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DESCRIPCION
Genes y rutas expresadas de forma diferencial en trastorno bipolar y/o trastorno depresivo mayor
Antecedentes de la invencion

La depresién clinica, incluyendo tanto trastornos bipolares como trastornos de depresiéon mayor es un problema
principal de salud publica, que afecta segun se estima a un 9,5 % de la poblacién adulta de Estados Unidos cada
afio. Aunque existe la hipétesis de que las enfermedades mentales, incluyendo los trastornos del estado de animo
tales como la depresion mayor ("MDD") y el trastorno bipolar ("BP"), asi como los trastornos psicoéticos tales como la
esquizofrenia pueden tener raices genéticas, se ha hecho poco progreso en la identificacién de las secuencias
génicas y productos génicos que desempefian una funcién en la causa de estos trastornos, como es cierto para
muchas enfermedades con un origen genético complejo (véase, por ejemplo, Burmeister, Biol. Psychiatry 45:522-
532 (1999)).

La ausencia actual de biomarcadores y la ineficacia y fiabilidad del diagndstico y las tasas son cuestiones
importantes para el tratamiento de los trastornos mentales. Por ejemplo, aproximadamente un 15 % de la poblacion
padece MDD aunque aproximadamente un 1 % padece trastornos BP. El diagnéstico del trastorno bipolar es dificil
cuando, como sucede a veces, el paciente presenta Unicamente sintomas de depresién al médico. Al menos un 10-
15 % de los pacientes con BP se presentan mal diagnosticados como MDD. Las consecuencias de dicho mal
diagndstico incluyen un retardo en la introduccién en un tratamiento eficaz con estabilizadores del estado de animo y
un retardo en la basqueda u obtencién de asesoramiento especifico para el trastorno bipolar. Ademas, el tratamiento
con antidepresivos Unicamente induce un ciclo rapido, cambio a un estado maniaco o mixto y, por consiguiente,
aumenta el riesgo de suicidio. Ademas, adicionalmente a una ausencia de eficacia, prolonga la aparicion de la
accion y los efectos secundarios (sexual, del suefio, ganancia de peso, etc.), hay preocupaciones recientes respecto
a los efectos indeseables de los AD sobre los sindromes metabdlicos tales como diabetes e hipercolesterolemia.

Breve sumario de la invencién

Basandose en el descubrimiento de que determinados genes expresados en rutas y regiones particulares del
cerebro probablemente estan implicados en el desarrollo de enfermedad mental, la presente invencién proporciona
compuestos para su uso en el tratamiento de enfermedades mentales. También se describen métodos para
identificar compuestos eficaces en el tratamiento de las enfermedades mentales.

Para entender adicionalmente la neurobiologia de los trastornos del estado de animo tales como los trastornos
bipolares (BP) y los trastornos de depresion mayor (MDD), los autores de la presente solicitud han usado
micromatrices de ADN para estudiar los perfiles de expresién de cerebros humanos de cadaver de pacientes
diagnosticados con BP o MDD. En un aspecto, se describe la expresién génica diferencial en la corteza cingulada
anterior (AnCg), prefrontal dorsolateral (DLPFC) y cerebelar (CB), las regiones del hipocampo, del nucleo
accumbens y de la amigdala del cerebro, donde la expresién génica diferencial estd asociada con trastorno bipolar
(BP) y trastorno depresivo mayor (MDD). Determinados genes en estas regiones se consideran "Unicos" para un
trastorno dado tal como BP o MDD cuando se expresan de forma diferencial en un trastorno particular del estado de
animo y no en otro (véanse, por ejemplo, las tablas 3, 4, 14-20). En otros casos, cuando los genes se expresan de
forma diferencial tanto en BP como en MDD respecto a los controles sanos, se considera que los genes estan
implicados en ambos trastornos. La expresion de los genes expresados de forma diferencial puede detectarse
usando cualquier método de deteccién adecuado, por ejemplo, micromatrices, PCR o hibridacion in situ. La
expresion génica puede detectarse en tejido cerebral, muestras de tejido cerebral u otras muestras tisulares (por
ejemplo, muestras de sangre en el caso de NCAM1).

En un caso, esta descripcion se refiere a la expresion génica diferencial asociada con receptores acoplados a
proteina G (GPCR) y rutas de sefializacién posteriores, mediada por el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) y
fosfatidilinositol (Pl), donde la expresion génica se produce de forma diferencial en la corteza cingulada anterior
(AnCg), prefrontal dorsolateral (DLPFC) y cerebelar (CB), las regiones del hipocampo, del niicleo accumbens y de la
amigdala de los cerebros de pacientes con trastorno bipolar (BP) y/o trastorno depresivo mayor (MDD), respecto a
controles sanos (véanse, por ejemplo, las tablas 14-20).

En otro caso, esta descripcién se refiere a la expresion génica diferencial asociada con receptores acoplados a
proteina G (GPCR) y las rutas de sefializacion posteriores, mediada por monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) y
fosfatidilinositol (PI), donde la expresion génica se produce de forma diferencial en las regiones del hipocampo, del
nacleo accumbens y de la amigdala de los cerebros de pacientes con trastorno bipolar (BP) y/o trastorno depresivo
mayor (MDD), respecto a controles sanos (véanse, por ejemplo, las tablas 18-20).

La presente divulgacién también demuestra la expresion diferencial de la ruta de FGF en la corteza frontal de sujetos
con MDD. Los genes particulares relacionados con FGF, tales como FGF2, estan regulados de forma incorrecta por
tratamiento antidepresivo, complejidad ambiental y la correlacion del comportamiento de tipo ansiedad (véanse, por
ejemplo, las tablas 1a, 1by 2, y las figuras 1-7 y 22). La ruta de FGF también esta relacionada con la neurogénesis,
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por ejemplo, la proliferacion y diferenciacion de células madre neurales, y los genes divulgados en este documento
pueden usarse para el diagnoéstico y tratamiento relacionado con la neurogénesis. Ademas, la figura 23 muestra los
efectos de la administracion de FGF2 postnatal sobre la neurogénesis, la emotividad y la expresion génica en ratas
adultas. Los animales a los que se ha inyectado FGF muestran supervivencia y proliferacion celular
significativamente aumentadas en el giro dentado del hipocampo. Como adultos, los animales muestran mayor
actividad locomotora en un entorno nuevo, un indice de ansiedad inferior y tienen mejor aprendizaje y memoria.

La presente divulgacion también demuestra que los genes de las rutas de sefalizacion de glutamato/GABA estan
implicadas en MDD y BP (véase la figura 24 y la tabla 8).

La presente divulgacién también demuestra que los genes mitocondriales estan implicados en MDD y BP (véase la
tabla 10).

La presente divulgacién también demuestra que 40 genes que codifican miembros de la familia del factor de
crecimiento y receptores de los factores de crecimiento se expresan de forma significativamente diferencial en BP y
MDD en el DLPFC o AnCg (véanse las tablas 5,6 y 7).

La presente divulgacion demuestra que los genes implicados en los receptores acoplados a proteina G y sus rutas
de sefializacion posteriores, incluyendo las rutas de sefializacion de AMP ciclico, fosfatidilinositol y proteina cinasa
activada por mitdgenos estan regulados de forma incorrecta en BP y/o MDD (véanse las tablas 6 y 9 y las figuras 8-
13y 17-19).

Finalmente, la presente divulgacion proporciona por primera vez un novedoso polimorfismo de insercion/eliminacion
en el gen de tipo fosfoserina fosfatasa (PSPHL) y demuestra que un novedoso polimorfismo de eliminacion de
PSPHL esta relacionado con susceptibilidad a trastorno bipolar. Por lo tanto, la deteccion de este polimorfismo es (til
para el diagnéstico de BP, asi como para ensayos de descubrimiento de farmacos para agentes terapéuticos contra
BP. Ademas, la ruta metabdlica del aminoacido serina, de la que PSPHL es un miembro, es una diana para el
descubrimiento de farmacos para agentes terapéuticos contra BP. El gen de PSPHL se clon6 por primera vez por
Planitzer et al., Gene 210 297-306 (1998). El nimero de acceso para una secuencia de acido nucleico
representativa es AJO016112 y el niUmero de acceso para una secuencia proteica representativa es CAA04865.1.
Véanse las figuras 14-16.

La presente divulgacién demuestra por primera vez la expresion Unica de los 24 acidos nucleicos enumerados en la
tabla 3 en los cerebros de sujetos con trastorno bipolar, pero no sujetos con depresién mayor; la expresion Unica de
los 24 acidos nucleicos enumerados en la tabla 4 en los cerebros de sujetos con depresion mayor, pero no en
sujetos bipolares, y la expresion diferencial y/o Unica de los acidos nucleicos enumerados en las tablas 5-10 en los
cerebros de pacientes que padecen trastorno bipolar y trastorno de depresién mayor, en comparacién con sujetos de
control normales. Ademas, la presente divulgacion identifica rutas bioquimicas implicadas de forma Unica o
diferencial en trastornos del estado de animo, donde las proteinas codificadas por los acidos nucleicos enumerados
en la tabla 3-10 son componentes de las rutas bioquimicas (por ejemplo, la ruta de transduccién de sefiales de
factores de crecimiento, por ejemplo, FGF, las rutas de transduccién de sefiales de GPCR, las rutas mitocondriales y
las rutas de sefializacién de glutamato/GABA). Ademas, la divulgacion demuestra la expresion Unica de un
polimorfismo de eliminacién de PSPHL y su asociacion con BP.

Los genes y las rutas que se expresan de forma Unica o diferencial en MDD o BP son Utiles en el diagndstico de
trastornos del estado de animo y en el ensayo de agentes terapéuticos que puedan tratar de forma especifica MDD
0 BP, o que puedan usarse para tratar tanto MDD como BP. La expresion diferencial por regién cerebral es,
asimismo, una herramienta de diagndstico y terapéutica Util, ya que determinados trastornos del estado de animo
afectan principalmente a determinadas regiones cerebrales. Cada region cerebral desempefia una funcién Gnica y
critica en el fenotipo global de cualquier trastorno del estado de animo particular. Ademas, a causa de la relacién
entre BP y los trastornos psicéticos tales como trastornos esquizoafectivos, el gen descrito en este documento (inico
para BP también puede expresarse de forma Unica en esquizofrenia, y de esa manera puede usarse para el
diagndstico diferencial con MDD.

Esta divulgacion, por tanto, proporciona métodos para determinar si un sujeto tiene o esta predispuesto a un
trastorno mental, tal como trastorno bipolar o trastorno de depresién mayor. La divulgaciéon también proporciona
métodos para proporcionar un diagnéstico y para controlar la progresion de la enfermedad y el tratamiento. Ademas,
la presente divulgacion proporciona dianas de &cido nucleico y de proteina para ensayos para farmacos para el
tratamiento de trastornos mentales tales como trastorno bipolar y trastorno de depresién mayor.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden las etapas de: (i) obtener una muestra biolégica de un sujeto; (i)
poner en contacto la muestra con un reactivo que se asocia de forma selectiva con un polinucleétido o polipéptido
codificado por un acido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de nucleétidos enumerada
en las tablas 3-10 y la figura 14; y (iii) detectar el nivel de reactivo que se asocia de forma selectiva con la muestra,
determinando de ese modo si el sujeto tiene o esta predispuesto a un trastorno mental.
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En algunos casos, el reactivo es un anticuerpo. En algunos casos, el reactivo es un acido nucleico. En algunos
casos, el reactivo se asocia con un polinucleétido. En algunos casos, el reactivo se asocia con un polipéptido. En
algunos casos, el polinucleétido comprende una secuencia de nucleétidos enumerada en la tabla 3-6. En algunos
casos, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos de un gen enumerado en la tabla 3-6. En algunos
casos, el nivel de reactivo que se asocia con la muestra es diferente (es decir, mayor o menor) de un nivel asociado
En algunos casos, el trastorno mental es un trastorno del estado de animo. En algunos casos, el trastorno del estado
de animo se selecciona del grupo que consiste en trastorno bipolar y trastorno de depresiéon mayor.

La divulgacion también proporciona métodos de identificacion de un compuesto para el tratamiento de un trastorno
mental. En algunos casos, los métodos comprenden las etapas de: (i) poner en contacto el compuesto con un
polipéptido, que esta codificado por un polinucleétido que hibrida en condiciones rigurosas con un acido nucleico que
comprende una secuencia de nuclettidos de la tabla 2, 3 o 4; y (ii) determinar el efecto funcional del compuesto
sobre el polipéptido, identificando de ese modo un compuesto para el tratamiento de un trastorno mental.

En algunos casos, la etapa de contacto se realiza in vitro. En algunos casos, el polipéptido comprende una
secuencia de aminoacidos de un gen enumerado en la tabla 3-6. En algunos casos, el polipéptido se expresa en una
célula o muestra biolégica, y la célula o muestra bioldgica se pone en contacto con el compuesto. En algunos casos,
el trastorno mental es un trastorno del estado de animo o trastorno psicético. En algunos casos, el trastorno del
estado de animo se selecciona del grupo que consiste en trastorno bipolar y depresion mayor. En algunos casos, el
trastorno psicotico es esquizofrenia. En algunos casos, los métodos comprenden, ademas, administrar el compuesto
a un animal y determinar el efecto sobre el animal, por ejemplo, un invertebrado, un vertebrado o un mamifero. En
algunos casos, la etapa de determinacién comprende ensayar la funcién mental del animal.

En algunos casos, los métodos comprenden las etapas de (i) poner en contacto el compuesto con una célula,
comprendiendo la célula un polinucleétido que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de nucleétidos de
la tabla 3-6; y (ii) seleccionar un compuesto que module la expresion del polinucleétido, identificando de eso modo
un compuesto para el tratamiento de un trastorno mental. En algunos casos, el polinucleétido comprende una
secuencia de nucledtidos enumerada en la tabla 3-6. En algunos casos, la expresion del polinucleétido esta
potenciada. En algunos casos, la expresion del polinucleétido estd disminuida. En algunos casos, los métodos
comprenden ademdas administrar el compuesto a un animal y determinar el efecto sobre el animal. En algunos
casos, la etapa de determinacion comprende ensayar la funcién mental del animal. En algunos casos, el trastorno
mental es un trastorno del estado de animo o un trastorno psicético. En algunos casos, el trastorno del estado de
animo se selecciona del grupo que consiste en trastorno bipolar y depresion mayor. En algunos casos, el trastorno
psicotico es esquizofrenia.

La invencion proporciona hibridar con un transcrito de FGF9 para su uso en métodos de tratamiento o prevencion de
un trastorno de depresion mayor en un sujeto. En algunas realizaciones, el método comprende la etapa de
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto identificado usando los métodos
descritos anteriormente. En algunas realizaciones, el compuesto es un anticuerpo o una molécula antisentido.

La divulgacion también proporciona métodos de tratamiento de una enfermedad mental en un sujeto, que
comprende la etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido, que esta
codificado por un polipéptido que hibrida en condiciones rigurosas con un acido nucleico de la tabla 3-6. En algunos
casos, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos codificada por un gen enumerado en la tabla 3.6. En
algunos casos, la enfermedad mental es un trastorno del estado de animo o un trastorno psicotico. En algunos
casos, el trastorno psicotico es esquizofrenia. En algunos casos, el trastorno del estado de animo es un trastorno
bipolar o depresién mayor.

La divulgacion también proporciona métodos de tratamiento de enfermedades mentales en un sujeto, que
comprende la etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido, donde el
polipéptido hibrida en condiciones rigurosas con un acido nucleico de la tabla 3-6. En algunos casos, la enfermedad
mental es un trastorno del estado de &nimo o un trastorno psicotico. En algunos casos, el trastorno psicético es
esquizofrenia. En algunos casos, el trastorno del estado de animo es un trastorno bipolar o depresion mayor.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: ISH de FGFR2 de roedor. El grafico muestra la intensidad media en escala de grises (n=6 por grupo) y
las barras de error tipico para la sefial 35 S para regiones indicadas tanto para ratas tratadas con fluoxetina
como para ratas tratadas con solucién salina. el aumento en la sefial en el grupo tratado con fluoxetina es
significativo, como se determina por un ANOVA bidireccional (tratamiento, region cerebral) con p=0,0049, PLSD
de Fisher.

Figura 2: la figura 2 resume la expresion diferencial de transcritos del sistema de FGF en corteza MDD.

Figura 3: la figura 3 muestra que la regulacion incorrecta de FGF se atenta por tratamiento antidepresivo.

Figura 4: la figura 4 muestra que el tratamiento crénico con fluoxetina aumenta la expresion de FGFR2 en un
prosencéfalo en rata.

Figura 5: la figura 5 muestra la complejidad ambiental: FGF2 y el comportamiento de tipo ansiedad.
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Figura 6: la figura 6 muestra que la expresion de FGF se correlaciona negativamente con el comportamiento de
tipo ansiedad.

Figura 7: la figura 7 muestra resimenes de FGF y efectos negativos.

Figura 8: la figura 8 muestra la validacion por gqRT-PCR de los datos de micromatriz.

Figura 9: la figura 9 muestra el receptor acoplado a proteina G (GPCR) y ligandos regulados de forma incorrecta
en la corteza cingulada anterior de sujetos con BP.

Figura 10: muestra el andlisis de sobrerrepresentacion de categorias génicas de las tres rutas de sefializacién
de GPCR posteriores.

Figura 11: la figura 11 muestra el metabolismo de fosfatidilinositol en el trastorno BP.

Figura 12: la figura 12 muestra la sefializacion de proteina cinasa activada por mitégenos en el trastorno BP.
Figura 13: la figura 13 muestra la ruta de sefializacion de AMPc en sujetos con BP.

Figura 14: la figura 14 muestra la estructura genémica en el gen PSPHL y el polimorfismo de eliminacién de
PSPHL que esta relacionado con susceptibilidad a BP.

Figura 15: la figura 15 muestra las secuencias de aminoacidos predichas para PSPH, PSPHL-A y PSPHL-B.
Figura 16: la figura 16 muestra la ruta metabdlica del aminoéacido serina.

Figura 17: la figura 17 muestra donde empieza y acaba cada exén en el ARNm de PSPHL y proporciona
cebadores para detectar polimorfismos de insercién/eliminacion en el locus PSPHL.

Figura 18: la figura 18 muestra una imagen de gel para alelos de insercién/eliminacién de PSPHL.

Figura 19: la figura 19 muestra la ruta de sefializacién de AMPc en el sistema limbico para BP.

Figura 20: la figura 20 muestra una ruta de sefializacion de Pl en el sistema limbico para MDD.

Figura 21: la figura 21 muestra la ruta de sefalizacion de MAPK en el sistema limbico para MDD.

Figura 22: la figura 22 muestra los efectos de la complejidad ambiental sobre las diferencias en el
comportamiento de ansiedad y la expresion génica de FGF2.

Figura 23: la figura 23 muestra los efectos de la administracién de FGF2 postnatal sobre la neurogénesis, la
emotividad y la expresion génica en ratas adultas.

Figura 24: la figura 24 muestra las rutas de sefializacion de GABA/glutamato en BP y MDD.

Figura 25: la figura 25 muestra los SNP de NCAM vy las variantes de corte y empalme implicadas en los
trastornos del estado de animo tales como trastorno bipolar.

Figura 26: la figura resume los genes expresados de forma diferencial que regulan las rutas de sefializacion de
AMPc (A, B) y fosfatidilinositol (C, D) en el cerebro de BPD (A, C) y MDD (B, D). GNAI1: actividad inhibidora de
proteina G alfa 1, RGS20: regulador de la sefalizacion de proteina G 20, PDE1A: fosfodiesterasa 1A, PDES8A:
fosfodiesterasa 8A, PKIA: inhibidor alfa de proteina cinasa A, CDK5: cinasa 5 dependiente de ciclina, PPP1CA:
proteina fosfatasa 1, catalitica alfa, PPP1R3C: proteina fosfatasa 1, reguladora 3C, INPP5A: inositol polifosfato-
5-fosfatasa A, INPP5F: inositol polifosfato-5-fosfatasa F, ITPKB: inositol 1,4,5-trisfosfato 3-cinasa B, INPP1:
inositol polifosfato-1-fosfatasa, CDS1: CDP-diacilglicerol sintasa 1, PIK3C2A: fosfoinositido-3-cinasa catalitica 2A,
PIK3C2B: fosfoinositido-3-cinasa catalitica 2B, PIK3R1: fosfoinositido-3-cinasa reguladora 1, PRKCI: proteina
cinasa C iota, ITPR1: receptor 1 de inositol 1,4,5-trifosfato, PRKB1: proteina cinasa C beta 1, NPY: neuropéptido
Y, SST: somatostatina, NPY1R: receptor Y1 de neuropéptido Y, TACR2: receptor 2 de taquicinina, NTSR2:
receptor 2 de neurotensina, EDNRB: receptor de endotelina de tipo B, GRM3: receptor 3 metabotrépico de
glutamato, EDG1: GPCR 1 de diferenciacion endotelial, EDG2: GPCR 2 de diferenciacién endotelial.

Figura 27: imagenes de hibridacion in situ del ARNm de GPR37 en sujetos representativos con BPD, MDD y de
control, el ARNm de GPR37 se expresa de forma preferente en la materia blanca subcortical. Entre las seis
capas de materia gris cortical, la expresion de GPR37 en la capa mas profunda (V-VI) es relativamente mayor
gue en la capa superficial (I-Ill). Los niveles de expresion en GPR37 estan aumentados en los sujetos con BPD y
disminuidos en sujetos con MDD en la materia blanca subcortical en el tejido de la corteza cingulada anterior, en
comparacioén con los sujetos de control. WM: materia blanca subcortical, BPD: trastorno bipolar, MDD: trastorno
depresivo mayor.

Figuras 28 y 29: hibridacion in situ para para el ARNm de LRPPRC (que contiene motivo PPR rico en leucina)
en tres regiones cerebrales. (A). Expresién de LRPPRC en imagenes representativas de BPD y de control. (B).
Controles con factores agonales mostraron una reducciéon de un 36 % en LRPPRC en comparacion con los
controles con cero factores agonales (p = 0,011) en cerebelo y se observo un efecto similar a través de las
regiones corticales. (C). En DLPFC, los casos de BPD sin factores agonales muestran LRPPRC aumentado en
comparacion con los controles sin factores agonales (p = 0,001) y en comparacion con sujetos con MDD (p =
0,02) sin factores agonales.

Figura 30: organizacion gendémica de NCAM1 (es decir, molécula 1 de adhesién de células neurales) y
localizacién de cuatro sitios polimorficos. El gen abarca 214 kb, pero no contiene ningin SNP exdnico. Las
flechas indican la localizacion de los cuatro polimorfismos y los cinco exones usados en este analisis de
exploracion.

Figura 31: se muestran alteraciones significativas de la variante de corte y empalme del exén de NCAM1 por
genotipo y el diagndstico por genotipo.

Leyendas de las tablas

Tabla 1a: La tabla 1a enumera los datos de los sujetos para la cohorte A.
Tabla 1b: La tabla 1b enumera los datos de los sujetos para la cohorte B.
Tabla 2: La tabla 2 muestra los datos de micromatriz para todos los transcritos de FGF detectados en DLPFC o
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AnCg y los datos resumidos para los estudios de confirmacion.

Tabla 3: La tabla 3 enumera los genes expresados de forma Unica en sujetos con BP.

Tabla 4: La tabla 4 enumera los genes expresados de forma Unica en sujetos con MDD.

Table 5: La tabla 5 enumera los genes de la ruta del factor de crecimiento expresados en sujetos con MDD y BP.
Tabla 6: La tabla 6 enumera los genes de la ruta de GPCR expresados en sujetos con MDD y BP.

Tabla 7: La tabla 7 enumera los genes de la ruta del factor de crecimiento expresados en sujetos con MDD y BP.
Tabla 8: La tabla 8 enumera los genes de la ruta de sefalizacion de GABA y glutamato expresados en sujetos
con MDD y BP.

Tabla 9: La tabla 9 enumera los genes de la ruta de GPCR expresados en sujetos con MDD y BP.

Tabla 10: La tabla 10 enumera los genes mitocondriales expresados en sujetos con MDD y BP.

Tabla 11: La tabla 11 enumera los genes expresados en sujetos con MDD, BP y esquizofrenia.

Tabla 12: La tabla 12 enumera los genes expresados en sujetos con MDD, BP y esquizofrenia.

Tabla 13: La tabla 13 enumera los genes de la ruta de GPCR expresados en MDD y BP.

Tabla 14: GPCR y genes de sefializacién relacionados regulados de forma incorrecta en la corteza cingulada
anterior.

Tabla 15: GPCR y genes de sefializacién relacionados regulados de forma incorrecta en la corteza prefrontal
dorsolateral.

Tabla 16: GPCR y genes de sefializacion relacionados regulados de forma incorrecta en la corteza cerebelar.
Tabla 17: Datos de RT-PCR cuantitativa. Los cambios factoriales en los analisis de micromatriz y qRT-PCR para
péptidos de ligandos representativos, GPCR, regulador de proteina G (NPY, SST, GPR37, GPRC5B, RGS20),
gue estaban regulados de forma incorrecta en BPD/MDD en comparacion con el grupo de control. N.S., cambio
no significativo; *, p<0,05; **, p<0,01.

Tabla 18: GPCR y genes de sefializacion relacionados regulados de forma incorrecta en la amigdala, el
hipocampo, el nicleo accumbens de BP.

Tabla 19: GPCR y genes de sefializacion relacionados regulados de forma incorrecta en la amigdala, el
hipocampo, el nacleo accumbens de MDD.

Tabla 20: La tabla 20 muestra los genes que se expresaron de forma diferencial en BPD o MDD en un cambio
de factor > 1,2 y estaban regulados negativamente en comparaciones de control de factor agénico en < 1,0.
También se muestran los genes opuestos, donde hay una disminucién en el trastorno del estado de animo en un
cambio de un factor < -1,2, y la comparacion del control de factor agénico mostré6 un aumento de cambio factorial
>1,0. Estos genes se encontraron en 4 clasificaciones principales enumeradas: mitocondria, chaperona,
apoptosis y proteasoma.

Tabla 21: Resultados de validacion de Q-PCR a tiempo real para genes candidatos relacionados con la
mitocondria seleccionados para trastornos del estado de animo en dos regiones corticales. Estos genes estan
codificados en el nucleo. Significativo por Q-PCR p < 0,05 de ensayo t unilateral. El ensayo t de Q-PCR para los
grupos de MDD, BPD y de control usaron sujetos sin factor agénico y pH > 6,8 similar al andlisis de micromatriz
n.° 3 para los grupos MDD-alto, BPD-alto y control-alto.

Tabla 22: Se analizaron los genes codificados por el ADN mitocondrial (ADNmt) por Q-PCR a tiempo real para la
expresion diferencial en BPD y MDD en comparacion con los controles. Los genes codificados en el nicleo en
sujetos con BPD y MDD aparecian generalmente aumentados mientras que varios genes de ADNmt mostraban
una disminucion significativa por Q-PCR en trastornos del estado de animo.

Tabla 23: Cebadores para cada segmento de ADN y posible combinacion de variantes de corte y empalme (a, b,
¢, SEC y VASE), asi como para SNP 9 y un exdn fuera de los sitios de corte y empalme para medir NCAML1 total.
La numeracién se muestra en la figura 26 de acuerdo con el acceso M22094. 1 - Unicamente el cebador director
pudo disefiarse porque el exén a es de 14 pb. 2 - El exdn 3 esta antes de los exones variables y Gnicamente el
cebador directo era necesario para PCR fuera de los exones. 3 - El exdn 8 esta después de los exones variables
y Unicamente se necesitaba el cebador inverso para PCR fuera de los exones.

Tabla 24: Resultados de asociacion genotipica. La relacion de probabilidad, en ji-cuadrado (ji2) y los valores-p se
calcularon todos usando el programa de DeFinetti ensayos para la desviacién de HWE y ensayos para la
asociacion (C.l.: intervalo de confianza del 95 %).

Tabla 25: Frecuencia de haplotipo de SNP 9 y SNP b, relacién de probabilidad y valores-p. Los valores-p se
calcularon a partir de los valores de ji-cuadrado derivados del programa EHplus.

Tabla 26: Distribuciones genotipicas y alélicas para controles, trastorno bipolar y esquizofrenia. Los valores-p
exactos de Fisher se muestran para la distribucién alélica entre casos-controles.

Tabla 27: Genotipo x diferencias de variante de corte y empalme x diagnéstico (valores-p). Para cada genotipo
de SNP y variante de corte y empalme, se evaluaron las cantidades de variantes de corte y empalme por
ensayo t basado en el diagndstico y se presentaron los valores-p significativos.

Tablas 28: Genes regulados por incremento (28.1) y regulados negativamente (28.2) por litio en cerebros de
mono.

Tabla 29: Valores de la expresién diferencial de subunidades de V-ATPasa en un modelo de primate no humano
de depresion.

Tabla 30: Genes expresados de forma diferencial en la corteza frontal de ratas sometidas a tension crénica
impredecible (CUS) y administracion de antidepresivos (Todos = fluoxetina, desipramina y bupropion). A los
controles se les administré agua (tratados con H20).

DEFINICIONES
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Un "trastorno mental" o "dolencia mental" o "enfermedad mental" o "enfermedad o dolencia o trastorno psiquiatrico o
neuropsiquiatrico” se refiere a trastornos del estado de animo (por ejemplo, depresién mayor, compulsién maniaca y
trastornos bipolares), trastornos psicoticos (por ejemplo, esquizofrenia, trastorno esquizoafectivo, trastorno
esquizofreniforme, trastorno delirante, trastorno psicético breve y trastorno psicotico compartido), trastornos de
personalidad, trastornos de ansiedad (por ejemplo, trastorno obsesivo compulsivo), asi como otros trastornos
mentales tales como trastornos relacionados con sustancias, trastornos en la nifiez, demencia, trastorno de autismo,
trastorno de adaptacion, delirios, demencia multiinfarto y trastorno de Tourette como se describe en Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, Cuarta Edicion, (DSM IV). normalmente, dichos trastornos tienen un
componente genético y/o bioquimico complejo.

Un "trastorno del estado de animo" se refiere a la alteracion del tono de percepcién o estado emocional
experimentado por un individuo durante un periodo prologado de tiempo. Los trastornos del estado de animo
incluyen trastorno de depresién mayor (es decir, trastorno unipolar) compulsién maniaca, disforia, trastorno bipolar,
distimia, ciclotimia y muchos otros. Véase, por ejemplo, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
Cuarta Edicién, (DSM V).

"Trastorno de depresiéon mayor", "trastorno depresivo mayor" o "trastorno unipolar" se refiere a un trastorno del
estado de animo que implica cualquiera de los siguientes sintomas: tristeza persistente, ansiedad o sensacion de
"vacio"; sentimientos de desesperanza o pesimismo; sentimientos de culpa, inutilidad o impotencia; pérdida de
interés o placer en las aficiones y actividades que antes se disfrutaban, incluyendo el sexo; energia disminuida,
fatiga, "ralentizacion”; dificultad en concentrarse, recordar o tomar decisiones; insomnio, despertar temprano en la
mafiana o dormir demasiado; pérdida de apetito y/o peso o comer en exceso y ganancia de peso; pensamientos de
muerte o suicidio o intentos de suicidio; inquietud o irritabilidad; o sintomas fisicos persistentes que no responden a
tratamiento, tal como cefaleas, trastornos digestivos y dolor cronico. Se describen diversos tipos de depresion en,
por ejemplo, DSM IV.

"Trastorno bipolar" es un trastorno del estado de animo caracterizado por periodos alternos de estados de animo
extremos. Una persona con trastorno bipolar experimenta ciclos de estados de animo que habitualmente oscilan de
estar excesivamente euférico o irritable (compulsién maniaca) a triste y desesperanzado (depresion) y otra vez de
nuevo, con periodos de estado de animo normal entremedias. El diagnéstico del trastorno bipolar se describe en, por
ejemplo, DSM IV. Los trastornos bipolares incluyen trastorno bipolar | (compulsién maniaca con o sin depresién
mayor) y trastorno bipolar Il (hipomania con depresién mayor), véase, por ejemplo, DSM IV.

"Un trastorno psicotico” se refiere a una afeccion que afecta a la mente, que provoca al menos alguna pérdida de
contacto con la realidad. Los sintomas de un trastorno psic6tico incluyen, por ejemplo, alucinaciones, cambio de
comportamiento que no se basa en la realidad, delirios y similares. Véase, por ejemplo, DSM IV. La esquizofrenia, el
trastorno esquizoafectivo, el trastorno esquizofreniforme, el trastorno delirante, el trastorno psicético breve, el
trastorno psicotico inducido por sustancias y el trastorno psicético compartido son ejemplos de trastornos psicoéticos.

"Esquizofrenia” se refiere a un trastorno psicético que implica el alejamiento del individuo de la realidad. Los
sintomas comprenden durante al menos una parte de un mes dos o mas de los siguientes sintomas: delirios
(Unicamente se requiere un sintoma si un delirio es extrafio, tal como ser abducido en una nave espacial del sol);
alucinaciones (se requiere Unicamente un sintoma si las alucinaciones son de al menos dos voces que hablan entre
si 0 de una voz que mantiene un comentario continuo sobre las creencias o acciones del paciente); habla
desorganizada (por ejemplo, entorpecimiento frecuente o incoherencia); comportamiento extremadamente
desorganizado o catatonico; o sintomas negativos, es decir decaimiento afectivo, afasia o abulia. La esquizofrenia
abarca trastornos tales como, por ejemplo, trastornos esquizoafectivos. El diagnéstico de la esquizofrenia se
describe en, por ejemplo, DSM IV. Los tipos de esquizofrenia incluyen, por ejemplo, paranoide, desorganizada,
catatonica, indiferenciada y residual.

Un "antidepresivo" se refiere a un agente normalmente usado para tratar la depresién clinica. Los antidepresivos
incluyen compuestos de diferentes clases incluyendo, por ejemplo, inhibidores especificos de la recaptacion de
serotonina (por ejemplo, fluoxetina), antidepresivos triciclicos (por ejemplo, desipramina) e inhibidores de la
recaptacion de dopamina (por ejemplo, bupropion). normalmente, los antidepresivos de diferentes clases ejercen sus
efectos terapéuticos mediante diferentes rutas bioguimicas. A menudo estas rutas bioquimicas se solapan o se
cruzan. Las enfermedades o trastornos adicionales a menudo tratados con antidepresivos incluyen dolor crénico,
trastornos de ansiedad y sofocos.

Un "agonista" se refiere a un agente que se une a un polipéptido o polinucleétido de la invencion, estimula, aumenta,
activa, facilita, potencia la activacion, sensibiliza o regula positivamente la actividad o expresion de un polipéptido o
polinucleétido de la invencién.

Un "antagonista" se refiere a un agente que inhibe la expresion de un polipéptido o polinucleétido de la invencion o
se une a, bloquea parcial o totalmente la estimulacion, disminuye, evita, retarda la activacion, inactiva, desensibiliza
o regula negativamente la actividad de un polipéptido o polinucleétido de la invencién.
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Los "inhibidores", "activadores" y "moduladores" de la expresion o de la actividad se usan para hacer referencia a
moléculas inhibidoras, activadoras o moduladoras, respectivamente, identificadas usando ensayos in vitro o in vivo
para la expresion o la actividad, por ejemplo, de ligandos, agonistas, antagonistas y sus homdlogos y miméticos. El
término "modulador” incluye inhibidores y activadores. Los inhibidores son agentes que, por ejemplo, inhiben la
expresion de un polipéptido o polinucledtido de la invencidon o se unen a, bloquean parcial o totalmente la
estimulacion o actividad enzimatica, disminuyen, evitan, retarda la activacion, inactivan, desensibilizan o regulan
negativamente la actividad de un polipéptido o polinucleétido de la invencién, por ejemplo, antagonistas. Los
activadores son agentes que, por ejemplo, inducen o activan la expresion de un polipéptido o polinucleétido de la
invenciéon o se unen a, estimulan, aumentan, abren, activan, facilitan, potencian la activacién o actividad enzimatica,
sensibilizan o regulan positivamente la actividad de un polipéptido o polinucleétido de la invencion, por ejemplo,
agonistas. Los moduladores incluyen ligandos de origen natural y sintéticos, antagonistas, agonistas, moléculas
guimicas pequefias y similares. Los ensayos para identificar los inhibidores y activadores incluyen, por ejemplo,
aplicar compuestos moduladores putativos a las células, en presencia o ausencia de un polipéptido o polinucleétido
de la invencién y después determinar los efectos funcionales sobre un polipéptido o polinucleétido de la actividad de
la invencidn. Las muestras o ensayos que comprenden un polipéptido o polinucledtido de la invencion que se tratan
con un potencial activador, inhibidor o0 modulador se comparan con muestras de control sin el inhibidor, activador o
modulador para examinar el grado del efecto. A las muestras de control (no tratadas con moduladores) se les asigna
un valor de actividad relativa de un 100 %. La inhibicidn se consigue cuando el valor de actividad de un polipéptido o
polinucleétido de la invencién respecto al control es de aproximadamente un 80 %, opcionalmente un 50 % o un
25-1 %. La activacion se consigue cuando el valor de actividad de un polipéptido o polinucledtido de la invencién
respecto al control es de un 110 %, opcionalmente un 150 %, opcionalmente un 200-500 % o un 1000-3000 %
mayor.

La expresion "compuesto de ensayo" o "farmaco candidato” o "modulador" o equivalentes gramaticales como se
usan en este documento describe cualquier molécula, de origen natural o sintética, por ejemplo, proteina,
oligopéptido (por ejemplo, de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 aminoacidos de longitud, preferiblemente
de aproximadamente 10 a 20 o de 12 a 18 aminoacidos de longitud, preferiblemente de 12, 15 o 18 aminoacidos de
longitud), molécula organica pequenia, polisacarido, lipido, acido graso, polinucleétido, iARN, oligonucleétido, etc. El
compuesto de ensayo puede estar en forma de una biblioteca de compuestos de ensayo, tal como una biblioteca
combinatoria o aleatorizada que proporciona un intervalo suficiente de diversidad. Los compuestos de ensayo se
unen opcionalmente a un compafiero de fusién, por ejemplo, compuestos de direccién, compuestos de rescate,
compuestos de dimerizacion, compuestos estabilizantes, compuestos dirigibles y otros restos funcionales.
Convencionalmente, se generan nuevas entidades quimicas con propiedades Utiles identificando un compuesto de
ensayo (llamado un "compuesto principal”) con alguna propiedad o actividad deseable, por ejemplo, actividad
inhibidora, creando variantes del compuesto principal y evaluando la propiedad y actividad de esos compuestos
variantes. A menudo, se emplean métodos de cribado de alto rendimiento (HTS) para dicho analisis.

