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DESCRIPCION

Medios y métodos para diagnosticar y tratar trastornos afectivos.

La presente invencion se refiere a usos de un agonista de P2X7R para la preparacién de una composicién farma-
céutica para tratar enfermedades afectivas.

Hasta 10% de las personas que acuden a un médico padecen un trastorno afectivo (también conocido como trastor-
no del comportamiento o trastorno del estado de &nimo). Sin embargo, la mayoria de los casos siguen sin diagndstico
o se tratan de forma inadecuada. Los trastornos afectivos incluyen, entre otros, depresion, ansiedad y trastorno bipolar.
Estas enfermedades estdn bien descritas en la bibliografia; véase, por ejemplo, Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders-4th Edition Text Revision (DMS-IV-TR), American Psychiatric Press, 2000.

La depresion, también conocida como trastorno afectivo unipolar, se caracteriza por una combinacién de sintomas
tales como un estado de dnimo bajo, pérdida de energia, pérdida de interés, sensacion de enfermedad fisica, pérdida de
concentracion, alteracién del apetito, alteracién del suefio y una ralentizacién de las funciones fisicas y mentales que
tienen como resultado una incesante sensacion de desesperanza, impotencia, culpabilidad y ansiedad. Los subtipos
principales de esta enfermedad son depresién mayor, distimia (depresién mas leve) y depresion atipica. Otras formas
importantes de depresidn son el trastorno disférico premenstrual y el trastorno afectivo estacional. El tratamiento
actual de la depresion consiste en psicoterapia, farmacos antidepresivos o una combinacién de ambos tratamientos. La
mayoria de los fairmacos antidepresivos se dirigen al transporte de los neurotransmisores serotonina y/o norepinefrina,
o a la actividad de la enzima monoamina oxidasa. Incluyen: Inhibidores selectivos de la recaptacién de serotonina
(por ejemplo, fluoxetina, paroxetina, sertralina, fluvoxamina), antidepresivos triciclicos (por ejemplo, amitriptilina,
imipramina, desipramina, nortriptilina), inhibidores de la monoamina oxidasa (por ejemplo, fenelzina, isocarboxazid,
tranilcipromina) y antidepresivos de disefio tales como mirtazapina, reboxetina y nefazodona. Sin embargo, todos
los farmacos antidepresivos existentes poseen inconvenientes tales como una larga latencia hasta la respuesta, un alto
grado de no respondedores y efectos secundarios indeseables (Holsboer, Biol. Psychol. 57 (2001), 47-65). Por lo tanto,
en la comunidad médica existe la necesidad de nuevos farmacos antidepresivos con un mejor perfil farmacolégico
(Baldwin, Hum. Psychopharmacol. Clin. Exp. 16 (2001), S93-S99).

Los trastornos de ansiedad se definen por un estado de excitacion excesiva o inapropiada caracterizado por sensa-
cién de aprension, indecisién o miedo. Se clasifican de acuerdo con la gravedad y duracién de sus sintomas y de las
caracteristicas afectivas especificas. Las categorias incluyen: (1) Trastorno de ansiedad generalizada, (2) trastorno de
pénico, (3) fobias, (4) trastorno obsesivo-compulsivo, (5) trastorno de estrés postraumatico y (6) trastorno de ansiedad
de separacion. El tratamiento convencional para la mayoria de los trastornos de ansiedad es una combinacion de te-
rapia cognitiva-conductual con medicacién antidepresiva. Las medicaciones adicionales incluyen benzodiazepinas y
buspirona.

El trastorno bipolar, también conocido como depresién maniaca, se caracteriza por oscilaciones del estado de ani-
mo entre periodos de mania (es decir, elevacion del estado de dnimo incluyendo euforia exagerada, irritabilidad) y
periodos de depresion. El trastorno bipolar se clasifica de acuerdo con la gravedad de los sintomas. Los pacientes a los
que se les ha diagnosticado un trastorno bipolar de tipo I padecen episodios manfacos o mixtos con o sin depresién
mayor. En el trastorno bipolar de tipo II, los pacientes tienen episodios de hipomania y episodios de depresién mayor.
Con hipomania, los sintomas de mania (euforia o irritabilidad) aparecen en formas mds leves y son de menor duracién.
Los farmacos actuales usados para tratar los trastornos bipolares son litio, valproato y lamotrigina, que estimula la li-
beracién del neurotransmisor glutamato. Como ocurre con los firmacos antidepresivos, tardan semanas en ser eficaces
y pueden producir efectos secundarios indeseables, por ejemplo, los altos niveles de litio en sangre pueden ser fatales.

Ciertas pruebas convincentes sugieren que los trastornos afectivos son enfermedades biolégicas. Sin embargo, no
hay ningtn ensayo de laboratorio ni otro procedimiento que pueda usar un médico comun para realizar un diagndstico
definitivo. En su lugar, un médico con formacién especial o un psiquiatra debe diagnosticar la enfermedad basandose
en varios sintomas que aparecen conjuntamente. Este proceso a menudo requiere tiempo y es laborioso, requiriendo
varias visitas para que el médico realice una historia cuidadosa de los sintomas que estd experimentando actualmente
el paciente asi como de cualquier sintoma que haya tenido en el pasado. Por lo tanto, para la comunidad médica
tendria mucho interés un método fécil y eficaz para el diagndstico preciso de trastornos afectivos (Wittchen et al., J.
Clin. Psychiatry 62, suppl. 26 (2001), 23-28).

La mayoria de los pacientes que padecen trastornos afectivos tienen antecedentes familiares y los estudios realiza-
dos con gemelos idénticos sugieren un fuerte componente genético. Por ejemplo, el mapeo genético en una poblacién
aislada del valle central de Costa Rica sugiere un locus para el trastorno bipolar severo en el cromosoma 18q22-q23
(Freimer et al., Nature Genetics 12 (1996), 436-441). Ademas, los estudios genéticos realizados en la poblacién Amish
del Viejo Orden sugieren que ciertos genes en los cromosomas 6, 13 y 15 pueden contribuir a la susceptibilidad al
trastorno bipolar afectivo (Ginns et al., Nature Genetics 12 (1996), 431-435). Recientemente, una investigacién de
todo el genoma en una poblacién homogénea encontrada en la region de Saguenay/Lac- St-Jean de Quebec sugiere la
presencia de un locus importante para el trastorno bipolar en el cromosoma 12-q23-q24 (Morissette et al., Am. J. Med.
Genet. (Neuropsychiatr. Genet.) 88 (1999), 567-587). En este estudio también se encontraron loci de susceptibilidad
en los cromosomas 5y 21. Otros grupos informan sobre unas pruebas minimas de asociacion en la region de 12q23
(Kelsoe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98 (2001), 585-590; Sklar, Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 3 (2002),
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371-413). Dado los diversos loci mencionados en los estudios anteriores (por ejemplo, asociaciones con los cromo-
somas 5, 6, 12, 13, 15, 18 y 21), alin no se ha encontrado una asociacion genética definitiva para las enfermedades
afectivas.

De esta manera, aunque se ha supuesto que varios genes estan asociados con los trastornos afectivos mencionados
anteriormente, sin embargo, hasta ahora no se ha demostrado ninguna correlacién clara. Como no se dispone de
ninguna medicacién ni diagndstico adecuado a nivel molecular para los trastornos afectivos, existe la necesidad de
identificar un gen cuyas mutaciones produzcan el espectro entero de trastornos afectivos asi como de proporcionar
medicamentos y métodos para el diagndstico y tratamiento de trastornos afectivos.

De esta manera, el problema técnico subyacente a la presente invencidn es proporcionar medios y métodos para
diagnosticar trastornos afectivos.

La solucién para dicho problema técnico se consigue proporcionando las realizaciones caracterizadas en las rei-
vindicaciones.

La presente invencidn describe una molécula de 4cido nucleico que comprende una secuencia de 4cido nucleico
seleccionada entre el grupo consistente en:

(a) una secuencia de nucleétidos genémica que codifica un canal iénico de apertura por ATP P2X7R y que contiene
una mutacién en la regién 5’UTR que corresponde a las posiciones 362, 532, 1100, 1122, 1171 6 1702 de la secuencia
gendmica del canal i6nico de apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre como se representa en la SEC ID N°: 1, donde
en dicha posicion dicho nucleétido se ha reemplazado por otro nucleétido;

(b) una secuencia de dcido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos del canal
iénico de apertura por ATP P2X7R, donde en el exén que se indica en la columna “Exén” de la siguiente Tabla A,
el resto aminoacidico que se indica en la columna “Resto aminoacidico” de la Tabla A que corresponde a la posicién
indicada en la columna “Posicién en tipo silvestre” de la Tabla A de la secuencia de aminodcidos del canal i6nico de
apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre como se representa en la SEC ID N°: 3 6 4 se ha reemplazado por otro resto
aminoacidico.

TABLA A
Exon Resto aminoacidico Posicion en tipo silvestre
exon 3 R (Arg) 117
exén 5 G (Gly) 150
exon 6 E (Glu) 186
exon 6 L (Leu) 191
exon 8 R (Arg) 270
exén 13 I (lle) 568
exoni13 R (Arg) 578

(c) una secuencia de nucledtidos que codifica un canal iénico de apertura por ATP P2X7R y que contiene una
mutacion en el exén 5 u 8 correspondiente a la posicién 32548 o la posicién 37633 de la secuencia de nucleétidos
del canal i6nico de apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre que se representa en la SEC ID N°: 1, donde en dicha
posicion dicho nucleétido se ha reemplazado por otro nucleétido;

(d) una secuencia de dcido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos de un
canal i6nico de apertura por ATP P2X7R, donde los aminodcidos que corresponden a las posiciones 488 a 494 del
canal i6nico de apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre representado en la SEC ID N°: 3 6 4 se han delecionado;

(e) una secuencia de nucledtidos genémica que codifica un canal iénico de apertura por ATP P2X7R, donde en
el intrén indicado en la columna “Intrén” de la siguiente Tabla B, el nucleétido indicado en la columna “Nucleétido
reemplazado” de la Tabla B que corresponde a la posicién indicada en la columna “Posicién en tipo silvestre” de la
Tabla B de la secuencia de nucleétidos del canal idnico de apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre representada en
la SEC ID N°: 1 se ha reemplazado por otro nucledétido.
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TABLA B

intréon NUCLEOTIDO REEMPLAZADO | Posicion en tipo silvestre
intrén 1 G 3166
intron 1 Cc 24778
intrén 1 c 24830
intrén 3 A 26308
intron 3 G 26422
intrén 4 G 32394
intrén 4 T 32434
intrébn 5 A 32783
intron 6 G 35641
intron 6 A 35725
intron 6 T 36001
intron 7 G 36378
intrén 7 T 36387
intrén 7 G 36398
intron 9 C 47214
intrén 11 | T 47563
intron 12 | C 54307
intron 12 | G 54308

(f) una secuencia de nucleétidos genémica decodifica un canal idnico de apertura por ATP P2X7R y que contiene
una mutacién en la regiéon 3°UTR que corresponde a la posicidn 55169, 55170, 55171, 55917 6 54925 de la secuencia
de nucledétidos del canal i6nico de apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre representada en la SEC ID N°: 1, donde
en dicha posicién, dicho nucleétido se ha reemplazado por otro nucleétido;

(g) una secuencia de nucleétidos que comprende al menos 20 6 21 nucleétidos y que comprende las mutaciones o
deleciones definidas en una cualquiera de (a) a (f);

(h) una secuencia de 4cido nucleico que codifica una secuencia de nucle6tidos como la mostrada en una cualquiera
de las SEC ID N°: 13 a 51;

(j) una secuencia de 4cido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de las
SECIDN® 5a12;

(j) una secuencia de nucleétidos que hibrida con una secuencia de nucleétidos definida en una cualquiera de (a) a
(g) o con la secuencia de nucledtidos de (h) y que tiene una mutacion como se ha definido en una cualquiera de (a) a

sy

(k) una secuencia de 4cido nucleico que estd degenerada como resultado del cédigo genético con respecto a la
secuencia de dcido nucleico como se ha definido en (j).

Sorprendentemente, se ha descubierto que ciertas mutaciones en el gen P2X7R que codifican el canal iénico de
apertura por ATP P2X7R pueden producir el espectro entero de trastornos afectivos. Se han identificado seis mutacio-
nes diferentes en la 5’UTR del gen P2X7R, siete mutaciones diferentes en los exones 3, 5, 6, 8 y 13 del gen P2X7R que
conducen al reemplazo del aminodcido correspondiente en la secuencia de tipo silvestre de P2X7R representada en la
SEC ID N°: 3 6 4 y dos mutaciones en los exones 5 y 8 de dicho gen, respectivamente, que conducen a un reemplazo
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de un nucleétido por otro nucleétido, una delecién de nucledtidos en el ex6n 13 de dicho gen, 18 mutaciones en los
intrones 1, 3,4,5,6,7,9, 11 y 12 y 5 mutaciones en la 3’UTR del gen P2X7R, que se co-segregan con el estado de
afeccion en 41 familias no relacionadas que padecen trastornos afectivos. La expresion “trastorno afectivo”, cuando se
usa en el contexto de la presente invencidn, pretende incluir, pero sin limitacién, depresion, ansiedad, trastorno unipo-
lar, trastorno bipolar de tipo I, trastorno bipolar de tipo II, mania, trastorno hiperactivo con déficit de atencién, abuso
de sustancias y cualquier otro trastorno que afecte al comportamiento normal o estado de &nimo de un individuo.

Cada mutacién produce alteraciones que pueden explicar trastornos afectivos como se muestra en los ejemplos
presentados mds adelante.

P2X7R es un canal i6nico de apertura por ATP que pertenece a la familia de canales ionotrépicos P2X. El gen se ais-
16 por primera vez a partir de cerebro de rata (Surprenant et al., (1996), 272, 735-738; nimero de acceso del GenBank
NM_019256) y posteriormente a partir de una biblioteca de monocitos humanos (Rassendren et al., J. Biol. Chem.
272 (1997), 5482-5486; nimeros de acceso del GenBank NM_002562, Y09561) gracias a su homologia de secuencia
con los otros miembros de la familia P2X. Posteriormente se descubrié que P2X7R correspondia al receptor P2Z no
identificado que media la accién de permeabilizacién del ATP en mastocitos y macréfagos (Dahlqvist y Diamant, Acta
Physiol. Scand. 34 (1974), 368-384; Steinberg y Silverstein, J. Biol. Chem. 262 (1987), 3118-3122; Gordon, Biochem.
J. 233 (1986), 309-319). El P2X7R tiene dos dominios transmembrana hidr6fobos, un bucle extracelular y forma ca-
nales i6nicos transmembrana. Los receptores P2X7 parecen funcionar sélo en forma homooligomérica y tienen un
perfil farmacolégico notablemente diferente de otros homo- o heterémeros P2X (North y Surprenant, Annual. Rev.
Pharmacology Toxicology 40 (2000), 563-580). P2X7R requiere niveles de ATP superiores a | mM para conseguir la
activacion, mientras que otros receptores P2X se activan a concentraciones de ATP <100 uM (Steinberg et al., J. Biol.
Chem. 262 (1987), 8884-8888; Greenberg et al., J. Biol. Chem. 263 (1988), 10337-10343) 32). Aunque todos los re-
ceptores P2X muestran propiedades semejantes a canales no selectivos después de la unién, los canales formados por
el P2X7R pueden transformarse rdpidamente en poros que pueden permitir el paso de moléculas de hasta 900 Dalton
(Virginio et al., J. Physiol. 519 (1999), 335-346).

P2X7R se expresa en células hematopoyéticas, mastocitos y macréfagos (Surprenant et al., Science 272 (1996),
3118-3122), donde se organiza en forma tetramérica o hexamérica (Kim et al., J. Biol. Chem. 276 (2001), 23262-
23267). P2X7R estd implicado, entre otras cosas, en la regulacién de la funcién inmune y la respuesta inflamatoria.

La activacién de P2X7R por ATP en los macréfagos estd asociada con la estimulacién mitogénica de células T
(Baricordi et al., Blood 87 (1996), 682-690), la liberacién de citoquinas tales como interleuquina-18 (Griffiths et al.,
J. Immol. 154 (1995), 2821-2828) y la formacién de policariones de macréfagos (Falzoni et al., J. Clin. Invest. 95
(1995), 1207-1216). La estimulacién del P2X7R con ATP también puede producir muerte celular al desencadenar
flujos masivos de iones a través de la membrana (particularmente la entrada de Ca2 + y Na + y la salidade K +) y la
formacién de poros no selectivos de la membrana plasmatica (Di Virgilio et al., Cell Death Differ. 5 (1998), 191-199).

En el cerebro, originalmente se pensé que P2X7R estaba restringido a la microglia (macréfagos residentes del
cerebro) y a las células ependimales en lugar de a las neuronas (Collo et al., Neuropharmacology 36 (1997), 1277-
1283) lo que sugiere un papel de P2X7R en la neurodegeneracion. Sin embargo, desde entonces P2X7R también se ha
encontrado en neuronas de retina de rata (Brandle et al., Brain Research Molecular Brain Res. 62 (1998), 106-109),
células de ganglios cocleares (Brandle et al., Neuroscience Letters 273 (1999), 105-108) y terminales presindpticas
de neuronas a lo largo del tronco cerebral y la médula espinal (Deuchards et al., J. Neurosci. 21 (2001), 7143-7152).
Los estudios posteriores también sugieren que P2X7R regula la liberacién de neurotransmisores tales como glutamato
y GABA en neuronas del hipocampo (Armstrong et al., J. Neuroscience 22 (2002), 5938-5945, Sperldgh et al., J.
Neurochem. 81 (2002), 1196-1211). La organizacién de P2X7R en células gliales y astrocitos del cerebro parece
monomérica (Kim et al., J. Biol. Chem. 276 (2001), 23262-23267).

Se han identificado varios agonistas y antagonistas de P2X7R. El Azul Brillante (Brilliant Blue) (Jiang et al., Mol.
Pharmacol. 58 (2000), 82-88), las isoquinolinas 1-[N,0-Bis(5-isoquinolinosulfonil)-N-metil-L-tirosil]-4-fenilpipera-
zina y N-[1-[N-metil-p-(5-isoquinolinosulfonil)bencil]-2-(4-fenilpiperazina)etil]-5-isoquinolinosulfonamida (Humph-
reys et al., Mol. Pharmacol., 54 (1998), 22-32), algunos derivados de adamantano (documentos WO 99/29660, WO
99/29661, WO 00/61569, WO 01/42194, WO 01/44170, WO 01/44213), ciertos compuestos de fenilo sustituidos (do-
cumento WO 00/71529) y ciertos derivados de piperidina y piperazina (documento WO 01/46200) son antagonistas
de P2X7R mientras que el ATP oxidado (0ATP) actiia como un inhibidor irreversible del receptor (Chen et al., J. Biol.
Chem., 268 (1993), 8199-8203). Algunos de estos antagonistas actualmente se estian evaluando para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias, inmunes y cardiovasculares. BZATP (2’-3’-O-(4-benzoilbenzoil)adenosina 5’-trifosfato
(C5yHN50Oy5P3)) actia como agonista de P2X7R (North y Surprenant, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 40 (2000),
563-580). El documento WO 99/55901 describe un método para identificar compuestos que modulan la actividad de
un purinorreceptor de mamifero seleccionado entre el grupo compuesto por P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6 y P2X7
y sugiere un papel de dichos purinorreceptores en la terapia de trastornos del comportamiento tales como epilepsia,
depresion y enfermedades degenerativas asociadas con el envejecimiento.

Los ratones mutantes que carecen de P2X7R estdn sanos, son fértiles y no demuestran ningtin fenotipo patente. Sin
embargo, a diferencia de sus homoélogos de tipo silvestre, los macréfagos peritoneales activados por LPS procedentes
de animales P2X7R ™/~ no pueden general interleuquina-18 madura (IL-18) cuando se exponen al ATP, lo que sugiere
una incapacidad de los macréfagos peritoneales de liberar IL-1 en respuesta al ATP (Solle et al., J. Biol. Chem. 276
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(2001), 125-132). No se realiz6 un estudio detallado del comportamiento de los ratones P2X7R-/-. En seres humanos,
un polimorfismo de Glu-496 a Ala conduce a la pérdida de funcién de P2X7 (Gu et al., J. Biol. Chem. 276 (2001),
11135-11142) y esta asociado con leucemia linfocitica crénica de células B (Thunberg, et al. The Lancet 360 (2002),
1935-1939). Se han notificado polimorfismos adicionales en la supuesta regién promotora de P2X7R, y en la regién
codificante (Li et al., FEBS Lett. 531 (2002), 127-131, EP 1199372).

A pesar de la abundante bibliografia en relaciéon con P2X7R, nunca se ha sugerido o mencionado en la técnica
anterior un papel en trastornos afectivos.

Antes de describir la presente invencion con detalle, debe entenderse que esta invencidn no se limita a la metodo-
logia, protocolos, lineas celulares, vectores y reactivos particulares descritos en este documento ya que éstos pueden
variar. También debe entenderse que la terminologia usada tiene el fin de describir inicamente realizaciones particula-
res, y no pretende limitar el alcance de la presente invencién que se limitard s6lo por las reivindicaciones adjuntas. A
menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen los mismos
significados que se entienden comiinmente por un especialista habitual en la técnica.

Preferiblemente, los términos usados en este documento se definen como se describe en “A multilingual glossary
of biotechnological terms: (IUPAC Recommendations)”, Leuenberger, H.G.W, Nagel, B. y Kolbl, H. eds. (1995),
Helvetica Chimica Acta, CH-4010 Basilea, Suiza).

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que se presentan a continuacién, a menos que el
contexto requiera otra cosa, se entendera que la palabra “comprender” y variaciones tales como “comprende” y “que
comprende”, implican la inclusién de un nimero entero o etapa indicado o un grupo de nimeros enteros o etapas, pero
no la exclusién de ningtin otro nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas.

A lo largo del texto de esta memoria descriptiva se citan varios documentos.

Debe indicarse que cuando se usan en este documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
“un”, “una”, “el” y “la” incluyen los referentes plurales a menos que el contexto indique claramente otra cosa. De esta
manera, por ejemplo, la referencia a “un reactivo” incluye uno o mds de estos reactivos diferentes, y la referencia a
“el método” incluye la referencia a etapas equivalentes y métodos conocidos por los especialistas en la técnica que

podrian modificar o sustituir a los métodos descritos en este documento.

Cuando se usa en este documento, la expresion “secuencia de 4cido nucleico” significa la secuencia de bases que
comprenden bases de purina y pirimidina que estan constituidas por moléculas de 4cido nucleico, con lo que dichas
bases representan la estructura primaria de una molécula de 4cido nucleico. Las secuencias de 4cido nucleico incluyen
ADN, ADNc, ADN genémico, ARN, formas sintéticas y polimeros mixtos, cadenas con sentido y antisentido, o
pueden contener bases de nucledtidos no naturales o modificadas, como apreciaran facilmente los especialistas en la
técnica.

Cuando se usa en este documento, el término “polipéptido” significa un péptido, una proteina o un polipéptido que
incluye cadenas de aminoacidos de una longitud dada, donde los restos aminoacidicos se unen por enlaces peptidicos
covalentes. Sin embargo, también se describen en este documento peptidomiméticos de estas proteinas/polipéptidos
donde ciertos aminodcidos y/o enlaces peptidicos se han reemplazado por andlogos funcionales, asi como aminoéci-
dos distintos de los 20 amino4cidos codificados por genes, tales como selenocisteina. Con el término polipéptidos se
pueden designar péptidos, oligopéptidos y proteinas. Los términos polipéptido y proteina a menudo se usan indistin-
tamente en este documento. El término polipéptido también se refiere a, y no excluye, modificaciones del polipéptido,
por ejemplo, glicosilacién, acetilacion, fosforilacién y similares. Estas modificaciones estdn bien descritas en textos
bésicos y en monografias més detalladas, asi como en una voluminosa bibliografia de investigacion.

El término “posicién”, cuando se usa en este documento, significa la posicién de un aminoédcido dentro de una
secuencia de aminodcidos representada en este documento o la posicién de un nucleétido dentro de una secuencia de
acido nucleico representada en este documento.

La expresién “canal i6nico de apertura por ATP P2X7R” de acuerdo con esta invencién indica un polipéptido
que puede clasificarse como un miembro de la familia de receptores ionotrépicos P2X. También se conocen como
receptores purinérgicos. Los receptores P2X son canales iénicos de apertura por ligando. El ligando para estos re-
ceptores puede ser ATP y/u otro nucledtido natural tal como ADP, UTP y UDP, o un nucleétido sintético tal como
2-metiltioATP. Los criterios para la clasificacién son: (1) una homologia de secuencia que es mayor de 39% en la
familia o en diferentes especies; (2) un mecanismo de transduccién de sefiales que implica conductancia de iones
(Khakh et al., Pharmacol Rev. 253 (2001), 107-18). Por consiguiente, la expresién “canal iénico de apertura por ATP
P2X7R” es equivalente a las expresiones “receptor ionotrépico” o “receptor purinérgico”. Preferiblemente, la expre-
sién “canal i6nico de apertura por ATP P2X7R” indica un polipéptido que puede clasificarse como un canal i6nico
de apertura por ATP P2X7R basdndose en una o més caracteristicas estructurales y/o funcionales, preferiblemente las
descritas anteriormente. Las caracteristicas estructurales se refieren a ciertas caracteristicas estructurales que permiten
clasificar un polipéptido como una proteina P2X7R. Una de estas caracteristicas es la secuencia de aminoacidos. En
el contexto de la presente invencién, un polipéptido se clasifica como un canal iénico de apertura por ATP P2X7R
si muestra un cierto grado de identidad de secuencia a lo largo de su longitud con la secuencia de aminoacidos de
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la proteina P2X7R humana representada en la SEC ID N°: 3 6 4. Este grado de identidad de secuencia es al menos
40%, mas preferiblemente al menos 50%, incluso mds preferiblemente al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%,
al menos 90% o al menos 95%. Se prefiere particularmente que el grado de identidad de secuencia sea de al menos
65%.

Ademds, las caracteristicas estructurales de las proteinas P2X7R son dos dominios transmembrana hidréfobos y
un bucle extracelular que podria analizarse usando el programa TMPRED (Hofmann Biol. Chem. 347 (1993), 166) o
TMHMM (Krogh J. Mol. Bio. 305 (2001), 567-580). Ademads, P2X7R puede existir como un solo polipéptido, como
un dimero, tetramero o similar.

De esta manera, en el contexto de la presente invencién, una proteina se clasifica preferiblemente como una protei-
na P2X7R si presenta al menos una de las caracteristicas estructurales mencionadas anteriormente. Las caracteristicas
funcionales se refieren a las propiedades relacionadas con la actividad bioldgica de la proteina P2X7R. En particular,
P2X7R es un canal i6nico de apertura por ATP que permite que los iones de calcio y sodio pasen desde la solucién ex-
tracelular a la solucidn intracelular, y permite que los iones de potasio pasen desde la solucién intracelular a la solucién
extracelular. Ademds, el canal i6nico de apertura por ATP P2X7R forma naturalmente una forma homooligomérica.
Las caracteristicas de las proteinas receptoras P2X7R pueden determinarse como se menciona mds adelante en este
documento. La expresion “canales i6nicos de apertura por ATP P2X7R” comprende formas funcionales y no funcio-
nales de los canales i6nicos de apertura por ATP P2X7R. Se entiende que un canal idnico de apertura por ATP P2X7R
funcional es una proteina P2X7R que tiene al menos una de las caracteristicas funcionales mencionadas anteriormente
que puede medirse por métodos conocidos en la técnica. Un canal i6nico de apertura por ATP P2X7R no funcional
es una proteina que puede clasificarse como una proteina P2X7R debido a las caracteristicas estructurales que se han
descrito anteriormente pero que ha perdido al menos una, preferiblemente todas las caracteristicas funcionales de una
proteina P2X7R como se ha descrito anteriormente. La no funcionalidad de la proteina P2X7R puede determinarse,
por ejemplo, midiendo si los iones de calcio y sodio pueden entrar en las células o si los iones de potasio pueden salir
de las células. De esta manera, es posible determinar la aparicién de una mutacién en el canal i6nico de apertura por
ATP P2X7R midiendo la entrada o salida de calcio y/o sodio de las células. Las células que llevan una mutacién en el
gen P2X7R muestran una entrada y/o salida alterada de iones en comparacion con las células que llevan una proteina
P2X7R de tipo silvestre.

Ademds, hay diferentes métodos que podrian usarse para determinar si P2X7R es funcional o no funcional, por
ejemplo, estd alterado. Un método consiste en medir la velocidad de incorporacién inducida por ATP de etidio en las
células, por ejemplo, células aisladas a partir de un individuo. El etidio se incorpora en las células a través de poros
P2X7R, cuando la formacién de los poros se activa por ATP. Las células después se incuban con o sin ATP en presencia
de etidio, y después se analizan por citometria de flujo. La fluorescencia de etidio se mide y se compara en presencia o
ausencia de ATP. Si P2X7R tiene menos actividad, la fluorescencia de etidio inducida por ATP serd menor que en las
células de control. Este método se us6 para verificar la actividad de P2X7R en linfocitos B y linfocitos T aislados de
pacientes con leucemia (Wiley et al., Lancet 359 (2002), 1114-1119). En resumen, se incuban células aisladas en 1 ml
de cloruro potdsico tamponado con Hepes a 37°C con agitacion continua. Después se afiade etidio a una concentracién
de 25 mol/l, seguido 40 segundos después por la adicién de 10 ul de una solucién madre de ATP a una concentracién
de 100 mmol/l. Las células se analizan a 1.000 acontecimientos/s por citometria de flujo usando un citémetro de flujo
Coulter Elite (Coulter, Hialeah, FL) con una excitacion laser de argén a 488 nm. La emisién fluorescente se recogio
usando un filtro de paso largo de 590 nm. La intensidad lineal de fluorescencia del canal medio para cada subpoblacién
abierta en intervalos sucesivos de 5 s se analizé con el uso de un software Win-MDI (Joseph Trotter, versién 2.7) y se
representd frente al tiempo.

Otro método para determinar la actividad de P2X7R es medir la entrada de calcio en células aisladas incubadas
con colorantes fluorescentes que emiten sélo tras la unién al calcio. Las células tienen que cargarse con el colorante y
después tiene que estimularse la entrada de calcio. Los ejemplos de estos colorantes incluyen Fura-2, Calcium green,
calcium orange, calcium crimson (todos disponibles en Molecular Probes). Los métodos para medir el transporte de
calcio son bien conocidos en la técnica; véase, por ejemplo, Takahashi et al., Physiol Rev. 79 (1999), 1089-1125.
Ademds, la entrada de calcio en las células produce cambios en el potencial eléctrico de la membrana. Estos cambios
pueden medirse por electrofisiologia (pinzamiento de voltaje) o usando colorantes que son sensibles al cambio de
voltaje. Estos métodos también son bien conocidos en la técnica, véase por ejemplo, Gonzdlez et al., DDT 4 (1999),
431-439; Gonzdlez y Tsien, Chemistry & Biology 4 (1997), 269-277; Gonzdlez y Tsien, Biophysical Journal 69 (1995),
1272-1280.

Otro método es medir la captacion de 133Ba21. Ba21 es un buen sustituto de Ca21 y una vez dentro de la célula ni
se bombea ni se atrapa por ATPasas de transporte. La captacién de Ba21 puede medirse durante 60 s usando 133BaCl2
(concentracién final, 0,2 mM). A tiempo 0, se afiade una solucién madre precalentada de 133Ba21 (0,4 mMy 1 uCi/ml)
en volimenes iguales a células aisladas precalentadas en KCl 150 mM con HEPES (pH 7,4) a 37°C. Se afiade ATP (1
mM) 10 minutos antes o simultdneamente con el isétopo 133Ba21. Se toman alicuotas de 0,8 ml en puntos de tiempo
entre 0 y 60 s y se mezclan inmediatamente con 0,2 ml de MgCl, 50 mM enfriado con hielo (en medio KCI-HEPES)
que previamente se habia depositado en capas sobre 250 ul de mezcla de aceite (ftalato de di-n-butilo y ftalato de di-
iso-octilo, 7:3 vol/vol) y después se centrifugan a 8.000 g durante 30 s. Los sobrenadantes y el aceite se aspiran y los
sedimentos celulares se cuentan en un contador gamma automdtico Wallac Wizard 3 o en cualquier otra unidad de
medicién gamma adecuada.
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Se encontré que ciertas mutaciones de diferentes tipos en el gen P2X7R estdn asociadas con la aparicién de trastor-
nos afectivos. El primer tipo de mutaciones son mutaciones en la 5’UTR. Son ejemplos de estas mutaciones reemplazos
de un solo nucleétido en posiciones correspondientes a las posiciones 362, 532, 1100, 1122, 1171 o 1702 de la se-
cuencia genémica del canal idnico de apertura por ATP de tipo silvestre P2X7R como se describe en la SEC ID N°: 1.

La posicién con respecto a las secuencias de nucledtidos mencionadas en este documento se refiere a la secuencia
mostrada en la SEC ID N°: 1. Esta secuencia representa la secuencia de dcido nucleico del gen P2X7R que codifica
el canal i6nico de apertura por ATP P2X7R. Es posible que el especialista en la técnica identifique la posicién en la
secuencia gendmica correspondiente a una posiciéon en la SEC ID N°: 1 alineando las secuencias. Ademads, las locali-
zaciones exactas de los exones e intrones se indican en la SEC ID N°: 1 presentada mas adelante en este documento.
Ademds, el especialista en la técnica puede identificar exones e intrones del gen P2X7R comparando la SEC ID N°: 1
con la SEC ID N°: 2 que muestra la secuencia de ADNc del gen P2X7R.

Preferiblemente, en la posicién 362 de 1la 5’UTR de la secuencia genémica del gen P2X7R representada en la SEC
ID N°: 1, una timina (T) se reemplaza por otro nucledtido, preferiblemente una base de purina. Mds preferiblemente,
en dicha posicién dicha timidina se reemplaza por una base de pirimidina. De una forma particularmente preferida,
dicha timina se reemplaza por una citosina (C).

En la posicién 532 de la 5’UTR de la secuencia genémica del gen P2X7R representada en la SEC ID N°: 1, una
timina (T) preferiblemente se reemplaza por otro nucledtido, preferiblemente una base de pirimidina. Mds preferible-
mente, en dicha posicién dicha timina se reemplaza por una base de purina. De una forma particularmente preferida,
dicha timina se reemplaza por una guanina (G).

Los restos de adenina (A) en las posiciones 1100 y 1122, respectivamente, en la 5’UTR de la secuencia gendmica
del gen P2X7R preferiblemente se reemplaza por una base de pirimidina. Mas preferiblemente, dicha adenina se
reemplaza por una base de purina y de una forma particularmente preferida dicha adenina se reemplaza por una
guanina (G).

En la posicién 1171 de la 5’UTR de la secuencia gendémica del gen P2X7R representada en la SEC ID N 1,
una citidina (C) se reemplaza por otro nucleétido, preferiblemente por una base de pirimidina. Mas preferiblemente,
dicha citidina se reemplaza por una base de purina e incluso mds preferiblemente dicha citidina se reemplaza por una
guanina (G).

La guanina en la posicién 1702 en la 5’UTR de la secuencia genémica del gen P2X7R representada en la SEC
ID N°: 1 se reemplaza por otro nucleétido, preferiblemente por una base de pirimidina. Mas preferiblemente, dicha
guanina se reemplaza por una base de purina y de una forma particularmente preferida se reemplaza por una adenina
(A).

Un segundo tipo de mutacién encontrada en el gen P2X7R son mutaciones en exones que conducen a sustituciones

de aminodcidos en la secuencia de aminodcidos correspondiente. Estas son las mutaciones indicadas en el punto
(b) mostrado anteriormente. En este contexto, la expresién “un resto aminoacidico como se indica en la columna
“Resto aminoacidico” de la Tabla A que corresponde a la posicién X del canal iénico de apertura por ATP P2X7R
de tipo silvestre que se representa en la columna “Posicidn en tipo silvestre”” tiene el siguiente significado: El resto
aminoacidico en cuestién estaria localizado en la posicién X en la secuencia de la SEC ID N°: 3 6 4 si la secuencia
en la que aparece dicho resto aminoacidico se compara y alinea con la secuencia de aminoécidos de la SEC ID N°: 3
6 4. La secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N°: 3 6 4 es la secuencia de aminoécidos del gen P2X7R
humano y se usa como secuencia de referencia en este documento.

Para determinar si un resto aminoacidico o un resto nucleotidico en una secuencia de P2X7R dada corresponde
a cierta posicion en la secuencia de aminodcidos o en la secuencia de nucledtidos de la SEC ID N°: 1, 3 6 4, el
especialista puede usar medios y métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, alineamientos, de forma manual
o usando programas informaticos tales como los mencionados mds adelante en relacion con la definicion del término
“hibridacién” y grados de homologia.

Por ejemplo, BLAST2.0, que son las siglas de Basic Local Alignment Search Tool (herramienta para bisqueda
de alineamiento local bésico) (Altschul, Nucl. Acids Res. 25 (1997), 3389-3402; Altschul, J. Mol. Evol. 36 (1993),
290-300; Altschul, J. Mol. Biol. 215 (1990), 403-410), puede usarse para buscar alineamientos de secuencia locales.
BLAST produce alineamientos de secuencias de nucledtidos y aminodcidos para determinar similitudes de secuencia.
Debido a la naturaleza local de los alineamientos, BLAST es especialmente util para determinar correspondencias
exactas o para identificar secuencias similares. La unidad fundamental de salida del algoritmo BLAST es el Par de
Segmentos de Alta Puntuacién (HSP). Un HSP consiste en dos fragmentos de secuencia de longitudes arbitrarias pero
iguales, cuyo alineamiento es maximo localmente y para los cuales la puntuacién de alineamiento satisface o excede
una puntuacion umbral o limite establecida por el usuario. La estrategia BLAST sirve para buscar HSP entre una
secuencia problema y una secuencia de una base de datos, para evaluar el significado estadistico de cualquier corres-
pondencia encontrada y para presentar sélo las correspondencias que satisfacen el umbral de significado seleccionado
por el usuario. El parametro E establece el umbral de significado estadistico para presentar correspondencias de se-
cuencias de la base de datos. E se interpreta como limite superior de la secuencia esperada de probabilidad de aparicién
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de un HSP (o serie de HSP) dentro del contexto de la bisqueda de la base de datos entera. Cualquier secuencia de la
base de datos cuya correspondencia satisfaga E se presenta en el resultado del programa.

Se usan técnicas informdticas andlogas que usan BLAST (Altschul (1997), loc. cit.; Altschul (1993), loc. cit.;
Altschul (1990), loc. cit.) para buscar moléculas idénticas o relacionadas en bases de datos de nucledtidos tales como
GenBank o EMBL. Este andlisis es mucho més rdpido que las hibridaciones multiples basadas en la membrana.
Ademds, la sensibilidad de la bisqueda informética puede modificarse para determinar si cualquier correspondencia
particular se clasifica como exacta o similar. La base de la bisqueda es la puntuacién del producto que se define como:

% identidad de secuencia x % puntuacion BLAST méxima
100

y tiene en cuenta tanto el grado de similitud entre las dos secuencias como la longitud de la correspondencia de
secuencia. Por ejemplo, con una puntuaciéon de producto de 40, la correspondencia serd exacta dentro de un error de
1-2%; y a 70, la correspondencia serd exacta. Las moléculas similares normalmente se identifican seleccionando las
que muestran puntuaciones de producto entre 15 y 40, aunque puntuaciones menores pueden identificar moléculas
relacionadas.

Como se ha mencionado anteriormente, el segundo grupo de mutaciones identificadas en el gen P2X7R son mu-
taciones en los exones del gen P2X7R que conducen a sustituciones de aminodcidos. A este respecto, la SEC ID N°:
2 muestra la secuencia de ADNc del gen P2X7R. En el ex6n 3, en la posicién 117 de la secuencia de aminodacidos de
tipo silvestre correspondiente de P2X7R representada en la SEC ID N°: 3 6 4, un resto de arginina (R) se reemplaza
por otro resto aminoacidico, preferiblemente por un resto aminoacidico alifatico, 4cido o basico. Mds preferiblemente,
por un resto aminoacidico aromético que, de una forma particularmente preferida, es triptéfano (W). El polipéptido
resultante se muestra en la SEC ID N°: 5.

En el ex6n 5, en la posicién 150 de la secuencia de aminoacidos de P2X7R de tipo silvestre representada en la
SEC ID N° 3 6 4, un resto de glicina (G) se reemplaza por otro resto aminoacidico, preferiblemente por un resto
aminoacidico alifdtico, aromédtico o 4cido. Mds preferiblemente, por un resto aminoacidico bdsico y de una forma
particularmente preferida por una arginina (R). El polipéptido resultante se muestra en la SEC ID N°: 6.

En la posicién 186 en el exén 6 de la secuencia de aminodcidos de P2X7R de tipo silvestre representada en
la SEC ID N 3 ¢ 4, un resto de glutamato (E) se reemplaza por otro resto aminoacidico, preferiblemente por un
resto aminoacidico alifdtico, aromético o dcido. Mas preferiblemente, dicho glutamato se reemplaza por un resto
aminoacidico béasico que de una forma particularmente preferida es una lisina (K). El polipéptido resultante se muestra
enla SEC ID N*: 7.

En el exén 6 de la secuencia de aminodcidos de P2X7R de tipo silvestre representada en la SEC ID N 3 6
4 en la posicién 191, un resto de leucina (L) se reemplaza por otro resto aminoacidico. Dicho resto aminoacidico
preferiblemente es un resto aminoacidico alifatico, 4cido o basico. Mds preferiblemente, dicho resto aminoacidico
es un resto aminoacidico aromdtico que de una forma particularmente preferida es una prolina (P). El polipéptido
resultante se muestra en la SEC ID N°: 8.

En el exén 8 de la secuencia de aminodcidos de P2X7R de tipo silvestre representada en la SEC ID N° 3 6
4, en la posicién 270 un resto de arginina (R) se reemplaza por otro resto aminoacidico. Dicho resto aminoacidico
preferiblemente es un resto aminoacidico aromadtico, 4cido o bdsico. Mds preferiblemente, dicho resto aminoacidico
es un resto aminoacidico alifatico que, de una forma particularmente preferida, es una cisteina (C). El polipéptido
resultante se muestra en la SEC ID N°: 9.

En la posicién 568 en el exén 13 de la secuencia de aminodcidos de P2X7R de tipo silvestre representada en la SEC
ID N°: 3 6 4, un resto de isoleucina (I) se reemplaza por otro resto aminoacidico. Més preferiblemente, dicha isoleucina
se reemplaza por un resto aminoacidico aromadtico, basico o dcido. Incluso mds preferiblemente, dicho isoleucina se
reemplaza por un resto aminoacidico alifatico que, de una manera particularmente preferida, es una asparagina (N).
El polipéptido resultante se muestra en la SEC ID N°: 10.

En el ex6n 13, en la posicidn 578 de la secuencia de aminoacidos de P2X7R de tipo silvestre representada en
la SEC ID N°: 3 6 4, un resto de arginina (R) se reemplaza por otro resto aminoacidico. Dicho resto aminoacidico
preferiblemente es un resto aminoacidico aromatico, dcido o bésico. Mas preferiblemente es un resto aminoacidico
alifatico y particularmente se prefiere que sea un resto de glutamina (Q). El polipéptido resultante se muestra en la
SEC ID N°: 12.

Se prevé que las mutaciones mencionadas anteriormente en los exones del gen P2X7R se producen debido a
mutaciones puntuales producidas, por ejemplo, por medios quimicos y/o fisicos o por una imprecisién del complejo
de replicacion seguido de un fallo de la maquinaria de reparacién de una célula, que pueden dar como resultado un
cambio de un solo codén. Son posible tipos de mutaciones puntuales transiciones, es decir el cambio de una base de
purina o pirimidina por otra base de purina o pirimidina, por ejemplo, adenina por guanina o timidina por citosina, o
transversiones, es decir, el cambio de una base de purina o pirimidina por otra base de pirimidina o purina, por ejemplo
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adenina por timidina o guanina por citosina. Ademads, una mutacién puntual también puede deberse a una insercién o
delecién de uno o mds nucleétidos.

Las mutaciones que conducen al reemplazo de los aminodcidos mencionados anteriormente y mds adelante se
indican en la Tabla 1 mostrada posteriormente.

El tercer grupo de mutaciones en el gen P2X7R se ha identificado en los exones 5 y 8 del gen P2X7R representado
en la SEC ID N°: 1 y son silenciosas, es decir, no conducen a cambios de aminoécidos. En particular, en la posicién
32548 del ex6n 5 de la secuencia gendmica de tipo silvestre del gen P2X7R representada en la SEC ID N°: 1, un
resto de citidina se reemplaza por otro nucleétido. Dicho nucleétido preferiblemente es una base de pirimidina y de
una forma particularmente preferida una timina. El cambio del resto de citidina en la posicién 32548 en el exén 5
del gen P2X7R por otro nucleétido preferiblemente no conduce al reemplazo del aminoacido cisteina por otro resto
aminoacidico.

En el exdén 8 del gen P2X7R de tipo silvestre representado en la SEC ID N°: 1, en la posicién 37633 un resto de
citidina se reemplaza por otro resto nucleotidico. Dicho resto nucleotidico preferiblemente es una base de pirimidina
y de una forma particularmente preferida timina. Debido a este reemplazo, el aminodcido aspartato (D) codificado por
el codoén respectivo en el que ha tenido lugar en la posicién 37633 un reemplazo, preferiblemente no se reemplaza por
otro resto aminoacidico.

Las mutaciones mencionadas anteriormente en los exones 5 y 8 en las posiciones 32548 y 37633, respectivamente,
del gen P2X7R de tipo silvestre representado en la SEC ID N°: 1 son mutaciones en la tercera posicion de un codén tri-
plete, es decir, en la base oscilante (wobble), que conducen a las denominadas mutaciones silenciosas. Las mutaciones
silenciosas normalmente no conducen a un cambio del aminodcido debido a la degeneracién del cédigo genético, es
decir, 64 tripletes codifican los 20 aminoécidos naturales. Sin embargo, dichas mutaciones silenciosas conducen a un
cambio en el codén que codifica sus aminodcidos respectivos en la medida en la que el codén recién generado puede
no ajustarse tan bien al uso de codones de un organismo. Particularmente, el cod6n recién generado no se traduce por
el ribosoma con la misma eficacia que el codon “antiguo”. Esto puede producir cantidades insuficientes del polipéptido
correspondiente produciendo un fenotipo distinto.

El cuarto grupo de mutaciones en el gen P2X7R descrito anteriormente en este documento en el punto (d) es
una delecién de 7 aminoécidos que corresponden a las posiciones 488 a 494 de la secuencia de aminodcidos de
P2X7R de tipo silvestre representada en la SEC ID N° 3 6 4. De esta manera, la presente solicitud también describe
secuencias de 4cido nucleico que codifican una proteina P2X7R en la que se delecionan aminodcidos correspondientes
a las posiciones 488 a 494 del canal i6nico de apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre representado en la SEC ID
N°: 3 6 4. Esto significa que se deleciona un fragmento que incluye las posiciones de aminodcidos 488 a 494 de la
secuencia de aminodcidos de tipo silvestre correspondiente representada en la SEC ID N°: 3 6 4, con lo que se obtiene
un polipéptido acortado. Se representa un ejemplo de este polipéptido acortado en la SEC ID N°: 11. Este tipo de
mutacién como se describe en este documento preferiblemente codifica un canal i6nico de apertura por ATP P2X7R
no funcional. La delecién de un fragmento que incluye los aminodcidos 488 a 494 de la secuencia de aminoacidos
de tipo silvestre representada en la SEC ID N° 3 6 4 es el resultado de una delecién en el exén 13. La proteina
resultante representada en la SEC ID N°: 11 carece de los aminodcidos 488 a 494 de la secuencia de aminodcidos de
tipo silvestre correspondiente representada en la SEC ID N°: 3 6 4, de tal forma que la posicién de aminodcido 494
del polipéptido delecionado representado en la SEC ID N°: 11 corresponde a la posicién de aminodcido 502 de la
secuencia de aminodcidos de tipo silvestre representada en la SEC ID N°: 3 6 4. Preferiblemente, la secuencia de dcido
nucleico descrita en este documento codifica un polipéptido P2X7R en el que se han delecionado exactamente los
aminodcidos que corresponden a las posiciones 488 a 494 de la SEC ID N°: 3 6 4. Sin embargo, también se incluyen
mutantes en los que pueden estar delecionados mds o menos aminodcidos dentro de la secuencia de aminodcidos de
P2X7R indicada en la SEC ID N°: 3 6 4 debido, por ejemplo, a un corte y empalme o delecién atipica de nucleétidos
de la molécula de 4cido nucleico que codifica P2X7R o procesos postraduccionales errdneos, siempre que el canal
i6nico de apertura por ATP P2X7R no sea funcional. Por ejemplo, también es posible que se delecionen aminoacidos
adicionales que preceden a la posicién de aminodcido 488 o aminoécidos posteriores a la posicién de aminoacido 494,
o que se delecionen menos aminoacidos.

Preferible mente, se delecionan adicionalmente al menos uno, mas preferiblemente al menos dos, incluso mas
preferiblemente al menos tres y atin més preferiblemente al menos 5 restos aminoacidicos cadena arriba de la posicién
que corresponde al resto aminoacidico 488 y/o cadena abajo de la posicién que corresponde al resto aminoacidico 494
de la SECID N*: 36 4.

Sin embargo, se prefiere que no mds de 20, preferiblemente no mds de 15, incluso més preferiblemente no mas
de 10 y atin mds preferiblemente no mas de 7 restos aminoacidicos se delecionen adicionalmente cadena arriba de
la posicién que corresponde al resto aminoacidico 488 de la SEC ID N°: 3 6 4 o cadena abajo de la posicién que
corresponde al resto aminoacidico 494 de la SEC ID N°: 3 6 4.

Otro grupo de mutacién (mencionada en el punto (e), anteriormente) reside en los intrones 1, 3,4,5,6,7,9, 11 6
12 de la secuencia genémica de tipo silvestre de P2X7R representada en la SEC ID N°: 1. Dichas mutaciones en dichos
intrones son mutaciones puntuales como las mostradas en la Tabla B presentada anteriormente en este documento y
en la Tabla 1 mostrada mas adelante.
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En la posicién respectiva indicada en la columna “Posicién en tipo silvestre” en la Tabla B o indicada en la
columna “Polimorfismo” en la Tabla 1, se muestra la posicion del resto nucleotidico en el intrén respectivo que se
reemplaza por otro resto nucleotidico. Por consiguiente, la expresién “un nucledtido como se indica en la columna
“Intrén” de la Tabla B que corresponde a la posicién indicada en la columna “Nucleétido reemplazado™ de la Tabla
B que corresponde a la posicién indicada en la columna “Posicion en tipo silvestre” de la Tabla B se reemplaza por
otro nucleétido” significa que un resto nucleotidico en una secuencia codificante de P2X7R estaria localizado en la
posicién Y en la SEC ID N° 1 cuando la secuencia P2X7R se compara y se alinea con la secuencia de la SEC ID
N°: 1. Si el nucleétido en la posicién respectiva es una base de purina tal como adenina o guanina, se prefiere que
debido a una transicion se reemplace por otra base de purina. Por ejemplo, una adenina se reemplaza por una guanina
0 una guanina se reemplaza por una adenina. Si el nucledtido en la posicién respectiva es una base de pirimidina, se
prefiere que debido a una transicion se reemplace por otra base de pirimidina. Por ejemplo, timina se reemplaza por
una citidina y una citidina se reemplaza por un timina.

También se prefiere que debido a una transversidn, una base de purina se reemplace por una base de pirimidina
o viceversa. Por ejemplo, una adenina se reemplaza por una timina y una guanina se reemplaza por una citidina.
De una forma particularmente preferida, dicho nucleétido en los intrones 1, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 11 6 12 del gen P2X7R
representado en la SEC ID N°: 1 se reemplaza por el nucleétido representado en la columna “Polimorfismo” de la
Tabla 1, presentada mds adelante.

Un ultimo grupo de mutaciones que se han identificado se refiere a las mutaciones que residen en la 3’UTR del
gen P2X7R de tipo silvestre representado en la SEC ID N°: 1. Las mutaciones se encontraron en las posiciones 54925,
55169, 55170, 55171 6 55917 respectivamente, del gen P2X7R de tipo silvestre representado en la SEC ID N°: 1.

Se descubrié que en la posicion 54925 un resto de guanina se reemplazaba por otro nucleétido. Preferiblemente,
dicho resto de guanina se reemplaza por una base de pirimidina, mas preferiblemente por una base de purina y de una
forma particularmente preferida por una adenina.

En la posicién 55169, un resto de citidina se reemplaza por otro nucleétido, preferiblemente por una base de
pirimidina. Méas preferiblemente, se reemplaza por una base de purina y de una forma particularmente preferida se
reemplaza por una adenina.

En las posiciones 55170 y 55171, un resto de adenina se reemplaza por otro resto nucleotidico, preferiblemente
por una base de purina. Més preferiblemente, dicho resto de adenina se reemplaza por una base de pirimidina y de una
forma particularmente preferida dicho resto de adenina se reemplaza por un resto de citidina. También se descubri6 que
en la posicién 55917, un resto de citidina se reemplaza por otro nucleétido. Preferiblemente, dicho resto nucleotidico
es una base de purina, mds preferiblemente una base de pirimidina y de una forma particularmente preferida una
timina.

Como es evidente por lo anterior, no todas las mutaciones identificadas estan localizadas en exones o conducen a
un cambio en la secuencia de aminodcidos. Algunas de las mutaciones estdn localizadas en la 5’UTR, en la 3’UTR o
en intrones.

Se sabe que los polimorfismos en regiones promotoras y potenciadoras pueden afectar a la funcién del gen por me-
dio de la modulacién de la transcripcion, particularmente si estan situados en sitios de reconocimiento para proteinas
de unién al ADN (Fishman et al., J. Clin. Invest. 102 (1998), 1369-1376). El término “polimorfismo”, que se usa en
este documento, significa la sustitucién de un solo nucleétido, la insercidn de nucleétidos y la delecidn de nucleétidos
que, en el caso de la insercion y delecidn, incluye la insercion o delecién de uno o més nucleétidos en una posicion de
un gen y las alteraciones correspondientes en las proteinas expresadas. Los polimorfismos en la regién 5’ no traducida
(5’UTR) de genes puede afectar a la eficacia con la que se traducen las proteinas. Un ejemplo representativo de esto
es el gen c-myc, donde un SNP C-G que crea un sitio interno de entrada de ribosomas estd asociado con una mayor
eficacia de traduccién de c-myc y con mieloma (Chappell et al., Oncogene 19 (2000), 4437-4440). Los polimorfismos
en la 3’UTR pueden afectar a la funcién del gen por medio de la alteracién de la estructura secundaria del ARN y
la eficacia de la traduccién o por medio de su efecto sobre motivos en el ARN que se une a proteinas que regulan
la degradacion del ARN. Los polimorfismos dentro de intrones pueden afectar a la funcién del gen por medio de su
efecto sobre el corte y empalme del ARN dando como resultado polipéptidos aberrantes. Otra forma en la que los po-
limorfismos intrénicos pueden afectar a la funcién del gen es cuando afectan a motivos reguladores dentro de intrones.
Son ejemplos el polimorfismo del sitio de unién Sp1 dentro del intrén 1 del gen COLIA1 (Mann et al., J. Clin. Invest
107 (2001), 899-907) y polimorfismos de repeticion dentro del gen IL-1Ra (Keen et al., Bone 23 (1998), 367-371).
En Caceres y Komblihtt, Trends Genet. 4 (2002), 186-93 se describen ejemplos adicionales entre SNP intrénicos y la
funcién génica. El ejemplo 4 en la pdgina 52, linea 30 a la pagina 53, linea 51 del texto describe posibles sucesos de
corte y empalme alternativos y la produccién de proteinas aberrante asociadas con tres SNP descritos en la solicitud.

Las secuencias de acido nucleico descritas anteriormente en este documento pueden comprender al menos 56580
nucleétidos, preferiblemente al menos 10000 nucledtidos, al menos 5000 nucledtidos, al menos 1000 nucleétidos, al
menos 500 nucledtidos, al menos 100 nucleétidos. Méas preferiblemente, dichas secuencias de 4dcido nucleico com-
prenden al menos 50 nucleétidos y de una forma particularmente preferida comprenden al menos 20 6 21 nucleétidos
que comprenden las mutaciones o deleciones descritas anteriormente en este documento. Mds preferiblemente, dicha
secuencia de dcido nucleico tiene una secuencia como la representada en una cualquiera de las SEC ID N°: 13 a 51.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2293114 T3

Las secuencias de dcido nucleico descritas anteriormente en este documento que comprenden mutaciones en exones
que conducen al reemplazo de la secuencia de aminodcidos correspondiente del polipéptido P2X7R de tipo silvestre
representado en la SEC ID N°: 3 6 4, codifican polipéptidos mostrados en las SECID N°: 5a 10y 12.

Ademds, las secuencias de dcido nucleico descritas anteriormente en este documento que comprenden una delecién
que conduce a un polipéptido truncado en comparacién con el polipéptido de longitud completa del polipéptido P2X7R
de tipo silvestre mostrado en la SEC ID N°: 3 6 4 se muestran en la SEC ID N°: 11.

En este documento se describen también moléculas de dcido nucleico que hibridan con una de las moléculas
de 4acido nucleico descritas anteriormente y que muestran una mutacién como se ha descrito anteriormente en este
documento.

El término “hibrida”, como se usa en este documento, puede referirse a hibridaciones en condiciones rigurosas o
no rigurosas. Si no se especifica, las condiciones son preferiblemente no rigurosas. Dichas condiciones de hibridacién
pueden establecerse de acuerdo con protocolos convencionales descritos, por ejemplo, en Sambrook, Russell “Mo-
lecular Cloning, A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (2001); Ausubel, “Current Protocols
in Molecular Biology”, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y. (1989), o Higgins y Hames (Eds.)
“Nucleic acid hybridization, a practical approach” IRL Press Oxford, Washington DC, (1985). El establecimiento de
las condiciones estd dentro de la experiencia del especialista y puede determinarse de acuerdo con protocolos descritos
en la técnica. De esta manera, la deteccién de inicamente secuencias de hibridacién especifica normalmente requerira
condiciones rigurosas de hibridacién y lavado tales como 0,1xSSC, SDS al 0,1% a 65°C. Las condiciones de hibrida-
cién no rigurosas para la deteccion de secuencias homologas o no exactamente complementarias pueden ser 6xSSC,
SDS al 1% a 65°C. Como es bien conocido, la longitud de la sonda y la composicion del dcido nucleico a determinar
constituyen pardmetros adicionales de las condiciones de hibridacién. Debe tenerse en cuenta que pueden realizarse
variaciones en las condiciones anteriores por medio de la inclusion y/o sustitucién de reactivos de bloqueo alternativos
usados para eliminar el efecto de fondo en los experimentos de hibridacién. Los reactivos de bloqueo tipicos incluyen
reactivo de Denhardt, BLOTTO, heparina, ADN de esperma de salmén desnaturalizado y formulaciones patentadas
disponibles en el mercado. La inclusién de reactivos de bloqueo especificos puede requerir la modificacién de las
condiciones de hibridacion descritas anteriormente debido a problemas de compatibilidad. Las moléculas de acido
nucleico que hibridan también comprenden fragmentos de las moléculas descritas anteriormente. Estos fragmentos
pueden representar secuencias de dcido nucleico que codifican un canal iénico de apertura por ATP P2X7R no fun-
cional o un fragmento no funcional del mismo, y que tienen una longitud de al menos 12 nucleétidos, preferiblemente
de al menos 15, més preferiblemente de al menos 18, atin mas preferiblemente de al menos 21 nucleétidos, ain mas
preferiblemente de al menos 30 nucleétidos, incluso més preferiblemente de al menos 40 nucleétidos y todavia mds
preferiblemente de al menos 60 nucledtidos. Ademads, las moléculas de dcido nucleico que hibridan con cualquiera de
las moléculas de 4cido nucleico mencionadas anteriormente también incluyen fragmentos complementarios, deriva-
dos y variantes alélicas de estas moléculas. Ademads, un complejo de hibridacién se refiere a un complejo entre dos
secuencias de 4cido nucleico gracias a la formacioén de enlaces de hidrégeno entre bases G y C complementarias y
entre bases A y T complementarias; estos enlaces de hidrogeno pueden estabilizarse adicionalmente por interacciones
de apilamiento de bases. Las dos secuencias de 4cido nucleico complementarias forman enlaces de hidrégeno en una
configuracién antiparalela. Un complejo de hibridacién puede formarse en solucién (por ejemplo, andlisis Cot o Rot)
o entre una secuencia de 4cido nucleico presente en solucién y otra secuencia de acido nucleico inmovilizada en un
soporte s6lido (por ejemplo, membranas, filtros, chips, pasadores o portaobjetos de vidrio a los que, por ejemplo, se
han fijado células). Los términos complementario o complementariedad se refieren a la unién natural de polinucleé-
tidos en condiciones permisivas de sal y temperatura por la formacién de pares de bases. Por ejemplo, la secuencia
“A-G-T” se une a la secuencia complementaria “T-C-A”. La complementariedad entre dos moléculas monocatenarias
puede ser “parcial”, en la que sélo se unen algunos de los 4cidos nucleicos, o puede ser completa cuando existe una
complementariedad total entre las moléculas monocatenarias. El grado de complementariedad entre las cadenas de
dcido nucleico tiene efectos significativos sobre la eficacia y fuerza de hibridacion entre cadenas de dcido nucleico.
Esto tiene una importancia particular en reacciones de amplificacién, que dependen de la unién entre cadenas de acido
nucleico.

La expresion “secuencias de hibridacion” preferiblemente se refiere a secuencias que presentan una identidad de
secuencia de al menos 40%, preferiblemente de al menos 50%, més preferiblemente de al menos 60%, incluso mas
preferiblemente de al menos 70%, de una forma particularmente preferida de al menos 80%, de una forma particular-
mente més preferida de al menos 90%, de una forma incluso mas particularmente preferida de al menos 95% y atin
mas preferiblemente de al menos 97% con una secuencia de acido nucleico como se ha descrito anteriormente, que
codifica una protefna P2X7R con una mutacién descrita. Ademds, la expresién “secuencias de hibridacién” preferi-
blemente se refiere a secuencias que codifican una proteina P2X7R que tiene una identidad de secuencia de al menos
40%, preferiblemente de al menos 50%, mds preferiblemente de al menos 60%, incluso mds preferiblemente de al
menos 70%, de una forma particularmente preferida de al menos 80%, de una forma particularmente mas preferida de
al menos 90%, de una forma incluso particularmente mds preferida de al menos 95% y atin més preferiblemente de al
menos 97% con una secuencia de aminoacidos de un mutante de P2X7R como se ha descrito anteriormente en este
documento.

Tal como se utiliza en este documento, la expresién “idéntica” o “porcentaje de identidad” en el contexto de
dos 0 mds secuencias de dcido nucleico o aminodcidos, se refiere a dos o mas secuencias o subsecuencias que son
iguales o que tienen un porcentaje especificado de restos aminoacidicos o nucledtidos que son iguales (por ejemplo,
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identidad de 60% o 65%, preferiblemente identidad de 70-95%, mds preferiblemente identidad de al menos 95%)
cuando se comparan y se alinean para una correspondencia mdxima en una ventana de comparacion, sobre una regién
designada, midiéndose dicha identidad usando un algoritmo de comparacién de secuencias conocido en la técnica, o
por alineamiento manual e inspeccién visual. Las secuencias que tienen, por ejemplo, una identidad de secuencia de
60 a 95% o mayor se consideran sustancialmente idénticas. Esta definicién también se aplica al complemento de una
secuencia de ensayo. Preferiblemente, la identidad descrita existe en una regién que tiene una longitud de al menos
aproximadamente 15 a 25 aminodcidos o nucleétidos, mds preferiblemente en una regién que tiene una longitud
de aproximadamente 50 a 100 aminoacidos o nucledtidos. Los especialistas en la técnica sabran cémo determinar
el porcentaje de identidad entre secuencias usando, por ejemplo, algoritmos tales como los basados en el programa
informatico CLUSTALW (Thompson Nucl. Acids Res. 2 (1994), 4673-4680) o FASTDB (Brutlag Comp. App. Biosci.
6 (1990), 237-245) como se conoce en la técnica.

Aunque el algoritmo FASTDB tipicamente no considera adiciones o deleciones internas sin correspondencia en
las secuencias, es decir, huecos, en su cdlculo, esto puede corregirse manualmente para evitar una sobreestimacioén
del porcentaje de identidad. CLUSTALW, sin embargo, no tiene en cuenta los huecos de secuencia en sus calculos de
identidad. Los especialistas en la técnica también disponen de algoritmos BLAST y BLAST 2.0 (Altschul Nucl. Acids
Res. 25 (1977), 3389-3402). El programa BLASTN para secuencias de dcido nucleico usa por defecto una longitud de
palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M =5, N =4 y una comparacion de las dos cadenas. Para las secuencias
de aminoécidos, el programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra (W) de 3, y una expectativa (E) de 10.
La matriz de puntuacion BLOSUMG62 (Henikoff Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89, (1989), 10915) usa alineamientos
(B) de 50, una expectativa (E) de 10, M =5, N =4, y una comparacién de las dos cadenas.

