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DESCRIPCION
STXBP1 como biomarcador psiquiatrico en un sistema de modelo murino y sus usos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un marcador de enfermedades psiquiatricas, 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.

Antecedentes de la invencion

Los trastornos psiquiatricos tales como esquizofrenia se estan convirtiendo en uno de los problemas de salud
publica mas importantes a escala global. Las causas de la enfermedad aun se comprenden mal, aunque los factores
genéticos tienen indudablemente un papel importante en su etiologia. Ademas, esta enfermedad no se desarrolla
debido a la alteracion de un solo gen, sino mas probablemente debido a cambios en un grupo de genes, lo que la
convierte en una enfermedad multifactorial.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, aproximadamente 24 millones de personas padecen
actualmente esquizofrenia, lo que se aproxima al 1 % de la poblacion mundial, y su prevalencia es similar en
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 percepcién y en las emociones. Su
evolucion varia, y puede ir desde un Unico episodio con recuperacién completa a un grave deterioro y al suicidio.
Aunqgue los pacientes con esquizofrenia representan menos del 40 % de los que necesitan hospitalizacion
psiquiatrica, la morbilidad y cronicidad experimentadas por los pacientes con esquizofrenia significa que esta se ha
convertido en la enfermedad mental mas grave e incapacitante de la vida adulta temprana e intermedia. De hecho,
se ha estimado que el coste directo de la esquizofrenia en paises industrializados esta entre el 1,6 y el 2,6 % del
gasto sanitario total [Rossler, 2005].

La hipotesis neurobioldgica clasica para explicar la esquizofrenia invoca la hiperactividad del sistema dopaminérgico
del cerebro. Los farmacos antipsicoticos producirian su efecto terapéutico, por tanto, antagonizando estos
receptores de la dopamina. Esta hipétesis se refind posteriormente sugiriendo que la hipoactividad del sistema
glutamatérgico cortical seria responsable de la hiperactividad dopaminérgica observada en la esquizofrenia. De
hecho, el control del sistema dopaminérgico cortical mediante el sistema glutamatérgico cortical podria ser
consistente con los postulados clasicos. Estudios recientes han demostrado importantes deficiencias neuronales y/o
gliales en la corteza, posiblemente vinculadas en el desarrollo temprano del sistema nervioso asociado con la
esquizofrenia. Es por tanto mas probable que la esquizofrenia esta causada por conexiones neuronales anémalas
en lugar de la pérdida neuronal [Horner, 2002].

Los estudios genéticos han identificado numerosos genes susceptibles vinculados a la esquizofrenia [Weinberger,
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 anémala es un grupo de proteinas neuronales
conocidas como SNARE (factores sensibles a N-etilmaleimida de unién a receptores de proteinas), que sirven como
elementos fundamentales en el control molecular de la neurotransmision [Sollner, 1993a; Sollner, 1993b]. Este
proceso de neurotransmision se avanza en respuesta a una entrada de Ca?* activada mediante un potencial de
accion que provoca la fusion de las vesiculas sinapticas que contienen los neurotransmisores con las membranas
presinapticas y la liberacién de su contenido en la hendidura sinaptica, desde donde estas moléculas se difunden
hacia la terminal post-sinaptica. Se han identificado dos tipos de proteinas SNARE dependiendo de su ubicacién
subcelular: a) proteinas v-SNARE, que se describieron por primera vez en las vesiculas de neurotransmisores y que
incluyen la proteina VAMP/sinaptobrevina; y b) proteinas t-SNARE, que se describieron por primera vez en la region
presinaptica de la membrana plasmatica diana e incluye sintaxina y la proteina asociada al sinaptosoma de 25 kDa,
o SNAP25. Este grupo de proteinas se caracteriza por tener una regién conservada de aproximadamente 60
aminoacidos, conocido como el motivo SNARE, y tiene por lo general una region implicada en el anclado a la
membrana. Se cree actualmente que las proteinas SNARE estan muy implicadas en la fusion de membranas,
aunque necesitan para su actividad de otras proteinas auxiliares. Estas proteinas auxiliares incluyen el factor
sensible a N-etilmaleimida o NSF (una ATPasa asociada a varias actividades celulares) y la familia de proteinas SM,
que contiene la proteina Seclp y la proteina Munc-18 (también conocidas como proteina de unién a sintaxina 1
(STXBP1)). Estas proteinas son esenciales en la fusion de membranas, ya que este evento es mucho mas lento in
vitro en su ausencia. El papel de STXBP1 en la liberacién de neurotransmisores ha quedado claramente demostrado
por una serie de experimentos que muestran que no se produce transmision sinaptica vesicular durante el desarrollo
de animales que no expresan el gen que codifica esta proteina [Verhage, 2000]. EI modelo mas aceptado para
explicar el mecanismo molecular de la liberacion vesicular de neurotransmisores sugiere que STXBP1 se une a la
sintaxina inhibiendo de esta forma la unién de esta proteina al resto del complejo SNARE. Cuando STXBP1 se libera
de su asociacién con la sintaxina, esta Ultima 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
anclado de las vesiculas a la membrana plasmatica, induciendo de esta forma la liberacion de neurotransmisores
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desde las vesiculas sinapticas [Voets, 2001].

Algunos estudios recientes han demostrado que algunas enfermedades psiquiatricas y neurodegenerativas
muestran cambios en la expresion (tanto en el ARN mensajero como en la proteina) de algunos componentes del
complejo SNARE. Por ejemplo, se han descubierto cambios en los niveles las proteinas VAMP y SNAP-25 post-
mortem en la corteza cerebral prefrontal de pacientes humanos con esquizofrenia [Honer, 2002; Halim, 2003]. De
manera similar, se han descubierto niveles anémalos 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 andémalos de SNAP-25 en el liquido cefalorraquideo de pacientes con diagnéstico de esquizofrenia
[Thompson, 2003]. Sin embargo, no se han descubierto cambios significativos asociados con la esquizofrenia en las
proteinas NSF, que también estan asociadas al complejo SNARE [Imai, 2001; Gray, 2006]. Se ha notificado un
aumento en la expresion 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 infrarregulacion 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].

La expresién de MUNC-18 murino 1 (un homdélogo de STXBPL1) insertado con el promotor unc-18 endégeno corrigio
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].

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].

Los modelos en raton que imitan el espectro fenotipico de un trastorno psiquiatrico, tal como esquizofrenia, son
virtualmente imposibles. Sin embargo, es factible cierta recreacién de componentes fenotipicos, y los modelos
animales de la esquizofrenia a menudo intentan imitar algunos de los sintomas positivos/negativos del trastorno. En
este contexto, los modelos animales tienen un papel fundamental para descubrir las causas de los trastornos
psiquiatricos y nuevos tratamientos mecanicistas [Arguello y Gogos, 2006]. Se desean animales transgénicos como
método para estudiar las funciones de los genes en un organismo vivo, o0 como modelo animal para desarrollar
agentes terapéuticos. Sin embargo, es dificil preparar un modelo que refleje una enfermedad humana que tiene un
mecanismo de desarrollo desconocido, tal como la esquizofrenia. Ademas, los hallazgos en animales que se
correlacionan con sintomas 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
estrés o a la novedad se han sugerido como correlaciones Utiles que se pueden modelar en roedores, y se han
utilizado ampliamente en la validacién y valoracion de modelos farmacoldgicos [Geyer y Moghaddam, 2002]. Menos
ampliamente modelados se encuentran los sintomas negativos (tale como una expresion emocional plana, baja
motivacién, y retraimiento social). Estos sintomas representan una parte significativa de la psicopatologia en la
depresion mayor y, considerando la comorbilidad sustancial entre esquizofrenia y depresion, muchos de estos
déficits pueden ser sintomas secundarios en la esquizofrenia [Ellenbroek y Cools, 2000]. La afectacion de las
interacciones sociales, la ansiedad y la conducta depresiva en animales se utilizan frecuentemente para modelar los
sintomas negativos de la esquizofrenia. Ademas, los pacientes con esquizofrenia presentan diferentes formas de
déficits de memoria, incluyendo afectaciéon de la memoria de trabajo y la memoria episédica. Hasta la fecha, existen
numerosas tareas de la memoria de trabajo utilizadas en animales, tales como las tareas de reconocimiento de
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
una notable dificultad en la traduccion de los estudios de asociacion genética a modelos que sean eficaces para
evaluar la eficacia de los compuestos terapéuticos candidatos. En particular, la complejidad del trastorno significa
gue no suele ser normalmente predecible si una alteracion genética asociada con el trastorno tiene un papel causal
y producird cambios conductuales de relevancia para la esquizofrenia.

Descripcion de la invencion

Los presentes inventores han descubierto ahora que STXBP1 se expresa mucho mas intensamente en la corteza
prefrontal de las personas esquizofrénicas que fallecieron por suicido y que no tomaban farmacos en comparacion
con muestras tomadas de la misma regién del cerebro de individuos de control sin antecedentes de enfermedades
mentales que fallecieron accidentalmente. Resulta interesante el hecho de que los niveles de STXBP1 en pacientes
esquizofrénicos en pacientes esquizofrénicos en tratamiento con farmacos antipsicoéticos fallecidos por suicidio eran
inferiores a los de los pacientes esquizofrénicos sin tratamiento, y eran similares a los de sujetos de control.
Ademas, los hallazgos descritos en el presente documento indican que una expresion potenciada de STXBP1 no es
meramente un cambio consecuencial asociado con la esquizofrenia, sino que parece tener un papel causativo, tal
como se muestra por los cambios conductuales relacionados con la esquizofrenia en ratones transgénicos que
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expresan STXBP1 en exceso en la corteza prefrontal. La diferencia observada en los niveles de STXBP1 entre los
pacientes esquizofrénicos tratados con farmacos y no tratados con farmacos convierte a STXBP1 en una diana
farmacoldgica atractiva y una herramienta de exploracién para tratamientos candidatos de patologias psiquiatricas,
incluyendo la esquizofrenia.

De acuerdo con ello, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona un ratén transgénico que tiene un
polinucleétido que codifica un polinucleétido de STXBP1, donde dicho polinucleétido esta unido operativamente a un
promotor EAATS3, en el que dicho animal transgénico tiene una expresion de polipéptido de STXBP1 mayor que el
tipo silvestre en al menos una region cerebral. Preferentemente, los ratones transgénicos muestran una o mas
conductas relacionadas con la esquizofrenia, por ejemplo: una actividad motora reducida en pruebas a campo
abierto; reducido tiempo pasado en brazos abiertos de un laberinto elevado; interaccién social reducida; y aumento
en el indice de reconocimiento en una tarea de reconocimiento de objetos novedosos.

El ratdn transgénico puede incluir un gen o promotor extrafio (es decir, material genético de otra especie) o puede no
incluir ningin gen o promotor extrafio. El Gltimo caso se considera en el presente documento como transgénico en
virtud de una alteracion en la ubicacién, nUmero de copias o secuencia de un polinucleétido que codifica STXBP1
y/o una alteracion en el control de la expresién del polinucleétido que codifica STXBP1. En determinados casos, el
animal transgénico de la invencion puede tener dicho polinucleétido que codifica un polipéptido de STXBP1 presente
en un numero de copias mayor que el tipo silvestre.

Por ejemplo, el animal transgénico puede llevar un gen stxbp1 tipo silvestre o no tipo silvestre en mas de un nimero
de copias diploide. El animal transgénico de la invencion tiene el polinucleétido que codifica el polipéptido de
STXBP1 unido operativamente a un promotor EAAT3 (transportador de aminoacidos excitadores) que muestra una
expresion especifica del cerebro o muy especifica del cerebro.

En algunos casos del ratén transgénico de acuerdo con la invencion, dicho polinucleétido codifica un polipéptido de
STXBP1 que es un polipéptido de STXBP1 de ratén, rata o ser humano, una variante (tal como una variante de corte
y empalme), un derivado (tal como un polipéptido procesado después de la traduccién), homélogo u ortélogo de otra
especie (preferentemente, un homologo u ortélogo humano), o fragmento. El polipéptido de STXBP1 o fragmento del
mismo muestra preferentemente actividad biolégica, especialmente la capacidad de unirse a un polipéptido de
sintaxina. En casos preferidos del raton transgénico de acuerdo con la invencién, dicho polinucleétido codifica:

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95
% 0 99 % idéntica a la secuencia de SEC ID N°: 2;

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2

(iii) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95
% 0 99 % idéntica a la secuencia de SEC ID N©: 4;

(iv) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 4; o

(v) un fragmento activo de uno o mas (i)-(iv) que tiene al menos 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o 550
aminoacidos, 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.

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 polinucleétido que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 % o 99
% de identidad de secuencia con la secuencia de nucledtidos de la SEC ID N°: 6 o puede comprender o consistir en
un polinucleétido que tiene la secuencia de la SEC ID N° 6. Los presentes inventores han descubierto que el
promotor EAAT3 permite una expresion elevada de STXBP1 de una forma dirigida; expresion ampliamente
confinada a las neuronas glutamatérgicas. De esta manera, el uso del promotor EAAT3 para impulsar la expresién
de STXBP1 proporciona una forma ventajosa de inducir el fenotipo analogo a la esquizofrenia deseado en algunas
realizaciones del ratén transgénico de la invencion.

Preferentemente, el ratén transgénico de la invencion tiene una expresion de polipéptido de STXBP1 mayor que el
tipo silvestre, tal como se define en el presente documento, en al menos una region cerebral seleccionada entre:
corteza, cuerpo estriado, hipocampo y cerebelo. Los resultados descritos en el presente documento indican que una
expresion elevada de STXBP1 en una o mas de estas regiones cerebrales contribuye o subyace al fenotipo analogo
a la esquizofrenia. La expresion elevada puede ser, en algunos casos, relativa a un aumento modesto de la
expresion comparada con el tipo silvestre (por ejemplo, comparado con la expresion en la misma regién cerebral de
un ratén tipo silvestre del mismo sexo y edad que no incluye ninguna alteracidon genética relativa a STXBP1 o a su
promotor). En algunos casos, la expresion elevada puede ser hasta de un 10 %, 20 %, 30 %, 50 % 0 mas expresion
del polipéptido de STXBP1 en dicha una region cerebral. Estan disponibles diferentes técnicas para medir la
expresion de STXBP1, incluyendo técnicas para la medida directa de los niveles de proteina (por ejemplo,
transferencia de Western, inmunofluorescencia) y técnicas de medicion indirecta basada en la medicion del ARNm
gue codifica el polipéptido de STXBP1 (por ejemplo, cPCR).

Tal como se usa en el presente documento en relacidn a estos y otros aspectos de la presente invencion, una
expresion mayor o mas elevada de STXBP1 puede incluir una expresién elevada en una fraccién citosélica, una
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fraccion no citosélica o tanto citosolica como no citosélica en una o0 mas regiones del cerebro. Sin desear quedar
ligados a teoria alguna, se cree en la actualidad que la redistribucién de STXBP1 desde una fraccion de membrana
hasta una fraccion citosélica puede contribuir o ser subyacente a la esquizofrenia.

También se describe un vector que comprende un polinucledtido que codifica un polipéptido de STXBP1 unido
operativamente a un promotor especifico de cerebro que es diferente al promotor del gen stxbpl y, opcionalmente,
con mas secuencias reguladoras. Preferentemente, dicho polinucleétido codifica un polipéptido de STXBP1 que es
un polipéptido de STXBP1 de ratén, rata o ser humano, una variante (tal como una variante de corte y empalme), un
derivado (tal como un polipéptido procesado después de la traduccion), homélogo u ortélogo de otra especie
(preferentemente, un homologo u ortélogo humano), o fragmento. El polipéptido de STXBP1 o fragmento del mismo
muestra preferentemente actividad biolégica, especialmente la capacidad de unirse a un polipéptido de sintaxina. En
casos preferidos del vector de este aspecto de la invencidn, dicho polinucleétido codifica:

() un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95
% 0 99 % idéntica a la secuencia de SEC ID N°: 2;

(i)  un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2 (iii) un polipéptido de
STXBP1 que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 % 0 99 % idéntica a la
secuencia de SEC ID N°: 4;

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 4; o

(iv) un fragmento activo de uno o mas (i)-(iv) que tiene al menos 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o 550
aminoacidos, 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 especifico o muy especifico de las neuronas glutamatérgicas. Un promotor
preferido del vector de este aspecto de la invencion es un promotor EAAT3. El promotor EAAT3 puede comprender
o consistir de un polinucledétido que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95 % 0 99 % de identidad de secuencia con la
secuencia de nucleétidos de la SEC ID N° 6 o puede comprender o consistir en un polinucleétido que tiene la
secuencia de la SEC ID N°: 6.

