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ES 2367311713

DESCRIPCION
Productos de degradacién proteolitica de MAP-2 como biomarcadores de diagndstico para las lesiones neurales.
Campo de lainvencién

La invencion prevé la deteccion y la identificacion fiables de biomarcadores que se producen uUnicamente en casos
de dafio cerebral o de estrés o trastornos neuronales, importantes para el diagnostico, el pronéstico y el control de
las lesiones del mismo sistema organico/tisular de interés. El perfil de los productos proteoliticos o de los fragmentos
de proteinas/péptidos organicos con concentraciones especialmente altas o especificos en pacientes con dafos en
organos o tejidos y en sus células se distingue de los controles normales que utilizan técnicas baratas. Estas
técnicas ofrecen enfoques sencillos a la par que sensibles de cara al diagndstico del dafio o del estrés sobre el
sistema nervioso central y periférico, en los que se encuentran comprometidos o alterados érganos principales que
utilizan liquidos biolégicos.

Antecedentes de lainvencion

La incidencia anual de lesiones cerebrales traumaticas (LCT) en los Estados Unidos, en términos conservadores, se
estima en mas de 2 millones de casos, con aproximadamente 500.000 hospitalizaciones. De estas personas, entre
70.000 y 90.000 afectados por traumatismos cerebrales quedan discapacitados de forma permanente. El coste
econémico anual en concepto de atencion de los pacientes con traumatismos cerebrales se estima en 25.000
millones de $. Estas cifras corresponden Gnicamente a la poblacion civil, y la incidencia es mucho mayor cuando se
incluyen los heridos en combate. En los enfrentamientos bélicos contemporaneos (1993-2000), las LCT constituyen
la principal causa de muerte (53%) entre los heridos que son atendidos en los centros sanitarios.

La evaluacién de las afectaciones patolégicas y neurolégicas inmediatamente después de una LCT es fundamental
de cara a determinar un tratamiento clinico adecuado y pronosticar el resultado a largo plazo. Las medidas de los
resultados del paciente que se utilizan con mayor frecuencia son la Escala del Coma de Glasgow (GCS), la Escala
de Resultados de Glasgow (GOS) y las imagenes por tomografia computarizada (TAC) y resonancia magnética
(RMN) para detectar la patologia intracraneal. No obstante, a pesar de la drastica mejora en los sistemas de
clasificacion de urgencia a partir de estas mediciones de los resultados, la mayor parte de los pacientes con LCT
sufre una incapacidad a largo plazo, y una gran parte de los supervivientes de LCT se ven notablemente afectados a
pesar de las predicciones de «buena recuperacion» de la GOS. Ademas, los sistemas TAC y RMN son caros y no
pueden utilizarse rapidamente en los servicios de urgencias. En el austero entorno médico asociado a la medicina
de combate, el diagnostico preciso de las LCT es un requisito previo fundamental para una clasificacion adecuada
de los heridos.

Asi, las vias neurales de los mamiferos estan especialmente en riesgo si las neuronas sufren un traumatismo
mecanico o quimico, o bien una degeneracién neuropatica suficiente como para que las neuronas que integran la via
estén en riesgo de morir. Hasta la fecha se han descubierto un gran nimero de neuropatias, algunas de las cuales
afectan so6lo a un subconjunto o a un sistema de neuronas del sistema nervioso periférico o central. Las neuropatias,
que pueden afectar a las neuronas o a las células gliales asociadas, pueden derivarse de un trastorno metabdlico
celular, una infeccioén, una exposicién a sustancias téxicas, un trastorno autoinmunitario, desnutricién o isquemia. En
algunos casos se cree que la alteracion celular puede provocar directamente la muerte de las células, pero en otros
casos, la neuropatia puede causar necrosis tisular en grado suficiente para estimular el sistema
inmunitario/inflamatorio del organismo, y los mecanismos inmunitarios responden a la lesion neural inicial y
destruyen las neuronas y la via integrada por éstas.

Otra lesion habitual del SNC es la apoplejia, la destrucciéon del tejido cerebral como consecuencia de una
hemorragia o de un infarto intracerebral. La apoplejia es una de las principales causas de fallecimiento en el mundo
desarrollado; puede venir provocada por la reduccion del riego sanguineo o isquemia que provoca la disminucién de
la irrigacion y el fallecimiento de los tejidos en un area del cerebro (infarto). Entre las causas que provocan la
apoplejia isquémica se incluyen los coagulos sanguineos que se forman en los vasos sanguineos del cerebro
(trombos) y los coagulos sanguineos o fragmentos de placas ateroscleréticas o de otros materiales que llegan al
cerebro desde otro lugar (émbolos). Las hemorragias dentro del cerebro también pueden provocar sintomas
similares a los de la apoplejia. Las técnicas precedentes no pueden detectar esta lesion.

Las vias nerviosas de los mamiferos también se encuentran en riesgo como consecuencia de los dafios provocados
por las lesiones neoplasicas. Se han identificado neoplasias tanto de las neuronas como de las células gliales. Las
células transformadas de origen neural suelen perder su capacidad de comportarse como células normales
diferenciadas y pueden destruir las vias nerviosas por la pérdida de funcién. Ademas, los tumores en crecimiento
pueden provocar lesiones al distorsionar la estructura normal del tejido nervioso, inhibiendo las vias por compresion
de los nervios, alterando el riego sanguineo o del liquido cefalorraquideo (LCR), o estimulando la respuesta
inmunitaria. Los tumores metastasicos, una causa importante de lesiones neoplasicas en el cerebro y la médula
espinal, también pueden danar de forma similar las vias neurales y provocar la muerte de las neuronas.
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La identificacion y el desarrollo de productos proteoliticos como biomarcadores o marcadores diagndsticos se
circunscribe sobre todo al SNC. Las lesiones de los nervios periféricos, como sucede en las neuropatia diabética o
por la administracion de quimioterapicos como los utilizados para tratar el cancer, también pueden generar un dafio
proteolitico similar al experimentado en el SNC. Ademas, debido a la gran importancia que la activacion de las
proteasas tiene en las lesiones celulares asociadas a las lesiones en otros érganos (higado, rifidn, pulmén, intestino,
corazon, etc.), asi como a los casos de sobreentrenamiento muscular, la proliferacién de células cancerosas o la
muerte de células tumorales y disminucion del tumor causadas por la quimioterapia, esta invencion ofrece multiples
aplicaciones en el diagnostico y el seguimiento de lesiones organicas, lesiones multiorganicas, CABG, septicemia,
lesiones pulmonares causadas por hiperventilacion, sobreentrenamiento muscular, cancer y similares.

