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DESCRIPCION
Métodos relacionados con FGF2 para diagnosticar y tratar la depresion
Antecedentes de la invencion

La depresién clinica, incluyendo tanto trastornos bipolares como trastornos de depresién mayor, es un problema de
salud publica importante, que afecta a una estimacion del 9,5 % de la poblacion adulta de los Estados Unidos cada
afo. Aunque se ha planteado la hipétesis de que la enfermedad mental, incluyendo trastornos animicos tales como
depresién mayor (“MDD”) y trastorno bipolar (“BP”) asi como trastornos psicoéticos tales como esquizofrenia, pueden
tener raices genéticas, se ha conseguido poco progreso en la identificacion de secuencias génicas y productos
génicos que desempefian un papel en la causa de estos trastornos, como sucede para muchas enfermedades con
un origen genético complejo (véase, por ejemplo, Burmeister, Biol. Psychiatry 45: 522-532 (1999)).

La falta actual de biomarcadores y la ineficacia y fiabilidad del diagnéstico y las tasas son importantes problemas
para el tratamiento de trastornos mentales. Por ejemplo, aproximadamente el 15 % de la poblacion padece MDD
mientras que aproximadamente el 1 % padece trastornos BP. El diagnostico del trastorno bipolar es dificil cuando,
como sucede en ocasiones, el paciente presenta solamente sintomas de depresion para el especialista clinico. Se
ha indicado que al menos al 10-15 % de los pacientes con BP se les diagnostica erroneamente MDD. Las
consecuencias de dicho diagnostico erroneo incluyen un retardo en la introduccion de tratamiento eficaz con
estabilizadores animicos y un retardo en la busqueda u obtenciéon de consejo especifico para el trastorno bipolar.
Ademas el tratamiento con antidepresivos solo induce ciclos rapidos, cambiando a estado maniaco o mixto, y en
consecuencia aumenta el riesgo de suicidio. Ademas, aparte de una falta de eficacia, retardo en el inicio de la accién
y efectos secundarios (sexuales, de suefio, aumento de peso, etc.), hay preocupaciones recientes con respecto a los
efectos indeseables de los antidepresivos en los sindromes metabdlicos, tales como diabetes e hipercolesterolemia.

Claramente, existe la necesidad de métodos para obtener informacion precisa y objetiva acerca del estado
fisiolégico y/o genético de pacientes deprimidos o potencialmente suicidas, particularmente ya que el estado
fisiolégico y/o genético del paciente esta relacionado con la probable respuesta del paciente a un régimen de
tratamiento particular.

El documento WO 2004/056865 desvela compuestos capaces de modular la interaccion del ligando de FGFR.
Ademas, el documento WO 2004/056865 desvela un péptido de motivos de union a NCAM.

El documento WO 2005/014623 también desvela un péptido de motivo de union a FGFR NCAM.
Breve sumario de la invencion

La presente invencién proporciona un ligando que activa el receptor de FGF para su uso como un antidepresivo en
el tratamiento terapéutico de un individuo con trastorno depresivo mayor (MDD), en el que el ligando es un
peptidomimético de NCAM. Tanto FGF2 como el peptidomimético de NCAM tienen efectos de tipo antidepresivo en
el ensayo de natacion forzada cuando se inyectan por via intracerebroventricular. La descripcion y los ejemplos
presentados en el presente documento muestran que la presencia de un inhibidor peptidico invierte el efecto.

Breve descripcion de los dibujos

La FIGURA 1 muestra diferencias de variantes de FGFR2 en Trastornos Animicos. Las variantes de corte y
empalme del receptor soluble FGFR2 pueden representar un porcentaje menor de los receptores totales en MDD
que en los controles.

La FIGURA 2 muestra el efecto de la inyeccion aguda de FGF2 en la depresién y ansiedad de ratones, como se
mide por ensayos de movilidad (parte superior) y el ensayo de laberinto elevado mas (EPM) (parte inferior),
respectivamente. “Abierto”, “centro” y “cerrado” se refieren al tiempo pasado en las partes abierta, central y
cerrada del EPM, respectivamente.

La FIGURA 3 muestra los efectos de inyecciones del péptido NCAM en la depresion y ansiedad de ratones,
como se mide por el ensayo de escalada y natacion forzada (parte superior) y el ensayo de laberinto elevado
mas (EPM) (parte inferior), respectivamente. “Abierto”, “centro” y “cerrado” se refieren al tiempo pasado en las
partes abierta, central y cerrada del EPM, respectivamente.

La FIGURA 4 muestra los efectos de inyecciones de un inhibidor peptidico en depresion y ansiedad de ratones,
como se mide por el ensayo de escalada y natacion forzada (parte superior) y el ensayo de laberinto elevado
mas (EPM) (parte inferior), respectivamente. “Abierto”, “centro” y “cerrado” se refieren al tiempo pasado en las
partes abierta, central y cerrada del EPM, respectivamente.
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La FIGURA 5 muestra una tabla que enumera los genes en la ruta de sefializacion de AMPc cuya expresion esta
significativamente desregulada en la corteza cingulada anterior (AnCg) de pacientes con trastorno bipolar (BPD).

La FIGURA 6 muestra una tabla que enumera genes en las rutas de sefalizacion de AMPc cuya expresion esta
significativamente desregulada en la corteza cingulada anterior (AnCg) de pacientes con trastorno de depresion
mayor (MDD).

La FIGURA 7 muestra una tabla que enumera genes en la ruta de sefializacion de fosfatidilinositol cuya
expresion esta significativamente desregulada en la corteza cingulada anterior (AnCg) de pacientes con trastorno
bipolar (BPD).

La FIGURA 8 muestra una tabla que enumera genes en la ruta de sefalizacion de fosfatidilinositol cuya
expresion esta significativamente desregulada en la corteza cingulada anterior (AnCg) de pacientes con trastorno
de depresion mayor (MDD).

La FIGURA 9 muestra dos diagramas que ilustran el efecto de la administracion de FGF-2 crénica (5 ng/g, 3
semanas) en la ansiedad en roedores con diferencias, como se mide por el tempo que los roedores pasan en el
compartimento luminoso del sistema de ensayo. LR, animales con alta ansiedad intrinseca; HR, animales con
baja ansiedad intrinseca; HRFGF-2, animales con baja ansiedad a los que se administré FGF-2; LRFGF-2,
animales con alta ansiedad a los que se administré6 FGF-2.

La FIGURA 10 muestra la relacién inversa entre la expresion del gen de FGF-2 y el comportamiento de ansiedad
usando el ensayo de “brazos abiertos”. CA-2, regién del hipocampo CA-2.

La FIGURA 11, parte superior, muestra un esquema de la estructura basica de FGFR2 y FGFR3 alineados con
los exones amplificados y descritos en el Ejemplo. Se pone énfasis en las variantes de corte y empalme IlIb/llic
en el extremo C terminal del tercer dominio de tipo Ig de ambos receptores (R2 y R3). Las secuencia exoénicas
para FGFR2 y FGFR3 no son de ninguna manera idénticas (véase FIGURA 11, parte inferior), pero la
nomenclatura exdnica se sincronizd para emparejar cada numero de exdn con regiones correspondientes en las
estructuras proteicas tanto de R2 como de R3. Las isoformas truncada y escindida de los receptores de FGF se
excluyen del esquema. La FIGURA 11, parte inferior, muestra secuencias de cebadores de FGFR2 y FGFR3
directo e inverso disefiados para analisis cuantitativo por RT-PCR en tiempo real. Los cebadores se optimizaron
y se disefiaron para maxima eficacia con deteccion diferencial para variantes de corte y empalme de llIb/llIc tanto
para FGFR2 como para FGFR3.

La FIGURA 12 muestra dos diagramas que ilustran la reduccién inducida por tension cronica en la relacién de
expresion de variante de corte y empalme llic:llIb exonica tanto en FGFR2 (panel superior) como en FGFR3
(panel inferior). V (vehiculo); NS (sin tension); tension crénica (S); FGF-2 (F).

Definiciones

Un “trastorno mental”, una “dolencia mental”, “enfermedad mental’ o “enfermedad, dolencia o trastorno psiquiatrico o
neuropsiquiatrico” se refiere a trastornos animicos (por ejemplo, depresién mayor, mania y trastornos bipolares),
trastornos psicoéticos (por ejemplo, esquizofrenia, trastorno esquizoafectivo, trastorno esquizofreniforme, trastorno
delirante, trastorno psicético breve y trastorno psicético compartido), trastornos de personalidad, trastornos de
ansiedad (por ejemplo, trastorno obsesivo compulsivo) asi como otros trastornos mentales tales como trastornos
relacionados con sustancias, trastornos de la infancia, demencia, trastorno autista, trastorno de ajuste, delirio,
demencia multiinfarto y trastorno de Tourette como se describe en el Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, Cuarta Edicion, (DSM 1V). Tipicamente, dichos trastornos tienen un componente genético y/o uno
bioquimico complejo.

Un “trastorno animico” se refiere a la alteracion de la tonalidad emocional o estado emocional experimentado por un
individuo durante un periodo de tiempo prolongado. Los trastornos animicos incluyen trastorno de depresion mayor
(es decir, trastorno unipolar), mania, disforia, trastorno bipolar, distimia, ciclotimia y muchos otros. Véase, por
ejemplo, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Cuarta Edicion, (DSM [V).

“Trastorno de depresidn mayor”, “trastorno depresivo mayor” o “trastorno unipolar” se refieren a un trastorno animico
que implica cualquiera de los siguientes sintomas: estados de animo ftriste, ansioso o “vacio” persistente;
sensaciones de desesperanza o pesimismo; sensaciones de culpa, inutilidad o impotencia; pérdida de interés o
placer en aficiones y actividades que antes se disfrutaban, incluyendo el sexo; energia reducida, fatiga, estar
“ralentizado”; dificultad en la concentracién, recuerdo o toma de decisiones; insomnio, despertarse de madrugada o
dormir en exceso; apetito y/o pérdida de peso o sobrealimentacion y aumento de peso; pensamientos de muerte o
suicidio o intento de suicidio; inquietud o irritabilidad; o sintomas fisicos persistentes que no responden a
tratamiento, tales como cefaleas, trastornos digestivos y dolor crénico. Se han descrito diversos subtipos de
depresién en, por ejemplo, DSM IV.
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“Trastorno bipolar” es un trastorno animico caracterizado por periodos alternantes de estados de animo extremos.
Una persona con trastorno bipolar experimenta ciclos de estados de animo que habitualmente se desplazan de estar
extremadamente euférico o irritable (mania) a triste y desesperado (depresion) y de nuevo de vuelta al primero, con
periodos de estado de 4nimo normal entre medias. El diagnéstico del trastorno bipolar se describe, por ejemplo, en
DSM IV. Los trastornos bipolares incluyen trastorno bipolar | (mania con o sin depresién mayor) y trastorno bipolar I
(hipomania con depresion mayor), véase, por ejemplo, DSM IV.

Un “trastorno psicético” se refiere a una afeccion que afecta a la mente, que da como resultado al menos alguna
pérdida de contacto con la realidad. Los sintomas de un trastorno psicético incluyen, por ejemplo, alucinaciones,
comportamiento cambiado que no se basa en la realidad, delirios y similares. Véase, por ejemplo, DSM IV. La
esquizofrenia, el trastorno esquizoafectivo, el trastorno esquizofreniforme, el trastorno delirante, el trastorno psicoético
breve, el trastorno psicético inducido por sustancias y trastorno psicético compartido son ejemplos de trastornos
psicoticos.

La “esquizofrenia” se refiere a un trastorno psicotico que implica un alejamiento de la realidad por un individuo. Los
sintomas comprenden durante al menos parte de un mes dos o mas de los siguientes sintomas: delirios (solamente
se requiere un sintoma si un delirio es extrafio, tal como ser secuestrado en una nave espacial del sol);
alucinaciones (solamente se requiere un sintoma si las alucinaciones son de al menos dos voces que hablan entre si
o de una voz que mantiene un comentario continuo en los pensamientos o acciones del paciente); habla
desorganizada (por ejemplo, desvios o incoherencia frecuente); comportamiento genéricamente desorganizado o
catatonico; o sintomas negativos, es decir, aplanamiento afectivo, afasia o abulia. La esquizofrenia abarca trastornos
tales como, por ejemplo, trastornos esquizoafectivos. El diagnéstico de la esquizofrenia se describe, por ejemplo, en
DSM IV. Los tipos de esquizofrenia incluyen, por ejemplo, paranoide, desorganizada, cataténica, indiferenciada y
residual.

Un “antidepresivo” se refiere a un agente usado tipicamente para tratar la depresién clinica. Los antidepresivos
incluyen compuestos de diferentes clases incluyendo, por ejemplo, inhibidores de la recaptacién de serotonina
especificos (por ejemplo, fluoxetina), antidepresivos triciclicos (por ejemplo, desipramina) e inhibidores de la
recaptacion de dopamina (por ejemplo, bupropién). Tipicamente, los antidepresivos de diferentes clases ejercen sus
efectos terapéuticos mediante diferentes rutas bioquimicas. Con frecuencia estas rutas bioquimicas se solapan o se
cruzan. Las enfermedades o trastornos adicionales tratados con frecuencia con antidepresivos incluyen dolor
cronico, trastornos de ansiedad y sofocaciones.

Un “agonista” se refiere a un agente que se une con un polipéptido o polinucleétido, estimula, aumenta, activa,
facilita, potencia la activacién, sensibiliza o regula positivamente la actividad o expresion de un polipéptido o
polinucleétido.

Un “antagonista” se refiere a un agente que inhibe la expresion de un polipéptido o polinucleétido o se une con,
bloquea parcial o totalmente la estimulacion, reduce, previene, retarda la activacién, inactiva, desensibiliza o regula
negativamente la actividad de un polipéptido o polinucleétido.

Los “inhibidores”, “activadores” y “moduladores” de la expresion o de la actividad se usan para hacer referencia a
moléculas inhibidoras, activadoras o moduladoras, respectivamente, identificadas usando ensayos in vitro e in vivo
para expresion o actividad, por ejemplo, ligandos, agonistas, antagonistas y sus homélogos y miméticos. El término
“modulador” incluye inhibidores y activadores. Los inhibidores son agentes que, por ejemplo, inhiben la expresiéon de
un polipéptido o polinucleétido o se unen con, bloquean parcial o totalmente la estimulaciéon o actividad enzimatica,
reducen, previenen, retardan la activacion, inactivan, desensibilizan o regulan negativamente la actividad de un
polipéptido o polinucleétido, por ejemplo, antagonistas. Los activadores son agentes que, por ejemplo, inducen o
activan la expresion de un polipéptido o polinucleétido o se unen con, estimulan, aumentan, abren, activan, facilitan,
potencian la activacién o actividad enzimatica, sensibilizan o regulan positivamente la actividad de un polipéptido o
polinucleétido, por ejemplo, agonistas. Los moduladores incluyen ligandos de origen natural y sintéticos,
antagonistas, agonistas, moléculas quimicas pequefias y similares. Los ensayos para identificar inhibidores y
activadores incluyen, por ejemplo, aplicacion de compuestos moduladores potenciales a células, en presencia o
ausencia de un polipéptido o polinucleétido y determinar después los efectos funcionales en una actividad
polipeptidica o polinucleotidica. Las muestras o ensayos que comprenden un polipéptido o polinucleétido que se
trata con un activador, inhibidor o modulador potencial se comparan con muestras de control sin el inhibidor,
activador o modulador para examinar el alcance del efecto. Se asigna a muestras de control (no tratadas con
moduladores) un valor de actividad relativo del 100 %. Se consigue inhibicion cuando el valor de actividad de un
polipéptido o polinucledtido en relacion con el control es aproximadamente 80 %, opcionalmente 50 % o 25-1 %. Se
consigue activaciéon cuando el valor de actividad de un polipéptido o polinucleétido en relacién con el control es 110
%, opcionalmente 150 %, opcionalmente 200-500 % o 1000-3000 % mayor.

La expresion “compuesto de ensayo” o “candidato farmacol6gico” o “modulador” o equivalentes gramaticales como
se usa en el presente documento describe cualquier molécula, bien de origen natural o sintética, por ejemplo,
proteina, oligopéptido (por ejemplo, de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 aminoacidos de longitud,
preferentemente de aproximadamente 10 a 20 o 12 a 18 aminoacidos de longitud, preferentemente 12, 15 o 18
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aminoacidos de longitud), molécula organica pequefia, polisacarido, lipido, acido graso, polinucleétido, ARNi,
oligonucledtido, etc. El compuesto de ensayo puede estar en forma de una biblioteca de compuestos de ensayo, tal
como una biblioteca combinatoria o aleatoria que proporciona un suficiente intervalo de diversidad. Los compuestos
de ensayo se unen opcionalmente con un compariero de fusién, por ejemplo, compuestos de direccion, compuestos
de rescate, compuestos de dimerizaciébn, compuestos de estabilizacién, compuestos dirigibles y otros restos
funcionales. Convencionalmente, se generan nuevas entidades quimicas con propiedades utiles identificando un
compuesto de ensayo (denominado un “compuesto candidato”) con alguna propiedad o actividad deseable, por
ejemplo, actividad inhibidora, creando variantes del compuesto candidato y evaluando la propiedad y actividad de
esos compuestos variantes. Con frecuencia, se emplean métodos de exploraciéon de alto rendimiento (HTS) para
dicho analisis.

La expresion “Tabla N°” cuando se usa en el presente documento incluye todas las subtablas de la Tabla a la que se
hace referencia (por ejemplo, “Tabla 1” se refiere a Tabla 1A, 1B y Tabla 1C) a no ser que se indique de otro modo.

