TCCTTCGACCACCTTCAGTGCGGCAAAGTTTGCTTCCTTCATCACACAGTACTCC
ACGGGACAGGTCAGCGTGGAGATCGAGTGGGAGCTGCAGAAGGAAAACAGCAAAC
GCTGGAATCCCGAAATTCAGTACACTTCCAACTACAACAAGTCTGTTAATGTGGA
CTTTACTGTGGACACTAATGGCGTGTATTCAGAGCCTCGCCCCATTGGCACCAGA
TACCTGACTCGTAATCTGTAATTGCTTGTTAATCAATAAACCGTTTAATTCGTTT
CAGTTGAACTTTGGTCTCTGCGCGTCAAAAGGGCGACACAAAATTTATTCTAAAT
GCATAATAAATACTGATAACATCTTATAGTTTGTATTATATTTTGTATTATCGTT
GACATGTATAATTTTTCTAGAGCGGCCGCAGATCTCAGCTGGATATCAAAAACTG
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ATTTTCCCTTTATTATTTTCGAGATTTATTTTCTTAATTCTCTTTAACAAACTAG
AAATATTGTATATACAAAAAATCATAAATAATAGATGAATAGTTTAATTATAGGT
GTTCATCAATCGAAAAAGCAACGTATCTTATTTAAAGTGCGTTGCTTTTTTCTCA
TTTATAAGGTTAAATAATTCTCATATATCAAGCAAAGTGACAGGCGCCCTTAAAT
ATTCTGACAAATGCTCTTTCCCTAAACTCCCCCCATAAAAAAACCCGCCGAAGCG
GGTTTTTACGTTATTTGCGGATTAACGATTACTCGTTATCAGAACCGCCCAGGGG
GCCCGAGCTTAAGACTGGCCGTCGTTTTACAACACAGAAAGAGTTTGTAGAAACG
CAAAAAGGCCATCCGTCAGGGGCCTTCTGCTTAGTTTGATGCCTGGCAGTTCCCT
ACTCTCGCCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTG
CGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAG
GGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCG
TAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCAT
CACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGAT
ACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCC
GCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAT
AGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCT
GTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCG
TCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGT
AACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGT
GGGCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAA
GCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACC
GCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAARAAG
GATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGA
CGCGCGCGTAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGCTTGCGCCGTCCCGTCA
AGTCAGCGTAATGCTCTGCTTTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGC
AATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTA
ATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCG
GTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCA
AAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGA
ATGGCAAAAGTTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACG
CTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCC
TGAGCGAGGCGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCG
AGTGCAACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATC
AGGATATTCTTCTAATACCTGGAACGCTGTTTTTCCGGGGATCGCAGTGGTGAGT
AACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGTGGCATAA
ATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCT
ACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAAGCGA
TAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATA
AATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTCGACGTTTCCCGTTGAATATG
GCTCATATTCTTCCTT

SEQ ID NO: 35 | GAGCAGAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTG
MYC TAG

SEQ ID NO: 36 | TACCCTTACGATGTACCGGATTACGCA

HA TAG
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SEQID NO: 37

MECP2 intrdn

GCGCTCCCTCCTCTCGGAGAGAGGGCTGTGGTAAAACCCGTCCGGAAATTGGCCG
CCGCTGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCGCCGAGCGGAGGAGGAGGAGGAGG
CGAGGAGGAGAGACTGTGAGTGGGACCGCCAAGGCCGCGGGCGGGGACCCTTGCT
GGGGGGCGGGTAGGGGCGGGACGTGGCGCGGGAGGGGCCCGCGGGGTCGGGCGAC
ACGGCTGGCGGTTGGCGTCCCTCCTCTCTACCCTCCCCCTCCCTCTGCCGCCGGT
GGTGGCTTTCTCCACTCGTCTCCCGCAATCGCGAGCGACGGTTCTCAGCGCGATC
TCCCTGGAGCCACCTTCGATTGACGCCCTCCCGCTGCCCGCCCCATCTGTGCGCA
TCCTAGGCCCCAGCTGTGCAAGCGCCCTTGTCGTCTGGGCTTCGCCAGTTGGGGC
TGCGCGCGCTCCTGCCCTTCTTGGGGCTTTGGGCCTCGGCACTGTCGCGCGCCCG
CGGTCCCGGCCTCTCCCTGGATCGCGCTGTCCCCTTCTCCCTCGCGCGCCCCCAC
TCCCGTTACTTGCTCCCCCCTCACACACACAGACTGGCGCGCGTGCGCAGTCCAT
CTCCCGTTGGGAGAGTGCGCCACAAGGGCTCCTGAGCTCTTACCCCCATCTCTGG
GTTTTGCTCCCTCCTCCTCCTCTCCCATTCCGTGACTTTTTGCCCCCACTGCAAG
CGAGTCGGTCCATCAGCTCCATTCCCCACTTGGCAGGAACAAGTTGAGGGTTATT
GTCCACCCACAAAAAGGACTAGACATTTTGTTCCTAGGTCCCACAACTCATCATA
AAGAGTTGGTTGTAGTTCTCATCAGGAACCGTGGGCAAGGGACTGTGCGTTCCTC
AGCACTCGAAGCTCTTCCGTGAGACCTTGCCCGCAGGGTGCTCTGGTTCTTTGGG
GTTGCTGTGCTGTGGCTTCGGAATTTGAGCGTCTTCCCACCCTCCCTCCCCTCCC
TTCGCCAGCGTTCTGTCTACAAGAAAGAATAGGCAGGTGTCCTTGGATATCGTAG
TTGCTAATCGCCTATACACTGTTCTATTACACCTTTCTGCTAAGGATAGGGTTTT
TGGTTTTGGTTTTGGTTTTGTTCCCCACCCTCCAGTTTGGTTTAGTTTTGGTTTT
GGCATTTAGGGTTTTTTGGGGGGGAGTAATATCTTGTGGTAAAGACCCATCTGAC
CCAAGATACCTTTTTTCTCATACTGGAACCCTAGGCAGCAGTTGCTATTTCCCTG
AGTTAGCAATAGTTTTACAGTATTTTGAGGCCTTTTGTCCATAATTCTCACGGAA
TCCCTCAGGGATCAGATTAGCTGCTGTTGGGATCAGGAAATTGGGTTACACCGCT
GAAATCTCTTGCTGGGGCCCTTGTTTTGAATTGGAAAGTCAGGAGGCTGGAACGA
AGGCTCACAAGTTAACAGTGCCAGCTGCTCTTCCAGAAGCCCTGGATTCAGTCCC
ACCAATCCATCGCGGGTCACAACCATCTGTAACTTCAGTCCCAAGGGGTCCGAAG
CCCTCTTCTGGCTTTGCCCTATTATTTTATTTATCTTATCTGTTTTTGTCTTGTC
ATCTGGCAAGCCCAGGGGGCCATTGGGTGCAACTTATAAACTGACTTCTGTATCT
TAAGAAGCCAACCATACAGTGCTTACATTCCAGAAAAAAAATCTGCCACTTTAAC
AGCACTAGAACTAGGGTTTAGAGAAGTATCATAAAGGTCAAATATCTTTGACCAA
TATCACCAGCAACCTAAAGCTGTTAAGAAATCTTTGGGCCCCAGCTTGACCCAAG
GATACAGTATCCTAGGGAAGTTACCAAAATCAGAGATAGTATGCAGCAGCCAGGG
GTCTCATGTGTGGCACTCAAGCTCACCTATACTCACTACTGTGCAGACAGCTGTG
TTCTCTGTAATACTTACATATTTGTTTAATACTTCAGGGAGGAAAAGTCAGAAGA
CCAGGATCTCCAGGGCCTCA

SEQ ID NO: 38

Munc18-1a
(aa 568-603)

GSTHILTPTKFLMDLRHPDFRESSRVSFEDQAPTME

SEQ ID NO: 39

Muncl18-1b
(aa 568-594)

GSTHILTPQKLLDTLKKLNKTDEEISS
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SEQ ID NO: 40

Cebador
directo

GATCCAGACATGATAAGATACATTG

SEQ ID NO: 41

Cebador
inverso

GCAATAGCATCACAAATTTCAC

SEQ ID NO: 42

Sonda 6-
Fam/Zen/3’IB
FQ

TGGACAAACCACAACTAGAATGCA

SEQ ID NO: 43

Péptido de
STXBP1

DNALLAQLIQDK

SEQ ID NO: 44

Péptido de
STXBP1

YETSGIGEAR

SEQ ID NO: 45

Péptido de
STXBP1

ISEQTYQLSR

SEQ ID NO: 46

Péptido de
STXBP1
(isoforma
larga
especifica)

WEVLIGSTHILTPTK

SEQ ID NO: 47

Péptido de
STXBP1
(isoforma
corta
especifica).

WEVLIGSTHILTPQK

EJEMPLOS
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Los siguientes Ejemplos ilustran la invencion.

Ejemplo 1: Diseno, generacion y clonacion de constructos

Los plasmidos utilizados en este estudio se construyeron mediante técnicas de ADN
recombinantes. Los plasmidos de cadena principal Cis de AAV se sintetizaron de novo y
contuvieron dos repeticiones terminales invertidas (ITR) de AAV, un casete de resistencia a
kanamicina, un origen procariota de replicacion, y una secuencia de poliadenilacion de
SV40. Las secuencias de ADN que codifican la variante de la isoforma X1 de STXBP1 de
humano (que comprende la SEQ ID NO: 7) se sintetizaron de novo con sitios de restriccion
de clonacién convenientes. Se sintetizaron los activadores individuales de novo con sitios
de restriccidn convenientes. Se sintetizaron la hematoglutinina de la influenza humana (HA)
o identificadores (tags, marcadores secuenciales) de Myc (de acuerdo con la SEQ ID NO:
33 y 32, respectivamente) como oligonucledtidos mediante Integrated DNA Technologies™
(Coralville, 1A, EE.UU.) y se insertaron en la terminal amino o carboxi. Se sometieron a
prueba siete diferentes activadores (MECP2-intrén, MECP2, hNSE, CamKIl, hSyn,
hSTXBP1p, CAG) para el gen STXBP1 de humano.

En la Figura 3 se muestra un dibujo esquematico de los constructos designados. En la
Figura, “prom” significa activador; “INT” se refiere a intron, “h” significa humano, SV40 se
refiere a la secuencia de poliadenilacion de SV40; “tag” representa un identificador de HA o

Myc, ubicado ya sea en el extremo N o el C de un constructo.

Ejemplo 2: Evaluacién de la expresion de STXBP1 con diferentes activadores

Cultivo celular

Las lineas celulares de AD-HEK293 derivadas de seres humanos (Agilent Technologies™,
Santa Clara, CA, EE.UU.) y Neuro-2A (ATCC™, Manassas, VA) derivadas de ratones se
hicieron pasar por DMEM + 10 % FBS + Penicilina/Estreptomicina 1 % (todo proveniente de
Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, EE.UU.). Se diferenciaron las células Neuro-2a
mediante suplementacion de medios de crecimiento con 10 uM de acido retinoico
(MilliporeSigma™, Burlington, MA, EE.UU.) durante 72 horas como se describié con
anterioridad (Tremblay, R.G. et al. 2010). Las células se transfectaron usando reactivo de
transfeccion X-tremeGene 360 (Roche, Mannheim, Alemania) de acuerdo con el protocolo

del fabricante. También se incluyd una transfeccion de control, con plasmido de control.
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Inmunofluorescencia y microscopia

Los experimentos con imagenes se realizaron en un microscopio epifluorescente Zeiss Axio
Observer 7 (Carl Zeiss AG™, Oberkochen, Alemania) equipado con una lente de objetivo de
40x, y una camara monocromo con flash enfriado Hamamatsu Orca 4 (Hamamatsu
Photonics KK™, Hamamatsu City, Japan). Las células transfectadas de AD-HEK293 y
Neuro-2a se fijaron con paraformaldehido 4 % (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA,
19440), y se aplico tincion con el anti-STXBP1 policlonal de conejo (MilliporeSigma™,
Burlington, MA, EE.UU.) a una relacion de 1:500. Luego, se aplicé tincion a las células con
conjugado de anticuerpos secundarios anti-conejo de asno a Alexa Fluor 488, a 1:1000,

antes de obtener imagenes.

Figura 4: (A) Imagenes por inmunofuorescencia de células AD-HEK293 transfectadas con
plasmidos de hSTXBP1 activadas por diversos activadores (CAG, MECP2 y MECP2-intrén)
detectadas con anticuerpo anti-STXBP1. (B) La seccion de magnificacion muestra que

STXBP1 se localiza hacia la membrana celular. AD = adherente, NC = control negativo.

Como se observa en la Figura 4, las células transfectadas demuestran diferente expresion
de nivel de transgén de STXBP1 de humano con el accionar del activador ubicuo CAG o los

activadores neuro-especificos (MECP2 y MECP2-intrén).

También se analizaron las células Neuro-2A transfectadas con los plasmidos de STXBP1
activados por activador ubicuo CAG y activadores neuro-especificos (MECP2 y MECP2-

intrén), como se muestra en la Figura 5.

Figura 5: (A) Imagenes por inmunofuorescencia de células Neuro-2a transfectadas con
plasmidos hSTXBP1 activados por varios activadores (CAG, MECP2 y MECP2-intrén)
detectados con anticuerpo anti-STXBP1. (B) Magnificacion que muestra que STXBP1 se

localiza hacia la membrana celular. NC= control negativo.

La STXBP1 es una proteina sistélica que interactua con un conjunto de proteinas asociadas
a membranas. Las imagenes aumentadas de AD-HEK293 y Neuro-2A transfectadas
muestran que STXBP1 expresada desde dichos plasmidos se localiza hacia la membrana
plasmatica (Figura 4(B)) o tanto a los procesos neuronales como a la membrana plasmatica,

como estaba previsto (Figura 5(B)).

Analisis Western blot

75



Las células AD-HEK 293 transfectadas se recolectaron en tampén 1X Cell Lysis (Cell
Signaling Technology™, Danvers, MA, EE.UU.) con contenido de 1X Proteasa Halt y coctel
inhibidor de fosfatasa (Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, EE.UU.) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. El tampdn de muestra de dodecilsulfato de litio (LDS,
Lithium Dodecyl! Sulfate) suplementado con agente reductor al 10 % (ambos de Thermo
Fisher Scientific™, Waltham, MA, EE.UU.) se agrego a los lisados de proteina hasta una
concentracion final de 1X. Las muestras se resolvieron mediante electroforesis en gel de 1D
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate—PolyAcrylamide Gel Electrophoresis, electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio). Para cada muestra, se cargaron 30 ug de
proteinas por carril. Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Li-Cor
Biosciences™, Lincoln, NE, EE.UU.) usando un aparato de transferencia semiseco (Bio-Rad
Laboratories™, Hercules CA). Después de la transferencia, las membranas se incubaron en
solucion bloqueante (Li-Cor Biosciences™, Lincoln, NE, EE.UU.) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las membranas, luego, se incubaron con solucién bloqueante con
contenido de anticuerpos primarios durante la noche, a 4 °C. Los siguientes anticuerpos
primarios se utilizaron para este analisis: anti-STXBP1 policlonal de conejo
(MilliporeSigma™, Burlington, MA, EE.UU.) a 1:1000, anti-STXBP1 policlonal de cabra
(Abnova, Taoyuan, Taiwan) a 1:1000, anti-c-myc policolonal de conejo a [SIC] 1,1000
(MilliporeSigma™, Burlington, MA, EE.UU.), anti-HA monoclonal de conejo a 1:1000 (Cell
Signalling Technology™, Danvers, MA, EE.UU.), anti-GAPDH monoclonal de ratén a 1:1000
(MilliporeSigma™, Burlington, MA, EE.UU.). Las membranas se lavaron tres veces con
solucién PBST (Phosphate Buffered Saline con Tween, solucién salina tamponada con fosfato
con Tween), se colocaron en solucion bloqueante con contenido de anticuerpos secundarios
anti-cabra IRDye 680RD de asno o anti-conejo IRDye 680RD de asno o anti-ratén 800CW
de asno (1:15.000; Li-Cor Biosciences™, Lincoln, NE, EE.UU.), adecuados para la
deteccién en el espectro de rojo lejano, durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
proteinas se visualizaron utilizando un dispositivo para imagenes de rojo lejano Li-Cor
Odyssey CLx (Li-Cor Biosciences™, Lincoln, NE, EE.UU.).

