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DESCRIPCIÓN 
 
STXBP1 como biomarcador psiquiátrico en un sistema de modelo murino y sus usos 
 
Campo de la invención  5 
 
La presente invención se refiere a un marcador de enfermedades psiquiátricas, particularmente esquizofrenia y 
trastorno bipolar, en modelos murinos que utilizan el marcador y a los métodos para explorar agentes que afectan al 
marcador y que pueden tener potencial terapéutico. 
 10 
Antecedentes de la invención  
 
Los trastornos psiquiátricos tales como esquizofrenia se están convirtiendo en uno de los problemas de salud 
pública más importantes a escala global. Las causas de la enfermedad aún se comprenden mal, aunque los factores 
genéticos tienen indudablemente un papel importante en su etiología. Además, esta enfermedad no se desarrolla 15 
debido a la alteración de un solo gen, sino más probablemente debido a cambios en un grupo de genes, lo que la 
convierte en una enfermedad multifactorial. 
 
De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud, aproximadamente 24 millones de personas padecen 
actualmente esquizofrenia, lo que se aproxima al 1 % de la población mundial, y su prevalencia es similar en 20 
hombres y mujeres. La esquizofrenia aparece por lo general al final de la adolescencia o al principio de la edad 
adulta, y produce importantes cambios en los procesos cognitivos, en la percepción y en las emociones. Su 
evolución varía, y puede ir desde un único episodio con recuperación completa a un grave deterioro y al suicidio. 
Aunque los pacientes con esquizofrenia representan menos del 40 % de los que necesitan hospitalización 
psiquiátrica, la morbilidad y cronicidad experimentadas por los pacientes con esquizofrenia significa que esta se ha 25 
convertido en la enfermedad mental más grave e incapacitante de la vida adulta temprana e intermedia. De hecho, 
se ha estimado que el coste directo de la esquizofrenia en países industrializados está entre el 1,6 y el 2,6 % del 
gasto sanitario total [Rossler, 2005]. 
 
La hipótesis neurobiológica clásica para explicar la esquizofrenia invoca la hiperactividad del sistema dopaminérgico 30 
del cerebro. Los fármacos antipsicóticos producirían su efecto terapéutico, por tanto, antagonizando estos 
receptores de la dopamina. Esta hipótesis se refinó posteriormente sugiriendo que la hipoactividad del sistema 
glutamatérgico cortical sería responsable de la hiperactividad dopaminérgica observada en la esquizofrenia. De 
hecho, el control del sistema dopaminérgico cortical mediante el sistema glutamatérgico cortical podría ser 
consistente con los postulados clásicos. Estudios recientes han demostrado importantes deficiencias neuronales y/o 35 
gliales en la corteza, posiblemente vinculadas en el desarrollo temprano del sistema nervioso asociado con la 
esquizofrenia. Es por tanto más probable que la esquizofrenia está causada por conexiones neuronales anómalas 
en lugar de la pérdida neuronal [Horner, 2002]. 
 
Los estudios genéticos han identificado numerosos genes susceptibles vinculados a la esquizofrenia [Weinberger, 40 
2005]. A pesar de esto, en la actualidad se carece de marcadores fiables para la esquizofrenia. Uno de los sustratos 
moleculares candidatos para un tipo de conectividad neuronal anómala es un grupo de proteínas neuronales 
conocidas como SNARE (factores sensibles a N-etilmaleimida de unión a receptores de proteínas), que sirven como 
elementos fundamentales en el control molecular de la neurotransmisión [Sollner, 1993a; Sollner, 1993b]. Este 
proceso de neurotransmisión se avanza en respuesta a una entrada de Ca2+ activada mediante un potencial de 45 
acción que provoca la fusión de las vesículas sinápticas que contienen los neurotransmisores con las membranas 
presinápticas y la liberación de su contenido en la hendidura sináptica, desde donde estas moléculas se difunden 
hacia la terminal post-sináptica. Se han identificado dos tipos de proteínas SNARE dependiendo de su ubicación 
subcelular: a) proteínas v-SNARE, que se describieron por primera vez en las vesículas de neurotransmisores y que 
incluyen la proteína VAMP/sinaptobrevina; y b) proteínas t-SNARE, que se describieron por primera vez en la región 50 
presináptica de la membrana plasmática diana e incluye sintaxina y la proteína asociada al sinaptosoma de 25 kDa, 
o SNAP25. Este grupo de proteínas se caracteriza por tener una región conservada de aproximadamente 60 
aminoácidos, conocido como el motivo SNARE, y tiene por lo general una región implicada en el anclado a la 
membrana. Se cree actualmente que las proteínas SNARE están muy implicadas en la fusión de membranas, 
aunque necesitan para su actividad de otras proteínas auxiliares. Estas proteínas auxiliares incluyen el factor 55 
sensible a N-etilmaleimida o NSF (una ATPasa asociada a varias actividades celulares) y la familia de proteínas SM, 
que contiene la proteína Sec1p y la proteína Munc-18 (también conocidas como proteína de unión a sintaxina 1 
(STXBP1)). Estas proteínas son esenciales en la fusión de membranas, ya que este evento es mucho más lento in 
vitro en su ausencia. El papel de STXBP1 en la liberación de neurotransmisores ha quedado claramente demostrado 
por una serie de experimentos que muestran que no se produce transmisión sináptica vesicular durante el desarrollo 60 
de animales que no expresan el gen que codifica esta proteína [Verhage, 2000]. El modelo más aceptado para 
explicar el mecanismo molecular de la liberación vesicular de neurotransmisores sugiere que STXBP1 se une a la 
sintaxina inhibiendo de esta forma la unión de esta proteína al resto del complejo SNARE. Cuando STXBP1 se libera 
de su asociación con la sintaxina, esta última puede interactuar con SNAP25 y VAMP para formar el complejo 
SNARE. Cuando se acopla con un aumento en el calcio intracelular, este complejo es responsable de promover el 65 
anclado de las vesículas a la membrana plasmática, induciendo de esta forma la liberación de neurotransmisores 
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desde las vesículas sinápticas [Voets, 2001]. 
 
Algunos estudios recientes han demostrado que algunas enfermedades psiquiátricas y neurodegenerativas 
muestran cambios en la expresión (tanto en el ARN mensajero como en la proteína) de algunos componentes del 
complejo SNARE. Por ejemplo, se han descubierto cambios en los niveles las proteínas VAMP y SNAP-25 post-5 
mortem en la corteza cerebral prefrontal de pacientes humanos con esquizofrenia [Honer, 2002; Halim, 2003]. De 
manera similar, se han descubierto niveles anómalos de SNAP-25 post-mortem en el hipocampo y en el cerebelo de 
cerebros esquizofrénicos [Young, 1998; Fatemi, 2001; Mukaetova-Landiska, 2002], y otros grupos han descubierto 
niveles anómalos de SNAP-25 en el líquido cefalorraquídeo de pacientes con diagnóstico de esquizofrenia 
[Thompson, 2003]. Sin embargo, no se han descubierto cambios significativos asociados con la esquizofrenia en las 10 
proteínas NSF, que también están asociadas al complejo SNARE [Imai, 2001; Gray, 2006]. Se ha notificado un 
aumento en la expresión de STXBP1 en microdominios de membrana en la corteza dorsolateral prefrontal 
procedente de pacientes esquizofrénicos [Behan, 2008 y 2009]. Sin embargo, se ha notificado la infrarregulación de 
STXBP1 en ratas postpubertales lesionadas en el hipocampo ventral durante el nacimiento (nVH), un modelo de 
neurodesarrollo muy utilizado de conductas de tipo esquizofrénico [Vercauteren, 2007]. 15 
 
La expresión de MUNC-18 murino 1 (un homólogo de STXBP1) insertado con el promotor unc-18 endógeno corrigió 
los defectos neuronales en mutantes de Caenorhabditis elegans unc-18 (discapacidad locomotora grave, resistencia 
a inhibidores de la colinesterasa, e hipersensibilidad a los agonistas del receptor colinérgico) [GENGyO-ANDO 
1996]. 20 
 
Los ratones que tienen mutaciones sin sentido en el gen DISC1 (perturbado en la esquizofrenia) muestran rasgos 
conductuales que se pueden asociar con la esquizofrenia y se pueden utilizar como un modelo murino de la 
esquizofrenia [LOW 2007]. 
 25 
Los modelos en ratón que imitan el espectro fenotípico de un trastorno psiquiátrico, tal como esquizofrenia, son 
virtualmente imposibles. Sin embargo, es factible cierta recreación de componentes fenotípicos, y los modelos 
animales de la esquizofrenia a menudo intentan imitar algunos de los síntomas positivos/negativos del trastorno. En 
este contexto, los modelos animales tienen un papel fundamental para descubrir las causas de los trastornos 
psiquiátricos y nuevos tratamientos mecanicistas [Arguello y Gogos, 2006]. Se desean animales transgénicos como 30 
método para estudiar las funciones de los genes en un organismo vivo, o como modelo animal para desarrollar 
agentes terapéuticos. Sin embargo, es difícil preparar un modelo que refleje una enfermedad humana que tiene un 
mecanismo de desarrollo desconocido, tal como la esquizofrenia. Además, los hallazgos en animales que se 
correlacionan con síntomas positivos de esquizofrenia (tales como delusiones paranoides, alucinaciones, y 
trastornos del habla y del pensamiento) resultan ser desafiantes. Sin embargo, la hiperactividad en respuesta al 35 
estrés o a la novedad se han sugerido como correlaciones útiles que se pueden modelar en roedores, y se han 
utilizado ampliamente en la validación y valoración de modelos farmacológicos [Geyer y Moghaddam, 2002]. Menos 
ampliamente modelados se encuentran los síntomas negativos (tale como una expresión emocional plana, baja 
motivación, y retraimiento social). Estos síntomas representan una parte significativa de la psicopatología en la 
depresión mayor y, considerando la comorbilidad sustancial entre esquizofrenia y depresión, muchos de estos 40 
déficits pueden ser síntomas secundarios en la esquizofrenia [Ellenbroek y Cools, 2000]. La afectación de las 
interacciones sociales, la ansiedad y la conducta depresiva en animales se utilizan frecuentemente para modelar los 
síntomas negativos de la esquizofrenia. Además, los pacientes con esquizofrenia presentan diferentes formas de 
déficits de memoria, incluyendo afectación de la memoria de trabajo y la memoria episódica. Hasta la fecha, existen 
numerosas tareas de la memoria de trabajo utilizadas en animales, tales como las tareas de reconocimiento de 45 
objetos nuevos. Casi todos los modelos animales conductuales incluyen un componente locomotor. Por este motivo, 
es importante evaluar la actividad locomotora de los animales a ensayar antes aplicar las pruebas para descartar las 
posibles limitaciones en la capacidad de movimiento de los ratones transgénicos. 
 
Existe en la actualidad una necesidad no satisfecha de modelos animales para la esquizofrenia. Sigue existiendo 50 
una notable dificultad en la traducción de los estudios de asociación genética a modelos que sean eficaces para 
evaluar la eficacia de los compuestos terapéuticos candidatos. En particular, la complejidad del trastorno significa 
que no suele ser normalmente predecible si una alteración genética asociada con el trastorno tiene un papel causal 
y producirá cambios conductuales de relevancia para la esquizofrenia. 
 55 
Descripción de la invención  
 
Los presentes inventores han descubierto ahora que STXBP1 se expresa mucho más intensamente en la corteza 
prefrontal de las personas esquizofrénicas que fallecieron por suicido y que no tomaban fármacos en comparación 
con muestras tomadas de la misma región del cerebro de individuos de control sin antecedentes de enfermedades 60 
mentales que fallecieron accidentalmente. Resulta interesante el hecho de que los niveles de STXBP1 en pacientes 
esquizofrénicos en pacientes esquizofrénicos en tratamiento con fármacos antipsicóticos fallecidos por suicidio eran 
inferiores a los de los pacientes esquizofrénicos sin tratamiento, y eran similares a los de sujetos de control. 
Además, los hallazgos descritos en el presente documento indican que una expresión potenciada de STXBP1 no es 
meramente un cambio consecuencial asociado con la esquizofrenia, sino que parece tener un papel causativo, tal 65 
como se muestra por los cambios conductuales relacionados con la esquizofrenia en ratones transgénicos que 

E09781956
04-09-2015ES 2 546 732 T3

 



4 

expresan STXBP1 en exceso en la corteza prefrontal. La diferencia observada en los niveles de STXBP1 entre los 
pacientes esquizofrénicos tratados con fármacos y no tratados con fármacos convierte a STXBP1 en una diana 
farmacológica atractiva y una herramienta de exploración para tratamientos candidatos de patologías psiquiátricas, 
incluyendo la esquizofrenia. 
 5 
De acuerdo con ello, en un primer aspecto, la presente invención proporciona un ratón transgénico que tiene un 
polinucleótido que codifica un polinucleótido de STXBP1, donde dicho polinucleótido está unido operativamente a un 
promotor EAAT3, en el que dicho animal transgénico tiene una expresión de polipéptido de STXBP1 mayor que el 
tipo silvestre en al menos una región cerebral. Preferentemente, los ratones transgénicos muestran una o más 
conductas relacionadas con la esquizofrenia, por ejemplo: una actividad motora reducida en pruebas a campo 10 
abierto; reducido tiempo pasado en brazos abiertos de un laberinto elevado; interacción social reducida; y aumento 
en el índice de reconocimiento en una tarea de reconocimiento de objetos novedosos.  
 