“Determinar el efecto funcional” se refiere a ensayar con respecto a un compuesto que aumente o reduzca un
parametro que esté directa o indirectamente bajo la influencia de un polinucleétido o polipéptido (tal como un
polinucleétido de la FIGURA 1, FIGURAS 5-8, o Tablas 1-4, o un polipéptido codificado por un gen de la FIGURA 1,
FIGURAS 5-8, o Tablas 1-4), por ejemplo, medir los efectos fisicos y quimicos o fenotipicos. Dichos efectos
funcionales pueden medirse por cualquier medio conocido por los expertos en la materia, por ejemplo, cambios en
las propiedades espectroscopicas (por ejemplo, fluorescencia, absorbancia, indice refractario), hidrodinamicas (por
ejemplo, forma), cromatograficas o de solubilidad para la proteina; medir marcadores inducibles o activaciéon de la
transcripcion de la proteina; medir la actividad de union o ensayos de unién, por ejemplo unién con anticuerpos;
medir los cambios en la afinidad de unién al ligando; medicion del flujo de entrada de calcio; medicion de la
acumulacién de un producto enzimatico de un polipéptido o agotamiento de un sustrato; medicion de cambios en los
niveles de proteina de un polipéptido; medicién de la estabilidad del ARN; unién con proteina G; fosforilacién o
desfosforilacion de GPCR; transduccién de sefial, por ejemplo interacciones de receptor-ligando, concentraciones de
segundo mensajero (por ejemplo, AMPc, IP3 o Ca? intracelular); identificacion de expresion génica indicadora o
corriente abajo (CAT, luciferasa, B-gal, GFP y similares), por ejemplo, mediante quimioluminiscencia, fluorescencia,
reacciones colorimétricas, uniéon de anticuerpos, marcadores inducibles y ensayos de unién a ligando.

Las muestras o ensayos que comprenden un acido nucleico o proteina desvelado en el presente documento que se
tratan con un activador, inhibidor o modulador potencial se comparan con muestras de control sin el inhibidor,
activador o modulador para examinar el alcance de la inhibicion. Se asigna a las muestras de control (no tratadas
con inhibidores) un valor de actividad proteica relativa del 100 %. Se consigue inhibiciéon cuando el valor de actividad
relativo con respecto al control es de aproximadamente el 80 %, preferentemente 50 %, mas preferentemente 25-0
%. Se consigue activacién cuando el valor de actividad en relacion con el control (no tratado con activadores) es del
110 %, mas preferentemente 150 %, mas preferentemente 200-500 % (es decir, de dos a cinco veces mayor en
relacion con el control), mas preferentemente 1000-3000 % mayor.

La “muestra biol6gica” incluye secciones de tejidos tales como muestras de biopsia y autopsia, y secciones
congeladas tomadas para fines histoldégicos. Dichas muestras incluyen sangre, esputo, tejido, células lisadas,
biopsia cerebral, células cultivadas, por ejemplo, cultivos primarios, explantes y células transformadas, heces, orina,
etc. Se obtiene tipicamente una muestra biolégica de un organismo eucariota, mas preferentemente un mamifero, tal
como un primate, por ejemplo, chimpancé o ser humano; vaca; perro; gato; un roedor, por ejemplo, cobaya, rata,
ratén; conejo; o un ave; reptil o pez.

Los términos “peptidomimeético” y “mimético” se refieren a un compuesto quimico sintético que tiene sustancialmente
las mismas caracteristicas estructurales y funcionales de los polinucleétidos, polipéptidos, antagonistas o agonistas
desvelados en el presente documento. Se usan habitualmente analogos peptidicos en la industria farmacéutica
como farmacos no peptidicos con propiedades analogas a las del péptido molde. Estos tipos de compuestos no
peptidicos se denominan “miméticos peptidicos” o “peptidomiméticos” (Fauchere, Adv. Drug Res. 15: 29 (1986);
Veber y Freidinger TINS p. 392 (1985); y Evans et al., J. Med. Chem. 30: 1229 (1987). Los miméticos peptidicos que
son estructuralmente similares a péptidos terapéuticamente utiles pueden usarse para producir un efecto terapéutico
o profilactico equivalente o potenciado. En general, los peptidomiméticos son estructuralmente similares a un
polipéptido paradigmatico (es decir, un polipéptido que tiene una actividad biolégica o farmacoldgica), tal como un
CCX CKR, pero tienen uno o mas enlaces peptidicos opcionalmente reemplazados por un enlace seleccionado del
grupo que consiste en, por ejemplo, - CH2NH-, -CH,S-, -CH,-CHa-, -CH=CH- (cis y trans), -COCH>-, -CH(OH)CH-, y
- CH2SO-. ElI mimético puede estar compuesto completamente de analogos de aminoacidos sintéticos, no naturales,
0 es una molécula quimérica de aminoacidos peptidicos parcialmente naturales y analogos parcialmente no
naturales de aminoacidos. EI mimético también puede incorporar cualquier cantidad de sustituciones conservativas
de aminoacidos naturales siempre que dichas sustituciones no alteren sustancialmente también la estructura y/o
actividad del mimético. Por ejemplo, una composicion mimética es capaz de llevar a cabo las actividades de unién o
enzimaticas de un polipéptido o polinucledtido o inhibir o aumentar la actividad enzimatica o expresién de un
polipéptido o polinucleodtido.
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El término “gen” significa el segmento de ADN implicado en la produccion de una cadena polipeptidica; incluye
regiones que preceden y siguen a la region codificante (lider y cola) asi como secuencias intermedias (intrones)
entre segmentos codificantes individuales (exones).

El término “aislado”, cuando se aplica a un acido nucleico o proteina, indica que el acido nucleico o proteina esta
esencialmente sin otros componentes celulares con los que se asocia en el estado natural. Preferentemente esta en
un estado homogéneo aunque puede estar en una solucibn seca o acuosa. La pureza y homogeneidad se
determinan tipicamente usando técnicas quimicas analiticas tales como electroforesis en gel de poliacrilamida o
cromatografia liquida de alto rendimiento. Una proteina que es la especie predominante presente en una
preparacion esta sustancialmente purificada. En particular, un gen aislado se separa de fases abiertas de lectura
que flanquean al gen y codifican una proteina distinta del gen de interés. El término “purificado” indica que un acido
nucleico o proteina da lugar a esencialmente una banda en un gel electroforético. Particularmente, significa que el
acido nucleico o proteina es al menos 85 % puro, mas preferentemente al menos 95 % puro, y mas preferentemente
al menos 99 % puro.

La expresion “acido nucleico” o “polinucleétido” se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos y polimeros de
los mismos en forma mono o bicatenaria. A no ser que se limite especificamente, el término abarca acidos nucleicos
que contienen andlogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de union similares al acido
nucleico de referencia y se metabolizan de una manera similar a nucleétidos de origen natural. A no ser que se
indique de otro modo, una secuencia de acido nucleico particular también abarca de forma implicita variantes
modificadas de forma conservativa de los mismos (por ejemplo, sustituciones de codones degradados), alelos,
ortélogos, SNP y secuencias complementarias asi como la secuencia indicada de forma explicita. Especificamente,
pueden conseguirse sustituciones de codones degradados generando secuencias en las que la tercera posicion de
uno o mas codones seleccionados (o todos) se sustituyen con restos de base mixta y/o desoxiinosina (Batzer et al.,
Nucleic Acid Res. 19: 5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260: 2605-2608 (1985); y Cassol et al. (1992);
Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8: 91-98 (1994)). La expresion acido nucleico se usa de forma intercambiable con
gen, ADNc y ARNm codificado por un gen.

Los términos “polipéptido” “péptido” y “proteina” se usan de forma intercambiable en el presente documento para
hacer referencia a un polimero de restos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en
los que uno o mas restos de aminoacidos son un mimético quimico artificial de un aminoacido de origen natural
correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos de origen natural y polimeros de aminoacidos de origen no
natural. Como se usa en el presente documento, los términos abarcan cadenas de aminoacidos de cualquier
longitud, incluyendo proteinas de longitud completa (es decir, antigenos), en las que los restos de aminoacidos estan
unidos por enlaces peptidicos covalentes.

El término “aminoacido” se refiere a aminoacidos de origen natural y sintéticos, asi como analogos de aminoacidos y
miméticos de aminoacidos que actuan de una manera similar a los aminoacidos de origen natural. Son aminoacidos
de origen natural los codificados por el codigo genético, asi como los aminoacidos que se modifican posteriormente,
por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Los analogos de aminoacidos se refieren a
compuestos que tienen la misma estructura quimica bésica que un aminoacido de origen natural, es decir, un
carbono o que esta unido con un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R, por ejemplo,
homoserina, norleucina, sulfoxido de metionina, metil sulfonio de metionina. Dichos analogos tienen grupos R
modificados (por ejemplo, norleucina) o cadenas principales peptidicas modificadas, pero conservan la misma
estructura quimica basica que un aminoacido de origen natural. “Miméticos de aminoacidos” se refiere a compuestos
quimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido, pero que
actua de una manera similar a un aminoacido de origen natural.

Los aminoacidos pueden indicarse en el presente documento por los simbolos de tres letras habitualmente
conocidos o por los simbolos de una letra recomendados por la Comision de Nomenclatura Bioquimica de IUPAC-
IUB. Los nucleétidos, de forma similar, pueden indicarse por sus cédigos de una letra habitualmente aceptados.

“Variantes modificadas de forma conservativa” se aplica a secuencias tanto de aminoacidos como de acido nucleico.
Con respecto a secuencias de acido nucleico particulares, “variantes modificadas de forma conservativa” se refiere a
los acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o esencialmente idénticas, o cuando el
acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias esencialmente idénticas. Debido a la
degradacion del cédigo genético, un gran numero de acidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican cualquier
proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican todos el aminoacido alanina. Por lo
tanto, en cada posicion en la que se especifica una alanina por un codén, el codén puede alterarse a cualquiera de
los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Dichas variaciones de acido nucleico
son “variaciones silenciosas”, que son una especie de variaciones modificadas de forma conservativa. Cada
secuencia de acido nucleico en el presente documento que codifica un polipéptido también describe cada posible
variacion silenciosa del acido nucleico. Un experto en la materia reconocera que cada codén en un acido nucleico
(excepto AUG, que es habitualmente el unico codon para metionina, y TGG, que es habitualmente el Unico codén
para triptéfano) puede modificarse para producir una molécula funcionalmente idéntica. En consecuencia, cada
reaccion silenciosa de un acido nucleico que codifica un polipéptido esta implicita en cada secuencia descrita.
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Con respecto a las secuencias de aminoacidos, un experto en la materia reconocera que las sustituciones,
deleciones o adiciones individuales a una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que altere,
afiada o suprima un Unico aminoacido o un pequefo porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada es una
“variante modificada de forma conservativa’” en la que la alteracién da como resultado la sustitucién de un
aminoacido con un aminoacido quimicamente similar. Se conocen bien en la técnica tablas de sustituciones
conservativas que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares. Dichas variantes modificadas de forma
conservativa son ademas de y no excluyen las variantes polimoérficas, homologos entre especies y alelos.

Los siguientes ocho grupos contienen cada uno aminoacidos que son sustituciones conservativas entre si:

1) Alanina (A), Glicina (G);

2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (l), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);
6) Fenilalanina (F), Tirosina (1), Triptéfano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); y

8) Cisteina (C), Metionina (M)

(véase, por ejemplo, Creighton, Proteins (1984)).

El “porcentaje de identidad de secuencia” se determina comparando dos secuencias alineadas de forma 6ptima
sobre una ventana de comparacién, en la que la parte de la secuencia polinucleotidica en la ventana de
comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en comparacion con la secuencia de
referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para el alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. El
porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que la base de acido nucleico o el resto de
aminoacido idénticos aparecen en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo
el niumero de posiciones coincidentes por el numero total de posiciones en la ventana de comparacion y
multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de secuencia.

Los términos “idéntico” o porcentaje de “identidad” en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o secuencias
polipeptidicas, se refieren a dos o mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje
especifico de restos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales (es decir, 60 % de identidad, opcionalmente 65
%, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o 95 % de identidad sobre una regién especifica), cuando se comparan y alinean
para maxima correspondencia sobre una ventana de comparacion, o region designada como se mide usando uno de
los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o por alineamiento manual e inspeccion visual. Se dice
entonces que dichas secuencias son “sustancialmente idénticas”. Esta definicion también se refiere al complemento
de una secuencia de ensayo. Opcionalmente, la identidad existe sobre una region que es de al menos
aproximadamente 50 nucleétidos de longitud, o mas preferentemente sobre una region que es de 100 a 500 o 1000
0 mas nucledtidos de longitud.

Para comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actia como una secuencia de referencia, con la que
se comparan secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, se introducen
secuencias de ensayo y referencia en un ordenador, se designan coordenadas de subsecuencia, si es necesario, y
se designan parametros de programas de algoritmos de secuencia. Pueden usarse parametros de programa por
defecto, o pueden designarse parametros alternativos. El algoritmo de comparaciéon de secuencias calcula después
el porcentaje de identidades de secuencia para las secuencias de ensayo en relacion con la secuencia de
referencia, basandose en los parametros de programa.

Una “ventana de comparacion”, como se usa en el presente documento, incluye referencia a un segmento de uno
cualquiera del niumero de posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste en de 20 a 600, habitualmente
de aproximadamente 50 a aproximadamente 200, mas habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente
150 en el que una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia del mismo niumero de posiciones
contiguas después de alinearse 6ptimamente las dos secuencias. Se conocen bien en la técnica métodos para
alinear secuencias para comparacion. El alineamiento 6ptimo de secuencias para comparacion puede realizarse, por
ejemplo, por el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1970) Adv. Appl. Math. 2: 482c, por el algoritmo
de alineamiento de homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443, por el método de busqueda de
similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85: 2444, por implementaciones computarizadas
de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Paquete de Software de Wisconsin Genetics, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) o por alineamiento manual e inspeccion visual (véase, por ejemplo,
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (suplemento de 1995)).

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud
de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al. (1977) Nuc. Acids Res. 25:
3389-3402, y Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410, respectivamente. El software para realizar analisis de
BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica. Este algoritmo
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implica identificar en primer lugar pares de secuencias de alta puntuacion (HSP) identificando palabras cortas de
longitud W en la secuencia de consulta, que coinciden con o satisfacen alguna puntuacion de umbral de valor
positivo T cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de bases de datos. Se
denomina T al umbral de puntuacién de palabra vecina (Altschul ef al., mencionado anteriormente). Estos aciertos
de palabra vecinos iniciales actian como semillas para iniciar basquedas para encontrar HSP mas largos que los
contengan. Los aciertos de palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia tanto como
pueda aumentarse la puntuacién de alineamiento acumulada. Las puntuaciones acumuladas se calculan usando,
para secuencias de nucleoétidos, los parametros M (puntuacién de recompensa para un par de restos coincidentes;
siempre >0) y N (puntuacion de penalizacién para restos desapareados; siempre <0). Para secuencias de
aminoacidos, se usa una matriz de puntuacion para calcular la puntuaciéon acumulada. La extension de los aciertos
de palabra en cada direccion se detiene cuando: la puntuacion de alineamiento acumulada cae por la cantidad X
desde su valor maximo alcanzado; la puntuacion acumulada baja hasta cero o por debajo, debido a la acumulacion
de uno o mas alineamientos de restos de puntuacién negativa; o se alcanza el final de una de las secuencias. Los
parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad del alineamiento. El programa
BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E)
de 10, M=5, N=-4 y una comparacioén de ambas hebras. Para secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa
por defecto una longitud de palabra de 3 y expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase
Henikoff y Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915) alineamientos (B) de 50, expectativa (E) de 10,
M=5, N=-4, y una comparacion de ambas hebras.

El algoritmo BLAST también realiza una analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo,
Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787). Una medida de la similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la probabilidad de menor suma (P(N)), que proporciona un indicio de la probabilidad por la que
una coincidencia entre dos secuencias de nucle6tidos o aminoacidos se produciria al azar. Por ejemplo, un &cido
nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de menor suma en una comparacion
del &cido nucleico de ensayo con el acido nucleico de referencia es menor de aproximadamente 0,2, mas
preferentemente menor de aproximadamente 0,01 y mas preferentemente menor de aproximadamente 0,001.

Un indicio de que dos secuencias de acido nucleico o polipéptidos son sustancialmente idénticos es que el
polipéptido codificado por el primer acido nucleico es inmunolégicamente reactivo de forma cruzada con los
anticuerpos inducidos contra el polipéptido codificado por el segundo acido nucleico, como se describe
posteriormente. Por lo tanto, un polipéptido es tipicamente sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por
ejemplo, cuando los dos péptidos difieren solamente en sustituciones conservativas. Otro indicio de que dos
secuencias de acido nucleico son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas o sus complementos hibridan
entre si en condiciones rigurosas, como se describe posteriormente. Otro indicio mas de que dos secuencias de
acido nucleico son sustancialmente idénticas es que pueden usarse los mismos cebadores para amplificar la
secuencia.

La frase “una secuencia de acido nucleico codificante” se refiere a un acido nucleico que contiene informacion de
secuencia para un ARN estructural tal como ARNr, un ARNt, o la secuencia de aminoacidos primaria de una
proteina o péptido especifico, o un sitio de unién para un agente regulador de accién en trans. Esta expresion
abarca especificamente codones degradados (es decir, diferentes codones que codifican un Unico aminoacido) de la
secuencia o las secuencias nativas que pueden introducirse para adaptarse a la preferencia codoénica en una célula
hospedadora especifica.