Una "molécula organica pequefia" se refiere a una molécula organica, de origen natural o sintética, que tiene un
peso molecular de méas de aproximadamente 50 Dalton y menos de aproximadamente 2500 Dalton, preferiblemente
menos de aproximadamente 2000 Dalton, preferiblemente entre aproximadamente 100 y aproximadamente
1000 Dalton, mas preferiblemente entre aproximadamente 200 y aproximadamente 500 Dalton.

Un "ARNip" o "iIARN" se refiere a un acido nucleico que forma un ARN bicatenario, que es un ARN bicatenario que
tiene la capacidad de reducir o inhibir la expresion de un gen o gen diana cuando el ARNip se expresa en la misma
célula que el gen o gen diana. "ARNip" o "iIARN", por tanto, se refiere al ARN bicatenario formado por las hebras
complementarias. Las partes complementarias del ARNip que hibridan para formar la molécula bicatenaria
normalmente tienen identidad sustancial o completa. En una realizacion, un ARNip se refiere a un acido nucleico que
tiene identidad sustancial o completa con un gen diana y forma un ARNip bicatenario. normalmente, el ARNip es de
al menos aproximadamente 15-50 nucleétidos de longitud (por ejemplo, cada secuencia complementaria del ARNip
bicatenario es de 15-50 nucleétidos de longitud y el ARNip bicatenario es de aproximadamente 15-50 pares de
bases de longitud, preferiblemente de aproximadamente 20-30 nucleétidos basicos, preferiblemente
aproximadamente 20-25 o aproximadamente 24-29 nucleétidos de longitud, por ejemplo, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29 o 30 nucledtidos de longitud.

"Determinar el efecto funcional" se refiere a ensayar un compuesto que aumenta o disminuye un parametro que esta
indirecta o directamente bajo la influencia de un polinucledtido o polipéptido de la invencién (tal como un
polinucleétido de la tabla 3-6 o un polipéptido codificado por un gen de la tabla 3-6), por ejemplo, midiendo los
efectos fisicos y quimicos o fenotipicos. Dichos efectos funcionales pueden medirse por cualquier medio conocido
para los expertos en la materia, por ejemplo, cambios en las propiedades espectroscépicas (por ejemplo,
fluorescencia, absorbancia, indice de refraccion), hidrodinamicas (por ejemplo, forma), cromatograficas o de
solubilidad para la proteina; midiendo marcadores inducibles o activacion transcripcional de la proteina; midiendo la
actividad de unién o ensayos de unién, por ejemplo, unién a anticuerpos; midiendo cambios en la afinidad de unién
al ligando; medicion del flujo entrante de calcio; medicion de la acumulacién de un producto enzimatico de un
polipéptido de la invencién o agotamiento de un sustrato; medicion de los cambios en los niveles de proteina de un
polipéptido de la invencién; medicion de la estabilidad del ARN; unién a proteina-G; fosforilacion o desfosforilacion
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de GPCR,; transduccién de sefiales, por ejemplo, interacciones de receptor-ligando, concentraciones de mensajero
secundario (por ejemplo, AMPc, IP3 o Ca“" intracelular); identificacién de expresién de un gen posterior o indicador
(CAT, luciferasa, B-gal, GFP y similares), por ejemplo, mediante quimioluminiscencia, fluorescencia, reacciones
colorimétricas, unién a anticuerpo, marcadores inducibles y ensayos de union a ligando.

Las muestras o ensayos que comprenden un acido nucleico o proteina divulgada en este documento que se tratan
con un potencial activador, inhibidor 0 modulador se comparan con muestras de control sin el inhibidor, activador o
modulador para examinar el grado de la inhibicién. A las muestras de control (sin tratar con inhibidores) se les
asigna un valor de actividad proteica relativa de un 100 %. La inhibicién se consigue cuando el valor de actividad
respecto al control es de aproximadamente un 80 %, preferiblemente un 50 %, mas preferiblemente un 25-0 %. La
activacion se consigue cuando el valor de actividad respecto al control (no tratado con activadores) es de un 110 %,
mas preferiblemente un 150 %, mas preferiblemente un 200-500 % (es decir, dos a cinco veces mayor respecto al
control), méas preferiblemente un 1000-3000 % mayor.

"Muestra bioldgica" incluye secciones de tejidos tales como biopsia y muestras de autopsia, y secciones congeladas
tomadas con fines histolégicas. Dichas muestras incluyen sangre, esputo, tejido, células lisadas, biopsia cerebral,
células cultivadas, por ejemplo, cultivos primarios, explantes y células transformadas, deposiciones, orina, etc. Una
muestra bioldégica normalmente se obtiene de un organismo eucariota, mucho mas preferiblemente un mamifero tal
como un primate, por ejemplo, chimpancé o ser humano; vaca; perro; gato; un roedor, por ejemplo, cobaya, rata,
raton; conejo; o un ave; reptil; o pez.

"Anticuerpo” se refiere a un polipéptido sustancialmente codificado por un gen de inmunoglobulina o genes de
inmunoglobulina, o fragmentos de los mismos que se unen especificamente y reconocen un analito (antigeno). Los
genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de la regidon constante kappa, lambda, alfa, gamma, delta
épsilon y mu, asi como la miriada de genes de la regién variable de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se
clasifican como kappa o lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a
su vez definen las clases de inmunoglobulina IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.

Una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) a modo de ejemplo comprende un tetramero. Cada
tetramero esta compuesto de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena "ligera"
(aproximadamente 25 kDa) y una "pesada" (aproximadamente 50-70 kDa). El extremo N-terminal de cada cadena
define una region variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos responsables principalmente de
reconocimiento del antigeno. Las expresiones cadena ligera variable (V) y cadena pesada variable (Vy) se refieren
a estas cadenas ligeras y pesadas respectivamente.

Los anticuerpos existen, por ejemplo, como inmunoglobulinas intactas o como varios fragmentos bien caracterizados
producidos por digestién con diversas peptidasas. Por tanto, por ejemplo, la pepsina digiere un anticuerpo por
debajo de los enlaces disulfuro en la region de bisagra para producir F(ab)'2, un dimero de Fab que en si mismo es
una cadena ligera unida a Vy-Cnl por un enlace disulfuro. El F(ab)'; puede reducirse en condiciones suaves para
romper el enlace disulfuro en la regién de bisagra, convirtiendo de ese modo el dimero F(ab)', en monémero Fab'. El
mondémero Fab' es esencialmente un Fab con parte de la regidon de bisagra (véase, Paul (Ed.) Fundamental
Immunology, Tercera Edicion, Raven Press, NY (1993)). Aunque se definen diversos fragmentos de anticuerpo en
términos de la digestién de un anticuerpo intacto, un experto apreciara que dichos fragmentos pueden sintetizarse
de novo de forma quimica o utilizando metodologia de ADN recombinante. Por tanto, el termino anticuerpo, como se
usa en este documento también incluye fragmentos de anticuerpo producidos por la modificaciéon de anticuerpos
completos o los sintetizados de novo usando metodologia de ADN recombinante (por ejemplo, Fv de cadena
sencilla).

Los términos "peptidomimético” y "mimético” se refieren a un compuesto quimico sintético que tiene sustancialmente
las mismas caracteristicas estructurales y funcionales de los polinucle6tidos, polipéptidos, antagonistas o agonistas
de la invencion. Los analogos peptidicos se usan habitualmente en la industria farmacéutica como farmacos no
peptidicos con propiedades analogas a las del péptido molde. Estos tipos de compuesto no peptidico se llaman
"miméticos peptidicos" o peptidomiméticos" (Fauchere, Adv. Drug Res. 15:29 (1986); Veber y Freidinger TINS pag.
392 (1985); y Evans et al., J. Med. Chem. 30:1229 (1987). Los peptidomiméticos que son estructuralmente similares
a péptidos terapéuticamente Utiles pueden usarse para producir un efecto terapéutico o profilactico equivalente o
potenciado. Generalmente, los peptidomiméticos son estructuralmente similares a un polipéptido prototipo (es decir,
un polipéptido que tiene una actividad biolégica o farmacolégica) tal como un CCX CKR, pero tiene uno 0 mas
enlaces peptidicos opcionalmente remplazados por un enlace seleccionado del grupo que consiste en, por ejemplo,
-CH2NH-, -CH3S-, -CH»-CH,-, -CH=CH- (cis y trans), - COCHa-, -CH(OH)CH>- y -CH>SO-. El mimético puede estar
completamente compuesto de analogos no naturales sintéticos de aminoacidos o puede ser una molécula quimérica
de aminoacidos peptidicos parcialmente naturales y analogos parcialmente no naturales de aminoacidos. El
mimético también puede incorporar cualquier cantidad de sustituciones conservativas de aminoacidos naturales
siempre que dichas sustituciones no alteren sustancialmente la estructura y/o actividad del mimético. Por ejemplo,
una composicion mimética esta dentro del alcance de la invencién si es capaz de realizar la unién o actividades
enzimaticas de un polipéptido o polinucleétido de la invencién o de inhibir 0 aumentar la actividad enzimatica o
expresion de un polipéptido o polinucleétido de la invencion.
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El término "gen" significa el segmento de ADN implicado en la producciéon de una cadena polipeptidica; incluye
regiones que preceden y siguen a la region codificante (lider y finalizador), asi como secuencias intermedias
(intrones) entre segmentos codificantes individuales (exones).

El término "aislado”, cuando se aplica a un acido nucleico o proteina, indica que el acido nucleico o proteina esta
esencialmente libre de otros componentes celulares con los que esta asociado en estado natural. Preferiblemente
esta en un estado homogéneo, aunque puede estar en una solucién seca o acuosa. La pureza y la homogeneidad
se determinan normalmente usando técnicas de quimica analitica como electroforesis en gel de poliacrilamida o
cromatografia de liquidos de alto rendimiento. Una proteina que es la especie predominante presente en una
preparacion esta sustancialmente purificada. En particular, un gen aislado se separa de las fases de lectura abierta
que flanquean el gen y codifican una proteina diferente del gen de interés. El término "purificado" indica que un acido
nucleico o proteina da lugar a esencialmente una banda en el gel electroforético. Particularmente, significa que el
acido nucleico o proteina es al menos un 85 % puro, mas preferiblemente al menos un 95 % puro y mucho mas
preferiblemente al menos un 99 % puro.

La expresion "acido nucleico o "polinucleétido” se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos y polimeros de
los mismos en forma monocatenaria o bicatenaria. Salvo que se limite especificamente, el término abarca acidos
nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de unién similares al
acido nucleico de referencia y se metabolizan de una manera similar a los nucleétidos de origen natural. Salvo que
se indique de otro modo, una secuencia de acido nucleico particular también abarca de forma implicita variantes
modificadas de forma conservativa de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados), alelos,
ortélogos, SNP y secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada de forma explicita. Especificamente,
las sustituciones de codones degenerados pueden conseguirse generando secuencias en las que la tercera posicion
de uno o mas codones seleccionados (o todos) esta sustituida con restos de base mixta y/o desoxiinosina (Batzer et
al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); y Cassol et al., (1992);
Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)). La expresién acido nucleico se usa de forma intercambiable con
gen, ADNc y ARNm codificado por un gen.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina” se usan indistintamente en este documento para hacer referencia a
un polimero de restos de aminoéacido. El término se aplica también a polimeros de aminoacidos en que uno o mas
restos de aminoacido son miméticos quimicos artificiales de un aminoacido de origen natural correspondiente, asi
como polimeros de aminoacidos de origen natural y polimeros de aminoacidos de origen no natural. Como se usa en
este documento, los términos abarcan cadenas de aminoacidos de cualquier longitud, incluyendo proteinas de
longitud completa (es decir, antigenos), donde los restos de aminoacido estan unidos por enlaces peptidicos
covalentes.

El término "aminoacido” se refiere a aminoacidos de origen natural y sintéticos, asi como analogos de aminoécido y
miméticos de aminoacido que funcionan de una manera similar a los aminoacidos de origen natural. Los
aminoacidos de origen natural son aquellos codificados por el cddigo genético, asi como aquellos aminoacidos que
se modifican posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Los analogos de
aminoacido se refieren a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido natural, es
decir, un carbono que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo,
homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, metilsulfonio de metionina. Dichos analogos tienen grupos R
modificados (por ejemplo, norleucina) o estructuras peptidicas modificadas, pero retienen la misma estructura
guimica basica que un aminoacido de origen natural. "Miméticos de aminoacido" se refiere a compuestos quimicos
gue tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoéacido, pero que funcionan
de una manera similar a un aminoacido de origen natural.

Los aminoacidos pueden mencionarse en este documento por los simbolos de tres letras habitualmente conocidos o
por los simbolos de una letra recomendados por la comision de nomenclatura bioquimica IUPAC-IUB. Los
nucleétidos, asimismo, pueden mencionarse por sus codigos de una Unica letra habitualmente aceptados.

"Variantes modificadas de forma conservativa" se aplica tanto a secuencias de aminoacidos como a secuencias de
acido nucleico. Con respecto a secuencias particulares de acido nucleico, "variantes modificadas de forma
conservativa" se refiere a aquellos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o
esencialmente idénticas, o cuando el &cido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias
esencialmente idénticas. A causa de la degeneracion del codigo genético, una gran cantidad de acidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifican cualquier proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU
codifican todos el aminoacido alanina. Por tanto, en todas las posiciones en las que se especifica una alanina por un
codon, el codon puede alterarse a cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido
codificado. Dichas variaciones de acido nucleico son "variaciones silenciosas", que son una especie de variaciones
modificadas de forma conservativa. Cada secuencia de acido nucleico de este documento que codifica un
polipéptido también describe cada posible variacion silenciosa del acido nucleico. Un experto reconocera que cada
codoén en un acido nucleico (excepto AUG, que es habitualmente el Unico codén para metionina, y TGG, que es
habitualmente el Gnico codén para triptéfano) pueden modificarse para producir una molécula funcionalmente
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idéntica. Por consiguiente, cada variacion silenciosa de un &acido nucleico que codifica un polipéptido esta implicita
en cada secuencia descrita.

En cuanto a secuencias de aminoacidos, un experto reconocera que las sustituciones, eliminaciones o adiciones
individuales a un acido nucleico, péptido, polipéptido o secuencia proteica que altera, afiade o elimina un Gnico
aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada es una "variante modificada de
forma conservativa" donde la alteracion provoca la sustitucion de un aminoacido con un aminoacido quimicamente
similar. Las tablas de sustituciéon conservativa que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares son bien
conocidas en la técnica. Dichas variantes modificadas de forma conservativa son adicionales a y no excluyen las
variantes polimorficas, homologos entre especies y alelos de la invencion.

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

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

2) Acido aspatrtico (D), &cido glutamico (E);

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

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

5) Isoleucina (1), leucina (L), metionina (M), valina (V);
6) Fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W);

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

8) Cisteina (C), metionina (M)

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

"Porcentaje de identidad de secuencia" se determina comparando dos secuencias alineadas de forma 6ptima sobre
una ventana de comparacién, donde la parte de la secuencia polinucleotidica en la ventana de comparacion puede
comprender adiciones o eliminaciones (es decir, huecos) en comparacién con la secuencia de referencia (que no
contiene adiciones o eliminaciones) para la alineacion éptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula
determinando la cantidad de posiciones en las que existe la base de acido nucleico o resto de aminoéacido idéntico
en ambas secuencias para producir la cantidad de posiciones coincidentes, dividiendo la cantidad de posiciones
coincidentes por la cantidad total de posiciones en la ventana de comparacion y multiplicando el resultado por cien
para producir el porcentaje de identidad de secuencia.

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad", en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o secuencias
polipeptidicas, se refieren a dos o mas secuencias 0 subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje
especificado de restos de aminoacido o nucleétidos que son iguales, (es decir, identidad de un 60 %, opcionalmente
identidad de un 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95% sobre una region especificada), cuando se comparan y
alinean para una correspondencia maxima sorbe una ventana de comparacion, o regién designada que se mide
usando uno de las siguientes algoritmos de comparacion de secuencia o por alineacién manual e inspeccion visual.
Dichas secuencias entonces se dice que son "sustancialmente idénticas". Esta definicion también se refiere al
complemento de una secuencia de ensayo. Opcionalmente, existe identidad sobre una region que es al menos de
aproximadamente 50 nucle6tidos de longitud o mas preferiblemente sobre una regién que es de 100 a 500 o 1000 o
mas nucledtidos de longitud.

Para una comparacion de secuencias, normalmente una secuencia actia como secuencia de referencia, con la que
se compara la secuencia de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, las secuencias de
ensayo y referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de subsecuencia, si fuera
necesario, y se designan los parametros del programa del algoritmo de secuencias. Pueden usarse los parametros
de defecto del programa o pueden designarse parametros alternativos. El algoritmo de comparacién de secuencias
entonces calcula los porcentajes de identidad de secuencia para las secuencias de ensayo respecto a la secuencia
de referencia, basandose en los parametros del programa.

Una "ventana de comparacion”, como se usa en este documento, incluye la referencia a un segmento de una
cualquiera de las varias posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste en 20 a 600, habitualmente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 200, mas habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente
150 en que una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia del mismo namero de posiciones
contiguas después de haber alineado de forma Optima las dos secuencias. Los métodos de alineacion de
secuencias para su comparaciéon son bien conocidos en la técnica. La alineacidon éptima de secuencias para la
comparacion puede realizarse, por ejemplo, por el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1970) Adv.
Appl. Math. 2:482c, por el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol.
48:443, por el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444,
por complementaciones informaticas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) o por alineacién manual e
inspeccion visual (véase, por ejemplo, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (suplemento de 1995)).

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud
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de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST2.0, que se describen en Altschul et al., (1977) Nuc. Acids Res.
25:3389-3402 y Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamente. El programa informatico para
realizar analisis BLAST esta disponible al publico a través del National Center for Biotechnology Information. Este
algoritmo implica identificar en primer lugar pares de secuencia de alta valoracién (HSP) identificando palabras
cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que coinciden o satisfacen algun valor umbral T de valor positivo
cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T se menciona como el
umbral del valor de la palabra adyacente (Altschul et al., supra). Estos aciertos de palabra adyacente iniciales actian
como semillas para iniciar bisquedas para encontrar HSP mas largos que los contengan. Estos aciertos de palabras
se prolongan en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia en la medida en que pueda aumentarse el valor de
alineacion acumulado. Los valores acumulados se calculan usando, para secuencias de nucleétidos, los parametros
M (valor de recompensa para un par de restos coincidentes; siempre > 0) y N (valor de penalizacion para restos mal
emparejados; siempre < 0). Para secuencias de aminoacidos, se usa una matriz de valores para calcular el valor
acumulado. La prolongacion de los aciertos de palabra en cada direccion se detiene cuando: el valor de alineacion
acumulado esta fuera en la cantidad X de su valor maximo conseguido; el valor acumulado llega a 0 o por debajo de
0, debido a la acumulacién de una o mas alineaciones de restos de valoracién negativa; o se alcanza el final de
cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y velocidad de la
alineacion. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa como defecto una longitud de palabra (W) de
11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacion de ambas hebras. Para secuencias de aminoacidos, el
programa BLASTP usa como defecto una longitud de palabra de 3 y una expectativa (E) de 10, y la matriz de
valores BLOSUM62 (véase, Henikoff y Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915) para alineaciones (B)
de 50, expectacion (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacion de ambas hebras.

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

Una indicacion de que dos secuencias de acido nucleico o polipéptidos son sustancialmente idénticos es que el
polipéptido codificado por el primer acido nucleico tenga reaccion cruzada inmunolégicamente con los anticuerpos
creados contra el polipéptido codificado por el segundo acido nucleico, como se describe a continuacion. Por tanto,
un polipéptido normalmente es sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, cuando los dos
péptidos difieren Gnicamente por sustituciones conservativas. Otra indicacion de que dos secuencias de acido
nucleico son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas o sus complementos hibridan entre si en
condiciones rigurosas, como se describe a continuacion. Otra indicacion mas de que dos secuencias de acido
nucleico son sustancialmente idénticas es que pueden usarse los mismos cebadores para amplificar la secuencia.

La expresién "hibrida selectivamente (0 especificamente) con" se refiere a la unién, formaciéon de duplex o
hibridacion de una molécula Gnicamente con una secuencia de nucleétidos particular en condiciones rigurosas de
hibridacion cuando esa secuencia esta presente en una mezcla compleja (por ejemplo, ADN o ARN celular total o de
biblioteca).

La expresién "condiciones rigurosas de hibridacion" se refiere a condiciones en las que una sonda hibridara con
secuencia diana, normalmente en una mezcla compleja de acido nucleico, pero no con otras secuencias. Las
condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias. Secuencias
mas largas hibridan especificamente a temperaturas mayores. Se encuentra una amplia guia respecto a la
hibridacion de acido nucleicos en Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with
Nucleic Probes, "Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays" (1993). En general,
las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5-10 °C inferiores al punto de fusion
térmica (Tm) para la secuencia especifica a un pH de fuerza io6nica definida. La Tr, es la temperatura (a fuerza ionica,
pH y concentracién de acido nucleico definidos) a la que un 50 % de las sondas complementarias a la diana hibridan
con la secuencia diana en equilibrio (ya que las secuencias diana estan presentes en exceso, a T, un 50 % de las
sondas estan ocupadas en equilibrio). Las condiciones rigurosas seran aquellas en las que la concentracion salina
sea menor de aproximadamente 1,0 M de iones sodio, normalmente de aproximadamente 0,01 a 1,0 M de
concentracion de iones sodio (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al menos aproximadamente 30 °C
para sondas cortas (por ejemplo, de 10 a 50 nucleétidos) y de al menos aproximadamente 60 °C para sondas largas
(por ejemplo, mayor de 50 nucledtidos). Las condiciones rigurosas también pueden conseguirse con la adicién de
agentes desestabilizantes tales como formamida. Para hibridacion selectiva o especifica, una sefial positiva es al
menos dos veces la hibridacién de fondo, opcionalmente 10 veces la hibridacién de fondo. Las condiciones rigurosas
de hibridacién a modo de ejemplo pueden ser las siguientes: formamida a un 50 %, SSC 5X y SDS a un 1 %,
incubacién a 42 °C o SSC 5X, SDS a un 1 %, incubacion a 65 °C, con lavado en SSC 0,2Xy SDS a un 0,1 % a
65 °C. Dichos lavados pueden realizarse durante 5, 15, 30, 60, 120 o mas minutos. Los acidos nucleicos que
hibridan con los genes enumerados en las tablas 3-10 vy la figura 14 estan abarcados por la invencion.
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Los acidos nucleicos que no hibridan entre si en condiciones rigurosas aun son sustancialmente idénticos si los
polipéptidos que codifican son sustancialmente idénticos. Esto sucede, por ejemplo, cuando se crea una copia de un
acido nucleico usando la maxima degeneracion de codones permitida por el cédigo genético. En dichos casos, los
acidos nucleicos normalmente hibridan en condiciones moderadamente rigurosas de hibridacién. Las "condiciones
moderadamente rigurosas de hibridacion" a modo de ejemplo incluyen una hibridacion en un tampdén de formamida a
un 40 %, NaCl 1 M, SDS a un 1% a 37°C y un lavado en SSC 1X a 45 °C. Dichos lavados pueden realizarse
durante 5, 15, 30, 60, 120 o mas minutos. Una hibridacion positiva es al menos dos veces la de fondo. Los expertos
en la materia reconoceran facilmente que pueden utilizarse condiciones alternativas de hibridacién y lavado para
proporcionar condiciones de rigurosidad similar.

Para PCR, una temperatura de aproximadamente 36 °C es tipica para amplificacion de baja rigurosidad, aunque la
temperatura de hibridacién puede variar entre aproximadamente 32 °C y 48 °C dependiendo de la longitud del
cebador. Para amplificacion de alta rigurosidad por PCR, una temperatura de aproximadamente 62 °C es tipica,
aunque las temperaturas de hibridacion de alta rigurosidad pueden variar de aproximadamente 50 °C a 65 °C,
dependiendo de la longitud del cebador y la especificidad. Las condiciones tipicas del ciclo para amplificaciones
tanto de alta como de baja rigurosidad incluyen una fase de desnaturalizacion de 90 °C - 95 °C durante 30 segundos
- 2 minutos, una fase de hibridacién que dura 30 segundos - 2 minutos y una fase de prolongacion de
aproximadamente 72 °C durante 1 - 2 minutos. Los protocolos y directrices de reacciones de amplificacion de alta y
baja rigurosidad se proporcionan, por ejemplo, en Innis et al., PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications
(1990).

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

El término "recombinante", cuando se usa con referencia a, por ejemplo, una célula o acido nucleico, proteina o
vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector se ha modificado por la introducciéon de un acido
nucleico o proteina heteréloga o la alteraciéon de un acido nucleico o proteina nativa, o que la célula se obtiene de
una célula asi modificada. Por tanto, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se encuentran
dentro de la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes nativos que se expresan de forma
anomala de otra manera, se subexpresan o no se expresan en absoluto.

El término "heterdlogo”, cuando se usa con referencia a partes de un acido nucleico, indica que el acido nucleico
comprende dos o mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relaciéon entre si en la naturaleza. Por
ejemplo, el acido nucleico normalmente se produce de forma recombinante, que tiene dos o mas secuencias de
genes no relacionados dispuestas para generar un nuevo acido nucleico funcional, por ejemplo, un promotor de una
fuente y una region codificante de otra fuente. Asimismo, una proteina heteréloga indica que la proteina comprende
dos 0 mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relacién entre si en la naturaleza (por ejemplo, una
proteina de fusion).

Un "vector de expresion" es una construccion de acido nucleico, generada de forma recombinante o sintética, con
una serie de elementos especificos de acidos nucleico que permite la transcripcién de un acido nucleico particular en
una célula hospedadora. El vector de expresion pude ser parte de un plasmido, virus o fragmento de acido nucleico.
normalmente, el vector de expresion incluye un acido nucleico a transcribirse unido de forma funcional a un
promotor.

La expresién "se une especificamente (0 selectivamente) a un anticuerpo” o "inmunorreactivo especificamente (o
selectivamente) con”, cuando se refiere a una proteina o péptido, se refiere a una reacciéon de unién que es
determinante de la presencia de la proteina en presencia de una poblacion heterogénea de proteinas y otras
moléculas bioldgicos. Por tanto, en condiciones designadas de inmunoensayo, los anticuerpos especificados se
unen a una proteina particular y no unen en una cantidad significativa a otras proteinas presentes en la muestra. La
unién especifica a un anticuerpo en dichas condiciones puede requerir que un anticuerpo que se seleccione por su
especificidad por una proteina particular. Por ejemplo, los anticuerpos generados contra una proteina que tiene una
secuencia de aminoéacidos codificada por cualquiera de los polinucleétidos de la invencién pueden seleccionarse
para obtener anticuerpos inmunorreactivos especificamente con esa proteina y no con otras proteinas, excepto por
las variantes polimérficas. Puede usarse diversos formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos
inmunorreactivos especificamente con una proteina particular. Por ejemplo, se usan de forma rutinaria
inmunoensayos ELISA en fase sélida transferencias de Western o inmunohistoquimica para seleccionar anticuerpos
monoclonales inmunorreactivos especificamente con una proteina. Véase, Harlow y Lane Antibodies, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Publications, NY (1988) para una descripcion de formatos de inmunoensayo y
condiciones que pueden usarse para determinar la inmunorreactividad especifica. normalmente, una reaccién
especifica o selectiva sera al menos dos veces la sefial o ruido de fondo y mas normalmente mas de 10 a 100 veces
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la de fondo.
Uno que esta "predispuesto a una enfermedad mental" como se usa en este documento significa una persona que
tiene una inclinacién o una probabilidad mayor de desarrollar un trastorno mental en comparacién con una persona
promedio en la poblacion general.

Descripcion detallada de la invencion
I. Introduccion

Para entender la base genética de los trastornos mentales, se han realizado estudios para investigar los patrones de
expresion de genes que se expresan de forma diferencial especificamente en el sistema nervioso central de sujetos
con trastornos del estado de animo. Las expresion diferencial y Gnica de genes conocidos y novedosos se determind
mediante consulta de muestras de ARN total purificadas de cerebros de cadaver de pacientes con BP y MDD con
Affymetrix Gene Chips® (que contienen matrices de conjuntos de sondas oligonucleotidicas de alta densidad). Los
principios fundamentales son que identificando genes y rutas que se expresan de forma diferencial en BP y/o MDD
(respecto a sujetos de control sanos), mediante la determinacion de perfiles globales de expresion de los
transcriptomas como anteriormente, se pueden identificar genes que causan, logran o estan asociados con la
enfermedad, o que interactian con farmacos usados para tratar la enfermedad, para su uso en aplicaciones de
diagndstico y terapéuticas.

La presente divulgacion, por lo tanto, demuestra la expresion alterada (expresion mayor o inferior a la indicada en
este documento) y, en algunos casos, la expresion diferencial Gnica de los genes de las tablas 3-10 a nivel de ARNm
en regiones cerebrales seleccionadas de pacientes diagnosticados con trastornos del estado de animo, asi como el
gen de PSPHL (véase, por ejemplo, la figura 14) (por ejemplo, trastorno bipolar y trastorno de depresion mayor) en
comparacion con individuos normales. Esta divulgacién, por tanto, proporciona métodos para el diagnostico de
trastornos mentales tales como trastornos del estado de animo (por ejemplo, trastorno bipolar, depresién mayor y
similares) y otros trastornos mentales que tienen un componente genético, detectando el nivel de un transcrito o
producto de traduccion de los genes enumerados en las tablas 3-10 y la figura 14, asi como sus rutas bioquimicas
correspondientes.

En un caso, la presente divulgacion se refiere a un novedoso polimorfismo de insercion-eliminacion del gen de tipo
fosfoserina fosfatasa, y la asociacién entre el alelo de eliminacion de PSPHL y la susceptibilidad a trastorno bipolar
(BPD). El hecho de que PSPHL muestre un patrén dicotomico presente/ausente de expresion entre individuos con
consistencia en todo el cerebro sugiere una variacidon genética en su regulacion (véase el ejemplo 2). De forma mas
intrigante, se ha identificado un polimorfismo de insercién/eliminaciéon en el locus de PSPHL. La region genémica
eliminada abarca mas de 30 kb, incluyendo la regién promotora y los exones 1, 2 y 3 del gen de PSPHL. La
variacion genética explica el patrén presente/ausente de la expresion de PSPHL. Una sobrerrepresentacion del alelo
de eliminacién que provoca la ausencia de expresion de PSPHL aumenta la susceptibilidad a BPD. La invencion, por
lo tanto, proporciona la primera evidencia que vincula una variante genética del gen de PSPHL al trastorno bipolar.
El hallazgo facilitara la caracterizacion de la funcion fisioldgica y patolégica del gen relevante para el trastorno
bipolar, y proporciona un uso novedoso y significativo de este gen y sus variantes para el diagndstico, tratamiento y
prevencién del trastorno bipolar.

La divulgacion proporciona ademas métodos de identificacion de un compuesto Util para el tratamiento de dichos
trastornos, seleccionando compuestos que modulen el efecto funcional de los productos de traduccion o la expresion
de los transcritos descritos en este documento. La invencién también proporciona un inhibidor de FGF9 que se une a
FGF9 o hibrida con un transcrito de FGF9 para su uso en métodos de tratamiento o prevencién de trastornos de
depresion mayor, en un sujeto, por ejemplo, administrando los compuestos de la invencion o por terapia génica.

Los genes y los polipéptidos que codifican, que estan asociados con trastornos del estado de animo tales como
enfermedad bipolar y depresion mayor, son Utiles para facilitar el disefio y desarrollo de diversas herramientas de
diagndstico molecular tales como GeneChips™ que contienen conjuntos de sondas especificas para todos los
trastornos mentales o trastornos mentales seleccionados incluyendo, aunque sin limitacion, trastornos del estado de
animo y como una herramienta de diagnoéstico ante y/o posnatal para cribar a los recién nacidos en concierto con el
asesoramiento genético. Otras aplicaciones de diagnostico incluyen la evaluacion de la susceptibilidad a
enfermedades, el prondéstico y el control de la enfermedad o procesos de tratamiento, asi como la provisiéon de
medicina individualizada mediante sistemas predictivos de perfilados de farmacos, por ejemplo, correlacionando los
motivos gendémicos especificos con la respuesta clinica de un paciente a farmacos individuales. Ademas, la presente
invencién es Util para una determinacion de perfiles combinados de SNP y haplotipo incluyendo, aunque sin
limitacion, la identificacién de dianas terapéuticas, de diagndstico y farmacogenéticas a nivel de gen, ARNm,
proteina y ruta. La determinacion de perfiles de variantes de corte y empalme y eliminaciones también es util para
aplicaciones de diagnostico y terapéuticas.

Los genes y los polipéptidos que codifican, descritos en este documento, también son Utiles como dianas de farmaco
para el desarrollo de farmacos terapéuticos para el tratamiento o prevencion de trastornos mentales incluyendo,
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aunque sin limitacién, trastornos del estado de animo.

Los antidepresivos pertenecen a diferentes clases, por ejemplo, desipramina, bupropién y fluoxetina son en general
igual de eficaces para el tratamiento de la depresion clinica, pero actian por mecanismos diferentes. La eficacia
similar de los farmacos para el tratamiento de los trastornos del estado de animo sugiere que actGian a través de una
ruta comun actualmente o identificada. Los modelos animales de depresion, incluyendo el tratamiento de animales
con agentes terapéuticos conocidos tales como SSRI, pueden usarse para examinar el modo de accion de los genes
de la invencién. El litio es el farmaco de eleccion para tratar el BP.

Los genes y los polipéptidos que codifican, descritos en este documento, también son Utiles como dianas de farmaco
para el desarrollo de farmacos terapéuticos para el tratamiento o prevencion de trastornos mentales incluyendo,
aunque sin limitacion, trastornos del estado de animo. Los trastornos mentales tienen una alta comorbilidad con
otros trastornos neurolégicos, tales como enfermedad de Parkinson o enfermedad de Alzheimer. Por lo tanto, la
presente divulgacion puede usarse para el diagnostico y tratamiento de pacientes con multiples estados patologicos
que incluyen un trastorno mental tal como un trastorno el estado de animo. Estos trastornos del estado de animo
incluyen BP, MDD vy otros trastornos tales como depresion psicética, depresién y caracteristicas de ansiedad,
depresion melancolica, depresién cronica, BPI'y BPII.

Il. Métodos recombinantes generales de acidos nucle  icos para su uso con la invencién

En numerosos casos de este documento, se aislaran polinucleétidos y se clonaran usando métodos recombinantes.
Dichos polinucleétidos incluyen, por ejemplo, los enumerados en las tablas 3-10 y la figura 14, que pueden usarse
para, por ejemplo, la expresion de proteinas o durante la generacién de variantes, derivados, casetes de expresion,
para controlar la expresion génica, para el aislamiento o la deteccién de secuencias de la invencién en diferentes
especies, con fines de diagndéstico en un paciente, por ejemplo, para detectar mutaciones o para detectar niveles de
expresion de acidos nucleicos o polipéptidos de la invencion. En algunos casos, las secuencias estan unidas de
forma funcional a un promotor heterélogo. El un caso, los acidos nucleicos son de cualquier mamifero incluyendo, en
particular, por ejemplo, un ser humano, un raton, una rata, un primate, etc.

A. Métodos recombinantes generales de acidos nuclei  cos

Esta divulgacién se basa en las técnicas rutinarias en el campo de la genética recombinante. Los textos basicos que
divulgan los métodos generales de uso de este documento incluyen Sambrook et al., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (3.2 ed. 2001); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual (1990); y Current
Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds., 1994)).

Para acidos nucleicos, los tamafios se dan en kilobases (kb) o pares de bases (pb). Estos son estimaciones
obtenidas de electroforesis en gel de agarosa o acrilamida, de acidos nucleicos secuenciados o de secuencias de
ADN publicadas. Para proteinas, los tamafios se dan en kilodalton (kDa) o cantidades de restos de aminoacido. Los
tamafos de las proteinas se estiman a partir de electroforesis en gel, de proteinas secuenciadas, de secuencias de
aminoacidos obtenidas o de secuencias proteicas publicadas.

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

La secuencia de los genes clonados y los oligonucle6tidos sintéticos puede verificarse después de la clonacion
usando, por ejemplo, el método de terminacién de cadena para la secuenciacién de moldes bicatenarios de Wallace
et al.,, Gene 16:21-26 (1981).

B. Métodos de clonacién para el aislamiento de secu  encias de nucle6tidos que codifican proteinas desea das

En general, los acidos nucleicos que codifican las proteinas pretendidas se clonan a partir de bibliotecas de
secuencias de ADN que se generan para que codifiquen ADNc o ADN gendmico. Las secuencias particulares
pueden localizarse por hibridacion con una sonda oligonucleotidica, cuya secuencia puede obtenerse de las
secuencias de los genes enumerados en las tablas 3-10 y la figura 14, que proporcionan una referencia para
cebadores de PCR y definen regiones adecuadas para el aislamiento de sondas especificas. Como alternativa,
cuando la secuencia se clona en una biblioteca de expresion, la proteina recombinante expresada puede detectarse
de forma inmunoldgica con antisueros o anticuerpos purificados generados contra un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos codificada por un gen enumerado en la tabla 1-8.

Los métodos para generar y cribar bibliotecas genémicas y de ADNc son bien conocidos para los expertos en la

materia (véase, por ejemplo, Gubler y Hoffman Gene 25:263-269 (1983); Benton y Davis Science, 196:180-182
(1977); y Sambrook, supra). Las células cerebrales son un ejemplo de células adecuadas para aislar secuencias de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 660 765 T3

ARN y ADNC.