El ratón transgénico puede incluir un gen o promotor extraño (es decir, material genético de otra especie) o puede no 
incluir ningún gen o promotor extraño. El último caso se considera en el presente documento como transgénico en 15 
virtud de una alteración en la ubicación, número de copias o secuencia de un polinucleótido que codifica STXBP1 
y/o una alteración en el control de la expresión del polinucleótido que codifica STXBP1. En determinados casos, el 
animal transgénico de la invención puede tener dicho polinucleótido que codifica un polipéptido de STXBP1 presente 
en un número de copias mayor que el tipo silvestre. 
 20 
Por ejemplo, el animal transgénico puede llevar un gen stxbp1 tipo silvestre o no tipo silvestre en más de un número 
de copias diploide. El animal transgénico de la invención tiene el polinucleótido que codifica el polipéptido de 
STXBP1 unido operativamente a un promotor EAAT3 (transportador de aminoácidos excitadores) que muestra una 
expresión específica del cerebro o muy específica del cerebro. 
 25 
En algunos casos del ratón transgénico de acuerdo con la invención, dicho polinucleótido codifica un polipéptido de 
STXBP1 que es un polipéptido de STXBP1 de ratón, rata o ser humano, una variante (tal como una variante de corte 
y empalme), un derivado (tal como un polipéptido procesado después de la traducción), homólogo u ortólogo de otra 
especie (preferentemente, un homólogo u ortólogo humano), o fragmento. El polipéptido de STXBP1 o fragmento del 
mismo muestra preferentemente actividad biológica, especialmente la capacidad de unirse a un polipéptido de 30 
sintaxina. En casos preferidos del ratón transgénico de acuerdo con la invención, dicho polinucleótido codifica: 
 

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 
% o 99 % idéntica a la secuencia de SEC ID Nº: 2; 
(ii) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 2 35 
(iii) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 
% o 99 % idéntica a la secuencia de SEC ID Nº: 4; 
(iv) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 4; o 
(v) un fragmento activo de uno o más (i)-(iv) que tiene al menos 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o 550 
aminoácidos, en el que dicho polipéptido de STXBP1 o cualquier of (i)-(iv) o dicho fragmento activo de (v) puede 40 
unirse a un polipéptido de sintaxina. 

 
Preferentemente, el promotor del gen EAAT3 es un promotor EAAT3 de la misma especie que el animal transgénico. 
El promotor EAAT3 puede comprender o consistir de un polinucleótido que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 % o 99 
% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº: 6 o puede comprender o consistir en 45 
un polinucleótido que tiene la secuencia de la SEC ID Nº: 6. Los presentes inventores han descubierto que el 
promotor EAAT3 permite una expresión elevada de STXBP1 de una forma dirigida; expresión ampliamente 
confinada a las neuronas glutamatérgicas. De esta manera, el uso del promotor EAAT3 para impulsar la expresión 
de STXBP1 proporciona una forma ventajosa de inducir el fenotipo análogo a la esquizofrenia deseado en algunas 
realizaciones del ratón transgénico de la invención. 50 
 
Preferentemente, el ratón transgénico de la invención tiene una expresión de polipéptido de STXBP1 mayor que el 
tipo silvestre, tal como se define en el presente documento, en al menos una región cerebral seleccionada entre: 
corteza, cuerpo estriado, hipocampo y cerebelo. Los resultados descritos en el presente documento indican que una 
expresión elevada de STXBP1 en una o más de estas regiones cerebrales contribuye o subyace al fenotipo análogo 55 
a la esquizofrenia. La expresión elevada puede ser, en algunos casos, relativa a un aumento modesto de la 
expresión comparada con el tipo silvestre (por ejemplo, comparado con la expresión en la misma región cerebral de 
un ratón tipo silvestre del mismo sexo y edad que no incluye ninguna alteración genética relativa a STXBP1 o a su 
promotor). En algunos casos, la expresión elevada puede ser hasta de un 10 %, 20 %, 30 %, 50 % o más expresión 
del polipéptido de STXBP1 en dicha una región cerebral. Están disponibles diferentes técnicas para medir la 60 
expresión de STXBP1, incluyendo técnicas para la medida directa de los niveles de proteína (por ejemplo, 
transferencia de Western, inmunofluorescencia) y técnicas de medición indirecta basada en la medición del ARNm 
que codifica el polipéptido de STXBP1 (por ejemplo, cPCR). 
 
Tal como se usa en el presente documento en relación a estos y otros aspectos de la presente invención, una 65 
expresión mayor o más elevada de STXBP1 puede incluir una expresión elevada en una fracción citosólica, una 
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fracción no citosólica o tanto citosólica como no citosólica en una o más regiones del cerebro. Sin desear quedar 
ligados a teoría alguna, se cree en la actualidad que la redistribución de STXBP1 desde una fracción de membrana 
hasta una fracción citosólica puede contribuir o ser subyacente a la esquizofrenia. 
 
También se describe un vector que comprende un polinucleótido que codifica un polipéptido de STXBP1 unido 5 
operativamente a un promotor específico de cerebro que es diferente al promotor del gen stxbp1 y, opcionalmente, 
con más secuencias reguladoras. Preferentemente, dicho polinucleótido codifica un polipéptido de STXBP1 que es 
un polipéptido de STXBP1 de ratón, rata o ser humano, una variante (tal como una variante de corte y empalme), un 
derivado (tal como un polipéptido procesado después de la traducción), homólogo u ortólogo de otra especie 
(preferentemente, un homólogo u ortólogo humano), o fragmento. El polipéptido de STXBP1 o fragmento del mismo 10 
muestra preferentemente actividad biológica, especialmente la capacidad de unirse a un polipéptido de sintaxina. En 
casos preferidos del vector de este aspecto de la invención, dicho polinucleótido codifica: 
 

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 
% o 99 % idéntica a la secuencia de SEC ID Nº: 2; 15 
(ii) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 2 (iii) un polipéptido de 
STXBP1 que tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 % o 99 % idéntica a la 
secuencia de SEC ID Nº: 4; 
(iii) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 4; o 
(iv) un fragmento activo de uno o más (i)-(iv) que tiene al menos 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o 550 20 
aminoácidos, y en el que dicho polipéptido de STXBP1 o cualquier of (i)-(iv) o dicho fragmento activo de (v) 
puede unirse a un polipéptido de sintaxina. 

 
Dicho promotor del vector puede ser específico o muy específico de las neuronas glutamatérgicas. Un promotor 
preferido del vector de este aspecto de la invención es un promotor EAAT3. El promotor EAAT3 puede comprender 25 
o consistir de un polinucleótido que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 % o 99 % de identidad de secuencia con la 
secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº: 6 o puede comprender o consistir en un polinucleótido que tiene la 
secuencia de la SEC ID Nº: 6. 
 
En un segundo aspecto, la presente invención proporciona un método para producir un ratón transgénico de la 30 
invención, que comprende:  
 

introducir un vector en una o más células del animal en estado embrionario; y  
opcionalmente, extraer posteriormente el ADN del animal para confirmar la incorporación del polinucleótido en el 
genoma del animal. El método puede comprender además reproducir un ratón transgénico heterocigótico 35 
producido con el método de este aspecto de la invención con el fin de producir una progenie, en particular, una 
progenie homocigótica o heterocigótica respecto al polinucleótido incorporado. 

 
La divulgación proporciona además un método in vitro para identificar un agente (por ejemplo, una molécula 
pequeña, un ácido nucleico o una proteína) para su uso en el tratamiento de enfermedades neuropsiquiátricas, 40 
particularmente esquizofrenia y/o trastorno bipolar, que comprende: 
 

(i) poner en contacto una célula que expresa un polipéptido de STXBP1 con un agente de ensayo y medir, 
directa o indirectamente, la expresión del polipéptido de STXBP1 con respecto a la expresión del polipéptido de 
STXBP1 en una célula de control que aún no se ha expuesto al agente de ensayo; y/o 45 
(ii) poner en contacto un polipéptido de STXBP1 con un agente de ensayo y medir, directa o indirectamente, la 
unión del polipéptido de STXBP1 a un polipéptido de sintaxina con respecto a la unión de un polipéptido de 
STXBP1 de control que no se ha expuesto al agente de ensayo a un polipéptido de sintaxina,  

 
en el que una reducción de dicha expresión en (i) y/o una reducción en dicha unión en (ii) debido al agente de 50 
ensayo indica que el agente de ensayo es potencialmente útil en el tratamiento de enfermedades neuropsiquiátricas, 
particularmente esquizofrenia y trastornos bipolares. Preferentemente, dicha célula que expresa un polipéptido de 
STXBP1 es una célula neuronal o célula no neuronal obtenida a partir de:  

 
un paciente que tiene una enfermedad neuropsiquiátrica, particularmente esquizofrenia o trastorno bipolar; o  55 
un ratón transgénico de la invención; o  
una célula que se ha transfectado o transformado con un polinucleótido que codifica un polipéptido de STXBP1 o 
con un vector de acuerdo con el segundo aspecto de la invención. 

 
La expresión del polipéptido de STXBP1 se puede medir en cualquier etapa de expresión del gen que codifica 60 
STXBP1 (por ejemplo, medición del nivel de ARNm o el nivel de proteína). En casos preferidos del método de este 
aspecto de la invención, se encuentra que el agente de ensayo reduce dicha expresión en (i) y/o dicha unión en (ii). 
Dichos agentes de ensayo se pueden considerar como antagonistas funcionales del polipéptido de STXBP1 (actúen 
tanto antes de la traducción como después de la traducción). Los agentes de ensayo descubiertos que pueden 
reducir dicha expresión en (i) y/o dicha unión en (ii) se pueden someter a exploración adicional (incluyendo 65 
exploración in vivo como se describe adicionalmente en la presente memoria). En algunos casos, el método de este 
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aspecto de la invención comprende adicionalmente aislar el agente de ensayo y, opcionalmente, formular el agente 
de ensayo en una composición farmacéutica con al menos una sal, transportador o excipiente farmacéuticamente 
aceptable. 
 
En un aspecto adicional, la divulgación proporciona un método de exploración in vitro que comprende: 5 
 

poner en contacto al menos una célula que expresa un polipéptido de STXBP1 con un agente de ensayo; y 
detectar si dicho agente de ensayo altera una actividad relacionada con STXBP1 comparada con dicha actividad 
en ausencia del agente de ensayo. 

 10 
El método puede comprender detectar un cambio en la actividad relacionada con STXBP1 en la presencia de dicho 
agente de ensayo en comparación con dicha actividad relacionada con STXBP1 en ausencia del agente de ensayo. 
El método puede comprender comparar la actividad relacionada con STXBP1 de una célula expuesta a un agente de 
ensayo con dicha actividad relacionada con STXBP1 de una (segunda) "célula control" que no ha sido expuesta al 
agente de ensayo. De manera adicional o alternativa, el método puede comprender comparar la actividad 15 
relacionada con STXBP1 de una célula expuesta a un agente de ensayo con dicha actividad relacionada con 
STXBP1 en la misma célula en ausencia del agente de ensayo. Por ejemplo, se puede establecer un "valor inicial" 
de dicha actividad relacionada con STXBP1 antes de añadir el agente de ensayo y evaluarse la actividad 
relacionada con STXBP1 (por ejemplo, con respecto al dicho valor inicial) tras exponer la célula al agente de ensayo. 
Preferentemente, la célula es una célula que se ha transfectado o transfectado con un vector que comprende un 20 
polinucleótido que codifica dicho polipéptido de STXBP1, por ejemplo, un vector de acuerdo con el segundo aspecto 
de la invención. En particular, la célula puede ser una línea celular de neuronas (por ejemplo, una línea celular 
humana o de un animal, tal como un roedor) o una línea celular derivada de citoblastos. La actividad relacionada con 
STXBP1 alterada se puede seleccionar entre: unión alterada de STXBP1 a sintaxina; unión alterada de sintaxina a 
un complejo SNARE; fusión de la vesícula sináptica-membrana plasmática alterada; exocitosis de la vesícula 25 
sináptica alterada; y señalización neuronal alterada. Por ejemplo, el método puede comprender detectar un cambio 
en el proceso de liberación de la vesícula sináptica (por ejemplo, un aumento o una disminución en la liberación de 
la vesícula sináptica) en la presencia del agente de ensayo en comparación con la liberación de la vesícula sináptica 
en ausencia del agente de ensayo. Preferentemente, se ha descubierto que el agente de ensayo inhibe al menos 
una actividad relacionada con STXBP1. La célula utilizada en el método puede comprender un vector que 30 
comprende un polinucleótido que codifica un polipéptido de STXBP1 unido operativamente a un promotor, tal como 
un promotor que permite una expresión variable de STXBP1. El promotor puede ser un promotor EAAT3. Como 
alternativa o adicionalmente, se puede usar una pluralidad de células, comprendiendo cada una de ellas un vector 
que comprende un polinucleótido que codifica un polipéptido de STXBP1 unido operativamente a un promotor. En 
algunos casos, la pluralidad de células puede comprender subconjuntos de células, en la que la célula de cada 35 
subconjunto tiene un vector que tiene un promotor que difiere del promotor de los vectores de las células de otros de 
dichos subconjuntos, tal como el nivel de expresión de STXBP1 que difiere entre dichos subconjuntos de células. 
Preferentemente, un primer subconjunto de células se caracteriza por una expresión relativamente baja de STXBP1 
y un segundo subconjunto de células se caracteriza por una expresión de STXBP1 mayor con respecto a dicho 
primer subconjunto de células. 40 
 
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un método in vivo para identificar un agente para su uso 
en el tratamiento de una enfermedad psiquiátrica, particularmente esquizofrenia y/o trastorno bipolar, que 
comprende: 
 45 

