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DESCRIPCION

Muestra de tejido periférico que contiene células que expresan 5SHTR2C y/o ADARs, como marcadores de la
alteracion del mecanismo de edicion del ARNm de 5SHTR2C y sus aplicaciones

La presente invencion se refiere a un método in vitro para predecir una patologia relacionada con una alteracion del
mecanismo de edicion de A a | del ARN dependiente de ADAR, en particular el receptor de serotonina 2C (5HTR2C)
en un paciente, a partir de una muestra de tejido periférico que contiene células que expresan dicho ARNm, tal como
el ARNm de 5HTR2C, y/o desaminasas de adenosina que actdan sobre el ARN (ADARs), tal como una muestra de
tejido de la piel. La presente invencion comprende ademas el uso de un método de acuerdo con la invencion para
identificar si un agente es capaz de modificar in vivo la edicion del ARNm de 5HTR2C en tejido cerebral o controlar
la eficacia de un farmaco destinado a prevenir o tratar una patologia relacionada con una alteracion del mecanismo
de edicion del ARNm de 5HTR2C en el tejido cerebral, comprendiendo estos métodos la aplicacion de dichos
marcadores de tejido periférico. En un aspecto particular, la presente invencion se refiere a tales métodos en los que
la tasa o el perfil de edicion del ARNm de 5HTR2C, cuando es necesario, se determina por un método de
polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP) después de la amplificacion mediante una PCR,
preferiblemente mediante una PCR anidada, del fragmento de ARNm especifico que contiene los sitios de edicion,
por lo que es posible, en condiciones analiticas dadas, obtener la tasa y/o el perfil de edicion de ese ARNm de
5HTR2C editado a partir de dicho tejido periférico. Finalmente la invencion se refiere a determinados cebadores de
acido nucleico aplicados en dicha PCR anidada.

Estudios de asociacion genética, ratones con inactivaciones génicas y analisis post mortem han sugerido la
implicacion del receptor de serotonina 2C (5SHTR2C) en trastornos neurosiquiatricos. En primer lugar un polimorfismo
alélico funcional (Cys23Ser) de 5HTR2C se asocia con depresion y trastorno bipolar (Lerer et al., 2001, Mol.
Psychiatry 6:579-585). En segundo lugar, los ratones que no presentan el receptor de serotonina 5SHT2C manifiestan
convulsiones espontaneas, alteraciones cognitivas y un control anormal de la conducta alimentaria (Tecott et al.,
1995, Nature 374:542-546). Estos animales también son hipersensibles al estrés repetido (Chou-green et al., 2003,
Physiol. Behav. 79:217-226). En tercer lugar, en cerebros post mortem de pacientes afectados por trastorno bipolar
0 esquizofrenia, la expresion del ARN del receptor de serotonina 5-HT2C se encuentra regulada negativamente
(lwamoto et al., 2004, Mol. Psychiatry 9:406-416; Castensson et al., 2003, Biol. Psychiatry 54:1212-1221).

También se cree que la edicion del ARN de 5HTR2C participa en la fisiopatologia de los trastornos mentales y la
accion de antidepresivos (Seeburg, 2002, Neuron 35:17-20). Se editan cinco residuos de adenosina en una region
que codifica el segundo bucle intracelular de 5SHTR2C y se pueden producir sustituciones de aminoacidos en tres
posiciones diferentes de la secuencia del receptor. La sustitucion combinatoria de estos residuos amino genera
hasta 24 isoformas diferentes de la proteina 5SHTR2C con diferentes eficiencias de acoplamiento a G (Price et al.,
2001, J. Biol. Chem. 276:44663-44668). En ratones, cuando se compara con las cepas endogamicas C57BL/6 y
129sv, la cepa BALB/c muestra un patréon de edicion del pre-ARNm de SHTR2C neocortical del cerebro frontal basal
diferente, lo que podria subyacer a su diferencia en la reactividad frente al estrés. Ademas, los ratones BALB/c
muestran cambios inducidos por el estrés en la edicion del pre-ARNm de 5HTR2C que son similares a los
detectados en cerebros de victimas de suicidio depresivo (Englander et al., 2005, J. Neurosci.25:648-651). De
hecho, en cerebros post mortem, se ha informado de una edicién alterada del ARN de 5HTR2C en pacientes con
esquizofrenia, depresion y aquellos que habian cometido suicidio (Niswender et al, 2001,
Neuropsychopharmacology 24:478-491; Sodhi et al., 2001, Mol. Psychiatry 6:373-379; Gurevich et al., 2002, Neuron
34:349-356). Ademas, el interferdn se utiliza en el tratamiento de la hepatitis C, pero hay sintomas de depresion que
aparecen con frecuencia como un efecto secundario de esta molécula en los pacientes, y Yang et al. han
demostrado que esta molécula altera fuertemente la edicion de 5HTR2C (véase la ref. en Tohda et al., 2006, J.
Pharmacol. Sci.100:427-432).

Estudios previos han mostrado que 5SHTR2C se expresa principalmente en el cerebro, particularmente en el plexo
coroide, corteza prefrontal, areas limbicas, ganglios basales e hipotalamo (Tohda et al., 1996, Neurosci. Res.,
24:189-193; Julius et al., 1988, 241:558-564; Pasqualetti et al., 1999, Neuroscience 92:601-611). Este patron de
expresion especificamente cerebral restringe a estudios post mortem las investigaciones de asociaciones
potenciales existentes entre la edicién del ARN de 5HTR2C y un estado psiquiatrico. En busca de tejidos que estén
disponibles mas facilmente, que reflejen posiblemente el estado de edicion de HTR2C en el SNC y que permitan un
analisis cuantitativo en pacientes con diferentes estados psiquiatricos, Marazziti y colaboradores han detectado la
presencia de ARNm de 5HTR2C en linfocitos en reposo (Marazziti et al., 2001, Neuropsychobiology, 43:123-126).
Por desgracia, en estas células el nivel de expresion del 5SHTR2C, segun lo revelado por RT-PCR/transferencia
Southern, es demasiado bajo para un analisis cuantitativo posterior de la edicion de ARN.

Recientemente, Slominski y colaboradores han mostrado que la piel humana y células cultivadas obtenidas a partir
de la piel, tienen la capacidad de transformar L-triptéfano a serotonina y de metabolizar la serotonina a N-acetil-
serotonina y melatonina (Slominski et al., 2002, FASEB J., 16:896-898). Han sometido a ensayo ademas mediante
RT-PCR anidada, la expresion de genes que codifican los receptores de esta ruta metabdlica cutanea
serotoninérgica/melatoninérgica. La piel humana completa y células de la piel cultivadas normales y patoldgicas,
expresan predominantemente genes que codifican las isoformas 5-HT2B y 5HT7 del receptor de serotonina. La
expresion de otras isoformas de los receptores de serotonina es menos frecuente y SHTR2C rara vez se detecta
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(Slominski et al., 2003, J. Cell. Phys., 196:144-153).

Los miembros de la familia de genes de ADAR (desaminasas de adenosina que actdan sobre ARN) estan
involucrados en un tipo de edicién de ARN que convierte residuos de adenosina a inosina. El proceso de edicién del
ARN es un fendmeno generalizado en eucariotas que conduce a cambios de bases postranscripcionales en el
ARNm. En los mamiferos, se ha identificado un nimero creciente de genes que se someten a un tipo de edicion de
ARN que se caracteriza por una modificacion selectiva de sitio, de adenosina a inosina.

Entre los sustratos de la edicion de A a | se encuentran los transcritos especificos del cerebro que codifican los
receptores de glutamato de tipo AMPA (como GIuR2 y GIluR4) y los receptores de serotonina acoplados a la proteina
G (como 5HTR2C). En la subunidad B de GIuR (GIuR-B), una posicion de ediciéon unica (el sitio Q/R) controla la
permeabilidad para Ca2+ del canal idnico, mientras que ofra posicion (el sitio R/G) regula la cinética de
desensibilizacion del receptor. Esta propiedad de los receptores AMPA es decisiva para una funcion cerebral normal.
Debido a la importancia de una edicion de ARN precisa para una funcién cerebral normal, la desregulacién de la
actividad de edicion puede influir en la progresion de procesos fisiopatologicos, tales como enfermedades
neurodegenerativas o tumorigénesis (consecuencias cognitivas de la epilepsia, tumores, vigilia del suefio, trastornos
alimentarios del estado de animo (Maas S et al., (1996) J. Biol. Chem. 271, 12221-26; Sergeeva OA et al. (2007)
Cell Mol Neurobiol. 27:669-680.

Otro sustrato de la edicion de A a | con ADAR que se ha identificado a nivel de linfocitos T como una isoenzima de
las fosfodiesterasas, es la fosfodiesterasa 8A1. Los sitios de edicién 6 a 7 se han identificado y podrian estar
modulados en estado patoldgico (lupus eritematoso sistémico) y después de la accion del farmaco (interferén alfa).

Es importante sefialar que esta isoenzima esta presente en el cerebro (Orlowski RJ et al., 8A1 gene transcripts of
systemic lupus erythematosus T lymphocytes. Immunology 2008, en prensa; Wang P et al., phosphodiesterase 8A
(PDEAB8) splice variants: cloning, gene organization and tissue distribution. (2001) Gene 280 183-194).

Entre los sustratos especificos del cerebro de ADAR, la edicion de A a | del ARNm de 5HTR2C conduce a una
sustitucion de tres residuos de aminoacidos situados dentro del dominio intracelular del bucle Il, dando como
resultado alteraciones espectaculares en las funciones de acoplamiento de la proteina G del receptor (Yang W et al.,
Brain Res Mol Brain Res. 2004, 124(1):70-78). Cuatro enzimas de la edicién del ARN de A a |, denominadas
ADAR1, ADAR2, ADAR3 y ADAT1, se han clonado a partir de mamiferos. Las isoformas ADAR1 y ADAR2 se
expresan de forma generalizada en una variedad de células y tejidos, teniendo la mayor expresion en el cerebro y el
bazo y son las ADARs esenciales que participan en la edicion del ARNm de 5HTR2C (ADAR 3 fue identificada
Unicamente en el cerebro y su actividad desaminasa todavia no ha sido establecida y ADAT1 se dirige al ARNt). El
ARNm de 5HTR2C se edita en cinco residuos de adenosina muy préximos entre si (denominados sitios de edicion
A, B, C, D y E) que permiten la generacion de 32 variantes diferentes de ARNm y 24 isoformas proteicas diferentes
del receptor que oscilan desde la isoforma no editada lle156-Asn158-1le160 (INI) a la isoforma totalmente editada
Val156-Gly158-Val160 (VGV). Se sabe que ADAR1 solo esta implicada en los sitios de edicion A y B, ADAR1 y
ADAR? en los sitios de edicion E y C, y ADAR2 solo en el sitio de edicion D. (Dracheva et al., Molecular Psychiatry,
2007, 1-10).

Se conoce que el interferdn alfa (IFN-alfa) causa frecuentemente depresion grave en pacientes tratados por hepatitis
virica cronica y ciertas enfermedades malignas. Se han observado los efectos de IFN-alfa sobre la edicion del ARN
en lineas celulares de glioblastoma humano (Yang et al., Beyond the Identification of Transcribed Sequences:
Functional, Evolutionary and Expression Analysis, 12° International Workshop, Octubre 25-28, 2002, Washington,
DC, Intracellular Trafficking of A Few Inflammation-Inducible ADAR1 Isoform). También se ha observado in vivo en el
ratén BALB/c, que la administracién de interferén alfa, conocido por ser un potente activador de la expresion de
ADAR1 150 in vitro en lineas de células de glioblastoma humano (Yang, W., et al., 2004), induce también cambios
subsiguientes en el perfil de edicion del 5SHTR2C en la corteza prefrontal dorsal.

Con el fin de permitir unos parametros predictivos rapidos y validados de modificaciones generales del proceso de
edicion, sigue siendo deseable:

— proporcionar un método que permita extrapolar alteraciones de la tasa o el perfil de ediciéon de estos
sustratos de ADAR, particularmente los receptores de glutamato de tipo AMPA o el ARNm de 5HTR2C, en
el tejido cerebral humano a partir de una muestra biolégica que se pueda obtener faciimente a partir del
paciente que se va a someter a ensayo, y en donde se prefiere que la tasa o el perfil de edicion de esos
sustratos de ADAR determinados en esta muestra bioldgica se puedan correlacionar con el obtenido a
partir de una muestra bioldgica del cerebro; y/o

— identificar un marcador presente en una muestra biolégica que se pueda obtener facilmente a partir del
paciente que se va a someter a ensayo, en donde el andlisis cualitativo y/o cuantitativo de dicho marcador
en dicha muestra se pueda correlacionar con una alteracién de la tasa o el perfil de edicién de esos
sustratos de ADAR en el tejido cerebral, dicha muestra bioldgica y el marcador asociado se podrian utilizar
como un informador de la edicién del receptor observada en el SNC (sistema nervioso central).
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Este es precisamente el objeto de la presente invencion.

La presente invencion se refiere al uso o a un método que implementa una muestra biolégica que consiste en tejidos
periféricos que contienen células para la evaluacion de una alteracion patoldgica de la edicién de A a | del ARNm de
5HTR2C dependiente de ADAR en el cerebro, en donde dicho tejido periférico que contiene células es una muestra
de piel de mamifero.

La presente invencion también se refiere al uso o a un método que implementa una sola muestra biolégica o dos
muestras bioldgicas diferentes, seleccionadas a partir del grupo de muestras bioldgicas que consiste en tejidos
periféricos que contienen células para la evaluacion de la alteracion patologica de la edicion de A a | del ARNm de
5HTR2C dependiente de ADAR en el cerebro.

La presente invencion también se refiere al uso o a un método que implementa como muestra informadora aislada o
asociada para la evaluacion de la alteracion patolégica de dicha edicion del ARNm en el cerebro:

— un primer tejido periférico que contiene células, tal como una muestra de piel procedente de un mamifero;
ylo

— un segundo tejido periférico que contiene células, tal como una muestra de sangre procedente de un
mamifero.

En una realizacién preferida, dicho ARNm editado cuya ediciéon es una edicion de A a | del ARN dependiente de
ADAR, es un ARNm seleccionado a partir del grupo que consiste en el ARNm que codifica un receptor de glutamato
de tipo AMPA, un receptor de serotonina acoplado a proteina G y el PDEAS.