La masa molecular del monémero STXBP1 en condiciones reductoras esta prevista en
aproximadamente 70 kDa y se detecto la proteina mediante el analisis Western blot como
un monomero. La deteccion de GAPDH se utiliz6 como un control de carga. Dichos
resultados muestran que se logré una fuerte expresion mediante diversos activadores en

Neuro-2A diferenciadas (Figura 6).

Figura 6: Analisis Western blot de células Neuro-2a transfectadas con hSTXBP1 activadas

por various activadores (CAG, MECP2 y MECP2-intron). Se muestran dos réplicas técnicas
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de cada condicién. NC = control negativo, 1 = MECP2-intron-hSTXBP1, 2 = CAG-hSTXBP1,
3 = MECP2-hSTXBP1.

Estos resultados también muestran que se logro una fuerte expresion tanto por constructos

identificados en extremo N como en el C, activados por el activador CAG (Figura 7).

Figura 7: Analisis Western blot de (A) HSTXBP1 identificada por Myc, activada por activador
CAG en células AD-HEK293 detectadas con anticuerpo anti-Myc y (B) HSTXBP1
identificada por HA, activada por activador hSYN en células AD-HEK293, células SH-SY5Y
y células Neuro-2a detectadas con anticuerpo anti-HA. Se muestran dos réplicas técnicas
de cada condicion. (C) También se detectaron proteinas identificadas por epitopo en células
AD-HEK293 usando anticuerpos anti-STXBP1. NC = control negativo, 1 = CAG-hSTXBP1-
Myc, 2 = CAG-Myc-hSTXBP1, 3 = hSYN-HA-hSTXBP1. La banda de proteina de fondo en
el carril NC en (A) se debe a la deteccion de Myc enddgeno a través del anticuerpo anti-

Myec.

Ejemplo 3: Identificacion y andlisis de variantes de origen natural y variantes

patolégicas

Se buscaron datos en la base de datos ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), un
archivo publico de acceso libre con informes de las relaciones entre fenotipos y variaciones
humanas, con pruebas de respaldo, a fin de identificar las variantes génicas de STXBP1
usando el término de busqueda “STXBP1” y “patogénico” o “probablemente patogénico”. La
lista de variantes patolégicas se complementé con las mutaciones publicadas en la
bibliografia cientifica revisada por pares y se seleccioné manualmente de la busqueda de
PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) usando los términos de busqueda “STXBP1,
Munc18, variante, mutacién” y fue definido como patoldgico por los autores para identificar

las variantes patologicas de STXBP1 que no se informaban en ClinVar.

Luego, se identificaron las variantes patolégicas y variantes probablemente patoldgicas que

conllevaron a un cambio en la proteina STXBP1. (Tablas 5 y 6 respectivamente).

Tabla 5:

Variante patologicas (con referencia a la SEQ ID NO: 9)

Cambio de proteinas

R190Q Y531*
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C516*, C549*, C552*, C538*

M294fs, M316fs, M327fs, M330fs

D371fs, D385fs, D382fs, D349fs

N489fs, N511fs, N522fs, N525fs

D76H, D9OH R278P, R289P, R292P
E12fs R464fs, R428fs, R450fs, R461fs
E221fs, E218fs, E207fs R388*

E273* R100fs

E384*, E406*, E417*, E420* C354Y

E39*%, E53* S533fs

F115fs P480L

G193V H245D

K340fs, K307fs, K329fs, K343fs A207T

P125Q, P136Q, P139Q C354R

Q203* C366fs

R551H D224fs

S155fs, S141fs, S152fs

E299fs, E302fs, E266fs, E288fs

S89fs

E302*

W478*

E337fs, E304fs, E326fs, E340fs

Y198%, Y209*, Y212*

F237fs

Y198*, Y209*, Y212*

G222fs, G233fs, G236fs

Y266* G507E, G540E, G543E, G529E
E27* 1393fs

E418*, E407%, E421*, E385* 1490fs

E527*, E516*, E530*, E494* I50fs

E67*, E81* 1539del

G508C, G530C, G541C, G544C K196*

G544D

K328fs, K364fs, K350fs, K361fs

H498fs, H462fs, H495fs, H484fs

K447fs, K458fs, K461fs, K425fs

1232fs

K98fs, K84fs
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K111fs, K122fs, K125fs L130fs

M252fs L36*

M443R L87fs, L73fs

Q336" N134fs

S440%, S462*, S473*, S476* P433fs

V84D Q250"

Y330fs, Y344fs, Y308fs, Y341fs Q338*

Y519* Q359*

C180Y Q558*

R122* Q576fs

R292H R157fs, R168fs, R171fs
R190W R500fs, R522fs, R533fs, R536fs
R406C R522fs, R500fs, R533fs, R536fs
R235Q R551L

R235* R551P

G544V S292fs, S328fs, S314fs, S325fs
K461fs S300fs

R551C S42fs

R367*, R331*, R353*, R364* T504fs

E470* Ww28*

W522* W563*

A214fs Y140*

G319fs Y344*, Y322*, Y355*, Y358*
G544fs Y402fs

R292L Y551*, Y554*, Y518*, Y540*
Y250%, Y261*, Y264* S476*

K120fs E283K

188fs H523fs
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Q229*

Tabla 6:

Cambio de proteinas

Variantes probablemente patolégicas (con referencia ala SEQ ID NO: 9)

G530R, G541R, G508R, G544R

S28Y, S42Y

H311D, H333D, H347D, H344D

Y75C

T129P

R406H, R370H, R403H, R392H

A102del, A88del

L426P

D248Y, D259Y, D262Y

E171G, E182G, E185G

H89P, H103P

E207fs, E218fs, E221fs

K194fs, K205fs, K208fs

L390R, L412R, L423R, L426R

L41Q, L27Q A517S
P65L, P79L E487D
Y145H G236D
W274R, W285R, W288R H293Y
R406L 232N
R551S 1390V
P139L 485N
R403G, R392G, R370G, R406G L256P
T361I L291P
K32E, K46E P335S
E455del, E477del, E488del, E491del | T570A
P444S, P466S, P477S, P480S N548D
Y358fs 1248l

Las variantes génicas de STXBP1 pueden incluir mutaciones de sentido alterado, que

generan sustituciones de aminoacidos. Por ejemplo, R190Q en la Tabla 5 significa que la

arginina en la posicién 190 con referencia a la SEQ ID NO: 9, se reemplaza por glutamina.

80



También pueden producirse otras mutaciones. Un tipo de mutacion que se identificod fue una
mutacion que abarca la insercion o delecion de nucledtidos en los cuales el numero de
pares de bases cambiados no es divisible por tres, lo que lleva a la creaciéon de una nueva
secuencia de aminoacidos, un desplazamiento, indicado como “fs”. Si la mutacion altera el
marco de lectura correcto, toda la secuencia de ADN después de la mutacion se leera en
forma incorrecta. Por ejemplo, E12fs en |la Tabla 5 significa que el acido glutamico en la
posicion 12 con referencia a la SEQ ID NO: 9 estd cambiado debido a un desplazamiento
de nucledtidos, lo que trae como resultado una proteina anormal con una secuencia de
aminoacidos incorrecta.

Otro tipo de mutacién observada en las variantes fue una mutacion al nivel del ADN que
elimina uno o0 mas residuos de aminoacido en la proteina. Este tipo de mutacion se indica
como una delecion (del) en las Tablas. Por ejemplo, 1539del en la Tabla 5 significa que la
isoleucina en la posicion 539 con referencia a la SEQ ID NO: 9 esta eliminada.

Otras mutaciones incluyeron la introduccién de codén de parada, indicado mediante un
asterisco (*), lo cual significa que la traduccion de la proteina se detiene en esta posicion, lo
cual trae como resultado una proteina acortada o truncada. Por ejemplo, Y531* en la Tabla
5 significa que la mutacion de parada se produce en el codén que normalmente codifica la
tirosina 531 con referencia a la SEQ ID NO: 9, lo cual termina la traduccion de la proteina en

esta posicion.

Las variantes de origen natural en la poblacién sana se derivaron de gnomAD (The Genome
Aggregation Database - https://gnomad.broadinstitute.org/ v2.1.1), una informacién genética
con contenido de conjunto de datos de control disponible publicamente de 60.146 muestras

provenientes de individuos no relacionados, usando el término de busqueda “STXBP1”. Las
variantes obtenidas del conjunto de datos de control incluyen variantes de sentido alterado,

que alteran codones de inicio (start-lost) y que crean un coddn de parada (stop-gained) que

resultan en un cambio de aminoacido. Las variantes de origen natural que traen como

resultado un cambio en aminoacidos se informan en la Tabla 7.

Tabla 7:

Variantes de origen natural (con referencia a la SEQ ID NO: 9)

Ala113Thr Asp207Asn lle289Val Pro67Leu Val84lle
Ala181Asp Asp210Asn lle450Val Pro94Leu Val9lle
Ala389Ser Asp436Gly 1e490Thr Pro95Leu Ala514dup
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Ala430Thr Asp49His Leu169Met Ser149Phe Phe595LeufsTer30
Ala444Val Asp586Asn Leu414Ser Ser328Thr Val593TyrfsTer32
Ala514Thr Asp597Asn Lys161Arg Ser533Thr

Ala527Thr GIn154His Lys25Asn Ser70Thr

Arg100Gin GIn338Arg Lys277Arg Thr129lle

Arg100Trp Glu12Asp Lys314Asn Thr401lle

Arg171His Gly222Ser Lys364Arg Thr419Met

Arg192Gin Gly520Val Met15Val Thr455Met

Arg305Gin Gly529Ser Met38Thr Thr588lle

Arg305Trp His16Arg Met602Val Tyr519Cys

Arg457Cys His357Pro Phe91Leu Val104lle

Arg505Cys lle168Val Pro434Leu Val448Met

Arg583Ser lle271Val Pro462Leu Val451lle

Arg64Cys

Asn398Ser

Asn548Ser

Ejemplo 4: Produccion de particulas viricas

Produccion de AAV

Los plasmidos trans que contienen las secuencias Rep de AAV2 seguidas por las

secuencias de capside AAV9.hu14 (en adelante denominada AAV9) o AAV-de tipo real (en

adelante denominada AAV1tt) (de acuerdo con la SEQ ID NO: 17 y 34, respectivamente) se

sintetizaron de novo por medio de ATUM™ (Newark, CA, EE.UU.). El plasmido auxiliar de
AAV pALD-X80 se adquirid a través de Aldevron, LLC™ (Fargo, ND, EE.UU.).

Los vectores de AAV no replicantes se produjeron mediante el método de triple

transfeccion. Las células Expi293 (Thermo Fisher™, Waltham, MA, EE.UU.) se hicieron

pasar cada entre 3 y 4 dias, usando medios de expresion Expi293 (Thermo Fisher™,

Waltham, MA, EE.UU.) en matraces de agitacion, a una densidad de siembra de 3,0 E+05 —

5,5 E+05 células/mL. Las células Expi293 se cultivaron en un agitador orbital a 125 rpm en
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una incubadora Eppendorf fijada a 37 °C, con COz al 5 %. Para configurar los matraces de
produccion, un matraz de agitacion de 125 mL se inocul6 el dia anterior a la transfeccion a
1,5 E+05 células/mL en un volumen total comprendido entre 30 y 66 mL por preparacion
virica. La densidad celular viable se calcul6é usando un Vi-Cell Blu (Beckman Coulter™,
Pasadena, CA, EE.UU.).

Como se indica a continuacion, se creé un complejo de transfeccion para cada matraz para
el matraz de produccién, con un volumen de trabajo de 30 mL: 180 uL de polietilenimina
(PEI) MAX a 1 mg/mL (Polysciences Inc™, Warrington, PA, EE.UU.) se diluyé en 1,5 mL de
medio libre de suero OptiPRO (Thermo Fisher™, Waltham, MA, EE.UU.), se mezclaron en
vortex en la configuracién 8, cuatro veces, y se incubd durante 5 minutos a temperatura
ambiente. En forma separada, se diluyeron 20 ug de plasmido en Cis (como se indica en la
Tabla 10), 30 ug del plasmido Rep/Cap (AAV9 o AAVtt), y 40 ug del plasmido auxiliar
(pALD-X80) en 1,5 mL de medio libre de suero OptiPRO, se mezclaron en vértex en la
configuracion 8, cuatro veces, y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Estas
dos mezclas luego se combinaron, mezclaron en voértex en la configuracion 8, cuatro veces,
y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego, los complejos de
transfeccion se agregaron a los matraces de agitacion con contenido de células. Las células

se cultivaron con la mezcla de transfeccion a 37 °C, con agitacion constante a 125 rpm.

Después de 96 horas, se incorporo en los matraces el tampoén de lisis de AAV concentrado
hasta una concentracion final de 1X (150 mM NaCl, 120 mM Tris-HCI [pH = 8,0], 2 mM
MgCl2, 0,1 % Triton X-100), y Benzonasa (MilliporeSigma™, Burlington, MA, EE.UU.) hasta
una concentracion final de 50 U/mL. Esta mezcla se incub6 durante 1 hora a 37 °C con
agitacién constante a 125 rom. La mezcla se clarificd mediante centrifugacion a 2880 x g

durante 10 minutos a 23 °C. Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta futuro analisis.

Determinacion de la concentracion del AAV

Se retird cada muestra de -80 °C y se la dejé descongelar a temperatura ambiente durante
15 minutos. Una vez que se descongeld la muestra, se mezclé en vértex brevemente y se
centrifugd durante un minuto. A continuacion, se agregé 10 uL de muestra a un pocillo
individual de una placa para PCR de 96 pocillos combinada con tampoén 10X DNAsa, 50 U
DNAsa, y agua libre de DNAsa (todos de Promega™, Madison, WI, EE.UU.) hasta un

volumen total de 100 uL en cada pocillo.
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Luego, la placa se transfirié a un ciclador térmico Bio-Rad™ (Hercules, CA, EE.UU.) y se
calent6 durante 30 minutos a 37 °C, luego, se enfrié a 4 °C. A continuacion, las muestras se

diluyeron en forma seriada, tal como se describe en la Tabla 8.