(i) administrar un agente de ensayo a un ratón transgénico de la invención y posteriormente medir, directa o 
indirectamente, la expresión de un polipéptido de STXBP1 en al menos una región del cerebro con respecto a la 
expresión del polipéptido de STXBP1 en al menos una región del cerebro de un ratón transgénico control de la 
invención que no se ha expuesto al compuesto de ensayo; y/o 
(ii) administrar un agente de ensayo a un ratón transgénico de la invención y posteriormente evaluar la 50 
presencia y/o la gravedad de una o más conductas relacionadas con la esquizofrenia en el ratón transgénico con 
respecto a una o más conductas relacionadas con la esquizofrenia en un ratón transgénico control de la 
invención, que no se ha expuesto al agente de ensayo, 

 
en el que una reducción de dicha expresión en (i) y/o dichas una o más conductas relacionadas con la esquizofrenia 55 
en (ii) debido al agente de ensayo indica que el agente de ensayo es potencialmente útil en el tratamiento de 
enfermedades neuropsiquiátricas, particularmente esquizofrenia y trastornos bipolares. Dichas una o más conductas 
relacionadas con la esquizofrenia se pueden seleccionar entre: reducción de la actividad motora en una prueba de 
campo abierto; reducido tiempo pasado en brazos abiertos de un laberinto elevado; interacción social reducida; 
aumento en el índice de reconocimiento en una tarea de reconocimiento de objetos novedosos; y disminución de la 60 
inhibición prepulso de una respuesta inicial. Preferentemente, en el método de este aspecto de la invención, se 
encuentra que el agente de ensayo reduce dicha expresión en (i) y/o dichas una o más conductas relacionadas con 
la esquizofrenia en (ii). Dichos agentes de ensayo se pueden considerar antagonistas funcionales in vivo de STXBP1 
y/o conductas de tipo esquizofrénico asociadas con STXBP1. En algunos casos, el agente de ensayo es un agente 
que se ha sometido a ensayo anteriormente. De esta forma, se pude usar una exploración inicial in vitro para 65 
posteriormente explorar in vivo los compuestos candidatos más prometedores. 
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El método de este aspecto de la invención puede ir seguido adicionalmente del aislamiento del agente de ensayo y, 
opcionalmente, formular el agente de ensayo en una composición farmacéutica con al menos una sal, transportador 
o excipiente farmacéuticamente aceptable. 
 5 
La divulgación proporciona un agente identificado, o que se puede identificar, por un método del aspecto anterior de 
la invención. El agente puede ser para su uso en medicina. Preferentemente, el agente es para su uso en un método 
para tratar una enfermedad psiquiátrica, particularmente esquizofrenia y trastornos bipolares. Preferentemente, el 
agente comprende:  
 10 

una molécula de unión o fragmento de unión al mismo que se puede unir a un polipéptido de STXBP1 (por 
ejemplo, un polipéptido de STXBP1 tal como se define en relación a cualquier aspecto de la presente invención); 
o  
un ácido nucleico de sentido contrario, ribozima, molécula de triple hélice, ARNip u otro ácido nucleico que pueda 
inhibir la expresión génica de STXBP1 (por ejemplo, que pueda hibridarse con al menos una porción de un 15 
polinucleótido que codifica el polipéptido de STXBP1 tal como se define en relación a cualquier aspecto de la 
presente invención o que pueda hibridarse con al menos una porción de un polinucleótido que sea 
complementario del polipéptido que codifica el polipéptido de STXBP1). 

 
La divulgación proporciona el uso de un agente identificado o que se pueda identificar por un método del cuarto o 20 
quinto aspecto de la invención en la preparación de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad 
psiquiátrica, particularmente esquizofrenia y trastornos bipolares. Dicho agente se puede definir con respecto a la 
divulgación. 
 
La divulgación proporciona además un método para tratar una enfermedad neuropsiquiátrica, particularmente 25 
esquizofrenia y/o trastorno bipolar, en un sujeto (por ejemplo, un paciente humano necesitado de dicho tratamiento), 
que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente identificado, o que se puede 
identificar, por un método del cuarto o quinto aspecto de la invención. Dicho agente se puede definir con respecto al 
aspecto anterior de la divulgación. 
 30 
También se describe un método para evaluar la presencia de, o la susceptibilidad a, una enfermedad 
neuropsiquiátrica, particularmente esquizofrenia y/o trastorno bipolar, en un sujeto de ensayo, que comprende: 
 

detectar y/o determinar la cantidad de un polipéptido de STXBP1 y/o la cantidad de un ARNm o ADNc que 
codifica un polipéptido de STXBP1 en una muestra que se ha obtenido de dicho sujeto de ensayo; y 35 
comparar dicha cantidad del polipéptido de STXBP1 y/o dicha cantidad del ARNm i ADNc que codifica el 
polipéptido de STXBP1 con uno o más valores de referencia que corresponden a la cantidad del polipéptido de 
STXBP1 y/o la cantidad del ARNm o el ADNc que codifica el polipéptido de STXBP1 en una muestra control 
obtenida de un sujeto control que no tiene una enfermedad neuropsiquiátrica. La muestra puede comprender 
sangre, plasma, suero o tejido. Preferentemente, la muestra comprende tejido del sistema nervioso central (por 40 
ejemplo, tejido de la corteza prefrontal). 

 
En algunos casos de este método, el sujeto de ensayo no ha recibido previamente un diagnóstico de tener una 
enfermedad neuropsiquiátrica. En algunos otros casos, el método, el sujeto de ensayo no ha recibido previamente 
un diagnóstico de tener una enfermedad neuropsiquiátrica. El método se puede usar para evaluar la etapa y/o la 45 
gravedad de la enfermedad neuropsiquiátrica o para seguir el efecto de un tratamiento administrado al sujeto de 
ensayo. 
 
La divulgación proporciona también un vector que comprende un polinucleótido que codifica un polipéptido asociado 
a una neuropatología unido operativamente a un promotor EAAT3 y opcionalmente secuencias reguladoras 50 
adicionales. Preferentemente, el promotor EAAT3 comprende o consiste de un polinucleótido que tiene al menos un 
80 %, 90 %, 95 % o 99 % de identidad de secuencia de ácido con la secuencia de SEC ID Nº: 6 o el promotor 
EAAT3 comprende o consiste en un polinucleótido que tiene la secuencia de la SEC ID Nº: 6. El polinucleótido que 
codifica un polinucleótido asociado a una neuropatología es preferentemente un gen, cuya expresión elevada se ha 
encontrado asociada con una enfermedad neuropsiquiátrica (por ejemplo, esquizofrenia o trastorno bipolar). 55 
 
En otro aspecto, la divulgación proporciona el uso de un vector de ese tipo en la producción de un ratón transgénico 
que tiene una expresión de dicho polipéptido asociado a la neuropatía mayor de el tipo silvestre en al menos una 
región del cerebro. El ratón transgénico así producido y su progenie se puede utilizar en la exploración de agentes 
de ensayo para los tratamientos potenciales de la neuropatología. 60 
 
Descripción de las figuras  
 

La Figura 1 muestra un ejemplo de una corteza cerebral prefrontal separada en un gel de poliacrilamida 
bidimensional de tamaño de poro conocido (12 %) y teñida con nitrato de plata para visualizar las proteínas. Se 65 
ha ampliado el área que contiene las manchas que corresponden a la proteína STXBP1. 
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La Figura 2 muestra representaciones de cajas y bigotes de las intensidades de las manchas. Los valores 
máximo y mínimo se proporcionan para cada variable, junto con los cuartiles superior e inferior (percentiles 75 y 
25, respectivamente) y el promedio (percentil 50). La caja está definida por los cuartiles inferior y superior, y está 
cruzada de un lado al otro por la media. Las líneas que se extienden desde la caja hasta los valores máximo y 5 
mínimo, y los valores más allá del máximo y mínimo indicados por un círculo son valores atípicos. A) Los valores  
de intensidad de la mancha no normalizados, y B) los valores normalizados aplicando un logaritmo en base 2, 
que proporcionan una distribución más homogénea. 
 
La Figura 3 muestra una representación gráfica de la intensidad óptica normalizada obtenida en geles 10 
bidimensionales de los niveles de STXBP1 post mortem de la corteza prefrontal (área de Brodmann 9) del 
cerebro de sujetos control humanos (n=8), sujetos no tratados diagnosticados de esquizofrenia que fallecieron 
debido a suicidio (n=7), o los tratados con fármacos antipsicóticos (n=6). Los datos se proporcionan como 
porcentaje de los valores medios ± SEM (desviación estándar). Puede observarse que el grupo total de sujetos 
esquizofrénicos tiene una intensidad promedio mayor que los controles (35 %, n=14, p < 0,004). Cuando el grupo 15 
total de sujetos esquizofrénicos se separa en sujetos tratados y no tratados, se observa un aumento significativo 
para los sujetos no tratados con respecto a los controles (62 %, n=8, p < 0,0001), mientras que el grupo tratado 
permanece al mismo nivel que los controles. 
 
La Figura 4 muestra la cuantificación de STXBP1 en la fracción citosólica. A) Inmunorreactividad de la proteína 20 
STXBP1 determinada en la fracción citosólica de la corteza prefrontal (área de Brodmann 9) de sujetos 
esquizofrénicos que fallecieron debido a suicidio (n=14) y separados entre sujetos no tratados (exentos de 
fármaco; DF, n=8) y los tratados con fármacos antipsicóticos (tratados; T, n=6). Los datos se expresan como 
porcentaje del valor medio ± SEM (error estándar) con respecto a los controles fijados a 100 ± 1 %. El grupo total 
(All) de los sujetos esquizofrénicos (135 ± 10 %, n=14, + *p < 0,004, prueba de la t de una muestra) y el grupo de 25 
sujetos esquizofrénicos no tratados proporcionaron valores más altos que los controles (162 ± 7 %, n=8, + *p < 
0,0001, prueba de la t de una muestra). Sin embargo, el grupo de sujetos tratados no cambia con respecto al 
grupo de control (100 ± 9 %, n=6, no significativo). Existe una diferencia significativa en los niveles de STXBP1 
entre los sujetos tratados y no tratados, tal como se determina mediante el análisis de la varianza unidimensional 
(ANOVA monolateral) y aplicando después una prueba de comparación múltiple de Bonferroni (*p<0,01). B) 30 
Autorradiogramas representativos ("inmunotransferencias") de la proteína STXBP1 en cerebro humano post-
mortem (corteza prefrontal, área de Brodmann 9) de sujetos esquizofrénicos que fallecieron debido a suicidio 
(exentos de fármaco; DF), los tratados con fármacos antipsicóticos (tratados; T) y sus controles respectivos (C). 
Cada una de las muestras de cerebro que contenían 2 µg de proteína se cargaron en geles de acrilamida al 10 

%. [C1 =  27 años, 10 horas PMD; DF1 = , 25 años, 19 horas PMD; T1 = , 30 años, 19 horas PMD; C2 = 35 

 28 años, 15 horas PMD; DF2 = , 30 años, 13 horas PMD; T2 = , 32 años, 8 horas PMD, donde PMD es 
el tiempo entre el fallecimiento y la autopsia]. 
 
La Figura 5 muestra la cuantificación de STXBP1 en la fracción de la membrana. A) Inmunorreactividad de la 
proteína STXBP1 determinada en la fracción no citosólica de la corteza prefrontal (área de Brodmann 9) de 40 
sujetos esquizofrénicos que fallecieron debido a suicidio (n=14), y separados entre sujetos no tratados (exentos 
de fármaco; DF, n=8) y los tratados con fármacos antipsicóticos (tratados; T, n=6). Los datos se expresan como 
porcentaje del valor medio ± SEM (error estándar) con respecto a los controles fijados a 100 ± 1 %. El grupo total 
(All) de los sujetos esquizofrénicos (92 ± 9 %, n=13, no significativo) y el grupo de sujetos esquizofrénicos no 
tratados (86 ± 8 %, n=8, no significativo) es significativamente inferior que los controles. Sin embargo, el grupo de 45 
sujetos tratados no cambia con respecto al grupo de control (101 ± 22 %, n=5, no significativo). B) 
Autorradiograma representativo ("inmunotransferencias") de la proteína STXBP1 en cerebro humano post-
mortem (corteza prefrontal, área de Brodmann 9) de sujetos esquizofrénicos que fallecieron debido a suicidio 
(exentos de fármaco; DF), los tratados con fármacos antipsicóticos (tratados; T) y sus controles respectivos (C). 

Cada una de las muestras que contenían 2 µg de proteína se cargaron en geles de acrilamida al 10 %. [C1 =  50 

48 años, 16 horas PMD; DF1 =  46 años, 19 horas PMD; T1 =  43 años, 65 horas PMD, donde PMD es el 
tiempo entre el fallecimiento y la autopsia]. 
 
La Figura 6 muestra microfotografías en gel de agarosa después de la amplificación mediante PCR (WT: ratón 
tipo silvestre; Tg: ratón transgénico). 55 
 
La Figura 7 muestra experimentos de inmunofluorescencia en la región del cuerpo estriado del cerebro, en 
ratones control y transgénicos (L3, L7 y L8) para STXBP1, EAAT3, Hoetstch y combinados. 
 