Existe por lo tanto la necesidad de contar con evaluaciones clinicas diagnésticas adecuadas, especificas,
econdmicas y sencillas de lesiones o sobrecargas organicas individuales o multiorganicas, de diversos cénceres de
organos especificos y del entrenamiento o sobreentrenamiento muscular, asi como de su severidad; también existe
la necesidad de medios para seguir el tratamiento terapéutico y evaluar la eficacia. Asi pues, la identificacion de
productos proteoliticos de proteinas o péptidos que sean especificos de un 6rgano dado o que se encuentren
predominantemente en dicho 6rgano seria una herramienta muy u0til para predecir los resultados, orientar el
tratamiento terapéutico o el entrenamiento muscular, y supervisar la rehabilitacion.

Sumario

La invencioén prevé la deteccion y la identificacion fiables de biomarcadores que aparecen Unicamente en casos de
lesion o estrés cerebral, y los trastornos neuronales son importantes para el diagndstico, el pronéstico y el control de
dafios del mismo sistema de interés organicol/tisular. El perfil de los productos proteoliticos o de fragmentos de
proteinas/péptidos organicos con concentraciones especialmente altas o especificos en pacientes con dafios en
organos o tejidos y en células de éstos se distingue de los controles normales que utilizan las técnicas baratas.
Estas técnicas ofrecen enfoques sencillos a la par que sensibles de cara al diagndstico de dafio o estrés en el
sistema nervioso.

En una forma de realizacién preferida, la invencién suministra biomarcadores indicativos de lesién cerebral
traumatica, dafios neuronales, trastornos neurolégicos, lesiones cerebrales, dafios neurolégicos provocados por la
adiccion a las drogas o el alcohol, o enfermedades asociadas con el cerebro o el sistema nervioso central y
periférico (SNC, SNP). Las enzimas proteoliticas se activan como consecuencia del dafo sufrido por diferentes
oérganos, como por ejemplo: corazon, cerebro, higado, rifiones, pulmon, intestino, el sistema nervioso central y
periférico, asi como los musculos esqueléticos. Las enzimas proteoliticas se activan y degradan las proteinas diana,
asi como los péptidos y los fragmentos de éstos que aparecen a consecuencia de las lesiones neurales y organicas.
Las proteinas diana incluyen, entre otras, proteinas, péptidos o fragmentos de éstos asociados con neuronas,
células cerebrales o cualquier otra célula presente en el cerebro y en el sistema nervioso central, ademas de en
dérganos como el corazon, higado, rifiones, etc. Algunos ejemplos de enzimas proteoliticas que se detectan en las
lesiones neurales u organicas son (en orden alfabético en el documento original): acromopeptidasa, aminopeptidasa,
Ancrod, enzima convertidora de la angiotensina, bromelaina, calpaina, calpaina |, calpaina Il, carboxipeptidasa A,
carboxipeptidasa B, carboxipeptidasa G, carboxipeptidasa P, carboxipeptidasa W, carboxipeptidasa Y, caspasa,
caspasa 1, caspasa 2, caspasa 3, caspasa 4, caspasa 5, caspasa 6, caspasa 7, caspasa 8, caspasa 9, caspasa 10,
caspasa 13, catepsina B, catepsina C, catepsina D, catepsina G, catepsina H, catepsina L, quimopapaina, quimasa,
quimotripsina, a-clostripaina, colagenasa, complemento C1r, complemento C1s, factor del complemento D, factor del
complemento |, cucumisina, dipeptidilpeptidasa IV, elastasa leucocitaria, elastasa pancreética, endoproteinasa Arg-
C, endoproteinasa Asp-N, endoproteinasa Glu-C, endoproteinasa Lys-C, enteroquinasa, factor Xa, ficina, furina,
granzima A, granzima B, proteasa del VIH, Igasa, calicreina tisular, quinasa, leucina aminopeptidasa (general),
leucina aminopeptidasa citosdlica, leucina aminopeptidasa microsomica, metaloproteasa de matriz, metionina
aminopeptidasa, neutrasa, papaina, pepsina, plasmina, prolidasa, pronasa E, antigeno especifico de la préstata,
proteasa, proteasa S proteosémica, proteinasa, proteinasa 3, proteinasa A, proteinasa K, proteina C, piroglutamato
aminopeptidasa, renina, rennina, trombina, activador tisular del plasmindégeno, troponinas, tripsina, triptasa,
uroquinasa. Preferentemente, cualquiera de los nimeros de secuencia: 10, 67, 68 también se detectan.

Los biomarcadores de las enzimas proteoliticas ejercen una actividad especifica en los sustratos proteicos; por
ejemplo, los ejemplos no excluyentes recogidos en la Tabla 1 oscilan entre alrededor de 1 pg y 500 pg por 1 mg de
proteina sustrato que va a proteolizarse en los 6rganos dafados o estresados (condiciones in vivo) en un plazo que
va de minutos a dias, o bien en condiciones in vitro con el uso de una mezcla de proteasa purificada-proteina
sustrato en una proporcion de 1/10.000 a 1/20 durante periodo que oscila entre minutos y horas.

Los biomarcadores se activan a consecuencia de la lesion, por ejemplo, de un érgano o de neuronas, y provocan la
protedlisis de proteinas, pépticos asociados al drgano o neuronas. Entre los ejemplos de las proteinas preferidas se
incluyen, entre otras: las troponinas cardiacas o musculares, como por ejemplo troponina I, troponina-T, troponina-C;
los péptidos neurales, que incluyen, entre otros, péptidos de proteinas axonales, proteina precursora amiloidea,
proteinas dendriticas, proteinas del soma, proteinas presinapticas, fragmentos de proteinas postsinapticas y
derivados de éstas.
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En otra forma de realizacion preferida, los péptidos que actuan como dianas para los biomarcadores de enzimas
proteoliticas destinados al diagndstico y la deteccidon de dafios cerebrales o del SNC/SNP o de trastornos neurales
se identifican mediante los nimeros de secuencia: 10, 67, 6810, 67, 68.

En otra forma de realizacion preferida, los péptidos identificados como dianas para los biomarcadores de enzimas
proteoliticas destinados al diagndstico y la deteccién de dafios cerebrales o del SNC o de trastornos neurales son
homdlogos en aproximadamente un 50% a los péptidos identificados por los niumeros de secuencia: 10, 67, 68;
preferentemente, los péptidos identificados como dianas para los biomarcadores de enzimas proteoliticas destinados
al diagndstico y la deteccion de dafios cerebrales o del SNC o de trastornos neurales son homodlogos en
aproximadamente un 70% a los péptidos identificados por los nimeros de secuencia: 10, 67, 68; preferentemente,
los péptidos identificados como dianas de los biomarcadores de enzimas proteoliticas destinados al diagndstico y la
deteccion de dafios cerebrales o del SNC o de trastornos neurales son homologos en aproximadamente un 80% a
los péptidos identificados por los numeros de secuencia: 10, 67, 68; preferentemente, los péptidos identificados
como dianas de los biomarcadores de enzimas proteoliticas destinados al diagnéstico y la deteccion de dafios
cerebrales o del SNC o de trastornos neurales son homadlogos en aproximadamente un 90%, 95%, 96%, 97%, 95%,
99% 6 99,9% a los péptidos identificados por los nUmeros de secuencia: 10, 67, 68.