En resumen, para generar la biblioteca de ADNc se debe elegir una fuente que sea rica en ARNm. El ARNm
entonces puede transformarse en ADNCc, ligarse en un vector recombinante y transfectarse en un hospedador
recombinante para la propagacion, cribado y clonacién. Para una biblioteca genémica, el ADN se extrae de un tejido
adecuado y se corta mecanicamente o se digiere enzimaticamente para producir fragmentos preferiblemente de
aproximadamente 5-100 kb. Los fragmentos entonces se separan por centrifugacion en gradiente de los tamafios no
deseados y se construyen en vectores de bacteriéfago lambda. Estos vectores y fagos se empaquetan in vitro y los
fagos recombinantes se analizan por hibridacién de placas. La hibridacion de colonias se realiza como se describe
en general en Grunstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 72:3961-3965 (1975).

Un método alternativo combina el uso de cebadores oligonucleotidicos sintéticos con prolongacién por polimerasa
en un molde de ARNm o ADN. Los cebadores adecuados pueden disefiarse a partir de secuencias especificas de la
invencion. Este método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) amplifica los acidos nucleicos que codifican
la proteina de interés directamente del ARNm, el ADNc, bibliotecas gendémicas o bibliotecas de ADNc. Pueden
incorporarse sitios de endonucleasa de restriccion en los cebadores. La reaccion en cadena de la polimerasa u otros
métodos de amplificacion in vitro también pueden ser Utiles, por ejemplo, para clonar acidos nucleicos que codifican
proteinas especificas y expresan dichas proteinas, para sintetizar acidos nucleicos que se usaran como sondas para
detectar la presencia de ARNm que codifica un polipéptido de la invencidon en muestras fisiolégicas, para la
secuenciacion de acidos nucleicos o para otros fines (véanse, las patentes de Estados Unidos n.° 4.683.195 y
4.683.202). los genes amplificados por una reaccion de PCR pueden purificarse de geles de agarosa y clonarse en
un vector apropiado.

Los cebadores y sondas apropiados para identificar polinucleétidos de la invencion de tejidos de mamifero pueden
obtenerse de las secuencias proporcionadas en este documento. Para una visién global general de PCR, véase,
Innis et al. PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press, San Diego (1990).

Pueden usarse oligonucledtidos sintéticos para construir genes. Esto se hace usando una serie de oligonucleotidos
solapantes, habitualmente de 40-120 pb de longitud, que representan tanto las hebras, codificante como no
codificante del gen. Estos fragmentos de ADN entonces se hibridan, se ligan y se clonan.

Un gen que codifica un polipéptido puede clonarse usando vectores intermedios antes de la trasformacion en células
de mamifero para su expresiéon. Estos vectores intermedios normalmente son vectores procariotas 0 vectores
lanzadera. Las proteinas pueden expresarse en procariotas, usando métodos convencionales bien conocidos para
los expertos en la materia, o eucariotas como se describe infra.

II. Purificacién de proteinas de la invencion

Los polipéptidos de origen natural o recombinantes pueden purificarse para su uso en ensayos funcionales. Los
polipéptidos de origen natural, por ejemplo, polipéptidos codificados por genes enumerados en las tablas 3-10 y la
figura 14, pueden purificarse, por ejemplo, de tejido de ratén o humano tal como cerebro o cualquier otra fuente de
un ortélogo. Los polipéptidos recombinantes pueden purificarse de cualquier sistema de expresién adecuado.

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

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

A. Purificacién de proteinas de bacterias recombinan tes

Cuando se expresan proteinas recombinantes por las bacterias transformadas en grandes cantidades, normalmente
después de la induccion del promotor, aunque la expresion puede ser constitutiva, las proteinas pueden formar
agregados insolubles. Hay varios protocolos que son adecuados para la purificacién de cuerpos de inclusiéon de
proteinas. Por ejemplo, la purificacién de proteinas agregadas (a partir de ahora en este documento mencionadas
como cuerpos de inclusion) normalmente implica la extraccion, separacion y/o purificacion de cuerpos de inclusién
alterando las células bacterianas normalmente, aunque sin limitacion, por incubacién en un tampoén de
aproximadamente 100-150 pg/ml de lisozima y Nonidet P40 a un 0,1 %, un detergente no i6nico. La suspension
celular puede molerse usando un molino Polytron (Brinkman Instruments, Westbury, NY). Como alternativa, las
células pueden sonicarse en hielo. Se describen métodos alternativos de lisis de bacterias en Ausubel et al. y
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Sambrook et al., ambos supra, y seran evidentes para los expertos en la materia.

La suspension celular generalmente se centrifuga y el sedimento que contiene los cuerpos de inclusion se
resuspende en tampon que no disuelve, sino que lava los cuerpos de inclusion, por ejemplo, Tris-HCI 20 mM
(pH 7,2), EDTA 1 mM, NaCl 150 mM y Triton-X 100 a un 2 %, un detergente no i6nico. Puede ser necesario repetir
la etapa de lavado para eliminar la maxima cantidad posible de desechos celulares. El sedimento restante de
cuerpos de inclusiéon puede resuspenderse en un tampén apropiado (por ejemplo, fosfato de sodio 20 nM, pH 6,8.
NaCl 150 mM). Otros tampones apropiados seran evidentes para los expertos en la materia.

Después de la etapa de lavado los cuerpos de inclusién se solubilizan por la adiciéon de un disolvente que es tanto
un fuerte aceptor de hidrégeno como un fuerte donante de hidrégeno (o una combinacion de disolventes que tiene
cada uno una de estas propiedades). Las proteinas que formaron los cuerpos de inclusién entonces pueden
renaturalizarse por diluciéon o didlisis con un tampdn compatible. Los disolventes adecuados incluyen, aunque sin
limitacion, urea (de aproximadamente 4 M a aproximadamente 8 M), formamida (a al menos aproximadamente un
80 %, basado en volumen/volumen) y clorhidrato de guanidina (de aproximadamente 4 M a aproximadamente 8 M).
Algunos disolventes que son capaces de solubilizar las proteinas formadoras de agregados, tales como SDS
(dodecilsulfato de sodio) y acido férmico a un 70 %, son inapropiados para su uso en este procedimiento debido a la
posibilidad de desnaturalizacion irreversible de las proteinas, acompafiada por una ausencia de inmunogenicidad y/o
actividad. Aunque el clorhidrato de guanidina y agentes similares son desnaturalizante, esta desnaturalizacién no es
irreversible y se puede producir la renaturalizacion tras la eliminacion (por didlisis, por ejemplo) o diluciéon del
desnaturalizante, que permite la reformaciéon de la proteina inmunolégica y/o bioldgicamente activa de interés.
Después de la solubilizacién, la proteina puede separarse de otras proteinas bacterianas por técnicas
convencionales de separacion.

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

B. Técnicas convencionales de separacién de protein  as para purificar proteinas

1. Fraccionamiento por solubilidad

A menudo, como etapa inicial, y si la mezcla de proteinas es compleja, un fraccionamiento salino inicial puede
separar muchas de las proteinas indeseadas de la célula hospedadora (o proteinas derivadas del medio de cultivo
celular) de la proteina recombinante de interés. La sal preferida es sulfato de amonio. El sulfato de amonio precipita
proteinas reduciendo de forma eficaz la cantidad de agua en la mezcla de proteinas. Las proteinas entonces
precipitan basandose en su solubilidad. Cuanto mas hidréfoba es una proteina mayor probabilidad tiene de precipitar
a menores concentraciones de sulfato de amonio. Un protocolo tipico es afiadir sulfato de amonio saturado a una
solucién de proteinas de modo que la concentracion resultante de sulfato de amonio esté entre un 20-30 %. Este
precipitara la mayoria de las proteinas hidréfobas. El precipitado se descarta (salvo que la proteina de interés sea
hidr6foba) y se afiade sulfato de amonio al sobrenadante hasta una concentracién conocida por precipitar la proteina
de interés. El precipitado entonces se solubiliza en tamp6n y se retira el exceso de sal si fuera necesario, a través de
didlisis o diafiltracion. Otros métodos que dependen de la solubilidad de las proteinas, tal como precipitacion en
etanol frio, son bien conocidos para los expertos en la materia y pueden usarse para fraccionar mezclas complejas
de proteinas.

2. Filtracién diferencial por tamario

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

3. Cromatografia en columna

Las proteinas de interés también pueden separarse de otras proteinas basandose en su tamafio, carga superficial
neta, hidrofobicidad y afinidad por ligandos. Ademas, los anticuerpos generados contra las proteinas pueden
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conjugarse a matrices de columna y las proteinas pueden inmunopurificarse. Todos estos métodos son bien
conocidos en la técnica.

Sera evidente para un experto en la materia que pueden realizarse técnicas cromatograficas a cualquier escala y
usando un equipo de muchos fabricantes diferentes (por ejemplo, Pharmacia Biotech).

IV. Deteccién de expresién génica

Los expertos en la materia reconoceran que la deteccion de la expresién de polinucleétidos tiene muchos usos. Por
ejemplo, como se analiza en este documento, la deteccion del nivel de polipéptidos o polinucledtidos en un paciente
es util para diagnosticar trastornos del estado de animo o trastornos psicoticos o una predisposiciéon a un trastorno
del estado de animo o trastorno psicéticos. Ademas, la deteccion de la expresion génica es Util para identificar
moduladores de la expresion de los polipéptidos o polinucledtidos.

Diversos métodos de medicion especifica de ADN y ARN usando técnicas de hibridacion de acido nucleico son
conocidos para los expertos en la materia (véase, Sambrook, supra). Algunos métodos implican una separacién
electroforética (por ejemplo, transferencia de Southern para detectar ADN y transferencia de Northern para detectar
ARN), pero la medicion de ADN y ARN también puede realizarse en ausencia de separacion electroforética (por
ejemplo, por transferencia puntual). La transferencia de Southern de ADN gendmico (por ejemplo, de u ser humano)
puede usarse para cribar un polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion (RFLP) para detectar la presencia
de un trastorno genético que afecta a un polipéptido.

La seleccion de un formato de hibridacion de acido nucleico no es critica. Los expertos en la materia conocen
diversos formatos de hibridacion de acido nucleico. Por ejemplo, los formatos habituales incluyen ensayos
emparedados y ensayos de competicion o desplazamiento. Las técnicas de hibridacion se describen generalmente
en Hames y Higgins, Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press (1985); Gall y Pardue, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A,, 63:378-383 (1969); y John et al., Nature, 223:582-587 (1969).

La deteccion de un complejo de hibridaciéon puede requerir la unién de un complejo que genera sefiales a un duplex
de polinucledtidos o acidos nucleicos diana y sonda. normalmente, dicha unién se produce a través de interacciones
de ligando y antiligando como entre una sonda conjugada a ligando y un antiligando conjugado con una sefial. La
union del complejo de generacion de sefiales también es facilmente susceptible a aceleraciones por exposicién a
energia ultrasénica.

El marcador también puede permitir la deteccion indirecta del complejo de hibridacion. Por ejemplo, cuando el
marcador es un hapteno o antigeno, la muestra puede detectarse usando anticuerpos. En estos sistemas, se genera
una sefial uniendo moléculas fluorescentes o enzimaticas en los anticuerpos o, en algunos casos, por unién a un
marcador radiactivo (véase, por ejemplo, Tijssen, "Practice and Theory of Enzyme Immunoassays," Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Burdon y van Knippenberg Eds., Elsevier (1985), pag. 9-20).

Las sondas normalmente se marcan directamente, como con isotopos, croméforos, luminéforos, cromdgenos o
indirectamente, tal como con biotina, a la que posteriormente puede unirse un complejo de estreptavidina. Por tanto,
los marcadores detectables usados en los ensayos de la presente invencidon pueden ser marcadores primarios
(donde el marcador comprende un elemento que se detecta directamente o que produce un elemento detectable
directamente) o marcadores secundarios (donde el marcador detectable se une a un marcador primario, por
ejemplo, como es habitual en el marcaje inmunoldgico). normalmente, los acidos nucleicos de sefial marcada se
usan para detectar la hibridacion. Los acidos nucleicos complementarios o acidos nucleicos sefial pueden marcarse
por uno cualquiera de varios métodos normalmente usados para detectar la presencia de polinucleétidos hibridados.
El método mas habitual de deteccion es el uso de autorradiografia con sondas marcadas con °H, 2|, *°s, **C o ¥%p
o similares.

Otros marcadores incluyen, por ejemplo, ligandos que se unen a anticuerpos marcados, fluoréforos, agentes
guimioluminiscentes, enzimas y anticuerpos que pueden servir como miembros de una pareja de unién especifica
para un ligando marcado. Una introduccién a los marcadores, procedimientos de marcaje y deteccion de marcadores
se encuentra en Polak y Van Noorden Introduction to Immunocytochemistry, 2.2 ed., Springer Verlag, NY (1997); y
en Haugland Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, un manual y catalogo combinado publicado
por Molecular Probes, Inc. (1996).

En general, se usa un detector que controla una sonda particular o combinacién de sondas para detectar el
marcador de reactivo de deteccidn. Los detectores tipicos incluyen espectrofotdmetros, fototubos y fotodiodos,
microscopios, contadores de centelleo, camaras, peliculas y similares, asi como combinaciones de los mismos. Los
ejemplos de detectores adecuados estan ampliamente disponibles en diversas fuentes comerciales conocidas para
los expertos en la materia. Habitualmente, se digitaliza una imagen 6ptica de un sustrato que comprende restos de
marcaje unidos para el posterior andlisis informatizado.
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Mas normalmente, se mide la cantidad de ARN cuantificando la cantidad de marcador fijado al soporte sélido por
union del reactivo de deteccidon. normalmente, la presencia de un modulador durante la incubacién aumentara o
disminuira la cantidad de marcador fijado al soporte sélido respecto a una incubacién de control que no comprende
el modulador, o en comparacién con un valor basal establecido para un tipo de reaccion particular. Los medios de
deteccion y cuantificacién de los marcadores son bien conocidos para los expertos en la materia.

En casos preferidos, el acido nucleico diana o la sonda se inmoviliza en un soporte soélido. Los soportes sélidos
adecuados para su uso en los ensayos de este documento son conocidos para los expertos en la materia. Como se
usa en este documento, un soporte sélido es una matriz de material en una disposicion sustancialmente fija.

También son apropiadas diversas técnicas de ensayo en fase solida automatizadas. Por ejemplo, pueden usarse
matrices poliméricas inmovilizadas a escala muy grande (VLSIPS™), disponibles en Affymetrix, Inc. (Santa Clara,
CA) para detectar cambios en los niveles de expresiéon de una pluralidad de genes implicados en las mismas rutas
reguladoras simultdneamente. Véase, Tijssen, supra., Fodor et al., (1991) Science, 251: 767- 777; Sheldon et al.,
(2993) Clinical Chemistry 39(4): 718-719, y Kozal et al., (1996) Nature Medicine 2(7): 753-759.

La deteccion puede conseguirse, por ejemplo, usando un resto de deteccién marcado que se une especificamente a
acidos nucleicos duplex (por ejemplo, un anticuerpo que es especifico para duplex de ARN-ADN). Un ejemplo
preferido usa un anticuerpo que reconoce heteroduplex de ADN-ARN en que el anticuerpo se une a una enzima
(normalmente por unién recombinante o quimica covalente). El anticuerpo se detecta cuando la enzima reacciona
con su sustrato, produciendo un producto detectable. Coutlee et al., (1989) Analytical Biochemistry 181:153-162;
Bogulavski (1986) et al., J. Immunol. Methods 89:123-130; Prooijen-Knegt (1982) Exp. Cell Res. 141:397-407;
Rudkin (1976) Nature 265:472-473, Stollar (1970) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 65:993-1000; Ballard (1982) Mol.
Immunol. 19:793-799; Pisetsky y Caster (1982) Mol. Immunol. 19:645-650; Viscidi et al., (1988) J. Clin. Microbial.
41:199-209; y Kiney et al., (1989) J. Clin. Microbiol. 27:6-12 describen anticuerpos contra duplex de ARN, incluyendo
homo y heterodiplex. Los kits que comprenden anticuerpos especificos para hibridos de ADN:ARN estan
disponibles, por ejemplo, en Digene Diagnostics, Inc. (Beltsville, MD).

Ademas de los anticuerpos disponibles, un experto en la materia puede preparar facilimente anticuerpos especificos
para duplex de acido nucleico usando técnicas existentes, o modificar esos anticuerpos que estan disponibles en el
mercado o al publico. Ademas de la técnica mencionada anteriormente, los expertos en la materia conocen métodos
generales para producir anticuerpos policlonales y monoclonales (véase, por ejemplo, Paul (3.2 ed.) Fundamental
Immunology Raven Press, Ltd., NY (1993); Coligan Current Protocols in Immunology Wiley/Greene, NY (1991);
Harlow y Lane Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Press, NY (1988); Stites et al., (eds.) Basic and
Clinical Immunology (4.2 ed.) Lange Medical Publications, Los Altos, CA y referencias citadas en el mismo; Goding
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice); y Kohler y Milstein Nature 256: 495-497 (1975)). Otras técnicas
adecuadas para la preparacion de anticuerpos incluyen la seleccion de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en
vectores de fago o similares (véase, Huse et al., Science 246:1275-1281 (1989); y Ward et al., Nature 341:544-546
(1989)). Los anticuerpos monoclonales y policlonales especificos y los antisueros habitualmente se unen con una Kp
de al menos aproximadamente 0,1 uM, preferiblemente de al menos aproximadamente 0,01 uM o mejor, y mucho
mas tipica y preferiblemente, 0,001 uM o mejor.

Los acidos nucleicos usados en esta divulgaciéon pueden ser sondas positivas 0 negativas. Las sondas positivas se
unen a sus dianas y la presencia de formacion de duplex es evidencia de la presencia de la diana. Las sondas
negativas no logran unirse a la diana sospechosa y la ausencia de formacion de duplex es evidencia de la presencia
de la diana. Por ejemplo, el uso de una sonda de acido nucleico especifica de tipo silvestre o cebadores de PCR
pueden servir como sonda negativa en una muestra de ensayo cuando esta presente Unicamente la secuencia
nucleotidica de interés.

La sensibilidad de los ensayos de hibridacion puede potenciarse a través del uso de un sistema de amplificacion de
acido nucleico que multiplica el acido nucleico diana que se esta detectando. Los ejemplos de dichos sistemas
incluyen el sistema de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), en particular RT-PCR o PCR a tiempo real, y el
sistema de reaccién en cadena de la ligasa (LCR). Otros métodos recientemente descritos en la técnica son la
amplificacion basada en secuencia de acido nucleico (NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario) y sistemas de Q
Beta Replicasa. Estos sistemas pueden usarse para identificar directamente mutantes en los que los cebadores de
PCR o LCR estan disefiados para prolongarse o ligarse Unicamente cuando estd presente una secuencia
seleccionada. Como alternativa, las secuencias seleccionadas pueden amplificarse generalmente usando, por
ejemplo, cebadores de PCR no especificos y la regién diana amplificada posteriormente puede sondearse para una
secuencia especifica indicativa de una mutacion.

Un medio alternativo para determinar el nivel de expresién de los acidos nucleicos de la presente divulgacion es
hibridacion in situ. Los ensayos de hibridacién in situ son bien conocidos y se describen en general en Angerer et al.,
Methods Enzymol. 152:649-660 (1987). En un ensayo de hibridacién in situ, las células, preferentemente células
humanas del cerebelo o del hipocampo, se fijan a un soporte sélido, normalmente un portaobjetos de vidrio. Si tiene
que sondearse el ADN, las células se desnaturalizan con calor o alcali. Las células entonces se ponen en contacto
con una solucién de hibridacion a una temperatura moderada para permitir la hibridacién de las sondas especificas
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gque estan marcadas. Las sondas se marcan preferiblemente con radioisétopos o indicadores fluorescentes.
V. Deteccion inmunoldgica de los polipéptidos de la invencion

Ademas de la deteccion de la expresion de polinucleétidos usando tecnologia de hibridacion de acido nucleico,
también se pueden usar inmunoensayos para detectar polipéptidos de la invencién. Los inmunoensayos pueden
usarse para analizar de forma cualitativa o cuantitativa los polipéptidos. Una vision global general de la tecnologia
aplicable puede encontrarse en Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (1988).

A. Anticuerpos dirigidos a polipéptidos u otros inm undégenos

Los métodos para producir anticuerpos policlonales y monoclonales que reaccionen especificamente con una
proteina de interés u otro inmunégeno son conocidos para los expertos en la materia (véase, por ejemplo, Coligan,
supra; y Harlow y Lane, supra; Stites et al., supra y referencias citadas en el mismo; Goding, supra; y Kohler y
Milstein Nature, 256:495-497 (1975)). Dichas técnicas incluyen la preparacién de anticuerpos por seleccion de
anticuerpos de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en vectores de fago o similares (véase, Huse et al., supra;
y Ward et al., supra). Por ejemplo, para producir antisueros para su uso en un inmunoensayo, la proteina de interés
0 un fragmento antigénico de la misma se aisla como se describe en este documento. Por ejemplo, se produce una
proteina recombinante en una linea celular transformada. Se inmuniza una cepa endogamica de ratones 0 conejos
con la proteina usando un adyuvante convencional, tal como adyuvante de Freund y protocolo convencional de
inmunizacién. Como alternativa, puede usarse un péptido sintético derivado de las secuencias divulgadas en este
documento y conjugado a una proteina de vehiculo como inmundégeno.

Los sueros policlonales se recogen y se valoran frente al inmundégeno en un inmunoensayo, por ejemplo, un
inmunoensayo en fase solida con el inmundgeno inmovilizado en un soporte sélido. Los anticuerpos policlonales con
un titulo de 10% o mayor se seleccionan y ensayan para su reactividad cruzada frente a proteinas no relacionadas o
incluso otras proteinas homélogas de otros organismos, usando un inmunoensayo de union competitiva. Los
anticuerpos y antisueros monoclonales y policlonales especificos habitualmente se uniran con una Kp de al menos
aproximadamente 0,1 mM, mas habitualmente de al menos aproximadamente 1 uM, preferiblemente de al menos
aproximadamente 0,1 pM o mejor, y mucho mas preferiblemente de 0,01 uM o mejor.

Varias proteinas de la divulgacion que comprenden inmunégenos pueden usarse para producir anticuerpos
especifica 0 selectivamente reactivos con las proteinas de interés. La proteina recombinante es el inmundgeno
preferido para la produccion de anticuerpos monoclonales o policlonales. La proteina de origen natural, tal como una
que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por un gen enumerado en la tabla 1-8 también puede
usarse en forma pura o impura. Los péptidos sintéticos preparados usando las secuencias proteicas descritas en
este documento también pueden usarse como inmundgeno para la produccion de anticuerpos contra la proteina. La
proteina recombinante puede expresarse en células eucariotas o procariotas y purificarse como se describe en
general supra. El producto entonces se inyecta en un animal capaz de producir anticuerpos. Los anticuerpos
monoclonales o policlonales pueden generarse para su posterior uso en inmunoensayos para medir la proteina.

Los métodos de produccion de anticuerpos policlonales son conocidos para los expertos en la materia. En resumen,
un inmundgeno, preferiblemente una proteina purificada, se mezcla con un adyuvante y se inmunizan los animales.
La respuesta inmunitaria del animal contra la preparacion de inmundgenos se controla recogiendo sangre de ensayo
y determinando el titulo de reactividad contra el polipéptido de interés. Cuando se obtienen titulos apropiadamente
elevados de anticuerpo contra el inmundgeno, se recoge sangre del animal y se preparan los antisueros. Si se
desea puede hacerse fraccionamiento adicional de los antisueros para enriquecer los anticuerpos reactivos contra la
proteina (véase, Harlow y Lane, supra).

Pueden obtenerse anticuerpos monoclonales usando diversas técnicas familiares para los expertos en la materia.
normalmente, se inmortalizan células esplénicas de un animal inmunizado con un antigeno deseado, habitualmente
por fusién con una célula de mieloma (véase, Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol. 6:511-519 (1976)). Los métodos
alternativos de inmortalizacion incluyen, por ejemplo, transformacién con virus de Epstein Barr, oncogenes o
retrovirus, u otros métodos bien conocidos en la técnica. Las colonias que surgen de células inmortalizadas
individuales se criban para la produccién de anticuerpos de la especificidad y afinidad deseadas por el antigeno, y el
rendimiento de los anticuerpos monoclonales producidos por dichas células puede potenciarse por diversas
técnicas, incluyendo inyeccion en la cavidad peritoneal de un hospedador vertebrado. Como alternativa, se pueden
aislar secuencias de ADN que codifican un anticuerpo monoclonal o un fragmento de unién del mismo por cribado
de una biblioteca de ADN de linfocitos B humanos de acuerdo con el protocolo general obtenido por Huse et al.,
supra.

Una vez disponibles los anticuerpos especificos para la proteina diana, la proteina puede medirse por diversos
métodos de inmunoensayo con resultados cualitativos y cuantitativos disponibles para el médico. Para una revision
de los procedimientos inmunolégicos y de inmunoensayo en general, véase, Stites, supra. Ademas, los
inmunoensayos de la presente invencion pueden realizarse en cualquiera de varias configuraciones, que se revisan
ampliamente en Maggio Enzyme Immunoassay, CRC Press, Boca Ratén, Florida (1980); Tijssen, supra; y Harlow y
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Lane, supra.

Los inmunoensayos para mediar las proteinas diana en una muestra humana pueden usar un antisuero policlonal
gue se generd contra la proteina (por ejemplo, uno tiene una secuencia de aminoacidos codificada por un gen
enumerado en la tabla 1-8) o un fragmento de la misma. Este antisuero se selecciona para que tenga baja
reactividad cruzada contra diferentes proteinas y se elimina cualquiera de dicha reactividad cruzada por
inmunoabsorcién antes de su uso en el inmunoensayo.

B. Ensayos de unién inmunolégica

En un caso preferido, una proteina de interés se detecta y/o cuantifica usando cualquiera de varios ensayos de
unién inmunoldgica bien conocidos (véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos 4.366.241; 4.376.110;
4.517.288; y 4.837.168). Para una revision de los inmunoensayos generales, véase también Asai Methods in Cell
Biology Volumen 37: Antibodies in Cell Biology, Academic Press, Inc. NY (1993); Stites, supra. Los ensayos de union
inmunolégica (o inmunoensayos) normalmente utilizan un "agente de captura” para unirse especificamente a y a
menudo inmovilizar el analito (en este caso un polipéptido de la presente divulgacion o subsecuencias antigénicas
del mismo). El agente de captura es un resto que se une especificamente al analito. En un caso preferido, el agente
de captura es un anticuerpo que se une especificamente, por ejemplo, a un polipéptido de la divulgacion. El
anticuerpo puede producirse por cualquiera de varios medios bien conocidos para los expertos en la materia y como
se describe anteriormente.

Los inmunoensayos también utilizan a menudo un agente de marcaje para unirse especificamente a y marcar el
complejo de unién formado por el agente de captura y el analito. El agente de marcaje puede ser en si mismo uno
de los restos que comprenden el complejo de anticuerpo/analito. Como alternativa, el agente de marcaje puede ser
un tercer resto, tal como otro anticuerpo, que se une especificamente al complejo de anticuerpo/proteina.

En un caso preferido, el agente de marcaje es un segundo anticuerpo que alberga un marcador. Como alternativa, el
segundo anticuerpo puede carecer de un marcador, pero puede unirse, a su vez, por un tercer anticuerpo marcado
especifico para los anticuerpos de la especie de la que se obtiene el segundo anticuerpo. El segundo anticuerpo
puede modificarse con un resto detectable, tal como biotina, al que puede unirse especificamente una tercera
molécula marcada, tal como estreptavidina marcada con enzima.

Otras proteinas capaces de unirse especificamente a regiones constantes de inmunoglobulina, tales como proteina
A o proteina C, también pueden usarse como agentes marcadores. Estas proteinas son constituyentes normales de
las paredes celulares de bacterias estreptocécicas. Muestran una fuerte reactividad no inmunogénica con las
regiones constantes de inmunoglobulina de diversas especies (véase, en general, Kronval, et al., J. Immunol.,
111:1401-1406 (1973); y Akerstrom, et al., J. Immunol., 135:2589-2542 (1985)).

En todos los ensayos, pueden requerirse etapas de incubacion y/o lavado después de cada combinacion de
reactivos. Las etapas de incubacién pueden variar de aproximadamente 5 segundos a varias horas, preferiblemente
de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 24 horas. El tiempo de incubaciéon dependera del formato del
ensayo, el analito, el volumen de solucion, las concentraciones y similares. habitualmente, los ensayos se realizaran
a temperatura ambiente, aunque pueden realizarse sobre una gama de temperaturas, tal como de 10 °C a 40 °C.

1. Formatos de ensayo no competitivo

Los inmunoensayos para detectar proteinas de interés de muestras tisulares pueden ser competitivos 0 no
competitivos. Los inmunoensayos no competitivos son ensayos en los que la cantidad de analito capturado (en este
caso la proteina) se mide directamente. En un ensayo "emparedado” preferido, por ejemplo, el agente de captura
(por ejemplo, anticuerpos especificos para un polipéptido codifica por un gen enumerado en la tabla 1-8) puede
unirse directamente a un sustrato sélido donde se inmoviliza. Estos anticuerpos inmovilizados entonces capturan el
polipéptido presente en la muestra de ensayo. El polipéptido asi inmovilizado entonces se une por un agente de
marcaje, tal como un segundo anticuerpo que alberga un marcador. Como alternativa, el segundo anticuerpo puede
carecer de un marcador, pero puede unirse, a su vez, por un tercer anticuerpo marcado especifico para los
anticuerpos de la especie de la que se obtiene el segundo anticuerpo. El segundo puede modificarse con un resto
detectable, tal como biotina, al que una tercera molécula marcada puede unirse especificamente, tal como
estreptavidina marcada con enzima.

2. Formatos de ensayo competitivo

En los ensayos competitivos, la cantidad de analito (tal como un polipéptido codificado por un gen enumerado en la
tabla 1-8) presente en la muestra se mide indirectamente midiendo la cantidad de un analito afiadido (ex6geno)
desplazado (o retirado por competicién) de un agente de captura (por ejemplo, un anticuerpo especifico para el
analito) por el analito presente en la muestra. En un ensayo competitivo, se afiade una cantidad conocida de, en
este caso, la proteina de interés a la muestra y la muestra entonces se pone en contacto con un agente de captura,
en este caso un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido de la invencién. La cantidad de

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 660 765 T3

inmundgeno unido al anticuerpo es inversamente proporcional a la concentracion de inmundgeno presente en la
muestra. En una realizacién particularmente preferida, el anticuerpo se inmoviliza en un sustrato solido. Por ejemplo,
la cantidad del polipéptido unido al anticuerpo puede determinarse midiendo la cantidad de la proteina en cuestion
presente en un completo de proteina/anticuerpo o, como alternativa, midiendo la cantidad de proteina restante que
no ha formado complejos. La cantidad de proteina puede detectarse proporcionando una molécula proteica
marcada.

Los inmunoensayos en el formato de unién competitiva pueden usarse para determinaciones de reactividad cruzada.
Por ejemplo, una proteina de interés puede inmovilizarse en un soporte sélido. Las proteinas se afiaden al ensayo
que compiten con la unién del antisuero al antigeno inmovilizado. La capacidad de las proteinas anteriores de
competir con la unién de los antisueros a la proteina inmovilizada se compara con la de la proteina de interés. El
porcentaje de reactividad cruzada para las proteinas anteriores se calcula usando calculos convencionales. Aquellos
antisueros con menos de un 10 % de reactividad cruzada con cada una de las proteinas enumeradas anteriormente
se seleccionan y combinan. Los anticuerpos de reaccion cruzada se eliminan opcionalmente de los antisueros
combinados por inmunoabsorcion con las proteinas consideradas, por ejemplo, homoélogos relacionados de forma
distante.

Los antisueros inmunoabsorbidos y combinados entonces se usan en un inmunoensayo de unién competitiva como
se describe anteriormente para comparar una segunda proteina, que se piensa que es quizas una proteina de la
presente invencion, a la proteina inmunogénica. Para hacer esta comparacion, las dos proteinas se ensayan cada
una en una amplia gama de concentraciones y se determina la cantidad de cada proteina necesaria para inhibir un
50 % de la unién de los antisueros a la proteina inmovilizada. Si la cantidad de la segunda proteina necesaria es de
menos de 10 veces la cantidad de la proteina parcialmente codificada por una secuencia de este documento que se
requiere, entonces la segunda proteina se dice que se une especificamente a un anticuerpo generado contra un
inmundgeno que consiste en la proteina diana.

3. Otros formatos de ensayo

En un caso particularmente preferido, se usa analisis de transferencia de Western (inmunotransferencia) para
detectar y cuantificar la presencia de un polipéptido de la divulgaciéon en la muestra. La técnica comprende en
general separar proteinas de muestra por electroforesis en gel basandose en el peso molecular, transferir las
proteinas separadas a un soporte sélido adecuado (tal como, por ejemplo, un filtro de nitrocelulosa, un filtro de
nailon o un filtro de nailon derivatizado) e incubar la muestra con los anticuerpos que se unen especificamente a la
proteina de interés. Por ejemplo, los anticuerpos se unen especificamente a un polipéptido de interés en el soporte
sélido. Estos anticuerpos pueden marcarse directamente 0 como alternativa pueden detectarse posteriormente
usando anticuerpos marcados (por ejemplo, anticuerpos de oveja marcados antirraton) que se unen especificamente
a los anticuerpos contra la proteina de interés.

Otros formatos de ensayo incluyen inmunoensayo de liposomas (LIA), que usan liposomas disefiados para unirse a
moléculas especificas (por ejemplo, anticuerpos) y liberar reactivos o marcadores encapsulados. Los agentes
guimicos liberados entonces se detectan de acuerdo con técnicas convencionales (véase, Monroe et al. (1986)
Amer. Clin. Prod. Rev. 5:34-41).

4. Marcadores

El marcador o grupo detectable particular usado en el ensayo no es un aspecto critico de la invencion, siempre que
no interfiera significativamente con la unién especifica del anticuerpo usado en el ensayo. El grupo detectable puede
ser cualquier material que tenga una propiedad fisica o quimica detectable. Dichos marcadores detectables se han
desarrollado bien en el campo de los inmunoensayos y, en general, la mayoria de los marcadores utiles en dichos
métodos pueden aplicarse a la presente invencion. Por tanto, un marcador es cualquier composicion detectable por
medio espectroscopico, fotoquimico, bioquimico, inmunoquimico, eléctrico, éptico o quimico. Los marcadores utiles
en la presente invencion incluyen microesferas magnéticas (por ejemplo, Dynabeads™), colorantes fluorescentes
ggst)raesjerqglo, iggtiociangto de quor_escel’na, rojo_Texas, rogaminas y similares) radiomarc_adores (por ejgmplo, *H,

I, S, 7°C o0 "P), enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rabano rusticano, fosfatasa alcalina y otras habitualmente
usadas en un ELISA) y marcadores colorimétricos tales como oro coloidal o microesferas de vidrio o plastico
coloreado (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.).

El marcador puede acoplarse directa o indirectamente al componente deseado del ensayo de acuerdo con métodos
bien conocidos en la técnica. Como se indica anteriormente, puede usarse una amplia diversidad de marcadores,
dependiendo la eleccion del marcador de la sensibilidad requerida, la facilidad de conjugacién con el compuesto, los
requisitos de estabilidad, la instrumentacion disponible y las disposiciones de eliminacién.

Los marcadores no radiactivos a menudo se unen por medios indirectos. Las moléculas también pueden conjugarse
directamente a compuestos que generan sefiales, por ejemplo, por conjugacion con una enzima o compuesto
fluorescente. Puede usarse diversas enzimas y compuestos fluorescentes con los métodos de la presente invencion
y son bien conocidos para los expertos en la materia (para una revision de diversos sistemas de marcaje y
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productores de sefales que pueden usarse, véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 4.391.904).

Los medios de deteccion de marcadores son bien conocidos para los expertos en la materia. Por tanto, por ejemplo,
cuando el marcador es un marcador radiactivo, el medio para deteccién incluye un contador de centelleo o pelicula
fotografica como en autorradiografia. Cuando el marcador es un marcador fluorescente, puede detectarse excitando
el fluorocromo con la longitud de onda apropiada de luz y detectando la fluorescencia resultante. La fluorescencia
puede detectarse de forma visual, mediante pelicula fotografica, mediante el uso de detectores electrénicos tales
como dispositivos acoplados a carga (CCD) o fotomultiplicadores y similares. Asimismo, los marcadores enzimaticos
pueden detectarse proporcionando los sustratos apropiados para la enzima y detectando el producto de reaccion
resultante. Finalmente, pueden detectarse marcadores colorimétricos simples directamente observando el color
asociado con el marcador. Por tanto, en diversos ensayos de tira reactiva, el oro conjugado a menudo aparece rosa,
mientras que las diversas microesferas conjugadas aparecen del color de la microesfera.

Algunos formatos de ensayo no requieren el uso de componentes marcados. Por ejemplo, los ensayos de
aglutinacién pueden usarse para detectar la presencia de los anticuerpos diana. En este caso, las particulas
recubiertas con antigeno se aglutinan por muestras que comprenden los anticuerpos diana. En este formato,
ninguno de los componentes tiene que estar marcado y la presencia del anticuerpo diana se detecta por simple
inspeccion visual.

En algunos casos, puede diagnosticarse BP o MDD en un paciente o evaluarse de otro modo visualizando la
expresion in situ de una o mas de las secuencias génicas reguladas de forma incorrecta apropiadamente
identificadas en este documento. Los expertos en la materia de visualizacion de la presencia o expresiéon de
moléculas incluyendo acidos nucleicos, polipéptidos y otros agentes bioquimicos en los cerebros de pacientes vivos
apreciaran que la informacion de expresiéon génica descrita en este documento puede utilizarse en el contexto de
diversos métodos de visualizacion. Dichos métodos incluyen, aunque sin limitacion, métodos de tomografia
computarizada de emisiéon de un Unico fotdon (SPECT) y tomografia de emision de positrones (PET). Véase, por
ejemplo, Vassaux y Grootwassink, "In vivo Noninvasive Imaging for Gene Therapy," J. Biomedicine and
Biotechnology, 2: 92-101 (2003).