La Figura 8 muestra la cuantificación de STXBP1. La inmunorreactividad de la proteína STXBP1 determinada en 60 
(A, C y E) la fracción citosólica y (B, D y F) la fracción no citosólica de la corteza cerebral, cuerpo estriado (que 
también incluye las regiones del tálamo e hipotálamo) y cerebelo (respectivamente) de los ratones de tipo 
silvestre de control y los ratones transgénicos (L3, L7 y L8). Los datos se expresan como porcentaje del valor 
medio ± SEM (error estándar) y se expresan como porcentaje del grupo control. *p < 0,05, cuando se 
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compararon con el correspondiente grupo control (la prueba de la t bilateral para una muestra). 
Figura 9 muestra resultados de pruebas conductuales. A) Evaluación de la actividad locomotora espontánea en 
ratones control y transgénicos a campo abierto. La actividad motora se midió en una sesión de 5 min, (n = 6-7). 
Las columnas representan la media y las líneas verticales ± SEM etapas en ratones; * valores medios que se 
diferencian significativamente de los encontrados en los ratones transgénicos (p < 0,05, ANOVA monolateral) en 5 
cada línea de ratones control. B) Evaluación de la coordinación motora en ratones control y transgénicos en la 
prueba de la varilla giratoria (rotarod) (n = 6-7). Las columnas representan la media y las líneas verticales ± SEM 
de tiempo transcurrido (segundos) en la varilla giratoria. Evaluación de conductas análogas a la ansiedad en 
ratones transgénicos y de tipo silvestre en el laberinto en cruz elevado: C) Porcentaje de tiempo que los ratones 
permanecen en los brazos abiertos; D) Número de entradas en los brazos abiertos. La conducta se evaluó 10 
durante un periodo de 5 min. Las columnas representan la media y las líneas verticales ± SEM del porcentaje de 
tiempo pasado en los brazos abiertos para 5-7 ratones; Valores medios que se diferencian significativamente de 
los encontrados en los ratones transgénicos (columnas de color negro) (*p < 0,05, **p < 0,006 ANOVA 
monolateral) de los ratones control (columnas de color blanco). E) Valoración de la interacción social en ratones 
transgénicos y de tipo silvestre. La conducta de cada prueba se evaluó durante un periodo de 5 min. Las 15 
columnas representan la media y las líneas verticales ± SEM de tiempo (segundos) en 6-7 ratones; * valores 
medios que se diferencian significativamente de los encontrados en los ratones transgénicos (columnas de color 
negro) (p < 0,05, ANOVA monolateral) de los ratones de tipo silvestre (columnas de color blanco). F) Valoración 
del comportamiento de la memoria de trabajo en ratones transgénicos y de tipo silvestre. La conducta de cada 
prueba se evaluó durante un periodo de 5 min. Las columnas representan la media y las líneas verticales ± SEM 20 
del índice de reconocimiento en 5-7 ratones; * valores medios que se diferencian significativamente de los 
encontrados en los ratones transgénicos (columnas de color negro) (p < 0,05, ANOVA monolateral) de los 
ratones de tipo silvestre (columnas de color blanco).  
 
La Figura 10 muestra la secuencia del ADNc de STXBP1 de ratón (Mus musculus) disponible bajo el nº de 25 
acceso a NCBI BC031728 [gi: 21594763] (SEC ID Nº: 1). 
 
La Figura 11 muestra la secuencia de la proteína STXBP1 traducida prevista de ratón (Mus musculus) disponible 
bajo el nº de acceso a NCBI BC031728 [gi: 21594763] (SEC ID Nº: 2). 
 30 
La Figura 12 muestra la proteína de unión a sintaxina 1 (STXBP1) humana, secuencia del ADNc variante 
transcrito 1 disponible bajo el nº de acceso a NCBI NM_003165 [gi: 4507296] (SEC ID Nº: 3). 
 
La Figura 13 muestra la secuencia de aminoácidos de STXBP1 disponible bajo el nº de acceso a NCBI P61764 
(SEC ID Nº: 4). 35 
 
La Figura 14 muestra la familia del transportador de soluto 1 de ratón (Mus musculus) (transportador de 
glutamato neuronal-epitelial de alta afinidad, sistema Xag), miembro 1 ("EAAT3"), secuencia del ADNc disponible 
bajo el nº de acceso a NCBI BC031728 [gi: 21594763] (SEC ID Nº: 5). 
 40 
La Figura 15 muestra la secuencia del promotor de la familia del transportador de soluto 1 de ratón (Mus 
musculus) (transportador de glutamato neuronal-epitelial de alta afinidad, sistema Xag), miembro 1 ("EAAT3") 
desde el nucleótido 94024 al 96872 de la secuencia GeneBank NCBI AC155724.8 [gi:66793527] (SEC ID Nº: 6). 

 
Descripción detallada de la invención  45 
 
Los términos "sujeto" o "individuo" se refieren a miembros de la especie animal de los mamíferos, e incluyen, pero 
sin limitación, animales domésticos, primates y seres humanos; el sujeto es, preferentemente, un varón o hembra 
humano que sea de cualquier edad o raza. 
 50 
El término "enfermedad neuropsiquiátrica" incluye una amplia gama de dolencias psiquiátricas y neurológicas 
indeseables, tal como esquizofrenia, trastorno bipolar, depresión mayor, trastorno esquizoafectivo, dolencias 
psiquiátricas (definidas en el manual DMS IV) y enfermedades neurológicas causadas por alteraciones en el sistema 
nervioso central. 
 55 
El término "gen" se refiere a una región de una cadena molecular de desoxirribonucleótidos que codifican una 
proteína y que podría representar la secuencia codificante completa, o una parte de la misma. 
 
El término "ADN" se refiere a ácido desoxirribonucleico. Una secuencia de ADN es una secuencia de 
desoxirribonucleótidos. 60 
 
El término "ARN" se refiere a ácido ribonucleico. Una secuencia de ARN es una secuencia de ribonucleótidos. 
 
El término "ARNm" se refiere a ácido ribonucleico mensajero, que es la fracción del ARN total que se traduce a 
proteínas. 65 
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El término "ADNc" se refiere a una secuencia de nucleótidos que es complementaria de una secuencia de ARNm. 
 
La expresión "ARNm transcrito a partir de" se refiere a la transcripción del gen (ADN) a un ARNm, como primer paso 
para que el gen se exprese y se traduzca a una proteína. 
 5 
El término "secuencia de nucleótidos" se refiere por igual a una secuencia de ribonucleótidos (ARN) o a una 
secuencia de desoxirribonucleótidos (ADN). 
 
El término "proteína" se refiere a una cadena molecular de aminoácidos unidos por enlaces covalentes o no 
covalentes. Este término incluye todos los tipos de modificaciones posteriores a la traducción, tales como 10 
glucosilación, fosforilación o acetilación. 
 
Los términos "péptido" y "polipéptido" se refieren a cadenas moleculares de aminoácidos que representan una parte 
de un fragmento de proteína. Los términos "proteína" y "péptido" se utilizan indistintamente. 
 15 
El término “anticuerpo" se refiere a una glicoproteína que presenta una unión específica a una molécula diana, que 
se denomina "antígeno". El término "anticuerpo" incluye anticuerpos monoclonales y anticuerpos policlonales, bien 
intacto, o fragmentos del mismo; incluye anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados y anticuerpos no humanos. 
Los "anticuerpos específicos" son poblaciones homogéneas de anticuerpos muy específicos que se dirigen a un 
único sitio antigénico, o "determinante". "Antisuero policlonal" incluye poblaciones heterogéneas de anticuerpos que 20 
se dirigen a diferentes determinantes antigénicos. 
 
El término "epítopo", tal como se usa en la presente invención, se refiere a un determinante antigénico de una 
proteína, que es la secuencia de aminoácidos de la proteína que reconoce un anticuerpo específico. 
 25 
El término "fase sólida", tal como se usa en la presente invención, se refiere a una matriz no acuosa a la que se 
puede unir un anticuerpo. Los ejemplos de materiales en fase sólida incluyen vidrio, polisacáridos tales como 
agarosa, poliacrilamida, poliestireno, poli(alcohol vinílico) y siliconas. Los ejemplos de formas en fase sólida son los 
pocillos de una placa de ensayo o una columna de purificación. 
 30 
Los términos "oligonucleótidos" y "cebador de oligonucleótido" se utilizan indistintamente y, tal como se utilizan en la 
presente invención, se refieren a secuencias de nucleótidos que son complementarias de una secuencia de 
nucleótidos del gen stxbp1. Cada cebador se hibrida con la secuencia de su nucleótido diana, y actúa como punto 
de partida de la polimerización de nucleótidos catalizada por la ADN polimerasa, ARN polimerasa o transcriptasa 
inversas.  35 
 
El término "sonda", tal como se usa en la presente invención, se refiere a una secuencia de nucleótidos que es 
complementaria de una secuencia de nucleótidos derivada del gen stxbp1 y que se puede utilizar para detectar esta 
secuencia de nucleótidos derivada del gen stxbp1. 
 40 
El término "diana terapéutica" se refiere a secuencias de nucleótidos o péptidos contra las que se puede diseñar y 
aplicar clínicamente un compuesto farmacológico terapéutico. 
 
El término "antagonista" se refiere a cualquier molécula que inhibe la actividad biológica de la molécula 
antagonizada. Los ejemplos de antagonistas incluyen, entre otros, proteínas, péptidos, variaciones de secuencia de 45 
péptidos de tipo silvestre y moléculas orgánicas pequeñas (pesos moleculares inferiores a 500 Dalton). 
 
La expresión "promotor exógeno" tal como se usa en el presente documento significa un promotor diferente al 
promotor del gen STXBP1. 
 50 
La expresión "mostrar síntomas esquizofrénicos" significa, pero no se limita a, especialmente mostrar una reducción 
en el laberinto en cruz elevado descrito a continuación. 
 
La expresión "modelo animal de la esquizofrenia" significa un animal que se puede usar en la detección del efecto de 
una sustancia de ensayo sobre el tratamiento de la esquizofrenia o exploración de un agente para el tratamiento de 55 
la esquizofrenia. 
 
La expresión "síntomas negativos" significa, pero en forma alguna se limita a, especialmente mostrar un trastorno de 
la conducta social en el ensayo de conducta social. 
 60 
La expresión "deterioro cognitivo" significa, pero en forma alguna se limita a, especialmente mostrar trastornos en la 
memoria y el aprendizaje en la tarea de reconocimiento de objetos novedosos descrita a continuación. 
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STXBP1 
 
Tal como se usa en el presente documento, el polipéptido de STXBP1 puede ser un polipéptido de STXBP1 tipo 
silvestre procedente de una especie de mamífero, especialmente un ratón, ser humano o rata. STXBP1 también se 
conoce por los nombres: ANC18HA, Munc18-1, n-sec1, N-Sec1, NSEC1A, p67, rbSec1, rbSec1A, rbSec1B, Sec1, 5 
Proteína de unión a sintaxina 1, Unc-18-1, Unc18a, Unc-18A y Unc-18 homólogo. También abarcado por la 
expresión de polipéptido de STXBP1 tal como se usa en el presente documento se encuentras las variantes (tal 
como una variante de corte y empalme), derivados (tales como un polipéptido procesado después de la traducción) y 
fragmentos del mismo. El polipéptido de STXBP1 o fragmento del mismo muestra preferentemente actividad 
biológica, especialmente la capacidad de unirse a un polipéptido de sintaxina tal como sintaxina 1a (por ejemplo, un 10 
polipéptido de sintaxina de la misma especie). Preferentemente, el polipéptido de STXBP1 tiene la capacidad de 
unirse a un polipéptido de sintaxina y evitar o limitar la capacidad de la sintaxina para interactuar con los elementos 
componentes del complejo SNARE. El polipéptido de STXBP1 puede comprender: 
 

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 15 
% o 99 % idéntica a la secuencia de SEC ID Nº: 2; 
(ii) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 2; 
(iii) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 
% o 99 % idéntica a la secuencia de SEC ID Nº: 4; 
(iv) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 4; o 20 
(v) un fragmento activo de uno o más (i)-(iv) que tiene al menos 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o 550 
aminoácidos, en el que dicho polipéptido de STXBP1 o cualquier of (i)-(iv) o dicho fragmento activo de (v) puede 
unirse a un polipéptido de sintaxina. 

 
Tal como se usa en el presente documento, un polinucleótido que codifica STXBP1, o expresión similar, se refiere a 25 
cualquier ácido nucleico (ADN o ARN) que codifica un polinucleótido de STXBP1 tal como se usa en el presente 
documento. Los polinucleótidos que codifican STXBP1 preferidos incluyen los que tienen al menos un 80 %, 90 %, 
95 % o 99 % de identidad de la secuencia a la secuencia de polinucleótidos de la SEC ID Nº: 1 o 3. Los 
polinucleótidos que codifican STXBP1 especialmente preferidos comprenden, o consisten de, un polinucleótido que 
tiene la secuencia de polinucleótidos de la SEC ID Nº: 1 o 3. 30 
 
Promotor EAAT3 
 
La secuencia de nucleótidos del gen EAAT3 de ratón tipo silvestre se muestra en la Figura 14 (SEC ID Nº: 5). La 
secuencia de nucleótidos del promotor del gen EAAT3 de ratón tipo silvestre se muestra en la Figura 15 (SEC ID Nº: 35 
6). La secuencia se extiende en los nucleótidos 94024 a 96872 inclusive, de la secuencia con número de acceso a 
GeneBank NCBI AC155724.8. Esta secuencia cubre la región promotora y la región 5'-no traducida inmediatamente 
corriente arriba del primer codón AUG de inicio del gen EAAT3. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el promotor EAAT3 puede ser una variante u homólogo de una especie 40 
no de ratón, en la que dicha variante u homólogo comprende o consiste de un polinucleótido que tiene al menos un 
80 %, 90 %, 95 % o 99 % de identidad de la secuencia con la secuencia de polinucleótidos de la SEC ID Nº: 6, o un 
fragmento de la misma que tiene actividad promotora. Preferentemente, el promotor EAAT3 comprende o consiste 
una secuencia de polinucleótidos que tiene una secuencia de polinucleótidos de la SEC ID Nº: 6.  
 45 
Ratones transgénicos  
 
Se puede usar varias técnicas adecuadas para alterar el genoma del ratón para potenciar la expresión de STXBP1 
en al menos una región cerebral. Preferentemente, se introduce en el embrión de ratón un vector de la invención. El 
polinucleótido incorporado que codifica un polipéptido de STXBP1 y bajo el control de un promotor EAAT3 es 50 
preferentemente transmisible entre generaciones. Esto facilita el establecimiento de una colonia de ratones 
transgénicos. Preferentemente, la incorporación genómica del polinucleótido se verifica mediante extracción y 
caracterización del ADN del ratón transgénico y su progenie. 
 