En otra forma de realizacién preferida, los péptidos identificados como dianas de los biomarcadores de enzimas
proteoliticas destinados al diagndstico y la deteccidn de dafios cerebrales o del SNC o de trastornos neurales son
por lo menos 10 aminoacidos mas largos en el extremo N-terminal o en el extremo C-terminal que los péptidos
identificados por los nimeros de secuencia: 10, 67, 68; preferentemente, los péptidos identificados como dianas
para los biomarcadores de enzimas proteoliticas destinados al diagndstico y la deteccion de dafos cerebrales o del
SNC o de trastornos neurales son por lo menos 20 aminoacidos mas largos en el extremo N-terminal o en el extremo
C-terminal con respecto a los péptidos identificados por los nimeros de secuencia: 10, 67, 68; preferentemente, los
péptidos identificados como dianas para los biomarcadores de enzimas proteoliticas destinados al diagndstico y la
deteccién de dafos cerebrales o del SNC o de trastornos neurales son por lo menos 50 aminoacidos mas largos en
el extremo N-terminal o en el extremo C-terminal con respecto a los péptidos identificados por los nimeros de
secuencia: 10, 67, 68; preferentemente, los péptidos identificados como dianas para los biomarcadores de enzimas
proteoliticas destinados al diagndstico y la deteccién de dafios cerebrales o del SNC o de trastornos neurales son
por lo menos 80 aminoacidos mas largos en el extremo N-terminal o en el extremo C-terminal con respecto a los
péptidos identificados por los numeros de secuencia: 10, 67, 68; preferentemente, los péptidos identificados como
dianas para los biomarcadores de enzimas proteoliticas destinados al diagndstico y la deteccion de dafos
cerebrales o del SNC o de trastornos neurales son por lo menos 100 aminoacidos mas largos en el extremo N-
terminal o en el extremo C-terminal con respecto a los péptidos identificados por los nUmeros de secuencia: 10, 67,
68; preferentemente, los péptidos identificados como dianas para los biomarcadores de enzimas proteoliticas
destinados al diagndstico y la deteccion de dafios cerebrales o del SNC o de trastornos neurales son por lo menos
200 aminoacidos mas largos en el extremo N-terminal o en el extremo C-terminal con respecto a los péptidos
identificados por los niumeros de secuencia: 10, 67, 68; preferentemente, los péptidos identificados como dianas
para los biomarcadores de enzimas proteoliticas destinados al diagnéstico y la deteccion de dafios cerebrales o del
SNC o de trastornos neurales son hasta 400 aminoacidos mas largos en el extremo N-terminal o en el extremo C-
terminal con respecto a los péptidos identificados por los nimeros de secuencia: 10, 67, 68. Los ejemplos de
aminoacidos mas largos se encuentran en la Tabla 1, junto con sus numeros de registro. De ese modo, los
aminoacidos que deben figurar en el extremo N-terminal o C-terminal de cada biomarcador identificado por los
numeros de secuencia: 10, 67, 68 se determinan facilmente.

En otra forma de realizacion preferida, los péptidos identificados como dianas para los biomarcadores de enzimas
proteoliticas para el diagnostico y la deteccion de una lesién del SNC y/o cerebral o trastornos neurales, son
preferentemente los péptidos dendriticos, tales como por ejemplo: MAP-2A/B, MAP-2C.

En otra forma de realizacién preferida, los biomarcadores de las enzimas proteoliticas se detectan a partir de
muestras de un paciente susceptible de sufrir dafios neuronales o que ya los sufre.

Los marcadores se caracterizan por su peso molecular, sus huellas de digestion enzimatica y sus identidades
proteicas conocidas. Los marcadores pueden resolverse a partir de otros péptidos en una muestra mediante el uso
de técnicas de fraccionamiento, como por ejemplo la cromatografia acoplada a espectrometria de masas, o bien a
través de inmunoensayos convencionales. Preferentemente, el método de resolucion implica una espectrometria de
masas con ionizacion/desorcion por laser de superficie («SELDI»), en la que la superficie de la sonda objeto de la
espectrometria de masas contiene adsorbentes que se unen a los marcadores.

La presencia de determinados biomarcadores de enzimas proteoliticas es indicativa del alcance de la lesion del
SNC/SNP o cerebral. Por ejemplo, la deteccion de uno o mas marcadores de dafios dendriticos, marcadores de
dafos del soma, marcadores de desmielinizacion o marcadores de dafos axonales indicaria dafios en el SNC, y la
presencia de uno o mas indicaria el alcance de la lesién nerviosa.

En otra forma de realizaciéon preferida, la presencia de ciertas proteinas neurales degradadas indica actividad
enzimatica proteolitica, e indica un trastorno neuroldgico, es decir, marcadores de dafios dendriticos.
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Los métodos para la deteccién y el diagndstico de los dafios en el SNC/SNP o cerebrales consisten en detectar por
lo menos uno o mas biomarcadores de enzimas proteoliticas en una muestra, y en correlacionar la deteccion de
dichos biomarcadores de enzimas proteoliticas con un diagnéstico de las lesiones del SNC o cerebrales, donde la
correlacion tiene en cuenta la deteccién de uno o més biomarcadores de enzima proteolitica en cada diagnéstico en
comparacién con sujetos normales. Preferentemente, los biomarcadores de enzimas proteoliticas deben ser
especificos; por ejemplo, las proteinas neuronales, MAP-2A/B, MAP-2C.

En otra forma de realizacion preferida, los anticuerpos especificos para los productos proteoliticos de los
biomarcadores enzimaticos se unen a los epitopos identificados por los nimeros de secuencia: 67, 68.

En otra forma de realizaciéon preferida, los anticuerpos especificos para los productos proteoliticos de los
biomarcadores enzimaticos se unen a los epitopos que son homdélogos en un porcentaje de aproximadamente 50%
a las secuencias identificadas con los niumeros: 67, 68; mas preferentemente, los anticuerpos especificos para los
productos proteoliticos de los biomarcadores enzimaticos se unen a los epitopos que son homodlogos en un
porcentaje de aproximadamente 70% a las secuencias identificadas con los nimeros: 67, 68; mas preferentemente,
los anticuerpos especificos para los productos proteoliticos de los biomarcadores enzimaticos se unen a los epitopos
que son homologos en un porcentaje de aproximadamente 80% a las secuencias identificadas con los numeros: 67,
68; mas preferentemente, los anticuerpos especificos para los productos proteoliticos de los biomarcadores
enzimaticos se unen a los epitopos que son homadlogos en un porcentaje de aproximadamente 90%, 95%, 96%,
97%, 95%, 99% 0 99,9% a las secuencias identificadas con los nimeros: 67, 68.