Las imagenes PET y SPECT muestran el funcionamiento quimico de los érganos y los tejidos, mientras que otras
técnicas de imagenes - tales como rayos-X, CT y RM - muestran la estructura. El uso de imagenes PET y SPECT es
atil para calificar y controlar el desarrollo de enfermedades cerebrales, incluyendo esquizofrenia y trastornos
relacionados. En algunos casos, el uso de imagenes PET o SPECT permite detectar las enfermedades afios antes
de la aparicion de los sintomas. El uso de moléculas pequefias para el marcaje y la visualizacién de la presencia o
expresion de polipéptidos y nucleétidos ha tenido éxito, por ejemplo, en la visualizacidon de proteinas en los cerebros
de pacientes con enfermedad de Alzheimer, como se describe por, por ejemplo, Herholz K et al., Mol Imaging Biol.,
6(4):239-69 (2004); Nordberg A, Lancet Neurol., 3(9):519-27 (2004); Neuropsychol Rev., Zakzanis KK et al.,
13(1):1-18 (2003); Kung MP et al., Brain Res.,1025(1-2):98-105 (2004); y Herholz K, Ann Nucl Med., 17(2):79-89
(2003).

Los genes regulados de forma incorrecta divulgados en las tablas 1-30, o sus péptidos codificados (si los hay), o
fragmentos de los mismos, pueden usarse en el contexto de aplicaciones de imagenes PET y SPECT. Después de
la modificacion con restos indicadores apropiados para aplicaciones PET o SPECT, las moléculas que interactian o
se unen con los transcritos de las tablas 1-30 o con cualquier polipéptido codificado por esos transcritos pueden
usarse para visualizar los patrones de expresion génica y facilitar el diagnéstico de esquizofrenia, MDD o BP, como
se describe en este documento. Asimismo, si los polipéptidos codificados codifican enzimas, las moléculas
marcadas que interactGan con los productos de catalisis por la enzima pueden usarse para la formaciéon de
imagenes in vivo y la aplicacion de diagnéstico descrita en este documento.

La tecnologia antisentido es particularmente adecuada para detectar los transcritos identificados en las tablas 1-30
de este documento. Por ejemplo, el uso de acido peptidonucleico (PNA) antisentido marcado con un radionuclido
apropiado, tal como Mn, y conjugado con un sistema de direccion de farmaco cerebral para posibilitar el transporte
a través de las barreras de membrana bioldgica, ha demostrado permitir la formacion de imagenes de expresion
génica enddgena en cancer cerebral. Véase, Suzuki et al., Journal of Nuclear Medicine, 10:1766-1775 (2004).
Suzuki et al. utilizan un sistema de suministro que comprende anticuerpos monoclonales dirigidos a receptores de
transferencia en la barrera hematoencefalica y facilitan el transporte del PNA a través de esa barrera. Pueden
usarse realizaciones modificadas de esta técnica para abordar genes regulados positivamente asociados con
esquizofrenia, BP o MDD, tales como los genes regulados positivamente que aparecen en las tablas 1-30, en
métodos de tratamiento de pacientes con esquizofrenia, BP o MDD.

En otros casos, los genes regulados de forma incorrecta en las tablas 1-30 pueden usarse en el contexto de
métodos de diagnéstico prenatal y neonatal. Por ejemplo, pueden obtenerse muestras fetales o neonatales y pueden
medirse los niveles de expresién de los transcritos apropiados (por ejemplo, los transcritos de la tabla 19) y
correlacionarse con la presencia o probabilidad aumentada de un trastorno mental, por ejemplo, MDD. Asimismo, la
presencia de uno o mas de los SNP identificados en las tablas, por ejemplo, en la tabla 27 puede usarse para
inferior o corroborar la expresion regulada de forma incorrecta de un gen y la probabilidad de un trastorno del estado
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de animo en pacientes prenatales, neonatales, nifios y adultos.

En otros casos, las técnicas de marcaje e imagenes cerebrales descritas en este documento o variantes de las
mismas pueden usarse junto con cualquiera de las secuencias génicas reguladas de forma incorrecta de las
tablas 1-30 en un andlisis forense, es decir, para determinar si un individuo fallecido padecia esquizofrenia, BP o
MDD.

VI. Cribado para moduladores de polipéptidos y polin ucleétidos de la invencién

Los moduladores de polipéptidos o polinucleétidos de la divulgacion, es decir, agonistas o antagonistas de su
actividad o modulares de la expresion polipeptidica o polinucleotidica, son Utiles para tratar varias enfermedades
humanas, incluyendo trastornos del estado de &nimo o trastornos psicéticos. La administracion de agonistas,
antagonistas y otros agentes que modulan la expresién de los polinucleétidos o polipéptidos de la divulgacion puede
usarse para tratar a pacientes con trastornos del estado de &nimo o trastornos psicéticos.

A. Métodos de cribado

Pueden utilizarse varios protocolos de cribado diferentes para identificar agentes que modulan el nivel de expresion
0 actividad de polipéptidos y polinuclettidos de la divulgacién en células, particularmente células de mamifero, y
especialmente células humanas. En términos generales, los métodos de cribado implican el cribado de una
pluralidad de agentes para identificar un agente que module la actividad polipeptidica por unién a un polipéptido de
la invencion, modulaciéon de la unién del inhibidor al polipéptido o activacion de la expresion del polipéptido o
polinucleétido, por ejemplo.

1. Ensayos de unién

Pueden realizarse cribados preliminares cribando los agentes capaces de unirse a un polipéptido de la divulgacién,
ya que al menos algunos de los agentes asi identificados son probables moduladores de la actividad polipeptidica.
Los ensayos de union habitualmente implican el contacto de un polipéptido de la invencién con uno o mas agentes
de ensayo y permitir suficiente tiempo para que la proteina y los agentes de ensayo formen un complejo de unién.
Cualquier complejo de uni6on formado puede detectarse usando cualquiera de varias técnicas analiticas
establecidas. Los ensayos de unién de proteinas incluyen, aunque sin limitacion, métodos que miden la
coprecipitacion, comigracion en geles de SDS-poliacrilamida no desnaturalizantes y comigracion en trasferencias de
Western (véase, por ejemplo, Bennet y Yamamura, (1985) "Neurotransmitter, Hormone or Drug Receptor Binding
Methods," en Neurotransmitter Receptor Binding (Yamamura, H. I, et al., eds.), pag. 61-89. La proteina utilizada en
dichos ensayos puede expresarse de forma natural clonarse o sintetizarse.

Los ensayos de unién también son Utiles, por ejemplo, para identificar proteinas endégenas que interactdan con un
polipéptido de la divulgacion. Por ejemplo, pueden identificarse anticuerpos, receptores u otras moléculas que se
unen a un polipéptido de la divulgacién en ensayos de union.

2. Ensayos de expresion

Ciertos métodos de cribado implican cribar un compuesto que regula positivamente o negativamente la expresion de
un polipéptido o polinucledtido de la divulgacion. Dichos métodos generalmente implican realizar ensayos basados
en células en que los compuestos de ensayos se ponen en contacto con una o mas células que expresan un
polipéptido o polinucledtido de la divulgacion y después detectar un aumento o disminucion en la expresion
(transcrito, producto de traduccion o producto catalitico). Algunos ensayos se realizan con células periféricas u otras
células que expresan un polipéptido o polinucleétido enddgeno de la divulgacion.

La expresion del polipéptido o polinucleétido puede detectarse de varias maneras diferentes. Como se describe
infra, el nivel de expresion de un polinucledtido de la divulgacion en una célula puede determinarse sondeando el
ARNmM expresado en una célula con una sonda que hibrida especificamente con una transcrito (o acido nucleico
complementario derivado del mismo) de un polinucleétido de la divulgacion. El sondeo puede realizarse lisando las
células y realizando transferencias de Northern o sin lisis de las células usando técnicas de hibridacion in situ. Como
alternativa, un polipéptido de la divulgacion puede detectarse usando métodos inmunolégicos en que un lisado
celular se sondea con anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido de la divulgacion.

Otros ensayos basados en células son ensayos indicadores realizados con células que no expresan un polipéptido o
polinucleétido de la divulgacién. Algunos de estos ensayos se realizan con una construccidon heteréloga de acido
nucleico que incluye un promotor de un polinucleétido de la divulgacion que esta unido de forma funcional a un gen
indicador que codifica un producto detectable. Pueden utilizarse varios genes indicadores diferentes. Algunos
indicadores son detectables de forma inherente. Un ejemplo de dicho indicador es la proteina verde fluorescente que
emite fluorescencia que puede detectarse con un detector de fluorescencia. Otros indicadores generan un producto
detectable. A menudo dichos indicadores son enzimas. Los indicadores enzimaticos a modo de ejemplo incluyen,
aunque sin limitacion, B-glucuronidasa, cloranfenicol acetiltransferasa (CAT); Alton y Vapnek (1979) Nature
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282:864-869), luciferasa, B-galactosidasa, proteina verde fluorescente (GFP) y fosfatasa alcalina (Toh, et al. (1980)
Eur. J. Biochem. 182:231-238; y Hall et al. (1983) J. Mol. Appl. Gen. 2:101).

En estos ensayos, las células que albergan la construccion indicadora se ponen en contacto con un compuesto de
ensayo. Un compuesto de ensayo que activa el promotor por union al mismo o activa una cascada que produce una
molécula que activa el promotor causa la expresion del indicador detectable. Otros determinados ensayos
indicadores se realizan con células que albergan una construccién heteréloga que incluye un elemento de control de
la transcripcion que activa la expresion de un polinucleétido de la divulgacion y un indicador unido de forma funcional
al mismo. En esta ocasion, ademas, un agente que se une al elemento de control de la transcripciéon para activar la
expresion del indicador o que activa la formacién de un agente que se une al elemento de control de la transcripcién
para activar la expresion indicadora puede identificarse por la generacion de una sefial asociada con la expresion del
indicador.

El nivel de expresion o actividad puede compararse con un valor basal. Como se indica anteriormente, el valor basal
puede ser un valor para una muestra de control o un valor estadistico que es representativo de los niveles de
expresion para una poblacion de control (por ejemplo, individuos sanos que no tienen o no estan en riesgo de
trastornos del estado de animo o trastornos psicéticos). Los niveles de expresién también pueden determinarse para
células que no expresan un polinucleétido de la divulgacion como control negativo. Dichas células generalmente son
por lo demés genéticamente iguales sustancialmente a las células de ensayo.

Puede utilizarse diversos tipos diferentes de células en los ensayos indicadores. Las células que expresan un
polipéptido o polinucleétido endégeno de la divulgacién incluyen, por ejemplo, células cerebrales, incluyen células
del cerebelo, la corteza cingulada anterior, la corteza prefrontal dorsolateral, la amigdala, el hipocampo o el nucleo
accumbens. Las células que no expresan de forma enddgena polinucleétidos de la divulgacién pueden ser
procariotas, pero son preferiblemente eucariotas. Las células eucariotas pueden ser cualquiera de las células
normalmente utilizadas en la generacion de células que albergan construcciones recombinantes de acido nucleico.
Las células eucariotas a modo de ejemplo incluyen, aunque sin limitacion, levaduras y diversas células eucariotas
superiores tales como las lineas células COS, CHO y Hela.

Pueden realizarse diversos controles para asegurar que una actividad observada es auténtica, incluyendo
reacciones de ejecucion en paralelo con células que carecen de la construccion indicadora o sin poner en contacto
una célula que alberga la construccion indicadora con un compuesto de ensayo. Los compuestos también pueden
validarse ademas como se describe a continuacion.

3. Actividad catalitica

La actividad catalitica de los polipéptidos de la divulgacién puede determinarse midiendo la produccién de productos
enzimaticos o midiendo el consumo de sustratos. La actividad se refiere a la tasa de catdlisis o la capacidad del
polipéptido de unirse (Ky) al sustrato o liberar el producto catalitico (Kg).

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

4., Validacién

Los agentes que se identifican inicialmente por cualquiera de los métodos de cribado anteriores pueden ensayarse
adicionalmente para validar la actividad aparente. Preferiblemente, dichos estudios se realizan con modelos
animales adecuados. El formato basico de dichos métodos implica administrar un compuesto principal identificado
durante un cribado inicial a un animal que sirve como modelo para seres humanos y después determinar si la
expresion o actividad de un polinucleétido o polipéptido de la divulgacion esta, de hecho, regulado positivamente.
Los modelos animales utilizados en estudios de validacion generalmente son mamiferos de cualquier tipo. Los
ejemplos especificos de animales adecuados incluyen, aunque sin limitacién, primates, ratones y ratas. Como se
describe en este documento, pueden ser Utiles modelos que usan la administraciéon de agentes terapéuticos
conocidos.

5._Modelos animales

Los modelos animales de trastornos mentales también encuentran uso en el cribado de moduladores. En un caso,
pueden usarse modelos invertebrados tales como modelos de Drosophila, que criban moduladores de ortélogos de
Drosophila de los genes humanos divulgados en este documento. En otro caso, la tecnologia de animales
transgénicos incluyendo la tecnologia de inactivacion génica, por ejemplo, como resultado de la recombinacion
homologa con un vector dirigido a un gen apropiado, o sobreexpresion génica, provocara la ausencia, expresion
disminuida o aumentada de un polinucleétido o polipéptido de la divulgacién. La misma tecnologia también puede
aplicarse para generar células de inactivacién. Cuando se desea, puede ser necesaria la expresién especifica de
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tejido o inactivacion de un polinucledtido o polipéptido de la divulgacién. Los animales transgénicos generados por
dichos métodos encuentran uso como modelos animales de enfermedad mental y son utiles en el cribado de
moduladores de enfermedad mental.

Las células de inactivacion y los ratones transgénicos pueden generarse por insercion de un gen marcador u otro
gen heterdlogo en un sitio génico enddgeno en el genoma de raton mediante recombinacion homologa. Dichos
ratones también pueden generarse sustituyendo un polinucleétido endégeno de la invencién con una versién mutada
del polinucleétido o mutando un polinucleétido endégeno, por ejemplo, por exposicién a carcindgenos.

Para el desarrollo de células madre apropiadas, se introduce una construccion de ADN en los nlcleos de células
madre embrionarias. Las células que contienen la lesion genética recién disefiada se inyectan en un embrién de
raton hospedador, que se vuelve a implantar en una hembra receptora. Algunos de estos embriones se desarrollan
en ratones quiméricos que poseen células germinales parcialmente derivadas de la linea celular mutante. Por lo
tanto, cruzando los ratones quiméricos es posible obtener una nueva linea de ratones que contienen la lesion
genética introducida (véase, por ejemplo, Capecchi et al., Science 244:1288 (1989)). Los ratones diana quiméricos
pueden obtenerse de acuerdo con Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory (1988) y Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, Robertson, ed., IRL
Press, Washington, D.C., (1987).

B. Moduladores de polipéptidos o polinucleétidos de la invencién

Los agentes ensayados como moduladores de los polipéptidos o polinucleétidos de la divulgacion pueden ser
cualquier compuesto quimico pequefio o una entidad biolégica, tal como una proteina, azucar, acido nucleico o
lipido. Como alternativa, los moduladores pueden ser versiones genéticamente alteradas de un polipéptido o
polinucleétido de la divulgacion. normalmente, los compuestos de ensayo seran moléculas quimicas pequefias y
péptidos. Puede usarse esencialmente cualquier compuesto quimico como modulador potencial o ligando en los
ensayos de la invencion, aunque muy a menudo se usan compuestos que pueden disolverse en soluciones acuosas
u organicas (especialmente basadas en DMSO). Los ensayos se disefian para cribar grandes bibliotecas de
compuestos quimicos automatizando las etapas de ensayo y proporcionando compuestos de cualquier fuente
conveniente para los ensayos, que normalmente se ejecutan en paralelo (por ejemplo, en formato de
microvaloracion en placas de microvaloraciéon en ensayos robéticos). Se apreciara que hay muchos proveedores de
compuestos quimicos, incluyendo Sigma (St. Louis, MO), Aldrich (St. Louis, MO), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO),
Fluka Chemika-Biochemica Analytika (Buchs, Suiza) y similares. Los moduladores también incluyen agentes
disefiados para reducir el nivel de ARNm de la divulgacion (por ejemplo, moléculas antisentido, ribozimas,
ADNzimas y similares) o el nivel de traduccién a partir de un ARNm.

En un caso preferido, los métodos de cribado de alto rendimiento implican proporcionar una biblioteca combinatoria
de compuestos quimicos o péptidos que contiene una gran cantidad de compuestos terapéuticos potenciales
(compuestos moduladores o ligandos potenciales). Dichas "bibliotecas combinatorias de compuesto quimicos" o
"bibliotecas de ligandos" se criban entonces en uno o mas ensayos, como se describe en este documento, para
identificar aquellos miembros de la biblioteca (especies o subclases quimicas particulares) que presentan una
actividad caracteristica deseada. Los compuestos asi identificados pueden servir como "compuestos principales”
convencionales o0 pueden usarse por si mismos como agentes terapéuticos potenciales o reales.

Una biblioteca combinatoria quimica es una coleccion de diversos compuestos quimicos generados por sintesis
guimica o sintesis bioloégica, combinando varios "elementos basicos" quimicos tales como reactivos. Por ejemplo,
una biblioteca combinatoria lineal de compuestos quimicos tal como una biblioteca de polipéptidos se forma
combinando un conjunto de elementos basicos quimicos (aminoacidos) de cada manera posible para una longitud
dada de un compuesto (es decir, la cantidad de aminoacidos en un compuesto polipeptidico). Pueden sintetizarse
millones de compuestos quimicos a través de dicha mezcla combinatoria de elementos basicos quimicos.

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

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

C. Ensayos de alto rendimiento en estado sélido y so luble

En los ensayos de alto rendimiento de la divulgacién, es posible cribar hasta miles de diferentes moduladores o
ligandos en un Unico dia. En particular, cada pocillo de una placa de microvaloracién puede usarse para ejecutar un
ensayo diferente frente a un modulador potencial seleccionado o, si tienen que observarse los efectos de la
concentracion o el tiempo de incubacién, cada 5-10 pocillos pueden ensayar un Unico modulador. Por tanto, una
Unica placa de microvaloracion convencional puede ensayar aproximadamente 100 (por ejemplo, 96) moduladores.
Si se usan placas de 1536 pocillos, entonces una Unica placa puede ensayar facilmente de aproximadamente 100 a
aproximadamente 1500 diferentes compuestos. Es posible ensayar varias placas diferentes por dia; son posibles
cribados de ensayo de hasta aproximadamente 6000-20 000 compuestos diferentes usando los sistemas integrados
de la invencién. Mas recientemente, se han desarrollado estrategias de microfluidos para la manipulacion de
reactivos.

La molécula de interés puede unirse al componente en estado sélido, directa o indirectamente, mediante enlace
covalente o no covalente, por ejemplo, mediante una marca. La marca puede ser cualquiera de diversos
componentes. En general, una molécula que se une a la marca (un agente de unién a marca) se fija a un soporte
sélido, y la molécula marcada de interés se une al soporte sélido mediante la interaccion de la marca y el agente de
unién a marca.

Pueden usarse varias marcas y agentes de unién a marca, basandose en interacciones moleculares conocidas bien
descritas en la bibliografia. Por ejemplo, cuando una marca tiene un agente de union natural, por ejemplo, biotina,
proteina A o proteina G, puede usarse junto con agentes de unién a marca apropiados (avidina, estreptavidina,
neutravidina, la region Fc de una inmunoglobulina, etc.). También estdn ampliamente disponibles anticuerpos contra
moléculas con agente de union naturales tales como biotina y los agentes de unién a marca apropiados (véase,
SIGMA Immunochemicals 1998 catalogo SIGMA, St. Louis MO).

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

Los polimeros sintéticos, tales como los poliuretanos, poliésteres, policarbonatos, poliureas, poliamidas,
polietileniminas, sulfuros de poliarileno, polisiloxanos, poliimidas y poliacetatos también pueden formar una marca o
agente de unién a marca apropiado. Muchos pares de marca/agente de unidon a marca también son Utiles en
sistemas de ensayos descritos en este documento, como seria evidente para un experto tras la revisién de esta
divulgacion.

Los conectores comunes tales como péptidos, poliéteres y similares también pueden servir como marcas e incluyen
secuencias polipeptidicas, tales como secuencias de poli-Gly de entre aproximadamente 5 y 200 aminoécidos.
Dichos conectores flexibles son conocidos para los expertos en la materia. Por ejemplo, estan disponibles
conectores de polietilenglicol en Shearwater Polymers, Inc., Huntsville, Alabama. Estos conectores opcionalmente
tienen enlaces amida, enlaces sulfidrilo o enlaces heterofuncionales.
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Los agentes de unidn a marca se fijan a sustratos sélidos usando cualquiera de diversos métodos actualmente
disponibles. Los sustratos sdélidos se derivatizan habitualmente o funcionalizan exponiendo todo o una parte del
sustrato a un reactivo quimico que fija un grupo quimico a la superficie que es reactivo con una parte del agente de
unién a marca. Por ejemplo, los grupos que son adecuados para su unién a una parte de cadena mas larga
incluirian aminas, grupos hidroxilo, tiol y carboxilo. Pueden usarse aminoalquilsilanos e hidroxialquilsilanos para
funcionalizar diversas superficies, tales como superficies de vidrio. La construccion de dichas matrices
biopoliméricas en fase soélida esta bien descrita en la bibliografia (véase, por ejemplo, Merrifield, J. Am. Chem. Soc.
85:2149-2154 (1963) (que describe la sintesis en fase sélida de, por ejemplo, péptidos); Geysen et al., J. Immun.
Meth. 102:259-274 (1987) (que describe la sintesis de componentes en fase sélida en clavijas); Frank y Doring,
Tetrahedron 44:60316040 (1988) (que describe la sintesis de diversas secuencias peptidicas sobre discos de
celulosa); Fodor et al., Science, 251:767-777 (1991); Sheldon et al., Clinical Chemistry 39(4):718-719 (1993); y Kozal
et al., Nature Medicine 2(7):753759 (1996) (que describen todos matrices de biopolimeros fijados a sustratos
sélidos). Las estrategias no quimicas para fijar agentes de unidon a marca a sustratos incluyen otros métodos
habituales tales como calor, reticulacion por radiacion UV y similares.

La divulgacién proporciona ensayos in vitro para identificar, en un formato de alto rendimiento, compuestos que
pueden modular la expresion o actividad de los polinucledtidos o polipéptidos de la divulgacién. En un caso
preferido, los métodos de este documento incluyen dicha reaccién de control. Para cada uno de los formatos de
ensayo descritos, las reacciones de control "sin modulador" que no incluyen un modulador proporcionan un nivel de
fondo de la actividad de unién.

En algunos ensayos, sera deseable tener controles positivos para asegurar que los componentes de los ensayos
estan funcionando apropiadamente. Son apropiados al menos dos tipos de controles positivos. En primer lugar, un
activador conocido de un polinucleétido o polipéptido de la divulgacion puede incubarse con una muestra del
ensayo, y el aumento resultante en la sefial resultante de un nivel de expresién aumentado o actividad del
polinucleétido o polipéptido se determina de acuerdo con los métodos de este documento. En segundo lugar, un
inhibidor conocido de un polinucleétido o polipéptido de la divulgacion puede afiadirse, y la disminucion resultante en
la sefial para expresién o actividad puede detectarse de forma similar.

D. Ensayos basados en ordenador

Otro ensayo mas para compuestos que modulan la actividad de un polipéptido o polinucleétido de la divulgacién
implica el disefio de farmacos asistido por ordenador, en que un sistema informatico se usa para generar una
estructura tridimensional del polipéptido o polinucledtido basandose en la informacion estructural codifica por su
secuencia de aminoacidos o nucleétidos. La secuencia introducida interactia directa y activamente con un algoritmo
preestablecido en un programa informatico para producir modelos de estructura secundaria, terciaria y cuaternaria
de la molécula. Pueden realizarse andlisis similares sobre receptores potenciales o compafieros de unién de los
polipéptidos o polinucledtidos de la divulgacion. Los modelos de la proteina o estructura nucleotidica entonces se
examinan para identificar regiones de la estructura que tienen la capacidad de unirse, por ejemplo, a un polipéptido o
polinucleétido de la divulgacion. Estas regiones entonces se usan para identificar polipéptidos que se unen a un
polipéptido o polinucleétido de la divulgacion.

El modelo estructural tridimensional de una proteina se genera introduciendo las secuencias de aminoacidos de
proteinas de al menos 10 restos de aminoacidos o las secuencias de acido nucleico correspondientes que codifican
un receptor potencial en el sistema informatico. Las secuencias de aminoacidos codificadas por las secuencias de
acido nucleico proporcionadas en este documento representan las secuencias primarias o subsecuencias de las
proteinas, que codifican la informacion estructural de las proteinas. Se introducen al menos 10 restos de una
secuencia de aminoacidos (0 una secuencia de nucleétidos que codifica 10 aminoacidos) en el sistema informatico
desde el teclado del ordenador, sustratos legibles por ordenador que incluyen, aunque sin limitaciéon, medios de
almacenamiento electrénico (por ejemplo, disquetes magnéticos, cintas, cartuchos y chips), medios 6pticos (por
ejemplo, CD ROM), informacion distribuida por sitios de internet y por RAM. El modelo estructural tridimensional de
la proteina entonces se genera por la interacciéon de la secuencia de aminoéacidos y el sistema informatico, usando
un software conocido para los expertos en la materia.

La secuencia de aminoacidos representa una estructura primaria que codifica la informacion necesaria para formar
la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de la proteina de interés. El software busca ciertos parametros
codificados por la secuencia primaria para generar el modelo estructural. Estos parametros se mencionan como
"términos de energia" e incluyen principalmente potenciales electrostaticos, potenciales hidrofobos, superficies
accesibles al disolvente y enlaces de hidrégeno. Los términos secundarios de energia incluyen potenciales de van
der Waals. Las moléculas biolégicas forman las estructuras que minimizan los términos de energia de un modo
acumulado. El programa informatico, por lo tanto, esta usando estos términos codificados por la estructura primaria o
una secuencia de aminoacidos para crear el modelo de estructura secundaria.

La estructura terciaria de la proteina codificada por la estructura secundaria entonces se forma basandose en los
términos de energia de la estructura secundaria. El usuario, en este punto, puede introducir variables adicionales
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tales como si la proteina estda unida a membrana o es soluble, su localizacién en el organismo y su localizacion
celular, por ejemplo, citoplasmatica, superficial o nuclear. Estas variables junto con los términos de energia de la
estructura secundaria se usan para formar el modelo de la estructura terciaria. En el modelado de la estructura
terciaria, el programa informatico acopla las caras hidréfobas de la estructura secundaria con caras similares e
hidréfilas de estructura secundaria con similares.

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

Los sistemas informaticos también se usan para cribar mutaciones, variantes polimérficas, alelos y homdlogos entre
especies de genes que codifican un polipéptido o polinucleétido de la divulgacion. Dichas mutaciones pueden
asociarse con estados patolégicos o rasgos genéticos y pueden usarse para el diagnéstico. Como se describe
anteriormente, GeneChip™ vy la tecnologia relacionada también pueden usarse para cribar mutaciones, variantes
polimorficas, alelos y homélogos entre especies. Una vez identificadas las variantes, pueden usarse ensayos de
diagndstico para identificar pacientes que tienen dichos genes mutados. La identificacion de un polipéptido o
polinucleétido mutado de la divulgaciéon implica recibir una primera secuencia de aminoacidos introducida de un
polipéptido de la divulgaciéon (o de una primera secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de la
divulgacion), por ejemplo, cualquier secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 %, opcionalmente al
menos un 70 % u 85 % de identidad con la secuencia de amino&cidos de interés, o versiones modificadas de forma
conservativa de la misma. La secuencia se introduce en el sistema informatico como se describe anteriormente. La
primera secuencia de acido nucleico o aminoacidos entonces se compara con una segunda secuencia de acido
nucleico o aminoacidos que tiene identidad sustancial con la primera secuencia. La segunda secuencia se introduce
en el sistema informatico de la manera descrita anteriormente. Una vez comparadas la primera y la segunda
secuencia, se identifican las diferencias de nucleétidos o aminoacidos entre las secuencias. Dichas secuencias
pueden representar diferencias alélicas en diversos polinucleétidos de la invencion, y las mutaciones asociadas con
estados patoldgicos y rasgos genéticos.

VII. Composiciones, kits y sistemas integrados

La divulgacion proporciona composiciones, kits y sistemas integrados para poner en practica los ensayos descritos
en este documento usando polipéptidos o polinucledtidos de la divulgacién, anticuerpos especificos para
polipéptidos o polinucleétidos de la divulgacion, etc.

La divulgacion proporciona composiciones de ensayo para su uso en ensayos en fase sélida; dichas composiciones
pueden incluir, por ejemplo, uno o mas polinucledtidos o polipéptidos de la invencion inmovilizados en un soporte
sélido, y un reactivo de marcaje. En cada caso, las composiciones de ensayo también pueden incluir reactivos
adicionales que son deseables para la hibridacion. Los moduladores de la expresion o la actividad de los
polinucleétidos o polipéptidos de la divulgacion también pueden incluirse en las composiciones de ensayo.

La divulgacion también proporciona kits para realizar los ensayos terapéuticos y de diagnostico de la divulgacion.
Los kits normalmente incluyen una sonda que comprende un anticuerpo que se une especificamente a polipéptidos
o polinucleétidos de la divulgacion, y un marcador para detectar la presencia de la sonda. Los kits pueden incluir
varias secuencias polinucleotidicas que codifican polipéptidos de la divulgacion. Los kits pueden incluir cualquiera de
las composiciones indiciadas anteriormente y, opcionalmente, incluyen ademas componentes tales como
instrucciones para poner en practica un método de alto rendimiento de ensayo para un efecto sobre la expresion de
los genes que codifican los polipéptidos de la divulgacion, o sobre la actividad de los polipéptidos de la divulgacion,
uno 0 mas recipientes o compartimentos (por ejemplo, para alojar la sonda, los marcadores y similares), un
modulador de control de la expresion o la actividad de los polipéptidos de la divulgacion, una armadura robética para
mezclar los componentes de kit o similares.

La divulgacion también proporciona sistemas integrados para el cribado de alto rendimiento de moduladores
potenciales para un efecto sobre la expresion o la actividad de los polipéptidos de la divulgacion. Los sistemas
normalmente incluyen una armadura robética que transfiere liquidos de una fuente a un destino, un controlador que
controla la armadura robética, un detector de etiquetas, una unidad de almacenamiento de datos que registra la
deteccién de etiquetas y un componente de ensayo tal como una placa de microvaloracion que comprende un pocillo
gue tiene una mezcla de reaccion o un sustrato que comprende un acido nucleico o resto fijo de inmovilizacion fijo.

Estan disponibles varios sistemas robdticos de transferencia de liquidos, o pueden generarse facilmente a partir de
componentes existente. Por ejemplo, puede usarse un robot automatizado Zymate XP (Zymark Corporation;
Hopkinton, MA) usando una estacion de pipeteo Microlab 2200 (Hamilton; Reno, NV) para transferir muestras
paralelas a placas de microvaloracién de 96 pocillos para establecer en varios ensayos paralelos y simultaneos de
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uniéon STAT.

Las imagenes Opticas visualizadas (y, opcionalmente, registradas) por una camara u otro dispositivo de grabacion
(por ejemplo, un dispositivo de fotodiodos y almacenamiento de datos) se procesan opcionalmente de forma
adicional en cualquiera de las realizaciones de este documento, por ejemplo, digitalizando la imagen y almacenando
y analizando la imagen en un ordenador. Esta disponible diversos equipos periféricos y programas informaticos
disponibles en el mercado para digitalizar, almacenar y analizar una imagen de video digitalizada u &ptica
digitalizada, por ejemplo, usando un PC (ordenadores basados en Intel x86 o chip compatible Pentium, DOS®,
0S2®, WINDOWS®, WINDOWS NT®, WINDOWS95®, WINDOWS98® o WINDOWS2000®), ordenadores basados
en MACINTOSH® o UNIX® (por ejemplo, estacion de trabajo SUN®).

Un sistema convencional transporta luz desde el campo de muestra hasta una camara de dispositivo de carga
acoplada (CCD) refrigerada, en uso comun en la técnica. Una camara CCD incluye una matriz de elementos de
imagen (pixeles). La luz desde la muestra se captura en imagen en el CCD. Los pixeles particulares
correspondientes a las regiones de la muestra (por ejemplo, sitios individuales de hibridacién en una matriz de
polimeros bioldgicos) se muestrean para obtener las lecturas de intensidad de luz para cada posicion. Se procesan
multiples pixeles en paralelo para aumentar la velocidad. El aparato y los métodos de la invencion se usan
facilmente para visualizar cualquier muestra, por ejemplo, por técnicas de microscopia fluorescente o de campo
0SCuro.

VIIl. Administracion y composiciones farmacéuticas

Los moduladores de los polinucleétidos o polipéptidos de la divulgacion (por ejemplo, antagonistas o agonistas)
pueden administrarse directamente a un sujeto mamifero para la modulacién de la actividad de esas moléculas in
vivo. La administracién es por cualquiera de las vias normalmente usadas para introducir un compuesto modulador
en contacto final con el tejido a tratar y es bien conocida para los expertos en la materia. Aunque puede usarse mas
de una via para administrar una composicién particular, una via particular a menudo puede proporcionar una
reaccion mas inmediata y mas eficaz que otra via.

Las enfermedades que pueden tratarse incluyen las siguientes, que incluyen el correspondiente nimero de
referencia de Morrison, DSM-IV Made Easy, 1995: esquizofrenia, cataténica, subcrdnica, (295.21); esquizofrenia,
cataténica, cronica (295.22); esquizofrenia, cataténica, subcrénica con exacerbacion aguda (295.23); esquizofrenia,
catatonica, cronica con exacerbacion aguda (295.24); esquizofrenia, catatnica, en remision (295.55); esquizofrenia,
catatonica, inespecifica (295.20); esquizofrenia, desorganizada, subcroénica (295.11); esquizofrénica, desorganizada,
cronica (295.12); esquizofrenia, desorganizada, subcrénica con exacerbacién aguda (295.13); esquizofrenia,
desorganizada, cronica con exacerbacién aguda (295.14); esquizofrenia, desorganizada en remisién (295.15);
esquizofrenia, desorganizada, inespecifica (295.10); esquizofrenia, paranoide, subcrénica (295.31); esquizofrenia,
paranoide, crénica (295.32); esquizofrenia, paranoide, subcrénica con exacerbacion agua (295.33); esquizofrenia,
paranoide, crénica con exacerbacion aguda (295.34); esquizofrenia, paranoide, en remision (295.35); esquizofrenia,
paranoide, inespecifica (295.30); esquizofrenia, indiferenciada, subcrénica (295.91); esquizofrenia, indiferenciada,,
cronica (295.92); esquizofrenia, indiferenciada, subcrénica con exacerbacion aguda (295.93); esquizofrenia,
indiferenciada, crénica con exacerbacion aguda (295.94); esquizofrenia, indiferenciada, en remisién (295.95);
esquizofrenia, indiferenciada, inespecifica (295.90); esquizofrenia, residual, subcrénica (295.61); esquizofrenia,
residual, crénica (295.62); esquizofrenia, residual, subcrénica con exacerbacién aguda (295.63); esquizofrenia,
residual, crénica con exacerbacion aguda (295.94); esquizofrenia, residual, en remisién (295.65); esquizofrenia,
residual, inespecifica (295.60); trastorno delirante (paranoide) (297.10); psicosis reactiva breve (298.80); trastorno
esquizofreniforme (295.40); trastorno esquizoafectivo (295.70); trastorno psicético inducido (297.30); trastorno
psicotico NOS (psicosis atipica) (298.90); trastornos de personalidad, paranoide (301.00); trastornos de
personalidad, esquizoide (301.20); trastornos de personalidad, esquizotipica (301.22); trastornos de personalidad,
antisocial (301.70); trastornos de personalidad, limite (301.83) y trastornos bipolares, trastornos maniacos,
hipomaniacos, distimicos o ciclotimicos, trastornos del estado de animo inducidos por sustancias, depresion mayor,
psicosis, incluyendo psicosis paranoide, psicosis catatonica, psicosis delirante, teniendo trastorno esquizoafectivo y
trastorno psicético inducido por sustancias.

En algunas realizaciones, los moduladores de polinucleétidos o polipéptidos de la invencion pueden combinarse con
otros farmacos Utiles para tratar los trastornos mentales incluyendo los que son (tiles para tratar los trastornos del
estado de animo, por ejemplo, esquizofrenia, trastornos bipolares o depresién mayor. En algunos casos preferidos,
las composiciones farmacéuticas de la divulgacion comprenden un modulador de un polipéptido del polinucleétido de
la divulgacion combinado con al menos uno de los compuestos Utiles para tratar la esquizofrenia, el trastorno bipolar
0 la depresion mayor, por ejemplo, tales como los descritos en las patentes de Estados Unidos n.° 6.297.262;
6.284.760; 6.284.771; 6.232.326; 6.187.752; 6.117.890; 6.239.162 0 6.166.008.

Las composiciones farmacéuticas de la divulgacion pueden comprender un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Los vehiculos farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por la composicion particular que se esta
administrando, asi como por el método particular usado para administrar la composicién. Por consiguiente, existe
una amplia diversidad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas de la presente invencion
(véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17.2 ed. 1985)).
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Los moduladores (por ejemplo, agonistas 0 antagonistas) de la expresion o actividad del polipéptido o polinucleétido
de la divulgacion, en solitario o en combinacién con otros componentes adecuados, pueden prepararse en
formulaciones de aerosol (es decir, pueden "nebulizarse") para administrarse mediante inhalacion o en
composiciones Utiles para inyeccion. Las formulaciones de aerosol pueden ubicarse en gases inertes aceptable
presurizados, tales como diclorodifluorometano, propano, nitrégeno y similares.

Las formulaciones adecuadas para su administracién incluyen soluciones acuosas y no acuosas, soluciones
estériles isotonicas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen que la
formulacion sea isotdnica, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de
suspension, solubilizantes, agentes espesantes, estabilizantes y conservantes. En la practica de esta invencion, las
composiciones pueden administrarse, por ejemplo, por via oral, nasal, tépica, intravenosa, intraperitoneal o
intratecal. Las formulaciones de los compuestos pueden presentarse en recipientes precintados monodosis o de
multiples dosis, tales como ampollas y viales. Las soluciones y suspensiones pueden prepararse a partir de polvos
estériles, granulos y comprimidos del tipo descrito previamente. Los moduladores también pueden administrarse
como parte de un alimento preparado o farmaco.