Métodos de exploración y agentes de ensayo  55 
 
Cuando un agente reduce los niveles de expresión del gen stxbp1 o invierte los efectos debidos a un aumento en la 
expresión de dicho gen, este agente se convierte en candidato para el tratamiento de trastornos neuropsiquiátricos. 
 
De esta manera, la divulgación se refiere al uso de secuencias de nucleótidos o de péptidos procedentes del gen 60 
stxbp1 en métodos para buscar, identificar, desarrollar y evaluar la eficacia de los compuestos para tratar 
enfermedades neuropsiquiátricas, especialmente esquizofrenia. La importancia de los métodos de exploración en la 
búsqueda de fármacos basada en la unión, competitiva o de otro tipo, de una molécula de fármaco potencial a la 
diana terapéutica debe ponerse a prueba. 
 65 

E09781956
04-09-2015ES 2 546 732 T3

 



12 

Otro objeto de la divulgación consiste en proporcionar agentes caracterizados por su inhibición de la expresión y/o la 
actividad de la proteína STXBP1. Dichos agentes que se pueden identificar y evaluar de acuerdo con la presente 
invención se pueden seleccionar entre el grupo formado por: 
 

a) un anticuerpo específico, o combinación de anticuerpos, contra uno o más epítopos presentes en la proteína 5 
STXBP1, preferentemente un anticuerpo monoclonal humano o humanizado, que también puede incluir un 
fragmento de anticuerpo, un anticuerpo monocatenario o un anticuerpo contra idiotipo; 
 
b) agentes citotóxicos, tales como toxinas, moléculas que incluyen átomos radioactivos, o agentes 
quimioterapéuticos, incluyendo, pero sin limitación, moléculas pequeñas orgánicas e inorgánicas, péptidos, 10 
fosfopéptidos, moléculas de sentido contrario, ribozimas, ARNip, moléculas de triple hélice, etc., que inhiben la 
expresión y/o la actividad de la proteína STXBP1; y 
 
c) antagonistas de la proteína STXBP1 que inhiben una o más funciones de dicha proteína. 

 15 
Se ha resuelto la estructura cristalina de la squid neuronal Sec-1, un homólogo de STXBP1. De acuerdo con ello, un 
agente preferido es un compuesto que se une a STXBP1 y evita su interacción con uno o más t-SNARE de la familia 
de la sintaxina. Un compuesto de ensayo puede ser un compuesto que previsiblemente se une a STXBP1 en la 
región de la bolsa de unión a la molécula efectora formada por restos de los dominios 1 y 2 de STXBP1/Sec-1 [22]. 
Como alternativa o adicionalmente, un compuesto de ensayo puede ser un compuesto que previsiblemente se une a 20 
STXBP1 en el sitio de la interacción con sintaxina 1a que está implicado en la unión entre la sintaxina 1a a través del 
contacto formado por restos de los dominios 1 y 3 de STXBP1/Sec-1 [22]. 
 
La divulgación proporciona también una composición farmacéutica que contiene una cantidad terapéuticamente 
eficaz de uno o más agentes identificados en un método de exploración de la invención (método in vitro o in vivo) 25 
junto con uno o más excipientes y/o sustancias transportadoras. Además, dicha composición puede comprender otro 
principio activo que inhiba la función de la proteína STXBP1. 
 
Los excipientes, sustancias de transporte y sustancias auxiliares deberán ser farmacéutica y farmacológicamente 
aceptables, de forma que se puedan combinar con el resto de componentes de la formulación o la preparación y no 30 
produzcan efectos adversos sobre el organismo tratado. Las composiciones o formulaciones farmacéuticas incluyen 
las que sean apropiadas para administración oral o parenteral (incluyendo la administración subcutánea, 
intradérmica, intramuscular e intravenosa), aunque la mejor vía de administración depende del estado del paciente. 
Las formulaciones puede tener la forma de dosis simples, y las formulaciones se preparan de acuerdo con métodos 
conocidos en el campo de la farmacología. Las cantidades de principios activos a administrar pueden variar 35 
dependiendo de las necesidades terapéuticas. 
 
Métodos de diagnóstico  
 
Los métodos para evaluar la presencia o a susceptibilidad a una enfermedad neuropsiquiátrica se basan en la 40 
observación de si los sujetos o individuos diagnosticados con enfermedades neuropsiquiátricas, especialmente 
esquizofrenia, presentan niveles mucho más elevados de la proteína codificada por el gen stxbp1 (proteína STXBP1) 
que los correspondientes niveles en sujetos sin antecedentes clínicos de estas enfermedades. 
 
El método presentado implica una etapa de muestreo de los sujetos y puede trabajar con diferentes fluidos 45 
biológicos tales como, por ejemplo: sangre, plasma, suero o líquido cefalorraquídeo. Preferentemente, la muestra 
comprende tejido del SNC. 
 
Las muestras se pueden tomar de sujetos que anteriormente fueron diagnosticados con una enfermedad 
neuropsiquiátrica dada o de individuos no diagnosticados, así como de un sujeto que recibe tratamiento o que se ha 50 
tratado anteriormente de una enfermedad neuropsiquiátrica, particularmente esquizofrenia. 
 
El presente método puede implicar también una etapa de extracción, tanto para obtener el extracto de proteína de la 
muestra o para obtener el extracto del ARN total. 
 55 
Se puede usar cualquier ensayo convencional in vitro para medir los niveles del ARNm transcrito a partir del gen 
stxbp1 o su ADNc complementario, o la concentración de proteína de la proteína STXBP1, en muestras recogidas 
de los individuos analizar y de los individuos de control. 
 
De esta manera, en algunos casos, se proporciona un método in vitro para detectar la presencia de enfermedades 60 
neuropsiquiátricas en un individuo, especialmente esquizofrenia, para determinar el estado o la gravedad de dicha 
enfermedad en el individuo, o para realizar un seguimiento del efecto de un tratamiento administrado a un individuo 
que presenta dicha enfermedad, basándose bien en la medición de la concentración de la proteína STXBP1 o la 
expresión del gen stxbp1. 
 65 
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Si se va a determinar la concentración de la proteína STXBP1, el método puede comprender una etapa inicial en la 
que el extracto de proteína de la muestra se mezcla con uno o más anticuerpos específicos dirigidos contra uno o 
más epítopos de la proteína STXBP1, y una segunda etapa en la que se cuantifican los complejos formados entre 
estos anticuerpos y la proteína STXBP1. 
 5 
Se puede utilizar una amplia variedad de ensayos para detectar la formación de complejos específicos de antígeno-
anticuerpo y se han descrito anteriormente varios ensayos de unión competitivos y no competitivos a proteínas, un 
buen número de los cuales están comercialmente disponibles. 
 
De esta manera, la proteína STXBP1 se puede cuantificar con anticuerpos tales como anticuerpos monoclonales 10 
específicos, y anticuerpos policlonales específicos, bien intactos, o fragmentos recombinantes de los mismos, 
combicuerpos, y fragmentos Fab o scFv dirigidos contra la proteína STXBP1. Estos anticuerpos pueden ser 
humanos, humanizados o de origen no humano. Los anticuerpos usados en estos ensayos pueden estar marcados 
o no, y los anticuerpos no marcados se pueden usar en ensayos de agregación mientras que los anticuerpos 
marcados se pueden utilizar en una amplia gama de pruebas. Las moléculas de marcado que se pueden usar para 15 
marcar los anticuerpos incluyen radionucleidos, enzimas, fluoróforos, reactivos quimio luminiscentes, cofactores o 
sustratos enzimáticos, inhibidores enzimáticos, partículas, colorantes y derivados. 
 
Una amplia gama de ensayos bien conocidos que utilizan anticuerpos no marcados (anticuerpo primaria) y marcados 
(anticuerpo secundario) se puede usar en el método de la invención desarrollado aquí. Estas técnicas incluyen 20 
Western blot o transferencia Western, ELISA (enzimoinmunoanálisis de adsorción), RIA (Radioinmunoensayo), EIA 
competitivo (enzimoinmunoanálisis competitivo), DAS-ELISA (ELISA con doble anticuerpo en sándwich), técnicas 
inmunocitoquímicas e inmunohistoquímicas, técnicas basadas en el uso de biochips o micromatrices de proteínas 
que incluyen anticuerpos o ensayos específicos basados en la precipitación coloidal en formatos tales como tiras 
reactivas. Otros métodos para detectar y cuantificar la proteína STXBP1 incluyen técnicas de cromatografía de 25 
afinidad, ensayos de unión del ligando o ensayos de unión de lectina. 
 
Si se va a detectar el ARNm o el ADNc correspondientes al gen stxbp1 además, o como alternativa, a la detección 
de la proteína, el método puede comprender la extracción del ARN (tal como el ARN total). El ARNm o ADNc 
correspondientes al gen stxbp1 se detecta ampliando el ARN total extraído o el correspondiente ADNc sintetizado 30 
mediante transcripción inversa a partir del molde de ARNm en una primera etapa, seguido por una segunda etapa 
que implica la cuantificación del producto amplificado a partir del ARNm o el ADNc del gen stxbp1. Un ejemplo de la 
amplificación del ARNm consiste en una transcripción inversa del ARNm a ADNc (RT), y después realizar una 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con los oligonucleótidos cebadores. La PCR es una técnica utilizada 
para amplificar una secuencia de nucleótidos concreta (diana) incluida en una mezcla de secuencias de nucleótidos. 35 
La PCR utiliza un exceso de un par de oligonucleótidos cebadores que se hibridan con las hebras complementarias 
de la secuencia de nucleótidos diana. A continuación, una enzima con actividad polimerasa (Taq ADN polimerasa) 
extiende cada cebador usando la secuencia de nucleótidos diana como molde. Los productos de extensión se 
convierten después en secuencias diana tras disociación de la hebra diana original. Nuevas moléculas cebadoras se 
hibridan después con estas, y la polimerasa las extiende. Este ciclo se repite para aumentar el número de 40 
secuencias diana exponencialmente, y se trata de una técnica descrita en las patentes US 4683195 y US 4683202. 
Se han descrito muchos métodos para detectar y cuantificar los productos de la amplificación mediante PCR, 
cualquiera de los cuáles se puede utilizar en la presente invención. En un método preferido, el producto amplificado 
se detecta mediante electroforesis en gel de agarosa de la siguiente forma: cinco microlitros del producto de 
amplificación se separa mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2 % en un tampón TBE 0,5x a 100 vdc 45 
durante una hora. Después de la electroforesis, el gel se tiñe con bromuro de etidio, y el producto de amplificación 
se visualiza iluminando el gen con luz ultravioleta (uv). Como alternativa a la tinción y también como técnica 
preferida, el producto de amplificación se puede trasferir a una membrana de nilón mediante la técnica de 
transferencia Southern y detectada con una sonda específica adecuadamente marcada para el ADNc del gen 
stxbp1. 50 
 
En otro ejemplo, el ARNm se detecta por transferencia del ARNm a una membrana de nilón mediante técnicas de 
transferencia tales como la transferencia Northern y la detección con sondas específicas del ARNm o el 
correspondiente ADNc del gen stxbp1. En otro ensayo específico, el ARNm correspondiente al gen mucn18-1 se 
puede amplificar y cuantificar a la vez mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real (Q-PCR). 55 
 
El método puede implicar la comparación de la cantidad de la proteína STXBP1, la cantidad de ARNm del gen 
stxbp1 o la cantidad del correspondiente ADNc detectado en la muestra tomada del sujeto con la cantidad de 
proteína STXBP1, la cantidad de ARNm del gen stxbp1 o la cantidad del correspondiente ADNc detectado en 
muestras de uno o más sujetos control o uno o más valores de referencia predeterminados. Un aumento de 60 
aproximadamente un 10 %, preferentemente un 20 %, 30 %, 50 % o mayor puede indicar la presencia o la 
susceptibilidad a una enfermedad neuropsiquiátrica en el sujeto. 
 