En una realizacién preferida, la evaluacion de la alteracion patolégica de la edicion de ARNm en el cerebro se
determina mediante:

— la tasa o tasas o el perfil de edicidon de las formas editadas de dicho ARNm en dicha muestra bioldgica
periférica; y/o

— la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra bioldgica periférica.

En una realizacién mas preferida, dicho ARNm que tiene una edicién de A a | de ARN dependiente de ADAR, es el
ARNm de 5HTR2C.

Los inventores han encontrado que la medida de los cambios en la expresion de las ADARSs en la periferia (tal como
en la piel y opcionalmente en la sangre), podia predecir una alteracion importante de la edicion en el cerebro.

Los inventores han demostrado, por ejemplo, que la determinacion de la edicion del ARNm de 5HTR2C y/o la
determinacion de las actividades de ADARs expresadas en células contenidas en el tejido periférico que expresan el
5HTR2C y/o ADARs, como la piel y, opcionalmente, en una muestra de tejido sanguineo, se pueden utilizar como
marcadores informadores de la alteracion del mecanismo de ediciéon del ARNm de 5HTR2C en el tejido cerebral y,
por tanto, para la evaluacion de una alteracion patolégica de la ruta de multiples etapas y metabdlica del sistema
serotoninérgico expresado en el SNC.

Los inventores han demostrado, por ejemplo, que las ADARs esenciales, responsables de la edicion del 5SHTR2C de
mamifero, que son las dos isoformas de ADAR1 (denominadas en lo sucesivo "ADAR1-150" y "ADAR1-110" por la
proteina ADAR1-150 kD y la proteina ADAR1-110 kD) y ADAR?2, todas ellas se expresan en cantidad suficiente en
dicho tejido periférico que contiene células, en particular en una muestra de piel y en los glébulos blancos de una
muestra de sangre, con el fin de ser analizadas cualitativa y/o cuantitativamente y para utilizar este tejido periférico
que contiene células y las ADARs como una muestra informadora y un marcador para la evaluacién de la alteracion
patoldgica de la ruta de multiples etapas y metabdlica del sistema serotoninérgico expresado en el SNC.

También han demostrado lo contrario a lo que se ha indicado en la técnica anterior para una muestra de piel
(Slominski et al., 2003, J. Phy Cell., 196, 144-153), cierto tejido periférico que contiene células, tales como células de
un muestra de piel, expresa ARNm de 5SHTR2C de forma suficiente para ser detectado y analizado para evaluar la
tasa o el perfil de edicion del ARNm de 5HTR2C, y opcionalmente, la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs
contenidas.

En consecuencia,

— la determinacién de una expresion alterada o normal (en su naturaleza y/o en la cantidad) de las enzimas
ADARSs, en particular las isoformas de ADAR1 (en particular "ADAR1-150" y "ADAR1-110") y ADAR2, en
tejido periférico que contiene células que expresan estas ADARs, tal como en una muestra de tejido de piel
y opcionalmente sanguineo, que contiene células; y/o

— la determinacién de la tasa o el perfil de edicion del ARNm de SHTR2C de las formas editadas del ARNm
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de 5HTR2C en tejido periférico que contiene células que expresan el ARNm de 5HTR2C, tal como en una
muestra de tejido de piel y opcionalmente sanguineo, que contiene células,

se pueden utilizar como marcadores informadores de la alteracion del mecanismo de la edicion del ARNm de
5HTR2C en el tejido cerebral y, por tanto, para la evaluacion de una alteracion patolégica de la ruta de multiples
etapas y metabdlica del sistema serotoninérgico expresado en el SNC de un paciente.

Finalmente, la determinacién de una expresion alterada o normal de las enzimas ADARS, sola o en asociacién con la
determinacion de la tasa o el perfil de edicion del ARNm de 5SHTR2C de las formas editadas del ARNm de 5HTR2C,
en una o varias muestras de tejido periférico que contiene células, tal como en una muestra de tejido de piel y
opcionalmente de sangre que contiene células, se puede utilizar como muestra(s) informadora(s) y marcadores:

— para identificar in vitro si un paciente presenta una patologia o tiene riesgo de desarrollar una patologia
relacionada con una alteracion del mecanismo de edicion de ARNm del receptor de serotonina 2C
(5HTR2C);

— para determinar in vitro si una patologia mostrada por un paciente esta relacionada con una alteracion del
mecanismo de edicién del ARNm de 5SHTR2C;

— para seleccionar un compuesto capaz de modular la edicion del ARNm de 5HTR2C en el tejido cerebral,
preferiblemente un compuesto capaz de restaurar la edicion normal del ARNm de 5HTR2C en el tejido
cerebral de un paciente que lo requiere; o

— para determinar in vitro en un mamifero la eficacia de un farmaco utilizado para la prevencién o para el
tratamiento de una patologia relacionada con una alteracion del mecanismo de edicion del ARNm de
5HTR2C.

Por "tejido periférico" que contiene células, se entiende en el presente documento un tejido distinto del tejido cerebral
y que preferiblemente es facil de obtener, como en una biopsia general de 6rganos o tejidos faciles de obtener, una
muestra de piel, una muestra de sangre completa, una muestra de orina, muestra de saliva, una muestra de tejido
de la mejilla interna, una citologia exfoliativa de la vagina o de la mejilla interna o un frotis. Una muestra de piel y,
opcionalmente, de sangre que contiene células es la muestra de tejido periférico preferida que se implementa en la
presente invencion.

Por asociacion de estos dos marcadores (ADARs y edicion del ARNm de 5SHTR2C), se entiende que la expresion de
las ADARs se puede analizar en el mismo tipo de células, tal como las células utilizadas para la determinacién de la
edicion del ARNm de 5HTR2C, por ejemplo, en una muestra de células de la piel), o que la expresién de las ADARs
se puede analizar en un tipo de células, por ejemplo, una muestra de células sanguineas, y la determinacion de la
edicion del ARNm de 5HTR2C se lleva a cabo en otro tipo de células, por ejemplo, en una muestra de células de la
piel.

Cada marcador se puede utilizar también solo si la determinacion de ese marcador es suficiente para correlacionar
su expresion en muestras de tejidos periféricos que contienen células, tales como en una muestra de tejido de la piel
y, opcionalmente, de sangre que contiene células, con la tasa o el perfil de edicion del ARNm de 5HTR2C en el
tejido cerebral.

En otro ejemplo, la determinacion de la tasa o el perfil de ediciéon del ARNm de 5HTR2C de las formas editadas del
ARNm de 5HTR2C o la determinacion de una expresion alterada o normal de las ADARs en una muestra de tejido
de la piel que contiene células que expresan el ARNm de 5SHTR2C y ADARs, también puede ser Unica como un
marcador informador de la alteracion del mecanismo de edicion del ARNm de 5HTR2C en el cerebro, si la
correlacion obtenida es suficiente con el marcador Unico utilizado.

En relacién con el método para seleccionar un compuesto capaz de modular la ediciéon del ARNm de 5HTR2C, las
células del tejido periférico que expresan el ARNm de 5SHTR2C y/o ADARSs para la evaluacion y la seleccion de tales
compuestos, pueden ser lineas celulares o lineas celulares recombinantes en las que la expresion del ARNm de
5HTR2C y/o ADARs ha sido alterada con el fin, por ejemplo, de imitar la expresion patolégica de ese ARNm de
5HTR2C y/o ADARs. Se pueden emplear particularmente en este aspecto células recombinantes de la piel u,
opcionalmente, de la sangre o lineas celulares.

En particular, la presente invencion comprende el uso de un tejido periférico que expresa el ARNm de 5SHTR2C y/o
ADARSs, tal como una muestra de piel (células o tejido de la piel, o una biopsia) procedente de un mamifero,
preferiblemente un ser humano, un ratén o una rata, como una muestra informadora Unica o asociada para la
evaluacion de la alteracion patoldgica del sistema de edicién del ARNm de 5SHTR2C expresada en el SNC, tal como
en el cerebro.

Mas particularmente, la presente invencion comprende el uso de un tejido periférico que expresa el ARNm de
5HTR2C y/o ADARs: tal como una muestra de piel de un mamifero, preferiblemente un ser humano, un ratén o una
rata, como una muestra informadora Unica o asociada para la evaluacion de la alteracion patolégica del sistema de
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edicion del ARNm de SHTR2C expresada en el SNC, tal como en el cerebro, mediante:

— la determinacién de la o las tasas o el perfil de edicion de las formas editadas del ARNm de 5SHTR2C en
esa muestra de tejido periférico, tal como células de la piel; u, opcionalmente y si se utiliza como marcador
asociado,

— determinar la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra de tejido periférico.

En ofra realizacion particular, la presente invencion comprende el uso de una segunda muestra de tejido periférico,
tal como una muestra de sangre completa procedente de un mamifero, preferiblemente una muestra de sangre de
ser humano, ratén o rata, mas preferiblemente glébulos blancos, tal como una muestra informadora Unica o asociada
para la evaluacion de la alteracion patologica del sistema de edicion del ARNm de 5HTR2C expresada en el SNC,
tal en el cerebro.

Mas particularmente, la presente invencion comprende el uso de dicho segundo tejido periférico, tal como una
muestra de sangre completa procedente de un mamifero, preferiblemente una muestra de tejido periférico de ser
humano, ratén o rata, preferiblemente glébulos blancos, como una muestra informadora Unica o asociada para la
evaluacion de la alteracion patolégica del sistema de edicion del ARNm de 5SHTR2C expresada en el SNC, tal como
en el cerebro, mediante:

— la determinacién de la o las tasas o el perfil de edicion de las formas editadas del ARNm de 5HTR2C en
esa segunda muestra de tejido periférico, tal como células sanguineas; u, opcionalmente y si se utiliza
como marcador asociado,

— determinar la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha segunda muestra de tejido
periférico.

En un primer aspecto, la presente invencion se dirige al uso de un método de acuerdo con la invencion para
identificar in vitro si un paciente presenta una patologia o tiene riesgo de desarrollar una patologia relacionada con
una alteracion del mecanismo de edicién del ARNm de 5HTR2C, en donde este método comprende las siguientes
etapas de:

a) obtener a partir del paciente que se va a someter a ensayo una muestra biolégica que contiene tejido
periférico que contiene células, tales como células de la piel y, opcionalmente, células sanguineas;

b) determinar la tasa de edicién para al menos una de las formas editadas o para la forma sin editar, de dicho
ARNm de 5HTR2C y/o la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra de tejido
periférico que contiene células, tales como células de la piel y, opcionalmente, células sanguineas;

c) identificar si dicho paciente presenta o tiene riesgo de desarrollar una patologia de ese tipo mediante la
comparacion de la tasa de edicion obtenida en la etapa b) para esa forma editada o sin editar de dicho ARNm
de 5HTR2C y/o mediante la comparacioén de la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha
muestra de tejido periférico que contiene células, con tasas de edicion de control caracteristicas del ARNm de
5HTR2C o el perfil de ADARs expresadas, obtenido a partir de pacientes normales o a partir de pacientes que
presentan patologias relacionadas con una alteracion del mecanismo de esta edicion de ARNm.

En una realizacion preferida, dicha patologia se selecciona a partir del grupo que consiste en trastornos mentales,
esquizofrenia, depresioén, suicidio depresivo o conducta alimentaria anormal.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere al uso de un método de acuerdo con la invencion para determinar in
vitro si una patologia mostrada por un paciente esta relacionada con una alteracion del mecanismo de edicion del
ARNm de 5HTR2C, en donde este método comprende las siguientes etapas de:

a) obtener a partir del paciente que muestra dicha patologia, una muestra biolégica que contiene tejido
periférico que contiene células, tales como células de la piel y, opcionalmente, células sanguineas;

b) determinar la tasa de edicidn para al menos una de las formas editadas o para la forma sin editar, de dicho
ARNm de 5HTR2C y/o la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra de tejido
periférico que contiene células, tales como células de la piel y, opcionalmente, células sanguineas;

c) identificar si dicho paciente presenta o tiene riesgo de desarrollar una patologia de ese tipo mediante la
comparacion de la tasa de edicion obtenida en la etapa b) para esa forma editada o sin editar de dicho ARNm
de 5HTR2C y/o mediante la comparacién de la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha
muestra de tejido periférico, con tasas de edicion de control caracteristicas del ARNm de SHTR2C o el perfil de
ADARSs expresadas, obtenido a partir de pacientes normales o a partir de pacientes que muestran patologias
conocidas por no estar relacionadas con una alteracion del mecanismo de esta edicion de ARNm.

En un aspecto general, la presente invencion se dirige a:
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— el uso de un método de acuerdo con la invencién para identificar in vitro si un paciente presenta una
patologia o tiene riesgo de desarrollar una patologia relacionada con una alteracion del mecanismo de
edicién de un ARNm cuya edicion es edicion de A a | dependiente de ADAR en un mamifero;

— el uso de un método de acuerdo con la invencion para identificar in vitro un agente que modula la edicion
de un ARNm cuya edicion es edicion de A a | dependiente de ADAR en un mamifero;

— el uso de un método de acuerdo con la invencién para determinar in vitro en un paciente la eficacia de un
farmaco utilizado para la prevencion o para el tratamiento de una patologia relacionada con una alteracion
del mecanismo de edicién de un ARNm cuya edicién es edicion de A a | dependiente de ADAR en un
mamifero;

— el uso de un método de acuerdo con la invencion para determinar si un paciente responde o no responde a
un tratamiento de una patologia resultante o provocada por la alteracion del mecanismo de edicion de un
ARNmM cuya edicion es edicion de A a | dependiente ADAR en un mamifero,

en donde este método comprende las siguientes etapas de:

a) obtener a partir del paciente que se va a someter a ensayo, una muestra biolégica periférica que contiene
células;

b) determinar la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra bioldgica periférica;

c) comparar la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra con un control
caracteristico del perfil de ADARs expresadas obtenido en pacientes normales o en pacientes que presentan
patologias relacionadas con en la alteracion del mecanismo de esta edicion del ARNm.

En una realizacién preferida para estos métodos anteriores de la presente invenciéon, dicho ARNm editado es un
ARNm seleccionado a partir del grupo que consiste en el ARNm que codifica un receptor de glutamato de tipo
AMPA, un receptor de serotonina acoplado a proteina G y PDEAS.