La dosis administrada a un paciente, en el contexto de la presente invencion debe ser suficiente para lograr una
respuesta beneficiosa en el sujeto con el tiempo. El nivel de dosis 6ptimo para cualquier paciente dependera de
diversos factores incluyendo la eficacia del modulador especifico empleado, la edad, peso corporal, actividad fisica y
dieta del paciente, de una posible combinacién con otros farmacos y de la gravedad del trastorno mental. El tamafio
de la dosis también se determinara por la existencia, naturaleza y grado de cualquier efecto secundario adverso que
acomparie a la administracion de un compuesto particular o vector en un sujeto particular.

En la determinacion de la cantidad eficaz del modulador a administra, un médico puede evaluar los niveles
plasmaticos en circulacion del modulador, la toxicidad del modular y la produccion de anticuerpos antimodulador. En
general, la dosis equivalente de un modulador es de aproximadamente 1 ng/kg a 10 mg/kg para un sujeto tipico.

Para la administracién, los moduladores de la presente invencion pueden administrarse a una tasa determinada por
la DL-50 del modulador, y los efectos secundarios del modulador a diversas concentraciones, aplicadas a la masa y
salud global del sujeto. La administracion puede conseguirse mediante una Unica dosis o dosis divididas.

IX. Aplicaciones de terapia génica

Diversas enfermedades humanas puede tratarse por estrategias terapéuticas que implican introducir de forma
estable un gen en una célula humana de modo que el gen se transcriba y el producto génico se produzca en la
célula. Las enfermedades susceptibles a tratamiento por esta estrategia incluyen enfermedades hereditarias,
incluyendo aquellas en las que el defecto esta en un Unico gen o mdltiples genes. La terapia génica también es util
para el tratamiento de enfermedades adquiridas y otras afecciones. Para un analisis sobre la aplicacién de la terapia
génica hacia el tratamiento de enfermedades genéticas, asi como adquiridas, véase, Miller, Nature 357:455-460
(1992); y Mulligan, Science 260:926-932 (1993).

En el contexto de la presente divulgacion, la terapia génica puede usarse para tratar diversos trastornos y/o
enfermedades en que los polinucledtidos y polipéptidos de la divulgacion estan implicados. Por ejemplo, los
compuestos, incluyendo los polinucleétidos, pueden identificarse por los métodos de la presente divulgacion como
eficaces en el tratamiento de un trastorno mental. La introduccién por terapia génica de estos polinucleétidos
entonces puede usarse para tratar, por ejemplo, trastornos mentales incluyendo trastornos del estado de animo y
trastornos psicoticos.

A. Vectores para suministro génico

Para el suministro a una célula u organismo, los polinucleétidos de la divulgacion pueden incorporarse en un vector.
Los ejemplos de vectores usados para dichos fines incluyen plasmidos de expresién capaces de dirigir la expresion
de los acidos nucleicos en la célula diana. En otros casos, el vector es un sistema de vector virico donde los acidos
nucleicos se incorporan en un genoma virico que es capaz de transfectar la célula diana. En un caso preferido, los
polinucleétidos pueden unirse de forma funcional a secuencias de expresion y de control que pueden dirigir la
expresion del gen en las células hospedadoras diana deseadas. Por tanto, se puede conseguir la expresion del
acido nucleico en condiciones apropiadas en la célula diana.

B. Sistemas de suministro génico

Los sistemas de vectores viricos Utiles en la expresion de los acidos nucleicos incluyen, por ejemplo, sistemas de
vectores viricos de origen natural o recombinantes. Dependiendo de la aplicaciéon particular, los vectores viricos
adecuados incluyen vectores viricos competentes en la replicacion, defectuosos en la replicacion y de replicacién
condicionada. Por ejemplo, los vectores viricos pueden obtenerse del genoma de adenovirus de seres humano o
bovinos, virus vaccinia, herpesvirus, virus adenoasociados, virus diminuto de ratones (MVM), VIH, virus sindbis y
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retrovirus (incluyendo, aunque sin limitacion, el virus del sarcoma de Rous) y MoMLV. normalmente, los genes de
interés se insertan en dichos vectores para permitir el empaquetado de la construccién génica, normalmente con el
ADN virico acompafiante, seguido por infeccién de una célula hospedadora sensible y la expresion del gen de
interés.

Como se usa en este documento, "sistema de suministro génico" se refiere a cualquier medio para el suministro de
un acido nucleico de la divulgacién a una célula diana. En algunos casos, los acidos nucleicos se conjugan a un
ligando de receptor celular para una captacién facilitada (por ejemplo, invaginacion de pozos recubiertos o
internalizacion del endosoma) a través de un resto de unién apropiado, tal como un resto de uniéon a ADN (Wu et al.,
J. Biol. Chem. 263:14621-14624 (1988); WO 92/06180). Por ejemplo, los acidos nucleicos pueden unirse a través de
un resto de polilisina a asialo-orosomucoide, que es un ligando para el receptor de asialoglucoproteina de
hepatocitos.

Asimismo, las envueltas viricas usadas para empaquetar las construcciones génicas que incluyen los acidos
nucleicos de la divulgacion pueden modificarse por la adicién de ligandos de receptor o anticuerpos especificos para
un receptor que permiten la endocitosis mediada por receptor en células especificas (véanse, por ejemplo, los
documentos WO 93/20221, WO 93/14188 y WO 94/06923). En algunos casos, las construcciones de ADN de la
divulgacion se unen a proteinas viricas, tales como particulas adenoviricas para facilitar la endocitosis (Curiel et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88:8850-8854 (1991)). En otros casos, los conjugados moleculares de la presente
invencion pueden incluir inhibidores de microtibulos (documento W0O/9406922), péptidos sintéticos que imitan la
hemaglutinina del virus de la gripe (Plank et al., J. Biol. Chem. 269:12918-12924 (1994)) y sefiales de localizacion
nuclear tales como el antigeno T de SV40 (documento WO 93/19768).

Los vectores retroviricos también son (tiles para introducir los acidos nucleicos de la divulgacion en células u
organismos diana. Los vectores retroviricos se producen manipulando genéticamente los retrovirus. EI genoma
virico de los retrovirus es de ARN. Tras la infeccion, este ARN gendmico se transcribe de forma inversa en una copia
de ADN que se integra en el ADN cromosémico de las células transducidas con un alto grado de estabilidad y
eficacia. La copia de ADN integrada se menciona como provirus y se hereda por las células hijas como cualquier
otro gen. El genoma retrovirico de tipo silvestre y el ADN provirico tienen tres genes: los genes gag, pol y env, que
estan flanqueados por dos secuencias de repeticion terminal larga (LTR). El gen gag codifica las proteinas
estructurales internas (nucleocapsida); el gen pol codifica la ADN polimerasa dirigida por ARN (transcritas a inversa);
y el gen env codifica las glucoproteinas de la envuelta virica. Las LTR 5'y 3' sirven para promover la transcripcion y
poliadenilacion de los ARN de los viriones. Adyacentes a la LTR 5' estan las secuencias necesarias para la
transcripcion inversa del genoma (el sitio de unién del cebador de ARNt) y para la encapsulacion eficaz del ARN
virico en particulas (el sitio Psi) (véase, Mulligan, en: Experimental Manipulation of Gene Expression, Inouye (ed),
155-173 (1983); Mann et al., Cell 33:153-159 (1983); Cone y Mulligan, Proceediugs of the National Academy of
Sciences, EE. UU., 81:6349-6353 (1984)).

El disefio de vectores retroviricos es bien conocido para los expertos en la materia. En resumen, si las secuencias
necesarias para la encapsidacion (o empaquetado de ARN retrovirico en viriones infecciosos) se han perdido del
genoma virico, el resultado es un defecto de accién en cis que evita la encapsidacion de ARN genémico. Sin
embargo, el mutante resultante aln es capaz de dirigir la sintesis de todas las proteinas del virién. Los genomas
retroviricos de los que se han eliminado estas secuencias, asi como las lineas celulares que contienen el genoma
mutante integrado de forma estable en el cromosoma son bien conocidos en la técnica y se usan para construir
vectores retroviricos. La preparacion de vectores retroviricos y sus usos se describen en muchas publicaciones
incluyendo, por ejemplo, la solicitud de patente europea EPA 0 178 220; la patente de estados unidos 4.405.712,
Gilboa Biotechniques 4:504-512 (1986); Mann et al., Cell 33:153-159 (1983); Cone y Mulligan Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81:6349-6353 (1984); Eglitis et al. Biotechniques 6:608-614 (1988); Miller et al. Biotechniques 7:981-990
(1989); Miller (1992) supra; Mulligan (1993), supra; y el documento WO 92/07943.

Las particulas de vector retrovirico se preparan insertando de forma recombinante la secuencia de nucleétidos
deseada en un vector retrovirico y empaquetando el vector con proteinas de la capsida retrovirica por el uso de una
linea celular de empaquetado. La particula de vector retrovirico resultante no tiene capacidad de replicacion en la
célula hospedadora, pero es capaz de integrarse en el genoma de la célula hospedadora como una secuencia
provirica que contiene la secuencia de nucleétidos deseada. Como resultado, el paciente es capaz de producir, por
ejemplo, un polipéptido o polinucleétido de la divulgacion y, por tanto, restaurar las células a un fenotipo normal.

Las lineas celulares de empaquetado que se usan para preparar las particulas de vector retrovirico normalmente
son lineas celulares de cultivo tisular de mamifero recombinantes que producen las proteinas estructurales viricas
necesarias requeridas para el empaquetado, pero que son incapaces de producir viriones infecciosos. Los vectores
retroviricos defectuosos que se usan, por otro lado, carecen de estos genes estructurales, pero codifican las
proteinas restantes necesarias para el empaquetado. Para preparar una linea celular de empaquetado, se puede
construir con clon infeccioso de un retrovirus deseado en que se ha eliminado el sitio de empaquetado. Las células
gue comprenden esta construccion expresaran todas las proteinas viricas estructurales, pero el ADN introducido
sera incapaz de empaquetarse. Como alternativa, las lineas celulares de empaquetado pueden producirse
transformando una linea celular con uno o mas plasmidos de expresién que codifican las proteinas de ndcleo y
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envuelta apropiadas. En estas células, los genes gag, pol y env pueden obtenerse del mismo retrovirus o de
diferentes retrovirus.

También estan disponibles varias lineas celulares de empaquetado adecuadas para la presente divulgacion en la
técnica anterior. Los ejemplos de esas lineas celulares incluyen Crip, GPE86, PA317 y PG13 (véase, Miller et al., J.
Virol. 65:2220-2224 (1991)). Los ejemplos de otras lineas celulares de empaquetado se describen en Cone y
Mulligan Proceedings of the National Academy of Sciences, EE. UU., 81:6349-6353 (1984); Danos y Mulligan
Proceedings of the National Academy of Sciences, EE. UU., 85:6460-6464 (1988); Eglitis et al. (1988), supra; y Miller
(1990), supra.

Pueden usarse lineas celulares de empaquetado capaces de producir particulas de vector retrovirico con proteinas
de envuelta quiméricas. Como alternativa, pueden usarse proteinas de envuelta anfotrépicas o xenotropicas, tales
como las producidas por las lineas celulares de empaquetado PA317 y GPX para empaqguetar los vectores
retroviricos.

En algunas realizaciones de la invencion, se administra un polinucleé6tido antisentido que hibrida con un gen que
codifica un polipéptido de la divulgacion. El polipéptido antisentido puede proporcionarse como un oligonucleétido
antisentido (véase, por ejemplo, Murayama et al., Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 7:109-114 (1997)). También
pueden proporcionarse genes que codifican un acido nucleico antisentido; dichos genes pueden introducirse en
células por métodos conocidos para los expertos en la materia. Por ejemplo, se puede introducir una secuencia de
nucleétidos antisentido en un vector virico, tal como, por ejemplo, en el virus de la hepatitis B (véase, por ejemplo, Ji
et al., J. Viral Hepat. 4:167-173 (1997)), en un virus adenoasociado (véase, por ejemplo, Xiao et al., Brain Res.
756:76-83 (1997)) o en otros sistemas incluyendo, aunque sin limitacion, un sistema de suministro génico de HVJ
(virus Sendai), liposoma (véase, por ejemplo, Kaneda et al., Ann. NY Acad. Sci. 811:299-308 (1997)), un "vector
peptidico” (véase, por ejemplo, Vidal et al., CR Acad. Scilll 32:279-287 (1997)), como un gen en un vector
episdmico o plasmidico (véase, por ejemplo, Cooper et al., Pro. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:6450-6455 (1997), Yew et
al. Hum Gene Ther. 8:575-584 (1997)), como un gen en un agregado de péptido-ADN (véase, por ejemplo, Niidome
et al., J. Biol. Chem. 272:15307-15312 (1997)), como "ADN desnudo" (véanse, por ejemplo, las patentes de Estados
Unidos n.° 5.580.859 y 5.589.466), en sistemas de vector lipidico (véase, por ejemplo, Lee et al., Crit Rev Ther Drug
Carrier Syst. 14:173-206 (1997)), liposomas recubiertos con polimero (patentes de Estados Unidos n.° 5.213.804 y
5.013.556), liposomas catiénicos (Epand et al., patentes de Estados Unidos n.° 5.283.185; 5.578.475; 5.279.833; y
5.334.761), microesferas rellenas de gas (patente de Estados Unidos n.° 5.542.935), macromoléculas encapsuladas
dirigidas a ligando (patentes de Estados Unidos n.° 5.108.921; 5.521.291; 5.554.386; y 5.166.320).

Los transcritos regulados positivamente enumerados en las tablas de biomarcadores de este documento que estan
correlacionados con trastornos mentales pueden abordarse con una o mas secuencias de ARN interferente pequefio
(ARNip) que hibridan con secuencias especificas en la diana, como se describe anteriormente. Abordar ciertos
transcritos cerebrales con ARNip in vivo también se ha informado, por ejemplo, por Zhang et al., J. Gene. Med.,
12:1039-45 (2003), que utilizé anticuerpos monoclonales contra el receptor de transferrina para facilitar el paso de
las moléculas de ARNip encapsuladas con liposomas a través de la barrera hematoencefélica. Los ARNip dirigidos
representan compuestos terapéuticos Utiles para atenuar los transcritos sobreexpresados que estan asociados con
estados patolégicos, por ejemplo, MDD, BP y otros trastornos mentales.

En otro caso, pueden usarse sistemas de expresion condicionados, tales como los tipificados por los sistemas
regulados por tet y el sistema RU-486 (véase, por ejemplo, Gossen y Bujard, PNAS 89:5547 (1992); Oligino et al.,
Gene Ther. 5:491-496 (1998); Wang et al., Gene Ther. 4:432-441 (1997); Neering et al., Blood 88:1147-1155 (1996);
y Rendahl et al., Nat. Biotechnol. 16:757-761 (1998)). Estos sistemas confieren un control de molécula pequefa
sobre la expresién del gen o genes diana de interés.

En otro caso, pueden implantarse en el cerebro células madre modificadas por ingenieria para expresar un transcrito
de interés.

C. Formulaciones farmacéuticas

Cuando se usan con fines farmacéuticos, los vectores usados para terapia génica se formulan en un tampén
adecuado, que puede ser cualquier tampon farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina tamponada con
fosfato o fosfato de sodio/sulfato de sodio, tampon Tris, tampon glicina, agua estéril y otros tampones conocidos
para los expertos en la materia tales como los descritos por Good et al. Biochemistry 5:467 (1966).

Las composiciones pueden incluir ademas un estabilizante, potenciador u otros medios o vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable puede contener un compuesto
fisiolégicamente aceptable que actlia, por ejemplo, estabilizando los acidos nucleicos de la invencion y cualquier
vector asociado. Un compuesto fisiolégicamente aceptable puede incluir, por ejemplo, carbohidratos, tales como
glucosa, sacarosa o dextranos; antioxidantes, tales como acido ascérbico o glutation; agentes quelantes; proteinas
de bajo peso molecular u otros estabilizantes o excipientes. Otros compuestos fisioldgicamente aceptables incluyen
agentes humectantes, agentes emulsionantes, agentes dispersantes 0 conservantes, que son particularmente utiles
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para prevenir el crecimiento o la accion de los microorganismos. Diversos conservantes son bien conocidos e
incluyen, por ejemplo, fenol y acido ascérbico, los ejemplos de vehiculos, estabilizantes o adyuvantes pueden
encontrarse en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Filadelfia, PA, 17.2 ed. (1985).

D. Administracion de formulaciones

Las formulaciones de la divulgacion pueden suministrarse a cualquier tejido u érgano usando cualquier método de
suministro conocido para los expertos en la materia. En algunos casos de la invencion, los acidos nucleicos de la
divulgacion se formulan en formulaciones para la mucosa, tépicas y/o bucales, particularmente formulaciones de gel
mucoadhesivo y gel tépico. Las composiciones potenciadoras de la penetracién a modo de ejemplo, las matrices
poliméricas y preparaciones de gel mucoadhesivo para suministro transdérmico se divulgan en la patente de
Estados Unidos n.° 5.346.701.

E. Métodos de tratamiento

Las formulaciones de terapia génica de la divulgacion normalmente se administran a una célula. La célula puede
proporcionarse como parte de un tejido, tal como una membrana epitelial o como una célula aislada, tal como en
cultivo tisular. La célula puede proporcionarse in vivo, ex vivo o in vitro.

Las formulaciones pueden introducirse en el tejido de interés in vivo o ex vivo por diversos métodos. En algunos
casos de la invencion, los acidos nucleicos de la divulgacion se introducen en células por métodos tales como
microinyeccion, precipitacion con fosfato de calcio, fusion de liposomas o biolistica. En casos adicionales, los acidos
nucleicos se captan directamente por el tejido de interés.

En algunos casos de la invencién, los acidos nucleicos de la divulgacion se administran ex vivo a células o tejidos
explantados de un paciente, después se devuelven al paciente. Los ejemplos de administracion ex vivo de
construcciones génicas terapéuticas incluyen Nolta et al., Proc Natl. Acad. Sci. USA 93(6):2414-9 (1996); Koc et al.,
Seminars in Oncology 23 (1):46-65 (1996); Raper et al., Annals of Surgery 223(2):116-26 (1996); Dalesandro et al.,
J. Thorac. Cardi. Surg., 11(2):416-22 (1996); y Makarov et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(1):402-6(1996).

X. Diagnéstico de trastornos del estado de animo yt  rastornos psicoticos

La presente divulgaciéon proporciona métodos de diagnéstico de los trastornos del estado de animo (tales como
depresion mayor o trastorno bipolar), trastornos psicéticos (tales como esquizofrenia) o una predisposicion de al
menos algunas de las patologias de dichos trastornos. El diagnostico implica determinar el nivel de un polipéptido o
polinucleétido de la divulgacion en un paciente y después comparar el nivel de un valor inicial o intervalo.
normalmente, el valor inicial es representativo de un polipéptido o polinucleétido de la divulgacién en una persona
sana que no padece un trastorno del estado de &nimo o un trastorno psicético o bajo los efectos de medicacion u
otros farmacos. La variacion de los niveles de un polipéptido o polinucleétido de la divulgacion desde el intervalo
basal (positivamente o0 negativamente) indica que el paciente tiene un trastorno del estado de animo o un trastorno
psicético o esta en riesgo de desarrollar al menos algunos aspectos de un trastorno del estado de animo o un
trastorno psicotico. En algunos casos, el nivel de un polipéptido o polinucleétido de la divulgacion se mide tomando
una muestra de sangre, orina o tejido de un paciente y midiendo la cantidad de un polipéptido o polinucledtido de la
divulgacion en la muestra usando cualquiera de varios métodos de deteccion, tales como los analizados en este
documento.

Pueden usarse anticuerpos en ensayos para detectar expresion diferencial de proteinas en muestras de pacientes,
por ejemplo, ensayos ELISA, ensayos de inmunoprecipitacion y ensayos inmunohistoquimicos. Pueden usarse
ensayos de PCR para detectar los niveles de expresion de acidos nucleicos, asi como para discriminar entre
variantes en la estructura genémica, tales como mutaciones de insercion/eliminacion (por ejemplo, PSPHL).

En el caso en el que la ausencia de expresion génica esté asociada con un trastorno, la estructura gendémica de un
gen tal como PSPHL puede evaluarse con métodos conocidos tales como PCR para detectar mutaciones de
eliminacion o insercidon asociadas con susceptibilidad a la enfermedad. A la inversa, la presencia de ARNm o
proteina correspondiente al gen PSPHL indicaria que un individuo no tiene la eliminacion de PSPHL asociada con
susceptibilidad a BP. Por tanto, el diagnostico puede hacerse detectando la presencia o ausencia de ARNm o
proteina, o examinando la estructura genémica del gen. Puede usarse cualquier combinacion de exones o regiones
no transcritas para detectar el alelo de eliminacion. Por ejemplo, la presencia del exén 4, pero no de los exones 1, 2
y/o 3 indicaria la presencia del alelo de eliminacién. Asimismo, la eliminacion de la regién promotora indicaria el alelo
de eliminacion. Cualquier deteccién significativa de ARNm, especialmente la detecciéon de un ARNm que comprende
los exones 1, 2 y/o 3 indicaria la ausencia del alelo de eliminacion, que no se transcribe debido a la eliminacion del
promotor.

También es util el analisis de polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP) para detectar diferencias entre alelos de

los polinucleétidos (por ejemplo, genes) de la invencién. Los SNP ligados a genes que codifican polipéptidos de la
divulgacion son utiles, por ejemplo, para el diagnostico de enfermedades (por ejemplo, trastorno del estado de animo
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tales como enfermedad bipolar, depresibn mayor y trastornos de esquizofrenia) cuya aparicion esta ligada las
secuencias génicas de la invencién. Por ejemplo, si un individuo porta al menos un SNP ligado a un alelo asociado a
enfermedad de las secuencias génicas de la divulgacion, el individuo probablemente esté predispuesto a una o mas
de esas enfermedades. Si el individuo es homocig6tico para un SNP ligado a enfermedad, el individuo esta
particularmente predispuesto a que aparezca esa enfermedad. En algunas enfermedades, el SNP asociado con las
secuencias génicas de la divulgacion esta localizado en 300 000; 200 000; 100 000; 75 000; 50 000; o 10 000 pares
de bases desde la secuencia génica.

Pueden usarse diversos métodos de PCR a tiempo real para detectar los SNP incluyendo, por ejemplo, ensayos
basados en Tagman o balizas moleculares (por ejemplo, patentes de Estados Unidos n.° 5.210.015; 5.487.972;
Tyagi et al, Nature Biotechnology 14:303 (1996); y documento PCT WO 95/13399 son (tiles para controlar la
presencia o ausencia de un SNP. Los métodos de deteccion de SNP adicionales incluyen, por ejemplo,
secuenciacion de ADN, secuenciacion por hibridacion, transferencia puntual, analisis de hibridacion de matrices de
oligonucledtidos (chip de ADN) o se describen en, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 6.177.249;
Landegren et al., Genome Research, 8:769-776 (1998); Botstein et al., Am J Human Genetics 32:314-331 (1980);
Meyers et al., Methods in Enzymology 155:501-527 (1987); Keen et al., Trends in Genetics 7:5 (1991); Myers et al.,
Science 230:1242-1246 (1985); y Kwok et al., Genomics 23:138-144 (1994). También pueden usarse métodos de
PCR para detectar polimorfismos de eliminacién/insercién, tal como el polimorfismo de eliminacion del gen de
PSPHL asociado con susceptibilidad a BP.

En algunos casos, el nivel del producto enzimatico de un polipéptido o polinucleétido de la divulgacién se mide y
compara con un valor basal de una persona o personas sanas. Los niveles modulados del producto comparados con
el valor inicial indica que el paciente tiene un trastorno del estado de animo o un trastorno psicético o esta en riesgo
de desarrollar al menos algunos aspectos de un trastorno del estado de &animo o un trastorno psicoético. Las
muestras de los pacientes, por ejemplo, pueden ser muestras de sangre, orina o tejido.

Se entiende que los ejemplos y realizaciones descritos en este documento son con fines ilustrativos Gnicamente y
gue se sugeriran diversas modificaciones o cambios a la luz de los mismos a los expertos en la materia y se
pretenden que estén incluidos dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos
Ejemplo 1: identificacion de genes de la ruta de FGF regulados de forma incorrecta en MDD

El trastorno depresivo mayor (MDD) y el trastorno bipolar (BP) son enfermedades afectivas que afectan a una
proporcion significativa de la poblacion. Estos trastornos genéticos complejos surgen de la interaccion de genes de
vulnerabilidad y factores de sobrecarga ambiental, que impactan en los circuitos neurales que controlan el estado de
animo. Mas alla de la funcién de las estructuras limbicas, se hipotetiza que los trastornos de animo implican la
actividad aberrante de la corteza cerebral. Por tanto, las técnicas de imagenes han implicado a las cortezas
prefrontal dorsolateral (DLPFC) y cingulada anterior (AnCg) en los trastornos del estado de animo ya que los sujetos
afectados presentan cambios en las mediciones volumétricas (Harrison, P. J. Brain 125, 1428-49 (2002).) y actividad
alterada en respuesta a un desafio cognitivo. (Kruger, S., Seminowicz, D., Goldapple, K., Kennedy, S. H. y Mayberg,
H. S. Biol Psychiatry 54, 1274-83 (2003)). Usando una estrategia de candidatos, los estudios han demostrado una
expresion cortical alterada de genes especificos relacionados con neurotransmisores y tension en enfermedades
afectivas. Sin embargo, la magnitud completa de la alteracion en la actividad cortical no se habia descrito, ni se
habia aplicado una estrategia "de descubrimiento” no sesgada para caracterizarla.

Se ha aplicado la tecnologia de micromatrices para el estudio de DLPFC y AnCg en muestras de cadaver de MDD,
BP y controles no psiquiatricos. Esto representa el primer estudio de perfilado transcripcional que demuestra
alteraciones significativas de la expresion génica en depresion mayor y el primero en contrastar los dos trastornos
principales del estado de animo (MDD y BP) con el mismo grupo de controles. En esta ocasion se informa de la
regulacion incorrecta de los transcritos del sistema de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) especificamente
en MDD.

Estudios en seres humanos

Los estudios se realizaron en una cohorte seleccionada cuidadosamente de cerebros humanos de cadaver y se
replicaron en una cohorte separada (véase la tabla 1a y 1b). La matriz Affymetrix HG-133A contiene conjuntos de
sondas para 21 transcritos del sistema de FGF, incluyendo los 4 receptores (FGFR1, 2, 3, 4) y 12 ligandos del
péptido FGF (FGF1, 2, 3,5, 6,7, 8,9, 12, 13, 14, 17, 18, 20, 21, 22, 23). De estos, Unicamente diez se detectaron de
forma fiable en las regiones ensayadas e incluyen tres de los receptores de FGF (FGFR1, 2 y 3) y siete ligandos
FGF (FGF1, 2, 7, 9, 12, 13, 14). De los diez transcritos de FGF detectados de forma fiable, siete estaban
significativamente alterados en una de las dos regiones estudiadas - cuatro se expresaban de forma
significativamente diferencial en el DLPFC de sujetos con MDD, incluyendo 2 receptores de FGF (FGFR2y 3) y 2
ligandos FGF (FGF1 y 9); y seis se expresaban de forma significativamente diferencial en el AnCg incluyendo dos
receptores (FGFR2 y 3) y cuatro ligandos (FGF1, 2, 9 y 12). La probabilidad de que esta familia de moléculas
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hubiera surgido por casualidad, basandose en una distribucién hipergeométrica, es de p<0,001. Estos datos se
resumen en la tabla 2, que también informa sobre los transcritos confirmados por analisis de PCR a tiempo real y/o
los replicados en una segunda cohorte independiente de sujetos con MDD y de control. De forma importante, se
observo que ninguno de los transcritos anteriores se expresaba de forma diferencial en BP por micromatriz en
ninguna cohorte o por analisis de PCR a tiempo real, lo que demuestra la especificidad de esta regulacién incorrecta
para MDD.

Dada esta regulacion incorrecta selectiva de los transcritos del sistema de FGF en MDD, nos preguntamos si estos
cambios podrian ser secundarios a tratamiento con antidepresivos, ya que un subconjunto de los sujetos estaba con
antidepresivos y la mayoria de ellos estaban con inhibidores especificos de la recaptacion de serotonina (SSRI). Por
tanto, separamos nuestros datos de micromatriz en sujetos con MDD prescritos con SSRI (n=5) y los no prescritos
con SSRI (n=4) para comparaciones estadisticas. Este analisis demostré que FGFR3 y FGF2 tenian una tendencia
hacia la regulacion positiva (p=0,15 y 0.07, respectivamente) y que FGF 9 mostraba una tendencia hacia regulacion
negativa (p=0,12) por tratamiento con SSRI, todos oponiéndose a la direccionalidad de la regulacion incorrecta que
se observa en sujetos con MDD respecto a los controles. Ningun otro transcrito del sistema de FGF se aproximaba a
diferencias significativas en este analisis. Estos datos sugieren fuertemente que nuestras observaciones no son
secundarias al tratamiento con SSRI. Ademas, la atenuacion observada de la regulacion incorrecta del transcrito de
FGF en el grupo prescrito con SSRI, sugiere que la normalizacion del sistema de FGF podria ser un mecanismo de
accion de esta clase de farmacos ya que varios transcritos de FGF parecen estar alterados en depresion grave y se
revierten parcialmente por tratamiento con SSRI.

Estudios anatdémicos en roedores; efecto de fluoxetina.

Se estudio la expresién anatémica de FGFR2 en ratas sometidas a tratamiento crénico con fluoxetina respecto a los
controles (fig. 1). Se cuantificd la expresién del ARNm de FGFR2 en la corteza retroesplenial y en el hipocampo ya
que esta area se ha implicado recientemente en el modo de accién de los antidepresivos (Santarelli, L. et al.,
Science 301, 805-9 (2003)). Los resultados muestran que el mensajero de FGFR2 se aumenta significativamente
por fluoxetina en todos los subcampos del hipocampo (CAl, CA2, CA3 y giro dentado) y la corteza retroesplenial
(PLSD de Fisher, p=0,0049).

La implicacion del sistema de FGF en MDD ha surgido de nuestros estudios utilizando la tecnologia de
micromatrices para estudiar enfermedades psiquiatricas humanas. Se ha hipotetizado que otros factores de
crecimiento contribuyen a la etiologia y el mantenimiento de dichas enfermedades y pueden ofrecer un marco en el
que situar nuestros propios hallazgos. De forma mas notable, el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) se
ha implicado repetidamente en MDD, BP y en SZ. Los niveles de ARNm de BDNF estan supuestamente disminuidos
en el DLPFC (Weickert, C. S., et al., Mol Psychiatry 8, 592-610 (2003)) de esquizofrénicos y los niveles de proteina
BDNF estan disminuidos en suero de pacientes con MDD (Shimizu, E. et al., Biol Psychiatry 54, 70-5 (2003)).
Ademas, la expresion de BDNF se regula por farmacos antipsicéticos (Chlan-Fourney, J. et al., Brain Res 954, 11-20
(2002)) y antidepresivos (Shimizu, E. et al., Biol Psychiatry 54, 70-5 (2003)), (Dias, B. G., et al., Neuropharmacology
45, 553-63 (2003)). Un volumen mas pequefio de la bibliografia implica a otros factores de crecimiento, incluyendo el
factor de crecimiento de nervios (Parikh, V., Evans, D. R., Khan, M. M. y Mahadik, S. P. Schizophr Res 60, 117-23
(2003)), el factor de crecimiento epidérmico (Futamura, T. et al., Mol Psychiatry 7, 673-82 (2002)) y neurotrofina-3
(Hock, C. et al., Mol Psychiatry 5, 510-3 (2000)) en enfermedades psiquiatricas.

Los factores de crecimiento desempefan funciones significativas en el desarrollo y el mantenimiento del sistema
nervioso central. En el cerebro en desarrollo, estan implicados en la diferenciacion terminal neuronal especifica y la
migracion a subcampos apropiados. En el cerebro adulto son criticos en la supervivencia neuronal, la ramificacion
de axones y la plasticidad sinaptica. Especificamente, FGF2 (Viti, J., Gulacsi, A. y Lillien, L. J Neurosci 23, 5919-27
(2003)) y FGF8 (Gunhaga, L. et al.,, Nat Neurosci 6, 701-7 (2003)) han demostrado interactuar con Wnt en el
desarrollo de la corteza en embriones de raton y pollo, respectivamente. En el cerebro adulto, FGF2 promueve la
supervivencia neuronal y la ramificacion de axones (Abe, K. y Saito, H. Pharmacol Res 43, 307-12 (2001)) y su
expresion estd modulada por sobrecarga (Molteni, R. et al., Brain Res Rev 37, 249-58 (2001)).

En conjunto, estos resultados dan lugar a la novedosa hip6tesis de que la regulacion incorrecta del sistema de FGF
contribuye a la vulnerabilidad a MDD o la expresion de la enfermedad, y que los antidepresivos podrian atenuar esta
regulacion incorrecta. Los modelos animales seran cruciales para definir la implicacion del sistema de FGF en la
emotividad y para dilucidar su funcion en la plasticidad neural y la accién antidepresiva.

Ejemplo 2: identificacion de un novedoso polimorfism 0 de insercién/eliminacion en el gen de PSPHL y
asociacion de la mutacion de eliminacion con suscep tibilidad a BP

La evaluacion de la expresion de PSPHL en la corteza cingulada anterior por RT-PCR cuantitativa revela que
PSPHL muestra un patron dicotomico (presente o ausente) de expresion en los individuos. En nuestra primera
cohorte, ninguno de los 9 pacientes con BPD (0 %) muestra expresion de PSPHL, mientras que 7 de los 11
pacientes con MDD (64 %) y 8 de los 20 controles (40 %) muestran suficiente expresion de PSPHL. La probabilidad
de distribucion del patron de expresion presente/ausente entre BPD y los controles es 0,018, y entre MDD vy los
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controles es 0,105 basandose en el ensayo exacto de Fisher. Para asegurar este contraste significativo entre BPD y
los controles, se midid la expresién de PSPHL en 9 individuos con BPD y 20 individuos de control adicionales (para
un total de 18 BPD y 40 controles) usando RT-PCR cuantitativa. En este conjunto de muestra mas grande, ninguno
de los 18 pacientes con BPD (0 %) muestra ninguna expresion de PSPHL, mientras que 16 de los 40 controles
(40 %) muestran suficiente expresién del transcrito (valor p = 0,0008).

El hecho de que PSPHL muestre un patrén dicotdmico presente/ausente de expresion entre los individuos con
consistencia cerebral sugiere una variacién genética en su regulacién. Como la organizaciéon gendémica de PSPHL
no se ha caracterizado (Planitzer, supra (1998)), se ha identificado la organizacién genémica de PSPHL como se
muestra en la figura 14. EL gen de PSPHL consiste en 4 exones. Los exones 1, 2, 3y 4 son de 213 pb, 114 pb, 122
pb y 501 pb de longitud, respectivamente, y abarcan los intrones 1, 2 y 3 (3221 pb, 829 pb y 11939 pb de longitud,
respectivamente). Ademas, el gen de PSPHL tiene dos transcritos alternativos, uno de los cuales utiliza los exones
1-4 (PSPHL-A en la figura 14), mientras que el otro utiliza los exones 1, 2 y 4 (PSPHL-B). También se ha identificado
un polimorfismo de insercién/eliminacion en el locus de PSPHL. La regién gendémica eliminada abarca mas de 30 kb,
incluyendo la region promotora y los exones 1, 2 y 3 del gen de PSPHL. Esta varianza genética explica el patron
presente/ausente de la expresion de PSPHL. Una sobrerrepresentacion del alelo de eliminacion que provoca la
ausencia de expresién de PSPHL aumenta la susceptibilidad a BPD.

PSPHL y PSPH son altamente homdlogos, pero parecen ser genes diferentes, que estan separados en 200 kb entre
si en la region cromosémica 7p11.2. Especialmente, los exones 2-4 de PSPHL son muy homélogos a los exones 4 y
8 del gen de PSPH. Las secuencias de aminoacidos predichas de PSPH, PSPHL-A y PSPHL-B se muestran en la
figura 15. PSPHL-A y PSPHL-B comparten los 57 aminoacidos comunes N-terminales, transcritos de los exones 1y
2. PSPHL-A tiene 36 aminoéacidos C-terminales Unicos, transcritos del exén 3, mientras que PSPHL-B tiene 17
aminoéacidos C-terminales Unicos, transcritos del exén 4. PSPH y PSPHL-A y B tienen 31 aminoacidos en comun.
Los aminoacidos comunes estan localizados en el extremo N-terminal de PSPH y la region intermedia (25° - 56°
aminoéacidos) de PSPHL-A y B. La regién comun contiene un sitio de fosforilacién consenso de Na/K ATPasa y un
sitio de fosforilacion por caseina cinasa Il. Basandose en la similitud en la estructura, PSPHL comparte alguna
funcién con el gen de PSPH.

PSPH es la enzima limitante de la velocidad para la sintesis de serina. PSPH tiene un dominio de hidrolasa de tipo
haloacido deshalogenasa, que es responsable de la actividad. Mas de un 90 % de la L-serina en el cerebro se forma
mediante la ruta fosforilada. PSPH puede ser la forma dimérica de la enzima con un peso molecular monomeérico de
26 kDa. La L-serina se convierte en esfingomielinas y gangliésidos, asi como L-glicina y D-serina, ambas cuales
actlan como co-agonistas para el sitio de unién a glicina asociado al receptor de NMDA. La L-glicina también es un
agonista para el receptor de glicina sensible a estricnina (figure 16). PSPHL esta implicado en la ruta metabdlica del
aminoacido serina y puede estar implicado en otras rutas también.