En otra forma de realizacion preferida, los anticuerpos especificos para los productos proteoliticos de los
biomarcadores enzimaticos se unen a epitopos que por lo menos son unos 10 aminoacidos mas largos en su
extremo N-terminal o C-terminal que los epitopos identificados por los niumeros de secuencia: 67, 68; mas
preferentemente, los anticuerpos especificos para los productos proteoliticos de los biomarcadores enzimaticos se
unen a epitopos que por lo menos son unos 20 aminoacidos mas largos en su extremo N-terminal o C-terminal que
los epitopos identificados por los nimeros de secuencia: 67, 68; mas preferentemente, los anticuerpos especificos
para los productos proteoliticos de los biomarcadores enzimaticos se unen a epitopos que por lo menos son unos 50
aminoacidos mas largos en su extremo N-terminal o C-terminal que los epitopos identificados por los numeros de
secuencia: 67, 68; mas preferentemente, los anticuerpos especificos para los productos proteoliticos de los
biomarcadores enzimaticos se unen a epitopos que por lo menos son unos 100 aminoacidos mas largos en el
extremo N-terminal o C-terminal que los epitopos identificados por los niumeros de secuencia: 67, 68; mas
preferentemente, los anticuerpos especificos para los productos proteoliticos de los biomarcadores enzimaticos se
unen a epitopos que por lo menos son unos 200 aminoacidos mas largos en su extremo N-terminal o C-terminal que
los epitopos identificados por los nimeros de secuencia: 67, 68; mas preferentemente, los anticuerpos especificos
para los productos proteoliticos de los biomarcadores enzimaticos se unen a epitopos que por lo menos son unos
500 aminoacidos mas largos en su extremo N-terminal o C-terminal que los epitopos identificados por los numeros
de secuencia: 67, 68. Los ejemplos de aminoacidos mas largos se encuentran en la Tabla 1, junto con sus niUmeros
de registro. De ese modo, los aminoacidos que deben figurar en el extremo N-terminal o C-terminal de cada
biomarcador identificado por los numeros de secuencia: 67, 68 pueden determinarse faciimente, y pueden
producirse los anticuerpos.

En otra forma de realizacion preferida, la invenciéon ofrece un kit para analizar el dafio celular en un sujeto.
preferentemente, el kit incluira: (a) un conjunto o panel de biomarcadores, identificado por cualquiera de los nimeros
de secuencia: 10, 67, 68; (b) un sustrato para retener y conservar una muestra bioldgica aislada de una persona
sospechosa de sufrir dafio neuronal, (c) un agente que se une de forma especifica como minimo a una o mas de las
enzimas proteoliticas; y (d) instrucciones impresas para llevar a cabo la reaccion del agente con la muestra bioldgica
0 con una fraccidon de ésta destinada a detectar la presencia o la cantidad de por lo menos un marcador en la
muestra bioldgica.

Preferentemente la muestra biolégica es un liquido que haya estado en contacto con el sistema nervioso del sujeto
antes de ser extraido de éste; por ejemplo, LCR o sangre, y el agente, podra ser un anticuerpo, un haptamero u otra
molécula que se una de forma especifica como minimo a una o mas de las enzimas proteoliticas. El kit también
puede incluir un marcador detectable, como un conjugado para el agente, o un conjugado para una sustancia que se
una de forma especifica al mismo (por ejemplo, un anticuerpo secundario).

Otros aspectos de la invencién se describen a continuacion.

Breve descripcion de las figuras

La invencion se sefiala con minuciosidad en las reivindicaciones adjuntas. Otras ventajas y las anteriores se
comprenderan mejor haciendo referencia a la descripcién siguiente a partir de los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 es una ilustracion esquematica que representa un ejemplo de un método relacionado con el diagndstico y
el tratamiento tras el estrés o la lesidon de un 6rgano. El estrés o la lesion de un érgano y la formacion o el
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tratamiento de tumores provocan un aumento de la actividad proteolitica, que da como resultado la aparicion de
fragmentos singulares de las proteinas tisulares que poseen un valor diagnostico.

Las figuras 2A-2E son geles que representan ejemplos de proteinas neurales sometidas a un ataque proteolitico 48
horas después de una lesién cerebral traumatica en el hipocampo de rata. Entre estas proteinas se incluyen NF-H
(FIG. 2A), NF-L (FIG. 2B), Tau (FIG. 2C), APP (FIG. 2D) y Bll-espectrina (Figura 2E). Se indican los principales
productos de descomposicion (BDP) con sus respectivos pesos moleculares. También se analizaron muestras
corticales ipsilaterales, que mostraron unos patrones de protedlisis muy similares.

Las figuras 3A y 3B son geles que representan ejemplos de proteinas mielinicas (MBP, FIG. 3A; MOSP, FIG. 3B)
que se escinden 24 horas después de una lesion cerebral traumatica.

Las figuras 4A-4C son geles que representan ejemplos de producciéon de anticuerpos policlonales y monoclonales
que detectan especificamente un extremo N-terminal Unico y nuevo de un fragmento de proteina tisular (MBP-BDP).
Las muestras corticales ipsilaterales intactas y afectadas por la LCT (48 horas tras la lesion) fueron analizadas
mediante inmunotransferencia con una sonda de anticuerpo anti-MBP total (figura 4A) y anticuerpos policlonales de
conejo especificos para el fragmento de MBP (figura 4B), o bien anticuerpos monoclonales de ratén (figura 4C). En
la figura 4A, el anticuerpo anti-MBP total detecta las MBP-21 kDa y MBP-18 kDa intactas en el cerebro intacto y
fragmentos de 12 kDa y 10 kDa (BDP-12 kDa, BDP-10 kDa) en el cerebro afectado por el TC. En las figuras 4B y
4C, sélo se detectaron las BDP-12 kDa y BDP-10 kDa; no se detectaron las MBP intactas (de 18 kDa y 21 kDa) con
estos anticuerpos, lo que demuestra su selectividad elevada para los fragmentos de MBP generados in vivo.

La figura 5 representa geles de ejemplos de proteinas sindpticas (sinaptotagmina y sinaptojanina-1) que estan
siendo degradadas en la corteza o el hipocampo de rata 48 horas después del TC.