Table 8:
Paso de Factor de Muestra Volumen Volumen | Volumen | Factor de
dilucion dilucion intermedia intermedio de total dilucion
intermedio (uL) diluyente (uL) total
(L)
DO 10 Muestras 100 NA 100 10
tratadas con
DNAsa

D1 1.5 DO 100 50 150 1,5 E+01
D2 10 D1 10 90 100 1,5 E+02
D3 10 D2 10 90 100 1,5 E+03
D4 10 D3 10 90 100 1,5 E+04
D5 10 D4 10 90 100 1,5 E+05

Se mezclaron (5) uL de diluciones D2, D3, D4, y D5 con 20 uL de una mezcla maestra de
ddPCR (digital droplet PCR, PCR de goticulas digitales) compuesta por Supermix para
sondas (No dUTP; Bio-Rad™, Hercules, CA, EE.UU.), cebador directo
GATCCAGACATGATAAGATACATTG (SEQ ID NO: 40), cebador inverso
GCAATAGCATCACAAATTTCAC (SEQ ID NO: 41), sonda 6-Fam/Zen/3’I1B FQ:
TGGACAAACCACAACTAGAATGCA (SEQ ID NO: 42), y agua libre de DNAsa hasta una
concentracion final de 1X. Este conjunto cebador tiene por diana la region poliA de SV40 del

transgén. Cada muestra se paso por duplicado en una placa de PCR de 96 pocillos.

La placa se sell6 por calor con una cobertura de aluminio, se mezclé en vortex por pulso y
se centrifugd a 1000 x g durante 5 minutos. La placa se coloco en el generador de goticulas
Bio-Rad™ QX-200 y se generaron goticulas de conformidad con las instrucciones del

fabricante.
Después de la generacion de goticulas, la placa se sellé por calor con una cubierta de

aluminio y se colocé en un termociclador BioRad™ programado para hacer funcionar el

ciclo descripto en la Tabla 9.
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Tabla 9:

Configuraciéon de amplificacion de PCR (la nivelacion completa se fija en 2,5
°C/segundos)

Paso de ciclo Temperatura Duracién Numero de ciclos
Activacion de enzimas 95°C 10 minutos 1
Desnaturalizacién 95°C 30 segundos | 39
Hibridacion/extension 56 °C 1 minuto

Desactivacion de enzimas 98 °C 10 minutos 1

Mantenimiento 4°C Infinito 1

Una vez completado, la placa se colocé en un dispositivo de generacién de goticulas Bio-
Rad™ QX200 para la lectura de goticulas, de conformidad con la instruccion del fabricante.
La concentracion de genomas de vector (VG/mL) se cuantificé usando la siguiente férmula:
VG/ML: X =[(aY)(1000/b)]D, en donde:

X es VG/mL;

a es el volumen de la reaccion de ddPCR (25 ul);

Y es la lectura de ddPCR en copias por microlitro;

b es el volumen de vector diluyente en la ddPCR (5 yL);

D es la dilucion total aplicada al material de prueba.

Los criterios de aceptacion del ensayo se definieron de la siguiente forma:

El porcentaje de CV entre las réplicas debe ser < 15 %; si >15 % se debe omitir un
periférico. Si se omite un periférico y el porcentaje de CV sigue siendo > 15 %, se debe
repetir el ensayo. El porcentaje de CV de inter-dilucion debe ser < 20 % y las diluciones
informadas deben ser al menos dos diluciones consecutivas. Si el porcentaje de CV es >
20 %, se puede omitir una dilucién, siempre que las diluciones informadas sean al menos
dos diluciones consecutivas. Si las diluciones promediadas todavia son > 20 %, debe
repetirse el ensayo. Cada pocillo de reaccion debe tener = 1000 goticulas aceptadas. Si

tiene <10.000 goticulas, se debera excluir dicho pocillo del analisis.

Cuantificacion de patrticulas viricas mediante ELISA de capside de AAV

Se determiné la concentracion de la particula virica mediante kits de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay, enzimoinmunoanalisis absorbente) (PROGEN™ Biotechnik GmbH,
Heidelberg, Alemania), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para AAV9, se
utilizé el anticuerpo ADK9 monoclonal de ratén, tanto para los pasos de captura como de

deteccién. Para AAVtt, se empled anticuerpo monoclonal A20R, tanto para los pasos de
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captura como de deteccion. Se realizaron los lavados en el tampdn de ensayo (ASSB) 1X
provisto entre cada paso, usando una lavadora de microplacas Molecular Devices™ (San
Jose, CA, EE.UU.) AquaMax 4000. Las muestras se detectaron con un lector de placas
Molecular Devices™ SpectraMax M5e. Las concentraciones de capsides se interpolaron a

partir de la curva estandar y se informan en la Tabla 10.

Tabla 10:
Plasmido en | Capside | Total de Concentraciones | Genomas Concentraciones
Cis particulas | de capside viricos de genoma
viricas (VP/mL) totales virico
(VP) (VG) (VG/mL)
MECP2- AAV9 215E+13 | 7,17 E+11 7,77 E+11 | 2,59 E+10
hSTXBP1
MECP2- AAV9 1,94 E+13 | 6,47 E+11 6,72 E+11 | 2,24 E+10
intron-
hSTXBP1
MECP2- AAVTT | 6,72E+12 | 2,24 E+11 6,06 E+11 | 2,02 E+10
hSTXBP1
MECP2- AAVTT | 4,38 E+12 | 1,46 E+11 5,04 E+11 | 1,68 E+10
intrén-
hSTXBP1

Las concentraciones de genomas viricos obtenidas por ddPCR y las concentraciones de
capsides obtenidas mediante ELISA indicaron que podrian producirse en forma exitosa
tanto las particulas viricas AAV9 como AAVtt que comprenden un vector virico con un acido
nucleico que comprende un activador ligado operativamente indicado con un transgén de
STXBP1 de humano.

Ejemplo 5: expresion lentivirica de casetes de STXBP1 en neuronas glutamatérgicas
diferenciadas NGN2

Se utilizé una linea de iIPSC con edicién génica (EBISC, Ref: BIONi010-C-13) que porta un
casete de expresion de NGN2 inducible por DOX para generar neuronas glutamatérgicas
derivadas de iPSC. En este protocolo, el factor de transcripcion de NGN2 se indujo

mediante doxiciclina durante 9 dias para cebar la diferenciacién neuronal. En la division
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(DIV) 21, las neuronas NGN2 derivadas de iPSC fueron transducidas con diluciones
seriadas de vectores lentiviricos con expresion de STXBP1 de humano (SEQ ID NO: 9) bajo
el control de activador hSyn o MECP2. Los vectores lentiviricos se produjeron en células
HEK 293 usando un sistema de tercera generacién, para mayor seguridad. En DIV28, el
analisis inmmunocitoquimico (ICC, ImmunoCytoChemistry) se realizé de la siguiente forma:
se fijaron células con paraformaldehido 2 % y con tinciéon con un anticuerpo anti-STXBP1
policlonal primario de conejo (Sigma, Ref: HPA008209) en una dilucion de 1:250. Luego, se
realizé la tincidon de células con un anticuerpo secundario anti-conejo de cabra conjugado
con Alexa Fluor 568 en una dilucién de 1:1000. Se obtuvieron imagenes con un instrumento

InCell analyser 6000, con parametros empiricos.

Las imagenes representativas de la ICC de las células transducidas con vectores lentiviricos
con una multiplicidad de infecciones (MOI, Multiplicity de Infection) de 2 se muestran en la
Figura 8.

Figura 8: Transduccion de vector lentivirico de casetes de SXTBP1 en neuronas
glutamatérgicas derivadas de iPSC. Las imagenes muestran ilustraciones representativas
de la expresion de STXBP1 en condiciones con control (sin transducir) y después de la
transduccién de casetes bajo el control de los activadores hSyn o MECP2.

Las imagenes se tomaron usando el mismo entorno de adquisicion para todas las
condiciones. La comparacion de la sefial con las células no transducidas permitio la
visualizacién de la sobreexpresion de STXBP1 en las neuronas NGN2 derivadas de iPSC
humanas. La STXBP1 bajo el control del activador hSYN dio como resultado una mayor

expresion que con el activador MECP2 (resumido en la Tabla 11)

Tabla 11: Expresién de niveles de STXBP1 después de la transduccion lentivirica en
neuronas glutamatérgicas derivadas de iPSC
Sin transducir hSYN-STXBP1 MECP2-STXBP1

No detectadas ++ +

(+) niveles de expresion relativa observados por analisis de ICC

Ejemplo 6: Transduccion de AAV-9 de casetes de STXBP1 en neuronas primarias de

raton

Los vectores AAV9 se produjeron como se describe en el Ejemplo 4 y las caracteristicas de
capside se enumeran en la Tabla 12. La proteina STXBP1 expresada por transgén (SEQ ID

NO: 9) fusionada a un identificador de HA en el extremo N, y la expresion fue activada por
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los siguientes activadores: hSyn, MECP2 o MECP2-intron. La proteina identificada por HA
se utilizé para diferenciar la expresion de transgén de niveles de STXBP1 enddgena. Se
utilizé una capside de AAV9 con un casete de CAG-eGFP-NLS como un vector de control
para la eficacia de la transduccion. Se investigo la expresion de STXBP1 en vitro mediante
la transduccion de neuronas corticales primarias de raton. Las células no transducidas se

utilizaron como un control para la expresion endégena de STXBP1.

Tabla 12: Propiedades del vector virico AAV9

Concentraciones | Endotoxina
Casete Capside | de genomas (<10
viricos (vg/mL) EU/mL)
hSyn-eGFP AAV9 1,36E+13 Aprobado
MECP2-HA-
AAV9 1,39 E+13 Aprobado
hSTXBP1
MECP2-intrén-
AAV9 1,35 E+13 Aprobado
HA-hSTXBP1
hSyn-HA- Aprobado
AAV9 1,28 E+13
hSTXBP1
CAG-HA- Aprobado
AAV9 1,22 E+13
hSTXBP1
CAG-eGFP AAV9 1,30 E+13 Aprobado

Las células neuronales corticales primarias de ratdn se prepararon a partir de tejido cortical
de embriones de raton E17. Los tejidos corticales se disociaron usando papaina durante 30
minutos, a 37 °C, y se mantuvieron en cultivo en medio Neurobasal™ suplementado con
suplemento B27 2 %, GlutaMAX-l 1 mM y penicilina-estreptomicina 50 unidades/ml. Cada

semana se realizd el cambio de la mitad del medio.

En la division (DIV) 7, las células fueron transducidas con los diferentes constructos de
AAV9 en dos diferentes MOI (2,5 E+6 GC/célula y 5,0 E+5 GC/célula). El nivel de
transduccién se confirmoé al incluir el constructo hSyn-eGFP-NLS, que era alto en ambas
condiciones de MOI. En DIV13, las células se fijaron con paraformaldehido 2 % y se
sometieron a tincion con el anticuerpo anti-STXPB1 policlonal primario de conejo (1:250;
Sigma, Ref: HPA008209) y mediante tincién identificadora anti-HA (1:100; Ref: 2367S, Cell
Signaling Technology). Las imagenes se obtuvieron con un instrumento InCell analyser

6000, con parametros empiricos.

88



Figura 9: Transduccion de AAV9 de STXBP1 en neuronas primarias de raton (A) Imagenes
representativas de tincion de STXBP1 en neuronas corticales primarias de ratén
transducidas con el vector virico AAV9 a MOI 5,0 E+5 GC/célula. Las ilustraciones muestran
condiciones con control (sin transducir) y la expresion de STXBP1 bajo el control de los
activadores hSyn, MECP2 o MECP2-intron (B) Comparacién de la tincion de HA (derecha)

con la tincion de STXBP1 (izquierda) en las mismas neuronas corticales primarias de raton.

Con el uso de parametros de adquisicién similares se confirmé el aumento de la expresion
de niveles de STXBP1 para los tres activadores en comparacién con las células no
transducidas (Figura 9A), lo que sugiere que la transduccion de AAV9 puede lograr la
expresion de STXBP1 sobre niveles de los valores iniciales (baseline). El activador MECP2
con intrén mostré los maximos niveles de expresion, seguido por hSyn y MECP2 (Tabla 13).
Mas aun, la colocalizacion de anti-HA con tincién de STXBP1 se observé para todos los
vectores viricos estudiados; se muestra una imagen representativa en la Figura 9B (véanse

las flechas).

Tabla 13: Transduccion de AAV9 de SXTBP1 en neuronas primarias de raton bajo el control
de diferentes activadores neuronales

Sin
transduccion
STXBP1 - ++ + +++

hSyn MECP2 MECP2-intrén

(+) niveles de expresion relativa observados mediante analisis de ICC

Para demostrar que la transduccién de STXBP1 fue especifica para células neuronales, se
realizé la contra-tincion de cultivos primarios de ratén con un anticuerpo dirigido contra el
marcador pan neuronal MAP2 (1:5000; Ref: ab5392; Abcam™, Cambridge, MA, EE.UU.).

Figura 10: Colocalizacién de sobreexpresion de STXBP1 en neuronas positivas MAP2. Las
imagenes son ilustraciones representativas de tincion identificadora anti-HA (paneles
izquierdos) y tincion anti-MAP2 (paneles derechos) en neuronas primarias de raton después
de la transduccion de los vectores viricos AAV9. Las flechas indican ejemplos de células

que expresan STXBP1 (HA) y el marcador neuronal (MAP2).

La Figura 10 muestra la colocalizacion del marcador neuronal (MAP2) con la tincién anti-HA
en las neuronas corticales primarias de ratén transducidas (véanse las flechas). Estos datos

confirmaron la expresion neuronal del producto de transgén de STXBP1 identificado por HA
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bajo el control de los diferentes activadores neuronales. La intensidad de la sefial de
identificador de HA (Tabla 14) se correlaciona con los niveles de STXBP1 (Tabla 13), lo que
sugiere que la concentracion del activador se debe categorizar de la siguiente forma:
MECP2-intrén > hSyn > MECP2.

Tabla 14: Expresion y localizacion de identificador de HA en neuronas primarias de ratén

Sin hSyn- MECP2- MECP2-intrén-
transduccion | HA_STXBP1 HA_STXBP1 HA_STXBP
Senal de
identificacion | - ++ + +++
por HA
Colocalizacion Si Si Si

(+) niveles de expresion relativa observados por analisis de ICC

Ejemplo 7: expresion en vivo de STXBP1 después de transduccion mediada por AAV-

9 en cerebro de ratén

Se investigo la transduccién mediada por AAV9 de STXBP1 en cerebro de ratén en vivo. Se
administraron los vectores viricos por inyeccion bilateral intracerebroventricular (ICV) en el
cerebro de ratones neonatales 1 dia después de nacer (PND, Post-Natal Day 1). La
metodologia para las inyecciones neonatales ICV ha sido descripta previamente (Bertrand-
Mathon, et al. 2015; Kim, et al. 2014; Hamodi, et al. 2020). Los animales inyectados se
monitorearon durante un periodo de 5 semanas y la expresion y distribucion de STXBP1 se

analizé mediante lecturas bioquimicas en tejidos cerebrales.

