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DESCRIPCION
Nuevos péptidos para el diagndéstico de la esquizofrenia

Campo de lainvencion

La presente invencion se refiere a un ensayo para el diagnostico de la esquizofrenia y proporciona nuevos péptidos para
su uso en el ensayo.

Técnica anterior

La siguiente es una lista de las publicaciones destinadas a una mejor comprension de los antecedentes de la invencion. El
reconocimiento en el presente documento de la técnica anterior no debe interpretarse como una indicacion de que esta
técnica sea, en modo alguno, relevante para la patentabilidad de la invencion, tal como se define en las reivindicaciones
adjuntas.

Carpenter, W.T., y Buchanan, R.W.: Revision, N. England., J. Med., 330:681-690, 1994.

Deckmann, M., Shinitzky, M., Leykin, I., Cheng, D., Guy, J., Avnon, M., Salganik, 1., Amiri, Z., Schlossberg, A., Leibu, E. y
Rafael, C.: The Italian J. Psychiatr. Behav. Sci., 6:29-34, 1996.

DelLisi, L.E. y Crow, T.J.: Psychiatr. North Am., 9:115-132, 1987.
Rotman, A.: Blood platelets in psychopharmacological research. Prog. Neuropsychopharmacol., 6:135-151, 1983.
Shinitzky, M., Deckmann, M., Kessler, A., Sirota, P., Rabbs, A., y Elizur, A.: Ann. N. Y. Acad. Sci., 621:205-217, 1991.

Shinitzky, M. y Deckmann, M., "Diagnosis of the susceptibility of contracting schizophrenia", Patente US No. 6,008,001,
1999.

Shinitzky, M. y Deckmann, M., "Assay for schizophrenia based on skin reaction" WO 99/30163, 1999.
Shinitzky, M. y Deckmann, M., "Assay for the diagnosis of schizophrenia based on a new peptide" WO 99/51725, 1999.

Antecedentes de lainvenciéon

La esquizofrenia es un sindrome que engloba una variedad de sintomas mentales, tales como alucinaciones auditivas,
paranoia, delirio, catatonia, comportamiento extrafio y retraimiento emocional. La esquizofrenia afecta aproximadamente al
1% de la poblacion total y su carga econdmica, asi como social, en la sociedad, son enormes. El inicio de la enfermedad
se presenta a una edad temprana y, de esta manera, los pacientes necesitan, tipicamente, supervision médica y
psiquiatrica durante toda su vida. Por lo tanto, la esquizofrenia se considera como una de las enfermedades més costosas
en el mundo industrial (Carpenter, et al., 1994).

No se han identificado parametros comunes asociados con la esquizofrenia y, por lo tanto, el diagnostico de esta
enfermedad, acordado a nivel internacional, se basa todavia, a dia de hoy, Unicamente en una evaluacion psiquiatrica. Los
factores de riesgo conocidos, asociados con la esquizofrenia, son la predisposicién genética, el nacimiento durante el
invierno y las complicaciones durante el embarazo o el parto. Las infecciones virales y / o bacterianas con una reaccién
autoinmune subsiguiente se han propuesto como factores causantes de la epidemia creciente de esquizofrenia (DeLisi, et
al., 1987).

Se ha demostrado que la esquizofrenia implica un proceso autoinmune y recientemente se ha demostrado la implicacion
de anticuerpos y células T citotdxicas contra plaquetas en pacientes esquizofrénicos (Shinitzky, 1991, Deckmann, 1996,
Shinitzky, 1999, Patente US 6.008.001). La reaccion de las células T citotoxicas en pacientes esquizofrénicos se evalud
mediante un ensayo cutaneo en el que la mayoria de pacientes esquizofrénicos reaccionaron positivamente contra sus
plaguetas autélogas, mientras que s6lo un nimero muy pequefio de individuos no esquizofrénicos ensayados reaccion6
positivamente en este ensayo (Shinitzky, 1999, W099/30163).

Ademas, se observaron elevados niveles de autoanticuerpos contra plaquetas en pacientes esquizofrénicos, pero no en
pacientes que sufren trastorno maniaco-depresivo, depresion, trastornos de la personalidad y trastorno esquizoafectivo
(Shinitzky, 1991 y Deckmann, 1996).

En el trabajo previo de los presentes inventores, se identificaron varias proteinas que se unen a autoanticuerpos que se
encuentran en niveles elevados en los fluidos corporales de los pacientes esquizofrénicos (Shinitzky et al., 1999, WO
99/51725). Estas proteinas reaccionaron con autoanticuerpos purificados derivados de plaquetas (PAA) de pacientes
esquizofrénicos, pero no podian diferenciar entre muestras de plasma o sangre de individuos esquizofrénicos y no
esquizofrénicos. La digestion enzimatica de una de estas proteinas, la enzima Enolasa, dio lugar a un fragmento que se
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une a las muestras de plasma de los pacientes esquizofrénicos de una manera sustancialmente mayor de lo que se une a
las muestras de plasma de individuos no esquizofrénicos. En base a este fragmento, se sintetizaron varios péptidos
adicionales y se aislaron aquellos que tenian una actividad de unién alta a PAA de individuos esquizofrénicos. Se encontré
gue a estructura del epitopo antigénico de estos péptidos era un epitopo tri-dimensional que, mediante el uso de un
programa informatico, se predijo que tendria una estructura ciclica que comprende un nucleo hidréfobo y una extensiéon
gue tiene aproximadamente dos cargas positivas. Los estudios inmunolégicos demostraron que sélo la forma ciclica
oxidada del péptido era reactiva con los autoanticuerpos anti-plaquetas. Estos péptidos sintetizados comprendian al
menos 17 aminoacidos (a.a.).