El término “recombinante” cuando se usa en referencia, por ejemplo, a una célula, o acido nucleico, proteina, o
vector, indica que la célula, el acido nucleico, la proteina o el vector, se ha modificado por la introduccion de un acido
nucleico heterélogo o proteina o la alteraciéon de un acido nucleico o proteina nativo, o que la célula deriva de una
célula modificada de esta manera. Por lo tanto, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se
encuentran dentro de la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes nativos que se expresan de
otra manera de forma anémala, se expresan poco o0 no se expresan en absoluto.

El término “heter6logo” cuando se usa con referencia a partes de un acido nucleico indica que el acido nucleico
comprende dos 0 mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relacion entre si en la naturaleza. Por
ejemplo, el acido nucleico se produce tipicamente de forma recombinante, teniendo dos o mas secuencias de genes
no relacionados dispuestos para realizar un nuevo acido nucleico funcional, por ejemplo, un promotor de una fuente
y una region codificante de otra fuente. De forma similar, una proteina heteréloga indica que la proteina comprende
dos o mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relacion entre si en la naturaleza (por ejemplo, una
proteina de fusion).

Un “vector de expresion” es una construccién de acido nucleico, generada de forma recombinante o sintética, con
una serie de elementos de acido nucleico especificos que permiten la transcripcion de un acido nucleico particular
en una célula hospedadora. El vector de expresion puede ser parte de un plasmido, virus o fragmento de acido
nucleico. Tipicamente, el vector de expresion incluye un acido nucleico para transcribir unido operativamente a un
promotor.
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Una persona que esta “predispuesta a un trastorno mental” como se usa en el presente documento significa una
persona que tiene una inclinacién o una mayor probabilidad de desarrollar un trastorno mental en comparacién con
una persona promedio en la poblacion general.

Descripcion detallada de la invencion

Las pruebas basadas en el andlisis de solamente un ndmero restringido de moléculas sugieren una desregulacion
génica alterada y unica que puede estar implicada en la patofisiologia del trastorno bipolar (BPD) y trastorno
depresivo mayor (MDD) asi como en el mecanismo del tratamiento farmacolégico para estos trastornos. El reciente
desarrollo de tecnologia de micromatrices permite una vision exhaustiva de los perfiles de expresion de ARNm de
genes especificos, sistemas y rutas de sefalizacion.

I. Introduccion

Para entender la base genética de los trastornos mentales, se han realizado estudios para investigar los patrones de
expresion de genes que se expresan diferencialmente especificamente en el sistema nervioso central de sujetos con
trastornos animicos. En varios estudios, la expresion diferencial y Unica de genes conocidos y nuevos se determind
consultando muestras de ARN totales purificadas de cerebros post mértem de pacientes con BP y MDD con
Affymetrix Gene Chips® (que contienen matrices de conjuntos de sondas oligonucleotidicas de alta densidad). El
principio fundamental es que identificando genes y rutas que se expresan diferencialmente en BP y/o MDD (en
relacion con sujetos de control sanos), mediante la realizacion de perfiles de expresién globales de los
transcriptomas como anteriormente, se pueden identificar genes que provocan, efectian o se asocian con la
enfermedad, o que interaccionan con farmacos usados para tratar la enfermedad, para su uso en aplicaciones de
diagnostico y terapéuticas.

Los Ejemplos proporcionados en el presente documento describen la realizacién de perfiles de expresién génica de
micromatrices de las cortezas prefrontal dorsolateral, cingulada anterior, del hipocampo, del Nucleo Accumbens, de
las Amigdalas y cerebelares de pacientes con BPD y MDD. En particular, se desvelan los niveles de expresion de
ARNm de genes relacionados con las rutas de FGF y GPCR. También se desvela la deteccion de variantes de corte
y empalme de FGFR2, que también estan desreguladas. También se proporcionan genes que estan desregulados
por litio para el tratamiento especifico de trastornos de BP.

Se proporcionan métodos para aprovechar la expresién alterada (expresion bien mayor o bien menor como se indica
en el presente documento) o expresién diferencial Unica de los genes de la FIGURA 1, FIGURAS 5-8 o Tablas 1-4
que se observa en regiones cerebrales seleccionadas de pacientes a los que se han diagnosticado trastornos
animicos (por ejemplo, trastorno bipolar y trastorno de depresion mayor) en comparacion con individuos normales.

Se desvelan métodos para identificar un compuesto util para el tratamiento de dichos trastornos seleccionando
compuestos, por ejemplo, FGF2, NCAM e inhibidores peptidicos del sistema FGF, que modulan el efecto funcional
de los productos de traduccién o la expresion de los transcritos descritos en el presente documento. La invencion
también proporciona compuestos para su uso en métodos para tratar pacientes con dichos trastornos mentales.

Los antidepresivos pertenecen a diferentes clases, por ejemplo, desipramina, bupropién y fluoxetina, y son en
general igualmente eficaces para el tratamiento de depresién clinica, pero actian por mecanismos diferentes. La
eficacia similar de los farmacos para el tratamiento de trastornos animicos sugiere que actian mediante una ruta
comun no identificada en la actualidad. Pueden usarse modelos animales de depresion, incluyendo tratamiento de
animales con productos terapéuticos conocidos tales como SSRI, para examinar el modo de accion de los genes
proporcionados en el presente documento. El litio es el farmaco elegido para el tratamiento de BP.

Il. Métodos generales de acidos nucleicos recombinantes

Pueden aislarse polinucleétidos y clonarse usando métodos recombinantes. Dichos polinucleétidos incluyen, por
ejemplo, los enumerados en la FIGURA 1, FIGURAS 5-8 o Tablas 1-4, que pueden usarse, por ejemplo, para
expresion proteica o durante la generacion de variantes, derivados, casetes de expresion, para controlar la
expresion génica, para el aislamiento o deteccion de secuencias en diferentes especies, para fines de diagndstico en
un paciente, por ejemplo, para detectar mutaciones o para detectar niveles de expresion de acidos nucleicos o
polipéptidos. Las secuencias pueden unirse operativamente con un promotor heterdlogo. Los acidos nucleicos
pueden ser de cualquier mamifero, incluyendo, en particular, por ejemplo, un ser humano, un ratén, una rata, un
primate, etc.

A. Métodos generales de acidos nucleicos recombinantes

Se cuenta con técnicas rutinarias en el campo de la genética recombinante. Los textos basicos que desvelan los
métodos generales incluyen Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (32 ed. 2001); Kriegler, Gene
Transfer and Expression: A Laboratory Manual (1990); y Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds.,
1994)).
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Para acidos nucleicos, se proporcionan tamafios en kilobases (kb) o pares de bases (pb). Estos son estimaciones
derivadas de electroforesis en gel de agarosa o acrilamida, de acidos nucleicos secuenciados, o de secuencias de
ADN publicadas. Para proteinas, los tamafios se proporcionan en kilodalton (kDa) o nimeros de restos de
aminoacidos. Los tamafos de proteinas se estiman a partir de la electroforesis en gel, de proteinas secuenciadas,
de secuencias de aminoacidos derivadas, o de secuencias proteicas publicadas.

Los oligonucledétidos que no estan disponibles en el mercado pueden sintetizarse quimicamente de acuerdo con el
método de triéster de fosforamidita de fase solida descrito en primer lugar por Beaucage y Caruthers, Tetrahedron
Letts. 22: 1859-1862 (1981), usando un sintetizador automatico, como se describe en Van Devanter et al., Nucleic
Acids Res. 12: 6159-6168 (1984). La purificacion de oligonucleétidos es por electroforesis en gel de acrilamida
nativo o por HPLC de intercambio aniénico como se describe en Pearson y Reanier, J. Chrom. 255: 137-149 (1983).

La secuencia de los genes clonados y oligonucledtidos sintéticos puede verificarse después de clonar usando, por
ejemplo, el método de terminaciéon de cadena para secuenciacion de moldes bicatenarios de Wallace et al., Gene
16: 21-26 (1981).

B. Métodos de clonacion para el aislamiento de secuencias de nucleétidos que codifican proteinas deseadas

En general, los acidos nucleicos que codifican las proteinas objeto se clonan a partir de bibliotecas de secuencia de
ADN que se realizan para codificar ADNc o ADN gendmico. Las secuencias particulares pueden localizarse
hibridando con una sonda oligonucleotidica, cuya secuencia puede derivar de las secuencias de los genes
enumerados en la FIGURA 1, FIGURAS 5-8 o Tablas 1-4, que proporcionan una referencia para cebadores de PCR
y define regiones adecuadas para aislar sondas especificas. Como alternativa, cuando la secuencia se clona en una
biblioteca de expresion, la proteina recombinante expresada puede detectarse de forma inmunolégica con
antisueros o anticuerpos purificados preparados contra un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos codificada por un gen enumerado en la FIGURA 1, FIGURAS 5-8, o Tablas 1-4.

Se conocen bien por los expertos en la materia métodos para realizar y explorar bibliotecas de ADNc y gendmicas
(véase, por ejemplo, Gubler y Hoffman Gene 25: 263-269 (1983); Benton y Davis Science, 196: 180-182 (1977); y
Sambrook, mencionado anteriormente). Las células cerebrales son un ejemplo de células adecuadas para aislar
secuencias de ARN y ADNc.

Brevemente, para realizar la biblioteca de ADNc, deberia elegirse una fuente que sea rica en ARNm. EI ARNm
puede después convertirse en ADNc, ligarse en un vector dominante, y transfectarse en un hospedador
recombinante para propagacion, exploracion y clonacion. Para una biblioteca genémica, el ADN se extrae de un
tejido adecuado y se corta mecanicamente o se digiere enzimaticamente para producir fragmentos de
preferentemente aproximadamente 5-100 kb. Los fragmentos se separan después por centrifugacion de gradiente
de tamarios no deseados y se construyen en vectores lambda bacteriéfagos. Estos vectores y fagos se empaquetan
in vitro, y los fagos recombinantes se analizan por hibridaciéon en placa. La hibridacién de colonias se lleva a cabo
como se describe en general en Grunstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 72: 3961-3965 (1975).

Un método alternativo combina el uso de cebadores oligonucleotidicos sintéticos con extension de polimerasa en un
molde de ARNm o ADN. Los cebadores adecuados pueden disefiarse a partir de secuencias especificas. Este
método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) amplifica los acidos nucleicos que codifican la proteina de
interés directamente a partir de ARNm, ADNCc, bibliotecas genémicas o bibliotecas de ADN. Pueden incorporarse
sitios de endonucleasas de restriccion en los cebadores. También pueden ser utiles métodos de reaccion en cadena
de la polimerasa u otros métodos de amplificacion in vitro, por ejemplo, para clonar acidos nucleicos que codifican
proteinas especificas y expresan dichas proteinas, para sintetizar acidos nucleicos que se usaran como sondas para
detectar la presencia de ARNm que codifica un polipéptido en muestras fisiologicas, para secuenciacion de acido
nucleico, o para otros fines (véase, Patente de Estados Unidos N° 4.683.195 y 4.683.202). Los genes amplificados
por una reaccion de PCR pueden purificarse a partir de geles de agarosa y clonarse en un vector apropiado.

Los cebadores y sondas apropiados para identificar polinucleétidos de tejidos de mamifero pueden derivarse de las
secuencias proporcionadas en el presente documento. Para una vision general de conjunto de PCR, véase, Innis et
al. PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press, San Diego (1990).

Pueden usarse oligonucleétidos sintéticos para construir genes. Esto se realiza usando una serie de oligonucleétidos
solapantes, habitualmente de 40-120 pb de longitud, que representan las cadenas tanto sentido como antisentido del
gen. Estos fragmentos de ADN después se hibridan, se ligan y se clonan.

Un gen que codifica un polipéptido puede clonarse usando vectores intermedios antes de la transformacion en
células de mamifero para expresion. Estos vectores intermedios son tipicamente vectores procariotas o vectores
lanzadera. Las proteinas pueden expresarse en procariotas, usando métodos convencionales bien conocidos por los
expertos en la materia, o eucariotas como se describen posteriormente.
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lll. Purificacién de proteinas

Pueden purificarse polipéptidos de origen natural o recombinantes para su uso en ensayos funcionales. Pueden
purificarse polipéptidos de origen natural, por ejemplo, polipéptidos codificados por genes enumerados en la
FIGURA 1, FIGURAS 5-8 o Tablas 1-.4, por ejemplo, de tejido de ratén o humano tal como cerebro o cualquier otra
fuente de un ort6logo. Pueden purificarse polipéptidos recombinantes de cualquier sistema de expresion adecuado.

Los polipéptidos pueden purificarse hasta pureza sustancial por técnicas convencionales, incluyendo precipitacion
selectiva con sustancias tales como sulfato de amonio; cromatografia en columna, métodos de inmunopurificacion y
otros (véase, por ejemplo, Scopes, Protein Purification: Principles and Practice (1982); Patente de Estados Unidos
N° 4.673.641; Ausubel et al., mencionado anteriormente; y Sambrook et al., mencionado anteriormente).

Pueden emplearse varios procedimientos cuando se purifican polipéptidos recombinantes. Por ejemplo, las
proteinas que tienen propiedades de adhesidn molecular establecidas pueden fusionarse de forma reversible con
polipéptidos. Con el ligando apropiado, los polipéptidos pueden adsorberse de forma selectiva en una columna de
purificacion y después liberarse de la columna en una forma relativamente pura. La proteina fusionada se retira
después por actividad enzimatica. Finalmente el polipéptido puede purificarse usando columnas de inmunoafinidad.

A. Purificacion de proteinas de bacterias recombinantes

Cuando se expresan proteinas recombinantes por las bacterias transformadas en grandes cantidades, tipicamente
después de induccién del promotor, aunque la expresién puede ser constitutiva, las proteinas pueden formar
agregados insolubles. Hay varios protocolos que son adecuados para purificaciébn de cuerpos de inclusion de
proteinas. Por ejemplo, la purificacion de proteinas agregadas (en lo sucesivo en el presente documento
denominados cuerpos de inclusion) tipicamente implica la extraccion, separaciéon y/o purificacion de cuerpos de
inclusion mediante la alteracion de células bacterianas tipicamente, pero sin limitacion, por incubacién en un tampén
de lisozima aproximadamente 100-150 pug/ml y Nonidet P40 0,1 %, un detergente no i6nico. La suspension celular
puede molerse usando un triturador Polytron (Brinkman Instruments, Westbury, NY). Como alternativa, las células
pueden sonicarse en hielo. Se describen métodos alternativos para lisar bacterias en Ausubel et al. y Sambrook et
al., ambas mencionadas anteriormente, y resultaran evidentes para los expertos en la materia.

La suspension celular en general se centrifuga y el sedimento que contienen los cuerpos de inclusion se resuspende
en tampodn que no disuelve, sino que lava los cuerpos de inclusion, por ejemplo, Tris-HCI 20 mM (pH 7,2), EDTA 1
mM, NaCl 150 mM y Triton-X 100 2%, un detergente no iénico. Puede ser necesario repetir la etapa de lavado para
retirar tantos residuos celulares como sea posible. El sedimento restante de cuerpos de inclusién puede
resuspenderse en un tampén apropiado (por ejemplo, fosfato sédico 20 mM, pH 6,8, NaCl 150 mM). Otros tampones
apropiados resultaron evidentes para los expertos en la materia.

Después de la etapa de lavado, los cuerpos de inclusion se solubilizan por la adicién de un disolvente que es tanto
un aceptor de hidrégeno fuerte como un donante de hidrégeno fuerte (0 una combinacién de disolventes que tienen
cada uno una de estas propiedades). Las proteinas que han formado los cuerpos de inclusién pueden después
renaturalizarse por dilucién o didlisis con un tampdn compatible. Los disolventes adecuados incluyen, pero sin
limitacion, urea (de aproximadamente 4 M a aproximadamente 8 M), formamida (al menos aproximadamente 80 %,
basandose en volumen/volumen), y clorhidrato de guanidina (de aproximadamente 4 M a aproximadamente 8 M).
Algunos disolventes que son capaces de solubilizar las proteinas formadoras de agregados, tales como SDS
(dodecil sulfato sédico) y acido férmico al 70 %, son inapropiados para su uso en este procedimiento debido a la
posibilidad de desnaturalizacion irreversible de las proteinas, acompafado de una falta de inmunogenicidad y/o
actividad. Aunque el clorhidrato de guanidina y agentes similares son desnaturalizantes, esta desnaturalizaciéon no
es irreversible y puede producirse renaturalizacién tras la retirada (por didlisis, por ejemplo) o dilucion del
desnaturalizante, lo que permite la reformacién de la proteina de interés inmunolégicamente y/o bioldgicamente
activa. Después de la solubilizacion, la proteina puede separarse de otras proteinas bacterianas por técnicas de
separacion convencionales.