Los experimentos incluyeron 5 grupos: Control (el vehiculo inyectado), Virus de control
(AAV9/hSyn_eGFP), AAV9/hSyn-HA-STXBP1, AAVO/MECP2-HA-STXBP1 y AAV9/MECP2-
intron-HA-STXBP1. Los vectores de AAV9 fueron los mismos que se describen en la Tabla

12. En la Tabla 15 se muestra un resumen de las condiciones experimentales en vivo.

Tabla 15: Resumen de condiciones experimentales en vivo

Edad en el Via de Casete del .. Evaluacién | Evaluacion
Concentracioén
tratamiento administracion|vector virico en vida terminal
ICV inyectado | AAV9/hSyn- Signos Recoleccion
_ 1,28 E+13 GC/mL _
bilateralmente | STXBP1 clinicos, de cerebro y
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Dia 1 2 ul/ AAV9/ efectos organos 5
posnatal hemisferio MECP2- 1,39 E+13 GC/mL | adversos, semanas
PND1 STXBP1 peso después de la
AAVY/ corporal, inyeccion para
MECP2- mortalidad | el andlisis
intrén 1,35 E+13 GC/mL durante 5 | bioquimico,
STXBP1 semanas histopatologia,
AAV9/ después de | inmunohisto-
hSyn_EGF | 1,36 E+13 GC/mL | la inyeccion | quimica,
P expresion de
(solucién salina transgén.
Vehiculo tamponada con
fosfato estéril 1X)

Las diferencias de peso corporal se monitorearon durante el curso del estudio (5 semanas
después de la inyeccién) para evaluar la salud general de los ratones. No hubo diferencias
significativas en los pesos corporales de los diferentes grupos de casetes en el momento de
la ultima evaluacion. Ninguno de los grupos mostré signos clinicos de toxicidad. En forma
adicional, no hubo signos obvios de morbilidad o demoras en el desarrollo en los ratones
salvajes adultos tratados con AAV9/hSyn-HA-STXBP1, AAV9/MECP2-HA-STXBP1 o
AAVI/MECP2-intron-HA-STXBP1. Los resultados de este experimento demostraron que los
casetes del vector virico exhibieron tolerancia a largo plazo y baja toxicidad y, por

consiguiente, pueden emplearse con seguridad en un entorno preclinico.

A las 5 semanas después de la inyeccién, se recolectaron los tejidos cerebrales, se
diseccionaron y se sometieron a analisis bioquimico. Se extrajo ADN/ARN de la corteza
frontal izquierda e hipocampo, mientras que se extrajeron proteinas de la corteza frontal
derecha coincidente. La extraccion de ADN/ARN se realizo utilizando el kit AllPrep mini kit
(Qiagen, 80204), siguiendo las instrucciones del fabricante, y con la inclusiéon de un
tratamiento de DNAsa para la extraccién de ARN. Los tejidos se sometieron a lisis en
tampon RLT Plus (suplementado con B-mercaptoetanol) usando el instrumento Precellys 24
(Bertin Technologies). La concentracion de ADN se midio y ajusté a 20 ng/pl para todas las
muestras. Luego, se sometieron 40 ng a gPCR (PCR cuantitativa) usando
cebadores/sondas especificos para la sefal de poliA de SV40 (presente en todos los

casetes de AAV). Se analiz6 la cantidad de genomas de ratén usando el kit ValidPrime®
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(tataabiocenter, A106P25). La secuencia de ValidPrime® es especifica para un locus sin
transcripcion de ADNg (ADN gendmico) que esta presente en exactamente una copia por
genoma normal haploide. Para ambas qPCR, los nUmeros de copias se determinaron
usando el método de curva estandar. Se midi6 la concentracién de ARN, y 500 ng de ARN
se sometieron a RT (Reverse Transcription, transcripcion inversa) usando el kit de alta
capacidad denominado High Capacity cDNA RT Kit + inhibidor de RNasa (Applied
Biosystems, numero de catalogo 4374966). Los ADNc obtenidos se sometieron a qPCR de
sefal de STXBP1 de humano, asi como también dos genes de referencia para la
normalizacién de los resultados obtenidos. Se determind la expresion relativa y se ajusto al
promedio del valor para todos los grupos. Para la extraccion de la proteina, los tejidos se
sometieron a lisis en tampdn RIPA (Pierce, 89900) con inclusion de 2x céctel de inhibidores
de fosfatasa y proteasa concentrado (Cell Signaling Technology, nimero 5872) usando el
instrumento Precellys 24 (Bertin Technologies) y un sistema de enfriamiento. Las muestras
se dejaron sobre hielo durante 30 minutos, se centrifugaron y se recolecté el sobrenadante
como el extracto de proteina final. Se determiné la concentracién de proteina usando el kit
denominado BCA Protein Assay Kit (Pierce, 23227) y se mezcl6 7,5 ug de proteina con
tampon Laemli y B-mercaptoetanol y se incub6 a 90 °C durante10 minutos antes de SDS-
Page. Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se analizaron mediante
Western blot. Las membranas se incubaron en solucién bloqueante (Ref: 927-50000; Li-Cor)
durante 1 hora, a 4 °C, seguido por incubacién con los anticuerpos anti-HA primarios
monoclonales de ratén (1:2000; Ref: 2367S, Cell Signaling Technology) y anti GAPDH
monoclonales de raton (1:10000; Ref: G8795, Sigma). Los anticuerpos secundarios
utilizados fueron el anticuerpo secundario anti-raton IgG de asno IRDye® 680RD (1:20000;
Ref: 926-68072, Li-Cor) y el anticuerpo secundario anti-conejo IgG de asno IRDye® 800CW
(1:20000; Ref: 926-32213, Li-Cor).

Figura 11: Analisis de las copias de ADN de vector virico. Datos de gPCR de SV40pA (sefal
poliA de virus simico 40) normalizado mediante el nUmero de genomas diploide de ratdn del
hipocampo izquierdo y corteza frontal izquierda de ratones de 5 semanas de edad después
del tratamiento con AAV. Se muestran los datos para el vehiculo y los cuatro grupos
transducidos con AAV9 (virus de control, hSyn, MECP2, MECP2-intrén). Los resultados se

muestran como la media + SD.

Figura 12: Analisis de expresion de ARNm de STXBP1. Los datos se expresan como la
expresion relativa normalizada con respecto a dos genes de referencia y graduados con
respecto al promedio de la expresion de todos los grupos (media + SD). El analisis se

realizo a partir de tejidos del hipocampo izquierdo y corteza frontal izquierda de ratones de 5
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semanas de edad después del trtamiento con AAV. Se muestran los datos para el vehiculo

y los cuatro grupos transducidos con AAV9 (virus de control, hSyn, MECP2, MECP2-intrdn).

Figura 13: Analisis de proteinas mediante Western blot. (A) Un Western blot que muestra la
expresion de identificador de HA para los diferentes casetes en la corteza (n =entre 5y 7
por grupo). Se utilizé GAPDH como un control de carga. (B) Cuantificacion de las
intensidades de banda identificadas por HA, cada muestra esta normalizada con respecto al

control de carga de GAPDH. Los resultados se muestran como la media + SD.

Tal como se ilustra en la Figura 11, se detectaron copias de ADN de vector significativas por
genomas diploide de ratén en el extracto de ADN y demostraron una transduccion eficaz de
AAV9 entre los diferentes vectores viricos en el hipocampo y la corteza (N=entre 5y 7
ratones). Se observo expresion de transgén de STXBP1 de humano (ARNm) para los tres
casetes y una expresién mucho mas fuerte se observé para el casete de MECP2-intron en
comparacion con hSyn y MECP2 (Figura 12). El analisis Western blot de la proteina
STXBP1 identificada por HA confirmd la expresion del producto de transgén especifico en
vivo en la corteza prefrontal para los tres casetes estudiados (Figuras 13 Ay B). En
conjunto, los datos permitieron una categorizacién general de la potencia del activador entre
los vectores viricos. EIl MECP2-intron mostro la maxima expresion de STXBP1 con
identificador de HA seguido por hSyn y MECP2. Estos datos estuvieron en linea con los
datos en vitro en neuronas corticales primarias de ratén, en donde se observé una

categorizacion relativa similar.

Ejemplo 8: distribucién en vivo de STXBP1 después de transduccién mediada por

AAV-9 en cerebro de ratén

La distribucién de la expresion de STXBP1 en el cerebro de ratdn después de la inyeccion
en PND1 de los vectores AAV9 se investigdé por medio de inmunohistoquimica (IHC). Los
tejidos de cerebro de ratdon se recolectaron de los mismos animales, tal como se describe
en el Ejemplo 7.

Las secciones congeladas fijadas (espesor de 12 um; secciones sagitales) se generaron
con un criostato-micrétomo y se almacenaron a -80 °C. La totalidad de los siguientes pasos
de incubacion se llevaron a cabo a temperatura ambiente. Las criosecciones se enjuagaron
10 min en PBS 1X, y luego se incubaron con los siguientes anticuerpos primarios: GFP
(1:2000; numero 1020, Aves), HA (identificador de hemaglutinina; 1:5000; numero 3724,
Cell Signaling), NeuN (1:2000; ab177487, Abcam), GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein,
proteina fibrilar acidica glial) (1:2000; numero 173006, Synaptic Systems), parvalbumina
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(1:500; PV235, Swant), sola o en combinacion para doble inmunofluorescencia, diluida en
PBS con contenido de Triton 0,3 % X-100, durante la noche, en una camara humidificadora.
Después de la incubacion, las secciones se lavaron 3 veces con PBS, luego se incubaron
durante 1 hora con los anticuerpos secundarios conjugados por Alexa adecuados (anti-
ratén, conejo, pollo, conjugados a Alexa 488 o 647). Luego, se sometieron a contratincion
con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) (dilucion de 300 nM) para rotular los nucleos celulares,
y se lavaron 3 veces con PBS. Las secciones se montaron finalmente con medios de
montaje antidecoloracion con Prolong Gold (Life Technologies) y se aplicd en un
cubreobjetos. Se obtuvieron imagenes digitales de secciones con tincién usando un escaner
de portaobjetos AxioScan Z1 con un objetivo de 20x (Zeiss) y se analizaron usando el
software Zen 3 (Zeiss).

Para estudiar la distribucion de células transducidas en el cerebro que expresa un transgén
a partir de un activador neuronal, las crias de raton se inyectaron por via icv con
AAV9/hSyn_eGFP en PND1. Los animales se sacrificaron 1 mes después de la
administracion del virus se realizo la diseccion de los cerebros y se procesaron para

inmunohistoquimica para rotular GFP.

Figura 14: Distribucion de células infectadas en el cerebro de ratéon usando indicador GFP
proveniente del virus AAV9-hSyn-NLS-eGFP-NLS. (A) Seccion sagital de un cerebro de
raton que recibio AAV9-hSyn1-NLS-GFP-NLS icv, sacrificado 1 mes después, y con
inmunotinciéon para marcaje de GFP. La distribuciéon de células que expresan GFP se
observo desde el frente hacia la parte posterior del cerebro completo. Algunas de las
regiones cerebrales principales que muestran células GFP+ estan resaltadas con
rectangulos. (B-G): Alta magnificacién de las regiones cerebrales que muestran células

GFP+ de A (las flechas apuntan a las células GFP+).

Figura 15: Caracterizacion de células que expresan indicador GFP de virus AAV9-hSyn-
NLS-eGFP-NLS. Se llevé a cabo un marcaje inmunofluorescente doble para detectar (A-F)
GFP y el marcador neuronal NeuN, (G-L) GFP y el marcador astrocitico GFAP. Las células
positivas tanto para (A-C) GFP como para (D-F) NeuN se observaron en todas las regiones
cerebrales (las flechas apuntan hacia las células con doble marcaje) lo que indica que las
neuronas fueron transducidas y que expresaron el gen indicador. Por el contrario, no se
detecto senal de GFP (G-l) en las células GFAP positivas (J-L), lo que sugiere que los

astrocitos no estaban expresando el gen indicador.

Figura 16: Distribucion de la proteina de fusion HA-STXBP1 desde diferentes activadores en

el cerebro de raton después de la administracion de AAV9. Se estudio la distribucion de
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STXBP1 identificada por HA sobreexpresada desde diferentes activadores en el cerebro de
ratones por medio de inmunohistoquimica contra HA. Como condiciones de control
negativas, no se observé sefal de HA en animales que recibieron (A) PBS solamente o (B)
virus AAV9-hSyn-GFP icv. (C) Como un control negativo (NC) de la selectividad de
anticuerpos, no se observo sefial de HA en animales que recibieron virus AAV9-MECP2-
intron-HA-STXBP1, pero para los cuales el anticuerpo de HA primario fue omitido durante el
procedimiento de inmunohistoquimica. (D-F) La senal de HA se observo en el cerebro de
todos los animales inyectados con los diferentes virus que expresan HA-STXBP1 a partir de
los diferentes activadores. Los 3 activadores conllevaron a un patrén comun de distribuciéon
de HA a través del cerebro completo, con una expresién principal observada en la corteza
cerebral, hipocampo, cuerpo estriado, bulbos olfativos, sustancia negra y fasciculos en el
prosencéfalo. Las notables diferencias en distribucién de HA entre los activadores se

informan en la Tabla 16.

Figura 17: Distribucion de la proteina de fusion HA-STXBP1 desde diferentes activadores en
el hipocampo después de la administracion de AAV9. Se llevé a cabo un marcaje
inmunofluorescente doble para detectar (A-C) HA y (D-F) el marcador neuronal NeuN que
se utilizé para identificar las diferentes partes del hipocampo. Los 3 activadores conllevaron
a la expresion de HA en todo el hipocampo, principalmente en las proyecciones neuronales
(Mol, LMol, Or, MF) y, ocasionalmente, en pericariones. (F) El activador MECP2-intrén
conllevé a una cobertura mejor y mayor intensidad de la sefal de HA en comparacion con
los otros 2 activadores (D, E). LMol: capa molecular lacunosa del hipocampo; MF: fibras

musgosas; Mol: capa molecular del giro dentado; Or: capa de oriens.

Figura 18: Caracterizacion de células que expresan HA-STXBP1 desde diferentes
activadores. Se llevo a cabo el marcaje inmunofluorescente doble para detectar (A-C) HA 'y
(D-F) el marcador neuronal NeuN. Los pericariones que fueron positivos para HA, y
observados ocasionalmente en diferentes regiones del cerebro, también fueron positivos
para NeuN, lo que respalda que los 3 activadores activan la expresion del transgén en las

neuronas. Las flechas apuntan hacia las células con doble marcaje.

En general, las células GFP+ se observaron en la totalidad del cerebro desde los bulbos
olfativos hasta el cerebelo y tronco encefalico (Figura 14A-G). Un alto numero de células
infectadas se observaron marcadamente en el cuerpo estriado (Figura 14D), corteza
cerebral (Figura 14B), hipocampo (Figura 14C) y bulbos olfativos. Un doble inmunomarcaje

confirmé que la GFP se expreso exclusivamente por neuronas, tal como se confirmé por
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colocalizacion entre GFP y el marcador neuronal NeuN (Figura 15A-F) y la ausencia de

colocalizacion de GFP con el marcador astrocitico GFAP (Figura 15G-L).