En un segundo aspecto, la presente invencidon proporciona un método para producir un ratén transgénico de la
invencion, que comprende:

introducir un vector en una o mas células del animal en estado embrionario; y
opcionalmente, extraer posteriormente el ADN del animal para confirmar la incorporacion del polinucledétido en el
genoma del animal. El método puede comprender ademas reproducir un ratén transgénico heterocigotico
producido con el método de este aspecto de la invencién con el fin de producir una progenie, en particular, una
progenie homocigética o heterocigética respecto al polinucleotido incorporado.

La divulgacion proporciona ademas un método in vitro para identificar un agente (por ejemplo, una molécula
pequefia, un acido nucleico o una proteina) para su uso en el tratamiento de enfermedades neuropsiquiatricas,
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 expresion del polipéptido de STXBP1 con respecto a la expresion del polipéptido de
STXBP1 en una célula de control que ain no se ha expuesto al agente de ensayo; y/o

(i) poner en contacto un polipéptido de STXBP1 con un agente de ensayo y medir, directa o indirectamente, la
union del polipéptido de STXBP1 a un polipéptido de sintaxina con respecto a la union 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 reduccion de dicha expresion en (i) y/o una reduccion en dicha unién en (ii) debido al agente de
ensayo indica que el agente de ensayo es potencialmente Util en el tratamiento de enfermedades neuropsiquiatricas,
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 neuropsiquiatrica, particularmente esquizofrenia o trastorno bipolar; o

un ratén transgénico de la invencion; o

una célula que se ha transfectado o transformado con un polinucleétido que codifica un polipéptido de STXBP1 o
con un vector de acuerdo con el segundo aspecto de la invencion.

La expresion del polipéptido de STXBP1 se puede medir en cualquier etapa de expresion del gen que codifica
STXBP1 (por ejemplo, medicion del nivel de ARNm o el nivel de proteina). En casos preferidos del método de este
aspecto de la invencion, se encuentra que el agente de ensayo reduce dicha expresion en (i) y/o dicha unién en (ii).
Dichos agentes de ensayo se pueden considerar como antagonistas funcionales del polipéptido de STXBP1 (actien
tanto antes de la traduccion como después de la traduccién). Los agentes de ensayo descubiertos que pueden
reducir dicha expresion en (i) y/o dicha unién en (ii) se pueden someter a exploracién adicional (incluyendo
exploracion in vivo como se describe adicionalmente en la presente memoria). En algunos casos, el método de este
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aspecto de la invencion comprende adicionalmente aislar el agente de ensayo y, opcionalmente, formular el agente
de ensayo en una composicién farmacéutica con al menos una sal, transportador o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

En un aspecto adicional, la divulgacién proporciona un método de exploracion in vitro que comprende:

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.

El método puede comprender detectar un cambio en la actividad relacionada con STXBP1 en la presencia de dicho
agente de ensayo en comparacion 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
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 afadir 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
polinucleétido que codifica dicho polipéptido de STXBP1, por ejemplo, un vector de acuerdo con el segundo aspecto
de la invencién. En particular, la célula puede ser una linea celular de neuronas (por ejemplo, una linea celular
humana o de un animal, tal como un roedor) o una linea celular derivada de citoblastos. La actividad relacionada con
STXBP1 alterada se puede seleccionar entre: unién alterada de STXBP1 a sintaxina; unién alterada de sintaxina a
un complejo SNARE; fusidon de la vesicula sinaptica-membrana plasmatica alterada; exocitosis de la vesicula
sinptica alterada; y sefializacién neuronal alterada. Por ejemplo, el método puede comprender detectar un cambio
en el proceso de liberacion de la vesicula sinaptica (por ejemplo, un aumento o una disminucién en la liberacién de
la vesicula sinaptica) en la presencia del agente de ensayo en comparacion con la liberacion de la vesicula sinaptica
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
comprende un polinucle6tido que codifica un polipéptido de STXBP1 unido operativamente a un promotor, tal como
un promotor que permite una expresion 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 polinucledtido 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
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 expresion de STXBP1 que difiere entre dichos subconjuntos de células.
Preferentemente, un primer subconjunto de células se caracteriza por una expresion relativamente baja de STXBP1
y un segundo subconjunto de células se caracteriza por una expresion de STXBP1 mayor con respecto a dicho
primer subconjunto de células.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método in vivo para identificar un agente para su uso
en el tratamiento de una enfermedad psiquiatrica, particularmente esquizofrenia y/o trastorno bipolar, que
comprende:

() administrar un agente de ensayo a un raton transgénico de la invencién y posteriormente medir, directa o
indirectamente, la expresion de un polipéptido de STXBP1 en al menos una region del cerebro con respecto a la
expresion del polipéptido de STXBP1 en al menos una region del cerebro de un ratén transgénico control de la
invencién que no se ha expuesto al compuesto de ensayo; y/o

(i) administrar un agente de ensayo a un raton transgénico de la invencién y posteriormente evaluar la
presencia y/o la gravedad de una o mas conductas relacionadas con la esquizofrenia en el raton transgénico con
respecto a una o0 mas conductas relacionadas con la esquizofrenia en un ratdén transgénico control de la
invencion, que no se ha expuesto al agente de ensayo,

en el que una reduccion de dicha expresion en (i) y/o dichas una o mas conductas relacionadas con la esquizofrenia
en (ii) debido al agente de ensayo indica que el agente de ensayo es potencialmente Util en el tratamiento de
enfermedades neuropsiquiatricas, particularmente esquizofrenia y trastornos bipolares. Dichas una o mas conductas
relacionadas con la esquizofrenia se pueden seleccionar entre: reduccion de la actividad motora en una prueba de
campo abierto; reducido tiempo pasado en brazos abiertos de un laberinto elevado; interacciéon social reducida;
aumento en el indice de reconocimiento en una tarea de reconocimiento de objetos novedosos; y disminucion de la
inhibiciéon prepulso de una respuesta inicial. Preferentemente, en el método de este aspecto de la invencion, se
encuentra que el agente de ensayo reduce dicha expresion en (i) y/o dichas una o mas 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
gue se ha sometido a ensayo anteriormente. De esta forma, se pude usar una exploracién inicial in vitro para
posteriormente explorar in vivo los compuestos candidatos mas prometedores.
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El método de este aspecto de la invencién puede ir seguido adicionalmente del aislamiento del agente de ensayo vy,
opcionalmente, formular el agente de ensayo en una composicién farmacéutica con al menos una sal, transportador
o0 excipiente farmacéuticamente aceptable.

La divulgacion proporciona un agente identificado, o que se puede identificar, por un método del aspecto anterior de
la invencion. El agente puede ser para su uso en medicina. Preferentemente, el agente es para su uso en un método
para tratar una enfermedad psiquiatrica, particularmente esquizofrenia y trastornos bipolares. Preferentemente, el
agente comprende:

una molécula de unién o fragmento de unién al mismo que se puede unir a un polipéptido de STXBP1 (por
ejemplo, un polipéptido de STXBP1 tal como se define en relacién a cualquier aspecto de la presente invencion);
o]

un acido nucleico de sentido contrario, ribozima, molécula de triple hélice, ARNip u otro acido nucleico que pueda
inhibir la expresion génica de STXBP1 (por ejemplo, que pueda hibridarse con al menos una porcién de un
polinucleétido que codifica el polipéptido de STXBP1 tal como se define en relaciéon a cualquier aspecto de la
presente invencion o que pueda hibridarse con al menos una porcion de un polinucledtido que sea
complementario del polipéptido que codifica el polipéptido de STXBP1).

La divulgacion proporciona el uso de un agente identificado o que se pueda identificar por un método del cuarto o
quinto aspecto de la invencién en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
psiquiatrica, particularmente esquizofrenia y trastornos bipolares. Dicho agente se puede definir con respecto a la
divulgacion.

La divulgaciéon proporciona ademas un método para tratar una enfermedad neuropsiquiatrica, particularmente
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 invencién. Dicho agente se puede definir con respecto al
aspecto anterior de la divulgacion.

También se describe un método para evaluar la presencia de, o la susceptibilidad a, una enfermedad
neuropsiquiatrica, 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

comparar dicha cantidad del polipéptido de STXBP1 y/o dicha cantidad del ARNm i ADNc que codifica el
polipéptido de STXBP1 con uno o mas 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 neuropsiquiatrica. La muestra puede comprender
sangre, plasma, suero o tejido. Preferentemente, la muestra comprende tejido del sistema nervioso central (por
ejemplo, tejido de la corteza prefrontal).

En algunos casos de este método, el sujeto de ensayo no ha recibido previamente un diagnostico de tener una
enfermedad neuropsiquiatrica. En algunos otros casos, el método, el sujeto de ensayo no ha recibido previamente
un diagnéstico de tener una enfermedad neuropsiquiatrica. EI método se puede usar para evaluar la etapa y/o la
gravedad de la enfermedad neuropsiquiatrica o para seguir el efecto de un tratamiento administrado al sujeto de
ensayo.

La divulgacién proporciona también un vector que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido asociado
a una neuropatologia unido operativamente a un promotor EAAT3 y opcionalmente secuencias reguladoras
adicionales. Preferentemente, el promotor EAAT3 comprende o consiste de un polinucleétido que tiene al menos un
80 %, 90 %, 95 % o0 99 % de identidad de secuencia de acido con la secuencia de SEC ID N° 6 o el promotor
EAAT3 comprende o consiste en un polinucleétido que tiene la secuencia de la SEC ID N°: 6. El polinucleétido que
codifica un polinucleétido asociado a una neuropatologia es preferentemente un gen, cuya expresion elevada se ha
encontrado asociada con una enfermedad neuropsiquiatrica (por ejemplo, esquizofrenia o trastorno bipolar).

En otro aspecto, la divulgacion proporciona el uso de un vector de ese tipo en la produccion de un ratdn transgénico
gue tiene una expresién de dicho polipéptido asociado a la neuropatia mayor de el tipo silvestre en al menos una
region del cerebro. El ratdn transgénico asi producido y su progenie se puede utilizar en la exploracion de agentes
de ensayo para los tratamientos potenciales de la neuropatologia.

Descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra un ejemplo de una corteza cerebral prefrontal separada en un gel de poliacrilamida

bidimensional de tamafio de poro conocido (12 %) y tefiida con nitrato de plata para visualizar las proteinas. Se
ha ampliado el area que contiene las manchas que corresponden a la proteina STXBP1.
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La Figura 2 muestra representaciones de cajas y bigotes de las intensidades de las manchas. Los valores
maximo y minimo se proporcionan para cada variable, junto con los cuartiles superior e inferior (percentiles 75y
25, respectivamente) y el promedio (percentil 50). La caja esta definida por los cuartiles inferior y superior, y esta
cruzada de un lado al otro por la media. Las lineas que se extienden desde la caja hasta los valores maximo y
minimo, y los valores mas alla del maximo y minimo indicados por un circulo son valores atipicos. A) Los valores
de intensidad de la mancha no normalizados, y B) los valores normalizados aplicando un logaritmo en base 2,
que proporcionan una distribucién mas homogénea.

La Figura 3 muestra una representacion grafica de la intensidad Optica normalizada obtenida en geles
bidimensionales de los niveles de STXBP1 post mortem de la corteza prefrontal (area 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 farmacos antipsicéticos (n=6). Los datos se proporcionan como
porcentaje de los valores medios + SEM (desviacién estandar). 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
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 cuantificacion de STXBP1 en la fraccién citosdlica. A) Inmunorreactividad de la proteina
STXBP1 determinada en la fraccidon citosélica de la corteza prefrontal (area de Brodmann 9) de sujetos
esquizofrénicos que fallecieron debido a suicidio (n=14) y separados entre sujetos no tratados (exentos de
farmaco; DF, n=8) y los tratados con farmacos antipsicoticos (tratados; T, n=6). Los datos se expresan como
porcentaje del valor medio + SEM (error estandar) 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
sujetos esquizofrénicos no tratados proporcionaron valores mas 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 analisis de la varianza unidimensional
(ANOVA monolateral) y aplicando después una prueba de comparacion mdultiple de Bonferroni (*p<0,01). B)
Autorradiogramas representativos ("inmunotransferencias") de la proteina STXBP1 en cerebro humano post-
mortem (corteza prefrontal, area de Brodmann 9) de sujetos esquizofrénicos que fallecieron debido a suicidio
(exentos de farmaco; DF), los tratados con farmacos antipsicéticos (tratados; T) y sus controles respectivos (C).
Cada una de las muestras de cerebro que contenian 2 ug de proteina se cargaron en geles de acrilamida al 10

%. [C1 = s 27 anos, 10 horas PMD; DF1 = 7', 25 afios, 19 horas PMD; T1 = "'+, 30 afios, 19 horas PMD; C2 =

.28 afios, 15 horas PMD; DF2 = 7', 30 afios, 13 horas PMD; T2 = 32 afios, 8 horas PMD, donde PMD es
el tiempo entre el fallecimiento y la autopsia].

La Figura 5 muestra la cuantificaciéon de STXBP1 en la fraccion de la membrana. A) Inmunorreactividad de la
proteina STXBP1 determinada en la fraccion no citosoélica de la corteza prefrontal (area de Brodmann 9) de
sujetos esquizofrénicos que fallecieron debido a suicidio (n=14), y separados entre sujetos no tratados (exentos
de farmaco; DF, n=8) y los tratados con farmacos antipsicéticos (tratados; T, n=6). Los datos se expresan como
porcentaje del valor medio = SEM (error estandar) 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
sujetos tratados no cambia con respecto al grupo de control (101 + 22 %, n=5, no significativo). B)
Autorradiograma representativo (“inmunotransferencias”) de la proteina STXBP1 en cerebro humano post-
mortem (corteza prefrontal, area de Brodmann 9) de sujetos esquizofrénicos que fallecieron debido a suicidio
(exentos de farmaco; DF), los tratados con farmacos antipsicéticos (tratados; T) y sus controles respectivos (C).

Cada una de las muestras que contenian 2 g de proteina se cargaron en geles de acrilamida al 10 %. [C1 =

48 afios, 16 horas PMD; DF1 = - 46 afios, 19 horas PMD; T1 = - 43 afios, 65 horas PMD, donde PMD es el
tiempo entre el fallecimiento y la autopsial.

La Figura 6 muestra microfotografias en gel de agarosa después de la amplificacion mediante PCR (WT: raton
tipo silvestre; Tg: ratdn transgénico).

La Figura 7 muestra experimentos de inmunofluorescencia en la region del cuerpo estriado del cerebro, en
ratones control y transgénicos (L3, L7 y L8) para STXBP1, EAAT3, Hoetstch y combinados.

LaFigura 8 muestra la cuantificacion de STXBP1. La inmunorreactividad de la proteina STXBP1 determinada en
(A, C y E) la fraccion citosdlica y (B, D y F) la fraccion no citosolica de la corteza cerebral, cuerpo estriado (que
también incluye las regiones del tdlamo e hipotalamo) 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 estandar) 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) Evaluacion de la actividad locomotora espontanea en
ratones control y transgénicos a campo abierto. La actividad motora se midi6 en una sesién de 5 min, (n = 6-7).
Las columnas representan la media y las lineas verticales + SEM etapas en ratones; * valores medios que se
diferencian significativamente de los encontrados en los ratones transgénicos (p < 0,05, ANOVA monolateral) en
cada linea de ratones control. B) Evaluacién de la coordinacion motora en ratones control y transgénicos en la
prueba de la varilla giratoria (rotarod) (n = 6-7). Las columnas representan la media y las lineas verticales + SEM
de tiempo transcurrido (segundos) en la varilla giratoria. Evaluacién de conductas analogas 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) Nimero de entradas en los brazos abiertos. La conducta se evalud
durante un periodo de 5 min. Las columnas representan la media y las lineas 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) Valoracién de la interaccién social en ratones
transgénicos y de tipo silvestre. La conducta de cada prueba se evalué durante un periodo de 5 min. Las
columnas representan la media y las lineas 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) Valoracion
del comportamiento de la memoria de trabajo en ratones transgénicos y de tipo silvestre. La conducta de cada
prueba se evalué durante un periodo de 5 min. Las columnas representan la media y las lineas verticales + SEM
del indice 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 raton (Mus musculus) disponible bajo el n° de
acceso a NCBI BC031728 [gi: 21594763] (SEC ID N°: 1).