En un tercer aspecto, la invencion se dirige al uso de un método de acuerdo con la invencion para identificar in vitro
un agente que modula in vivo la edicion del ARNm de 5HTR2C en un mamifero, que comprende las siguientes
etapas:

a) administrar a dicho mamifero un modulador candidato de la edicion del ARNm de 5SHTR2C;

b) obtener a partir de dicho mamifero una muestra biolégica que contiene tejido periférico que contiene
células, tales como células de la piel; y

c) determinar los efectos de dicho modulador:

— sobre la tasa de edicion de al menos una de las formas editadas o sin editar de dicho ARNm de
5HTR2C; y/o

— sobre la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra de tejido periférico,
tal como células de la piel y, opcionalmente, células de la sangre,

mediante la comparacion de la tasa de edicion para esta forma editada o sin editar y/o la naturaleza y/o la cantidad
de las ADARs expresadas obtenidas a partir de la muestra bioldgica en la etapa b), con la tasa de edicion y/o la
naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas obtenidas a partir de un tejido periférico de control que contiene
células de dicho mamifero.

En este tercer aspecto, la invencién también comprende el uso de un método de acuerdo con la invencioén para la
identificacion in vitro de un agente que modula la edicién del ARNm de 5SHTR2C en un mamifero, que comprende las
siguientes etapas de:

a) obtener una muestra biolégica que contiene tejido periférico de mamifero que contiene células, tal como una
linea celular de la piel, opcionalmente, estas células pueden ser células recombinantes o lineas celulares;

b) poner en contacto dicha muestra biolégica en presencia de un modulador candidato de dicha edicion del
ARNm de 5HTR2C; y

c) determinar los efectos de dicho modulador:

— sobre la tasa de edicion de al menos una de las formas editadas o sin editar de dicho ARNm de
5HTR2C; y/o
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— sobre la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra de tejido periférico,

mediante la comparacion de la tasa de edicion para esta forma editada o sin editar y/o la naturaleza y/o la cantidad
de las ADARs expresadas obtenidas a partir de la muestra bioldgica en la etapa b), con la tasa de la edicion y/o la
naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas obtenidas a partir de tejido periférico de control que contiene
células, tales como células de la piel y, opcionalmente, células de la sangre de dicho mamifero.

En este tercer aspecto, la invencién comprende también la implementacién de estos métodos anteriores para
detectar alteraciones de los procesos de regulacion de la edicion, inducidas mediante un tratamiento, tal como con
antidepresivos, antipsicéticos, anti-obesidad, anti-infeccion virica, tratamientos que han sido identificados por
presentar una accion significativa sobre la regulacion de la edicién en el cerebro y desencadenar riesgos
identificados como el suicidio, la resistencia a un tratamiento, la cronicidad inducida.

En un cuarto aspecto, la invencion comprende el uso de un método de acuerdo con la invencién para determinar in
vitro en un mamifero la eficacia de un farmaco utilizado para la prevencion o para el tratamiento de una patologia
relacionada con una alteracion del mecanismo de edicion del ARNm de 5HTR2C, que comprende las siguientes
etapas de:

a) obtener a partir de dicho mamifero una muestra biolégica que contiene tejido periférico que contiene células,
tales como células de la piel y, opcionalmente, células sanguineas, y determinar la tasa de edicién para al
menos una de las formas editadas o para la forma sin editar, de dicho ARNm de 5HTR2C y/o la naturaleza y/o
la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra de tejido periférico, tal como en células de la piel y,
opcionalmente, células sanguineas;

b) administrar a dicho mamifero el farmaco destinado a la prevencion o al tratamiento de una patologia;

c) obtener a partir de dicho mamifero durante y/o después del tratamiento una nueva muestra de dicha muestra
de tejido periférico y determinar la tasa de edicion para al menos una de las formas editadas o para la forma sin
editar, de dicho ARNm de 5HTR2C, y/o la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha
muestra seleccionada en la etapa a); y

d) determinar la eficacia de dicho farmaco mediante la comparacion de la tasa de edicion y/o la naturaleza y/o
la cantidad de las ADARs expresadas, obtenida a partir de la muestra biolégica en la etapa a) con la obtenida
en la etapa c), en donde una modulacién de la tasa de edicion y/o la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs
expresadas que da como resultaro una tasa de edicion y/o una naturaleza y/o una cantidad de las ADARs
expresadas proxima o igual a la observada para pacientes normales, es significativa de la eficacia del
tratamiento.

En este aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un método de acuerdo con la invencién para determinar
si un paciente responde o no responde a un tratamiento de una patologia resultante o provocada por la alteracion
del mecanismo de edicién del ARNm de SHTR2C, que comprende ademas unas etapas de:

e) determinar si el paciente responde o no responde al tratamiento mediante la observacion de la modificacion
de la o las tasas o perfil de edicién y/o la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas después de un
periodo de tratamiento (es decir, 15 dias, 30 dias, 2 meses, 6 meses, etc.) mediante una comparacioén con la o
las tasas o el perfil de edicidn y/o la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas antes del comienzo
del tratamiento.

Un método de este tipo permite evitar extender innecesariamente el periodo de tratamiento con un farmaco si se
puede determinar rapidamente, por lo tanto, que el paciente no responde a dicho farmaco, o para continuar el
tratamiento, si el paciente responde a ese farmaco.

La edicion es el mecanismo por el cual la informacién contenida en el gen se modifica después de la transcripcion.
La expresion general "edicion de ARNm" incluye la modificacion de la secuencia de los ARNm que da como
resultado un cambio, en términos de naturaleza o cantidad, en los aminoacidos incorporados en la proteina durante
la traduccion, sin que pueda ser ya posible deducir la secuencia de la proteina a partir de la del gen que dirige su
sintesis. EI ARN premensajero de SHTR2C se puede someter a una modificacion enzimatica especifica de ciertas
adenosinas (A), en la porcidon que se convertira en el ARNm definitivo que dirige la incorporacién de los aminoacidos
ubicados en el segundo bucle intracelular de 5SHTR2C. De hecho, la parte distal del quinto exén y la parte proximal
del quinto intrén del transcrito primario son capaces de formar una estructura de tallo-bucle que es reconocida
potencialmente por dos enzimas, ADAR1 y ADAR2 (desaminasa de adenosina dependiente de ARN de doble
cadena), lo que hace posible la edicion del ARN premensajero antes del corte y empalme. Esta edicion se produce
mediante la desaminacion de las As, que luego se convierten en inosina (l). Una vez que se ha completado el corte y
empalme, la parte del ARNm que contenia las As que se habian sometido a edicién, ahora contiene Is. Cuando se
traduce el ARNm de 5HTR2C, se cree que las Is se leen como Gs. De hecho, durante la sintesis in vitro del ADNc
procedente del ARNm de 5HTR2C que ha sufrido la desaminacion de As en Is, la transcriptasa inversa incorpora
dCs frente a las Is, en lugar de dTs, que normalmente deberian haber sido incorporadas frente a las As. En
consecuencia, durante la sintesis de la segunda cadena que da lugar a la formaciéon del ADNc de doble cadena, se
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introduce una dG frente a cada dC incorporada en la primera cadena. La secuenciacion del ADNc de doble cadena
obtenido de esta manera hace que sea posible la observacion de la sustitucion de las dAs por dGs, debido a la
desaminacion inicial de las As en Is en el ARNm que se sometié a edicién. En consecuencia, la edicion del ARNm
produce una modificacion del significado de los codones en los que las As se han sustituido por Is, que se cree por
tanto que se leen como Gs (mas especificamente, en relacion con la edicion de 5HTR2C, véase Fitzgerald et al.,
Neuropsychopharmacology, 1999, 21(2S), 82S-90S).

Por lo tanto, la determinacién de una alteraciéon del mecanismo de edicion del ARNm de 5SHTR2C mediante el control
de la tasa de edicion en una muestra de la piel, también es significativa de una alteracion de la ruta de multiples
etapas y metabodlica del sistema serotoninérgico expresado en la piel y que se podria utilizar como un informador del
sistema serotoninérgico expresado en el cerebro.

Por lo tanto, en un sexto aspecto, la presente invencion también comprende un método para controlar la alteracion
del mecanismo de accién de proteinas que estan implicadas en la edicion del ARNm de 5SHTR2C, como las enzimas
ADAR1 y/o ADAR2, mediante la determinacion de la tasa de edicion de este ARNm de 5HTR2C a partir de un tejido
periférico que contiene células, tal como una muestra de piel u, opcionalmente, una muestra de sangre, mediante el
método para la determinacién de la o las tasas de ediciéon de las formas editadas o sin editar de dicho ARNm de
5HTR2C, tal como se implementa o se describe en los métodos anteriores, de acuerdo con la presente invencion.

Es importante sefialar que la presente invencion se dirige a la utilizacién de marcadores periféricos del proceso de
edicién para diagnosticar y hacer un seguimiento de las alteraciones generales de su regulacion con una implicacién
predecible en patologias que alteran el cerebro y/o funciones periféricas. El objetivo principal es, a modo de ejemplo
no exclusivo, conseguir a una nueva capacidad para predecir y orientar la terapia en pacientes, en los que se ha
sugerido que una alteracion de la regulacion de la edicion participa en su patologia (por ejemplo, como en la
depresion y el suicidio), bien después de observaciones post mortem convergentes o por una evidencia clinica
indirecta (por ejemplo, como un estado depresivo inducido por un tratamiento con interferén) (véase en particular el
Ejemplo 1 para la estrategia implementada para ese objetivo).

La expresion "ARN editado”" se entiende que indica, en la presente descripcion, cualquier secuencia de ARN en la
que al menos una adenosina se ha desaminado a inosina a través de una desaminasa de adenosina.

Por "tasa de edicién”, se entiende el porcentaje de cada una de las formas editadas y no editadas del ARNm que
pueden comprender al menos un sitio de edicidn, con respecto a la cantidad total de las formas editadas o sin editar
de ARNm presentes en dicha misma muestra.

Sitios de edicion AB EC D

1 5HTR2C-0 ATACGTAATCCTATT SEQ ID No. 1
[-N-I

2 5HTR2C-A ITACGTAATCCTATT SEQ ID No. 2
V-N-|

3 5HTR2C-B ATICGTAATCCTATT SEQID No. 3
M-N-I|

4 5HTR2C-C ATACGTAITCCTATT SEQID No. 4
[-S-I

5 5HTR2C-D ATACGTAATCCTITT SEQID No. 5
[-N-V

6 5HTR2C-E ATACGTIATCCTATT SEQ ID No. 6
[-D-I

7 5HTR2C-AB ITICGTAATCCTATT SEQID No. 7
V-N-|

8 5HTR2C-AC ITACGTAITCCTATT SEQID No. 8
V-S-I

9 5HTR2C-AD ITACGTAATCCTITT SEQ ID No. 9
V-N-V

10 5HTR2C-AE ITACGTIATCCTATT SEQ ID No. 10
V-D-l

11 5HTR2C-BC ATICGTAITCCTATT SEQ ID No. 11
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M-S-|
5HTR2C-BD
M-N-V
5HTR2C-BE
M-D-I
5HTR2C-CD
[-S-V
5HTR2C-CE
[-G-l
5HTR2C-DE
[-D-V
5HTR2C-ABC
V-S|
5HTR2C-ABD
V-N-V
5HTR2C-ABE
V-D-l
5HTR2C-ACD
V-S-V
5HTR2C-ACE
V-Gl
5HTR2C-ADE
V-D-V
5HTR2C-BCD
M-S-V
5HTR2C-BCE
M-G-
5HTR2C-BDE
M-D-V
5HTR2C-CDE
I-G-V
5HTR2C-ABCD
V-S-V
5HTR2C-ABCE
V-Gl
5HTR2C-ABDE
V-D-V
5HTR2C-ACDE
V-G-V
5HTR2C-BCDE
M-G-V
5HTR2C-ABCDE
V-G-V
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ATICGTAATCCTITT

ATICGTIATCCTATT

ATACGTAITCCTITT

ATACGTITCCTATT

ATACGTIATCCTITT

ITICGTAITCCTATT

ITICGTAATCCTITT

ITICGTIATCCTATT

ITACGTAITCCTITT

ITACGTITCCTATT

ITACGTIATCCTITT

ATICGTAITCCTITT

ATICGTIITCCTATT

ATICGTIATCCTITT

ATACGTITCCTITT

ITICGTAITCCTITT

ITICGTITCCTATT

ITICGTIATCCTITT

ITACGTITCCTITT

ATICGTITCCTITT

ITICGTITCCTITT

* El sitio de edicion "E" también se denomina "C"

En una realizaciéon preferida de los métodos de acuerdo con la invencioén, el paciente o el mamifero es un ser

humano, un ratén o una rata, preferiblemente un ser humano.
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En una realizacion preferida de los métodos de acuerdo con la invencién, las células de la piel se seleccionan a
partir del grupo que consiste en queratinocitos, melanocitos, fibroblastos, células de Langerhans y células de Merkel,
y el tejido de la piel se selecciona a partir del grupo que consiste en epidermis y dermis.

Los queratinocitos pueden proceder de células humanas inmortalizadas, tales como la linea celular HaCaT, o los
melanocitos proceden de células humanas inmortalizadas o un melanoma.

En una realizacién preferida de los métodos de acuerdo con la invencién, los queratinocitos son neonatales para la
piel, dermis o foliculos pilosos, los melanocitos son de la epidermis o foliculos pilosos, y los fibroblastos son de la
dermis o foliculos pilosos papilares.

En una realizacion mas preferida de los métodos de acuerdo con la invencion, las células de la piel, las células
obtenidas a partir de cultivos de piel o tejido de la piel, son del parpado o la piel auricular.

En una realizacion preferida de los métodos de acuerdo con la invencion, los sitios de edicion de dichos ARNm de
5HTR2C se seleccionan a partir de los nucleétidos localizados en la posicion 1, 3, 7, 8 y 13 del fragmento de ARNm
de 5SHTR2C humano que tiene la secuencia 5' -AUA CGU AAU CCU AUU-3' (SEQ ID No. 33).

En una realizacién preferida de los métodos de acuerdo con la invencion, la tasa de edicién se determina para al
menos 1, preferiblemente 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 2, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30 o 32 de las formas editadas y no editadas de ARNm de 5HTR2C humano.

En una realizacion mas preferida, la tasa de edicién se determina para todas las formas editadas y no editadas de
dicho ARNm de 5HTR2C (32 formas).