La figura 6 representa geles con los resultados obtenidos cuando las proteinas cardiacas humanas troponina-T2 y
troponina-I3 son hidrolizadas por las proteasas calpaina-2 y caspasa-3, generando productos de descomposicién
Unicos (indicados con una estrella).

La figura 7 representa geles de los resultados obtenidos cuando la proteina muscular humana troponina-T1/3 fue
digerida por la proteasa calpaina-1, generando productos de descomposicion unicos. Se utilizé6 una membrana de
PVDF con tincion de Coomassie para suprimir bandas y secuenciar el extremo N-terminal. La transferencia Western
muestra la identificacion de la mayor parte de las bandas como BDP especificas de la TnT. El mapa que aparece a
continuacion indica los lugares de escision recién identificados, uno en la TnT1 y otro en la TnT2.

Descripcion detallada

La presente invencién detecta biomarcadores que permiten diagnosticar lesiones del SNC, lesiones o estrés celular
o trastornos neuronales. La deteccion de diferentes biomarcadores por la invencion también permite diagnosticar la
gravedad de las lesiones nerviosas, e identificar las células afectadas por la lesion y la localizacion subcelular de
dicha lesion. En concreto, la invencion correlaciona la presencia o la cantidad de una o mas enzimas proteoliticas
que se activan por la presencia de un péptido (o péptidos) procedentes de células nerviosas u érganos dafiados por
la lesion. La presencia de enzimas proteoliticas se correlaciona con la gravedad o con el tipo de lesion de las células
nerviosas o el érgano. La actividad de una enzima proteolitica y la generaciéon de productos de descomposicion de
las proteinas tisulares se relacionan directamente con la gravedad de las lesiones del tejido nervioso o del 6rgano,
puesto que una lesién mas grave provoca dafios en un mayor numero de células, lo cual, a su vez, provoca la
acumulacion de una mayor cantidad de péptidos neurales o celulares en la muestra bioldgica (por ejemplo, LCR),
activando en consonancia las enzimas proteoliticas.

Definiciones

Antes de exponer la invencion, para poder entenderla, puede resultar util definir ciertos términos que se utilizaran en
adelante.

«Marcador», en el contexto de la presente invencion, hace referencia a un polipéptido (de un peso molecular
aparente determinado) que esta presente de manera diferencial en una muestra tomada a pacientes con dafios
neurales y/o trastornos neuronales en comparaciéon con una muestra comparable tomada a sujetos de control (por
ejemplo una persona con un diagnostico negativo o un sujeto normal o sano).

«Actividad» de una enzima serd la cantidad de producto generado por unidad de tiempo a una temperatura y un pH
fijos.

«Actividad especifica» de una enzima sera la cantidad de producto generado por unidad de tiempo y por mg de
proteina.
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«Sustrato» sera la proteina diana catalizada por la enzima. La Unién Internacional de Bioquimica (I.U.B.) fue la que
establecidé por primera vez las normas de la nomenclatura de las enzimas, las cuales recomiendan que los nombres
de éstas indiquen tanto el sustrato sobre el que actian como el tipo de reaccién catalizada. Por ejemplo, con arreglo
a este sistema, la enzima uricasa se denomina urato:O, oxidorreductasa, mientras que la enzima transaminasa
glutdmico-oxalacética (GOT) se denomina L-aspartato:2-oxoglutarato aminotransferasa.

«Complementario/a» en el contexto de la presente invencion se referird a la deteccién de por lo menos dos
biomarcadores, los cuales, al ser detectados, ofrezcan juntos una mayor sensibilidad y especificidad en comparacion
con la deteccion de un solo biomarcador.

La expresidon «presente de manera diferencial» se refiere a las diferencias en la cantidad y/o la frecuencia de un
marcador presente en una muestra tomada en pacientes que, por ejemplo, tienen lesiones neurales en comparacion
con un sujeto control. Por ejemplo, un marcador puede ser un polipéptido que esté presente en una concentracion
elevada o reducida en muestras de pacientes con lesiones neurales en comparacion con las muestras de los sujetos
control. Como alternativa, un marcador puede ser un polipéptido que sea detectado con una frecuencia mas elevada
0 mas reducida en muestras de pacientes comparadas con muestras de sujetos control. Un marcador puede estar
presente de manera diferencial en términos de cantidad, frecuencia o ambos.

Un polipéptido esta presente de manera diferencial entre las dos muestras si la cantidad de dicho polipéptido en una
muestra es notablemente diferente desde un punto de vista estadistico con respecto a la cantidad del polipéptido en
la otra muestra. Por ejemplo, un polipéptido esta presente de manera diferencial entre las dos muestras si esta
presente por lo menos aproximadamente a un 120%, aproximadamente a un 130%, aproximadamente a un 150%,
aproximadamente a un 180%, aproximadamente a un 200%, aproximadamente a un 300%, aproximadamente a un
500%, aproximadamente a un 700%, aproximadamente a un 900%, o aproximadamente a un 1000% mas en
comparacién con su presencia en la otra muestra, o bien si es detectable en una muestra y no lo es en la otra.

Alternativa o adicionalmente, un polipéptido esta presente de manera diferencial entre los dos conjuntos de muestras
si la frecuencia de deteccion del polipéptido en muestras de pacientes que sufren lesiones neurales y/o trastornos
neuronales es significativamente mayor o menor en términos estadisticos que con respecto a las muestras control.
Por ejemplo, un polipéptido esta presente de manera diferencial entre los dos conjuntos de muestras si se detecta
con una frecuencia mayor o menor de por lo menos aproximadamente a un 120%, aproximadamente a un 130%,
aproximadamente a un 150%, aproximadamente a un 180%, aproximadamente a un 200%, aproximadamente a un
300%, aproximadamente a un 500%, aproximadamente a un 700%, aproximadamente a un 900%, o
aproximadamente a un 1000% segun lo observado en un conjunto de muestras con respecto al otro.

«Diagndstico» hace referencia a identificar la presencia o la naturaleza de una enfermedad o trastorno patolégico.
Los métodos de diagndstico difieren en su sensibilidad y especificidad. La «sensibilidad» de un ensayo de
diagnostico es el porcentaje de individuos enfermos que dan positivo (porcentaje de «positivos reales»). Los
individuos enfermos no detectados por el ensayo seran los «falsos negativos». Los sujetos que no estén enfermos y
den negativo en el ensayo se denominaran «negativos reales». La «especificidad» de un ensayo de diagnostico es
de 1 menos el indice de falsos positivos, donde el indice de «falsos positivos» se define como la proporcion de
aquellos individuos sin la enfermedad que dan positivo. Aunque un método concreto de diagnéstico podria no
ofrecer un diagnostico definitivo de un estado, es suficiente si dicho método ofrece una indicacion positiva que ayuda
en el diagnéstico.