La Figura 11 muestra la secuencia de la proteina STXBP1 traducida prevista de raton (Mus musculus) disponible
bajo el n°® de acceso a NCBI BC031728 [gi: 21594763] (SEC ID N°: 2).

La Figura 12 muestra la proteina de unién a sintaxina 1 (STXBP1) humana, secuencia del ADNc variante
transcrito 1 disponible bajo el n°® de acceso a NCBI NM_003165 [gi: 4507296] (SEC ID N°: 3).

La Figura 13 muestra la secuencia de aminoacidos de STXBP1 disponible bajo el n° de acceso a NCBI P61764
(SEC ID No: 4).

La Figura 14 muestra la familia del transportador de soluto 1 de ratén (Mus musculus) (transportador de
glutamato neuronal-epitelial de alta afinidad, sistema Xag), miembro 1 ("EAAT3"), secuencia del ADNc disponible
bajo el n°® de acceso a NCBI BC031728 [gi: 21594763] (SEC ID N°: 5).

La Figura 15 muestra la secuencia del promotor de la familia del transportador de soluto 1 de ratéon (Mus
musculus) (transportador de glutamato neuronal-epitelial de alta afinidad, sistema Xag), miembro 1 ("EAAT3")
desde el nucledtido 94024 al 96872 de la secuencia GeneBank NCBI AC155724.8 [gi:66793527] (SEC ID Ne: 6).

Descripcion detallada de la invencion

Los términos "sujeto” o "individuo" se refieren a miembros de la especie animal de los mamiferos, e incluyen, pero
sin limitaciéon, animales domésticos, primates y seres humanos; el sujeto es, preferentemente, un varé6n o hembra
humano que sea de cualquier edad o raza.

El término "enfermedad neuropsiquiatrica” incluye una amplia gama de dolencias psiquiatricas y neuroldgicas
indeseables, tal como esquizofrenia, trastorno bipolar, depresion mayor, trastorno esquizoafectivo, dolencias
psiquiatricas (definidas en el manual DMS 1V) y enfermedades neurolégicas causadas por alteraciones en el sistema
nervioso central.

El término "gen" se refiere a una regién de una cadena molecular de desoxirribonucleétidos que codifican una
proteina y que podria representar la secuencia codificante completa, o una parte de la misma.

El término "ADN" se refiere a acido desoxirribonucleico. Una secuencia de ADN es una secuencia de
desoxirribonucleétidos.

El término "ARN" se refiere a &cido ribonucleico. Una secuencia de ARN es una secuencia de ribonucleétidos.

El término "ARNmM" se refiere a acido ribonucleico mensajero, que es la fraccién del ARN total que se traduce a
proteinas.
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El término "ADNCc" se refiere a una secuencia de nucledétidos que es complementaria de una secuencia de ARNm.

La expresion "ARNm transcrito a partir de" se refiere a la transcripcion del gen (ADN) a un ARNm, como primer paso
para que el gen se exprese y se traduzca a una proteina.

El término "secuencia de nucledtidos" se refiere por igual a una secuencia de ribonucleétidos (ARN) o a una
secuencia de desoxirribonucleétidos (ADN).

El término "proteina" se refiere a una cadena molecular de aminoacidos unidos por enlaces covalentes 0 no
covalentes. Este término incluye todos los tipos de modificaciones posteriores a la traduccién, tales como
glucosilacién, fosforilacion o acetilacion.

Los términos "péptido" y "polipéptido” se refieren a cadenas moleculares de aminoacidos que representan una parte
de un fragmento de proteina. Los términos "proteina" y "péptido" se utilizan indistintamente.

El término “anticuerpo” se refiere a una glicoproteina que presenta una unién especifica a una molécula diana, que
se denomina "antigeno". 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 especificos" son poblaciones homogéneas de anticuerpos muy especificos que se dirigen a un
Unico sitio antigénico, o "determinante”. "Antisuero policlonal" incluye poblaciones heterogéneas de anticuerpos que
se dirigen a diferentes determinantes antigénicos.

El término "epitopo”, tal como se usa en la presente invencion, se refiere a un determinante antigénico de una
proteina, que es la secuencia de aminoacidos de la proteina que reconoce un anticuerpo especifico.

El término "fase solida”, tal como se usa en la presente invencion, se refiere a una matriz no acuosa a la que se
puede unir un anticuerpo. Los ejemplos de materiales en fase sélida incluyen vidrio, polisacaridos tales como
agarosa, poliacrilamida, poliestireno, poli(alcohol vinilico) y siliconas. Los ejemplos de formas en fase solida son los
pocillos de una placa de ensayo o una columna de purificacion.

Los términos "oligonucledtidos" y "cebador de oligonucleétido” se utilizan indistintamente y, tal como se utilizan en la
presente invencién, se refieren a secuencias de nucleétidos que son complementarias de una secuencia de
nucleétidos del gen stxbpl. Cada cebador se hibrida con la secuencia de su nucleétido diana, y actia como punto
de partida de la polimerizacion de nucleétidos catalizada por la ADN polimerasa, ARN polimerasa o transcriptasa
inversas.

El término "sonda", tal como se usa en la presente invencion, se refiere a una secuencia de nucleétidos que es
complementaria de una secuencia de nucleotidos derivada del gen stxbpl y que se puede utilizar para detectar esta
secuencia de nucleétidos derivada del gen stxbpl.

El término "diana terapéutica" se refiere a secuencias de nucleétidos o péptidos contra las que se puede disefiar y
aplicar clinicamente un compuesto farmacolégico terapéutico.

El término "antagonista" se refiere a cualquier molécula que inhibe la actividad bioldgica de la molécula
antagonizada. Los ejemplos de antagonistas incluyen, entre otros, proteinas, péptidos, variaciones de secuencia de
péptidos de tipo silvestre y moléculas organicas pequefias (pesos moleculares inferiores a 500 Dalton).

La expresion "promotor exdgeno" tal como se usa en el presente documento significa un promotor diferente al
promotor del gen STXBP1.

La expresién "mostrar sintomas esquizofrénicos" significa, pero no se limita a, especialmente mostrar una reduccion
en el laberinto en cruz elevado descrito a continuacion.

La expresion "modelo animal de la esquizofrenia"” significa un animal que se puede usar en la deteccién del efecto de
una sustancia de ensayo sobre el tratamiento de la esquizofrenia o exploraciéon de un agente para el tratamiento de
la esquizofrenia.

La expresion "sintomas negativos" significa, pero en forma alguna se limita a, especialmente mostrar un trastorno de
la conducta social en el ensayo de conducta social.

La expresion "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 continuacion.
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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 mamifero, especialmente un ratén, ser humano o rata. STXBP1 también se
conoce por los nombres: ANC18HA, Munc18-1, n-secl, N-Secl, NSEC1A, p67, rbSecl, rbSeclA, rbSeclB, Secl,
Proteina de unién a sintaxina 1, Unc-18-1, Uncl18a, Unc-18A y Unc-18 homodlogo. También abarcado por la
expresion 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 traduccion) y
fragmentos del mismo. El polipéptido de STXBP1 o fragmento del mismo muestra preferentemente actividad
bioldgica, especialmente la capacidad de unirse a un polipéptido de sintaxina tal como sintaxina 1a (por ejemplo, un
polipéptido de sintaxina de la misma especie). Preferentemente, el polipéptido de STXBPL1 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:

() un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95
% 0 99 % idéntica a la secuencia de SEC ID N°: 2;

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2;

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 %, 90 %, 95
% 0 99 % idéntica a la secuencia de SEC ID N°: 4,

(iv) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 4; o

(v) un fragmento activo de uno o mas (i)-(iv) que tiene al menos 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o 550
aminoacidos, 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 polinucleétido que codifica STXBP1, o expresién similar, se refiere a
cualquier acido nucleico (ADN o ARN) que codifica un polinucleétido de STXBP1 tal como se usa en el presente
documento. Los polinucleétidos que codifican STXBP1 preferidos incluyen los que tienen al menos un 80 %, 90 %,
95 % o0 99 % de identidad de la secuencia a la secuencia de polinucledtidos de la SEC ID N°% 1 o 3. Los
polinucleétidos que codifican STXBP1 especialmente preferidos comprenden, o consisten de, un polinucleétido que
tiene la secuencia de polinucleétidos de la SEC ID N°: 1 o0 3.

Promotor EAAT3

La secuencia de nucleétidos del gen EAAT3 de ratdn tipo silvestre se muestra en la Figura 14 (SEC ID N°: 5). La
secuencia de nucledtidos del promotor del gen EAAT3 de ratodn tipo silvestre se muestra en la Figura 15 (SEC ID N°:
6). La secuencia se extiende en los nucledtidos 94024 a 96872 inclusive, de la secuencia con nimero de acceso a
GeneBank NCBI AC155724.8. Esta secuencia cubre la regién promotora y la regién 5'-no traducida inmediatamente
corriente arriba del primer codén AUG de inicio del gen EAAT3.

Tal como se usa en el presente documento, el promotor EAAT3 puede ser una variante u homologo de una especie
no de ratén, en la que dicha variante u homologo comprende o consiste de un polinucleétido que tiene al menos un
80 %, 90 %, 95 % 0 99 % de identidad de la secuencia con la secuencia de polinucleétidos de la SEC ID N°: 6, o un
fragmento de la misma que tiene actividad promotora. Preferentemente, el promotor EAAT3 comprende o consiste
una secuencia de polinucleétidos que tiene una secuencia de polinucleétidos de la SEC ID N°: 6.

Ratones transgénicos

Se puede usar varias técnicas adecuadas para alterar el genoma del ratén para potenciar la expresion de STXBP1
en al menos una regioén cerebral. Preferentemente, se introduce en el embrién de ratén un vector de la invencion. El
polinucleétido incorporado que codifica un polipéptido de STXBP1 y bajo el control de un promotor EAAT3 es
preferentemente transmisible entre generaciones. Esto facilita el establecimiento de una colonia de ratones
transgénicos. Preferentemente, la incorporacion gendémica del polinucleétido se verifica mediante extraccion y
caracterizacion del ADN del ratén transgénico y su progenie.

Métodos de exploracion y agentes de ensayo

Cuando un agente reduce los niveles de expresién del gen stxbpl o invierte los efectos debidos a un aumento en la
expresion de dicho gen, este agente se convierte en candidato para el tratamiento de trastornos neuropsiquiatricos.

De esta manera, la divulgacion se refiere al uso de secuencias de nucleétidos o de péptidos procedentes del gen
stxbpl en métodos para buscar, identificar, desarrollar y evaluar la eficacia de los compuestos para tratar
enfermedades neuropsiquiatricas, especialmente esquizofrenia. La importancia de los métodos de exploracién en la
blasqueda de farmacos basada en la unién, competitiva o de otro tipo, de una molécula de farmaco potencial a la
diana terapéutica debe ponerse a prueba.
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Otro objeto de la divulgacion consiste en proporcionar agentes caracterizados por su inhibicién de la expresién y/o la
actividad de la proteina STXBP1. Dichos agentes que se pueden identificar y evaluar de acuerdo con la presente
invencion se pueden seleccionar entre el grupo formado por:

a) un anticuerpo especifico, o combinacion de anticuerpos, contra uno 0 mas epitopos presentes en la proteina
STXBP1, preferentemente un anticuerpo monoclonal humano o humanizado, que también puede incluir un
fragmento de anticuerpo, un anticuerpo monocatenario 0 un anticuerpo contra idiotipo;

b) agentes citotdxicos, tales como toxinas, moléculas que incluyen atomos radioactivos, o agentes
quimioterapéuticos, incluyendo, pero sin limitacién, moléculas pequefias organicas e inorganicas, péptidos,
fosfopéptidos, moléculas de sentido contrario, ribozimas, ARNip, moléculas de triple hélice, etc., que inhiben la
expresion y/o la actividad de la proteina STXBP1; y

c) antagonistas de la proteina STXBP1 que inhiben una o més funciones de dicha proteina.

Se ha resuelto la estructura cristalina de la squid neuronal Sec-1, un homélogo de STXBP1. De acuerdo con ello, un
agente preferido es un compuesto que se une a STXBPL1 y evita su interaccidon con uno 0 mas t-SNARE de la familia
de la sintaxina. Un compuesto de ensayo puede ser un compuesto que previsiblemente se une a STXBP1 en la
region de la bolsa de unién 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
STXBPL1 en el sitio de la interaccion con sintaxina 1a que esté implicado en la unién entre la sintaxina 1a a través del
contacto formado por restos de los dominios 1y 3 de STXBP1/Sec-1 [22].

La divulgacién proporciona también una composicidon farmacéutica que contiene una cantidad terapéuticamente
eficaz de uno o méas agentes identificados en un método de exploracién de la invenciéon (método in vitro o in vivo)
junto con uno 0 mas excipientes y/o sustancias transportadoras. Ademas, dicha composiciéon puede comprender otro
principio activo que inhiba la funcién de la proteina STXBP1.

Los excipientes, sustancias de transporte y sustancias auxiliares deberan ser farmacéutica y farmacolégicamente
aceptables, de forma que se puedan combinar con el resto de componentes de la formulacién o la preparaciéon y no
produzcan efectos adversos sobre el organismo tratado. Las composiciones o formulaciones farmacéuticas incluyen
las que sean apropiadas para administracion oral o parenteral (incluyendo la administracién subcutanea,
intradérmica, intramuscular e intravenosa), aunque la mejor via de administracion 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 farmacologia. Las cantidades de principios activos a administrar pueden variar
dependiendo de las necesidades terapéuticas.

Métodos de diagnostico

Los métodos para evaluar la presencia o a susceptibilidad a una enfermedad neuropsiquiatrica se basan en la
observacion de si los sujetos o individuos diagnosticados con enfermedades neuropsiquiatricas, especialmente
esquizofrenia, presentan niveles mucho mas elevados de la proteina codificada por el gen stxbpl (proteina STXBP1)
que los correspondientes niveles en sujetos sin antecedentes clinicos de estas enfermedades.

El método presentado implica una etapa de muestreo de los sujetos y puede trabajar con diferentes fluidos
bioldgicos tales como, por ejemplo: sangre, plasma, suero o liquido cefalorraquideo. Preferentemente, la muestra
comprende tejido del SNC.

Las muestras se pueden tomar de sujetos que anteriormente fueron diagnosticados con una enfermedad
neuropsiquiatrica dada o de individuos no diagnosticados, asi como de un sujeto que recibe tratamiento o que se ha
tratado anteriormente de una enfermedad neuropsiquiatrica, particularmente esquizofrenia.

El presente método puede implicar también una etapa de extraccion, tanto para obtener el extracto de proteina de la
muestra o para obtener el extracto del ARN total.

Se puede usar cualquier ensayo convencional in vitro para medir los niveles del ARNm transcrito a partir del gen
stxbpl o su ADNc complementario, o la concentracion de proteina de la proteina 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
neuropsiquiatricas 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
gue presenta dicha enfermedad, basandose bien en la medicién de la concentracion de la proteina STXBP1 o la
expresion del gen stxbp1.
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Si se va a determinar la concentracion de la proteina STXBP1, el método puede comprender una etapa inicial en la
que el extracto de proteina de la muestra se mezcla con uno o mas anticuerpos especificos dirigidos contra uno o
mas epitopos de la proteina STXBP1, y una segunda etapa en la que se cuantifican los complejos formados entre
estos anticuerpos y la proteina STXBP1.

Se puede utilizar una amplia variedad de ensayos para detectar la formacién de complejos especificos de antigeno-
anticuerpo y se han descrito anteriormente varios ensayos de unién competitivos y no competitivos a proteinas, un
buen nimero de los cuales estan comercialmente disponibles.