Como alternativa, es posible purificar proteinas del periplasma bacteriano. Cuando la proteina se exporta al
periplasma de la bacteria, la fraccion periplasmica de la bacteria puede aislarse por choque osmético frio ademas de
otros métodos conocidos por los expertos en la materia (véase, Ausubel et al., mencionado anteriormente). Para
aislar proteinas recombinantes del periplasma, las células bacterianas se centrifugan para formar un sedimento. El
sedimento se resuspende en un tampdn que contiene sacarosa al 20 %. Para lisar las células, las bacterias se
centrifugan y el sedimento se resuspende en MgSO4 5 mM helado y se mantienen en un bafio de hielo durante
aproximadamente 10 minutos. La suspension celular se centrifuga y el sobrenadante se decanta y se guarda. Las
proteinas recombinantes presentes en el sobrenadante pueden separarse de las proteinas hospedadoras por
técnicas de separacion convencionales bien conocidas por los expertos en la materia.
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B. Técnicas de separacion de proteinas convencionales para purificar proteinas

1. Fraccionamiento de solubilidad

Con frecuencia como una etapa inicial, y si la mezcla de proteinas es compleja, un fraccionamiento de sal inicial
puede separar muchas de las proteinas de células hospedadoras no deseadas (o proteinas derivadas de los medios
de cultivo celular) de la proteina de interés recombinante. La sal preferida es sulfato de amonio. El sulfato de amonio
precipita proteinas reduciendo eficazmente la cantidad de agua en la mezcla de proteinas. Las proteinas se
precipitan después basandose en su solubilidad. Cuanto mas hidré6foba sea una proteina, mas probablemente
precipite a concentraciones de sulfato de amonio menores. Un protocolo tipico es afiadir sulfato de amonio saturado
a una solucién de proteinas de modo que la concentracion de sulfato de amonio resultante esté entre el 20 y el 30
%. Esto precipitarda mas proteinas hidréfobas. El precipitado se descarta (a no ser que la proteina de interés sea
hidroéfoba) y se afiade sulfato de amonio al sobrenadante hasta una concentracion que se sabe que precipita la
proteina de interés. El precipitado se solubiliza después en tampdn y la sal en exceso se retira, si es necesario,
mediante didlisis o diafiltracion. Otros métodos que se basan en la solubilidad de proteinas, tales como precipitacion
con etanol frio, se conocen bien por los expertos en la materia y pueden usarse para fraccionar mezclas de
proteinas complejas.

2. Filtracion diferencial por tamafio

Basandose en un peso molecular calculado, puede aislarse una proteina de mayor o menor tamafo usando
ultrafiltracién a través de membranas de diferentes tamafios de poro (por ejemplo, membranas Amicon o Millipore).
Como una primera etapa, la mezcla de proteinas se ultrafiltra a través de una membrana con un tamafio de poro que
tiene un punto de corte de peso molecular menor que el peso molecular de la proteina de interés. El retenido de la
ultrafiltracién se ultrafiltra después frente a una membrana con un punto de corte molecular mayor que el peso
molecular de la proteina de interés. La proteina recombinante pasara a través de la membrana al filtrado. El filtrado
puede después someterse a cromatografia como se describe posteriormente.

3. Cromatografia en columna

Las proteinas de interés también pueden separarse de otras proteinas basandose en su tamafio, carga de superficie
neta, hidrofobicidad y afinidad por ligandos. Ademas, pueden conjugarse anticuerpos inducidos contra proteinas con
matrices en columna e inmunopurificarse las proteinas. Todos estos métodos se conocen bien en la técnica.

Resultara evidente para un experto que pueden realizarse técnicas cromatograficas a cualquier escala y usando
equipamiento de muchos fabricantes diferentes (por ejemplo, Pharmacia Biotech).

IV. Exploracion respecto a moduladores de polipéptidos y polinucleétidos

Los moduladores de polipéptidos o polinucleétidos, es decir agonistas o antagonistas de su actividad o moduladores
de la expresion de polipéptidos o polinucle6tidos, son utiles para tratar varias enfermedades humanas, incluyendo
trastornos animicos o trastornos psicéticos. La administracion de agonistas, antagonistas u otros agentes que
modulan la expresién de los polinucleétidos o polipéptidos puede usarse para tratar pacientes con trastornos
animicos o trastornos psicoticos.

A. Métodos de exploracién

Pueden utilizarse varios protocolos de exploracion diferentes para identificar agentes que modulan el nivel de
expresion o actividad de polipéptidos y polinucledtidos en células, particularmente células de mamifero, y
especialmente células humanas. En términos generales, los métodos de exploracién implican explorar una pluralidad
de agentes para identificar un agente que module la actividad polipeptidica uniéndose con un polipéptido,
modulando la unién del inhibidor con el polipéptido o activando la expresion del polipéptido o polinucleétido, por
ejemplo.

1. Ensayos de unién

Pueden realizarse exploraciones preliminares explorando con respecto a agentes capaces de unirse con un
polipéptido, ya que al menos algunos de los agentes identificados de esta manera son moduladores probables de la
actividad polipeptidica. Los ensayos de unién habitualmente implican poner en contacto un polipéptido con uno o
mas agentes de ensayo y permitir el tiempo suficiente para que la proteina y los agentes de ensayo formen un
complejo de unién. Puede detectarse cualquier complejo de unidn formado usando cualquiera de varias técnicas
analiticas establecidas. Los ensayos de unién de proteinas incluyen, pero sin limitacién, métodos que miden la
coprecipitacion, comigracion en geles de poliacrilamida-SDS no desnaturalizantes, y comigraciéon en transferencias
de Western (véase, por ejemplo, Bennet y Yamamura, (1985) “Neurotransmitter, Hormone or Drug Receptor Binding
Methods”, en Neurotransmitter Receptor Binding (Yamamura, H. |., et al., eds.), pp. 61-89. La proteina utilizada en
dichos ensayos puede expresarse de forma natural, clonarse o sintetizarse.
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2. Actividad catalitica

La actividad catalitica de los polipéptidos puede determinarse midiendo la produccién de productos enzimaticos o
midiendo el consumo de sustratos. La actividad se refiere a la velocidad de catalisis o a la capacidad del polipéptido
para unirse (Km) con el sustrato o liberar el producto catalitico (Kg).

Se realiza analisis de la actividad de polipéptidos de acuerdo con andlisis bioquimicos generales. Dichos ensayos
incluyen ensayos basados en células asi como ensayos in vitro que implican polipéptidos purificados o parcialmente
purificados o lisados de células en bruto. Los ensayos implican en general proporcionar una cantidad conocida de
sustrato y cuantificar el producto en funcién del tiempo.

3. Validacion

Los agentes que se identifican inicialmente por cualquiera de los métodos de exploracién anteriores pueden
ensayarse adicionalmente para validar la actividad aparente. Preferentemente dichos estudios se realizan con
modelos animales adecuados. El formato basico de dichos métodos implica administrar un compuesto candidato
identificado durante una exploracién inicial a un animal que actia como un modelo para seres humanos y después
determinar si la expresion o actividad de un polinucleétido o polipéptido esta de hecho regulada positivamente. Los
modelos animales utilizados en estudios de validacion generalmente son mamiferos de cualquier tipo. Los ejemplos
especificos de animales adecuados incluyen, pero sin limitacion, primates, ratones y ratas. Como se describe en el
presente documento, pueden ser Utiles modelos que usan administracion de productos terapéuticos conocidos.

4. Modelos animales

Los modelos animales de trastornos mentales también encuentran uso en la exploracion con respecto a
moduladores. Pueden usarse modelos invertebrados tales como modelos de Drosophila, explorando moduladores
de ortélogos de Drosophila de los genes humanos desvelados en el presente documento. La tecnologia de animales
transgénicos incluyendo tecnologia de anulacion de genes, por ejemplo como resultado de recombinacion homologa
con un vector de direccidon génica apropiado, o sobreexpresion génica, dara como resultado la ausencia, reduccién o
aumento de la expresion de un polinucleétido o polipéptido. La misma tecnologia puede aplicarse para realizar
células con anulacién. Cuando se desee, puede ser necesaria la expresion o anulacion especifica de tejido de un
polinucleétido o polipéptido. Los animales transgénicos generados por dichos métodos encuentran su uso como
modelos animales de enfermedad mental y son utiles en la exploraciéon con respecto a moduladores de enfermedad
mental.

Pueden prepararse células con anulacién y ratones transgénicos mediante la inserciébn de un gen marcador u otro
gen heterdlogo en un sitio de gen endégeno en el genoma de ratdbn mediante recombinacion homéloga. Dichos
ratones también pueden prepararse sustituyendo un polinucleétido enddégeno con una version mutada del
polinucleétido, o mutando un polinucle6tido endégeno, por ejemplo, por exposicion a carcindgenos.

Para el desarrollo de células madre apropiadas, se introduce una construccién de ADN en los nucleos de células
madre embrionarias. Se inyectan células que contienen la lesién genética recién introducida por ingenieria genética
en un embrién de ratéon hospedadora, que se reimplanta en una hembra receptora. Algunos de estos embriones se
desarrollan en ratones quiméricos que poseen células germinales parcialmente derivadas de la linea celular
mutante. Por lo tanto, criando los ratones quiméricos es posible obtener una nueva linea de ratones que contienen la
lesién genética introducida (véase, por ejemplo, Capecchi et al., Science 244: 1288 (1989)). Pueden derivarse
ratones diana quiméricos de acuerdo con Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory (1988) y Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, Robertson,
ed., IRL Press, Washington, D. C., (1987).

B. Moduladores de polipéptidos o polinucleétidos

Los moduladores de la presente invencién son miméticos peptidicos de NCAM. Los moduladores pueden ser
versiones alteradas genéticamente de un polipéptido.

Los métodos de exploracion de alto rendimiento implican proporcionar una biblioteca de péptidos o quimica
combinatoria que contiene un gran numero de compuestos terapéuticos potenciales (compuestos moduladores o
ligandos potenciales). Dichas “bibliotecas quimica combinatoria” o “bibliotecas de ligando” se exploran después en
uno o0 mas ensayos, como se describe en el presente documento, para identificar los miembros de la biblioteca que
presentan una actividad caracteristica deseada. Los compuestos identificados de este modo pueden actuar como
“compuestos candidatos” convencionales o pueden usarse en si mismos como productos terapéuticos potenciales o
reales.

Una biblioteca quimica combinatoria es una colecciéon de diversos compuestos quimicos generados por sintesis

quimica o sintesis bioldgica, combinando varios “componentes basicos” quimicos tales como reactivos. Por ejemplo,
se forma una biblioteca quimica combinatoria lineal tal como una biblioteca de polipéptidos combinando un conjunto
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de componentes basicos quimicos (aminoacidos) de todas las maneras posibles con respecto a una longitud de
compuesto dada (es decir, el nUmero de aminoacidos en un compuesto polipeptidico). Pueden sintetizarse millones
de compuestos quimicos mediante dicha mezcla combinatoria de componentes basicos quimicos.

Se conoce bien por los expertos en la materia la preparacion y exploracion de bibliotecas quimicas combinatorias.
Dichas bibliotecas quimicas combinatorias incluyen, pero sin limitacion, bibliotecas peptidicas (véase, por ejemplo,
Patente de Estados Unidos 5.010.175, Furka, Int. J. Pept. Prot. Res. 37: 487-493 (1991) y Houghton et al., Nature
354: 84-88 (1991)). También pueden usarse otras quimicas para generar bibliotecas de diversidad quimica. Dichas
quimicas incluyen, pero sin limitacion: peptoides (por ejemplo, Publicaciéon de PCT N° WO 91/19735), péptidos
codificados (por ejemplo, Publicacion de PCT WO 93/20242), bio-oligbmeros aleatorios (por ejemplo, Publicacion de
PCT N° WO 92/00091), benzodiacepinas (por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.288.514), diversémeros
tales como hidantoinas, benzodiacepinas y dipéptidos (Hobbs et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 90: 6909-6913
(1993)), polipéptidos vinilogos (Hagihara et al., J. Amer. Chem. Soc. 114: 6568 (1992)), peptidomiméticos no
peptidicos con armazén de glucosa (Hirschmann et al., J. Amer. Chem. Soc. 114: 9217-9218 (1992)), sintesis
organicas analogas de bibliotecas de compuestos pequefios (Chen et al., J. Amer. Chem. Soc. 116: 2661 (1994)),
oligocarbamatos (Cho et al., Science 261: 1303 (1993)), y/o peptidil fosfonatos (Campbell et al., J. Org. Chem. 59:
658 (1994)), bibliotecas de acido nucleico (véase Ausubel, Berger y Sambrook, todos mencionados anteriormente),
bibliotecas de acidos nucleicos peptidicos (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos 5.539.083), bibliotecas
de anticuerpos (véase, por ejemplo, Vaughn et al., Nature Biotechnology, 14(3): 309-314 (1996) y documento
PCT/US96/10287), bibliotecas de carbohidratos (véase, por ejemplo, Liang et al., Science, 274: 1520-1522 (1996) y
Patente de Estados Unidos 5.593.853), bibliotecas de moléculas organicas pequefias (véase, por ejemplo,
benzodiacepinas, Baum C&EN, 18 ene, pagina 33 (1993); isoprenoides, Patente de Estados Unidos 5.569.588;
tiazolidinonas y metatiazanonas, Patente de Estados Unidos 5.549.974; pirrolidinas, Patentes de Estados Unidos
5.525.735 y 5.519.134; compuestos de morfolino, Patente de Estados Unidos 5.506.337; benzodiacepinas,
5.288.514 y similares).

Estan disponibles en el mercado dispositivos para la preparacion de bibliotecas combinatorias (véase, por ejemplo,
357 MPS, 390 MPS, Advanced Chem Tech, Louisville KY; Symphony, Rainin, Woburn, MA; 433A Applied
Biosystems, Foster City, CA; 9050 Plus, Millipore, Bedford, MA). Ademas, numerosas bibliotecas combinatorias
estan en si mismas disponibles en el mercado (véase, por ejemplo, ComGenex, Princeton, NJ; Tripos, Inc., St.
Louis, MO; 3D Pharmaceuticals, Exton, PA; Martek Biosciences, Columbia, MD, efc.).

C. Ensayos de alto rendimiento solubles y de estado sélido

En los ensayos de alto rendimiento, es posible explorar hasta varios miles de moduladores o ligandos diferentes en
un unico dia. En particular, cada pocillo de una placa de microtitulaciébn puede usarse para procesar un ensayo
separado frente a un modulador potencial seleccionado o0, si se van a observar los efectos temporales de
concentracién o incubacion, cada 5-10 pocillos pueden ensayar un Unico modulador. Por lo tanto, una Unica placa de
microtitulacion convencional puede ensayar aproximadamente 100 (por ejemplo, 96) moduladores. Si se usan placas
de 1536 pocillos, entonces puede ensayarse faciimente una Unica placa de aproximadamente 100 a
aproximadamente 1500 compuestos diferentes. Es posible ensayar varias placas diferentes cada dia; son posibles
exploraciones de ensayo de hasta aproximadamente 6.000-20.000 compuestos diferentes usando los sistemas
integrados. Mas recientemente, se han desarrollado enfoques microfluidicos para manipulacion de reactivos.

La molécula de interés puede unirse con el componente de estado sélido, directa o indirectamente, mediante enlace
covalente o no covalente, por ejemplo, mediante un marcador. El marcador puede ser cualquiera de una diversidad
de componentes. En general, una molécula que se une con el marcador (un agente de unién al marcador) se fija
como soporte soélido, y la molécula marcada de interés se une con el soporte solido por interaccion del marcador vy el
agente de unién al marcador.

Pueden usarse varios marcadores y agentes de uniéon a marcadores, basadndose en interacciones moleculares
conocidas bien descritas en la bibliografia. Por ejemplo, cuando un marcador tiene un agente de union natural, por
ejemplo, biotina, proteina A o proteina G, puede usarse junto con agentes de uniébn a marcadores apropiados
(avidina, estreptavidina, neutravidina, la regién Fc de una inmunoglobulina, etc.). Los anticuerpos para moléculas
con agentes de union naturales tales como biotina también estan disponibles ampliamente y son agentes de unién a
marcadores apropiados (véase, SIGMA Immunochemicals 1998 catalogue SIGMA, St. Louis MO).

De forma similar, puede usarse cualquier compuesto hapténico o antigénico en combinacién con un anticuerpo
apropiado para formar un par de marcador/agente de unién a marcador. Estan disponibles en el mercado miles de
anticuerpos especificos y se describen en la bibliografia muchos anticuerpos adicionales. Por ejemplo, en una
configuracién habitual, el marcador es un primer anticuerpo y el agente de union a marcador es un segundo
anticuerpo que reconoce el primer anticuerpo. Ademas de interacciones anticuerpo-antigeno, también son
apropiadas las interacciones receptor-ligando como pares de marcador y agente de unién a marcador, tales como
agonistas y antagonistas de receptores de membrana celular (por ejemplo, interacciones de receptor celular-ligando
tales como transferrina, c-kit, ligandos de receptor viral, receptores de citocinas, receptores de quimiocinas,
receptores de interleucinas, receptores de inmunoglobulina y anticuerpos, la familia de cadherina, la familia de
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integrina, la familia de selectina y similares; véase, por ejemplo, Pigott y Power, The Adhesion Molecule Facts Book |
(1993)). De forma similar, toxinas y venenos, epitopos virales, hormonas (por ejemplo, opiaceos, esteroides, etc.),
receptores intracelulares (por ejemplo, que median en los efectos de diversos ligandos pequefos, incluyendo
esteroides, hormona tiroidea, retinoides y vitamina D; péptidos), farmacos, lectinas, azucares, acidos nucleicos
(configuraciones poliméricas tanto lineales como ciclicas), oligosacaridos, proteinas, fosfolipidos y anticuerpos
pueden interaccionar todos con diversos receptores celulares.

Polimeros sintéticos, tales como poliuretanos, poliésteres, policarbonatos, poliureas, poliamidas, polietileniminas,
poliarilensulfuros, polisiloxanos, poliimidas y poliacetatos también pueden formar un marcador o agente de unién a
marcador apropiado. Muchos otros pares de marcador/agente de uniéon a marcador también son Uutiles en los
sistemas de ensayos descritos en el presente documento, como resultara evidente para un experto en la materia
tras la revision de la presente divulgacion.