Resumen de lainvencién

Segun la presente invencion, se ha descubierto que las secuencias peptidicas descritas en la técnica anterior (WO
99/51725) son capaces de unirse en un mayor grado a autoanticuerpos que se encuentran en niveles elevados en los
fluidos corporales de pacientes esquizofrénicos y en un menor grado o en absoluto en los fluidos corporales de individuos
no esquizofrénicos, pero estos péptidos no pueden ser el sitio de unién natural de dichos autoanticuerpos. Esto se debe al
hecho de que las secuencias no estan expuestas en la superficie de la proteina de la que fueron derivadas (la enzima
enolasa). A excepcion del Unico aminoacido arginina en la posicion 402, el resto de aminoacidos estan enterrados dentro
de la proteina (véase Fig. 1). Ademas, tal como se conoce, un sitio de union de anticuerpos comprende, por lo general,
aproximadamente 5-8 a.a., mientras que cada uno de estos péptidos comprendia 17 a. a., que no son necesarios, todos
ellos, para el sitio de unién.

Por lo tanto, seguln la presente invencion, en base a la comprension de que el péptido, que es el sitio de union natural para
los autoanticuerpos que se encuentran en niveles elevados en los pacientes esquizofrénicos tendra una union mas
sensible y especifica a dichos autoanticuerpos y, como tal, puede ser ventajoso en el diagndstico de la esquizofrenia, se
realizé un intento para identificar un sitio equivalente en la superficie de la enolasa mediante el uso de modelado
tridimensional. El uso de la estructura tridimensional para buscar en la superficie de la enolasa, dio como resultado la
identificacion de un epitopo putativo (ver Fig. 2) que consiste en cuatro aminoacidos cargados positivamente, definidos
como R414, R184, K194 y R402, que rodean a un grupo de aminoacidos neutros definidos como L412, L183, L409, L406,
P400 y A401. Segun la invencion, se proporcionan péptidos que tienen un epitopo putativo.

De esta manera, por su primer aspecto, la presente invencién proporciona un péptido que se une a una muestra de fluido
corporal obtenida de un paciente esquizofrénico a un nivel sustancialmente mas alto que su unién a una muestra de fluido
corporal obtenida de un individuo no esquizofrénico, teniendo dicho péptido no mas de 10 aminoacidos (a.a.) de largo y
comprendiendo una secuencia de aminoécidos seleccionada de entre el grupo que consiste en:

i. LVWWGLCK (SEQ ID NO. 1)
ii. KLVWGLC (SEQ ID NO. 2)
iii. LVWGLMK (SEQ ID NO. 3)
iv. KLVWWGLM (SEQ ID NO. 4);

consistiendo dicha secuencia en al menos un a.a. cargado positivamente en un extremo de dicha secuencia, y
comprendiendo dicho péptido al menos un a.a. cargado positvamente en su extremo, siendo el a.a. cargado
positivamente de dicha secuencia continua.

Un “nivel de unién sustancialmente mas alto”, segin la invencion, se determinara mediante el uso de cualquiera de los
ensayos de unién conocidos en la técnica, tales como los descritos a continuacién y en los que el nivel de unién medido
de un péptido a una muestra obtenida de un paciente esquizofrénico es significativamente mayor que el nivel de union
medido del mismo péptido a una muestra obtenida de un paciente no esquizofrénico, segun se determina mediante un
ensayo estadistico adecuado, por ejemplo, el ensayo T de Student.

El término "secuencia continua” se refiere a una secuencia ininterrumpida de entre 5y 7 a. a. de cualquiera de entre las
secuencias SEQ. IDs 1 - 4, que incluye un a.a. cargado positivamente en su extremo. Preferentemente, el a.a. cargado
positivamente es lisina (indicado como K en las secuencias), pero puede ser también arginina (R) o histidina (H).

La secuencia continua puede ser parte de un péptido mas largo de hasta 10 a.a., en el que la secuencia continua esta
situada en cualquier parte en el péptido. En caso en el que el péptido consiste en mas de 7 a.a., en el que la secuencia
continua esta en uno de los extremos del péptido, dicho a.a. cargado positivamente estara en el extremo abierto de la
secuencia (que no esta conectado al a.a. adicional del péptido mas largo), de manera que el péptido largo comprende un
a.a. cargado positivamente en uno de sus extremos. Cuando la secuencia continua esta en el medio del péptido, el
péptido comprende al menos un a.a. cargado positivamente adicional en uno de sus extremos, ademas del a.a. cargado
positivamente de la secuencia continua.
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También se describen analogos de los péptidos anteriores. Dichos analogos son péptidos que comprenden mas de 10
a.a., incluyendo al menos 5 a.a. que tienen la misma secuencia que una de las secuencias continuas indicadas
anteriormente, pero en los que uno o dos a.a. son reemplazados, de manera conservadora, segun se define este término
mas adelante. Los analogos comprenden también al menos un a.a. cargado positivamente en su extremo vy,
esencialmente, mantienen la actividad de los péptidos, segun se define este término mas adelante.