De esta manera, la proteina STXBP1 se puede cuantificar con anticuerpos tales como anticuerpos monoclonales
especificos, y anticuerpos policlonales especificos, bien intactos, o fragmentos recombinantes de los mismos,
combicuerpos, y fragmentos Fab o scFv dirigidos contra la proteina STXBP1. Estos anticuerpos pueden ser
humanos, humanizados o de origen no humano. Los anticuerpos usados en estos ensayos pueden estar marcados
0 no, y los anticuerpos no marcados se pueden usar en ensayos de agregacidon mientras que los anticuerpos
marcados se pueden utilizar en una amplia gama de pruebas. Las moléculas de marcado que se pueden usar para
marcar los anticuerpos incluyen radionucleidos, enzimas, fluoréforos, reactivos quimio luminiscentes, cofactores o
sustratos enzimaticos, inhibidores enzimaticos, particulas, 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 invencién desarrollado aqui. Estas técnicas incluyen
Western blot o transferencia Western, ELISA (enzimoinmunoanalisis de adsorcion), RIA (Radioinmunoensayo), EIA
competitivo (enzimoinmunoanalisis competitivo), DAS-ELISA (ELISA con doble anticuerpo en sandwich), técnicas
inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas, técnicas basadas en el uso de biochips o micromatrices de proteinas
que incluyen anticuerpos o ensayos especificos basados en la precipitacion coloidal en formatos tales como tiras
reactivas. Otros métodos para detectar y cuantificar la proteina STXBP1 incluyen técnicas de cromatografia de
afinidad, ensayos de unién del ligando o ensayos de unidn de lectina.

Si se va a detectar el ARNm o el ADNc correspondientes al gen stxbpl ademas, o como alternativa, a la deteccién
de la proteina, el método puede comprender la extracciéon del ARN (tal como el ARN total). EIl ARNm o ADNc
correspondientes al gen stxbpl se detecta ampliando el ARN total extraido o el correspondiente ADNc sintetizado
mediante transcripcién inversa a partir del molde de ARNm en una primera etapa, seguido por una segunda etapa
que implica la cuantificacion del producto amplificado a partir del ARNm o el ADNc del gen stxbpl. Un ejemplo de la
amplificacion del ARNm consiste en una transcripcion inversa del ARNm a ADNc (RT), y después realizar una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con los oligonucle6tidos cebadores. La PCR es una técnica utilizada
para amplificar una secuencia de nucleétidos concreta (diana) incluida en una mezcla de secuencias de nucleétidos.
La PCR utiliza un exceso de un par de oligonucleétidos cebadores que se hibridan con las hebras complementarias
de la secuencia de nucledtidos diana. A continuacion, una enzima con actividad polimerasa (Tag ADN polimerasa)
extiende cada cebador usando la secuencia de nucleétidos diana como molde. Los productos de extension se
convierten después en secuencias diana tras disociacion 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 nimero de
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 amplificacion mediante PCR,
cualquiera de los cuéales se puede utilizar en la presente invencion. En un método preferido, el producto amplificado
se detecta mediante electroforesis en gel de agarosa de la siguiente forma: cinco microlitros del producto de
amplificacion se separa mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2 % en un tamp6n TBE 0,5x a 100 vdc
durante una hora. Después de la electroforesis, el gel se tifie con bromuro de etidio, y el producto de amplificacién
se visualiza iluminando el gen con luz ultravioleta (uv). Como alternativa a la tincion y también como técnica
preferida, el producto de amplificaciéon se puede trasferir a una membrana de nilon mediante la técnica de
transferencia Southern y detectada con una sonda especifica adecuadamente marcada para el ADNc del gen
stxbpl.

En otro ejemplo, el ARNm se detecta por transferencia del ARNm a una membrana de nilén mediante técnicas de
transferencia tales como la transferencia Northern y la deteccion con sondas especificas del ARNm o el
correspondiente ADNc del gen stxbpl. En otro ensayo especifico, el ARNm correspondiente al gen mucn18-1 se
puede amplificar y cuantificar a la vez mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real (Q-PCR).

El método puede implicar la comparacion de la cantidad de la proteina STXBP1, la cantidad de ARNm del gen
stxbpl o la cantidad del correspondiente ADNc detectado en la muestra tomada del sujeto con la cantidad de
proteina STXBP1, la cantidad de ARNm del gen stxbpl o la cantidad del correspondiente ADNc detectado en
muestras de uno 0 mas sujetos control o uno o mas valores de referencia predeterminados. Un aumento de
aproximadamente un 10 %, preferentemente un 20 %, 30 %, 50 % o mayor puede indicar la presencia o la
susceptibilidad a una enfermedad neuropsiquiatrica en el sujeto.

Lo siguiente se muestra a modo de ejemplo y no debe tomarse como una limitacién del alcance de las
reivindicaciones.
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Ejemplos
Ejemplo 1 - Andlisis de tejido cerebral usando electroforesis bidimensional

Se analizaron veinticuatro muestras de tejido de la corteza cerebral prefrontal humana (area de Brodmann 9) de
individuos diagnosticados con esquizofrenia que fallecieron por suicidio o causas naturales o accidentales (n=14) y
de sujetos control sin antecedentes psiquiatricos 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)
segln la normativa y las consideraciones éticas. Las muestras se procesaron y almacenaron a -80 °C
inmediatamente después de la autopsia (Tabla 1).

Tabla 1: Muestras incluidas en el estudio.

Muestras Diagnéstico Causa del Sexo Edad (afios) Intervalo Toxicologia
fallecimiento (Varén/Mujer) post-mortem  en plasma
Interval
(horas)
PK 1 Esquizofrenia  Suicidio Varon 27 17 Clozapina
PK 2 Esquizofrenia  Suicidio Varén 41 16 )
PK 3 Esquizofrenia  Suicidio Mujer 25 19 )
PK 4 Esquizofrenia  Suicidio Varén 30 13 )
PK5 Esquizofrenia  Accidental Mujer 39 11 )
PK 6 Esquizofrenia  Natural Varon 43 65 Clozapina
PK 7 Esquizofrenia  Natural Varon 43 19 )
PK 15 Esquizofrenia  Suicidio Varon 66 57 Olanzapina
PK 18 Esquizofrenia  Suicidio Varon 57 19 Quetiapina
Fenobarbital
PK 19 Esquizofrenia  Suicidio Varén 48 19 )
PK 21 Esquizofrenia  Suicidio Varén 30 19 Olanzapina
PK 22 Esquizofrenia  Suicidio Varén 24 45 )
PK 24 Esquizofrenia  Suicidio Varén 32 8 Quetiapina,
Lorazepan
Paracetamol
PK 25 Esquizofrenia  Suicidio Varén 31 11 ()
12 Varones 38+12 24+17
2 mujeres afios Horas
PK 8 Control Natural Varén 30 10 )
PK 9 Control Natural Mujer 30 15 )
PK 11 Control Natural Varén 27 10 )
PK 12 Control Accidental Mujer 35 8 )
PK 13 Control Accidental Varén 38 59 )
PK 14 Control Accidental Varon 48 16 )
PK 17 Control Accidental Varon 70 41 Alcohol
PK 20 Control Accidental Varon 54 26 )
PK 23 Control Accidental Varon 28 15 Alcohol
PK 26 Control Accidental Varén 32 28 Alcohol,
Anfetaminas
8 Varones 39+13 2316
2 mujeres afios afios

En la Tabla 1, la informacién asociada con cada muestra esta distribuida en columnas. La primera de estas
corresponde al diagnéstico, y va seguida por la causa de la muerte, sexo, edad, intervalo post-mortem (PMI), y
finalmente los datos toxicoldgicos ((-) corresponde a una toxicologia negativa).

Se extrajeron las proteinas del tejido de la corteza cerebral prefrontal humana post mortem, y un volumen de 1 ml de
tampon de lisis (urea 7 M; tiourea 2 M; CHAPS al 2 %, D-Streak al 0,2 %, 20 pl de inhibidores de la proteasa) se
afiadio a 0,1 g de tejido. La mezcla se sometié a ultrasonidos durante ciclos de 20 segundos durante dos minutos y
después se centrifugd a una velocidad de 75000 rpm durante una hora a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante
se recogio, y la concentracion de proteina se determiné usando el ensayo de Bradford. El intervalo de concentracién
de las muestras estaba comprendido entre 2 'y 12 pg/pl en un volumen aproximado de 1 ml.

A continuacion, 250 pg de proteina de cada muestra se resuspendié en 450 pl de tampdn de hidratacion (urea 7 M;

tiourea 2 M; CHAPS al 2 %, tampon IPG pH 3-10 al 2 %, D-streak al 2 % y azul de bromofenol al 0,002 %) y se
solubilizé a temperatura ambiente durante una hora como minimo.
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Una vez que se solubilizaron todas las muestras, las proteinas se separaron en dos dimensiones mediante
electroforesis bidimensional. Esta técnica implica dos fases, una primera fase en la que las proteinas 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).

El IEF se realiz6 en minigeles que soportan un gradiente de pH inmovilizado (3-10). La primera etapa consistié en
introducir las proteinas anteriormente solubilizadas en el gel aplicando una tensién de 30 V durante 15 horas
(rehidratacién activa) y después aumentar gradualmente la tensién a 8000 V. El IEF finalizé cuando la tension total
alcanzé 120.000. En ningun caso, la resistencia de cada gel puede exceder de 50 pA (microamperios).

La separacion de las proteinas en la segunda dimensién por su peso molecular se llevé 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 separacion de las proteinas, se visualizaron mediante tincion con plata (Amersham). El
resultado es una cartografia de manchas, donde cada mancha representa una proteina (Figura 1). Los geles se
escanearon y analizaron con un programa informatico especializado (Progenesis PG 220 ver. 2006 de Nonlinear
Dynamics). Para este andlisis, las imagenes deben tener un formato de 300 dpi (puntos por pulgada) y 8 bits/canal.
El programa informatico delimita el contorno de cada mancha y calcula su intensidad en funcién del area y una
escala de grises, transformando la imagen plana en un volumen. El resultado es una tabla que incluye el nimero de
manchas con su intensidad como "valor bruto" obtenido de cada gel.

Ejemplo 2 - Determinacién de STXBP1 como marcador biolé  gico de la esquizofrenia

Se generé un mapa bidimensional de la corteza prefrontal humana usando las multiples imagenes 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
determinado valor: el volumen total de la mancha y/o las manchas que aparecieron en todas las muestras. El objeto
de esta normalizacién fue garantizar que las diferencias observadas no se debian a las diferentes cantidades de
proteina cargada en los geles. Los datos normalizados se exportaron a una hoja de calculo MS Excel® para analisis
estadistico. Un namero importante de pruebas estadisticas requieren que los datos sigan una distribucién normal.
Las distribuciones de manchas/intensidad variable son claramente asimétricas y estan alejadas de una distribucion
normal (Figura 2, Gréafico 1), aunque la aplicacién de un logaritmo homogeniza y normaliza dichas distribuciones
(Figura 2, Gréfico 2).

Se comenzé el andlisis estadistico realizando una prueba de comparaciéon paramétrica para los valores medios de
los dos grupos establecidos (casos totales vs. controles o casos no tratados vs. controles) y se seleccionaron las
manchas con p < 0,05. Se calcul6 el indice 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 espectrometria de masas MALDI-TOF (desorcién/ionizacion con laser asistida
por matriz/tiempo de vuelo). La huella de la masa molecular obtenida de cada mancha se comparé con una base de
datos in silico, que permitio la identificaciéon de cada proteina correspondiente.

Se emparejaron e identificaron un total de 15 manchas de los 24 geles (casos y controles). Las proteinas se
cuantificaron tal como se ha descrito anteriormente, y se encontré una mancha (nimero 2999) que correspondia a
STXBP1 (Figura 1).

El andlisis estadistico mostr6 que solamente las comparaciones entre casos no tratados o exentos de farmaco y los
controles, y los casos no tratados o exentos de farmaco y los casos tratados, producen una diferencia
estadisticamente significativa (Figura 3). El resto de comparaciones, en otras palabras, los casos totales
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 - Validacion mediante transferencia Wester n de STXBP1 como marcador biolégico de la
esquizofrenia

Los niveles de la proteina STXBP1 en 24 muestras de corteza cerebral prefrontal humana (area de Brodmann 9) de
individuos diagnosticados de esquizofrenia que fallecieron por suicidio y que habian recibido (n=6) o no habian
recibido (n=8) tratamiento antipsicético y sujetos control sin antecedentes de enfermedad psiquiatrica que fallecieron
accidentalmente (n=10) se validaron mediante transferencia Western con un anticuerpo que reconoce
especificamente dicha proteina. Las muestras de individuos esquizofrénicos se emparejaron con las muestras de
control sobre la base del sexo, edad y tiempo post mortem. A continuacién, las proteinas se extrajeron usando el
mismo procedimiento de extraccion utilizado para preparar los geles bidimensionales. Se decidid6 medir los niveles
de STXBP1 tanto en la fraccion citosolica como en la fraccion de membrana mediante validacién por transferencia
de Western. En resumen, 1 ml de tampén de lisis (urea 7 M; tiourea 2 M; CHAPS al 2 %, D-Streak al 0,2 %, 20 ul de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2546 732 T3

inhibidores de la proteasa) se afiadié a 0,1 g de tejido. La mezcla se sometié a ultrasonidos durante ciclos de 20
segundos durante dos minutos y después se centrifugd a una velocidad de 75000 rpm durante una hora a una
temperatura de 4 °C. El sobrenadante se recogi0, y la concentracion de proteina se determiné usando el ensayo de
Bradford. El aglomerado se volvio a suspender en 100 pl de tampon de lisis y la cantidad de proteina se determind
por el método de Bradford. Se afiadié tampén de Laemmli 5x (Tris 0,5 M pH 6,8, SDS al 20 % y azul de bromofenol
al 0,01 %) justo antes de cargar la muestra en el gel. Tras la preparacion de la muestra, se afiadié p-mercaptoetanol
a una relacion de 1/7. La concentracién de proteina total se ajust6 a 1,2 ug/ul para todas las muestras de la fraccion
citosolica, y 0,5 pg/ul para las de la fraccion de membrana. Tras su preparacién, la muestra se calenté a 100 °C
durante cinco minutos y después se centrifugd durante 15 segundos a 4 °C. Dos microgramos de proteina total por
muestra se cargaron en un gel de acrilamida al 10 % para las fracciones citosdlica y de membrana. Se realizaron
dos experimentos como minimo para cada muestra, y se calculd la media aritmética de los valores individuales. Se
observo un aumento significativo en los niveles de la proteina STXBP1 en la fraccion citosélica de las muestras de la
corteza prefrontal de los sujetos esquizofrénicos cuando se compararon con los niveles de la misma proteina en
sujetos de control sin antecedentes de enfermedad psiquiatrica (135 + 10, n=14, p < 0,004). Ademas, se descubrid
que la expresion de la proteina STXBP1 era mucho méas alta en la corteza prefrontal de las personas
esquizofrénicas que fallecieron por suicido y que no habian recibido tratamiento farmacoldgico, en comparacién con
las muestras de la misma regién del cerebro de individuos de control sin antecedentes de enfermedades
psiquiatricas y que habian 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 habian tratado con farmacos
antipsicoticos pero que también habian fallecido por suicidio eran inferiores a los que tenian los sujetos no tratados y
eran similares a los niveles control (100 + 9, n=6, no significativo; Figura 4). Por otra parte, se descubrioé que existia
una reduccion no significativa en la densidad de la inmunosefial de STXBP1 en la fraccion no citosodlica de las
muestras de la corteza prefrontal procedente de individuos esquizofrénicos cuando se compararon con los sujetos
control sin antecedentes de enfermedades psiquiatricas (92 + 9, n=13, no significativo). Ademas, la expresion de
STXBP1 fue inferior, aunque no tan significativamente, en la corteza prefrontal de las personas esquizofrénicas que
no habian recibido tratamiento farmacolégico cuando se compararon con las muestras de la misma region 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 farmacos antipsicéticos con respecto al grupo control (101 + 22,
n=5, no significativo; Figura 5).