En una realizacion preferida de los métodos de acuerdo con la invencién, la tasa de edicién para cada forma editada
y sin editar de dicho ARNm de 5SHTR2C se determina mediante un método que comprende las siguientes etapas:

A) extraccion de los ARNs totales de dicha muestra de células de la piel, tal como una linea de células de la
piel, células cultivadas obtenidas a partir de la piel o tejido de la piel u, opcionalmente, de dichas células de la
sangre, tales como glébulos blancos, seguida, en su caso, de una purificacion de los ARNm;

B) transcripcion inversa de los ARNs extraidos en la etapa A); y

C) amplificacion con PCR de los ADNc obtenidos en la etapa B), usando al menos una pareja de cebadores
especificos para el fragmento de ARNm de 5SHTR2C que contiene los sitios de edicion que se pueden editar, en
donde esta pareja de cebadores se selecciona de forma que sea capaz de amplificar todas las formas de
edicién y la forma sin editar potencialmente presentes en el extracto de ARN.

En una realizacién mas preferida de los métodos de acuerdo con la invencion, la tasa de edicion para cada forma
editada y sin editar de dicho ARNm de 5HTR2C se determina mediante un método que comprende las siguientes
etapas:

A) extraccion de los ARNs totales de dicha muestra de células de la piel, tal como una linea de células de la
piel, células cultivadas obtenidas a partir de la piel o tejido de la piel u, opcionalmente, de dicha muestra de
células de la sangre, tales como gldbulos blancos, seguida, en su caso, de una purificacion de los ARNm;

B) transcripcion inversa de los ARNs extraidos en la etapa A); y

C) amplificacion con PCR de los ADNc obtenidos en la etapa B), usando al menos una pareja de cebadores
especificos para el fragmento de ARNm de 5HTR2C que contiene los sitios de edicidon que se pueden editar, en
donde esta pareja de cebadores se selecciona de forma que sea capaz de amplificar todas las formas de
edicién y la forma sin editar potencialmente presentes en el extracto de ARN.

En una realizacion mas preferida de la etapa B), el cebador oligonucleotidico especifico del gen SHTR2C tiene la
secuencia 5'-TTCGTCCCTCAGTCCAATCAC-3' (SEQ ID No. 34).

En una realizacion preferida de los métodos de acuerdo con la invencion, en la etapa C), la etapa de amplificacion
con PCR es una PCR de tipo anidada que comprende dos ciclos de PCR, y en donde el primer ciclo de PCR se lleva
a cabo mediante un conjunto de cebadores que producen un producto de acido nucleico de la PCR que tiene una
longitud comprendida entre 200 pb y 300 pb, preferentemente entre 225 pb y 275 pb, mas preferentemente entre
240 pb y 260 pb, 250 pb es la mas preferida.

En una realizacion mas preferida de los métodos de acuerdo con la invencidon en la etapa C), la etapa de
amplificacion con PCR es una PCR de tipo anidada que comprende dos ciclos de PCR, y en donde el segundo ciclo
de PCR se lleva a cabo mediante un conjunto de cebadores que producen un producto final de acido nucleico de la
PCR que tiene una longitud comprendida entre 90 pb y 160 pb, preferentemente entre 100 pb y 140 pb, mas
preferentemente entre 110 pb y 140 pb. Un producto final de la PCR que tiene una longitud de secuencia entre 110
pb y 138 pb es el mas preferido.
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En una realizacion aun mas preferida de los métodos de acuerdo con la invencion, en la etapa C), la etapa de
amplificacion con PCR es una PCR de tipo anidada que comprende dos ciclos de PCR, y en donde el primer ciclo de
PCR se lleva a cabo con el siguiente conjunto de cebadores:

para ser humano:

PCRO Directo: 5-TGTCCCTAGCCATTGCTGATATGC-3', SEQ ID No. 35;

PCR10 Inverso: 5'-GCAATCTTCATGATGGCCTTAGTC-3', SEQ ID No. 36; y

para ratén o rata:

PCRO Directo: 5-TGTCCCTAGCCATTGCTGATATGC-3', SEQ ID No. 35;

PCR10 Inverso: 5'-GCAATCTTCATGATGGCCTTAGTC-3', SEQ ID No. 36,
en donde el segundo ciclo de PCR se lleva a cabo con el siguiente conjunto de cebadores:

para ser humano:

PCR18 Directo: 5~ATGTGCTATTTTCAACAGCGTCCATC-3', SEQ ID No. 37;

PCR2 Inverso: 5-GCAATCTTCATGATGGCCTTA-3', SEQ ID No. 38;y

para ratén o rata:

PCR1 Directo: 5-TTTGTGCCCCGTCTGGAT-3', SEQ ID No. 39;

PCR4 Inverso: 5'-GCCTTAGTCCGCGAATTG-3', SEQ ID No. 40.

Los dos conjuntos de cebadores siguientes utilizados para amplificar mediante una PCR anidada todas las isoformas
del ARNm de 5HTR2C editado humano y sin editar humano, se incluyen en la presente invencion, preferiblemente,
el conjunto de cebadores usados para la segunda de las PCR:

primer ciclo:

PCRO Directo: 5-TGTCCCTAGCCATTGCTGATATGC-3' (SEQ ID No. 35);
PCR10 Inverso: 5'-GCAATCTTCATGATGGCCTTAGTC-3' (SEQ ID No. 36); y
segundo ciclo:

PCR18 Directo: 5~ATGTGCTATTTTCAACAGCGTCCATC-3' (SEQ ID No. 37);
PCR2 Inverso: 5'-GCAATCTTCATGATGGCCTTA-3' (SEQ ID No. 38).

Los cebadores usados en la etapa de amplificacién con PCR si hay un ciclo de PCR, o usados en el segundo ciclo si
es una PCR de tipo anidada que tiene dos ciclos de PCR, se marcan preferentemente, mas preferiblemente se
marcan con fluoréforos, tales como C6-FAM (MWG) o VIC (Applied Biosystem).

En una realizaciéon también mas preferida de los métodos de acuerdo con la invencion, la tasa de edicién para cada
forma editada y sin editar de dicho ARNm de 5HTR2C, se determina mediante un método SSCP capaz de
proporcionar el perfil de ediciéon para cada una de las formas distintas editadas y sin editar de dicho ARNm, en
donde dicho método SSCP se caracteriza porque después de las etapas A), B) y C), comprende las siguientes
etapas:

D) en su caso, purificacion de los productos de la PCR obtenidos en la etapa C);
E) en su caso, cuantificacion de los productos de la PCR obtenidos en la etapa D);

F) disociacion de los ADNs de doble cadena en ADNs de cadena sencilla, en particular mediante calentamiento
seguido de enfriamiento brusco;

G) separacion de los ADNs de cadena sencilla mediante electroforesis capilar; y

H) obtencion del perfil de edicién mediante lectura de la fluorescencia y, en su caso, adquisicion de los datos
del perfil por medio del sistema de explotacion asociado con el lector de fluorescencia.

La obtencion del perfil de migracion electroforética de los diversos ADNs monocatenarios correspondientes a la
forma editada diversa del fragmento de ADNc de 5SHTR2C que contiene los cinco sitios de edicion, se denomina en
este documento "perfil de edicion”.
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En una realizacion preferida, las tasas de edicién o los perfiles de edicion control o estandar del ARNm de 5SHTR2C
utilizados en la etapa c) de las reivindicaciones 1 a 4 para la determinacion del riesgo de una patologia, la patologia
asociada a la alteracion de la edicion del ARNm de 5SHTR2C o el efecto del agente sometido a ensayo, son tasas o
perfiles de edicidon caracteristicos obtenidos para cada una de las distintas formas editadas y sin editar de dicho
ARNmM con el mismo método y en las mismas condiciones dadas, utilizadas para la muestra biolégica sometida a
ensayo.

De una manera general, la calidad y/o la cantidad de cada forma editada y sin editar distinta, presente en la muestra
biolégica que se va a someter a ensayo, se puede evaluar mediante una comparacion con las tasas o los perfiles de
edicién de mezclas cualitativas y/o cuantitativas conocidas de cada una de estas formas editadas y sin editar,
obtenidas con el mismo método, tal como el método SCCP descrito anteriormente, y en las mismas condiciones
utilizadas para la muestra biolégica sometida a ensayo.

En otro aspecto, la presente invencion se dirige a un acido nucleico aislado, en donde este acido nucleico:

— comprende o tiene la secuencia ATGTGCTATTTTCAACAGCGTCCATC (SEQ ID No. 37) v,
preferiblemente, tiene como maximo 100 nucleétidos, mas preferiblemente 90, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50,
45, 40, 35, 30, 29, 28, 27 y 26 nucledtidos; o

— comprende el fragmento nt5-nt14 de SEQ ID No. 37, preferiblemente el fragmento nt4-nt14, nt3-nt14, nt2-
nt14, nt1-nt14, nt5-nt15, nt5-nt16, nt5-nt17, nt5-nt16, nt5-nt17, nt5-nt18, nt5-nt19, nt5-nt20, nt5-nt21, nt5-
nt22, nt5-nt23, nt5-nt24, nt5-nt25 de SEQ ID No. 37.

En una realizacién adicional, el acido nucleico aislado de acuerdo con la invencién se marca, preferiblemente con un
fluoréforo.

En este aspecto, la presente invencién comprende el uso de dicho acido nucleico de acuerdo con la invencién como
un cebador o una sonda, preferentemente como un cebador en un método de amplificacion con PCR, mas
preferiblemente en una PCR anidada como un segundo cebador.

La presente invencion se refiere a un kit para la determinacion de una tasa o perfil de edicion del ARNm de 5SHTR2C
de mamifero, preferiblemente en seres humanos, en rata o en ratén, mas preferiblemente en seres humanos, en
donde dicho kit contiene un acido nucleico de acuerdo con la invencion.

En una realizaciéon preferida de los métodos de la presente, las células que se seleccionan para determinar en
asociacion la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas, son glébulos blancos de la sangre o leucocitos o
proceden de la capa leucocitaria de una muestra de sangre completa obtenida después de una centrifugacion.

En una realizacion preferida, en la etapa b), los productos de la expresion de ADAR son ADAR1, isoformas 150 y/o
110, y los productos de la expresion génica de ADAR2, preferiblemente los productos de expresion del gen de ratén,
rata o ser humano que codifica ADART1, las isoformas proteicas de 150 kD y/o 110 kD, y la proteina ADAR2. El ser
humano es el mas preferido.

La secuencia nucleica del ARNm de ADAR1 que codifica las isoformas proteicas de 150 kD y 110 kD, y la secuencia
nucleica del ARNm de ADAR2 que codifica la proteina ADAR2 y su secuencia de aminoacidos, son bien conocidas
por una persona experta, para el ser humano, raton o rata.

Por ejemplo, se pueden citar particularmente las siguientes secuencias descritas en Genbank con el nimero de
orden:

para ADAR1:
— para ser humano NM_001111.3; NM_001025107.1,
— pararatén: NM_019655.2; NM_001038587.2,
para ADAR2:
— para ser humano: NM_001112.2; NM_015833.2; NM_015834.2 y NM_001033049.1,
—  para raton: NM_130895.2; NM_001024837; 1INM_001024838.1; NM_001024840.1 y NM_001024839.1.
En una realizacion adicional preferida, en la etapa b), los productos de expresion de ADAR son los ARNm de ADAR.

Por tanto, la presente invencion se dirige a un método de acuerdo con la invencion, en donde en la etapa b), la
determinacion del ARNm de ADAR se lleva a cabo mediante un método que comprende las siguientes etapas:

A) extraccion de los ARNs totales de dichas células de la muestra de piel y, opcionalmente, células de la
muestra de sangre, seguida, en su caso, por una purificacion de los ARNm;
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B) transcripcion inversa de los ARNs extraidos en la etapa A) a través de un cebador oligo dT; y

C) amplificacion con PCR de los ADNc obtenidos en la etapa B), usando al menos una pareja de cebadores
especificos para cada uno de los ARNm de ADAR que se van a cuantificar y/o analizar cualitativamente.

En una realizacion preferida, la pareja de cebadores especificos para la amplificaciéon con PCR del ARNm de ADAR
se selecciona a partir del grupo que consiste en:

- para la amplificacion del ARNm de la isoforma ADAR1-150 humana:
EX1A 34p Directo: 5-GCCTCGCGGGCGCAATGAATCC-3' (SEQ ID No. 41),
EX2 578m Inverso: 5-CTTGCCCTTCTTTGCCAGGGAG-3' (SEQ ID No. 42);
- para la amplificacion del ARNm de la isoforma ADAR1-110 humana:
EX1B 534p Directo: 5~-CGAGCCATCATGGAGATGCCCTCC-3' (SEQ ID No. 43),
EX2 804m Inverso: 5'-CATAGCTGCATCCTGCTTGGCCAC-3' (SEQ ID No. 44);
- para la amplificaciéon del ARNm de ADAR2 humana:
ADAR2 1274p Directo: 5-GCTGCGCAGTCTGCCCTGGCCGC-3' (SEQ ID No. 45),
ADAR2 1486m Inverso: 5-GTCATGACGACTCCAGCCAGCAC-3' (SEQ ID No. 46);
- para la amplificacion del ARNm de la isoforma ADAR1-150 de ratén:
EX1A 19p Directo: 5-GTCTCAAGGGTTCAGGGGACCC-3' (SEQ ID No. 47),
EX2 646m Inverso: 5-CTCCTCTAGGGAATTCCTGGATAC-3' (SEQ ID No. 48);
- para la amplificacion del ARNm de la isoforma ADAR1-110 de ratén:
EX1B 72p Directo: 5-TCACGAGTGGGCAGCGTCCGAGG-3' (SEQ ID No. 49),
EX2 646m Inverso: 5'-CTCCTCTAGGGAATTCCTGGATAC-3' (SEQ ID No. 48); y
- para la amplificacion del ARNm de ADAR2 de ratén:
EX7 1281p Directo: 5'-GCTGCACAGTCTGCCTTGGCTAC-3' (SEQ ID No. 50),
EX9 1622m Inverso: 5'-GCATAAAGAAACCTGAGCAGGGAC-3' (SEQ ID No. 51).

En un segundo aspecto del método de acuerdo con la presente invencion, en la etapa b), los productos de expresion
de ADAR son las proteinas ADAR.