Enlazadores habituales tales como péptidos, poliéteres y similares también pueden actuar como marcadores, e
incluyen secuencias polipeptidicas, tales como secuencias poli-Gly de entre aproximadamente 5 y 200 aminoacidos.
Dichos enlazadores flexibles se conocen por los expertos en la materia. Por ejemplo, estan disponibles enlazadores
de poli(etilenglicol) de Shearwater Polymers, Inc., Huntsville, Alabama. Estos enlazadores tienen opcionalmente
enlaces amida, enlaces sulfihidrilo o enlaces heterofuncionales.

Se unen agentes de unién a marcadores con sustratos solidos usando cualquiera de una diversidad de métodos
actualmente disponibles. Los sustratos solidos habitualmente se derivatizan o funcionalizan exponiendo todo o una
parte del sustrato a un reactivo quimico que fija un grupo quimico a la superficie que es reactiva con una parte del
agente de unién a marcador. Por ejemplo, los grupos que son adecuados para unién con una parte de cadena mas
larga incluirian aminas, grupos hidroxilo, tiol y carboxilo. Pueden usarse aminoalquilsilanos e hidroxialquilsilanos
para funcionalizar una diversidad de superficies, tales como superficies de vidrio. La construccién de dichas matrices
de biopolimeros de fase sélida se describe bien en la bibliografia (véase, por ejemplo, Merrifield, J. Am. Chem. Soc.
85: 2149-2154 (1963) (que describe la sintesis de fase sélida de, por ejemplo, péptidos); Geysen et al., J. Immun.
Meth. 102: 259-274 (1987) (que describe la sintesis de componentes de fase solida en puntas); Frank y Doring,
Tetrahedron 44: 60316040 (1988) (que describe la sintesis de diversas secuencias peptidicas en discos de
celulosa); Fodor et al., Science, 251: 767-777 (1991); Sheldon et al., Clinical Chemistry 39(4): 718-719 (1993); y
Kozal et al., Nature Medicine 2(7): 753759 (1996) (que describen todos matrices de biopolimeros fijadas en sustratos
solidos)). Los enfoques no quimicos para fijar agentes de unién a marcadores con sustratos incluyen otros métodos
habituales, tales como calor, reticulacién por radiacion UV, y similares.

Se proporcionan ensayos in vitro para identificar, en un formato de alto rendimiento, compuestos que pueden
modular la expresion o actividad de los polinucleétidos o polipéptidos desvelados en el presente documento. Los
métodos pueden incluir una reaccion de control. Para cada uno de los formatos de ensayo descritos, las reacciones
de control “sin modulador” que no incluyen un modulador proporcionan un nivel de fondo de la actividad de union.

En algunos ensayos sera deseable tener controles positivos que aseguren que los componentes de los ensayos
actiuen de forma apropiada. Al menos dos tipos de controles positivos son apropiados. En primer lugar, puede
incubarse un activador conocido de un polinucleétido o polipéptido con una muestra del ensayo, y el aumento
resultante en la sefal resultante de un aumento del nivel de expresién o la actividad del polinucleétido o polipéptido
puede determinarse de acuerdo con los métodos en el presente documento. En segundo lugar, puede afiadirse un
inhibidor conocido de un polinucleétido o polipéptido, y la reduccién resultante en la sefial para la expresion o
actividad puede detectarse de forma similar.

D. Ensayos basados en ordenador

Otro ensayo mas para compuestos que modulan la actividad de un polipéptido o polinucleétido implica disefio de
farmaco asistido por ordenador, en el que se usa un sistema informatico para generar una estructura tridimensional
del polipéptido o polinucleétido basado en la informacién estructural codificada por su secuencia de aminoacidos o
nucleotidos. La secuencia introducida interacciona directa y activamente con un algoritmo preestablecido en un
programa informatico para producir modelos estructurales secundarios, terciarios y cuaternarios de la molécula.
Pueden realizarse analisis similares sobre receptores potenciales o compafieros de union de los polipéptidos o
polinucleédtidos. Los modelos de la estructura proteica o de nucle6tidos se examinan después para identificar
regiones de la estructura que tienen la capacidad de unirse, por ejemplo, con un polipéptido o polinucleétido. Estas
regiones se usan después para identificar polipéptidos que se unen con un polipéptido o polinucleétido.

El modelo estructural tridimensional de una proteina se genera introduciendo secuencias de aminoacidos de
proteinas de al menos 10 restos de aminoacidos o secuencias de &cido nucleico correspondientes que codifican un
receptor potencial en el sistema informatico. Las secuencias de aminoacidos codificadas por las secuencias de acido
nucleico proporcionadas en el presente documento representan las secuencias primarias o subsecuencias de las
proteinas, que codifican la informaciéon estructural de las proteinas. Se introducen al menos 10 restos de una
secuencia de aminoacidos (con una secuencia de nucleétidos que codifica 10 aminoacidos) en el sistema
informatico mediante teclados informaticos, sustratos leibles por ordenador que incluyen, pero sin limitaciéon, medios
de almacenamiento electronico (por ejemplo, disquetes magnéticos, cintas, cartuchos y chips), medios 6pticos (por

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534672713

ejemplo, CD ROM), informacién distribuida por sitios de Internet y por RAM. El modelo estructural tridimensional de
la proteina se genera después por la interaccién de la secuencia de aminoacidos y el sistema informatico, usando
software conocido por los expertos en la materia.

La secuencia de aminoacidos representa una estructura primaria que codifica la informacién necesaria para formar
la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de la proteina de interés. El software se fija en ciertos parametros
codificados por la secuencia primaria para generar el modelo estructural. Estos parametros se denominan “términos
de energia” y principalmente incluyen potenciales electrostaticos, potenciales hidréfobos, superficies accesibles a
disolvente y enlaces de hidrégeno. Los términos de energia secundarios incluyen potenciales de van der Waals. Las
moléculas biolégicas forman estructuras que minimizan los términos de energia de una manera acumulativa. El
programa informatico usa por lo tanto estos términos codificados por la estructura primaria o secuencia de
aminoacidos para crear el modelo estructural secundario.

La estructura terciaria de la proteina codificada por la estructura secundaria se forma después basandose en los
términos de energia de la estructura secundaria. El usuario en este momento puede introducir variables adicionales
tales como si la proteina esta unida a membrana o es soluble, su localizacién en el cuerpo, y su localizacién celular,
por ejemplo, citoplasmatica, superficial o nuclear. Estas variables junto con los términos de energia de la estructura
secundaria se usan para formar el modelo de la estructura terciaria. En la modelizacién de la estructura terciaria, el
programa informatico empareja caras hidréfobas de estructura secundaria con similares, y caras hidréfilas de la
estructura secundaria con similares.

Una vez que se ha generado la estructura, se identifican regiones de unién a ligando potenciales por el sistema
informatico. Se generan estructuras tridimensionales para ligandos potenciales introduciendo secuencias de
aminoacidos o nucleétidos o férmulas quimicas de compuestos, como se han descrito anteriormente. La estructura
tridimensional del ligando potencial se compara después con la de un polipéptido o polinucleétido de la invencién
para identificar sitios de unién del polipéptido o polinucleétido. La afinidad de union entre la proteina y los ligandos
se determina usando términos de energia para determinar qué ligandos tienen una probabilidad potenciada de
unirse con la proteina.

También se usan sistemas informaticos para explorar con respecto a mutaciones, variantes polimorficas, alelos y
homologos entre especies de genes que codifican un polipéptido o polinucleétido. Dichas mutaciones pueden
asociarse con patologias o rasgos genéticos y pueden usarse para diagnostico. Como se ha descrito anteriormente,
GeneChip™ vy tecnologia relacionada también puede usarse para explorar con respecto a mutaciones, variantes
polimorficas, alelos y homoélogos entre especies. Una vez que se han identificado las variantes, pueden usarse
ensayos de diagnostico para identificar pacientes que tienen dichos genes mutados. La identificacion del polipéptido
o polinucleétido mutado implica recibir la aportacion de una primera secuencia de aminoacidos de un polipéptido (o
de una primera secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido), por ejemplo, cualquier secuencia de
aminoacido que tenga al menos 60 %, opcionalmente al menos 70 % u 85 %, de identidad con la secuencia de
aminoacidos de interés, o versiones modificadas de forma conservativa de la misma. La secuencia se introduce en
el sistema informatico como se ha descrito anteriormente. La primera secuencia de acido nucleico o aminoacidos se
compara después con una segunda secuencia de acido nucleico o aminoacidos que tiene identidad sustancial con la
primera secuencia. La segunda secuencia se introduce en el sistema informatico de la manera descrita
anteriormente. Una vez que se han comparado la primera y segunda secuencias, se identifican diferencias de
nucleoétidos o aminoacidos entre las secuencias. Dichas secuencias puede representar diferencias alélicas en
diversos polinucleétidos, y mutaciones asociadas con patologias y rasgos genéticos.

V. Administraciéon y composiciones farmacéuticas

Puede administrarse moduladores de los polinucleétidos o polipéptidos desvelados en el presente documento (por
ejemplo, antagonistas o agonistas, tales como FGF2, NCAM, inhibidores peptidicos del sistema FGF, o ARNip y/o
inhibidores antisentido de genes que se sobreexpresan en sujetos con trastornos mentales) directamente a un sujeto
mamifero para modulacion de la actividad de esas moléculas in vivo. La administracién es por cualquiera de las vias
normalmente usadas para introducir un compuesto modulador en contacto ultimo con el tejido para tratar y se
conoce bien por los expertos en la materia. Aunque puede usarse mas de una via para administrar una composicion
particular, una via particular puede proporcionar con frecuencia una reaccion mas inmediata y mas eficaz que otra
via.

Las enfermedades que pueden tratarse incluyen las siguientes, que incluyen el ndmero de referencia
correspondiente de Morrison, DSM-IV Made Easy, 1995: Esquizofrenia, Cataténica, Subcroénica, (295.21);
Esquizofrenia, Catatdnica, Crdnica (295.22); Esquizofrenia, Catatdnica, Subcrénica con Agravamiento Agudo
(295.23); Esquizofrenia, Cataténica, Crénica con Agravamiento Agudo (295.24); Esquizofrenia, Catatonica, en
Remision (295.55); Esquizofrenia, Catatdnica, No especificada (295.20); Esquizofrenia, Desorganizada, Subcroénica
(295.11); Esquizofrenia, Desorganizada, Crbénica (295.12); Esquizofrenia, Desorganizada, Subcrénica con
Agravamiento Agudo (295.13); Esquizofrenia, Desorganizada, Croénica con Agravamiento Agudo (295.14);
Esquizofrenia, Desorganizada, en Remision (295.15); Esquizofrenia, Desorganizada, No especificada (295.10);
Esquizofrenia, Paranoide, Subcrénica (295.31); Esquizofrenia, Paranoide, Crénica (295.32); Esquizofrenia,
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Paranoide, Subcrénica con Agravamiento Agudo (295.33); Esquizofrenia, Paranoide, Crénica con Agravamiento
Agudo (295.34); Esquizofrenia, Paranoide, en Remisién (295.35); Esquizofrenia, Paranoide, No especificada
(295.30); Esquizofrenia, Indiferenciada, Subcroénica (295.91); Esquizofrenia, Indiferenciada, Croénica (295.92);
Esquizofrenia, Indiferenciada, Subcrénica con Agravamiento Agudo (295.93); Esquizofrenia, Indiferenciada, Crénica
con Agravamiento Agudo (295.94); Esquizofrenia, Indiferenciada, en Remision (295.95); Esquizofrenia,
Indiferenciada, No especificada (295.90); Esquizofrenia, Residual, Subcrénica (295.61); Esquizofrenia, Residual,
Cronica (295.62); Esquizofrenia, Residual, Subcrénica con Agravamiento Agudo (295.63); Esquizofrenia, Residual,
Cronica con Agravamiento Agudo (295.94); Esquizofrenia, Residual, en Remisién (295.65); Esquizofrenia, Residual,
No especificada (295.60); Trastorno Delirante (Paranoide) (297.10); Psicosis Reactiva Breve (298.80); Trastorno
Esquizofreniforme (295.40); Trastorno Esquizoafectivo (295.70); Trastorno Psicético Inducido (297.30); Trastornos
Psicético NOS (Psicosis Atipica) (298.90); Trastornos de Personalidad, Paranoide (301.00); Trastornos de
Personalidad, Esquizoide (301.20); Trastornos de Personalidad, Esquizotipico (301.22); Trastornos de Personalidad,
Antisocial (301.70); Trastornos de Personalidad, Limite (301.83) y trastornos bipolares, trastornos maniacos,
hipomaniacos, distimicos o ciclotimicos, trastornos animicos inducidos por sustancias, depresion mayor, psicosis,
incluyendo psicosis paranoide, psicosis catatonica, psicosis delirante, que tiene trastorno esquizoafectivo, y trastorno
psicotico inducido por sustancias.

Los moduladores de polinucleétidos o polipéptidos pueden combinarse con otros farmacos utiles para tratar
trastornos mentales incluyendo Utiles para tratar trastornos animicos, por ejemplo, esquizofrenia, trastornos
bipolares o depresion mayor. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender un modulador de un polipéptido
o polinucleétido combinado con al menos uno de los compuestos Utiles para tratar esquizofrenia, trastorno bipolar o
depresién mayor, por ejemplo, tales como los descritos en las Patentes de Estados Unidos N° 6.297.262; 6.284.760;
6.284.771; 6.232.326; 6.187.752; 6.117.890; 6.239.162 0 6.166.008.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden comprender un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Los vehiculos farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por la composicion particular que se
administra, asi como por el método particular usado para administrar la composicion. En consecuencia, hay una
amplia diversidad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon (véase,
por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 172 ed. 1985)).

Los moduladores (por ejemplo, agonistas o antagonistas) de la expresion o actividad del polipéptido o polinucleoétido,
solos o0 en combinacion con otros componentes adecuados, puede componerse en formulaciones de aerosol (es
decir, puede “nebulizarse”) para administrar mediante inhalacibn o en composiciones utiles para inyeccién. Las
formulaciones de aerosol pueden colocarse en propulsores aceptables presurizados, tales como
diclorodifluorometano, propano, nitrogeno y similares.

Las formulaciones adecuadas para administracion incluyen soluciones acuosas y no acuosas, soluciones estériles
isotonicas, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen a la formulacion
isotonica, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspension, solubilizantes,
agentes espesantes, estabilizadores y conservantes. En la practica de la presente invencién, pueden administrarse
composiciones, por ejemplo, por via oral, por via nasal, por via topica, por via intravenosa, por via intraperitoneal o
por via intratecal. Las formulaciones de compuestos pueden presentarse en recipientes sellados de dosis unitaria o
multidosis, tales como ampollas y frascos. Las soluciones y suspensiones pueden prepararse a partir de polvos
estériles, granulos y comprimidos del tipo anteriormente descrito. Los moduladores también pueden administrarse
como parte de un alimento o farmaco preparado.

La dosis administrada a un paciente, en el contexto de la presente invencion, deberia ser suficiente para efectuar
una respuesta beneficiosa en el sujeto a lo largo del tiempo. El nivel de dosis éptimo para cualquier paciente
dependera de una diversidad de factores incluyendo la eficacia del modulador especifico empleado, la edad, el peso
corporal, la actividad fisica y la dieta del paciente, en una posible combinacién con otros farmacos, y de la gravedad
del trastorno mental. El tamafio de la dosis también se determinard por la existencia, naturaleza y alcance de
cualquier efecto secundario adverso que acomparie a la administracién de un compuesto particular o vector en un
sujeto particular.

Al determinar la cantidad eficaz del modulador para administrar un médico puede evaluar los niveles en plasma en
circulacion del modulador, la toxicidad del modulador y la produccién de anticuerpos antimoduladores. En general, la
dosis equivalente de un modulador es de aproximadamente 1 ng/kg a 10 mg/kg para un sujeto tipico.

Para la administracion, pueden administrarse moduladores de la presente invencion a una tasa determinada por la
DL-50 del modulador, y los efectos secundarios del modulador a diversas concentraciones, como se aplica a la
masa y salud general del sujeto. La administraciéon puede realizarse mediante dosis individuales o divididas.
Ejemplo 1: Expresion diferencial de genes asociados con el suicidio en sujetos tanto BP como MDD

Estudios previos han investigado genes asociados con trastornos animicos y tendencias suicidas, usando
micromatrices y PCR para analizar la expresion génica (Sibille et al., 2004; Yanagi M, et al., J Hum Genet., 50(4):
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210-6(2005)). Ninguna investigacion, sin embargo, usdé un analisis riguroso del suicidio en comparacién con el
trastorno animico y el suicidio comparado con controles para detectar genes que podrian ser mas representativos de
suicidio. Este Ejemplo describe perfiles de expresion génica de micromatrices en la amigdala, corteza cingulada
anterior y cerebelo en cerebros post mértem de pacientes con BPD y MDD que cometieron suicidio, centrdndose en
los niveles de expresion de ARNm de las moléculas que regulan la materia blanca, oligodendrocitos, mielina y otras
rutas. Los genes identificados en el presente documento pueden usarse como biomarcadores para detectar y tratar
la conducta suicida.