Ejemplo 4 - Método para preparar ratones transgénico s

El polinucleétido a introducir contiene una secuencia promotora que puede controlar la expresion de la proteina
relacionada con la esquizofrenia y, si se desea, puede contener ademas una secuencia potenciadora. La proteina
relacionada con la esquizofrenia se puede expresar especificamente en el cerebro. El promotor para preparar el
raton modelo del presente ejemplo se seleccién especificamente. 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 (S1clal). El gen EAAT3 es un gen neuronal expresado
especificamente 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 region
promotora de un gen EAAT3. Se descubrié que los ratones transgénicos mostraban sintomas esquizofrénicos como
resultado de la expresién en exceso de STXBP1 e el cerebro.

Para preparar la regién promotora, los cebadores utilizados fueron: 5":ttgtcgacttcgcgagcttcgcctticggaatctggag (SEC 1D
N°: 7); y 5"ttggtaccatagtccaaccagagacagagcacactc (SEC ID N°: 8).

2848 nucleodtidos del promotor de EAAT3 (SEC ID N°: 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 (Slclal) (véase la Figura 15) se amplificaron mediante reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR). El promotor de la expresién neuronal se cloné en Kpn I-Sal | en la posicion derecha anterior del ADNc a
expresar (NIH_MGC_94) en el vector pCMV-Sport6 comercial. La construccion se digiri6 con Kpn | 'y Cla | para
producir el transgén, que se microinjertd en embriones de raton. Estos fragmentos del transgén, ademas del EAAT3
y el ADNc contenian un sitio sv40 poliadenilado para estabilizar el ARNm. Se desarrollaron cuatro fundadores, y tres
de ellos transmitieron el fragmento del transgén: linea 3 (L3), linea 7 (L7) y linea 8 (L8).

El éxito de la introduccion del gen se puede determinar mediante la extraccion del ADN de una parte del cuerpo (por
ejemplo, la punta de la cola), y confirmar la presencia del polinucleétido introductor. Los ratones con un resultado
positivo en el ensayo para el gen introducido se consideraron fundadores. El polinucleétido introducido se transmite
al 50 % de la progenie, y se pueden preparar eficazmente tanto animales de tipo silvestre como mutados (Figura 6).

El raton transgénico preparado como se ha descrito anteriormente y su progenie que muestran sintomas

esquizofrénicos son Utiles para detectar un efecto terapéutico sobre la esquizofrenia y para explorar agentes
terapéuticos o agentes para la esquizofrenia.
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Ejemplo 5 - Validacion de los niveles de STXBP1 en el ce rebro de ratones transgénicos:
inmunofluorescencia y transferencia Western

Se realiz6 la inmunofluorescencia en secciones de 30 pm del cerebro coronal adulto con flotacién libre de ratones.
Se incubaron tres regiones cerebrales diferentes, corteza, cuerpo estirado e hipocampo [Paxinos, 2003] con
anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra STXBP1 (Sigma) y anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra
EAAT3 (Santa Cruz Biotechnology), seguido por tincion secundaria de las IgG de conejo y ratdn con anticuerpos
secundarios AlexaFluor 594 y AlexaFluor 488 de absorcion cruzada (Invitrogen), respectivamente. Los nucleos
celulares se tifieron con el agente intercalador de ADN de Hoechst. Las preparaciones se examinaron con un
microscopio confocal Olympus Fluoview.

Estos resultados mostraron un aumento en los niveles de STXBP1 para las tres lineas transgénicas (L3, L7 y L8) y
principalmente en el cuerpo estriado, cuando se compararon con los animales control (Figura 7).

Los niveles de la proteina STXBP1 en las muestras de corteza cerebral, cuerpo estriado y cerebelo de raton
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 linea 8 (n=4) se validaron mediante transferencia Western con un
anticuerpo que reconoce especificamente la proteina STXBP1. A continuacion, las proteinas se extrajeron usando el
mismo procedimiento de extraccion utilizado para preparar los geles bidimensionales y en las muestras humanas. Se
decidié6 medir los niveles de STXBP1 tanto en la fraccion citosélica como en la fraccién no citosélica mediante
validacion por transferencia de Western.

En resumen, 1 ml de tampdn de lisis (urea 7 M; tiourea 2 M; CHAPS al 2 %, D-Streak al 0,2 %, 20 pl de inhibidores
de la proteasa) se afiadié a 150 mg de corteza cerebral. Andlogamente, se afiadieron 400 pl de tampdn de lisis a 40
mg de la regién del cuerpo estriado. Finalmente, se afiadieron 300 pl de tampén de lisis a 30 mg de la region del
cerebelo. La mezcla se sometid a ultrasonidos durante ciclos de 20 segundos durante dos minutos y después se
centrifugé a una velocidad de 75000 rpm durante una hora a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante se recogié, y
la concentracion de proteina se determind usando el ensayo de Bradford. El aglomerado se volvié a suspender en
30 (corteza cerebral), 20 (cuerpo estriado) o 10 (cerebelo) pl de tampén de lisis y la cantidad de proteina se
determin6 por el método de Bradford. Se afiadié tampon de Laemmli 5x (Tris 0,5 M pH 6,8, SDS al 20 % y azul de
bromofenol al 0,01 %) justo antes de cargar la muestra en el gel. Tras la preparaciéon de la muestra, se afiadio p-
mercaptoetanol a una relacion de 1/7. La concentracién de proteina total se ajustd a 1 ug/ul para todas las muestras
de la fraccion citosoélica, y 1 pg/ul para las de la fraccion no citosélica. Tras su preparacion, la muestra se calenté a
100 °C durante cinco minutos y después se centrifugd durante 15 segundos a 4 °C. Cuatro microgramos de proteina
total por muestra se cargaron en un gel de acrilamida al 10 % para las fracciones citosolica y no citosolica. Se
realizaron dos experimentos como minimo para cada muestra, y se calculé la media aritmética de los valores
individuales.

Se observé un aumento significativo en los niveles de la proteina STXBP1 tanto en la fraccion citosélica como en la
fraccion no citosélica de las muestras de cuerpo estriado de L7 cuando se compararon con los niveles de la misma
proteina en animales control (123 + 7, n=4, p=0,06 y 134 + 5, n=4, p=0,03 respectivamente). Para las lineas L3 y L8
se produjo también un aumento en los niveles de STXBP1, pero no significativamente diferentes de los animales
control (fraccion citosolica L3 118 + 7, n=4, p=0,06 y fraccion no citosolica 114 + 3, n=3, p=0,09; fraccion citosolica
L8 118 + 6, n=4, p=0,09 y fraccién no citosélica 107 + 13, n=4, p = 0,6). Ademas, se descubrié que la expresion de la
proteina STXBP1 era mucho mas elevada en el cerebelo de las lineas de ratones transgénicos (L3, L7 y L8)
comparado con muestras de la misma region del cerebro de los animales control (fraccion citosélica L3 137 + 7, n=4,
p=0,02 y fraccién no citosdlica 171 + 3, n=4, p=0,01; fraccion citosélica L7 93 + 5, n=4, p=0,5 y fraccion no citosolica
138 + 20, n=4, p=0,2; fraccioén citosolica L8 148 + 11, n=4, p=0,01 y fraccién no citosolica 145 + 17, n=4, p=0,05).
Resulta interesante el hecho de que se descubriera que los niveles de STXBP1 en lineas de ratones transgénicos
(L3, L7 y L8) fueron similares a los niveles control (fraccién citosolica L3 92 + 4, n=4, ns y fraccién no citosolica 74 +
11, n=4, ns; fraccién citosolica L7 90 + 6, n=4, ns y fraccion no citosélica 76 + 9, n=3, ns; fraccion citosélica L8 100 +
7, n=4, ns y fraccion no citosdlica 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

Es posible detectar si un ratén transgénico muestra o no sintomas 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

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, Espafia). La base de la jaula consiste en sensores que pueden detectar los movimientos
horizontales de los ratones. El ensayo se realizé en una habitacion silenciosa con iluminacién constante. Los ratones
se colocaron individualmente en el centro del aparato para iniciar una sesion de ensayo de 10 min. Para determinar
si la modificacion en la expresion de STXBP1 altera la actividad motora espontanea, 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 linea transgénica 3 y los animales de tipo silvestre. Sin embargo, se descubrieron cambios sutiles al
comparar las lineas transgénica 7 y 8 con los controles. Los resultados revelaron que la distancia en el campo
abierto disminuyd significativamente en la linea 7 y la linea 8 (ANOVA monolateral seguida de la prueba de Tukey:
F(21,24)=14,42; p < 0,05) (Figura 9A).

2) Ensayo de coordinacion motora en varilla giratori a (rotarod )

Se evalud la coordinacién motora mediante un equipo Rotarod automatizado (PanLab, Barcelona, Espafia). Un
ordenador registré la latencia hasta la caida en segundos. En primer lugar, los ratones se entrenaron en la varilla
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 ensayo tres veces consecutivas.

No se observaron diferencias significativas entre las lineas 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
una afectacién en la coordinacién de la motilidad de los ratones transgénicos.

3) Evaluacion de conductas andlogas a la ansiedad
3.1 - Laberinto en cruz elevado

El laberinto en cruz elevado es una prueba habitualmente utilizada para medir la conducta anéloga 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 si y se extiendan desde una plataforma central (5 cm x 5 cm). El suelo y paredes laterales del
laberinto consisten en un material de plexiglas opaco. El laberinto esta elevado a una altura de 50 cm. En ensayo se
realiz6 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 registré los parametros conductuales durante 5 minutos. Se
midioé el porcentaje de cada uno de los siguientes parametros: 1) tiempo en los brazos abiertos 2) entradas en los
brazos abiertos. El laberinto se limpi6 entre sesiones usando etanol al 70 %.

En el laberinto en cruz elevado, el porcentaje de tiempo ( %) pasado en los brazos abiertos disminuy6
significativamente en las tres lineas de ratones transgénicos (ANOVA monolateral seguida de una prueba de la F de
Tukey (19,22) = 5,476, p < 0.006) cuando se comparé con los animales control (Figura 8C). De manera similar, las
tres lineas de ratones transgénicos mostraron una disminucion significativa en el nimero de entradas en los brazos
abiertos (ANOVA monolateral seguida de una prueba de la F de Tukey (19,22) = 4,469, p < 0,02) (Figura 9D).

3.2 - Interaccién social

Cunando dos ratones de jaulas diferentes se juntan en una camara pequefia en la que ninguno de ellos tiene un
territorio establecido, establecen una interaccién social que incluye varios modos conductuales: olfateo, seguido de
aseo, dar patadas, arrastrarse por encima o por debajo del compafiero, y tocar, o casi tocar, la cara.

En el dia del experimento, parejas de ratones de diferentes jaulas hogar se juntaron en una jaula de plastico
pequefia (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
nivel de iluminacion). Se midié durante 5 min el tiempo en que los ratones interactuaron socialmente.

En la prueba de interaccion social, el tiempo durante el que ratones de jaulas diferentes (situacion no familiar)
establecen una interaccién 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 compard con los animales
control (Figura 9E).

4) Tareas de reconocimiento de objetos nuevos (NORT )

La NORT se llevé a cabo en una palestra de plexiglas (35 cm x 45.5 cm x 36 cm) con objetos que los ratones no
podian mover. Los ratones macho adultos se habituaron a la palestra en ausencia de objetos durante 30 min cada
uno de 3 dias consecutivos antes del dia del experimento. El dia 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 ratén se colocé en el centro de la palestra, y se registré
durante un periodo 5 con un cronémetro min el tiempo que pasaron explorando cada objeto. Al dia siguiente, el ratén
se devolvid a la palestra para la fase de eleccion, con un objeto de la fase de muestreo (objeto familiar) y un objeto
novedoso. Individuos que no conocian las condiciones de tratamiento o el genotipo del ratén registraron el tiempo
que el ratén pas6 explorando cada objeto durante un periodo de 3 min usando cronémetros. La exploracion se
defini6 como dirigir la nariz hacia una distancia inferior a 1 cm e incluyd colocar una o mas extremidades sobre el
objeto. El tiempo total pasado investigando ambos objetos en la fase de muestra se registré y se comparé con los
tres genotipos de ratén. En la fase de eleccion, se determind la proporcion del tiempo que el raton pasé 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 indice de discriminacion,
en el que un valor de 0 indicé que se pas6 el mismo tiempo investigando ambos objetos, y un valor de 1 indico que
todo el tiempo paso6 investigando el objeto novedoso.

En NORT, el indice de reconocimiento aumento significativamente en las tres lineas 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 linea3y 7 y p < 0,001
para la linea 8) cuando se compararon con sus controles (Figura 9F). Se cree que este aumento en el indice de
reconocimiento se debe a un aumento en la respuesta al estrés del animal debido a la presencia de un objeto nuevo.

La linea de raton transgénico de acuerdo con la invencion se comparé 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 esta disefiada 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 comparacion 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 motivacion por la parte de los animales transgénicos
hacia la exploracion, que podria estar relacionada con los sintomas negativos de la esquizofrenia
(dlsmlnu0|on de la mot|vaC|on y retraimiento social) y se ha observado en otros modelos con

[T DT [.YaYaYak]

Laberinto en |Los ratones transgenlcos mostraron un aumento en el tiempo pasado en los brazos méas cercanos
cruz elevado |del laberinto en cruz elevado (EPM) en comparados con el grupo de ratones de tipo silvestre. La
conducta observada en el EPM sigui6 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 sintomas negativos observados en la esquizofrenia [Hattori et al.,

2008].
Inhibicién pre - [Los ratones transgénicos mostraron una inhibicién pre-pulso (PPI) reducida cuando se compararon
pulso 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 [Los ratones transgénicos mostraron una reduccién en el porcentaje de tiempo pasado en una

nto de miedo [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 sintomas cognitivos observados en
la esquizofrenia [Bhardwaj et al., 2009].

Interaccion  |En la prueba de interaccién social, los ratones transgénicos mostraron una disminucién significativa

social en el nUmero de contactos sociales, comparado con los ratones de tipo silvestre. La reduccion en la|
interaccion social es un fenotipo conductual presente en la esquizofrenia que se correlaciona con el
resto de sintomas neqativos [Koike et al., 2009].

Reconocimient [En esta prueba se descubrié que los ratones tenian una reduccién en su memora a corto plazo. El

o de objetos  [tiempo pasado en presencia de objetos nuevos presentados al grupo transgénico relacionado con
nuevos el tiempo de exploracion tal esta reducido cuando se compara con el grupo de tipo silvestre. Las
deficiencias en la memoria a corto plazo son consistentes con los sintomas cognitivos asociados

con la esquizofrenia, y se han observado en otros modelos animales de la enfermedad [McLean et

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
administracion de la sustancia de ensayo de a un animal transgénico de la invencion. Tras la administracion de la
sustancia, se repitieron los ensayos conductuales (por ejemplo, los ensayos conductuales descritos en el Ejemplo 6
anterior), para evaluar si el compuesto modifica los resultados observados antes de la administracion del compuesto.
Preferentemente, la una o mas pruebas conductuales se realizan adicionalmente en uno o mas animales
transgénicos de la invencién no tratados que actian como controles.