Una «cantidad de prueba» de un marcador hace referencia a la cantidad de un marcador presente en una muestra
que esta siendo analizada. Una cantidad de prueba puede expresarse en cantidad absoluta (por ejemplo pg/ml) o
en cantidad relativa (por ejemplo intensidad relativa de las sefales).

Una «cantidad diagnostica» de un marcador se referira a la cantidad de un marcador presente en la muestra de un
sujeto que concuerde con el diagnostico de lesidon neural o trastorno neuronal. Una cantidad diagndstica puede
expresarse en cantidad absoluta (por ejemplo pg/ml) o en cantidad relativa (por ejemplo intensidad relativa de las
sefales).

Una «cantidad de control» de un marcador puede ser cualquier cantidad de un intervalo de cantidades que debe
compararse con una cantidad problema de un marcador. Por ejemplo, una cantidad de control de un marcador
puede ser la cantidad de un marcador en una persona sin lesiones neurales o trastorno neuronal. Una cantidad de
control puede expresarse en cantidad absoluta (por ejemplo pg/ml) o en cantidad relativa (por ejemplo intensidad
relativa de las sefales).

«Sonda» hace referencia a un dispositivo extraible e insertable en un espectrémetro de iones en fase gaseosa, y
constard de un sustrato con una superficie para presentar un marcador de cara a su deteccion. Una sonda puede
constar de un solo sustrato o varios.

«Sustrato» o «sustrato de sonda» hace referencia a una fase solida en la cual puede incorporarse un adsorbente
(por ejemplo mediante acoplamiento, deposicion, etc.).
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«Adsorbente» hace referencia a cualquier material capaz de adsorber un marcador. El término «adsorbente» se
utilizara en la presente memoria para hacer referencia tanto a un solo material («adsorbente monoplex») (por
ejemplo, un compuesto o grupo funcional) al que el marcador esté expuesto como a una serie de materiales distintos
(«adsorbente multiplex») a los que esté expuesto el marcador. A los materiales adsorbentes del adsorbente multiplex
se les conocera como «especies adsorbentes». Por ejemplo, un emplazamiento para un sustrato de sonda puede
constar de un adsorbente multiplex caracterizado por multitud de especies adsorbentes diferentes (por ejemplo,
materiales de intercambio de aniones, quelantes de metal o anticuerpos), con diferentes caracteristicas de unién. El
material del sustrato en si también puede contribuir a la adsorciéon de un marcador, y puede ser considerado parte
de un «adsorbente».

«Adsorcién» o «retencion» hace referencia a la unién detectable entre un adsorbente y un marcador, ya sea antes o
después de lavarlo con un eluyente (modificador del umbral de selectividad) o una solucion de lavado.

«Eluyente» o «solucién de lavado» hace referencia a un agente que podra utilizarse para mediar la adsorcion de un
marcador a un adsorbente. Los eluyentes y las soluciones de lavado también se conocen como «modificadores del
umbral de selectividad». Los eluyentes y las soluciones de lavado pueden utilizarse para lavar y eliminar materiales
no unidos de la superficie del sustrato de la sonda.

«Resolver», «resolucion» o «resolucion de marcador» haran referencia a la deteccién de por lo menos un marcador
en una muestra. La resolucién incluye la deteccion de una serie de marcadores en una muestra mediante la
separacion y la posterior deteccion diferencial. La resolucién no requiere la separacion completa de uno o mas
marcadores del resto de las biomoléculas presentes en una mezcla, sera suficiente cualquier separacion que permita
distinguir entre por lo menos un marcador y otras biomoléculas.

«Espectrometro de iones en fase gaseosa» hace referencia a un aparato que medird un parametro que puede
traducirse en relaciones masa-carga de iones formados cuando una muestra se volatiliza y se ioniza. Por regla
general, los iones de interés tienen una carga simple, y con frecuencia se suele aludir a las relaciones masa-carga
como masa. Los espectrometros de iones en fase gaseosa incluyen, por ejemplo, espectrédmetros de masa,
espectrémetros de movilidad de iones y dispositivos de medicidn de la corriente iénica total.

«Espectrometro de masas» hace referencia a un espectrometro de iones en fase gaseosa que incluye un sistema de
entrada, una fuente de ionizacién, una estructura 6ptica de iones, un analizador de masa y un detector.

«Espectrometro de masas de desorciéon con laser» hace referencia a un espectrometro de masas que utiliza laser
como medio de desorcion, volatilizacion e ionizaciéon de un analito.

«Detectar» hace referencia a la identificacion de la presencia, la ausencia o la cantidad del objeto que deba ser
detectado.

Los términos «polipéptido», «péptido» y «proteina» se utilizaran indistintamente en la presente memoria para hacer
referencia a un polimero de residuos de aminoacido. Los términos se aplicaran a los polimeros de aminoacidos en
los que uno o mas residuos de dichos aminoacidos sean analogos o miméticos con respecto a un aminoacido
natural, asi como a polimeros de aminoacidos naturales. Los polipéptidos pueden ser modificados, por ejemplo,
mediante la adicién de residuos de carbohidratos para formar glucoproteinas. Los términos «polipéptido», «péptido»
y «proteina» engloban las glucoproteinas y las proteinas que no lo son.

«Regidn detectable» o «marca» hace referencia a un compuesto detectable mediante métodos espectroscépicos,
fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos. Por ejemplo, algunas marcas utiles son: %2p '%%g colorantes
fluorescentes, reactivos electroopacos, enzimas (por ejemplo, tal y como suelen usarse en un ELISA), biotinalJ
estreptavidina, dioxigenina, haptenos y proteinas para las cuales hay disponibilidad de antisueros o anticuerpos
monoclonales, o bien moléculas de acidos nucleicos con una secuencia complementaria a una diana. La region
detectable suele generar una sefial medible, ya sea de tipo radiactivo, cromogénico o fluorescente, que puede
utilizarse para cuantificar la cantidad de region detectable unida en una muestra. La cuantificacién de la sefial se
logra, por ejemplo, mediante gammagrafia, densitometria o citometria de flujo.