La distribucion tisular de STXBP1 identificada por HA sobreexpresada a partir de 3
diferentes activadores neuronales, hSyn, MECP2 o MECP2-intrén, se analiz6 al realizar
inmunohistoquimica contra HA (Figura 16). Los 3 activadores conllevaron a un patrén
comun de la expresion de HA a través del cerebro completo (Figura 16D-F); las principales
regiones donde se observo la tincion de HA fueron la corteza cerebral, el hipocampo, el
cuerpo estriado, los bulbos olfativos, la sustancia negra y los fasciculos en el prosencéfalo.
La sefial de HA fue detectada en el cerebelo solamente en los animales inyectados con el
AAV, con inclusién del activador MECP2-intrén (Figura 16F); el activador MECP2-intrén
proporciond la mejor cobertura de sefial e intensidad de sefial de HA a través del cerebro en
comparacion con los otros 2 activadores (Figura 16D-F). Se brinda un resumen dela
distribucion cerebral de HA de los 3 activadores en la Tabla 16. De importancia, en términos
del objetivo de desarrollar un abordaje terapéutico para tratar la epilepsia, se observo la
expresion de HA en el hipocampo y la corteza, una region clave que participa en la
epileptogénesis y la generacion de las crisis. La totalidad de los activadores conllevo a la
expresion de HA en todo el hipocampo (Figura 17), principalmente, en las proyecciones
neuronales (fibras musgosas, capa molecular del giro dentado, las capas lacunosum
molecular y la capa de oriens del hipocampo). La maxima intensidad de sefial de HA se
observo con el activador MECP2-intrén; el activador hSYN generd un nivel intermedio de
expresion mientras que el activador MECP2 proporciond la intensidad de sefial de mayor
debilidad (Figura 17A-C). A nivel celular, la expresion de HA se observo principalmente en
el neuropilo y, ocasionalmente, en pericariones (Figura 18A-C) que estan colocalizados con
el marcador neuronal NeuN (Figura 18D-F), lo que sugiere que los 3 activadores accionan la

expresion en las neuronas.

Tabla 16: Resumen de la distribucién de producto de transgén de HA-STXBP1 para

diferentes activadores en el cerebro de ratén

MECP2-
hSyn MECP2 |
intrén
Corteza X X X
Hipocampo X X X
Bulbos olfativos | x X X
Cuerpo estriado | x X X
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Talamo X X X
Fasciculos

) X X X
(prosencéfalo)
Hipotalamo X X
Mesencéfalo X X
Sustancia negra | x X X
Nucleos

X

cerebelosos
Bulbo raquideo X

(x) expresién de tejido confirmada

Ejemplo 9: Caracterizacion de expresion de variante de STXBP1 en cerebro de ratéon
WT vy heterocigoético STXBP1 (HET)

Para evaluar la expresion de las variantes de la proteina STXBP1 en condiciones normales
y patoldgicas, se generd un modelo transgénico de raton que recapitula la epilepsia humana
mediada por haploinsuficiencia de STXBP1, y esto fue descripto por Kovacevic et al. (2018).
Este modelo de ratén se adquirié a través de una licencia de la Universidad de Amsterdam.
El modelo heterocigético se generd con ratones floxeados Stxbp1 (Stxbp1fl/fl) con sitios
loxP en cualquiera de los lados del exdn 2 en el gen Stxbp1. Stxbp1fl/fl se cruzaron a Ella-
Cre (Jax: 003724) para deletear el exdn 2 Stxbp1 en la linea germinal que da como
resultado ratones mutantes Stxbp1fl/-nulos. El alelo floxeado se ha cruzado a C57BL/6J lo
que genera la cepa de raton Stxbp1+/- KO HET. La delecion del exdn 2 en un alelo conlleva
a un cododn finalizador prematuro y da como resultado expresion de una proteina truncada y
no funcional STXBP1. Todos los experimentos in vivo fueron realizados en cumplimiento de
las guias emitidas por el Comité de ética para experimentacion con animales de
conformidad con la legislacion de Bélgica. Los experimentos se llevaron a cabo en
concordancia con las directivas del Consejo del Comité europeo (2010/63/EU). Se hizo todo
lo posible por minimizar el sufrimiento de los animales.

Para evaluar la expresion de las variantes de STXBP1 enddgenas, se sacrificaron ratones
macho heterocitdgicos KO (STXBP1+/-) y salvajes (WT) de la misma camada (STXBP1+/+)
entre 5 y 7 semanas después de nacer y se recolectaron tejidos cerebrales, se disecaron y
analizaron mediante lecturas bioquimicas. Se extrajo ARN de la corteza caudal (hemisferio

derecho) mientras que se extrajo proteina de corteza frontal (medial) derecha coincidente
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para analisis Western blot (WB) y de la mitad lateral de la corteza frontal para analisis de

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS).

Andlisis de ARN

Para la extraccion de ARN, las muestras se transfirieron a tubos Precellys con contenido de
tampdn para lisis RLT Plus (con 10 ul/ml de B-mercaptoetanol) (Precellys Lysing Kit CK14 -2
ml (VWR, 432-3751)). Se realiz6 el tratamiento de DNAsa para el ARN. La extraccién de
ARN se realizé con KingFisher Flex (ThermoFisher), usando el kit Mag-Bind Total RNA 96
(Omega, M6731). La concentracion de ARN se midié con Nanodrop, y 500 ng de ARN se
sometio a transcripcion inversa usando el kit High Capacity cDNA RT + inhibidor de RNasa
(catalogo numero 4374966, ThermoFisher). A continuacion, el ADNc obtenido se analizé por
gPCR, en triplicados, usando cebadores y sondas comercialmente disponibles y adaptados,
isoformas STXBP1 de ratéon y STXBP1-larga de ratén y humano y STXBP1-corta de raton y
humano, asi como también dos genes de referencia. El nivel de expresién de ARNm se
obtuvo calculando el valor de 2"2°, donde la expresion de cada gen se normalizé con

respecto al promedio de los dos genes de referencia.

Analisis Western Blot

Para la extraccion de la proteina, el tejido se sometio a lisis en tampon RIPA (Sigma R0278)
con contenido de codctel de inhibidores 2x proteasa y fosfatasa (Cell Signaling Technology
numero 5872) usando el instrumento Precellys 24 (Bertin Technologies) y sistema de
enfriamiento. Las muestras se dejaron en hielo durante 30 min, se centrifugaron y el
sobrenadante se recolecté como el extracto de proteina final. La concentracion de proteina
se determind usando el ensayo BCA Protein (Thermo Scientific™) y se mezclaron 10 ug de
proteina con tampon Laemmli y B-mercaptoetanol y se incubé a 90 °C durante 10 minutos
antes de SDS-Page. Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y luego se
sometieron a procedimiento estandar de Western Blot. En primer lugar, las membranas se
incubaron en solucion bloqueante (Ref: 927-50000; Li-Cor) durante 1 hora a RT. los
siguientes anticuerpos primario se incubaron durante la noche a 4 °C: anti-STXBP1
policlonal de cabra (1:1000, Ref:PAB6504, Abnova) anti-STXBP1 policlonal de conejo
(1:1000, Ref:116002, SySy), anti-STXBP1 policlonal de conejo (1:1000, Ref:HPA008209,
Sigma), anti-sintaxina-1A monoclonal de ratén (1:2500, Ref:110111, SySy), anti-R-actina
monoclonal de ratén (1:10000, A2228, Sigma) y anti-3-actina monoclonal de conejo
(1:10000, 8457P, Cell Signaling Technology). Los anticuerpos secundarios se incubaron 1 h
a RT, y se utilizaron los siguientes: anticuerpo secundario de IgG anti-ratén de asno IRDye®
680RD (1:20000; Ref: 926-68072, Li-Cor), anticuerpo secundario de IgG anti-conejo de
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asno IRDye® 800CW (1:20000; Ref: 926-32213, Li-Cor) y anticuerpo secundario de 1gG
anti-cabra de asno IRDye® 800CW (1:20000; Ref: 926-32214, Li-Cor).

Analisis de LC-MS

Para el analisis de LC-MS, las muestras de tejido se homogeneizaron en inhibidor de
proteasa SDS 5 %/50 mM TEAB/1x usando un homogenizador de tejido Precellys (Bertin-
Instruments). Luego, la concentracién de proteina se determiné mediante BCA (Pierce,
A53227), se redujo y alquilé 100 ug de cada muestra. La limpieza y digestion de la muestra
se llevd a cabo en una placa de 96 pocillos S-Trap segun las instrucciones del fabricante
(Protifi Lic, Huntington, NY) y usando Trypsin/Lys-C (Promega, V5072). Las muestras
digeridas se eluyeron de la placa y se secaron al vacio, antes de la resuspension para el
analisis de LC-MS. El tampdn de resuspensién contenia péptidos AQUA altamente
rotulados (Thermo, Paisley, Reino Unido) a 50 fmol/ul en &cido férmico al 0,1 % en agua.
Para el total de muestras lisadas, los péptidos de STXBP1 se midieron usando un
dispositivo Waters Acquity UPLC clase M con una fuente lonKey, conectado a Waters Xevo
TQ-XS. Los péptidos se atraparon en una columna Waters nanoEase M/Z Sym100 C18 (5
pum, 300 um x 25 mm) y se separaron con un dispositivo Waters Peptide BEH C18 iKey (150
pgm x 100 mm,130A 1,7 pMm). Se aplicd un gradiente de 17 min a un indice de flujo de 3
pl/min, con fase movil A (acido formico al 0,1 %/H20 100 %) y fase movil B (acido férmico al
0,1 %/ acetonitrilo 100 %). El gradiente utilizado fue: B 1,0% durante desde 0 hasta 1 min, B
entre 1,0 y 25 % desde 1 hasta 3 min, B entre 25 y 40 % desde 3 hasta 6 min, B entre 40 y
99 % desde 6 hasta 9 min, B entre 99y 1 % desde 12 hasta 13 min. La temperatura de la
columna se fijo en 50 °C. Se utilizd6 un método de monitoreo de reacciones multiples (MRM,
Multiple Reaction Monitoring) programadas con los siguientes parametros de fuente: voltaje
capilar — 3,8 kV, temperatura de la fuente — 150 °C, gas de cono — 150 L/hr, gas de
nebulizador — 5,3 bar. El gas NanoFlow — 0,3 bar. Para todos los analisis, los pépticos
monitoreados fueron: DNALLAQLIQDK (SEQ ID NO: 43), YETSGIGEAR (SEQ ID NO: 44),
ISEQTYQLSR (SEQ ID NO: 45), WEVLIGSTHILTPTK (SEQ ID NO: 46) (especifica de la
isoforma larga), y WEVLIGSTHILTPQK (SEQ ID NO: 47) (especifica de la isoforma corta).
Se monitorearon tres transiciones por péptido. El analisis de los datos se realizé en Skyline
(MacLean et al., 2010). Cada analisis incluy6 una curva estandar de 8 puntos y muestras
QC (baja, mediana, alta, n=2). Estas consistieron en homogenados en blanco, de higado de
raton combinado, aumentado con proteina STXBP1 con identificador HA purificada
preparada a partir de la expresion recombinante en E. coli. Las muestras QC enddgenas
consisten en homogenado de membrana de cerebro de ratdon combinada (en blanco y

aumentada con STXBP1 adicional) también se incluyé. La cuantificacion de la proteina total
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y la isoforma corta se realiz6 contra dicha curva estandar. La cuantificacion relativa de los

péptidos especificos de la isoforma se realizé contra su respectivo estandar interno.

Figura 19: Analisis de niveles de ARNm de la variante de STXBP1 en cerebro de raton
mediante qPCR. El analisis de ARNm de las muestras de tejido cerebral de la corteza
caudal (hemisferio derecho) de comparieros de camada WT (salvajes) y los ratones HET
(heterocigoticos) (n = 11 a 13 por grupo). (A): analisis de la expresion de ARNm de STXBP1
enddgena total (sonda comun que reconoce todos los transcritos de STXBP1). (B) y (C):
analisis de la expresién de ARNm de las variantes de STXBP1, usando dos sondas distintas
que reconocen especificamente la isoforma de la proteina larga (B) o la isoforma corta (C).
Los datos se muestran como nivel de expresion de ARNm, al calcular el valor de 2-4¢,
donde la expresién se normalizé con respecto al promedio de los dos genes de referencia.

Los resultados se muestran como la media + SD.

Figura 20: Analisis de niveles de proteina STXBP1 en cerebro de ratébn mediante Western
blot. Se analizaron las muestras de tejido de la corteza frontal (medial) derecha de ratones
compafieros de camada WT (salvajes) y HET (heterocigéticos) (n = 11 a 13 por grupo). (A):
Los resultados de Western blot que representan la expresion de proteina total STXBP1.
(B): Datos de cuantificacion de los respectivos Western blot en (A). Se us6 B-actina como
un control de carga, para la normalizacién. El grupo "WT" se us6 como el grupo de

gradacion. Los resultados se muestran como la media £ SD.

Figure 21: Analisis de niveles de proteina de la variante de STXBP1en cerebro de ratén por
LC-MS. Se analizaron las muestras de tejido de la mitad lateral de la corteza frontal de
ratones compafieros de camada WT (salvajes) y HET (heterocigéticos) (n = 11 a 13 por
grupo). (A): Cuantificacion de péptido STXBP1 total frente a isoforma larga de STXBP1
frente a isoforma corta de STXBP1. Los resultados se muestran como la media = SD. (B):
Resultados de Western blot que representan las isoformas corta y larga de STXBP1. (C):
datos de cuantificacion combinados de los respectivos Western blot en (B). Se utilizé B-
actina como un control de carga. Los datos se muestran como la relacién entre la intensidad
de banda de cada isoforma de STXBP1 y la respectiva banda de B-actina. Los resultados

se muestran como la media + SD.
Figura 22: Analisis de niveles de proteina Sintaxina-1A (STX1A) en cerebro de ratén

mediante Western blot. La cuantificacion de la expresion de la proteina STX1A en las

muestras de tejido de cerebro de raton (n = 11 a 13 por grupo). Se utilizé B-actina como un
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control de carga, para la normalizacion. El grupo "WT” se utilizé como el grupo de

gradacion. Los resultados se muestran como la media £ SD.

Los resultados de analisis de transcrito de ARN en ratones WT y KO heterocigoéticos (+/-) (a
los referidos como HET en las figuras) se muestran en la Figura 19 (A-C). Los niveles de
transcrito de ARNm de ratéon endégeno de STXBP1 total se reducen en ratones HET (Figura
19 (A)). También se observo que la isoforma corta y la isoforma larga de STXBP1 se
reducen en ratones HET(37-43%) cuando se compara con compafieros de camada WT
(Figura 19 (B,C)). El analisis Western blot de STXBP1 total confirmé una reduccion de
proteina de 60 a 70 % en ratones HET cuando se compara con animales WT (Figura 20).
La cuantificacién de isoformas de la proteina STXBP1 mediante LC-MS (Figura 21) indicé
que la variante de STXBP1 corta es la mas abundante en el cerebro de raton de WT y
animales HET, cuando se compara con los niveles generales de la isoforma larga (Figura 21
(A)). La cuantificacion de péptidos de STXBP1 en animales HET indicé que el total de
variantes corta y larga de STXBP1 se reduce en un 60 % cuando se compara con los
companeros de camada WT. Los datos de Western blot también confirmaron la misma
reduccion general en las isoformas corta y larga de STXBP1 en animales HET cuando se

compara con los animales WT (Figura 21, Panel B y C).