Por lo tanto, en una realizacion preferida de este método, la determinaciéon de las proteinas ADAR se lleva a cabo
mediante un método que comprende las siguientes etapas:

A) opcionalmente, la extraccion de las proteinas totales contenidas en dichas células de la muestra de piel y,
opcionalmente, células de la muestra de sangre, seguida, en su caso, por una etapa de purificacion de
proteinas; y

B) la determinacion de la presencia, la naturaleza y/o la concentracion de cada proteina ADAR contenida en
dichas células de la muestra de piel y, opcionalmente, células de la muestra de sangre, mediante la
implementacion de anticuerpos capaces de reconocer especificamente dichas proteinas ADAR,
preferiblemente anticuerpos marcados.

Entre estos anticuerpos que se pueden usar para esta deteccion y/o cuantificacion, se pueden citar los siguientes
anticuerpos, pero que no se limitan a:

sc-33179  anticuerpo policlonal anti-ADAR1 (H-176) (Santa Cruz); o
sc-33180  anticuerpo policlonal anti-ADAR2 (H-90) (Santa Cruz).

La transferencia Western o un método de ELISA se pueden emplear para analizar o cuantificar la expresion de
proteinas especificas en la muestra bioldgica. Tales métodos son bien conocidos por la persona experta.

Las transferencias se pueden detectar usando anticuerpos dirigidos especificamente contra diferentes regiones o
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epitopos especificos de la proteina ADAR1-150 o ADAR1-110 y ADAR2 de raton, ser humano o rata. Estos
anticuerpos pueden ser anticuerpos policlonales o monoclonales y, si es necesario, estan marcados. Tales
anticuerpos se pueden desarrollar en un laboratorio usando proteina ADAR recombinante o un fragmento de la
misma como inmundgeno.

Los siguientes ejemplos y también las figuras y las leyendas de aqui en adelante han sido seleccionados para
proporcionar a los expertos en la técnica una descripcion completa con el fin de que sean capaces de implementar y
usar la presente invencion. Estos ejemplos no estan destinados a limitar el alcance de lo que el inventor considera
que es su invencion, ni pretenden mostrar que solo se llevaron a cabo los experimentos siguientes.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Media (linea negra) de sefiales de SSCP electroforéticas calculada a partir de cada sefial de la corteza
cingulada anterior individual de un grupo de controles de sujetos humanos (datos experimentales). La curva
correspondiente a la media + SEM de estas sefiales también se presenta (linea verde). El eje de abscisas
representa la base de tiempo de 10000 puntos (6,2 puntos/segundo) y las ordenadas se proporcionan en unidades
arbitrarias de fluorescencia después de una normalizacion de la sefial total. La sefial presentada se corresponde a
las cadenas marcadas con FAM (parte izquierda) y VIC (parte derecha). Algunos ejemplos tipicos de sefiales de
electroforesis obtenidas con estandares individuales, se presentan como negativos en su marcado correspondiente
con FAM y VIC. En las partes izquierda y derecha de la figura, las tablas presentan, aplicadas a un tiempo base
Unico, las posiciones de los diferentes picos de electroforesis principales (maximo) de cada cadena individual
estandar de una isoforma editada particular marcada con sondas de FAM (izquierda) o VIC (derecha). Dos maximos
de picos identificados se podian separar cuando su intervalo era = 15 puntos del tiempo base definido anteriormente.
Téngase en cuenta que algunos picos no resueltos del patrén electroforético de una cadena marcada, se resuelven
a partir de la otra (estos casos se identifican por el mismo color).

Figuras 2A y 2B: Identificacion de los transcritos de 5-HT2cR en piel humana y de ratén. (A) Los ADNc preparados
a partir de ARNs poliA+ de parpado humano (carriles 1-3) se amplificaron con un primer ciclo de PCR usando los
dos cebadores especificos PCR9 y PCR10. A continuacion, se llevé a cabo una PCR anidada sobre estos primeros
productos con los cebadores PCR18 y PCR2 (carriles 6-8). Los productos resultantes se determinaron en un gel de
agarosa al 2%. Los tamafos esperados de los productos de la amplificacion tienen una longitud de 250 pb y 127 pb
para la primera y la segunda PCR, respectivamente. Los controles negativos (carriles 4 y 9) y positivos (carriles 5y
10) se muestran para cada conjunto de cebadores. Un marcador del tamafio del peso molecular del ADN de 100 pb
se indica con M. (B) Los ADNc preparados a partir de ARNs poliA+ de piel de ratones Balb/c se amplificaron
mediante un primer ciclo de PCR usando los dos cebadores especificos de genes PCR9 y PCR10 (carriles 1-6). A
continuacion, se realizé una segunda PCR sobre estas primeras amplificaciones con los cebadores PCR1 y PCR4
(carriles 9-14). Los controles negativos (carriles 7 y 15) y positivos (carriles 8 y 16) se muestran para cada conjunto
de cebadores. Los productos resultantes se determinaron en un gel de agarosa al 2%. Los tamafios esperados de
los productos de la amplificacién tienen una longitud de 250 pb y 138 pb para la primera y la segunda PCR,
respectivamente. M es para el marcador del tamario del peso molecular de ADN de 100 pb.

Figuras 3A y 3B: Los ARNm de las isoenzimas ADARs estan claramente identificados en la sangre y la piel de
ratones Balb/c. (A) Los ADNc preparados a partir de ARN de sangre completa (carril 4) y ARN de la piel (carriles 1-3,
correspondientes a 3 tiempos diferentes de la transcripcion inversa, es decir, 30 min, 2 h y 4 h, respectivamente) se
amplificaron por PCR con cebadores especificos para la forma constitutiva (p110) e inducible de ADAR1 (p150). Los
productos de la amplificacion resultantes resueltos en un gel de agarosa al 2% tienen una longitud de 674 pb
(isoforma p150) y 683 pb (isoforma p110), respectivamente. Se muestran controles negativos (carril 5) y el marcador
del tamario del peso molecular de ADN de 100 pb (M). El contraste potenciado permite la deteccidon de una banda
débil correspondiente a la forma constitutiva de ADAR1, transcrita en células de sangre completa (carril 4, p110). (B)
Lo mismo que en (A), pero se presentan amplificaciones con PCR correspondiente a transcritos de ADAR2 en piel y
sangre completa. Los productos de la PCR tienen una longitud de 366 pb. Una vez mas, se observa una banda muy
débil correspondiente a la forma constitutiva de ADAR1 en sangre completa (carril 4, p110).

Figuras 4A y 4B: Identificacion de transcritos de ADAR 1 inducible en leucocitos humanos. (A) ADNc preparados a
partir de ARN total de leucocitos de sangre periférica humana (carril 10) y a partir de genotecas normalizadas de
fracciones de sangre humana (carriles 1-9) se amplificaron por PCR con cebadores especificos para la forma
inducible de ADAR1 (p150). Los productos resultantes se determinaron en un gel de agarosa al 2%. El tamafio
esperado del producto de la amplificacion es de 544 pb de longitud. Los carriles 1y 6; 2y 7; 3 y 8 se corresponden
con células mononucleares en reposo y activadas, células CD4+ en reposo y activadas, y CD8+ en reposo y
activadas, respectivamente. Carril 4 y 5: células CD14+ y CD19+ en reposo. Carril 9: células CD19+ activadas. Carril
11: ADNc de placenta humana utilizado como control. El marcador del tamafio del peso molecular de ADN de 100 pb
se indica con M. Se muestran controles positivos de PCR (cebadores G3PDH con ADNc de placenta humana, carril
13) y controles negativos de PCR (carril 12). (B) Duplicado de (A). Los carriles 1-9 son equivalentes a los carriles 1-9
de (A). Carril 10: ADNc de placenta humana.

Figuras 5A y 5B: Identificacion de transcritos de ADAR1 p110, ADAR1 p150 y ADAR2 en la corteza prefrontal
dorsal humana, células de la piel y de la sangre CD4+ y CD8+. (A) Los ADNc de genotecas normalizadas de
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fracciones de sangre humana CD4+ y CD8+ (carriles 1y 2); preparado a partir de ARN total de DPFC (carriles 3 y 4)
y de ARN poliA+ de parpado humano (carril 5) se amplificaron mediante PCR usando los dos conjuntos especificos
de cebadores EX1B 534p/EX2 804m y EX1A 34p/EX2 578m para ADAR1 p110 y ADAR1 p150, respectivamente.
Los productos resultantes se determinaron en un gel de agarosa al 1,75%. Los tamarios esperados de los productos
de amplificacion son 270 pb (ADAR1 p110) y 566 pb (ADAR1 p150). Se muestran controles negativos (carril 6) y
controles positivos (carril 7, ADNc de placenta humana) para cada conjunto de cebadores. Un marcador del tamafio
del peso molecular de ADN de 100 pb se indica con M. (B) Los mismos ADNc que en A) se amplificaron por PCR
usando los dos conjuntos especificos de genes, de cebadores ADAR2 1274p/ADAR2 1486m y G3PDH-F/G3PDH-R
para ADAR2 y G3PDH (control positivo), respectivamente. Los productos resultantes se determinaron en un gel de
agarosa al 1,75% negativo. El tamafio esperado para ADAR2 es de 212 pb de longitud.

Figuras 6A-6C: Evolucion de la concentracion de ADAR1 un ARNm especifico, medido por QPCR en la corteza
prefrontal (figura 6A), piel (figura 6B) y sangre (figura 6C) de la muestra después de una inyeccion IP Unica de
interferon alfa2A de ratén en t cero (20000 Ul). El efecto se expresa como el n® de veces de aumento desde el valor
del control normalizado a 1. * p <0,05.

Ejemplo 1: Estrategia implementada
La validacion de una estrategia de este tipo ha implicado:

1) La identificacion de una alteracion significativa del proceso de edicién en el cerebro humano en una
patologia dada y la validacion de su implicacion patégena en la patologia mediante observaciones post mortem
realizadas en modelos patolégicos convergentes obtenidos en ratén y/o rata.

2) La identificacion de tejidos periféricos o lineas celulares de facil acceso a nivel no invasivo que podrian ser
utilizados para el ajuste diagnéstico y terapéutico.

En la presente invencion se obtuvo la validacion de esta estrategia mediante:

A - La medicidon de marcadores adecuados del proceso de edicion en toda o parte de la regulacion de la edicion
implicada: perfiles de edicion del ARNm de 5-HT2cR, marcadores de la expresion de las diferentes isoformas de las
enzimas de ediciéon: ADAR1-150, ADAR1-110, ADAR2.

A modo de ejemplo de los resultados obtenidos para validar la presente invencion, la tabla | determina el conjunto de
marcadores que se proponen después de su identificacion en las fuentes propuestas procedentes de sujetos
humanos y animales de experimentacion o lineas celulares:

Tabla 1: Nivel de expresion de 5SHT2cR y las enzimas de edicion. Observamos que en las muestras de sangre el
nivel de expresion de las enzimas de edicion se puede determinar facilmente. En muestras de piel, el 5-HT2cR se
expresa y se remite a la actividad de edicion de las ADARs 1 y 2, y puede completar la investigacion del estado
general de la regulacion de la edicion de este receptor en las muestras de cerebro.

Cerebro Piel Sangre
5-HT2cR
+
Raton (Balb/c) +++ 0
Editado mediante ADARS1 y 2
+
Ser humano +++ 0
Editado mediante ADARS1 y 2
ADARs
Ratoén ADAR1-150 ++ +++ ++
ADAR1-110 ++ +++ +
ADAR2 ++ ++++ ++
Ser humano ADAR1-150 ++ ** ++
ADAR1-110 ++ ** **
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ADAR2 + ** **

Para cada marcador, las muestras se extraen rapidamente con especial cuidado para permitir la posibilidad de
ejecutar la determinacion de los niveles de expresion del ARNm, los perfiles de edicion y la determinacion de
marcadores de proteinas mediante transferencia Western, a partir de la misma muestra de tejido o célula.

La tabla 2 resume los procedimientos preferidos utilizados para la determinacion del nivel de expresion de los
biomarcadores utilizados.
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Los siguientes ejemplos ilustran el procedimiento tipico y los resultados.
Ejemplo 2: Obtencion del perfil de edicion completo de una muestra de tejido cerebral (figura 1)

El ARN total fue extraido y purificado a partir de extractos de tejidos o de células, de acuerdo con las
especificaciones del fabricante (Qiagen RNeasy, Mini Kit). La cantidad y la pureza del ARN extraido se evaluaron
midiendo tanto la absorbancia a 260 nm como la relacion 260/280 nm con un espectrofotdmetro GeneQuant
(PharmaciaBiotech). A fin de eliminar una posible contaminacion con ADN genémico, 8 pl de cada ARN (entre 88 ng
y 1,3 ug) fueron tratados a continuacion, con 1 unidad de ADNasa | (Invitrogen) durante 15 min a temperatura
ambiente en un volumen final de 10 pL. La reaccion se detuvo mediante la adicién de 1 pyl de EDTA 25 mM y
después se calenté durante 10 min a 65°C. La transcripcion inversa de los ARNs tratados con ADNasa | (10 pl) se
realizé utilizando 15 unidades de transcriptasa inversa ThermoScript (ThermoScript RT-PCR System, Invitrogen) y
cebadores oligo(dT) con una concentracion final de 0,25 pM.

Una primera reaccion de PCR (volumen final de 25 pl) que daba como resultado un fragmento de 250 pb, se llevo a
cabo después en 1 ul de los productos de la transcripcion inversa con 0,2 unidades de polimerasa de ADN Platinum
Tag (Thermoscript RT-PCR System, Invitrogen) y los cebadores especificos (cebador directo: 5'-
TGTCCCTAGCCATTGCTGATATGC-3' (SEQ ID No. 35) y cebador inverso: 5'-GCAATCTTCATGATGGCCTTAGTC-
3' (SEQ ID No. 36); concentracion final de cada uno 0,2 pM) situados en el exon IV y el exén V del ADNc humano de
5-HT2cR, respectivamente. Después de una etapa de desnaturalizacion a 95°C durante 3 min, la PCR llegé a su
punto final después de 35 ciclos (15 s a 95°C; 30 s a 60°C; 20 s a 72°C), y una etapa de elongacion final de 2 min a
72°C. Las partes alicuotas de los productos de la amplificacion se utilizaron para comprobar el producto sobre un gel
analitico de agarosa al 2%.