Un agente terapéutico potencial se puede clasificar como un candidato para investigacion adicional sobre la base de
un resultado de exploracion positivo. Un resultado de exploracion 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 invencién o hacia el
resultado conductual de un animal normal (por ejemplo, un animal que no tiene niveles alterados de STXBP1 pero
gue por otra parte es idéntico al animal de la invencion). En algunos casos, el resultado conductual se puede
cuantificar, y medir se el grado de restauracion o normalizacion del resultado conductual. De esta forma, se puede
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establecer un nivel umbral predeterminado que permita la clasificacion de un agente de exploracion como positivo o
negativo para la restauracion o normalizacion de la conducta. De esta forma, los agentes clasificados como positivos
se pueden someter a un ensayo adicional en animales y/o a ensayo clinico en seres humanos para determinar la
seguridad y/o la eficacia en el tratamiento de enfermedades psiquiatrica, por ejemplo, esquizofrenia.
Las sustancias que se pueden utilizar en el método de exploraciéon no estan limitadas, sino que pueden incluir por
ejemplo: comercialmente disponibles, varios compuestos conocidos registrados en bases de datos de compuestos,
compuestos obtenidos de archivos de quimica combinatoria, compuestos obtenidos por técnicas de quimica
combinatoria, o compuestos modificados quimica o biolégicamente derivados de otros compuestos, sobrenadantes
de cultivos de microorganismos, componentes naturales derivados de plantas o de organismos marinos, tejidos
animales, ARN de interferencia, péptidos y anticuerpos. Preferentemente, el agente es un compuesto que puede
atravesar la barrera hematoencefélica (BBB) de forma que esta "activado centralmente".
Preferentemente, uno o mas compuestos de control positivos, conocidos por tener actividad terapéutica en el
tratamiento de enfermedades psiquiatricas, particularmente esquizofrenia, se usan en el método de exploracion
como referencia con la que comparar los efectos de cualquier agente de ensayo. Los compuestos de control positivo
preferidos incluyen los antipsicéticos atipicos tales como: clozapina, risperidona, olanzapina, Quetiapina,
ziprasidona, aripiprazol, paliperidona, asenapina, iloperidona, sertindol, zotepina, amisulprida, bifeprunox y
meleperona, y farmacos antipsicoticos tipicos tales como: clorpromazina, flufenazina, haloperidol, molindona,
tiotixeno, tioridazina, trifluoperazina, loxapina, perfenazina, proclorperazina, pimozida y zuclopentixol.
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 extension que se cada publicacion individual o patente o solicitud de
patente se indicara especificamente de forma individual como incorporada por referencia en su totalidad.
Las realizaciones especificas descritas en el presente documento se ofrecen a modo de ejemplo, pero no como
limitacion. Cualquier subtitulo del presente documento es simplemente por comodidad, y no debe tomarse como
limitante de la descripcion de ninguna forma.
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ctgtqctcct gctgcaagap-gacagacatc atéaccgagg géﬁfaécdat'tgtggéagat 300
étcaataagcfécagagagcc gctececage ctggaggcty tétatctcat cactqcatcc 360
gaqaag£c¢§ tccactetct catcagtgac tttaaggacc cgccgactge taaataccgg 420
getgeacacg tgﬁtcttcac tgactcttgt ccagatgccee tgtﬁtaatqa-éctggté%ag . 480.
tcccqagcaQICCaaagtcat caaaactctg acgéaaatca atattgcatt tctcccdatat 540
gaatcccagg tctattecett ggactctgct gactctttcc.aaagcttcta:cagtccccac 600
gégégtcagé tgaagaatce tatactggag cgectggcay agcag#tcgc gaccetttgt 660
gécaéc%tdaiaégagtaccc ggctgtgcgg_tatcgggdgg‘aataéaagqa Caatgccctg 720
ctégctcagc ;qétcéagga caagctogat gcctatéggg ctgétggtqc.éagaathgg_ 780:
gagggcqqagj;céaggcadg ctcccagcete ctgatéc;gq %tcgaggctt tgaCCgcagq:'- 840
‘tecectgtge tocatgaatt gacttttcag gotatgagtt aﬁgatctgct gcctatcgaa 900
aatgatgtat écdégtatga.gaCCagcggb'atcggggaég cacgggtgaa ggaggtgcte 960
ctggacgagyg acgacgacct gtggatagca ctgcgccaca agcacatcge agaggtétCC 10é0‘
caggaag£b£ ceeggtetet g%éagattft tcttetagea agagaétéaa tactégagag 1ﬁ30
5qgacpacca tgcgggacet gtceccagaty étgaagaaga tgoctcadgta ccagaaééaé '1140
thaQEAaét achcaccea cotgoacctt getgaggact gtatgaagéa ttaccaagge 1200
aécgtagaqa aéctctgccg agtggagcayg gacctgqcca'tgggcacaga téctgaggga 12§ﬁ
-éagaégatpa aggaccctat gecgagccate gtccccatte tgctggatge caatgtcage 1320
acttétgéca ééatccgcat eqtccttctc tacatcttt£ tgaagaatgg catcheggag . 1380
gaaaaCCtga-aéaééctgat ccégCacgcc cagatacécc,cggaggatag'tgagatcatc 1440
?céaacétgg .cgtgcccatc gtcaccgatt ccacgctgeg togeccggage 1500



aagccyggage

attatcaagé-

tatatctcta
cactggﬁata
atccttggyy
ggaaaétqgg
gacctgagac
acaatggagt
ctggacacac
tegecocetee
ctcagttect
gctgcattct
tgtgtitLee
tggtgcacag
tttaagattt
.eggtagaaat
tecatagagat
tccagtcccg
atatctcagg
cgéfaqtgca
tccacagect
agtcctecag
tececatctett
?cétcatccc
agaacagatg
gocceghtgga
téagtttcag
éagagaagat

-agcaaatgca

gtgagcacac

aaaatgtece

ggaaggaacyg
acatcatgga
ccecgttecte

agaacaaggc

gtgtgagcct

aggtgctgat
acceegactt
gagaéccaaa
tgaagaaact
aaaacacgcc
ttgegtetgt
cgtgttcagt
aaaaagagta
caggagaaat
gtgaccttg£
ﬁtgggtgttﬁ
gtctgtgtte

acceccteagt

aggtccaagy

gctgtgggtg
gtcactgecc
tctaagtcac
tggaaaaaca
aacagctcat
ggttctggag
ctecacacaga
atacttcata
ggtcattita
ggaaggctgt
catttgtget

ctgcccagce

ES 2546 732 T3

Catcachag

ggacactatt .

tgcectectte
cccaggcgay
gaatgagaty

aqgttctact

cagggagtcee

gaaacééhga
gaataaaaca
cccatcccac
tgccteccca
gatgccctot
tcttatacat
ttctggaétg
acataaccct
ttaaaacctt
ttggagtatt
écetgctctc
tggaacagac
gadgctgggq
cctoceccage
agtgcectga
gttagéctgg
ttteccctagt
geecectgaac
ccotgtacee
ataccttgtg
ttctctgtat
ctqgccatcc
gctgetgttyg

cectogeege

cagacctacc

gaggacaaac

agcaccacey.

taccgcagtg
cgctgegect
cacattctta
tctagggtat
tccacacéca
gatgaagaaa
agcgcteege
qcéctgcacg
tcttgtttga
gtatcctaaa

ttaggatgaa

qggtgacqtg

gtttgaggtt
tcacactgag

atccaaataa

ctetttgect

tgtctgcacg
ctgtgtecac
caggtgagasa
égcctgtggc
cogecttegt
agagggctat
tcﬁ;ggcaag
ttgtgtgggg
aaaacttage

tcaagactca

tcgtgaaata |

ccthgaccte

28

agctctcacy

Ltgacaccaa

cégtcagcgc

goccccogoct
acgaggtgac
ctceocaccaa
cttttgagga
tcctcacccc
taagcagtta
agecttecoccac
cecctggetgy
aacaaaagaa
aagagaagé;
tggdcgcctt
cacattgctt
ggtcctgtcc
gactaa£ctg

cctgggagat

ttececagegt

aagtcaggce

agtgctgtga

-gcaaactece

ccaggeectt
tcaagggtca
ggctgtggayg
catctteagt
teatacatca
tctaaagqag
gcagectetea
taataacaét

ctgcaggcca

gtggactceg

acactaccct

cegetatggg

catcatttic
ccaggecaac

atttctcatg

tcaggctcca-

acagaaactg
aaaaaataag

caccgeoegce

cactgttgce

aataatgcat
catgtgcaat
ctccoegtta
ggg£a£ggaa
ttgttgagaa
ctatctteat

gacaatcagg

ctcataccce.

agcgtococtec

teccgaggga
gctggaagee
ctgtecocag
ggaatggacc
aaggttcttyg
cggattatcc
t;gtgtttét
aaactaaaéc

ttetccagtyg

.ggaagtcaca

tgtgtgtate

1560
1620
1680
1740

1800

1860

1920
1980

2040

2100

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580 -
2640.
2700
2760

2820

2880

2940
3000
3060

3120

3180

3240

3300

3360



10

Jacttgtctag

_ﬁ;ttcagaqc
-qtitgéaatc
éttétacgac
cegetgettg
tgfcgaagat
- tattttaaaa
‘tgtttgaaag
ftgaggctaa
<210> 4

<211>594
<212> PRT

tgatgteccte

cthtcdccg

téccctt@éa
ctgatttect
ttctgtocce
étpggtttcc
aagctagtet
tactgéadCa

taaatzaaga

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Ala
1

Asp Val

Val®

Asp

Ile
50

Asp
Arg Glu
‘Glu Lys
Lys

Ala

" Ala Leu

Pro

Iie
Gln.
35
Met
Pro
Ser

Tyr

Phe.

Tle Gly

Lys

Lys
20 -

Leu Ser
Thr Glu
Pro

Leu

His
85

Val

Afg Ala

1100

Asn Glu

115

Thr Leu

130

Thr

Glu Ile

‘Met

ES 2546 732 T3

tcaaagtgct
&cétctétgc
ctgagattag
taggacggaa
tccctecggac

ctttctetgt

gtctigaaac’

caaacatata

aatcagcace

Leu Lys

Val Lys

;Arg

Ile
55

Gly

Ser Leu

70

Ser Leu

‘Ala

His

‘Leu Val

Ala
Lys
IMgt
40
Thr
Glu
Ile
Val

Lys

gtacqégagc'

tcgectgeatt
tcgtcagate
ccgcaggeac
eaaacagﬁgc

tatttatata

ttgtttacct’

‘tcatetotgt

ccttococoggt

Val Val

10

Gly

Ile Val

Ala Val

Ser Asp

90

Phe
105

Phe

Ser Arg

120

Ile
- 135

Asn

Ala

Phe Leu

29

- Gly

Ser

teggegecac
gtggtgttct
tefccecgtco
ctgégccggg
;catgéttca
aaaataattt
taaaattatc
accattctét

gtccaggggg

Glu

Glu Trp

Seeryg

Glu- Asp -

60 .

Tyr
75

Leu

Phe Lys

Thr Asp

Ala Ala

Pro Tyr

140

Lys
Lys
Cys
..45| -
Ile
Ile
Asp
Ser
Lys.
125

Glu

cteocgeotde |

cttctcaagé'-

teccteccaa

cgtettacte

ggaccttgtt:

atcaaaagga

agaatctcag

actaaagcac

aaaaaaaaa

Met

Ile
© 18

Vval
30

Leu
ys
Asﬁ Lys
ll?ro

Thr

Pro
95

Pro
Cys Pro
110

Vai

Ser

Mep

Ile,

Gln.

3420
3480 '
© 3540
3600
3660
3720
13780
3840

3899

His
Val
Ihr
Arg
Ser
80

Thr
Asp

Lys

Val



Tyr
145
Lys
Ala
Gly
" Leu

Lys
225

Ser

Leu

Glu

TIle

Arg

305

‘Lys
Tyr
Asp

Glu

Ser

Ala

Thr

Glu

Asp
210

Ala

Pro

'P_ro

Ala
Ala
290
Ser
Thr
Gln

Cys

Gln
370

Leu

Gln

.Leu

Tyr
195

Ala-

Arg

val

Ile

Asp

Met.

Cys'
180
Lys

Tyr

Ser

Leu

-Glu

- 260

Arg
275

Léu

Leu

Thr

Lys

Val
A
Lys
Met

Glu

340

Met

355

Asp

Lys

Leu

Sex

Lys
165
Ala

Asp

Lys

Gln

His

Asn

Lys

His

Asp
Arg
325
Leu

His

Ala

Ala

-150¢

Asn

Thr

Asn

Ala

Leu

230

s Glu
245, -

‘Asp

Glu
Lys
Phe
310
Asp
Ser
Tyr

Met

ES 2546 732 T3

}isp

Pro

Leu

Ala

Ser.

Ile

Lys

Leu

200

Asp

215

Leu

Leu

Val

Val

His

295

Ser

Leu

Lys

Gln

Gly
375

Asp

I J_.'_e .

Thr

Tyr

Leu
280

Ile
Ser
S_e.r
Tvyr
Giy
3§0

Thr

Phe_

Leu

Glu

-185

Leu

Pro

Leu

Phe

Lys

Gln

Glu

170

Tyr

Ala

Thr

Asp.

Cln'
© 2540,

TyE

265

Leu

Ala

Ser

Gln

Ser

345

Thr

asp

Asp
Glu
Lys

Met
330

Thr

Val

Ala

30

Ser

155

Arg
Pro
Gln
Met
Arg
_2 35
Ala
Glu
Glu
val
Arg.
_315
Leu
Bis

Asp

Glu

Phe
Lgu
aAla
Leu
Gly
220
Gly
Met
Thr
Asp
Ser

300

Met

‘Tys

Leu
Lys

Gly
380

Tyr
Ala
Val

Ile

- 205

Glu

Phe

Ser

Ser

Asp

2.-85- ....'. ’

GIn

Asn

Lys

His

Leu
365

Glu

Ser
Glu
Arg
190
Gln
Gly
Asp
Pyr
Gly
270

Asp

Glu

Thr

Met,

Leu

350

Cys

.Ly's

Pro
Gin
175
Tyr
Asp

Pro

Pro

‘Asp’

255

Ile

Leu

Val

Gly

_Pro-

Ala

Arg

Ile

His |
160
Ile,

Arg

Lys

Asp

Ser

240

Leu

Gly

Trp

Thr

.Glu
320

Gln

Glu

Val

Lys



Asp
385
.' Thr.

Giy

Pro

Pro-
450

Lys
465

“le.

Lys
Thr
‘Gly

Val

545

Lys

Ser

Pro

Tyr

Ile

Pro.

Ile

Glu

Tle

His

Ala

Met

ASP

Thr

Glu
435

Val-

Arg

Lys

Tyr

Val

515

Glu
‘530

Ser
Lys

Leu

‘Ser

<210>5

<211> 3754
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 5

Tyr

Leu

‘Trp

Leu

.Arg

Lys

.Glu
420

Asb
Thr

Ile

Asp’

Pro

500

Ser

Arg

A_'.é.n;

-'Glu

Asp’l

580

Ala

Ile

Ile

390

Artj

405

Glu

Ser

Asp

Ser
Ile
485
Tyr

Ala

Ser

Glu

val

565

Thr

Asn

Glu

Ser

Glu

470

Met

Ile

Arg

a1y

ES 2546 732 T3

val
TIle

Leu,

Ile

Thr

45%

Gln

Glu

Ser

Tyr

520

Bro

" 535

Met
550

Leu

Leu

Arg

Ile

Lys

bro

Ile

Asn

Ile

440

Leu

Thr

Asp

Thr

Gly

Arg

Cys

Gly

Lys

Ile

Leu

Lys

425

Thr

Arg

Tyr

"Thr

Arg
505
His
Leu
Ala

Ser

Leu

589

31

Leun

Leu

410

Leu

Asn

Arg
Gln
Ile
490
Ser
Trp
Ile
Tyr
Thr
570

Asn

Leu

395

Tyr

Ile

Met

Arg

Leu

Glu

Ser

Bis

Ile

© 540

Glu
555

His

Llys

Asp

‘Ile

Gln
Ala

Ser
460

‘Ser
475" -

Asp

Ala

Lys

Ala

‘Phe

His

His

445

Lys

i\rg

Lys:

Se_r

Asn

. 525

Phe

Val

‘Tle

Thr

1le

Thr

Leu

Asp-

Asn

Leu’

Ala
430

Leu”

Pro
Tr?
Léu
Phe
510

Lys

Leu

Gln

Thr

Giu-

590

Val Ser
T 400

Lys
"41%

Gln

Gly

Glu

Thr
Adp
495
Ser
Ala

Gly

Ala

Pro’

575

Glu

Sex
Asn
Ile_

Val

Arg

Pro
480

Thi

'I:hr
Pro
1y
Asn
560

Gln

Ile



gcgetgacag
ggccaggcta

gggatgtgac

cgtggtacta

ggataaattc
tttgecgetyg
tgggaagatt
cctaggtatt
caacaggacg
gaacatgtte
agéggtgaaq
catgacaaca

cggcatcaat

aatéggagaa

gaaaatcgtc
gaagatcafa
tgtéé;gagc
tgtgcggaaé
catéatctcg
ccaggtagac
cggcactgey
cctaagcatt
tgctggggtg
gcctgeccecgag
catggtgaac
ggagctggag
acccgcaac§
cgoggtagac
cetecagatty