La expresion "mantiene esencialmente las caracteristicas de union" se refiere a un péptido cuyo nivel de unién a la
muestra ensayada es al menos del 50%, preferentemente del 70%, mas preferentemente del 90% o mas del 100% del
nivel de la unién del péptido a la misma muestra ensayada, segun se determina mediante el mismo ensayo de union.

Mediante una realizacién preferente, la invencion proporciona un péptido que se une a una muestra de fluido corporal
obtenida de un paciente esquizofrénico a un nivel sustancialmente mas alto al de su unién a una muestra de fluido
corporal obtenida de un individuo no esquizofrénico, siendo seleccionado dicho péptido de entre el grupo que consiste en:

i. LVWWGLCK (SEQ ID NO. 1)
ii. KLVWGLC (SEQ ID NO. 2)
iii. LVWGLMK (SEQ ID NO. 3)
iv. KLVWWGLM (SEQ ID NO. 4)

o0 analogos de dichos péptidos, en los que no mas de dos a.a. son sustituidos, de una manera conservadora, manteniendo
dichos analogos esencialmente las caracteristicas de union de los péptidos.

Mediante una realizacibn méas preferente, se proporciona un péptido que se une a las muestras de fluidos corporales
obtenidas de un paciente esquizofrénico a un nivel esencialmente superior a su nivel de union a una muestra de fluido
corporal obtenida de un individuo no esquizofrénico, que tiene la secuencia de aminoacidos LVVGLCK (SEQ ID NO. 1).

Mediante un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un péptido que se une a una muestra corporal obtenida de
un paciente esquizofrénico a niveles esencialmente superiores a los de su unién a una muestra obtenida de un individuo
no esquizofrénico, en el que el péptido se une a anticuerpos que son capaces de unién especifica a un péptido que tiene
el aminoacido LVVGLCK. Varios ejemplos no limitativos de dichos péptidos son los siguientes:

i. KLVWGLC (SEQ ID NO. 2)
ii. LVWWGLMK (SEQ ID NO. 3)
iii. KLVWGLM (SEQ ID NO. 4)

0 sus analogos, en los que no mas de dos a.a. son reemplazados, de una manera conservadora, y que mantienen las
caracteristicas de union de los péptidos.

Las letras de usadas anteriormente y a lo largo de la presente descripcién, para indicar aminoacidos (a.a.) especificos
estan de acuerdo con los simbolos de a.a. de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura Bioguimica
IUPAC-IUB.

En vista del hecho de que los péptidos de la invencion son los sitios de unidn naturales putativos para los autoanticuerpos
gue se encuentran en niveles elevados en los fluidos corporales de pacientes esquizofrénicos, y debido a su alta pureza y
alta actividad, estos péptidos son de lo mas (til para el diagndstico de la esquizofrenia. De esta manera, mediante un
aspecto adicional, la presente invencidn proporciona un ensayo para el diagnéstico de la esquizofrenia en un individuo,
gue comprende las etapas descritas en la reivindicacion 6.

Mediante una realizacion preferente, el péptido de la etapa (b) es seleccionado de entre el grupo que consiste en:
i. LVVGLCK (SEQ ID NO. 1)

ii. KLVWGLC (SEQ ID NO. 2)

iii. LVVGLMK (SEQ ID NO. 3)

iv. KLVVGLM (SEQ ID NO. 4)

0 sus andlogos, en los que no mas de dos a.a. son reemplazados, de una manera conservadora, y que mantienen,
esencialmente, las caracteristicas de union de dicho péptido.

Mediante una realizacién preferente, el péptido de la etapa (b) tiene la secuencia de aminoacidos LVVGLCK.
4
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Mediante un aspecto adicional, los péptidos en la etapa (b) son tales que se unen a anticuerpos que se unen a péptidos
gue tienen la secuencia de aminoécidos LVVGLCK o sus anélogos.

El uso de los péptidos de la invencion y sus analogos, segin se ha definido anteriormente y se define mas adelante, para
la preparacion de una composicion de diagndstico para el diagndstico de la esquizofrenia en un individuo, esta también
dentro del ambito de la presente invencion.

Mediante un aspecto adicional, la invenciéon proporciona un kit Util en el ensayo anterior, comprendiendo dicho kit un
soporte que comprende uno o mas péptidos de la invencion inmovilizados sobre el mismo, un anticuerpo anti-
inmunoglobulina humana (hlg) o un fragmento del mismo, o uno o mas péptidos no basados, conjugados a un marcador
detectable que se une a los anticuerpos presentes en la muestra ensayada, reactivos requeridos para llevar a cabo el
ensayo de deteccion, en el que dichos péptidos se unen a los anticuerpos presentes en una muestra de ensayo, asi como
instrucciones para su uso.