Segunda PCR y separacion de fragmentos de ADNc monocatenario mediante Electroforesis Capilar (CE)

Se empled 1 pl de una dilucion 1/50 de los primeros productos de la RT-PCR, o el ADNc de 250 pb amplificado
procedente de plasmidos que albergaban treinta y dos estandares de isoformas de 5-HT2cR humano (o 5SHT2CR),
como moldes para una PCR anidada aditiva. Estos 32 estandares, eran correspondientes a las isoformas no
editadas (NE) y editadas de 5-HT2cR humano. Las amplificaciones se realizaron en un volumen final de 20 pl con
cebadores fluorescentes purificados mediante HPLC (cebador directo: FAM-ATGTGCTATTTTCAACAGCGTCCATC-
3' (SEQ ID No. 37); cebador inverso: VIC-GCAATCTTCATGATGGCCTTA-3' (SEQ ID No. 38); concentracion final de
cada uno 0,2 uyM), y 0,2 unidades de polimerasa de ADN Platinum Pfx (Invitrogen).

El cebador inverso marcado con VIC se hibrida con una secuencia complementaria del receptor 5-HT2C, idéntica en
seres humanos, ratén y rata. Por otro lado, aunque se utilizaba con muestras humanas, la secuencia del cebador
directo marcado con FAM se habia disefiado para ser lo mas parecida posible a la del ratén. Mas precisamente, los
residuos de T en las posiciones 5 y 6 de la secuencia de oligonucleétidos humana (posiciones 1133 y 1134 de la
referencia humana U49516), se cambiaron a G y C, respectivamente.

Las simulaciones de vias de plegado estocastico de ambas cadenas del producto de la PCR obtenido con los dos
cebadores descritos anteriormente, se llevaron a cabo con el servidor Kinefold (kinefold.curie.fr). Mostraban que las
estructuras de energia libre mas baja, obtenidas para las cadenas directas e inversas - la region editada incluida en
el bucle de una estructura de tallo-bucle, y capaces de hibridarse con una secuencia complementaria localizada en
otra parte en la estructura completa después del plegado del tallo - eran muy parecidas a la calculada para un
producto de PCR anidada de raton utilizado con éxito en las muestras de raton. Este conjunto de cebadores
mostraba que era optimo para un analisis conformacional de la edicién del ARNm de 5SHTR2C humano mediante
electroforesis capilar no desnaturalizante con polimorfismo conformacional de cadena sencilla (CE-SSCP).

El fragmento amplificado tiene una longitud de 127 pb. En cuanto a la RT-PCR, después de una etapa de
desnaturalizacion inicial de 5 min a 94°C, la reaccion de amplificacion finalizé con 35 ciclos (15 s a 94°C; 30 s a
55°C; 20 s a 68°C) y una etapa de elongacion final de 2 min a 68°C. Una vez mas, la calidad de los fragmentos
amplificados con una longitud de 127 pb, se evalué en un gel de agarosa al 2% antes del analisis posterior en un
analizador genético 3100 Avant (Applied Biosystem).

Los productos fluorescentes de la PCR correspondientes a las isoformas estandar (1 pl de una dilucion 1/100 en
agua tratada con DEPC) y las muestras (1 pl de una dilucién 1/30) diluidas en 11 pl de formamida desionizada, se
afiadieron a una mezcla de patrones de migraciéon marcados con ROX (MWG-BIOTECH, AG) (0,5 ul cada uno) que
cubrian todo el intervalo de los tiempos de retencion del electroforegrama. Estos patrones de ROX se utilizaron para
la calibracion de CE y, posteriormente, para obtener la superposicion correcta de patrones y picos de las muestras.
Después de una desnaturalizacion durante 2 min a 95°C, las muestras se enfriaron inmediatamente sobre hielo. Se
realizd una CE no desnaturalizante en un analizador genético ABI PRISM 3100-Avant (Applied Biosystems) a través
de capilares de 80 cm de longitud, cargados con 7% de "POP Conformational Analysis Polymer" (Applied
Biosystems), 1X TBE vy sin glicerol. Después de una migracion previa realizada a 15 kV durante 3 min, las muestras
se inyectaron durante 15 s a 2 kV, y la electroforesis se ejecuté durante 105 minutos a 15 kV a una temperatura
controlada de 20°C. Con estas condiciones de sintesis, cada una de las treinta y dos isoformas posibles se
determinaron claramente como consecuencia de la conformacion de ADNss sencillo, obtenida ya sea con la cadena
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marcada con FAM o marcada con VIC. Los diferentes tiempos de retencién fueron utilizados para la identificacion
inequivoca de las isoformas.

Identificacion y cuantificacion relativa de cada isoforma en cada muestra de cerebro

La sefal electroforética se proces6 entonces usando un programa informatico del propio laboratorio. En primer lugar,
la base temporal de los perfiles electroforéticos de cada muestra se ajusté usando las cadenas marcadas con ROX
de los patrones de migracion. Esto permitié que las cadenas marcadas con FAM y con VIC desconvolucionaran con
precision las sefiales de los patrones y de las muestras en una base temporal Unica. El ruido de fondo se ajusto
después y se resto y el area total bajo cada sefial se normaliz6, a continuacion.

Se proces6 la proporcion relativa de cada isoforma mediante un ajuste 6ptimo de cada sefial analitica
desconvolucionada y normalizada de las muestras de cerebro. Se llevd a cabo mediante el ajuste iterativo de la
sefial integrada representada por las 32 sefiales analiticas estandares desconvolucionadas y normalizadas de

manera similar. El calculo se basé en la hipétesis de que la sefial de SSCP
N

S(H=Y.gR(t) enlaque Ri(t), con i € {1,.., N} son las sefales estandares y gi es el % de cada una de ellas en la
ol sefial. El ajuste 6ptimo minimizo la suma de los cuadrados de error (SSE)

" 15 2
SSE=| {sm{gi&m} :
i=1

y se controlé mediante el andlisis estadistico de los minimos cuadrados.

El resultado de este ajuste optimo se evalud estadisticamente tras el calculo del valor de r2, tal como

2 _ _ SSE
Fo=1T ey

en donde SSM es la suma de cuadrados de las desviaciones de la media, tal como

SSM = i(S(t) -5)

=1

El ajuste 6ptimo tedrico maximo proporcionara una r’=1.

Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo condiciones de ciego y todas las muestras se sometieron a ensayo
en el mismo lote para las reacciones de RT-PCR y de segunda PCR. Los resultados de ajuste éptimo produjeron un
perfil de edicién especifico para cada muestra individual, que se determiné a partir del porcentaje de cada forma
editada y no editada de la sefial analitica total. Estos valores iniciales se utilizaron para los analisis estadisticos.

Este método proporciona la proporcion de cada isoforma de ARNm expresada como el porcentaje del total de
receptor de 5-HT2c presente en el extracto.

A modo de ejemplo se proporciona en este documento la tabla de identificacion de las 32 isoformas humanas, en
donde cada cadena marcada con FAM y VIC proporciona un conjunto de tiempo de retencion (véase la figura 1). Es
facil observar que el uso de las dos cadenas puede determinar la identificacion total de las 32 isoformas estandares.

La principal ventaja de este tratamiento es ofrecer una estimacion cuantitativa completa de la distribucion de las
isoformas de 5HT2cR expresadas (perfil de edicidon) a una concentracion dada de ARNm de 5HT2cR. Esto se
obtiene a partir de un Unico ensayo y permite determinar de forma sencilla las caracteristicas de este perfil en una
situacion dada. Con esta técnica se ha podido demostrar en un grupo de 6 pacientes deprimidos que se habian
suicidado, una firma especifica que caracteriza el grupo de pacientes deprimidos. Esta firma proporciona una
informacion interesante acerca de la desregulacion del proceso de edicion que tiene lugar en las regiones prefrontal
dorsal del cerebro y dar un fuerte apoyo al interés de explorar el estado estacionario de las enzimas de edicion en
muestras de piel y sangre de pacientes deprimidos.

Ejemplo 3: Expresion de 5HT2CR en piel humana y de raton

La piel, debido a la presencia dérmica de receptores de 5-HT2c y enzimas de edicion, podria ser una fuente
interesante para la medicién en la periferia tanto de la edicion de 5-HT2cR como del nivel de expresién de las
enzimas de edicion.

La Figura 2 representa un control tipico de las RT-PCRs realizadas después de la extraccion de ARNs poliA+ a partir
de muestras de piel humana (A) o de ratén (B).

La aplicacién de la separacion por electroforesis capilar de los productos SSCP de los productos de la segunda PCR
anidada, consigue llegar a la demostracion de que, en la piel humana y de ratén, las enzimas de edicion ADAR1 y
ADAR?2 estaban activas y que estados patoldgicos o fisiopatoldgicos podrian modificar en este tejido periférico la
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regulacion de la edicién del 5-HT2cR.
Ejemplo 4: Localizacion y naturaleza de la expresion de las isoformas ADAR1 y ADAR2

Como se ha previsto en los experimentos de validacion precedentes, se ha encontrado que la expresion de las
isoformas ADAR1 y ADAR2 se realizaba en las muestras de piel de ratén y de piel humana.

La figura 3 muestra un ejemplo de control de la identificacion con RT/PCR de ADAR1 150, ADAR1 110 y ADAR2 en
experimentos llevados a cabo después de la extraccion de ARNs de sangre total o de piel de ratén.

En el hombre también era posible identificar y cuantificar facilmente el nivel de expresion de las enzimas de edicion
después de la recogida de un pequefio volumen de sangre.

Con un rendimiento tipico de 1-2 x 10° leucocitos por ml de sangre recién recogida, un volumen de 5 ml permite
aislar suficiente ARN total para reacciones de transcripcion inversa. Las muestras de sangre (5 ml) se recogen en
tubos heparinizados. Las siguientes etapas del protocolo deben llevarse a cabo inmediatamente en condiciones
estériles. Diluir el material de la muestra anticoagulada con un volumen igual de solucion estéril de NaCl al 0,9%, o
una solucion estéril de 1X PBS, o medio de cultivo RPMI 1640 estéril. El medio de separacion (por ejemplo, Ficoll-
Paque Plus, GE Healthcare Bio-Sciences AB, ref.: 17-1440-02 o 17-1440-03) se debe calentar hasta la temperatura
ambiente justo antes del uso y proteger de la luz. Llenar un tubo LeucoSep de 15 ml (Greiner Bio-One, ref.: 163 289
0 163 290) con 3 ml de medio de separacion. Centrifugar durante 30 s a 1000 g y temperatura ambiente (el medio de
separacion después esta por debajo de la barrera porosa del tubo). Cuando se utilizan tubos LeucoSep que estan
llenados previamente con medio de separacion, las etapas mencionadas anteriormente se pueden cancelar (ref.:
163 288 0 227 288). Simplemente calentar los tubos a temperatura ambiente. Verter cuidadosamente la muestra de
material diluido no coagulado (1:2 en soluciéon salina equilibbrada o RPMI 1640, véase mas arriba) en el tubo
LeucoSep de 15 ml. Centrifugar 10 minutos a 1000 g y temperatura ambiente, o 15 minutos a 800 g y temperatura
ambiente en un rotor de cubeta oscilante.

Frenos de desconexion de la centrifuga

Después de la centrifugacion, se recoge la fraccion celular enriquecida (linfocitos/PBMCs = anillo blanco) por medio
de una pipeta Pasteur. Se lava la fraccion celular enriquecida con 10 ml de solucion estérii de 1X PBS,
posteriormente se centrifuga 10 minutos a 250 g. Repetir la etapa de lavado dos veces. Para la ultima centrifugacion,
los sedimentos se deben recoger en tubos de microcentrifuga (tubos Eppendorf de 1,5 ml) a través de una
resuspension en 1 ml de solucién estéril de 1X PBS. Después de la ultima centrifugacion (10 minutos a 250 g y
temperatura ambiente) retirar el material sobrenadante y cubrir rapidamente el sedimento "seco" de fracciones
celulares enriquecidas con reactivo de estabilizacion de ARN RNAlater (Qiagen, ref.: 76104 o 76106). Si los
sedimentos sumergidos se almacenan a 2-8°C, el perfil de expresion génica de los linfocitos/PBMCs se puede
estabilizar hasta 4 semanas a esa temperatura. Si las muestras se transportan en reactivo RNA/ater, asegurar que
los sedimentos siempre estan sumergidos en el reactivo. O bien mantener los tubos en posicion vertical durante el
transporte o llenar los tubos completamente con la soluciéon de estabilizacién. Durante el transporte los tubos se
pueden tener en una caja de poliestireno llena de bolsas de hielo azules. Una solucién mejor podria ser lisar
directamente los sedimentos de la fraccion celular enriquecida en 1 ml de reactivo TRIzol (Invitrogen, ref.: 15596-
026), conservar y enviar a temperatura ambiente. Como este reactivo de lisis contiene fenol, los tubos de las
muestras deben estar herméticamente cerrados. En realidad, como describe la entidad suministradora (Invitrogen),
el lisado de leucocitos en reactivo TRIzol (véase mas arriba) permite extracciones posteriores del ARN total (fase
acuosa) y las proteinas (fase organica). Los tubos se podrian enviar a temperatura ambiente o en hielo seco.

Un ejemplo de validacion se proporciona en la figura 4 en la que se presenta el control de los productos de la RT-
PCR de enzimas de edicion en muestras de cerebro humano, piel y células sanguineas CD4 y CD8.

De este modo es posible, en los seres humanos, analizar correctamente la expresion de las enzimas de edicion en
muestras de cerebro (estudios post mortem), piel y sangre (estudios de diagndstico) como se ilustra en el
experimento de control presentado en la figura. 5

Cuando se verifican todos los elementos de la tabla 2, es posible dilucidar las condiciones precisas y los limites del
analisis de la expresion de las enzimas de edicion de la sangre y la piel, y el perfil de edicién de 5-HT2/C en la piel
como biomarcadores en el diagndstico y el tratamiento de diversos estados patoldgicos en seres humanos, con una
validacion profunda que proviene de modelos fisiopatoldgicos o farmacopatologicos adecuados.

Ejemplo 5: Analisis de las isoformas del receptor de 5-HT2C en muestras de cerebro de pacientes con suicidio
depresivo post mortem, en comparacién con muestras de pacientes de control.