Los genes se descubrieron seleccionando sujetos procesados en microplacas U133P con calidad de ARNm > 1,4,
pH > 6,6 y AFS=0. Las victimas de suicidio con un trastorno animico (n = 14) se compararon con personas no
victimas de suicidio que padecian un trastorno animico (n =9) y controles (n =27). La edad y el pH fueron diferentes
entre los grupos, y se introdujeron como una covariante en ANCOVA. Se descubrié que la expresion génica de
mielina y oligodendrocitos estaba desregulada en sujetos con trastorno animico suicida en comparaciéon con sujetos
con trastorno animico no suicida o controles en las amigdalas. La lista completa de genes identificados que estaban
desregulados en pacientes suicidas frente a pacientes con trastorno animico no suicida se presenta en la Tabla 1A.
La Tabla 1B enumera genes que estaban desregulados en pacientes con MDD suicidas frente a pacientes con MDD
no suicidas, y los genes que estaban desregulados en pacientes con MDD suicidas frente a pacientes de control.

Se realiz6 un estudio similar usando cerebros de sujetos con MDD que se sabia que eran drogadictos y comparando
la expresion génica en esos sujetos con la expresion génica en sujetos con MDD que no eran drogadictos, asi como
con sujetos de control. La Tabla 1C es una lista de genes que se ha mostrado que estan desregulados en pacientes
con MDD drogadictos frente a pacientes con MDD que no eran drogadictos. La Tabla 1C también muestra genes
que estaban desregulados en pacientes con MDD drogadictos frente a sujetos de control.

En un estudio relacionado, se usaron dos cohortes para estudiar y comparar la expresion génica en pacientes con
BP y MDD frente a pacientes normales. La cohorte A consistié en 7 controles, 6 pacientes con BPD, y 9 pacientes
con MDD. La cohorte B incluyd 7 controles y 5 pacientes con MDD. Los sujetos se seleccionaron para evitar posibles
efectos de confusion de acontecimientos agonicos, pH tisular, integridad del ARN, sexo y edad. Los resultados,
resumidos en las Figuras 5-8, muestran que se observaron cambios en los niveles de expresion de GPCR y
moléculas que regulaban las rutas de sefializacion de AMPc y fosfatidilinositol en las cortezas cerebrales,
especialmente en la corteza cingulada anterior, de pacientes con trastornos animicos. Los niveles de expresion de
moléculas que actuaban como reguladores negativos en la sefializacién de AMPc aumentaron en BPD, mientras que
las moléculas que activaban la sefalizacién de AMPc no se alteraban. En contraste con los cambios en BPD, las
moléculas que suprimian la sefalizaciéon de AMPc se redujeron en MDD. Los niveles de expresiéon de inositol
polifosfato-1-fosfatasa y fosfatidilinositol 3-quinasas se alteraron en BPD, mientras que la proteina quinasa C beta-1,
receptor de inositol trifosfato-1, inositol polifosfato-5-fosfatasa aumentaron en MDD. Dos genes de GPCR huérfanos,
GPRC5B y GPR37, mostraron uniformemente reducciones significativas en las tres cortezas en MDD, y aumentos
significativos en la corteza cingulada anterior de BPD. La medicion de las diferencias en la expresion de los genes
identificados de las Figuras 5-8 es una herramienta util para determinar si un sujeto padece una enfermedad mental
particular, particularmente BP o MDD.

Ejemplo 2: Identificacion de genes sensibles a litio que estan desregulados en BPD

Este Ejemplo demuestra que ciertos genes en primates no humanos (mono macaco rhesus sano) se expresan
diferencialmente en respuesta a tratamiento con el farmaco estabilizador animico, litio (Li), el farmaco elegido para el
tratamiento de BP. Se llevd a cabo perfil de expresion génica en la corteza cingulada anterior (AnCg), corteza
prefrontal dorsolateral (DLPFC), hipocampo (HC) y amigdala (AMY) de monos macacos rhesus, usando los métodos
de deteccidon de expresion génica descritos en el presente documento, y en comparacion con los resultados post
moértem humanos descritos anteriormente. La Tabla 2A muestra los genes sensibles a litio que se habian identificado
previamente en la bibliografia y que se confirmaron por la presente investigaciéon. La Tabla 2B muestra genes que se
acaban de identificar como sensibles a litio en primates y que también estan desregulados en sujetos humanos con
trastorno bipolar.

Ejemplo 3: Diferencias de variantes de FGFR2 en trastornos animicos.

Se ha descubierto uniformemente que el transcrito del receptor de FGF 2 (FGFR2) esta reducido en varias areas del
cerebro de sujetos deprimidos (véase, por ejemplo, Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 10/701.263,
presentado el 3 de noviembre de 2003, publicada como Publicacion de Patente de Estados Unidos N° 20040152111-
A1 el 5 de agosto de 2004). El gen de FGFR2 humano contiene 19 exones y produce hasta 13 variantes de corte y
empalme. Estas variantes quedan en tres clases funcionales principales: en primer lugar, las variantes que carecen
del dominio transmembrana y tirosina quinasa que se cree que son receptores solubles; en segundo lugar, variantes
que contienen el dominio de tipo Ig lllc codificado por el exdn 9; y en tercer lugar, variantes que contienen el dominio
de tipo Ig lllb codificado por el exon 8. ElI domino de tipo Ig Il confiere especificidad de ligando y por lo tanto estas
dos ultimas variantes tienen perfiles farmacolégicos diferentes basandose en su uso del domino llic o lllb. Este
Ejemplo describe mediciones basadas en PCR de exones presentes en ARN total derivado de la corteza humana
(dorsolateral prefrontal y cingulada anterior) y el hipocampo.
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Métodos Se obtuvieron cerebros humanos post mértem y se diseccionaron como se ha descrito previamente (Evans
et al., PNAS 101(43): 15506-11 (2004)). Se extrajo ARN para analisis de micromatrices y RT-PCR semicuantitativa
de regiones cerebrales discretas usando Trizol.

Se generaron datos de micromatrices con una combinacién de microplacas Affymetrix 133A anti 133plus 2.0 y se
analizé usando un archivo de mapeo de sondas adaptadas basdndose en una generacién reciente de la base de
datos RefSeq (http://brainarray.mbni.med.umich.edu/Brainarray/Database/CustomCDF). Cada muestra biolégica se
proces6 independientemente en dos sitios (Universidad de California-Irvine, Universidad de California-Davis o la
Universidad de Michigan). Las sefiales de conjuntos de sondas se calcularon usando RMA (Bolstad et al.,
Bioinformatics 19(2): 185-93 (2003)) y se realizaron comparaciones estadisticas después de centrar la mediana de
los datos de RMA por separado para cada bloque técnico (entre cohortes y sitios independientes). Se construyeron p
valores a partir de ensayo de t entre casos y controles. La composicion de sujeto final incluia 13 sujetos depresivos
mayores y 16 controles. Todos estaban libres de factores agénicos, tenian mediciones de pH de cerebro mayores de
6,8 y cumplian otras medidas de calidad.

Se generaron datos de RT-PCR semicuantitativa con cebadores especificos de exén y el método de SVBR Green
usando el BioRad iCycler. Todos los pares de cebadores usados en reacciones cuantitativas se ensayaron con
respecto a eficacia y se determind que estaban a aproximadamente 100 %. Se seleccionaron los valores de umbral
de ciclo (Ct) dentro del intervalo lineal de amplificacién y se normalizaron hasta concentracion de ADNc total como
se determiné por el ensayo PicoGreen (Molecular Probes). Se elimind ADN genémico contaminante con DNasa
antes de la sintesis de ADNc con una mezcla de hexameros aleatorios y cebadores poli T y se confirmé la
eliminacion amplificando fragmentos entre intrones mas pequerios (del exén 3 al exon 4 y del exdn 7 al exédn 10). No
se detectaron amplicones que contuvieran intrones.

Resultados Los resultados del estudio anteriormente mencionado se resumen parcialmente en la FIGURA 1, que
muestra la expresion diferencial de los exones 5 y 11 en sujetos deprimidos frente a control. Mas especificamente,
los resultados muestran que la relacién de expresion del exon 5 frente al exon 11 esta significativamente reducida en
pacientes con MDD, particularmente en la region DLPFC. Un analisis similar de la expresion del exén 9 (que codifica
la variante llic) mostré que la expresién del exéon 9 en las regiones AnCg y HC se reducia en sujetos con MDD.

Ejemplo 4: E fecto de la inyeccion de FGF2, péptido de FGL (NCAM), e inhibidor peptidico de receptores de
FGF en el comportamiento de roedores

A. Microinyeccion de FGF2

Este conjunto de experimentos muestra efectos significativos después de la microinyeccién de FGF2, usando tanto
el ensayo de natacion forzada (FST) como el laberinto elevado mas (EPM) para evaluar la depresion en los sujetos
animales. En el FST, los animales a los que se inyect6 FGF2 (n = 12) mostraron mas natacion (f[23] = 2,20, p <
0,05) y menos inmovilidad ({[23] = 2,88, p<0,01) que los controles (n = 13). Esto es indicativo de menor
comportamiento de tipo depresivo en animales con FGF2. Sin embargo, en el EPM, los animales a los que se
inyecté6 FGF2 pasaron significativamente mas tiempo en los brazos cerrados ({[13] = 3,18, p<0,01) y menos tiempo
en los brazos abiertos (1{13] = 2,46, p < 0,05). Estos resultados (FIGURA 2) muestran que el comportamiento de tipo
ansiedad aumenta después de una inyeccién aguda de FGF2.

B. Microinyeccion de NCAM (péptido FGL)

Este conjunto de experimentos muestra un efecto significativo en el estado animico animal en el ensayo de natacion
forzada después de la administracion de NCAM (secuencia de aminoacidos = EVYVVAENQQGKSKA; véase
FIGURA 3). Aqui, los animales a los que se inyecté NCAM (n = 13) mostraron menos inmovilidad (i[24] = 2,13, p <
0,05) que los controles (n = 13). De nuevo, este es un indice de menor comportamiento de tipo depresivo. Esto
también esta en la misma direccion que los datos de FGF2, coherentes con el hecho de que tanto FGF2 como
NCAM interaccionan con el receptor de FGF. De forma similar, los animales a los que se inyect6é NCAM pasaron
mas tiempo (aunque no significativamente mas tiempo) en los brazos cerrados y menos tiempo en los brazos
abiertos, lo que es coherente con comportamiento de tipo ansiedad aumentado. Los animales a los que se inyecto
NCAM también pasaron significativamente menos tiempo en el cuadrante central ({{18] = 2,40, p < 0,05).

C. Microinyeccion de un inhibidor peptidico de FGFR

Este conjunto de experimentos muestra un efecto significativo en el estado animico animal, usando tanto el ensayo
de natacién forzada como el ensayo de laberinto elevado mas, después de inyeccion con un inhibidor peptidico del
sistema FGF (secuencia de aminoacidos = HFKDPKRLY). Los resultados se muestran en la FIGURA 4. En el FST,
los animales a los que se inyect6 el inhibidor (n=7) mostraron significativamente menos escalada (i[12] = 2,06, p <
0,05), menos natacion (t[12] = 1,92, p <0,05) y mas inmovilidad (f[12] = 3,58, p < 0,005) que los controles (n = 7).
Estos resultados muestran que la inhibicion del sistema FGF puede dar como resultado un aumento del
comportamiento de tipo depresivo. Estos resultados confirman y avanzan los resultados de los conjuntos de datos
previos y son coherentes con estudios del tejido post mértem de individuos con depresién mayor. Los animales a los
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que se inyectd inhibidor también han pasado significativamente mas tiempo en el cuadrante central del EPM (T[7,7]
= 35,0, p = 0,03). Aunque los mismos animales pasaron menos tiempo en los brazos cerrados e igual tiempo en los
brazos abiertos, lo que es indicativo de comportamiento del tipo ansiedad aumentado, los periodos de tiempo
pasados no eran significativamente diferentes. Estas observaciones son no obstante coherentes con las
conclusiones extraidas de los estudios de microinyeccién anteriores.

D. La administracion de FGF2 induce cambios a largo plazo en la expresion génica del hipocampo

Métodos. Se inyectd a ratas Sprague-Dawley vehiculo o FGF2 (20 ng/g, s.c.) el dia después del nacimiento y se
sacrificaron después de ensayarse con laberinto de agua de Morris como adultos. Los inventores evaluaron los
cambios en la expresion génica usando tanto un enfoque de candidato como un enfoque de descubrimiento génico
con microdiseccién de captura por laser del giro dentado seguido de analisis de micromatrices.

Resultados. Las ratas a las que se inyecté FGF2 rindieron significativamente mejor en los ensayos de aprendizaje y
memoria (por ejemplo, 20 segundos de promedio para encontrar una plataforma oculta en el ensayo de laberinto de
Agua de Morris frente a 25 segundos de promedio para ratas a las que se inyect6 vehiculo). También se
descubrieron varios genes asociados con la plasticidad neural alterados en las ratas adultas, como se muestra por
ensayos de expresion de ARN e histoquimicos. Por ejemplo, la expresion de GAP-43, Rgs4, trkB, CCK, SST y
Vgfwas aumentd, mientras que la expresion de NCAM se redujo.

Ejemplo 5: Efecto ansiolitico de FGF2 administrado de forma cronica

Los trastornos de ansiedad tienen una alta comorbilidad con otros trastornos neuropsiquiatricos incluyendo
Depresion Mayor (MD). Este Ejemplo muestra que la administracién de FGF2 crénica tiene un efecto ansiolitico en
ratas. Las ratas se colocaron en grupos de “alta ansiedad” (LR) o “baja ansiedad” (HR) basandose en su
comportamiento en una diversidad de ensayos motores y conductuales. Se administré a ambos grupos de animales
FGF2 (5 ng/g) o vehiculo por inyeccion intraperitoneal cada 48 horas durante 3 semanas. Un dia después de la
ultima inyeccion de FGF2, se ensay6 a todos los animales en el ensayo de ansiedad de laberinto elevado mas
(EPM) y luz-oscuridad (LD).

El aparato para el ensayo de EPM se construye de Plexiglas negro con cuatro brazos abiertos elevados (70 cm
desde el suelo, 45 cm de longitud y 12 cm de anchura). Se proporciona iluminaciéon por un lampara de mesa de 40
vatios frente a una pared y colocada detras de uno de los brazos cerrados. Los cientificos ponen al animal dentro del
sistema. Los animales que estdn menos ansiosos pasan mas tiempo en los brazos abiertos mientras que los
animales que estan mas ansiosos pasan menos tiempo en los brazos abiertos.

El ensayo de LD se realiza en una caja lanzadera de Plexiglas de 30 x 60 x 30 cm con una cubierta translucida.
Cada caja se divide en dos compartimentos del mismo tamafio por una pared y una puerta abierta de 12 cm de
anchura. Un compartimento esta pintado de blanco e iluminado de forma brillante, y el otro esta pintado de negro e
iluminado de forma muy tenue. El tiempo que cada rata pasa en cada compartimento se controla por filas de cinco
células fotoeléctricas localizadas 2,5 cm por encima del suelo de rejilla de cada compartimento. Los animales que
estan menos ansiosos pasan mas tiempo en el compartimento luminoso.

Los resultados muestran que los animales que recibieron FGF2 administrado de forma crénica estdn menos
ansiosos que los animales que reciben vehiculo (FIGURA 9, parte superior). Los efectos reductores de la ansiedad
de FGF2 estan claramente mas pronunciados en ratas que son de forma innata mas ansiosas (LR) antes del
régimen de FGF2 (FIGURA 9, parte superior).

Para entender mas la relacion entre la expresion de FGF2 y la ansiedad, se midié la expresion de FGF2 en la region
de CA-2 del hipocampo de cerebros de rata tomados de ratas que mostraron diversos niveles de ansiedad (como se
mide por el ensayo de EPM). Los resultados (FIGURA 10) muestran que los niveles de FGF2 estan relacionados de
forma inversa con la ansiedad, es decir, mayores niveles de expresion de FGF2 innata en ratas se correlaciona con
menores niveles de ansiedad.

Tomado en su conjunto, el Ejemplo muestra que la administracion de FGF2 cronica es util para aliviar sintomas de
ansiedad en animales ansiosos y en sujetos que padecen trastornos tales como MDD que se asocian con ansiedad.
Los datos también muestran que la deteccion de los niveles de FGF2 es util para diagnosticar la ansiedad o
caracterizar trastornos asociados con la ansiedad, tales como Trastorno de Depresion Mayor.

Ejemplo 6: Regulacion diferencial de las variantes de corte y empalme de FGFR asociadas con tensién
cronica

En el SNC del adulto, el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) y el receptor de factor de
crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) se distribuyen de forma diferencial. EIl ARNm de estos receptores se somete a
corte y empalme alternativo en los exones que codifican el extremo carboxilo terminal del dominio de tipo Ig lll. Este
corte y empalme de ARNm mutualmente excluyente produce dos isoformas de FGFR2 y FGFR3 con perfiles de
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union a ligando significativamente diferentes: una isoforma que expresa el exén lllb (FGFR2b/FGFR3b) y un
isoforma que expresa el exdn lllc (FGFR2c/FGFR3c). La seleccion de exones es estrictamente dependiente de
tejido durante el desarrollo con exoén lllb expresado en linajes epiteliales y el exén llic expresado en linajes
mesenquimales. Sin embargo, se han inducido cambios de IlIb a llic dependientes de ciclo celular, in vitro por la
adicion exégena de FGF1 y FGF2. Este Ejemplo muestra que la tensién crénica induce una reduccion en la relacion
de expresioén de variante de corte y empalme lllc:llIb del ex6n de FGFR2.

Animales. Se pidieron veinticuatro ratas macho Sprague-Dawley que pesaban 220-250 g de Charles River
(Wilmington, MA) y permanecieron sin perturbaciones durante una semana para aclimatarse a las condiciones de
alojamiento. Los animales se alojaron en pares en un ciclo de 12 horas de luz-oscuridad (encendido de luces a las
6:00 A.M.) con agua y alimentos disponibles a voluntad. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales de NIH y el Comité Universitario sobre el Uso y Cuidado de Animales.