Lo siguiente se muestra a modo de ejemplo y no debe tomarse como una limitación del alcance de las 
reivindicaciones. 65 
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Ejemplos 
 
Ejemplo 1 - Análisis de tejido cerebral usando electroforesis bidimensional 
 
Se analizaron veinticuatro muestras de tejido de la corteza cerebral prefrontal humana (área de Brodmann 9) de 5 
individuos diagnosticados con esquizofrenia que fallecieron por suicidio o causas naturales o accidentales (n=14) y 
de sujetos control sin antecedentes psiquiátricos conocidos que fallecieron por causas naturales o accidentales 
(n=10). Estas muestras se obtuvieron del Basque Institute of Legal Medicine (Instituto Vasco de Medicina Legal) 
según la normativa y las consideraciones éticas. Las muestras se procesaron y almacenaron a -80 °C 
inmediatamente después de la autopsia (Tabla 1). 10 
 

Tabla 1: Muestras incluidas en el estudio.  
Muestras Diagnóstico Causa del 

fallecimiento 
Sexo 
(Varón/Mujer) 

Edad (años)  Intervalo 
post-mortem 
Interval 
(horas) 

Toxicología 
en plasma 

PK 1 Esquizofrenia Suicidio Varón 27 17 Clozapina 
PK 2 Esquizofrenia Suicidio Varón 41 16 (-) 
PK 3 Esquizofrenia Suicidio Mujer 25 19 (-) 
PK 4 Esquizofrenia Suicidio Varón 30 13 (-) 
PK 5 Esquizofrenia Accidental Mujer 39 11 (-) 
PK 6 Esquizofrenia Natural Varón 43 65 Clozapina 
PK 7 Esquizofrenia Natural Varón 43 19 (-) 
PK 15 Esquizofrenia Suicidio Varón 66 57 Olanzapina 
PK 18 Esquizofrenia Suicidio Varón 57 19 Quetiapina 

Fenobarbital 
PK 19 Esquizofrenia Suicidio Varón 48 19 (-) 
PK 21 Esquizofrenia Suicidio Varón 30 19 Olanzapina 
PK 22 Esquizofrenia Suicidio Varón 24 45 (-) 
PK 24 Esquizofrenia Suicidio Varón 32 8 Quetiapina, 

Lorazepan 
Paracetamol 

PK 25 Esquizofrenia Suicidio Varón 31 11 (-) 
   12 Varones 

2 mujeres 
38±12 
años  

24±17  
Horas 

 

PK 8 Control Natural Varón 30 10 (-) 
PK 9 Control Natural Mujer 30 15 (-) 
PK 11 Control Natural Varón 27 10 (-) 
PK 12 Control Accidental Mujer 35 8 (-) 
PK 13 Control Accidental Varón 38 59 (-) 
PK 14 Control Accidental Varón 48 16 (-) 
PK 17 Control Accidental Varón 70 41 Alcohol 
PK 20 Control Accidental Varón 54 26 (-) 
PK 23 Control Accidental Varón 28 15 Alcohol 
PK 26 Control Accidental Varón 32 28 Alcohol, 

Anfetaminas 
   8 Varones 

2 mujeres 
39±13  
años  

23±16 
años  

 

 
En la Tabla 1, la información asociada con cada muestra está distribuida en columnas. La primera de estas 
corresponde al diagnóstico, y va seguida por la causa de la muerte, sexo, edad, intervalo post-mortem (PMI), y 15 
finalmente los datos toxicológicos ((-) corresponde a una toxicología negativa). 
 
Se extrajeron las proteínas del tejido de la corteza cerebral prefrontal humana post mortem, y un volumen de 1 ml de 
tampón de lisis (urea 7 M; tiourea 2 M; CHAPS al 2 %, D-Streak al 0,2 %, 20 µl de inhibidores de la proteasa) se 
añadió a 0,1 g de tejido. La mezcla se sometió a ultrasonidos durante ciclos de 20 segundos durante dos minutos y 20 
después se centrifugó a una velocidad de 75000 rpm durante una hora a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante 
se recogió, y la concentración de proteína se determinó usando el ensayo de Bradford. El intervalo de concentración 
de las muestras estaba comprendido entre 2 y 12 µg/µl en un volumen aproximado de 1 ml. 
 
A continuación, 250 µg de proteína de cada muestra se resuspendió en 450 µl de tampón de hidratación (urea 7 M; 25 
tiourea 2 M; CHAPS al 2 %, tampón IPG pH 3-10 al 2 %, D-streak al 2 % y azul de bromofenol al 0,002 %) y se 
solubilizó a temperatura ambiente durante una hora como mínimo. 
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Una vez que se solubilizaron todas las muestras, las proteínas se separaron en dos dimensiones mediante 
electroforesis bidimensional. Esta técnica implica dos fases, una primera fase en la que las proteínas se separan por 
su carga (IEF, o isoelectroenfoque) y una segunda fase en la que se separaron de acuerdo con su peso molecular 
(SDS-PAGE). 
 5 
El IEF se realizó en minigeles que soportan un gradiente de pH inmovilizado (3-10). La primera etapa consistió en 
introducir las proteínas anteriormente solubilizadas en el gel aplicando una tensión de 30 V durante 15 horas 
(rehidratación activa) y después aumentar gradualmente la tensión a 8000 V. El IEF finalizó cuando la tensión total 
alcanzó 120.000. En ningún caso, la resistencia de cada gel puede exceder de 50 µA (microamperios). 
 10 
La separación de las proteínas en la segunda dimensión por su peso molecular se llevó a cabo en los geles de 
acrilamida al 12,5 % anteriormente polimerizados con dimensiones 26 x 20 cm (Ettan OALT twelve Gel Caster 
Amersham). Tras la separación de las proteínas, se visualizaron mediante tinción con plata (Amersham). El 
resultado es una cartografía de manchas, donde cada mancha representa una proteína (Figura 1). Los geles se 
escanearon y analizaron con un programa informático especializado (Progenesis PG 220 ver. 2006 de Nonlinear 15 
Dynamics). Para este análisis, las imágenes deben tener un formato de 300 dpi (puntos por pulgada) y 8 bits/canal. 
El programa informático delimita el contorno de cada mancha y calcula su intensidad en función del área y una 
escala de grises, transformando la imagen plana en un volumen. El resultado es una tabla que incluye el número de 
manchas con su intensidad como "valor bruto" obtenido de cada gel. 
 20 
Ejemplo 2 - Determinación de STXBP1 como marcador bioló gico de la esquizofrenia  
 
Se generó un mapa bidimensional de la corteza prefrontal humana usando las múltiples imágenes bidimensionales 
que incluyeron las manchas habituales y adicionales encontradas en todas las muestras de cerebro humano. Los 
datos obtenidos se normalizaron experimentalmente dividiendo la intensidad "bruta" de cada mancha por un 25 
determinado valor: el volumen total de la mancha y/o las manchas que aparecieron en todas las muestras. El objeto 
de esta normalización fue garantizar que las diferencias observadas no se debían a las diferentes cantidades de 
proteína cargada en los geles. Los datos normalizados se exportaron a una hoja de cálculo MS Excel® para análisis 
estadístico. Un número importante de pruebas estadísticas requieren que los datos sigan una distribución normal. 
Las distribuciones de manchas/intensidad variable son claramente asimétricas y están alejadas de una distribución 30 
normal (Figura 2, Gráfico 1), aunque la aplicación de un logaritmo homogeniza y normaliza dichas distribuciones 
(Figura 2, Gráfico 2). 
 
Se comenzó el análisis estadístico realizando una prueba de comparación paramétrica para los valores medios de 
los dos grupos establecidos (casos totales vs. controles o casos no tratados vs. controles) y se seleccionaron las 35 
manchas con p ≤ 0,05. Se calculó el índice de cambio para las manchas consideradas significativas mediante un 
cociente entre las medias de los dos grupos establecidos. 
 
Las manchas consideradas significativas se recortaron de los geles, se digirieron in situ con tripsina y los péptidos se 
eluyeron y se identificaron mediante espectrometría de masas MALDI-TOF (desorción/ionización con láser asistida 40 
por matriz/tiempo de vuelo). La huella de la masa molecular obtenida de cada mancha se comparó con una base de 
datos in silico, que permitió la identificación de cada proteína correspondiente. 
 
Se emparejaron e identificaron un total de 15 manchas de los 24 geles (casos y controles). Las proteínas se 
cuantificaron tal como se ha descrito anteriormente, y se encontró una mancha (número 2999) que correspondía a 45 
STXBP1 (Figura 1). 
 
El análisis estadístico mostró que solamente las comparaciones entre casos no tratados o exentos de fármaco y los 
controles, y los casos no tratados o exentos de fármaco y los casos tratados, producen una diferencia 
estadísticamente significativa (Figura 3). El resto de comparaciones, en otras palabras, los casos totales 50 
comparados con los controles y los casos tratados comparados con los controles no muestran cambios significativos 
(Figura 3; solamente los controles emparejados para los casos tratados o no tratados se utilizaron en las 
comparaciones). 
 
Ejemplo 3 - Validación mediante transferencia Wester n de STXBP1 como marcador biológico de la 55 
esquizofrenia  
 
Los niveles de la proteína STXBP1 en 24 muestras de corteza cerebral prefrontal humana (área de Brodmann 9) de 
individuos diagnosticados de esquizofrenia que fallecieron por suicidio y que habían recibido (n=6) o no habían 
recibido (n=8) tratamiento antipsicótico y sujetos control sin antecedentes de enfermedad psiquiátrica que fallecieron 60 
accidentalmente (n=10) se validaron mediante transferencia Western con un anticuerpo que reconoce 
específicamente dicha proteína. Las muestras de individuos esquizofrénicos se emparejaron con las muestras de 
control sobre la base del sexo, edad y tiempo post mortem. A continuación, las proteínas se extrajeron usando el 
mismo procedimiento de extracción utilizado para preparar los geles bidimensionales. Se decidió medir los niveles 
de STXBP1 tanto en la fracción citosólica como en la fracción de membrana mediante validación por transferencia 65 
de Western. En resumen, 1 ml de tampón de lisis (urea 7 M; tiourea 2 M; CHAPS al 2 %, D-Streak al 0,2 %, 20 µl de 
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inhibidores de la proteasa) se añadió a 0,1 g de tejido. La mezcla se sometió a ultrasonidos durante ciclos de 20 
segundos durante dos minutos y después se centrifugó a una velocidad de 75000 rpm durante una hora a una 
temperatura de 4 °C. El sobrenadante se recogió, y la concentración de proteína se determinó usando el ensayo de 
Bradford. El aglomerado se volvió a suspender en 100 µl de tampón de lisis y la cantidad de proteína se determinó 
por el método de Bradford. Se añadió tampón de Laemmli 5x (Tris 0,5 M pH 6,8, SDS al 20 % y azul de bromofenol 5 
al 0,01 %) justo antes de cargar la muestra en el gel. Tras la preparación de la muestra, se añadió p-mercaptoetanol 
a una relación de 1/7. La concentración de proteína total se ajustó a 1,2 µg/µl para todas las muestras de la fracción 
citosólica, y 0,5 µg/µl para las de la fracción de membrana. Tras su preparación, la muestra se calentó a 100 °C 
durante cinco minutos y después se centrifugó durante 15 segundos a 4 °C. Dos microgramos de proteína total por 
muestra se cargaron en un gel de acrilamida al 10 % para las fracciones citosólica y de membrana. Se realizaron 10 
dos experimentos como mínimo para cada muestra, y se calculó la media aritmética de los valores individuales. Se 
observó un aumento significativo en los niveles de la proteína STXBP1 en la fracción citosólica de las muestras de la 
corteza prefrontal de los sujetos esquizofrénicos cuando se compararon con los niveles de la misma proteína en 
sujetos de control sin antecedentes de enfermedad psiquiátrica (135 ± 10, n=14, p < 0,004). Además, se descubrió 
que la expresión de la proteína STXBP1 era mucho más alta en la corteza prefrontal de las personas 15 
esquizofrénicas que fallecieron por suicido y que no habían recibido tratamiento farmacológico, en comparación con 
las muestras de la misma región del cerebro de individuos de control sin antecedentes de enfermedades 
psiquiátricas y que habían fallecido en un accidente (162 ± 7, n=8, p < 0,0001). Resulta interesante el hecho de que 
se descubriera que los niveles de STXBP1 en sujetos esquizofrénicos que se habían tratado con fármacos 
antipsicóticos pero que también habían fallecido por suicidio eran inferiores a los que tenían los sujetos no tratados y 20 
eran similares a los niveles control (100 ± 9, n=6, no significativo; Figura 4). Por otra parte, se descubrió que existía 
una reducción no significativa en la densidad de la inmunoseñal de STXBP1 en la fracción no citosólica de las 
muestras de la corteza prefrontal procedente de individuos esquizofrénicos cuando se compararon con los sujetos 
control sin antecedentes de enfermedades psiquiátricas (92 ± 9, n=13, no significativo). Además, la expresión de 
STXBP1 fue inferior, aunque no tan significativamente, en la corteza prefrontal de las personas esquizofrénicas que 25 
no habían recibido tratamiento farmacológico cuando se compararon con las muestras de la misma región del 
cerebro de individuos de control (86 ± 8, n=8, no significativo). Finalmente, no se observaron cambios en los niveles 
de STXBP1 en el grupo de los sujetos tratados con fármacos antipsicóticos con respecto al grupo control (101 ± 22, 
n=5, no significativo; Figura 5). 
 30 
Ejemplo 4 - Método para preparar ratones transgénico s 
 
El polinucleótido a introducir contiene una secuencia promotora que puede controlar la expresión de la proteína 
relacionada con la esquizofrenia y, si se desea, puede contener además una secuencia potenciadora. La proteína 
relacionada con la esquizofrenia se puede expresar específicamente en el cerebro. El promotor para preparar el 35 
ratón modelo del presente ejemplo se selección específicamente. Este promotor es el EAAT3 (Transportador de 
glutamato de tipo 3), también conocido como familia del transportador de soluto 1 (transportador de glutamato 
neuronal/epitelial de alta afinidad, sistema Xag), miembro 1 (S1c1a1). El gen EAAT3 es un gen neuronal expresado 
específicamente en neuronas glutamatérgicas. Por tanto, se puede expresar selectivamente un gen deseado (en 
este caso STXBP1) en el cerebro, particularmente en neuronas glutamatérgicas, mediante el uso de la región 40 
promotora de un gen EAAT3. Se descubrió que los ratones transgénicos mostraban síntomas esquizofrénicos como 
resultado de la expresión en exceso de STXBP1 e el cerebro. 
 