Cuando la deteccion de la union de los péptidos de la invencién a la muestra ensayada es mediante un anticuerpo anti-
hlg, el anticuerpo anti-hlg puede ser conjugado a un marcador detectable o, como alternativa, el kit puede comprender
también un segundo tipo de anticuerpos dirigidos contra dichos primeros anticuerpos, en el que los segundos anticuerpos
son conjugados a un marcador detectable.

Mediante una realizacién, la union del péptido de la invencién a la muestra ensayada se detecta mediante el uso de
segundos péptidos no unidos, que forman complejos con un marcador detectable, siendo dichos segundos péptidos
capaces de unirse a los anticuerpos presentes en la muestra ensayada. Segun esta realizacién, la deteccion se consigue
mediante un ensayo de tipo sandwich, de doble antigeno, que puede ser realizado como un ensayo de una etapa o como
un ensayo de dos etapas. Cuando la deteccion se realiza mediante el ensayo de tipo sandwich, de doble antigeno, el kit
de la invencion incluira dichos péptidos conjugados a un marcador detectable, en lugar del anticuerpo de anti-
inmunoglobulina humana.

El ensayo de la invencién puede ser usado como un Unico ensayo para la deteccién de una alta probabilidad de
esquizofrenia en un individuo. Sin embargo, segun un aspecto adicional de la invencion, los péptidos y el ensayo pueden
ser usados como una herramienta de confirmacion de diagndstico. De esta manera, por ejemplo, cuando se determina
una alta probabilidad de esquizofrenia en un individuo, mediante los procedimientos usados hasta la fecha (principalmente
evaluacion psiquiatrica, tal como se ha indicado anteriormente), esto podria ser reiterado (o, alternativamente, re-
evaluado) usando el ensayo de la invencion.

Breve descripcién de los dibujos

La Fig. 1 es una representacion grafica que muestra una presentacion superficial de enolasa, que demuestra que el
péptido de la técnica anterior no puede ser el sitio natural de unién para los autoanticuerpos. Como puede verse, solo la
arginina R402 (flecha) estara disponible para los anticuerpos de union, donde la parte restante del péptido esta enterrada
dentro de la proteina.

La Fig. 2 es una representacion grafica del epitopo putativo de los péptidos de la invencion, que consiste en seis
aminoacidos neutros (L413, L183, L409, L406, P400 y A401), que estan rodeados por cuatro aminoacidos cargados
positivamente (R414, R402, R184 y K194).

La Fig.3 es una representacion esquematica que muestra el nivel de la union de las muestras de plasma de 39 pacientes
esquizofrénicos (cuadrados rellenos) y 50 individuos no esquizofrénicos (cuadrados abiertos) con el péptido LVVGLCK
biotinilado en un inmunoensayo enzimatico.

La Fig. 4 es una representacion esquematica que muestra una correlacion inversa entre los valores de O.D. medidos en el
inmunoensayo enzimatico descrito anteriormente en muestras obtenidas de pacientes esquizofrénicos y la duracién de la
enfermedad en estos pacientes.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona péptidos cortos altamente purificados y altamente activos, que comprenden un epitopo
putativo natural de los péptidos, al cual se unen los autoanticuerpos que se encuentran en niveles elevados en los
pacientes esquizofrénicos. La corta longitud de estos péptidos (7-10 aminoacidos) y su estructura, que es una estructura,
gue puede estar expuesta en la superficie de la enzima enolasa de una manera que permite a los autoanticuerpos unirse a
ella, hacen que estos péptidos sean de la mayor utilidad en el diagnostico de la esquizofrenia. De esta manera, aunque los
péptidos de la técnica anterior (WO 99/51725) eran capaces de unirse a autoanticuerpos presentes en niveles mas altos
en pacientes esquizofrénicos, en comparacion con los individuos no esquizofrénicos, los péptidos de la presente
invencion, que tienen las caracteristicas anteriores, permiten detectar, mas efectivamente, un individuo que tiene una alta
probabilidad de tener esquizofrenia.
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La actividad de unién del péptido de la invencion a diversos anticuerpos puede ser determinada mediante cualquiera de
los procedimientos conocidos en si mismos, tales como ELISA o transferencia Western. Por ejemplo, un péptido
ensayado puede ser analizado para su actividad de unién a anticuerpos sometiéndolo a electroforesis en gel de
poliacrilamida, transfiriéndolo a membranas PVDS que se hacen reaccionar, a continuacion, con una muestra de fluido
corporal de la muestra ensayada, y se compara su reaccion con una muestra obtenida de un individuo no esquizofrénico.

El grado de union de los péptidos de la invencion a PAA se puede determinar mediante el uso de cualquier sistema de
deteccion conocido en la técnica, tales como los anticuerpos contra la inmunoglobulina humana o fragmentos de los
mismos unidos a un marcador detectable. El marcador puede ser un grupo radiactivo, un grupo fluorescente, una enzima
capaz de catalizar una reaccién que proporciona un producto detectable, un grupo biotina capaz de ser detectado
mediante avidina, etc.