‘tecgacatta

cggeeggtge
ccegactcat

thcgccgct

-ggaattgtet

tactt£gctt
atcgtatcc$'
ggtctgcgeg
thttagttg
ggtaaaaccc
ccﬁgagaatc
cetgtgggey

atgtctgaga

gtcetgggcet

aaggggcaga
cagaicatca
gaagttgaaqg
gggcttgcaa
aaccctttec
tccaéttcgg
aagaggatca
ctctacgaag
gggcagatcg
ccecaggetg
gacgtcaccc
gtectgggtyg
cagatggatg
ctegataacg
aaatctgaca
adgcctgéga

aggaacgaga
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gecgttgtecte
cgcaaacgtc
tcctaéggaa
taggagtégt
ttectgggga
gcatgatcac
ctgtégtata
tgagtatcaa
ctgaagtcag
tggtccaage
atcctggggy
acaagacaaa
tgattatctt
ttetggtgga
tgtgctacat
actygggaaat
tecactecct
gctttgdctt;
caaccctgece
cgﬁgatttqt
ctgtggcage
tcaccatcag
geoctggtgac
tjatcattgc
atgcgtttag
tttcgtctga
aagactcaga
ccatctcgtt
ttgtgaaggg

aggacactaa

cactgtgccc
agtgctecacc

tcactggectg

ggttcgaggé'

aattctgatg
aggtgtcget
ttatttctéc
gocctggtgte
caccatggat
ctgttttcag
gaacgcaacyg
ggaatacaag
ctgectegte
cttcttcaat
gccgattgge
attcegeaag

catagttety

gggtatggcy

agttacattc'

getgectgtt
cgtgtttatt
cattacagce
catggtgatc
tgttgactgyg
gacgggbatq

agtcaacatc

taécaagaag

cactgagace
cgtctecaca

gagtcaactg

32

tgcatcecge

atggggaagc

ctgctcteca
cacagtgégc
aggatgctga
gcactggatt
accaccgtca
actcagaaag

gccatgttgg

cagtacaaaa-

daggtgtaety
atcgtggdcc
tttggcettg

gcéttgagtg

‘attttgttce

ctgggeettt
ccocctgetot
caggctetee
cgctgtgeygg
ggtgccacca

gcgcaactga

accgetgcea.

gtgctgagtg

ctcctggace
gtagagaagce

gtgaacccct

tcttatgtca

tcacagttct
ggagccatct

tacatttagt

atctcgcatc

ccacgagcete

ccg;ggccgc,

tctcaaatct

agctggtcat

ccaatgtgtc

ttgctgtaat
tgaatgacat
acctgatcag
ccaageggga
tcaccacage

tgtactcaga

tcattgggaa

acgccaccat
taattgctgg
acatggcecac
atttcatagt
tgacagcectct
aagaﬁaagaa
tcaacatgga
atggcttgga
gecattggage
ctdtggggct
ggttcaggac
tctegaagaa
ttgccctggé
atdggggett
agatgcctga
cctagcaaac

ttgataaaca

60

120

180

240,
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620 -
1680

1740

1800



gacétcéaga
tgggytgaga
atacaacaga
aagagééatt
ctacaaattt
gattataaty
;atctccagc
ctgcaataac
caatgtactg
atatgtgtgt
tcaatgtgaa
gtgagctcac
gtgattcaég
caegtacaac
agtacattta
atcttcaagt
ctetgectge
aaacggggty
gtcgtettitt
ctacatagcec
gagatcctee
gcictacact
cagggacaat
cttagaatece
cacttetgte
ggttcataac
tﬁtaagaagc
ccacgeccac
agtacaaata

tattttattt

ttatttteta
tggécfgéaa
gﬁttqgaagt
ggttteteat

ttacteagge

catctcaazaa.

cactctcaaa
agtttaaaga
tattgagaca
atatttatta
atacgcagct

cagaacactg

cectaaagea

atctagggtce
caaaggcact
agacttcaag

geccoccace

gcctaaattyg

tattttatct
ctggatatcc
tgcctetgee
gtatttttac
acttcagtcc
tetgectgte
ctcatcctgt
agccgtgttt
cagaaatcgt
ctgasagcta
tctgtattct

aggagtggat

'cccaggqcca

ES 2

tatttgactt
ggaaattaag
atatgaagta
gcatagacca
tttctattgg
gccctaccdé
ctaccctggy
tagttgtggg
ctggtagetyg
tttteatgta
tecettgtac
tcaggcactc
gaaacétatt
aggctcccgé
gtagaggcag

acccacttca

aataagcctce
tctggttitt
tggaactcac
tctttagtge
agaagaaaag
ttccectggag
tttcteetge
azataaaact
ctgtagtgce
gccaaagata
ccgactgacc
ttataggaag

ggtrctgtee

546 732 T3

téﬁégccttq
aaagtfgtgt.
gtaactgtta
gtgtttgggy
caggacttee
gttaatgtgc
gcggggagay
gtttagggga
acagcecagtg
atttgcaaga
ttgaatcaaa
tgggatgaga
atggtgaaac
gagagggagy
gaagtgctee

caaggctgte

éaccagcégt

attgcaaggt
ttatttttta
tatgtagact
tggcctgéaa,
ccaggccata
aggattgttc
taattcccga
caacaaaaac
cttaagtcat
gcagéaaggt
gtcacggtga
taaatctaaa

ccitatcagy

33

gﬁﬁctctggg
;atctggat;_
ggattaggtc
tttttaaacér
tttgcctttt
caaattttcc
czaaaaagat
agggaaaqgyqg
ttecggtatag
cagagatcag
acgatagcte
aatcaagttg
tctaagatga
ctecetgega
catagcaaca
acttticegt
gacaagccac
gaccaagcta
gtttttgaga
agactggect
ggtaggtacc
agcgactggt
tgggaatcte
égatggctta
ttgttcttaa
cttaaacceg
aa#cgaa;gq
cccﬁéga&té
tctaaatgag

tggttoteot

tttagggatt

ttctaattet

atagatatgg

atattaftgg

tacttttata’

attttgacct

cagdatagtt

tttttttapt'

aactatétgt
taatgaacta
cagcctagét
ctggcttact
cacagcdéft
gcatggaata
aaaggcttcg
tcttggtttt

tgetgtttca

tecttatact

cagegectet
caaactcaca
accatgcecca
accagcggtt
agccttgtgg
taaaagfcta
cttggagaca
tgettttata
tcagagttgg
cgaactttga
gttgaatgga

tagtggcagt

1860

1920
1980
2040

© 2100 .

2160

2220

2280

2340
2400
2460

2520

2580

2640
é?do_
2760

2820

2880

29%40

3000
3060
3120
3180

- 3240

3300

3360
3420

3480

3540

3600
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gaattggcag agccgttcac aagatcattg gggtcatctt gtaaccagec acttcacaca ' 3660

gfgtgctgtt éactcaégat gatatgttcc acttccttet caataaacat ctcccécéct " 3720

10

34

ctttctcece ttaaaéaa&q-aaaaaaaaaa aaaa 3754

<210>6

<211> 2849

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 6
tagtccaacc agagacagag cacactcacc attttcagag agagggaagg ggctcaacct - 60
atgaagagaa aacaaaacaa aacaatgaca aacacagﬁcc tctttggatt cttctccctt 120
tttatttgta gtaatgaggg atgaacctac agétcggtgc atactagaaé aaaacctace 18¢
ctgéaéctat atccataccé attttectttt tgttttgaaa-cagagtctca ctaagttate 240
caaacaéttc tgéatttgca atcctcctgc ctctatctge caaggagctg ggggatagaa 390
acttgcttgc accgetgtgt tgegetgtet ttggaggttt aatcazataa ataaaaatat ‘360
atagccaget aatgtgtgtt gagtatggat tgcctgtgat ggaggaataa gcacgctact 420
att;cattct gacagccttt attcctgeag ttcetgagaag ttagaaggag aaagttcact '486
gaagttgtca atgctcacag atttctctaa caggcgetgg gctétgtgtt ctctececccac - 540
caaggcttat‘ttacgcacac tgatgéctta agcttcggga attcctccac gccctctgat '600
ttéctgtaaé'tgaatagagg cctggcaagyg ctotatttag cactcacctc aaggtctcag 660
agttgagtat ‘ttcctgcact gtaggccctt agaagacaga gcaégécaag_caﬁptccébt 720 -
t#gtgactcc ccactgtgec ttaccagcat tagggaggcc ttagaatacc tgctagcagg 780
gtactaagca gtcﬁcaagat‘ttttctccc; ttttatctat tcagaggcaa ccacaatgat 840
caatgacaéc agéacctgag atcaacagca gcaggtgﬁtt attttaaaag tatagaaaac %00
aggttaaaac actgtaaéca tcaaccagaa aaattaagga ctctgctage tatttggttt 960
Qtttgtttgt ttgtttgttt gtttgttttt gtaataatgg ggtctgcaca caggaccaat 10240
getgetccat geotaggeaag tttgatcact gaa&tctatt tctaécactc ttetegettt 1060
t;atg;ﬁgag ccacaatctt accaacttgc tcéggctggc cﬁtgaactca ctttgtaatc .1140
cectacaagec ctéaacttaa aattctectyg  teottggtete cggaaﬁagqt ctgoctcace 1200
atgccagtttfgtattattac tgataacagt aaaatctgté aatgctgeat atactaaaca 1260
cttececaaac atccctcatt tagcectetgt gdcagattit ctactaaccce cggtttacct -1320
aaggatcaag gaaggctggyg ggaagttaaj acattcctec actggcotgg agagatgact 1380
cagaggttaa gagcatttgc tgtcctttca gaggacccag attcaagtcc cagttcoccac 1440
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gtaactccag

gggtécagca

gatttttiag’

tasacaccag
ctaatcaget
tagggtaagt
aétttagaaa
c¢ctggacacce
égaaactgaa
gttatggttg
titaatattg
gaacacagag
aagtgaagtc
attttgccac

atttcagttc

cacaaagtga

gtgacactga
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acaagcgaty
accttt%gtt
ccacfgctct
gcagccaatt
gtcatctttc

gcgaagcag

<210>7

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: cebador

<400> 7
ttgtcgactt cgcgagcttc gecttcggaa tetggag

<210>8

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ttcéaagagc
catacacaat
gaacpacttt
tggcagaaga
aaaééactaa
tggtggtctt
caqtgttacc
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tgtagettgy
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acttéagtba
ctcatgaaaa
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gaétcactaa
ttctgagcecc

atccagctygg
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<220>
<223> Secuencia sintética: cebador
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ttggtaccat agtccaacca gagacagagc acactc 36
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REIVINDICACIONES

1. Un ratén transgénico que tiene un polinucleétido que codifica un polipéptido de STXBP1 (proteina de unién a
sintaxina 1), polinucleétido que esta unido operativamente a un promotor EAAT3 (transportador de aminoacidos
excitadores 3), en donde dicho raton transgénico tiene una expresion del polipéptido de STXBP1 mayor que la de
tipo silvestre en al menos una region cerebral seleccionada entre: corteza, cuerpo estriado, hipocampo y cerebelo.

2. Un ratdn transgénico de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho polinucleétido esta presente con un
numero de copias mayor que el tipo silvestre.

3. Un ratén transgénico de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que dicho polinucleétido
codifica:

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 % de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2;

(i)  un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 % de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N°: 4;

(iv) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 4; o

(v) un fragmento activo de uno o mas de (i)-(iv) que tiene al menos 200 aminoacidos,

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 ratdn transgénico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el promotor de
EAAT3 comprende un polinucleétido que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de la
SEC ID N°: 6 o un polinucleétido que tiene la secuencia de la SEC ID N°: 6.

5. Un ratén transgénico de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que tiene al menos un 10 % mas de
expresion del polipéptido de STXBP1 en dicha al menos una regién cerebral, tal como se ha medido mediante
transferencia de Western, inmunofluorescencia y/o cPCR de un ARNm de STXBP1.

6. Un método para producir un ratén transgénico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende

introducir un vector en una o mas células del raton en estado embrionario; y

opcionalmente, extraer posteriormente el ADN del animal para confirmar la incorporacion del polinucledétido en el
genoma del animal,

donde dicho vector comprende: un polinucleétido que codifica un polipéptido de STXBP1 unido operativamente a
un promotor EAAT3 y opcionalmente secuencias reguladoras adicionales.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dicho polinucleétido de dicho vector codifica:

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 % de
identidad de secuencia de amino&cidos con la secuencia de la SEC ID N°: 2;

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2

(i) un polipéptido de STXBP1 que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 % de
identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de la SEC ID N°: 4;

(iv) un polipéptido de STXBP1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 4; o

(v) un fragmento activo de uno o mas de (i)-(iv) que tiene al menos 200 aminoacidos,

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.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en el que el promotor de EAAT3 de dicho
vector comprende un polinucleétido que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de la
SEC ID N°: 6 o un polinucleétido que tiene la secuencia de la SEC ID N°: 6.

9. Un método in vivo para identificar un agente para su uso en el tratamiento de una enfermedad neuropsiquiatrica,
particularmente esquizofrenia y/o trastorno bipolar, que comprende:

(i) administrar un agente de ensayo a un ratén transgénico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5y
posteriormente medir, directa o indirectamente, la expresion de un polipéptido de STXBP1 en al menos una
region del cerebro con respecto a la expresion del polipéptido de STXBP1 en al menos una regién del cerebro de
un ratén 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 raton transgénico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5y
posteriormente evaluar la presencia y/o la gravedad de una o0 mas conductas relacionadas con la esquizofrenia
en el animal transgénico con respecto a una o mas conductas relacionadas con la esquizofrenia en un ratén
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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 reduccion de dicha expresion en (i) y/o dichas una o mas conductas relacionadas con la
esquizofrenia en (ii) debido al agente de ensayo indica que el agente de ensayo es potencialmente util en el
tratamiento de enfermedades neuropsiquiatricas, particularmente esquizofrenia y trastornos bipolares.

10. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en el que dichas una o mas conductas relacionadas con la
esquizofrenia se pueden seleccionar entre: reduccion de la actividad motora en una prueba de campo abierto;
reducido tiempo pasado en los brazos abiertos de un laberinto elevado; interaccion social reducida; aumento en el
indice de reconocimiento en una tarea de reconocimiento de objetos novedosos; y disminucion de la inhibicion
prepulso de una respuesta inicial.