Ejemplo 3: inyeccion postnatal de FGF2

Este ejemplo muestra que la administracion neonatal de FGF-2 afecta a alteraciones a largo plazo en el volumen del
hipocampo, la reactividad emocional y el aprendizaje y la memoria. A ratas Sprague-Dawley se les inyectd vehiculo
0 FGF-2 (20 ng/g, s.c.) en el dia 2 postnatal (PD2). Tres semanas después de la inyeccion, se evalud el volumen del
giro dentado y los recuentos celulares por tincién Niss1. También se evalu6 la neurogénesis por inmunohistoquimica
de BrdU y Ki-67 en el punto temporal del dia 23. En ratas adultas, se ensay6 la actividad locomotora, el
comportamiento de ansiedad y el aprendizaje y la memoria. Los animales se sacrificaron y se recogieron los
cerebros para hibridacién in situ (marcadores de FGF, marcadores de sobrecarga). Los resultados hasta la fecha
han demostrado lo siguiente: las ratas a las que se ha inyectado FGF-2 mostraban un aumento de un 10,5 % en el
volumen del giro dentado. Los resultados muestran que FGF-2 aumentaba significativamente la actividad locomotora
sobre los controles en un entorno novedoso. La actividad aumentada en respuesta a la novedad se ha asociado con
una multitud de otras medidas incluyendo el comportamiento de tipo ansiedad disminuido. Ademas, las ratas adultas
que recibieron FGF-2 como neonatos también se desenvolvian significativamente mejor que los controles en el
laberinto de agua de Morris.

Ejemplo 4: expresion de FGF2

Aungue las evidencias han vinculado a los factores de crecimiento tales como BDNF a la complejidad ambiental
(EC), la sensibilidad a la tensién y la accion antidepresiva, unos pocos estudios se centraron en la funcién del
sistema de FGF en la reactividad emocional. Los datos recientes de nuestro laboratorio sugieren que una Unica
inyeccion postnatal de FGF-2 altera significativamente la actividad locomotora en respuesta a un entorno novedoso
(Turner et al., SFN resumenes 2004). Como la sensibilidad aumentada a la novedad estd asociada con un
comportamiento de tipo ansiedad disminuido, se propone que FGF-2 puede estar correlacionado con otros indices
de emotividad. Se ensayé la hipoétesis de que cambios en la emotividad asociados con EC pueden estar
relacionados con la expresién del gen de FGF-2 en el hipocampo. Ratas Sprague-Dawley macho adultas jévenes se
expusieron a un entorno complejo durante 21 dias o a jaulas convencionales. Después de este tratamiento, las ratas
se devolvieron a las jaulas convencionales durante dos semanas. Después se procesaron los cerebros para la
neurogénesis por inmunohistoquimica de BrdU y Ki-67. Otro grupo de ratas se ensayé en el laberinto en forma de

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 660 765 T3

cruz elevado (EPM) y después se sacrificaron para hibridacién in situ. En comparacién con los controles, las ratas
EC mostraron significativamente menos comportamiento de tipo ansiedad en el EPM y mostraron un aumento de un
23 % en la expresion de FGF-2 en el hipocampo. Hubo una correlaciéon positiva significativa entre los niveles de
ARNmM de FGF-2 en CA2 del hipocampo y el tiempo utilizado en los brazos abiertos del EPM. Si estos resultados
estan relacionados con los niveles de neurogénesis en el hipocampo se esta determinando actualmente. Estos
hallazgos son coherentes con nuestras observaciones en cerebros humanos de cadaver (Evans et al, SfN
resimenes 2004) que muestran que la expresién de varios miembros de la familia de FGF estd disminuida en
depresion mayor. En conjunto, estos hallazgos implican al sistema de FGF en la emotividad y trastornos del estado
de animo.

Ejemplo 5

GENES DE LA RUTA DE SENALIZACION DE AMP CICLICOS EXPRESADOS DE FORMA DIFERENCIAL EN
PACIENTES CON BPD Y/O MDD

Se analizaron dos cohortes independientes A y B por separado en este estudio. La cohorte A consistia en 22 sujetos
incluyendo 7 sujetos de control sanos, 6 pacientes con BPD y 9 pacientes con MDD. La cohorte B consistia en 12
sujetos incluyendo 5 MDD y 7 controles. Todos los sujetos en este estudio no tenian afecciones agonicas
especificas incluyendo hipoxia, coma, pirexia, agarrotamiento, deshidratacion, hipoglucemia, fallo multiorganico,
fractura de craneo, ingesta de sustancias neurotoxicas o duracion agoénica prologada, que se sabe que afecta al pH
del tejido, la integridad del ARN vy el perfil de expresion génica en cerebro de cadaver, y mostraban un pH de tejido
cerebral de més de 6,5. Para detectar las diferencias fiables en la expresién génica entre los grupos de diagnéstico,
se realizaron experimentos replicados de forma experimental, asi como de forma biolégica de la siguiente manera.
Experimento 1: Se extrajo el ARN total de AnCg, DLPFC y CB de la cohorte A, y se purific6 con minicolumnas de
centrifugacion basadas en silice (Qiagen RNeasy Mini Kit, Valencia, California). Los experimentos en micromatriz de
oligonucleétidos se realizaron siguiendo el protocolo del fabricante (Affymetrix, Santa Clara, CA). Para la replicaciéon
técnica, cada una de las muestras de ARN se ejecuté en Affymetrix GeneChips U95Av2 en dos laboratorios.
Experimento 2: Para una replicacion técnica adicional, se volvieron a analizar muestras de los 22 sujetos de la
cohorte A en AnCg y DLPFC utilizando GeneChips U133A en dos laboratorios. Experimento 3: Se analizaron
muestras de la cohorte B adicional en GeneChips U133A en AnCg y DLPFC en dos laboratorios. Se extrajeron los
datos de intensidad de sefal con Robust Multi-array Average (RMA) para cada conjunto de sondas y cada sujeto. Se
calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson en todo el gen entre los duplicados experimentales, y
Unicamente los genes correlacionados significativamente entre los duplicados experimentales se consideraron genes
detectables de forma fiable, y se sometieron a los analisis posteriores. Para estos genes detectables de forma fiable,
se emplearon analisis ANOVA de muiltiples variables de modelo mixto utilizando Partek Pro 6.0 (Partek, St. Charles,
MO) para ajustar el efecto de la clasificacion de diagnéstico (BPD, MDD, control) para posibles factores de
confusién, incluyendo el sitio para el experimento, el lote experimental y el género. Se ejecutaron ensayos a
posteriori (diferencia de minimos cuadros) para generar el valor p para las diferencias entre la media de los casos y
de los controles, y se aplicaron correcciones de comparaciones miltiples de tasa de falsos descubrimientos al nivel
de aceptacion de un 5 % de falsos positivos a cada resultado de ANOVA. Cuando el valor p pasaba la correccion de
multiples ensayos de tasa de falsos descubrimientos al nivel de aceptacion de un 5% de falsos positivos y el
porcentaje de cambio factorial excedia de un 20 %, los genes se consideraban expresados de forma
significativamente diferencial entre los grupos de casos y controles. Ademas, para evaluar diferencias de expresion
mas sutiles, pero coherentes entre los grupos de casos y controles, también se seleccionaron genes que pasaban el
valor p de 0,05 independientemente de la correccion de FDR y el % FC > 10 % en ambos duplicados experimentales
utilizando GeneChips U95Av2 o U133A.

La figura 26A y la tabla 14 resumen los genes relacionados con la ruta de sefializaciéon de AMPc que se expresaban
de forma diferencial en la corteza cingulada anterior (AnCg) de pacientes con trastorno bipolar (BPD) en
comparacion con los controles. Entre los GPCR acoplados con la subunidad inhibidora de la proteina G (Gi), que
inhibe la actividad adenilato ciclasa, el receptor 1 del neuropéptido Y (NPYR1) estaba significativamente aumentado
en AnCg de BPD. El ligando, el neuropéptido Y también estaba aumentado significativamente en AnCg de BPD. El
receptor 3 de glutamato metabotrépico ligado a Gi (GRM3) también estaba aumentado en AnCg, asi como en la
corteza prefrontal dorsolateral (DLPFC) de BPD. La somatostatina (SST), un ligando para GPCR acoplado a Gi,
estaba significativamente aumentado en AnCg en nuestros datos de micromatriz.

En contraste con el hallazgo en AnCg, la expresion del ARNm de SST estaba disminuida en DLPFC de BPD, asi
como en trastorno depresivo mayor (MDD). El receptor adrenérgico beta-1 (ADRB) estaba disminuida en un 13-18 %
en DLPFC de BPD, aunque el cambio no alcanzaba los criterios significativos (tabla 17). La proencefalina (PENK),
un ligando para GPCR acoplado a Gi, no estaba alterada en AnCg y DLPFC de BPD y MDD, pero estaba
aumentado significativamente en CB tanto de BPD como de MDD.

El nivel de expresién de ARN mensajero del péptido 1 inhibidor de la subunidad alfa de proteina G (GNAI1) y de
fosfodiesterasa 1A (PDE1A) estaba significativamente aumentado en AnCg de pacientes con BPD. El inhibidor alfa
de la proteina cinasa A (PKIA) y la cinasa 5 dependiente de ciclina (CDK5), la fosfodiesterasa 8A (PDE8A) y la
proteina fosfatasa 1, subunidad catalitica alfa (PPP1CA) no alcanzaban criterios significativos, pero estaban
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aumentadas en un 10 %-20 % en AnCg de BPD. Por tanto, la expresién del ARNm de moléculas que suprimen la
concentracion de AMPc y la actividad PKA estaba generalmente aumentada en BPD, mientras que las moléculas
gue activan la sefializacion de AMPc (GPCR acoplado a Gs, Gs, adenilato ciclasa, proteina cinasa A) no mostraban
alteracion significativa a nivel de transcrito.

La figura 26 y la tabla 14 resumen los genes relacionados con la ruta de sefializacién de AMPc que se expresaban
de forma diferencial en AnCg de pacientes con MDD en comparacién con los controles. El GPCR 1 de diferenciacién
endotelial ligando a Gi (EDG1) estaba disminuido significativamente en AnCg de MDD. El regulador de la
sefializacion de proteina G 20 (RGS20), la fosfodiesterasa 8A (PDE8A) y la subunidad 3C reguladora de la proteina
fosfatasa 1 (PPP1R3C) mostraron expresion significativamente inferior en AnCg de pacientes con MDD en
comparacién con los controles. Los niveles de expresion de los ARNm de PDE8SA y PPP1R3C eran
significativamente inferiores también en DLPFC de MDD (tabla 15). Se observé disminucion significativa en la
expresion de RGS20 en MDD también en CB (tabla 16). Por tanto, la expresién del ARNm de moléculas que
suprimen la concentracion de AMPc y la actividad PKA estaba generalmente disminuida en MDD, mientras que las
moléculas que activan la sefializacion de AMPc no mostraban alteracion significativa al nivel de transcrito.

RUTA DE SENALIZACION DE FOSFATIDILINOSITOL

La figura 26C y la tabla 14 resumen los genes relacionados con la ruta de sefializacién de fosfatidilinositol (PI) que
se expresaban de forma diferencial en AnCg de pacientes con BPD en comparacién con los controles. El receptor 2
de taquicinina ligada a Gq (neuropéptido K) (TACR2) estaba significativamente disminuido en AnCg de BPD. La
expresion del ARN mensajero de inositol polifosfato-1-fosfatasa (INPP1) era significativamente mayor, mientras que
la CDP-diacilglicerol sintasa 1 (CDDS1), una subunidad reguladora de fosfatidilinositol 3 cinasa de clase | (PIK3R1) y
proteina cinasa C iota (PKCI) estaban significativamente disminuidos en AnCg de pacientes con BPD en
comparacion con el grupo de control. La inositol 1,4,5-trifosfato 3-cinasa B (ITPKB) y la subunidad beta catalitica de
fosfatidilinositol 3 cinasa de clase Il (PIK3C2B) no alcanzaron criterios significativos, pero estaban aumentadas en un
10 %-20 % en AnCg de BPD.

La figura 26D y la tabla 14 resumen los genes relacionados con la ruta de sefializacion de Pl que estaban
expresados de forma diferencial en AnCg de pacientes con MDD en comparacién con los controles. El receptor 2 de
neurotensina ligada a Gq (NTSR2) y el receptor de endotelina de tipo B (EDNRB) estaban significativamente
disminuidos en AnCg de MDD. La expresion del ARN mensajero de inositol polifosfato-5-fosfatasa F (INPP5F) era
significativamente mayor, mientras que la inositol 1,4,5-trifosfato 3-cinasa B (ITPKB) y la subunidad alfa catalitica de
fosfatidilinositol 3 cinasa de clase Il (PIK3C2A) estaban significativamente reducidos en AnCg de MDD en
comparacion con el control. La inositol polifosfato-5-fosfatasa A (INPP5A) la proteina cinasa C beta 1 (PKCB 1) y el
receptor de tipo1l de inositol 1,4,5-trifosfato (ITPR1) no alcanzaron los criterios significativos, pero estaban
aumentados en un 10-20 % en AnCg de pacientes con MDD. También se observé disminucion significativa de la
expresion del ARNm de ITPKB en DLPFC de MDD (tabla 15). Ni el ARNm de la subunidad alfa q de la proteina G ni
el ARNm de la fosfolipasa C beta estaban alterados en ninguna de las regiones cerebrales de los grupos de
trastorno.

OTROS RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G

Entre todos los GPCR, los patrones de expresion diferencial mas coherentes en todos nuestros experimentos se
observaron en la familia C del receptor acoplado a proteina G, grupo 5, miembro B (GPRC5B) y el receptor 37
acoplado a proteina G (GPR37). GPRC5B estaba significativamente aumentado en AnCg y DLPFC de BPD.
GPRC5B estaba significativamente disminuido en AnCg, DLPFC y CB de pacientes con MDD. Se replicd una
disminucion significativa de GPRC5B en AnCg y DLPFC de pacientes con MDD por los experimentos utilizando otra
cohorte B independiente. GPR37 también estaba significativamente aumentado en AnCg de BPD vy
significativamente disminuido en AnCg, DLPFC y CB de MDD.

RT-PCR CUANTITATIVA

Para una evaluacién técnica adicional de los datos de micromatriz, se evaluaron los niveles de expresiéon de ARNm
por PCR con transcriptasa inversa cuantitativa a tiempo real (qQRT-PCR) para los siguientes 7 genes, en corteza
cingulada anterior (AnCg): Somatostatina (SST), neuropéptido Y (NPY), receptor C-5-B acoplado a proteina G
(GPRC5B), receptor 37 acoplado a proteina G (GPR37), regulador de la sefalizacion de proteina G 20 (RGS20),
inositol polifosfato 1-fosfatasa (INPP!) y subunidad 3C reguladora de proteina fosfatasa 1 (PPP1R3C),

En coherencia con los datos de micromatriz, los datos de qRT-PCR mostraron que las expresiones de ARNm de
neuropéptido Y (NPY), receptor C-5-B acoplado a proteina G (GPRC5B), receptor 37 acoplado a proteina G
(GPR37), inositol polifosfato-1-fosfatasa (INPP1) estaban significativamente aumentadas en AnCg de BPD, y el nivel
de expresion de GPRC5B, GPR37, regulador de sefializacion de proteina G 20 (RGS20) y la subunidad 3C
reguladora de proteina fosfatasa 1 (PPP1R3C) estaba significativamente disminuido en el AnCg del grupo con MDD.
Aunque la expresion del ARNm de somatostatina (SST) estaba aumentado en AnCg de BPD en ambos duplicados
experimentales de micromatriz utilizando U95Av2 y U133A, el hallazgo no se replicé por gRT-PCR (tabla 17).
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HIBRIDACION IN SITU

Se realiz6 hibridacion in situ para GPR37 usando el ARNm de GPR37 que se expresa de forma preferente en
materia blanca subcortical. La expresion de GPR37 en las capas mas profundas (V-VI) es relativamente mayor que
en las capas superficiales (I-1ll). La expresion del ARNm de GPR37 en la materia blanca subcortical era mayor en
AnCg de los sujetos con BPD en comparacién con los sujetos de control. La expresion del ARNm de GPR37 se
detectaba de forma infrecuente en AnCg de los sujetos con MDD analizados. La figura 27 muestra la regulacién
incorrecta de genes implicados en las rutas de sefializacion de AMPc y fosfatidilinositol en tejido cerebral de
pacientes con BPD y MDD.

CAMBIOS EN LA EXPRESION GENICA EN AMIGDALA, HIPOCAMPO, NUCLEO ACCUMBENS DE TRASTORNO
BIPOLAR Y TRASTORNO DEPRESIVO MAYOR.

Se aplicé el mismo disefio experimental en amigdala, hipocampo y nlcleo accumbens de BPD y MDD. La tabla 18
resume 0s genes que se expresan de forma diferencial en amigdala, hipocampo y nlcleo accumbens en pacientes
con BPD. La tabla 19 resume los genes expresados de forma diferencial en las tres regiones cerebrales de MDD.

Ejemplo 6

Este ejemplo muestra la regulacién génica incorrecta en las rutas relacionadas con mitocondria, proteasoma,
apoptosis y chaperona en trastorno del estado de animo. Se estudiaron tres regiones cerebrales: AnCg, cerebelo y
DLPFC. Los resultados estan compilados en las tablas 20-22.

Ejemplo 7

ASOCIACION DE NCAM1 CON TRASTORNO BIPOLAR Y ESQUIZOFRENIA Y VARIANTES DE CORTE Y
EMPALME DE NCAML1.

Selecciéon de SNP y muestra: Se extrajo el ADN genémico (ADNg) de tejido cerebelar de cerebro humano de
cadave. Se disefiaron cebadores para el SNP 9 y después se ensayé mediante PCR para determinar el tamafio de
banda correcto. Usando los cebadores de SNP 9, se secuencié el ADNg de 40 casos (20 controles, 9 BPD y 11
MDD) con cebadores tanto directos como inversos. Los SNP estaban localizados en los exones a, b y ¢c. Los SNP b
y € son intrénicos y se encuentran justo antes del exén "b" (7 pb en direccién 5') "c" (12 pb en direcciéon 5"
respectivamente. El exdn "a" no tenia un SNP en cercana proximidad.

Los genotipos se recogieron en 26 muestras adicionales de ADN gendmico bipolar extraidas de linfocitos del
National Institute of Mental Health (NIMH) para los 4 SNP: SNP 6, SNP 9, SNP b y SNP c (véase la figura 26). Se
genotipd una tercera cohorte que consistia en las 105 muestras de micromatriz de corte prefrontal dorsolateral
(DLPFC) de la Stanley Foundation (n = 35 controles, n = 35 de trastorno bipolar, n = 35 de esquizofrenia) (tabla 24).
Las muestras de Stanley se genotiparon para el SNP 9 y el SNP b. Para el andlisis final, los tres grupos de casos
bipolares se combinaron y se combinaron tres grupos de control y se usaron para comparaciones estadisticas del
SNP 9 y el SNP b. Los resultados muestran una asociacion del haplotipo del SNP 9 y el SNP b con trastorno bipolar
y esquizofrenia.

INTERACCION DE GENOTIPO X DIAGNOSTICO PARA VARIANTES DE CORTE Y EMPALME DE NCAML.

Las variantes de corte y empalme son combinaciones de corte y empalme alternativo de 3 miniexones (a, b, c) con
los cuatro exones SEC que se muestran en la figura 30. Se ensayaron dos trastornos del estado de animo (trastorno
bipolar, trastorno depresivo de tipo | y mayor, recidivante) y ambos mostraron diferencias en las variantes de corte y
empalme de NCAML1 en el DLPFC.

Los presentes datos se refieren a la variacion polimérfica de NCAM1 para trastorno bipolar y variaciones de corte y
empalme en el ARNm que se producen cerca de los polimorfismos. Se encontré una asociacion genotipica entre el
SNP b en NCAM1 vy el trastorno bipolar y una asociaciéon sugerida del SNP 9 con esquizofrenia. Tres de los dos
haplotipos marcadores para SNP 9 y SNP b, CT, C(T/C) y (C/A)(T/C) presentan distribucién de frecuencia variable
entre los bipolares y los controles. Los de esquizofrenia y los controles muestran diferencias en la distribucion de
frecuencias en cuatro de los dos haplotipos marcadores de SNP 9 y SNP ¢, CT, C(T/C), (C/A)T/C) y (C/A)C. El
trastorno bipolar difiere de la esquizofrenia por SNP 9 y SNP b por diferencias de frecuencia de haplotipo. El SNP b
y el SNP 9 no estan en LD y estan individualmente relacionados con esquizofrenia (SNP 9) y trastorno bipolar
(SNP b).

La evidencia de la variante corte y empalme para SNP 9 y b confirman que cada SNP puede estar asociado con
diferencias en el corte y empalme del exdon SEC, proporcionando de este modo algunos mecanismos diferenciales
para liberar NCAM1 en el cerebro. Se observaron diferencias notables entre los polimorfismos en NCAM1 y las
variantes de isoformas relativas del exon SEC que pueden dar lugar a truncamiento y secrecion de NCAML1 en el
cerebro. Este hallazgo respecto a la diferencia en las cantidades relativas de variantes de corte y empalme como
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una funcién de ciertos genotipos se demostré en tres de los cuatro SNP en los que al menos un genotipo mostré una
diferencia en la cantidad de SEC por variante de corte y empalme. Esta evidencia sugiere que la cantidad de SEC
en el cerebro no esta regulada Unicamente por un genotipo. Como los haplotipos compuestos de SNP 9 y SNP b son
significativamente diferentes entre los controles y los bipolares y entre los controles y los de esquizofrenia esto
puede apoyar la observacion de patrones de corte y empalme diferenciales del exdon SEC encontrados en muchas
muestras. Adicionalmente, el SNP 9 y el SNP b no estan en LD vy, por tanto, las asociaciones individuales en
esquizofrenia y trastorno bipolar con estos SNP también pueden transmitirse a través de patrones de corte y
empalme diferencial. El exon SEC estaba claramente regulado por ciertas combinaciones de miniexones. Se han
identificado variantes de corte y empalme concretas que pueden estudiarse adicionalmente y estan quiza asociadas
con SNP intrénicos reguladores.

Ejemplo 8

El litio ha sido desde hace tiempo el farmaco de eleccion para tratar enfermedad depresiva maniaca (compulsion
maniaca-depresion; trastorno afectivo bipolar, BPD). Este ejemplo muestra genes de primates no humanos que
muestran expresion diferencial en respuesta al tratamiento con litio. Los resultados tienen implicaciones para
comprender los efectos estabilizadores del estado de animo del litio en pacientes con depresion maniaca.

Se realizd el perfilado de expresion génica en la corteza cingulada anterior (AnCg) usando micromatrices de
oligonucledtidos de alta densidad (Affymetrix GeneChips). Se determinaron los perfiles de expresion génica
diferenciales de cerebros de cadaver de monos sanos tratados con litio sobre los de controles no tratados, y se
validaron los genes candidatos frente a los que se saben sensible al litio o selectivos de enfermedad.

Algunos de los genes candidatos que respondian a tratamiento crénico con litio era los mismos que los encontrados
con los niveles de expresién cambiados en cerebros de cadaver de sujetos con trastornos del estado de animo.
Nuestros resultados muestran que el sistema de sefializacion de GSK3B esta alterado en BPD y que es una diana
fisiolégica del litio. EI cambio observado en el sistema de sefializacién de GSK3B, por tanto, constituye un
endofenotipo que probablemente es comin a BPD y esquizofrenia, a pesar de su disparidad clinica y fenotipica. Los
resultados, facilitando la reconstruccion de las redes genética subyacentes a la fisiopatologia de BPD facilitara dirigir
los estabilizadores racionales del estado de animo a la red de transduccién de sefiales mediante GSK3.

El trastorno depresivo mayor (MDD) y el trastorno afectivo bipolar (BPD) son dos trastornos muy graves del estado
de animo. MDD se caracteriza por depresion clinica, mientras que BPD esta marcada por oscilaciones recurrentes y
drasticos de emociones altas (compulsién maniaca) y bajas (depresion). Durante décadas, el carbonato de litio
(LiCOgs, habitualmente conocido como "litio") ha sido la medicacién de referencia para la compulsion maniaca
(comportamiento hiperactivo, incoherente y delirante). El litio, a diferencia de otros agentes de tratamiento
antimaniacos es Unico en su capacidad de anular la afeccion maniaca y restaurar el estado mental equilibrado del
paciente. Aunque se han propuesto numerosas hipétesis que justifican las propiedades neuroprotectoras del litio, el
mecanismo o0 mecanismos moleculares precisos por el que el litio provoca sus efectos "estabilizadores del estado de
animo" en pacientes maniacodepresivos sigue sin aclararse. Se abordo el reto de usar una estrategia de micromatriz
porque puede permitir la deteccién simultanea de mdltiples genes sensibles a litio y rutas en primates tratados con
farmaco y la comparacién directa de los cambios de expresién génica observados con los encontrados en cerebros
de cadaver de sujetos con BPD. Se administré por via oral suspensién de carbonato de litio (Roxane Laboratories,
Inc., Columbus, OH) diluido en zumo de frutas (18 mg/kg de peso corporal) a un nivel plasmatico diana de 0,6 a
1,2 mg Eg/ml. Los animales recibieron el farmaco dos veces al dia durante periodos variables que varian de 4
meses a 1 afio y 5 meses hasta eludir su tendencia a expulsar el farmaco.

El AnCg mostré un total de 220 transcritos candidatos (65 regulados positivamente y 155 regulados negativamente).
Los genes candidatos de AnCg se enumeran en la tabla 28. Las anotaciones ontoldgicas ubicaron genes candidatos
a varios procesos biolégicos y rutas diferentes, incluyendo el sistema de sefializacion de GSK3B, como se habia
predicho en el AnCg.

La implicacion del AnCg demostrada en este estudio junto con los informes publicados de implicacion del hipocampo
en la respuesta al litio implica una afectacion similar del sistema limbico en trastornos del estado de animo, asi como
en la expresion génica diferencial provocada por el tratamiento crénico con litio. El presente estudio también ilumina
multiples redes funcionales interrelacionadas de rutas de sefializacion neuronales que actdan en unidad con GSK3B
como conmutador funcional central que regula la expresion génica en las enfermedades del comportamiento de
aparente diversidad fenotipica dispar, BPD y SZ. Los resultados muestran que la manipulacion de GSK3B podria
afectar a una 0 mas de las rutas de inositol trifosfato, familia NF-kB, apoptosis mitocondrial y ubiquitina-proteasoma.

Ejemplo 9

SUBUNIDADES DE V-ATPASA COMO CANDIDATOS GENICOS DE INTERES PARA TRASTORNO DEPRESIVO
MAYOR (MDD).
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De las 14 subunidades de V-ATPasa que se han investigado con micromatrices Affy y micromatrices lllumina, 7
subunidades (50 %) se expresan de forma diferencial (P < 0,05) en hipocampo de MDD frente al control en las
matrices Affymetrix o lllumina. Tres de las siete subunidades se expresan de forma diferencial en hipocampo de
MDD de matrices tanto Affymetrix como lllumina (véase la tabla 29). Dos de las subunidades de V-ATPasa también
se expresan de forma diferencial (P < 0,05) en nuestro estudio de micromatriz Affy de hipocampo de mono (es decir,
tabla 30, que muestra la comparacion de tension social cronica frente a ausencia de tension). Estos hallazgos
demuestran que los farmacos que se estan desarrollando ahora para inhibir la V-ATPasa en pacientes con cancery
osteoporosis también pueden demostrar ser Gtiles como novedosos antidepresivos.

Los ejemplos anteriores se proporcionan para ilustrar la invencién, pero no limitar su alcance. Otras variantes de la
invencion seran facilmente evidentes para un experto en la materia y quedan abarcadas por las reivindicaciones
adjuntas.

Tabla 1la. Datos de sujetos para cohorte A.

relacion | relacion
AnCg AnCg DLPFC

Id del sujeto género | edad | diagnéstico | pH cerebral | PMI | 185/28S | 3'/5' 3'/5'
1881 M 69 BPD 6,91 11 0,68 1,36 1,21
2311 M 23 BPD 7,12 9 1,80 1,47 1,13
2466 M 26 BPD 6,92 19 1,35 1,75 1,64
2566 F 56 BPD 6,83 29 1,05 1,48 1,34
3038 M 52 BPD 7,05 28 1,04 1,37 1,20
3241 M 59 BPD 6,99 16 1,38 1,33 1,17
promedios para BPD 47,5 6,97 18,6 1,22 1,46 1,28
2861 F 60 Ct 6,99 24 1,25 2,07 1,80
3018 M 70 Ct 7,03 27 0,91 1,57 1,20
2169 M 18 Ct 6,97 22 1,61 1,62 1,18
2316 M 58 Ct 7,02 26 1,27 1,47 1,27
2292 M 55 Ct 6,89 15 1,45 1,29 1,18
2805 M 45 Ct 6,86 21 1,84 1,61 1,06
3196 M 44 Ct 6,87 23 1,26 1,67 1,22
promedios para controles 50 6,95 226 1,37 1,61 1,27
2208 F 72 MD 7,13 21 1,26 1,83 1,19
2267 M 19 MD 7,11 18 2,05 1,75 1,44
2315 M 58 MD 6,93 24 1,34 1,52 1,31
3071 M 49 MD 7,00 31 1,58 1,44 1,25
3064 M 46 MD 6,91 27 2,18 1,28 1,19
3031 M 49 MD 7,19 27 1,60 1,60 1,04
2944 M 52 MD 6,82 16 1,37 1,91 1,43
3004 F 48 MD 6,95 37 1,31 1,81 1,20
3168 M 39 MD 6,79 28 1,34 1,49 1,19
promedios para MDD 48,0 6,98 254 1,56 1,63 1,25

Tabla 1b. Datos de los sujetos para la cohorte B.

relacion | relacién
AnCg AnCg DLPFC

Id del sujeto género | edad | diagndstico | pH cerebral | PMI 18S/28S | 3'/5' 3'/5'
3145 M 77 Ct 6,62 7
3281 F 70 Ct 6,9 21
3516 M 41 Ct 7,01 23
3519 M 65 Ct 6,88 14
3523 M 40 Ct 7,07 37
3572 M 49 Ct 6,68 28
promedios para controles 57 6,86 21,67
3169 M 35 MD 7,04 25
3365 M 47 MD 7,25 29
3398 F 80 MD 6,68 15
3481 M 66 MD 7,05 32
promedios para MDD 57 7,01 25,25
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Tabla 2. Datos de micromatriz para todos los transcritos de FGF detectados de forma fiable en DLPFC o0 AnCg y
datos resumidos para los estudios de confirmacion.

ID UniGene Transcrito DLPFC AnCg

valor p direccion valor p direccion
Hs.278954 FGF1 <0,01%7 Disminuida 0,01 Disminuida
Hs.284244 FGF2 NS <0,01** Disminuida
Hs.433252 FGF7 NS NS
Hs.111 FGF9 <0,01 Aumentada <0,01* Aumentada
Hs.343809 FGF12 NS <0,01* Aumentada
Hs.6540 FGF13 NS NS
Hs.223851 FGF14 0,05 Aumentada NS
Hs.748 FGFR1 NS Aumentada NS
Hs.404081 FGFR2 <0,01*%7 Disminuida <0,01** Disminuida
Hs.1420 FGFR3 <0,01**" Disminuida <0,01 * Disminuida

*Correccién de ensayos multiples de FDR Met a un nivel de aceptacion de un 5 % de falsos positivos.
*La observacion se confirmé en una cohorte independiente de sujetos con MDD y de control dados en la tabla
1b, que cumplen valores p de <0,05 en todos los casos indicados.
La observacion se confirmd por analisis de PCR a tiempo real con p<0,05.
NS = no significativo.
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TABLA 7 FACTOR DE CRECIMIENTO
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BPD

ID
UniGene

Simbolo del
gen

MDD
Ami

AnCg

DLPFC

HC

nAcc

Ami

AnCg

DLPFC

HC

nAcc

Sistema del factor de crecimi

ento epidérmico

Hs.419815

EGF

-1,1

Hs.79095

EPS15

1,3

Hs.147176

EPS15R

Hs.2132

EPS8

-1,2

Hs.799

DTR

-1,1

Sistema del factor de crecimi

ento de fibroblastos

Hs.278954

FGF1

-1,2

-1,4

Hs.343809

FGF12

15

15

Hs.6540

FGF13

15

15

Hs.223851

FGF14

15

1,3

1,4

Hs.284244

FGF2

-1,4 -1,3

-1,4

-1,8

Hs.433252

FGF7

-1,1

Hs.111

FGF9

1,4 12

13

1,6

Hs.748

FGFR1

Hs.404081

FGFR2

-1,1 -1,3

-1,2

-1,3

Hs.1420

FGFR3

-1,2 -1,4

-1,5

Hs.7768

FIBP

13

Hs.194208

FRS3

Sistema del factor de crecimi

ento de tipo insulina

Hs.308053

IGF1

Hs.239176

IGF1R

-1,2

-1,3

Hs.76473

IGF2R

Hs.839

IGFALS

Hs.433326

IGFBP2

14

Hs.450230

IGFBP3

-1,3

-1,4

Hs.1516

IGFBP4

-1,6

Hs.380833

IGFBP2

-1,2 -1,2

-1,2

Hs.274313

IGFBP6

Hs.435795

IGFBP7

Neurotrofinas

Hs.439027

BDNF

Hs.439109

NARK2

-1,2 -14

-1,3

-1,3

Hs.26776

NTRK3

Hs.194774

CNTFR

Sistema del factor de crecimi

ento opioideo

Hs.67896

OGFR

Hs.16512

OGFRL 1

-1,2

-1,2

Sistema del factor de crecimi

ento derivado de plaguetas

Hs.1976

PDGFB

Hs.43080

PDGFC

Hs.74615

PDGFR A

-1,3

-1,3

-1,3

-1,2

13

Hs.307783

PDGFR B

Sistema del factor de crecimi

ento transformante

Hs.25195

EBAF

Hs.435067

ECGF1

Hs.170009

TGFA

Hs.169300

TGFB2

Hs.421496

TGFBI

-1,9

Hs.82028

TGFBR 2

Hs.342874

TGFBR 3

-1,3

Hs.446350

TGFBR AP1

Hs.114360

TSC22

Hs.241257

LTBP1

-1,2

-1,1

Hs.105689

LTBP2

-1,2

Hs.289019

LTBP3

Sistema del factor de crecimiento del endotelio vascular

55
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Hs.73793

-VEGF

-1,4

Hs.78781

VEGFB

Hs.79141

VEGFC

Otros factores de crecimiento/receptores

Hs.89525

HDGF

Hs.127842

HDGFR P3

13

13

13

12

Hs.44

PTN

-1,2

Hs.270833

AREG

Hs.410037

CTGF

Otras proteinas de sefalizaci

on del receptor del factor de crecimiento

Hs.512118

GRB10

Hs.411881

GRB14

Hs.411366

GRB2

11

Hs.416959

HGS

11

Hs.419124

MET
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Rutas de sefializacién de proteina G y GPCR y trastor  nos del estado de animo
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Tabla 12
Genes regulados de forma incorrecta en MD, BP y ezqu izofrenia
Simbolo Nombre ID UniGene | AnCg DLPFC CB nAcc
PTGDS Prostaglandina Hs.446429 CB-D | nAcc-D
PLAT Activador de plasmindgeno, tisular | Hs.491582 | AnCg-D | DLPFC-D
ADAMTS1 | Tipo desintegrina y metaloproteasa | Hs.534115 DLPFC-D nAcc-D
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Tabla 23
Cebador Directo Inverso
VASE 5'-GACCCCATTCCCTCCATCAC-3' 5'-GGCTACGCACCACCATGTG-3'
Exén a 5"-GACGCAGCCAGTCCATAGC-3" *1
Exén b 5'-CGTCTACCCCTGTTCCATTGTC-3' 5-TCTGGTGGAGACAATGGAACAG-3'
Exén c 5-TCCTGCCCTTGCAACCA-3' 5-GGTTGCAAGGGCAGGAAGA-3'
Exén SEC 5'-CCAAGCTGGTCTTCATAATGCTCTA-3' 5-TTTGATGCTTGAACACTATGAACATG-3'
Exén 3 5'-GGCGGCGCTCAATGG-3' *2
Exén 8 *3 5'-GATCAGGTTCACTTTAATAGAGTTTCCA-3'
SNP9 para 5'-CGCAGCCAGTCCGTAAGTAAAG-3' 5'-AAGCTGGACCGGCTACTAGGA-3'
secuenciacion
Tabla 24
Ensayos para asociacion genotipica (Alelo de riesgo 1)
Heterocigotico Homocigotico Positividad de alelo
AIA<->C/A C/C<->A/A [CIC+CIA]I<->AIA
Relacion de Relacion de Relacion de
SNP 9| probabilidad [C.l.] )(2 (valor-p) | probabilidad [C.I.] X (valor-p) |probabilidad [C.1.] )(2 (valor-p)
SZ | 0,054[0,003-1,16] | 6,6 (0,01) |9,57[0,47-193,92]| 3,86 (0,049) |0,084[0,004 -1,67] 4,88 (0,027)
SNP b C/C<->T/C T/IT<->C/C [T/T+T/Cl<->CIC
BPD | 4,05[1,16-14,12] | 5,33(0,02) | 2,97[0,78-11,30] | 2,65 (0,103) |3,66[1,08 - 11,30]| 4,81 (0,028)
Tabla 25
Haplotipo | Frecuencia (Relacién de probabilidad)
SNP 9-SNP b Control BPD* SzZ#
C-T 0,2 0,19 (0,95) 0,31 (1,54)
C - (TIC) 0,31 0,46 (1,48) 0,37 (1,19)
(CIA) - (TIC) 0,22 0,21 (0,95) 0,11 (0,50)
(valor) p
*BPD frente a Control  <0,0001
#SZ frente a Control  <0,0001
SZ frente a BPD 0,0003
Tabla 26

Polimorfismo

n  Genotipo Recuentos (Frecuencia)