Ademais, en este documento se describen también moléculas de 4cido nucleico, cuya secuencia estd degenerada
en comparacién con la secuencia de una molécula de hibridacién descrita anteriormente. Cuando se usa en este docu-
mento, la expresioén “que estd degenerada como resultado del cédigo genético” significa que debido a la redundancia
del cédigo genético diferentes secuencias de nucledtidos codifican el mismo aminodcido.

También se describen en este documento moléculas de dcido nucleico que comprenden una o més de las mutaciones
o deleciones descritas anteriormente.

Las moléculas de 4cido nucleico descritas en este documento pueden proceder de cualquier organismo que codifi-
que canales i6nicos de apertura por ATP P2X7R correspondientes. Por ejemplo, se ha informado sobre la existencia
de canales i6nicos de apertura por ATP P2X7R en diversos organismos, por ejemplo, rata (véase, Suprenant (1996),
loc. cit), ratén (Nimero de acceso del Genbank AJ 489297), xenopus (Numero de acceso del Genbank AJ 345114),
pollo (Nimero de acceso del Genbank BM 491404) o Bos taurus (Nimero de acceso del Genbank AF 083073). En
una realizacion preferida, 1a molécula de dcido nucleico descrita en este documento procede de un vertebrado, preferi-
blemente de un mamifero, incluso méas preferiblemente la molécula de dcido nucleico procede de un conejo o cobaya,
y ain mds preferiblemente el dcido nucleico procede de ratén, rata o ser humano.

La molécula de dcido nucleico descrita en este documento puede ser cualquier tipo de dcido nucleico, por ejemplo,
ADN, ARN o APN (4cido péptido nucleico).

Para los fines utilizados en este documento, un dcido péptido nucleico (APN) es un andlogo de ADN de tipo polia-
mida y las unidades monoméricas para adenina, guanina, timina y citosina estan disponibles en el mercado (Perceptive
Biosystems). En los APN no estdn presentes ciertos componentes del ADN, tales como fésforo, 6xidos de fésforo o
derivados de desoxirribosa. Como describen Nielsen ef al., Science 254:1497 (1991); y Egholm et al., Nature 365:666
(1993), los APN se unen especificamente y fuertemente a cadenas de ADN complementarias y no se degradan por
las nucleasas. De hecho, el APN se une mds fuertemente al ADN que el propio ADN. Esto probablemente se debe a
que no hay repulsién electrostética entre las dos cadenas y también a que el esqueleto de poliamida es mds flexible.
Debido a esto, los diiplex de APN/ADN se unen en una serie mds amplia de condiciones de rigurosidad que los diplex
de ADN/ADN, haciendo que sea mads fécil realizar hibridaciones multiples. Pueden usarse sondas mas pequefias que
con el ADN debido a la fuerte uniéon. Ademads, es mds probable que puedan determinarse los desacoplamientos de
una sola base con la hibridacién de APN/ADN debido a que un solo desacoplamiento en un hibrido APN/ADN de
15 unidades reduce el punto de fusién (T.sub.m) en 8°-20°C, frente a 4°-16°C para el diplex de ADN/ADN de 15
unidades. Ademas, la ausencia de grupos cargados en el APN significa que la hibridacién puede realizarse a bajas
concentraciones idnicas reduciéndose la posible interferencia por las sales durante el andlisis.

El ADN puede ser, por ejemplo, ADNc. Preferiblemente, el ADN es un ADN genémico. E1 ARN puede ser, por
ejemplo, ARNm. La molécula de 4cido nucleico puede ser natural, sintética o semisintética o puede ser un derivado, tal
como un acido péptido nucleico (Nielsen, Science 254 (1991), 1497-1500) o fosforotioatos. Ademds, la molécula de
dcido nucleico puede ser una molécula de 4cido nucleico quimérica producida de forma recombinante que comprende
cualquiera de las moléculas de 4cido nucleico mencionadas anteriormente solas o en combinacion.

La molécula de 4cido nucleico antes descrita puede ser parte de un vector. Por lo tanto, la presente invencion se
refiere, en otra realizacién, a un vector que comprende la molécula de 4cido nucleico de esta invencion. Este vector
puede ser, por ejemplo, un plasmido, césmido, virus, bacteriéfago u otro vector usado, por ejemplo, convencionalmente
en ingenieria genética, y puede comprender genes adicionales tales como genes marcadores que permitan la seleccién
de dicho vector en una célula hospedadora adecuada y en condiciones adecuadas.
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Las moléculas de dcido nucleico antes descritas pueden insertarse en varios vectores disponibles en el mercado.
Los ejemplos no limitantes incluyen vectores plasmidicos compatibles con células de mamifero, tales como pUC,
pBluescript (Stratagene), pET (Novagen), pREP (Invitrogen), pCRTopo (Invitrogen), pcDNA3 (Invitrogen), pCEP4
(Invitrogen), pMC1 neo (Stratagene), pXT1 (Stratagene), pSGS5 (Stratagene), EBO-pSV2neo, pBPV-1, pdBPVMMT-
neo, pRSVgpt, pRSVneo, pSV2-dhfr, pUCTag, plZD35, pLXIN y pSIR (Clontech) y pIRES-EGFP (Clontech). En el
mercado también estdn disponibles vectores de Baculovirus tales como pBlueBac, el sistema de expresion de baculo-
virus BacPacz (CLONTECH) y el sistema de expresion en baculovirus MaxBacTM, células de insecto y protocolos
(Invitrogen), y también pueden usarse para producir altos rendimientos de proteinas bioldgicamente activas. (Véase
también, Miller (1993), Curr. Op. Genet. Dev., 3, 9; O’Reilly, Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory Manual,
p- 127). Ademas, son ejemplos no limitantes de otros vectores adecuados para uso en este documento vectores proca-
ridticos tales como pcDNAZ2; y vectores de levadura tales como pYes2. Como técnicas de modificaciéon de vectores,
véase Sambrook y Russel (2001), loc. cit. Los vectores pueden contener uno o mds sistemas de replicacion y herencia
para la clonacién o expresion, uno o mas marcadores para la seleccion en el hospedador, por ejemplo, resistencia a
antibidticos, y uno o mads cassettes de expresion.

Las secuencias codificantes insertadas en el vector pueden sintetizarse por métodos convencionales, aislarse a partir
de fuentes naturales o prepararse como hibridos. El ligamiento de las secuencias codificantes a elementos reguladores
de la transcripcién (por ejemplo, promotores, potenciadores y/o aislantes) y/o a otras secuencias de aminodcidos
codificantes puede realizarse usando métodos establecidos.

Adicionalmente, los vectores pueden comprender, ademds de las secuencias de dcido nucleico antes descritas,
elementos de control de la expresion, permitiendo la expresion apropiada de las regiones codificantes en hospedadores
adecuados. Estos elementos de control son conocidos para el especialista en la técnica y pueden incluir un promotor,
codén de inicio de la traduccidn, sitio de traduccién e insercion o sitios internos de entrada de ribosomas (IRES)
(Owens, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98 (2001), 1471-1476) para introducir un inserto en el vector. Preferiblemente, la
molécula de 4cido nucleico de la invencién estd unida operativamente a dichas secuencias de control de la expresién
permitiendo la expresion en células procariotas o eucariotas. En este contexto se prefieren particularmente secuencias
de control que permiten la expresion correcta en células neuronales y/o células derivadas de tejido nervioso.

Los elementos de control que aseguran la expresién en células eucariotas y procariotas son bien conocidos para los
especialistas en la técnica. Como se ha mencionado anteriormente, normalmente comprenden secuencias reguladoras
que aseguran el inicio de la transcripcién y opcionalmente sefiales poli-A que aseguran la terminacién de la transcrip-
cion y la estabilizacion del transcrito. Otros elementos reguladores pueden incluir potenciadores de la transcripcién
asf como de la traduccién, y/o regiones promotoras asociadas de forma natural o heterélogas. Los posibles elementos
reguladores que permiten la expresion, por ejemplo, en células hospedadoras de mamifero comprenden el promotor
de timidina quinasa de CMV-HSV, SV40, promotor de RSV (virus del sarcoma de Rous), el promotor 1« del factor
de elongacién humano, el potenciador de CMV, promotor de CaM-quinasa o potenciador de SV40.

Para la expresion, por ejemplo, en tejido nervioso y/o células derivadas del mismo, en la técnica son bien conoci-
das varias secuencias reguladores, tales como la secuencia promotora minima del neurofilamento L humano (Charron,
J. Biol. Chem. 270 (1995), 25739-25745). Para la expresion en células procariotas, se han descrito una multitud de
promotores incluyendo, por ejemplo, el promotor tac-lac, el promotor lacUVS5 o el promotor trp. Aparte de los elemen-
tos que son responsables para el inicio de la transcripcion, estos elementos reguladores también pueden comprender
seflales de terminacién de la transcripcion, tales como el sitio poli-A de SV40 o el sitio poli-A de tk, cadena abajo
del polinucleédtido. En este contexto, en la técnica se conocen vectores de expresion adecuados tales como el vector
de expresién de ADNc de Okayama-Berg pcDV1 (Pharmacia), pRc/CMYV, pcDNAI1, pcDNA3 (Invitrogene, como se
usa, entre otros en los ejemplos adjuntos), pPSPORT1 (GIBCO BRL) o pGEMHE (Promega), o vectores de expresion
procariéticos tales como lambda gt11.

Un vector de expresion de acuerdo con esta invencién es al menos capaz de dirigir la replicacidn, y preferible-
mente la expresion, de los 4dcidos nucleicos y proteina segtin se describe antes. Los origenes de replicacién adecuados
incluyen, por ejemplo, los origenes de replicacién de Col El, el origen de replicacién viral de SV40 y el origen
de replicacion de M 13. Los promotores adecuados incluyen, por ejemplo, el promotor de citomegalovirus (CMV),
el promotor de iacZ, el promotor de gailO y el promotor poliédrico del virus de la poliedrosis nuclear multiple de
Autographa californica (AcMNPV). Las secuencias de terminacién adecuadas incluyen, por ejemplo, la hormona de
crecimiento bovina, SV40, iacZ y sefiales de poliadenilacién poliédricas de AcMNPV. Los ejemplos de marcadores
seleccionables incluyen resistencia a neomicina, ampicilina e higromicina y similares. Los vectores disefiados espe-
cificamente permiten la transposiciéon de ADN entre diferentes células hospedadoras tales como bacterias-levaduras,
bacterias-células animales, bacterias-células fingicas o bacterias-células de invertebrados.

Aparte de las moléculas de 4cido nucleico antes descritas, el vector puede comprender ademds secuencias de dcido
nucleico que codifican sefiales de secrecion. Estas secuencias son bien conocidas para el especialista en la técnica.
Ademds, dependiendo del sistema de expresion usado, en la secuencia codificante de las moléculas de 4cido nucleico
pueden afiadirse secuencias lider capaces de dirigir el polipéptido expresado a un compartimento celular, y son bien
conocidas en la técnica. La o las secuencias lider se ensamblan en la fase apropiada con secuencias de traduccion,
inicio y terminacién y, preferiblemente, con una secuencia lider capaz de dirigir la secrecién de la proteina traducida,
o una parte de la misma, entre otros sitios, dentro de la membrana extracelular. Opcionalmente, la secuencia hete-
réloga puede codificar una proteina de fusién que incluye un péptido de identificacién C- o N-terminal que confiere
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caracteristicas deseadas, por ejemplo, estabilizacién o una purificacién simplificada del producto recombinante expre-
sado. Una vez incorporado el vector en el hospedador apropiado, el hospedador se mantiene en condiciones adecuadas
para la expresion de alto nivel de las secuencias de nucleétidos y, cuando se desee, puede seguirse por la recogida
y purificacion de las proteinas, fragmentos antigénicos o proteinas de fusion. Por supuesto, el vector también puede
comprender regiones reguladoras de organismos patégenos.

Ademds, dicho vector también puede ser, ademds de un vector de expresion, un vector de transferencia génica
y/o de direccion génica. La terapia génica, que se basa en la introduccion de genes terapéuticos (por ejemplo para
vacunacion) en células por técnicas ex-vivo o in-vivo es una de las aplicaciones mds importantes de la transferencia de
genes. Los vectores, sistemas de vectores y métodos adecuados para la terapia génica in-vitro o in-vivo se describen en
la bibliografia y son bien conocidos para el especialista en la técnica; véase, por ejemplo, Giordano, Nature Medicine
2 (1996), 534-539; Schaper, Circ. Res. 79 (1996), 911-919; Anderson, Science 256 (1992), 808-813, Isner, Lancet
348 (1996), 370-374; Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; Wang, Nature Medicine 2 (1996), 714-716;
documentos WO 94/29469; WO 97/00957; Schaper, Current Opinion in Biotechnology 7 (1996), 635-640 o Verma,
Nature 389 (1997), 239-242 y las referencias citadas en estos documentos.

Las moléculas de dcido nucleico y los vectores como se han descrito anteriormente en este documento pueden
disefiarse para la introduccién directa o para la introduccidn a través de liposomas o vectores virales (por ejemplo,
adenovirales o retrovirales) en la célula. Ademads, pueden usarse sistemas de baculovirus o sistemas basados en virus
vaccinia o Virus Semliki Forest como sistemas de expresion eucariéticos para las moléculas de dcido nucleico descritas
en este documento. Ademads de la produccién recombinante, pueden producirse fragmentos de la proteina, la proteina
de fusion o fragmentos antigénicos por sintesis directa de péptidos usando técnicas en fase sélida (véase Stewart et al.,
(1969) Solid Phase Peptide Synthesis; Freeman Co, San Francisco; Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85 (1963), 2149-
2154). La sintesis de proteinas in vitro puede realizarse usando técnicas manuales o por medio de una automatizacion.
La sintesis automatica puede conseguirse, por ejemplo, usando el Sintetizador de Péptidos Applied Biosystems 431A
(Perkin Elmer, Foster City CA) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Varios fragmentos
pueden sintetizarse quimicamente por separado y combinarse usando métodos quimicos para producir la molécula de
longitud completa.

La presente solicitud describe, ademds, un hospedador transformado con un vector o un hospedador antes descrito
que comprende la molécula de 4cido nucleico antes descrita. Dicho hospedador se puede producir introduciendo dicho
vector o secuencia de nucledtidos en una célula hospedadora que, en su presencia en la célula, media la expresion de
una proteina codificada por la secuencia de nucleétidos o que comprende una secuencia de nucleétidos o un vector,
siendo la secuencia de nucledtidos y/o el polipéptido codificado extrafio para la célula hospedadora.

Por “extraiio” se entiende que la secuencia de nucleétidos y/o el polipéptido codificado es heterélogo con respecto
al hospedador, que significa derivado de una célula u organismo con una base gendmica diferente, o es homélogo con
respecto al hospedador pero estd localizado en un entorno genémico diferente que el del homdlogo natural de dicha
secuencia de nucleétidos. Esto significa que si la secuencia de nucleétidos es homéloga con respecto al hospedador,
no se localiza en su localizacién natural en el genoma de dicho hospedador, en particular estd rodeada por genes
diferentes. En este caso, la secuencia de nucleétidos puede estar bajo el control de su propio promotor o bajo el
control de un promotor heter6logo. La localizacién de la molécula de dcido nucleico introducida o el vector puede
determinarse por el especialista en la técnica usando métodos bien conocidos por dicho especialista en la técnica, por
ejemplo, Transferencia de Southern. El vector o la secuencia de nucleétidos que esta presente en el hospedador puede
estar integrada en el genoma del hospedador o puede mantenerse en alguna forma extracromosdémicamente. A este
respecto, también se entendera que la secuencia de nucleétidos puede usarse para restaurar o crear un gen mutante por
recombinacién homdloga.

Dicho hospedador puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Son células procariotas/bacterianas adecuadas
las usadas generalmente para clonacion, tales como E. coli, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens o Baci-
llus subtilis. Dicho hospedador eucariota puede ser una célula de mamifero, una célula de anfibio, una célula de pez,
una célula de insecto, una célula fungica, una célula vegetal o una célula bacteriana (por ejemplo, las cepas de E.
coli HB101, DH5a, XL1 Blue, Y1090 y JM101). Se prefieren células hospedadoras recombinantes eucariotas. Los
ejemplos de células hospedadoras eucariotas incluyen, pero sin limitacion, levaduras, por ejemplo células de Saccha-
romyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis o Pichia pastoris, lineas celulares de origen
humano, bovino, porcino, de mono y de roedor, asi como células de insecto, incluyendo pero sin limitacién células
de insecto Spodoptera frugiperda y células de insecto derivadas de Drosophila, asi como células de pez cebra. Las
lineas celulares derivadas de especies de mamifero adecuadas para uso y disponibles en el mercado incluyen, pero
sin limitacion, células L, células CV-1, células COS-1 (ATCC CRL 1650), células COS-7 (ATCC CRL 1651), células
HeLa (ATCC CCL 2), C1271 (ATCC CRL 1616), BS-C-1 (ATCC CCL 26) y MRC-5 (ATCC CCL 171).

En una forma de realizacién particularmente preferida, dicha célula de mamifero es una célula neuronal y/o una
célula cultivada tal como, entre otras, una célula HEK 293 (rifion embrionario humano), una célula CHO, HelLa,
NIH3T3, BHK, PC12 o una célula madre neuronal preferiblemente derivada de un mamifero y mas preferiblemente
de un ser humano.

En otra forma de realizacion mds preferida, dicha célula de anfibio es un oocito. En una forma de realizacion
incluso mas preferida, dicho oocito es un oocito de rana, particularmente preferido un oocito de Xenopus laevis.
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Preferiblemente, el hospedador es un organismo transgénico no humano. Dicho organismo no humano puede ser un
mamifero, anfibio, un pez, un insecto, un hongo o una planta. Son animales transgénicos no humanos particularmente
preferidos especies de Drosophila, Caenorhabditis elegans, especies de Xenopus, pez cebra, Spodoptera frugiperda,
Autographa californica, ratones y ratas. Las plantas transgénicas comprenden, pero sin limitacion, trigo, tabaco, perejil
y Arabidopsis. Los hongos transgénicos también son bien conocidos en la técnica y comprenden, entre otros, levaduras
tales como S. pombe 0 S. cerevisiae, especies de Aspergillus, Neurospora o Ustilago o especies de Pichia.

La presente solicitud describe un método para producir el polipéptido codificado por una molécula de acido nu-
cleico antes descrita que comprende cultivar/desarrollar el hospedador antes descrito y aislar el polipéptido producido.

En la técnica existen un gran nimero de métodos adecuados para producir polipéptidos en hospedadores apro-
piados. Si el hospedador es un organismo unicelular o una célula de mamifero o insecto, la persona especialista en
la técnica puede volver a una diversidad de condiciones de cultivo que pueden optimizarse adicionalmente sin una
carga excesiva de trabajo. Convenientemente, la proteina producida se recoge del medio de cultivo o de membranas
(bioldgicas) aisladas por técnicas establecidas. Ademds, el polipéptido producido puede aislarse directamente a partir
de la célula hospedadora. Dicha célula hospedadora puede ser parte o puede derivar de una parte de un organismo
hospedador, por ejemplo, dicha célula hospedadora puede ser parte del SNC de un animal o la parte cosechable de una
planta. Ademds, el polipéptido producido puede aislarse de fluidos derivados de dicho hospedador, tal como sangre,
leche o liquido cefalorraquideo.

Adicionalmente se describen en este documento polipéptidos representados en las SEC ID N°: 5 a 12 que se
codifican por las moléculas de 4cido nucleico descritas en este documento. Estos polipéptidos, por consiguiente,
pueden producirse por métodos microbiolégicos o por mamiferos transgénicos o por plantas trasngénicas. Como
alternativa, estos polipéptidos pueden producirse sintética o semisintéticamente.

Por ejemplo, puede usarse sintesis quimica tal como el procedimiento en fase sélida descrito por Houghton Proc.
Natl. Acad. Sci. USA (82) (1985), 5131-5135. Otro método es la traduccién in vitro de ARNm. Un método preferi-
do implica la produccién recombinante de proteinas en células hospedadoras como se ha descrito anteriormente. Por
ejemplo, pueden sintetizarse secuencias de dcido nucleico que comprenden todo o una parte de una cualquiera de
las secuencias de nucleétidos descritas en este documento por PCR, insertarse en un vector de expresion y una célula
hospedadora puede transformarse con el vector de expresion. Posteriormente, la célula hospedadora se cultiva para pro-
ducir el polipéptido deseado, que se aisla y purifica. El aislamiento y purificacién de proteinas puede conseguirse por
una cualquiera de varias técnicas conocidas; por ejemplo y sin limitacién, cromatograffa de intercambio iénico, cro-
matografia de exclusién molecular y cromatograffa de afinidad, cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC), HPLC
de fase inversa, electroforesis en gel preparativa con disco. Ademads, pueden usarse sistemas de traduccién sin células
para producir los polipéptidos descritos en este documento. Los sistemas de expresion sin células adecuados para uso
de acuerdo con la presente solicitud incluyen lisado de reticulocitos de conejo, extracto de germen de trigo, mem-
branas microsomales pancredticas caninas, extracto S30 de E. coli y sistemas de transcripcién/traduccién acoplados
tales como el sistema TNT (Promega). Estos sistemas permiten la expresion de polipéptidos o péptidos recombinantes
tras la adicion de vectores de clonacién, fragmentos de ADN o secuencias de ARN que contienen regiones codifican-
tes y elementos promotores apropiados. Como se ha mencionado supra, las técnicas de aislamiento/purificacién de
proteinas pueden requerir la modificacién usando métodos convencionales. Por ejemplo, puede afiadirse una sefial de
histidina a la proteina para permitir la purificaciéon en una columna de niquel. Otras modificaciones pueden producir
una mayor o menor actividad, permitir mayores niveles de produccion de proteinas o simplificar la purificacién de la
proteina.

Los polipéptidos antes descritos se pueden utilizar para desarrollar anticuerpos dirigido especificamente a un po-
lipéptido de este tipo, donde dicho anticuerpo reacciona especificamente con un epitopo generado y/o formado por la
mutacién en el canal idnico de apertura por ATP P2X7R seleccionado entre el grupo compuesto por:

(i) un epitopo presentado especificamente por un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos de un canal
i6nico de apertura por ATP P2X7R, donde el resto R (Arg), G (Gly), E (Glu), L (Leu), R (Arg), I (Ile) o R (Arg) que
corresponde a la posicién 117, 150, 186, 191, 270, 568 6 578 del canal iénico de apertura por ATP P2X7R de tipo
silvestre como se representa en la SEC ID N°: 3 6 4 se reemplaza por otro resto aminoacidico; y

(i1) un epitopo presentado especificamente por un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos de un canal
i6nico de apertura por ATP P2X7R, donde se delecionan los aminoécidos correspondientes a las posiciones 488 a 494
del canal i6nico de apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre como se representa en la SEC ID N°: 3 6 4, para la
preparacién de una composicién de diagndstico para detectar un trastorno afectivo.

Con respecto a los aspectos preferidos de (i) y (ii) se aplica lo mismo que se ha descrito anteriormente en rela-
cién con las moléculas de dcido nucleico. El término “especificamente” en este contexto significa que el anticuerpo
reacciona con la proteina P2X7R mutante pero no con una proteina P2X7R de tipo silvestre. Preferiblemente, este
término también significa que dicho anticuerpo no se une a otras formas mutantes de la proteina P2X7R, en particular
las descritas en este documento. Si el anticuerpo reacciona especificamente como se ha definido anteriormente en
este documento puede ensayarse facilmente, entre otros métodos, comparando la reaccién de dicho anticuerpo con un
canal i6nico de apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre (o una subunidad o fragmento del mismo) con la reaccién
de dicho anticuerpo con un polipéptido P2X7R mutante de la invencion.
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El anticuerpo puede ser, por ejemplo, policlonal o monoclonal. El término “anticuerpo” también comprende deri-
vados o fragmentos del mismo que retienen la especificidad de unién. Las técnicas para la produccién de anticuerpos
son bien conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, en Harlow y Lane “Antibodies, A Laboratory Manual”,
CSH Press, Cold Spring Harbor, 1988. Estos anticuerpos pueden usarse, por ejemplo, para la inmunoprecipitacion e
inmunolocalizacién de los polipéptidos antes descritos, asi como para el control de la presencia de dichos polipéptidos,
por ejemplo, en organismos recombinantes o en diagnéstico. También pueden usarse para la identificacién de com-
puestos que interaccionan con las proteinas antes descritas (como se menciona en este documento mas adelante). Por
ejemplo, puede usarse la resonancia de plasmén superficial como se emplea en el sistema BIAcore para aumentar la
eficacia de anticuerpos contra fagos que se unen a un epitopo del polipéptido (Schier, Human Antibodies Hybridomas
7 (1996), 97-105; Malmborg, J. Immunol. Methods 183 (1995), 7-13).

Se pueden concebir anticuerpos quiméricos, monocatenarios y humanizados asi como fragmentos de anticuerpo
tales como, entre otros, fragmentos Fab. Los fragmentos o derivados de anticuerpos comprenden ademads fragmentos
F(ab’)2, Fv o scFv; véase, por ejemplo, Harlow y Lane, loc. cit.. En la técnica se conocen diversos procedimientos
y pueden usarse para la produccion de estos anticuerpos y/o fragmentos. De esta manera, los derivados (anticuerpos)
pueden producirse por peptidomiméticos. Ademds, pueden adaptarse técnicas descritas para la produccién de anti-
cuerpos monocatenarios (véase, entre otras, la Patente de Estados Unidos N° 4.946.778) para producir anticuerpos
monocatenarios contra polipéptidos descritos en este documento. Ademads, pueden usarse animales transgénicos para
expresar anticuerpos humanizados contra los polipéptidos antes descritos. Mds preferiblemente, el anticuerpo de esta
invencion es un anticuerpo monoclonal. Para la preparacién de anticuerpos monoclonales, puede usarse cualquier téc-
nica que proporcione anticuerpos producidos por cultivos de lineas celulares continuas. Los ejemplos de estas técnicas
incluyen la técnica de hibridoma (Kohler y Milstein Nature 256 (1975), 495-497), la técnica de trioma, la técnica
de hibridoma de células B humanas (Kozbor, Immunology Today 4 (1983), 72) y la técnica de EBV-hibridoma para
producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss,
Inc. (1985), 77-96). Las técnicas que describen la produccién de anticuerpos monocatenarios (por ejemplo, Patente de
Estados Unidos N° 4.946.778) pueden adaptarse para producir anticuerpos monocatenarios contra polipéptidos inmu-
nogénicos como los descritos anteriormente. Ademads, pueden usarse ratones transgénicos para expresar anticuerpos
humanizados dirigidos contra dichos polipéptidos inmunogénicos. En particular se prefiere que las construcciones de
anticuerpos/anticuerpo, asi como los fragmentos o derivados de anticuerpo sean capaces de expresarse en una célula.
Esto puede conseguirse, entre otros métodos, por inyeccién directa de las moléculas proteicas correspondientes o por
inyeccién de moléculas de acido nucleico que las codifican. Ademds, se prevén estrategias de terapia génica. Por con-
siguiente, la expresion “molécula de anticuerpo” se refiere a moléculas de inmunoglobulina enteras asi como a partes
de dichas moléculas de inmunoglobulina. Ademds, el término, como se ha descrito anteriormente, se refiere a molé-
culas de anticuerpo modificadas y/o alteradas, tales como anticuerpos quiméricos y humanizados. El término también
se refiere a anticuerpos monoclonales o policlonales asi como a anticuerpos generados de forma recombinante o por
sintesis/anticuerpos sintetizados. El término también se refiere a anticuerpos intactos asi como a fragmentos de dichos
anticuerpos, tales como cadenas ligeras y pesadas separadas, Fab, Fab/c, Fv, Fab’, F(ab’)2. La expresion “molécula de
anticuerpo” también comprende anticuerpos bifuncionales y construcciones de anticuerpos, tales como Fv monocate-
narios (scFv) o proteinas de fusion de anticuerpo. También se prevé en el contexto de esta invencién que el término
“anticuerpo” comprende construcciones de anticuerpo que pueden expresarse en células, por ejemplo, construcciones
de anticuerpo que pueden introducirse por transfeccion y/o transduccion a través de, entre otras moléculas, virus o
vectores. Se prevé particularmente que estas construcciones de anticuerpo reconozcan especificamente a los polipép-
tidos antes descritos. Ademds, se prevé que dicha construccién de anticuerpos se emplee en estrategias de terapia
génica.

También se describe en este documento un aptdmero que se une especificamente a un polipéptido antes descrito,
donde dicho aptdmero reacciona con un epitopo de un polipéptido de este tipo. Ademds, se describe en este docu-
mento un aptdmero dirigido especificamente a una molécula de 4cido nucleico correspondiente segiin se describe
antes.

Cuando se utiliza en este documento, el término “aptdmero” significa moléculas de dcido nucleico que pueden
unirse a moléculas diana. Los aptimeros cominmente comprenden ARN, ADN monocatenario, ARN modificado o
moléculas de ADN modificadas. La preparacién de aptdmeros es bien conocida en la técnica y puede implicar, entre
otras cosas, el uso de bibliotecas de ARN combinatorias para identificar sitios de unién (Gold, Ann. Rev. Biochem. 64
(1995), 763-797).

Ademads, la presente invencion describe un cebador o un par de cebadores capaces de amplificar especificamente
las moléculas de 4cido nucleico descritas en este documento. El término “cebador”, cuando se usa en este documento,
significa una molécula de 4cido nucleico monocatenaria capaz de hibridar con la molécula de dcido nucleico antes des-
crita y, por lo tanto, que puede servir como punto de partida para la amplificacién. Dicho término también comprende
oligorribo- o desoxirribonucledtidos que son complementarios a una regién de una de las cadenas de una molécula
de 4cido nucleico segin se describe en este documento. Cuando se utiliza en este documento, la expresion “par de
cebadores” significa un par de cebadores que estan dirigidos en la direccién opuesta entre si, con respecto a una region
complementaria de una molécula de dcido nucleico, para permitir, por ejemplo, la amplificacién por la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR).

El término “amplificacion” se refiere a la copia repetida de una secuencia especificada de nucleétidos dando como
resultado un aumento en la cantidad de dicha secuencia especificada de nucleétidos y permite la generaciéon de una
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multitud de moléculas de dcido nucleico idénticas o esencialmente idénticas (es decir, con una identidad de al menos
95%, mas preferiblemente de al menos 98%, incluso mds preferiblemente de al menos 99% y atin més preferiblemente
de al menos 99,5%, tal como de 99,9%) o partes de las mismas. Estos métodos estdn bien establecidos en la técnica;
véase Sambrook et al. “Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, 2°* edicién 1989, CSH Press, Cold Spring Harbor.
Incluyen reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y modificaciones de la misma, y reaccion en cadena de la ligasa
(LCR) por nombrar algunos métodos de amplificacion preferidos.

Cuando se usan en el contexto de los cebadores, el término “especificamente” significa que s6lo se amplifican las
moléculas de 4cido nucleico descritas en este documento anteriormente y no se amplifican las moléculas de acido
nucleico que codifican el receptor de apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre representado en la SEC ID N°: 1. De
esta manera, un cebador, segiin se describe en este documento, es preferiblemente un cebador que se une a una regién
de una molécula de acido nucleico descrita en este documento que es tnica para esta molécula y que no esta presente
en la secuencia codificante de P2X7R de tipo silvestre, es decir, el cebador se une en una region en la que se produce
una de las mutaciones descritas anteriormente. En relacién con un par de cebadores de acuerdo con la invencién, es
posible que uno de los cebadores del par sea especifico en el sentido descrito anteriormente o que los dos cebadores
del par sean especificos. En ambos casos, el uso de dicho par de cebadores permitiria amplificar especificamente un
mutante de la invencién como se ha descrito anteriormente en este documento, pero no la secuencia codificante de
P2X7R de tipo silvestre.

El extremo 3’-OH de un cebador se usa por una polimerasa para extenderse por la incorporaciéon sucesiva de
nucledtidos. El cebador o par de cebadores puede usarse, por ejemplo, en experimentos de extension de cebadores
sobre una plantilla de ARN de acuerdo con los métodos conocidos por el especialista en la técnica. Preferiblemente,
el cebador o par de cebadores se usan para reacciones de amplificacion sobre la plantilla de ARN o la plantilla de
ADN, preferiblemente ADNc o ARN genémico. Las expresiones “plantilla de ADN” o “plantilla de ARN” se refieren
a moléculas de ADN o ARN o fragmentos de las mismas de cualquier fuente o composicién de nucleétidos, que
comprenden una secuencia de nucleétidos diana como se ha definido anteriormente. El cebador o par de cebadores
también puede usarse para experimentos de hibridacién como los conocidos en la técnica. Preferiblemente, el cebador
o par de cebadores se usan en reacciones en cadena de la polimerasa para amplificar secuencias que corresponden a
una secuencia de la molécula de 4cido nucleico antes descrita. Se sabe que la longitud de un cebador se obtiene a partir
de diferentes pardmetros (Gillam, Gene 8 (1979), 81-97; Innis, PCR Protocols: A guide to methods and applications,
Academic Press, San Diego, USA (1990)). Preferiblemente, el cebador sélo debe hibridar o unirse con una regién
especifica de una secuencia de nucledtidos diana. La longitud de un cebador que hibrida estadisticamente sélo en
una regién de una secuencia de nucledtidos diana puede calcularse por la siguiente férmula: ('/,)* (donde x es la
longitud del cebador). Por ejemplo, un hepta- u octanucleétido seria suficiente para unirse estadisticamente s6lo una
vez en una secuencia de 37 kb. Sin embargo, se sabe que un cebador que corresponde exactamente a una cadena de
plantilla complementaria debe tener al menos una longitud de 9 pares de bases, de lo contrario no podria generarse una
doble cadena estable (Goulian, Biochemistry 12 (1973), 2893-2901). También se prevé que pueden usarse algoritmos
basados en ordenador para disefiar cebadores capaces de amplificar las moléculas de acido nucleico antes descritas.
Preferiblemente, los cebadores tienen una longitud de al menos 10 nucleétidos, mds preferiblemente de al menos 12
nucleétidos, incluso mas preferiblemente de al menos 15 nucledtidos, de una forma particularmente preferida de al
menos 18 nucledtidos, de una forma incluso particularmente mds preferida de al menos 20 nucleétidos y ain mas
preferiblemente de al menos 25 nucleétidos.

También se prevé que el cebador o par de cebadores esté marcado. El marcador puede ser, por ejemplo, un mar-
cador radiactivo tal como *?P, ¥*P o **S. Preferiblemente, el marcador es un marcador no radiactivo, por ejemplo,
digoxigenina, biotina y un colorante fluorescente o un tinte. Preferiblemente, dichos cebadores se seleccionan del
grupo que consiste en SEC ID N°s 52 a 111.

Todavia en otro aspecto, la presente solicitud describe una composicién de diagndstico que comprende una molé-
cula de 4cido nucleico, un vector, un polipéptido, un anticuerpo, un aptimero y/o un cebador o par de cebadores segtin
se describe en este documento.

El término “composicién”, como se usa de acuerdo con este documento, se refiere a composiciones que com-
prenden al menos una molécula de dcido nucleico, vector, polipéptido, un anticuerpo y/o cebador o par de cebadores
segun se describe en este documento. Opcionalmente, puede comprender moléculas adicionales capaces de alterar las
caracteristicas del componente descrito en este documento y de esta manera, por ejemplo, suprimir, bloquear, modu-
lar y/o activar su funcién, que tienen propiedades neuroprotectoras, nootrdpicas, antidepresivas y/o protectoras de las
células como se describird mds adelante en este documento. La composicién puede estar en forma sélida, liquida o
gaseosa y puede estar, entre otras, en forma de (un) polvo(s), (un) comprimido(s), (una) solucién (soluciones) o (un)
aerosol(es).

Preferiblemente, la composicién es una composicion de diagndstico que opcionalmente comprende, ademds, me-
dios adecuados para su deteccién. Como se ha descrito anteriormente, sorprendentemente se encontrd que mutaciones
en la proteina P2X7R estdn relacionadas con trastornos afectivos. De esta manera, este conocimiento permite diag-
nosticar trastornos afectivos de una forma facil. La composicion de diagndstico comprende al menos uno de los com-
puestos mencionados anteriormente de la invencidn. La composicion de diagndstico puede usarse, entre otras cosas,
para métodos para determinar la presencia y/o expresion de los dcidos nucleicos y/o polipéptidos descritos en este
documento. Esto puede realizarse por medio de la deteccién, por ejemplo, de la presencia de un gen correspondiente
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en el material genético de un individuo o la presencia del ARNm correspondiente que comprende el aislamiento del
ADN o ARN a partir de una célula derivada de dicho individuo, la puesta en contacto del ADN o ARN obtenido
de esta manera con una sonda de 4cido nucleico como se ha descrito anteriormente en condiciones de hibridacion,
y la deteccion de la presencia de ARNm hibridados con la sonda. Como alternativa, la composicién de diagndsti-
co también puede usarse para detectar la presencia de una molécula de acido nucleico descrita en este documento
por PCR. Ademads, los polipéptidos descritos en este documento pueden detectarse por métodos conocidos en la téc-
nica que comprenden, entre otros, métodos inmunoldgicos tales como RIA, FIA, ELISA, FACS o transferencia de
Western.

Ademads, la composiciéon de diagndstico puede ser ttil, entre otras cosas, para detectar la prevalencia, el inicio
o el progreso de una enfermedad relacionada con la expresion de un polipéptido antes descrito. Por consiguien-
te, la composicién de diagndstico de la invencion puede usarse, entre otras cosas, para evaluar la prevalencia, el
inicio y/o el estado de enfermedad de trastornos afectivos, como se han definido anteriormente en este documen-
to. También se contempla que la composiciéon de diagndstico puede ser ttil para distinguir entre las fases de una
enfermedad.

La composicién de diagndstico opcionalmente comprende medios adecuados para la deteccion. La(s) molécula(s)
de 4cido nucleico, vector(es), hospedador(es), anticuerpo(s), aptdmero(s) y polipéptido(s) descritos anteriormente son
adecuados, por ejemplo, para uso en inmunoensayos en los que pueden utilizarse en fase liquida o unirse a un soporte
en fase s6lida. Los ejemplos de vehiculos bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, ion polivinilico, polipropileno,
polietileno, policarbonato, dextrano, nylon, amilosas, celulosas naturales o modificadas, poliacrilamidas, agarosas y
magnetita. El soporte puede ser de naturaleza soluble o insoluble.

Los soportes de fase sélida son conocidos por los especialistas en la técnica y pueden comprender perlas de po-
liestireno, perlas de latex, perlas magnéticas, particulas metalicas coloidales, chips y superficies de vidrio y/o silicio,
tiras de nitrocelulosa, membrana, l1dminas, duracitos y las paredes de pocillos de una bandeja de reaccién, tubos de
plastico u otros tubos de ensayo. Los métodos adecuados para inmovilizar molécula(s), vector(es), hospedador(es),
anticuerpo(s), aptdmero(s), polipéptido(s), etc. sobre las fases sélidas incluyen, pero sin limitacidn, interacciones i6ni-
cas, hidréfobas, covalentes o reticulacidn (quimica) y similares. Son ejemplos de inmunoensayos que pueden utilizar
los compuestos descritos en este documento inmunoensayos competitivos y no competitivos en un formato direc-
to o indirecto. Los ensayos de deteccion usados cominmente pueden comprender métodos con radioisétopos o sin
radioisétopos. Son ejemplos de dichos inmunoensayos el radioinmunoensayo (RIA), el ensayo de sandwich (ensa-
yo inmunométrico) y el ensayo de transferencia de Northern o de Southern. Ademads, estos métodos de deteccién
comprenden, entre otros, IRMA (Ensayo Radioinmunométrico Inmune), EIA (Ensayo Inmuno Enzimético), ELISA
(Ensayo Inmune Asociado a Enzimas), FIA (Ensayo Inmune Fluorescente) y CLIA (Ensayo Inmune Quimioluminis-
cente). Ademas, los compuestos de diagndstico de la presente invencién pueden emplearse en técnicas tales como
FRET (Transferencia de Energia de Resonancia por Fluorescencia).

Los especialistas habituales en la técnica conocen los marcadores y métodos de marcaje apropiados. Los ejemplos
de los tipos de marcadores que pueden usarse incluyen, entre otros, fluorocromos (tales como fluoresceina, rodamina,
Rojo Texas, etc.), enzimas (tales como peroxidasa de rdbano picante, 3-galactosidasa, fosfatasa alcalina), isétopos
radiactivos (tales como *P, **P, **S o 'I), biotina, digoxigenina, metales coloidales y compuestos quimio- o biolumi-
niscentes (tales como dioxetanos, luminol o acridinio).

Se dispone de una diversidad de técnicas para marcar biomoléculas, que son bien conocidas para el especialista en
la técnica y comprenden, entre otras, acoplamiento covalente de enzimas o grupos biotinilo, fosforilaciones, biotinila-
ciones, cebado aleatorio, traducciones con muesca, adicion de colas (usando transferasas terminales). Estas técnicas,
por ejemplo, se describen en Tijssen, “Practice and theory of enzyme inmunoassays”, Burden and von Knippenburg
(Eds), Volume 15 (1985); “Basic methods in molecular biology”, Davis LG, Dibmer MD, Battery Elsevier (1990);
Mayer, (Eds) “Immunochemical methods in cell and molecular biology” Academic Press, London (1987); o en la
serie “Methods in Enzymology”, Academic Press, Inc.

Los métodos de detecciéon comprenden, pero sin limitacién, autorradiografia, microscopia de fluorescencia, reac-
ciones enzimaticas directas e indirectas, etc.

Dicha composiciéon de diagnéstico puede usarse en métodos para detectar la presencia y/o abundancia de una
molécula de 4cido nucleico antes descrita en una muestra biolégica y/o médica y/o para detectar la expresion de
dicha molécula de dcido nucleico (por ejemplo, determinando el ARNm o el polipéptido expresado). Ademads, dicha
composicién de diagnéstico también puede usarse en métodos descritos en este documento, entre otras cosas, para
la deteccion de antagonistas o agonistas especificos para canales i6nicos de apertura por ATP P2X7R (véase en este
documento mas adelante).

En este documento se describe un método para diagnosticar un trastorno afectivo o una susceptibilidad a un tras-
torno afectivo, que comprende la etapa de determinar en una muestra obtenida a partir de un individuo si la proteina
P2X7R expresada en las células de dicho individuo es no funcional muestra una apertura por ATP alterada en compa-
racién con la proteina P2XTR de tipo salvaje o estd sobre- o infra-expresada en comparacién con el nivel de proteina
P2X7R de un individuo no afectado.
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La expresion “sobre- o infraexpresada en comparacion con el nivel de proteina P2X7R” en el contexto en este
documento significa que el nivel de proteina P2X7R es mayor o menor que el nivel de P2X7R de un individuo sano, es
decir, un individuo no afectado por un trastorno afectivo. La sobreexpresion puede deberse, por ejemplo, a una mayor
cantidad de ARNm de P2X7R producida por velocidades de transcripcién aumentadas debido a la mayor actividad de
la ARN polimerasa II. Por consiguiente, la cantidad de ARNm puede conducir a un aumento de la traduccién y, de
esta manera, a un mayor nivel de proteina P2X7R. También es posible que una mayor cantidad de proteina P2X7R se
deba a una mayor estabilidad de la proteina. Una infraexpresion de proteina P2X7R puede deberse a bajas velocidades
de transcripcion del gen P2X7R y, de esta manera, cantidades insuficientes de ARNm de P2X7R sélo producen una
baja cantidad de proteina P2X7R. Otra razén puede ser que la proteina P2X7R sea inestable y, de esta manera, no esté
presente en cantidades comparables al nivel de proteina de tipo silvestre.

La infra- o sobreexpresion de proteina P2X7R puede determinarse por métodos bien conocidos para la persona

especialista en la técnica. Estos incluyen, pero sin limitacién, métodos para determinar la cantidad de ARNm o la
cantidad y/o actividad de la proteina. Son ejemplos andlisis de Transferencia de Northern o técnicas de base inmune,
tales como Transferencia de Western.

“No funcional” significa que la proteina P2X7R ha perdido al menos una propiedad funcional que presenta la pro-
teina P2X7R de tipo silvestre como se ha descrito en este documento anteriormente. Preferiblemente, “no funcional”
significa que la proteina P2X7R ya no funciona como canal. La no funcionalidad puede deberse, por ejemplo, al hecho
de que un alelo que aparece en un individuo codifique una proteina P2X7R que conduce a dimeros no funcionales (mu-
taciéon dominante negativa). Si una proteina P2X7R en un individuo es funcional o no funcional puede determinarse
por los métodos descritos en este documento anteriormente y en los ejemplos.

La expresion “apertura por ATP alterada” significa que la proteina P2X7R respectiva reacciona al ATP de una
forma diferente que la proteina P2X7R de tipo silvestre. Esto puede determinarse como se describe en los ejemplos
adjuntos o como se ha descrito anteriormente en este documento.

En el contexto del diagndstico, no sélo podria tener valor diagndstico la actividad de la P2X7R, sino también la
cantidad de expresion. Por ejemplo, si un polimorfismo afecta a la estabilidad del ARN o a la eficacia de traduccion,
esto podria conducir a una menor expresion de la proteina P2X7 no sélo en el hipocampo, sino también en la sangre.
Por lo tanto, se podria especular que una menor cantidad de P2X7 detectada por transferencia de western en células
sanguineas podria estar relacionada con una depresion.

Otro aspecto descrito en este documento es un método para diagnosticar un trastorno afectivo o una susceptibilidad
a un trastorno afectivo que comprende la etapa de determinar en una muestra obtenida a partir de un individuo si
la secuencia del gen P2X7R o la proteina codificada del mismo comprende una mutacién como se define en este
documento en comparacién con la secuencia P2X7R de tipo silvestre.

Un aspecto preferido describe un método, donde una mutacién es una mutacién en la secuencia de P2X7R como se
ha definido anteriormente en este documento y/o un reemplazo o delecién de nucleétidos seleccionados de la siguiente
Tabla C que indica en la columna “Regién de P2X7R” la region de la secuencia de nucleétidos genémica de P2X7R en
la que se produce el reemplazo o delecidn, en la columna “Nucleétido” de la Tabla C el nucleétido que se reemplaza
por otro nucledtido o los nucledtidos que se delecionan y en la columna “Posicién en tipo silvestre” de la Tabla C la
posicion correspondiente en la secuencia de nucledtidos del canal iénico de apertura por ATP de tipo silvestre P2X7R
como se representa en la SEC ID N°: 1.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA C

Region de P2X7R | Nucleodtido Posicion en tipo
silvestre

5UTR T 532
5UTR A 1100
5UTR A 1122
5UTR C 1171
5UTR T 1351
5UTR G 1702
5UTR T 1731
S5UTR Cc 1860
5UTR Cc 2162
5UTR C 2238
5UTR A 2373
5UTR G 2569
5UTR G 2702
intrén 1 G 3166
intron 1 C 24778
intron 1 Cc 24830
exon 2 T 24942
exon 3 C 26188
exon 3 A 26308
exon 3 G 26422
intrén 4 G 32394
intrén 4 T 32434
exon 5 G 32493
exon 5 G 32506
exén 5 C 32507
exon 5 C 32548
intron 5 A 32783
intrén 5 T 35309
intrén 5 C 35374
intrén 5 A 35378
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exbn 6 G 35438
exon 6 T 35454
intrén 6 T 35549
intrén 6 G 35641
intrén 6 A 35725
intrén 6 T 36001
intrén 6 A 36064
intrén 6 delecionde GTTT de 36091 a 36094
intrén 6 Cc 36108
intrén 7 c 36374
intrén 7 G 36378
intron 7 T 36387
intrén 7 G 36398
intrén 7 C 37439
intrén 7 T 37513
exon 8 C 37604
exon 8 G 37605
exon 8 G 37623
exon 8 C 37633
intron 9 C 47214
exon 11 G 47383
exon 11 C 47411
intrén 11 T 47563
intrén 12 Cc 54307
intrén 12 G 54308
exon 13 c 54399
exon 13 A 54480
exon 13 C 54523
exon 13 delecion de de 54562 a 54582
CCCTGAGAGCCACAGGTGCCT

exéon 13 A 54588
exén 13 C 54664
exon 13 G 54703
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exén 13 A 54804
exon 13 G 54834
exon 13 G 54847
3UTR G 54925
JUTR c 55169
JUTR A 55170
3UTR A 55171
3JUTR c 55917

Como se ha indicado anteriormente, si el nucledtido respectivo que se reemplaza por otro nucleétido es una base de
purina, se prefiere que se reemplace por otra base de purina. Si es una base de pirimidina, se prefiere que se reemplace
por otra base de pirimidina. También se prefiere que una base de purina se reemplace por una base de pirimidina y que
una base de pirimidina se reemplace por una base de purina. Lo mas preferido es que los nucleétidos indicados en la
Tabla C se reemplacen por los nucleétidos indicados en la posicion respectiva de la Tabla 12 presentada mds adelante
(véase el Ejemplo 3).

Otro aspecto descrito en este documento es una composicion de diagndstico disefiada para uso en un método en el
que se determina la aparicion de la mutacion en el gen del canal idnico de apertura por ATP P2X7R por PCR, métodos
inmunoldgicos y/o métodos electrofisiol6gicos como se describe mds adelante en este documento y en los ejemplos
adjuntos. Ademds, es posible determinar la aparicién de una mutacién en el canal i6nico de apertura por ATP P2X7R
como se ha descrito anteriormente en este documento.

Todavia otro aspecto descrito en este documento describe el uso de una molécula de 4cido nucleico, un vector,
un polipéptido, un anticuerpo, aptdmero y/o un cebador o par de cebadores para la preparacién de una composicién
diagndstica para la deteccién de un trastorno afectivo.

También se describen en este documento métodos para diagnosticar un trastorno afectivo de un individuo, que
comprenden:

(a) aislar ADN a partir de células obtenidas de un individuo;
(b) determinar todo o parte de la composicién de nucleétidos del gen P2X7R; y

(c) analizar dicha composicién de nucledtidos de P2X7R con respecto a la presencia de uno o mas polimorfismos,
mutaciones o variaciones alélicas como se definen en este documento.

El término “gen” significa una secuencia de nucledtidos asociada con la produccién de una proteina, incluyendo
secuencias promotoras, secuencias potenciadoras, secuencias de intrones, secuencias de exones, regiones codificantes,
regioén 5’ no traducida (5’UTR), region 3’ no traducida (3°’UTR) y variantes de corte y empalme.

En los métodos descritos en este documento, el individuo es un mamifero y mas preferiblemente un ser humano.
Ademds, las células preferiblemente proceden de piel, sangre, orina o liquido cefalorraquideo.

Los métodos descritos en este documento para el diagnéstico de un trastorno afectivo de acuerdo con la com-
posicion de un marcador genético que corresponde al gen P2X7R. Como se demuestra por los ejemplos adjuntos,
los polimorfismos en la proteina P2X7R estdn asociados genéticamente con pacientes que padecen un trastorno
afectivo.

Por consiguiente, el diagnéstico de un trastorno afectivo puede realizarse, por ejemplo, aislando células de un
individuo y aislando el ADN genémico de dichas células. Estas células pueden recogerse a partir de fluidos cor-
porales, piel, cabello, biopsias y otras fuentes. La coleccion y el andlisis de las células de fluidos corporales tales
como sangre, orina y liquido cefalorraquideo es bien conocido en la técnica; véase, por ejemplo, Rodak, “Haemato-
logy: Clinical Principles & Applications” segunda ed., WB Saunders Co, 2002; Brunzel, “Fundamentals of Urine
and Body Fluids Analysis”, WB Saunders Co, 1994; Hemdon y Brumback (Ed.), “Cerebrospinal Fluid”, Kluwer
Academic Pub., 1989. Ademas, en la técnica estdn bien descritos métodos para el aislamiento de ADN; véase, por
ejemplo, Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 3* edicién, Cold Spring Harbor Laboratory,
2001.
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Una vez aislado el ADN, pueden disefiarse diversos cebadores oligonucleotidicos que abarquen el locus de P2X7R
para amplificar el material genético por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). En libros de texto convencio-
nales, pueden encontrarse métodos convencionales para disefiar, sintetizar y producir dichos cebadores oligonucleo-
tidicos y realizar la amplificacién por PCR, véase, por ejemplo, Agrawal (Ed.), “Protocols for Oligonucleotides and
Analogs: Synthesis and Properties (Methods in Molecular Biology, 20)”, Humana Press, 1993; Innis et al. (Ed.),
“PCR Applications: Protocols for Functional Genomics”, Academic Press, 1999; Chen and Janes (Ed.), “PCR Clo-
ning Protocols: From Molecular Cloning to Genetic”’, 2* ediciéon, Humana Press, 2002. También se proporcionan
cebadores para la deteccidn de polimorfismos de P2X7R en, pero sin limitacién, la SEC ID N°: 52 a la SEC ID N°:
111. Una vez amplificado el ADN, la estructura de nucleétidos puede analizarse por métodos de secuenciacion y
compararse con el ADN de P2X7R normal. La secuenciacién puede realizarse manualmente por cualquier bi6logo
molecular de experiencia habitual o por un aparato de secuenciacién automdtico. Estos procedimientos son comu-
nes en la técnica, véase, por ejemplo Adams et al. (Ed.), “Automated DNA Sequencing and Analysis”, Academic
Press, 1994; Alphey. “DNA Sequencing: From Experimental Methods to Bioinformatics”, Springer Verlag Publishing,
1997.

La deteccién y andlisis de polimorfismos en P2X7R también puede realizarse usando un sistema de mutacién
refractario a la amplificacién (ARMSTM), extension lineal de un sistema de mutacién refractario a la amplificacién
(ALEXTM), polimorfismo de conformacién monocatenaria (SSCP), andlisis de heterodiplex, PCR-SSCP, SSCP fluo-
rescente en un secuenciador de ADN automdtico, electroforesis en gel en gradiente de desnaturalizacidn, ensayos de
proteccion de ARNasa, deteccion de mutaciones por hibridacidn de oligonucledtidos con especificidad de secuencia,
métodos de escision quimica, métodos de escision enzimatica de desacoplamiento, métodos de longitud de fragmen-
tos de escision, hibridacion de oligonucle6tidos con especificidad de alelo en chips de ADN y otros de estos métodos
conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Nollau et al, Clin. Chem. 43 (1997), 1114-1128; Burczak y Mardis (Ed.),
“Polymorphism Detection & Analysis Techniques”, Eaton Pub Co, 2000; Coftton et al. (Ed.), “Mutation Detection:
A Practical Approach”, Irl Press, 1998; Taylor (Ed.), “Laboratory Methods for the Detection of Mutations and Poly-
morphisms in DNA”, CRC Press, 1997.

Ademéds, se describe en este documento un método para diagnosticar un trastorno afectivo en un individuo, que
comprende:

(a) aislar ARN a partir de células obtenidas de un individuo;
(b) convertir el ARN en ADNCc;
(c) determinar todo o parte de la composicién de nucleétidos del ADNc obtenido de esta manera; y

(c) analizar dicha composicién de nucle6tidos con respecto a la presencia de uno o mas polimorfismos o variacién
alélica como se define en este documento.

Con respecto a las realizaciones preferidas, se aplica lo mismo que se ha descrito anteriormente.

La deteccién y andlisis de polimorfismos en el ARN de P2X7R puede realizarse de acuerdo con los métodos
descritos anteriormente.

Adicionalmente, se describe en este documento un método para diagnosticar un trastorno afectivo en un individuo,
que comprende:

(a) aislar ARN o proteinas de células obtenidas a partir de un individuo;
(b) determinar los niveles de ARN o proteina P2X7R;

(c) comparar los niveles de ARN o proteina P2X7R con los niveles correspondientes de un individuo normal que
no padece un trastorno afectivo.

Ademads, se describe en este documento un polinucleétido que comprende al menos 20 bases del gen P2X7R
humano y que comprende una mutacién o polimorfismo seleccionado entre cualquiera de los siguientes:
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TABLA 1

Nuevos polimorfismos en la proteina P2X7R humana

Region en P2X7 Polimorfismo Modificacion de
Proteina
5'UTR 362 T-C
5UTR 532 T-G
5'UTR 1100A-G
5'UTR 1122 A-G
5'UTR 1171 C-G
5'UTR 1702 G-A
Intrén 01 3166 G-C
Intrén 01 24778 C-T
Intrén 01 24830 6C-T
Exoén 03 26188 C-T Arg117Trp
Intrén 03 26308 A-G
Intrén 03 26422 G-A
Intrén 04 32394 G-A
Intrén 04 32434 T-C
Exén 05 32493 G-A Gly150Arg
Exén 05 32548 C-T Silenciosa
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Cys168
Intrén 05 32783 A-C
Exén 06 35438 G-A Glu186Lys
Exén 06 35454 T-C Leu 191 Pro
Intrén 06 35641 G-C
Intrén 06 35725 A-C
Intron 06 36001 T-G
Intrén 07 36378 G-A
Intrén 07 36387 T-A
Intrén 07 36398 G-C
Exo6n 08 37604 C-T Arg270Cys
Exon 08 37633 C-T Silenciosa
Asp279
Intrén 09 47214 C-T
Intrén 11 47563 T-C
Intrén 12 54307 C-T
Intrén 12 54308 G-A
Exén 13 delecién de 54562-54582 delecion de 7aa
de CCCTGAGA de 488 a 494
GCCACAGGTGCCT (PESHRCL)
Exén 13 54804 A-T lle568Asn
Ex6n 13 54834 G-A Arg578Glin
3'UTR 55169 C-A
3'UTR 55170 A-C
3JUTR 55171 A-C
3UTR 55917 C-T
3'UTR 54925 G-A

El polimorfismo describe la posicidn y la variacién observada. La posicién y numeracién del polimorfismo corres-
ponde al gen P2X7R humano como se define en la SEC ID N°: 1. Los cebadores usados para la amplificacién y

secuenciacion por SNP se muestran en la Tabla la y se indican en la SEC ID N°: 52 a SEC ID N°: 111.
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TABLA la

Secuencias de cebadores para amplificacion y secuenciacion por SNP

Nombre del Cebador Orientacion Secuencia Inicio Final
P2RX7_01.for Con sentido cgtaggacttggcgcttct 2785 2803
P2RX7_01.rev Antisentido gagcacgtctcagattcgaaa 3224 3244
P2RX7_02 for Con sentido ccatgaggcaggtatgactattc 24665 24687
P2RX7_02.rev Antisentido ctcetggatctcacceagtt 25168 25187
P2RX7_03 for Con sentido ctcgtccagctttgatattaage 25966 25988
P2RX7_03.rev Antisentido gotccctagtgctagaaccaga 26426 26447
P2RX7_04 for Con sentido attcatccgtcagtggee 30794 30811
P2RX7_04.rev Antisentido gccatgtgaatttictaccgat 31277 31298
P2RX7_05.for Con sentido ttcgttgtggttaggatggg 32314, 32333
P2RX7_05.rev Antisentido caaggatgctcagggtagtage 32805 32826
P2RX7_06.for Con sentido cactaggtttgctgtatccatttct 35277 35301
P2RX7_06.rev Antisentido gcaactgtgtgagagcttgg 35731 35750
P2RX7_07 for Con sentido tcaaccctggtccagtgtg 35950 35968
P2RX7_07.rev Antisentido caccaagtagctctcactcataagg 36424 36448
P2RX7_08.for Con sentido caataacacttgtgcgagttaggt 37380 37403
P2RX7_08.rev Antisentido catcttgttgccttggaaacce 37750 37770
P2RX7_09.for Con sentido gtgagtggtaatcctgctactge 45321 45343
P2RX7_09.rev Antisentido aggcccactcctgtactcg 45743 45761
P2RX7_10_11.for Con sentido ccaagtcacagcatgaggc 47119 47137
P2RX7_10_11.rev Antisentido acccagcgacgtatccac 47632 47649
P2RX7_12 for Con sentido aagcatggggttccatttc 50252 50268
P2RX7_12.rev Antisentido gcataaaagggactcctgctagta 50691 50714
P2RX7_13a.for Con sentido gcttacagaacacatgcatgg 54232 54252
P2RX7_13a.rev Antisentido gcaGGtgfeaggcacagtge 54739 54757
P2RX7_13b.for Con sentido atcaccacctcagagctgttc 54620 54640
P2RX7_13b.rev Antisentido gttaacatggctactgcagcec 55203 55223
P2XR7_13d for Con sentido gcttagaaaggaggcgactcc 54484 54504
P2XR7_Pro13.for Con sentido ttgtgacatttgcaaggcetgcec 2617 2638
P2XR7_Pro7.rev Antisentido tctgaagctctgetcctgag 1955 1974
P2XR7_Pro8.rev Antisentido ctcaccttctggettccagt 1611 1630
P2XR7_Pro9.for Con sentido cttaccactcccaggactaa 1496 1515
P2XR7_Pro10.for Con sentido gtctgcctgttcactgecat 1149 1168
P2XR7_Pro1.for Con sentido cagagaccttcagaaacttcg 1841 1861
P2XR7_Pro2.rev Antisentido agatcaccagggacacagtg 2261 2280
P2XR7_Pro3.for Con sentido ctcaactccactttcetegg 2133 2152
P2XR7_Pro4d.rev Antisentido cctttcacttttttggtctcatg 2655 2677
P2XR7_Pro5.for Con sentido gggagaattctgaaaatgecc 2691 271
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P2XR7_Pro6.rev Antisentido ggaccagagctctactctic 2951 2970
P2XR7_Pro11 for Con sentido aggticatagatcgacctgee 2296 2315
P2XR7_Prot2.rev Antisentido aagaagcgccaagtcctacg 2785 2804
P2XR7_Pro14.for Con sentido gcaatccagactgaagttgac 2051 2071
P2XR7_Pro15.rev Antisentido actctggtctgcagttggta 2428 2447
P2XR7_Pro21 .for Con sentido ccittaaaatcagagaccticaga 1831 1854
P2XR7_Pro22 for Con sentido gcecatectctgaacaccat 2708 2727
P2XR7_3UTR10.for Con sentido cccttggaactcttgetateg 55804 55824
P2XR7_3UTR1 for Con sentido ggcagtacagtggcttcaaga 54858 54878
P2XR7_3UTR2.rev Antisentido gtgggacagtttgetgtgect 55150 55170
P2XR7_3UTR3 for Con sentido gagtccttaccaatagcagg 55183 55202
P2XR7_3UTR4.rev Antisentido gtcaaagaatttgtggecacc 55643 55663
P2XR7_3UTRS for Con sentido catgaactgtctittaatgtgtaaag 65515 55540
P2XR7_3UTR&.rev Antisentido gagatacggtttcaccatgttg 55855 55876
P2XR7_3UTR7 for Con sentido aattagctgggceatggtgeg 55892 56011
P2XR7_3UTR8.rev Antisentido ttgagatggagtctegctctg 56122 56140
P2XR7_3UTR9.rev Antisentido cactgtccacgtgactgctt 56208 56227
P2RX7_11.For Con sentido fcctacticggtctggtaagagatt 47281 47305
P2RX7_11.Rev Antisentido gggcctaattticgigeat 47591 47609
P2RX7_13G.For Con sentido aagaacctagaacctgagggctt 54333 54355
P2RX7_13G.Rev Antisentido t tgagatgggaggcagce 11 54541 54559
P2RX7_13H.For Con sentido ttcggctcccaggacat 54773 54789
P2RX7_13H.Rev Antisentido cacagagcittgcaggtgaa 55248 55267

A la vista de lo anterior, se describe en este documento un kit de diagndstico para trastornos afectivos que com-
prende una sonda oligonucleotidica especifica o un cebador que corresponde a polimorfismos de P2X7R como se
describe en este documento. El kit de diagndstico puede comprender el envase y las instrucciones apropiadas para
uso en el método antes descrito. Dicho kit puede comprender ademds un tampén apropiado y enzimas tales como la
transcriptasa inversa y polimerasas termoestables.

El diagnéstico puede realizarse en un ratén, rata o ser humano. El diagnéstico se aplica generalmente in vitro, por
ejemplo, usando células u otro material obtenido a partir de un individuo. Sin embargo, también puede aplicarse en un
individuo vivo o post mortem.

El diagnéstico de un trastorno afectivo puede seguirse por la prescripcién o administracién de un farmaco an-
tidepresivo. La administracion y dosificacion de farmacos antidepresivos puede variar entre los pacientes y es bien
conocida en la técnica médica, véase, por ejemplo, Benkert y Hippius, “Kompendium der Psychiatrischen Pharmakot-
herapie”, Springer Verlag Publishing, 2000; Albers, “Handbook of Psychiatric Drugs: 2001-2002 Edition”, Current
Clinical Strategies Publishing, 2000. Los ejemplos preferidos incluyen entre 5 mg y 80 mg por dia, preferiblemente
20 mg de fluoxetina; entre 5 mg y 50 mg por dia, preferiblemente 20 mg de paroxetina; entre 5 mg y 200 mg por dia,
preferiblemente 50 mg de sertralina; entre 5 mg y 300 mg por dia, preferiblemente 100 mg de fluvoxamina; entre 5
mg y 100 mg por dia, preferiblemente 30 mg de mirtazapina; entre 4 mg y 50 mg, preferiblemente 8 mg de reboxetina;
entre S mg y 600 mg por dia, preferiblemente 200 mg de nefazodona; entre 450 mg y 1800 mg por dia, preferiblemente
900 mg de carbonato de litio.