11. Un método de acuerdo con la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10, en el que se encuentra que el agente de
ensayo reduce dicha expresion en (i) y/o en dichas una o mas conductas relacionadas con la esquizofrenia en (ii).
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Figura 10B

3541 actgcagcat ttgagtctaa taaagacgtc agctctcaaa 2aaaaasaasa aaazaaasaa
3601 aazaaaaaza aaaaaas ' .
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Figura 11

MAPIGLEAVVGER IMHDVIKEVEKKGEWEVLVVDOLSHEMLSSCCRMTDIMTEGITIVEDINKRREPLFSLE
AVYLITPSEKSVHSLISDFEDPPTAKYRAAHVFFTDSCPDALFHELVESRAAKVIKTLTEINIAFLEYESQV
YSLDSADSFQOSEYSPHEACMENPILERLAEQIATLCAT LKEY PAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADD
PTMGEGPDKARSOLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSY DLLP IENDVYKYETSGIGEARVEEVLLDEDDDLW
IHLRHKHIhEVSQEVTRSLHDF55SHRHNTGEHTTMRDLSQHLKKHPQYQKELSKYSTHLHLAEBCMKHYQG
T?DKLCHUEQDLAHGTDAEGEKIKDPHR&I?PILLDANVSTYDKIRIILLYTFLKHGITEEHLNHLIOHHQI
PPEDSEI ITHMAHLGVPIVIDSTLRRRSKFERKERISEQTYQLSRWTPI IKDIMEDTIEDKLDTKHYPYIST
RESASFSTTAVSARYGHWHENEAPGEYRSGPRLIIFILGGYSLNEMRCAYEVTOANGEWEVLIGSTHILTET
KFLMDLRHPDFRESSRVSFEDQAFTME
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ctggctcage
geggygoccay
toccocotgbgo
aatgatgLat
ctggacgagg
caggaagica
aagaccacca
cicagoaagt
accgtagaca
gagaagatca
acttatgaca
gaaaacctga
accaacatgg
@agccggagc
attatcaaag
tatatctcta
cactggoata
atcettgggg
ggaaagLggyg
gacotgagac
acaatggagt
ctggacacac
tcgococteo
ctcagttect
gctgeattct
tgtgtrreet
tggtgecacag
LLtaagattt

goctgocggggc
goaggogtog
ttagccteoaa
agaaggggga
gebgcasgat
gcagagagoc
Lccactctct
tctbcttoac
ccaaagbcat
tctattocctt
tgaagaatcc
aggagtacoe
taatccagga
acaaggcacg
tecatgaatt
acaagtatga
acgacgacct
cccggtetet
tgcgggacct
actocacsca
aactctgocyg
aggaccotat
aaatccgcat
acaaactgat
ctcacctogg
ggaaggaacg
acatcatgga
cocogttocte
agaacaaggc
gtgtgagcct
aggtgoctgat
a&cccgactt
gagagccaaa
tgaagasact
aaaacacgcc
ttgeogtotgt
cgtglbicagt
azaaagagta
caggagaaat

gtgaccttgt
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Figura 12A

ggagagcbgo
cgggacgagy
agctgttgte
atggaagatg
gacagacate
gotococage
catcagigac
tgactotbge
caaaactctyg
ggactctget
tatactagag
ggcbgtgogg
caagctcgat
ctoccagotc
gactitttcag
gaccagcggc
gtggatagca
gaaagatttt
gtoocagatg
cotgracctt
agiggadgcag
gogagocato
catccttetoe
coagoacgoo
cgtgcccatc
catcagogag
ggacactatt
tgoctocttco
coccaggcdag
gaatgagatg
aggtitctact
cagggagtoe
gaaacaaags
gaataaaaca
cccatcccac
tgococtoccca
gatgcocctet
tettatacat
tictggactyg

acataaccct
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ggctggocca
agatcggage
ggagagaaga
ctogtggtag
atgaccgagy
ctggaggctyg
LLtaaggacc
coagatgcoco
acggaaatca
gactctttce
cgoctggcag
tatcgggggy
gcctataaag
ctgatocctgg
gotatgagtt
atcgggoagy
ctgogocaca
tcttctagca
ctgaagaaga
gotgaggact
gacctggcoca
gtocccattc
tacatctttt
cagatacocoe
gtcaccgatt
cagacctaco
gaggacaaac
agcaccaccg
taccgcagtyg
cgctgogect
cacattctta
tctagggtat
tccacacacs
gatgaagaaa
agocgotocoge
goocctgcacg
tettgtttga
gtatcctaaa
ttaggatgaa
gogtgacgryg

gogogooccac
cgggagactc
ttatgecatga
atcagttaag
geataacgat
tgtateteat
cgcocgactgo
tgtttaatga
atattgoatc
azagcttcta
agcagatcgo
aatacaagga
ctgatgatco
atcgaggott
atgatctgct
cacgggtgaa
sgoacatoge
agagaatgaa
Lgoctcagta
gtatgaagca
tgggcacaga
tgotggatage
tgaagaatgy
cggaggatag
ccacgetgog
agoctctcacyg
Etgacaccaa
cocgtcagocgc
qoecccgect
acgaggtgac
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cttttgagga
tocctcacccc
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aagagaagct
tggacgeett
cacattgctt

ctgaggaggc
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tgtgataaaq
catgaggata
tgtggaagat
cactoccatcc
taaataccgg
actggtaaaa
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cagtoococac
gaccctttgt
caabgoogtg
aacaatgggg
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gocbatcgaa
ggaggtgote
agaggtgtoo
tactggagag
ccagaaagag
ttaccaaggc
tgctgaggga
caatgtcage
catcacggag
bLgagatcate
tcgooggageo
gtggactccg

‘acactaccot

ccgoctatggg
catcatetes
ccaggccaac
atttctcatyg
tcaggctceca
acagaaactg
aaaaaataag
caccgooogo
cactgttgce
aataargcat
catgtgcaat
ctcccégtta
gggtatggaa
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cggtagaaat
tgatagagat
toccagtococt
atatctcagg
cgdgtagtgca

tccacagcoct

agtcctocag

tccatctott

gocatcatooo

agaacagatg
goocgttgga
tcagtttcag
aagagaagat
agcaaatgca
gtgagcacac
aaaatgbtoco
acttbtgtctag
ctttcagagc
ctttgaaatc
cttatacgac
cegotgettg
tgtcgaagatl
tattttaaaa
tgtttgaaag
ttgagtctaa

trtgggtgttt
gtctgtgttc
accoctocagt
aggtccaagg
gectgtoggtyg
gtcactgccc
tctaagtcac
tggaaaaaca
aacagctcat
ggttctggag
ctcacacaga
atacttcata
ggtcatttta
ggaaggctgt
catttgtgct
ctgoocagoo
tgatgtecte
ctgcteccog
tccococtigea
:tqafttcct
ttctgtocec
gttggtttec
aagcragtct
tactgaagca

taaataaaga
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Figura

Ctaaaacctt
ttggagtatt
goctgetcte
tggaacagac
gaggctgggyg
cctcoccage
agtgccctga
gttagtctgg
LLtccctagt
goccocctgaac
ccotgtacec
ataccttigtg
ttctotgtat
ctcgeccatee
goctgoctgttg
cococtogocge
tcaaagtget
coctotetge
ctgagattag
taggacggaa
tccctoggac
ctttctctgt
gtcttgaaac
caaacatata

aatcagcacc
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gtttggggtt
tcacactgag
atccaaataa
ctoctttgect
tgtetgcacg
ctgtgtccac
caggtgagaa
agocctgtgge
cogecttogth
agagggctat
tctcggoaag
ttgtatggag
aaaacttagc
tcaagactca
tcgtgaaata
ccttgacctc
gtacgcgage
tegotgeatt
tcgtcagatc
ccgcaggcac
caaacagtge
tatttatata
ttgtttacct
tcatctotgt

ccttecoggt

gttectgtec
gactaatctg
cctgggaggt
ttcoccagogt
aagtcaggcc
agtgctgtga
gcaaactcce
ccaggccoctt
tcaagggtca
ggctgtggag
catettcagt
Lcatacatea
tctaaagcag
gcagctctca
taataacagt
ctgocaggooa
teggegocac
gtggtgttct
tctccoocgtc
ctgcgocoggg
tcatgcttca
aaaataattt
taaaattatc

accattetgt

gtoccaggggg

ttgttgagaa
ctatcttcat
gacaatcagg
ctcatacapc
agcgttci;:
tccocgaggga
gctggaaécc
ctgfccccag
ggaatggacc
aaggttcttg
cagattatece
tocgtgtttgt
agactaaagc
ttctecagtg
ggaagtcaca
tgtgtgtatt
ctecogectee
cttotecaagy
tccctoccaa
cgtcttactc
ggaccttgtt
atcaaaagga
agaatctcag
actaaagcac

daaaaaaaa
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Figura 13

Uniprot PE17c4 (STXBPl HUMAN)
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gogotgacag
ggocaggcta
gggatgtgac
cgtggtacta
ggataaattc
tttgeccgotg
tgggaagatt
cctaggtat
caacaggacg
gaacatgtte
agaggtgaag
catgacaaca
cggcatcaat
aataggagaa
gaaaatcgtc
gaagatcata
tgtcctgage
tgtgocggaag
catgatchog
ccaggtagac
cggcactgog
cotaageatt
tgctggggtg
gooctgocgag
catggltgaac
ggagctggag
acccacaace
cgcggtagac
cctcagattg
tccgacatta
gacctccaga
tggggtgaga
aAtacaacaga
aagagaaatt
ctacaaattt
gattataatg
catctecago
ctgcaataac
caatgtactg
atatgtatot
tcaatglygaa
gtgagotcac
gtgattcaag
cacghbacaac
agtacattta
atcttcaagt
ctcbtgoctge
aaacggggtg
gtegictitt
ctacatagcc
gagatcctoo
getetacact
cagggacaat
cttagaatco
cacticigtc
ggttcataac
tttaagaagc
ccacgoocac
agtacasata
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cggcocggtge
cccgacteat
tggogoogol
ggastigtct
tactttgett
atcgtatcca
ggtctgcgeg
gtgttagttg
gataaaacco
coctgagaate
cctgtgggcyg
atgtotgaga
gtoccbgggot
aaggugcaga
cagatcatca
gaagitgaag
gggcttgcaa
aaccctttoo
tccagttcgg
aagaggatca
ctctacgaag
gggcadgatog
coocaggotyg
gacgtcaccc
gtoctaggtyg
cagatggatg
ctocgataacg
aaatctgaca
aggoctggga
aggaacgaga
ttattttcta
tgaactgaaa
gtttggaagt
ggtttctcat
ttactcaggc
catctcaaaa
cactctcaaa
agtttaaaga
tattgagaca
atatttatta
atacgocagct
cagaacactg
ccctaaagca
atctagggte
caaaggoact
agacttcaag
gooonecace
gootaaattg
tattttatect
ctggatatceo
tgoctetgeco
gtatttttac
acttcagtcc
tctgocotgte
ctcatootgt
ageogtgtno
cagaaalogt
ctgaaagcta
tctgtattct

Figura 14A

gocgttgtete
cgcaaacgte
tcctacggaa
taggactogt
ttcctogoga
goatgatcac
ctgtagtata
tgagtatcaa
ctgaagtcag
tggtcoaage
atcctggggg
acaagacaaa
tgattatectt
ttctggtgga
tgtgctacat
actgggaaat
toccactoooh
gottbtgoctt
caaccctgoec
cgagatttgt
ctgtggocageo
tcaccatcag
gectggtgac
tgatcattgo
atgocgtttgg
tttcgtectga
aagactcaga
ccatctogtt
tigtgaaggg
aggacactaa
tatttgactt
ggaaattaag
atatgaagta
goatagacca
tttectattgg
gceectacccea
ctaccctggg
tagttgtggg
ctggtagectg
ttrttcatgta
tcocttgtac
tcaggcactc
gaaacatatt
aggectocoag
gtagaggcag
acccactica
cocagggoca
aataagcote
tetggtttet
tggaactcac
tctttagtgeo
agaagaaaag
ttccctggag
tttctocotge
aaataaaact
ctgtagtgce
gocaaagata
cecgactgaco
Ltataggaag
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cactatgceo
agtgctcaco
tcactggctyg
ggttcgagga
aattctgatyg
aggtgtoget
ttatttecteo
gocotggtgto
caccatggat
crtgttttoag
gaacgcaacg
ggaatacaag
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Figura

aggagtggat ggrtotgtec
agccgttcac aagatcattg
aactcaagat gatatgttcc
ttaaaazaaa aaaaaaaaaa
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ccttatcagg tggttctcct tagtggoagt
gggtcatctt gtaaccagcc acttcacaca
acttccttet caataaacat cteccccact
aaaa '
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tagtocaaco
¢tqaaqag3;
tttatttgta
ctggagcotat
caaaCagtoo
acttgcttgo
atageccaget
atttcattet
gaagttgtca
caaggcttat
Lhectgtaac
agttgagtat
ttgtgactoc
gtactaagca
caatgacaac
agqgttaasaac
gtbtgtttgt
getgotocat
ttatgttgag
cotacaages
atgccagtit
cttcccaaac
sagaatcaag
cagaggttaa
gtggcagott
tocagcaggca
caataaatta
agtccattge
tgattbtocks
tattttacta
gtiaaaaatt
agcctaggag
cagggetcat
gctaggttct
tcttaggtaa
gaagoccatgt
ctaagagecte
gatggoacaa
ggcgagotgg
ttitttctag
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agagacagay
aacaaaacaa
gtaatgaggg
atccatacoo
tgaatttgea
a&:gctgtgt
aatgtgtgtt
gacagoottt
atgctcocacag
ttacocacas
tgaatagagg
ttoctgoact
ccactgtgoc
gtctcaacat
aggacclaag
actgtaanaca
ttgttogott
gctagacaag
coacaatcth
ctgaacttaa
gtattatctac
atococteatt
gaaggotgayg
gagcatttge
agaatcatet
caaagcatgo
gEtttgtttt
caggctateco
aactgoottt
ctetttbgtLt
aacagttgca
tcagggggat
aggcogotcac
ctgtgtatgt
atgttatttg
ttetgooeag
gctcaggaag
cggttcagta
caatecacttt

tgtgatttca

Figura 15A

cacactcaco
aacaatgaca
atgaacctac
attttcttt
atcoctectge
Lgocgctgtct
gagtatggat
attooctgoag
attbctctaa
Lgatgocctta
cocbggcaagg
graggccett
ttaccageat
ttttctooca
atcaacagca
tecaaccagaa
gbttgttttt
tttgatcact
accaacttgo
aattctoctg
tgataacagt
tagoototgt
ggaagttaag
tgtocttica
gtaactooag
ggotacagca
gattttttag
taaacaccag
ctaatcagot
tagggtaagt
aatttagaza
cotgdacace
agasactgaa
gttatggttg
tttaatattg
Jaacacagag
aagtgaagte
attrtgecac
atttcagtbtc

cacaaagliga
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attttcagag
aacacagicec
agctoggtge
Tgttttgaaa
ctctatetagc
LLggaggrtt
tgococtgtgat
ttoctgagaag
caggegolgg
agotredgaga
ctctatttag
agaagacaga
taggaaggeco
thttatctat
gcaggbgtete
aaattaagga
gtaataatgg
gaactctatt
toocggotage
tottggtete
aaaatctgta
ggcagatbit
acattcetoe
gaggaccoag
ttecaagage
catacacaat
gaactacttt
tggcagaaga
aaacaactaa
tggtggtett
cactgttacc
acasgaasac
geggotagea
tgtagotigg
gaataaaact
cacotocago
atecegettet
aggacagcaqg
acttcagtca

ctcatgaaaa

agagggaagyg
tetbbggatt

atactagaaa

cadgagloica
caaggagclg
aatcazaraa
ggaggaataa
ttogaaggag
gectctgtgtt
attocectecac
cactcacctc
geaagooaag
Ctagaatacec
tcagaggcaa
attttaaaag
ctetgotagc
ggtetygcaca
tctageacte
ctigaactca
cgdaataggr
aatgctgeat
ctactaacce
actggoctgg
attcaagtce
toetggoaceoo
goagacaaga
tcotocaaagt
cattttcata
gtcbtgactoc
agtagagcac
ttaggcactyg
aacoccacage
cagggcctac
tggtcttgta
aagaaacctt
agotgtotge
atoctatcottc
aaargaaggy
zaccottgct

ttgcacgeat

ggctoaacat
ctictoectt
dagacctacc
ctaagttatc
ggggatagaa
dtasaaatal
goacgetact
asagttcact
ctoctococcac
gcocctctgat
aaggtctcag
catitocooh
tgctagcagg
ccacaatgat
tatagaaeac
tatttggttt
caggaccaat
ttetegetitt
citttgtaatc
ctyccteace
atactaaaca
cogtttacct |
agagatgact
cagitcccac
toctictgace
cattcattca
aaattgctgg
aagcccoccaa
goctoaagta
Lttgagtttyg
ccatcttaga
atcaactaag
gtotgloctgt
gaagtitgtto
tctggoctgyg
titgaagctg
tatctataac
CgAagaaaaa
coccattetet

atgtiggggag
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attagcaata
gacagctgaa
cttcagggca
tgccagagag
gﬁcctaacﬁt
acagaccaac
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coggacttca
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ggcgaagoto
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Figura 15B

gtgacactga
tEtretEtEtt
acaagcgatg
acctttagtt
ccactgctct
gcagccaatt
gtcatcttte

gcgaagcag
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ggccggetto
tttttbbEtt
tgtttaaaaa
taggtagggg
gagtcactaa
tLotgagoce

atccagctgg

catt;cattc
tteettttee
gagétqgttt
atttccgeta
ccacttccag
tgccogtgott
ttgtocgotac

cacttatatt
ttttitctec
gtatttaaac
gttacttttt
dtaétéacag
taacegeaga

cgocogootoo
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