«Anticuerpo» hace referencia a un ligando polipeptidico sustancialmente codificado por un gen o genes de
inmunoglobulinas, o por fragmentos de éstos, que se une a un epitopo y lo reconoce de forma especifica (por
ejemplo, un antigeno). Los genes de inmunoglobulinas reconocidos incluyen los genes de la regidon constante de las
cadenas ligeras kappa y lambda, los genes de la regiéon constante de las cadenas pesadas alfa, gamma, delta,
épsilon y mu y los multiples genes de la regién variable de las inmunoglobulinas. Los anticuerpos existen, por
ejemplo, como inmunoglobulinas intactas y como numerosos fragmentos bien caracterizados producidos por la
digestién con diversas peptidasas. Esto incluye, por ejemplo, fragmentos Fab' y F(ab)' > . El término «anticuerpo»
como se usa en la presente memoria también incluye fragmentos de anticuerpo producidos por la modificacion de
anticuerpos completos o sintetizados de novo usando metodologias de ADN recombinante. También se incluyen
anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados o anticuerpos
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de cadena sencilla. La porcion «Fe» de un anticuerpo se refiere a toda porcion de la cadena pesada de la
inmunoglobulina que comprende uno o varios dominios de la regién constante de la cadena pesada CH4, CH,y CHjs,
pero no incluye la regién variable de la cadena pesada.

«Inmunoensayo» es un ensayo que utiliza un anticuerpo que se une de forma especifica a un antigeno (por ejemplo
un marcador). El inmunoensayo se caracteriza por el uso de de propiedades de union especificas de un anticuerpo
concreto para aislar, marcar como diana o cuantificar el antigeno.

La frase «unidon de forma especifica (o selectiva)» a un anticuerpo o «inmunorreactivo de forma especifica (o
selectiva) con», cuando se refiere a una proteina 0 a un péptido, hace referencia a una reacciéon de union
determinante de la presencia de la proteina en una poblacidon heterogénea de éstas y otras sustancias bioldgicas.
Asi pues, en condiciones concretas de inmunoensayo, los anticuerpos especificados se unen a una proteina
concreta por lo menos dos veces mas con respecto al fondo, y no se unen de forma sustancial en una cantidad
importante a otras proteinas presentes en la muestra. La unién especifica a un anticuerpo en estas condiciones
puede requerir un anticuerpo que sea seleccionado por su especificidad para una proteina concreta. Por ejemplo, los
anticuerpos policlonales producidos frente a un marcador NF-200 a partir de especies concretas como la rata, el
ratén o el ser humano, pueden seleccionarse para obtener sélo aquéllos que sean inmunorreactivos especificamente
para el marcador NF-200 y no para otras proteinas, excepto en el caso de variantes polimérficas y alelos del
marcador NF-200. Esta seleccion puede llevarse a cabo mediante la eliminacion de los anticuerpos que reaccionan
de forma cruzada con moléculas del marcador NF-200 de otras especies. Pueden utilizarse diferentes formatos de
inmunoensayo para seleccionar los anticuerpos inmunorreactivos de forma especifica para una proteina concreta.
Por ejemplo, los inmunoensayos de ELISA en fase sdlida se usan de forma habitual para seleccionar anticuerpos
monoclonales inmunorreactivos de forma especifica con una proteina (véase por ejemplo Harlow & Lane, Antibodies,
A Laboratory Manual (1988), para una descripcion de los formatos y las condiciones de los inmunoensayos que
pueden utilizarse para determinar una inmunorreactividad especifica). Tipicamente, una reaccion especifica o
selectiva es aquella que emite una sefial o un ruido que, como minimo, duplica la del fondo o, mas habitualmente,
resulta entre 10 y 100 veces mayor que la de dicho fondo.

«Molécula absorbedora de energia» o «<EAM» hace referencia a una molécula que absorbe energia de una fuente
de ionizacién en un espectrometro de masas, ayudando asi a la desorcién del analito, como por ejemplo un
marcador, en la superficie de una sonda. Dependiendo del tamafio y de la naturaleza del analito, la molécula
absorbedora de energia puede emplearse de forma opcional. Las moléculas absorbedoras de energia utilizadas en
MALDI suelen conocerse como «matriz». Los derivados del acido cinamico, acido sinapinico («SPA»), acido
cianohidroxicinamico (“CHCA”) y acido dihidroxibenzoico suelen utilizarse como moléculas absorbedoras de energia
en la desorcién por laser de moléculas bioorganicas.

«Muestra» se utilizara en la presente memoria en el sentido mas amplio de la palabra. Una muestra que contenga
polinucledtidos, polipéptidos, péptidos, fragmentos de anticuerpos y derivados de éstos puede consistir en un liquido
corporal; una fraccién soluble de una preparacion celular o medios en los que hallan crecido células; un cromosoma,
un organulo o una membrana aislada o extraida de una célula; ADN genémico, ARN o ADNc, polipéptidos, o
péptidos en solucion o unidos a un sustrato; una célula; un tejido; una huella tisular; una huella dactilar, piel o pelo;
fragmentos y derivados de éstos.

«Sustancialmente purificada» hace referencia a moléculas de acidos nucleicos o proteinas que sean extraidas de su
entorno natural y se aislen o separen, y que estén exentas de otros componentes a los que estén asociadas de
forma natural con una pureza minima aproximada del 60%, o preferentemente del 75%, o mejor del 90%.

«Sustrato» hace referencia a cualquier soporte rigido o semirrigido al cual estén unidas las moléculas de acidos
nucleicos o las proteinas, e incluira membranas, filtros, chips, portaobjetos, discos, fibras, esferas magnéticas o no
magnéticas, geles, tubos capilares o de otro tipo, placas, polimeros y microparticulas con diversas formas
superficiales, incluyendo pocillos, estrias, pasadores, canales y poros.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «fragmento o segmento», aplicado a una secuencia de
acidos nucleicos, gen o polipéptido, estara compuesto, como minimo, de 5 bases de acido nucleico contiguas (para
secuencias de acidos nucleicos o genes) o aminoacidos (para los polipéptidos); tipicamente por por lo menos 10
bases de acido nucleico contiguas o aminoacidos, mas habitualmente de por lo menos 20 bases de acido nucleico
contiguas o aminoacidos, tipicamente de por lo menos 30 bases de acido nucleico contiguas o aminoacidos,
preferentemente de por lo menos 40 bases de acido nucleico contiguas o aminoacidos, mas preferentemente del al
menos, 50 bases de acido nucleico contiguas o0 aminoacidos y ain mas preferentemente de por lo menos entre 60 y
80 o mas bases de acido nucleico contiguas o aminoacidos en términos de longitud. «Fragmentos solapados», tal y
como se utiliza en la presente memoria, hace referencia a fragmentos contiguos de acido nucleico o péptido que
comiencen en el extremo amino-terminal de un &cido nucleico o proteina y terminen en el extremo carboxilo-terminal
del acido nucleico o la proteina. Cada fragmento de acidos nucleicos o de péptido tiene por lo menos alrededor de
una posicion contigua de acido nucleico o de aminoacido en comun con el siguiente fragmento de acido nucleico o
péptido, mas preferentemente por lo menos alrededor de tres posiciones contiguas de bases de acido nucleico o
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aminoacido en comun y mas preferentemente por lo menos alrededor de diez posiciones contiguas de bases de
acido nucleico o de aminoacido en comun.