Recuentos de alelo (Frecuencia)

p (ensayo exacto

de Fisher)
SNP 9 CiC C/IA AIA C A
Control 55 33(0,60) 22 (0,40) 0 (0) 88 (0,80) 22 (0,20)
BPD 70 47 (0,67) 23(0,33) 0 (0) 117 (0,84) 23 (,16) 0,466
Sz 35 24(0,69) 8(0,23) 3(0,09) 56 (0,80) 14 (0,20) 1
BPD+SZ 105 71(0,68) 31(0,30) 3(0,02) 173 (0,82) 37 (0,18) 0,602
SNP b TIT TIC C/C, T C
Control 55 16 (0,29) 29(0,53) 10(0,18) 61 (0,55) 49 (0,45)
BPD 70 19(0,27) 47 (0,67) 4 (0,06) 85 (0,61) 55 (,39) 0,402
Sz 35 13(0,37) 19(0,54) 3(0,09) 45 (0,64) 25 (0,36) 0,24
BPD+SZ 105 32(0,30) 66(0,63) 7(0,07) 130 (0,62) 80 (0,38) 0,264
Tabla 27
SNP Genotipo Variante de corte y empalme BPD frenteaC MDD frente a C
SNP 9 C/C a-b-c 0,052 1
SNP 6 G/IC b-c-SEC 0,051
SNP b TIT VASE (-) 0,056 1
SNP b T/IC c-SEC 0,013 |
SNP b T/C NCAM1 Ct Q-PCR 0,053 1
Tabla 28.1
Grupo UG | Simbolo Nombre del gen Citobanda fc_AnCg
Hs.549038 1,919839205
Hs.547062 Locus transcrito 1,773637669
Hs.483454 | CNN3 Calponina 3, acida 1p22-p21 1,71410127
Hs.534365 | ZNF43 Proteina 43 con dedos de zinc (HTF6) 19p13.1-p12 |1,653473114
Hs.534314 |EIF5A Factor 5A de inicio de la traduccién eucariota 17p13-p12 1,616760481
Hs.427236 locus transcrito 1,57275662
Hs.336957 | ZNF479 Proteina 479 con dedos de zinc 7pll.2 1,561114027
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Hs.534385 | THOC4 Complejo 4 de THO 17925.3 1,545094715
Hs.114084 |ENPP7 Ectonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 7 17925.3 1,490770143
Hs.315369 |AQP4 Acuaporina 4 18qg11.2- 1,478027231
gl2.1
Hs.370410 |KIAA1145 Proteina KIAA1145 12922 1,435347843
Hs.75914 |RNP24 Proteina de membrana de vesicula recubierta 12g24.31 1,419831899
Hs.406708 |ILT7 Receptor de tipo inmunoglobulina de leucocitos, 19q13.4 1,410439598
subfamilia A (sin dominio TM), miembro 4
Hs.234249 | MAPK8IP1 |Proteina 1 de interaccion con proteina cinasa 8 activada | 11p12-p11.2 |1,371562585
por mitégenos
Hs.534525 |LOC114984 |Proteina hipotética BC014089 16p13.3 1,368785293
Hs.212838 |A2M Alfa-2-macroglobulina 12p13.3- 1,365561844
pl12.3
Hs.402752 | TAF15 ARN polimerasa Il TAF15, factor asociado a proteina de [ 17q11.1- 1,362205401
unién a dominio TATA (TBP), 68 kDa gll.2
Hs.535415 ARNmM de cadena gamma reordenada de Ig, subgrupo |1.355666889
VH2, regién V-D-J
Hs.467138 Locus transcrito, moderadamente similar a 1.351924341
XP_507997.1 similar a la proteina 2 de interaccién con
el canal Kv isoforma 4; proteina 2 moduladora del canal
de potasio de tipo A; subunidad moduladora del canal
de potasio abierto por voltaje cardiaco; proteina 2 de
interaccion con el canal Kv [Pan tr]
Hs.513600 Locus transcrito 1,347512479
Hs.380218 Locus transcrito 1,327051286
Hs.458607 | NOPE Probable ortélogo del vecino de ratén de Punc E11 15g22.31 1,324220424
Hs.42034 |TCP10L Complejo-T de tipo 10 (ratén) 21922.11 1,322514626
Hs.521286 |RARRES2 Respondedor del receptor de acido retinoico (inducido | 7g36.1 1,31025151
por tazaroteno) 2
Hs.25422 ADNCc FLJ42519 fis, clon BRACE3000787 1,309835897
Hs.293379 Locus transcrito 1,307793259
Hs.356766 Similar a RPE-espondina 20913.13 1,290259345
Hs.379010 [PSCA Antigeno de células madre de préstata 8qg24.2 1,287232595
Hs.511757 |GJB6 Proteina de unién a gap, beta 6 (conexina 30) 13g11-gq12.1 [1,287226239
Hs.59106 |CGRRF1 Regulador del crecimiento celular con dominio 1 de 14q922.2 1,284552431
dedos ciclicos
Hs.83916 | NDUFA5 Subcomplejo 1 alfa de NADH deshidrogenasa 7932 1,283862892
(ubiquinona), 5, 13 kDa
Hs.119878 |FLJ34389 Proteina hipotética FLJ34389 16g22.3 1,28271805
Hs.494261 |PSAT1 Fosfoserina aminotransferasa 1 9g21.2 1,276727208
Hs.75969 |PNRC1 Coactivador 1 de receptor nuclear rico en prolina 6915 1,273555895
Hs.467273 | CACNGS8 Canal de calcio, dependiente de voltaje, subunidad 19q13.4 1,270119391
gamma 8
Hs.280805 | MGC20579 |Proteina hipotética MGC20579 13934 1,269164507
Hs.145480 Locus transcrito 1,266189386
Hs.511454 |PLXNA4 Plexina A4 7q932.3 1,263673467
Hs.80132 |SNX15 Nexina 15 de clasificacion 1112 1,26259913
Hs.514819 |AP2B1 Complejo 2 de proteina relacionada con adaptador, 17q11.2-q12 |1,250901951
subunidad beta 1
Hs.385772 |LOC283914 |Proteina hipotética LOC283914 16p11.1 1,247941693
Hs.151536 |RAB13 RAB13, miembro de la familia del oncogén RAS 1g21.2 1,247404054
Hs.548424 Locus transcrito 1,245303451
Hs.519930 | C6orf62 Fase de lectura abierta 62 del cromosoma 6 6p22.2 1,233111115
Hs.45140 TMEMS35 Proteina transmembrana 35 Xg22.1 1,232645678
Hs.505295 | MADP-1 Proteina MADP-1 12912 1,226870897
Hs.513883 |PELP1 Proteina 1 rica en leucina, en acido glutamico, en 17p13.2 1,224880728
prolina
Hs.474836 |LOC387593 |Seudogén TPTE/TPIP 22q13 1,223415544
Hs.115284 |ZNF213 Proteina 213 con dedos de zinc 16p13.3 1,223309419
Hs.369624 |15E1.2 Proteina hipotética 15E1.2 12g24.31 1,223144605
Hs.467960 |RAB10 RAB10, miembro de la familia del oncogén RAS 2p23.3 1,222273799
Hs.533282 | NONO Que contiene dominio Non-POU, de unién a octamero | Xq13.1 1,219220007
Hs.181272 | PKD2 Enfermedad renal poliquistica 2 (dominante 4921-923 1,212879872

autosémica)
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Hs.80720 |GAB1 Proteina 1 de unién asociada a GRB2 4931.21 1,211569918
Hs.123464 |P2RY5 Receptor P2Y, purinérgico, acoplado a proteina G, 5 13q14 1,210914564
Hs.507185 |ZFPM1 Proteina con dedos de zinc, multiple 1 16q24.2 1,210160133
Hs.5324 C2orf25 Fase de lectura abierta 25 del cromosoma 2 2023.3 1,209212561
Hs.374847 |LOC400794 |Gen hipotético mantenido por BC030596 1g23.2 1,208951568
Hs.517792 | C3orfl0 Fase de lectura abierta 10 del cromosoma 3 3p25.3 1,208760837
Hs.517352 | PRODH Prolina deshidrogenasa (oxidasa) 1 22911.21 1,206253745
Hs.483561 |ORF1-FL49 |Proteina nuclear putativa ORF1-FL49 5031.2 1,205748855
Hs.75640 |NPPA Precursor A del péptido natriurético 1p36.21 1,20542617
Hs.491695 |UBE2V2 Variante 2 de la enzima E2 de conjugacion con 8qll1.21 1,204850064
ubiquitina
Hs.335057 | NEDD5 Expresado en células precursoras neurales, regulada 2937 1,202774491
negativamente en el desarrollo 5
Hs.28280 |SLC35F4 Familia 35 del transportador de solutos, miembro F4 14922.2 1,201026204
Tabla 28.2
Grupo UG | Simbolo Nombre del gen Citobanda fc_AnCg
Hs.134974 | GAP43 Proteina 43 asociada al crecimiento 3913.1-q13.2 0,833001805
Hs.444637 |LRP8 Proteina 8 relacionada con el receptor de 1p34 0,832591468
lipoproteinas de baja densidad, receptor de
apolipoproteina e
Hs.268849 |GLO1 Glioxilasa | 6p21.3-p21.1 | 0,832479968
Hs.435952 |CDK5RAP1 | Proteina 1 asociada a la subunidad reguladora de 20pter-q11.23 |0,831820461
CDK5
Hs.360940 [dJ222E13.1 |De tipo kraken 22913 0,828943053
Hs.500721 |MMS19L De tipo MMS19 (homdlogo de MET18, S. cerevisiae) | 10924-g25 0,827060597
Hs.200285 | TCF4 Factor 4 de transcripcion 18g21.1 0,826908526
Hs.2890 PRKCG Proteina cinasa C, gamma 19q913.4 0,82630472
Hs.153661 Locus transcrito 0,825857073
Hs.483924 | MRPL22 Proteina ribosémica mitocondrial L22 5033.1-g33.3 0,825300862
Hs.210385 |HERC1 Dominio Hect (homélogo al extremo carboxilo de E6- | 15922 0,82523312
AP (UBE3A)) y dominio de tipo RCC1 (CHC1) (RLD)
1
Hs.353454 |FLJ10276 Proteina hipotética FLJ10276 1p35.1 0,825093453
Hs.157234 ARNmM; ADNc DKFZp547A0515 (del clon 0,824586185
DKFZp547A0515)
Hs.75667 |SYP Sinaptofisina Xp11.23-p11.22|0,824282156
Hs.451353 Homo sapiens, clon IMAGE:5288537, ARNm 0,823552515
Hs.514373 | MTMR4 Proteina 4 relacionada con miotubularina 17922-g23 0,823152304
Hs.102696 |MCTS1 Secuencia 1 amplificada en linfocitos T malignos Xg22-g24 0,822759185
Hs.445503 |SYN2 Sinapsina Il 3p25 0,822588683
Hs.524094 |PS1D Proteina del dominio de unién a ARN S1 putativo 1p35.2 0,822570466
Hs.522668 |UBQLN2 Ubiquilina 2 Xp11.23-p11.1 |0,821156426
Hs.517148 |THIL De tipo TH1 (Drosophila) 20913 0,821107397
Hs.380334 |ZNF148 Proteina 148 con dedos de zinc (pHZ-52) 3921 0,821027253
Hs.534575 |MGC2198 Proteina hipotética MGC2198 5035.2 0,819426558
Hs.47546 | C60rf70 Fase de lectura abierta 70 del cromosoma 6 6927 0,819049461
Hs.25601 |CHD3 Proteina 3 de unién a ADN de helicasa de 17p13.1 0,818740301
cromodominio
Hs.460978 |APPBP1 Proteina 1 de unién a proteina precursora beta 16922 0,818504577
amiloide, 59 kDa
Hs.448851 |USP6 Proteasa 6 especifica de ubiquitina (oncogén Tre-2) |17qgl1 0,818420142
Hs.532755 |GTL3 Probable ort6logo del locus 3 del gen trap de ratén 16921 0,816593983
Hs.98510 |WDR44 dominio 44 de repeticion WD Xg24 0,815070227
Hs.189119 |CXXC5 Dedos CXXC 5 5031.2 0,814065874
Hs.134060 |FNBP1L Proteina de unién a formina de tipo 1 1p22.1 0,813237448
Hs.549821 Datos no encontrados 0,812556603
Hs.78944 |RGS2 Regulador de sefializacién de proteina G 2, 24 kDa |1qg31 0,811942329
Hs.535060 LOC441385 9p24.1 0,811837917
Hs.549166 Datos no encontrados 0,811572937
Hs.224418 Locus transcrito 0,811556308
Hs.5258 MAGED1 Antigeno de melanoma, familia D, 1 Xpl1.23 0,811035568
Hs.537449 Locus transcrito 0,810141577
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Hs.515545 |TBC1 D17 Familia del dominio TBC1, miembro 17 19913.33 0,809453648

Hs.268122 |LOC51321 Proteina hipotética LOC51321 17q24.2 0,808975121

Hs.502910 |NKIRAS2 Inhibidor NFKB de la interaccion de Ras de tipo 2 17q921.2 0,808919755

Hs.471876 |ING5 Inhibidor de la familia de crecimiento, miembro 5 2037.3 0,806159689

Hs.198612 |GPR51 Receptor 51 acoplado a proteina G 9022.1-g22.3 0,806097527

Hs.401509 |RBM10 Proteina 10 con motivo de unién a ARN Xpll1.23 0,806076882

Hs.380857 | TD-60 De tipo RCC1 1p36.13 0,805526827

Hs.49582 |PPP1R12A Proteina fosfatasa 1, reguladora (inhibidora) 12qg15-g21 0,805427552
subunidad 12A

Hs.515162 |CALR Calreticulina 19p13.3-p13.2 |0,804252658

Hs.444558 |KHDRBS3 Que contiene dominio KH, de unién a ARN, asociada | 8q24.2 0,803823019
a transduccién de sefiales 3

Hs.317632 |CDH18 Cadherina 18, tipo 2 5p15.2-p15.1 0,803613164

Hs.471104 |NOP5/NOPS58 | Proteina nucleolar NOP5/NOP58 2033.1 0,802352232

Hs.348526 |LOC474358 |Locus hipotético BC042079 10923-g25 0,802291667

Hs.475018 |TCF20 Factor 20 de transcripcion (AR1) 22913.3 0,801897074

Hs.463074 |ATP6VOAL ATPasa, transportadora de H+, subunidad VO 17921 0,801766875
lisosémica a, isoforma 1

Hs.28144 |FSD1 Fibronectina de tipo 3 y que contiene el domino 19p13.3 0,800329999
SPRY 1

Hs.32309 |INPP1 Inositol polifosfato-1-fosfatasa 2932 0,796446965

Hs.512973 |HSPC121 Transcrito 1 inducido por butirato 15q922.2 0,796376497

Hs.13245 |LPPR4 Gen 1 relacionado con plasticidad 1p21.3 0,794472742

Hs.199743 |ME3 Enzima malica 3, dependiente de NADP(+), 1lcen-g22.3 0,794075417
mitocondrial

Hs.523755 |FLRT1 Proteina 1 transmembrana rica en leucina 11912-q13 0,792664481
fibronectina

Hs.515785 |BLVRB Reductasa B biliverdina (flavina reductasa (NADPH)) [19913.1-q13.2 [0,792511112

Hs.437277 |MGAT4B Manosil (alfa-1,3-)-glucoproteina beta-1,4-N- 5035 0,790721678
acetilglucosaminiltransferasa, isoenzima B

Hs.387982 Clon de ADNc IMAGE:5261489, cds parcial 0,789879979

Hs.136164 |[TSPYL2 TSPY de tipo 2 Xp11.2 0,788609957

Hs.332847 |CRIM1 Neurona motora rica en cisteina 1 2p21 0,786568887

Hs.348493 |GPRASP2 Proteina 2 de clasificacion asociada al receptor Xg22.1 0,786263129
acoplado a proteina G

Hs.7736 MRPL27 Proteina ribosémica mitocondrial L27 17921.3-q22 0,785613917

Hs.177275 | ANKRD6 Dominio 6 de repeticidon de anquirina 6014.2-q16.1 0,783389812

Hs.124015 |HAGHL De tipo hidroxiacilglutatién hidrolasa 16p13.3 0,782617204

Hs.79322 | QARS Glutaminil ARNt sintetasa 3p21.3-p21.1 0,781931967

Hs.158748 |SLC35F3 Familia 35 del transportador de solutos, miembro F3 |1g42.2 0,780681609

Hs.158460 |CDK5R2 Cinasa 5 dependiente de ciclina, subunidad 2935 0,779713574
reguladora 2 (p39)

Hs.337730 |LCMT1 Leucina carboxil metiltransferasa 1 16p12.3- 0,777655555

16p12.1

Hs.282998 |RBM9 Proteina 9 de motivo de unién a ARN 22913.1 0,775799713

Hs.60300 ZNF622 Proteina 622 con dedos de zinc 5p15.1 0,775473024

Hs.405590 |EIF3S6 Factor 3 de inicio de la traduccién eucariota, 8022-923 0,775166314
subunidad 6 48 kDa

Hs.373952 |CAMTA2 Activador 2 de la transcripcién de unién a 17p13.2 0,775135303
calmodulina

Hs.528187 Gen hipotético mantenido por AK096649 2033.1 0,774877993

Hs.536326 Locus transcrito 0,774173869

Hs.532231 |COPG2 Complejo de proteina coatomérica, subunidad 7932 0,773663441
gamma 2

Hs.114169 |LRRTM2 Repeticion rica en leucina transmembrana neuronal |5q31.3 0,773056562
2

Hs.496267 |IGBP1 Proteina 1 de unién a inmunoglobulina (CD79A) Xg13.1-g13.3 [0,771399953

Hs.190722 |HSPC142 Proteina HSPC142 19p13.11 0,770969106

Hs.130197 |KIAA1889 Proteina KIAA1889 8qg12.1 0,770498302

Hs.436446 |ARMET Rica en arginina, mutada en tumores en fase 3p2l1.1 0,769942554
temprana

Hs.381300 |MGC57858 Proteina hipotética MGC57858 6p21.31 0,769698647

Hs.33191 |UNC5A Unc-5 homdélogo A (C. elegans) 5035.2 0,769489374
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Hs.350065 |PLXNA2 Plexina A2 1g32.2 0,767903428
Hs.48372 ADNCc de inserto de longitud completa clon YZ87G11 0,766810973
Hs.3797 RAB26 RAB26, miembro de la familia del oncogén RAS 16p13.3 0,765394204
Hs.21925 Locus transcrito 0,764561674
Hs.336588 |LOC147670 |Proteina hipotética LOC147670 19913.43 0,763351376
Hs.78466 |PSMD8 Subunidad 26S del proteasoma (prosoma, 19q13.2 0,76234581
macropaina), no ATPasa, 8
Hs.121520 |AMIGO2 Gen 2 inducido por anfoterina 12913.11 0,760653807
Hs.443731 |USP8 Proteasa 8 especifica de ubiquitina 15qg21.2 0,75760815
Hs.171501 |USP11 Proteasa 11 especifica de ubiquitina Xpll.23 0,755609225
Hs.187861 |THRB Receptor de hormonas tiroideas, beta (homélogo 2 | 3p24.3 0,755503889
del oncogén virico de leucemia eritroblastica
(verb-a), aviar)
Hs.272284 |SLITRK4 Familia de tipo SLIT y NTRK, miembro 4 Xg27.3 0,755411535
Hs.509736 |HSPCB Proteina 1 de choque térmico de 90 kDa, beta 6pl2 0,755057388
Hs.188594 Locus transcrito 0,755026908
Hs.497806 |MARK1 Cinasa 1 reguladora de MAP/afinidad de 1941 0,751792399
microtUbulos
Hs.549761 Datos no encontrados 0,749944
Hs.479867 |CENPC1 Proteina C 1 del centrémero 4912-g13.3 0,749713558
Hs.135736 |NGL-1 Ligando de netrina-G1 11p12 0,747993997
Hs.463466 |CA10 Anhidrasa carbdénica X 17921 0,746516358
Hs.143587 Locus transcrito 0,745018326
Hs.549196 Datos no encontrados 0,744120055
Hs.534913 Gen hipotético mantenido por BC019717 16p11.2 0,743499122
Hs.523550 | ZNF364 Proteina 364 con dedos de zinc 1921.1 0,742420643
Hs.90242 Homo sapiens, clon IMAGE:4796172, ARNm 0,741848633
Hs.475150 |KIAA0767 Proteina KIAA0767 220g13.31 0,741559246
Hs.530698 |CHDS8 Proteina 8 de unién a ADN de helicasa de 14q11.2 0,738476834
cromodominio
Hs.55879 |ABCC10 Casete de union a ATP, subfamilia C (CFTR/MRP), |6p21.1 0,738455293
miembro 10
Hs.323537 |FLJ12953 Proteina hipotética FLJ12953 similar a D3Mm3e de |2pl13.1 0,737391028
Mus musculus
Hs.301296 ADNCc: FLJ2313L1 fis, clon LNG08502 0,737354551
Hs.502461 |DGKZ Diacilglicerol cinasa, zeta 104 kDa 11p11.2 0,734852399
Hs.471096 |ALS2 Esclerosis lateral amiotréfica (juvenil) 2033.1 0,73175125
Hs.92732 |PDZK4 Que contiene dominio PDZ 4 Xg28 0,727016153
Hs.537841 Locus transcrito 0,726748437
Hs.7744 NDUFV1 NADH deshidrogenasa (ubiquinona) flavoproteina 1, |11q13 0,726496223
51 kDa
Hs.100890 |RPRM Reprimo, candidato mediador de la detencién en G2 |2g23.3 0,719810824
dependiente de TP53
Hs.6132 CPNE6 Copina VI (neuronal) 14911.2 0,718586854
Hs.412019 |C60orf80 Fase de lectura abierta 80 del cromosoma 6 6023.1-g24.1 0,715749314
Hs.119594 |CIT Citron (de interaccion con rho, serina/treonina cinasa | 12g24 0,712998565
21)
Hs.518460 |AP2M1 Complejo 2 de proteina relacionada con adaptador, |3qg28 0,709632072
subunidad mu 1
Hs.65425 |CALB1 Calbindina 1,28 kDa 8021.3-g22.1 0,70924145
Hs.479116 |SH3TC1 Dominio SH3 y repeticiones tetratricopeptidicas 1 4p16.1 0,704347818
Hs.173859 |FzZD7 Homologo 7 de frizzled (Drosophila) 2933 0,697933574
Hs.363137 |ACAT2 Acetil-coenzima A acetiltransferasa 2 (acetoacetil 6025.3-926 0,695447549
coenzima A tiolasa)
Hs.153648 |PPFIA4 Proteina tirosina fosfatasa, de tipo receptor, 1932.1 0,694615615
polipéptido f (PTPRF), proteina de interaccion
(liprina), alfa 4
Hs.524071 Locus transcrito, muy similar a XP_084672.3 similar 0,691986755
a secuencia de ADNc de BC021608 [Homo sapiens]
Hs.506784 |LNK Proteina adaptadora de linfocitos 12924 0,688023619
Hs.516617 |SATB2 Miembro 2 de la familia SATB 2933 0,681642635
Hs.23406 KCTD4 Que contiene dominio de tetramerizacién del canal 13qg14.12 0,676435668

de potasio 4
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Hs.220950 |FOXO3A Dominio forkhead O3A 6021 0,669990152
Hs.370549 |BCL11A CLL de linfocitos B/linfoma 11A (proteina con dedos |2p16.1 0,654002694
de zinc)
Hs.483239 |ALDH7A1 Familia de aldehido deshidrogenasa 7, miembro A1 |5g31 0,651849727
Hs.445733 | GSK3B Glucdgeno sintasa cinasa 3 beta 3913.3 0,647879909
Hs.268515 |MN1 Meningioma (alterada en traslocacion equilibrada) 1 | 22911 0,64462122
Hs.319503 |PTCHD1 Que contiene dominio patched 1 Xp22.11 0,644497163
Hs.106511 |PCDH17 Proteina hipotética LOC144997 13g21.1 0,644270897
Hs.91448 |DUSP14 fosfatasa 14 de especificidad doble 17q12 0,639891125
Hs.448041 |FLJ32363 Proteina FLJ32363 5p12 0,633100428
Hs.22584 |PDYN Prodinorfina 20pter-p12 0,630525299
Hs.215839 |DLG2 Discs, homdlogo 2 grande, chapsina-110 11921 0,620144715
(Drosophila)
Hs.11899 |HMGCR 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa 5013.3-q14 0,619486994
Hs.23539 ADNCc FLJ42249 fis, clon TKIDN2007667 0,614085673
Hs.314436 |NEDL2 Ubiquitina ligasa NEDL2 de E3 relacionada con 2032.3 0,605505392
NEDD4
Hs.490294 |KIAA1549 Proteina KIAA1549 7934 0,548338996
Hs.518469 |FLJ10560 Proteina hipotética FLJ10560 3027.3 0,498445319
Hs.546322 |NOL4 Proteina nucleolar 4 18912 0,491050809
Hs.282177 |PIP5K1C fosfatidilinositol-4-fosfato 5-cinasa, tipo |, gamma 19p13.3 0,490622069
Hs.2785 KRT17 Queratina 17 179q12-g21 0,474185311
Hs.536506 Locus transcrito 0,467413109
Hs.435001 |KLF10 Factor 10 de tipo Kruppel 8022.2 0,463636382
Hs.537539 Locus transcrito 0,358666831
Tabla 29
Resultados de matriz de v -ATPasa en MDD humana frente a mono estresado
Cambio de
Ensayo-T Ensayo-T estrés en la
Ac. UGRep Nombre Simbolo humano Affy HIP  humano illu HIP edad
t2hcmdd.affy tHCMdd.illu mediana del
momo
BQ230447 ATPasa, transportador de H+, ATP6VOE  -2,8565 -2,2254 -1,07
lisosémica 9 kDa, subunidad
V0O e
AF245517  ATPasa, transportador de H+, ATP6VOA4 -1,6935 -1,5208 1,01
lisosémica subunidad VO a
isoforma 4
NM_012463 ATPasa, transportador de H+, ATP6VOA2 -0,8322 -1,6802 -1,05
lisosémica subunidad VO a
isoforma 2
CR607789 ATPasa, transportador de H+, ATP6V1G1l -0,0535 -0,0440 -1,08
lisosémica 13 kDa, subunidad
V1 G isoforma 1
AK127853 ATPasa, transportador de H+, ATP6V1B1 0,3202 -0,8313 1,02
lisosémica 56/58 kDa, subunidad
V1 B, isoforma 1 (acidosis
tubular renal con sordera)
BF214530 ATPasa, transportador de H+, ATP6V1E1 1,3703 1,9643 -1,01
lisosémica 31 kDa, subunidad
V1 E isoforma 1
AK024101 ATPasa, transportador de H+, ATP6V1D 1,6380 2,6589 1,09
lisosémica 34 kDa, subunidad
V1D
NM_001690 ATPasa, transportador de H+, ATP6V1A  1,7837 2,4222 1,15
lisosémica 70 kDa, subunidad
V1A
NM_001695 ATPasa, transportador de H+, ATP6V1C1 1,7882 1,0692 -1,01
lisosémica 42 kDa, subunidad
V1 C, isoforma 1
AK128641 ATPasa, transportador de H+, ATP6VOD1 1,8249 2,4330 1,03

lisosémica 38 kDa, subunidad
VO d isoforma 1
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BC053601

AK127505

NM_001693

AK125927

ATPasa, transportador de H+,
lisosémica 21 kDa, subunidad
VO c"

ATPasa, transportador de H+,
lisosémica 16 kDa, subunidad
VO c

ATPasa, transportador de H+,
lisosémica 56/58 kDa, subunidad
V1 B, isoforma 2

ATPasa, transportador de H+,
lisosémica subunidad VO a
isoforma 1

ATP6VOB

ATP6VOC

ATP6V1B2

ATP6VOAlL

1,8268

2,5856

2,6827

3,3021

-0,2217

2,2705

2,6120

1,2269

1,10

-1,04

1,04

1,04
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La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas. No obstante, la presente divulgacién también incluye las
siguientes realizaciones numeradas:
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1. Un método para determinar si un sujeto tiene o esta predispuesto a un trastorno del estado de animo,
comprendiendo el método las etapas de: (i) obtener una muestra biolégica de un sujeto; (ii) poner en contacto la
muestra con un reactivo que se asocia selectivamente con un polinucleétido o polipéptido codificado por un acido
nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de nucleétidos de la tabla 3-6; y (iii) detectar el
nivel de reactivo que se asocia selectivamente con la muestra, determinando de ese modo si el sujeto tiene o
esta predispuesto a un trastorno del estado de animo.

2. El método de la realizacion 1, en el que el reactivo es un anticuerpo.

3. El método de la realizacion 1, en el que el reactivo es un acido nucleico.

4. El método de la realizacién 1, en el que el reactivo se asocia con un polinucleétido.

5. El método de la realizacion 1, en el que el reactivo se asocia con polipéptido.

6. El método de la realizacion 1, en el que la muestra biol6gica se obtiene de liquido amnidtico.

7. El método de la realizacién 1, en el que el trastorno del estado de animo se selecciona del grupo que consiste
en trastorno bipolar y trastorno de depresién mayor.

8. El método de la realizacion 1, en el que el nivel de reactivo que se asocia con la muestra es mayor que un
nivel asociado con seres humanos sin un trastorno del estado de animo.

9. El método de la realizacién 1, en el que el nivel de reactivo que se asocia con la muestra es inferior a un nivel
asociado con seres humanos sin un trastorno del estado de animo.

10. Un método de identificacion de un compuesto para el tratamiento o prevencién de un trastorno del estado de
animo, comprendiendo el método las etapas de: (i) poner en contacto el compuesto con un polipéptido, el
polipéptido codificado por un polinucleétido que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de acido
nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos enumerada en la tabla 3-6 0 una secuencia de acido
nucleico del gen de PSPHL,; y (ii) determinar el efecto funcional del compuesto sobre el polipéptido, identificando
de ese modo un compuesto para el tratamiento o la prevencion de un trastorno del estado de animo.

11. El método de la realizacién 10, en el que la etapa de contacto se realiza in vitro.

12. El método de la realizacion 10, en el que el polipéptido se expresa en una célula o la célula se pone en
contacto con el compuesto.

13. El método de la realizacion 10, en el que el trastorno del estado de animo se selecciona del grupo que
consiste en trastorno bipolar y trastorno de depresién mayor.

14. El método de la realizacion 10, que comprende ademas administrar el compuesto a un animal y determinar el
efecto sobre el animal.

15. El método de la realizacién 14, en el que la etapa de determinacién comprende ensayar la funcién mental del
animal.

16. Un método de identificacién de un compuesto para el tratamiento de un trastorno del estado de animo en un
sujeto, comprendiendo el método las etapas de: (i) poner en contacto el compuesto con una célula,
comprendiendo la célula un polinucledtido que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de
nucleétidos enumerada en las tablas 3-10 de una secuencia de nucleétidos del gen de PSPHL; y (ii) seleccionar
un compuesto que modula la expresion del polinucleétido, identificando de ese modo un compuesto para el
tratamiento de un trastorno del estado de animo.

17. El método de la realizacién 16, en el que la expresién del polinucle6tido esta potenciada.

18. El método de la realizacién 16, en el que la expresién del polinucleétido esta disminuida.

19. El método de la realizacién 16, que comprende ademas administrar el compuesto a un animal y determinar el
efecto sobre el animal.

20. El método de la realizacion 19, en el que la etapa de determinacién comprende ensayar la funcion mental del
animal.

21. El método de la realizacion 16, en el que el trastorno del estado de animo se selecciona del grupo que
consiste en trastorno bipolar y trastorno de depresiéon mayor.

22. Un método de tratamiento de un trastorno del estado de animo en un sujeto, comprendiendo el método la
etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto identificado usando el
método de la realizacion 10 o la realizacién 16.

23. El método de la realizacion 22, en el que el trastorno del estado de animo se selecciona del grupo que
consiste en trastorno bipolar y trastorno de depresién mayor.

24. El método de la realizacion 22, en el que el compuesto es una molécula organica pequefia.

25. Un método de tratamiento de un trastorno del estado de animo en un sujeto, comprendiendo el método la
etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido, el polipéptido codificado
por un polinucleétido que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de nucleétidos enumerada en las
tablas 3-10 o una secuencia de nucleétidos del gen de PSPHL.

26. El método de la realizacién 25, en el que el trastorno del estado de animo se selecciona del grupo que
consiste en trastorno bipolar y trastorno de depresién mayor.

27. Un método de tratamiento de un trastorno del estado de animo en un sujeto, comprendiendo el método la
etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un acido nucleico, en el que el acido
nucleico hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de nucleétidos enumerada en la tabla 3-6 o una
secuencia de acido nucleico del gen de PSPHL.

28. El método de la realizacién 27, en el que el trastorno del estado de animo se selecciona del grupo que
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consiste en trastorno bipolar y trastorno de depresiéon mayor.

29. Un método para determinar si un sujeto tiene o esta predispuesto a trastorno bipolar, comprendiendo el
método las etapas de: (i) obtener una muestra biologica del sujeto; (ii) poner en contacto la muestra con un
reactivo que se asocia selectivamente con un polinucleétido o polipéptido codificado por el gen de PSPHL; vy (iii)
detectar el nivel de reactivo que se asocia selectivamente con la muestra, determinando de ese modo si el sujeto
tiene o esta predispuesto a trastorno bipolar.

30. El método de la realizacion 29, en el que el reactivo es un anticuerpo.

31. El método de la realizacion 29, en el que el reactivo es un acido nucleico.

32. El método de la realizacion 29, en el que el reactivo se asocia con un polinucleétido de PSPHL.

33. El método de la realizacion 29, en el que el reactivo se asocia con un ARNm de PSPHL.

34. El método de la realizacion 29, en el que el reactivo se asocia con un gen de PSPHL.

35. El método de la realizacion 29, en el que el reactivo se asocia con un polipéptido de PSPHL.

36. El método de la realizacion 29, en el que la muestra bioldgica se obtiene de liquido amniético.

37. El método de la realizacion 29, en el que el nivel de reactivo que se asocia con la muestra es inferior a un
nivel asociado con seres humanos sin trastorno bipolar.

38. Un método para determinar si un sujeto tiene o esta predispuesto a trastorno bipolar, comprendiendo el
método las etapas de: (i) obtener una muestra bioldgica de un sujeto; (ii) poner en contacto la muestra con un par
de cebadores de PCR que se une selectivamente al gen de PSPHL; y (iii) amplificar el gen de PSPHL y detectar
el producto génico amplificado en la muestra, determinando de ese modo si el sujeto tiene o esta predispuesto a
trastorno bipolar.

39. Un método para determinar si un sujeto tiene o esta predispuesto a un trastorno del estado de animo,
comprendiendo el método: (i) poner en contacto el tejido de una o mas regiones del cerebro del sujeto con una
molécula marcada de forma detectable que se une selectivamente a un gen enumerado en cualquiera de las
tablas 1-30; (ii) visualizar la distribuciéon de la molécula marcada de forma detectable en el tejido cerebral; y (iii)
correlacionar la distribucién de la molécula marcada de forma detectable con la presencia o predisposicién a un
trastorno del estado de animo en el sujeto.

40. El método de la realizacion 39, en el que dicha una o mas regiones se seleccionan del grupo que consiste en
la corteza cingulada anterior (AnCg), la corteza prefrontal dorsolateral (DLPFC), la corteza cerebelar (CB), el giro
temporal superior (STG), la corteza parietal (PC) y el nicleo accumbens (nAcc).

41. El método de la realizacion 39, en el que dicha molécula marcada es una molécula de ARN antisentido.

42. El método de la realizacion 39, en el que dicho contacto se produce in vivo.

43. El método de la realizacion 39, en el que dicho trastorno del estado de animo es trastorno depresivo mayor.
44. El método de la realizacion 39, en el que dicho trastorno del estado de animo es trastorno bipolar.

45. Un método para determinar el curso de la progresion o regresion de un trastorno del estado de animo:

(a) medir en una muestra bioloégica, en un primer momento, un transcrito regulado de forma incorrecta
asociado con dicho trastorno del estado de animo de las tablas 1-30; (b) medir, en un segundo momento,
dicho transcrito de forma incorrecta en una muestra biolégica del sujeto; (c) comparar la primera medicion y la
segunda medicion; en el que las mediciones comparativas determinan el curso del trastorno del estado de
animo.

46. El método de la realizacion 45, en el que dicho trastorno del estado de animo es trastorno depresivo mayor.
47. El método de la realizacion 45, en el que dicho trastorno del estado de animo es trastorno bipolar.

48. Un método para tratar a un sujeto con un trastorno del estado de animo, en el que dicho trastorno del estado
de animo se diagnosticé de acuerdo con un método de cualquiera de las realizaciones 1, 16, 29 o 38, que
comprende administrar una formulacion terapéutica que aumenta la actividad de un producto génico de FGF en
dicho sujeto.

49. El método de la realizacion 48, en el que dicha formulacion comprende un producto génico recombinante de
FGF.

50. El método de la realizacion 49, en el que dicho producto génico de FGF es FGF-2.

51. El método de la realizacién 48, en el que dicha formulacion comprende un vector capaz de expresar un
producto génico de FGF en células diana de dicho sujeto.

52. El método de la realizacion 51, en el que dicho producto génico de FGF es FGF-2.

53. El método de la realizacion 48, en el que dicho trastorno del estado de animo es MDD.

54. Un método para determinar si un sujeto tiene o esta predispuesto a un trastorno del estado de animo,
comprendiendo el método las etapas de: (i) obtener una muestra biolégica de un sujeto; (ii) poner en contacto la
muestra con un reactivo que se asocia selectivamente con un polinucleétido o polipéptido codificado por un acido
nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de nucleotidos de la tabla 10; vy (iii) detectar el
nivel de reactivo que se asocia selectivamente con la muestra, determinando de ese modo si el sujeto tiene o
esta predispuesto a un trastorno del estado de animo.

55. Un método para determinar si un sujeto tiene o esta predispuesto a un trastorno del estado de animo,
comprendiendo el método las etapas de: (i) obtener una muestra biolégica de un sujeto; (ii) poner en contacto la
muestra con un reactivo que se asocia selectivamente con un polinucleétido o polipéptido codificado por un acido
nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de nucleétidos de las tablas 18-19; y (iii)
detectar el nivel de reactivo que se asocia selectivamente con la muestra, determinando de ese modo si el sujeto
tiene o esta predispuesto a un trastorno del estado de animo.
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56. Un método para determinar si un sujeto tiene o esta predispuesto a un trastorno del estado de animo,
comprendiendo el método las etapas de: (i) obtener una muestra biolégica de un sujeto; (ii) poner en contacto la
muestra con un reactivo que se asocia selectivamente con un polinucleétido o polipéptido codificado por un acido
nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de nucleotidos de la tabla 20; y (iii) detectar el
nivel de reactivo que se asocia selectivamente con la muestra, determinando de ese modo si el sujeto tiene o
esta predispuesto a un trastorno del estado de animo.