La proteina P2X7R también es 1til para controlar la eficacia y/o dosificacién de un farmaco o la probabilidad de
que un paciente responda a un fairmaco. De esta manera, se describe en este documento un método para controlar la
eficacia y/o dosificacién de un farmaco, por ejemplo, un farmaco antidepresivo, y/o la probabilidad de que un paciente
responda a dicho fairmaco, que comprende determinar el nivel de expresion y/o actividad de la proteina P2X7R en un
paciente antes y después de la administracion del formaco respectivo. Como se presenta en los ejemplos mostrados
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mas adelante, el tratamiento con un farmaco antidepresivo produce una regulacién positiva en la actividad de P2X7R.
En seres humanos, la actividad de P2X7R puede controlarse por Tomografia por Emisién de Positrones (PET) o
Tomografia Computerizada por Emisién de un solo Fotén (SPECT) usando un indicador de ligando radiomarcado
para P2X7R. Los ejemplos de ligandos de P2X7R pueden ser, pero sin limitacién, ATP, un antagonista que se une a
P2X7R, un agonista que se une a P2X7R, o un polinucleétido pequefio que comprende al menos 20 bases del gen
P2X7R humano. Una modulacién de la actividad P2X7R, la distribucién en la membrana o los niveles de expresion
reflejarian la actividad y potencia del farmaco antidepresivo. Los métodos y técnicas necesarios para el andlisis PET
son bien conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Paans y Vaalburg, Curr. Pharmac. Design 6 (2000), 1583-1591;
van Waarde. Curr. Pharmac. Design. 6 (2000), 1593-1610; Paans et al, Methods 27 (2002), 195-207; Passchier et al.,
Methods 27 (2002), 278-286; Laruelle et al., Methods 27 (2002), 287-299.

Cuando se usa en este documento, por el término “muestra” se entiende cualquier muestra biolégica obtenida a
partir de un individuo, linea celular, cultivo de tejidos u otra fuente que contenga polinucleétidos o polipéptidos o
porciones de los mismos. Cuando se indica, las muestras bioldgicas incluyen fluidos corporales (tales como sangre,
suero, plasma, orina, fluido sinovial y fluido espinal) y fuentes de tejidos que se ha observado que expresan los
polinucleétidos antes descritos. Los métodos para obtener biopsias de tejidos y fluidos corporales a partir de mamiferos
son bien conocidos en la técnica. Como fuente se prefiere una muestra bioldgica que incluye ADN genémico, ARNm
o proteinas.

Como se ha descrito en este documento anteriormente, pueden producirse mutaciones del gen que codifica P2X7R
que afecten al nivel de ADN o al nivel del ARNm y pueden dar como resultado una expresion alterada de P2X7R o
una expresion de canales i6nicos de apertura por ATP P2X7R que muestren una funcién alterada o ausencia de funcién
en comparacion con los canales iénicos de apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre descritos en este documento. De
esta manera, existen varios métodos sobre el nivel de ADN, el nivel de ARN o el nivel de proteina para determinar
si el gen del canal i6nico de apertura por ATP P2X7R muestra una mutacién como se ha descrito anteriormente en
este documento. Por consiguiente, el ARNm, ADNc, AND y AND genémico son las moléculas de dcido nucleico
preferidas a usar en los métodos mencionados mas adelante. Ademas, se prefieren polipéptidos o fragmentos de los
mismos si se va a determinar una mutacién en la proteina del canal idnico de apertura por ATP P2X7R como se ha
descrito en este documento.

Preferiblemente, una mutacién puntual que conduce al reemplazo de un resto aminoacidico en las posiciones
indicadas en la Tabla 1 de la secuencia de aminodcidos P2X7R de tipo silvestre correspondiente representada en
la SEC ID N°: 3 6 4 por otro aminodcido puede determinarse por PCR. Dicha PCR se contintdia por un andlisis de
polimorfismo de longitud de fragmentos de restricciéon (RFLP) si, debido a la mutacién puntual, se genera un sitio
de reconocimiento para una endonucleasa de restriccion que no estd presente en la secuencia de nucleétidos de tipo
silvestre o se crea un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion que no aparece en la proteina P2X7R
de tipo silvestre. Mds preferiblemente, dicha mutacién puede determinarse por PCR usando cebadores y condiciones
que permitan sélo una amplificacién de la secuencia de nucledtidos de tipo silvestre que codifica el aminoéacido de
tipo silvestre correspondiente en la posicioén respectiva, pero no de la secuencia de nucleétidos de una molécula de
dcido nucleico que codifica un resto aminoacidico diferente en la posicién correspondiente. Es incluso mds preferido
que la PCR se realice para determinar una mutacién usando cebadores y condiciones que no permiten la amplificacién
si estd presente la secuencia de nucledtidos de tipo silvestre, pero sélo si se codifica otro resto aminoacidico en la
posicién respectiva. Se prefiere particularmente un método que usa PCR y cebadores en condiciones que permiten la
amplificacion de un fragmento que comprende al menos los restos nucleotidicos que codifican el resto aminoacidico
correspondiente a las posiciones de la SEC ID N°: 1.

Dicha PCR se continta, por ejemplo, por secuenciacion y/o andlisis de conformacién de una sola cadena (SSCA).
Dicho fragmento preferiblemente tiene una longitud de al menos 25 nucleétidos, mds preferiblemente de al menos 50
nucledtidos, e incluso més preferiblemente de al menos 75 nucledtidos, de una forma particularmente preferida de al
menos 100 nucleétidos, de una manera mds particularmente preferida de al menos 200 nucleétidos, de una manera
también mads particularmente preferida de al menos 250 nucleétidos e incluso de una manera mds particularmente
preferida de al menos 300 nucledtidos, siendo lo mas preferido particularmente una longitud de al menos 600 nu-
cleétidos. Dichos cebadores preferiblemente tiene una longitud de al menos 12 nucleétidos, mas preferiblemente de
al menos 15 nucledtidos, incluso mds preferiblemente de al menos 18 nucledtidos y alin mas preferiblemente de al
menos 21 nucledtidos como se representa en las SEC ID N°: 52 a 111. La temperatura para hibridar dichos cebadores
preferiblemente es de al menos 50°C, més preferiblemente de al menos 55°C y atin més preferiblemente de al me-
nos 58°C. La temperatura para la desnaturalizacién preferiblemente es de al menos 95°C durante preferiblemente al
menos 10 segundos, mds preferiblemente al menos 20 segundos, incluso mds preferiblemente al menos 30 segundos
y aun mas preferiblemente al menos 60 segundos. Sin embargo, dependiendo de la longitud y el contenido de G-C
de la secuencia de dcido nucleico a amplificar, la temperatura para la desnaturalizacion puede ser mds corta o mas
larga. La temperatura para la extension de los cebadores hibridados preferiblemente es de al menos 10 segundos, mas
preferiblemente de al menos 20 segundos, incluso mas preferiblemente de al menos 30 segundos y ain mds preferi-
blemente de al menos 60 segundos. En los ejemplos presentados mds adelante se ejemplifica una reaccién de PCR
que comprende las condiciones mencionadas anteriormente. La posterior secuenciacién y/o SSCA se realiza como se
conoce en la técnica. Preferiblemente, los fragmentos de PCR se separan en un gel de poliacrilamida al 10% a 4°C,
pero también se prefiere la temperatura ambiente. Los fragmentos de PCR que muestran un desplazamiento de banda
SSCA se amplifican con los cebadores en las condiciones mencionadas anteriormente y posteriormente se secuencian.
Como alternativa, también es posible secuenciar directamente el ADN gendémico para determinar si se ha producido
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una mutacién en el gen CLCN2. En Horecka, Yeast 16 (2000), 967-970 se demuestra una estrategia de secuenciacién
gendmica directa, por ejemplo, para la levadura de panaderia.

Preferiblemente, una delecién se determina usando técnicas de hibridacién conocidas en la técnica. En particular, se
disefia un cebador como se ha mencionado en este documento anteriormente que sea capaz de hibridar inicamente con
el ADN genémico de tipo silvestre como se representa en la SEC ID N°: 1 pero no con una secuencia de nucleétidos
que comprende una delecién de un fragmento entre los nucleétidos 54562 y 54582 de la SEC ID N°: 1. También se
prefiere el método de hibridacién fluorescente in sifu (FISH) para determinar en cromosomas enteros, en particular
en el cromosoma 12q23-q24, que dicho cromosoma tiene la delecién mencionada anteriormente. Es incluso mds
preferido que una delecién de restos nucleotidicos como se ha descrito en este documento pueda determinarse usando
PCR, donde un cebador de un par de cebadores se localiza dentro de la regién de ADN genémico que comprende dicha
delecion. Preferiblemente, dicha delecién estd entre las posiciones de nucledtidos 54562 y 54582 como se representa
en la SEC ID N°: 1. De esta manera, en las condiciones apropiadas no se obtendrd ningtn fragmento de PCR si el
ADN genémico comprende dicha delecidn. Se prefiere particularmente realizar una PCR que use cebadores que estdn
localizados cadena arriba o cadena abajo de la delecién para determinar dicha delecion. En condiciones apropiadas
como se ha mencionado anteriormente en este documento, se amplificard tanto un fragmento de ADN gendémico
de la secuencia de nucleétidos de tipo silvestre indicada en la SEC ID N°: 1 como un fragmento de la secuencia
de nucledtidos que comprende una delecién preferiblemente de los nucledtidos entre las posiciones 54562 y 54582
representadas en la SEC ID N°: 1.

También es posible determinar las mutaciones de P2X7R descritas anteriormente sobre el nivel de proteina. Algu-
nas de las mutaciones descritas anteriormente conducen a versiones acortadas de la proteina P2X7R. De esta manera,
es concebible determinar la aparicion de estas mutaciones determinando la longitud o peso molecular de la proteina
P2X7R expresada en un individuo, por ejemplo, por SDS PAGE.

También es posible determinar las mutaciones del canal de apertura por ATP P2X7R como se describe en este
documento usando anticuerpos. Dichos anticuerpos especificos por dichas mutaciones de proteinas P2X7R se determi-
nardn por técnicas de ensayo tales como radioinmunoensayos, ensayos de unién competitiva, andlisis de transferencia
de Western y ensayo ELISA. También se prefieren métodos inmunohistolégicos clasicos.

El descubrimiento de que ciertas mutaciones en el gen que codifica P2X7R y/o la proteina correspondiente estin
relacionados con un trastorno afectivo indica que la ausencia de funcién o la disfuncién de la proteina P2X7R es
responsable de diversas formas de trastornos afectivos. De esta manera, el descubrimiento de estas mutaciones no s6lo
permite el diagndstico de trastornos afectivos determinando si las mutaciones descritas anteriormente se producen
en un individuo. También permite desarrollar un tratamiento de trastornos afectivos que se han diagnosticado como
el resultado de una mutacién en el gen codificante de P2X7R. Dicho tratamiento puede comprender, por ejemplo,
la introduccién de una molécula de 4cido nucleico que codifica una proteina P2X7R no funcional o funcional de
tipo silvestre restaurando de esta manera en dicho individuo la actividad P2X7R o la activacién o represién de (un)
gen(es) P2X7R in vivo. La expresion “activacion o represion” en este contexto significa que la expresion del gen
estd potenciada (activacién) o reducida (represién). Un aumento de la expresion puede conseguirse, por ejemplo,
aumentando la eficacia del inicio de la transcripcion, por ejemplo, usando compuestos adecuados que tienen un efecto
activador sobre la transcripcién. Como alternativa, puede conseguirse una potenciacién reemplazando el promotor
natural por un promotor més eficaz.

Una represion puede conseguirse suprimiendo la expresion del gen, por ejemplo, suprimiendo especificamente la
transcripcién del promotor respectivo por compuestos adecuados o haciendo que el promotor sea menos eficaz o no
funcional.

En este documento también se describe una composicion farmacéutica. La expresidon “composicion farmacéuti-
ca” se refiere a una composiciéon que comprende una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucleédtidos que codifica un canal i6nico de apertura por ATP P2X7R y que se selecciona entre el grupo consistente
en:

(a) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la SEC ID N°: 3 6 4;

(b) una secuencia de nucleé6tidos que comprende la secuencia de nucleétidos representada en la SEC ID N°: 1
ola SEC ID N°: 2;

(c) una secuencia de nucledtidos que hibrida con la secuencia de nucleétidos de (a) o (b); y

(d) una secuencia de nucleétidos que estd degenerada como resultado del cddigo genético con respecto a la
secuencia de nucledtidos de (c¢).

Estas composiciones farmacéuticas comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de 4cido
nucleico que codifica una proteina P2X7R funcional y, opcionalmente, un vehiculo farmacetticamente aceptable. La
composicion farmacéutica puede administrarse con un vehiculo fisiolédgicamente aceptable a un paciente, como se des-
cribe en este documento. En una realizacién especifica, la expresion “farmacetticamente aceptable” significa aprobado
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por una agencia reguladora u otra farmacopea reconocida generalmente para uso en animales y, mds particularmente,
en seres humanos. El término “vehiculo” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se
administra el agente terapéutico.

Estos vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles tales como agua y aceites, incluyendo los procedentes
del petrdleo, de origen animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral,
aceite de sésamo y similares. El agua es un vehiculo preferido cuando la composicién farmacéutica se administra
por via intravenosa. También pueden emplearse soluciones salinas y soluciones acusas de dextrosa y glicerol como
vehiculos liquidos, particularmente para soluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen
almiddn, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, yeso, gel de silice, estearato sédico, monoestearato
de glicerol, talco, ion de sodio, leche desnatada deshidratada, glicerol, propilenglicol, agua, etanol y similares. Si se
desea, la composicién también puede contener cantidades minoritarias de agentes humectantes o emulsionantes, o
agentes tamponantes del pH. Estas composiciones pueden tomar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones,
comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de liberacién sostenida y similares. La composiciéon puede
formularse como un supositorio, con aglutinantes y vehiculos tradicionales tales como triglicéridos. La formulacién
oral puede incluir vehiculos convencionales tales como calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén, estearato
de magnesio, sacarina sédica, celulosa, carbonato de magnesio, etc. Se describen ejemplos de vehiculos farmacéuticos
adecuados en “Remington’s Pharmaceutical Science” por E.W Martin. Estas composiciones contendran una cantidad
terapéuticamente eficaz de los compuestos mencionados anteriormente, preferiblemente en forma purificada, junto
con una cantidad adecuada de vehiculo para proporcionar la forma para la administraciéon apropiada al paciente. La
formulacién debe adecuarse al modo de administracion.

Preferiblemente, la composicién se formula de acuerdo con procedimientos rutinarios como una composicion
farmacéutica adaptada para administracién intravenosa a seres humanos. Tipicamente, las composiciones para ad-
ministracién intravenosa son soluciones en tampén acuoso isoténico estéril. Cuando es necesario, la composicién
también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local tal como lignocaina para mitigar el dolor en el
sitio de inyeccion. Generalmente, los ingredientes se suministran por separado o mezclados en una forma de do-
sificacion unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o como un concentrado sin agua en un recipiente
cerrado herméticamente tal como una ampolla o bolsita, indicando la cantidad de agente activo. Cuando la compo-
sicién se va a administrar por infusién, puede dispensarse con un frasco de infusién que contiene agua o solucién
salina de calidad farmacéutica estéril. Cuando la composicién se administra por inyeccién, puede proporcionarse una
ampolla de agua estéril para inyeccién o solucidn salina de forma que los ingredientes puedan mezclarse antes de la
administracion.

La composicién farmacéutica puede formularse como una forma neutra o de sal. Las sales farmacetticamente
aceptables incluyen las formadas con aniones tales como los derivados de dcido clorhidrico, fosférico, acético, oxélico,
tartdrico, etc., y las formadas con cationes tales como los derivados de sodio, potasio, amonio, calcio, hidréxidos
férricos, isopropilamina, trietilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina, etc.

Opcionalmente pueden emplearse ensayos in vitro para ayudar a identificar intervalos de dosificacién 6ptimos. La
dosis precisa a emplear en la formulacién también dependerd de la via de administracion y de la gravedad de la enfer-
medad o trastorno, y debe decidirse de acuerdo con el criterio del médico y las circunstancias de cada paciente. Las
dosis eficaces pueden extrapolarse a partir de curvas de dosis-respuesta obtenidas a partir de sistemas de ensayo mode-
lo en animales o in vitro. Preferiblemente, la composicién farmacéutica se administra directamente o en combinacién
con un adyuvante.

La composicién farmacéutica preferiblemente se disefia para la aplicacion en terapia génica. La técnica de terapia
génica ya se ha descrito anteriormente en relacién con las moléculas de acido nucleico y todo lo que se ha dicho
aqui también se aplica en relacidn con la composicién farmacéutica. Por ejemplo, la molécula de 4cido nucleico de la
composicioén farmacéutica preferiblemente estd en una forma que permite su introduccién, expresioén y/o integracién
estable en células de un individuo a tratar.

Para la terapia génica pueden utilizarse diversos vectores virales, por ejemplo adenovirus, herpes virus, vaccinia
o, preferiblemente, un virus de ARN tal como un retrovirus. Los ejemplos de vectores retrovirales en los que puede
insertarse un solo gen extrafio incluyen, pero sin limitacién: virus de la leucemia murina de Moloney (MoMuLV),
virus del sarcoma murino de Harvey (HaMuSV), virus de tumor mamario murino (MuMTYV), y virus del sarcoma de
Rous (RSV). Varios vectores retrovirales adicionales también pueden incorporar miiltiples genes. Todos estos vectores
pueden transferir o incorporar un gen para un marcador selectivo de forma que puedan identificarse y generarse células
transducidas. Por medio de la insercién de una secuencia de P2X7R de interés que codifica una proteina P2X7R
funcional en el vector viral, junto con otro gen que codifica, por ejemplo, el ligando para un receptor en una célula
diana especifica, por ejemplo, el vector adquiere especificidad de diana.

Los vectores retrovirales pueden adquirir especificidad de diana por insercién, por ejemplo, de un polinucleétido
que codifica un azicar, un glicolipido o una proteina. Los especialistas en la técnica conoceran, o pueden averiguar
facilmente sin experimentacién indebida, secuencias polinucleotidicas especificas que pueden insertarse en el genoma
retroviral para permitir la administracién con especificidad de diana del vector retroviral que contiene la secuencia
polinucleotidica insertada.
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Como los retrovirus recombinantes preferiblemente son defectuosos, necesitan ayuda para producir particulas de
vectores infecciosas. Esta ayuda puede proporcionarse, por ejemplo, usando lineas de células auxiliares que contienen
plasmidos que codifican todos los genes estructurales del retrovirus bajo el control de secuencias reguladora dentro del
LTR. Estos plasmidos carecen de una secuencia de nucledtidos que permita que el mecanismo de empaquetamiento
reconozca a un transcrito de ARN para la encapsidacién. Las lineas de células auxiliares que tienen deleciones de
la sefal de empaquetamiento incluyen, pero sin limitacién, w2, PA317 y PA12, por ejemplo. Estas lineas celulares
producen viriones vacios, ya que no se empaqueta ningtin genoma. Si se introduce un vector retroviral en estas células
en las que la sefial de empaquetamiento estd intacta pero los genes estructurales se reemplazan por otros genes de
interés, el vector puede empaquetarse y pueden producirse viriones de vector. Como alternativa, pueden transfectarse
directamente células NIH 3T3 u otras células de cultivo de tejidos con plasmidos que codifican los genes estructurales
retrovirales gag, pol, y env, por transfeccién convencional con fosfato célcico. Estas células después se transfectan
con el vector plasmidico que contiene los genes de interés. Las células resultantes liberan el vector retroviral en el
medio de cultivo. Otro sistema de administracion dirigida para polinucleétidos P2X7R es un sistema de dispersion
coloidal. Los sistemas de dispersion coloidal incluyen complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas,
perlas y sistemas basados en lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas.
El sistema coloidal preferido es un liposoma. Los liposomas son vesiculas de membrana artificiales que son ttiles
como vehiculos de liberacion in vitro e in vivo. Se ha demostrado que vesiculas unilamelares grandes (LUV), que
tienen un tamafio que varia de 0,2 a 4,0 pm, pueden encapsular un porcentaje sustancial de un tampé6n acuoso que
contiene macromoléculas grandes. En el interior acuoso pueden encapsularse ARN, ADN y viriones intactos y admi-
nistrarse las células en una forma biolégicamente activa (Fraley, et al., Trends Biochem. Sci., 6:77, 1981). Ademas
de células de mamiferos, se han usado liposomas para administrar polinucledtidos a células vegetales, de levadura y
bacterianas. Para que un liposoma sea un vehiculo de transferencia génica eficaz, deben estar presentes las siguien-
tes caracteristicas: (1) encapsulacion de los genes de interés a una alta eficacia sin comprometer al mismo tiempo
su actividad bioldgica; (2) unién preferente y sustancial a una célula diana en comparacién con células no diana; (3)
administracién del contenido acuoso de la vesicula al citoplasma de la célula diana con alta eficacia; y (4) expresion
precisa y eficaz de informacion genética (Mannino, et al. Biotechniques 6:682, 1988). La composicién del liposoma
normalmente es una combinacién de fosfolipidos, particularmente fosfolipidos de alta temperatura de transicién de
fase, normalmente en combinacién con esteroides, especialmente colesterol. También pueden usarse otros fosfolipidos
u otros lipidos. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, de la intensidad iénica y de la presencia
de cationes divalentes. Los ejemplos de lipidos ttiles en la produccién de liposomas incluyen compuestos de fosfatidi-
lo, tales como fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, forfatidiletanolamina, esfingolipidos, cerebrésidos y
gangliésidos. Son particularmente utiles diacilfosfatidilgliceroles, donde el resto de lipido contiene de 14 a 18 dtomos
de carbono, particularmente de 16 a 18 dtomos de carbono, y estd saturado. Los fosfolipidos ilustrativos incluyen
fosfatidilcolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina y diestearoilfosfatidilcolina. La direccién de los liposomas puede
clasificarse basdndose en factores anatémicos y de mecanismo. La clasificacién anatémica se basa en el nivel de se-
lectividad, por ejemplo, especificidad de érgano, especificidad de célula y especificidad de organulo. La direccién por
el mecanismo puede distinguirse basdndose en si es pasiva o activa. La direccién pasiva utiliza la tendencia natural
de los liposomas a distribuirse en las células del sistema reticuloendotelial (RES) en érganos que contienen capilares
sinusoidales.

En vista de lo anterior, en el presente documento se describe el uso de la composicién farmacéutica que comprende
una secuencia de nucledtidos que codifica un canal idnico de apertura por ATP funcional como se ha descrito ante-
riormente en este documento, en un método para tratar un trastorno afectivo que comprende la administracién de una
cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicién farmacéutica a un sujeto que padece dicho trastorno.

Cuando se usa en este documento, el término “sujeto” significa un individuo que necesita tratamiento de un tras-
torno afectivo. Preferiblemente, el sujeto es un vertebrado, incluso més preferiblemente un mamifero, y de una forma
particularmente preferida un ser humano.

El término “administrado” significa la administracién de una dosis terapéuticamente eficaz de la molécula de
dcido nucleico mencionada anteriormente que codifica una proteina P2X7R funcional a un individuo. Por “cantidad
terapéuticamente eficaz” se entiende una dosis que produce los efectos para los que se administra. La dosis exacta
dependera del objetivo del tratamiento y se podra averiguar por un especialista en la técnica usando técnicas conocidas.
Como se conoce en la técnica y se ha descrito anteriormente, pueden ser necesarios ajustes para la administracién
sistémica frente a una administracién localizada, la edad, el peso corporal, el estado de salud general, el sexo, la dieta,
el momento de la administracion, la interaccidon de farmacos y la gravedad de la afeccidn, y los especialistas en la
técnica podran averiguar estos ajustes con experimentacién rutinaria.

Los usos son aplicables tanto a terapia humana como a aplicaciones veterinarias. Los compuestos descritos en este
documento que tienen la actividad terapéutica deseada pueden administrase en un vehiculo fisiolégicamente aceptable
a un paciente, como se describe en este documento. Dependiendo de la manera de introduccién, los compuestos
pueden formularse en una diversidad de formas como se describe mds adelante. La concentracién del compuesto
terapéuticamente activo en la formulacién puede variar de aproximadamente 0,1 a 100% en peso. Los agentes pueden
administrase solos 0 en combinacién con otros tratamientos.

La administracién de la composicioén farmacéutica puede realizarse en una diversidad de formas como se ha des-
crito anteriormente incluyendo, pero sin limitacion, la via oral, subcutdnea, intravenosa, intraarterial, intranodal, intra-
medular, intratecal, intraventricular, intranasal, intrabronquial, transdérmica, intranodal, intrarrectal, intraperitoneal,
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intramuscular, intrapulmonar, vaginal, rectal, o intraocular. En algunos casos, por ejemplo en el tratamiento de heridas
y de inflamaciones, los agentes candidatos pueden aplicarse directamente como una pulverizacidn seca en solucion.

El médico a cargo del caso y los factores clinicos determinardn el régimen de dosificacién. Como es bien conocido
en las técnicas médicas, las dosificaciones para cualquier paciente dependen de muchos factores incluyendo las dimen-
siones del paciente, el area de superficie corporal, la edad, el compuesto particular a administrar, el sexo, el momento
y via de administracién, el estado general de salud y otros farmacos que se administren de forma concurrente. Una
dosis tipica puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 0,001 a 1000 ug; sin embargo, se prevén dosis por debajo o
por encima de este intervalo ejemplar, especialmente considerando los factores mencionados anteriormente.

Las dosificaciones preferiblemente se administran una vez por semana, sin embargo, durante la progresion del
tratamiento las dosificaciones pueden administrarse en intervalos de tiempo mucho mds prolongados y cuando sea
necesario pueden administrarse en intervalos de tiempo mucho mds cortos, por ejemplo, diariamente. En un caso
preferido, la respuesta inmune se controla usando métodos descritos en este documento, y otros métodos conocidos
por los especialistas en la técnica y dosificaciones se optimizan, por ejemplo, en cuanto al tiempo, cantidad, y/o
composicién. Las dosificaciones variardn, pero una dosificacioén preferida para la administracién intravenosa de ADN
es de aproximadamente 10° a 10'? copias de la molécula de ADN. Si el régimen es una infusién continua, debe estar
en el intervalo de unidades de 1 pg a 10 mg por kilogramo de peso corporal por minuto, respectivamente. El progreso
puede controlarse por medio de una evaluacién periddica. La composicion farmacéutica puede administrarse por via
local o sistémica. La administracion preferiblemente se realizard por via parenteral, por ejemplo, por via intravenosa.
Las preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones estériles, acuosas o
no acuosas. Son ejemplos de disolventes no acuosos propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite
de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen agua, soluciones,
emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo medios salinos y tamponandos. Los vehiculos parenterales
incluyen solucién de ion de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa e ion de sodio, solucién de Ringer lactada o aceites
fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen liquidos y regeneradores de nutrientes, regeneradores de electrolitos (tales
como los basados en dextrosa de Ringer) y similares. También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos
tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes y similares.

También se prevé que las composiciones farmacéuticas se empleen en estrategias de co-terapia, es decir, en co-
administracién con otros medicamentos o farmacos, por ejemplo, otros farmacos para prevenir, tratar o mejorar tras-
tornos afectivos.

Ademés, en el presente documento se describe una composicion farmacéutica que comprende un compuesto, cuya
administracién a las células conduce a la reduccién o aumento de la expresion de un dcido nucleico que codifica
un canal i6nico de apertura por ATP P2X7R en las células o que comprende una molécula de acido nucleico cuya
expresion en las células o cuya administracion a las células conduce a una reduccién o aumento de la expresion
de un 4cido nucleico que codifica un canal i6énico de apertura por ATP P2X7R en las células. Dicha composicién
farmacéutica puede ser til para tratar individuos que tienen una cantidad aumentada o reducida de la proteina P2X7R
o de su nivel de expresién como se ha descrito anteriormente en este documento. Preferiblemente, dicha composicién
farmacéutica conduce a un aumento de la expresién de un dcido nucleico que codifica un canal iénico de apertura por
ATP P2X7R en las células.

Se prevé que la composicién farmacéutica mencionada anteriormente cuya administracién a las células conduce a
una reduccion de la expresion de un dcido nucleico que codifica el canal i6nico de apertura por ATP P2X7R sea un
dcido nucleico antisentido, una ribozima, un acido nucleico co-supresor, ARNi o ARNsi.

Se describe una estrategia de ARNsi, por ejemplo, en Elbashir ((2001), Nature 411, 494-498)). También se prevé
que, por ejemplo, se empleen ARN en forma de horquilla corta (ARNsh) como una composicion farmacéutica. La
estrategia de ARNsh para silenciamiento génico es bien conocida en la técnica y puede comprender el uso de ARNst
(temporales pequeiios); véase, entre otros, Paddison (2002) Genes Dev. 16, 948-958.

Como se ha mencionado anteriormente, en la técnica se conocen estrategias para el silenciamiento de genes y
comprenden estrategias de “ARN” tales como ARNi o ARNsi. Se ha demostrado el uso satisfactorio de estas estrategias
en Paddison (2002) loc. cit., Elbashir (2002) Methods 26, 199-213; Novina (2002) Mat. Med. 3 de junio de 2002;
Donze (2002) Nucl. Acids Res. 30, e46; Paul (2002) Nat. Biotech 20, 505-508; Lee (2002) Nat Biotech. 20, 500-
505; Miyagashi (2002) Nat. Biotech. 20, 497-500; Yu (2002) PNAS 99, 6047-6052 o Brummelkamp (2002), Science
296, 550-553. Estas estrategias pueden estar basadas en vectores, por ejemplo el vector pSUPER, o pueden emplearse
vectores de ARN pollll como se ilustra, entre otros, en Yu (2002) loc. cit.; Miyagishi (2002) loc.cit o Brummelkamp
(2002) loc. cit.

Un compuesto que conduce a una reduccion de la expresion del gen P2X7R puede ser, por ejemplo, un compuesto
que actiia sobre la region reguladora del gen y que, de esta manera, reduce el nivel de transcripcion. Estos compuestos
pueden identificarse por métodos como los descritos més adelante en este documento.

En la presente invencion se describe el uso de una molécula de acido nucleico que codifica una proteina P2X7R
funcional como se ha descrito anteriormente en este documento en relacién con la composicién farmacéutica, para la
preparacién de una composicioén farmacéutica para tratar un trastorno afectivo.
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Otro aspecto descrito en el presente documento es una composicién farmacéutica que comprende, entre otras cosas,
los polinucleétidos descritos anteriormente, es decir, polinucledtidos que tienen mutaciones y/o deleciones como se
ha descrito anteriormente en este documento. Estas composiciones farmacéuticas, por ejemplo, pueden ser titiles para
tratar a individuos que tienen una cantidad aumentada o reducida de la proteina P2X7R o que tienen una proteina
P2X7R que muestra una actividad aumentada o reducida que puede determinarse como se ha descrito anteriormente.
Preferiblemente, esta composicion farmacéutica puede ser util para tratar a individuos que tienen una cantidad reducida
de la proteina P2X7R o que tienen una proteina P2X7R que muestra una actividad reducida que puede determinarse
como se ha descrito anteriormente. Se prevé que, por ejemplo, una proteina P2X7R no funcional o preferiblemente
hiperfuncional incluida en dicha composicién farmacéutica se incorpore en un complejo de P2X7R que exista de forma
natural en las células como se ha descrito anteriormente. También se prevé que las técnicas descritas anteriormente para
terapia génica puedan usarse para tratar a un individuo con las moléculas de acido nucleico descritas anteriormente,
cambiando lo que proceda.

Con respecto a los posibles modos de administracién, se aplica lo mismo que se ha indicado anteriormente.

Ademads, en el presente documento se describe el uso de las moléculas de acido nucleico, los vectores, los polipép-
tidos, el anticuerpo y/o el aptdmero descrito anteriormente para la preparacién de una composicién farmacéutica para
el tratamiento de un trastorno afectivo.

Otro aspecto descrito en el presente documento es el uso de un modulador de la actividad o expresién de P2X7R
para la preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento de un trastorno afectivo. Cuando se usa en
este documento, el término “modulador” significa uno o mas compuestos, un complejo de compuestos, una o mas
sustancias o un complejo de sustancias que pueden modificar, es decir, modular la actividad de P2X7R o la expresion
de P2X7R directa o indirectamente. La modulacién puede realizarse, por ejemplo, a nivel proteico. Particularmente,
la proteina P2X7R puede interferir con el modulador de forma que sea mds activa o menos activa. La modulacién
también puede realizarse a nivel del 4cido nucleico. Particularmente, el gen se transcribe con mds frecuencia o menos
frecuencia dando lugar a mds o menos proteina. La modulacién también puede influir en la estabilidad del ARN o
de la proteina. Como se descubrié que, sorprendentemente, los agonistas de P2X7R mejoran los sintomas de ratones
seleccionados por un comportamiento de ansiedad y depresivo, el modulador de la actividad de P2X7R usado para la
preparacion de una composicién farmacéutica para tratar un trastorno afectivo es un agonista. El término “agonista”
significa un agente o un compuesto que puede interaccionar con un receptor € iniciar una respuesta fisioldgica o
farmacoldgica caracteristica de ese receptor. Los ejemplos de agonistas de P2X7R incluyen, pero sin restriccién, ATP,
ATP-4, BzATP (2’-3’-0-(4-benzoilbenzoil)adenosina 5’-trifosfato (C,4H,4N50,5P3)) y tenidap (5-cloro-2,3-dihidro-
2-0x0-3-(2-tienilcarbonil)-indol-1-carboxamida, es decir C;sH,;CIN,0O,S) o un derivado del mismo. De una forma
particularmente preferida, dicho agonista usado para tratar la depresién o la ansiedad es BZATP y es como se demuestra
en el ejemplo 9 presentado més adelante.

Aunque se notific6 que la activacién de P2X7R podia inducir la apoptosis y la muerte celular in vitro (Di Virgilio
et al., Cell Death Differ. 5 (1988), 191-199; Virginio et al., J Physiol. 519 (1999), 335-346), la presente solicitud
demuestra en el Ejemplo 9 presentado mds adelante que el tratamiento del cerebro de ratones seleccionados por
un comportamiento de ansiedad y depresivo con BzATP no reveld ninguna diferencia significativa en los nimeros
de células apoptdticas entre los ratones de control y los ratones tratados con BzATP. Este resultado indica que la
activacion de P2X7R no daba como resultado la muerte de células cerebrales in vivo, lo cual, por lo tanto, hace que
BzATP sea un farmaco candidato para el tratamiento de trastornos afectivos.

Como se descubri6 que, inesperadamente, los agonistas de P2X7R mejoran los sintomas de ratones seleccionados
por un comportamiento de ansiedad y depresivo, la presente invencion se refiere, en una realizacién adicional, al uso
de un agente que modula la actividad de P2X7R que es un agonista de P2X7R para la preparacién de una composi-
cién farmacéutica para tratar trastornos afectivos tales como un comportamiento de ansiedad y depresivo. Lo que es
incluso mds sorprendente es el descubrimiento de la presente solicitud mostrado en el Ejemplo 10 de que los antago-
nistas de P2X7R no tienen efectos antidepresivos aunque se crea que si en la técnica anterior, por ejemplo, segin los
documentos WO 03/042190, WO 03/042191, WO 03/049353 o US 2004/0029841. Los documentos WO 03/042190,
WO 03/042191. WO 03/059353 o US 2004/0029841 describen composiciones de antagonistas de P2X7R y métodos
para tratar enfermedades mediadas por P2X7R por medio de la administracion de estos compuestos. Sin embargo,
aunque la técnica anterior puede realizar una asociacién entre P2X7R y, por ejemplo, el tratamiento de la depresion,
generalmente se supone que se han usado antagonistas de P2X7R en el tratamiento de, por ejemplo, la depresion.
De esta manera, el descubrimiento de la presente invencién de que los antagonistas no tienen efectos antidepresivos,
sino que mds bien los agonistas de P2X7R tiene un efecto antidepresivo, podria no ser esperado y, de esta manera,
podria ser incluso mas sorprendente. Por lo tanto, la presente solicitud proporciona, entre otras cosas, la base para el
desarrollo de medicamentos eficaces que tienen efectos terapéuticos beneficiosos contra, por ejemplo, la depresiéon. En
particular, dichos medicamentos que comprenden un agonista de P2X7R son eficaces en el tratamiento de trastornos
afectivos, en particular, para el tratamiento de los trastornos mencionados en este documento y, en particular, para
tratar la depresion. Los ejemplos de agonistas de P2X7R incluyen, pero sin restriccién, ATP, ATP-4 y BzATP (2’-
3’-0-(4-benzoilbenzoil)adenosina 5’-trifosfato (Cy,H4N5O,5P3)). Preferiblemente, el agonista de P2X7R a usar para
tratar trastornos afectivos es BZATP. Més preferiblemente, BZATP se usa para tratar la depresién o ansiedad como se
demuestra en el Ejemplo 9 presentado mds adelante.
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La presente solicitud proporciona otro descubrimiento inesperado de que el compuesto quimico denominado teni-
dap también funciona como un modulador (es decir, como agonista) de P2X7R que, de esta manera, puede usarse para
tratar trastornos afectivos. Hasta ahora, se han descritos diversas aplicaciones médicas para tenidap o un derivado del
mismo. Sin embargo, en la técnica anterior no se conoce ni se sugiere el uso de tenidap o un derivado del mismo para
tratar trastornos afectivos. Por consiguiente, la presente solicitud se refiere al uso de tenidap o 2-oxindol-carboxami-
das 3-sustituidas para la preparacion de una composicion farmacéutica para tratar un trastorno afectivo. Por supuesto,
también se prevé el uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de tenidap o 2-oxindol-carboxamidas 3-sustituidas
para la preparacion de una composicién farmacéutica para el tratamiento de un trastorno afectivo.

La composicién de tenidap (5-cloro-2,3-dihidro-2-oxo-3-(2-tienilcarbonil)-indol-1-carboxamida, es decir C;sH;,
CIN,O,S) que tiene la siguiente férmula estructural

y otras 2-oxindol-carboxamidas 3-sustituidas y su uso como agentes antiinflamatorios y analgésicos, y como inhibido-
res tanto de la enzima ciclooxigenasa (Cox) como de la enzima lipoxigenasa (5-LPO) se describi6 por primera vez en
el documento US 4.556.672. Por supuesto, en la composicion de tenidap pueden realizarse diversas modificaciones,
por ejemplo, de grupos laterales o 4tomos que son bien conocidas en la técnica.

Se describen derivados de tenidap o derivados de 2-oxindol 3 sustituido, por ejemplo, en los documentos US
4.556.672; US 4.658.037; US 4.721.712; US 5.290.802; US 5.118.703; US 5.270.331; US 5.298.522; US 5.086.186;
US 5.449.788 y US 5.795.902. En la técnica son bien conocidos diversos procesos para la sintesis de tenidap y
otras 2-oxindol-1-carboxamidas 3 sustituidas, véanse por ejemplo los documentos US 4.652.658; US 4.665.194; US
4.952.703; EP-B1 155 828, WO 90/04393, WO 94/07488, WO 94/17061, WO 95/20574; WO 97/36895, van Deurzen
et al., J. Mol. Catal. B-Enzym., 2 (1996), 33-42; Porcs-Makkay y Simig, Org. Process. Res. Dev., 4 (2000), 10-16;
Kumar et al., Org. Process. Res. Dev., 5 (2001), 61-64. La forma cristalina anhidra de la sal de sodio de tenidap se
describe en los documentos US 5.036.099 y WO 88/05656. En los documentos EP-B1 508 311 y EP-B1 508 310 se
mencionan, respectivamente, composiciones inyectables y composiciones farmacéuticas para la administracion rectal
de tenidap. En la técnica anterior también se describe que el tenidap o un derivado del mismo puede administrarse en
combinacién con tetraciclina (US 5.308.839) o metotrexato (WO 96/35419) para el tratamiento de la artritis reumatoi-
de. En el documento WO 96/33701 se describe la inhibicién de la fotodescomposicién de tenidap y otras 2-oxindol-
1-carboxamidas 3-sustituidas.

Se han descrito otras aplicaciones de tenidap o un derivado del mismo y otras 2-oxindol-1-carboxamidas 3-susti-
tuidas para la inhibicién de la biosintesis de interleucina-1 en mamiferos y para el tratamiento de trastornos mediados
por interleucina-1 (documento US 4.861.794); para la inhibicidn de la liberacion de elastasa a partir de neutrdfilos
(documento US 5.006.547); para la supresion de la funcién de células T en mamiferos y para el tratar trastornos auto-
inmunes mediados por células T de tipo sistémico y con especificidad de 6rgano (documento US 4.853.409; Dolhain
et al., Scand J. Immunol. 42(1995), 686-693). El tenidap también se usa para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer (documentos WO 96/31209; US 5.545.656).

También se ha demostrado que el tenidap o un derivado del mismo, o sus sales de bases farmacéuticamente acep-
tables, inhiben la activacién de la colagenasa, trata trastornos y enfermedades mediadas por colagenasa e inhiben la
actividad de la mieloperoxidasa en mamiferos (documento US 5.008.283). El tenidap puede reducir el colesterol to-
tal en suero, el colesterol LDL y los triglicéridos (documento US 5.122.534) y puede usarse para el tratamiento de
lesiones de miocardio inducidas por isquemia y lesiones de miocardio mediadas por citoquinas (EP-B1 679 396). Sin
embargo, ninguno de los documentos mencionados anteriormente describe el uso de tenidap o sus derivados, o de 2-
oxindol-1-carboxamidas 3 sustituidas para tratar, por ejemplo, trastornos afectivos tales como depresion.

Sanz et al., Eur. J. Pharmacol. 355 (1998), 235-244 sugieren que el tenidap puede mejorar la actividad del receptor
de P2X7. Se sugiere que el tenidap puede actuar aumentando los niveles de ATP o mejorando el efecto del ATP sobre
P2X7. El ATP es el ligando natural de P2X7R. Por consiguiente, el tenidap o un derivado del mismo es un modulador
(es decir, un agonista) de P2X7R como se describe en este documento, ya que un modulador se define como un
compuesto que modula directa o indirectamente la actividad o expresién de P2X7R. Haciendo uso de las ensefianzas
de la presente invencidn de que los moduladores (es decir, agonistas) de P2X7R son utiles para tratar trastornos
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afectivos, se prevé que el tenidap o un derivado del mismo se use como un modulador (es decir, agonista) de la
actividad de P2X7R para la preparacién de una composicién farmacéutica para el tratamiento de un trastorno afectivo,
describiéndose ejemplos de dicha composicién en este documento. La preparacién de composiciones farmacéuticas,
los modos de administracidn, etc., se han descrito anteriormente y se describen mds adelante y se aplican al uso de
tenidap o el derivado mencionado anteriormente para la preparacién de una composicion farmacéutica, cambiando lo
que corresponda. Ademds, lo que se describe en este documento con respecto a los usos para tratar trastornos afectivos
se aplica al uso del tenidap o el derivado mencionado anteriormente para tratar trastornos afectivos, cambiando lo que
corresponda.

Ademads, la presente solicitud prevé que los moduladores (es decir, agonistas) de P2X7R puedan usarse en cual-
quier combinacién para tratar un trastorno afectivo. Por ejemplo, pueden usarse conjuntamente BZATP y tenidap o 2-
oxindol-1-carboxamidas 3 sustituidas, por ejemplo, simultdneamente o por medio de la administracién sucesiva para
tratar un trastorno afectivo.

Preferiblemente, la composicion farmacéutica descrita en este documento opcionalmente comprende ademds mo-
lIéculas que tienen propiedades protectoras de las células capaces de alterar las caracteristicas de los componentes de
la invencidn, por ejemplo, modulando de esta manera, preferiblemente bloqueando posibles efectos secundarios ad-
versos o negativos indeseados de estos componentes. Uno de estos posibles efectos secundarios adversos o negativos
indeseados es la formacion de poros en la membrana celular de células tratadas que finalmente conduce a la apoptosis.
Por consiguiente, estas moléculas adicionales pertenecen a la clase de moduladores de receptores beta-adrenérgicos
que incluyen agonistas o antagonistas que tienen propiedades estabilizadoras de la membrana. Los moduladores de
receptores beta-adrenérgicos, incluyendo agonistas y antagonistas, son compuestos que reducen o aumentan las res-
puestas cronotrépicas positivas, inotrépicas positivas, broncodilatadoras y vasodilatadores producidas por agonistas o
antagonistas de receptores beta-adrenérgicos. La magnitud de esta respuesta reducida o aumentada es proporcional al
tono simpatico existente y a la concentracién de agente bloqueante del receptor beta-adrenérgico que alcanza los sitios
receptores. Un modulador de un receptor beta-adrenérgico en el contexto de la presente invencién, de esta manera, es
un antagonista o agonista. La actividad de un antagonista o agonista de un receptor beta-adrenérgico puede determinar-
se como se bien conocido en la técnica. La actividad de los receptores beta-adrenérgicos puede determinarse midiendo
la acumulacién de adenosina mono-fosfato ciclico (AMPc) en células de ovario de hamster chino (CHO). Las células
CHO pueden transfectarse tinicamente con el ADNc que codifica el receptor betal-, beta2-, o beta3-adrenérgico huma-
no bajo el control del promotor de CMV o cualquier otro elemento promotor adecuado. La transfeccion de las células
se realiza usando métodos de transfeccion de células convencionales, véase por ejemplo, Joyner, “Gene Targeting: A
Practical Approach”, Oxford University Press, New York, 1993. Después se cultivan células que sobreexpresan uno de
los genes beta-adrenérgicos hasta la confluencia en medio F12 de Ham (Gibco BRL) que contiene suero bovino fetal
al 10%, 500 mg/ml de Geneticina, 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina y 250 ng/ml de fungizona de
acuerdo con el procedimiento descrito en el catdlogo de lineas celulares e hibridomas de la American Type Culture
Collection, Séptima Edicién, 1992, p. 36, ATCC CCL 61 CHO-K1. Los compuestos moduladores de receptores beta-
adrenérgicos pueden preparase como soluciones madre 10 mM en DMSO (DMSO al 0,1%, concentracién final), di-
luirse en medio F12 de Ham y afiadirse a las células a una concentracién de 107'% a 10~ M junto isobutilmetilxantina
107 M para inhibir la actividad fosfodiesterasa. Los medios y las células después se incuban durante 5 minutos a 37°C.
Al final de este periodo, el medio se aspira y las células se lisan en HC1 0,01 N. El contenido celular de AMPc después
puede determinarse por radioinmunoensayo (RIA) usando un kit de New England Nuclear (Burlington, Mass). Existe
una correlacién directa entre el contenido celular de AMPc y la activacién/inhibicion del receptor beta-adrenérgico.
En la técnica se describen bien otros métodos para determinar la actividad de un receptor beta-adrenérgico, véase por
ejemplo, Vansal y Feller, J. Recept. Signal. Transduct. Res. 19 (1999) 853-863; Durocher et al., Anal. Biochem. 284
(2000) 316-326.

Los ejemplos de compuestos que se ajustan a la definicidon de un agente modulador de un receptor beta-adrenérgico
incluyen, pero sin limitacion, antagonistas de receptores beta-adrenérgicos conocidos tales como timolol, sotalol, es-
molol, cateolol, propanolol, betaxolol, penbutolol, metoprolol, acebutolol, atenolol, metoprolol, pindolol y bisoprolol,
y sus sales, hidratos, solvatos y cualquier forma cristalina en la que puedan aparecer. En el documento US 5.776.930 se
describen otros ejemplos de agentes bloqueantes de receptores beta-adrenérgicos. Son ejemplos preferidos de antago-
nistas de receptores beta-adrenérgicos DL-propanolol, D-propanolol y labetolol. El DL-propanolol y el labetolol son
antagonistas de receptores beta-adrenérgicos con propiedades estabilizadoras de la membrana, mientras que el D-pro-
panolol es un isémero Sptico con una baja actividad bloqueante de receptores beta-adrenérgicos. La adiccién opcional
de antagonistas o agonistas de receptores beta-adrenérgicos a la composicion farmacéutica de la presente invencién
para tratar un trastorno afectivo puede ser titil en el contexto de la administracién de agonistas de P2X7R. Esto se debe
a que la técnica anterior sugiere que la activacion de P2X7R por agonistas puede ocasionar muerte celular por medio
de la induccién de la formacién de poros dentro de la membrana celular. Sin embargo, como se demuestra en el Ejem-
plo 9 de la presente solicitud, el efecto de la actividad de formacién de poros descrito para los agonistas de P2X7R por
la técnica anterior s6lo se observaba en muy pocas células. Recientemente, Alzola et al., Cell Signal. 13 (2001), 465-
473 han demostrado que concentraciones de 10 a 300 uM de DL-propanolol, D-propanolol o labetolol pueden inhibir
la actividad de formacién de poros de P2X7R sin afectar a la apertura de la actividad del canal de cationes de P2X7R.
Por el documento FR 2768626 se sabe también que los moduladores de receptores beta-adrenérgicos, por ejemplo,
los agonistas, son ttiles como agentes inhibidores de la apoptosis. Por consiguiente, en una realizacién preferida de la
presente invencion, se administran moduladores de receptores beta-adrenérgicos, incluyendo antagonistas o agonistas,
en combinacién con agonistas de P2X7R para el tratamiento de trastornos afectivos. Dichos antagonistas o agonistas
de receptores beta-adrenérgicos se administran preferiblemente en una concentracién de 10 a 300 uM.
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La dosificacién, preparacién farmacéutica y administracion del agente modulador de P2X7R (es decir, agonista)
para uso de acuerdo con la presente invencion puede formularse de una manera convencional de acuerdo con métodos
encontrados en la técnica, usando uno o mas vehiculos o excipientes fisiolgicos, véase, por ejemplo Ansel et al.,
“Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems”, séptima edicién, Lippincott Williams & Wilkins Publis-
hers, 1999. De esta manera, el agente modulador de P2X7R y sus sales y solvatos fisiolégicamente aceptables pueden
formularse para administracién por inhalacién, insuflacion (a través de la boca o la nariz), administracién oral, bucal,
parenteral o rectal.

Para la administracién oral, la composicién farmacéutica del agente modulador de P2X7R puede tomar la for-
ma de, por ejemplo, comprimidos o cdpsulas preparadas por medios convencionales con excipientes farmacéuticos
aceptables tales como agentes aglutinantes (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona, hidro-
xipropil metilcelulosa), cargas (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina, hidrégeno fosfato calcico), lubricantes
(por ejemplo, estearato de magnesio, talco, silice), disgregantes (por ejemplo, almidén de patata, almidén glicolato s6-
dico) o agentes humectantes (por ejemplo, lauril sulfato sédico). Las preparaciones liquidas para administracién oral
pueden tomar la forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden presentarse como un producto
deshidratado para la constitucién con agua u otro vehiculo adecuado antes del uso. Esta preparacion liquida puede pre-
parase por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspension (por
ejemplo, sorbitol, jarabe, derivados de celulosa, grasas comestibles hidrogenadas), agentes emulsionantes (por ejem-
plo, lecitina, goma ardbiga), vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendras, ésteres oleosos, alcohol etilico,
aceites vegetales fraccionados), conservantes (por ejemplo, p-hidroxicarbonatos de metilo o propilo, 4cido sérbico).
Las preparaciones también pueden contener sales tamponantes y agentes aromatizantes, colorantes y edulcorantes
cuando se considere apropiado. Las preparaciones para administracién oral pueden formularse de forma conveniente
para proporcionar la liberacién controlada del agente que modula la actividad de P2X7R.

Para la administracién por inhalacién, el agente que modula P2X7R (es decir, el agonista) para uso de acuerdo
con la presente invencion, convenientemente se administra en forma de una presentacion de pulverizacién de aerosol
desde un envase presurizado o nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado (por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado). En el caso de un aerosol
presurizado, la unidad de dosificacién puede determinarse proporcionando una védlvula para administrar una cantidad
medida. Pueden formularse cdpsulas y cartuchos, por ejemplo, de gelatina, para uso en un inhalador o insuflador que
contenga una mezcla en polvo del agente modulador de la actividad de P2X7R y una base en polvo adecuada tal como
lactosa o almidén.

Un agente modulador de P2X7R (es decir, agonista) puede formularse para administracién parenteral por inyec-
cién, por ejemplo, por inyeccién en embolada o infusién continua. El sitio de inyeccién incluye un sitio intravenoso,
intraperitoneal o subcutdneo. Las formulaciones para inyeccion pueden presentarse en forma de dosificacién unitaria
(por ejemplo, en una ampolla, en un recipiente de maltiples dosis) y con un conservante afiadido. El agente que modula
la actividad de P2X7R puede tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos
0 acuosos, y puede contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes o dispersantes.
Como alternativa, el agente puede estar en forma de polvo para reconstituirse con un vehiculo adecuado (por ejemplo,
agua estéril sin pirégenos) antes del uso.

Si se desea un agente para modular P2X7R (es decir, un agonista), puede presentarse en un envase o en un dis-
positivo dispensador que puede contener una o mds formas de dosificacién unitarias que contienen dicho agente. El
envase puede comprender, por ejemplo, una ldmina metélica o de plastico, tal como un blister. El envase o dispositivo
dispensador puede ir acompaiiado de instrucciones para la administracion.

En una realizacién mds preferida, los usos antes mencionados se prevén para tratar trastornos afectivos selecciona-
dos del grupo compuesto por depresidn mayor, trastorno de ansiedad generalizada o trastorno bipolar.

En una realizacién particularmente preferida, dicha depresion mayor se selecciona entre el grupo compuesto por
depresion mayor, distimia, depresion atipica, trastorno disférico premenstrual y trastorno afectivo estacional.

En otra realizacion particularmente preferida, dicho trastorno de ansiedad generalizada se selecciona entre el grupo
compuesto por trastorno de panico, fobias, agorafobia, fobia social, fobia especifica, trastorno obsesivo compulsivo,
trastorno de estrés postraumatico, trastorno de ansiedad de separacion, mania, hipomania y trastorno ciclotimico.

Otra realizacion particularmente preferida es que dicho trastorno bipolar es el trastorno bipolar de tipo I o el
trastorno bipolar de tipo II.

Ademds, la presente solicitud se refiere a un kit que comprende la molécula de acido nucleico, el vector, el hos-
pedador, el polipéptido, el anticuerpo o el aptdmero, el cebador o un par de cebadores antes descritos o la molécula
identificada o caracterizada en un método como se describe mas adelante en este documento.

Ventajosamente, el kit comprende, ademas, opcmnalmente (un) tampdn (tampones) de reaccidn, soluciones de
almacenamiento y/o los demads reactivos o materiales necesarios para realizar ensayos cientificos o de diagnéstico o
similares. Ademas, partes del kit de la invencién pueden envasarse individualmente en viales o frascos o en combina-
cion en recipientes o unidades de multiples recipientes.
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El kit de la presente invencién puede usarse ventajosamente, entre otras cosas, para realizar el método para producir
un polipéptido antes descrito, el método o métodos de identificacion y/o caracterizacion de moléculas que interaccio-
nan especificamente con canales i6nicos de apertura por ATP P2X7R como se describe en este documento mas adelan-
te, y podria emplearse en una diversidad de aplicaciones mencionadas en este documento, por ejemplo, como Kkits de
diagndstico, como herramientas de investigacién o herramientas terapéuticas. Ademds, el kit puede contener medios
para deteccion adecuados para fines cientificos, médicos y/o de diagndstico. La fabricacién de los kits preferiblemente
sigue procedimientos convencionales que son conocidos para la persona especialista en la técnica.

Ademds, la presente solicitud describe un método para identificar compuestos o mezclas de compuestos que pue-
dan interaccionar especificamente con un polipéptido descrito en este documento, que comprende las etapas de (a)
poner en contacto un polipéptido descrito anteriormente con un compuesto candidato o mezcla de compuestos a en-
sayar; y (b) determinar si dicho compuesto o mezcla puede interaccionar especificamente con dicho polipéptido. El
polipéptido puede proporcionarse directamente o por medio de la expresién de una molécula o vector de dcido nucleico
correspondiente como se ha descrito anteriormente, por ejemplo, in vitro o en una célula hospedadora adecuada.

Ademads, la presente solicitud describe un método para la caracterizacién de compuestos que pueden alterar ca-
racteristicas de los polipéptidos descritos en este documento, que comprende las etapas de (a) poner en contacto un
polipéptido descrito anteriormente con dicho compuesto y (b) determinar si el compuesto altera una caracteristica de
dicho polipéptido.

La expresion “alterar las caracteristicas del polipéptido descrito en este documento” significa que se alteran, es de-
cir, se cambian las caracteristicas funcionales en dicho polipéptido en comparacion con las caracteristicas funcionales
que tenia antes de entrar en contacto con los compuestos identificados por el método descrito anteriormente.

Dicha identificacién y/o caracterizaciéon de compuestos que pueden interaccionar o alterar caracteristicas del po-
lipéptido descrito anteriormente puede conseguirse, entre otras cosas, por transfeccién de un hospedador apropiado
con una molécula de acido nucleico descrita anteriormente, comprendiendo dichos hospedadores, pero sin limitacion,
células HEK 293, o por inyeccién en oocitos de rana, preferiblemente en un oocito de Xenopus para la expresion
funcional (Goldin, Methods Enzymol. 207 (1992), 266). Los canales de apertura por ATP P2X7R expresados pueden
examinarse usando técnicas convencionales de pinzamiento zonal de dos electrodos (Stuhmer, Methods Enzymol. 207
(1992), 319; Kohler, Science 273 (1996), 1709). Después de la expresién de un canal idénico de apertura por ATP
P2X7R como se define en este documento, pueden deducirse corrientes de membrana en ausencia y/o presencia de la
molécula a identificar y/o caracterizar. Los métodos para la deduccién de las corrientes de membrana son bien conoci-
dos en la técnica y comprenden, por ejemplo, métodos de pinzamiento zonal como los descritos en Hamill, Pfluger’s
Arch, 391 (1981), 85-100 o pinzamiento de voltaje de dos electrodos en oocitos, como se describe en Methfessel,
Pfliigers Archive 407 (1986), 577-588. De acuerdo con la presente invencidn, la expresioén “que interacciona con los
polipéptidos descritos en este documento” significa que estos polipéptidos interaccionan directa o indirectamente con
compuestos identificados por el método descrito anteriormente.

Ademads, la presente solicitud describe un método para seleccionar moléculas que sean capaces de interaccionar
con el polipéptido descrito anteriormente, que comprende las etapas de (a) poner en contacto dicho polipéptido con
una molécula; y (b) medir y/o detectar una respuesta; y (c) comparar dicha respuesta con una respuesta convencional
como la medida en ausencia de dicha molécula candidata.

En el presente documento también se describe un método para identificar un compuesto que puede mejorar o
reducir la expresion del gen de P2X7R, que comprende las etapas de poner en contacto una célula que expresa el gen
de P2X7R a partir de su promotor natural o un gen indicador dirigido por el promotor de P2X7R y determinar si la
expresion del gen se aumenta o reduce en comparacion con las condiciones en las que el compuesto no esta presente.

Las posibles moléculas candidatas o mezclas candidatas de moléculas pueden ser, entre otras, sustancias, com-
puestos o composiciones de origen quimico o biolégico, que se producen de forma natural y/o que se producen de
forma sintética, recombinante y/o quimica, o compuestos o composiciones descritos anteriormente en este documen-
to. De esta manera, las moléculas candidatas pueden ser proteinas, fragmentos de proteinas, péptidos, aminoacidos y/o
derivados de los mismos u otros compuestos tales como iones, que se unen y/o interaccionan con canales iénicos de
apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre. Estos compuestos candidatos de unién y/o interaccién pueden encontrarse
empleando, entre otros, sistemas doble hibrido de levadura o sistemas doble hibrido de levadura modificados como se
describe, por ejemplo Fields, Nature 340 (1989), 245-246; Gyuris Cell 75 (1993), 791-801; o Zervos Cell 72 (1993),
223-232.

Ademés, las posibles moléculas candidatas pueden ponerse en contacto con una célula, tal como un oocito o una
célula HEK 293, que expresa un polipéptido descrito anteriormente o con un trozo de membrana que comprende
dicho polipéptido, y puede medirse la respuesta correspondiente (entre otras, una respuesta de respuesta a la dosis, una
respuesta de corriente, o una respuesta de un solo canal de corriente) para esclarecer cualquier efecto que produzca
dicha molécula candidata.

En el presente documento también se describen métodos para identificar, caracterizar y seleccionar moléculas que
puedan interaccionar con canales i6nicos de apertura por ATP P2X7R descritos en este documento, que compren-
den los denominados métodos de seleccidn de alto rendimiento y estrategias similares que se conocen en la técnica
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(Spencer, Biotechnol. Bioeng. 61 (1998), 61-67; Oldenburg, Annu. Rev. Med. Chem. 33 (1998), 301-311) realizadas
usando placas de 96 pocillos, 384 pocillos, 1536 pocillos (y otras). Ademds, los métodos a emplear comprenden, pero
sin limitacion, lecturas de fluorescencia homogéneas en selecciones de alto rendimiento (como se describe, entre otros,
en Pope, Drug Discovery Today 4 (1999), 350-362). El método para la identificacion, caracterizacion y/o seleccion de
moléculas capaces de interaccionar con canales idnicos de apertura por ATP P2X7R pueden emplear, entre otras cosas,
hospedadores como los definidos en este documento que expresan el polipéptido descrito anteriormente. Los ensayos
basados en células, la instrumentacidn para dichos ensayos y/o las mediciones son bien conocidos en la técnica y se
describen, entre otros sitios, en Gonzalez, Drug Discovery Today 4 (1999), 431-439 o Ramm, Drug Discovery Today
4 (1999) 401-410. También se prevé que las selecciones de alto rendimiento descritas en este documento se realicen
usando, por ejemplo, ARNc (es decir, ARN sintético procedente de una construccién de ADNc) que puede introducir-
se en células hospedadoras, tales como oocitos de Xenopus, usando métodos rutinarios en la técnica. Como ejemplo,
puede emplearse la inyeccién directa de dcido nucleico, tal como el sistema de microinyeccion de Eppendorf (Mi-
cromanipulator 5171 y Transjector 5242). Las células inyectadas/transformadas pueden analizarse con respecto a las
corrientes i6nicas aproximadamente 4 horas después usando técnicas de pinzamiento zonal que se ponen en practica
comuiinmente en la técnica.

Ademéds, la presente solicitud de describe un método para la produccién de una composicién farmacéutica que
comprende las etapas de un método para identificar, caracterizar y/o seleccionar moléculas que puedan interaccionar
y/o alterar las caracteristicas de un canal i6nico de apertura por ATP P2X7R y que comprende ademds una etapa en
la que se genera un derivado de dicha molécula identificada, caracterizada y/o seleccionada. Dicho derivado puede
generarse, entre otras cosas, por peptidomiméticos.

La solicitud ademds describe un método para la produccién de una composicién farmacéutica que comprende las
etapas del método descrito anteriormente para identificar, caracterizar, seleccionar y/o modificar moléculas que pueden
interaccionar y/o alterar las caracteristicas de un canal i6nico de apertura por ATP P2X7R y formular las moléculas
identificadas, caracterizadas, seleccionadas y/o modificadas en una forma farmacéuticamente aceptable.

Preferiblemente, el método es un método en el que dicha o dichas moléculas comprenden una o mas moléculas
neuroprotectoras, una o mas moléculas nootrépicas y/o una o mas moléculas antiepilépticas.

Otro aspecto es el uso de un polipéptido P2X7R, en particular los descritos en este documento, para identificar
agentes bioldgicos, quimicos o farmacoldgicos que pueden tener un efecto antidepresivo. El término “agente” se
refiere a un compuesto quimico o composicidn capaz de inducir un efecto terapéutico o profilactico deseado cuando se
administra de manera apropiada a un sujeto o a una célula. Por ejemplo, la presente descripcién permite la generacion
de células que expresan P2X7R para la identificacion y caracterizacion de agentes que modulan el flujo de entrada y de
salida de iones. Por ejemplo, las células HEK 293, u otras lineas celulares (por ejemplo, HCN-1A, HCN-2, HIT-T15,
RIN-mSF, betaTC3; PC12, HT22, SH-SYS5Y, Neuro2A o CA77), pueden transfectarse de forma estable con ADNc
que codifica el P2X7R humano y cultivarse en placas de 12, 96 y 384 pocillos. Dichas células se cultivan en un medio
apropiado. Los ejemplos de estos medios son bien conocidos en la técnica, véase por ejemplo, Freshney, “Culture of
Animal Cells: A Manual of Basic Technique”, cuarta edicién, Wiley-Liss Publishing, 2000.

Dichas células después pueden preincubarse con dichos agentes durante 15 minutos antes de la estimulacién con
ATP 3 mM durante 10 minutos. Las reacciones después se terminan por medio de una rdpida aspiracién del medio
extracelular en cada pocillo. Las células de cada pocillo posteriormente se extraen durante una noche con 1 ml de
HNO:; al 10%. El contenido de potasio (K+) en los extractos puede determinarse por espectrofotometria de absorbancia
atémica. Después se mide la funcién del agente por medio del porcentaje de inhibicién de la estimulacién de la
liberacién de K+ inducida por ATP 3 mM y se compara con la liberacién de K+ en ausencia de los agentes. La
actividad de P2X7R también puede monitorizarse en funcién del movimiento de calcio (Ca2+; véase Denyer et al.,
Drug Discov. Today 7 (1998), 323-332; Gonzdlez et al., Drug Discov. Today 9 (1999), 431-439; Helmchen y Waters,
Eur. J. Pharmacol. 447 (2002), 119-129). Los agentes también pueden verificarse en ausencia de ATP.