El proceso analitico ilustrado en la figura 1 permite el analisis de todas las isoformas del receptor de 5-HT2c en
muestras de cerebro post mortem. Un estudio de 6 pacientes de control y pacientes suicidas depresivos
cuidadosamente seleccionados, mostraba que: (1) regiones especificas del cerebro muestran un patron especifico
de distribucion de las isoformas de 5-HT2CR editadas y no editadas, y (2) este patron de distribucion esta
significativamente alterado en la corteza cingulada anterior humana y la corteza prefrontal dorsal, las cuales estan
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implicadas en la fisiopatologia de la depresién mayor. Estos cambios en la firma de las isoformas se ilustran en la
tabla 3, que muestra los efectos observados en la corteza cingulada anterior. Es importante destacar que esta
técnica puede medir cambios dinamicos en la prevalencia de isoformas en ambas direcciones, incrementos o
disminuciones, en comparaciéon con los controles, proporcionando una informacién sobre la disfunciéon enzimatica
potencial subyacente a los cambios. En este caso, por ejemplo, la actividad de ADAR | (que edita especificamente
los sitios A y B, y, con menos especificidad, el sitio C) esta regulada al alza.

Tabla 3: Perfiles de edicion obtenidos en los controles y pacientes suicidas depresivos. El perfil de edicion total se
midio en pacientes de ambos grupos (n = 6 en cada uno). Los resultados representan la prevalencia de una isoforma
como un porcentaje de todas las isoformas y proporcionada como la media + SEM. Los dos aspectos de la firma - la
distribucion de todas las isoformas y la distribucion de acuerdo con sitios de edicién individuales - se analizaron
mediante ANOVA II.

22



ES 2 646 592 T3

| LOED oAlsaidap odnib :1030e4
VYAONY d 3p salofen
se0[vzo[600 | 1o (1 eganud) d ap saiojea
1'9 | ¥'¢ [#'Z2L | 8°0Z | £0L } 1043u0d B 3)udlj UQIDBLIBA 3P %

€0 [ vo [ g0 | vo | 80 Was
voL oS [1es | 025 [928 SOAISaidsp ap eIpaiN
61 | L1 |ze | 62 | 81 W3s|
voL|e6v (e | ziv [6vL $3]03U00 3p EIPSN

©INJONIJSI B UD SOPER}IPS SONIS ap uolonquysiq

ﬂOOQ OHn_ WOOHQ oAlsaldap odnub :10}oe)

VAONY d

901°0 200 [82270[120'0[ 2810 [ese0[sL0]8s1 0 sve 0 [z1io[ssv0[oos 0 [1ee0 Jraeo]eseo [see0]62z0]c61 0]osz 0 [seo ofsuerc[eo00 e i o] 1600 (3 eqanud) d ap salojea

6'GL |L0L [L'iv |Lov [p'se [voe [L'GL |L'El 621 |€LL |80l _w..v 61 [o0 [I1'2- [l'6- |86 _m.:‘. L'Ll- |T6L- [8'61- [€FG- 2'96- |0°6¢- 6°G.- | 1043U0D B 3)ual) UQIDBLIBA 3P %

v0_ Joi eo [rz oy [ro fzo [vo foo Joo [vi zo Jeo [ro e [ro oo feo oo fzo Job [ro z0_[oo 10 was|

€L |vor [z leve |g6 fo9 fgz o [z for |68 1w fzo Jeo [isr [so Jez [eo Jev s [z Joo £0_[1o €0 (sonsaidap) elpaly

z0_ |60 Jzo o1 [so o g0 Jeo [eo [ro o [ro Jeo [eo ez [ro [0 [ro Jii e fso [vo [ro [so [ro [ro [0 W3s|

L0 6'G 180 [90L |b¥ fo's |69 vl [LL [6'0 |L'8 |6'€ |20 [€0 (€9l [90 |6 Vo |26 (89 o |vL |2e (91 [I'0 |22 [ (s3jo5ju0)) eips|y

IDA] ISA] ISWN| ANA| DA INA] INA| ASI| ANWN| ADI INW| AW| ASA| AGA] ADA| ASI| ASA[ ANA] ISA] 10A[ ANI| 191] 19W[ AQA[ 10A] sejusipuodsaliod seujsjold
30av| oav| og| aav| 3ov[ av] V| nﬂ_ ag| a| 3ad|aoav| 3av|3aov] aogl aov] av| ov| 3av m_ 39| 30a[3aav| av| WINYY 8P SEULIOJO!

WNYY 9p Sewlojosi se| ap uoionquysiq

JoLiajue epejnbuld ezapo9

€ elgel

23



10

15

20

25

30

ES 2 646 592 T3

Ejemplo 6: El tratamiento con interferon alfa2 en ratones induce un aumento significativo de la expresion de ADAR1
en sangre. Este efecto periférico también se identifica en la piel y en el cerebro.

Este experimento se realizé en ratones Balb/cJ raton. Una dosis de 20.000 Ul de interferdn alfa de raton se inyectd
por via IP y grupos de ratones (n = 8) fueron sacrificados 3, 6 y 8 horas después de la inyeccion. Un grupo de control
(n = 8) fue sacrificado en el tiempo cero. La sangre, la piel y el cerebro fueron procesados rapidamente para evitar
una degradacion del ARN. EI ARN total se extrajo a partir de cada muestra de tejido y el ARNm especifico que
codificaba ADAR1 inducible se cuantific6 por QPCR usando un gen enddégeno GAPDH como referencia. Los
resultados se resumen en la figura 6. Se muestra claramente que cuando se observa un aumento significativo en la
expresion de ADAR 1 en las muestras de sangre de ratones tratados con interferén, se observa también una
respuesta amplificada en las muestras de piel y en la corteza prefrontal.

Ademas, se determino el perfil de edicion de 5-HT2cR de acuerdo con los métodos descritos previamente (véase el
ejemplo 2) en el area prefrontal de ratones de control y tratados con interferén, sacrificados a las 8 horas. En la tabla
4, es facil de observar que:

1) Después de la induccion de ADAR 1, la expresion tiene lugar rapidamente en el cerebro, en estas
condiciones experimentales, una alteracién temprana significativa del proceso de ediciéon de 5-HT2cR se
observa a las 8 horas. Se encontré un aumento significativo en un grupo de 12 isoformas editadas que incluian
las isoformas ABCD y ACD. Representan mas del 30% del ARNm total de 5-HT2cR.

2) El analisis de las proporciones de sitios editados en este grupo muestra claramente un aumento significativo
en las proporciones de los sitios A, B y C que estaban editados. Se pueden interpretar como que
principalmente son el resultado de una mayor actividad de ADAR1. Esto se confirma cuando el analisis se
restringe a las isoformas de este grupo que son exclusivamente debidas a la actividad de ADAR 1.

Tabla 4: Analisis de la alteracion del perfil de edicion del ARNm de 5-HT2cR después del tratamiento con interferén.
En cada individuo, el perfil o la edicién total se midié como la proporciéon de cada isoforma editada en el ARNm
especifico total del receptor. Los resultados presentados son la media + SEM de ratones controles y ratones tratados
con interferén, sacrificados 8 horas después de la inyeccion. Los valores de p se calcularon a partir de la prueba de
Student. Se presentan de este modo: la suma de las isoformas editadas que habian aumentado en el grupo tratado
con interferon, la proporcion de los sitios A, B, C, D y E que se habian editado en este grupo de isoformas y la
proporcion relativa de ARNm, representada por las isoformas de este grupo que es exclusivamente el resultado de
una accion especifica de ADAR1.

Por ultimo es razonable proponer que la medida de los cambios en la expresion de las ADARs en la periferia
(sangre) podria predecir una alteracion importante de la edicidon en el cerebro, lo que podria explicar los efectos
secundarios sobre el estado de animo de varios tratamientos que ya se utilizan en distintos campos terapéuticos.
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Listado de secuencias

<110> BIOCORTECH
WEISSMANN, Dinah
PUJOL, Jean-Francois
VINCENT, Laurent
CAVAREC, Laurent
MANN, John

<120> Muestra de tejido periférico que contiene células que expresan 5SHTR2C y/o ADARs, como marcadores de la

alteracion del mecanismo de edicion del ARNm de 5SHTR2C y sus aplicaciones
<130> D25626

<150> 60/943685
<151> 13-06-2007

<150> 61/023239
<151> 31-01-2008

<160> 51
<170> PatentIn versioén 3.3

<210>1
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<400> 1
atacgtaatc ctatt 15

<210> 2
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i

<400> 2
ntacgtaatc ctatt 15

<210> 3

<211>15

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> n=i

<400> 3
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atncgtaatc ctatt 15

<210> 4
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (8)..(8)

<223> n=i

<400> 4
atacgtantc ctatt 15

<210>5
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)

<223> n=i

<400> 5
atacgtaatc ctntt 15

<210>6
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i

<400> 6
atacgtnatc ctatt 15

<210>7
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i
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<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> n=i

<400> 7

ntncgtaatc ctatt 15
<210> 8

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (8)..(8)

<223> n=i

<400> 8

ntacgtantc ctatt 15
<210>9

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)

<223> n=i

<400> 9

ntacgtaatc ctntt 15
<210> 10

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i
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<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i

<400> 10

ntacgtnatc ctatt 15
<210> 11

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (8)..(8)

<223> n=i

<400> 11

atncgtantc ctatt 15
<210> 12

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)

<223> n=i

<400> 12

atncgtaatc ctntt 15
<210> 13

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> n=i
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<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i

<400> 13

atncgtnatc ctatt 15
<210> 14

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (8)..(8)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)

<223> n=i

<400> 14

atacgtantc ctntt 15
<210> 15

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (8)..(8)

<223> n=i

<400> 15

atacgtnntc ctatt 15
<210> 16

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i
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<220>

<221> base_modificada

<222> (13)..(13)
<223> n=i

<400> 16
atacgtnatc ctntt
<210> 17
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

15

<221> base_modificada

<222> (1)..(1)
<223> n=i

<220>

<221> base_modificada

<222> (3)..(3)
<223> n=i

<220>

<221> base_maodificada

<222> (8)..(8)
<223> n=i

<400> 17
ntncgtantc ctatt
<210> 18
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

15

<221> base_modificada

<222> (1)..(1)
<223> n=i

<220>

<221> base_modificada

<222> (3)..(3)
<223> n=i

<220>

<221> base_modificada

<222> (13)..(13)
<223> n=i

<400> 18
ntncgtaatc ctntt

<210> 19
<211>15

15
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i

<400> 19

ntncgtnatc ctatt 15
<210> 20

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (8)..(8)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)

<223> n=i

<400> 20

ntacgtantc ctntt 15
<210> 21

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i

<220>
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<221> base_modificada

<222> (7)..(7)
<223> n=i

<220>

<221> base_maodificada

<222> (8)..(8)
<223> n=i

<400> 21
ntacgtnntc ctatt
<210> 22
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

15

<221> base_modificada

<222> (1)..(1)
<223> n=i

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(7)
<223> n=i

<220>

<221> base_modificada

<222> (13)..(13)
<223> n=i

<400> 22
ntacgtnatc ctntt
<210> 23
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

15

<221> base_modificada

<222> (3)..(3)
<223> n=i

<220>

<221> base_modificada

<222> (8)..(8)
<223> n=i

<220>

<221> base_modificada

<222> (13)..(13)
<223> n=i

<400> 23

atncgtantc ctntt

15
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<210> 24
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i

<220>

<221> base_maodificada
<222> (8)..(8)

<223> n=i

<400> 24

atncgtnntc ctatt 15
<210> 25

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i

<220>

<221> base_maodificada
<222> (13)..(13)

<223> n=i

<400> 25

atncgtnatc ctntt 15
<210> 26

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>
<221> base_modificada
<222> (7)..(7)
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<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (8)..(8)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)

<223> n=i

<400> 26

atacgtnntc ctntt 15
<210> 27

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (8)..(8)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)

<223> n=i

<400> 27

ntncgtantc ctntt 15
<210> 28

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> n=i
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<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (8)..(8)

<223> n=i

<400> 28

ntncgtnntc ctatt 15
<210> 29

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)

<223> n=i

<400> 29

ntncgtnatc ctntt 15
<210> 30

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i

<220>
<221> base_modificada
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<222> (8)..(8)
<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)

<223> n=i

<400> 30

ntacgtnntc ctntt 15
<210> 31

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (8)..(8)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)

<223> n=i

<400> 31

atncgtnntc ctntt 15
<210> 32

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN derivado del mARN que codifica el receptor 5-HT2C

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)
<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (7)..(7)

<223> n=i
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<220>

<221> base_modificada
<222> (8)..(8)

<223> n=i

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)

<223> n=i

<400> 32

ntncgtnntc ctntt 15
<210> 33

<211> 15

<212> RNA

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for 5-HT2C receptor

<400> 33
auacguaauc cuauu
<210> 34
<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for 5-HT2C receptor

<400> 34

ttcgtccctc agtccaatca ¢
<210> 35

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for 5-HT2C receptor

<400> 35

tgtccctagce cattgctgat atge
<210> 36

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for 5-HT2C receptor

<400> 36
gcaatcttca tgatggcctt agtc
<210> 37

<211> 26
<212> ADN

15

21

24

24

ES 2 646 592 T3

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 646 592 T3

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for 5-HT2C receptor

<400> 37

atgtgctatt ttcaacagcg tccatc 26
<210> 38

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for 5-HT2C receptor

<400> 38

gcaatcttca tgatggcctt a 21
<210> 39

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for 5-HT2C receptor

<400> 39

tttgtgcccc gtctggat 18
<210> 40

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for 5-HT2C receptor

<400> 40

gccttagtcc gcgaattg 18
<210> 41

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for human ADAR1 150 isoform

<400> 41

gcctcgeggg cgcaatgaat cc 22
<210> 42

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for human ADAR1 150 isoform

<400> 42
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cttgccectte tttgccaggg ag 22
<210> 43

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for human ADAR1 110 isoform

<400> 43

cgagccatca tggagatgcc ctce 24
<210> 44

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for human ADAR1 110 isoform

<400> 44

catagctgca tcctgcettgg ccac 24
<210> 45

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for human ADAR2

<400> 45

gctgegeagt ctgeeetgge cge 23
<210> 46

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for human ADAR2

<400> 46

gtcatgacga ctccagccag cac 23
<210> 47

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for murine ADAR1 150 isoform

<400> 47
gtctcaaggg ttcaggggac cc 22
<210> 48

<211> 24
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for murine ADAR1 150 isoform

<400> 48

ctcctctagg gaattcctgg atac
<210> 49

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for murine ADAR1 110 isoform

<400> 49

tcacgagtgg gcagcgtccg agg

<210> 50
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for murine ADAR2

<400> 50

gctgcacagt ctgccttggce tac
<210> 51

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: sequence derived from the cADN coding for murine ADAR2

<400> 51

gcataaagaa acctgagcag ggac

24

23

23

24
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REIVINDICACIONES

1. Un método para implementar una muestra bioldgica que consiste en un tejido periférico que contiene células para
la evaluacion de la alteracion patologica de la edicion de A a | del ARN dependiente de ADAR de 5HTR2C en el
cerebro, en donde dicho tejido periférico que contiene células es una muestra de piel de mamifero seleccionada a
partir del grupo consistente en una linea de células de la piel, células cultivadas obtenidas a partir de piel y una
muestra de tejido de la piel, y en donde la alteracion patolégica de la edicion de A a | del ARN dependiente de ADAR
de 5HTR2C en el cerebro se detecta midiendo la ediciéon de 5SHTR2C en la muestra de piel.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicha patologia se selecciona a partir del grupo que consiste en
trastornos mentales, esquizofrenia, depresion, suicidio depresivo o conducta alimentaria anormal.