Mediante una realizacion preferente, el grado de unién de los péptidos de la invencién a la muestra ensayada se realiza
usando un inmunoensayo enzimatico en el que los péptidos son marcados con biotina y son unidos a tubos revestidos de
estreptavidina, tal como se explica a continuacién.

Segun la invencion, se ha encontrado que la posicién de la carga positiva en los péptidos puede ser o bien al principio o
bien al final del péptido. Esto indica que los péptidos existen en una forma de anillo abierto. Ademas se ha encontrado que
la cisteina no tiene importancia en la secuencia de los péptidos, ya que la sustitucion de cisteina con metionina retuvo la
actividad de los péptidos. De esta manera, tal como se ha explicado anteriormente, la secuencia continua de a.a.
comprendida en el péptido de la invencion consiste en un a.a. cargado positivamente en su extremo. Si la secuencia
continua esta en uno de los extremos del péptido total, este a.a. cargado positivamente estara en un extremo del péptido
total. Como alternativa, si la secuencia continua no esté al final del péptido total, el péptido total comprendera una carga
positiva adicional en uno de sus extremos.

Se sabe que el sitio de union de los anticuerpos consta, normalmente, de al menos cinco aminoacidos. De esta manera,
los péptidos de la invencion y sus andlogos comprenden al menos cinco aminoacidos. Los cinco aminoacidos seran los
gue aparecen de forma consecutiva en una de las secuencias continuas de la invencion.

Con el objetivo de mantener las caracteristicas de unién del péptido, los analogos de la invencién comprenden no mas de
dos sustituciones de a.a., las cuales son sustituciones conservadoras. Estas son sustituciones en las que un aminoacido
de una clase se sustituye por un aminoacido de la misma clase, donde una clase se define por las propiedades fisico-
guimicas comunes de las cadenas de aminoacidos, tales como carga, tamafio o hidrofobicidad. Los aminoéacidos de la
misma clase se caracterizan por frecuencias de sustitucion altas en proteinas homdélogas que se encuentran en la
naturaleza (tal como se determina, por ejemplo, por una matriz de intercambio de frecuencia Dayhoff estandar).

De esta manera, por ejemplo, la leucina posicionada en la primera posicién de la secuencia de aminoacidos de un péptido
de la invencion puede ser sustituida, de manera conservadora, por los aminoacidos glicina o valina, que pertenecen a la
misma familia de aminoéacidos, sin alterar la actividad de unién del péptido. El a.a. cargado positivamente al final del
péptido de la invencion puede ser sustituido, de manera conservadora, por otro a.a. cargado positivamente. Una persona
con conocimientos en la materia no tendra ninguna dificultad para determinar por qué aminoacido puede ser reemplazado
cada uno de los aminoacidos del péptido, segun la agrupacion conocida de aminoacidos en familias, tal como puede
encontrarse, por ejemplo, en Molecular Biology of the Cell Editors Alberts B. et al., Garland Publishing, Inc., New York and
London, 2 2 edicion, 1989, paginas 54-55.

Los péptidos de la invencién también pueden ser modificados quimicamente. En dicho péptido modificado quimicamente,
al menos uno de los residuos de aminoacidos puede ser modificado o bien por un proceso natural, tal como modificacion
post-traduccional o bien mediante técnicas de modificacion quimica, que son bien conocidas en la materia. Ejemplos de
modificaciones quimicas son acetilaciones y glicosilaciones, glicosamina-glicinaciones, ADP-ribosilaciones, unién
covalente de un lipido o un derivado de lipido, metilacion, miristilacién, pegilacién, fosforilacion, etc. La modificacion
guimica puede ser en el extremo amino o en el extremo carboxi del péptido.

Los péptidos de la invencién pueden tener ademas un componente no péptido unido, tal como por ejemplo, un grupo
portador macromolecular que puede estar unido covalentemente al lado amino o carboxi del péptido. Dicho portador
puede ser, por ejemplo, polietilenglicol, carbohidratos o lipidos de &cidos grasos conjugados.

Todo lo indicado anteriormente describe cambios en los péptidos de la invencién que pueden resultar en una mayor
estabilidad, biodisponibilidad o actividad de los péptidos de la invencion.

El péptido de la invencion puede ser obtenido por digestion enzimatica (por ejemplo, usando Clostrapain) o digestién
guimica (CNBr) de una proteina mas larga. En tal caso, los péptidos resultantes son separados mediante procedimientos
conocidos en la materia, tales como mediante RP-HPLC y, a continuacion, los péptidos separados pueden ser utilizados
para una secuenciacion (por ejemplo, Eurosequence b.v. (Nijenborgh 4, 9749 Gronigen, The Netherlands)) y analizados
para su capacidad de union a los anticuerpos, tal como se ha descrito anteriormente.
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La corta longitud de los péptidos de la invencién (de 5 a 10 a.a.) los convierte en muy buenos candidatos a sintetizar
mediante procedimientos conocidos en la técnica, tales como en Abimed 522 a escala 10 umol mediante Eurosequence
b.v. (véase la explicacion detallada en los ejemplos siguientes). La actividad de union de los péptidos recién sintetizados
se determinara utilizando cualquiera de los ensayos indicados anteriormente.