La actividad de P2X7R también puede controlarse de acuerdo con la secrecion de neurotransmisores tales co-
mo glutamato y GABA. Los niveles de neurotransmisores en las células tratadas pueden cuantificarse por métodos
adecuados, por ejemplo, por ensayo de inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), cro-
matografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). Usando estos métodos, puede explorarse un gran niimero de compuestos
con respecto al aumento en la secrecién de neurotransmisores (por ejemplo, glutamato). La liberacién de glutamato
puede medirse, por ejemplo, por ensayos fluorométricos de liberacion de glutamato (por ejemplo, Kit de Ensayo de
Acido Glutdmico/Glutamato Oxidasa Amplex Red, Molecular Probes) o electrofisiologia de alto rendimiento.

Ademés, en el presente documento se describe que los polipéptido P2X7R descritos aqui se usan en un método para
identificar compuestos o agentes que tienen actividad agonista de dichos P2X7R o de los polipéptidos descritos ante-
riormente. Los agentes y compuestos se definen y describen mds adelante en este documento y también se han definido
y descrito anteriormente. En particular, las células que expresan el gen de P2X7R se ponen en contacto con agentes,
moléculas o compuestos candidatos como se han descrito anteriormente y se mide el flujo de entrada de calcio o la en-
trada de bromuro de etidio por métodos conocidos en la técnica, descritos anteriormente en este documento y descritos
en particular en el Ejemplo 8 presentado mas adelante. Las células usadas en el método para identificar agonistas de
P2X7R son preferiblemente células de una linea celular de hipocampo. La lineas celulares de hipocampo se preparan
por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, como se describe en los documentos EP 0 773 287 o EP 0 773

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2293114 T3

292. Son ejemplos no limitantes de lineas celulares de hipocampo células de hipocampo H19-7 de rata (ATCC-2526)
descritas en Eves et al. Proc. Natt. Acad. Sci. USA 89 (1992), 4373-4377, células de hipocampo HNO9.10 de ratén
descritas en Lee et al. J. Neurosci. 10 (1992), 1779-1787 o células de hipocampo HiSB de rata descritas en Renfranz
et al., Cell 66 (1991), 713-729. Preferiblemente, las células de hipocampo usadas de acuerdo con el método mencio-
nado anteriormente son células de la serie HT (véase Davis y Maher (1994), Brain Res. 652, 169-173), Morimoto y
Koshland (1990), Neuron 5, 875-880). También se prefiere que las células de hipocampo expresen el gen endégeno
de P2X7R. Sin embargo, también se prevé que estas células puedan modificarse genéticamente introduciendo un gen
de P2X7R exdgeno usando métodos conocidos cominmente en la técnica. Mas preferiblemente, se usan células HT-
22 para identificar agonistas del polipéptido P2X7R descrito en este documento o de los polipéptidos descritos en este
documento y se usan células HT-39 como control negativo como se describe en el Ejemplo 8 indicado mds adelante.

Por ejemplo, se transfectan células con construcciones de dcido nucleico que codifican un gen indicador regulado
por el promotor de P2X7R (véase anteriormente), pudiendo analizarse un aumento o reduccién en la expresién del
gen indicador en respuesta a agentes bioldgicos o farmacéuticos usando métodos que detectan niveles o estados de la
proteina o el ARNm presente en la célula correspondiente o que detectan actividades bioldgicas del gen indicador. Las
moléculas indicadoras o marcadores adecuados incluyen radionucleétidos, enzimas, agentes fluorescentes, quimiolu-
miniscentes o cromogénicos, asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y similares. El disefio
de estos ensayos de seleccion de farmacos es bien conocido en la técnica (véase Harvey ed. “Advances in drug disco-
very techniques”, John Wiley and Sons, 1998; Vogel and Vogel eds. “Drug discovery and evaluation: Pharmaceutical
assays”, Springer-Verlang Berlin, 1997). Por ejemplo, puede usarse la seleccion de fairmacos en modelos animales,
ensayos in vitro usando células animales o ensayos in vivo que implican ensayos toxicoldgicos en animales. Puede
usarse un modelo in vitro para seleccionar bibliotecas de compuestos en cualquiera de una diversidad de técnicas de
seleccion de farmacos.

Los agentes candidatos incluyen numerosas clases quimicas, aunque tipicamente son moléculas organicas, prefe-
riblemente compuestos orgdnicos pequefios que tienen un peso molecular mayor de 50 y menor de aproximadamente
2.500 Daltons. Los agentes candidatos comprenden grupos funcionales necesarios para la interaccion estructural con
proteinas, particularmente por medio de la formacién de enlaces de hidrégeno, y tipicamente incluyen al menos un
grupo amina, carbonilo, hidroxilo o carboxilo, preferiblemente al menos dos de los grupos quimicos funcionales.
Los agentes candidatos a menudo comprenden estructuras carbociclicas o heterociclicas y/o estructuras arométicas o
poliaromadticas sustituidas con uno o mds de los grupos funcionales anteriores.

Los agentes candidatos también se encuentran entre biomoléculas que incluyen péptidos, aminoacidos, sacaridos,
dcidos grasos, esteroides, purinas, pirimidinas, dcidos nucleicos y derivados, andlogos estructurales o combinaciones
de los mismos. Los agentes candidatos se obtienen a partir de una amplia diversidad de fuentes que incluyen bibliotecas
de compuestos sintéticos o naturales. Por ejemplo, se dispone de numerosos medios para la sintesis aleatoria y diri-
gida de una amplia diversidad de compuestos orgdnicos y biomoléculas, incluyendo la expresién de oligonucleétidos
y oligopéptidos aleatorios. Como alternativa, se dispone o se pueden producir facilmente bibliotecas de compuestos
naturales en forma de extractos bacterianos, flingicos, vegetales y animales. Ademads, las bibliotecas y compuestos
naturales o producidos de forma sintética se modifican facilmente por medios quimicos, fisicos y bioquimicos con-
vencionales y pueden usarse para producir bibliotecas combinatorias. Los agentes farmacolégicos conocidos pueden
someterse a modificaciones quimicas aleatorias o dirigidas tales como acilacién, alquilacioén, esterificacién, amidacion,
etc., para producir andlogos estructurales.

Otra técnica para la seleccion de formacos que puede usarse proporciona la seleccién de alto rendimiento de com-
puestos que tienen una afinidad de unién adecuada a la proteina de interés como se describe en la publicacién de la
solicitud PCT WO 84/03564. En este método, cuando se aplica a las proteinas descritas en este documento, se propor-
cionan o sintetizan grandes niimeros de compuestos de ensayo pequefios diferentes, por ejemplo, aptimeros, péptidos,
compuestos de bajo peso molecular, en un sustrato sélido, tal como pasadores de pldstico o alguna otra superficie. Los
compuestos de ensayo se hacen reaccionar con las proteinas o sus fragmentos y se lavan. Las proteinas unidas después
se detectan por métodos bien conocidos en la técnica. Las proteinas purificadas también pueden aplicarse como un
recubrimiento directamente sobre las placas para uso en las técnicas de seleccion de farmaco mencionadas anterior-
mente. Como alternativa, pueden usarse anticuerpos no neutralizadores para capturar el péptido e inmovilizarlo sobre
un soporte solido. En otra realizacion, se pueden usar ensayos de seleccion de farmacos competitivos en los que anti-
cuerpos neutralizadores capaces de unirse a la proteina compiten especificamente con un compuesto de ensayo por la
unidn a la proteina. De esta manera, los anticuerpos pueden usarse para detectar la presencia de cualquier péptido que
comparta uno o mds determinantes antigénicos con la proteina.

La presente solicitud, de una forma mas particular, describe un método en el que la composicién farmacéutica a
producir comprende ademds sustancias neuroprotectoras, sustancias nootrépicas, azul brillante, piperidina o deriva-
dos de la misma, derivados de adamantina, compuestos de fenilo sustituidos, ATP oxidado, 2-O-(4-benzoilbenzoil)
adenosina-5-trifosfato o 3-O-(4-benzoilbenzoil)adenosina-5-trifosfato. También se prevé que las composiciones far-
macéuticas a producir comprendan ademds antidepresivos tales como fluoxetina, paroxetina, sertralina, fluroxamina,
mirtazapina, reoretina, nefazodona o carbonato de litio.

Preferiblemente, los compuestos de los métodos mencionados anteriormente comprenden antagonistas, antagonis-
tas parciales, agonistas parciales y/o agonistas para un canal i6nico de apertura por ATP P2X7R alterado.
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Cuando se usa en este documento el término “antagonista”, indica moléculas/sustancias que pueden inhibir y/o
reducir un efecto agonista. El término “antagonista” comprende antagonistas competitivos, no competitivos, funciona-
les y quimicos como se describe, entre otros sitios, en Mutschler, “Arzneimittelwirkungen” (1989), Wissenschaftliche
Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart, Alemania. La expresién “antagonista parcial”, cuando se usa en este documento,
significa una molécula/sustancia que puede bloquear incompletamente la accién de agonistas a través de, entre otras
€0sas, uUn mecanismo no competitivo.

En el contexto de la presente invencidn, un antagonista preferiblemente es un firmaco que no provoca una respuesta
por si mismo, pero bloquea respuestas mediadas por agonistas. Es una entidad quimica que se opone a las respuestas
asociadas con el receptor normalmente inducidas por otro agente bioactivo. Para el P2X7R, los antagonistas tienen un
valor de CI5S0 comprendido entre 10 nanomolar y 300 micromolar.

Como “agonista”, de acuerdo con esta invencion, se indican moléculas/sustancias que tienen una afinidad asi como
una actividad intrinseca. Principalmente, dicha actividad intrinseca (@) se define como proporcional al cociente entre
el efecto inducido por dicho agonista (EA) y el efecto que puede obtenerse de forma maxima en un sistema biolégico
dado (Emaéx); por lo tanto, la actividad intrinseca puede definirse como

E\
Eméx

a =~

La méxima actividad intrinseca relativa se obtiene cuando EA/Emax = 1. Los agonistas con una actividad intrinseca
de 1 son agonistas completos, mientras que las sustancias/moléculas con una actividad intrinseca > 0 y < 1 son
agonistas parciales. Los agonistas parciales muestran un efecto dual, es decir, comprenden efectos agonistas asi como
efectos antagonistas.

Preferiblemente, en el contexto de la presente invencién, un agonista (o0 agonista completo) es una sustancia endo-
gena o un farmaco que puede interaccionar con un receptor e iniciar una respuesta fisiolégica o farmacolégica maxima
o completa caracteristica de ese receptor. El ATP, el ligando natural para P2X7R, es un agonista con una CE50 de 300
micromolar, mientras que el agonista de P2X7R sintético Bz-ATP tiene un valor de CE50 de 8 micromolar. De esta
manera, los agonistas de P2X7R tienen un valor de CE50 igual o menor de 300 micromolar. La CE50 se define como
la concentracién de agonista que provoca una respuesta a medio camino entre la respuesta basal y la respuesta maxima
en una curva de dosis-respuesta donde el eje X representa la concentracion de un agonista y el eje Y representa la
corriente de iones. Un agonista inverso (también denominado antagonista negativo) es un firmaco que actiia en el mis-
mo receptor que el de un agonista, aunque produce un efecto opuesto. Un agonista parcial es una sustancia endégena o
un farmaco que también provoca una respuesta fisiolgica o farmacoldgica, pero donde la respuesta maxima es menor
que la respuesta mdxima a un agonista completo, independientemente de la cantidad de farmaco aplicado. En el caso
de P2X7R, los agonistas parciales tienen valores de CE50 mayores de 300 micromolar.

Por lo tanto, el especialista en la técnica puede emplear ficilmente los compuestos y los métodos descritos en
este documento para esclarecer los efectos agonistas y/o antagonistas y/o caracteristicas de un compuesto/molécula/
sustancia a identificar y/o caracterizar de acuerdo con cualquiera de los métodos descritos anteriormente. Por ejemplo,
un antagonista identificado del canal i6nico de apertura por ATP P2X7R que comprende la mutacién o mutaciones
y/o delecién o deleciones descritas anteriormente en este documento puede ser Util para reestablecer las propiedades
mostradas normalmente por los canales iénicos de apertura por ATP P2X7R de tipo silvestre. Un agonista identificado
del canal i6nico de apertura por ATP P2X7R que comprende la mutacién o mutaciones y/o delecién o deleciones
descritas anteriormente en este documento puede ser Util para reestablecer la funcionalidad perdida del canal idnico
de apertura por ATP P2X7R.

Las figuras indican:

Figura 1a. Mapa genémico de la regién del cromosoma 12 humano asociada con el trastorno afectivo bipolar. Se
representan los genes encontrados entre los marcadores NBG11 y NBG2.

Figura 1b. Ilustracién grafica del andlisis multipuntual usando ASPEX en pares de hermanos independientes.

Figura 1c. Gréfico que ilustra el andlisis multipuntual usando ASPEX en todos los pares de hermanos.

Figura 1d. Grafico que ilustra el programa ASPEX sib_phase considerando solo pares de hermanos independientes.

Figura le. Gréfico que ilustra el programa ASPEX sib_phase considerando todos los pares de hermanos.

Figura 1f. Efecto del polimorfismo P2XR7v13A sobre niveles basales de cortisol antes y después de la administra-
cion de dexametasona (ensayo DST). Los individuos se sometieron al ensayo en los diez dias siguientes a la admision.

Los individuos con los genotipos AG y GG tienen niveles de cortisol significativamente menores antes y después de
la administracion de dexametasona.
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Figura 1g. Efecto del polimorfismo P2XR7v13A sobre la respuesta de cortisol durante el ensayo Dex/CRH. Los
individuos se sometieron al ensayo en los diez dias posteriores a la admision (es decir, en el periodo de admisién) y por
ultimo diez dias después del alta (es decir, en el periodo de alta). Los individuos con el genotipo GG tienen menores
niveles de cortisol en respuesta al ensayo Dex/CRH en el periodo de admisién y en el periodo de alta. Estos resultados
indican un eje HPA normal.

Figura 1h. Efecto del polimorfismo de P2XR7v13A sobre la respuesta de ACTH durante el ensayo Dex/CRH. Los
individuos se sometieron al ensayo en los diez dias posteriores a la admisién (es decir, en el periodo de admisién) y por
tltimo diez dias después del alta (es decir, en el periodo de alta). Los individuos con el genotipo GG tienen menores
niveles de ACTH en respuesta al ensayo Dex/CRH, en el periodo de admisién y en el periodo de alta. Estos resultados
indican un eje HPA anormal.

Figura 1i. Duracién del tratamiento antidepresivo hasta la remisién. La depresion se diagnostica de acuerdo con
la Escala de Evaluacién de Depresién de Hamilton (HAM-D; Hamilton, Br. J. Soc. Clin. Psychol. 6 (1967) 278-296).
Una puntuacién HAM-D de 10 o menor se considera remision de los sintomas depresivos.

Figura 1j. Efecto del polimorfismo de P2XR7v13C sobre los niveles basales de cortisol antes y después de la
administracién de dexametasona (ensayo DST). Los individuos se sometieron al ensayo en los diez dias posteriores a
la admision. Los individuos con los genotipos CC tienen niveles de cortisol elevados después de la administracion de
dexametasona.

Figura 1k. Efecto del polimorfismo P2XR7v13C sobre la respuesta de cortisol durante el ensayo Dex/CRH. Los
individuos se sometieron al ensayo en los diez dias posteriores a la admision (es decir, en el periodo de admision)
y por ultimo diez dias después del alta (es decir, en el periodo de alta). Los individuos con el genotipo AC o CC
tienen niveles de cortisol elevados en respuesta el ensayo Dex/CRH en el periodo de admisién, indicando un eje HPA
anormal.

Figura 11. Efecto del polimorfismo de P2XR7v13C sobre la respuesta de ACTH durante el ensayo Dex/CRH. Los
individuos se sometieron al ensayo en los diez dias posteriores a la admisién (es decir, en el periodo de admisién) y por
ultimo diez dias después del alta (es decir, en el periodo de alta). Los individuos con el genotipo CC tienen menores
niveles de ACTH en respuesta al ensayo Dex/CRH, en el periodo de admisién y en el periodo de alta. Estos resultados
indican un eje HPA anormal.

Figura 2. Anélisis RT-PCR de la secuencia codificante completa de P2X7R en diferentes tejidos.

Figura 3. Expresién de P2X7R en el bulbo olfativo, hipotalamo y células ependimales en el cerebro de un ratén sin
estrés. 100 aumentos.

Figura 4. Expresion de P2X7R en el hipocampo/giro dentado y 6rgano subcomisural en el cerebro de un ratén sin
estrés. 100 aumentos.

Figura 5. Comportamiento de flotacién en el ensayo de natacién forzada. El comportamiento de afrontamiento
pasivo de estrés se redujo después de un tratamiento a largo plazo con el antidepresivo paroxetina (Par28: tratado con
paroxetina durante 28 dias, per os). Basal n = 8; vehiculo n = 8; Par28 n = 8.

Figura 6. Andlisis comparativo de expresion de P2X7R en el bulbo olfativo de ratones sin estrés tratados con
vehiculo y tratados con antidepresivo. 100 aumentos.

Figura 7. Andlisis comparativo de expresion de P2X7R en el hipotdlamo de ratones sin estrés, tratados con vehiculo
y tratados con antidepresivo. 100 aumentos.

Figura 8. Andlisis comparativo de expresién de P2X7R en células ependimales de ratones sin estrés tratados con
vehiculo y tratados con antidepresivo. 100 aumentos.

Figura 9. Andlisis comparativo de expresion de P2X7R en el hipocampo de ratones sin estrés tratados con vehiculo
y tratados con antidepresivo. 25 aumentos.

Figura 10. Expresién de P2X7R en el hipocampo de un ratén tratado con vehiculo. 25 aumentos.
Figura 11. Expresién de P2X7R en el hipocampo de un ratén tratado con el antidepresivo paroxetina. 25 aumentos.

Figura 12. Expresion detallada de P2X7R en el giro dentado de un ratén tratado con el antidepresivo paroxetina.
400 aumentos.

Figura 13. Andlisis comparativo de expresion de P2X7R y células apoptéticas en el hipocampo de un ratén tratado
con el antidepresivo paroxetina. 100 aumentos.
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Figura 14. Comportamiento de flotacién en el ensayo de natacién forzada. El comportamiento de afrontamiento
pasivo de estrés aumentd después de la inyeccidn intrahipocampal aguda (bilateral, giro dentado) de ARNGsi dirigido a
P2X7R. Vehiculo n =7; ARN de control n = 10; ARNsi de P2X7R n=9.

Figura 15. Analisis comparativo de expresién de P2X7R en el hipocampo de ratones tratados con vehiculo, ARN
de control y de ARNGsi dirigido a P2X7R. 100 aumentos fila superior, 25 aumentos fila inferior.

Figura 16a, b, c, d, e. Tres variantes de corte y empalme producidas por polimorfismos en los intrones de P2X7R.
Figura 17. Expresién de P2X7R en lineas de células de hipocampo inmortalizadas.

Figura 18. Aumento de la entrada de calcio en células de hipocampo tratadas con un compuesto agonista de P2X7R
(BzATP).

Figura 19a, b. Entrada de colorante bromuro de etidio en células del hipocampo (a) tratadas con compuesto agonista
de P2X7R (BzATP) o (b) pretratadas con un compuesto antagonista de P2X7R.

Figura 19c. Accion agonista de BZATP y tenidap sobre la actividad de P2X7R. Se midi6 la actividad del canal de
calcio de P2X7R humano en condiciones basales durante 4 segundos a 10 segundos. A. Control negativo que consistia
en células cargadas con Fluo-4-AM 10 uM sin tratamiento adicional. B. Células tratadas con BZATP 20 uM después
de cuatro segundos de medicion basal. C. Células tratadas con tenidap 50 M después de cuatro segundos de medicién
basal.

Figura 20. Efecto de inyeccion intrahipocampal de un compuesto agonista de P2X7R (BzATP) sobre el comporta-
miento en el ensayo de natacion forzada.

Figura 21. Ensayo de campo abierto que mide la actividad locomotora de ratones tratados con un compuesto
agonista de P2X7R (BzATP).

Figura 22. Andlisis comparativo de células apoptdticas en el hipocampo de un ratén tratado con solucién de vehi-
culo de control o compuesto agonista de P2X7R (BzATP).

Figura 23. Efecto de inyeccién intrahipocampal del antagonista de P2X7R KN-62 y oATP sobre el comportamiento
durante el ensayo de natacién forzada.

Figura 24. Ensayo de campo abierto que mide la actividad locomotora de ratones tratados con el antagonista de
P2X7R KN-62 y oATP.

Puede obtenerse una mejor comprension de la presente invencion y de sus muchas ventajas a partir de los siguientes
ejemplos, ofrecidos sé6lo con fines ilustrativos y que no pretenden limitar el alcance de la presente invencién de forma
alguna.

Ejemplo 1
Andlisis de asociacion de Trastorno Afectivo Bipolar en una poblacion humana homogénea

En el andlisis de asociacidon se usaron 41 familias de diferentes tamafios que contenian un total de 485 individuos
muestreados de la regién de Saguenay/Lac St-Jean. Los individuos se distribuyeron de acuerdo con su diagndstico
como se indica a continuacién: 105 individuos afectados con Trastorno Bipolar de tipo I (BPI) o trastorno bipolar de
tipo esquizoafectivo; 42 individuos con Trastorno Bipolar de tipo II (BPII) diagnosticado; 54 individuos con depresién
mayor recurrente; y 57 individuos con depresion mayor de un solo episodio. Los 227 individuos restantes no estaban
afectados y eran normales. Para el célculo, se usé la siguiente clasificacion: los individuos a los que se les habia diag-
nosticado BPI, trastorno esquizoafectivo, tipo bipolar, BPII y depresion mayor recurrente se consideraron afectados (n
=201); los individuos con un solo episodio de depresién mayor se clasificaron como fenotipo desconocido (n = 57); y
todos los demds diagndsticos como no afectados (n = 227).

Se recogieron muestras de sangre de cada individuo en tubos Vacutainer K3 EDTA de 10 ml (Becton-Dickinson)
y se aislé ADN gendmico por el kit de aislamiento de ADN Puregene (Gentra Systems). Se vertié sangre en un tubo
conico de 50 ml y se diluy6 con cuatro volimenes de Solucién de Lisis de Glébulos Rojos. Después de una incu-
bacién de 10 minutos a temperatura ambiente, el tubo se centrifugdé durante 10 minutos a 2.000 g y el sobrenadante
se retird dejando el sedimento celular y 200-400 ul del liquido residual. Las células se resuspendieron sometiendo
el tubo a agitacién vorticial y se afiadieron 9 ml de Solucién de Lisis de Células moviendo la pipeta verticalmente.
Se afiadieron 40 ul de Solucién de RNAsa A (20 mg/ml) y la muestra se mezcl6 invirtiendo el tubo varias veces.
La muestra se incubé a 37°C durante 15 minutos y se enfridé a temperatura ambiente. Se afiadieron 3 ml de Solu-
cion de Precipitacion de Proteinas al lisado celular. El tubo se sometié a agitacién vorticial vigorosamente durante
30 segundos y se centrifugd a 2.000 g durante 10 minutos. El sobrenadante se vertié en un nuevo tubo que conte-
nia 9 ml de isopropanol al 100%. La muestra se mezcld por inversion suave varias veces. El tubo se centrifugé a
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2.000 g durante 5 minutos. El sedimento blanco de ADN se lavé con 10 ml de etanol al 70% y el tubo se centri-
fugd a 2.000 g durante 3 minutos. Se retir6 el etanol por vertido y se dejo que el sedimento se secara parcialmente
al aire. El ADN se solubilizé en 500 ul de Solucién de Hidratacién de ADN. La concentracién final se ajust6 a
300-400 pg/ml.

Para la genotipificacion de marcadores microsatélites se usé un método basado en fluorescencia. En resumen,
la regidon que incluia cada secuencia repetida se amplificé por PCR usando un cebador no marcado y un cebador
marcado con fluorescente (Applied biosystems inc, CA, USA). Los colorantes asociados con el marcador y la longitud
del producto de PCR correspondiente se indican en la tabla 2. La reaccidon de PCR se realiz6 usando 10 ng de muestra
de ADN, 0,2 unidades de ADN polimerasa Taq platinum (Invitrogene, CA, USA), Tris-Cl 20 mM (pH 8,4), KC1 50
mM, MgCl, 1,5 mM, una concentracién 100 uM de dNTP y una concentracién 1,5 uM de cada cebador en un volumen
final de 7 ul. Las muestras se incubaron a 95°C durante 3 minutos para activar la Taq platinum ADN polimerasa, y
después se realizaron 10 ciclos de amplificacién por PCR como se indica a continuacién: 95°C durante 15 segundos;
58°C durante 15 segundos; 72°C durante 30 segundos; después de esto se realizaron 15 ciclos como se indica a
continuacién: §9°C durante 15 segundos; 58°C durante 15 segundos; y 72°C durante 10 segundos. Finalmente, las
muestras se incubaron a 72°C durante 30 minutos. Después de la amplificacién por PCR, las muestras se reunieron
de acuerdo con su cebador marcado con colorante y su longitud de producto de PCR (conjunto de cuatro muestras).
La muestra reunida se separd en un analizador de ADN ABI 3100 (Applied Biosystems inc, CA, USA). Los datos
resultantes se analizaron usando Genemapper2 (Applied Biosystems inc, CA, USA), y se recopilaron en una base de
datos 4D (ACIUS) disefiada en un entorno Macintosh como se ha descrito previamente (Morissette et al., Am. J. Med.
Genet. (Neuropsychiatr. Genet.) 88 (1999), 567-587).

En la tabla 2 se muestran marcadores usados en el siguiente analisis de asociacién. La fraccion de recombinacién
(q) entre sucesivos marcadores se calculé de acuerdo con las familias analizadas.

TABLA 2

Marcadores genomicos usados para el andlisis de asociacion

Locus Colorante Longitud de alelo Distancia Distancia Heterocigosidad

asociado (pb) () acumulativa (%)
(cM)

D12S1619 VviC 170-210 0,0135 0,00 74,5
NBG11 vIC 204-218 0,006 1,37 65,5
D1251666 FAM 241-281 0,001 1,97 66,9
NBGS VvIC 253-261 0,001 2,07 38,3
D12S1721 VviC 263-299 0,005 217 721
NBG8 vIC 166-188 0,011 2,67 73,3
NBG6 NED 182-218 0,0115 3,79 73,9
NBG9 VIC 156-180 0,0035 4,95 68,9
NBG10 FAM 174-186 0,001 5,30 49,7
NBG12 NED 165-207 0,009 5,40 64,2
NBG4 NED 171-199 0,001 6,31 66,4
NBG3 VIC 182-206 0,006 6,41 64,8
NBG2 viC 171-199 7,01 54,2

- Se us6 la funcién del mapa de Haldane para la distancia acumulativa en cMorgans.

Para el andlisis paramétrico bipuntual, se usé el andlisis de puntuacién MOD donde se maximizé la puntuacién
LOD paramétrica sobre modelos genéticos.

Los siguientes resultados se obtuvieron bajo un anélisis de puntuacién MOD para modelos recesivos.
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TABLA 3

Andlisis de puntuacion MOD para modelos recesivos

Locus Distancia (q) Distancia acumulativa Puntuacién LOD (Qmax)
(cM)
D12S51619 0,0135 0,00 3,46 (0,10)
NBG11 0,006 1,37 4,06 (0,04)
D1251666 0,001 1,97 1,22 (0,14)
NBG5 0,001 2,07 0,66 (0,16)
D12S1721 0,005 2,17 2,82 (0,10)
NBG8 0,011 2,67 1,51 (0,00)
NBG6 0,0115 3,79 4,77 (0,06)
NBG9 0,0035 4,95 0,75 (0,22)
NBG10 0,001 5,30 0,74 (0,00)
NBG12 0,009 5,40 1,41 (0,16)
NBG4 0,001 6,31 3,56 (0,08)
NBG3 0,006 6,41 3,96 (0,08)
NBG2 7,01 2,59 (0,10)

Se realizaron estudios de puntuaciéon LOD sin modelo usando ANALYZE, sib_phase del paquete ASPEX V1.85
(David Hinds y Neil Risch 1999; ftp://lahmed.stanford.edu/pub/aspex, véase también http://watson.hgen.pitt.edu./
docs/usage.html) y SIMWALK? (Sobel y Lange, Am J Hum Genet 58 (1996), 1323-1337) para analizar los alelos
compartidos entre pares de hermanos afectados. El programa ANALYZE pondera las familias de acuerdo con su ta-
mafio. El programa ASPEX sib_phase usa frecuencias de alelos para reconstruir la informacién que falta y se adapta
para series de datos en las que faltan los padres, pero pueden usarse nifios tipificados adicionales para reconstruir e
indicar la fase de los padres. SimWalk2 es una aplicacién informética de genética estadistica para el haplotipo, asocia-
cién paramétrica, asociacién no paramétrica (NPL), identidad por descendencia (IBD) y anélisis de tipificacion errénea
en cualquier tamafio de genealogia. SimWalk2 usa la cadena de Markov Monte Carlo (MCMC) y simul6 algoritmos
de hibridacién para realizar estos andlisis multipuntuales.

ASPEX sib-phase se us6 con dos estrategias computacionales: En primer lugar, usando pares de hermanos estricta-
mente independientes; y en segundo lugar usando todas las combinaciones de pares de hermanos afectados. Se realizé
ASPEX para cdlculos bipuntuales y multipuntuales.

Los resultados bi-puntuales observados con ANALYZE y ASPEX se muestran en la Tabla 4.

TABLA 4
Resultados bipuntuales observados con ANALYSE y ASPEX

Locus Distancia (q) Distancia Par de sib_phase sib_phase
acumulativa hermanos de Puntuacién LOD Puntuacion LOD
(cM) ANALYZE pares de hermanos todos los pares de

puntuacién LOD independientes hermanos
D12S1619 0,0135 0,00 2,31 2,55 314
NBG11 0,006 1,37 2,83 2,72 3,27
D1251666 0,001 1.97 1.01 2,52 3.14
NBGS 0,001 2,07 0,50 2,62 3,13
D12S1721 0,005 2,17 1,57 2,51 3,12
NBGS 0,011 2,67 0,51 2,24 2,75
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NBGS6 0,0115 3.79 2,55 2,1 2,64
NBGS 0,0035 4,95 0.49 1,65 1,97
NBG10 0,001 5,30 0,77 1,45 2,10
NBG12 0,009 540 0.47 1.44 2,17
NBG4 0,001 6,31 1.21 1,29 3,07
NBG3 0,006 6,41 1,84 129 3,07
NBG2 7,01 1,24 122 3,00

SIMWALK?2 calculé cuatro parametros estadisticos diferentes basandose en arboles de descendencia. Estos para-
metros estadisticos miden el grado de agrupamiento entre los alelos marcadores que descienden de los fundadores.

El pardmetro estadistico A es el nimero de diferentes alelos fundadores que aportan alelos al individuo afec-
tado y es el mds potente para detectar la asociacién a un rasgo recesivo. El pardmetro estadistico B es el nime-
ro maximo de alelos entre los descendientes afectados de cualquiera de los alelos fundadores y es el mas potente
para detectar la asociacidon con un rasgo dominante. El pardmetro estadistico C es la “entropia” de los alelos mar-
cadores entre los individuos afectados. El pardmetro estadistico D es el grado de alelos compartidos entre todos
los pares afectados medido por su coeficiente de parentesco IBD. Los pardmetros estadisticos C y D son pardme-
tros estadisticos mas generales que indican si algunos alelos fundadores estdn demasiado representados entre los

afectados.

La tabla 5 muestra los resultados observados por SIMWALK?2. Los autores indican que los valores p deben ser
generalmente conservativos. Se expresan como -Log(valores de p). Para la correspondencia, -Log(0,05) = 1,30, -Log
(0,01) =2, -Log(0,001) = 3 etc.

TABLA 5
Andlisis SIMWALK?2
Locus Distancia Distancia STAT(A) STAT(B) STAT(C) STAT(D)
(@ acumul, -Log(valor | -Log(valor -Log(valor | -Log{valor
(cM) de p) de p) de p) de p)
D1281619 0.0135 0,00 1,4550 0.4103 1,1306 1,1310
NBG11 0,006 1,37 2,0157 1,4375 1,5955 1,9845
D1251666 0,001 1,97 2,0236 0,9765 14727 1,4614
NBG5S 0,001 2,07 1,7596 0,8558 1.3866 1,3602
D12S1721 0,005 2,17 1,6628 1,1692 1,4235 1,6384
NBG8 0,011 2,67 1,5374 0,6940 1,0623 1,1552
NBG6E 0,0115 3,78 1,5896 0,4452 1,0835 1.1786
NBG9 0,0035 4,95 1,2677 0,3815 0,8412 0,9133
NBG10 0,001 5,30 1,1117 0,3642 0,6987 0,7554
NBG12 0,009 5,40 1,0809 0,3485 0,6694 0,7179
NBG4 0,001 6,31 1,1024 0,4148 0,6368 0,8544
NBG3 0,006 6,41 1,1040 0,4146 0,6373 0,8559
NBG2 7.01 1,0963 0,5380 0,6587 0,9356

Resultado multipuntual observado con ASPEX cuando solo se usaron pares de hermanos independientes (Figura
1b). El valor méaximo de la puntuacién LOD se observé a NBG11.
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Resultado multipuntual observado con ASPEX cuando se consideraron todos los pares de hermanos (Figura 1c).
El valor miximo de puntuacién LOD se observé a NBG11, pero aparecié un segundo pico a NBG4 y NBG3.

Los valores de puntuacién LOD bipuntuales y multipuntuales calculados por ASPEX fueron similares. El segundo
pico, observado cuando se usan todos los pares de hermanos, pueden explicarse por la presencia de un individuo
afectado recombinante, con muchos hermanos afectados, que comparten la regiéon cromosémica telomérica a NBG12.
Este tipo de individuos tiene un gran impacto sobre los valores de puntuacién LOD cuando se usan todos los pares de
hermanos en lugar de un par de hermanos. Esta situacion se observo en dos familias.

Posteriormente se realizaron andlisis de estratos. Aunque HOMOG no detectd pruebas de heterogeneidad, se
construyé un ensayo de homogeneidad basdndose en los alelos compartidos encontrados en regiones cromosomi-
cas seleccionadas. Para este andlisis s6lo se usaron 20 de las 41 familias, ya que las otras no se genotipificaron
en todas estas regiones. Para cada marcador dentro de las regiones seleccionadas, la proporcién de alelos com-
partidos IBD por pares de hermanos afectados se estimé con ASPEX (sib_phase). Para cada regién retenida, la
proporcién de alelos compartidos se usé como variable para un Andlisis de Componentes Principales y el primer
componente principal como un indice de asociacidn. Se realiz6 un andlisis de correlacién sobre estos indices pa-
ra detectar heterogeneidad (correlacidon < 0) o epistasis (correlacién > 0). Se usé un algoritmo de Fisher para cla-
sificar dos grupos de familias como asociadas o no asociadas a un locus particular. Se observé una correlacién
negativa entre la regién del cromosoma 12 y el drea del cromosoma 15 (r = -0,51; p = 0,023). Un andlisis de
agrupamientos sugirié6 que 11 familias de 20 estaban asociadas al cromosoma 12. Esta submuestra se denominé
estrato.

Este estrato incluia 11 familias (266 individuos muestreados) que incluyen 52 casos de BPI o trastorno esquizoa-
fectivo tipo bipolar, 20 casos de BPII y 28 casos de depresion mayor recurrente.

En modelos recesivos se obtuvieron los siguientes valores de puntuaciéon MOD ilustrados en la Tabla 6.

TABLA 6

Puntuaciones MOD en modelos recesivos

Locus Distancia (q) Distancia acumulativa | Puntuacion LOD (Qmax)
(cM)
D12S81619 0,0135 0,00 4,03 (0,08)
NBG11 0,006 1,37 4,98 (0,00)
D12S1666 0,001 1,97 1,49(0,12)
NBG5 0,001 2,07 0,79 (0,14)
b1281721 0,005 2,17 4,23 (0,08)
NBG8 0,011 2,67 2,79 (0,00)
NBG6 0,0115 379 5,06 (0,06)
NBGS 0,0035 4,95 1,57(0,14)
NBG10 0,001 5,30 1,73(0,00)
NBG12 0,009 5,40 1,65(0,12)
NBG4 0,001 6,31 4,60 (0,08)
NBG3 0,006 6,41 4,84 (0,06)
NBG2 7.01 2,80 (0,08)

En la Tabla 7 se muestran los resultados de puntuaciones LOD sin modelo obtenidas con ANALYZE y ASPEX
aplicados a los estratos.
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TABLA 7

Locus Distancia Distancia Puntucién sib_phase sib_phase
(@ acumulativa LOD puntuacion LOD puntuacion LOD
{cM) ANALYZE pares de hermanos todos los pares
independientes de hermanos
D1251619 0,0135 0,00 454 5,28 7,65
NBG11 0,008 1,37 4,28 534 7.70
D12S1666 0,001 1,97 2,77 5,36 7,74
NBGS 0,001 2,07 0,67 5,36 7,74
D1251721 0,005 217 4,48 5,35 7,74
NBGS8 0.011 2,87 2,97 4,87 7,00
NBGS 0,0115 3,78 405 4,59 6,76
NBG9 0,0035 495 2,03 3,72 541
NBG10 0,001 5,30 2,00 3,42 5,89
NBG12 0,009 5,40 0,89 3.44 6,11
NBG4 0.001 6,31 2,84 3.71 8,00
NBG3 0,006 8,41 3,88 3,71 9,01
NBG2 7,01 1.91 3,52 8,73
En la Tabla 8 se ilustran resultados sin modelo observados con SIMWALK?2.
TABLA 8
Puntuacion LOD sin modelo obtenida con SIMWALK?2
Locus Distancia (q) Distancia STAT(A) STAT(B) STAT(C) STAT(D)
acumulativa -Log(valor de | -Log(valor de | -Log(valor de -Log(valor
(cm) P) P) p) dep)
D12S1619 0,0135 0.00 2,5963 0,9565 3,2156 2,3584
NBG11 0,006 1,37 3.0698 1,7400 3,7747 3,0103
D1251666 0,001 1,97 2,9340 1,6546 3.,5812 2,7223
NBGS5 0,001 2,07 29781 1,2722 3,6505 2,7846
D12851721 0,005 2,17 2,9680 1.2630 3,6844 2,7752
NBG8 0,011 2,67 3,0954 1,0804 3,4399 2,5654
NBG6 0,0115 3,79 3,1632 1.0672 3.2670 2,5956
NBGS 0,0035 4,95 2,2106 1,0137 2,7765 2,4456
NBG10 0,001 5,30 2,5513 1,0251 2,7625 2,1914
NBG12 0,008 5,40 2,4893 0,9868 2,6841 2,0920
NBG4 0,001 6,31 2,9028 1,1312 3,4063 2,8156
NBG3 0,006 6,41 2,9070 1,1326 3,4637 2,8300
NBG2 7,01 2,8430 1,1108 3,3135 2,7978

En las Figuras 1d y le se muestran los resultados multipuntuales en los estratos con ASPEX sib_phase consideran-
do sélo pares de hermanos independientes (Figura 1b) o todos los pares de hermanos (Figura 1c). Como se ha indicado
previamente, apareci6 un segundo pico cuando se observaron todos los pares de hermanos.
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Se calcul6 un intervalo de confianza. Se us6 GENEFINDER (Liang et al., Am. J. Hum. Genet. 66 (2000), 1631-
1641) para estimar la localizacion del gen de susceptibilidad (por ejemplo t). El método se basa en la IBD (Identidad
por Descendencia) compartida de pares de hermanos afectados para multiples marcadores. Para el objetivo de nuestro
andlisis, las genealogias se dividieron en familias. Se usaron 56 familias nucleares y 183 pares de hermanos. Liang
KY, Huang CY, Beaty TH (2000) A unified sampling approach for multipoint analysis of qualitative and quantitative
traits in sib pairs. Am J Hum Genet 66: 1631-1641.

Los resultados de GENEFINDER indican la localizacién de un gen de susceptibilidad para trastornos afectivos a
3,19 + 0,446 cM telomérico con respecto al marcador D12S1721 (D12S1721 est4 localizado aprox. a 136,82 cM en
el mapa del cromosoma 12 de Marshfield promediado por sexo).

I.C. 95%: [2,32, 4,06];

I.C. 99%: [2,03, 4,35]

I.C. 99,9%: [1,71, 4,67]

A partir de los estratos, se obtuvieron 24 nicleos y 107 pares de hermanos, y la localizacién del gen de susceptibi-
lidad se estimé6 a 3,07 + 0,57 (véase el mapa anterior). Se obtuvieron los siguientes intervalos de confianza (I.C.):

I.C.95%: [1,95, 4,19];

I.C. 99%: [1,59, 4,55]

1.C.99,9%: 1,18, 4,96]

Se realiz6 un estudio de asociacién usando los marcadores microsatélites NBG con CLUMP (Sham & Curtis. Ann.
Hum. Genet. 59 (1995), 97-105). Las muestras se distribuyeron como se indica a continuacién: 83 hombres/caso; 124

mujeres/caso; 95 hombres/control; y 101 mujeres/control. Se usaron mil simulaciones para estimar los valores de p.
Los resultados observados se resumen en la Tabla 9.

TABLA 9

Estudio de asociacion usando el microsatélite NBG

Locus Muestra Parametro Parametro Parametro Parametro
estadistico estadistico estadistico estadistico
Caso Control T1 T2 T3 T4

(valor de p) (valor de p) (valor de p) (valor de p)
NBG11 204 129 0,226 0,562 0.410 0,421
NBGS 206 194 0,972 0,880 0,948 0,971
NBG8 206 194 0,883 1,000 0,984 0,978
NBG6 206 194 0,147 0,074 0,759 0,485
NBGS 206 190 0,512 0,940 0,786 0.583
NBG10 206 1980 0,594 0,480 0,403 0,708
NBG12 206 190 0,002 0,019 0,003 0,117

El parametro estadistico T1 es el pardmetro estadistico chi-cuadrado habitual en la tabla de contingencia de partida.

El pardmetro estadistico T2 es el pardmetro estadistico chi-cuadrado habitual aplicado en la tabla de contingencia
obtenida después de colapsar las columnas con los valores esperados pequefios conjuntamente.

El pardmetro estadistico T3 es el pardmetro estadistico chi-cuadrado de mayor tamafio conseguido comparando
una columna de la tabla original con el total de las otras columnas.

El pardmetro estadistico T4 es el pardmetro estadistico chi-cuadrado de mayor tamafio conseguido comparando
cualquier combinacién de alelos con el resto.

Sélo el marcador NBG12 dio una asociacién significativa al nivel de 1%. Para los otros marcadores, no hubo
ningtn alelo individual que pareciera asociado con el trastorno bipolar. Parece ser que ningtin alelo fundador se repre-
sentaba demasiado entre los afectados. No hay ningun resultado significativo para la asociacién de genotipos con los
marcadores NBG.
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Se realizaron estudios de asociacion adicionales basados en marcadores microsatélites usando CLUMP sobre
muestras que contenian individuos adicionales de control y de casos. Se usaron mil simulaciones para estimar los
valores de p.

TABLA 9a

Valores de p empiricos observados con CLUMP para los pardmetros estadisticos T1 y T3 para andlisis alélicos y
genotipicos de marcadores microsatélites

Alelos Genotipos
Nombre Eficaz T1 T3 Tt T3
caso controles | (valorde p) | (valordep) | (valordep) | (valorde p)
NBG11 204 98 0,250 0,421 0,680 0,553
01281666 208 175 0,366 0,543 0,393 0.476
NBGS 213 179 0,969 0,934 0,997 1,000
D1251721 210 176 0,693 0,463 0,805 0.838
NBG8 213 179 0,754 0,921 0,973 0,929
NBG6 213 179 0,008 0,356 0,172 0,449
NBGS 213 175 0,759 0,768 0,690 0,606
NBG10 213 175 0,521 0,178 0,122 0,173
D1251349 212 180 0,887 0,864 0,782 0,816
NBG12 213 175 0,002 <10 0,018 0,552
NBG4 207 178 0,418 0,506 0,813 0,545
NBG3 208 175 0,171 0,829 0,601 0,897
D128378 211 180 0171 0,405 0,540 0,560
NBG2 210 170 0,896 0,749 0,210 0,613
D1251614 210 179 0,803 0,692 0,710 0,831
D12S342 211 180 0,394 0,740 0,445 0,622
D128340 209 179 0,890 0,869 0,895 0,838
D12S1639 208 180 0,087 0,170 0,652 0,285
01251634 211 181 0,361 0,248 0,505 0,590
D1252075 203 181 0,023 0,157 0,085 0,451

La hipétesis HWE se cumplié al nivel de 5% para cada marcador microsatélite después de la aplicacién de las
correcciones de Bonferroni conservativas para el ensayo multiple (Bland & Altman, Brit. J. Med. 310 (1995) 170). La
Tabla 9a indica los valores de p empiricos observados con CLUMP para los anélisis de asociacién de alelos y genotipos.
Se observaron valores de p empiricos menores de 0,005 en el marcador NBG12 para los pardmetros estadisticos T1
y T3 segun el andlisis de asociacion alélica. El parametro estadistico T1 sugeria asociacién alélica entre trastornos
afectivos bipolares y NBG6 (valor de p empirico = 0,008). Ademds, se observé un valor de p empirico muy poco
significativo de 0,023 en el marcador més distal D1252075.

En conclusién, los resultados multipuntual paramétricos y sin modelo sugieren investigar los genes localizados
entre D12S1619 y D12S1666. Ademads, de acuerdo con los resultados de GENEFINDER, deben considerarse los
genes situados centroméricos a NBG9 para los andlisis de asociacién y de desequilibrio de ligamiento. Ademds, se
observo una asociacién positiva con el marcador NBG6, que estd localizado en el intrén 9 del gen P2X7R.

Ejemplo 2

Mapeo fisico y andlisis mutacional del cromosoma 12 que asocia la proteina P2X7R a trastornos afectivos bipolares

La prediccién mds conservativa de la regién asociada con la enfermedad se incluye entre los marcadores NBG11
y NBG2 (véase la Figura 1a). Esta region se delimit6 de acuerdo con el andlisis de ligamiento y asociacién descrito
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en el Ejemplo 1, usando marcadores Genethon y marcadores NBG. La longitud aproximada de esta regién es 5,2 Mb.
En esta region se incluyeron dos huecos importantes (entre FLJ10701 y FLJ32372, y entre FLJ1466 y MONDOA).
En este drea se indicaron al menos 73 genes, siendo 48 genes conocidos y 25 desconocidos pero asociados con el
ARNm y/o los agrupamientos EST basados en el tltimo ensamblaje del genoma disponible en UCSC (noviembre de
2002). No se han indicado los genes previstos. Sin embargo, la estimacién de CI 99% (intervalo de confianza) usando
GENEFINDER ha limitado la regién mds interesante entre los marcadores D12S1666 y NBG9. Esta regién genémica
cubre 1,6 Mb e incluye al menos 28 genes, y no tiene ningtin hueco importante. De esta manera, se usé el término
regién de fBAD (Trastornos Afectivos Bipolares familiares) para describir el segmento genémico entre D12S1666
y NBG9Y. Los genes encontrados dentro de esta regioén incluyen CaMKK?2, CABP, P2X7, P2X4, PIN, PLA2, GI1B,
CIT, PXN, Rab35 y APCS. Sin embargo, dada la presente técnica, no habria sido evidente para un especialista en la
técnica seleccionar P2X7R como gen asociado con enfermedades afectivas. Serfan obvios otros genes distintos de los
indicados anteriormente.

Por ejemplo, el gen CaMKK2 (también conocido como proteina quinasa quinasa beta dependiente de Ca>*/
Calmodulina o0 CaMKKDb) es una proteina quinasa de serina/treonina implicada en rutas de sefializacién dependientes
de Ca*". CaMKK2 puede activar in vitro las quinasas corriente abajo CaMKIV y CaMKI, que modulan la transcrip-
cién de genes a través de la fosforilacion de factores de transcripcion (por ejemplo, CREB, SRF, MEF2; Corcoran
y Means, J. Biol. Chem. 276 (2001), 2975-2978; Soderling, Trends Biochem. Sci. 24 (1999), 232-236). Su papel en
la cascada de Ca’" no es critico. Algunos estudios sugieren que las CaMK podrian activarse sin la fosforilacién de
las CaMKK (Matsushita y Naim, J. Biol. Chem. 274 (1998), 10086-10093). Sin embargo, la etapa de fosforilacién
de CaMKK contribuiria a la amplificacién de la sefial de Ca®*, ya que CaMKK es mds sensible a la activacién por
Ca**/Calmodulina, y por lo tanto CaMKK serfa un mediador importante cuando los niveles de Ca** intracelular son
bajos (Anderson et al., J. Biol. Chem. 273 (1998), 31880-31889).

CaMKK?2 es una diana evidente para la depresion ya que la técnica anterior sugiere que las rutas de sefializacion
dependientes de AMPc (mediadas por activacién de PKA) estan afectadas en el cerebro de pacientes con Trastornos
Afectivos Bipolares (Field et al., J. Neurochem. 73 (1997), 1704-1710; Rahman et al., J. Neurochem. 68 (1997), 297-
304; Takahashi et al., J. Neurosci. 19 (1999), 610-618). De acuerdo con un estudio que usa lineas celulares linfoblasti-
cas, el trastorno bipolar podria estar relacionado con niveles de calcio intracelular elevados (Yoon et al., Mol. Psychia-
try 6 (2001), 678-683). Ademas, algunos grupos encontraron relaciones entre farmacos antidepresivos y activacién de
CaMK (Budziszewska et al., Br. J. Pharmacol. 130 (2000), 1385-1393; Consogno et al., Neuropsychopharmacology
24 (2001), 21-30; Mori et al, Neuropharmacology 40 (2001), 448-456; Zanotti et al., Neuropharmacology 37 (1998),
1081-1089). Ademds, la inhibicién de CaMKK por fosforilacién mediada por PKA sugiere una fuerte relacién en-
tre las dos rutas (Matsushita et al., J. Biol. Chem. 273 (1999), 21473-21481). Estas observaciones sugeririan a una
persona especialista en la técnica que CaMKK?2 es el gen responsable de la enfermedad afectiva bipolar.

Otro candidato evidente para los trastornos afectivos habria sido el gen CABP1 que genera cuatro proteinas de
unién a Ca®>* neuronales por el uso alternativo de los 9 exones codificantes, que son L-CABP, S-CABP, calbrain y
caldendrina (Haeseleer et al., J. Biol. Chem. 275 (2000), 1247-1260). Su expresion estd restringida casi totalmente a
tejidos cerebrales. Un estudio cerebral sobre calbrain revela su efecto negativo sobre la actividad de CaMKII depen-
diente de Ca**/Calmodulina por interacciones competitivas con el dominio de unién a CaM de CaMKII (Yamagushi et
al., J. Biol. Chem. 274 (1999), 3610-3616). Se podrian esperar papeles similares en la sefializacién de Ca®* para otros
productos alternativos de CABP1. La participacién del gen CABP1 en rutas de sefializacién dependientes de Ca?* haria
evidente para un especialista en la técnica seleccionar este gen como candidato para el trastorno afectivo bipolar. Sin
embargo, todos los exones de CABP1 se analizaron con respecto a la presencia de mutaciones y, sorprendentemente,
solo se detectaron dos mutaciones en regiones no codificantes.

El gen PIN (inhibidor proteico de NOS (6xido nitrico sintasa)) es otro candidato evidente responsable del trastorno
afectivo bipolar. El 6xido nitrico (NO) del cerebro puede estar implicado en la apoptosis, sinaptogénesis y desarrollo
neuronal. Como el NO no puede almacenarse en vesiculas como otros neurotransmisores, su liberacién se regula por la
actividad de 1la NOS (6xido nitrico sintasa). PIN es un inhibidor directo de 1a NOS por la unién y desestabilizacién del
complejo homodimero activo de NOS (Jaffrey et al., Science 274 (1996), 774-777). PIN estd muy conservado a lo largo
de la evolucion y se expresa en muchos tipos celulares. Un estudio clinico reciente que evalia los niveles plasmaticos
de nitrato en estados depresivos sugiere que la produccién NO estd aumentada en la depresion (Suzuki et al., J. Affect.
Disord. 63 (2001), 221-224) y puede deberse a una deficiencia en la inhibicién de la NOS. Ademads, en un modelo de
raton, se han asociado antagonistas de la NO sintasa a propiedades antidepresivas (Harkin et al., 1999; Karolewicz et
al., Eur. J. Pharmacol. 372 (1999), 215-220). De esta manera, PIN seria un candidato evidente. Sin embargo, debido
a la accién pleiotrépica del NO, una deficiencia en la funcién de PIN generaria muchos trastornos no relacionados
a lo largo de todo el cuerpo. De esta manera, sin la informacion presentada en la descripcion de este documento, un
especialista habitual en la técnica habria previsto PIN y no P2X7R como gen asociado con trastornos afectivos.

La fosfolipasa humana A2 grupo IB (PLA2G1B) cataliza la liberacién de acidos grasos a partir de glicero-3-
fosfocolinas. Los genes de fosfolipasa A2 (PLA2) se expresan en muchos tejidos. Algunos estudios han demostrado
asociaciones entre una actividad excesiva de PLA2 en el cerebro y trastornos afectivos (Chang et al., Neurochem.
Res. 23 (1998), 887-892; Hibbeln et al., Biol. Psychiatry 25 (1989), 945-961). Ademads, otros estudios genéticos han
encontrado asociaciones entre el gen PLA2GI1B y el trastorno afectivo bipolar (Dawson et al., Psychiatr. Genet. 5
(1995), 177-180). De esta manera, PLAG1B representa un probable candidato para trastornos afectivos. Sin embargo,
en el presente ejemplo sélo se encontr una mutacién silenciosa dentro del exén 3 del gen PLAGI1B.
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El gen de la quinasa citron humana, una proteina asociada a Rho (CIT), codifica una proteina de 183 kDa que
se asocia con la GTPasa Rho. CIT comparte una fuerte similitud con proteinas ROCK y ROK que son otras quinasas
asociadas a Rho (Madaule et al., Nature 394 (1998), 491-494). Las GTPasas Rho estdn implicadas en muchos procesos
tales como la organizacién del citoesqueleto, la circulacién en la membrana, el crecimiento celular y la activacién
de la transcripcién (Van Aelst y D’Souza-Schorey, Genes Dev. 11 (1997), 2295-2322). Los estudios sobre variantes
cerebrales de Citrén-K (sin el dominio quinasa) revelan la asociacién con proteinas de densidad postsindpticas (PSD-
95), lo que sugiere un papel en la organizacién o funcién de la sinapsis (Zhang et al., J. Neurosci. 19 (1999), 96-108;
Furuyashiki et al., J. Neurosci. 19 (1999), 109-118).

El gen de la paxilina humana (PXN) codifica una proteina de 68 kDa que se encuentra en adhesiones focales. Esta
dentro de adhesiones focales en las que moléculas de adhesién interaccionan dindmicamente con el citoesqueleto (Sal-
gia et al., J. Biol. Chem. 270 (1995), 5039-5047). Las rutas de sefializacién que regulan estas interacciones dindmicas
empiezan a esclarecerse. Muchas observaciones sugieren que la paxilina estd implicada en la transduccién de senales
desde receptores de factores de crecimiento a adhesiones focales. La paxilina se expresa en muchos tejidos incluyendo
el cerebro.

Sin embargo, como se indica mas adelante, el gen causante de enfermedades afectivas se identifica como el receptor
de P2X7 (P2X7R).

Se buscaron mutaciones en secuencias codificantes y limites exdn-intrén de los genes mencionados anteriormente,
ya que estas mutaciones con mucha probabilidad proporcionaran Polimorfismos de un Solo Nucleétido (SNP) funcio-
nalmente significativos. La muestra inicial estaba compuesta de 16 individuos afectados no relacionados de la regién
Saguenay/Lac St-Jean, que proporciona una potencia de 80% para detectar polimorfismos con una frecuencia de 0,05.
Para identificar los polimorfismos, primero se amplificaron por PCR las secuencia diana. Después, los productos de
PCR se purificaron en membranas Whatman GF/C (VWR, Montreal, Canadd) y se cuantificaron usando un ensayo de
cuantificaciéon de ADN bicatenario PicoGreen (Molecular probes, Oregon, USA). Se secuenciaron 4 ng de productos
de PCR purificados usando el kit de secuenciacion DYEnamic ET Terminator Cycle (Amersham Biosciences, Baie
D’Urfé, Canadd). Los productos de secuenciacién se resolvieron en un analizador de ADN ABI PRISM 3730XL y
un analizador de ADN ABI PRISM 3700. Los productos de PCR se secuenciaron en las dos direcciones. Los SNP
identificados en los genes estudiados se indican en la Tabla 10.

TABLA 10
Andlisis mutacional entre marcadores D12S1666 y NBG9

Genes Posiciones Variaciones Alelos Modificaciones
Rab35 Ex6n06 RABEOGA 486G-A Silenciosa Asn 162
Rab35 Intrén04 RABIO4A 51C-T desconocida
Rab35 Intr6n03 RABIO3A 33G-A desconocida
Rab35 Intr6n02 RABI02B 85G-A desconocida
Rab35 Intréon02 RABIO2A 76C-G desconocida
PXN Exon11 PXNE11A 1527C-T Silenciosa Thr509
PXN Ex6n06 PXNEOBA 750C-T Silenciosa Ser250
PXN Ex6n02 PXNEQOZA 217G-A Gly73Ser
PLAZ2G1B Ex6n03 PLA2G1BEO3A 294C-T Silenciosa Ser88
PIN 5'UTRO1 PINUTRO1A -49T-G desconocida
PIN 5'UTRO1 PINUTRO1B -80T-C desconocida
PIN Intron02 PINIO2A 26C-T desconocida
PIN Intrén02 PINIO2B 50C-T desconocida
CaBP Intron04 CaBP104A 35C-T desconocida
CaBP ex6n01 CaBPEO1A -23A-G desconocida
OASL Ex6n02 OASLEQ2A 213G-T Silenciosa Gly72
OASL Ex6n02 OASLEO02B 408C-T Silenciosa Leu 136
OASL Ex6n05 OASLEO5A 1042G-A Val348Met
OASL Ex6n06 OASLEOBA 1509G-A Silenciosa Ser503
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P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R

5'UTR
5UTR
5'UTR
5UTR
5UTR
5UTR
5'UTR
5'UTR
5'UTR
5'UTR
5'UTR
5'UTR
5'UTR
5'UTR
Intron01
Intron01
Intron01
Ex6n02
Ex6n03
Intrén03
Intré6n03
Intr6n04
Intron04
Ex6n05
Ex6n05
Ex6n05
Intrén05
Intréon05
Intrén05
IntronC5
Ex6n06
Ex6n06
Intron06
Intrén06
Intron06
Intrén06
Intréon06
Intron06

P2XR7UTRSL
P2XR7UTR5M
P2XR7UTRS5K
P2XR7UTRSJ
P2XR7UTR5!
P2XR7UTRS5F
P2XR7UTRSN
P2XR7UTR5G
P2XR7UTRS5H
P2XR7UTR5A
P2XR7UTRS5B
P2XR7UTRSD
P2XR7UTRSE
P2XR7UTRSC
P2XR7101C
P2XR7101A
P2XR7101B
P2XR7v02A
P2XR7EQ3A
P2XR7I03A
P2XR7i03B
P2XR7104A
P2XR7v05B
P2XR7E05D
P2XR7v05A
P2XR7EQ05C
P2XR7105C
P2XR7105D
P2XR7105B
P2XR7105A
P2XR7E0BA
P2XR7E06B
P2XR7106C
P2XR7106G
P2XR7106D
P2XR7I106F
P2XR7106E
P2XR7I06A
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362T-C
532T-G
1100A-G
1122A-G
1171C-G
13517-C
1702G-A
1731T-G
1860C-T
2162C-A
2238C-T
2373A-G
2569G-A
2702G-A
3166G-C
24778C-T
24830C-T
249427-C
26188C-T
26308A-G
26422G-A
32394G-A
32434T-C
32493G-A
32507C-T
32783C-T
32783A-C
35308T-C
35374C-T
35378A-C
35438G-A
35454T7-C
35549T-C
35641G-C
36725A-C
36001T-G
36064A-T
36091 DelGTTT

desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
Val76Ala
Arg117Trp
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
Gly150Arg
Tyr155His
Silenciosa Cys 168
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
Glu186Lys
Leu191Pro
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida

desconocida
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P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R

P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R
P2X7R

Intrén06
Intrén07
Intron07
IntronQ7
Intron07
Intron07
Intron07
Ex6n08
Exon08
Ex6n08
Ex6n08
Intr6n09
Exon11

Exén11

Intrén11
Intrén12
Intron12
Exon13
Ex6n13
Ex6n13
Exén13

Ex6n13
Exon13
Exon13
Ex6n13
Ex6n13
Ex6n13
JUTR
JUTR
3'UTR
3UTR
3JUTR
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P2XR7106B
P2XR7I107A
P2XR7107B
P2XR7107C
P2XR7I107D
P2XR7107E
P2XR7I07F
P2XR7E08C
P2XR7v08A
P2XR7v08B
P2XR7E08D
P2XR7v11A
P2XR7v11B
P2XR7v11C
P2XR7111D
P2XR7I112A
P2XR7112B
P2XR7v13F
P2XR7v13A
P2XR7v13B
P2XR7v13G

P2XR7v13C
P2XR7v13H
P2XR7E13D
P2XR7E13J
P2XR7v13lI
P2XR7v13E
P2XR7UTR3A
P2XR7UTR3B
P2XR7UTR3C
P2XR7UTR3D
P2XR7UTR3E

36108C-G
36374C-T
36378G-A
36387T-A
36398G-C
37439C-T
37513T-C
37604C-T
37605G-A
37623G-A
37633C-T
47214C-T
47383G-A
47411C-G
47563T-C
54307C-T
54308G-A
54399C-T
54480A-G
54523C-T
54562DelCCCTGAGAG
CCACAGGTGCCT
54588A-C
54664C-G
54703G-T
54804A-T
54834G-A
54847G-A
55169C-A
55170A-C
55171A-C
55817C-T
54825G-A

desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida
Arg270Cys
Arg270His
Arg276His
Silenciosa Asp279
desconocida
Ala348Thr
Thr357Ser
desconocida
desconocida
desconocida
Ala433Val
GIn460Arg
Silenciosa Pro474
Del de 7aa 488 a
494 PESHRCL
Glu496Ala
Silenciosa His521
Silenciosa Leu534
lle568Asn
Arg578GIn
Silenciosa Pro582
desconocida
desconocida
desconocida
desconocida

desconocida
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P2X4R 5UTR P2XR4UTRSI -1956G-A desconocida
P2X4R 5'UTR P2XR4UTRSH -1649G-A desconocida
P2X4R 5UTR P2XR4UTR5G -800G-A desconocida
P2X4R 5UTR P2XR4UTR5A -648C-A desconocida
P2X4R 5'UTR P2XR4UTR5B -637A-G desconocida
P2X4R 5UTR P2XR4UTR5C -437A-G desconocida
P2X4R 5UTR P2XR4UTR5J -206VNRG desconocida
P2X4R 5'UTR P2XR4UTRS5D -211C-G desconocida
P2X4R 5UTR P2XR4UTRS5F -150VNRGGGCCCC desconocida
P2X4R 5UTR P2XR4UTR5E -98G-T desconocida
P2X4R Intrén01 P2XR4I01A 31G-T desconocida
P2X4R Ex6n02 P2XR4EQ2A 262G-A Mutacion
silenciosa Ala87
P2X4R Intron02 P2XR4102A 4600C-T desconocida
P2X4R Intrén03 P2XR4I03A 15G-A desconocida
P2X4R Intrén03 P2XR4103B 72G-A desconocida
P2X4R Exon04 P2XR4E04A 355G-A lle119Val
P2X4R Exon04 P2XR4EQ4A 375G-A Silenciosa Val125
P2X4R Intrén04 P2XR4104B 177-C desconocida
P2X4R Intron04 P2XR4104A 32G-A desconocida
P2X4R Exon05 P2XR4E05A 465T7-C Silenciosa Ser155
P2X4R Ex6n07 P2XR4EQ7A 724A-G Ser242Gly
P2X4R Intr6n08 P2XR4108A DelT desconocida
P2X4R Ex6n09 P2XR4E0SA 944A-G Tyr315Cys
P2X4R Intrén10 P2XR4I110A 11G-T desconocida
P2X4R Intron10 P2XR4I10B G-C desconocida
P2X4R Intrén10 P2XR4110C A-G desconocida
P2X4R Intron41 P2XR4111B C-G desconocida
P2X4R Intron11 P2XR4111C T-A desconocida
P2X4R Intrén11 P2XR4I111A 374C-T desconocida
CaMKK2 3UTR CaMKK2UTR3bA 733C-T desconocida
CaMKK2 JUTR CaMKK2UTR3aB 390G-A desconocida
CaMKK2 3'UTR CaMKK2UTR3aA 239G-A desconocida
CaMKK2 Intron15 CaMKK2115B 325T-C desconocida
CaMKK2 Intrén15 CaMKK2115A 169G-A desconocida
CaMKK2 Intron14 CaMKK2I114A 224A-G desconocida
CaMKK?2 Intron10 CaMKK2110A 156DelGTGATCCGCCTG desconocida
CaMKK2 intrén09 CaMKK2109B 528A-G desconocida
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CaMKK2 intrén09 CaMKK2I09A 521A-G desconocida
CaMKK2 Ex6n09 SNP8&f18v5 1095C-A Silenciosa 1365
CaMKK2 Ex6n09 SNP6f18v4 1087C-T Arg363Cys
CaMKK2 Ex6n05 CaMKKEO5A 687C-T Silenciosa Pro229
CaMKK2 Intrén03 CaMKK2I03A 10C-T desconocida
CaMKK2 Intr6n02 CaMKK2I02A 39C-T desconocida
CaMKK2 Intrén01 CaMKK21018B 2911G-C desconocida
CaMKK2 Intrén01 CaMKK2I01A 89C-A desconocida
CaMKK2 Ex6n01 SNP6f18v2 253A-T Thr85Ser
CaMKK2 Ex6n01 SNP6&f18v1 29G-A Ser10Asn
CaMKK2 5UTRO1 CaMKK2UTRO1B 2537-C desconocida
CaMKK2 5'UTRO1 CaMKK2UTRO1A 63C-A desconocida
APCS5 Intrén01 APCS5I01A 10G-T desconocida
APC5 Intron01 APC5101B 50A-T desconocida
APC5 Intr6n05 APCSI05A 73T7-C desconocida
APC5 Intrén06 APCS5I06A 73T-G desconocida
APCS5 Exon11 APC5E11A 1416C-T Silenciosa His472

Cada SNP en los genes Rab35, PXN, PLA2GI1B, PIN, CaBP, OASL, P2X4R, CaMKK?2 y APC5 se disefié de
acuerdo con el gen en el que se encontrd, y su localizacién en ese gen (regiones intrénicas o exénicas). Cada SNP
en el gen P2X7R se disefié de acuerdo con su posicion en la SEC ID N°: 1. El alelo describe la posicién y la varia-
cion observada. En regiones codificantes, la posicion es relativa al codén de inicio, mientras que los SNP intrénicos
estan colocados con respecto al principio del intrén correspondiente (cuando se conoce). En la tabla la y en las
SEC ID N°: 52 a 111 se definen los cebadores usados para identificar los SNP en P2X7R y la localizacién de cada
SNP.