Para preparar la región promotora, los cebadores utilizados fueron: 5':ttgtcgacttcgcgagcttcgccttcggaatctggag (SEC ID 
Nº: 7); y 5':ttggtaccatagtccaaccagagacagagcacactc (SEC ID Nº: 8). 45 
 
2848 nucleótidos del promotor de EAAT3 (SEC ID Nº: 6) (Transportador de glutamato de tipo 3), también conocido 
como familia del transportador de soluto 1 (transportador de glutamato neuronal/epitelial de alta afinidad, sistema 
Xag), miembro 1 (S1c1a1) (véase la Figura 15) se amplificaron mediante reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR). El promotor de la expresión neuronal se clonó en Kpn I-SaI I en la posición derecha anterior del ADNc a 50 
expresar (NIH_MGC_94) en el vector pCMV-Sport6 comercial. La construcción se digirió con Kpn I y CIa I para 
producir el transgén, que se microinjertó en embriones de ratón. Estos fragmentos del transgén, además del EAAT3 
y el ADNc contenían un sitio sv40 poliadenilado para estabilizar el ARNm. Se desarrollaron cuatro fundadores, y tres 
de ellos transmitieron el fragmento del transgén: línea 3 (L3), línea 7 (L7) y línea 8 (L8). 
 55 
El éxito de la introducción del gen se puede determinar mediante la extracción del ADN de una parte del cuerpo (por 
ejemplo, la punta de la cola), y confirmar la presencia del polinucleótido introductor. Los ratones con un resultado 
positivo en el ensayo para el gen introducido se consideraron fundadores. El polinucleótido introducido se transmite 
al 50 % de la progenie, y se pueden preparar eficazmente tanto animales de tipo silvestre como mutados (Figura 6). 
 60 
El ratón transgénico preparado como se ha descrito anteriormente y su progenie que muestran síntomas 
esquizofrénicos son útiles para detectar un efecto terapéutico sobre la esquizofrenia y para explorar agentes 
terapéuticos o agentes para la esquizofrenia.  
 

65 
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Ejemplo 5 - Validación de los niveles de STXBP1 en el ce rebro de ratones transgénicos: 
inmunofluorescencia y transferencia Western  
 
Se realizó la inmunofluorescencia en secciones de 30 µm del cerebro coronal adulto con flotación libre de ratones. 
Se incubaron tres regiones cerebrales diferentes, corteza, cuerpo estirado e hipocampo [Paxinos, 2003] con 5 
anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra STXBP1 (Sigma) y anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra 
EAAT3 (Santa Cruz Biotechnology), seguido por tinción secundaria de las IgG de conejo y ratón con anticuerpos 
secundarios AlexaFluor 594 y AlexaFluor 488 de absorción cruzada (Invitrogen), respectivamente. Los núcleos 
celulares se tiñeron con el agente intercalador de ADN de Hoechst. Las preparaciones se examinaron con un 
microscopio confocal Olympus Fluoview. 10 
 
Estos resultados mostraron un aumento en los niveles de STXBP1 para las tres líneas transgénicas (L3, L7 y L8) y 
principalmente en el cuerpo estriado, cuando se compararon con los animales control (Figura 7). 
 
Los niveles de la proteína STXBP1 en las muestras de corteza cerebral, cuerpo estriado y cerebelo de ratón 15 
procedente de los ratones control (de tipo silvestre, n = 4), ratones transgénicos de L3 (n=4), ratones transgénicos 
de L7 (n=4) y ratones transgénicos de la línea 8 (n=4) se validaron mediante transferencia Western con un 
anticuerpo que reconoce específicamente la proteína STXBP1. A continuación, las proteínas se extrajeron usando el 
mismo procedimiento de extracción utilizado para preparar los geles bidimensionales y en las muestras humanas. Se 
decidió medir los niveles de STXBP1 tanto en la fracción citosólica como en la fracción no citosólica mediante 20 
validación por transferencia de Western. 
 
En resumen, 1 ml de tampón de lisis (urea 7 M; tiourea 2 M; CHAPS al 2 %, D-Streak al 0,2 %, 20 µl de inhibidores 
de la proteasa) se añadió a 150 mg de corteza cerebral. Análogamente, se añadieron 400 µl de tampón de lisis a 40 
mg de la región del cuerpo estriado. Finalmente, se añadieron 300 µl de tampón de lisis a 30 mg de la región del 25 
cerebelo. La mezcla se sometió a ultrasonidos durante ciclos de 20 segundos durante dos minutos y después se 
centrifugó a una velocidad de 75000 rpm durante una hora a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante se recogió, y 
la concentración de proteína se determinó usando el ensayo de Bradford. El aglomerado se volvió a suspender en 
30 (corteza cerebral), 20 (cuerpo estriado) o 10 (cerebelo) µl de tampón de lisis y la cantidad de proteína se 
determinó por el método de Bradford. Se añadió tampón de Laemmli 5x (Tris 0,5 M pH 6,8, SDS al 20 % y azul de 30 
bromofenol al 0,01 %) justo antes de cargar la muestra en el gel. Tras la preparación de la muestra, se añadió p-
mercaptoetanol a una relación de 1/7. La concentración de proteína total se ajustó a 1 µg/µl para todas las muestras 
de la fracción citosólica, y 1 µg/µl para las de la fracción no citosólica. Tras su preparación, la muestra se calentó a 
100 °C durante cinco minutos y después se centrifugó durante 15 segundos a 4 °C. Cuatro microgramos de proteína 
total por muestra se cargaron en un gel de acrilamida al 10 % para las fracciones citosólica y no citosólica. Se 35 
realizaron dos experimentos como mínimo para cada muestra, y se calculó la media aritmética de los valores 
individuales. 
 
Se observó un aumento significativo en los niveles de la proteína STXBP1 tanto en la fracción citosólica como en la 
fracción no citosólica de las muestras de cuerpo estriado de L7 cuando se compararon con los niveles de la misma 40 
proteína en animales control (123 ± 7, n=4, p=0,06 y 134 ± 5, n=4, p=0,03 respectivamente). Para las líneas L3 y L8 
se produjo también un aumento en los niveles de STXBP1, pero no significativamente diferentes de los animales 
control (fracción citosólica L3 118 ± 7, n=4, p=0,06 y fracción no citosólica 114 ± 3, n=3, p=0,09; fracción citosólica 
L8 118 ± 6, n=4, p=0,09 y fracción no citosólica 107 ± 13, n=4, p = 0,6). Además, se descubrió que la expresión de la 
proteína STXBP1 era mucho más elevada en el cerebelo de las líneas de ratones transgénicos (L3, L7 y L8) 45 
comparado con muestras de la misma región del cerebro de los animales control (fracción citosólica L3 137 ± 7, n=4, 
p=0,02 y fracción no citosólica 171 ± 3, n=4, p=0,01; fracción citosólica L7 93 ± 5, n=4, p=0,5 y fracción no citosólica 
138 ± 20, n=4, p=0,2; fracción citosólica L8 148 ± 11, n=4, p=0,01 y fracción no citosólica 145 ± 17, n=4, p=0,05). 
Resulta interesante el hecho de que se descubriera que los niveles de STXBP1 en líneas de ratones transgénicos 
(L3, L7 y L8) fueron similares a los niveles control (fracción citosólica L3 92 ± 4, n=4, ns y fracción no citosólica 74 ± 50 
11, n=4, ns; fracción citosólica L7 90 ± 6, n=4, ns y fracción no citosólica 76 ± 9, n=3, ns; fracción citosólica L8 100 ± 
7, n=4, ns y fracción no citosólica 129 ± 13, n=4, ns) (Figura 8). Estos resultados son similares a los resultados 
obtenidos mediante el uso del enfoque de la inmunofluorescencia. 
 
Ejemplo 6 - Prueba conductual  55 
 
Es posible detectar si un ratón transgénico muestra o no síntomas esquizofrénicos por métodos convencionales para 
medir trastornos relacionados con la esquizofrenia tal como los siguientes métodos descritos en los puntos 1) a 4): 
 
1) Actividad motora en campo abierto  60 
 
El campo abierto consiste en una jaula cuadrada de paredes opacas de color negro de 25 cm x 25 cm x 25 cm 
(PanLab, Barcelona, España). La base de la jaula consiste en sensores que pueden detectar los movimientos 
horizontales de los ratones. El ensayo se realizó en una habitación silenciosa con iluminación constante. Los ratones 
se colocaron individualmente en el centro del aparato para iniciar una sesión de ensayo de 10 min. Para determinar 65 
si la modificación en la expresión de STXBP1 altera la actividad motora espontánea, los inventores compraron 
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ratones transgénicos y de control en el campo abierto durante un periodo de 5 min. No se apreciaron diferencias 
entre la línea transgénica 3 y los animales de tipo silvestre. Sin embargo, se descubrieron cambios sutiles al 
comparar las líneas transgénica 7 y 8 con los controles. Los resultados revelaron que la distancia en el campo 
abierto disminuyó significativamente en la línea 7 y la línea 8 (ANOVA monolateral seguida de la prueba de Tukey: 
F(21,24)=14,42; p < 0,05) (Figura 9A). 5 
 
2) Ensayo de coordinación motora en varilla giratori a (rotarod ) 
 
Se evaluó la coordinación motora mediante un equipo Rotarod automatizado (PanLab, Barcelona, España). Un 
ordenador registró la latencia hasta la caída en segundos. En primer lugar, los ratones se entrenaron en la varilla 10 
rotarod a una velocidad constante de 20 rpm hasta que todos los ratones pudieron pasar el menos 3 min en la 
varilla. Después, los ratones se sometieron a ensayó tres veces consecutivas.  
 
No se observaron diferencias significativas entre las líneas transgénicas y los animales de tipo silvestre en el ensayo 
Rotarod (Figura 9B). Estos resultados indican que el deterioro mostrado en la prueba de campo abierto no se debe a 15 
una afectación en la coordinación de la motilidad de los ratones transgénicos. 
 
3) Evaluación de conductas análogas a la ansiedad  
 
3.1 - Laberinto en cruz elevado 20 
 
El laberinto en cruz elevado es una prueba habitualmente utilizada para medir la conducta análoga a la ansiedad y el 
miedo innato en roedores [Crawley, 2000; Rogers y Cole, 1994]. El laberinto consiste en dos brazos abiertos (25 cm 
x 5 cm) y dos brazos cerrados (25 cm x 5 cm x 30 cm), dispuestos de forma que dos brazos de cada tipo estén 
opuestos entre sí y se extiendan desde una plataforma central (5 cm x 5 cm). El suelo y paredes laterales del 25 
laberinto consisten en un material de plexiglás opaco. El laberinto está elevado a una altura de 50 cm. En ensayo se 
realizó en una sala experimental con luz tenue. Los ratones se introdujeron individualmente en el centro, con la 
cabeza orientada hacia el brazo abierto. Un observador registró los parámetros conductuales durante 5 minutos. Se 
midió el porcentaje de cada uno de los siguientes parámetros: 1) tiempo en los brazos abiertos 2) entradas en los 
brazos abiertos. El laberinto se limpió entre sesiones usando etanol al 70 %. 30 
 
En el laberinto en cruz elevado, el porcentaje de tiempo ( %) pasado en los brazos abiertos disminuyó 
significativamente en las tres líneas de ratones transgénicos (ANOVA monolateral seguida de una prueba de la F de 
Tukey (19,22) = 5,476, p < 0.006) cuando se comparó con los animales control (Figura 8C). De manera similar, las 
tres líneas de ratones transgénicos mostraron una disminución significativa en el número de entradas en los brazos 35 
abiertos (ANOVA monolateral seguida de una prueba de la F de Tukey (19,22) = 4,469, p < 0,02) (Figura 9D). 
 
3.2 - Interacción social 
 
Cunando dos ratones de jaulas diferentes se juntan en una cámara pequeña en la que ninguno de ellos tiene un 40 
territorio establecido, establecen una interacción social que incluye varios modos conductuales: olfateo, seguido de 
aseo, dar patadas, arrastrarse por encima o por debajo del compañero, y tocar, o casi tocar, la cara. 
 
En el día del experimento, parejas de ratones de diferentes jaulas hogar se juntaron en una jaula de plástico 
pequeña (20 cm x 40 cm x 10 cm) con una tapa de cartulina y cama de madera nueva en el suelo (sin cambio en el 45 
nivel de iluminación). Se midió durante 5 min el tiempo en que los ratones interactuaron socialmente. 
 
En la prueba de interacción social, el tiempo durante el que ratones de jaulas diferentes (situación no familiar) 
establecen una interacción social fue significativamente inferior (p < 0,001) en ratones transgénicos (ANOVA 
monolateral seguida de una prueba de la F de Tukey (20,23)= 8,026 p < 0,05) cuando se comparó con los animales 50 
control (Figura 9E). 
 