Otras ventajas de la presente invencién, que se basa en el hecho de que los péptidos de la invencién son péptidos cortos,
purificados y activos, es que la muestra de "fluido corporal" del individuo a ensayar puede ser una muestra de plasma
sanguineo o suero, que es relativamente facil de obtener y preparar. Sin embargo, a veces puede ser ventajoso realizar el
ensayo de la invencién en una muestra sanguinea del individuo ensayado, que es una fraccién que contiene PAA obtenida
de la muestra mediante cualquiera de los procedimientos conocidos en la técnica, tales como obteniendo un plasma rico
en plaquetas y aislando PAA del mismo. Segun la invencién, la muestra puede ser también cualquier otra muestra de
fluido corporal obtenida del individuo ensayado, incluyendo una muestra de sangre completa, o cualquier otra muestra de
fluido corporal que contenga PAA, por ejemplo, saliva, liquido cefalorraquideo, etc. Analisis clinicos, asi como los ensayos
de inmunoactividad segun la invencién, mostraron que el péptido que tenia la secuencia de aminoacidos LVVGLCK tenia
la pureza mas alta de la sintesis y podria formar dimeros, de manera espontanea, duplicando, de esta manera, el epitopo
por sitio de unién de estreptavidina y mejorando el potencial de union de PAAs a este péptido. Por lo tanto, segun la
invencion, un péptido que tiene la secuencia anterior o un péptido que comprende esta secuencia son preferentes para su
uso en el diagnostico de esquizofrenia, segun la invencion.

EJEMPLOS
Ahora, la invencion se mostrara mediante los Ejemplos no limitativos siguientes, con referencia las figuras.

Materiales y procedimientos

1. Pacientes y personas de control - Treinta y nueve pacientes esquizofrénicos participaron en este estudio. Se registraron
los parametros siguientes: sexo, edad, duracién de la esquizofrenia, nimero de hospitalizaciones, afios de educacion y
estado psiquiatrico (PANSS). Se obtuvieron cincuenta muestras de plasma de un banco de sangre local.

2. Plasma - Se recogi6 sangre venosa con heparina como coagulante de los pacientes y sujetos de control. El plasma fue
obtenido después de una centrifugacion (4.000 g; 15 mins., 4° C).

3. Sintesis de péptido y marcado con biotina - Los péptidos fueron sintetizados en un Abimed 522 a una escala de 10
micromoles mediante Eurosequence b.v. (Nijenborgh 4:9747 AG Groningen, The Netherlands) y fueron marcados en el
terminal amino con biotina que contenia un separador de seis carbonos. La pureza del péptido fue evaluada, de forma
rutinaria, mediante RP-HPLC y, cuando se considerd necesario, mediante espectroscopia de masas con desorcion con
laser. Los péptidos fueron disueltos, de forma rutinaria, en 1 ml de agua/DMF/DMSO (1:1:1; viviv).

4. Transferencia en linea — Los péptidos fueron transferidos en linea sobre membranas PVDF o nitrocelulosa. Unas tiras
de las membranas fueron incubadas durante la noche con 0,5 ml de muestra de plasma en 0,5 ml de tampén (200 mM
Tris, 0,3% de caseina; 200 mM KCI, 10,6 mM de fenol, 2,1 mM CaCl,, 0,01% de Triton X-100, pH 8,5) a temperatura
ambiente, bajo agitacion suave, en las matrices de incubacion BioRad. Después de tres lavados con PBS, las tiras fueron
ensayadas con anti-Fc humana (cabra) conjugada con peroxidasa de rabano (SIGMA, diluciéon 1:100) durante 2 horas a
temperatura ambiente, bajo agitacion suave. Se usaron Fast-DAB™ o 4-cloro-naftol (SIGMA) como reactivo de color para
detectar anticuerpos unidos.

5. Inmunoensayo enzimético — Unos tubos revestidos de estreptavidina (Boehringer Mannheim, 80 nMol de estreptavidina
por tubo) fueron revestidos con un incremento diez veces superior de péptido marcado con biotina en 1 ml de PBS
durante 3 dias a 4°C, fueron lavados dos veces con 2 ml 1M NaCl, una vez con 2 ml de agua, fueron secados y
almacenados bajo vacio a menos 18°C hasta su uso. Para el ensayo, 0,05 ml de muestra 'y 1 ml de tampdn de incubacion
(60 mM de acido citrico, 90 mM de Na,HPO,, 168 mM de NaOH, 200 mM de NaCl, pH 7.7) fueron afiadidos al tubo
marcado con péptido y se incubd durante 1 hora a 37°C, sin agitacion. Los tubos fueron revestidos con el fin de prevenir la
evaporacion. A continuacion, los tubos fueron lavados tres veces con 2 ml de una solucién de 1 M NacCl durante 15 min.,
bajo agitacion suave, 1 ml Anti-Fc humana (cabra) conjugado con peroxidasa de rdbano (SIGMA) afadido a una dilucién
de 1:2000 en tampo6n de POD (200 mM Tris, 0,3% de caseina, 200 mM KCI, 10,6 mM de fenol, 2,1 mM CacCl,, 0.01% de
Triton X-100, pH 8,0) y se incubd durante 0,5 horas a 37°C, sin agitacion. Después de cuatro lavados con 2 ml de una
solucion de 1M NaCl, la reaccion de color se inicié afiadiendo 1 ml de Tetrametilbenzidina (TMB) Liquid Substrate
SystemT'vI (SIGMA). La reaccion enzimética se detuvo afiadiendo 1 ml de 0,5M H,SO,. La absorbancia fue leida
espectrofotométricamente a 450 nm.
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Ejemplo 1:

Cuatro péptidos segun la invencion, que tienen una de las secuencias de a.a.:
(a) LVWGLCK

(b) KLVVGLC

(c) LVWGLMK

(d) KLVWGLM

fueron marcados con biotina y fueron aplicados sobre tubos revestidos con estreptavidina, tal como se ha descrito
anteriormente. Se prepar6 una coleccion de muestras de plasma a partir de 5 pacientes esquizofrénicos y se prepard una
reserva adicional de plasma a partir de 5 individuos no esquizofrénicos.

Resultados:

La totalidad de los cuatro péptidos de la invencion se unieron a la coleccion de plasma procedente de pacientes
esquizofrénicos en un grado mas alto al de su unién a la muestra de plasma de control obtenida de individuos no
esquizofrénicos (segun se midié en el inmunoensayo enzimético descrito anteriormente, que mostré una O.D. de 0,5 en
las muestras de los péptidos con las muestras de plasma de control y O.D. de 1,6 en las muestras de los péptidos con la
coleccion de plasma derivada de esquizofrenia).

Ejemplo 2: Diagnéstico de la esquizofrenia usando el péptido LVVGLCK

De los cuatro péptidos de la invencién, la pureza mas alta de la sintesis se encontrd en el péptido LVVGLCK. Ademas, se
encontrd que estos péptidos forman dimeros espontaneamente, duplicando, de esta manera, el epitopo para el sitio de
union de estreptavidina.

Por lo tanto, se llevé a cabo un experimento con LVVGLCK-biotina, de la siguiente manera: el péptido fue marcado con
biotina y fue aplicado sobre tubos revestidos de estreptavidina, tal como se ha explicado anteriormente. Muestras de
plasma de 39 pacientes esquizofrénicos y 50 individuos no esquizofrénicos de control fueron ensayadas con el péptido
aplicado y el nivel de union fue determinado mediante el inmunoensayo enzimatico descrito anteriormente.

Tal como se ve en la Fig. 3, el péptido LVVGLCK biotinilado se unié en un mayor grado a las muestras de pasma
obtenidas de pacientes esquizofrénicos (cuadrados rellenos), a un valor medio y una desviacién estandar de 1,47 + 0,65,
en comparacién con su union a las muestras de plasma de individuos no esquizofrénicos (cuadrados abiertos), con un
valor medio y una desviacion estandar de 0,46 + 0,21. La diferencia de union de este péptido a los dos grupos fue
estadisticamente muy significativa (1,1 x 10™ usando el ensayo T de Student).

Ejemplo 3: Andlisis de la esquizofrenia en base al péptido de la invencidon en comparaciéon con un andlisis
psiquiatrico aceptable

Mediante un analisis adicional de los resultados descritos en el Ejemplo 2 anterior, con otros pardmetros psiquiatricos
registrados de los pacientes, se encontrd una correlacion inversa entre la duracion de la esquizofrenia y el nivel de unién al
péptido de la invencion, medido como densidad dptica (O.D.). Se aplicd un ajuste geométrico (y = axbx), cona=1,9376yb
= 0,000798 como coeficientes (Fig. 4). Resumiendo las Figs. 3 y 4, los resultados siguientes, mostrados en la Tabla 1
siguiente, se pueden alcanzar mediante la comparacion del ensayo bioguimico con la evaluacién psiquiatrica.
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Tablal
Evaluacion psiquiétrica Ensayo bioquimico

1-15 afios de 16-30 afios de 1-30 afios de Controles

enfermedad enfermedad enfermedad
N° de individuos ensayados N = 39 N =23 N =16 N =39 N =50
Esquizofrénicos: 39 19 7 26 0
Limite: 0 1 6 7 6
Negativos: 0 3 3 6 44

Esto tiene en consideracion las siguientes definiciones:
Negativo: O hasta media + 1s

Limite: Entre media + 1s hasta media + 2s

Positivo: Superiores a la media + 2s

En conclusion, una sensibilidad de mas del 80% y una especificidad de mas del 90% parecen ser factibles. Sin embargo,
cabe sefalar que estas definiciones son arhitrarias y, por tanto, pueden cambiarse dependiendo de si se hace mas
hincapié en la especificidad o en la sensibilidad.
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REIVINDICACIONES