Se realizaron estudios de asociacién usando SNP de sentido erréneo. Se usaron SNP de sentido erréneo o SNP que
pudieran estar cercanos a los sitios de corte y empalme, porque es mds probable que las enfermedades estén asociadas
con una funcién indebida de las proteinas. El grupo de casos estaba compuesto por individuos bipolares I, personas
a las que se les habfa diagnosticado trastorno bipolar de tipo esquizoafectivo (182 sujetos) y trastorno bipolar II (31
sujetos). Muchos controles de la regién Saguenay/Lac-St-Jean se muestrearon a partir de los bancos de ADN Steinert,
Glaucoma y Paget. En los individuos de control no se diagnosticaron trastornos afectivos. De acuerdo con los riesgos
a lo largo de la vida de padecer trastornos bipolares (1%), no hubo necesidad de seleccionar controles para trastornos
psiquidtricos.

La secuenciacién directa de productos de PCR es, con mucho, el método mds precio de andlisis y es el método
elegido en vista de la capacidad de la presente plataforma de secuenciacién. Los productos de PCR se analizaron
por secuenciacion directa como se ha descrito anteriormente. Después del andlisis de secuenciacion, los individuos se
tipificaron automaticamente para el SNP correspondiente usando un programa desarrollado internamente, GENO.pl.
Los resultados de la genotipificacién de SNP se recopilan en una base de datos 4D.

La hipétesis de asociacion se ensayé con CLUMP (Sham & Curtis 1995, Ann. Hum. Genet. 59: 97-105). Se usaron
mil simulaciones para estimar los valores de p. Los resultados se ilustran en la tabla 11. El pardmetro estadistico T1,
que es el pardmetro estadistico chi-cuadrado habitual en la tabla de contingencia de partida, se usé para ensayar la
asociacion alélica. Ademds, el mayor pardmetro estadistico chi-cuadrado conseguido comparando una columna de
la tabla original con el total de las demds columnas, denominado pardmetro estadistico T3, se afiadi6 al previo para
ensayar la posible asociacién de genotipos, ya que los resultados del pardmetro estadistico T1 pueden sesgarse cuando
la tabla de contingencia contiene celdas con valores bajos.
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TABLA 11

Hipotesis de asociacion usando CLUMP

Eficaz Andlisis Alélico Analisis de Genotipo
Gen SNP Casos Controles valorde p (T1) valordep  valordep
T2 (T3)
P2X7R P2XR7v118B 208 211 0,795 0,036 0,028
P2XR7v13A 212 214 0,344 0,250 0,186
P2XR7v13E 212 211 0,780 0,017 0,017
CAMKKZ2 | SNP6&f18v5 206 135 1,00 1,00 1,00
SNP6f18v4 206 135 0,816 0,962 0,841
SNP6f18v2 205 135 0,057 0,110 0,095
SNP6f18v1 206 135 0,512 0,532 0,385

Los estudios de asociacion que usan SNP en P2X7, P2X4 y CaMKK2 revelan asociaciones significativas a un
nivel de aproximadamente 5% menor. Se observaron tres asociaciones de genotipo en P2X7. Sin embargo, los SNP
P2XR7v11B y P2XR7v13E estdn muy asociados entre si basdndose en una tabla de contingencia. También hay una
asociacion de alelos a nivel de 5,7% para SNP6f18v2 en CaMKK?2. La informacién asociada con cada SNP relevante

puede encontrarse en las Tablas 10y 12.

Se realizaron estudios de asociacién adicionales usando CLUMP en muestras que contienen mds individuos de

casos y de control. Se usaron mil simulaciones para estimar los valores de p.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 11a

Valores de p empiricos y razones de posibilidades (OR) con un intervalo de confianza de 95%, observados con
CLUMP para el andlisis de alelos y genotipos de SNP

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Alelos Genotipos
Eficaz
Marcador (serie Frecuencias T1 OR T T3

Gen de marcadores) de Alelo contro- valor OR 95% valor valor

caso les dep Cl dep de p

P2XR7 | P2XR7UTRSF (1) | C (0,18); T 212 208 0,280 | 1,21 0.86- | 0,067 | 0,069
(0.82) 1,71

P2XR7UTR5G (2) | G(0,09); T 211 204 0,481 1.19 0,76- | 0,261 0,231
0,91) 1,87

P2XR7UTR5H (3) | C(0,95); T 210 202 0,549 1,19 0,67- | 0,768 0,582
(0,05) 2,13

P2XR7UTR5A (4) | A(0,05); C 210 207 0,526 1,26 0,68- | 0,754 0.517
(0,95) 2,34

P2XR7UTRSB (5) | C (0,78); T 211 207 0,629 1,09 0,79- | 0,104 0,128
(0.22) 1,50

P2XR7UTRSD (6) | A (0,96); G 211 205 0268 | 143 | 0,77- | 0,598 | 0,240
(0,04) 2,65

P2XR7UTRSE (7) | A (0,04); G 21 210 0,658 | 1,23 | 065 | 0,139 | 0,234
(0,96) 2,33

P2XR7UTRSC (8) | A(0,22); G 208 210 0,889 1,04 0,75- | 0,168 0,293
(0,78) 1,44

P2XR7101B (9) c(0,98), T 210 207 0,352 | 1.7 0.67- | 0,348 | 0,348
(0,02) 439

P2XR7v02A (10) | C (0,05);, T 211 208 0,189 | 1,49 | 084- | 0,397 | 0,167
(0,95) 2,64

P2XR7I04A (11) | A(0,01); G 211 211 0344 | 025 | 0,03- | 0,356 | 0,356
(0,99) 223

P2XR7v05B (12) | C (0,75); T 212 211 0854 | 103 | 0,76- | 0,234 | 0,335
(0.25) 1,41

P2XR7EOS5D (13) | A(0,01); G 211 211 0,726 1,51 0,42- | 0,735 | 0,735
(0.99) 5,38

P2XR7v05A (14) | C(0,48), T 21 209 0.638 1,07 0,82- | 0,895 0,895
(0,52) 1,40
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P2XR7EOSC (15) | C(0,97); T 210 211 0,195 { 0,45 | 0,16- | 0,349 | 0276
(0,03) 1,31

P2XR7IO7E (16) | C(0,64); T 208 214 0,394 | 0,87 | 066- | 0,057 | 0,064
(0,36) 1,16

P2XR7v08A (17) | A (0,24); G 210 212 0,221 | 1,22 | 0,90- | 0,433 | 0,496
{0,76) 1,67

P2XR7v08B (18) | A (0,05); G 210 213 0.386 | 0,71 | 0.36- | 0,520 | 0.662
(0,95) 1,41

P2XR7V11A (19) | C(0,88); T 213 149 0,394 | 0,80 | 0,50- | 0,387 | 0,463
(0,12) 1,29

P2XR7v11B (20) | A (0,36); G 208 211 0,795 | 104 | 079- | 0,036 | 0,028
(0,64) 1,38

P2XR7v11C (21) | C (0,89): G 211 212 0,409 | 082 | 052- | 0,303 | 0.661
(0.11) 1,28

P2XR7v13F (22) | C(0,99); T 196 207 0,030 | 324 | 1,04- | 0,039 | 0039
(0,01) 10,12

P2XR7v13A (23) | A(0,84), G 212 214 0,344 | 121 | 085 | 0,250 | 0,186
(0,16) 1,72

P2XR7v13B (24) | C(0.89). T 207 212 0,494 | 083 | 053- | 0,315 | 0,699
(0.11) 1,31

P2XR7v13C (25) | A(0.77);C 211 213 0,731 | 095 | 068- | 0,557 | 0616
(0.23) 1,31

P2XR7V13H (26) [ C (0,98); G 211 213 0.238 | 1,75 | 068- | 0,236 | 0,236
(0.02) 4,49

P2XR7E13D (27) | G (0.89); T 211 213 0,435 | 082 | 053- | 0,268 | 0,680
{0.11) 1,28

P2XR7E13J (28) | A(0.03); T 204 199 0,179 | 048 | 0,16- | 0,329 | 0,328
(0,97) 1,42

P2XR7v13E (29) | A(0,36), G 212 213 0,841 | 1,04 | 079- | 0,026 | 0,025
(0.64) 1,37

P2XR7TUTR3E | A (0,04); G 205 197 1,000 | 0,96 | 0,45- | 1,000 | 1,000
(30) (0.96) 2,04

P2XR7UTR3A | A(0,47);C 208 209 0932 | 099 | 075- | 0,264 | 0,239
(31 (0,53) 1,30

P2XR7UTR3B | A (0,92);C 208 210 0,174 | 065 | 038- | 0,151 | 0,303
(32) (0.08) 114

P2XR7UTR3C | A{0,95);C 208 210 0395 | 071 [ 036- | 0,508 | 0,667
(33) (0,05) 1,40

P2XR4 UTR5A A(0,18); C 212 210 0,285 | 082 | 0,57- | 0,514 | 0,484
(0.82) 1,18

UTRSB A (0.69), G 212 210 0,670 | 0,83 | 070- | 0,833 | 0,833
(0.31) 1,25
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106A C(0.84), T 207 192 0,212 | 0,78 | 0,53- | 0,398 | 0,217
(0,16) 1,16
EO7A A (0,84), G 212 208 0,294 | 081 | 0,55 | 0,536 | 0,479
(0,16) 1,19
UTR3A C(0,74); G 21 203 0,015 | 1,50 | 1,11- | 0,021 | 0,014
(0,26) 2,02
UTR38B A(97) T 211 209 0653 | 081 | 0,33- | 0,649 | 0,649
{0.03) 1,97
UTR3C C(0.03); G 211 209 0653 | 081 | 033 | 0,672 | 0,672
(0.97) 1,97
CAMK E09B A(0,03);C 208 214 0,830 | 085 | 036 | 0,829 | 0,829
K2 (0.97) 2,00
EOSA C0.83);T 208 214 0,202 | 0,78 | 0,54- | 0,446 | 0,473
0.17) 1,14
E018 A(035) T 207 214 0,048 | 133 | 1,01- | 0,126 | 0,218
(0,65) 1,76
EO1A c(.83);T 208 214 0.189 | 144 | 086- | 0,439 | 0,237
(0,07) 2,39

Se genotipificaron treinta y tres SNP en P2X7R, siete STP en P2X4R y cuatro SNP en CAMKK?2, con una frecuen-
cia alélica minoritaria mayor o igual a 1% (Tabla 11a). Las distribuciones de genotipos de estos SNP no se desviaron
significativamente de HWE. Al nivel de 5%, se observaron aumentos estadisticamente significativos de la frecuencia
alélica minoritaria en el grupo del trastorno afectivo bipolar a P2XR7v13F (valor de p = 0,030, OR = 3,24, CI 95%
= 1,04-10,12), P2XR4UTR3A (valor de p = 0,015, OR = 1,50, CI 95% = 1,11-2,02) y CAMKK2EQ1B (valor de p =
0,048, OR = 1,33, C1 95% = 1,01-1,76). La distribucién de genotipos en los SNP P2X7Rv13F y P2XR4UTR3A tam-
bién diferia significativamente a este nivel para los pardmetros estadisticos T1 y T3, con un aumento de heterocigotos
en la muestra de casos. Un SNP del exén 11 de P2X7R, P2XR7v11B, y otro del exén 13, P2XR7v13E, presentaron
diferencias en distribuciones de genotipos con un valor de p minimo de 0,028 y 0,025 observados con el pardmetro
estadistico T3. De nuevo, se observaron aumentos en la frecuencia de heterocigotos de 12% y 13%, respectivamente,
en la muestra bipolar en estos polimorfismos.

Los ensayos de asociacion haplotipicos significativos condujeron a valores de p menores de 0,5% para diferentes
grupos de SNP que solapaban con el gen P2X7R (Tabla 11b). Considerando la coleccién de SNP que variaba de
SNP32507 a SNP54847 (tabla 11c) como ejemplo para la distribucién de haplotipos, se observé la mayor diferencia de
frecuencias entre casos y controles con el haplotipo n° 1 (tabla 11d). El haplotipo n° 2 es otro ejemplo de haplotipo que
se observa con més frecuencia en el grupo de casos. Por otra parte, la frecuencia para el haplotipo n°® 3 estd ligeramente
aumentada en la muestra de control (diferencia de frecuencias = 0,091). La tabla 11e presenta los productos peptidicos
derivados de los haplotipos nucleotidicos mostrados en la tabla 11d.
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TABLA 11b
Haplotipos que muestran asociacion alélica significativa al nivel de 0,5% para los pardmetros estadisticos
TIoT3

Haplotipo (series de N° de Dist:ncia Haplotipo Parametro Parametro N° de

marcadores’) SNP eficaz estadistico T1 estadistico T3 haplotipo®

(pb) casos | control (valor de p) (valor de p)

P2XR7101B- 15 29618 361 257 0,0003 0,0252 20
P2XR7V13A (8-23)

P2XR7v02A- 15 29550 361 260 0,00008 0,0294 20
P2XR7v13B (10-24)

P2XR7I104A- 15 22164 360 264 0,0003 0,0323 19
P2XR7v13C (11-25)

P2XR7v05B- 15 22200 361 265 0,0004 0,0065 18
P2XR7v13H (12-26)

P2XR7EOQ5D- 15 22180 365 268 0.0035 0,0287 16
P2XR7E13D (13-27)

P2XR7v05A- 15 22267 352 246 0,0007 0,0163 15
P2XR7E13J (14-28)

P2XR7E05C- 15 22269 353 250 0,0012 0.,0200 10
P2XR7v13E (15-29)

P2XR7107E- 15 17452 355 247 0,0020 0,0192 11
P2XR7UTR3E (16-

30)

' Las series de marcadores de SNP en el haplotipo indicado en la tabla 11b

se refieren a los genotipificados en la tabla 11a

? Distancia entre los dos SNP mas distales del haplotipo

* Numero de haplotipos con frecuencias >1% en los grupos de casos o de

control
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TABLA 11c

Posicion y alelos para SNP de formacion de haplotipos. Los haplotipos se describen en la tabla 11d

SEC ID N° | Polimorfismo Posicién
1 C-T 32507
1 C-T 32548
1 C-T 37439
1 G-A 37605
1 G-A 37623
1 C-T 47214
1 G-A 47383
1 C-G 47411
1 C-T 54399
1 A-G 54480
1 C-T 54523
1 A-C 54588
1 C-T 54664
1 G-T 54703
1 T-A 54804
1 G-A 54847

TABLA 11d

Haplotipos con diferencias significativas de frecuencias entre individuos afectados y de control

Haplotipo | 32507 | 32548 | 37439 | 37605 | 37623 | 47214 | 47383 | 47411 | 54399 | 54480
N° 1 Cc Cc c A G C G Cc Cc A
N° 2 Cc C Cc G G C G C c A
N° 3 C C T G G C A Cc Cc A

Haplotipo | 54523 | 54588 | 54664 | 54703 | 54804 | 54847 | Fatectado | Fcontroles

N°1 Cc A C G G 0,20 0,13

N 2 ] C G G 0,05 0,01

N°3 c A C G A 0,11 0,20
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TABLA 1le

Aminodcidos correspondientes para c¢SNP descritos en la Tabla 11c. Estdn colocados de acuerdo con la
SECID N°: 3

Posicion en la SEC 155 168 | 270 276 348 357 | 433
IDN°3

Haplotipo 1 Y Cc H R A T A
Haplotipo 2 Y Cc R R A T A
Haplotipo 3 Y C R R T T A

Posicion en la SEC 460 | 474 | 496 | 521 | 534 | 568 | 582
IDN°3

Haplotipo 1 Q P E H L |
Haplotipo 2 Q L |
Haplotipo 3 Q P E H L |

Ejemplo 3
Polimorfismos encontrados en P2X7R en individuos que padecen depresion

Se realizaron estudios de asociacién usando SNP en el gen P2X7R en una muestra de casos/controles (535 indi-
viduos) procedente de una poblacién alemana. El grupo de casos estaba compuesto por 36 individuos a los que se les
habia diagnosticado trastorno bipolar tipo I o tipo I y 279 individuos a los que se les habian diagnosticado trastornos
unipolares (es decir depresién) que representaban 133 hombres afectados y 182 mujeres afectadas. Entre los contro-
les, se contaron los 220 individuos de control restantes que eran normales (es decir, se les habia diagnosticado como
no depresivos) y comprendian 81 hombres, 182 mujeres y 14 de sexo desconocido. Se detect6 la misma distribucién
sexual en los dos grupos.

En esta muestra se identificaron SNP usando un subgrupo de 24 individuos afectados. Los SNP en el gen P2X7R
detectados en la poblacién alemana fueron similares si no idénticos a los SNP vistos en la poblacién de Saguenay/Lac-
St-Jean (véase la tabla 12). También se observaron otros SNP de sentido erréneo raros en la poblacién alemana, tales
como Argl17Trp (P2XR7E03A), Glul86Lys (P2XR7E06A), Leul91Pro (P2XR7E06B) e Ille568Asn (P2XR7E13]).
Estos aminodcidos estdn bastante conservados entre genes P2X7 ort6logos. Es posible que la mutacién Ile568 Asn
(P2XR7E13]J) pueda estar implicada en la expresion en la superficie de P2X7.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 12
Comparacion entre polimorfismos en la poblacion de Saguenay/Lac-St-Jean y la poblacion alemana en el gen
P2X7R humano
Exones o variacion Frecuen- Frecuen-
intrones (SNP cia cia
asociados u otros) Alelo Posicién* Modificacion {Canada) {Alemania)
5UTR P2XR7UTR5L T-C 362 desconocida 0,13 0,08
5'UTR P2XR7UTRS T-G 532 desconocida 0,16 0,1
M
5'UTR P2XR7UTR5 A-G 1100 desconocida 0,13 0,13
K
S'UTR P2XR7UTRSJ A-G 1122 desconocida 0,13 0,13
5UTR P2XR7UTRSI C-G 1171 desconocida 0,06 0,02
5UTR P2XR7UTR5 T-C 1351 desconocida 0,3 0,12
F
5UTR P2XR7UTRS G-A 1702 desconocida - 0,02
N
5UTR P2XR7UTRS T-G 1731 desconocida 0,17 0.15
G
SUTR P2XR7UTRS C-T 1860 desconocida 0,07 0,15
H
5UTR P2XR7UTRS C-A 2162 desconocida 0,07 0,12
A
5UTR P2XR7UTRS C-T 2238 desconocida 0.3 0,27
B
5UTR P2XR7UTRS A-G 2373 desconocida 0.07 0.12
D
5UTR P2XR7UTRS G-A 2569 desconocida 0.1 0,02
E-
5'UTR P2XR7UTRS G-A 2702 desconocida 0,31 0,27
c
Intrén01 P2XR7101C G-C 3166 desconocida 0,03 -
Intrén01 P2XR7101A C-T 24778 desconocida 0,03 -
Intrén01 P2XR7101B C-T 24830 desconocida 0,03 RARC
Ex6n02 P2XR7v02A T-C 24942 Val78Ala 0.06 0,08
Ex6n03 P2XR7EQ3A C-T 26188 Arg117Trp - RARO
Intr6n03 P2XRT7103A A-G 26308 desconocida 07 0,44
Intrén03 P2XR7103B G-A 26422 desconocida 0,18 0,12
intron04 P2XR7I04A G-A 32394 desconocida 0,03 0,01
intrén04 P2XR7v058B T-C 32434 desconacida 0,33 0,28
Exon05 P2XR7E05D G-A 32493 Gly150Arg RARO 0,02
Ex6n05 P2XR7EQSE G-A 325086 Silenciosa - RARO
Val154
Ex6n05 P2XR7v05A c-T 32507 Tyri58His 0,33 0,44
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Ex6n05 P2XR7E0SC C-T 32548 Silenciosa RARO 0,02
Cys168
Intrén05 P2XR7105C A-C 32783 desconocida 0,25 -
Intrén05 P2XR7105D T-C 35309 desconocida ND 0,35
Intrén05 P2XR71058B C-T 35374 desconocida 0.7 0,67
Intrén05 P2XR7105A A-C 35378 desconocida 0.7 0,65
Ex6n06 P2XR7E06A G-A 35438 Glu186Lys - 0,02
Ex6n06 P2XR7E06B T-C 35454 Leu191Pro - 0,02
intr6n06 P2XR7106C TC 35549 desconocida 0,04 0,08
Intrén08 P2XR7106G G-C 35641 desconocida - 0.02
Intrén06 P2XR7106D AC 35725 desconocida 0.21 0,27
Intr6n06 P2XR7106F T-G 36001 desconocida 0,17 0.3
Intrén06 P2XR7106E A-T 36064 desconocida 0,11 0.1
Intrén08 P2XR7108A DelGTTT 36091- desconocida 0,14 0.3
36094
Intron06 P2XR7106B C-G 36108 desconocida 0,14 0.29
Intrén07 P2XR7I107A C-T 36374 desconocida 0.07 -
Intron07 P2XR7107B G-A 36378 desconocida 0.21 0,28
Intrén07 P2XR7107C T-A 36387 desconocida 0.21 0,28
Intr6n07 P2XR7107D G-C 36398 desconocida 0,42 0,4
Intrén07 P2XR7107E C-T 37438 desconocida 0.41 -
intronQ7 P2XR7107F T-C 37513 desconocida - RARO
Ex6n08 PZXR7E08C c-T 37604 Arg270Cys RARO -
Exon08 P2XR7v08A G-A 37605 Arg270His 0,46 0.24
Exén08 P2XR7v08B G-A 37623 Arg276His 0,03 0,02
Exon08 P2XR7E08D c-T 37633 Silenciosa RARO -
Asp279
Intrén09 P2XR7v11A C-T 47214 desconocida 0,08 0,03
Exén11 P2XR7v11B G-A 47383 Ala348Thr 0,5 0,44
Exén1t P2XR7v11C C-G 47411 Thr357Ser 0,08 0,07
Intrén11 P2XR7111D T-C 47563 desconocida 0.43 0,44
Intrén12 P2ZXR7112A C-T 54307 desconocida 0,32 -
Intrén12 P2XR7112B G-A 54308 desconocida 0,03 -
Ex6n13 P2XR7v13F C-T 54399 Ala433Val 0,13 -
Ex6n13 P2XR7v13A A-G 54480 Gind460Arg 0,13 0,17
Exon13 P2XR7v13B C-T 54523 Silenciosa 0.1 0,07
Pro474
Ex6ni3 P2XR7vi3G | DelCCCTGAGA 54562- Del de 7aa 488 RARO -
GCCACAGG 54582 2494
TGCCT (PESHRCL)
Ex6n13 P2XR7vi3C A-C 54588 Glu496Ala 0,13 0,08
Ex6n13 P2XR7vi3H C-G 54664 His521GIn 0,03 -
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Ex6n13 P2XR7E13D G-T 54703 Silenciosa 0.1 0,02
Leu534
Ex6n13 P2XR7E13J A-T 54804 He568Asn - 0,01
Exoni3 P2XR7v13l G-A 54834 Arg578Gin - RARO
Exon13 P2XR7v13E G-A 54847 Silenciosa 0.4 0,45
Pro582
3UTR P2XR7UTR3 C-A 55169 desconocida 0.48 0,37
A
3UTR P2XR7UTR3 A-C 55170 desconocida 0,09 0.1
B
3UTR P2XR7UTR3 A-C 55171 desconocida 0,05 0,06
c
3IUTR P2XR7UTR3 Cc-T 55917 desconocida 0,001 -
D
JUTR P2XR7UTR3 G-A 54925 desconocida - 0.01
E

La posicién y numeracién del polimorfismo corresponde al gen P2X7R humano como se ha definido en la SEC
ID N°: 1. Para identificar la organizaciéon gendémica del gen P2X7R, primero se organizaron clones BAC usando
marcadores polimérficos conocidos, sitios de sefializacién de secuencia (STS), secuencias con extremo BAC y se-
fales de secuencia expresadas (EST). Se reensamblaron regiones de ADN no orientadas y desordenadas en una
secuencia usando Phrap y las piezas se reordenaron usando exones de P2X7R como soportes. No se ha realiza-
do una organizacién completa del gen para P2X7R. Sélo hay una estructura parcial de gen desde el exén 6 a 13,
NT_037809. Por lo tanto, esta secuencia gendmica que incluye el gen P2X7R como se representa en la SEC ID
N°: 1 podria contener algunos errores de secuencia, especificamente en regiones intrénicas. Los cebadores usados
para la amplificacién y secuenciaciéon de SNP se muestran en la Tabla la y se representan en las SEC ID N°: 52 a

111.

Se realizé un andlisis estadistico de acuerdo con el método CLUMP (Sham & Curtis 1995, Ann, Hum, Genet.

59:97-105). La tabla 13 resume los estudios de asociacién alélica y genotipica para SNP en el gen P2X7.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 13

Eficaz Andlisis de Alelos Andlisis de Genotipo

Locus Frecuencias de alelos* Casos Controles valor de p (T1) valor de valor de
p(TNH p(T3)

P2XR7UTRSF 2(0,23); 4(0,77) 3N 217 0,109 0,319 0,339
P2XR7UTR5N 1(0,001); 3(0.999)** 314 218 0,038 0,048 0,048
P2XR7UTR5G 2(0,001); 3(0,105); 314 218 0,993 0,714 0,761

4(0,894)

P2XR7UTR5H 2(0,92); 4(0,08) 312 215 0,743 0,884 0,754
P2XR7UTR5A 1(0,08); 2(0,92) 312 219 0,557 0.786 0678
P2XR7UTRS5B 2(0,73); 4(0,27) 310 218 0,485 0,761 0,814
P2XR7UTR5D 1(0,92); 3(0,08) 311 217 0,555 0,787 0,691
P2XR7v02A 2(0,09); 4(0,91) 313 218 0,501 0,729 0,591
P2XR7104A 1(0,04); 3(0,96) 314 220 0,604 0,433 0,348
P2XR7v05B 2(0,69); 4(0,31) 314 220 0,133 0,270 0,325
P2XR7E05D 1(0,03); 3(0,97) 314 220 0,842 0,827 0,827
P2XR7EO5E 1(0,008); 3(0,994) 314 220 0,048 0,045 0,045
P2XR7v05A 2(0,60); 4(0,40) 314 220 0,038 0,144 0,219
P2XR7E05C 2(0,98); 4(0,02) 314 220 1,000 1,000 1,000
P2XR7107F 2(0,002); 4(0,98) 315 218 1,000 1,000 1,000
P2XR7v08A 1(0,23); 3(0,77) 315 219 0,454 0,673 0,634
P2XR7v08B 1(0,02); 3(0,98) 315 219 0636 0,638 0,638
P2XR7v11A 2(0,95); 4(0,05) 311 218 0,348 0,391 0,436
P2XR7v11B 1(0.45); 3(0,55) 312 218 0,605 0,803 0,790
P2XR7v11C 2(0,93); 3(0,07) 312 218 0,793 0,256 0,924
P2XR7111D 2(0,45); 4(0,55) 312 219 0,665 0,735 0,740
P2XR7v13A 1(0,87); 3(0,13) 305 215 0,017 <0,001 <0,001
P2XR7v13B 2(0,93); 4(0,07) 305 216 1,000 0,228 0.677
P2XR7V13C 1(0,91); 2(0,09) 305 216 0,151 0,006 0,008
P2XR7E13D 3(0,94), 4(0,06) 315 218 0,402 0,429 0,474
P2XR7E13J 1(0,01); 4(0,99) 315 219 0618 0,603 0,603
P2XR7E13I 1(0,004); 3(0,996) 315 219 0,999 1,000 1,000
P2XR7v13E 1(0.46); 3(0,54) 314 219 0,699 0,866 0,845
P2XR7UTR3A 1(0,518); 2(0,482) 314 219 0,617 0,850 0.875
P2XR7UTR3B 1(0,966); 2(0,034) 313 219 0,522 0,850 0,643
P2XR7UTR3C 1(0,979); 2(0,021) 313 219 0,636 0,505 0,382
P2XR7UTR3E 1(0,02); 3(0,98) 315 219 0,147 0,161 0,161

* La columna frecuencias alélicas presenta los alelos para cada SNP (A=1,C =2,

G = 3, T = 4) y su frecuencia respectiva.

** Para este SNP, se observd una celda cero en las dos tablas de contingencia 2X2

(alelo y genotipo). Se observo un valor de p de <0,045 por ensayo exacto de

Fisher.
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Para el andlisis de SNP, se control¢ el equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) en las muestras de control. El principio
de Hardy-Weinberg (HWP) puede indicarse como se indica a continuacién: En una poblacién grande de empare-
jamientos aleatorios, en la que no hay migracién o seleccién frente a un genotipo particular y la tasa de mutacién
permanece constante, las proporciones de los diversos genotipos permanecerdn sin cambios de una generacion a otra.
Considérese un sistema de dos alelos con los alelos A y a. Si la proporcion de A en la poblacion se representa como
p y la proporcién de a como g, entonces p + q representa la suma total de alelos en este locus, es decir p + q = 1. El
HWP es util para evaluar algunos problemas de poblacién como la diversidad conyugal, endogamia, estratificacién de
la poblacién, mezcla y variabilidad reducida de un genotipo particular. E1l SNP P2XR7v13A no respet6 el equilibrio
de Hardy-Weinberg.

La hipdtesis de asociacion también se ensayd usando una tabla de positividad de alelos considerada adecuada para
la deteccidn de alelos de susceptibilidad que muestran un modo dominante de herencia (Ohashi y Tokunaga, J. Hum.
Genet. 44 (1999), 246-248; Ohashi et al., Ann. Hum. Genet. 65 (2001), 197-206). Usando este método se obtuvieron
resultados similares a los obtenidos usando las tablas de frecuencia de alelos, con la excepciéon de P2XR7v05A donde
los valores de p fueron 0,253. De esta manera, P2XR7v05A presentd una asociacién menos significativa en este
andlisis. Esta diferencia puede atribuirse al modo de herencia.

La proporcién de individuos unipolares en el andlisis de la poblacién Alemana es bastante importante, ya que la
Asociacién Psiquidtrica Americana (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-4th Edition Text Revision
(DMS-IV-TR), American Psychiatric Press, 2000) ha notificado un aumento en la susceptibilidad de trastornos unipo-
lares en grupos femeninos. Para determinar si la variable sexual podia influir en el anélisis de asociacion, se realizaron
estudios de asociacién adicionales controlando el pardmetro sexual. Se omitieron del estudio individuos normales de
la poblacién alemana sin informacién sobre el sexo. Después, se obtuvo un modelo de regresion logistica incluyendo
el sexo como factor. Para obtener un modelo tan estable como sea posible, el modelo de regresion se minimizé usando
la diferencia entre logaritmos de probabilidad para modelos con o sin interaccién (Hosmer y Lemeshow, “Applied
logistic regression”, John Wiley and Sons, 1989). La estrategia usada para manipular las celdas cero de las tablas de
continencia fue eliminar la categoria asociada completamente. Los cdlculos se realizaron con SAS v8.0. SAS es un
paquete de software estadistico que permite al usuario manipular y analizar datos de muchas maneras diferentes. De-
bido a sus capacidades, este paquete de software se usa en muchas disciplinas, incluyendo ciencias médicas, ciencias
biolégicas y ciencias sociales.

La introduccién de un pardmetro sexual no alteraba la asociacién ya observada en el andlisis previo. Ademds, este
modelo de andlisis revel6 resultados adicionales: se observé una asociacioén potencial de alelos con P2XR7v05B (p =
0,064), y una asociacién genotipica para P2XR7v08A (p = 0,042).

Se realizaron estudios de asociacién usando muestras reunidas uniendo los individuos de las muestras de la pobla-
cion de Saguenay/Lac-St-Jean con los de la poblacién Alemana. Los resultados se ilustran en la tabla 14. El objetivo
de este andlisis es destacar las caracteristicas comunes entre las dos poblaciones. Sin embargo, de acuerdo con las
diferencias entre las dos muestras (principalmente el fenotipo de individuos afectados, es decir, trastorno bipolar en
las muestras de Saguenay/Lac-St-Jean, frente al trastorno principalmente unipolar en la poblacién Alemana) se con-
trolaron algunos pardmetros, incluyendo el sexo y la etnicidad. La estrategia de modelos para las regresiones logisticas
se ha descrito anteriormente.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 14

Estudios de asociacion usando muestras reunidas de las dos poblaciones

Locus Analisis de Alelos Anélisis de Genotipo
valor de p para SNP | valor de p para sexo | valor de p para SNP | valor de p para sexo
P2XR7v02A 0,8254 0,0085 0,8650 0,4531
P2XR7v05B 0,1751 0,3714 0,2034 0.5110
P2XR7v05A 0,3808 0,0266 0,0885 0,1392
P2XR7v08A 0,0452 0,0041 0,1021 0,3452
P2XR7v08B 0,3471 0,0040 0,3413 0,3617
P2XR7v11A 0,3559 0,0136 0,5888 0.,4404
P2XR7v11B 0,5902 0,0083 0,3897 0,4302
P2XR7v11C 0,3731 0,0094 0,7648 0,4615
P2XR7v13A 0,0047 0,0209 <0,0001 0,4814
P2XR7v13B 0,5129 0,2352 0,9584 0,4092
P2XR7v13C 0,2466 0,0284 0,2225 0,4228
P2XR7v13E 0.8168 0,0159 03713 0,4990

Se observé una asociacion alélica y genotipica para el locus P2XR7v13A (p = 0,0047) que fue mas fuerte que en
el andlisis separado. También se observé una asociacion alélica significativa para el locus P2XR7v08A (p = 0,0452).
Ademds, el presente andlisis también demuestra la relacion potencial entre SNP P2XR7v05A y el origen con un valor
de p = 0,0515 (no mostrado en la tabla) que estd de acuerdo con el andlisis de asociacién previo realizado en las dos
muestras por separado (véase la Tabla 13).

El andlisis de haplotipo se realiz6 usando la poblacién Alemana. El programa PHASE (Stephens et al., Am. J.
Hum. Genet. 68 (2001), 978-989) se us6 para estimar haplotipos de SNP con exones del gen de P2X7R. Se crearon
haplotipos para cada ex6n que tenia mas de un SNP asociado (véase la Tabla 15 para los SNP asociados a exones).
Los grupos de casos variaron de 218 a 220 individuos, mientras que los grupos de control variaron entre 312 y 316
individuos. La hipétesis de asociacion se ensay6 con el método CLUMP, ya que se crearon muchos haplotipos para
cada exdn. Los ensayos estadisticos T1 y T3 se realizaron como se ha descrito anteriormente. También se calcula-
ron los pardmetros estadisticos T2 y T4 también debido a la presencia de pequefias celdas eficaces en las tablas de
contingencia. El pardmetro estadistico T2 es el pardmetro estadistico chi-cuadrado habitual aplicado en la tabla de
contingencia obtenida después de colapsar las columnas con pequefios valores esperados. El pardmetro estadistico T4
es el mayor pardmetro estadistico chi-cuadrado obtenido comparando una columna de la tabla original con el total de
las demads columnas. Se usaron mil simulaciones para estimar los valores de p. Los datos resultantes se analizaron con
el modelo de regresion logistica (descrito anteriormente) usando SAS V8.0 para considerar el pardmetro sexual (para
estos ensayos la muestra se redujo por 14 individuos normales). Sin embargo, este método de anlisis se limita por la
fiabilidad de haplotipos reconstruidos.
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SNP asociados con exones

Exones

SNP Asociados

5

P2XR7E05D
P2XR7EOSE
P2XR7v05A
P2XR7EQSC

P2XR7v08A
P2XR7v08B

11

P2XRv11B
P2XRV11C

13

P2XR7v13A
P2XR7v13B
P2XR7v13C
P2XR7E13D
P2XR7E13J

P2XR7v13l
P2XR7v13E

TABLA 16

Asociacion genotipica con haplotipos en el exén 13 de P2X7R

Exén Analisis de Alelo Andlisis de Genotipo
(haplotipo) | Clump* | valor de p(sexo) | valor de p(haplo) Cumulo | valor de p(sexo) | valor de p(hapio)
5(5) T1:0,032 0,3133 0,1947 71:0,193 0,460 0,5355
T2:0,068 T2:0,159
T73:0,054 T3:0,099
T4:0,059 T4:0,304
8(3) T1:0,551 0,3813 0,3064 T1:0,812 0,5428 0,6652
T2:0,585 T2:0,689
T3:0,646 T3:0,644
T4:0,646 T4:0,756
11(3) T1:0,750 0,0886 0,7396 T1:0,625 0,2305 0,9494
T2:0,786 T2:0919
T3:0,726 T3:0,929
T4:0,726 T4:0,921
13(15") T1.0,088 0,1871 0.1264 T1:0,001 0,4610 0,019
T2:0,079 T2:0,002
T3:0,147 T3:0,057
T4:0,072 T4:<0,001

* El ensayo de T1 no debe considerarse debido a las tablas de contingencia
con celdas cero.
** Entre estos 15 haplotipos, se observaron 8 haplotipos en los que las

celdas de casos tienen menos de 3 individuos.
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La Tabla 16 ilustra una asociacién genotipica con haplotipos en el exén 13 de los genes P2X7R. De manera
interesante, se observaron muchos haplotipos para el exén 13. Las diferencias entre los pardmetros estadisticos en el
exo6n 13 (T3 menos significativo) pueden explicarse por la implicacién de mds de un genotipo de haplotipos en la
enfermedad. También se detectd una asociacién alélica potencial con haplotipos en el exén 5 del gen P2X7R.

A continuacién se proporcionan resultados clinicos que ilustran las consecuencias funcionales de polimorfismos
en P2X7R.

El desarrollo y transcurso de depresion estd asociado causalmente con alteraciones en la regulacién central del
eje hipotalamico-pituitaria-adrenocortical (HPA). Las anomalias en el eje HPA pueden medirse usando el ensayo de
supresion de dexametasona (DST) o el ensayo combinado de hormona de liberacidon de dexametasona/corticotropina
(Dex/CRH). Los cambios en las mediciones de cortisol y/u hormona adrenocorticotrépica (ACTH) durante el ensayo
DST o Dex/CHR indican una disfuncién del HPA en pacientes deprimidos (Heuser et al, J. Psychiat. Res. 28 (1994)
341-356; Rybakowski y Twardowska, J. Psychiat. Res. 33 (1999) 363-370; Zobel et al, J. Psychiat. Res. 35 (2001) 83-
94; Kiinzel et al, Neuropsychopharmacology 28 (2003) 2169-2178). Para demostrar que los SNP de P2X7R asociados
con trastornos afectivos también estdn correlacionados con cambios en el eje de HPA, se midieron los niveles de corti-
sol y ATCH en respuesta al ensayo DST y Dex/CRH para los SNP P2XR7v13A y P2XR7v13C. P2XR7v13A consiste
en un cambio de un nucledtido A por G que da como resultado una modificacién GIn460Arg en la proteina P2X7R.
El SNP P2XR7v13C corresponde a un cambio de un nucleétido A por C que da como resultado una modificacién
Glu496Ala que segtin se ha demostrado reduce espectacularmente la actividad de la proteina (Wiley et al, Drug Dev.
Res. 53 (2001) 72-76).

Los métodos y condiciones para realizar el ensayo DST y Dex/CRH son bien conocidos en la técnica, véase por
ejemplo Heuser et al, J. Psychiat. Res. 28 (1994) 341-356; Kiinzel et al, Neuropsychopharmacology 28 (2003) 2169-
2178. En resumen, los individuos se pretrataron a las 23:00 con una administracién oral de 1,5 mg de dexameta-
sona. Para el ensayo DST, se extrajo una muestra de sangre a las 8:00 antes de la administracion de dexametasona
(es decir, pre-dexametasona) y a las 8:00 la mafiana siguiente a la administracién de dexametasona (es decir, post-
dexametasona). Para el ensayo Dex/CRH, se insertd un catéter venoso a las 14:30 al dia siguiente de la administra-
cién de dexametasona y se extrajo sangre a las 15:00, 15:30, 15:45, 16:00 y 16:15 en tubos que contenian EDTA y
trasilol (Bayer Inc., Alemania). A las 15:02, se administraron por via intravenosa 100 mg de CRH humana (Ferring
Inc., Alemania). La medicién de las concentraciones plasmadticas de cortisol se realiz6 usando un kit de radioinmu-
noensayo comercial (ICN Biomedicals, USA) mientras que las concentraciones plasmaticas de ACTH se midieron
usando un ensayo inmunométrico comercial (Nichols Institute, USA). Los dos ensayos se realizaron de acuerdo con
las especificaciones del fabricante.

Para el SNP P2XR7v13A, se observé una reduccion en los niveles basales de cortisol en el momento de 1a admision
en individuos con un alelo AG o GG en comparacién con los individuos con el alelo AA (Figura 1f). Durante el ensayo
Sex/CRH, se midi6 una reduccién en la respuesta de cortisol y ATCH en individuos con el alelo GG en comparacién
con individuos con un alelo AA o AG (Figuras 1g y 1h).

Ademds, la respuesta al tratamiento antidepresivo estaba retardada en los individuos GG (Figura 1i).

Para el SNP P2XR7v13C, se midi6é un aumento en los niveles basales de cortisol después de la administracién
de dexametasona (Figura 1j). Durante el ensayo Dex/CRH, los individuos con el alelo CC presentaron una respuesta
elevada al cortisol (Figura 1k), pero una respuesta reducida a la ATCH (Figura 11) en comparacién con los individuos
AA y AC. Estos resultados indican una regulacién defectuosa del eje HPA.

De esta manera, los SNP en P2X7R se correlacionan con una disfuncién en el eje HPA y demuestran las conse-
cuencias funcionales y clinicas de polimorfismos en P2X7R.

Ejemplo 4
Estructura del gen P2X7R y expresion del ARNm y secuencia del transcrito

Se analiz6 una secuencia de nucleétidos de 1700 pb correspondiente al promotor de P2X7R humano usando los
algoritmos Matinspector V2.2 y Transfac 4.0. Este andlisis demostré que el gen de P2X7R no contiene una caja TATA
patrén, pero tiene sitios SP1 que pueden formar el inicio de la transcripcidn. Aparte de las secuencias de SP1, hay sitios
de unién para los factores de transcripcion GARA, Oct e Ikarus. Se cree que estos sitios proporcionan especificidad
de tejido. De manera interesante, el promotor de P2X7R tiene sitios de unién que sugieren capacidad de respuesta a
diferentes citoquinas tales como AP-1, NFAT y CEBPB.

P2X7R posee 13 exones y 12 intrones (Buell et al., Receptors Channels 5 (1998), 347) que proporcionan una base
para un corte y empalme alternativo que produciria en teorfa diferentes transcritos y produciria diferentes isoformas
con posibles funciones diferentes. No se identific claramente ninguna variante de corte y empalme alternativa. Sin
embargo, los experimentos de agrupamiento EST permitieron la descripcién de tres variantes de corte y empalme. Una
se define por la falta del exén 5. Esta variante P2X7v02 corresponde al clon IMAGE: 3628076 aislado a partir de lineas
celulares procedentes de cerebro. El P2X7v02 que carece del ex6n 5 produce un desplazamiento de fase, generando
de esta manera un polipéptido mas corto. La segunda variante de corte y empalme P2X7v03, se caracteriza por la
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presencia del intrén corto 10 en el ARNm. Esta variante se confirma por dos secuencias de alta calidad, el clon de
ADNc BRAMY2008977 (nimero AC: AK090866) procedente de amigdala humana y el clon EST dbEST: 7339877
procedente de un tumor humano desconocido. La tltima variante, P2X7v04, se define por la falta del primer exén que
sugiere un uso alternativo del promotor préximo al exén 2. Un clon EST de alta calidad dbEST:4782844 procedente
de un tumor de cabeza y cuello confirma esta variante. Estas variantes se muestran en las Figuras 16a a 16e.

Variantes de P2X7
P2X1v01 MPACCSCSDVFQYETNKVTRIQSMNYGTIKWFFHVIIFSYVCFALVSDKLYQRKEPVISS
P2X1v04 MPPVD- - ~ccomcmmmcemmme e e AFPCLPFS- - - FALVSDKLYQRKEPVISS
P2X7v02 MPACCSCSDVFQYETNKVTRIQSMNYGTIKWF FHVIIF SYVCFALVSDKLYQRKEPVISS
P2X7v03 MPACCSCSDVFOYETNKVTRIQSMNYGT IKWFFHVI IFSYVCFALVSDKLYQRKEPVISS
1........ 10........ 20........ 30........ 0. ....... s0
P2X7v01 VHTKVKGIAEVKEEIVENGVKKLVHSVFDTADYTF PLQGNSF FVMTNF LKTEGQEQRLC P
P2X7v04 VHTKVKGIA EVREEIVENGVKKLVHSVFDTADYTFPLQGNSFFVMTNFLKTEGQEQRLCP
P2X7v02 VHTKVKGIAEVKEEIVENGVKKLVHSVFDTADYTFPLQGNSF FVMTNFLXTEGQEQRLC P
P2X7v03 VHTKVKGIAEVREEIVENGVKKLVH SVFDTADY TF PLQGNSF FVMTNFLKTEGQEQRLCP
6l....... 70...0..... BO...vuunn 90........ 100....... 110
P2X7v01 EY PTRRTLC SSDRGCKKGWMDPQSKGIQTGRCVVHEGNQKTCEVSAWC PIEAVEEAPRPA
P2X7v04 EYPTRRTLC S SDRGCKKGWMDPQSKGIQTGRCVVHEGNQK TCEVSAWC P1EAVEEAPRPA
P2X7v02 EYPTRRTLCSSDRGCKRGWHDPQSKGLLS - =~ === === o s c e e mmmmcmmememem e
P2X7v03 EY PTRRTLC S SDRGCKRGWMDPQSKGIQTGRCVVHEGNQKTCEVSAWC PIEAVEEAPRPA
121...... 130....... 140....... 150....... 160....... 170
P2X7v01 LLNSAENFTVLIKNNIDFPGHNYTTRNILPGLNITCTFHKTQNPQCPIFRLGDIFRETGD -
P2X7v04 LLNSAENFTVLIKNNIDFPGHNYTTRNILPGLNITC TFHKTONPQCPIFRLGDIFRETGD
P2XTV02  emm e e e ecececemccccececececccceeccmctesacocacon
P2X7v03 LLNSAENFTVLIKNNIDFPGHENYTTRNILPGLNITC TFHKTQNPQCPIFRLGDI FRETGD
181...... 190....... 200....... 210....... 220....... 230
P2X7v01 NFSDVA1QGGIMGIET YWDCNLDRWFHHCHPKYSFRRLDDKTTNVSLY PGYNFRYAKYYK
P2X7v04 NFSDVAIQGGIMGIEIYWDCNLDRWFHHCHPXYSFRRLDDKTTNVSLY PGYNFRYAKYYK
P2XTv02 = = e mr et e re o mce ot C s M e e rC et e oo mmmescea o —- e
P2X7v03 NFSDVAIQGGIMGIEIYWDCNLORWFHHCHPKY SFRRLDDKTTNVSLY PGYNFRYAKYYK
241...... 250....... 260....... 270....... 280....... 290
P2X7v01 ENNVEKRTLIKVFGIRFDILVFGTGGKFDIIQLVVYIGSTLSYFGLAAVFIDFLIDTYSS
P2X7v04 ENNVEKRTLIKVFGIRFDILVFGTGGKFDIIQLVVYIGSTLSYFGLAAVFIDFLIDTYSS
P2X7v02 = e emeem e mm et e e e m e mm e —ee -
P2X7v03 ENNVEKRTLIXVFGIRFDILVFGTGGKFDI IQLVVYIGSTLSYFGLVRDSLFHALGKWFG
301...... 310....... 320....... 330....... 340....... 350
P2X7v01 NCCRSHIYPWCKCCOPCVVNEYYYRKKCESIVEPKPTLKYVSFVDESHIRMUNQOLLGRS
P2XTv04 NCCRSHIYPWCKCCQPCVVNEYYYRKXCESIVEPKPTLKYVSFVDESHIRMVNQOLLGRS
P2XTv02 = me e e e e ceecmcmec—mcmcceeece—m——oo
P2X7v03 > e B ettt T
361...... 370....... 380....... 390....... 00....... 410
P2X7v01 LQDVKGQEVPRPAMDFTDL SRLPLALHDTPPI PGQPEE IQLLRKEAT PRSRDSPVWCQCG
P2X7v04 LQWKGQEVPRPWFTDLSRLPWJMPPI PGQPEEIQLLRKEATPRSRDSPVWCQCG
P2X7v02
P2X7v03
P2X7v01 SCLPSQLPESHRCLEELCCRKKPGAC I TTSELFRKLVL SRHVLQFLLLYQE PLLALDVDS
P2X7v04 SCLPSQLPESHRCLEELCCRKKPGACI TTSELFRKLVL SRHVLQFLLLYQE PLLALDVDS
P2X7v02 3= ek eccccem-ceessescmmcm—ccccsaccccmceeerrceccmme—— e ——————
P2XIV03 0 e e mmm e e mm e mmcmmmmm—em———— =
481...... 490....... 500....... 510....... 520....... 530
P2X7v01 TNSRLRHCAYRCYATWRFGSQDMADFAILPSCCRWRIRKEF PKSEGQYSGFKSPY
P2X7Iv04 TNSRLRHCAYRCYATWRFGSODMADFAILPSCCRWRIRKEFPKSEGQYSGFKSPY
P2XTV02 = ~meememecmemeee e cceecrecmccccmmmmeecac—dceooc—ma
P2XIVO3 e e e e
Sd1...... 550....... 560....... 570....... $80....... 590

Por lo tanto, las secuencias de inicio de la transcripcién y la traduccién de P2X7R humano se analizaron usando
el software informatico Blast, Genescan y HMMgene Este andlisis indic6 que P2X7R posee con alta probabilidad
s6lo un sitio de inicio de la traduccion. La mayoria de las sefiales de secuencia de expresién de P2X7R (EST; Unico
agrupamiento Hs. 193470) que tenfan un extremo 5’ fiable mostraron un sitio de inicio de la transcripcién idéntico.
Ninguna de las EST mostré ninguna indicacién de un corte y empalme alternativo. Por lo tanto, los andlisis virtuales
sugieren que hay poca probabilidad de encontrar diferentes transcritos producidos por corte y empalme alternativo o
el uso de promotores alternativos.

Los datos virtuales mencionados anteriormente se confirmaron por andlisis RT-PCR que inclufa la secuencia codi-
ficante de P2X7R humano prevista entera usando oligonucledtidos de 14 y 19 bases (5’-ATGCCGGCTTGCTG-3’; 5°-
GTAGGGATACTTGAAGCCA-3’) correspondientes al principio y final de la secuencia codificante, respectivamente.
Se aisl6 ARN total de cerebro entero, de diferentes areas del cerebro diseccionadas, timo, bazo y rifién, y se analiz6
con respecto a la expresiéon de P2X7R. Se realizaron reacciones de RT-PCR usando el sistema polimerasa C. Therm
One Step (Roche Applied Science) y un protocolo para PCR touchdown (con reduccién de la temperatura de hibrida-
cién) con un inicio caliente. En resumen, se realiz6 una transcripcion inversa a 52°C de acuerdo con las condiciones
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del fabricante. Las reacciones de PCR se realizaron con temperaturas de hibridacién de 64°C para los primeros cinco
ciclos y de 54°C para los siguientes 30 ciclos.

Se detect6 una sola banda especifica de tamaifio de 1785 pb correspondiente a la secuencia codificante completa
de P2X7R. Se detect6 ARNm de P2X7R en cerebro entero, hipocampo, cerebelo, leucocitos y timo, pero no en
corteza cerebral, hipotdlamo, bazo y rifién (Figura 2). Todos los productos de PCR se clonaron usando el pldsmido
pGEM-T-Easy (Promega) seleccionado en bacterias Top-10 (Invitrogen) por seleccién azul-blanca y se ensayaron
por digestiéon con EcoRI. Se amplificaron clones que tenian fragmentos del tamafio esperado y se purificaron para
secuenciacion. La secuencia confirmo la identidad de los clones de 1785 pb como la secuencia codificante completa de
P2X7R de tipo silvestre. Por lo tanto, en todos los tejidos ensayados, P2X7R de tipo silvestre se expresa como un solo
transcrito que incluye la secuencia codificante completa. La presencia de isoformas con especificidad de tejido es poco
probable. Estos estudios proporcionan informacidn util sobre la expresion del ARNm de P2X7R y el procesamiento del
transcrito. Esta informacion puede usarse para sintetizar ribosondas para hibridacion in situ, transferencia de Northern
y Southern asi como para la obtencién de células por ingenieria genética para la sobreexpresién de P2X7R.

Ejemplo 5
Expresion de P2X7R en cerebro de raton

La expresion de P2X7R se estudi6 adicionalmente por inmunohistoquimica de secciones en serie de cerebros de
ratén completos usando un anticuerpo policlonal dirigido contra un péptido interno de P2X7R (Santa Cruz Biotech-
nology). Los cerebros de ratones sin estrés se congelaron inmediatamente, se cortaron en cortes de 16 um y se fijaron
con paraformaldehido durante 5 minutos. Las secciones se bloquearon durante 30 minutos a temperatura ambiente
con suero de caballo 1:10. Todos los anticuerpos se diluyeron en tamp6én TBST (solucién salina tamponada con Tris
con 0,05% de Tween 20). El primer anticuerpo se us6 en una dilucién 1:200 y se incubé durante una noche. Todos los
lavados se realizaron con tampén TBST. Como anticuerpo secundario se usé una IgG biotinilada anti-cabra (Vector
Laboratories) y la deteccion se realizé usando el sistema complejo de estreptavidina-biotina-peroxidasa se rabano pi-
cante (Vector Laboratories) en combinacion con diaminobencidina. Los cortes se tifieron con azul de toluidina como
tinte de contraste usando procedimientos convencionales. Como control negativo se usé el mismo procedimiento en
ausencia del anticuerpo primario. Como control positivo para ensayar la conservacion del tejido, ésta se verificé con
un anticuerpo especifico para la proteina Patched 1 (Santa Cruz Biotechnology). Patched 1 se usé como control posi-
tivo porque tifie todas las estructuras cerebrales relevantes y no se ve afectada por el estrés ni por antidepresivos. Se
detect6 un modelo de tincién muy especifico, coherente con la localizacién subcelular especifica de P2X7R en células
cerebrales. Los controles negativos carecian completamente de sefial. El control positivo con Patched 1 mostré una
intensidad de sefial y distribucién idénticas en todas las muestras, indicando que todos los tejidos se habian conservado
y procesado igualmente bien.

Desde la parte frontal a la caudal, la proteina P2X7R se observo en la capa glomerular del bulbo olfativo a bajos
niveles (Figura 3). P2X7R también estaba presente a niveles muy bajos en un drea restringida del nicleo hipotaldmico
periventricular (Figura 3). Las células ependimales que rodeaban a los ventriculos laterales también mostraron una
ligera tincion (Figura 3). Se detect6 una sefial mds fuerte en dreas restringidas del hipocampo, donde la sefial estaba
presente en células individuales de la capa polimorfa, el lacunosum molecular y la capa oriens (Figura 4). En 4reas
mads posteriores del hipocampo, la sefial estaba presente en la capa molecular, estrato radiado y cerca del CA3. En una
posicion mds caudal, P2X7R se expresaba en el 6rgano subcomisural (Figura 4). Por lo tanto, la expresién basal de
P2X7R en el cerebro de ratones sin estrés estd restringida a dreas que previamente se habian asociado con depresion,
estrés, aprendizaje y memoria.

Ejemplo 6
P2X7R estd modulado en ratones tratados con un antidepresivo

Se realiz6 una validacién adicional del papel de P2X7R en trastornos afectivos examinando su patrén de expre-
sién en respuesta al estrés y al tratamiento con firmacos antidepresivos. Se administré un programa de tratamiento
que se habia demostrado que producia efectos antidepresivos sobre el nivel conductual a ratones que se habian carac-
terizado como respondedores a antidepresivos, usando una diversidad de paradigmas de comportamiento adecuados
para detectar los efectos ansioliticos y antidepresivos de antidepresivos cldsicos tales como el inhibidor selectivo de
la recaptacién de serotonina paroxetina. La paroxetina se administré por medio de una sonda a ratones macho sin
experimentacion previa durante un periodo de tiempo de 28 dias a una dosificacién de 10 mg/kg de peso corporal dos
veces al dia. En paralelo, un grupo de ratones de control recibié solucién de vehiculo (es decir, sin paroxetina) usando
el mismo régimen de tratamiento mientras que a un segundo grupo de control de ratones se les dejo tranquilos y sin
estrés (es decir, se dejaron sin tratar) durante el mismo periodo de los experimentos. Al final del tratamiento a largo
plazo, parte de los ratones de cada grupo experimental se ensayaron en la caja de oscuridad/luz (ensayo de compor-
tamiento de ansiedad) y en el ensayo de natacion forzada de Porsolt (ensayo de comportamiento de tipo depresivo)
para confirmar la eficacia del tratamiento (Figura 5). El comportamiento de afrontamiento pasivo del estrés se redujo
después del tratamiento a largo plazo con el antidepresivo paroxetina. La otra parte de los grupos experimentales (es
decir, ratones sin experiencia de ensayo) se decapitaron, se extrajeron rapidamente los cerebros y se congelaron a
-80°C hasta el uso.
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La expresién de P2X7R en los cerebros de ratones en condiciones sin estrés y en ratones en condiciones de estrés
ligero producido por la aplicacién del vehiculo, y en los ratones sometidos al tratamiento con paroxetina se evalué
usando tres cerebros diferentes de cada grupo. Se analizaron cortes seriados de cada grupo de animales en paralelo por
inmunohistoquimica usando los mismos materiales para producir resultados completamente comparables. No se ob-
servo ningin cambio significativo en la expresion de P2X7R en el bulbo olfativo en respuesta al estrés o al tratamiento
con paroxetina (Figura 6). Sin embargo, en el nicleo periventricular del hipotdlamo, la paroxetina produjo una ligera
inhibicion de la expresién de P2X7R (Figura 7). No se observd ninglin cambio significativo en las células ependimales
de diferentes areas del cerebro (Figura 8). Los cambios mds espectaculares se observaron en el hipocampo, donde
P2X7R se inhibia fuertemente por una manipulacion estresante mientras que el tratamiento con paroxetina producia
una estimulacién notable por encima de los niveles basales (Figuras 9, 10 y 11). Este efecto se observo a lo largo de
todo el hipocampo, pero fue mds evidente en la capa polimorfa cerca del giro dentado. En el 6rgano subcomisural,
la expresion de P2X7R se mantuvo sin cambios por los diferentes tratamientos. Por lo tanto, la expresién de P2X7R
estd regulada fuertemente en dos dreas cerebrales especificas implicadas en la depresion y el estrés. Otras dreas ce-
rebrales, que mostraron bajos niveles de P2X7R y no estdn implicadas directamente en la depresién, no mostraron
cambios.

En las muestras procedentes de ratones tratados con paroxetina y que mostraban una fuerte expresiéon de P2X7R,
fue posible analizar la distribucién de P2X7R con mads detalle (Figuras 10 y 11). La proteina P2X7R no sélo estaba
presente en los cuerpos celulares, sino que también se detectaba claramente en proyecciones que inervaban la capa
granular del giro dentado (Figura 12). Esta localizacion subcelular de P2X7R es coherente con un papel en la liberacién
de neurotransmisores y la potenciacidn a largo plazo.

Como algunos informes (Muria et al., Biochem. J. 288 (1992), 897-901; Ferrari et al., FEBS Lett. 447 (1999),
71-75) sugieren que la estimulacién crénica y de alta dosis de P2X7R puede producir apoptosis en algunos tipos
celulares, los hipocampos de los animales descritos anteriormente se analizaron con respecto a la co-localizacién de
células apoptéticas y células que expresaban P2X7R, en secciones consecutivas, usando tincion TUNNEL e inmuno-
histoquimica. En secciones correlativas, sélo se detectaron algunas células apoptdticas y estaban presentes a lo largo
de las capas granulares del hipocampo donde no se observé expresion de P2X7R (Figura 13). No se observaron di-
ferencias significativas en los nimeros de células apoptéticas entre las diferentes condiciones de tratamiento. Por lo
tanto, la localizacioén y nimero de células apoptéticas no se correlacionaba con la localizacién y nimero de células
que expresaban P2X7R y descarta una implicacién de P2X7R en la induccién de apoptosis en el hipocampo.

De esta manera, la expresiéon de P2X7R estd considerablemente restringida a dreas especificas del cerebro im-
plicadas en la depresion. Ademds, la expresion de P2X7R se inhibe por el estrés y se estimula fuertemente por el
tratamiento con antidepresivos en estas dreas especificas. Por lo tanto, P2X7R cumple todos los criterios necesarios
para las acciones de los antidepresivos de acuerdo con las normas mas importante en el campo de la investigacion de
la depresion. Ademds, estos resultados sugieren que la modulacion de la funcién de P2X7R estd asociada con el estrés
crénico, que sirve como modelo para varios aspectos de trastornos afectivos.

Ejemplo 7
El efecto conductual de la inhibicion de P2X7R en ratones

Para demostrar que la inhibicién de P2X7R actda como agente causante de trastornos afectivos, la funcién de
P2X7R se inhibid especificamente en distintas regiones del cerebro sin afectar a ninguna otra funcién cerebral. Esto
se consiguié administrando moléculas de ARN de interferencia pequefias (ARNsi) bicatenarias en dreas restringidas
del cerebro.

De acuerdo con el patrén de expresién observado de P2X7R en el hipocampo (Figuras 9, 10 y 11) y la impli-
cacion conocida del hipocampo en la depresion, se seleccion6 el giro dentado (hipocampo) como regién diana para
la aplicaciéon de ARNsi. A ratones macho sin experimentacion previa se les implanté bilateralmente una canula de
guia (calibre 23, longitud 8 mm) por medio de un instrumento estereotactico. Las coordenadas, en relacion al bregma,
fueron -2,00 posterior, + 1,0 mm lateral y -1,0 mm ventral. Después de un periodo de recuperacién de 5 dias, los
ratones se dividieron en tres grupos experimentales: vehiculo (veh), ARN bicatenario de control (control) y ARNsi
bicatenario especifico de P2X7R (ARNSsi). Las secuencias usadas para si ARN de P2X7R son 5’-GUGGGUCUUGCA
CAUGAUCTT-3’ y 5’-GAUCAUGUGCAAGACCCACTT-3’. Las dos secuencias se hibridaron e inyectaron juntas
como un ARN bicatenario. En el dia 6 después de la cirugia, los ratones se anestesiaron ligeramente con isoflurano y
se realizaron inyecciones de ARNsi. La concentracién del control y ARNSsi fue 0,1 nmol/ul y se infundié un volumen
de 1 ul por lado usando sistemas de inyeccién adaptados especificamente (calibre 30, longitud 9 mm). La anestesia
para la infusion fue de corta duracién y los ratones se despertaron inmediatamente o unos pocos segundos después de
la manipulacién.