4) Tareas de reconocimiento de objetos nuevos (NORT ) 
 
La NORT se llevó a cabo en una palestra de plexiglás (35 cm x 45.5 cm x 36 cm) con objetos que los ratones no 55 
podían mover. Los ratones macho adultos se habituaron a la palestra en ausencia de objetos durante 30 min cada 
uno de 3 días consecutivos antes del día del experimento. El día del experimento, los ratones se habituaron a la 
palestra durante 1 min. y después se colocaron dos objetos diferentes en la jaula en dos esquinas adyacentes (7,5 
cm de cada pared). Durante la fase de muestreo, cada ratón se colocó en el centro de la palestra, y se registró 
durante un periodo 5 con un cronómetro min el tiempo que pasaron explorando cada objeto. Al día siguiente, el ratón 60 
se devolvió a la palestra para la fase de elección, con un objeto de la fase de muestreo (objeto familiar) y un objeto 
novedoso. Individuos que no conocían las condiciones de tratamiento o el genotipo del ratón registraron el tiempo 
que el ratón pasó explorando cada objeto durante un periodo de 3 min usando cronómetros. La exploración se 
definió como dirigir la nariz hacia una distancia inferior a 1 cm e incluyó colocar una o más extremidades sobre el 
objeto. El tiempo total pasado investigando ambos objetos en la fase de muestra se registró y se comparó con los 65 
tres genotipos de ratón. En la fase de elección, se determinó la proporción del tiempo que el ratón pasó con el objeto 
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novedoso restando el tiempo pasado con el objeto familiar del tiempo pasado con el objeto novedoso, y dividiendo 
este tiempo por el tiempo total pasado explorando ambos objetos. El valor resultante fue un índice de discriminación, 
en el que un valor de 0 indicó que se pasó el mismo tiempo investigando ambos objetos, y un valor de 1 indicó que 
todo el tiempo pasó investigando el objeto novedoso. 
 5 
En NORT, el índice de reconocimiento aumentó significativamente en las tres líneas de ratones transgénicos, 3, 7 y 
8, (ANOVA monolateral seguida de una prueba de la F Tukey (20,23)= 5,927; p < 0,05 para línea 3 y 7 y p < 0,001 
para la línea 8) cuando se compararon con sus controles (Figura 9F). Se cree que este aumento en el índice de 
reconocimiento se debe a un aumento en la respuesta al estrés del animal debido a la presencia de un objeto nuevo. 
 10 
La línea de ratón transgénico de acuerdo con la invención se comparó con los ratones de tipo silvestre en una gama 
de ensayos conductuales. Los resultados se describen en la Tabla 2 siguiente. 
 

Tabla 2: Resultados de la prueba conductual  
Prueba  Resultados  

Campo abierto  La prueba de campo abierto está diseñada para medir respuestas conductuales tales como 
actividad locomotora, hiperactividad y conducta exploratoria. La prueba de campo abierto también 
se utiliza como medida de la ansiedad. En los experimentos de los inventores, los ratones 
transgénicos pasaron menos tiempo en el centro del campo abierto en comparación con el grupo 
de ratones de tipo silvestre, esta conducta se asocia con respuestas de tipo ansiedad. Se 
considera que este fenotipo refleja una menor motivación por la parte de los animales transgénicos 
hacia la exploración, que podría estar relacionada con los síntomas negativos de la esquizofrenia 
(disminución de la motivación, y retraimiento social) y se ha observado en otros modelos con 
animales [Hattori et al., 2008]. Laberinto en 

cruz elevado  
Los ratones transgénicos mostraron un aumento en el tiempo pasado en los brazos más cercanos 
del laberinto en cruz elevado (EPM) en comparados con el grupo de ratones de tipo silvestre. La 
conducta observada en el EPM siguió la misma tendencia que los resultados obtenidos en los 
experimentos de campo abierto. Se considera que esta conducta es una respuesta de tipo 
ansiedad con similitudes a los síntomas negativos observados en la esquizofrenia [Hattori et al., 
2008]. 

Inhibición pre -
pulso  

Los ratones transgénicos mostraron una inhibición pre-pulso (PPI) reducida cuando se compararon 
con el grupo control. Se han indicado numerosos informes de una deficiencia en la respuesta PPI 
en pacientes con esquizofrenia, se ha sugerido que una respuesta PPI reducida cumple los 
criterios de un endofenotipo para los estudios genéticos de la esquizofrenia [Powell et al., 2009]. 

Condicionamie
nto de miedo  

Los ratones transgénicos mostraron una reducción en el porcentaje de tiempo pasado en una 
respuesta congelada comparado con el grupo control. El resultado sugiere que los animales 
transgénicos mostraron un recuerdo alterado del miedo. Este rasgo se ha descrito en otros 
modelos animales de la esquizofrenia, y pertenece al grupo de síntomas cognitivos observados en 
la esquizofrenia [Bhardwaj et al., 2009]. 

Interacción 
social  

En la prueba de interacción social, los ratones transgénicos mostraron una disminución significativa 
en el número de contactos sociales, comparado con los ratones de tipo silvestre. La reducción en la 
interacción social es un fenotipo conductual presente en la esquizofrenia que se correlaciona con el 
resto de síntomas negativos [Koike et al., 2009]. 

Reconocimient
o de objetos 

nuevos  

En esta prueba se descubrió que los ratones tenían una reducción en su memora a corto plazo. El 
tiempo pasado en presencia de objetos nuevos presentados al grupo transgénico relacionado con 
el tiempo de exploración tal está reducido cuando se compara con el grupo de tipo silvestre. Las 
deficiencias en la memoria a corto plazo son consistentes con los síntomas cognitivos asociados 
con la esquizofrenia, y se han observado en otros modelos animales de la enfermedad [McLean et 
al., 2009].  15 

Ejemplo 7 - Método para explorar agentes como potenciales agent es terapéuticos contra la esquizofrenia  
 
Se puede someter a ensayo una agente terapéutico potencial para el tratamiento de la esquizofrenia mediante la 
administración de la sustancia de ensayo de a un animal transgénico de la invención. Tras la administración de la 
sustancia, se repitieron los ensayos conductuales (por ejemplo, los ensayos conductuales descritos en el Ejemplo 6 20 
anterior), para evaluar si el compuesto modifica los resultados observados antes de la administración del compuesto. 
Preferentemente, la una o más pruebas conductuales se realizan adicionalmente en uno o más animales 
transgénicos de la invención no tratados que actúan como controles. 
 
Un agente terapéutico potencial se puede clasificar como un candidato para investigación adicional sobre la base de 25 
un resultado de exploración positivo. Un resultado de exploración positivo puede ser aquel en que se descubre que 
el agente de ensayo puede restaurar o normalizar un resultado conductual de un animal de la invención o hacia el 
resultado conductual de un animal normal (por ejemplo, un animal que no tiene niveles alterados de STXBP1 pero 
que por otra parte es idéntico al animal de la invención). En algunos casos, el resultado conductual se puede 
cuantificar, y medir se el grado de restauración o normalización del resultado conductual. De esta forma, se puede 30 
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establecer un nivel umbral predeterminado que permita la clasificación de un agente de exploración como positivo o 
negativo para la restauración o normalización de la conducta. De esta forma, los agentes clasificados como positivos 
se pueden someter a un ensayo adicional en animales y/o a ensayo clínico en seres humanos para determinar la 
seguridad y/o la eficacia en el tratamiento de enfermedades psiquiátrica, por ejemplo, esquizofrenia. 
 5 
Las sustancias que se pueden utilizar en el método de exploración no están limitadas, sino que pueden incluir por 
ejemplo: comercialmente disponibles, varios compuestos conocidos registrados en bases de datos de compuestos, 
compuestos obtenidos de archivos de química combinatoria, compuestos obtenidos por técnicas de química 
combinatoria, o compuestos modificados química o biológicamente derivados de otros compuestos, sobrenadantes 
de cultivos de microorganismos, componentes naturales derivados de plantas o de organismos marinos, tejidos 10 
animales, ARN de interferencia, péptidos y anticuerpos. Preferentemente, el agente es un compuesto que puede 
atravesar la barrera hematoencefálica (BBB) de forma que está "activado centralmente". 
 
Preferentemente, uno o más compuestos de control positivos, conocidos por tener actividad terapéutica en el 
tratamiento de enfermedades psiquiátricas, particularmente esquizofrenia, se usan en el método de exploración 15 
como referencia con la que comparar los efectos de cualquier agente de ensayo. Los compuestos de control positivo 
preferidos incluyen los antipsicóticos atípicos tales como: clozapina, risperidona, olanzapina, Quetiapina, 
ziprasidona, aripiprazol, paliperidona, asenapina, iloperidona, sertindol, zotepina, amisulprida, bifeprunox y 
meleperona, y fármacos antipsicóticos típicos tales como: clorpromazina, flufenazina, haloperidol, molindona, 
tiotixeno, tioridazina, trifluoperazina, loxapina, perfenazina, proclorperazina, pimozida y zuclopentixol. 20 
 
Todas las referencias citadas en el presente documento se incorporan en la presente memoria por referencia en su 
totalidad y para todos los fines en la misma extensión que se cada publicación individual o patente o solicitud de 
patente se indicara específicamente de forma individual como incorporada por referencia en su totalidad. 
 25 
Las realizaciones específicas descritas en el presente documento se ofrecen a modo de ejemplo, pero no como 
limitación. Cualquier subtítulo del presente documento es simplemente por comodidad, y no debe tomarse como 
limitante de la descripción de ninguna forma. 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un ratón transgénico que tiene un polinucleótido que codifica un polipéptido de STXBP1 (proteína de unión a 
sintaxina 1), polinucleótido que está unido operativamente a un promotor EAAT3 (transportador de aminoácidos 
excitadores 3), en donde dicho ratón transgénico tiene una expresión del polipéptido de STXBP1 mayor que la de 5 
tipo silvestre en al menos una región cerebral seleccionada entre: corteza, cuerpo estriado, hipocampo y cerebelo. 
 
2. Un ratón transgénico de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicho polinucleótido está presente con un 
número de copias mayor que el tipo silvestre. 
 10 
3. Un ratón transgénico de acuerdo con la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en el que dicho polinucleótido 
codifica: 
 

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 80 % de 
identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 2; 15 
(ii) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 2 
(iii) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 80 % de 
identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 4; 
(iv) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 4; o 
(v) un fragmento activo de uno o más de (i)-(iv) que tiene al menos 200 aminoácidos, 20 
y en el que dicho polipéptido de STXBP1 o uno cualquiera de (i)-(iv) o dicho fragmento activo de (v) pueden 
unirse a un polipéptido de sintaxina. 

 
4. Un ratón transgénico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el promotor de 
EAAT3 comprende un polinucleótido que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de la 25 
SEC ID Nº: 6 o un polinucleótido que tiene la secuencia de la SEC ID Nº: 6. 
 
5. Un ratón transgénico de acuerdo con cualquier reivindicación anterior, que tiene al menos un 10 % más de 
expresión del polipéptido de STXBP1 en dicha al menos una región cerebral, tal como se ha medido mediante 
transferencia de Western, inmunofluorescencia y/o cPCR de un ARNm de STXBP1. 30 
 
6. Un método para producir un ratón transgénico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende 
 

introducir un vector en una o más células del ratón en estado embrionario; y 
opcionalmente, extraer posteriormente el ADN del animal para confirmar la incorporación del polinucleótido en el 35 
genoma del animal, 
donde dicho vector comprende: un polinucleótido que codifica un polipéptido de STXBP1 unido operativamente a 
un promotor EAAT3 y opcionalmente secuencias reguladoras adicionales. 

 
7. Un método de acuerdo con la reivindicación 6, en el que dicho polinucleótido de dicho vector codifica: 40 
 

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 80 % de 
identidad de secuencia de aminoácidos con la secuencia de la SEC ID Nº: 2; 
(ii) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 2 
(iii) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 80 % de 45 
identidad de secuencia de aminoácidos con la secuencia de la SEC ID Nº: 4; 
(iv) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 4; o 
(v) un fragmento activo de uno o más de (i)-(iv) que tiene al menos 200 aminoácidos, 
y en el que dicho polipéptido de STXBP1 o uno cualquiera de (i)-(iv) o dicho fragmento activo de (v) pueden 
unirse a un polipéptido de sintaxina. 50 

 
8. Un método de acuerdo con la reivindicación 6 o la reivindicación 7, en el que el promotor de EAAT3 de dicho 
vector comprende un polinucleótido que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de la 
SEC ID Nº: 6 o un polinucleótido que tiene la secuencia de la SEC ID Nº: 6. 
 55 
9. Un método in vivo para identificar un agente para su uso en el tratamiento de una enfermedad neuropsiquiátrica, 
particularmente esquizofrenia y/o trastorno bipolar, que comprende: 
 

(i) administrar un agente de ensayo a un ratón transgénico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y 
posteriormente medir, directa o indirectamente, la expresión de un polipéptido de STXBP1 en al menos una 60 
región del cerebro con respecto a la expresión del polipéptido de STXBP1 en al menos una región del cerebro de 
un ratón transgénico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que no se ha expuesto al compuesto de 
ensayo; y/o 
(ii) administrar un agente de ensayo a un ratón transgénico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y 
posteriormente evaluar la presencia y/o la gravedad de una o más conductas relacionadas con la esquizofrenia 65 
en el animal transgénico con respecto a una o más conductas relacionadas con la esquizofrenia en un ratón 
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transgénico control de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que no se ha expuesto al agente de ensayo, 
en donde una reducción de dicha expresión en (i) y/o dichas una o más conductas relacionadas con la 
esquizofrenia en (ii) debido al agente de ensayo indica que el agente de ensayo es potencialmente útil en el 
tratamiento de enfermedades neuropsiquiátricas, particularmente esquizofrenia y trastornos bipolares. 

 5 
10. Un método de acuerdo con la reivindicación 9, en el que dichas una o más conductas relacionadas con la 
esquizofrenia se pueden seleccionar entre: reducción de la actividad motora en una prueba de campo abierto; 
reducido tiempo pasado en los brazos abiertos de un laberinto elevado; interacción social reducida; aumento en el 
índice de reconocimiento en una tarea de reconocimiento de objetos novedosos; y disminución de la inhibición 
prepulso de una respuesta inicial. 10 
 
11. Un método de acuerdo con la reivindicación 9 o la reivindicación 10, en el que se encuentra que el agente de 
ensayo reduce dicha expresión en (i) y/o en dichas una o más conductas relacionadas con la esquizofrenia en (ii). 
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