1. Péptido que se une a una muestra de fluido corporal obtenida de un paciente esquizofrénico, en un nivel esencialmente
mas alto que su union a una muestra de fluido corporal obtenida de un individuo no esquizofrénico, siendo dicho péptido
de no més de 10 aminoéacidos (a.a.) de largo y comprendiendo una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el
grupo gue consiste en:

i. LVVGLCK (SEQ ID NO. 1);
ii. KLVVGLC (SEQ ID NO. 2);
ii. LVWGLMK (SEQ ID NO. 3);y
iv. KLVVGLM (SEQ ID NO.4);

en el que dicha secuencia consiste en al menos un a.a. cargado positivamente en un extremo de dicha secuencia; y
en el que dicho péptido comprende al menos un a.a. cargado positivamente en su extremo, siendo el a.a. cargado
positivamente de dicha secuencia.

2. Péptido segun la reivindicacion 1, seleccionado de entre el grupo que consiste en:
i. LVWGLCK (SEQ ID NO. 1);

ii. KLVVGLC (SEQ ID NO. 2);

iii. LVVGLMK (SEQ ID NO. 3); y

iv. KLVVGLM (SEQ ID NO. 4).

3. Péptido segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho péptido tiene la secuencia de aminoacidos LVVGLCK (SEQ
ID NO. 1).

4. Péptido segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho péptido se une a anticuerpos que son capaces de union
especifica a un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos LVVGLCK (SEQ ID NO. 1).

5. Péptido segun la reivindicacién 4, que tiene la secuencia de aminoacidos KLVVGLC (SEQ ID NO. 2), LVWGLMK
(SEQ ID NO. 3) 0 KLVVGLM (SEQ ID NO. 4).

6. Ensayo para el diagnostico de esquizofrenia en un individuo, que comprende las etapas siguientes:

(a) poner en contacto una muestra de fluido corporal de un individuo con un péptido de no mas de 10 aminoéacidos
(a.a.) de largo y que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en:

i. LVWWGLCK (SEQ ID NO. 1);

ii. KLVVGLC (SEQ ID NO. 2);
ii. LVWGLMK (SEQ ID NO. 3);y
iv. KLVVGLM (SEQ ID NO. 4);

en el que dicha secuencia consiste en al menos un a.a. cargado positivamente en un extremo de dicha secuencia, y
en el que dicho péptido comprende al menos un a.a. cargado positivamente en su extremo, siendo el a.a. cargado
positivamente de dicha secuencia; y en el que dicha muestra de fluido corporal es una muestra de sangre, una
fraccion de la misma que contiene PAA, o una fraccién que contiene anticuerpos asociados a plaquetas (PAA)
derivados de las plaquetas; y

(b) determinar el nivel de unién de dicho péptido a dicha muestra, un nivel esencialmente mas alto que el nivel de
union de dicho péptido a una muestra obtenida de un individuo no esquizofrénico, lo que indica que dicho individuo
ensayado tiene una alta probabilidad de tener esquizofrenia.

7. Ensayo segun la reivindicacion 6, en el que el péptido de la etapa (b) es seleccionado de entre el grupo que
consiste en:

ii. LVVGLCK (SEQ ID NO. 1);

ii. KLVVGLC (SEQ ID NO. 2);

10
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iii. LVWGLMK (SEQ ID NO. 3); y
iv. KLVWGLM (SEQ ID NO. 4).

8. Ensayo segun la reivindicacion 6, en el que el péptido de la etapa (a) tiene la secuencia de aminoacidos
LVVGLCK (SEQ ID NO. 1).

9. Ensayo segun la reivindicacion 6, en el que el péptido en la etapa (a) es tal que se une a los anticuerpos que se
unen a péptidos que tienen la secuencia de aminoacidos LVVGLCK (SEQ ID NO. 1).

10. Kit para su uso en el diagnostico de la esquizofrenia, que comprende un soporte que comprende uno o mas
péptidos segun la reivindicacion 1, inmovilizados sobre el mismo, anticuerpo anti-inmunoglobulina humana (hlg) o un
fragmento del mismo, reactivos que llevan a cabo un ensayo de deteccion, mediante el cual dichos péptidos se unen
a los anticuerpos presentes en una muestra ensayada, asi como instrucciones de uso.

11. Kit segln la reivindicacién 10, en el que dicho anticuerpo anti-hlg forma un complejo con un marcador detectable.

12. Kit segun la reivindicacién 10, en el que en lugar de dicho anticuerpo anti-hlg, el kit comprende uno o mas
péptidos no unidos que se unen a los anticuerpos presentes en una muestra ensayada, dichos péptidos formando
complejos con un marcador detectable.

13. Uso de cualquiera de los péptidos segun la reivindicacion 1 para la preparacion de una composicion de
diagndstico para el diagndstico de esquizofrenia en un individuo.

14. Ensayo segun la reivindicacion 6, para su uso en la confirmacion de una alta probabilidad de esquizofrenia en un
individuo, determinada mediante al menos otro ensayo diagndstico.

11
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