Una vez suministradas al cerebro, las moléculas de ARNSsi especificas para P2X7R se absorbieron por las células
cerebrales e indujeron especificamente la degradacién del ARNm de P2X7R complementario con alta eficacia. Como
resultado, la funcién de P2X7R se inhibid especificamente durante un corto periodo sin afectar a ninguna otra funcién
cerebral. A este respecto, la inyeccién de vehiculo o ARNsi de control no tuvo como resultado ningtin cambio evidente
en el comportamiento normal, es decir, la alimentacién y la ingesta de agua, o el comportamiento motor en la jaula.
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Los efectos de la inhibicién de P2X7R sobre el comportamiento de tipo depresivo se evaluaron 24 horas y 48
horas después de la infusion de ARNSsi, control o vehiculo de acuerdo con el paradigma de ensayo convencional, el
ensayo de natacién forzada de Porsolt (Porsolt et al., Arch. Int. Pharmacodym. 229 (1977), 327-336; Porsolt, Rev.
Neurosci. 11 (2000), 53-58). El pardmetro usado para evaluar el comportamiento de tipo depresivo es el tiempo
durante el cual el animal estd flotando en el agua, un comportamiento que estd asociado con el comportamiento de
desesperacion, ya que el animal no hace ningin esfuerzo por afrontar activamente la situacién que le produce estrés.
En comparacién con la aplicacién de vehiculo, no se detecté ninguna influencia del ARN bicatenario de control
(5’-CAACUUCAUCUUCUACGCGTT-3’) sobre el comportamiento de flotacion (afrontamiento pasivo del estrés).
Por el contrario, en comparacién con los controles, los ratones a los que se les habia infundido ARNsi especifico
para P2X7R mostraron un aumento significativo en el comportamiento pasivo, que se considera un comportamiento
de tipo depresivo (Figura 14). Esta interpretacion se vuelve mds evidente cuando se visualizan los efectos de los
antidepresivos sobre el comportamiento de afrontamiento pasivo de estrés en el ensayo de natacion forzada (Figura 5).
El comportamiento de afrontamiento pasivo de estrés aument6 después de una inyeccidén aguda dentro del hipocampo
(bilateral, giro dentado) de ARNsi que se dirigia a P2X7R. El ensayo de natacién forzada de Porsolt es un ensayo
convencional usado para evaluar la eficacia de antidepresivos y en muchos estudios se ha demostrado que el ensayo
es sensible selectivamente para estos efectos, dado que se usa el modelo de animal correcto. El paradigma se ha usado
ampliamente para ensayar compuestos farmacéuticos y para validar modelos animales de depresion, que muestran un
aumento en el comportamiento pasivo como lo hacen los ratones cuando se ha inhibido la proteina P2X7R (ARNisi).

Al final del experimento, los ratones se sacrificaron y los cerebros se examinaron para confirmar la localizacion
y eficacia de las inyecciones de ARNGsi. Para este fin, los cerebros se cortaron en secciones y los cortes se tifieron
por inmunohistoquimica usando los protocolos mencionados anteriormente. Se examinaron en paralelo cerebros de
ratones a los que se les habia inyectado el ARNsi bicatenario especifico, con ARN bicatenario de control y con
vehiculo. En estas condiciones, el ARNsi especifico dirigido contra P2X7R inyectado cerca del giro dentado indujo
una inhibicién media de 80% de la expresion de la proteina P2X7R en comparacion con las muestras de ratones a los
que se les habia inyectado vehiculo o ARN bicatenario de control. Tanto el nimero de células que expresaban P2X7R
como la intensidad de la expresién se redujeron fuertemente (Figura 15). Las inyecciones con ARNsi no produjeron
ningin signo de inflamacién local o infiltracién en el hipocampo. De esta manera, la expresién de P2X7R se inhibe
especifica y localmente por la aplicacién de ARNsi in vivo. Esta inhibicién produjo cambios de comportamiento que
indicaban un papel causante para P2X7R en trastornos afectivos. Estos resultados en combinacién con los mencionados
anteriormente apoyan y confirman la observacién de mutaciones en P2X7R que estdn asociadas con enfermedades
afectivas en seres humanos y que la modulacién de la actividad P2X7R tiene efectos antidepresivos.

Ejemplo 8
Ensayo de seleccion de farmacos

Se establecieron métodos para identificar agonistas de P2X7R usando una linea celular de hipocampo de ratén
inmortalizada que expresaba el gen P2X7 enddégeno. En resumen, la expresién de P2X7 se confirmé cultivando las
células a 37°C/5% de CO, en DMEM con 10% de suero bovino fetal (Gibco). Después de alcanzar una confluencia
de 80%, las células se recogieron en PBS y se homogeneizaron por un pase repetido a través de una jeringa (aguja
18G). La cantidad de proteina total se inhibié por el ensayo de Bradford (Sigma; diluido 1:5, D.O. medida a 595
nm) de acuerdo con la recomendacion del fabricante. Después, los homogeneizados de proteina se mezclaron con un
volumen igual de tampdn de carga (Tris-Cl 50 mM pH 6,8; glicerol al 25%; azul de bromofenol 7,2 mM, SDS al 2%;
B-mercaptoetanol 200 nM) y posteriormente se desnaturalizaron en agua hirviendo durante 10 minutos. Se cargaron
20 mg de cada muestra en un gel de poliacrilamida al 10% que contenfa SDS al 0,4%. Se realizaron electroforesis y
transferencia de Western de acuerdo con los protocolos convencionales descritos, por ejemplo, en Sambrook, Rusell
“Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (2001). Después, las membranas
se bloquearon con leche desnatada al 5% y se incubaron con un anticuerpo contra P2X7R (dilucién 1:1000; Santa
Cruz Biotech) seguido de incubacién con un anticuerpo secundario de caballo anti-cabra acoplado con peroxidasa
(dilucién 1:10.000; Santa Cruz Biotech). Después, las membranas se incubaron durante 1 hora a 37°C en Sustrato
de Transferencia de Western Lumi-Light (Roche Applied Science) seguido de una exposicién de 10 minutos en una
Pelicula BioMax MR (Kodak).

Se detect6 una banda de 70 kD correspondiente al tamafio esperado de la proteina P2X7R en células HT-22 que
demostraba la expresion del gen P2X7 endégeno de ratén (Figura 17). Una segunda linea de células de hipocampo de
ratén (HT-39) no expresaba P2X7.

Como P2X7R es un canal iénico de apertura por ATP que permite la entrada de iones de calcio y sodio en las
células, se establecié un método para identificar agonistas de P2X7R controlando la entrada de calcio en células HT-
22. Las células primero se cargaron con el colorante fluorescente éster AM de verde Oregon (Molecular Probes)
durante 30 minutos a temperatura ambiente, se lavaron dos veces con DMEM/suero bovino fetal al 10% para retirar el
exceso de colorante y se cultivaron durante 15 minutos en presencia de una concentracién 100 uM de 2- y 2°-3’-O-(4-
benzoilbenzoil)adenosina 5’-trifosfato (BzATP: C,,H,,N5O;5P;)). BZATP es un agonista conocido de P2X7R (North
y Surprenant, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 40 (2000), 563-580). El movimiento de calcio al interior de las células
se visualiz6 con un microscopio de fluorescencia con un filtro de fluoresceina (longitud de onda 492/517 nm). El éster
AM de verde Oregon es un colorante fluorescente que se une al calcio intracelular. Por consiguiente, se observé un
aumento en la fluorescencia verde en células tratadas con BzATP (Figura 18) que sefializaba una activacién de P2X7R
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que tiene como resultado una entrada de calcio en las células y un aumento de la unién del colorante verde Oregon al
calcio intracelular.

Como alternativa, el éster AM de verde Oregon puede reemplazarse por Fluo-3, fluo-4, fluo-5F, fluo-5N, fluo-
4FF, Fluo-4 dextrano, Fluo-3 AM, Fluo-4 AM, Fluo-5F AM, Fluo-5N AM y Fluo-4FF AM (Molecular Probes). La
entrada de calcio en las células HT-22 también puede medirse en microplacas de 96 pocillos y 384 pocillos usando
el Kit de Ensayo Calcium Plus (Molecular Device) o el Kit de Ensayo de Calcio FLIPR ® para Sistemas de Lectura
Fluorométrica en Placas de Imagenes (Molecular Device). Las células HT-22 pueden reemplazarse por cualquier
célula que exprese P2X7R, incluyendo células que se han modificado genéticamente por la introduccién de un gen
P2X7 exdgeno.

La especificidad del agonista de P2X7R sobre la entrada de calcio se confirmé por pretratamiento de las células
HT-22 con ATP Oxidado (0ATP; Sigma) 100 mM durante 1 hora antes de la adicién de BZATP. oATP es un inhibidor
irreversible del receptor (Chen et al., J. Biol. Chem., 268 (1993), 8199-8203). La activacién de P2X7R por el agonista
se inhibi6 por oATP (Figura 18) como se ilustra por la ausencia de fluorescencia verde en las células.

Otro método para medir la actividad de P2X7R implica la entrada de bromuro de etidio en células que expresan
P2X7R. La activacién de P2X7R por un agonista permite la entrada de bromuro de etidio, que se une al ADN nuclear
y emite una sefial de fluorescencia. Como alternativa, el colorante de propidio YOPRO-1 puede sustituir al bromuro
de etidio. Un aumento de fluorescencia puede usarse como medida de activacién del receptor de P2X7. Por lo tanto,
el ensayo puede usarse para ensayar y cuantificar el efecto de un agente o compuesto con propiedades agonistas sobre
P2X7R. En el presente ejemplo, se sembraron 10° células HT-22 por pocillo en placas de microtitulacién de fondo
plano de 96 pocillos y se incubaron a 37°C/5% de CO, en medio DMEM que contenia 10% de FCS hasta que las
células se unieron a la superficie de cultivo. Una vez unidas, las células se incubaron durante 60 minutos en medio
DMEM que contenfa 10% de FCS, bromuro de etidio 10™* M y concentraciones crecientes de BZATP (1 uM, 10 uM,
100 M, 500 uM, 1 mM). Después puede contarse el niimero de células fluorescentes que han integrado el bromuro
de etidio al ADN usando un microscopio fluorescente (Zeiss, Alemania). Las concentraciones por encima de BzATP
100 uM aumentaron el nimero de activacion de sefializacion de nicleos fluorescentes de P2X7R (Figura 19a). Como
alternativa, la fluorescencia de bromuro de etidio puede medirse usando un lector de placas fluorescentes Perkin-Elmer
(excitacién 520 nm, emisidon 595 nm, amplitud de ranura: Ex 15 nm, Em 20 nm). A partir de las lecturas obtenidas,
puede calcularse una cifra de pCI50 para cada agente o compuesto candidato. Por consiguiente, un agonista de P2X7R
se define como un agente o un compuesto con una CE50 igual o inferior a 300 micromolar, mientras que la expresion
CES50 se define como la concentracién que induce 50% de la respuesta mdxima a un agonista (North y Surprenant,
Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 40 (2000), 563-580). La especificidad de un agonista para P2X7R puede evaluarse
por preincubacién de las células durante 60 minutos con o-ATP 100 uM antes de afiadir el agonista y el colorante
de bromuro de etidio. En estas condiciones, la activacién de P2X7R por el agonista se inhibe por oATP, dando como
resultado una reduccién en el nimero de células fluorescentes (Figura 19b).

Otro método para identificar agonistas de P2X7R se ideé generando una linea de células de ratén inmortalizada
que sobreexpresa el gen P2X7R humano bajo el control de la regién promotora/potenciadora temprana del citome-
galovirus humano (CMV). El ADNc de P2X7R humano se insertd en el vector pcDNA3.1 (Invitrogen) y se utilizé
para transfectar la linea celular de hipocampo de ratén HT-22 usando Lipofectamine (Invitrogen) de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. Un dia después de la transfeccion, se afiadié medio de cultivo que contenia 500 pg/ml
de G418 a las células. Los clones resistentes se aislaron por separado y se cultivaron 14 dias después de aplicar el
medio de seleccién.

La actividad agonista de un compuesto se evalué midiendo la entrada de calcio en las células que sobreexpresan el
P2X7R humano. Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos y se incubaron a 37°C con 5% de CO, en DMEM
con 10% de suero bovino fetal (Gibco) hasta que alcanzaron la confluencia. Después, las células se cargaron durante
una hora con una concentraciéon 10 uM de Fluo-4 AM (Molecular Probes). Fluo-4 AM es un colorante fluorescente
que se une al calcio intracelular. Después de la carga, las células se lavaron una vez con tampé6n que contenia CaCl,
0,5 mM y Hepes 20 mM y se trataron con BZATP uM o tenidap 50 uM. La actividad agonista se detecté midiendo
un aumento en la entrada de calcio que produce un aumento en la unién a Fluo-4 AM y un aumento de fluorescencia.
Los cambios en la sefial de fluorescencia se miden usando un lector de placas Fluostar Optima (BMG biotech). Tanto
BzATP como tenidap produjeron un aumento rapido en la intensidad de fluorescencia que se redujo lentamente a lo
largo del tiempo (Figura 19¢). De esta manera, los dos compuestos estimularon la actividad de P2X7R, lo cual tiene
como resultado una entrada de iones en las células.

Ejemplo 9
La activacion de P2X7R con agonistas tiene efectos antidepresivos

Para demostrar que la activacién de P2X7R tiene efectos terapéuticos sobre trastornos afectivos, se administrd
el agonista de P2X7R BzATP (2’-3’-O-(4-benzoilbenzoil)adenosina 5’ -trifosfato (C,,H,4N50O,5P;)) a una cepa de ra-
ton DBA/20Ia seleccionada que presenta caracteristicas de una elevada ansiedad, de responder a antidepresivos y de
mostrar ansiolisis después de un tratamiento subcrénico con antidepresivos (Lucki et al., Psychopharmacology 155
(2001), 315-322). BZATP es un compuesto con una fuerte especificidad por P2X7R (North y Surprenant. Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 40 (2000), 563-580). En el presente ejemplo, el agonista de P2X7R se inyect6 directamente en el
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hipocampo de ratones. Sin embargo, también pudo suministrarse un agente o compuesto agonista de P2X7R por via
oral, subcutanea, intravenosa, intraarterial, intranodal, intramedular, intratecal, intraventricular, intranasal, intrabron-
quial, transdérmica, intrarrectal, intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar, vaginal, rectal o intraocular.

En ratones macho de cuatro meses de edad se implantaron bilateralmente cdnulas guia (calibre 23, longitud 8 mm)
por medio de un instrumento estereotactico (David Kopf Instruments). Las coordenadas, en relacién al bregma, fueron
-2,0 mm posterior, +£1,0 mm lateral y -1,0 mm ventral. Después de la cirugia, se dej6 que los ratones se recuperaran
durante 10 a 12 dias. Después de este periodo de recuperacion, en los ratones se inyecté 1 ul de solucién de vehiculo
(DMSO al 0,5%, Sigma) o BzATP 50 uM (Sigma, preparado en DMSO al 0,5%) en cada lado del cerebro durante un
periodo de 60 segundos. Las inyecciones se realizaron usando una aguja de calibre 30 de 9 mm insertada en la canula
guia y conectada a través de un tubo a una jeringa Hamilton de 10 ul.

El comportamiento de los ratones individuales se evalué usando el ensayo de natacién forzada de Porsolt 24 horas
después de la inyeccién de solucién de vehiculo o BZATP. Se realizé una pre-exposicion de 5 minutos al ensayo 10-
15 minutos después de la inyeccién de vehiculo o BZATP. El ensayo de natacién forzada es un ensayo convencional
que mide reducciones primarias inducidas por estrés en acciones de evasion o escape, denominado desesperanza con-
ductual. El ensayo se usa para determinar la eficacia de antidepresivos, ensayar nuevos compuestos farmacéuticos y
validar modelos animales de depresion (Porsolt et al., Arch. Int. Pharmacodym. 229 (1977), 327-336; Porsolt. Rev.
Neurosci. 11 (2000), 53-58; Rénéric et al., Behav. Brain Res. 136 (2002), 521-532; Page et al., Psychopharmacology
165 (2003), 194-201; Kelliher et al., Psychoneuroendocrinology 28 (2003), 332-347). El ensayo consiste en poner un
ratén durante un periodo de 5 minutos en un cilindro de vidrio que contiene agua. En estas circunstancias, el ratén
no puede tocar el fondo del cilindro y de esta forma se ve forzado a nadar. El tiempo, la latencia y la frecuencia
de forcejeos frente a la flotacion se evaltian como pardmetros del comportamiento. La flotacién (es decir, los movi-
mientos realizados Gnicamente para mantener el equilibrio y la respiracién) es un comportamiento pasivo asociado
con la desesperanza y representa un sintoma de tipo depresivo ya que el animal no hace ningtin esfuerzo por afrontar
activamente la situacion que le produce estrés. Un aumento del forcejeo (es decir, intentos activos de escapar) indica
un comportamiento de afrontamiento activo que podria interpretarse como una mejora de los sintomas de tipo depre-
sivo. Por ejemplo, el tratamiento con antidepresivos serotonérgicos reduce el tiempo total empleado en la flotacién
(Borsini, Neurosci. Biobehav. Rev. 19 (1995), 377-395; Redrobe y Bourin, Psychopharmacology 138 (1998), 198-
206, y, en paralelo, aumenta el tiempo de comportamiento activo (es decir, la natacién o el forcejeo; Lucki et al.,
Psychopharmacology 155 (2001), 315-322).

Se descubrié que el agonista de P2X7R BzATP aumentaba los intentos activos de escape (es decir, un aumento
del tiempo y frecuencia de forcejeo, y una reduccién en la latencia de forcejeo) mientras que se midié una reduccién
en el comportamiento pasivo (es decir, reduccion en el tiempo y frecuencia de flotacidn, y aumento en la latencia de
flotacion) en comparacion con los ratones de control a los que se les inyect6 solucién de vehiculo (Figura 20). Los re-
sultados observados se verificaron estadisticamente usando ensayos U de Mann-Whitney y MANOVA de una via. Las
diferencias en el tiempo de forcejeo, latencia de flotacion y frecuencia de flotacién se consideraron estadisticamente
significativas. Aunque la latencia y la frecuencia de forcejeo y los resultados del tiempo de flotacién no se soportaron
estadisticamente, representaban una tendencia a una mejora en el comportamiento de afrontamiento del estrés. Estos
resultados demuestran que un agonista de P2X7R puede producir mejoras en sintomas de tipo depresivo.

Como las conclusiones extraidas del ensayo de natacién forzada pueden verse influenciadas por efectos no espe-
cificos de un agente o compuesto sobre la actividad animal (es decir, un aumento en el comportamiento de forcejeo
puede ser el resultado de hiperactividad en lugar de un aumento del comportamiento de afrontamiento activo), el efecto
potencial de BZATP sobre la actividad locomotora se evalué por el ensayo de campo abierto (Crawley “What’s wrong
with my mouse: Behavioral phenotyping of transgenic and knockout mice”, Wiley-Liss (2000)). Se evalu6 la actividad
locomotora en ratones tratados con solucién de vehiculo de control o BZATP 50 uM 24 horas después de la inyeccion,
poniendo el animal individual en una caja de madera de color gris oscuro (30x30x40 cm). Se controld la actividad
locomotora durante un periodo de 30 minutos usando una videocdmara. La distancia total que recorrieron los anima-
les durante el periodo de ensayo después se analizé por medio de un software informatico VideoMot2 (TSE GmbH,
Bad Homburg). No se midi6é ninguna diferencia en la actividad locomotora entre los ratones tratados con solucién
de vehiculo de control y BZATP (Figura 21). Por lo tanto, la aplicacién de BZATP no inducia hiperactividad. Estos
resultados confirma que la activacién de P2X7R por un agente o compuesto agonista produce mejoras en sintomas de
tipo depresivo y no es el resultado de un efecto inespecifico sobre la actividad animal per se.

Varios informes sugieren que la activaciéon de P2X7R puede inducir apoptosis y muerte celular in vitro (Di Vir-
gilio et al., Cell Death Differ. 5 (1998), 191-199, Virginio et al., J. Psysiol. 519 (1999), 335-346). Para ensayar si la
activacion de P2X7R en el hipocampo producia muerte celular, se cuantificaron los niveles de apoptosis en el cerebro
de los ratones tratados con BzATP. Los ratones se sacrificaron al final de los experimentos de comportamiento, los
cerebros se retiraron, se congelaron inmediatamente y se seccionaron en cortes de 16 um. Las secciones cerebrales
después se estudiaron con respecto a la apoptosis usando un sistema TUNEL fluorométrico DeadEnd de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante (Promega Corporation). El sistema TUNEL mide el ADN fragmentado de células
apoptéticas. El control positivo del ensayo se realiza por pre-tratamiento de secciones cerebrales durante 10 minutos
con 1 unidad/ml de DNAsa L.

Se observaron muy pocas células apoptdticas (es decir, menos de una células por seccion cerebral) en cerebros de
ratones tratados con vehiculo de control o con el agonista de P2X7R (Figura 22) en comparacién con las secciones
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de control positivo pretratadas con DNAsa. Ademads, no se observé ninguna diferencia significativa en el nimero de
células apoptdticas entre los animales de control y los ratones tratados con BZATP, lo que indica que la activacién de
P2X7R no daba como resultado muerte celular cerebral in vivo.

Ejemplo 10
Los antagonistas de P2X7R no tienen efectos antidepresivos

Se administraron antagonistas de P2X7R KN-62 (1-(N,O-bis[5-isoquinolinasulfonil]-N-metil-L-tirosil)-4-fenilpi-
perazina) y ATP oxidado (0ATP) a ratones DBA/201a (Harlan Winkelmann, Alemania) que presentan las caracteristi-
cas de comportamiento de una alta ansiedad. Se ha demostrado que KN-62 es un antagonista no competitivo de P2X7R
(Chessel et al., Brit. J. Pharmacol., 124 (1998), 1314-1320) mientras que oATP actia como un inhibidor irreversible
de P2X7R (Chen et al., J. Biol. Chem., 268 (1993), 8199-8203).

En el presente ejemplo, los antagonistas de P2X7R se inyectaron directamente en la region del giro dentado del
hipocampo. En resumen, a ratones macho de tres meses de edad se les implant6 bilateralmente una canula guia (ca-
libre 23, longitud 8 mm) por medio de un instrumento estereotdctico (David Kopf instruments). Las coordenadas, en
relacién al bregma, fueron 1,5 mm posterior, +1,0 mm lateral y -0,8 mm ventral. Se dej6 que los ratones se recuperaran
durante 10 a 13 dias después de la cirugia. Después de este periodo de recuperacion, a los ratones se les inyect6 1 ul
de solucién de vehiculo (0,01% de DMSO, Sigma) o KN-62 100 nM (Sigma, preparado en DMSO al 0,01%) u oATP
10 uM (Sigma, preparado en PBS) en cada lado del cerebro durante un periodo de 60 segundos. Todas las inyecciones
se realizaron usando una aguja de calibre 31 de 9 mm insertada en la cdnula gufa y conectada a través de un tubo a
una jeringa Hamilton de 10 pl.

El comportamiento de los ratones individuales se evalué usando un ensayo de natacién forzada de Porsolt 24 des-
pués de la inyeccién de solucién de vehiculo, KN-62 u oATP. Se realizé una pre-exposicién de 5 minutos al ensayo 15-
17 minutos después de la administracién de vehiculo, KN-62 u oATP. En el ejemplo 9 se proporciona una descripcion
del ensayo de natacién forzada de Porsolt. En el presente ejemplo, no se midi6é ningtin cambio en los intentos acti-
vos de escape (es decir, tiempo, frecuencia o latencia de forcejeo) ni en el comportamiento pasivo (es decir, tiempo,
frecuencia o latencia de flotacion) entre los ratones tratados con vehiculo, KN-62 u oATP (Figura 23). Los resultados
observados se verificaron estadisticamente usando un ensayo MANOVA de una via. Las diferencias observadas en
los diferentes pardmetros entre los ratones tratados con vehiculo, KN-62 u oATP no se confirmaron estadisticamente.
Estos resultados demuestran que los antagonistas de P2X7R no mejoran los sintomas de tipo depresivo y no tienen
accion antidepresiva.

Como las conclusiones extraidas del ensayo de natacion forzada pueden verse influenciadas por efectos no espe-
cificos de un agente o compuesto sobre la actividad animal (es decir, el aumento en el comportamiento de forcejeo
puede ser el resultado de una hiperactividad en lugar de un mayor comportamiento de afrontamiento activo), se evalué
el efecto potencial del antagonista de P2X7R oATP sobre la actividad locomotora realizando el ensayo de campo abier-
to. Se evalud la actividad locomotora en ratones tratados con solucién de vehiculo de control, oATP 10 uM u oATP
50 uM 15 minutos después de la inyeccién poniendo el animal individual en una caja de madera de color gris oscuro
(30x30x40 cm). La actividad locomotora se controlé durante un periodo de 30 minutos usando una videocdmara. La
distancia total que recorrieron los animales durante el periodo de ensayo después se analizé por medio de un softwa-
re informéatico VideoMot2 (TSE GmbH, Bad Homburg). No se midié ninguna diferencia en la actividad locomotora
entre los ratones tratados con solucién de vehiculo de control y oATP (Figura 24). Por lo tanto, la aplicacion de un
antagonista de P2X7R no inducia hipo- o hiperactividad en los animales.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un agonista del canal i6nico de apertura por ATP P2X7R para la preparacién de una composicion
farmacéutica para tratar un trastorno afectivo.

2. El uso de la reivindicacién 1, donde dicho agonista se selecciona del grupo que consiste en ATP, ATP-4 y
BzQATP (2’-3’-0O-(4-benzoilbenzoil)adenosina 5’ -trifosfato (C24H24N5015P3).

3. Uso de tenidap (C15H11CIN202S) 6 3-sustituidas-2-oxindol-1-carboxamidas para la preparacién de una com-
posicién farmacéutica para tratar un trastorno afectivo.

4. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicha composiciéon farmacéutica comprende
opcionalmente, ademads, un mediador del receptor S-adrenérgico.

5. El uso de la reivindicacién 4, donde dicho modulador del receptor S-adrenérgico es un antagonista del receptor
B-adrenérgico, seleccionado del grupo que consiste en DL-propanolol, D-propanolol y labetolol.

6. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde dicho trastorno afectivo se selecciona del grupo
que consiste en depresion principal, trastorno de ansiedad generalizada y trastorno bipolar.

7. El uso de la reivindicacién 6, donde dicha depresion principal se selecciona del grupo que consiste en depresion
principal, distimia, depresion atipica, trastorno disférico premenstrual y trastorno afectivo de la época.

8. El uso de la reivindicacién 6, donde dicho trastorno de ansiedad generalizada se selecciona del grupo que consiste
en trastorno de panico, fobias, agarofobia, fobia social, fobia especifica, trastorno obsesivo-compulsivo, trastorno de
estrés post-traumatico, trastorno de ansiedad de separacién, mania, hipomania y trastorno ciclotimico.

9. El uso de la reivindicacién 6, donde dicho trastorno bipolar es un trastorno bipolar de tipo I o trastorno bipolar
de tipo II.
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<400> 1

tgtggtecea
getgcagtga
tctctazaat
gasgtacasa
asatactggt
taacataagg
attgagasca
gaaggagtygg
aacaggecgg
cagatcgett
tactaaaaac
getgaggcac
ccactgcact
aagasagaaa
agaaagaaag
atgtetttga
atasatggag
gttitcaagg
ataatattec
tttgacttge
gaatgaatag
atcggaagee
gaatctecte
atggcatact
aagaaaaagc
cacteccagy
gggcagggec
agaaggtgag
tgaaaaactg
cagetgtaaa
tgcatctetg
gctgtttgaa
catcttgaca
ttetetggac

ggtcctctet

gctactcagg
gctatgattg
aaattaatta
tgagaaacca
ccaagatgca
aataasatat
gaatccatgg
agaggggaga
gtgtagtgygc
gtgaccagga
acaaaaatca
aagaatcgct
acagectggg
gaaaagacas
aaagaaagaa
gtggtagcaa
tcgtaaaaga
ctcatceatyg
cttgtatgga
ctgcetgtte
cataazcaga
aggccattag
cttttacaga
casgtggggt
sataggagat
actaaaggag
agggagtcac
gggaaccety
aasatctace
gataacaggg
agtgactget
attacatgac
cagagaagca
acatttgaca

gcaatccaga
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aggetgtggt
cgecactges
aattaatttt
ggagaacatyg
gaaagtagee
atccacccag
agtggaggag
gecatgaggga
tcacgectgt
gttcgagace
gctgagegtg
tgaacccagg
caacagygggyg
agasagaaag
aganagaaag
gagcaacact
tgtatecttt
ttggagcatg
ctttegtget
actgccatat
getgtccaag
tccecctagag
tgaagatgac
aactaatgat
agtgagette
ggagtggtge
gtecatcecte
atgcagtttg
cggccactta
aacaataatt
gaaacattgt
taagactgaa
gectcaattt
tgtatcttag

ctgaagttga

agggggatca
ctccageety
ttasassgaa
ggacccagga
agtgatgttg
tetggeaact
gtagcagtga
ccagtgcaag
aatcccaaca
aacctagcca
cgcatggcty
aggcaggggt
agactccatce
aaagaaagas
agaaagaagg
gaagtgattt
tgtgtctoge
ggtcagtgtt
tttgtgtatc
ctactattce
gtcacagagce
cctatgtict
tgtatcactc
ggaaccattc
ctggagetgg
ccagaagccce
actgetetee
tatgtgtgag
gecaggetgga
ctctgtaget
cctttaaast
atattccant
acaactcagg
ctatgttget

ctgectttgta

ctggagccca
gacgacagag
agataagsta
aagtcatgge
aatgcatcca
gagaagrctt
tgeantageg
agtgcageag
ctttgotagy
acatggtgaa
taattgcaga
tgcagtgace
tcaaanaaac
agasagaaag
aaagasagac
gectattetg
ctottteact
tcattccttt
catccatcag
tggtgeteet
tggtaagatg
aagcatcagg
agattccegg
acasaggtgt
taagagtogg
tgcctatatg
agtctcctga
aaagtacaat
ataacagaaa
gtaaagtgat
cagagacctt
tttgecotgga
agcagagcett
tectaggaaa

casacctgtt

gaagtttgaa
caagacccag
aagagtcata
aaccaaggga
agagatcasg
tggtaaccte
gacaaggget
aaagacasca
ctaaggeggy
acceccatete
tactcatgag
caaagtcttg
aaaanAARMS
aasgaanagaa
aagaasatag
gacatttect
taagcgtagt
ttatggctga
ctgatggaca
gygaatgagt
tgaagccagy
ctttacctgt
caggaaagca
goacagagtt
gagcecttac
caactgagsa
actggaagee
tagtttagac
tggatcaage
aatacaacce
cagasactte
agatttaagt
cagataaaga
cagggeeetyg

ttgctttgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
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tccatcaaaa
actasattgc
ctcactgaat
ttggctgatt
acteagagog
ccctaccect
gtggaagaag
asgggttgta
cagtcctttt
tttctcceaa
tgaasatgce
gtgaggtcat
tgtggggeca
agactcctge
gcectgteag
tgceggeetg
tccagageat
tttggtaagt
cccageggec
gctctcacag
aggctgeage
cgccagggcyg
tggatcccca
agtecaccatg
caccaacgte
gatataatte
attattccca
aasaggaatc
atcaatttec
cacataatat
catgtgttga
caggctggte
aggattacag
agtactccat
gggttgttec
tttatgtgga
gtcatatgtt

geagtetttt

catgacttca
tgtttteett
aggtcaacas
ggtctaggte
tcaagcatgs
gcaaatetga
agggggagat
gasatgaatg
ctgaggcata
gagacatgag
catcctetga
ctgccageea
ctgccaggge
tasasaccag
gaagagtaga
ctgcagetge
gaattatggce
gggatceggg
agctteaggt
ccagetggge
agagagaagce
cgcagggeag
SOgaggagec
cttgggagga
aggaaggeec
atacaccata
gagttgtgca
ccacactect
tttetgecte
gtggtecttt
tacttcattc
tcaaactcect
gcgtgageca
tgcatggata
tcttttttgg
tatatattct
aactatgttt

acattcctat
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tettagacttt
tgtttggtga
acctaacttt
atagatcgac
aagatctgge
ttteccccac
cttcatttac
aatcaatctc
atggaagcte
accaaaaaag
acaccatctt
ggcccgtagy
cegecccarc
tacgtttcat
getetggtee
agtgatgttt
accattaagt
gaggacccay
gcacattetg
gocageuagy
cacaggacaa
ggcgtgectg
gaggatctea
ataggaccag
tgettettgg
caattgacce
accatcccca
tcaccatcat
tatggatttg
gtggcactta
aattttrttt
ggactcaagt
ttgcaccegg
gaccactttt
ctatcatgaa
cectttctete
cacctttggy
cagcagagta

atctcaacte
tgtgegtage
gttggactge
ctgecggggt
agaaaaataa
caactgcaga
ccagagetee
tgagtggggc
ccagtettgt
tgasaggaaa
tgtgtaggca
acttggeget
tctgcagtca
tttgcagtta
ageteegege
tccagtatga
ggttcttcca
atctctgcag
aatctcacat
aagcagcage
gcgggattee
gggeaggtag
gggcacgect
gettganaat
teettgttte
atttasaggg
aaatcaattt
ttccaacact
ccgattetgg
gegtgettte
tttaaagaga
gatctgectg
ctgatacttc
ttctatccat
taatgccaca
gaatatgtac
gggaatgtgg
tgagggatce

cactttecte
tectectggtyg
cactgtgtce
geagaggagy
agceocteca
ccagagtatt
tatacatcag
ttcaggcagt
gacatttgea
ggggygaaaa
tetgggggag
tcttgtttat
ttggaggage
ctgggaggog
agggagggag
gacgaacasa
cgtgatcate
tggccgacag
ggtettcgaa
aggcaagagg
tttetgetet
gaaagcgeag
ggtgatcatyg
gtgttataac
ttctaaaaga
taccatttaa
tagaatattt
gttecteete
acatttcata
aatgctcate
cggggtctea
ceteggecte
attccttite
tcatccattg
tgaacatttg
ctazagagtaa
agctgaattt

aatttctcca

ggaatcctat
ggtggtgtec
ctggtgatet
gtggagagta
ceeccaccae
ataagggocg
gygctgaata
ggaasgatct
aggetgeece
gogagaattc
gecagetggg
cacagccaca
ttgaagttaa
gcttgetgty
getgtcaceca
gtcactegga
ttteectacy
cacagaaage
tctgagacge
asacggtgcec
acttecaggee
ggcaacacce
ctggcatctyg
tttaggtcet
aacttactga
tgattttcag
taatcgacte
cttocccacee
tasatggaat
catgttgtag
ctatttegte
ccaaagtgte
acggetgagt
atggacattg
tgtacaaggt
aaattgctag
cacagcaget

catcctcacce

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
31s0
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4180
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aacgettget
gatgaagtct
acctccacct
caggtgtgcg
atgtaggeca
aaagtgetgg
atagccatge
atggtgagtyg
tatagagtgy
gtcttetggg
tgtggeaatt
ataagagcte
ggctcacace
agtttgagac
agtgggoagt
tcgettgaac
tgggtgacag
tataatagta
gaccctcaaa
atccttcace
gaatattaaa
cctgattaay
ttcatatgtt
gtggeecatg
caagagttty
asattagceyg
gagaatcact
ccagcctgag
tatatatata
atctcttata
cttatatatt
tcacaggacc
attgtatgte
atacaatctt
tgcagtgtca
gccteatect
tatttettet

gactcaagtg

atcgtctgte
tgctetgtty
ccccggttea
toaccactcee
ggctggtete
gattacaggc
tagtgggtgt
cctcttattc
cagtgtagtt
ccaagtcatt
aaccaaaaaa
cataactagt
tgtaatccca
cagcetggec
gotggtgcac
ccggagyceg

>
agc C
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tetetgggtt
cccaggetgy
agcgattete
tcactaattt
asactcctga
atgageegee
gaagtggtag
tctgtgetga
tactaagagt
ascttetetyg
aasaggcatg
atctatetttt
acactteggg
aatatggtga
acctgtaate
aggttgeoagt

catct

tatatgtata
gtaaccacgt
tctrigagee
tgaactaata
tgttagttct
tactgttcaa
cctgtaattce
agaccagcct
ggcatggtag
tgaacccagg
ccacagagca
tatatatata
tatrtttata
tatatatatg
aatggtaaag
acaatttcat
tttatttett
ttatcacagce
cccaagtage
tgtggagatyg

atccteetge

tasaatacat
ccaagttcag
ttggttecat
astgcaaage
tattattaat
caaatattga
cagcactttg
goccaacgtyg
tgggtgeetg
aggtggaggt
agactctgte
tatatatata
tatttatatt
tgctgaaate
agcataatta
gtagcaggtg
ttttagagac
tcgccacage
tgggaccata
ggggtctcce

tetggectee

ttgttgttgt
agtgcagtgyg
ctgectcage
ttgtattttt
cctoaagtga
acgeccgget
ttcattgtygy
ttgataatga
tagggtaact
agceteagtt
aacagcectt
aaaaataatc
aggccgagge
aacccecatct
ccagctacta
gagccgagat
taataataat
gtatgtattet
gatttgaaat
catctgtasa
tgtttgagaa
aatgctatta
atgatasaca
ggaggccaag
gtggaaactc
taatcecage
tgcagtgage
tcaaaaaass
tagtattttt
ttttatatat
taaaatasga
gtaaatgece
atggggette
agggtctcat
ctcaacttct
ggcacacgec
tatgttgetc

caaagtgctg

cattttgttt ttgtetttga
cgcaatettg gectcactgea
ctcatgagts gctgggatta
agtagagatg aggtttcgee
teccgeccace ttggecteee
gattgtctgt cttttttatt
ttgtgatttyg aatttcecetg
tgatgaaggc aatttgtate
tatttcatag tactggctat
tctgcatctg ttcatagggt
atcatgatga ctgacatagg
tttttaagte tgggagtggt
gggtggatca cgasgtcagg
ctactaaass tacaaaaatt
gggaggctgs ggcaggagaa
caagccactg cactccaged
agtaataatt tttttgatta
ttatctatat cctetgetet
ctggaaacgt ggattcasaa
atggggagaa ttgtigatag
atatatggca tatagtaatc
ttaggattat tattattega
tatatgetgg gtecggeatyg
gcgggcaggt cacttgaggt
cgtctgtget aaaaatacaa
tactcgggag gctgagacag
caagattgca ccactgeact
S8AARAAMAR AAAMAAANRA
agtagagatg gggttttgee
ttatatatat ttatatgtat
catatcactt aasccagcta
ccttetgeat taatacgtag
ctgacattct tgggeccage
tgrgttgece taggetggagy
caggctcaag tgatcetece
atgatgtctg actaattttt
aggctagtct caaactcectyg

ggattatagg catgagccac

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
49890
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
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tttgtetgge
gagtctcact
ataccteccca
tgtacaccac
gttgtccagg
agtgctggga
ataataataa
trctttcaca
atgttccatg
cgggtteget
tetgttccca
atttttcage
ctgtaaaaac
ggaagtggga
atgagccatg
ctctacaget
tttecctetty
cagtacacag
ccatgactta
tttrgeaten
gttcaggata
actaagagee
actggttatg
tcagatctgg
gtagatagga
aacccaactt
cagttgaaga
tcaggacgga
gaacaactct
caaacaagte
gatgtgagtt
cattggecag
agccgtgtga
tgaccagacc
tacaaggtct
cttgtctcag
cttacctegg

cttggececat

ctacaattce
ctgtcaccta
ggeccaagea
cacgcccage
ctggtcttga
ttacaggtgt
aatttctaas
tggtgasatc
gggacatgga
ggagtaggtg
cgtgetttte
cacatgacce
agcaacttgt
ggtgtttget
atttteatct
tgtattttaa
gttaatggac
tttgggaaat
gccatetgtyg
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teetetttct
gogctgtagtg
atccteccac
taatttettg
actcctgage
gggtcaceat
aacagattac
ataacttaca
gagagagaga
tgagatggga
agegageate
ctaaaataag
tctagatctg
atgotttgtg
taagtgccan
aatataaaat
tatctattaa
gotgecttaa

anatgggtag

agtuggacty gtgtggacca

cagcagcaag
aggataagga
gcggasatta
attcasaggc
tgctaagcag
acgttaacca
gatggtgctg
tcegtetece
gtatgtacaa
tttectgata
acsgatccat
cctgggtcat
gecctacgtyg
aaatggazaa
ttccaaange
cecctgeaget
cececttectg

ggaggttgee

tgacaggtte
gacagggect
accaagagge
agggatgeag
gtctgtgtca
cagagcctea
tccteggacg
tacatcetgg
gatatcctca
goctetgetaa
ccctgaacca
gtgctggetc
aaccacatce
ggaagtggyg
cagasattag
gegetgtgga
agtcccacca

agctcacctt

ttcetttottt
cagtggtgty
cteaacctee
tatttttggt
tcaagcaatc
geceagectt
tatgagaaca
tgtatttaac
acaatataaa
tactggeate
ttgetgetet
tcaactectt
gaggcaaaat
gacaatttaa
ctttagaaga
ggaagaaaas
cgtctcacta
gttgctetgt
acccatgggg
caggtyguay
tggccagetg
cggttattga
tgttcagett
ctacaagagg
gccaggatcg
saggggastt
tggatgaaga
ctccatttge
cattctette
gasagtccca
atcactgtgyg
ccgtagcagy
agtggatttt
agggtaggca
ggatttctaa
gactccatca
ggagecctge

ggtactttac

ttieeeetet
atctcagete
cgagtagctg
agagacagey
caccegeets
caatttetee
ccttgtaatg
tccctenaat
taatgcaatg
tggtgttcece
acttattaat
caccttoace
tggttcecage
gtgtttaasa
taaccttcat
actatcecca
aatggccaas
gaagccttaa

cataggeatt

‘tecagacagg

tcecctactgg
asatgggata
cttetactet
agtttgtgtt
tttgggcagt
tattggatca
taagagttca
ttctatttog
ttttaacaac
ggaaagactc
ccagggccas
aagtagggag
ccttaggaag
gacaaaaatc
gtgtacctct
geaattgetg
tcctcatety

tactatttgy

ttettgaget
actgcaacct
ggaccacagg
tttcaccata
ggcctcccaa
agattattgt
ataaatattt
tcagttatac
attcagcaac
tcegteaate
ctaggtacat
tggagcsaas
agacccacty
gocaattety
ataasagttt
getttgettt
tggagtctea
gttegtgtaa
ggggaatgta
ctegageant
ggctgcaagg
casagecaggy
cacaaccaat
ggaggtetgt
aagtgacaga
tgtaactgge
aactgtgtca
cttecttett
ctcagaggag
tgattgatca
gytgteatce
aagacgaggg
gaagattctg
ggtgatctat
ctagtcctgg
acccectatt
ggacatgcett
tttctgtgac

6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7600

7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
6820
8880
8940
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caccaagetg
tatttttega
ggctcactge
agctgggact
ggggttttge
cteggectygt
tttagatttt
agttggttge
cttttccaat
tcagagetge
ctgtcattee
tggctgttaa
gtgagtctgy
ccagacgeca
atcttttttt
cagtggcacg
cteagectee
tttagtagag
cgatccatce
Yeetyrreetr
teettgacac
ggaagtgace
gtasatgcaa
gagaggaggg
agtgeatggg
tctagaagee
gaggaaccag
gaatgggetg
atgatagatt
ttaccaacct
ccaggcaaag
acagactgag
gcgrggtage
aggtcagaag
caaaaattag
caggagaatc
actccagect

gatatcagge

ttgcttaaac
gacaggttet
agcctcgace
attggtgeat
catgttggee
casagtgctg
attccaagtg
attctcottg
ggccacagsa
tgcttegeca
tgggcccagy
aatggagctc
gcectecteca
gQaggageaa
teeeetttet
atcttggete
ctagtaggga
atggggttct
gtettggett
gactgcette
ctgggtgaty
cegtaggagg
agacctggaa
agcagecgga
aagccactga
ttatgggcca
tgagaaggtt
gcggagetgy
tgccaggagy
gaagaagacc
gtggagacty
accetgtett
tcaacgectg
ttcaagacca
ccagacatgg
acttgaacct
gggcaacaga
aagcaattea
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caagcegect
cactectgget
tecegggtte
gcecactacac
gggetggtet
aaattacagg
gottgagaag
gaggatttec
gactaaggaa
ctgcccagte
ctggetgtey
ctggctggac
gctgagtaga
atccaaatcc
ttttgagaca
attgcaacce
ctacaggcat
gctatgttgg
cccaaaatge
agasazgtay
tgctagaget
agaagaatcc
acgaggaaca
getgagggea
aaagttttat
ctgtgcagag
cctggagtca
agagaggtogy
tgaaagatgg
aaggagaggce
ccgtgagetg
asaatatata
taatcccaac
gcectggtcaa
tggcacatge
gggaggcaga
gtgagaccce

aacacctgee

atggtggcac
accgagactg
aggtgatttt
ccggeteatt
tgaactcctg
cgtgagccac
ccatgggaag
ctettecctg
gattgagaga
agcctceact
ctgtggagat
acctgtttee

agtgagccea

cactttggeg aattctttet
gagtgcagtg gtatgatctt
cccacctcag cctceccage
tttgtatttt tagtagagac
acctcaggtg atctgeccee
cgcacccgge tggataattc
attgtaagca saggaatass
gagaccagtc ctcacagaag
ggcacaggaa acaattccac
gycgccaaca cgagcctatg
ggtgctgetg tgetagtttg
cagtgggtog ccacaaacct

fjcacagagge cggggaggcec

a; agca
gagtcteeet
ccacctectg

gcaccactac

tgg tet gaccctgacc
ctgtcaccca gactggagtg
ggttcatgeg attctcetyge

acccagataa tgtctgtatt

ctaggetggt

tgagattaca

ot tce tggoctcaag

ggtgtgagee actgegecca

wmycaggagy tetyccacat totcatecce

tgaggggeag
agccacgtga
gcaaggacag
gctcagggga
gcagagaagt
catagagtgt
ccagatgcga
acaaagctga
ctctagattc
ttgaggacta
tgatcacgcee
tgtaataaans
actgggaggc
catggcgaaa
ctgtaatcce
ggttgeagty
ataaatsaat

tactaccatc

gtcagaggta acccagtteg
cacacagtac gaagagaaca
catgtcccag aacctgggga
agagttgcta tttgatttte
aaaaccatct cactcatgtt
ggtgggacas gastgacggt
ggagatagag gcttgggcta
gatgtgtttt ggaggcagaa
ctgaggaacyg atgatgcectt
acacggaact gtgaaggagy
actgeaccect cgectgogto
aataatasat asagggccag
tgaagcaggt ggatcacctg
tcccatctat aatasaaata
agctacttgg gaggeegagy
agcctaante acaccactge
asataaatac ataaataaag

tatccgcate ctttttttca

9000
9060
9120
9180
9240
2300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
$780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
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tgtetascac
tetttcanat
tcaagpggta
agtgcagect
tgegaagagy
tggcagagas
cgecttgage
geatettatt
ttcattitay
taccatgtge
cataatectyg
cttaggganc
cagtttecet
gcaacacttt
aggaatggag
ccatggetta
ggggtgtety
ccacaggect
ttcactteca
ggetotgete
attecctgee
atgetteaan
gagcteatgt
aggtgggtet
ggattacaqgg
tgttttcaca
aaggacgtgt
casaategtt
ggctgagaca
asacectgte
ctcaggagac
agattatgee
sasanasaga
ggtyggcaga
agtcketete
ctgtaatece
gugtgcagty

atctcagana

camAacaceR
gaatggctgt
atgatggagy
cocacectgy
aaggagcagt
ggcgaggcty
tgcatcecac
agaanatatt
agagatcatt
cgggttctgt
gaagattggt
actetgtgtt
tgeagetagg
gatacacaag
ggaagtacty
gagggccoca
aggctgtatt
asatcaagge

aactcatttt
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asatagctgg
ggacttatga
ttteteteet
getggagect
rtgtotgget
agytggygct
aggeactgag
gasacatsac
ctgettgaas
tcttagcatg
tgtogoagty
atgegtteca
acacaacggyg
gaataacact
cectttgace
ctetgtecet
aatttetatt
gteageagge
tgttgttgge

ctcactgget gtecagectog

acatggtect
tetetgactt
gattgggtea
tgaacaccty
cgggaactge
tggtettete
gtaatagcac
aactttggee
ggtggatcac
tctactasaa
tgaggcaaza
actgeactte
tgactgggea
tcacctgggt
tactaaaaaa
agctacttgg
agctgagate

ascaaattaa

ctecatetee
ctetoeeggg
ggtcaactet
ggctcaagty
tgtgeccage
ctetttgtgt
tcagggeeca
aggtgcagtg
ttgaggtcag
atacasaagt
gaatctctag
cageetgyyg
cggtggetca
tcaggagttec
Aaaaaaaata
CAgQCCOagy
actetgetge

ceaggeatgy

asacatates
aaagetgect
gecacctgeag
ccecageceey
tttteacagg
ggggaagcce
asagcacgon
agaasacaty
tatascacct
tgacatgtat
ggtgatcaty
ccacacaatt
agacccaage
gaatgetygy
catacaatag
ctgcagacty
tgttacacay
tgagttecty
asaattcant
ggecactete
aagectgeta
accagaagaa
atcatatcat
atcoteoetge
casggccage
gtgtgtcasa
cctggatgac
gcteatgect
gagttoaaga
tagetgggea
aacckgggeg
gacagagtga
catctgtaat
attcaagace
caaanattac
caggagaate
actecageet

tgetgegtyge

tgtcaaaaga
ccgegtetga
gectecgggy
ctgcatoggt
cecacagety
gcaggggect
gagctgteae
aagggtttta
actgagtact
tggoctattt
acctgancag
catgtcacag
tttccaaaca
tgtgcacaga
gogatccect
tgagctgoee
cagtggasac
cctggagact
cecttgagge
agattctgan
tgacacaacy
gaatactcte
ggagtcteac
gttggeetoe
atcttcagac
tetecttety
acagggtcat
gtaarctcag
ccagectgge
cgeacctgta
gcagagacty
gacttcatct
cccageattt
agcctggeca
ccagatgtoy
acttasacct
ggacgacaga
ctgtagteee

taagcatgat
ttttcttgtt
atgetgeece
ageacagtgt
geeggtacag
gatcatggag
ceagecccca
tgttecatatt
gctgaggact
gattctecta
cctaaccatg
ctgaatgtce
tatgeeccag
atrcansttc
tecttggace
tatggaatga
taatacagtce
ctogodanan
tgcaggaceg
gteecteecac
cattgttete
ttettttnag
cgtettgeee
csaagtgety
ctetetgeee
cotetettat
ctogoeatet
cacttiggos
cagecatggty
gtoccageta
cagtgagcea
casazaaass
gggeggeeca
acatggtgaa
tggcaggtge
gygaggcags
gegasactee

agctactggg

11280
11340
11400
11460
11820
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12500
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
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aaggctgagy
gtgecactge
gccaggcgeg
cacctgaggt
asaatacasa
ggctgaggca
ggcattgeac
ttttacaact
tttcancgac
aacatttcat
ttccteetgy
tgtettttct
tagasaccct
gctetgtege
ccggattcan
caacacacct
geeggtetty
attacaggca
atgactcage
agaotgaacc
g9ggacagyg
ctgagagetg
satttgageca
agaaggagag
tggaataact
ggtcaggact
atggatggtt
agacggcaac
gaaagcaana
cagaagtcce
gtggactcet
tcaactgctg
acaacgacat
cagactagag
(4473444
caggetggag
tgattctect
cctaattttt

tgggaggatt
actccagect
gtggctcacg
caggagttcg
aattagctgg
ggagastcge
tceagectgg
ttetegaggt
ttttegtaaa
cagcccagta
tggttgetca
ggacaatctt
gcccaataga
ccaggetgga
gegattctee
ggctaatttt
asctectgac
tgagccactg
asgattaagt
tcactccaaa
tgagactgga
ttggcgacct
tattaggeag
gatgagtcaa
tgctgggata
asaggcattg
goatatacga
cagaaccctg
gogcctagaa
caaaagattc
gcaagctaag
ctgagagttc
tgttotttac
tgggtagagg
cteetttett
tgegatggty
gccteagect
tgtattttta
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gecttgatecet
gggcgacaga
tctgtaatce
agaccagect
gcatggtgge
ttgaactcag
tggcagagtg
ataacttaca
tttcccaagt
agagccctca
acccaggtaa
tettcttaaa
atactaatat
gtgcagtggt
tacctcagcect
tgtactttta
ttcaaatgag
cacccageee
cacttaccca
gtctatgeta
ggaagagagg
ggactgggga
tgaaacagta
agagtgcace
ggasatgeag
agtttgaggt
atctgecaget
gaagaaggtg
cacgccccaa
tgaggagtag
goaaggagac
caggaaggte
ttggcaagag
agtgagtgaa
tetteeettt
tgatctccac
tccaagtage

gtagagacqgg

gggaggttga
gtgagaccct
cagaactcty
gaccaacagg
aggcacctat
gaggcagegyg
agactcegte
tatcagasaa
tgtgcaacca
cacccattaa
ccatgaatct
ctcagcagag
cetettgttt
atgatctege
tcctgagtag
gtagagatgg
ccaccegect
taatatccte
aggtcatgta
rcactaaagt
geatttagga
ggtgatagag
ggatttoggca
atgcttctgg
gagaaacage
gtctatggan
gagatgtagg
caaccgacea
aggagtgcts
ccacggcegat
gagggaagty
aggtccatgg
aggcetttaga
tcaagatgey
tteeetgaga
tcaccacaac
tgggattaca
ggtttcacca

ggctgcagtg
atctgasaaa
ggegactgag
gtgasaccee
ataatcccag
ttgcagtgag
tcanasaaaa
tcacecggttt
tcatcacaat
cagteactce
attctctgee
tgagttetgt
tgcaagggag
ctcacttegs
ctgggattac
ggtctcacca
tggcetececa
ttattacaaa
gtcagtaage
attgcagtgt
gactattggg
gcagaggaga
actgaacggg
cttgggcaac
caatttygggg
tgtacasatg
tttctatate
gcaagagang
acctttaagg
<ccagtgasag
gggcatggte
tgtatceatt
gaagggatgg
gaagtggatyg
tgeagtetee
ctetgectee
ggcatgtgee
tgttggecag

agctgtgttt
ansrasstcg
gtgggtggat
gtctetacta
ctactcggga
ccgaggtcat
gasagtctet
tasatataca
cecagtttcag
ccactcecac
tctggagatt
tgtttagaac
ttagagtete
cctetacett
agacgtgcac
tgttggccaa
aagttctggg
agaagaaaca
aatagagctg
agagagtaga
atgtccagat
gaagtagaty
tgagtggaca
tgatgggtac
tggaagatga
gagatgetga
accagcatat
atgtagatga
cgtoggagey
tcaggcacaa
acagtcagtg
ggatttagtg
gogtyggage
tgatgactcg
crctgtegee
tgggttcaag
accacacceg

getggtctea

13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14540
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
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aactcctgac
agcecaccgta
gcatggagtyg
tgatgtttas
aaaattatca
tgctctggga
gtaactttcg
gecacgetget
gtgcteceag
cttatttgte
ctgtccecagg
tcaagtgatt
cctggttaat
ttgaactcct
cgtgagecac
ctgatagaag
aatgtgcaca
tgcagggatt
gcacagcecetg
ctgotgticy
aasggcatce
ccatataggg
agtcaagttg
cagcaatgas
asagctgagg
gaccttggac
taataatagt
gagagtaagyg
cacatggtaa
asggtteccag
agcttgaace
gcagttteee
ctgtcaccag
gttcaagcga
acgcecaget
ggtcttgaac
acatgagtga

taagatactc

ctcttgatce
cceggectygg
gtggtaggat
atgcagatgg
tcatcatctt
ctgccetget
ceeetggeta
actatgteeg
cecetggtgace
aagcctetet
ctggagggca
ctectgecte
ttetgtacet

gaceeccagt
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acctgectca
tgactcacte
ggattaaget
asatgggaca
cctcaccate
sgacatttct
gagttctgee
tectettett
cgaccetcta
(1444434344
tggcacaate
agcctcctga
ttagtagsga

gatcceectg

tgagccggg

catgaaatgg
cccagaagtt
cctggeaaca
agtgcatcte
acattgtact
agattgtasa
agaatcccaa
caaggaacaa
catttgaaaa
ctgtgaagect
aagcttetca
acettcctta
attgcaagag
ggactatatt
taanatatcca
atatggaact
ttgregtegt
gctgaagtge
ttetectgee
aatttttgta
tectggecte
gccaccgage

tteagccact

caagceecte
ttcaagtttt
gtcctatpga
tgaatgcogg
cctgagatca
ggaagttcta
ggatgaagta
agaattcaca
gatcaaccac
ggaaattcga
acatggectgt
cttcattcat
tagagttggt
ttaatatatg
agggttacca
tcecagagge
gcctatatte
tgeeegtityg
agtggcacga
tcagectece
tttttagtag
aattaatcetg
ccagccaaaa

gaasatgact

gceteecana
tttcaaggga
qUugagugoe
guagagaaag
accageagea
tccttatact
ttgtgtceet
casactcaca
ctgteccage
(2443444444
teagctcact
atgctgggat
cggggtteca
ccteagette
tgaagaggea
tgtgattigy
cttaatgtct
atggacagac

ggaacaggac

gtgetgggat
ctcagctata
ggcattttta
ggaagttgat
accacaagga
gagccacaat
cttctactet
gcceccatee
caagttcaca
tetttgggag
gcaacctety
tacaggcata
ccatgttgge
ccaaagtget
gtgtgcacac
gaaaatgaac
taggggtgag
agtgagcaca

aaggatgece

asactatctt
agaaaactgt
saaaattaat
saaagtattce
gtttogaget
gacaccgttt
tttttgtttt
ttagcaaaat
asaaatgttt
tggttgacaa
tatagctatg
tttgtetgtt
tcttggctea
aagtagctgg
agatggggtt
cctgeetcgg
tgggeegtee

gtgtatcata

10

ttaggcaaga
tagtcacagg
tagagcaaat
tgtgtgggtt
cattcactgt
ggtgctgeta
attcagctat
tgeeettgtt
ggacttagaa
ataattggga
actatcacaa
gcctacaaaa
tgtcttgaga
ctgcaaccte
gattacaggt
tccaccatge
cctcecagag
catatgttea

gatctateet

tacaggcgtg
sagaagagag
agatgagees
gggataaatg
aagctcgtte
ctatctcect
tcasatgget
tacgggceect
tgaccatcct
gagtcetrtact
cetectggtt
catcgccatg
caggctggte
gggattacag
tettgetitg
tcagctataa
adgaagcttg
gtgttgagga
gettecacey
Aasagcasta
tggcacaatc
aaactaattc
ttttetacac
agcatttaag
tttaccatgt
taagtygogy
tttggtgagy
gagtggttog
aaattgaaca
tgtacetttt
tgcaaaatgg
cagtctcagt
tgectececag
gtgcaccace
tggecaggeyg
ttctgggatt
atttaaacac

tatcacagat

15840
15900
13960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
169%0
17040
17100
17162
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
11760
17820
17880
17940
18000
18060
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ctatctttac
asaacagett
cataaagaga
tttttattta
ctctgtcace
caggttcasa
accgcaccta
ctggtctcas
ttacaggcgt
cttgatttett
aaattagtgt
ctastacaat
gagcatctct
tggacctgat
agettcteeg
aagatgtttg
gctcageect
ctttgetgaa
ggggeccate
tgtggattga
tccagagcaa
tgccacteca
tagtctgtte
gaggtttaat
cgaaaggcat
aacctcttat
gggaaactge
ttatgggage
geeetggett
tttttagaga
ggatcctect
cacaacttac
ctccaggtac
aasaaggtcat
cacctggagg
goatggtcat
cagtatccee

cgcagetctyg

tgtcatagaa
gcagccacgt
tatctagasg
tttatttatt
caggctggag
cgattetece
gctaattttt
actcttgate
gagtcacege
accectgtttg
tgttgasage
cgggattasa
tgggtecteg
cggattctece
tgecgeactyg
ttggcctgge
tegatgttac
agggaggtce
ccacctgtga
gactetgaag
gcagecteag
gggctectec
teacgetget
gggcccacag
gtcttacatg
asaaccatca
ccecatpatt
tataattcan
cectececatt
ctggagtctc
accteggtet
ccatcetece
cageggettt
ggggatggog
cwtgncncgq
tagcactttc
cccgacaggt

aagcatttta
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agaactaata
ttgtaacate
acactcccat
tatttattta
tgcaatggea
acctcagect
gcctttittag
tcaaactate
acccagctge
actgacttta
cactaagttt
cttgccetygg
ccecettgetyg
tcttgggatt
caggcacagt
ttaggtgtga
ctttgcgety
tccetgeaga
tgccagtgta
apcgacttta
ggtceceatgg
tcagccagac
sataaagsca
ttccacatgy
gtggcaggea
gatcccatga
caattatcte
gatgasattt
agctctgttce
actgtgttge
aacaagtage
cggctcagtyg
gccttctaca
aaggctggga
ctcaccttag
tttccaaagg
aaagtgtgca

attcttaasaa

acatattatt
agtatatcta
tgcctatgyg
tttatttatt
tgatettgge
cccaagtage
tagasstggy
cacctgecte
gatcttaatt
ggagtctgac
gtgotaattt
gggtgeegge
ageccccace
ttaaataaga
cctggegeta
gctasgagat
gaagcccagy
gcttgaagag
agtctgtgac
tggtgggeac
gceceaaccte
ttgectgtga
tacccasgac
ctgggaagge
aaaagtgaat
gacttactca
ccaccaggee
ggatggggac
tactteccaa
ccaggettgt
tgcgaatata
asatccctag
gaatgcataa
gttetetete
tcaccaagea
gaggatacta
aactegettt
tttacatgtt