57. Un método para determinar si un sujeto tiene o esta predispuesto a un trastorno del estado de animo,
comprendiendo el método las etapas de: (i) obtener una muestra bioldgica de un sujeto; (ii) poner en contacto la
muestra con un reactivo que se asocia selectivamente con un polinucleétido o polipéptido codificado por un acido
nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de nucleotidos de las tablas 29-30; y (iii)
detectar el nivel de reactivo que se asocia selectivamente con la muestra, determinando de ese modo si el sujeto
tiene o esta predispuesto a un trastorno del estado de animo.

58. El método de la realizacion 57, en el que dicho acido nucleico codifica una subunidad V-ATPasa y en el que
dicho trastorno del estado de animo es MDD o estrés crénico.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> The Board of Trustees of the Leland Stanford Junior University
<120> Genes y rutas expresadas de forma diferencial en trastorno bipolar y/o trastorno depresivo mayor
<130> AHB/FP6781082

<140>
<141> 21-06-2005

<150> 05762518.8
<151> 21-06-2005

<150> WO PCT/US05/22111
<151> 21-06-2005

<150> US 60/581.998
<151> 21-06-2004

<150> US 60/621.252
<151> 22-10-2004

<150> US 60/667.296
<151> 31-03-2005

<160> 25

<170> PatentIn versién 3.3
<210>1

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de VASE

<400> 1
gaccccattc cctccatcac 20

<210>2
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de VASE

<400> 2
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ggctacgecac caccatgig 19

<210>3
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo del exén a

<400> 3
gacgcageca gtccatage 19

<210> 4
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo del exén b

<400> 4
cgtctaccec tgttccattg tc 22

<210>5
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo del exén b

<400>5
tetggtggag acaatggaac ag 22

<210> 6
<211>17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo del exén ¢

<400> 6
tcotgeocctt gocaacca 17

<210>7
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo del exén ¢

<400>7
gottgcaagg gcaggaaga 19

<210>8
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo del exén SEC
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<400> 8
ccaagcetggt cticataatg cteta 25

<210>9
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo del exén SEC

<400> 9
tttgatgctt gaacactatg aacatg 26

<210>10
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo del exén 3

<400> 10
gacggegete aatgg 15

<210> 11
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo del exén 8

<400> 11
gatcaggttc actttaatag agtttcca 28

<210> 12
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciacion directo de SNP9

<400> 12
cgecagcceagt ccgtaagtaa ag 22

<210> 13
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciacion inverso de SNP9

<400> 13
aagctggacc ggctactagg a 21

<210> 14

<211> 166

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
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<223> fosfoserina fosfatasa de tipo A (PSPHL-A) ex6n 1

<400> 14

ccgcaggcett ctgcctggcecc gceccgcecgect ataagctacce aggaggagcect ttacgacttce
ccgtcctgeg ggaagtggcg ggcacgatcg caaggtagcg cagaagcttce tcaatggcca

gcgccagetyg cagccccgge ggcgcactcg cctcacctga gectgg

<210> 15

<211>113

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> fosfoserina fosfatasa de tipo A (PSPHL-A) exdn 2

<400> 15

gaggaaaatt cttccaagga tgatctccca ctcagagctg aggaagcecttt tctactcage
agatgctgtg tgttttgatg ttgacagcac ggtcatcagt gaagaaggaa tcg

<210> 16

<211>122

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> fosfoserina fosfatasa de tipo A (PSPHL-A) ex6n 3

<400> 16
gacggagtct cgctctgtca ccaggctgga gtgcaatggt gcaatctcgg ctcactgcaa

cctcecegecte ctgggttcag gcagttctcecce tgcectccacce tcectgagtag ctgaaactac
ag

<210> 17

<211> 440

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> phosphoserine phosphatase-like A (PSPHL-A) Exon 4

<400> 17

126

60

120

166

60

113

60

120

122
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gatgctttca

tggtatatca

tacagctcca

tacaattgcc

aaactacagt

tatatgatca

tagctatatt

aggaaaaaaa

ttggctttgg

ctgattttgt

aacaacttca

tattacaact

taggaatcct

ctattgattt

tcatacaaag

aadaaaaaaa

<210> 18
<211>214

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<223> fosfoserina fosfatasa de tipo

<400> 18

aagccacagg

gcctggcecge

aagtggcggg

gccecggegy

ctcectgget

cgccgectat

cacgatcgca

cgcactegec

<210>19

<211>113

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<223> fosfoserina fosfatasa de tipo

<400> 19
gaggaaaatt cttccaagga

agatgctgtg tgttttgatg

<210> 20
<211>512

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
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aggaaatgtg

agagctgctg

gatgaatttt

tgctatagaa

caaagattgg

cctggagagt

tgttttaaga

atcaggcaac

ggagaaccgg

tacaagttac

agttggtaca

tttgtttgtt

tttgtaatct

gtggagagtc

B (PSPHL-B) exon 1

ggcgtcaget

aagtcaagga

aagaataaca

acagattgat

gatgatctgce

tttaactgta

gaattcttta

aattaaacac

taacgccaaa

tccattgtca

actgtttgct

actgtcaagt

gttccagtat

tgtatattce

ctttactctt

aaagtggctg ttgggtgtce gcaggettet

aagctaccag gaggagcttt acgacttccc gtcctgcecggg

aggtagcgca

tcacctgagce

gaagcttctc aatggccagc gccagctgca

ctgg

B (PSPHL-B) exon 2

tgatctccca ctcagagctg aggaagettt tctactcage

ttgacagcac ggtcatcagt gaagaaggaa tcg

<223> fosfoserina fosfatasa de tipo B (PSPHL-B) exdn 4

<400> 20

127

60

120

180

240

300

360

420

440

60

120

180

214

60

113
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40

gatgctttca

tggtatatca

tacagctcca

tacaattgcc

aaactacagt

tatatgatca

tagctatatt

aggaatatag

aaaagtttat

<210>21
<211>16
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ttggatttgg

ctgattttgt

aacaacttca

tattacaact

taggaatcct

ctatcgattt

tcatacaaag

attcggcagce

ccatgtgtca

<223> cebador PSPHL-F1

<400> 21

aggeteecty getgge 16

<210> 22
<211>17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador PSPHL-R1

<400> 22

caggctcagg tgaggceg 17

<210> 23
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador PSPHL-G-F2

<400> 23

aagccagtge gtctacaggt g

<210> 24
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador PSPHL-G-R2

<400> 24
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aggaaatgtg

agagctgctg

gatgaatttt

tgctataaaa

caaagattgg

cctggagagt

tgttttaaga

cttcagtgaa

Jgaadaaaaaaa

21

atcaggcaac

ggagaaccgg

tacaagttac

agttggtaca

tttgtttgtt

tttgtaatct

gtggagagtc

tattggtttt

aa

128

aagtcaagga

aagaataaca

acagattgat

gatgatctgce

tttaactgta

gaattcttta

aattaaacac

tttccectttyg

taacgccaaa

tccattgtca

actgtttget

actgtcaagt

gttccagtat

tgtatattcc

ctttactctt

gtatgtcaat

60

120

180

240

300

360

420

480

512
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15

20

gtgccagaag aaccacacag tc 22

<210> 25
<211> 200
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> conector felxible de poli-Gly

<220>

<221> MOD_RES
<222> (6)...(200)
<223> Gly o ausente

<400> 25

Gly Gly Gly Gly Gly
1 5

Gly Gly Gly Gly Gly
20

Gly Gly Gly Gly Gly
35

Gly Gly Gly Gly Gly
50

Gly Gly Gly Gly Gly
65

Gly Gly Gly Gly Gly
85

Gly Gly Gly Gly Gly
100

Gly Gly Gly Gly Gly
115

Gly Gly Gly Gly Gly
130

Gly Gly Gly Gly Gly
145
Gly Gly Gly Gly Gly

165

Gly Gly Gly Gly Gly
180

Gly Gly Gly Gly Gly
195
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Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

70

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly
150

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

55

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

135

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

40

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

120

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

200

129

Gly

Gly

25

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly
185

Gly

10

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

90

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly
170

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

75

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly
155

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

60

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

140

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

45

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

30

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

110

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly
190

Gly

15

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

95

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly
175

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

80

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly
160

Gly

Gly
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de FGF9 para su uso en un método de prevencién o de tratamiento de un trastorno de depresion
mayor en un sujeto, en donde dicho inhibidor se une a FGF9 o hibrida con un transcrito de FGF9.

2. Un inhibidor para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho sujeto muestra cualquiera de los
siguientes sintomas: tristeza persistente, ansiedad o un estado de animo "vacio"; sentimientos de desesperanza o
pesimismo; sentimientos de culpabilidad, inutilidad o impotencia; pérdida de interés o placer en aficiones y
actividades que antes se disfrutaban, incluyendo el sexo; energia disminuida, fatiga, estar "ralentizado"; dificultad en
concentrarse, recordar o tomar decisiones; insomnio, despertarse temprano o dormir en exceso; pérdida de apetito
y/o peso 0 comer en exceso Yy ganancia de peso; pensamiento de muerte o suicidio o intentos de suicidio;
intranquilidad o irritabilidad; o sintomas fisicos persistentes que no responden al tratamiento, tales como cefaleas,
trastornos digestivos y dolor crénico.

3. Un inhibidor para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicho sujeto es un ser humano.

4. Un inhibidor que hibrida con un transcrito de FGF9 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho
inhibidor comprende ARNip.

5. Un inhibidor para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho
método comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho inhibidor.

6. Un inhibidor para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde dicha cantidad terapéuticamente eficaz es
de 1 nanogramo a 10 miligramos por kilogramo de peso corporal de dicho sujeto.

7. Un inhibidor para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde dicho inhibidor se administra por via oral,
nasal, topica, intravenosa, intraperitoneal o intratecal.

8. Un inhibidor para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dicho inhibidor se administra por inhalacion.

9. Un inhibidor para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en donde dicho inhibidor se
administra con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. Uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de FGF9 para la fabricacién de un medicamento

para un método de prevencion o de tratamiento de un trastorno de depresién mayor en un sujeto, en donde dicho
inhibidor se une a FGF9 o hibrida con un transcrito de FGF9.
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El tratamiento crénico con fluoxetina aumenta
la expresion de FGFR2 en prosencéfalo de rata

W

Fluoxetina

!

Solucidén salina

FIG. 4
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Conclusiones: FGF y efecto negativo

» Varios transcritos del sistema de FGF se expresan de forma
diferencial las regiones de la corteza frontal de sujetos con MDD.
Este efecto es especifico para MDD y no se observa en BPD.

¢ Confirmacion por gRT-PCR para FGF1, FGFR2 y FGFRS.

* Confirmacion por micromatriz en una cohorte independiente para
FGF1, FGF13, FGFR2 y FGFR3.

¢ E| efecto no se debe a tratamiento con antidepresivos
© En muestras humanas: efecto mayor en sujetos no tratados.
oEn ratas: FGFR2 se aumenta por fluoxetina en las regiones

del hipocampo y de la corteza frontal, un cambio opuesto al observado
en MDD.

* Se estan iniciando estudios en roedores para implicar el sistema de FGF
en la reactividad emocional: la exposicién temprana a FGF2 aumenta
la exploracion y el enriquecimiento ambiental aumenta FGF2 y disminuye
la ansiedad

FIG. 7
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MATERIALES Y METODOS

Animales: Sesenta ratas Sprague-Dawley macho de una colonia criada en el propio laboratorio selectiva de la generacion F5
que pesa 385-450 g se alojaron en parejas o en un entorno complejo y se mantuvieron en un ciclo de 12 h de luz/oscuridad
(luces encendidas a las 7 a.m.). El alimento y el agua estaban disponibles ad libitum.

Ensayo locomotor: La actividad locomotora se evaluo a las seis semanas de edad entre las horas de las 09:00 y las 11:00.
Durante el periodo de ensayo de 60 min, los animales se colocaron en jaulas acrilicas transparentes de 43 x 21,5 x 25,5 cm
(altas) equipadas con emisores fotocelulares infrarrojos montados 2,3 cm y 6,5 cm por encima del suelo de rejilla para
controlar los movimientos horizontales y de alzado, respectivamente. La actividad locomotora se controld en intervalos de 5
min durante 60 min y se contaron por un microordenador. Los valores de locomocion totales para cada rata se calcularon
afiadiendo el nimero total de movimientos horizontales y de alzado. Las ratas que mostraban valores locomotores en el
tercio mas elevado de la poblacion de muestra se clasificaron como de alta respuesta (HR), mientras que los animales con
valores en el tercio inferior de la poblacidn se clasificaron como de baja respuesta (LLR). Los animales cuyos valores estaban
en el tercio central de la poblacién se clasificaron como de respuesta intermedio (IR).

Complejidad ambiental: (Véase la siguiente foto): Dos semanas después del ensayo de locomocion los animales se alojaron
en jaulas convencionales o en un entorno ejo durante 21 dias (n = 6 por grupo). Las jaulas E.C. estaban hechas de
malla de alambre con dimensiones de 91,44 cm x 91,44 cm x 91,44 cm (3 pies x 3 pies x 3 pies). Al inicio del
entrenamiento las jaulas estaban vacias. La complejidad del entorno aumenté cada dia de modo que se afiadieron juguetes
cada 24 h, por tanto, al final de 21 dias la E.C. alcanzo la complejidad maxima. Cada dia los animales se colocaban en un
campo abierto con diversos juguetes nuevos durante 45 minutos para permitir al experimentador que desinfectara y
aumentara la complejidad de las jaulas E.C. Durante la primera semana se midio la latencia en explorar la nueva
configuracion de juguetes en el campo abierto.

Laberinto en cruz-elevado: El aparato se construyo6 de plexiglis negro con cuatro brazos abiertos elevados (70 cm desde el
suelo, 45 cm de longitud y 12 cm de anchura). La iluminacion se proporciond por una lampara de escritorio de 40 W
enfocada hacia la pared y colocada por detrds de uno de los brazos cerrados (n = 9 por grupo).

Hibridacion in situ: Al final del periodo de 21 dias los animales se sacrificaron y se retiraron los cerebros y se congelaron
rapidamente son isopentano. Los cerebros se seccionaron al nivel del hipocampo con un groso de 20 um y a intervalos de
200 pm. Después de seguir los procedimientos convencionales, se marco el ARNm de FGF-2 usando una sonda de ARN-C
de 358 de un fragmento de 278 pb en una localizacion de 716-994 de la secuencia codificante (NM_019305), (n = 6 por
grupo).

E.C. enla semana 1 E.C. en la semana 3

FIG. 22-1
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Los HR muestran menor comportamiento de tipo ansiedad que los LR, como se ilustra por su tiempo
aumentado empleado en los brazos abiertos. De forma similar a los informes previes, 4 animales E.C.
mostraron ansicdad disminuida en comparacion los animales de control convencionales.

Tiempo total en el brazo abierto

90 i r 100+ e ' [
80{ ——1L ! 90- i [
_— 70 - — 30' I
24 B |
2 50 - g 821
£ 40 £ 40-
2 30 2 35
[ ol 20 [ 1
10 201
0 ] L 1 0 N
E.C. Control 0 HR
Figura 22A. La media = ETM para ¢l tiempo total empleado en el Figura 22B. La media + ETM para el tiempo empleado en el brazo
brazo abierto. Dos ANOVA revelaron un efecto de E.C. frente al grupo abierto. Una ANOVA bidireccional revelo un efecto del grupo Loco,
de control; los animales E.C. obtuvieron un aumento en el tiempo total los animales HR emplearon més tiempo en los brazos abiertos en
empleado en los brazos abiertos respecto a los animales de control comparacion con los animales LR (** P = 0,002).
(** P =0,0006).

Los animales E.C. mostraron expresién génica de FGF-2 potenciada en el hipocampo.
De forma interesante, estos efectos parecen ser mas robustos en los LR que en los HR.

Expresion génica de FGF-2 en el hipocampo

FIG. 22-2
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Giro dentado
30000 - r
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20000 - - -

15000 - -
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5000 - -

Densidad integrada

0

Figura 22C. La media + ETM para la densidad integrada de la expresién del ARNm de FGF-2. Una
ANOVA bidireccional reveld un efecto de E.C. frente al grupo de control y un efecto de interaccion; los
animales E.C. obtuvieron un aumento en la expresion del ARNm de FGF-2 (*** P = 0,0001) El efecto
de E.C. fue mis robusto en LR que en HR (* P = 0,02).

CA3

—{ *

4500 -
4000 - -
35001 T -
3000 - T T F
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2000 . LREC. [
1500 [HREC.| o L
1000 - !
500- -
0

Densidad integrada

Figura 22D. La media £ ETM para la densidad integrada de la expresion del ARNm de FGF-2. Una
ANOVA bidireccional reveld un efecto de E.C. frente al grupo de control y un efecto de interaccion; los
animales E.C. obtuvieron un aumento en la expresion del ARNm de FGF-2 (*** P = 0,0006) Se observo
un efecto mayor de E.C. en LR que en HR (* P = 0,02).

FIG. 22-3
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i
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Figura 22E. La media + ETM para la densidad integrada de la expresion del ARNm de FGF-2.

E.C.

Control

Una ANOVA bidireccional reveld un efecto de E.C. frente al grupo de control;

los animales E.C. obtuvieron un aumento en la expresion del ARNm de FGF-2 (*** P < 0,0001)

FIG. 22-4
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Los animales E.C. obtuvieron un aumento significativen el volumen de la capa de células granulares dgto dentado en
comparacioén con los controles convencionales. Los&isis de correlacion revelaron patrones de interagon interesantes
entre la expresion de FGF-2 y el volumen de la capie células granulares del giro dentado, lo que sigge que el FGF-2
puede mediar la plasticidad neuronal en el hipocang

Volumen de la capa de células granulares
6 - _

54 T 2

Volumen (Mm)
w

E.C.

Figura 22F-1. La media £+ ETM para el volumen de la capa de cglglanulares. Una ANOVA unidireccional
revel6 un efecto de E.C. frente al grupo de contos animales E.C. obtuvieron un volumen signtficamente
mayor en la capa de células granulares (*** P ©010).
5,5 i 1 [} 1 1 1 1 1 I
5,25 -
5
4,751
4,5

Volumen (Mm

3,251 ® .
3 . T
12000 16000

1 I | T

I T T
20000 24000 28000 32000
Figura 22F-2: La expresion génica de FGF-2 en el giro dentado.
Coeficiente de correlacion

Correlacién hipotetizada = 0

Correlacion Recuento Valor Z Valor P 99 % inferior 99 % superior

0,935 8 3,799 0,0001 0,676 0,988

Valor in situ
Volumen de capa de células granulares

FIG. 22-5
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ANALISIS

El presente estudio examiné lo efectos de la cgidplt ambiental sobre las diferencias individuaées el
comportamiento de ansiedad y la expresion génideGfe2. La complejidad ambiental es uno de los resdaas
habituales de plasticidad neuroconductual que poiqua efectos fiables sobre diferentes comportaimsetales
como ansiedad y aprendizaje. Usando un modelo ardmaiferencias individuales en el comportamied&
ansiedad, busqueda de sensaciones, se esperabwvaobdiderencias en los efectos de E.C. sobre los
comportamientos tipicos de animales HR y LR. Comesperaba, los HR mostraron comportamiento dedatsi
disminuido en comparacion con los LR. Por otro Jaglanque E.C. redujo la ansiedad de los LR, també&n
potencié comportamiento de tomas riesgos de losE$Ris resultados estuvieron acompafados por uardaran
la expresion génica de FGF-2 en el giro dentadoydgiones CA3 y CAl del hipocampo. Los efectogesdd
expresion génica de FGF-2 parecieron favorececipaimente los LR y en menor grado los HR. Estesltados
sugieren que FGF-2 puede desempefiar, en partéunrién en la reduccion del comportamiento de ipsiedad
en los animales LR, mientras que un efecto de a@itm puede haber explicado los cambios de expregaica
pequefios observados en los HR. Por otro lado, nomates que se expusieron a E.C. también obtuvieron
aumento en el volumen de la capa de células gnasutiel giro dentado. Los andlisis de correlac#&relaron
ademas que la expresion génica de FGF-2 puedeitianef los animales E.C. mediante una potenciaeitita
plasticidad de la capa de células granulares. bosades que obtuvieron una mayor expresién génic&@Fr-2
obtuvieron mayor volumen en la capa de célulasulgaes. Los siguientes resultados sugieren quSEIF puede
ser un factor en la reduccién del comportamientdipte ansiedad y que su mecanismo de accién pumsgicar
efectos sobre la plasticidad neuronal.

CONCLUSIONES

* Los HR muestran ansiedad disminuida en comparawa los LR.

« E.C. reduce la ansiedad tanto en HR como en uRjue aun se mantienen diferencias individuales.

« E.C. aumenta la expresion génica de FGF-2 eireldgntado y CA3 en los LR, mientras que FGF-2 entmen

la region CA1l tanto de animales HR como de animakes

+ E.C. aumenta el volumen de capa de células greerildel giro dentado, un efecto que se correlacion
positivamente con la expresion génica de FGF-2

REFERENCIAS
Kabbaj M, Devine D, Savage V and Akil Bburnal of Neuroscience 20(18): 6983-6988, 2000.

FIG. 22-6
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METODOS

m A ratas Sprague-Dawley se les inyect6 vehiculoRGF2 (20 ng/g, s.c.) en PD2 y se dejaron crecgialgue
fueron adultas.

m Las ratas adultas entonces se evaluaron pararglactamiento locomotor, el comportamiento de tipsiedad
(EPM, LD), la depresién (FST, SD) y el aprendiaaja memoria (MWM).

m Las ratas adultas también se evaluaron en cuadtfer@ncias en el volumen, la cantidad total delas, la
proliferacion celular, los nimeros decélulas dgliiay los nimeros de neuronas en el giro dentado.

m Finalmente, se sacrificaron las ratas adultas sgmana después del ensayo locomotor y la evalugeida
diferencias en los niveles de ARNm de FGF2, FGIEK R, MR y GR en el hipocampo por hibridacidrsitu.

RESULTADOS
Locomocion

Valores de locomocién por grupo

Interrupciones promedio de la célula fotoeléctrica/h
1200

1006 T
80
60
40

Manipulada Vehiculo FGF-2

Distribucion de valores de locomocion

Numero de animales

Ll El Manipulada
& E Vehiculo -—‘
51 O FGF2
4
3_
2
d
H '
o Bl Rz Ry

300-500 501-700 701-900  901-1100 1101-1381

Interrupciones promedio de la célula fotoeléctrica/h

Los animales FGF-2 mostraron niveles significativamente mayores de actividad locomotora en un nuevo entorno, un
indice de ansiedad mferior.

FIG. 23-1
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Laberinto de agua de Morris

4_
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Los animales FGF2 tuvieron un rendimiento significativamente mejor en una tarea de aprendizaje y memoria,

efecto evidente a partir del segundo ensayo
FIG. 23-2
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Proliferacion celular

Células Ki-67 Giro dentado: Capa subgranular

+ totales
25

20
15
10

5

Vehiculo FGF2

Los animales FGF2 tuvicron una proliferacion celular significativamente menor que los controles
en ¢l giro dentado

Densidad celular

Densidad (células/mm?) Giro dentado

14000
12000 %
10000 -
8000
6000
4000
2000

Vehiculo FGF2

Los animales FGF2 tuvieron una densidad celular significativamente mayor en el giro dentado
que los controles.

Numero de neuronas

Células NeuN ‘ Giro dentado
+ totales
25000

2000 T

15000 T
10000

5000

Vehiculo FGF2

FIG. 23-3
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Hibridacion in situ

ncia
Tk

FGF2 - Sin diferencia

i ek ) N Y

FGFR2 GR - Sin diferencia MR - Sin diferencia

ANALISIS

« Comportamiento: como adultos, los animales FGF2tnaas niveles significativamente mayores de ad#idi
locomotora en un entorno novedoso que los confrateéndice de menores niveles de ansiedad. Ebgiep-GF2
también tuvo un rendimiento significativamente mejp una tarea de aprendizaje y memoria que losates. No
hubo diferencias, sin embargo, en los ensayos sledaud o depresion.

» Morfologia: Como adultos, los animales FGF2 mostrarna densidad celular significativamente mas ataa
en el giro dentado que los controles. El grupo @&ZFtambién mostraron significativamente mas neasa@n el
giro dentado y significativamente menos prolifedacicelular que los controles. (Los animales de mayo
locomocion han demostrado previamente mostrar esvigiferiores de proliferacion celular.) No hubedincias
significativas en los nimeros de células de lg ff&acélulas totales o el volumen del giro dentado

« Expresién génica: No hubo diferencias entre losnatés FGF2 y los controles en los niveles de FGIER9,
FGFRI, MR o GR en ningun area del hipocampo.

« En resumen, los efectos de la administracion temapde FGF2 provocan hiperactividad en un entorivedmso,
mejor aprendizaje y memoria, menos proliferacidlulag mas neuronas y una mayor densidad celulal giro
dentado en el animal adulto.

« Estos resultados pueden sugerir un desplazamiemia ka izquierda en la cronologia de la neurogeneel
desarrollo del giro dentado después de la adnacisin de FGF2 neonatal.

FIG. 23-4
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Para entender la fisiopatologia de los trastornos del estado de animo, el trastorno afectivo bipolar (BPD) y el
trastorno depresivo mayor (MDD), se han comparado los perfiles de expresién génica de pacientes y sujetos sanos.
Las muestras de ARN total de cuatro regiones diferentes, es decir, la corteza cingulada anterior (AnCg), la corteza
prefrontal dorsolateral (DLPFC), la amigdala (Ami) y el hipocampo (HC), de cerebros de cadaver se sondearon cada
uno con micromatrices de oligonuclettidos de alta densidad Affymetrix. El andlisis de los conjuntos de datos por
duplicado usando el modelo de nivel de sonda (PLM) y GCRMA mostraron una transmision de sefial como un
proceso biolégico prominente con un patrén de expresion génica claramente alterado. BPD y MDD mostraron ambos
una tendencia a regulacion positiva de los genes que codifican diversas subunidades de los receptores GABA y los
receptores de glutamato. Algunos miembros de la superfamilia de genes del transportador de solutos también
mostraron niveles de expresién alterados, lo que indica un transporte alterado de las moléculas pequefias y una
receptacion selectiva de neurotransmisores. Los resultados, junto con el metabolismo alterado de la energia, el ciclo
celular y las funciones de crecimiento, sobrecarga y apoptosis, sugieren una posible alteracion de las rutas de
sefializacion de GABA y glutamato en trastornos del estado de animo. La validaciéon de un subconjunto de genes
candidatos estd en curso usando PCR a tiempo real cuantitativa (QRT-PCR) y analisis de histoquimica por
hibridacion in situ (ISHH). La confirmaciéon de nuestros hallazgos apoyara los modelos basados en cerebro de
depresion, proporcionara ideas sobre la implicacion de diversas regiones en los trastornos del estado de animo y
definira dianas farmacolégicas novedosas.

INTRODUCCION:

Los trastornos de los estados de animo, BPD y MDD, son un grupo muy prevalente y heterogéneo de enfermedades
neuropsiquiatricas, que afectan a 121 millones de personas en el mundo segun se estima. Comparando los perfiles
de expresion génica por regiones de cerebros de cadaver de individuos con depresion e individuos no afectados, se
han identificado varios genes candidatos. La anotacién de Ontologia Génica (GO), seguida por la validacion por
otras técnicas, por ejemplo, gRT-PCR y ISHH o por los resultados de los estudios publicados usando otras
estrategias, por ejemplo, imagenes o andlisis de exploracion de todo el genoma, permitid la identificacién de los
procesos bioldgicos correspondientes a los subconjuntos especificos de estos genes candidatos. El sistema de
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) es un ejemplo de los procesos bioldgicos que encontramos de este modo
alterados en MDD (véase, 114.10; Evans et al.,, 2004). Las otras rutas afectadas incluyen: sefializacion de
proteina G (799.16); funcion mitocondrial (799.20); y rutas de sefializacion de GABA/glutamato, que es el objeto de
este poster.

METODOS:

= Se obtuvo el tejido cerebral de sujetos con depresion (diagnosticados de acuerdo con los criterios DSM-IV) e
individuos de control no afectados, coincidentes en género, edad y estado agoénico. Se registraron los datos de los
pacientes sobre la causa o causas de muerte, historial de tabaquismo, historial de medicacion, estado agonico e
intervalo después de la muerte (véase, Walsh et al.,, 799.17). Los cerebros se recogieron en la autopsia, se
almacenaron y se diseccionaron como se ha descrito anteriormente (Jones et al. 1992).

= Se controlé el pH de los extractos en solucion salina tamponada con fosfato de bloques tisulares de 2,545 cm
(1 pulgada) (diametro) perforados a partir de cortes cerebrales seleccionados de forma aleatoria de cerebros
cadavéricos. Se extrajo el ARN total de cortes de cerebro cadavérico congelado rapidamente usando reactivo Trizol
de acuerdo con las instrucciones del proveedor (véase, Atz et al., 799.6; Vawter et al., 799.20).

= Se consultaron simultaneamente alicuotas de diez microlitros de cada muestra de ARN total en dos o tres
laboratorios diferentes (del Consorcio) con Affymetrix GeneChips, conjunto HG_U133 o U133 plus 2.0, y se
exploraron usando el escaner GeneChip 2500, siguiendo los protocolos del fabricante. Esta etapa nos proporcion6
réplicas de los chips.

= Los datos de las réplicas de los chips se inspeccionaron (véase, Atz et al., 799.6) y los que pasaban los criterios
QC (Li et al., 2004; Tomita et al., 2004) se analizaron como se describe a continuacion (véase, Evans et al., 144.10).

ANALISIS DE DATOS:

Los archivos CEL creados a partir de los archivos DAT se normalizaron y condensaron a valores de intensidad de
sefial usando el algoritmo GCRMA (Wu e Irizarry, 2004) y un archivo de identificacion CDF personalizado disponible
en (http://brainarray.mhri.med.umich.edu/brainajralfl archivo CDF personalizado se disefid para asignar todas las
sondas a grupos Unigene basandose en la Ultima construccion UniGene, eliminando de este modo la redundancia
de los conjuntos de sondas. El resultado de GCRMA se import6 al software Partek para analisis estadistico, que us6
un ANOVA de modelo mixto de mdltiples variables, usando sitio de procesamiento, lote (cohorte) y diagnéstico como
factores. Se ejecutaron simultdneamente ensayos a posteriori para evaluar las diferencias de expresiéon entre MDD y
los controles o BPD vy los controles. Los genes de cada una de las regiones diana que muestran un valor p de < 0,05
y un cambio factorial de =>1,2 se seleccionaron como candidatos regulados positivamente y aquellos con un
cambio factorial de <= 0,83 como candidatos regulados negativamente, respectivamente. Los genes candidatos se
anotaron usando los términos de Ontologia Génica (GO) para procesos biolégicos, funciones moleculares

FIG. 24-1
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y componentes celulares (www.geneontology.org)os genes individuales de los procesos bioldgicos se catalogaron y
analizaron para su implicacion en cada una de las regiones para la funcién o funciones especificas de region y para
la concordancia o discordancia en los patrones de expresion.

VALIDACION DE GENES CANDIDATOS:

Los genes candidatos se validaron usando gRT-PCR como se describe (Li et al., 2004) e histoquimica por
hibridacién in situ (Molnar et al., 2003).

SUMARIO DE RESULTADOS:

1. El sistema de sefalizacion de GABA/glutamato mostraba expresion diferencial de una gran cantidad de genes,
que codifican tres subunidades del receptor de GABA-A (a5, b3 y g2) y dos transportadores de glutamato de la
glia (EAAT1y EAAT2) en MDD.

2. Por comparacion con MDD, la implicaciéon de BPD estaba limitada a unos pocos genes seleccionados del
sistema de GABA/glutamato, es decir, GABA-A-Ra5, mGIuR3 y EAATL.

3. La alteracion de las rutas de sefializaciéon de GABA/glutamato en MDD abarcaba la mayoria de las areas
limbicas examinadas, es decir, AnCg, HC y Ami.

4. Por el contrario, la expresion diferencial en BPD era dispersa, con EAAT1 restringido a HC, mGIuR3 a DLPFC y
GABA-A-Ra5 a DLPFC y AnCg, pero ninguno que abarcara el sistema limbico.

5. El solapamiento escaso de BPD con MDD estaba en los genes regulados positivamente, que codifica las
subunidades de los receptores de GABA y de glutamato, que comprenden el segmento principal de su expresion
diferencial.

6. De un total de 9 genes del sistema GABA/glutamato que se expresaban de forma diferencial, Gnicamente dos
estan compartidos entre BPD y MDD.

CONCLUSIONES:

« La transmision de sefiales probablemente esta significativamente alterada en los trastornos del estado de animo -
MDD y BPD - debido a un transporte alterado de moléculas pequefias y mecanismos selectivos de recaptacion de
neurotransmisores.

« La regulacién negativa concertada de la funcién de recaptacién de glutamato y la destoxificacién de glutamato -
propagada en el sistema limbico, con aumento concomitante en la accion inhibidora GABA-érgica, tiene
implicaciones "exicotoxicas" para la fisiopatologia de MDD y un efecto comparativamente mas suave sobre BPD.

* Los trastornos del estado de animo comparten combinaciones seleccionadas de diversos elementos de la
alteracion de la sefializacion de GABA/glutamato con enfermedades dispares. Incluyendo esquizofrenia, enfermedad
de Lou Gehrig, enfermedad Alzheimer, enfermedad de Huntington y enfermedad de Parkinson (Maragakis y
Rothstein, 2004).

* Nuestro estudio proporciona nuevas ideas sobre la fisiopatologia de los trastornos del estado de animo y la
implicacion de diversas areas cerebrales en el proceso de la enfermedad.

« Estudios adicionales que validen nuestros hallazgos podrian proporcionar nuevas dianas terapéuticas en forma de
moléculas/rutas especificas identificadas en este estudio o sus equivalentes funcionales.
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1) Tres estructuras limbicas diferentes en MDD muestran expresiéon disminuida
del transportador-1 de glutamato, que da lugar potencialmente a la acumulacion
de glutamato extracelular

l/ / 4 ¥ L
0 02 04 06

Disminucién, cambio factorial

% Las tres estructuras |imbicas examinadas en MDD eran coherentesen su patrén de expresion
disminuida de EAAT1 (transportador-1 de glutamato/SLC1A3).

%+ La actividad disminuida de la recaptacion del glutamato puede provocar una rapida acumulacion
de niveles de glutamato extracelular.

% La acumulacién extracelular de glutamato puede alterar la terminacién de la transmision glutamatérgica.

2) La expresion disminuida del transportador-1 de glutamato y de glutamina sintetasa en MDD converge
en AnCg y Ami

MDD

Cambio factorial
AnCg Ami
Transportador-1 de Glu | EAAT1 | 0,71 0,81
Transportador-2 de Glu | EAAT2 0,65
GIn sintetasa GLUL 0,72 0,86

i
% Tanto AnCg como Ami en MDD mostraron una disminucién simultanea de EAAT1 y GLUL, mientras que AnCg

mostro adicionalmente niveles disminuidos de EAAT2.

+¢ Estos resultados indican alteracion del sistema de recaptacion de glutamato, asi como un mecanismo
de destoxificacion de glutamato.

4 La implicacion del HC estuvo limitada a la disminucion de EAATI.

% De forma colectiva, estos resultados predicen el sistema limbico, especialmente AnCg v Ami, como un sitio
de funcion incorrecta del transporte de glutamato en MDD.

FIG. 24-4
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3) Una disminucion concertada de los transportadores de glutamato y glutamina sintetasa en el sistema
limbico podria dar lugar "excitotoxicidad" mediada por glutamato en MDD

Glutaminasa

.. i :'r:'!f"' \

Glutamato - Glutamato
("Toxico") (No toxica)

Glutamina sintetasa

+» La glutamina sintetasa convierte el glutamato "téxico' en glutamina no téxica.
% La descomposicién del "ciclo de glutamina-glutamato" culmina en "excitotoxicidad".

FIG. 24-5
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Aumento de 3 subunidades diferentes del receptor de GABA-A en DLPFC
puede potenciar la sefializacion inhibidora en MDD

I g Cambio factorial

1,6
1,6

15
1,5
1,5 o

1,4 ‘ '
GABA-A-Ras GABA-A-Rb3 GABA-A-Rg2

« La regulacion positiva concurrente de 3 de lagtiunidades del receptor de GABA-A, es decir, 85 (a
(b3) (b3) y g2 (g2) sugiere la probable implicaditanla ruta de sefializacion de GABA en MDD.

» Tanto GABA-A-Ra5 como GABA-A-Rb3 estan localizaden el mismo locus, 15q11.2.

« Esto apoya la implicacion previa de GABA-A-Ra5MBD

« Obsérvese los niveles relativamente mayores pieesidn de GABA-A-Rg2 que en el resto.

FIG. 24-6
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5) Hibridacion in situ: La expresion de GABA-A-Ra5 esta aumentada tantonreAnCg como en DLPFC en
BPD y en DLPFC en MDD

GABA-A-Ra5-Deprimido
(n=13 casos + 6 controles)

OControles l
Deprimido

1 2 3 4 5 8

Capas corticales

Obsérvese la tendencia hacia un aumento de lokeside ARNm de GABA-A-Ra5 en todas las capas @les;
excepto la capa 1. El aumento fue estadisticanségnéicativo en la capa 6, determinado por el iaisitle ensayo t
de muestras emparejadas bilateral (p <= 0,02).

La direccion y la magnitud del cambio se confirnmpor gRT-PCR (resultados no mostrados).

FIG. 24-7
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6) Los genes de senalizacion de GABA/glu expresados de forma diferencial eran d
ndmero y anchura relativamente mayor en la distribucion regional en MDD que en BPD.

Genes de GABA/glu:
numero y patrones de distribucion

471 -
3,5
3 -
2,5 ] E:Anl:g
2 =@ DLPFC
1,% mHC
1 Ami
4,5 L
0;.

+ En ambos trastornos, los genes GABA-érgicos estedgulados positivamente y los genes del transgortde
glutamato estaban regulados negativamente (corcépeion de mGIuR3)

+ Globalmente, la alteracién del sistema de sef@finale GABA/glutamato era pronunciada en MDD (feg6a).
¢ De los nueve genes de GABA/glutamato que estafemtados en individuos deprimidos, Unicamente dowg
(1 GABAérgico y 1 gutamatérgico) eran comunes eRB® y MDD (figura 6b).

FIG. 24-8
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