Se ha informado que STXBP1 actua como una chaperona for la proteina sintaxina-1A
(STX1A), lo que asegura el transporte intracelular (trafficking), acoplamiento (docking) y
liberacion (release) de vesiculas sinapticas (Dulubova I. et al. 2007, Saitsu H. et al. 2008).
Tal como se ilustra en la Figura 22, la haploinsuficiencia de STXBP1 da como resultado una
reduccion de entre 50 y 60 % de niveles de proteina STX1A en ratones HET cuando se

compara con comparieros de camada WT.

En conjunto, los datos proporcionan, por primera vez, una caracterizacion extensa de los
niveles de expresion de la isoformas de STXBP1 en el cerebro de ratén y la validacion de la
reduccion de ARNm de la variante de STXBP1 enddgena y los niveles de proteina en el

modelo transgénico de ratdn que recapitula la haploinsuficiencia de STXBP1 humana.

Ejemplo 10: sobreexpresion mediada por AAV de las variantes de STXBP1 en un

modelo de ratéon con haploinsuficiencia

Los vectores viricos se administraron por inyeccion intracerebroventricular (ICV) bilateral en
el cerebro de ratones neonatos de un dia de vida después del nacimiento (PND1) como se

describe en el Ejemplo 7. La metodologia para las inyecciones neonatales ICV se describid
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previamente (Bertrand-Mathon, et al. 2015; Kim, et al. 2014; Hamodi, et al. 2020). Los
animales inyectados se monitorearon durante un periodo de 7 semanas y la expresion y
distribucion de STXBP1 se analizé por lecturas bioquimicas en tejidos cerebrales. Los
experimentos incluyeron los siguientes grupos:

o Heterocigoticos KO (STXBP1+/-) (a los referidos como HET)

¢ Ratones macho companeros de camada salvajes (STXBP1+/+) (a los referidos como
WT)

e Ratones HET inyectados bilateralmente con uno de dos vectores viricos descriptos
en la Tabla 17

Tabla 17: Propiedades del vector virico AAV9

Valoracion
de

ID del Variante de Endotoxina

Activador Capside | genoma
Vector STXBP1 . (<10 EU/mL)

virico
(vg/mL)
Mecp2_intrén
Variante larga
AAVI9(L) | (SEQID NO:3 + AAV9 9,43E12 Aprobado

(SEQ ID NO:9)
SEQ ID NO:37)

Mecp2_intrén _
Variante corta
AAV9(S) | (SEQID NO:3 + AAV9 6,91E12 Aprobado

(SEQ ID NO:10)
SEQ ID NO:37)

Se inyectd un grupo adicional de ratones WT y HET con vehiculo-PBS para usar como

control. Un resumen de las condiciones experimentales in vivo se muestra en la Tabla 18.

Después de 7 semanas de la inyeccién, los tejidos cerebrales se recolectaron, disecaron y
sometieron a analisis bioquimico. Se extrajeron ADN/ARN de la corteza caudal (hemisferio
derecho) mientras que las proteinas se extrajeron de la corteza frontal (medial) derecha

coincidente. EI ADN y ARN se extrajeron ambos con la misma composicién con tampon de
lisis, como se describe en el Ejemplo 7. El tratamiento de Proteinasa Ky RNasa se llevo a
cabo para el ADN. EI ADN se extrajo usando el kit Mag-BindTM HDQ Blood DNA & Tissue

96 Kit (Omega, M6399). La concentracion de ADN se midi6 usando el fluorometro Qubit™
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Flex (ThermoFisher) con el kit de ensayo Qubit™ dsDNA BR (ThermoFisher, Q32853), y la
cantidad de ADN total se ajusto para todas las muestras, en donde se utilizé 40 ng para
gPCR con cebadores/sondas especificos para la sefial de poliA SV40 20 (presente en todos
los casetes de AAV). La cantidad de genomas de ratdon se analizé usando el kit ValidPrime®
(tataabiocenter, A106P25). La secuencia ValidPrime® es especifica para un locus no
transcrito de ADNg que esta presente en exactamente una copia por genoma normal
haploide. Para ambos SV40p y ValidPrime®, se determind la cantidad de copias absoluta
usando el método de curva estandar.

Los pasos de extraccion de ARN y conversién en ADNc se describen en el Ejemplo 7. El
ADNCc obtenido se analizé por gPCR, en triplicados, usando cebadores y sondas
comercialmente disponibles y adaptados, tales como poliA SV40, STXBP1 de ser humano,
STXBP1 de raton, STX1A de raton, la isoforma larga de STXBP1 de ratén y humana y la
isoforma corta de STXBP1 de ratéon y humana, asi como también dos genes de referencia.
El nivel de expresion de ARNm se obtuvo calculando el valor de 2"2%t, donde la expresion de
cada gen se normalizé con respecto al promedio de los dos genes de referencia. La
extraccion de la proteina y los analisis Western blot se llevaron a cabo como se describe en

el Ejemplo 7.

Figura 23: Analisis de la eficacia de transduccion de AAV en cerebro de ratén mediante
gPCR (7 semanas después de la inyeccion) (A) Cuantificacién absoluta mediante qPCR de
copias de genoma virico en ratones WT inyectados con vehiculo-PBS (WT), ratones HET
inyectados con vehiculo-PBS (HET), ratones HET inyectados con STXBP1 variante larga
(HET-AAV9(L)) y ratones HET inyectados con STXBP1 variante corta (HET-AAV9(S)). Las
muestras se recolectaron de la corteza caudal (hemisferio derecho) y se cuantificaron
usando SV40pA normalizado con respecto al nimero absoluto de genoma de ratén diploide.
Los resultados se muestran como la media + SD. Por grupo, se analizaron n= entre 14y 15
animales y se aplicé ANOVA no paramétrico de una via (prueba de Kruskal-Wallis) seguido
por una prueba de comparaciones multiples post hoc de Dunn. No se observo diferencia
significativa entre los grupos transducidos. (B) Analisis de la expresion de ARNm de PoliA
SV40 y (C) STXBP1 especifica de ser humano. Los datos se muestran como nivel de
expresion de ARNm, al calcular el valor de 22, donde la expresion se normalizé con
respecto al promedio de los dos genes de referencia. Los resultados se muestran como la
media + SD. Por grupo, se analizaron n=14 a 15 animales, y se aplico ANOVA no
paramétrico de una via (prueba de Kruskal-Wallis) seguido por una prueba de
comparaciones multiples post hoc de Dunn. No se observo diferencia significativa entre los

grupos transducidos.
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Figura 24: Analisis de expresion de variante de STXBP1 después del tratamiento con AAV
en cerebro de raton mediante gPCR (7 semanas después de la inyeccion). Se realizo el
analisis de la expresion de ARNm de la variante de STXBP1 usando sondas que miden
especificamente los niveles (de ratéon y humanos) totales de la variante corta (A) o la
variante larga (B). Los datos se muestran como el nivel de expresion de ARNm, al calcular
el valor de 22°t, donde la expresion se normalizé con respecto al promedio de los dos genes
de referencia. Los resultados se muestran como la media + SD. Por grupo, se analizaron n=

14 a 16 animales.

Figura 25: Andlisis de la expresion de la variante de STXBP1 después del tratamiento con
AAV en cerebro de ratén por Western blot (7 semanas después de la inyeccion). El analisis
de proteinas por Western blot de las muestras de corteza frontal (medial) derecha, en
ratones WT inyectados con vehiculo-PBS (WT), ratones HET inyectados con vehiculo-PBS
(HET), ratones HET inyectados con la variante larga de STXBP1 (HET-AAV9(L)) y ratones
HET inyectados con la variante corta de STXBP1 (HET-AAV9(S))

(A) Cuantificacion de los datos de Western blot para la expresion de la proteina STXBP1
total (variante larga y corta).

(B) Cuantificacion de los datos de Western blot para la expresion de la variante larga de
la proteina STXBP1.

(©) Cuantificacion de los datos de Western blot para la expresion de la variante corta de
la proteina STXBP1.

(D) Cuantificacion de los datos de Western blot para la expresion de la proteina
Sintaxina-1A

Se utilizé B-actina como un control de carga, para la normalizacion de cada intensidad de
banda de STXBP1 y STX1A. El grupo WT con vehiculo (WT) se usé como el grupo de
gradacion. Los resultados se muestran como la media + SD. Los datos se analizaron
usando ANOVA no paramétrico de una via (prueba de Kruskal-Wallis) seguido por una
prueba de comparaciones multiples post hoc de Dunn (*<p.0,05; **p<0,01 ***p<0,001;
****n<0,0001).

Figura 26: La distribucion en el cerebro de la expresion de STXBP1 con identificador HA
después del tratamiento con AAV en cerebro de ratén mediante inmunohistoquimica (7
semanas después de la inyeccion). La tincion con identificador HA se realizé con secciones
sagitales de ratones HET inyectados con la variante larga de STXBP1 con identificador HA
y se comparo con los ratones tratados con vehiculo (PBS). Un ejemplo de seccién cerebral
representativa se muestra para el grupo tratado con AAV (animal 6023) y el grupo tratado

con vehiculo (animal 6009). Se observé una fuerte tincion por HA en grandes regiones
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cerebrales en el animal 6023 (tratado con AAV) mientras que no se observo tincion por HA

en los grupos tratados con PBS (animal 6009).

Tal como se ilustra en la Figura 23 (A), se detectaron copias significativas de genoma virico
por genomas de ratén diploide en el cerebro de raton de grupos tratados con AAV, lo que
demuestra una transduccién virica eficaz con los dos casetes que codifican la variante larga
y corta de STXBP1. Ambos transgenes de STXBP1 humano (Figura 23 (B)) y expresién de
SV40pA (ARNm) (Figura 23 (C)) solamente se detectaron en grupos transducidos con
vectores viricos, lo que muestra una tendencia de expresién similar con las cantidades de

ADN virico inyectadas.

La transduccion de AAV9 de animales HET dio como resultado una sdélida y selectiva
sobreexpresion de las variantes corta y larga de STXBP1 sin afectar los niveles de

expresion de la variante de ratén endégena (Figura 24).

El analisis Western blot confirmé una significativa sobreexpresion de niveles totales de
STXBP1 en ambos grupos tratados con AAV, cuando se compara con ratones HET
inyectados con vehiculo-PBS, tal como se ilustra en la Figura 25 (A). Las cuantificaciones
por Western blot, usando un anticuerpo que reconoce especificamente la isoforma larga de
STXBP1, mostré una significativa sobreexpresion especifica de la variante larga solo en el
grupo tratado con AAV con el casete de STXBP1-larga (Figura 25, (B)). Similarmente,
usando un anticuerpo especifico para la isoforma corta de STXBP1, se observé una
significativa sobreexpresion especifica de proteina solo para el grupo transducido con el
casete de STXBP1-corta en comparacién con los animales HET inyectados con PBS
(Figura 25, (C)). Mas aun, el tratamiento con AAV ya sea con la variante corta o larga
rescatd parcialmente los niveles de proteina sintaxina-1A (STX1A), que aumentaron
significativamente cuando se compara con ratones HET inyectados con vehiculo-PBS, tal
como se ilustra en la Figura 25 (D). El aumento en niveles de STX1A en los grupos tratados
con AAV confirma, ademas, un impacto funcional de la expresion del producto de transgén
de STXBP1 humana.

En general, los animales HET tratados ya sea con la variante corta o larga mostraron
sobreexpresion eficaz del producto de transgén STXBP1 humano y dio como resultado un

rescate similar de haploinsuficiencia de STXBP1 en este modelo de ratén.

La distribucion de la expresion del producto de transgén STXBP1 en el cerebro de raton

después de la inyeccion de PND1 del vector de AAV9 se investigd mediante
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inmunohistoquimica (IHC), usando un grupo de animales adicional con un casete virico que
codifica la fusién con identificador HA con la variante larga de STXBP1 (como se describe
en el Ejemplo 7). Las secciones congeladas fijadas (12 ym de espesor; secciones
sagitales) se generaron con un micrétomo criostatico y se almacenaron a -80 °C. El

procedimiento de tincion y método de deteccidn son tal como se describe en el Ejemplo 8.

Tal como se ilustra en la Figura 26, se detect6 la expresion de la proteina STXBP1 del
transgén mediado por AAV después de 7 semanas a través de la rotulacion con
identificador de HA en todo el cerebro (animal 6023), en secciones sagitales, principalmente
en el cuerpo estriado, hipocampo, corteza cerebral, hipotalamo, pallidum y tabique. No se
observé gran sefal de HA a través de dichas regiones en animales HET (animal 6009) que
solo recibieron PBS. Los datos de IHC confirman que la transducciéon mediada por AAV de
un casete Mecp2_intron_STXBP1 (larga) genera una expresion cerebral amplia de la
proteina STXBP1.

Ejemplo 11: Terapia génica de AAV para el rescate de fenotipo de crisis en modelo de

enfermedad heterocigotica de STXBP1

Para evaluar la eficacia de vectores AAV en condiciones normales y patolégicas, se genero
un modelo transgeénico de ratdén que recapitula epilepsia humana mediada por
haploinsuficiencia de STXBP1 y que ha sido descripto por Kovacevic et al. (2018). Dicho
modelo de ratén se adquirié a través de una licencia de la Universidad de Amsterdam. El
modelo heterocigotico se generd con ratones floxeados Stxbp1 (Stxbp1fl/fl) con sitios loxP
en cualquiera de los lados del exén 2 en el gen Stxbp1. Stxbp1fl/fl se cruzaron a Ella-Cre
(Jax: 003724) para deletear el exén 2 Stxbp1 en la linea germinal, lo que da como resultado
ratones mutantes Stxbp1fl/-nulos. El alelo floxeado se ha cruzado a C57BL/6J lo que genera
la cepa de ratén Stxbp1+/- KO HET. La delecion del exdn 2 en un alelo conlleva a un codén
finalizador prematuro y da como resultado la expresion de una proteina truncada y no
funcional STXBP1. Todos los experimentos in vivo fueron realizados en cumplimiento de las
guias emitidas por el Comité de ética para experimentacion con animales de conformidad
con la legislacion de Bélgica. Los experimentos se llevaron a cabo en concordancia con las
directivas del Consejo del Comité europeo (2010/63/EU). Se hizo todo lo posible por

minimizar el sufrimiento de los animales.

Los ratones macho heterocigéticos (HET) KO y de comparieros de camada salvajes (WT)
se inyectaron bilateralmente en el ventriculo lateral con uno de dos los vectores viricos que

codifican la variante larga o la corta de STXBP1 (véase la Tabla 17) en el dia posnatal 1.
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Las condiciones experimentales se resumen en la Tabla 18. Se inyectd un grupo adicional

de ratones de cada genotipo con vehiculo-PBS para usar como control. Se monitorearon los

signos clinicos una vez por semana durante el curso de las 3 semanas después de la

inyeccioén y diariamente desde la semana 3 a la 7 después de la inyeccion a fin de evaluar el

estado de salud general de los ratones. Se observé mortalidad limitada en los grupos

relacionados con los procedimientos de la metodologia y conducta agresiva, aunque no

estuvo relacionada con el tratamiento o el genotipo.