11

gaacaaaast
tttgtgtgte
satgacttgg
tattttgaga
tcactgcaac
tggaattata
gtttcgeeat
agcctceccaa
tatacttttt
ecccaasact
gttagagcaa
totcceccac
atggccgggt
gatgcagagg
ctgttcttta
acaagggata
ggctgtaaga
caatctaacc
agtcactcat
ckteatctec
accctecate
gtgeccectty
caggtaattt
ctcacaatca
gacaacceag
ctaccacgag
ccteccacaa
acagccasac
aatctttcea
cttgaactce
ggtgcacacc
gtecttcaca
cattatagcce
cattcaggga
aggtcgogag
caaactcact
cattcccttet

catgatgaca

aacaagttac
taggtgtgoa
gctgggatct
cagagtctea
ctecgectee
ggcacccate
gttgcccagg
agtgetggaa
cttetttaace
gcaasagaat
caaccagaaa
tttettetca
ggaccagcga
ctgcacgeea
ggggtccatg
cactttggag
cggagaggaa
atgetggeat
attcagagca
atetgotggg
cttatttcce
atggetgtat
ataaaggasa
tagcagaggy
caaaagaaga
aacagtatgg
cacatggaaa
catatcagtg
getttgttct
tgggctcaag
accacaccee
ctcecgttag
tcttagagea
ttasacctac
agtatttcetg
ttcatgatca
ttgtcretga

cagagacacg

18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
18560
19620
19680
19740
19800
196860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
202890
20340
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tteteLgttt
tgggataaat
ttgttccagy
gttgggatgc
tctatttaat
caacatcttt
gcctgtaatc
aagaccegec
ggcacgatgg
tgaacctggg
caacagagty
gtattgtgca
aatccagttt
asacatectyg
gatgggagga
aatagccact
tteeetttte
gcgecatcetc
getgggacta
gggtttggee

casagattac:

ttaattcecct
tataattett
aattcagtgy
gaacatttte
teccactetg
ggatatttca
ttagctgggt
cttgaactce
tggagtgcag
ctcectgecte
attttitgea
cctaatctea
acactatgte
ttattteate
gggtgcaate
gpcctecaga
ttgetetetyg

aggagaggge
atgagagatc
agaacgttge
toggctgaaa
agctatgtct
cttgaasatc
ccaacacttt
tgaccaacsat
tggatgcctg
aggcggaggt
agactcegte
tastataaca
tgctecctge
cagccaggea
tcacttgage
gtgttccage
tttetttttyg
ggctcactge
caggcacatg
aggttggtee
aggcatgage
tgtttgtett
tattggggty
catttaggac
atcaccccaa
tecectgeaa
tatasatgga
gtggtggcac
agccataaat
taatgtgacc
acccteecga
tttttagtag
agtgatccac
aggectagte
attacttttt
acagettact
gtagctggga
(4444 (444§
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ctgattccat
agaattgage
aacatccage
tgtattaatg
cgtatgtget
cttcttttta
gggaggccaa
ggagaaacce
taatcccage
tgcagtaagc
tcaaataagt
cccacgtace
asactcatce
cagtggetge
ccaggagttt
atgggcaaca
agacagagte
aaccteegte
ccaccacaac
cgaacccagg
caccatgeee
aatatttcta
aaattcacat
attcatagta
aaggacacte
cgaccaatct
atcatacaat
gagctaccca
tatattgttt
ttggceceet
gtagttggga
agagagggtt
ccacctigge
aattcatttt
tgagacaggg
atagcecttga
ctacaggcat

tetegtteet

taaggctgat
ttcccasatg
atgagasage
agcaagtgtt
gattgggtct
aatasatgtt
ggcoggtgga
catctctact
tacttgggag
tgagatcgeg
aatasataaa
accatccaac
ttcatceccat
acctgcagce
gtggctgtey
tagcaagact
tcactctate
tccagggtte
tggcetaattt
agcteagatyg.
agcctaasag
cagcacatat
aacgtaaaat
ctgtgcaacc
catgeccecce
actetctgte
atgtggectt
cctacttggy
tcaaggttca
gcaacctcca
ttacaggege
tcaccatgtt
ctcccaaaat
cactgctgea

tcteactetg

cgatcatatg
gtgggtcaca
gctgcatgea
atcatatttg
caaatctggg
ggccgtgtgc
tcacctgagyg
aasaatacaa
getgaggecag
ccattgcact
tgttatagaa
ttaagaaata
tctetttect
tgagctactt
tgtgetgatt
ccatctctas
acccaggetg
ctgcctcage
ttgtatttee
atccacctge
aaatcctgaa
atgtctacat
taaccactgt
accacctcta
aggagtcact
tetgtggatt
ttgtgactgg
aggctgaggc
tcaatattac
cecteeecegge
ceececeeeee
ggtcatgetyg
getgagatta
aagcatctea

ttgeceagge

cctecegyy
gtgeecaccac

tgagatggag

12

te

2 4

acacagctaa

ctttgetott

ttgcacattc
tgacccagtg
ccatgtatgt
tctatggaat
tatcttacce
actggcttat
tcaggagtte
asattagctg
gagaatcact
ccagecttgy
atactaaagt
aagcattact
tetgetttat
gggaggctga
gcacctgtga
atgasatcct
gagtgcagty
ctccggagta
agtagagacg
ctcggectce
tttgacattt
atataaaaaa
saacatgaac
tctagetceea
ccccatttct
cacctattet
tctetttgac
aggagaatcg
tcgececagge
tcaaaggatt
cacccggeta
gtectgaact
caggtgtgag
ttttaasaana
tgpagtacag
ctceccactgt
tttetgttet

gttgececagy

20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
31840
21900
21560
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
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ctggagtgca
tcteectgeet
atttttattt
gaccteaggt
ctgtgectgyg
tttgagtaca
cttgtccata
tttattgetyg
gctatettet

ggaactttaa
tccagggatyg
acagctggga
gcagecatca
ataaataaag
ggtggctcac
ttgggeatte
asattagcaa

gagaatcact

gtggegegat
cagecteecg
ttagtagaga
gatccatccg
ctcaaagcat
tgtaggttat
goeteocteegy
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ctcagetecac
aataggtggg
tgagygtttca
ccttggeate
cteattgtat
ttcoctgettt

cacatgtaca

ggccatgggg «aatgetctte

caggagccta
anaaatatgt
ggactggaga
ctgagtcttyg
tcttagactt
tctgaatgag
acctgtaatc
aagaccagec
agtgtagtgy

tgaacccgge

ccageecggy
aggctgggtg
ttaaaggaga
tcctgcagee
gttggcagga
cceecgtete
ccagetacte
gtgagctacg
gaatasasaa
gaggctoagy
gcaccattge
agagagagag
aaaatgcacc
aaagetggeg
ggtccatgtt
gctagetatg

caatccatga

ctacagag

cggtggcgca
tggtgcatge
tggtgtggotyg
ggattgettg
tataaanaat
aggaggetoga
atcacgecac
aasagagagg
caggagaatce
actccagtct
agagtagctg
agatgcagee
aacccaccyg
agggaatatt
tgccagatac

ggcaggtatg

cggsag g
ctgcatccca

cttigeteeg

t gcayg
acccgetgtyg
gtgagtgaca

ctactggtte
gogtatctyy
cttgaaaget
geccactety
gctaatatca
taaataaagc
ccagcacttt
tgaccaacat
tacgegectg
aggcagaagt
agactccatce
tgcecggtaat
agagtacttg
geeccacaccet
aggccaaggg
aataaaaact
ggtgggagga
tgecctecag
ctggycgeag
acttgaacct
gggcaacaag
ccattttcaa
ttagactgga
ggcgagactt
aaagaatagy
tggucaaagg
actattctte
gagctaggat
ctatgectce

agctgtacca

cacaacctce
attacaggct
ccatattgge
ccaasgttct
gaatccaaca
cecctettaca
agagcttete
ttcaaatgta
tcagcectgg
ataactccecee
cectgggtga
teteagcette
ctcagcaget
attcaaaaca
gggaggccaa
ggcgaaacct
taatcccage
tgcagtgage
tcaanaaaaa
cetggtaact
gcacatatga
gtaaccacaa
tttgagacca
agctgageat
tcaacttgag
cctgggcaac
tggctcacac
gggaggtgga
agcaaaactc
tgttattyat
aggtgctgat
tatgacttga
attgggggea
agtctgeaga
ccattatcca
tggaacagas
cgttgatgct

gcqgasagag

13

atctc g9

cacg ]
caggatggee
gggattacag
atttatttat
agcaatgetg
tagggcacaa
cttgctattg
ctatgcatta
cgaccegtygg
ttacacagce
ccaaggtcag
gagcagatag
aaccctttag
gutgggtgga
tgtctctact
tactcggaag
tgagatggag
cataatasaa
Aatctcctact
agtgctcaat
catgttggga
gcctgggeaa
ggtgatacat
ctcgggagtt
agagcaagge
ctgtaatece
agttgcagtg
tgtttcanaa
aaagcaggtyg
gtgttactga
gaagetgtce
gtagetttee
cgtctcteat
gagagggaas
gtgcctgeat
ttcceatgte

cctgtcatca

tcaaactcct
gegtgageca
ccattcgttg
cagasacatt
atgtaagagt
tcaaatctga
gaatcacttyg
aatcctagte
aaggtggaga
ctcatagagg
aagggactaa
ggctgggotgt
tcecttgagy
aasaatacaa
getgaggeag
tcactgeact
caaacccttt
gttgtgacgs
asagagtaac
goctcaacat
cataaagaga
gectgtagtt
goaggctgea
cctttctety
agctacttgg
agccaagatce
aaaasasaag
ggtgtttetyg
gectccagac
tatctatgag
tgtagcaagt
ttcatcctca
acaagtcaca
cctecaacge
tgccattiag

gttcrgtgca

22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
33700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
34660
24720
24780
248490
24900
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caccaaggtyg
gttggtgcac
gtagcattcet
ggatctacag
ccaactgaga
ttatcaagtc
tttgattcac
aaggtctgec
gattgtgtag
ccacaaagaa
tgtgactecet
aasgtagggt
ttgeggettg
ttctaacagt
tttcattasa
geetecccag
aaacaasaac
acccattcaa
tattaageee
agtggagagg
ccttgeattt
tttctcanan
gtggtoggtc
ggaccctagg
tagggctgog
agatcttige
accctgetet
ttgcacaaca
ttacaaacca
tgcaggcaga
tcacagtgaa
attcatccac
tgccaccace
ttctggaaga
gcteacaccet
gagttcaags
aaaactgtat

ttcttctasg

aaggggatag
agtgtcteeg
cccaggeteg
cetcactcca
asacctaaaa
ctacagggtt
tcgegettga
gagattcaga
catttcatca
aggatgtaaa
agatttgcaa
tgaggagtce
gogggctaaa
gogtcattaa
gtctgggaaa
gtctectgag
anasacatga
acgcectectte
ttggcatatt
ttegeceage
tcttagecte
cagaaggcca
aggtcttaag
gtgtatttga
ctgagtggag
ctgecetgect
ttctatctet
tttcacattt
gaacacagat
gccagggtta
ctgtctgcag
ttettagagt
ccagacaatc
gettettece
ataatctcag
ccagectggg
ttgtcctatt

tttatctata
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cagaggtgaa
acaccgeaga
tegetggtca
CasRRARCYC
attgcaasac
tctcaaaata
tttaccegen
aggacagaga
acaaaaatga
tgacaaaaag
gcagggaaaa
aaaasacaga
atgctttgea
aatcctgtga
atctgascag
tttcaattta
asaggctget
actcteccte
ccaagttgece
aagctggate
tcctteteca
agagcagegg
agttectggy
gcccacaaat
gaagggagag
cggtctetgy
ggctctette
tacttgagge
tcagagatgt
ggacctgagt
ggetggtett
ctcagcectet
tttcccaact
tatcaaatca
cactttygyga
caacatagtg
ctttacctca

ccagegtgtt

agaggagatc gtggagaatg
ctacaccttc cctttgeagg
ccgtcgecag ggectagete
tggtectatt ttaaaagcte
tgggtgagat ccaggagatg
gccteatgte ctogtgeatt
getttttaga cgcacageca
actttctacc aaagagcace
ctccaggaga ccattcttgy
aagaaaggca tcggtcactg
tgasagcaga attgccasaa
taagggggcg agagggacaa
aagacccatg asgcecaage
ttgctcaggt ggtgggatge
tgttgtgatg aaggctgete
atgagatttt tactgcgtaa
tttgagactg cattggtasaa
agctcagcag ggctgetegt
cacagatcct gatttctaga
attataatta agtagttctc
caggggasct ctttcttogt
ttgtgtcccy aggtasggag
ggaggtgcaa gtcggaagaa
atctactgag cacctgecte
aacacatggc agtgtctete
ttctagcact agggaccegt
gcagcttaty acaatggtga
tcacaatgac tttaggagaa
tgtgacttce cccagggtca
gtcctcacte acagettete
ggaaaacect ggcacacage
ccatcacgtg catgtgeece
tggctttget ctctccaaag
tatttgtttt attctggget
ggccaaggca ggaggatcac
agaccttgtc tctaaaaaca
ccatectget ctctectott

actgctagge attacctgta

14

gagtgaagaa
tgagcaccete
ccttceccta
tgtgaacate
attctttget
gaasacagga
ccaagecage
agcccttecta
gtacattttt
agagaaggceg
aagagaaatt
aggggcacgt
tgetgtttgt
cctagtgcecee
ccctacecte
aaasaasasa
tgactettca
ccagctttga
agcttagaaa
ttttcaaagyg
gatgacaaac
gggacctgga
gcagaaatge
teetgtogggy
catggecace
gcagacyggcea
ttcetggeat
aaatggeatt
cacagcttge
ctaccatggt
tctettgete
catgactece
agcegectet
aggcacggty
tggagcecag
aaacaaaaca
aaaccagctt

acteecaace

24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25360
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180



20

25

30

35

40

50

55

60

65

tcecagecte
accgttgcag
ctgceggtgg
ccaggaccte
aattcagaac
agagctttct
aatctctgac
gtctccaate
ccacactcta
aaagagttag
tcaaaactta
caagttgtgt

aacaaatgag

aatgaatgtc

gagtgactgg
tctergggat
tcctctetge
cagttacaca

accctgatca

ccctetcagg
cagegetggt
agttttgcte
tgggcaaaag
caagataaca
acatttgttt
agccaggcca
cagtttgggg
cctccatgta
gatageccag
aacttcttaa
geatctgtaa
tgaatacctg
agttgttacg
aacccaacag
tttaacttat
ccatcaacac
ccaacatgaa

tggtgggett

ctgagttcag ctggiigget

tcagatggca
acatctcttc
gtctcteccag
aaaaaataga
ttctgetget
aacactecac
aacaatcaca
agaattectt
agttgataat
tccatgacta
ctctgtatte
catgecatgt
aagaaacatt
tcttcacaac
cccageacte
ggccaagatg
gegtgectge
ggtggaggtt

getgoggtty
ctetctggga
cagggtagte
agcttccagg
tctattgget
ctectcaatgg
aaagagaaga
ttggagagca
gaaaatgtaa
tcaagaccta
asagggttca
gacaaggcag
cattgagcat
aaccaggcaa
tgggaggtcy
gggaaacacc
aatcccaget

acagtgagcc
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taacgtaact
gatacccage
acgggcccac
tgetgtettt
ttcceteggt
tgtccteate
gccaageect
gectgtttee
cacataaaga
agattaagag
ctctgtgace
aatggggctyg
tgacacgett
attcaaatga
gttccatega
gctecagget
ccectetatct
tagatatttg
aacacaagca
ctictgetog
geatcecereg
acccctaaga
asactttcta
ccttettang
ttgcagtcac
agasagtgac
ttaaaacasa
aaatasaaact
ctttccatga
ctatttgeca
taatctaatc
cectgggaaat
gtactatgty
gacaatttgt
aggcaggcag
gtctetacta
actcaggagg

sagatcacec

gtgetgtace
cagatectee
tctggcaaca
gagtacagtc
gtctatcttg
accccttaac
ceccttetgte
cttttgteece
cacttttgga
cctgggetea
tcaggcaggt
agaacaaaac
asaacaaggc
catgttactc
agcacttcca
ggrttgggct
cgggttgtet
Ctccatttat
tttcattanc
tctoactagg
gagcctcaat
gttaccetct
atagtggete
gcttaggect
agcacaggct
caagaatteyg
actaatgtge
gatttctett
gccacaatga
ggcacttggg
tggggagtca
aaagagatca
ctaascccett
tggctgggca
atcatgaggt
asaatacaas
ctgaggcagyg
cattgcactc

15

agggaccatt
actgatgage
aggtctaget
tttgccatca
ataacactce
tgtcectget
tccettccca
atcctttggt
cttattgaga
gaagctagac
gactcttcac
ctagetgtte
atggtacatt
ctcagatagg
gecccagagag
ggtctaattg
cggtaaatat
ctgtggcetge

tctcacagtt

tccaacactg
aggaccagcec
tcetgagtgt
tttgtaccca
gtctaasagg
gctcagatgs
geagtgttee
catctctaca
cttggaagaa
cgetasaggt
ctctetgtge
ggattattga
ataagcactc
atgtcactca
cacatgtgac
ggcatttgee
gaccaagttc
asaacasact

cagtggttga

gatctetcas ggagctgeag

tggcacccag
cttcaaggte
aggttcctca
ggaactggca
cagcttcaga
tggccatctt
tgttttttaa
ctrteetgag
atgatcacac
ctgcaaagat
caagggpagy
tgagagagtt
tettttcata
tgatggetca
caggagttca
aattagccag
agaattgect

tagcctggtc

ggatagctag
tgtecgeatt
asancassaaca
acagcattce
aagtagggga
taatccatge
adaaasaatt
attcatctee
attcattect
atgaccttgg
agaccascgg
tgaaaactac
actcacttaa
cgcctataat
agaccagect
gcatggtgge
gaactcagga

gacagagcaa

27240
27300
27360
27420
27480
37540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
29160
29220
29280
29340
29400
29460
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gactetgtet
acagatgeac
accagatata
attgcacaga
caagactggc
gcagetcate
ttcttgggec
tecgeacctg
tgtcececat
teccattttt
asgrgtacat
cgtctaatte
ttttetctete
tcaccecagge
tcaagtgatt
atctgataat
tcagactcet
gcgtgataag
aasatccagta
tetgtctcta
ccttetgtgt
cctgtgtcat
attttatttg
tctgagtagt
cecacatceta
cccacccgea
cagagcaaag
ttgotgacat
caccatcace
ctgectgactyg
caggttecagg
taaactttcc
cetggeagea
ttttaaacat
gtgcagetget
acagggcage
gatggatget

ctactaaaaa

[ PYVITTYY
agtgagetgg
cctgggtceea
tgacaaagag
catgaagcect
tctetetece
aggcgagtgt
tttgcectge
ceccagecage
atttattege
acggttcagt
cagaatattt
tttcttectt
tggagtgeag
ctectgecte
tteegtatet
gaccteaggt
ccacggegee
gcagtcacte
tagatgecta
ctgtettcte
tgcttcatec
tccattcate
getgctataa
gtaacacacg
ggacgetety
gtaccttctg
ttgtgatgee
aagccatagg
taaacatgac
attctaatcg
ccctgaattt
atacccatat
tttttgecact
attgcgatac
gagcgcagag
tgaggtcagy

tacasasatc
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aaadasaaaa
ccaaggtcte
agacctaggt
cagaggeeat
getecctaga
gtgtteegte
cctggecaat
tcagteettt
atccctgaaa
attgggatat
ggtttttagt
tcttecttect
cetteocttte
tgacgcaatce
agccececta
ttagtagaga
gatetgeceg
cagcccccag
cccattctce
ttctggacat
tcactcagea
ttcttatgge
egtcagtgge
geattcgtgt
tcacttactec
ttcctetgac
tttettttee
caggtcaggt
cgagtctgee
tccagtttte
gtagaaaatt
cctcaaaggt
taacctgcag
gttttatttt
ctgcagaatt
getggtgect
ggttcgagan

agccagacat

aaaasagaca
tcagctagas
ccttgacctg
tttcacacct
asacaggaag
cttcageect
gtctctcagt
cagccacagg
gtgatcccta
aattcacata
ataatcacag
ttettectet
tttcteeeet
tcagectcact
gtagctggga
cggggtttea
cecttggeete
aacattttca
ccttecectg
tteatataaa
tcatgttete
taaataagat
cacttgcatg
gecacattetg
cccactetgt
cgaggttgta
cgagacceta
cttcagecte
catgettegg
cagtgagaga
cacatggect
tgaggaccat
aattetetet
gattttgatt
tetttatete
gtaatcccag
cagectggaa

ggtggcacac

16

satctgttca
aatggtgcag
aatcactgta
atgtcatgtt
agaaatatgce
gagacccage
tccatgtgtc
gecacttgga
gcttcecaga
ccataaacce
agttgtgcaa
ttettecctt
taggtggagt
gtaacctcca
ttacaggege
ccatgttgag
¢caaagtget
tcacctacaa
teectggeca
cageattgtsa
caggtccate
tctgtgtatg
geeeccactt
gtggatatcg
catccttcta
aaaaggoaty
ggggtggatyg
tgctetcage
ctctgteece
agsagctect
atagcatcat
gaacttttac
gttttttate
ttgattttat
acattttaac
cactttggga
aacatggtga

gecttataate

cectgetttt
ctactgctga
gaageccacaa
ctggettéce
ataasccagg
tggtcteatt
ctgctgagte
ccaagecace
cctetgettt
caccatttta
ceatcaccac
tetttettee
tttgetcttg
ccteccaggt
acaccaccac
caggetggte
gggattacag
aggaaaccee
cagtctactt
tatggtgtgy
catgttgtag
aatgtaccac
ttttggegat
aatcacttet
tctgcagtat
gatggacceg
gtetggeate
tgccetette
agcagaccag
aasaacctag
ctgagtattc
ccccagggaa
ttattttatt
ttatatctaa
ttaaaaagge
gygtgaggea
aaccecegtet

ccagetactt

29520
29580
25640
29700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
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gugaggctga
tecatgooact
aggeacaggy
atgcaaacac
tatttgagtt
gaasctgatt
cacatcetyg
ctagtecatt
tcttatasay
ttattatgtt
gaagctgeag
gttaatgaty
cgatgettty
gaagacctgt
agtcgeatgg
getgctiggy
ggacecetge
tggtiggtas
tocottgogty
tcctgtagey
gatagasagg
ggaggasaaa
astgcttaca
caaagtcaca
ttagaangac
satggcttaa
cecaacttcat
gtaagcecca
acgeacacac
actgtecaat
cagctactag
agatgatags
caggtagata
tgctatgttg
teccanagty
tittaanttts
cogatgtgat
tggcctygrag

gacgtgagas
geactecage
casttttasa
acacaaaaey
agtatassay
aatcatecty
gcaggetgty
tatactaagt
asacsasage
ttgcttgttt
ctgcgtygt
teccteetgy
acccctatag
gaagtctety
gusgacegac
ccttececte
getetggaty
actgttgtaa
tecetggeee
ccacagcagg
aaggagggay
gcaaaaggyg
atgacataca
atgttaaate
ctggattcaa
cctetetgag
agggergety
tgeatgaoety
acacacacac
tgaacttgat
gtacatgtog
tgatagatag
gatagataga
cceaggetgy
etggggttac
aatagccaca
tcaggatcat

aaggcteagy
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tcacttgaac
atgggtgaca
aatactgcaa
geatatgeee
ttattttaac
geactccagg
taccccttga
gagagcatac
gecageagas
geettgectt
tggaaageet
agaacgtcet
gaattcagac
cetggtgece
acagtggcece
teagcacage
cactgettygy
caatcectgta
creeettece
atccottetg
atggeaggga
tgagggtasa
gatttggteg
tcagsagcca
ttectaacte
ttteagtgte
tasggattaa

ctggaaggea
gagcegagace
atagtaaaas
attactgeat
attgetcact
aagatgtgee
ggoactigty
acctgtteey
tccacagtet
gtgttogitg
ggtcasagee
ctetgeagtt
cggaaggtgt
catcgagges
tcageggega
cctgcaaagt
cacaaactag
ccaactggte
cecagatctte
acttgteagt
aggacgaage
|aguvgygYge
tccetigtat
caagggctga
taacaccatt
cteacctgta

atgagatgat

gett
acacaatcta
gcagtgatgg
ctattgagta
ssagatagat
tagatagata
ttttgaacte
aggtttgage
catgtctagt
tcecteagea

cgaaggttte

cccctagaag
aaatttcetgt
catganatge
agatagataa
gatagataga
ctgggctoaa
cattgotece
gactaccata
togtgggges
ccaatgeegg

17

gaggttgcag
cctttasaan
asdpdsapte
tectactecat
atttasttaz
atgetgattt
ccectetgag
ctcececteat
Lretgtgtte
tggttaggat
tagtetcteg
cttteacate
gtagtgcaty
gtggaagagy
ccagatgagg
cetgggtect
tatctctggy
aatagctact
cagggtacce
gtccatacky
gaggaaagag
aaggaagtte
tgatgottog
tgtatttcag
ttgetgtoty
anagcagaat
acttgtacag
&CACACACAC
tgtggtggtt
atctgtgetg
gactactgas
atagataata
tagatagata
gcgateetea
agcctgaatt
ttggacagey
SAGATRARRC

gatgogeget

tgagccaaga
assaaazaaa
agtggttata
actgtatgtg
ttctecottg
catggctttg
aggccatgte

gogcacct,-

tctetgatet
gugettgnaty
ceegggttga
tgtggttcta
aagggascca
ceccccogty
cettgecgay
accggectgg
agggccatgy
accctgages
ccagaccece
agtgatcaag
anggggasgy
tcteagatta
cttecaatacs
cagagaatag
tcottgggaa
astaatttca
ttattgtaag
acacgcacac
ctagaccage
tccaataggy
tttttgaaag
gatagataga
gatagagttt
tgeettggee
tttaattaaa
cagttctaga

tgccccaage

gogeteagea.

31800
31860
31920
31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32480
32940
33000
33060
33120
33ied
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
33960
34020



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gcatcaccec
gggcatttet
cttgticaag
tocacteatta
cctgggcaag
gttegtttaa
tcatacgtas
acggagcaag
gococacagtaa
caggtgeggt
cttgeaggtea
aaatgoataa
tgaggcagga
actgcactee
ataaagsact
ctcecacagge
agcasacaca
tttasatgat
cegooceeat
ttcaagatga
aaattcttet
aggtttgety
ctetggtece
atgtetetet
gaacaatatec
tettagtiat
acgectatty
gttetggete
taggettgac
geteagttee
ggectggette
ccaagatyga
tcacacagat
tgatcattty
cagatotgtt
toctgocagy
ttttecgact
aggttygtog

ttatgattct
ttgggaatca
acaageggec
aataasctge
caactcectyg
teattcatte
ctacgcataa
tetcaaccac
atgecactgyg
ggctcacgee
ggagtttgat
attagccagy
gagtegetty
agectgggty
acctgagace
ttaacaggaa
tcttaccaty
cagatctegt
gattcagtca
gacttggagty
tggaggagct
tatccattte
actggceeat
cceaggecty
gacttcceeg
ctactgetga
tetcecacgy
aaggtetgte
tgggoctoga
tcaccacgty
teccagages
agccacagte
caaccetggt
gggeetteat
ttcaatcgag
tttaaacate
aggagacate

tgctetgtac
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caatcgctaa
cccagetetg
cttgactgac
atctccagty
aacttcagtt
aacacatcca
gagactttge
tgtacatacc
gtettgtgtt
tgtaatccca
accagectyg
tgtggtggca
ancccgogay
acagagtgag
aastacttta
gcctcaggay
atggagcagyg
gagaactcac
ccteccacca
gggacacaga
ggaggggete
tettcatgta
gggctcoecte
ctetetigan
gecacaacta
gtaataaatt
ttectgtyoog
aggttgtage
gaacactttt
ascctegeee
agrgacccas
tttgoggoga
ceagtgtgag
ggaacctcte
atgtttgttt
acttgtacct
ttocgagasa

actgggatgt

tagctccact
guagetacag
tgcagtttea
tgectgecte
tctoatatat
tcaccacyta
taaghtteag
tgaatgtgta
agtccattet
acactttygge
casacatggt
cacgectgta
gtggegytty
actceatcete
cgasasasas
acttacaastc
aggegagttt
tcactatcac
ggcecctect
gecaaaccat
tgtgyagagt
teccasagac
ggtececace
cagtgccgan
caccaogtas
atcccaaace
tcaggsatct
caagctgtes
ccaagetete
tagaccactt
gagsagacaga
gaccccasca
aggccactge
caccacactg
gtttgetttt
tccacaagac
caggegatas
ggggetgegt

18

caggtteatt
cagcctecae
gttccagete
tgggetggat
tatatgastt
gtagggtta
gtassataca
attacatcac
cacacaaage
aggctgagge
gasaccceat
atcceggeta
cagtgacceg
agaaaasaat
gaggtrtaat
atggeagaag
CgogogRtgt
gagaacagea
ctggcacaty
atcagatete
ttcagaatge
caagccaaga
gtcactantg
aacttcacty
gtgcccagge
tcagaagect
gygaatgact
accagggets
acacagttge
gagtatcett
gcaageaace
cttctgecat
ccaggggtee
gcteacteoet
aattatgcac
tcagaatcca
tterteagat

gtctagggat

tcteggteag
tcaggtagte
tgctatcasac
tttgacgtge
agctaagatg
gatatttatt
agtcccagat
tgtaagaggt
actacctage
aggeggatca
ctctattana
ctogggagec
agatcgegee
ssapatasas
tgactcacay
gcgeagggga
geegeacact
aggaggaagt
gggattacaa
Aagaagggag
tttgecccact
aaccagaagce
geeatttge
tgetcatcaa
tgcctggetyg
paaacaacas
ttgetgogty
cagtcattte
tegtoggaga
gytatatggt
aagagtatas
atgccattgg
caggaggiag
Jugasagaga
aggagasaca
cagtgtecca
gtggcaatte

ggaggatgte

34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
34620
4600
34740
34800
34860
34930
34980
35040
35100
35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820
35880
35940
36000
36060
36120
36180
36240
36300
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aasrcagccaa
tagtaaatce
aatccttatg
tcaaagetta
gagatgattt
tectcagett
aacatcttge
tgtcttacaa
caggataatc
aatcccagea
agecctggeca
ccgggcatga
gcttgaacct
aggtgacaag
ctgcaaagag
gtgccctgana
ttaaaggtgt
aacagtgatyg
aataacactt
tctaaasacc
acccagcagc
gatctactgy
ccgtegeett
actccaagge
actaattreg
tgataactga
ttttttactt
cagtggegee
ctcageekee
ttgggaaaca
taatcaataa
ttatgagata
cagccactea
tgaacasata
tteeteeeet
tcagetcact
gggaccacag

tttcactgty

gaggcegggce
sccecgetgeg
agtgagagct
gtggcttcaa
tccctgagee
ttccacctte
ctcagtggee
agagagagag
tcccatctea
ctttgggagy
acatggtgaa
ttgeaggcte
gggaggcaga
agcgaaactce
ctttcectag
ttecagtcta
ttgggtacag
tgtcccagac
gtgcgagtta
ttaagcaatc
catagagact
gactgcaacc
gacgacasga
ccaggtcaaa
gtttccaagg
attetttteca
attttrttet
atctcagtca
caagtagety
gaasagcata
caaccctcgg
atagcatata
aasttetttg
acaactgcta
tagatggagt
geaacctetg
geatgtgeca

ttggccagte
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cactgggtet
ctaaggtctt
acttggtgta
acaacacata
agggcggtoc
tggagctgea
actttcacte
catttacaag
agatccttca
ctgaggtayy
agcccatctt
ctgtaatcce
ggttgcagtg
catctcasaa
gggagtacta
ataagtttog
gagtggtctg
gggggtaggg
gotggggctg
ctggctatge
gteecttgtt
tagaccgtty
ccaccaacgt
ctcacccagt
caacaagatyg
taatttttta
ttttgaaatg
ctgcaaactt
agattacagg
gagggggate
gggaattttc
tatatatate
taaccatcac
caattcagga
cacactctge
cctectaggt
ccacacccag

tggtctcgaa

tcataatgeg
tacctacgcet
ttcctttect
tttgcteatg
tccctecggg
ttccttgeat
cctatcctgt
agggggeatt
tttaggctgy
tggatcacct
tactaaaaat
agctactcgy
agccgagate
aszazasssaa
ggaggtaaag
acttgatctt
ttgaaagttg
agagtgagga
tacatatggt
agggagatgt
gatcettcag
gttcecatcac
gtcettgtac
ggctgaatcg
satgaaaaaa
aaattctcaa
gagtctcact
ecgectecca
cggatgcaca
asgatcacee
ctcatctgta
tegtggtatt
attaatgate
agtgttttct
ttgcecagge
ccaagcgatce
Ctaatttttyg

ctcttgacct

19

gctcacatcet
acctcgtcaa
gtggctgety
ttgccagaga
actttaagygg
ttettcarag
gtccaatcte
taaggaccaa
gcacggtgge
gaggtcagga
acaaaasana
geggctgaga
gcaccactge
satccttcat
cagaaaagat
taatggggyc
tattttagga
gatgegattyg
tcttcaatea
ctggeggttg
ggcggaataa
tgecegtecca
cctggetaca
cattcccagg
gactttctet
aagagatgea
ctgtcaccca
ggttcaageg
ctgtttataa
ataattccee
ccaattattt
ctgcagggtt
ataacattec
tttcttttet
tggagtycag
cteccaccte
tatattcagt
caagtgatct

actgagcatt
atcccaasac
tagcaagtta
tcagaagttg
agaatccagt
ccagcageat
cctttgeete
ctggataatc
tcatgectgt
gttcaacacc
aaasanatag
caggagaatc
actccagect
gtattcgcat
atttgataga
gtggggggca
caatgagttt
tggctgecac
gcatttttce
cgtaactcac
tgggcattga
agtacagttt
acttcaggta
aactggtgag
aagasctagg
cactctttat
ggctgaagtg
actctectge
aacaaaacta
taccctgaaa
catacagcete
tttcatacca
attttgtagy
tttettttot
tggecatgatc
ccaagtitet
agagatgggg

tceccacetty

36360
36620
36480
36540
36600
36660
36720
36780
36840
36900
36960
37020
37080
37140
37200
37260
37320
37380
37440
37500
37560
37620
37680
37740
37800
37860
37920
37980
38040
38100
38160
38220
38280
38340
38400
38460
38520
38580
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getteccaaa
ccatatacca
tattgtttet
ctaacceacg
tttetcacet
taaccacagt
gataaattte
tttaaasata
tcaccecaggt
cccaagtgat
tgeceageta
ggtctcaaac
caggtgtang
ttttcaaagt
cttctgtcca
gtgggagttc
gttctgecatg
aactggcagg
tgatgtttta
ttgggaggec
atagggagac
tgcacctety
gtggaggctg
acccttacat
tgggetttct
actcatttet
asaggcagge
aaccagetcc
atggecatta
gtreetttag
tccttecage
gaaggectca
tgotctggaat
cagtggctta
gtcaggagtt
adaattagect

gagaactgct

gtgctaggat
agcactecce
ggaagatgat
tcactctgac
acgectecat
gtgcatcttt
tagacttatt
tctatagtta
tgoagtggac
cctcccacct
atttttanaa
tecctggetea
ccactgeace
catctattat
ttctactgta
teectegtoggg
tgetgtgtgt
cagccectta
saacttgaga
aaggtgggag
cccatctcta
gtcccageta
cagtgaaceyg
gotggecact
ggttcatcac
gtcatctgee
tgatgetttt
taattgtgat
agaagagagyg
ctgtcagcag
gactgagttg
geecagttatg
gagcacecaga
tacctgtaat
cgagaccage
ggacgeogto

tgaacccgga

ccagcctgygg

- : 4
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tacaggcatg
ategecatee
ttgcccaaga
c¢ccacactca
gattgaatat
gcacataaac
gaatcaaagy
taatgtttca
cgggtgcaat
cagcecteetg
cttteetgta
agcaatcege
tggcctataa
tgttccagty
tcattcette
ctttgasata
tatggagtat
aatgtgttte
caggccaggt
gatcacttga
caaataataa
ctcaggagge
tggtegtgee
ggctggaget
tgtceccgec
tggcceetgt
tgcttectet
aactttttga
acaggatgaa
aagcatgegg
agcacaaaaa
atgttaatgt
agasatctet
cccaacactt
ctggccaaca
acaggtgect
aggtggaggt
aagetetgte

agccactgtyg
ctaaatctce
cccacagety
cactccatee
ttgagttget
ttctetttga
ttgtgaacat
teteeettte
tatagctcac
agtagctagg
gagtcgaggt
ctgeettgye
ttttcatttec
agteccatte
cataccgace
ctgtcttcag
tccttatata
tgtttetgtt
gegatggett
acccgguget
tttttaaaac
tgaggcagga
actgcactce
gagtatcagt
actccttagt
gtagacattt
ggatcaatgg
tcatceectg
tggtcecectg
ggcagtgtac
catctgetec
tcttttagas
ggccaaaaat
tgggaggceg
tggtgaaacc
gtaatacage
tgcagtgage
tttasaaaca

20

¢ctggeccaa
caacaaccct
atagtacatg
cttectteee
tccagttttt
attccaggtt
tttatcatat
tgagacagag
tgcaacctcet
actacaggty
ctcactatat
ctcetaaage
taggattttt
ttaccttaag
tattatctga
tagassagat
ttactcasag
ttteegetet
atgectgtaa
ttgaggctag
atcagecagg
ggattgettyg
agcctgggty
ggtcctattt
gettatacct
gagtttgaaa
aatttcatce
ccactgtget
actgactgee
caatcaggtyg
tggagagacc
casagtggta
aaattgttga
asgcaggegg
ctgtetctee
tactgggagg
cggggtcatg
acttasataa

ggagggtttt
ggsaggaaga
ttgcataatt
atctcatgat
ctattacaag
acttccttag
gotttttate
tctcactetyg
gccteccagy
cacgecacea
tgcccagget
gttgggatty
atttggtoct
gatcctacte
agtmacttgg
cttatgcaas
cagctccata
ttggtctgea
tcccageact
cctgggeaac
tgtgggggca
asacctgggag
acagagtgag
agaaagggge
ggcccacate
ccettgacte
aaggcaatgg
gaataggert
cttceagggt
tcagcaagtg
tgagcectct
gagcattegt
gggccggoag
atcacctgag
taaaaataca
ctgaggcagy
ccacttcact

ataaatasat

38640
38700
38760
38820
38880
38940
39000
39060
39120
39180
39240
39300
39360
39420
39480
39540
39600
39660
39720
33780
39840
39900
39960
40020
40080
40140
40200
40260
40320
40380
40440
40500
40560
40620
40680
40740
40800
40860
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tgttgaggte
aaattacsgg
agaagttgat
tattcagtga
agaatgcacg
gctatcatga
tagttetgga
ctetacggga
ctttatagca
ctctatgtet
tctoctagac
tcaagcgatt
cectaaatee
tatttccaaa
tgggggctca
agggcatage
cagactccta
tetgectetg
tttgagatgg
ctgcaagcte
gactacaggt
ttcaccacgt
tcccaaagtg
cttgecttca
ctacacaatg
gggcaggcag
cgttggctea
ctcaggagtt
taaaaattag
gggaggatga
ctceageety
acaaagataa
caaagaaatt
cgatttcaat
tttetggcag
gaattaataa
aagrgtggtyg
cttaattatt

tgatgagtaa
ttatacgagy
cacattacag
ataggtgatt
acgegettct
ctasttgcca
agccagaagt
gggtcectete
gecgtcecaca
tcaatctctt
tgaagtgcaa
tgatctctee
aggataatct
taaggtcata
acccattcca
ccactgacta
gaaacatctc
aacacactca
agtettgetc
egecteccog
gccegecace
tagccaggat
ctgggattac
gtttaagage
ttaaccttec
tggcaatgea
tgcetataat
caagceagee
tcgggtgtaa
cttgageceg
gatgacagag
atcactcaat
gaatteecte
gtcaggttet
aacatctgec
ctcagasnas
agaagaaggg

cttgaaaaac
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gtggacaagt
tatttcagaa
aattctgtty
cecgettatge
caggeccage
caaatgtggt
ttggaatcaa
ttgectctte
aatctcegee
(4443343447
tggegtaatt
tttatcttat
catettgaga
tcacagecac
gtgtacgaan
cctgcatcag
agagcecttcetg
ccccaagtga
tgteccccag
gttcacacgs
acacccggcet
ggtctegate
aggcatgagce
cactgtaaca
caggeaaacc
tgecttgettg
cccaacaatr
tgggcaacac
tggtttgcac
ggaggcgyag
ccagatceeg
acatcagcaa
cagtcagaaa
gagaggttt
atctgettte
ataaacatgt
gcagatttaa

aaaacacace

tattttceag
aatataactt
tttagasaat
acgacctgtg
aggagtatge
ggcttaasac
gatgtcagca
cagegtetgg
tccatcctea
tteeeettte
tcgggtcact
aaagatactas
tgtttaactt
tagggactag
aacactcteg
aataatcact
caaccactet
ttottteotet
gctggagtge
ttctetegee
aattttttge
tcctgaccte
cacecgegece
agactatgga
aactcacata
cgaattaaaa
tgggaggctg
agtgagacca
ctgtagtceee
gccacagtga
tctcaaaaaa
gagaaaaage
gagccactaa
ttaaaaacag
ttetetecet
atatgtaact
aagttttatg

acttttectg

21

cagacacaca
tctaaaacat
gacctgtgge
tgaagtggat
gtctgtgtta
ascagaaatt
gggccacact
tggctceagy
catggeette
gaggcagggt
gcaacctetg
gtcattggat
aattatatct
atacttgaac
ttcaaggcce
tggtaccegt
ttgagtoagy
cttteteett

agtggcgtga

aaagagasgg
aggaagttga
gaaatgtcct
caggccacce
atttcctgty
aatcttctta
cgctctgatyg
cattccataa
tccactgtge
ttcactecag
ccteecggge
ttggggctta
gcasacactg
atatettatt
gatgtttcte
actggasata
ggctcaggag
(4444444444

tctecggetca

teagectece gagtagetgg

atttttagta
gtoatctgee
agccatcace
agcagasatt
gggagataat
aacsaatcac
aggtgggtac
tcatctctat
agetgeeggy
getgtgttca
aacasaaaca
tctettgaaa
agtgectgag
tttcagatgt
acatcttgta
ttatctaaaa
aagcgttcat

actgcagcac

cagacggggt
tgeeteggee
ccaagtgatt
cacgtgetea
gccaatecca
tgcctgggea
atcacttgag
anasaaattt
aggctgaagt
agccactgca
aacaacaaca
tagtcacatg
aatatctgat
ttcttactat
actagacggt
agaatcatca
cttaagecte

tggtgagggt

40920
40980
41040
41100
41160
41220
41280
41340
41400
41460
41520
41580
41640
41700
41760
41820
41880
41940
42000
42060
42120
42180
42240
42300
42360
42420
424890
42540
42600
42660
42720
42780
42840
42900
42960
43020
43080
43140
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tgcatatcac
gagtgatgac
tttgetigtt
teggctcact
gtagctggga
atggggttte
accttggect
atttattaca
gceatgecat
aaagggtasa
tagggasaca
atggtctcta

agaaaaggag.

Ccesaagetygg
gatggettga
gectggttga
tttteettet
gctagagege
ttetegtgec
aatttttgta
cctgacctea
ccacggtgec
tgtegtccca
ggaggctoca
cccacctcaa
ttaatgattg
ctogtctccag
agatgceccaaa
ttaatttcte
cgacaagetg
ggggactget
ttccectgee
tttggecttet
taaccccasa
cageetggec
cggtggtgca
cctagcaagt

agcgtgagac

gggtgactgt
agagagaggt
tgagaggcag
gcaacctety
ttacaggegt
ateatgttgg
cccaaagtge
tacttttece
gctagacagy
gaatggteea
gottagggtt
aatgtetgge
gtggttgagy
attgcagagy
agccaggagt
aggaatgaga
cetttettet
agtgatacga
tcagegtcect
tttttagtag
agtgatccac
cgaccaaaaa
ccecagetact
gtgagctctg
aacanascaa
ccaantagge
tccagtaatt
cctcttette
tgcttgttgt
attttecgte
cteeggteee
acctgtcaca
ccttccataa
actttgggag
ancatggcaa
tgecctgtagt
caaggctgea

cctgtetcaa
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gatgatttgt
caatgecact
tcttactetce
cctectgggt
ctgccaccac
ccaggctggt
toggattaca
aagagatggy
gccacaggag
gagecteatt
aactactttg
ceteacccta
gattggtigy
agatgtaaac
tecaaggetge
tcctgattct
(143434244
tcteggetca
gagtagctgyg
agatggggtt
ccgeetegge
atttaaaaat
tgggaggcty
atcatgccag
aacaasaasac
atacacagaa
agtatgcaag
cceocttaagg
taatcetgtg
actctgagat
aggtggtigg
gagcecaggay
aataccagca
cctgaggeag
aageecegtcet
cccagetace
gtgagtggta

aaaadaaaaa

gcctggeget
caaagaatat
tcactcagge
tcaagtgatt
atccagctaa
ctcaaactee
ggcgtgagee
gccacaccac
gaagtaccag
gtgttactea
aataatgcca
cctgtcocta
agggttigta
aacttcagee
aacaagctat
acasaacatt
tttetgagac
ctgegaccte
gattacaggt

taatttttaa
tttgttegtt
cggagtgcag
ctectgeete
tttttgtatt
tgacctgagg
attgcaccetg
accataccag
atccgetcaa
gtggaagggce
gtaggttctg
aggagaaata
atatgatttt
ttgggaggce
gattacacca
tttgaaaaaa
agtcttgete
catctcctgg

goctgecace

agttagtact
tgtttgttty
togtgtgata
agctteetga
tttagtagag
tgatctgect
gccaagaaga
gccacaccag
gaggcagaat
aaggcaggac
agttacagga
ctggagagtt
cacaccctea
aagatganag
ctgcactceca
acttttttat
tgtcacccag
gttcaagtga

atgcacgget

tcaccatgtt gtocgggety gtcttgaact

ctcccaaagt
asasattagc
aggtgggagt
tgctctecaa
acaacttcag
tctaagaasa
atttaccace
aatagtcata
ttggtttaaa
gatgcaggta
agagagacce
acagaccagg
ttetttgeca
gcaaatcact
ctacaaarsa
tgggagactg
atcetgetac

asaaaasaaaa

22

gctgggatta
cacctgtagt
atcactiggg
cctgggtgac
cctttagttt
tacagtttge
geccactece
ttgcttgaay
atgtgecattt
caggtggtga
agggetttgg
aggactagac
gatgcagtgg
tgagetcagg
tacaaasaat
aggtgggaga
tgcactccag

aaaaaaaasaa

caggtgtgag
ggtgcacgcet
cccaggaggt
agaacaagac
ggcececegtga
tgaggtgtge
actttgteet
trteetecet
taatcttaag
catggggagg
attgtgttcee
aggccactgt
cteatgectg
agttcgagac
tagccgagea
atcatctgag
cctgggtgac

cCCccaaaace

43200
43260
43320
43380
43440
43500
43560
43620
43690
43740
43800
43860
43920
43980
44040
44100
44160
44220
44280
44340
44400
44460
44520
44580
44640
44700
44760
44820
44880
44540
45000
45060
45120
45180
45240
45300
45360
45420
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cagcacttte
actacaagga
acatcetggt
actgtgtcct
cagctageac
tgtecetgaa
cggetttaan
tttgtaagta
ggettetttg
gttggatcca
tatatacgte
cgatctgace
casaggtcte
getgaactaa
ccctaaceta
cacacacaca
gttgeettct
acatcctgte
asgatatage
cacggtggel
gtcaggagee
asaaattagce
aggagtatce
ctccageety
gaggccacce
aagcttgtct
ttaatgtgty
cacggctgaa

gcacttgaac

asagggatct
asacaatgtt
ttttggeace
aattactget
tgggcattte
tgagtcatct
aatactctga
acagaatcca
ggttcacgta
ggtgctcaaa
cteettggte
agtttagcaa
agacasatgt
tcactgtgac
gcccagggec
cacacacaca
gaagatggaa
caagagcatg
tgagagaatg
catgectgta
caagaccagc
tgggcygtgge
cttgaaccca
ggcaasagtg
agacattcct
gaaaccctca
ggccccagtyg
geaggatgee
gcatctatee

attgcacgtt' ‘'gaagcaaaag

tgtttttagg
tcctactteg
ggaagtgact
ctcatcgaca
tgtcagecct
ccaaagccgg
tcactcagas

tcgetgggtt

gaggaaaatt
gtctggtaag
aacgcagege
cttactecag
gtgtggtcaa
tgaggccget
atgcacgaaa

ctacccegat

ES 2293114 T3

tacaaataca
gagasacgga
gtaagtcteg
gtggggecte
gcacatggga
gacgagtaca
tacttaacaa
attcaaattg
actgaaaaaa
caacaacate
ttggcageca
cctcagtgaa
cattggectect
cagggtcatg
cagcagagag
cacacacaca
ggaaaagaty
ttatctatgt
caaagacege
arcccagete
ctggccaaca
ggtgggtact
ggaggcggay
cgagactctg
tcectetget
ccttgtatgg
cttgctcatg
tgagagtcag
aagtcacagce
agcegttgete
tgacattatc
agattctcte
ttgtctgcat
taactgetgt
cgaatactac
gtgttcacag
attaggccca

caaccaacte

gatcctttte
ctetgataas
tttcecaget
catggagggs
taasagagge
poagtgggce
gagagagaaa
gettangggy
tecagoggtt
atcatcaaga
tctetctatg
aagaaaacac
gateggccca
ccatactcec
gccaacacee
cactacatgg
ccagctatge
aacscagtga
tggguataaa
cttogggagge
tggtgaaace
tgtaatccca
cttgcagtga
tctcaaasas
tctgaagtas
agaaatgata
taaaaccttt
tttcagtctyg
atgaggctee
tgaatttcac
cagetggttg
ttceatgett
tctecccagg
cgcteccata
tacaggaaga
gacaccaaga
astcacagge

tcagataaat

23

ttcctacaga
agtctteggg
cegggecacey
agggttitgg
agaagatgtet
tggaaagcaa
gaaatctcte
asassaasaa
atttttaage
acttgccace
aaggtatcag
ctctttgeca
ctatggatga
agtggttagt
cagcecectte
actgaaaaga
asasatcaac
taagcaggac
aaccacaagg
tgaggcaggt
ctgtctetac

gctacttgay

tacgccaagt
atccgttttg
gcatectatg
tctecagecett
ctegggetge
ttctaacatt
tgtaaaatag
gttttgagtg
tacaagcatg
ttcegtgtet
gcagecacett
gaaggttcag
catgeceact
gtcgnaccag
aacacacaca
eaattggagt
atatcccacg
tagaagcaat
crLgggecgeg
ggatcacaagy
taaaaatgca

aggetgagge

gecgagatty
asaasaasna
tgtcaaacct
gcccttcage
atgggtccaa
cgtagtctct
getecctgat
ctgagtasac
tgtacategg
taggaaaatg
cegetgeget
tttatccctyg
agtgcgagte
catggagaga
ttcatectgt
tttttggtct

cg tgca
aaaaacccac
tttagaggag
gggtctecee
gcacaccctg
gcctcageca
agsaccaaca
tcteecacte
ctcaacccte
gtttggagaa
catcgactte
gtgcaagtge
cattgtggag
ttccatgasa
agtggatacg

tagagaagaa

45480
45540
45600
45660
45720
45780
45840
45900
45960
46020
46080
46140
46200
46260
46320
46300
46440
46500
46560
46620
46680
46740
46800
46860
46920
46980
47040
47100
47160
47220
47280
47340
47400
47460
47520
47580
47640
€7700
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tggasacassa
caattttgtc
agatggagte
agcctcotgee
acaggggcac
tatgttggcec
acagtgetog
tggtatagee
gtgactaatg
ccctagagaa
attgtttatt
asatatccaa
cagcttazaa
getttatcta
ctttctatat
acagtggcte
ggtcangagt
aasaaattagc
aggagaattg
ctecagectg
aggacttgac
aacaatatat
tgtatatttt
tatacatatg
ggagcettagg
tgatttgatt
cchaaagataa
cectgtagtce
aaaccagect
ggcatggtgg
tgaacccagg
caacaagage
teccteatee
tgtatatgca
ttcatggece
acaaatttcet
tectatgeag

tgaatttaca

antggaggey
atttatttat
ttgctctatc
teccoaggttt
accaccacac
aggctggtct
gattataagt
azasaagasa
tttaastggg
acactcacat
aaattatcaa
caggtgaatg
aaatgagata
ttaactcaat
atgaggaaat
acgcctatas
tcgagaccag
caggcgtogt
cttgaacctg
agtgacagag
aagagcagat
gttatatgat
ctgcatgtat
tgtgggtgta
gtgggggagt
sattcagact
atctctggta
cagtactttg
ggccaacatg
cgeatgectyg
aggtggaggt
gaaactccgt
aagaacatga
ttcacaattt
aagatgagat
ggagatactg
caactgugey
sgttaagatyg
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csagatagag
ccatttattt
acccaggetg
aagtgattct
ctggctaatt
casactcetg
gtgagccact
aaagaasaga
acatacttta
gagtacccge
taatatatga
gtgasactat
gataataata
cttcacaaca
tgagccacag
tcccaacact
cctggecaac
ggtgcatgee
gtaggcagag
gganactcty
ctecaagaca
atataggtta
attctatata
tatatgtaca
aggagtagtc
ttatcaagca
cctaaaaaca
ggaggccaag
gagaaaccce
taatcccage
tgtggtgagce
ctcaaaaana
ttgtectgtt
gaaataaaag
gaaatttaac
aatctagagt
gtccaatgta

catggggttc

ggeaggcaaa
atttatttat
gagtgcagag
cctgectcaa
tttgtattte
acttcaaatg
gagcccagee
aasataacaa
cagcctggea
agtacatgag
ttattaacag
ggtaaatcca
atggcaaaca
acctgatgta
aaaggttass
ttgggaggec
atggtgaanc
tgaagtceca
gttgcagtga
tctcaaanaa
ttttgttaaa
Aaaasaaate
tacacaagtg
caaaattgta
aaagagattt
ggtectetge
asgacgattg
gagggtggat
gtctctacta
ttctctagag
caggattgea
azaanadsac
ccagcagetg
ttcatctttg
asacatgtaa
tactgasatt

aaaacattaa

tttttatgee
ttatttattt
gcatgatcte
ceteccaagt
tagtagagat
atccacceac
tgtetegtca
ctttggagaa
ttttcagttc
tacaagatgt
tgaagaaata
tagaaaggaa
tttacacagc
gacagatget
taattggece
gaggcaggca
cceatctcta
getacttggg
gctgagatca
azaasasaasa
agaaaaaaag
actagacaca
tacacacaca
ccagtggety
tagcgtcatce
gttcaactce
gctagacgtyg
cacctgaggt
assatacasa
gctgaggcag
ccattgcact
saagacgatt
atgcacaatt
cagctazaac
ataatttaag
gacagaatac

gcagtaagct

taggacttge
atteatttte
ggctcactge
agetgggact
ggtgtttage
teggectece
tttattasat
caatttggea
tccatacctyg
tcasagcagg
gcoatctaace
taccaggcac
acttctaaat
actattatct
aaggctggge
gatcacttgs
ctasasatac
aggetgagge
tgeccattgea
aaaaasttat
caaactgtag
gaagctaate
cacacatacs
cttctggaaa
tgtattgeee
atgattttcc
gtggctcacy
caggagttca
aaattagcca
gagaatcgct
ccagcetggg
tctttgtett
cactgtccat
taatcaccac
ttgcaatagt
aAdcaaagasa

gtggetgtgt

cgectggegt ggtggetoac tectgtaate

24

47760
47820
47880
47940
48000
48060
48120
48180
48240
48300
48360
48420
48480
48540
48600
48660
48720
48780
48840
48500
48960
49020
49080
49140
49200
49260
49320
49380
495440
49500
49560
49620
49630
49740
49800
49860
49920
49980
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ccagcactet
tgaccaacat
gcatgectgt
ggcggaggtt
actccaacte
agactcagaa
tatcatttgg
acasaaatgg
ggatgaatce
caagggccaa
tttactgtta
caaagtaaac
agtccettet
atttggetgg
tggatcactt
tactaaaaat
agaagactga
ttgtgeccatt
aaaaaaatgt
aagcagtcct
attatcctgt
gtagtatgta
ttgtgagagt
aaatatccaa
gggctaatgc
agagtggaat
cggtgetgaa
tcttcaattt
caggcatggt
cctgaggtca
aatacaaaaa
tgaggcagga
actttgagag
aacatggcga
acctgtaatce
gaggctgcgg
catctaaaaa

tettettttt

ggtaggccaa
ggagaaacce
aatcccagcet
gcagtgagece
asaaaanasa
atcattaatt
caaataggaa
gtaaactttc
cacattagga
gaagtcccag
aatataaaca
atactcatat
atgccecccet
gcacggtgge
gaggtcagga
acaaaaatta
ggcaggagaa
gcactccage
atattcttaa
cccacctcag
ttccaaagat
agcggtatat
tgttcatgat
cttattcage
caataacgct
tgctgagtca
aaatggttgt
cctagggetg
ggctcatgee
ggagtttgag
aatagccagg
gaatggcatg
gccaaggtgg
aaccctgtet
ccagctacte
ttagctgaga
aaaaaaaaaa

ttctgttagt
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ggcgggcgga
cgtctctact
actcaggagg
aagatcatgce
aaaaaaaaaa
cttggttaat
ttacagttge
aaaccatctt
tggtgaacca
taagttasat
catctagaaa
aaccggcact
ccaatcacta
tcacacctge
gttcgagace
gcegggtggt
ctgcttgaac
ctgggtgaca
attacaaacg
ctgtaccaag
taattttact
acgcggttga
gccatgtata
catcctactg
gctatgetea
taaggcagac
tcacatttge
aattaccaca
tgtaatctca
accagectga
catggtggca
aacctgggag
gcggateace
ctattaasaa
aggacgcetga
tcacacctet
aaaaagtett

tgaattgtac

tcaactgagg
aaaaatacaa
ctgaggcagg
cattgcacte
agcatggggt
gagagttttg
ctttagatag
ttectagaca
gcagctacta
cattttgtet
cttgtacaaa
cagattaaac
ccctctettt
aatcccagca
aacctagcca
gtggtggcac
ccaggaggtyg
gagcaagact
aggtctcact
cccaccaact
ttggctagaa
gtgtctggct
gttcattcte
ttgatggaca
acatatggca
atatgttcgg
actctcccca
aactaagtgg
gcactttggg
ccaacatgga
ggcgactgta
gcagagcttyg
tgaggtcagg
tacaaaaatt
ggtgggagaa
gcactctage
ttetgeteet

tgattgattt

25

tcaggagttc
aattagctgyg
agaatcattt
cagccectggca
tccatttctg
agccagettg
gcaatterty
ttaaagtatg
gggagaagtc
(4444444444
tcaaaactga
aattgaaaat
ctcetttttt
cttrgggagy
acatggtgaa
acatgtaatc
gaggttgcag
ccatctcaaa

atgttgtcca

aagaccagee
gcatgatggt
gaacctggga
acaagagtga
atttatcttt
ttcaatagte
ataattctgt
tgtecttigt
tgcaagatgt
tttaagaaaa
tggattttaa
tactagcagg
aatttttaaa
ccaaggtggg
acctcgtcte
ccagctacte
tgagccgaga
asaaaaaaag

ggctggtcte

gccctetott aasagtagte

ttttctanaa
tcctttacte
attgtataat
tttgggtagt
ctctactgga
ttttaggaga
gcagttctgg
cttasaacaa
aggctgagge
gaaaccccat
gtcccageca
cagtgagcca
agttcaggaa
agccaggcegt
ttgettgaac
ctgggcaaca
tttgaaatat

tcaaatatta

actgaatcac
aacattattt
tctgttttat
gtccagtttg
cagttaccta
tactaacaaa
ttgctgggea
cagaaatggc
aggcagatca
ctctactaaa
ctcaggagge
agattgcacc
cagectggee
ggtggtgcac
ctgggaggca
gaacaagctc
cagtgagttt

agccaaactt

50040
50100
50160
50220
50280
50340
50400
50460
50520
50580
50640
50700
50760
50820
50880
50940
51000
51060
51120
51180
51240
51300
51360
51420
51480
51540
51600
51660
51720
51780
51840
51900
51960
$2020
52080
52140
52200
52260
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gcattoctga
ttecatticac
ttccatictt
cttaatgatg
tatcatggac
gtgtagtcta

aagcaactgt

atatgatata.