Tratamientos con inyeccion de FGF2 y condiciones de tension impredecible créonica (CUS). Se administr6 a la
mitad de las ratas (n = 12) vehiculo (PBS 0,1 M con albumina de suero bovino 100 ug/ml), y a la otra mitad (n = 12)
se les administré6 FGF2 humano recombinante disuelto en vehiculo en dosificaciones de 5 ng/g (Sigma, St. Louis,
MO) cada 48 horas durante tres semanas. Todos los tratamientos se inyectaron por via intraperitoneal. Durante el
mismo periodo de tres semanas que los tratamientos de FGF2, el grupo de vehiculo se manipuld (n = 6) o se expuso
a CUS (n = 6). De forma similar, el grupo al que se inyecté FGF2 se manipulé (n = 6) o se expuso a CUS (n = 6). Los
animales se expusieron a los siguientes agentes de tension impredecible cronica (descritos en Isgor ef al. (2004)):
éter (30 s), frio (2 h), ruido (15 m), aislamiento (24 h) o inmovilizacion (2 h). Los agentes de tension se aplicaron
aleatoriamente para evitar la habituacion; las sesiones se realizaban una vez cada dia por la mafana o por la tarde.
El disefio de 2x2 (condicion por tratamiento) dividid a los sujetos en grupos sin tensiéon/vehiculo (NS/V), sin
tension/inyeccién de FGF2 (NS/F), con tensién/vehiculo (S/V) y con tension/inyeccion de FGF2 (S/F).

Ensayo de natacion forzada. Para ensayar con respecto a posibles efectos de la inyeccion de FGF2 en el
comportamiento antidepresivo para otros estudios, todos los animales se sometieron a ensayo de natacion forzada
de acuerdo con Lucki (1997) 24 h después de la terminacién de los tratamientos de FGF2 y condiciones de CUS.

Cerebros. Las ratas se sacrificaron por la facultad por decapitacion tres dias después de terminar los ensayos de
natacion forzada. Los cerebros se retiraron después y se congelaron instantaneamente en isopentano a -80 °C.

Extraccion de ARN total. Se realizaron disecciones generales en la corteza frontal de todos los cerebros. Se
ejecutd extraccion de ARN total siguiendo las instrucciones de los fabricantes de los reactivos. Los tejidos se
homogeneizaron en TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA; fenol monoféasico y guanidina isotiocianato). La separacion de
fases y precipitacion de ARN se llevaron a cabo con cloroformo y 2-propanol seguido de centrifugacion. Se
purificaron muestras de ARN usando el Mini Kit RNeasy (Qiagen, Valencia, CA), lavando repetidas veces las
muestras a través de columnas de centrifugacion. Se reconstituyeron muestras de ARN puras con agua sin RNasa,
seguido de un andlisis de integridad con respecto a picos de ARN ribosémico 28s/18s con el sistema de 2100
Bioanalyzer y LabChip (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Usando las lecturas de concentracion del Bioanalyzer,
las muestras se normalizaron a 25 ng/ul de ARN total por sujeto y se almacenaron a -80 °C.

Sintesis de ADNc. Se sintetizé ADNc usando el Kit de Sintesis de ADNc iScript (Bio-Rad, Hercules, CA). Las 24
muestras de ARN se transcribieron de forma inversa con Transcriptasa Inversa iScript (Bio-Rad) y se cebaron con
cebadores de oligo(dT) y hexamero aleatorio. Se incubaron mezclas de reaccion en una unidad de PCR iCycler (Bio-
Rad) de acuerdo con el protocolo convencional del fabricante de 40 minutos. Las soluciones de ADNc bicatenario se
analizaron después con respecto a calidad y concentracion usando el kit de ADNbc Quant-iT PicoGreen de
Invitrogen. Se prepararon diluciones en serie 10 veces con ADN de reserva 2 pg/ml (intervalo alto) y 50 ng/ml
(intervalo bajo) para generar curvas patrdn. Las muestras marcadas con fluorescencia se analizaron con un
Contador Multimarcador Victor? 1420 (EG&G Wallac, Wellesley, MA) usando el protocolo de Fluoresceina basica. Se
normalizaron adicionalmente las muestras de ADNc totales para ajustarse a la regresion lineal de la curva patron de
intervalo alto.

Disefio de cebadores de RT-PCR en tiempo real. Se obtuvieron secuencias para exones de FGFR2 y FGFR3 de
rata de la base de datos Entrez Gene del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y la base de datos de genes Ensembl-Rat
(www.ensembl.org). Se analizaron secuencias de exones usando BLAST de nucleétidos y proteinas del NCBI y se
emparejaron con sus productos proteicos correspondientes dentro de las estructuras receptoras (FIGURA 11). Se
analizaron las secuencias de exones de FGFR2 y FGFR3 con respecto a estructura secundaria usando el servidor
web de plegamiento de acidos nucleicos Mfold. Las regiones en horquilla probables se anotaron para exclusiéon en el
disefio de cebadores. Se generaron secuencias de cebadores optimizadas (FIGURA 11) usado el software basado
en web Primer3. Todos los cebadores fueron de 18-22 pares de bases, los amplicones diana de 75-150 pb, y se
obtuvieron del servicio de Sintesis de Cebadores a Peticion del Cliente de Invitrogen. Las secuencias de cebadores
(50 nmol/ml) se validaron y ensayaron con respecto a eficacia con diluciones en serie 5 veces de ADNc agrupado
usando deteccién de iQ SYBR Green en una unidad de RT-PCR en Tiempo Real iCycler iQ (Bio-Rad).
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Cuantificacion de RT-PCR en tiempo real. Se realizaron reacciones de amplificacion por PCR-transcriptasa
inversa (RT-PCR) en tiempo real para cuantificar las abundancias relativas de ARNm (transcrito de forma inversa a
ADNCc) de exones de FGFR2 y R3 seleccionados en cada uno de los cuatro grupos de tratamiento por afecciéon
(n=6). Se usd deteccion de iQ SYBR Green Supermix en un sistema de RT-PCR en Tiempo Real iCycler iQ (Bio-
Rad) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante, con la excepciéon de que se prepararon reacciones de 19
pl en lugar de las de 50 pl indicadas. Se omitieron los genes de referencia debido a que los grupos de ADNCc totales
se normalizaron. Las reacciones se procesaron por duplicado, aumentando cada tamafio de grupo a n=12. Se
amplificaron dos exones en yuxtaposicion por placa para una comparacion relativa (se puso énfasis en el exén lllb y
exon llic). Los pocillos de reaccion se dispusieron para igualar la representacion posicional entre todos los grupos. El
protocolo de PCR fue el siguiente: inicio en caliente a 95 °C durante 30 s, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion
a 95 °C durante 15 s, hibridacion a 60 °C durante 15 s y elongacién a 72 °C durante 15 s. La fluorescencia se
cuantificd después de cada ciclo, y se realiz6 analisis de curva de fusion después de amplificacion para asegurar
reacciones de productos individuales. Se describe la metodologia exhaustiva en Kerman et al. (2006).

Analisis de datos. Los datos de RT-PCR en tiempo real se produjeron como valores de ciclo umbral (Ct), usando el
algoritmo del software iCycler iQ Bio-Rad para calcular los umbrales de fluorescencia éptimos para deteccion fiable
(el valor de fluorescencia medio de los 10 primeros ciclos de PCR mas 10 desviaciones tipicas). Esencialmente, los
valores de Ct menores indican mayores cantidades de ADNc diana inicial debido a que se requieren menos ciclos de
PCR para alcanzar los umbrales de fluorescencia. Los valores de Ct para todas las reacciones se agruparon
después y se presentaron como medias con errores tipicos. Los tamarios de las muestras fuero de 9-12 por grupo
debido a la exclusion de valores extremos (>2 DT de la media). Se calcularon los factores de cambio medios usando
un método de 2°* (modificacion de la técnica descrita por Livak y Schmittgen (2001)), comparando los valores de Ct
medios dentro de una variable (efectos de fragmento dentro de una afeccién o efectos de la afeccion dentro de un
tratamiento). Este método de 2Act supone eficacias de cebadores iguales; sin embargo, para los fines de cuantificar
la expresion relativa, es aceptable si se validan los cebadores. Se determinaron las relaciones de exén llic y exon
llb calculando los valores de 2% individuales entre regiones correspondientes de los dos exones. Las relaciones se
clasificaron de forma similar a los grupos del valor Ct y se presentaron como relaciones medias con errores tipicos.
Se realizaron ensayos de significacién estadistica para diferencias en los valores de Ct medios de exones multiples
y relaciones llic:lllb individuales usando ANOVA de dos factores y ensayo de t de Student para cada variable de
comparacion. El nivel de significacién se estableci6 como p < 0,05. Todo el andlisis estadistico se realiz6 en
Microsoft Excel 2003.

Resultados. La tensidon cronica indujo reducciones significativas en la relacién de variante de corte y empalme de
exon llic y exén llib (expresion mutuamente excluyente) en el grupo de vehiculo (P<0,00004) y en el grupo de
inyeccion de FGF2 (P<0,005) (FIGURA 12). Aunque la expresion del exon llic permanecio relativamente mayor que
IlIb en todos los grupos, la expresion de Illb aumento significativamente con la tensidn mientras que la expresion de
lllc cambié solo ligeramente. Por lo tanto, la tensién aumenta la expresion de la variante de llIb en relacion con la
variante de llic tanto para FGFR2 como para FGFR3. La inyeccion de FGF2 no alter6 la relaciéon llic:llib
significativamente ni en el grupo NS ni en el grupo S (P>0,1), ni afecté significativamente a la magnitud de los
cambios de relacién llic:lllb provocados por la tensién.

Los resultados muestran que la afinidad de FGFR2 o FGFR3 por ligandos endégenos tales como FGF2 y FGF9 (que
se expresan diferencialmente en sujetos con MDD) o por ligandos exégenos (por ejemplo, péptidos farmacolégicos y
otros compuestos) puede alterarse por tensidn. La invencién descrita en el presente documento proporciona
métodos para detectar variaciones en el corte y empalme de FGFR2 y FGFR3 y modificar el cuidado al sujeto en
consecuencia. En oftra realizacion, la invencion proporciona métodos para identificar y optimizar productos
terapéuticos para tratar la depresion y enfermedades relacionadas.

Ejemplo 7: Regulacion diferencial de genes en el Locus Certleo y el Nucleo Dorsal del Rafe en sujetos con
trastorno bipolar y depresién mayor

El Locus Certleo (LC) y el Nucleo Dorsal del Rafe (DR) son las fuentes principales de inervacién noradrenérgica y
serotonérgica del cerebro respectivamente. La desregulacion de estos neurotransmisores se ha implicado en
trastornos psiquiatricos. Este Ejemplo usa cerebros post mértem de pacientes con MDD (N=12), BPD (N=6), y
sujetos sanos (N=9) para contrastar los perfiles de expresién génica en las regiones LC y DR de sus cerebros.
Todos los sujetos cumplieron los criterios de inclusion de pH > 6,6 y cero factores agénicos. Se extrajeron muestras
de ARN total de muestras de LC y DR microdiseccionadas por captura laser, se amplificaron y se exploraron con
micromatrices de oligonucleétidos de alta densidad Affymetrix. Los datos de expresién génica se analizaron por
ANOVA del algoritmo promedio multimicroplaca robusto (p < 0,1) y por el algoritmo de llamada “presente” MAS5.0
(minimo de 50 % de presencias en uno de los 3 estados de salud). Los genes que cumplen estos criterios se
analizaron usando el Analisis de Ruta de Inventiva (IPA). En comparacion con los individuos sanos, 774 y 636 genes
muestran expresion alterada en el LC y 627 y 656 genes muestran expresion alterada en el DR de pacientes con
MDD y BPD, respectivamente.

Patrones de expresion de genes de LC: los datos se resumen en la Tabla 3. El Analisis de Ruta de Inventiva
revel6 que 10 genes de la ruta de sefializacién del receptor de glutamato estan alterados significativamente en MDD

22



10

15

20

ES 2534672713

(p<0,01) pero no en BPD. Las alteraciones de expresion de genes de sefializacion de glutamato estan presentes en
los siguientes compartimentos sinapticos del locus ceruleo: células gliales, neuronas presinapticas y neuronas
postsinapticas. Esto muestra que la sefializacion de glutamato esta alterada en el LC de pacientes con MDD. Los
transportadores gliales, la glutamina sintasa, AMPA, kainato, GRM1 y GRM7 son por lo tanto dianas para
tratamiento del desequilibrio glutamatérgico.

La expresién de genes relacionados con el crecimiento, es decir, factores de crecimiento de fibroblastos, también
esta alterada significativamente en el LC de pacientes con MDD. Los farmacos que se dirigen a FGFR3, receptor de
TrkB, receptor de hormona del crecimiento o que imita las acciones de FGF-2 aumentarian el crecimiento de
neuritas en el LC y reducirian la pérdida neuronal.

Los genes que se expresan casi exclusivamente en la glia estan regulados negativamente de forma significativa.
Estos genes son marcadores Uutiles para alteraciones gliales globales en pacientes con MDD.

Patrones de expresion de genes DR. Los datos se resumen en la Tabla 4. Los analisis de IPA del DR revelaron
alteraciones en la expresion de varios genes en rutas relacionadas con el factor de crecimiento en MDD. La
expresion de la mayoria de los genes alterados estaba regulada negativamente. De forma similar, la expresion de
varios genes en rutas relacionadas con el factor de crecimiento estaba regulada negativamente en muestras de la
cohorte de BP. Sin embargo, estos genes eran distintos de los detectados en la cohorte de MDD. Se identificaron
varios genes que eran comunes para ambos trastornos; su expresion se alter6é en la misma direccion de sujetos con
MDD y BPD.
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TABLA 1B
Simbolo | Desregulacion Nombre Mejor Citobanda Factor de Cambio de
de suicidio Referencia Cingulada anterior
MDD suicida MDD
Frente a MDD | suicida
No suicida Frente a
Control
PRPS2 cingulada Fosforribosil pirofosfato[NM_002765 |Xp22.3-p22.2 1,287 1,251
anterior sintetasa 2
FGF9 cingulada Factor de crecimiento|D14838 13911-912 1,270 1,288
anterior de fibroblastos 9 (factor
activador de glia)
RIMS2 cingulada Exocitosis de|BC043144 8qg22.3 1,243 1,288
anterior membrana sinaptica
reguladora 2
TM4SF9 cingulada Tetraspanina 5 BX649011 4923 1,488 1,358
anterior
PCLO cingulada Piccolo (proteina de|AB011131 7911.23- 1,555 1,383
anterior citomatriz presinaptica) g21.3
GNB5 cingulada Proteina de unién a|AK092059 15921.2 1,206 1,263
anterior nucleétido guanina
(proteina G), beta 5
GABRA1 cingulada Receptor de  acido|NM_000806 |5q34-q35 1,353 1,356
anterior gamma-aminobutirico
(GABA) A, alfa 1
NLK cingulada Quinasa de tipo nemo |BC064663 17911.2 1,413 1,351
anterior
CDH18 cingulada Cadherina 18, tipo 2 BC031051 5p15.2-p15.1 1,217 1,260
anterior
NR1D2 cingulada Subfamilia del receptor|AB209091 3p24.2 1,476 1,319
anterior nuclear 1, grupo D,
miembro 2
R3HDM cingulada Que contiene dominio|BX538168 2921.3 1,208 1,222
anterior R3H 1
COL5A2 cingulada Colageno, tipo V, alfa 2 |NM_000393 |2q 14-g32 1,209 1,226
anterior
cingulada ARNmM cerebelar AK126654 1,229 1,303
anterior
NRXN1 cingulada Neurexina 1 AB011150 2p16.3 1,247 1,230
anterior
NCALD cingulada Neurocalcina delta AB209015 8g22-923 1,284 1,306
anterior
CADPS2 cingulada Proteina activadora|NM_017954 1,393 1,426
anterior dependiente de Ca2+
para secrecion 2
TRIM23 cingulada Que contiene motivo|NM_001656 |5q12.3 1,231 1,227
anterior tripartito 23
STAT4 cingulada Transductor de sefal y|NM_003151 |2g32.2-q32.3 1,228 1,314
anterior activador de la
transcripcion 4
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Simbolo | Desregulacion Nombre Mejor Citobanda Factor de Cambio de
de suicidio Referencia Cingulada anterior
MDD suicida MDD
Frente a MDD | suicida
No suicida Frente a
Control
HLA-A cingulada Complejo mayor de|AB209117 6p21.3 0,771 0,788
anterior histocompatibilidad,
clase I, A
LYPDCH1 cingulada Que contiene dominio|AK122643 2g21.2 0,819 0,787
anterior LY6/PLAUR 1
RYR1 cingulada Receptor de rianodina 1{NM_000540 |19913.1 0,749 0,791
anterior (esquelético)
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TABLA 2A
Genes sensible a litio conocidos en la bibliografia: confirmados en primates no humanos
Simbolo Grupo de UG Citobanda Nombre
AP1S1 NM_057089 79221 complejo de proteina relacionada con adaptador 1,
subunidad sigma 1
CLOCK NM_004898 4912 homélogo de clock (ratén)
FGF8 NM_033163-5 10924 factor de crecimiento de fibroblastos 8 (inducido por
androégenos)
GSK3B NM_002093 3913.3 glucogeno sintasa quinasa 3 beta
NFKB1 NM_003998 4924 factor nuclear del potenciador génico de polipéptido
ligero kappa en linfocitos B 1 (p105)
TABLA 2B
Genes nuevos que son sensibles a litio y estan desregulados en BPD
Simbolo Grupo de UG Citobanda Nombre
A2M Hs.212838 12p13.3-p12.3  |Macroglobulina alfa 2
AP1S1 Hs.489365 79221 complejo de proteina relacionada con el adaptador 1,
subunidad sigma 1
BRD7 En multiples grupos 16912 que contiene bromodominio 7
CA10 Hs.463466 17921 Anhidrasa carbdnica X
CD74 Hs.436568 5q32 Antigeno CD74 (polipéptido invariante del complejo mayor
de histocompatibilidad, asociado con antigeno de clase Il)
CDK5R2 Hs.158460 2935 Quinasa dependiente de ciclina 5, subunidad reguladora 2
(p39)
CNN2 Hs.169718 21q11.1 Calponina 2
DSTN Hs.304192 20p12.1 Destrina (factor de despolimerizacion de actina)
ELAVL4 Hs.213050 1p34 Tipo ELAV (embrionario letal, vision anémala, Drosophila)
4 (antigeno de Hu D)
FLJ10094 Hs.128258 13q14.11 Proteina hipotética FLJ10094
HNRPH2 Hs.278857 Xq22 Ribonucleoproteina nuclear heteréloga H2 (H’)
IGFBP6 Hs.274313 12q13 Proteina de unién a factor de crecimiento de tipo insulina 6
MOGAT2 Hs.288568 11913.5 Monoacilglicerol O-aciltransferasa 2
MYLK Hs.477375 3921 Miosina, polipéptido quinasa ligera
NRIP1 Hs.155017 21q11.2 Proteina de interaccién con el receptor nuclear 1
PSG5 Hs.558372 19913.2 Glucoproteina 5 especifica de embarazo beta 1
PTP4A2 En multiples grupos 1p35 Proteina tirosina fosfatasa, tipo 4A, 2P4A2
RPLP2 Hs.437594 11p15.5-p15.4  |Proteina ribosémica, grande, P2
RPS14 Hs.381126 5931-q33 Proteina ribosémica S14
RPS9 En multiples grupos 19913.4 Proteina ribosémica S9
SST Hs.12409 3928 Somatostatina
UBQLN2 Hs.522668 Xp11.23-p11.1  [Ubiquilina 2
UXT Hs.172791 Xp11.23-p11.22 |Transcrito expresado de forma ubicua
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TABLA 3