Tabla 18: Resumen de condiciones experimentales in vivo

Tamano
Edad enel |Viade Evaluacion|Monitoreo [Evaluaciéon
Genotipo . . .. [Tratamiento [Valoracién (de . L .
tratamiento [administracion en vida de crisis [final
muestra
9,43 E12 Recoleccion
AAVIO(L)* N=15
GC/mL de cerebro,
591 E12 Signos plasmay
HET Dia posnatal 1 ICV bilateral AAVO(S)* GC/mL N=16 clinicos, Grabacion |6rganos a
2ul/ hemisferio fectos de video- ([as7
i adversos, [telemetria [semanas
\Vehiculo-PBS|-- N=19
aumento dejin vivo de |después de
peso EGG la inyeccion
corporaly |((6-7 para analisis
mortalidad |[semanas |bioquimico,
durante 7 |después de |isto
ICV bilateral .
WT Dia posnatal 1 ~7 Vehiculo-PBS-- N=10  [semanas la patologia,
2pl/ hemisferio después de inyeccion) inmunohisto-
la inyeccion quimica,

expresion de

transgén

*Descriptos en la Tabla 17

Seis semanas después de las inyecciones, se llevaron a cabo registros de video telemetria

de EEG (electroencefalograma) inalambricos in vivo durante 1 semana para evaluar la

manifestacion e crisis. Los ratones STXBP1+/- fueron quirirgicamente implantados con un

transmisor de telemetria subcutanea y electrodos de EEG corticales 5 semanas después de

las inyecciones. La cirugia se realizé en condiciones de esterilidad y asepsia. Los ratones

anestesiados (isoflurano en induccién de oxigeno: 5 % a 2 I/min, mantenimiento 2,5a 1,5 %

a 1,5 I/min) se colocaron en un marco estereotaxico con almohadillas térmicas, se perforé la

superficie del craneo de la corteza prefrontal (sobre el temporal) para el electrodo de la

grabacion y sobre la superficie del craneo del cerebelo (detras de lambda (A)) para electrodo

de referencia. Luego, se implanté un transmisor de Open Source Instruments (OSI)
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A3028S2 ECoG en forma subcutanea sobre la espalda con los alambres adosados con
extension subcutanea hasta el craneo, donde los electrodos de grabacion y referencia
estaban ubicados a través de cada perforacion, alrededor de 0,5 mm en el parénquima
cerebral. Cada electrodo se fijo en su lugar con un tornillo (Plastics One). Todo el ensamble
se sostuvo en su lugar con cemento de cianoacrilato y dental formando un pequefio casco
circular y la espalda se cerré con material para sutura de nailon absorbible. La medicacion y
control analgésico posterior a la cirugia incluyé una segunda dosis de Carprofen (10 mg/kg)
24 horas después de la dosis previa a la cirugia. Después de la cirugia, los ratones se
recuperaron en camara de calor durante 2 a 3 horas. Para las grabaciones de
videotelemetria de EEG inalambrico in vivo, los ratones se agruparon (2 a 3 ratones/jaula).
Se colocé las jaulas de los ratones en compartimientos Faraday para facilitar las
grabaciones. El monitore6 del bienestar de los ratones implantados se llevo a cabo una vez
por dia durante 2 semanas. Los ratones se pesaron diariamente durante 4 dias y luego,
semanalmente. Todas las grabaciones se hicieron en una sala de grabacion destinada a
ese fin, con control de temperatura y humedad para disminuir la interferencia ambiental y
mejorar la recepcién de las sefales de transmision. Las sefiales se transmitieron por radio
desde el transmisor implantado hacia las antenas colocadas dentro de los compartimientos
Faraday. La sefial de EEG de un canal de grabacion se digité a 256 Hz (Filtro de paso de
banda: 0,3 a 80 Hz). Las descargas de punta-onda (SWD), tipicas de crisis de ausencia, se
analizaron con un software de deteccion de crisis automatizado interno. EL algoritmo de
deteccion de las SWD se baso en el analisis de la duracion del evento (> 2 s), el analisis de
la frecuencia de banda (5 a 9 Hz) y la identificacion de frecuencias armoénicas
fundamentales especificas. Cada SWD detectada por el algoritmo se confirmé mediante al
menos un observador experimentado en forma que respetaba el ciego. Consecuentemente,
el andlisis EEG se realizé durante este periodo para los diferentes grupos con vector del
casete y con vehiculo. Se excluyd un total de 4 animales del analisis debido a la aparicion
de artefactos técnicos en la senal de EEG en los grupos tratados con el vector: (AAV9-
MECP2+INTRON-hSTXBP1 (Variante larga) (2 de 17), y AAVO-MECP2+INTRON-hSTXBP1
(Variante corta) (2 de 18).

Figura 27: Andlisis de descargas de punta-onda (SWD) después del tratamiento con AAV
en STXBP1 de cerebro de raton HET mediante EEG (6 a 7 semanas) (A,B) y 24 semanas
(C,D) después de la inyeccion. (A) Promedio del numero de SWD en ratones WT
inyectados con vehiculo-PBS (WT, n=10), ratones HET inyectados con vehiculo-PBS (HET,
n=19), ratones HET inyectados con STXBP1 variante larga (HET-AAV9(L), n=15) y ratones
HET inyectados con STXBP1 variante corta (HET-AAV9(S), n=16). Las SWD se analizaron

6 a 7 semanas después de la inyeccion durante un periodo de 24 h durante 7 dias
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consecutivos. (B) Analisis del niumero de animales que estan “sin crisis” (sin ninguna SWD
detectada durante las grabaciones) y animales “con crisis” (SWD detectada durante las
grabaciones). (C) Promedio del numero de SWD en ratones WT inyectados con vehiculo-
PBS (WT, n=5), ratones HET inyectados con vehiculo-PBS (HET, n=12), ratones HET
inyectados con STXBP1 variante larga (HET-AAV9(L), n=9) y ratones HET inyectados con
STXBP1 variante corta (HET-AAV9(S), n=11). Las SWD se analizaron 24 semanas después
de la inyeccién a lo largo de un periodo de 24 h durante 7 dias consecutivos. (D) Analisis
del numero de animales que estan “sin crisis” (sin ninguna SWD detectada durante las
grabaciones) y animales “con crisis” (SWD detectada durante las grabaciones) 24 semanas
después de la inyeccién. La diferencia entre grupos se analizé por ANOVA no paramétrico
de una via (prueba de Kruskal-Wallis) seguido por una prueba de comparaciones multiples
post hoc de Dunn (****p<0,0001), (***p<0,001) y para el analisis de “sin crisis” se us6 una

prueba de contingencia de chi cuadrado.

Tal como se ilustra en la Figura 27 (A), el promedio del nimero de SWD por dia registrado a
lo largo de 7 dias consecutivos durante 24 horas se redujo significativamente en 70 % y

65 % en ratones HET tratados ya sea con la variante larga (HET-AAV9(L)) y variante corta
(HET-AAV9(S)), en comparacion con el grupo con vehiculo. Los ratones HET tratados con
la variante larga mostraron 26 % de animales sin crisis (Figura 27 (B), diferencias
significativas en comparacion con la variante corta). El analisis de EEG detallado no detecto
la aparicion de crisis convulsivas en los animales tratados durante las grabaciones (1

semana, 24/7).

La diferencia entre grupos para la frecuencia de SWD se analizé por ANOVA no
paramétrico de una via seguido por una prueba de comparaciones multiples post hoc
(****p<0,0001) y para el analisis de “sin crisis” se usd una prueba de contingencia de chi

cuadrado.

Ademas, se realizé analisis bioquimico e histopatoldgico con los tejidos cerebrales y de
organos de animales inyectados con los diferentes grupos. Para la evaluacion de expresion
de transgén, se sacrificaron ratones 7 semanas después de la inyeccién, siguiendo la
misma metodologia que se describe en el Ejemplo 7. Se recolecté la corteza caudal y se
sometio a extraccion de ADN/ARN vy se utilizd la mitad de la corteza frontal media
coincidente para la extraccion de la proteina usando la misma metodologia descripta en el

Ejemplo 7.
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Se realiz6 un estudio longitudinal de 6 meses de duracién en un grupo separado de
animales para medir la persistencia de los efectos del tratamiento con terapia génica de
SXTBP1 usando el mismo disefo experimental. Veinticuatro semanas después de las
inyecciones, se llevaron a cabo las grabaciones in vivo de videotelemetria por EEG
(electroencefalograma) inalambrico durante 1 semana para evaluar la aparicion de crisis.
Tal como se ilustra en la Figura 27 (C), el promedio del numero de SWD por dia registrado a
lo largo de 7 dias consecutivos durante 24 horas se redujo significativamente en 95 % y

92 % en ratones HET tratados ya sea con la variante larga (HET-AAV9(L)) o la variante
corta (HET-AAV9(S)) respectivamente, en comparacién con el grupo con vehiculo. Los
ratones HET tratados con la variante larga o la variante corta mostraron respectivamente
78 % y 64 % de animales sin crisis (Figura 27 (D)). El analisis de EEG detallado no detecto
la aparicion de crisis convulsivas en los animales tratados durante las grabaciones (1

semana, 24/7).

Ejemplo 12: Terapia génica de AAV para rescatar fenotipos de conducta en modelo de

enfermedad heterocigética de STXBP1

Para evaluar la eficacia de la terapia génica mediada por AAV en diferentes fenotipos de
enfermedad conductual en ratones macho heterocigéticos STXBP1 KO (HET) y sus
companferos de camada salvajes (WT) con sexo y edad coincidente, los vectores viricos que
codifican la variante larga o la corta de la STXBP1 humana bajo el control del activador
Mecp2_intron (véase la Tabla 17) se inyectaron bilateralmente en el ventriculo lateral.

Dichos grupos de animales se separaron con respecto a los utilizados en el Ejemplo 11.

Los animales tratados se sometieron a una bateria de pruebas conductuales desde las 4
semanas hasta las 22 semanas de edad. Un grupo adicional de ratones de cada genotipo
se inyectd con vehiculo-PBS para usar como control. Todos los experimentos conductuales
fueron realizados en cumplimiento de las guias emitidas por el Comité de ética para
experimentacién con animales de conformidad con la legislacion de Bélgica. Los
experimentos se llevaron a cabo en concordancia con las directivas del Consejo del Comité
europeo (2010/63/EU). Se hizo todo lo posible por minimizar el sufrimiento de los animales.
Figura 28: Analisis de peso corporal después del tratamiento con AAV en STXBP1 de
ratones HET (1 a 22 semanas después de la inyeccion) (A) Promedio de pesos corporales
como una funcién de la edad en ratones WT (n=17) y ratones HET(n=16) inyectados con
vehiculo-PBS. La diferencia entre grupos se analizé por ANOVA de mediciones repetidas de
dos vias seguido por una prueba de comparaciones multiples post hoc LSD de Fisher sin
correccion (*<p.0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). (B) Promedio de peso corporal
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medido a las 22 semanas de edad en ratones WT inyectados con vehiculo-PBS (WT, n=17)
y ratones HET inyectados con vehiculo-PBS (HET, n=16), ratones HET inyectados con
STXBP1 variante larga (HET-AAV9(L), n=10) y ratones HET inyectados con STXBP1
variante corta (HET-AAV9(S), n=13). La diferencia entre grupos se analizé por ANOVA
paramétrico de una via seguido por una prueba de comparaciones multiples post hoc LSD
de Fisher sin correccion **p<0,01; ****p<0,0001; ns, no significativo). Los graficos de barras

son la media + SEM.

Figura 29: Andlisis de fijacion de miembros posteriores después del tratamiento con AAV
en STXBP1 de ratones HET(4 a 22 semanas después de la inyeccion) (A) Promedio de
puntaje de fijacion de miembros posteriores como funcion de la edad en ratones WT
inyectados con vehiculo-PBS (WT, n=17) y ratones HET inyectados con vehiculo-PBS
(HET, n=16), ratones HET inyectados con STXBP1 variante larga (HET-AAV9(L), n=10) y
ratones HET inyectados con STXBP1 variante corta (HET-AAV9(S), n=13). (B) Promedio de
puntaje de fijacion de miembros posteriores registrado a las 22 semanas de edad en
ratones WT inyectados con vehiculo-PBS (n=17) y ratones HET inyectados con vehiculo-
PBS (n=16), AAVO/MECP2-int-STXBP1-L (n=10) y AAV9/MECP2-int-STXBP1-S (n=13). La
diferencia entre los grupos se analizé por ANOVA no paramétrico de una via (prueba de
Kruskal-Wallis) seguido por una prueba de comparaciones multiples post hoc de Dunn sin
correccion (*<p.0,05; **p<0,01; ****p<0,0001; ns, no significativo). Los graficos de barras

son la media + SEM.

Figura 30: Analisis de STXBP1 de ratones HET en la prueba de colgado de alambre
después del tratamiento con AAV (8 semanas después de la inyeccion). Se midié la latencia
hasta la caida en las prueba del colgado de alambre de las cuatro extremidades a las 8
semanas de edad en ratones WT inyectados con vehiculo-PBS (WT, n=17) y ratones HET
inyectados con vehiculo-PBS (HET, n=16), ratones HET inyectados con STXBP1 variante
larga (HET-AAV9(L), n=10) y ratones HET inyectados con STXBP1 variante corta (HET-
AAV9(S), n=13). La diferencia entre grupos se analizé por ANOVA paramétrico de una via
seguido por una prueba de comparaciones multiples post hoc LSD de Fisher sin correccion

(****p<0,0001; ns, no significativo). Los graficos de barras son la media £+ SEM.

Figura 31: Analisis de STXBP1 de ratones HET en la prueba de miedo condicionado
después del tratamiento con AAV (10 semanas después de la inyeccion) (A) Promedio de
conducta congelada durante la prueba de la memoria de miedo contextual realizada a las 10
semanas de edad 24 h después de la fase de entrenamiento de miedo condicionado en

ratones WT inyectados con vehiculo-PBS (WT, n=17) y ratones HET inyectados con
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vehiculo-PBS (HET, n=16), ratones HET inyectados con STXBP1 variante larga (HET-
AAV9(L), n=10) y ratones HET inyectados con STXBP1 variante corta (HET-AAV9(S),
n=13). La diferencia entre grupos se analiz6 por ANOVA paramétrico de una via seguido
por una prueba de comparaciones multiples post hoc LSD de Fisher sin correccion
(*<p.0,05; ****p<0,0001). (B) Promedio de conducta congelada durante la prueba de
memoria del miedo con sefial realizada en los mismos animales que en (A) 1 h después de
la prueba de memoria de miedo contextual. La diferencia entre grupos se analizé por
ANOVA paramétrico de una via seguido por una prueba de comparaciones multiples post
hoc LSD de Fisher sin correccion (*p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001). Los graficos de

barras son la media + SEM.

Peso corporal

Se sigui6 el peso corporal de los animales en forma semanal desde 1 hasta 22 semanas
después de las inyecciones. Como se indica en la Figura 28 (A), los ratones HET inyectados
con vehiculo-PBS mostraron una disminucién consistente y significativa en peso corporal de
1 a 22 semanas de edad cuando se compara con sus compaferos de camada WT
inyectados con vehiculo-PBS. Dicho déficit en peso podria rescatarse mediante el
tratamiento con AAV con la variante larga de STXBP1 (HET-AAV9(L)) que muestra una
diferencia significativa con respecto al grupo HET con vehiculo-PBS a las 22 semanas
(Figura 28 (B)). El grupo con variante corta de STXBP1 mostr6 una tendencia de aumento

de peso corporal a las 22 semanas de edad.