tgtaggactyg
gttgttaccg
tacttcaaaa
tactttatas
tcaccgggag
atcacaagat
aaaatacaaa
gctgaggcag
ccactgcact
tctctatatce
acteettaaa
aatctcagta
agectggeca
gtggtgcacg
caggaggcgy
agcaagactc
aaaaccattt
ggaatcatgt
cagaggectg
ggeteatgee
ggagttecaa
aattagetgg
asaattgtct
cageectgtge
gacaaggata
acacatgcat
attaaacgta
ggctaatagy
caggetgeee

gctgettaga

agtaaactca
taatatttag
gtaatgttet
gggatatgtt
tctatttaca
ttgctectag
aacagaatgg
aaagcttasa
aaagttgcte
tgcactacag
tatttatctt
atttttaaat
tggtggeeea
caggagattg
aaaatagceca
gagaatggcg
ccageetggy
cttattctat
tattttegtt
cketgggagg
atatggtgaa
cctgtagtee
aggttgcagt
catctcaaaa
ccaatagtge
gggagasaag
getttictga
tgtaatccca
acaagcctgg
gcatggtggce
gaacctggga
gacagagtga
cattatceca
ggtectgata
actttataag
tttggaaact
ctggeectec

aaggaggcga
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atttgaatgt
gatteteaca
tgttggatet
ctgaaasacy
caaacctaaa
gétgcaaacc
taagatttgt
satggtacat
tgggtgagte
tagactteat
tcttcastas
tttttaaact
tgccegraat
agaccatcct
ggcatggtoy
tga agg

gttgtactat
tctottettyg
gtgtatgaag
catcagtagce
tagaatagce
tgtacagcat
atatctaaat
ctgcataggg
agtgagtagt
aaacactgta
tasattaate
ctgtacagtg
cccatcactt
ggccaacatg

caggegectg

*

cgacagagca
atactttttt
aaaaactsag
ctgaggtggg
actctgtcte
cagctactca
aagccaagat
asanasaaca
taagtcctat
ctgctagata
atttcatttt
geactttgag
ccaacatgtt
atgcacergt
ggtgasagtt
gaccctctct
caagegtctt
tctacaccta
ttaataasat
tgettettca
atgacacacc

ctcctagate

aggcagagct
agactccate
ctatttttaa
tecatggeegg
tggatcacte.
tactaasaat
ggaggctgag

catgcecactyg

tctttgtatt
agaaagactyg
cgaactacag
tgattctgty
tattatactt
gttactgtac
atagaasagg
cacttaccat
gagtgaatgt
cacttaggct
ttagcttact
gtataaaaat
tgggaggceg
gtgaaaccce
tagtceccage
tgcagtgage
tcaasaanas
cactttttat
gtgcagtgge
gaggtcagga
ataanaatta
gcagaagaat

cactccagcec

aca a
gaagaatgtg
gggtggrcag
ccaaaatceg
aggctgagge
gasatcetgt
sataccagct
gcagtgagece
casaaaaass
caaaggceety
ataaatgacg
taaagaacct
gagacctgey
cccgattcect

cagggatage

26

[ a
gaataccaca
gacaagaggt
taaaataggc
aggtggatca
ttctactaga
acttaggagg
aagatcacac
aaasaaatct
aatgaggcaa
getactataa
agascctgag
atggacttca
ggacaaccag

ccegtetggt

tattgetgaa
accasagtgt
tcatgcatca
gttgtctgaa
aggttatatg
tgaatacggt
tacagtgaaa
gaatggagct
gaaagcctag
acactaaatt
gtgactgttet
attteetete
aggcaggegg
atctctacta
tactcgggag
caagatcaca
aaaaattctt
tegtattett
tcacgettgt
gttcaacacc
gccgggtyty
cgcttgaace
tgggagacag
cacacacaca
gtgtgataag
gacatctcaa
caggtgcagt
cctgaggteca
aatacgasag
ttaaggcatg
cactgtgete
gtaasataaa
tgcttacaga
atcatgtaat
ggettgtcat
cagatttgtce
aggagataca

gccagtgtgg

52320
52380
53440
52500
52560
$2620
52680
52740
$2800
52860
52920
52980
53040
53100
53160
53220
53280
55300
53400
$3460
$3520
53580
53640
53700
53760
53820
53880
53940
54000
54060
54120
54180
54240
54300
54360
54420
54480
54540
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aagctgecte
gaaaaagceg
acacgtectg
caccaacage
ccaggacatg
gtttccgaag
gtggetcacg
cgggagttgg
aatcagcceag
agsatcactt
cagecetggga
ggggetgeag
ctctgtggee
tctgagagea
agagattgag
acctetgtge
attgagacag
tttcattatg
ctggagaatyg
cctaagggtt
ggaagtgaca
tgtcecttgg
ggccaggtgt
tcacttaaag
aaaaatacaa
tgagacagga
actgcactee
aaaaaaatgt
gacagtgect
agaagasgce
tcccaagtga
tttggggett
gggcacacag

accctgyggag

<210>2

<211> 2164

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

<222> (79)..(1863)
<223>

ccatctcaac
ggggectgea
cagttcctee
cggetgegge
gectgactetg
agtgaagggc
tctgtaatee
agacccgeet
acatggtgge
gaacccggge
ggcacagcas
tagccatgtt
acattttcag
aagtgacctg
stgtaagtct
ctctgtetee
tgcacatgaa
aggtcagact
tggagaacta
ttatctoese
ttgtgtcagt
aactcttgct
ggtggcteac
tcaggagtce
aaattagetg
gaaacacttg
aggetaggtyg
ctgcctatee
gaccageece
ttcaggtgut
gaactgeecce
atttgttcca
actcagecca

cctcaggaac
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tccetgagag
tcaccaccte
tgectctacca
actgtgecta
ccaacctgee
agtacagtgg
cagegetteyg
ggctaacaag
atgcacctge
ggcagaggtt
actgtccecca
aacatgacat
ccaaagggaa
gttasacaaa
caactctgte
ttgttgececa
ctgtetttta
aggataatgt
aaggtggcca
cccttgaata
ttcagatcet
atcggggaag
acctgtaatc
aagaccagac
ggeatggtge
aacctgggag
acagagcgag
tgagactgec
agctttcaag
tetggactee
ataaatccag
cagcaacagg
taccttcect

ttaggtttce

ccacaggtgce
agagetgtte
ggageccttg
caggtgctac
cagctgetge
cttcaagagt
ggaggccgag
gcgaaatect
aatcecaget
gtagtgagee
aaaaaaaaaa
ttaccagcaa
atatgetttc
ccagaatcce
cccaggaagt
actactatct
atgtgtaaag
ccaactaaas
caaattcttt
tgggtgocec
gatcttaaga
ccagacgcca
cocagecacttt
tcgecsacat
gggcacctgt
gtggaggttg
actccatcte
ctgctgtgag
ccatccaage
actaacatat
aaaaccacat
taactggaac
ggttctaatg

actggacagt

27

ctggaggage
aggaagetgg
ctggegetgg
gecacctgge
cgctggagga
ccttactgaa
geaggecagat
gtctgtacta
actcgggagg
cagattgtge
aagagtcett
cttgaactte
atcttctgtt
tctacatgga
tgtgtgacce
cagagatatt
atctacatpa
acasacccett
gacactcaag
tgattgettt
guctgacagce
tttaaaagtc
gyggagaccaa
ggtgmaaccy
agtcctaget
cattgagctg
aaaaanaaaa
gaagcccaag
ccagtcacca
gactgatacc
tgctatctta
agagggcasqg
ttctcaggua

tetagaaguy

tgtgetgecg
tectgtecag
atgtggattc
getteggete
tccggaaaga
gecaggeace
cacctgagat
aszatacasa
ctgaggcaca
cactgetete
accaatagea
acctgcaasg
gctetetgty
ctcagagsaa
taggectete
gtgagoacaa
atgcaasaca
ttcatcctgg
tcceccaaga
ateeasaage
ttctacttge
tgcctatoct
ggcggycgga
tatctctaat
atcaagagge
agatcgtgee
aaasasgaas
cagtcacgtg
aacatgagag
gcatgataca
agtccctaag
cctgatgaat
gcecggacea

ctatagaccs

54600
54660
54720
54780
54840
54900
54960
55020
55080
55140
55200
55260
55320
55380
55440
55500
55560
55620
55680
55748
55800
55860
55920
55980
56040
56100
56160
56220
56280
56340
56400
56460
56520
56580
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<400> 2

ggcacgaggy cttgctgtgg ccctgtcagg aagagtagag ctctggtcca getecgegea

ES 2293114 T3

gggagggagg ctgtcacc atg ccg gee tge tge age
Met Pro Ala Cys Cys Ser
1 5

cag
Gln

ace

gect
Ala

tct
Ser
60

gtg
Val

gac

tet
Phe

ace

atg
Met
140
gaa
Glu

gea
Ala

tte
Phe

ace

Lys
220

cga

tat gag acg aac
Tyr Glu Thr Asn

att
Ile

ctyg
Leu
45

gtg
val

gag
Glu

tac
TYx

cte
Leu

cge
Axg
125

gec
Asp

Gly

gtg
val

act

Thr

205

act

gaa
Glu

atg gge

Met

cac

Gly

tgc

aag
Lys
30

gty
val

cac
His

ceg
Pro

aac

gaa
Glu

gty
190

aga
Axg

cag
Gla

aca

att
Ile

cat

15

tgg
Trp

agt
Ser

ace

oga
Gly

ttc
Phe
9s

aca

acg

cag
Gln

cag
Gln

gag
Glu

175

cte

aac

aat

ggc
Gly

gag
Glu

255

cce

ttc
Phe

gac
Asp

aag
Lys

gty
val
8o

cct

Glu

cte

age

asg
160
gee
Ala

atc
Ile

atc
lle

cca
Pro

gat
Asp
240

ate
Ile

aaa

asa
Lys

tete
Phe

aag
Lys

gty
val
65

aag
Lys

ttg
Leu

ugc
Gly

tgt
Cys

asa
Lys
145

ace
Thr

ece
Pxo

aag
Lys

ctg
Leu

cag
Gln
225

aat
Asn

tac

gte
val

cac
His
ctg
50

aag

Lys

aag
Lys

Gln

caa
Gln

tee
Ser
130

goa
Gly

tygt
Cys

cgg
Arg

aac
AsD

cca
Pxo
210

tgt
Cys

ttt
Phe

tog

act
Thr

gtg
val
35

tag
T

a99
Gly

ttg

ae9
Gly

gag
Glu
115
tet
Ser

att
1le

gan
Glu

cct
Pro

aat
195

ggt
Gly

cee
Pro

tca
Ser

gac

Tyr Trp Asp

cg9
Axrg
20

ate
Ile

cag
Gln

ata
Ile

gty
vVal
aac
100
cag
Gln

gac

cag
Gln

gtc
val
gct
180

ate
Ile

tta
Leu

att
Ile

gat
Asp

tgce
Cys
260

ate
Ile

ate
Ile

cgg
Arg

gea
Ala

cac
His
8s

tet

cgg
Arg

cga
Arg

ace

tct
165
cte
Leu

gac
Asp

aac

tte
Phe

gty
val
245

aac
Asn

cag
Gln

tet
Phe

Lys

gag
Glu
70

agt

ttc
Phe

ttg

ggt
Gly

gga
Gly
150

gee

Ala,

ttg
Leu

tte
Phe

atc
Ile

cga
Axg
230

gca
Ala

cta

tge agt gat
Cys Ser Asp

agc
Sexr

tee

atg aat

Het

tac

Ser Tyr

gag
Glu
55

gty
Val

gte
val

tte
Phe

40
cct
Pro

asa
Lys

(444
phe

gty
Val

cce
Pro
120

Cys Lys

cce
Pro
act
215
cta
Leu

att

tgt
Cys

tge
Cys

agt
Ser

ggc
Gly
200

tgt
Cys

gga
Gly

cag

Asn
25

gtt
val

gte
val

gag
Glu

gac
Asp

atg
Mot
105

gag
Glu

aag
Lys

gta
val

cee
Prxo

gee
Ala
185

cac
His

ace
Thr

gac
Asp

ggc

Ile Gln Gly

gac cgt tgg
Leu Asp Arg Trp
265

tac agt ttc cgt cge ctt gac gac ang

28

gtt
Vval
10

tat
Tyr

tge
Cys

ate
Ile

gag
Glu
acc
90

aca

tat

gaga
Gly

gty
Val

atc
Ile
170

gaa
Glu

aac
Asn

ttc

atc
Ile

gge
Gly
250

ttc
Phe

acc

tte
Phe

ggc
Gly

tet
Phe

aget
Sexr

ate
Ile
%

gca
Ala

aac
Asn

cece
Pro

tgg

cat
His
155

gag
Glu

aac
Asn

tac

cao
His

tte
Phe
235

ata
Ile

cat
His

ace

60
111

159

207

255

1303

s

399

447

543

591

639

687

735

783

831

879

927
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His Cys Nis

aac
Asn

aag
300

cgt

cag
Gln

get
Ala

cge

anc
Asn
380

ccy
Pro

Qtg
val

gaa
Glu

ctg

cag
460

tog

agy
Arg

ace

cag
Gln

tce
Ser
540

tgg
Trp

tgc

gty
val
285

gaa
Glv

ttt
Phe

ctg

Leu

gty
val

tce
Ser
365
gaa
Glu

aca

aac
Asn

gte
val
gee
445
ctg
Leu

tgc
Cye

tgc
cys

acc

tee

Phe
525

RCC
Thr

cge
Axg

tg¢

20

tee
Ser

gac

gtt
val

tte
350

cat
His

tac

tta
Leu

cag
Gln

cca
Pro
430

cte

ctt

cag
Gln

ctg

tca
Ser
510

cte

aac
Asn

tte
Phe

cge

Pro

ttg
Lau

aat
Asn

atec
Ile

gtg
Val
335

atc
Ile

att
Ile

38

cag
415

aga

cat
His

tgt
Cys

gag
Glu
495

gag
Glu

ctg
Leu

agc
Sex

ggc
Gly

tog

Lys

tac
T

gtt
Val

ctyg
320
tac

gac
Asp

tat
Tyx

tac

tat

ES 2293114 T3

Tyr Ser Phe Arg Arg Leu Asp Asp Lys Thr Thr
275 280

cct
Pro

gag
Glu
305

gtt
Val

ate
Ile

tee
Phe

cce

g9c
Gly
290

asa
Lys

(44 4
Phe

ggc
Gly

cte
Leu

tgg

Pro T™rp

agg
385

gty

Tyx Val

400

cta

cct
Pro

gac
Asp

Lys

gga
480

gag
Glu
ctg

cte

cgg

tee
Ser
560

a9g

cta

gcg
Ala

aca

gag
Glu
465

agc

ctg
Leu

tte
the

tac
TYx

ctg
Leu
545

370

aag
Lys

tcc
Sex

999
Gly

atg
Met

cce
Pro
450

gcq
Ala

tge
Cys

tgc
Cys

agy
Arg

cag
Gln
530

ca9
Arg

tac

Tyx

cgg
Arg

ggc
Gly

tca

atc
Ile
35S

tgc

aag
Lys

tet
Phe

aga

gac
435
ccg
Pro

act

cte
Leu

tge
Cys

aag
Lys
515

gag
Glu

cac
His

cag gac atg
Gln Asp Met

atc cgg aaa

aac
Asn

act
Thr

ace
Thr
ace
340

gac

aag
Lys

tge

geg
val
agt
420
tte
Phe

att
Ile

cct
Pro

cca
Pxo

<99
Arg
500

etg
Leu

cce
Pro

tgt
Cys

gct
Ala

ttec aga tac
Phe Arg Tyr

ctyg
Leu

aga
Gly
325
ctc
Leu

act

tge
Cys

gag
Glu
gat
405
ctg
Leu

aca

cct
Pro

aga

tct
Ser
485

asa
lys

gte
Val

ttyg
Leu

gce

ata
Ile
310

gga
Gly

tce
Sex

tac
Tyr

tgt
<ys

tee
Ser
3%0

gea
Glu

caa
Gln

gat
Asp

gga
Qly

tce
Ser
470
caa
Gln

ang
Lys

ctg

ctg
Leu

tac

Ala Tyr

gac
Asp
565

tet

29

550

tet
Phe

ccg

295
aaa
Lys

aaa
Lys

tac
Tyr

tece
Ser

cag
Gln
375

att
Ile

tec
Sex

gat

ttg
Leu

caa
455

agg
Arg

cte

ccg
Pro

tee
Ser

gcg
535

agg
Axg

gee
Ala

aag

gce aag tac tac
Ala Lys Tyr Tyr

gte ttc ggg

val

tte
Phe

tte
Pha

agt
Ser
360
cce
Pro

gty
val

cac
His

gte
val

tee
Ser
440

cca
Pro

gat
Asp

cct

g%y
qly

aga
S20

ctg

tge
Cys

ate
Ile

agt

2.1

gac
Asp

ggt
Gly
345
aac
Asn

tgt
Cys

geag
Glu

att
Ile
aag

425

gag
Glu

age
Ser

gag
Glu

gee
Ala
505

cae
His

gat
Asp

tac
Tyr

ctg
Leu

Gly

att
Ile
130

ctg
Lau

tgc
Cys

gtg
val

cca
Pro

agg
410

ggc
Gly

ctg
Leu

gag
Glu

ccc
Pro

age
Ser
450

tge
Cys

gtc
val

gtg
val

gee
Ala

cec
Pro
570

atc
Ile
315

ate
Ile

gec
Ala

tgt
Cys

gte
Val

saag
Lys
395

atg
Mat

caa
Gln

cec
Pro

ata
Ile

gte
val
475
cac
His

ate
Ile

ctg
Leu

gat
Asp
ace
555

age
Sar

gaa 999 cag

975

1023

1071

1119

1167

1215

1263

1311

1359

1407

1455

1503

1551

1599

1647

1695

1743

1791

1839
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ES 2293114 T3

Cys Cys Axg Trp Arg Ile Arg Lys Glu Phe Pro Lys Ser Glu Gly Gln
515 580 585

tac agt ggc ttc aag agt cct tac tgaagccagg caccgtgget cacgtcetgta

Tyr Ser Gly Phe Lys Ser Pro Tyr
590

595

atcccagege tttgggagge cgaggeaggc agatcacctyg aggtcgggag ttggagacce

gcctggetaa caaggegasaa tcctgtotgt actaasaata caaaaatcag ccagacatgg

tggcatgecac ctgcaatcce agetactcgg gaggetgagg cacaagaatc acttgaacce

gggaggcaga ggttgtagtg agcccagatt gtgecactge tctecagect gggaggcaca

gcaaactgtc ccasaaaaad aszaaaanaaa a

<210>3

<211> 595

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Met Pro Ala Cys g.ys

val Thr Arg Ile

20

Lys

Phe Val Ile Ile

35

His

Lys Gln Arg

val Ile Ala

65

Lys Gly

val His

85

Lys Lys

Gln Asn

100

Gly

Glu Gln

115

Gly Gln Arg

Arg
130

Lys Ile Gln

145

Gly

Thr Cys Glu val Ser

165

Ala
180

Pro Arg Pro Leu

Lys Asn Ile Asp

195

Ser Cys Ser Asp Val Phe Gln Tyr Glu
10

Gln Ser Met

Phe Ser Tyr
410

Lys Glu Pro
55

Glu val
70

Lys
Sex Val Phe
Phe Phe Val

Pro
120

Leu Cys
Gly Cys Lys
135
Gly Aarg Cy=

150

Ala Trp Cys

Lesu Asn Ser

Pha Pro Gly

200

Asn

25

val

Val

Glu

Asp

Met

105

Glu

Lys

Val

Pro

Ala

185

His

30

Tyr Gly Thr Ile Lys
30

Phe Ala Leu Val
45

cys

Ser Ser val His
60

Ile

Ile Val Glu Asn
75

Glu

Thr Ala Asp Tyr Thr

Asn Phe Leu Lys
110

Pro Thr Arg Aryg
125

Gly Trp Met Asp Pro

140

Val Hia Glu Gly Asn
155

Ile Glu Ala Val Glu

170

Asn Phe Thr Val
190

Glu

Asn Tyr Thr Thr Arg
205

Trp

Ser

Gly
Phe

95

Thr

Gln

Gln

Glu

175

Leu

Asn

Phe

Asp

Lys

val

80

Pro

Glu

lys

160

Ala

Ile

Ile

1893

1953
2013
2073
2133
2164



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Leu

Glan
225

Pro

Glu

305

val

Ile

Pro

Thr

Glu
465

Sex

ES 2293114 T3

Pro Gly Leu Asn Ile Thxr Cys Thr Phe His Lys Thr

310

215

Cys Pro Ile Phe Axg Leu Gly Asp Ile
230

Phe Ser Agp

Txp Asp Cys
260

Ser Phe Arg
275

Gly Tyxr Asn
290

Lys Arg Thr
Phe Gly Thr

Gly Ser Thr
340

Leu Ile Asp
355

Trp Cys Lys
370

Lys Lys Cys
Ser Phe Val

Gly Arg Ser
420

Net Asp Phe
435

Pro Pro 1le
450

Ala Thr Pro

Cys Leu Pro

val

245

Asn

Arg

Phe

Leu

Gly
325

Cys

Glu

Asp
405

Pro

Azg

Ser
485

Leu Cys Cys Arg Lys

500

Ala Ile Gln Gly Gly
S

Lau Asp

Leu Asp

Axg Tyx
295

Xle Ly®s
10

Gly Lys

Ser Tyr

Tyr Ser

Cys Gln
375

Ser Ile
390

Glu Ser

Gln Asp

Asp Leu

Gly Gln

455

Sex Arg
470

Gln Leu

Lys Pro

Arg

Asp

280

Ala

val

Phe

Phe

360

Pro

val

His

val

Ser

440

Pro

Asp

PYoO

Trp
265
Lys
Lys

Phe

Gly
345

Asn

Glu
Ile
Lys
425
Arg
Glu

Ser

Glu

250

Phe

Thr

Tyr

Gly

Ile
330

val

Pro

Arg

410

Gly

Glu

Pro

Ser
430

Gly Ala Cys

505

31

220

Phe Arg Glu
235

Ile Met Gly
His His Cys

Thr Asa Val
485

Tyr Lys GQlu
300

Ile Axg Phe

315

Ile Gln Leu

Ala Ala val

Cys Arg Ser
365

val Asn Glu
380

Lys Pro Thr
395

Met Val Asn
Gln Glu Val

Pro Leu Ala
445

Ile Gln Leu
460

val Trp Cys
4715

His Arg Cys

Ile Thr Thr

Gln Asn Pro

Thr Gly Asp
240

Ile Glu Ile
258

His Pro Lys
270

Ser Leu Tyr
Asn Asn Val

Asp Ile Leu
320

Val Val Tyx
335

Phe Ile Asp
350

Kiz Ile Tyx
Tyr Tyr Tyz
Leu Lys

Gln Gln Leu
415

Pro Axg Pro
430

Leu His Asp
Leu Arg Lys

Gln Cys Gly
480

tau Glu Glu
495

Ser Glu Leu
510
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ES 2293114 T3
Phe Arg Lys Leu Val Leu Ser Arg His Val Leu Gln Phe Leu Leu Leu
515 520 525

Tyr Glan Glu Pro Leu Leu Ala Leu Asp Val Asp Ser Thr Asn Ser Arg
530 538 540

Leu Arg His Cys Ala Tyr Arg Cys Tyr Ala Thr Trp Arg Phe Gly Ser
545 550 555 560

Gln Asp Met Ala Asp Phe Ala Ile Leu Pro Ser Cys Cys Arg Trp Arg
565 570 575

Ile Arg Lys Glu Phe Pro Lys Ser Glu Gly Gln Tyr Ser Gly Phe Lys
580 585 $90

Ser Pro Tyr
595

<210>4

<211> 595

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> DOMINIO

<222> (1)..(20)

<223> Dominio intracelular
<220>

<221> TRANSMEM
<222> (21)..(46)

<223>

<220>

<221> DOMINIO

<222> (47)..(320)

<223> Dominio extracelular
<220>

<221> TRANSMEN
<222> (321)..(356)

<223>

<220>

<221> DOMINIO

<222> (357)..(595)

<223> Dominio intracelular

<400> 4

Met Pro Ala Cys Cys Ser Cys Ser Asp Val Phe Gln Tyr Glu Thr Asn

1 5 10 18

Lys Val Thr Arg Ile Gln Ser Mst g;n Tyr Gly Thr Ile Lys Trp Phe
20 30

Phe His Val Ile Ile Phe Ser '3: Val Cys Phe Ala Leu Val Ser Asp
s 45

Lys Leu Tyr Gln Arg Lys Géu Pro Val Ile Ser Ser Val His Thr Lys
S0 H] 60

32
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Val
65

Lys

Gly

Lys
145

Lys

Gln
325

Glu

305

val

Ile

Phe

Lys Gly Ile Ala

Lys Leu Val His
as

Glan Gly Asn Ser
100

Gln Glu Gln Arg
115

Ser Ser Asp Arg
130

Gly Ile Gln Thx

Cys Glu Val Ser
165

Arg Pro Ala Leu
180

Asa Asn Ile Asp
195

Pro Gly Leu Asn
210

Cys Pro Ile pPhe

Phe Ser Asp val
245

Trp Asp Cys Asn
260

Ser Phe Axrg Arg
278

Gly Tyr Aan Phe
290

Lys Arg Thr Leu

Phe Gly Thr Gly
328

Gly Ser Thr Leu
340

Leu Ile Asp Thr Tyr Ser Sar Asn Cys Cys
360

355

ES 2293114 T3

Glu Val Lys Glu
70
Ser Val Phe Asp

Pha Phe Val Met
105

Leu Cys Pro Glu
130

Gly Cys Lys Lys
135

Gly Azrg Cys Val
150

Ala Trp Cys Pro

Leu Asn Ser Ala
185

Phe Pxo Gly His
200

Ile Thr Cys Thr
215

Axg Leu Gly Asp
230

Ala 1le Gln Gly

Leu Asp Arg Trp
265

Leu ASp Asp Lys

280
Arg Tyr Ala Lys
295
Ile Lys val Phe
310

Gly Lys Phe Asp

Ser Tyr Phe Gly
345

33

Glu _I’lt Val Glu Asn Gly
S

Thr Ala Asp Tyr
S0
Thr Asn Phe Leu

Tyr Pro Thr Arg
125

Gly Trp Met Asp
140

Val His Glu Gly
15%

Ile Glu Ala val
170

Glu Asn phe Thr

Asn Tyr Thr Thr
205

Phe His Lys Thr
220

Ile Phe Arg Glu
235

Gly Ile Met Gly
250

Phe His His Cys

Thr Thr Asn Val
285

Tyr Tyr Lys Glu
300

Gly Ile Arg Phe
315

Ile Ile Gln Leu
330

Thr
Lys
110
Axg
Pro
Asn
Glu
val
190

Arg

Gln

Ile
Arg
270
Sex
Asn
Asp

Val

Phe
95

Thr

Gln

Gln

Glu

175

Leu

Gly

Glu
255

Ile

Val
335

Val
80
Pro

Glu

Ser

Lys

160

Ala

I1le

]

Ile

Lys

Val

Leu
320

k> 24

Leu Ala Ala val Phe Xle Asp
350

368

Arg Ser Ris Ile Tyr
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<210>5

<211> 595

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

ES 2293114 T3

Pro Trp Cys Lys Cys Cys
370

Arg
385

val

Glu
465

Sex

Phe

545

Gln

Ile

Sex

Lys Lys

Sexr Phe

Gly Arg

Met Asp

435

Pro Pro
450

Ala Thr

Cys Leu

Cys Cys

Arg Lys
515

Gln Glu
530

Arg His

Asp Mat

Axg Lys

Pro Tyr
595

Cys

val

420

Phe

Ile

Pro

500

Cys

Als

Glu
580

Glu Ser
390

Asp Glu
405

Leu Gln

Thr Asp

Pro Gly

Arg Ser

470

Ser Gln
485

Lys Lys

val Leu

Als Tyr
550

Asp Phe

Phe Pro

Gln Pro Cys Val val
378

Ile Val Glu Pro Lys

395

Ser Ris
410

val Lys Gly

425

Ser
440

Axg

Gln Glu Glu

455

Pro

Sar
475

Glu
490

Ala
505

Pro Gly Cys

Ser Arg His val

520

Ala val

535

Asp

Arg Cys Tyr Ala

Ile Leu
570

Ser Glu Gly
585

Lys

Ile Arg Met Val Asn
Gln Glu Val
Pro Lau Ala
Ile Gln Leu
460
Pro Val Trp Cys
His Arg Cys
Ile Thr Thr
Lau Gln Phe
Asp Ser Thr
Thr Trp Axg
Sex Cys Cys

Gln Tyr Sex

Asn Glu Tyr Tyr Tyr
380

Pro Thr Leu Lys Tyr

400

Gla Gln
415

P¥o Axg Pro

430

Leu His
445

Leu Arg Lys

Gln Cys Gly

480

Leu Glu Glu

495

Ser Glu
510

Leu Leu
525

Asn Sex Arg

540

Pha Gly
560

Axg Trp
575

Arg

Gly Phe
590

Lys

Met Pro Ala Cys Cys Ser Cys Ser Asp Val Phe Gln Tyr Glu Thr Asn

1 s i0 15

Lys Val Thr Arg Ile Gln Ser Met Q;n Tyr Gly Thr lle Lys Trp Phe
20 30

Phe His val Ile Ile Phe Sex Tyr Val Cys Phe Ala Leu Val Ser Asp

34
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Lys Leu
S0

Val Lys
65

Lys Lys

Leu Gln

Gly Gln

Cys Ser
130

Lys Gly
145

Thr Cys

Pro Arg

. Lys Asn

feu Pxro
210

Gln Cys
225

Asn Phe

Tyr Trp

Pro Gly
290

Glu Lys
305

val Phe

Ile Gly

35

ES 2293114 T3

40

5

Tyx Gln Arg Lys Glu Pro Val Ile Ser Ser Val His
55 60

Gly

Gly

Glu

115

Ser

Ile

Glu

Asn
195
Gly

Pro

Ser

Phe

275

Tyr

Axg

Gly

Ser

Ile Ala

Val His
85

Asn Ser
100

Gln Trp

Asp Arg

Gln Thr

val Ser

165

Ala Leu

180

Ile Rsp

Leu Asn

Ile Phe

Asp Val
245

»
[
o

Asn Phe
Thr Leu
Thr Gly

325

Thr Leu

Glu Val Lys
70

Ser Val Phe

Phe Phe Val

Leu Cys Pro
120

Gly Cys Lys
135

Gly Arg Cys
150

Ala Trp Cys

Leu Asn Ser

Phe Pro Gly
200

Ile Thr Cys
215

Arg Leu Gly

Ala Ile Gla

Leu Asp Axg

Leu Asp Amp
280

Arg Tyr Ala
295

Ile Lys Val
310

Gly Lys Phe

Sex Tyr Phe

Glu Glu lle val
75

Asp Thr Ala Asp
80

Met Thr Asn Phe
105

Glu Tyr Pro Thr

Lys Gly Trp Met
140

Val val His Glu
155

Pro 1le Glu Ala
170

Ala Glu Asn Phe
185

Rig Asn Tyr Thr

Thr Phe His Lys
220

Asp Ile Phe Arg
235

Qly Gly Ile Met
250

Trp Phe His His
265

Lys Thr Thr Asn

Lys Tyxr Tyr Lys
300

Phe Gly Ile Arg
1S

Glu Asn

Tyr Thr

Lau Lys
110

Axg Axg
125

Asp Pro

Gly Asn

Val Glu

Thr Val

190

Thr Arg
205

Thr Gla

Glu Thr

Gly Ile

270

Vval Ser
285

Glu Asn

Phe Asp

Asp Xle Ile Gln Leu Val
330

Gly Leu Ala Ala val phe

35

Thr Lys

Gly val
80

Phe Pro
95

Thr Glu

Gln Ser

Gln Lys
160

Glu Als
178

Leu Ile
Asn Ile
Asn Pro
Gly Asp

240
Glu Ile

255

Pxro Lys

Asn Val

Ile Leu
320

val Tyr
335

Ile Asp
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Val Ser Phe

Lau Gly Axg

Ala Met Asp
435

Thr Pro Pro
450

Glu Ala Thr
465

Ser Cys Leu

Leu Cys Cys

Phe Arg Lys
515

Tyr Gla Glu
530

Leu Axrg His
545

Gln Asp Met

Ile Arg Lys

8er Pro Tyr
595

ES 2293114 T3

340

Asp Thr Tyxr
Lys Cys Cys

Cys Glu Ser
390

Val Asp Glu
405

Ser Leu Gln
420

Phe Thr Asp
Ile Pro Gly

Pro Arg Ser
470

Pro Ser Gln
485

Arg Lys Lys
500

Leu Val Leu

Pro Leu Leu

Cys Ala Tyr

Ala Asp Phe
565

Glu Phe Pro
580

<210> 6

<211> 595

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Ser

Gln

3715

Ile

Ser

Asp

Gln
455

Axg

Pro

Ser

Ala

535

Axg

Ala

Lys

Sexr

360

Pro

Val

His

Val

440

Asp

Gly

11
N
<

)

345

Asn Cys

Cys val

Glu Pro

Ile Axg
410

Lys Gly
425

Arg Leu

Glu Glu

Glu Ser
490

Ala Cys
50S

His Val

Asp Val

Tyr Ala

Leu Pro

570

Glu Gly
585

Cys Arg Ser
365

val Asn Glu
380

Lys Pro Thr
395

Met Val Asn
Gln Glu val

Pro Leu Ala
445

Ile Gln Leu
460

Val Txp Cys
475

His Axg Cys
Ile Thr Thr

Leu Gln Phe
5258

ASp Ser Thr
540

Thr Tsp Arg
558

Ser Cys Cys

Gln Tyr Sexr

350

His Tle Tyr

Tyr TYr Tyr

Leu Lys Tyr
400

Gln Gln Leu
415

Pro Arg Pro
430

Leu His Asp

ieu Arg Lys

Gln Cys Gly
480

Leu Glu Glu
495

Ser Glu Leu
510

Leu Leu Leu

Asn Ser Arg

Phe Gly Ser
560

Arg Trp Arg
575

Gly Phe Lys
590

Met Pro Ala Cys ?{a Ser Cys Ser Asp Val Phe Gln Tyr Glu Thr Asn
1 10 15

36
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Lys
Phe
Lys
val
65

Lys

Leu

Gly

Lys
145

Lys

Gln
225

Pro

305

val

His

Leu
1

Lys

Lys

Gln

Gln

Sear

130

Gly

Cys

Pro
210

Cys

Phe

Tzrp

Ser

Gly
290

ES 2293114 T3

Thr Axg Ile Gln Ser Met
20

Val Ile Ile Phe Ser Tyr
3s 40

Tyr Gln Arg Lys Glu Pro
55
Gly Ile Ala Glu Val Lys
70

Leu Val His Ser Val Phe
85

Gly Asn Ser Phe Phe Val
100

Glu Gln Arg Leu Cys Pro
115 120

Ser Asp Arg Gly Cys Lys
13§

Ile Gln Thr Axg Axg Cys
150

Glu Val Ser Ala Trp Cys
165

Pro Ala Leu Leu Asn Ser
180

Asn Ile Asp Phe Pro Gly
195 200

Gly Leu Asn Ile Thr Cys
215

Pro Ile Phe Arg Leu Gly
230

Ser Asp Val Ala Ile Gln
248

m%;nnmupmm

Phe Arg Arg Leu Asp Asp
275 280

Tyr Asn Phe Arg Tyr Ala
295

Glu Lys Arg Thr Leu Ile Lys Val
310

Asn Tyr Gly Thr
25
val Cys Phe Ala

Val Ile Ser Sexr
60

Glu Glu Ile val
75

Asp Thr Ala Asp

Mat Thr Asn Phe
10%

Glu Tyr Pro Thr

Lys Gly Trp Met
140

val val His Glu
158

Pro Ile Glu Ala
170

Ala Glu Asn Phe
185

Thr Phe His Lys
220

Asp Ile Phe Axg
23S

Gly Gly 1le Met
250

Phe His His
Lys Thr Thr Asn
Lys Tyr Tyr Lys
300

Phe Gly Ile Arg
315

37

Ile Lys Trp Phe
30

Lsu Val Ser Asp
45

val His Thr Lys

Glu Asn Gly val
80

Tyr Thr Phe Pro
9s

Leu Lys Thr Glu
110

Arg Arg Thr Leu
125

Asp Pro Gln Ser

Gly Asn Glo Lys
160

Val Glu Glu Ala
175

Thr vVal Leu Xle
190

Thy Azrg Asn Ile
205

Thr Gln Asn Pro

Glu Thr Gly Asp
240

Gly Ile Glu Ile
255

Cys Axg Pro Lys
270

Val Ser Leu Tvyr
285

Glu Asn Agn Val

Phe Asp lle Leu
320
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val Phe

Ile Gly Ser

Ile
355

Phe

Arg
38s

Lys

val Ser

Leu Gly

Ala Met Asp

438

Pro
450

Pxq

Glu Ala Thr

Ser Cys

Leu Cys

Phe Axg Lys

S158

Tyx Gln Glu

530

Leu Axg His

545

6l Asp Met

Ile Arg Lys

Ser Pro Tyx
595

<210>7

<211> 595

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Thr
340
Lys
Cys
Val
420
Phe

Ile

Arg
500

Pro

Cys

Ala

Glu
580

ES 2293114 T3

Gly Thr Gly Gly Lys Phe Asp
328

Leu Ser Tyr Phe Gly

345

Thr Tyr Sexr Sexr Asn

360

Cys Cys Gln Pro Cys

375

Glu Ser Ile Val Glu

390

Asp Glu Ser Ris Ile

405

Leu Gln Asp Val lys

Sex
440

Thr Asp Leu

Pro Gly Gln Pro Glu

455

Arg Ser Arg Asp

470

Ser Gln Leu Pro Glu

485

Ala
505

Lys Lys Pro Gly

Val Leu Ser Arg His
520

Leu Leu Ala Leu
535

Asp

Ala Tyr Arg Cys Tyr
550

Asp Phe Ala e Leu

565

fhe Pro Lys Ser Glu
585

38

Ile
330

Leu

Cys

val

Pro

Arg

410

Gly

Glu

Ser

490

val

val

Ala

Pro

570

Gly

Ile Gln Leu Val Val Tyr
315

Ala

365

val
380

Lys
395

Met
Gln

Glu Val

Leu Ala
445

Pro

Ile Gln Leu

460

val Trp Cys

His Arg Cys

Ile Thr Thr

Ala val Phe Ile Asp
350

Arg Ser His lle Tyr

Asn Glu Tyr Tyr Tyr

Pro Thr Leu Lys Tyr

400

Val Asn Gln Gln Leu

415

Pro Arg Pro
430

Leu His Asp

leu Arg Lys

Gln Cys Gly
480

Ley Glu Glu
495

Ser Glu Leu
510

Leu Gln Phe Leu Leu Leu

525

Asp Sexr Thr Asn Sexr Axg

540

Thr Trp Arg Phe Gly Sax

555

560

Sex Cys Cys Arg Trp..Arg

575

Gln Tyr Ser Gly Phe Lys
590
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<400> 7

Lys

Phe

Lys

val

65

Lys

Gly

Lys
145

Lys

Gln
225

Tyx

TYX

Val

His

Lys

Lys

Gln

Gln

Ser

130

Gly

Cys

Asn

Pro
210

Cys

Phe

Trp

Ser

Ala

Thr

val

35

Gly

Gly

Glu

11§

Ile

Glu

Asn
195
Gly

Pro

Asp

fhe
275

Cys Cys
5

Arg Ile
20

Ile Ile
Gln Arg
Ile Ala

Val His
85

Asn Ser
100

Gln Arg
Asp Axg
Gln Thr
Val Ser

165

Ala Leu
180

Ile Asp

Ile Phe

ES 2293114 T3

Ser Cys Ser Asp Vel Phe Gln Tyr Glu Thr
0

15

Gln Ser Met Asn Tyr Gly Thr Ile %s Trp

25

phomryrvummnar‘.;uvus«

40

Lys Glu Pro Val
5%

Glu val Lys Glu
70

Sexr Val Phe Asp

Phe Phe Val Met
108

Leu Cys Pro Glu
120

Gly Cys Lys Lys
135

Gly Arg Cys Val
150

Ala Trp Cys Pro

Leu Asn Ser Ala
185

Phe Pro Gly His
200

Ile Thr Cys Thr
215

Axrg Leu Gly Asp
230

Ile

Glu

Gly

val

Ile

170

Lys

Phe

Ile

Asp Val Ala Ile Gln Gly Gly

245

260

Cys Asn Leu Asp Axrg Trp
265

Axrg Axg Leu Asp Asp Lys
280

39

250

fhe

Ser

Ile
15

His
155
Glu

Asn

His

Phe

235

Ile

His

Ser val His Thr
60

val Glu Asn Gly

ASp Tyr Thr Phe
95

Phe Leu Lys Thr
110

Thr Arg Axg Thr
125

Met Asp Pro Gln
140

Glu Gly Asn Gln

Ala val Glu Glu
175

Phe Thr Val Leu
190

Thr Thr Arg Asn
205

Lys Thr Gln Asn
220

Arg Glu Thr Gly

Mat Gly Ile Glu
285

His Cys Arg Pro
270

Asn

Phe

Lys
Val

80

Glu

Lys

160

Ala

Ile

Ile

Pro

Asp

240

Ile

Lys

Thr Thr Asn val Ser Leu Tyr

285
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Pro Gly Tyr Asn Phe
290

Glu
305

Lys Arg Thr Leu

val Phe Gly Thr Gly
325

Ile Gly Ser Thr Leu

340

Leuw Ile
358

Phe Asp Thr

Trp Cya
370

Lys Cys

Arg Lys Lys Cys Glu

Ser Phe Val Asp

405

Ser Leu
420

Gly Arg

Met Phe Thr

Pro Ile Pro

450

Glu
465

Ala Pro Axg

Pro Ser
485

Ser Cys

Cys Cys Arg Lys
500

Arg Lys Leu val

51%

Gln Glu
530

Pro Leau

Leu
545

Arg His Cys Ala

Gln Asp Met Ala Asp

565

Ile Arg Lys
580

Sexr Pro Tyr
595

<210> 8

<211> 595

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

Arg Tyr Ala
295

Ile Lys Val
310

Gly Lys Phe

Ser Tyr Phe

Tyr Ser
360

Gln Pro
378

Cys

Ser Ile Val

390

Glu Ser Ris

Gln Asp Val

440

Gln
455

Gly Pro

Arg Asp

470

Gln
Pro

Lys

Ala Leu
535

Leu

Tyr Arg Cys
550

Phe Ala Ile

Lys Tyr

Phe Gly

Asp Ile
330

Gly Leu
345

Asn Cys

Cys Val

Glu Pro

Ile Arg

410

Lys Gly

425

Glu Glu

Glu Ser
490

Ala Cys
505

Hie Vval
Asp Val

Tyr Ala

Leu Pro
570

Glu Phe Pro Lys Ser Glu Gly
585

40

Tyr Lys Glu
300

Ile Arg Phe
315

Ile Gln Leu

Ala Ala Val

Arg Ser
365

Cys

Val Asn Glu

300

Lys Pro Thr

395

Met Val Asn

Gln Glu Val

Leu Ala
445

Ile Gln Leu

460

vVal Trp Cys
475

His Arg Cys

Ile Thr Thr

Leu Gln Pha
525

Asp Sex Thr
sS40

Thr Trp Arg
555

Ser Cys Cys

Gln Tyr Sex

Asn Asp Val

Asp Ile

320

val val

335

Ilae
350

His Ile

Gln Gln

415

Pro
430

Arg
Leu His
Leu

Lys

Gly
480

Gln

Glu
495

Leu Glu

Ser Glu

$10

Leu Leu

Asn

Phe Gly

560

Arg Trp Arg
$75

Gly phe Lys
590
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<400> 8

Met
1
Lys
Phe
Lys
val
65

Lys

Gly

Lys
145

Gln
225

Pro

Val

His

Lys

Lys

Gla

Glao

130

Gly

Axg

Asn

Pro
210

Cys

Ala Cys Cys Ser Cys Ser Asp Val
5

ES 2293114 T3

10

Thr Arg Ile Gln Ser Met Asn Tyr
20

val
as

Gly

Gly

Glu

115

Ile

Glu

195

Gly

Pro

Ile Ile

Gln Axg

Ile Ala

val His
85

Asn Ser
100

Gln Arg

Asp Arg

Gln Thr

Val Ser
165

Ala Leu
180

Ile Asp

Phe Ser Tyr Val Cys

Lys Glu Pro Val Ile
S5

Glu val Lys Glu Glu
70
Ser Val Phe Asp Thr

Phe Phe Val Met Thr
105

Leu Cys Pro Glu Tyr
120

Gly Cys Lys Lys Gly
135

Gly Arg Cys Val Val
150

Ala Trp Cys Pro 1lle
170

Leu Asn Ser Ala Glu
185

Phe Pro Gly His Asn
200

Leu Asn Ile Thr Cys Thr Phe

Ile Phe

Phe Ser Asp Val

245

215

Arg Leu Gly Asp Ila
230

Ala Ile Gln Gly Gly
250

41

Phe

Gly

Phe

Ile
5

Ala

His
155

Glu

Phe
235

Ile

Gln Tyr Glu Thr Asn
15
Thr Ile Lys Trp Phe
30

ucxguVaISerup
¢

s:r Val His Thr Lys
6

val Glu Asn Gly Val
80

Asp Tyr Thr Phe Pro
95

Phe Leu Lys Thr Glu
110

Thr Arg Arg Thr Leu
125

Mot Asp Pro Gln Ser
140

Glu Gly Asn Gln Lys
160

Ala val Glu Glu Ala
175

Phe Thr Val Pro 1lle
190

Thr Thr Arg Asn Ile
205

Lys Thr Gla Asn Pro
230

Arg Glu Thr Gly Asp
240

Met Gly Ile Glu Ile
255
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<210>9

Tyr Trp Asp Cys
26

Tyr Ser Phe Arg Arg

Pro

Glu

305

val

Iie

Pro

275

0

Cly Tyr Asn Phe

290

Lys Axg
Phe Gly
Gly Ser

Leu Ile
385

Trp
370

Arg Lys Lys

Ala

Glu
455

Sexr

Phe

Tyr

Leu Axg His Cys Ala
545

Gly Arg

Met Asp
435

Pro Pro
450

Ala Thy

Cys Leu

Cys Cys

Arg Lys

515

Gln Glu
530

Thr

340

Lys

Val

420

Phe

Ile

Pro

Arg
500

Pro

Gly
325

cys

Glu

hsp
405

Pro

Arg

Ser

485

Lys

Val

ES 2293114 T3

Leu Asp Axg Trp Phe His His Cys Arg Pro Lys
265 270

Leu Asp Asp Lys Thr Thr Asn
280

Arg
Ile

310

Gly

Cyse

Ser

390

Glu

Gln

Asp

Gly

Ser

470

Gln

Lys

55

Ty
295

Lys

Lys

Gln
378

Ile

Asp

Gln
455
Arg

Leu

Pro

Ala
535

Ala Lys Tyr Tyr Lys

300

Val phe Gly Ile Arg

Phe

Phe

360

Pro

val

His

val

440

Pro

Pro

Gly

Arg
520

Asp
Gly

345

Asn

Glu
Ile
Lys
425
Axg
Glu
Ser
Glu
Ala

505

Hie

31§

Ile Ile Gln
330

Leu Ala Ala

val Val Asn
380

Pro Lys Pro
39S

Arg Met Val

Gly Gla Glu

Glu Ile Gla
460

Pro val Trp
475

Ser His Arg
490

val

285

Glu

Phe

Leu

val

Ser

365

Glu

Asn

Val

Ala

445

Cys

Cys

Ser Leu

Asn Asn

Asp Ile

val val

33s

Phe Ile
350

His Ile

TYx Tyx

Tyr

Val

Leu

320

Tyz

Leu Lys Tyx

Gln Gln
415

Pro Arg
430

Leu His

Leu Arg

Gln Cys

Leu Glu
495

Cys Ile Thr Thr Ser Glu

val Leu Gln

Phe
525

510

Leau Leu

Leu Asp Val Asp Ser Thr Asn Ser

540

Tyr Arg Cys Tyr Ala 'rhg Trp Arg Phe Gly
0 55

Leu

Pro

Lys
Gly

480

Glu

Leu

Arg

Sex
560

Gln Asp Met Ala Asp Phe Ala Ile Leu ;ro Ser Cys Cys Arg Trp Axg
5 70 575

Ile Arg Lys Glu Phe Pro Lys Ser G.
5

Ser Pro Tyr

595

580

4

lu Gly Gla Tyr Sexr Gly Phe Lys
85 530
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<211> 595
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Lys

Phe

Lys

Val

65

Lye

Gly

Lys
145

Gln

Pro

val

His

Lys

Lys

Gln

Gln

130

Gly

Cys

Asn

Pxro
210

Cys

Ala Cys Cys
S
Thr Arg Ile
20

val Ile Ile
35

Tyr Gln Arg

Gly Ile Ala

Leu Val His
85

Gly Asn Ser
100

Glu Gln Arg
115

Ser Asp Arg
Ile Gln Thr

Glu val Sexr
165

Pxo Ala lLeu
180

Asn Ile Asp
195

Gly Leu Asn

Pro 1le Phe

ES 2293114 T3

Sex

Gln

Phe

Lys

Glu

70

Phe

Gly
Gly

150

Ala

Phe

Ile

Arg

Cys Sex Asp

Ser Met Asn
25

Ser Tyr Val
a0

Glu Pro val
55

val Lys Glu
val Pha Asp

Phe Val Met
108

Cys Pro Glu
120

LY; Lys Lys
Axrg Cys Val

Txp Cys Pro

Asn Ser Ala
185

Pro Gly His
200

Thr Cys Thr
218

Leu Gly Asp

43

Val Phe Gln Tyx Glu Thr Asn
10 15
Tyr Gly Thr Ile Lys Txp Phe
30
Cys Phe Ala Leu Val Sexr Asp
45
Ile Ser Ser Val Mis Thr Lys
0

Glu Ile Val Glu Asn Gly Val
15 80

Thr Ala Asp Tyr Thr Phe Pro
90 95

Thr Asn Phe Leu Lys Thr Glu
110

Tyx Pro Thr Arg Arg Thr Leu
125
Gly Txp Met Asp Pro Gln Ser
140

Val His Glu Gly Asn Gin Lys
155 160

Ile Glu Ala Val Glu Glu Ala
170 175

Glu Asn Phe Thr Val Leu Ila
190
Asn Tyr Thr Thx Arg Asn Ile
205

Phe His Lys Thr Gln Asn Pro
220

Ile Phe Arg Glu Thr Gly Asp
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225

Asn Phe

TYr Txp

Tyr Ser

Pro Gly

290

Glu Lys
305
Val Phe

Ile Gly

Axg Lys

385

val Ser

Leu Gly

Ala Met

450

Glu Ala

465

Ser Cys

Leu Cys

Phe Arxg

Tyr Gln

Ser Asp val
245

Asp Cys Asn
260

Phe Axrg Arg
275

Tyr Asn Phe
Arg Thr Leu

Gly Thr Gly
32§

Ser Thr Leu
340

Ile Asp Thr
355

Cys Lys Cys
LyS Cys Glu

Phe Val Asp
405

Arg Sex Leu
420

Asp Phe Thr
435

Pro 1le Pro

485

Cys Arg Lys
500

Lys Leu Val
518

Glu Pro Leu

ES 2293114 T3

230

Ala

Leu

Leu

Arg

Ile

310

Gly

Sex

Cys

Ser

390

Glu

Gln

Asp

Gly

Serxr

470

Gln

Lys

Leu

Lau

Ile Gln

ASp Arg

Asp Asp
280

Ty Ala
295

Lys Val

Lys Phe

Gln Pxo
375

Ile Val

Ser His

Asp Val

Leu Ser
440

Gln Pro
455

Arg Asp

Leu Pro

Pro Gly

Ser Arg

520

Ala Leu

235

240

Gly Gly Ile Met Gly Ile Glu Ile

Trp
265
Lys
Lys

Phe

Gly
345

Asn

Cys

1le
Lys
425

Arg

Glu

Glu

Ala
505

His

250

Phe

Thr

Tyr

Gly

Ile
330

Val

Arg
4190

Gly

Glu

Pro

490

Cys

Val

Asp Val

44

Kis His Cys

Thx Asn val
285

Tyr Lys Glu
300

Ile Arg Phe
315

Ile Gln Lau
Ala Ala val

Cys Axg Ser
365

val Agn Glu
380

Lys Pro Thr
Met Val Asn

Gln Glu Vval

445

Ile Gln Lau
460

Val Trp Cys
475

His Arg Cys

Ile Thr Thr

Leu Gln Phe
525

255

Cys Pro Lys
270

Ser Leu Tyr

Asn Asn Val

Asp Ile Leu
320

val Val Tyr
335

Phe Ile Asp
350

His Ile Tyx

Tyr Tyx Tyx

-Leu Lys Tyr

400

Gla Gln Leu
415

Pro Arg Prxo
430

Leu His Asp
Leu Arg Lys
Gln Cys Gly

480

Leu Glu Glu
495

Ser Glu Leu
510

Leu Leu Leu

Asp Ser Thr Asn Sexr Arg
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<210> 10

<211> 595

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

530

Leu Axg
545
Gln Asp

Xle Arg

Ser Pro

Met Pro

Lys val

Val Lys
65

Lys Lys®

Leu Gln

Gly Gln

Cys Ser

130

Lys Gly

Pro Arg

Lys Asn

Hismungqummuaggrrpkgmtclyw

ES 2293114 T3

535

540

560

Met Ala Asp Phe Ala Ile Leu Pro Ser Cys Cys Arg Trp Arg
$65 570 575

Lys Glu Phe Pro Lys Ser Glu

580

Ty
595

Ala Cys gyl
Thr Arg Ile
20

val Ile Ile

Tyr Gln Arg
Gly Ile Ala

Leu val Hig
85

Gly Asn Sexr
100

Glu Gln Arg
11%

Ser Asp Arg
Ile Gln Thr

Glu val Ser
165

Pro Ala Leu
180

Asn Ile Asp
195

585

Sexr Cys Ser Asp

Gln Sexr Me

t Asn
25

Phe Ser Tyr val
40

Lys Glu Pr
113

o Val

Glu val Lys Glu
70

Ser Val Phe Asp

Phe Phe Va

1 Met
105

Leu Cys Pro Glu
120

Gly Cys Lys Lys
135

Gly Arg Cys Val

150

Ala Trp Cys Pro

Leu Asn Sex Ala

Phe Pro G%

185

y His

300

45

Gly Gln Tyr Ser Gly Phe Lys
590

Val Phe Gln Tyr Glu
10

Tyr Gly Thr Ile Lys
30

Cys Phe Ala Leu Val
45

Ile Ser Ser Val His
60

Glu Ile Val Glu Asn
5

Thr Ala Asp Tyr The
90

Thr Asn Phe Leu Lye
110

Tyr Pro Thr Arg Arg
125

Gly Trp Met Asp Pro
140

Val His Glu Gly Asn
155

Ile Glu Ala val Glu
170

Glu Asp Phe Thr Val
190

Asn Tyr Thr Thr Axg
208

Thr Asn
15
Txp Phe
Ser Asp
Thr Lys
Gly val
80
Fhe Pro
95
Thr Glu
Thr Leu
aln Ser
Gln Lys
160
Glu Ala
175
Leu Ile

Asn Ile
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Gln
225

Glu

308

val

Ile

Phe

Arg
385

Val

Ala

Thr

Glu
465

ES 2293114 T3

210

Pro Gly Leu Asn Ile -m; Cys Thr Phe His Lys
21

220

Cys Pro Ile Phe Arg Leu Gly Asp lle Phe Arg
230 238

Phe Ser Asp Val Ala Ile Gln Gly Gly Ile Met
245 250

Trp Asp Cys Asn Leu ASp Axg Trp Phe Hig His
265

260

Ser phe Arg Arg Leu Asp Asp Lys Thr Thr Asn
275 280

290

Lys Arg Thr Leu Ile
310

Phe Gly Thr Gly Gly
328

Gly Ser Thr Leu Ser
340

Leu Ile Asp Thr Tyx

Lys

Lys

Gly Tyr Asn Phe Arg Tyr Ala Lys Tyr Tyr Lys
295 300

val Phe Gly Ile Axg
318
Phe Asp Ile Ile Gln
330
Phe Gly Leu Ala Ala
345

Ser Asn Cys Cys Arg

Glu

Gly

Gln

Thr

Ile

Cys Arg

Val
285

Glu

Val

355

Trp Cys Lys Cys
370

Lys Lys Cys Glu

Ser Phe Val Asp
405

Gly Axg Ser Leu
420

Met Asp Phe Thr
435

Pro Pro Ile Pro
450

Ala T™hr Pro Arg

Cys Leu Pro Sar
485

Cys Cys Arg Lys
500

360

365

Cys Gln Pro Cys Val Val Asn Glu

378

Ser Ile val Glu Pro
390

Glu Ser His Xle Arg
410

Gln Asp Vval Lys Gly
425

Asp Leu Ser Arg Leu
440

Gly Gln Pro Glu Glu
455

Ser Axg Asp Ser Pro
470

Gln Leu Pro Glu Ser
490

Lys Pro Gly Ala Cys
505

46

380

Lys Pro Thr
395

Mat Val Aan

Gln Glu Val

Pro Leu Ala
45

Ile Gln Leu
460

Asn

Asp

val

Phe

350

RHis

Gln

Pro

430

Leu

Leu

Asn Pro

Gly Asp
240

Glu 1lle
255

Pro Lys

Leu Tyz

Aan Val

Ile Leu

330

val Tyx
335

Ile Asp

Ile Tyr

Tyr Tyr

Lys Tyx

400

Gln Leu
415
Arg Pro

His Asp

hrg Lys

val Trp Cys Gln Cys Gly

475

480

Bis Arg Cys Leu Glu Glu
495

Ile Thr Thr Sex Glu Leu

510
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<210> 11
<211> 588
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

ES 2293114 T3

Phe Arg Lys Leu Val Leu Sex Arg His Val Leu Gln Phe Leu Leu Leu
518 $20 528

Tyr Gln Glu Pro Leu Leu Ala Lgu Asp Val Asp Ser Thr Asn Ser Arg
530 535 540

Leu Arg His Cys Ala Tyr Arg Cys Tyr Ala Thr Trp Arg Phe Gly Ser
545 550 555 560

Gln Asp Net Ala Asp Phe Ala Asn Leu Pro Sexr Cys Cys Arg Trp Arg
565 570 575

Ile Arg Lys Glu Phe Pro Lys Ser Glu Gly Gln Tyr Ser Gly Phe Lys
580 585 590

Ser Pro Tyr
598

Met Pro Ala Cys Cys Ser Cys Ser Asp Val Phe Gln Tyr Glu Thr Asn
1 5 10 15

Lys Val Thr Arxg Ile Gln Ser Met gln TYr Gly Thr Ile Lys Trp Phe
20 5 30

Phe His Val Ile Ile Phe Ser Tyr val Cys Phe Ala Leu Val Ser Asp
3s 40 45

Lys Leu Tyr Gln Arg Lys Glu Pro Val Ile Ser Ser Val His Thr Lys
50 55 60

Val Lys Gly Ile Ala Glu val Lys Glu Glu Ile Val Glu Asn Gly Val
65 70 78 80

Lys Lys Leu Val His Sar Val monpmuammmnge Pro
a5 90 9

Lau Gin Gly Asn Sexr Phe Phe Val Met Thr Asn Phe Leu Lys Thr Glu
100 108 110

Gly Gln Glu Gln Arg Leu Cys Pro Glu Tyr Pro Thr Arg Arg Thr Leu
118 120, 125

Cys Ser Ser Asp Arg Gly Cys Lys Lys Gly Trp Met Asp Pro Gln Ser
130 135 140

Lys Gly Ile Gln Thr Gly Arg Cys Val Val His Glu Gly Asn Gln Lys
145 150 155 160

Thr Cys Glu Val Ser Ala Trp Cys Pro Ile Glu Ala Val Glu Glu Ala
165 170 178
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Gla
225

Glu

308

val

Ile

Phe

Glu
465

Arg

Asn

Pro
210

Cys

Phe

Ser
Gly

290

Lys

Gly

Pro Ala Leu
180

Asn Ile Asp
195

Gly Leu Asn

Pro Ile Phe

Ser Asp Val
245

Asp Cys Asn

Phe Arg Axg
275

Tyr Asn Phe

Arg Thr Leu

Gly Thr Gly
328

Ser Thr Leu
340

Ile Asp Thr
355

Trp Cys Lys Cys

Lys

Sexr

Gly

Met

Pro
450

Ala Thr Pro Axg

Lys Cys Glu

Phe Val Asp
405

Arg Ser Leu
420

Asp Phe Thx
435

Pro Ile Pre

ES 2293114 T3

Leu Asn Ser

Phe Pro Gly
200

Ile Thr Cys
218

Arg Leu Gly
230

Ala Ile Gln

Leu Asp Axg

Leu Asp Asp
280

Arg Tyr Ala
295

Ile Lys Val
310

Gly Lys Phe

Ser Tyr Phe

Tyr Sexr Sar
360

Cys Gln Pro
375

Ser Ile val
390

Glu Ser His

Gln Asp Val

Asp Laeu Ser
440

Gly Glan Pxo
455

Ser Axg Asp
470

Ala Glu Asn
185

His Asn Tyx

Thr Phe His

Asp Ile Phe
215

Gly Gly Ile
250

His

23
g

Lys Thr Thr

Lys Tyr Tyx

pPhe Gly Ile
315

Asp Ile Ile
330

Gly Leu Ala
345

Asn Cys Cys

Cys val Val

Glu Pro Lys
395

Ila Arg Met
410

Lys Gly Gln
425

Arg Leu Pro

Glu Glu Ile

Sexr Pro Val
473

48

Phe Thr

Thr Thr
205

Lys Thr
120

Axg Glu

Met Gly

His Cys

Asn Val
205

Lys Glu
300

Arg Phe

Gln Leu

Ala val

Arg Ser
365

Asn Glu
380

Pro Thr

Val Asn

Glu val

leu Ala
445

6ln Leu
460

Trp Cys

Val Leu Ile
1%0

Axrg Asn Ile

Gln Asn Pro

240

Ile Glu Ile
255

Arg Pro Lys
270

Ser Leu Tyr
Asn Asn Val

Asp Ile Leu
320

Val val Tyr
335

Phe Ile Asp
350

His Ile Tyr

Tyr Tyr Tyz

Leu Lys Tyt
400

Gln Gln Leu
415

Pro Axg Pro
430
Leu His Asp

Leu Arg Lys

Gln Cys Gly
480
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<210> 12
<211> 595
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

ES 2293114 T3

Ser Cys Leu Pro Ser Gln Leu Glu Glu Leu Cys Cys Arg Lys Lys Pro
485 450 495

Gly Ala Cys Ile Thr Thr Ser Glu Leu Phe Arg Lys Leu Val Leu Ser
500 505 510

Arg His Val Leu Gln Phe Leu Leu Leu Tyr Gln Glu Pro Leu Leu Ala
515 520 525

Leu Asp Val Asp Ser Thr Asn Ser Arg Leu Arg His Cys Ala Tyx Axyg
530 535 540

Cys Tyr Ala Thr Trp Arg Phe Gly Ser GIn Asp Net Ala Asp Phe Ala
545 550 558 560

Ile Leau Pxo Sexr Cys Cys Arg Trp Axg Ile Arg Lys Glu Phe Pro Lys
565 570 575

Ser Glu Gly Gln Tyr Ser Gly Phe Lys Sexr Pro Tyx
580 588

Met Pro Ala Cys Cys Sexr Cys Ser Asp Val Phe Gln Tyr Glu Thr Asn
5 10 15

Lys Val Thr Arg Ile Glan Ser Met Asn Tyr Gly Thr Ile Lys Trp Pha
20 25 30

Phe His \;;1 Ile Ile Phe Ser Tyr Val Cys Phe Ala L;u Val Ser Asp
40 4

Lys Leu Tyr Gln Arg Lys Glu Pro Val Ile Ser Ser Val His Thr Lys
50 55 60

Val Lys Gly Ile Ala Glu Val Lys Glu Glu Ile Val Glu Asn Gly Val
65 70 75 80

Lys Lys Leu Val Ris Ser Val Phe Asp Thr Ala Asp Tyr Thr Phe Pro
85 90 95

Leu Gln Gly Asn Ser Phe Phe Val Met Thr Asn Phe Leu Lys Thr Glu
100 105 110

Gly Gln Glu Gln Arg Leu Cys Pro Glu Tyr Pro Thr Arg Arg Thr Leu
115 120 125

Cys Ser Ser Asp Arg Gly Cys Lys Lys Gly Trp Met Asp Pro Gln Sex
130 135 140

Lys Gly Ile Gln Thr Gly Arg Cys Val Val His Glu Gly Asn Gln Lys
145 150 155 160
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Thr Cys Glu

Lys

Gln
225

Glu

305

val

Ile

Phe

Pro

Arg

385

val

Ala

Arg

210

Gly
290

Lys

fhe

Gly

PTO

195

Gly

Pro

Phe

27s

Arg

Gly

Sex

Ile
3s5

Trp Cys

Gly

Mat

Pro
450

Lys

Phe

Asp
435

Pro

val
Ala

180

1le

Ile

Cys
260

Asn

34a

Asp

Lys

Cys

val

Sex

420

Phe

Ile

Sex
165

Lsu

Phe

val

245

Asn

Axg

Phe

Gly

325

Thr

Cys

Glu

Asp

405

Leu

The

Pro

ES 2293114 T3

Ala TIp Cys Pro

Leu Asn Ser Ala
185

Phe Pro Gly His
200

Ile Thr Cys Thr
215

Arg Leu Gly Asp
230

Ala Ile Gln Gly

Leu Asp Arg Trp

Leu AsSp Asp Lys

Arg Tyr Ala Lys
295

Ile Lys Val Phe
310

Gly Lys Phe Asp

Sexr Tyr Phe GCly
345

lle

170

Glu

Asn

fhe

Ile

Gly
250

Gly

Ile
330

Glu Ala Val Glu Glu Ala
175

Asn Phe Thr val Leu Ile
190

YT

His

Phe

235

Ils

His

Ile
315

Ile

Ala

Tyr Ser Ser Asn Cys Cys

360

Cys Cla Pro Cys Val val

375

Ser Ile val Glu Pro Lys

390

395

Glu Ser His Ile Arg Met
410

Gin Asp Val Lys Gly Gln Glu Val

425

mmurkgmwomﬁ;

440

Gly Gln Pxro Glu Glu Ile Gln Leu

455

50

Thr Thr Arg Asa 1le

205

Lys Thr Gln Asn Pro

220

Arg Glu

Met Gly

His

Cys

Asn Val

Lys
300

Arg

Gln

285

Glu

Phe

Lau

Ala Val

Arg

Asa Glu

380

Pro Thr

val Asn

460

Sexr
365

Thr

Ile

Arg

270

Ser

Gly Asp

240
Glu Ile
255

Pro Lys

Leu Tyr

Asn Asn Val

Asp

Ile Leu
330

val Val Tyxr

Phe
350

His

Leu

Gla

Pro

430

Leu

318

Ile Amp

Ile Tyr

-
=4
o

Gln Leu
415
Axg Pro

Ris Asp

Arg Lys



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2293 114 T3
Glu Ala Thr Pro Arg Ser Arg Asp Ser Pro Val Trp Cys Gln Cys Gly
465 470 475 480

Ser Cys Leu Pro Ser Gln Leu Pro Glu Ser His Arg Cys Leu Glu Glu
485 490 495

Leu Cys Cys Arg Lys Lys Pro Gly Ala Cys Ile Thr Thr Ser
500
Phe Arg Lys Leu Val Leu Ser Arg His Val Leu Gln Phe Leu
515

Tyr Gln Glu Pro Leu Leu Ala Leu Asp Val Asp gcgmnn
530 4

545

Gln Asp Met Als Asp Phe Ala Ile Leu Pro Ser Cys Cys Axg
565 570
Ile Gln Lys Glu Phe Pro Lys Ser Glu Gly Gln Tyr Ser Gly
580

Sex Pro Tyr

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
gtaacctcac tgagaacaga

<210> 14

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

tttggtagge gaaggeggge

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15
ccttgtatgg getttegtge t

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

505

520

535

uungnismahmuvmMhlagg‘rrpmrho
550

585

51

20

20

21
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<400> 16
ttgtgtatce gtccatcage t

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17
actgccatat gtactattcc

<210> 18

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18
aaatctaccc agccacttag

<210> 19
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 19
tgcagtggce cacagcacag

<210> 20

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20
catcctccaa tgectgeatc

<210> 21
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 21
tttcccatgt ttgccattta

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

52

21

20

20

20

20

20
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<400> 22
caagagcagt ggttgtgtcc

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23
gagcccacag atatctactg

<210> 24

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24
tgeetgecte agtetetggt

<210> 25
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 25
tctetcgeec aggttgagtt

<210> 26

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26
acgtcctctc cgcagttctt

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27
attcagaccg aaaggtgtgt

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

53

20

20

20

20

20

20
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<400> 28
tgcctggtgt cccatcgagg

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29
gttgtaacac tcctgtacca

<210> 30

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30
aacagtgcca aaaacttcac

<210> 31
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 31
tcactgtgcc catcaagaac

<210> 32

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 32
tgctgegtgc ttctggcetca

<210> 33
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 33
ctggagaacc cttttccaag

<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

54

20

20

20

20

20

20
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<400> 34

caggaggcag ggatcatttg

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
tccacccget acgctaaggt

<210> 36

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36
tgcgctaagg actttaccta

<210> 37
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 37
tttacctacc ctacctcgtc

<210> 38

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 38
ccatcactgc tgtcccaaat

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39
tcgecttgat gacaagacca

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

55

20

20

20

20

20

20
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<400> 40
gtaaactctt ccactctgtt

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41
accaagacac ggagagattc

<210> 42

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42
taatattaaa tgtaacttta

<210> 43
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 43
aatattaaac ataactttat

<210> 44

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 44
ccatctcaac tggaggagct

<210> 45
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 45
gactttgcca tectgeccag

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

56

20

20

20

20

20

20
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<400> 46
tggaggatcc agaaagagtt

<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 47
aatcccagca ctttgggagg

<210> 48

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48
aaactgtccc aaaaaaaaaa

<210> 49
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 49
aactgtccec caaaaaaaaa

<210> 50

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 50
ctgtccccac aaaaaaaaaa

<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51
caaggcgggt ggatcactta

<210> 52

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

57

20

20

20

20

20

20
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<400> 52
cgtaggactt ggegcettct

<210> 53

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 53
gagcacgtct cagattcgaa a

<210> 54

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54
ccatgaggca ggtatgacta ttc

<210> 55
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 55
ctcctggatc tcacccagtt

<210> 56

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 56
ctcgtccagc tttgatatta age

<210> 57
<211>22
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 57
ggtcectagt gctagaacca ga

<210> 58

<211> 18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

58
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21

23
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23
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<400> 58
attcatccgt cagtggcec

<210> 59

<211> 122

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 59
gccatgtgaa ttttctaceg at

<210> 60

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 60

ttcgttgtgg ttaggatggg

<210> 61
<211>22
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 61

caaggatgct cagggtagta gc

<210> 62

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 62
cactaggttt gctgtatcca tttct

<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 63

gcaactgtgt gagagcttgg

<210> 64

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

59

18

22

20

22

25

20
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<400> 64
tcaaccctgg tccagtgtg

<210> 65

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 65

caccaagtag ctctcactca taagg

<210> 66

<211>24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 66
caataacact tgtgcgagtt aggt

<210> 67
<211>21
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 67
catcttgttg ccttggaaac ¢

<210> 68

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 68
gtgagtggta atcctgctac tge

<210> 69
<211> 19
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 69
aggcccactc ctgtactcg

<210> 170

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

60
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23
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<400> 70
ccaagtcaca gcatgaggc

<210> 171

<211> 18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 71
acccagcgac gtatccac

<210> 72

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 72
aagcatgggg ttccatttc

<210> 73
<211>24
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 73
gcataaaagg gactcctgct agta

<210> 74

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 74
gcttacagaa cacatgcatg g

<210> 175

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 75
gcacctgtag gcacagtgc

<210> 76

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

61
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<400> 76
atcaccacct cagagetgtt ¢

<210> 77

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 77
gttaacatgg ctactgcage ¢

<210> 178

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 78
gcttagaaag gaggcgactc ¢

<210> 79
<211>22
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 79
ttgtgacatt tgcaaggctg cc

<210> 80

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 80
tctgaagctc tgetectgag

<210> 81
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 81
ctcaccttct ggcttccagt

<210> 82

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

62
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ES 2293114 T3

<400> 82
cttaccactc ccaggactaa

<210> 83

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 83
gtetgeetgt tcactgecat

<210> 84

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 84
cagagacctt cagaaacttc g

<210> 85
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 85
agatcaccag ggacacagtg

<210> 86

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 86
ctcaactcca ctttectegg

<210> 87

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 87
cctttcactt ttttggtctc atg

<210> 88

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

63
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<400> 88
gggagaattc tgaaaatgec ¢

<210> 89

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 89
ggaccagagc tctactettc

<210>90

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 90
aggtcataga tcgacctgcc

<210>91
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 91
aagaagcgcc aagtcctacg

<210> 92

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 92
gcaatccaga ctgaagttga ¢

<210> 93
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 93
actcctggtct gcagttggtg

<210> 94

<211>24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

64
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<400> 94

cctttaaaat cagagacctt caga

<210> 95

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 95
gcecatccte tgaacaccat

<210> 96

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 96
ccettggaac tettgetatc g

<210> 97
<211>21
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 97
ggcagtacag tggcttcaag a

<210> 98

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 98

gtgggacagt ttgetgtgec t

<210> 99

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 99
gagtccttac caatagcagg

<210> 100

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2293114 T3

65
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<400> 100
gtcaaagaat ttgtggecac ¢

<210> 101

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 101

catgaactgt cttttaatgt gtaaag

<210> 102

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 102
gagatacggt ttcaccatgt tg

<210> 103
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 103

aattagctgg gcatggtgcg

<210> 104
<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 104
ttgagatgga gtctcgetct g

<210> 105
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 105
cactgtccac gtgactgctt

<210> 106
<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 106

tcctacttcg gtetggtaag agatt

<210> 107

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 107
gggcctaatt ttcgtgeat

<210> 108
<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 108

aagaacctag aacctgaggg ctt

<210> 109
<211> 19
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 109

ttgagatggg aggcagctt

<210> 110

<211> 17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 110
ttcggctcee aggacat

<210> 111

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 111

cacagagctt tgcaggtgaa
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