Resumen de genes desregulados LC en sujetos con trastorno de depresion mayor

RefSeq N° Nombre p (C frente |FC (factor de cambio) de
a MD) MD frentea C
A. Senalizacion de glutamato
NM_004171 SLC1A2 (transportador de glutamato de alta 0,04 -1,26
afinidad glial)
NM_004172 SLC1A3 (transportador de glutamato de alta 0,03 -1,59
afinidad glial)
NM_002065 GS (glutamina sintetasa) 0,02 -1,28
NM_020346 VGlutT2 0,01 1,31
NM_005271 Glutamato deshidrogenasa 0,05 -1,27
NM_181875 mGIlutR7 (variante del transcrito 3) 0,07 -1,06
NM_000827 AMPA1 0,09 1,14
NM_000828 AMPA3 0,01 1,16
NM_175611 GRIK1 0,02 1,22
NM_000838 mGlutR1 0,05 1,08
NM_000842 mGIutR5 0,01 1,16
B. Factores de crecimiento y genes relacionados con el crecimiento
NM 002006 FGF2 0,10 -1,07
NM_002010 FGF9 0,02 1,16
NM_000142 FGFR3 0,04 -1,17
NM_001007097 Receptor de TrkB 0,03 -1,45
NM 000163 Receptor de hormonas del crecimiento 0,10 -1,20
C. Marcadores gliales
NM_002055 Proteina de acido fibrilar glial 0,05 -1,32
NM_000165 Proteina de unién de huecos, alfa 1, 43 kDa 0,04 -1,86
(conexina 43)
NM_006783 Proteina de union de huecos, beta 6 (conexina 0,02 -1,93
NM_080388 Proteina de unié:? calcio S100 A16 0,02 -1,15
TABLA 4
Resumen de genes desregulados en DR de sujetos con MDD y BPD
Genes de MDD
RefSeq8_ID |Descripcion FCMD |pvalorMD | FC BP | p valor
frente a | frente a C | frente a |BP frente
Cc c aC
NM_001709 |factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF),| -1,207 0,052 -1,164 0,140
variante de transcrito 4, ARNm
NM_003670 [que contiene dominio de hélice-bucle-hélice basico,| -1,185 0,017 -1,175 0,160
clase B, 2 (BHLHB2), ARNm
NM_001200 |proteina morfogenética del hueso 2 (BMP2), ARNm -1,059 0,085 -1,035 0,151
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Resumen de genes desregulados en DR de sujetos con MDD y BPD

Genes de MDD

RefSeq8_ID |Descripcion FCMD (pvalorMD | FC BP | p valor
frente a | frente a C | frente a | BP frente
C C aC
NM_0010085 [receptor de quimiocina (motivo C-X-C) 4 (CXCR4),| -1,154 0,001 -1,067 0,260
40 variante de transcrito 1, ARNm
NM_145793 |receptor alfa 1 de la familia de GDNF (GFRA1),| -1,062 0,067 -1,020 0,429
variante de transcrito 2, ARNm
NM_013372 |[gremlina 1, superfamilia del nudo de cisteina,| -1,153 0,020 -1,099 0,194
(Xenopus laevis) (GREM1), ARNm
NM_002253 |receptor de dominio de insercibn de quinasa| -1,081 0,092 -1,065 0,362
(receptor tirosina quinasa tipo Il a) (KDR), ARNm
NM_005924 |caja homeoética de mesénquima 2 (MEOX2), ARNm -1,105 0,028 -1,045 0,417
NM_002530 |tirosina quinasa neurotréfica, receptor, tipo 3| 1,080 0,072 1,090 0,165
(NTRKS3), variante de transcrito 2, ARNm
NM_002660 |fosfolipasa C, gamma 1 (PLCGH1), variante de| 1,165 0,098 1,159 0,122
transcrito 1, ARNm
NM_005904 |SMAD, homoélogo de madres contra DPP 7| -1,195 0,056 -1,037 0,439
(Drosophila) (SMAD7), ARNm
NM_000346 |caja SRY (region determinante del sexo Y) 9| -1,204 0,093 -1,128 0,251
(displasia campomélica, inversion de sexo
autosdmica) (SOX9), ARNm
NM_005749 |transductor de ERBB2, 1 (TOB1), ARNm -1,946 0,034 -1,866 0,113
NM_005429 |factor de crecimiento endotelial vascular C, ARNm -1,150 0,034 -1,099 0,168
NM_000756 |hormona liberadora corticotropina (CRH), ARNm 1,205 0,021 -1,032 0,146
Genes de BPD
RefSeq8_ID |Descripcion FCMD | pvalorMD | FC BP | p valor
frente a | frente a C | frente a |BP frente
C C aC
NM_004281 |[atan6geno asociado a BCL2 3 (BAG3), ARNm -1,207 0,170 -1,345 0,073
NM_203330 |molécula CD59, proteina reguladora de complemento| -1,040 0,326 -1,107 0,042
(CD59), variante de transcrito 1, ARNm
NM_000089 |colageno, tipo |, alfa 2 (COL1A2), ARNm -1,034 0,325 -1,134 0,049
NM_001331 |catenina (proteina asociada a cadherina), delta 1| 1,049 0,075 1,083 0,011
(CTNND1), ARNm
NM_001963 |factor de crecimiento epidérmico (beta-urogastrona)| -1,048 0,149 -1,083 0,030
(EGF), ARNm
NM_004508 |isopentenil-difosfato delta isomerasa 1 (IDI1), ARNm | -1,168 0,192 -1,246 0,069
NM_058004 |fosfatidilinositol 4-quinasa, catalitica, polipéptido alfa| -1,071 0,283 -1,235 0,025
(PIK4CA), variante de transcrito 2, ARNm
NM 016224 |nexina de clasificacion 9 (SNX9), ARNm -1,105 0,134 -1,162 0,085
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RefSeq8_ID |Descripcion FCMD | pvalorMD | FC BP | p valor
frente a | frente a C | frente a |BP frente
C C aC

NM_003239 |factor de crecimiento transformante, beta 3 (TGFB3),| 1,022 0,364 1,204 0,026
ARNmM

NM_133646 |quinasa AZK que contiene cremallera de leucina y| -1,111 0,159 -1,208 0,094
motivo alfa estéril (ZAK), variante de transcrito 2,
ARNmM

NM_000898 |monoamino oxidasa B (MAOB), gen nuclear que| -1,083 0,156 -1,102 0,042
codifica la proteina mitocondrial, ARNm

Genes
comunes
RefSeq8_ID |Descripcion FCMD |pvalorMD | FC BP | p valor
frente a | frente a C | frente a | BP frente
C C aC

NM_004723 |factor de intercambio de nucle6tido guanina rho/rac| 1,089 0,099 1,073 0,074
(GEF) 2 (ARHGEF2), ARNm

NM_078467 |inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1A (p21,| -1,162 0,056 -1,319 0,016
Cip1) (CDKN1A), variante de transcrito 2, ARNm

NM_001946 |fosfatasa 6 de especificidad doble (DUSP6), variante| -1,321 0,076 -1,295 0,078
de transcrito 1, ARNm

NM_001402 |factor de elongacién de traduccién eucariota 1 alfa 1| -1,416 0,016 -1,419 0,066
(EEF1A1), ARNm

NM_032638 |proteina de unién a GATA 2 (GATA2), ARNm 1,134 0,040 1,172 0,005

NM_006186 |subfamilia del receptor nuclear 4, grupo A, miembro 2| -1,869 0,007 -1,877 0,070
(NR4A2), variante de transcrito 1, ARNm

NM_002525 [nardilisina (convertasa dibasica de N-arginina)| 1,113 0,043 1,141 0,050
(NRD1), ARNm

NM_002576 |quinasa activada por p21/Cdc42/Rac1 1 (homodlogo| 1,070 0,030 1,085 0,067

de STE20, levadura) (PAK1), ARNm
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<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del
exoén 2 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 F

<400> 1
gccgtgatca gttggactaa g 21

<210> 2

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicén del
exon 2 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 F

<400> 2
agaggcttca agtgctaaacg 21

<210> 3

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicén del
exon 2 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 R

<400> 3
tgtggcacct tttatctgga g 21

<210>4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacién por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real de amplicon del
exon 2 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 R

<400> 4
gcacactaaa gtggcacagc 20

<210>5

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del
exon 5 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 F

<400> 5
tatggaaagt gtggtcccat ¢ 21

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del
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exon 5 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 F

<400> 6
tggagcttgg tcatggaaag 20

<210>7

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicén del
exon 5 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 R

<400>7
acatcaaggt ggtaggtgtg g 21

<210>8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicén del
exo6n 5 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 R

<400> 8
ggatgctgcc aaacttgttc 20

<210>9

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del
exon 6 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 F

<400> 9
ggaggggacg tagaatttgt ¢ 21

<210> 10

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del
exon 6 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 F

<400> 10
ccaaccagac agccgttc 18

<210> 11

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicén del
exon 6 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 R

<400> 11
cttcaggacc ttgaggtagg g 21

<210> 12
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<211>19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacién por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicén del
exon 6 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 R

<400> 12
cattcacctc cacgtgctt 19

<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicén del
exon lllb del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 F

<400> 13
ggggataaat agctccaatgc 21

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del
exon lllb del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 F

<400> 14
cctggatcag tgagaatgtg g 21

<210> 15

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicén del
exon lllb del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 R

<400> 15
catatatatt ccccagcatc catc 24

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicéon del
exon llIb del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR2) R3 R

<400> 16
aaattggtgg ctcgacagag 20

<210> 17

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del
exon lllc del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 F

<400> 17
acaccacgga caaagaaattg 21

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del
exon llic del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 F

<400> 18
tgtccttgca caatgtcacc 20

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacién por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicén del
exon lllc del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 R

<400> 19
atagaattac ccgccaagcac 21

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223 cebador inverso de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del exén
llic del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 R

<400> 20
acgcagagtg atgggaaaac 20

<210> 21

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del
exon 8 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 F

<400> 21
gatcacagct tccccagattac 22

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del
exon 8 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 F

<400> 22

ggaggagctg atggaagttg 20
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<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacién por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicén del
exon 8 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 R

<400> 23
tcttggtcgt ggtcttcatt ¢ 21

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicéon del
exon 8 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 R

<400> 24
ccaccaggat gaagaggaag 20

<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del
exon 11 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 F

<400> 25
agagaaggac ctgtctgacctg 22

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicon del
exon 11 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 F

<400> 26
atgccactga caaggacctg 20

<210> 27

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicéon del
exon 11 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 R

<400> 27
cccaggaggt tgatgatgtt ¢ 21

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador inverso de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real del amplicén del
exon 11 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 R

<400> 28
cccccaacag gttaatgatg 20

<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real de amplicdn del exén
15 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 F

<400> 29
gtccttcggg gtgttaatgt g 21

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real de amplicdn del exén
15 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 F

<400> 30
tcctttggtg tectectetg 20

<210> 31

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacion por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real de amplicon del
exon 15 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2) R2 R

<400> 31
agttcattgg tgcagttggt g 21

<210> 32

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de amplificacién por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real de amplicon del
exo6n 15 del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) R3 R

<400> 32
cagttggctg gcttgtcc 18

<210> 33

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> NCAM (péptido FGL)

<400> 33

43



10

15

20

25

ES 2534672713

Glu Val Tyr Val Val Ala Glu Asn Gln Gln Gly Lys Ser Lys Ala

1l

<210> 34

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

S

<223> Inhibidor del péptido del sistema FGF

<400> 34

1

<210> 35

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> caja DEAD DDX50

<400> 35

i0

His Phe Lys Asp Pro Lys Arg Leu Tyr
5

Asp. Glu Ala Asp

1

44
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REIVINDICACIONES

1. Un ligando que activa el receptor de FGF para uso como un antidepresivo en el tratamiento terapéutico de un
individuo con trastorno depresivo mayor (MDD), en el que el ligando es un péptido mimético de NCAM.

2. El ligando para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el péptido mimético de NCAM comprende un
péptido FGL con la secuencia de aminoacidos EVYVVAENQQGKSKA.

3. El ligando para uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o0 2, en el que el MDD esta asociado con ansiedad.

4. El ligando para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que el MDD implica un estado animico triste,
ansioso o vacio persistente.

5. El ligando para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el individuo es un ser
humano.

6. El ligando para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el ligando se
administra con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. El ligando para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el ligando se
administra por via oral, por via nasal, por via topica, por via intravenosa, por via intraperitoneal o por via intratecal.

8. El ligando para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que se ha diagnosticado al
individuo MDD.

9. El ligando para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el ligando esta unido a
un compuesto de dimerizacion.

10. El ligando para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el ligando se
administra a una dosis de aproximadamente 1 ng/kg a 10 mg/kg.
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Diferencias de Variantes de FGFR2 en MDD
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FIG. 3
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FIG. 9
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Receptor de FGF 2y 3

FIG. 11

. Tirosina
Exén 11 quinasa |
. Tirosina
Exdn 15 quinasa II

Secuencias de cebadores de FGFR2 y FGFR3

Amplicon Cebador Secuencia

Cebador Secuencia

Exin2 R2F 5.GCCGTGATCAGTTGGACTAAG-3
R2R $-TGTGGCACCITTTATCTGGAG-Y
RLF 5“TATGGAAAGTGTGGTCCCATC-3'
R2R $5-ACATCAAGGTGGTAGGTGTGG-3
R2F $-GGAGGGGACGTAGAATTTGTCS
R2R §-CTTCAGGACCTTGAGGTAGGG-Y'
Exon b R2F §-GGGGATAAATAGCTCCAATGC-¥'

Exin 5

Exdn 6

R3F 5-AGAGGCTTCAAGTGCTAAACG-Y
RIR 5-GCACACTAAAGTGGCACAGC-Y
RIF 5-TGGAGCTTGGTCATGGAAAG-¥'
RIR 5-GGATGCTGCCAAACTTGTTC-Y
R3F $-CCAACCAGACAGCCGTTC-'
R3R 5-CATTCACCTCCACGTGCTT-3'
RIF §-CCTGGATCAGTGAGAATGTGG-3'

R2R $§-CATATATATTCCCCAGCATCCATC-Y' R3R
ExonIle R2F S“ACACCACGGACAAAGAAATIG' R3F
R2R S-ATAGAATTACCCGCCAAGCACY' R3R
R2F 5-GATCACAGCTTCCCCAGATTAC.3' R3F
R2R §-TCTTGGTCGTGGTCTTCATTC-'  R3R
R2F §-AGAGAAGGACCTGTCTGACCTG-3' R3F
R2R $"CCCAGGAGGTTGATGATGTTC-Y R3R

Exin15 R2F 5.GTCCTTCGGGGTGTTAATGTGS' R3F
RZR S-AGTTCATTGGTGCAGTTGGTG-¥ R3R

Exon8

Exdn 11

5“AAATTGGTGGCTCGACAGAG-3'
5“TGTCCTTGCACAATGTCACC-3'
§-ACGCAGAGTGATGGGAAAACY
5“GGAGGAGCTGATGGAAGTTG-3'
§-CCACCAGGATGAAGAGGAAG-
“ATGCCACTGACAAGGACCTG-
§“CCCCCAACAGGTTAATGATG-3'
“TCCTTTGGTGTCCTCCTCTG-3'
3CAGTTGGCTGGCTIGTCC-Y'
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