Fijacion de miembros posteriores

Se registré la fijacién de miembros posteriores (Guyenet et al., 2010) una vez a la semana
desde las 4 hasta las 10 semanas de edad y una vez cada 3 semanas desde 10 hasta 22
semanas de edad. Los ratones se suspendieron por sus colas y se observo la posicion de
sus miembros posteriores durante 10 s. Si los miembros posteriores se mantenian con
angulo hacia afuera en forma consistente, alejados del abdomen, se asignaba un puntaje
de 0. Si un miembro posterior se retraia hacia el abdomen mas del 50 % del tiempo de
suspension, recibia un puntaje de 1. Si se retraian ambos miembros posteriores hacia el
abdomen durante mas del 50 % del tiempo de suspension, recibia un puntaje de 2. Si sus
miembros posteriores estaban totalmente retraidos y tocando el abdomen mas del 50 % del
tiempo de suspension, recibia un puntaje de 3. Cada raton se observo tres veces y se uso el

valor del promedio de puntaje para el andlisis estadistico.

La Figura 29 (A) muestra la progresién del puntaje de la fijacion de los miembros posteriores

en los cuatro grupos de animales entre semana 4 y 22. A las 5 semanas de edad, los
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ratones HET tratados con vehiculo (HET-veh) comenzaron a mostrar fijacion de miembros
posteriores que se estabilizé a las 7 semanas de edad cuando se compara con el control de
companeros de camada WT (WT-veh), lo que indica el desarrollo de distonia en el modelo
de haploinsuficiencia de STXBP1. El tratamiento con AAV ya sea con la variante larga o la
corta de STXBP1 en ratones HET atenud la progresion de la fijacion de miembros
posteriores en comparacion con el grupo HET con vehiculo a lo largo del periodo de 5 a 22
semanas. A las 22 semanas de edad, la extension de la fijacion de miembros posteriores
registrada en los ratones HET tratados con la variante larga de STXBP1 fue similar al grupo
WT de control (sin diferencia significativa, ns), lo cual indica la recuperacion del fenotipo de
distonia (Figura 29 (B)). La variante corta de STXBP1 disminuyé significativamente el
puntaje de gravedad de la fijacion de miembros posteriores en los ratones HET a las 22
semanas de edad, aunque sin restaurar el fenotipo de distonia con respecto al nivel de WT
(Figura 29 (B)).

Prueba del colgado de alambre

Ocho semanas después del tratamiento con AAV los ratones se sometieron a la prueba del
colgado de alambre de los cuatro miembros (Klein et al., 2012) para evaluar la fortaleza
muscular. Los ratones se colocaron sobre una malla metalica, luego se invirtieron y se
hicieron ondas suaves, de manera que el ratdn se aferrara al alambre. Se registro la
latencia hasta la caida, con un tiempo de cierre de 90 s. Tal como se muestra en la Figura
30, los ratones HET inyectados con vehiculo-PBS mostraron un aumento significativo en la
latencia hasta la caida a las 8 semanas de edad cuando se compara con sus compaferos
de camada WT tratados con vehiculo-PBS. El aumento en latencia hasta la caida fue
abolido en los ratones HET tratados con AAV que codifican ya sea las variantes larga o
corta humanas STXBP1, lo que sugiere un rescate completo del fenotipo en el modelo de

haploinsuficiencia (Figura 30).

Prueba de miedo condicionado

Diez semanas después del tratamiento con AAV se utilizé un paradigma de miedo
condicionado de Pavlov (Curzon et al., 2009) para evaluar el aprendizaje asociativo y la
memoria, en el cual un ratén aprende a asociar un entorno especifico (es decir, el contexto)
y un sonido (es decir, la sefal) con choque eléctrico en las patas. La memoria del miedo se
manifiesta por congelamiento del ratén, luego se expone subsiguientemente a este contexto
especifico o sefial sin los choques eléctricos. La prueba de miedo condicionado se realizd
en un recinto que tiene un piso con grilla para transmitir los choques eléctricos (Ugo Basile).
Se us6 una camara sobre el recinto para monitorear al raton. Durante una fase de

entrenamiento de 6 min, se colocé un raton en el recinto (intensidad de la luz de 114 a 116
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lux, una pared gris, piso con grilla visible) durante 2 min de periodo de habituacioén, para
evaluar el congelamiento inicial, y luego se encendi6 un sonido (78 a 80 dB, 4 kHz) durante
30 s inmediatamente seguido por un leve choque en las patas (2 s, 0,5 mA). Se repiti6 la
misma asociacion de sonido-choque en las patas dos veces mas después de la primera,
con un intervalo de 1 min. Después de la fase de entrenamiento, el ratén volvié a su jaula.
Después de 24 h, el ratén fue sometido a prueba para la memoria de miedo contextual. A tal
fin, el ratdn se colocd en el mismo recinto de entrenamiento y se monitoreé su conducta de
congelamiento durante 5 min sin ningun sonido o estimulo de choque en las patas. Luego el
ratdn retornd a su jaula en la que habita. Una hora después, el raton se transfirié al recinto
después de haber sido alterado con 3 paredes cuadriculadas, sin grilla de metal visible, piso
blanco e intensidad de luz entre y 14 y 16 lux para crear un nuevo contexto para la prueba
de memoria de miedo con sefial. Después de 2 min de periodo de habituacién en el recinto
para medir el congelamiento inicial, se usé el mismo sonido de sefial que se utilizé en la
fase de entrenamiento, que se encendié cuatro veces durante 30 s sin los choques en las
patas mientras que se monitoreaba la conducta de congelamiento durante un tiempo de
ensayo de 7,5 min. El tiempo de congelamiento se determind usando un sistema

automatizado basado en videos usando el software Ethovision (Noldus).

La Figure 31 muestra los resultados para la prueba contextual (Fig 31 (A)) y la prueba con
sefial (Fig 31 (B)) para los cuatro grupos de animales. La STXBP1 de ratones HET tratados
con vehiculo-PBS mostré una gran reduccion tanto en conductas de congelamiento en
contexto e inducidas por sefial cuando se compara con sus compaferos de camada WT, lo
que indica un déficit en aprendizaje asociativo y memoria en el modelo de

haploinsuficiencia de STXBP1 (Figura 31 (A,B)). El tratamiento con AAV con las variantes
larga y corta de STXBP1 conllevé a un aumento en la conducta de congelamiento en la
prueba contextual y con senal (Figura 31 (A,B). Los efectos del tratamiento con la variante
larga fueron significativamente diferentes de los grupos HET tratados con vehiculo, lo que
indica un rescate de las conductas de congelamiento contextuales e inducidas por sefal. El
tratamiento con la variante de STXBP1 corta generé un significativo aumento en la prueba
con sefal cuando se compara con los animales HET tratados con vehiculo (Fig 31 (B)) y
mostré una tendencia al aumento del congelamiento en la prueba contextual (Fig 31 (A)). En
general, el tratamiento con AAV con las variantes de STXBP1 tuvo el potencial de recuperar
los déficits de aprendizaje asociativo y memoria observados en el modelo de ratén con
haploinsuficiencia de STXBP1.

Tabla 19: Generalidad de los sintomas patoldgicos de conducta en el modelo de raton con
haploinsuficiencia de STXBP1.
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Las observaciones en los ratones HET STXBP1 en comparacién con los companeros de
camada WT y se clasificaron con disminucién (|) o aumento (7). Los efectos del tratamiento
con AAV que incluyen ya sea la sobreexpresion de la variante larga o la corta de STXBP1
se indicaron como “recuperacion” (cambio estadisticamente significativo con respecto a los
ratones HET tratados con vehiculo) o “tendencia” (cambio observado pero no

estadisticamente significativo).

Grupos de tratamiento con AAV
Sintomas Prueba Observaciones en Variante larga Variante corta
HET (frente a WT)
Déficit de Peso corporal ! recuperacion tendencia
crecimiento
Epilepsia Crisis (SWD) T recuperacion recuperacion
Disfuncion Fijacién de miembros 0 recuperacion recuperacion
motora posteriores (distonia)
Colgado de alambre T recuperacion recuperacion
(fuerza muscular)
Trastornos Miedo condicionado l recuperacion tendencia
psiquiatricos (memoria de aprendizaje
asociativo)
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REVINDICACIONES

1. Un constructo de acido nucleico que comprende un transgén caracterizado porque

codifica:

una proteina de union a la sintaxina 1 (STXBP1) que comprende la isoforma
a, b, c, d, e, f goh, quetiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, o 16 respectivamente; o

una secuencia que tiene al menos 95 % de identidad de secuencia con
respecto a las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 16 y que mantiene la
funcionalidad como STXBP1; o

una variante de origen natural que comprende, con referencia a la SEQ ID

NO: 9, una o mas mutaciones, como se observa en la Tabla 7.

2. El constructo de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado

porque el transgén codifica:

la variante de transcrito 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 0 12 de STXBP1, que
tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32 o0 33 respectivamente; o

una secuencia que tiene al menos 95 % 096 % 097 % 098 % 099 % o
99,5 % de identidad de secuencia con respecto a las SEQ ID NO: 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 0 33.

3. El constructo de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado

porque el transgén codifica la isoforma a de STXBP1 y comprende una secuencia de
ADNc de la SEQ ID NO: 7; o una secuencia que tiene al menos 95 % 0 96 % 0 97 %
098 % 099 % 0 99,5 % de identidad de secuencia con respecto a la SEQ ID NO: 7.

4. El constructo de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1

a 3, caracterizado porque, ademas, comprende un activador ligado operativamente

con dicho transgén, en el cual dicho activador comprende:

iv.

V.

Vi.

un activador CAG 1,6 kb de la SEQ ID NO: 1; o

un activador hSYN de la SEQ ID NO: 2; o

un activador MECP2 de la SEQ ID NO: 3; o

un activador hNSE de la SEQ ID NO: 4; o

un activador CamKIl de la SEQ ID NO: 5; o

un activador hSTXBP1 enddgeno de la SEQ ID NO: 6; o
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10.

11.

12.

Vii. un activador MECP2 de la SEQ ID NO: 3 operativamente ligado en una
orientacion 5’ hacia 3’ a un MECP2-intrén de la SEQ ID NO: 37.

El constructo de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el constructo comprende una

secuencia de sefal de poliadenilacién de SV40 de la SEQ ID NO: 8.

Un vector virico que comprende el constructo de acido nucleico de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el vector virico
comprende, ademas, una repeticion terminal invertida (ITR) en el flanco 5’ y/o 3’ de

dicho constructo de acido nucleico.

El vector virico de acuerdo con la reivindicacién 6, caracterizado porque la 5’ITR y/o

la 3'ITR comprenden la ITR de un virus adenoasociado (AAV) natural.

El vector virico de acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, caracterizado
porque la 3'I'TR comprende la SEQ ID NO: 18 y/o la 5’ITR comprende la SEQ ID NO:
19.

Una particula virica que comprende un constructo de acido nucleico de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o un vector virico de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8.

La particula virica de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizada porque
comprende una proteina de capside de VP1 proveniente de un AAV seleccionado
entre el grupo que consiste en AAV2, AAV5, AAV6, AAV8, AAVI, AAV10, AAVtt o

sus combinaciones.

La particula virica de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizada porque la
proteina de capside proviene de AAVtt o AAV9 y comprende la SEQ ID NO: 20 o 21
respectivamente, o una secuencia que tiene al menos 98,5 % 0 99 % 0 99,5 % de

identidad de secuencia con respecto a la SEQ ID NO: 20 o 21.

La particula virica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11 para

uso en terapia.
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13.

14.

15.

16.

La particula virica para el uso de acuerdo con la reivindicacion 12 en el tratamiento
y/o prevencién de un trastorno genético de STXBP1 asociado con encefalopatia

epiléptica de inicio temprano grave.

La particula virica para el uso de acuerdo con la reivindicacion 12 o la reivindicacion
13 en el tratamiento del sindrome de Ohtahara, el sindrome de West o el sindrome

de Dravet.

Un método para tratar y/o prevenir una enfermedad que se caracteriza por la pérdida
de la actividad funcional de STXBP1, caracterizado porque comprende administrar
una particula virica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11 a

un sujeto que lo necesita.

El método de acuerdo con la reivindicacién 15, caracterizado porque dicha
enfermedad esta asociada con al menos una mutacion en un paciente, lo que
conlleva a una variante de STXBP1 patoldgica, en el cual dicha variante de STXBP1
patoldgica comprende, con referencia a la SEQ ID NO:9, una mutacion o

combinacion de mutaciones, tal como se observa en la Tabla 5 y/o la Tabla 6.
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RESUMEN

La presente invencion se refiere a un constructo de acido nucleico que comprende un
transgén que codifica la proteina de unién a la sintaxina 1 (STXBP1, Munc-18), un vector
virico para encapsidado de dicho acido nucleico en una particula virica; y el uso de dicha
particula virica para tratar una enfermedad asociada con una pérdida de la actividad
funcional de STXBP1.
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Figura 8
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Expresion de identificador de HA mediante WB

Figura 13 (continuacién)
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 19 (continuacion)
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 21 (continuacion)
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 23 (continuacidn).
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Figura 24

ARNm de STXBP1 corta total

]
I
| 3

]
| | | I | |
o o o 9 (=] un =
== (= 5

-—

(j5p-Z) STHAEXLS 2P WINXY 3p ugIsaidxa ap S3JAAIN

ARNm de STXBP1 larga total

]
1 | 11T 1
= S = 2 o mn o W o
n o W N o -
=

(-0 Z) 11 dEXLS 3P WNYY P ugisaldxa ap s3|aAIN
1OV

28



* %k K
.

STXBP1 total

* 3k ok k

* R 5, %

¥

T
A,
,zf‘r X
&
%
v
STXBP1 larga

—% ., e

L
| 1 |
o o = =] ==
@2 @ @ <

Figura 25

I | |
o o O
| | I I 2 o o
o =] o =1 o L= T Vo TR == TN e N 4 ] cd -—
[=] uwy = uy N = = .
o™ - - 1Mme cwumnmm._ uod

LM e 0310adsal uoo ealejal BABEIS! TLAEXLS 2P Uoisaldxd

[eJ0} |dEXLS 3P ugisaidx3

29



Figura 25 (continuacion)
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Figura 26
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Figura 27.
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Figura 27 (continuacién)

* & K

20 =

/e
WV

* nu..”u_%m‘

* 4 7 ”\

*

¥ .wﬁ %,

-0 16 L,

¥ [ Q _nl__.,w".p A..bv._m‘

¥ %

* 6%
ﬂ..ﬁ;q..

| I ] 1 A.mw

= g =

seloy ¢ - selp / - EIP/AMS

HEl sin crisis

= con crisis

20

I
wn
=

[=] LE) =]
et

Sauojel ap oJaWnN

33



Figura 28
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Figura 29
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Figura 30
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Figura 31

Prueba contextual

* %k ok
1
*

* k%

v
v
v
vy
v
‘F“v
I
@"\

100~

(%) ojuaiweabuon

Prueba con sefal

* &

*

* %k %

« <HiF_+ % %

Ty, %

o v, 7y,

v Cy K
aRL SO

100

(%) opuaiwejabuo

37