3. El método segun la reivindicacion 1 o 2, en donde este método comprende ademas la etapa de determinar los
productos de expresion de ADARs contenidos en una segunda muestra de tejido periférico que es una muestra de
sangre que contiene células de dicho paciente o mamifero.

4. El método segun la reivindicacion 3, en el que las células de la muestra de sangre que expresan ADARs son
glébulos blancos o leucocitos.

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha tasa de edicién o dicho perfil de las
formas editadas se determina para todas las formas editadas y no editadas de dicho ARNm de 5HTR2C.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la tasa de edicion para cada forma
editada y sin editar o el perfil de las formas editadas de dicho ARNm de 5SHTR2C se determina mediante un método
que comprende las siguientes etapas:

A) extraccion de los ARNs totales de dicha linea de células de la piel, células cultivadas obtenidas a partir de la
piel o tejido de la piel, seguida, en su caso, de una purificacion de los ARNm;

B) transcripcion inversa de los ARNs extraidos en la etapa A); y

C) amplificacion con PCR de los ADNc obtenidos en la etapa B), usando al menos una pareja de cebadores
especificos para el fragmento de ARNm de 5HTR2C que contiene los sitios de edicidon que se pueden editar, en
donde esa pareja de cebadores se selecciona de forma que sea capaz de amplificar todas las formas editadas
y la forma sin editar potencialmente presentes en el extracto de ARN,

— endonde la etapa B) de transcripcion inversa se lleva a cabo mediante el uso de un cebador oligonucleotidico
especifico del gen SHTR2C que tiene la secuencia SEQ ID No. 34;

— endonde en la etapa C), la etapa de amplificacion con PCR es una PCR de tipo anidada que comprende dos
ciclos de PCR, y en donde el primer ciclo de PCR se lleva a cabo mediante un conjunto de cebadores que da
lugar a un producto de acido nucleico de PCR que tiene una longitud comprendida entre 200 pb y 300 pb, y
en donde el segundo ciclo de PCR se lleva a cabo mediante un conjunto de cebadores que da lugar a un
producto final de acido nucleico de PCR que tiene una longitud comprendida entre 90 pb y 160 pb.

7. El método segun la reivindicacion 6, en el que en la etapa C), la etapa de amplificacion con PCR es una PCR de
tipo anidada que comprende dos ciclos de PCR,

- en donde, para raton, rata o ser humano, el primer ciclo de PCR se lleva a cabo mediante el conjunto de
cebadores:

cebador directo 5-TGTCCCTAGCCATTGCTGATATGC-3', y

cebador inverso 5'-GCAATCTTCATGATGGCCTTAGTC-3"; y

- en donde, para ser humano, el segundo ciclo de PCR se lleva a cabo mediante el siguiente conjunto de cebadores:
cebador directo FAM-ATGTGCTATTTTCAACAGCGTCCATC-3', y

cebador inverso VIC-GCAATCTTCATGATGGCCTTA-3'; y

- en donde, para ratén y rata, el segundo ciclo de PCR se lleva a cabo mediante el siguiente conjunto de cebadores:
cebador directo 5-TTTGTGCCCCGTCTGGAT-3',y

cebador inverso 5'-GCCTTAGTCCGCGAATTG-3".

8. El método segun la reivindicacion 7, en el que la tasa de edicion para cada forma editada y sin editar o el perfil de
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las formas editadas de dicho ARNm de 5HTR2C se determina mediante un método SSCP capaz de proporcionar el
perfil de edicidn para cada una de las formas distintas editadas y sin editar de dicho ARNm, en donde dicho método
SSCP esta caracterizado porque comprende después de las etapas A), B) y C) las siguientes etapas:

D) en su caso, una purificacion de los productos de la PCR obtenidos en la etapa C);
E) en su caso, una cuantificacion de los productos de la PCR obtenidos en la etapa D);

F) una disociacion de los ADNc de doble cadena en ADNc de cadena sencilla, en particular mediante
calentamiento seguido de enfriamiento brusco;

G) una separacion de los ADNc de cadena sencilla mediante electroforesis capilar; y

H) una obtencion del perfil de edicién mediante una lectura de la fluorescencia y, en su caso, una adquisicion
de los datos del perfil por medio del sistema de explotacién asociado con el lector de fluorescencia.

9. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que los productos de expresion de ADAR son
los productos de expresion del gen ADAR1, isoformas 150 y/o 110, y del gen ADAR2, preferiblemente los productos
de expresion del gen humano que codifica la proteina ADAR1, isoformas 150 kD y/o 110 kD, y la proteina ADAR2.

10. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que los productos de expresion de las
ADARs son los ARNm de las ADARs.

11. Un método segun la reivindicacion 10, en el que la determinacién del ARNm de ADAR se lleva a cabo mediante
un método que comprende las siguientes etapas:

A) una extraccion de los ARNSs totales de dichas células de la muestra, seguida, en su caso, de una purificacion
de los ARNm;

B) una transcripcion inversa de los ARNs extraidos en la etapa A); y

C) una amplificacion con PCR de los ADNc obtenidos en la etapa B), usando al menos una pareja de
cebadores especificos para cada uno de los ARNm de ADAR que se van a cuantificar y/o analizar
cualitativamente, y en donde en la etapa C), la pareja de cebadores especificos para la amplificacion con PCR
del ARNm de ADAR se selecciona a partir del grupo que consiste en:

- para la amplificacion del ARNm de la isoforma ADAR1-150 humana:
Directo: 5'-GCCTCGCGGGCGCAATGAATCC-3,
Inverso: 5-CTTGCCCTTCTTTGCCAGGGAG-3';

- para la amplificacion del ARNm de la isoforma ADAR1-110 humana:
Directo: 5'-CGAGCCATCATGGAGATGCCCTCC-3,
Inverso: 5'-CATAGCTGCATCCTGCTTGGCCAC-3";

- para la amplificaciéon del ARNm de ADAR2 humana:
Directo: 5-GCTGCGCAGTCTGCCCTGGCCGC-3,
Inverso: 5-GTCATGACGACTCCAGCCAGCAC-3"

- para la amplificacion del ARNm de la isoforma ADAR1-150 de ratén:
Directo: 5'-GTCTCAAGGGTTCAGGGGACCC-3/,
Inverso: 5'-CTCCTCTAGGGAATTCCTGGATAC-3";

- para la amplificacion del ARNm de la isoforma ADAR1-110 de ratén:
Directo: 5-TCACGAGTGGGCAGCGTCCGAGG-3',
Inverso: 5-CTCCTCTAGGGAATTCCTGGATAC-3'; y

- para la amplificacion del ARNm de ADAR2 de ratén:
Directo: 5-GCTGCACAGTCTGCCTTGGCTAC-3/,
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Inverso: 5'-GCATAAAGAAACCTGAGCAGGGAC-3..

12. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde los productos de expresion de las ADARs
son las proteinas ADAR.

13. Uso de un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para identificar in vitro si un paciente
presenta una patologia o tiene riesgo de desarrollar una patologia relacionada con una alteracién del mecanismo de
edicion del ARNm de 5HTR2C en el cerebro, a partir de una muestra biolégica del paciente que se va a someter a
ensayo que contiene células de la piel, en donde ese método comprende las siguientes etapas:

a) determinar la tasa de edicion o el perfil de las formas editadas de dicho ARNm de 5HTR2C expresado en dicha
muestra de células de la piel; y, opcionalmente

b) determinar la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra de células de la piel; e

c) identificar si dicho paciente presenta o tiene riesgo de desarrollar una patologia de este tipo mediante una
comparacion de la tasa o el perfil de edicion de dicho ARNm de 5HTR2C y la naturaleza y/o la cantidad de las
ADARs expresadas en dicha muestra obtenida en la etapa a) y b) con la tasa o el perfil de edicion de control
caracteristico del ARNm de 5SHTR2C y el perfil de las ADARs expresadas obtenido para pacientes normales o para
pacientes que presentan patologias relacionadas con una alteracion del mecanismo de edicion de este ARNm en el
cerebro.

14. Uso de un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para determinar in vitro si una patologia
mostrada por un paciente esta relacionada con una alteracion del mecanismo de edicion del ARNm de 5SHTR2C en
el cerebro, a partir de una muestra biolégica del paciente que se va a someter a ensayo que contiene células de la
piel, en donde ese método comprende las etapas siguientes:

a) determinar la tasa de edicion o el perfil de las formas editadas de dicho ARNm de 5HTR2C expresado en dicha
muestra de células de la piel; y, opcionalmente

b) determinar la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra de células de la piel; e

c) identificar si dicho paciente presenta o tiene riesgo de desarrollar una patologia de este tipo mediante una
comparacion de la tasa o el perfil de edicion de dicho ARNm de 5HTR2C y la naturaleza y/o la cantidad de las
ADARs expresadas en dicha muestra obtenida en la etapa a) y b) con la tasa o el perfil de edicion de control
caracteristico del ARNm de 5HTR2C y el perfil de las ADARs expresadas obtenido para pacientes normales o para
pacientes que presentan patologias que se sabe que no estan relacionadas con una alteracién del mecanismo de
edicion de este ARNm.

15. Uso de un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para identificar en vitro un agente que
modula in vivo la edicion del ARNm de 5HTR2C en el cerebro de un mamifero, a partir de una muestra biolégica de
dicho mamifero que contiene células de la piel, en donde dicho candidato modulador de la edicién del ARNm de
5HTR2C se administra de antemano a dicho mamifero, en donde dicho método comprende las siguientes etapas:

a) determinar los efectos de dicho modulador

- sobre la tasa de edicion o el perfil de las formas editadas de dicho ARNm de 5SHTR2C expresado en dicha
muestra de células de la piel; y, opcionalmente

- sobre la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra de células de la piel, mediante
una comparacion de la tasa o el perfil de edicion de dicho ARNm de 5HTR2C y la naturaleza y/o la cantidad de
las ADARs expresadas en dicha muestra obtenida en la etapa a) con la tasa o el perfil de ediciéon de dicho
ARNmM de 5HTR2C y la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas, obtenido a partir de la muestra de
control de células de la piel.

16. Uso de un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para determinar in vitro la eficacia de un
farmaco utilizado para la prevencion o para el tratamiento en un paciente de una patologia relacionada con una
alteracion del mecanismo de edicion del ARNm de 5HTR2C en el cerebro, a partir de una muestra bioldgica del
paciente que contiene células de la piel obtenida antes y durante y/o después del tratamiento, en donde este método
comprende las siguientes etapas:

a) determinar en dichas muestras que contienen células de la piel obtenida antes y durante y/o después del
tratamiento:

- la tasa o el perfil de edicion de las formas editadas de dicho ARNm de 5HTR2C expresado en dichas
muestras de células de la piel; y, opcionalmente

- la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dichas muestras de células de la piel; y
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b) determinar la eficacia de dicho farmaco mediante la comparacion de la tasa o el perfil de edicion de dicho
ARNm de 5HTR2C y la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dichas muestras obtenidas en
la etapa a), la modulacién de la tasa o el perfil de ediciéon y la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs
expresadas resultante en una tasa o perfil de edicion y una naturaleza y/o una cantidad de las ADARs
expresadas proxima o igual a la observada en pacientes normales siendo significativa de la eficacia del
tratamiento.

17. Uso de un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para determinar si un paciente responde
o no responde a un tratamiento de una patologia resultante o provocada por la alteracion del mecanismo de edicion
del ARNm de 5HTR2C en el cerebro, que comprende ademas las etapas de:

c) determinar si el paciente responde o no responde al tratamiento mediante la observacion de la modificacion de la
tasa o el perfil de edicion y, opcionalmente, la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas después de un
periodo de tratamiento (es decir, 15 dias, 30 dias, 2 meses, 6 meses, etc.) mediante una comparacion con la tasa o
el perfil de edicion y, opcionalmente, la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas antes del comienzo del
tratamiento.

18. Uso de un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para identificar in vitro un agente que
modula in vitro la edicion del ARNm de 5SHTR2C en un mamifero, en donde dicho método comprende las siguientes
etapas:

a) obtener una muestra bioldgica que contiene células a partir de una linea celular de piel de mamifero,
opcionalmente, esas células pueden ser células recombinantes;

b) poner en contacto dicha muestra biolégica en presencia de un candidato modulador de dicha edicién del ARNm
de 5HTR2C; y, opcionalmente

c) determinar los efectos de dicho modulador

- sobre la tasa o el perfil de ediciéon de las formas editadas de dicho ARNm de 5SHTR2C expresado en dicha
muestra de células de la piel; y

- sobre la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas en dicha muestra de células de la piel, mediante
una comparacion de la tasa o el perfil de edicion de dicho ARNm de SHTR2C y la naturaleza y/o la cantidad de
las ADARs expresadas en dicha muestra obtenida en la etapa c) con la tasa o el perfil de edicion de dicho
ARNm de 5HTR2C y la naturaleza y/o la cantidad de las ADARs expresadas obtenidas a partir de una muestra
de control de células de la piel.
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