Un «fragmento» significativo en un contexto de acido nucleico es un segmento contiguo de por lo menos alrededor
de 17 nucledtidos, generalmente de por lo menos 20 nucleétidos, mas generalmente de por lo menos 23
nuclestidos, normalmente de por lo menos 26 nucleétidos, mas normalmente de por lo menos 29 nucledétidos,
frecuentemente de por lo menos 32 nucleétidos, mas frecuentemente de por lo menos 35 nucleétidos, normalmente
de por lo menos 38 nucledtidos, mas normalmente de por lo menos 41 nucleétidos, habitualmente de por lo menos
44 nucledtidos, mas habitualmente de por lo menos 47 nucledtidos, preferentemente de por lo menos 50
nuclestidos, mas preferentemente de por lo menos 53 nucleétidos y, en las formas de realizaciéon especialmente
preferidas, sera de por lo menos 56 0 mas nucledtidos.

Tal y como se utilizan en la presente memoria, los términos «polipéptido» o «péptido» incluyen las cadenas de
aminoacidos de cualquier longitud, incluyendo ademas las proteinas de longitud completa que presentan en la
presente memoria.

Tal y como se utilizan en la presente memoria, «polipéptidos o epitopos con secuencias amino mas largas» incluyen
cadenas de aminoacidos de cualquier longitud, incluyendo ademas las proteinas de longitud completa presentadas
en la presente memoria. Preferentemente, los anticuerpos producidos se unen a epitopos que constan por lo menos
de 3 aminoacidos. En otras formas de realizacion preferidas, el término «los productos proteoliticos de los
biomarcadores enzimaticos se unen a epitopos por lo menos 10 aminoacidos mas largos que los epitopos que se
identifican por los nimeros de secuencia: 10, 67, 68» incluye una cadena de 10 aminoéacidos en el extremo amino
y/o en el extremo carboxilo de un péptido deseado. Los ejemplos de aminoacidos mas largos se encuentran en la
Tabla 1, junto con sus numeros de registro. De ese modo, los aminoacidos que deben figurar en el extremo N-
terminal o C-terminal de cada biomarcador identificado por los nimeros de secuencia: 10, 67, 68 se determinan
facilmente.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «variante» o «derivado» de polipéptidos hace referencia a una
secuencia de aminoacidos modificada por uno o mas residuos de éstos. La variante puede tener cambios
«conservadores», en los que un aminoacido sustituido tenga unas propiedades estructurales o quimicas parecidas
(por ejemplo sustitucion de leucina por isoleucina). Raras veces, una variante puede presentar cambios «no
conservadores» (por ejemplo sustitucién de glicina por triptéfano). Las pequefas variaciones analogas también
pueden incluir la eliminacion o la insercion de aminoacidos, o ambas cosas. La orientacion para determinar qué
residuos de aminoacidos pueden ser sustituidos, insertados o eliminados sin suprimir la actividad biolégica puede
encontrarse a través de programas informaticos conocidos en la materia, como por ejemplo el software
LASERGENE (DNASTAR).

Los polipéptidos resultantes, por regla general, mantendran una identidad aminoacidica significativa entre si. Una
variante polimoérfica es una variaciéon de la secuencia de polinucleétidos de un gen concreto entre individuos de una
especie determinada. Las variantes polimérficas también pueden incluir «polimorfismos de un solo nucleétido»
(SNP) o mutaciones de una sola base en las que la secuencia del polinucledtido varia en una sola base.

«Restriccion» hace referencia a la combinaciéon de condiciones a las que los acidos nucleicos estan sujetos y que
provocan que la doble cadena se disocie, como temperatura, fuerza iénica y concentracién de aditivos como
formamida. Las condiciones que tienen mayor probabilidad de provocar que la doble cadena se disocie se
denominan de «restriccién superior», como por ejemplo una mayor temperatura, menor fuerza i6nica y mayor
concentracion de formamida.

Para aplicaciones que requieran una alta selectividad, lo habitual seria emplear condiciones relativamente
restrictivas para formar los hibridos; por ejemplo, se seleccionarian condiciones con una concentracion relativamente
baja de sal y/o alta temperatura, como las registradas entre unos 0,2 y 0,10 M de NaCl y temperaturas de alrededor
de 50 °C a 70 °C.

Para determinadas aplicaciones son necesarias unas condiciones menos restrictivas. En tales condiciones, la
hibridacion puede tener lugar incluso a pesar de que las secuencias de la sonda y cadena diana no sean
perfectamente complementarias, aunque se desajustara en una o mas posiciones. Las condiciones se volveran
menos restrictivas mediante el aumento de la concentracion de sal y la reduccion de la temperatura. Por ejemplo,
unas condiciones de restriccion media vendrian dadas por entre 0,1 y 0,25 M de NaCl y temperaturas de entre 37
°C y 55 °C, mientras que unas condiciones de restriccion reducida se producirian entre 0,15 My 0,9 M de sal y
temperaturas que oscilaran aproximadamente entre los 20 °C y 55 °C. Asi pues, las condiciones de hibridacién se
pueden manipular facilmente en funcion de los resultados deseados.

La frase «condiciones de hibridacién» y sus equivalentes gramaticales, cuando se utilicen con un periodo de tiempo
de mantenimiento, indicara el proceso de someter la mezcla a la reaccion de hibridacion, en el contexto de la
concentracion de los reactantes y los reactivos acompafiantes de dicha mezcla, a unas condiciones de tiempo,
temperatura y pH suficientes como para permitir que la sonda polinucleotidica pueda hibridarse con la secuencia
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diana, normalmente para formar la doble cadena de acido nucleico. Esas condiciones de tiempo, temperatura y pH
que son necesarias para lograr la hibridacién, tal y como es bien conocido por los expertos en la materia, dependen
de la longitud de la sonda polinucleotidica que vaya a hibridarse, del grado de complementariedad entre dicha sonda
y la diana, del contenido de guanidina y citosina del polinucleétido, de la restriccién de la hibridacion deseada y de
la presencia de sales o de reactivos adicionales en la mezcla de la reaccién de hibridacién, puesto que podrian
afectar a la cinética del proceso. Los métodos para optimizar las condiciones de hibridacion de una mezcla de
reaccion de hibridacion son bien conocidos por los expertos en la materia.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la expresion «lesidon o lesion neural» incluira cualquier dafio que
afecte, directa o indirectamente, al funcionamiento normal del SNC o del SNP. Por ejemplo, la lesidon puede venir en
forma de dafios sobre las células ganglionares de la retina o de lesion cerebral traumatica, una lesion derivada de
una apoplejia, una lesién relacionada con un aneurisma cerebral, enfermedades desmielinizantes como la esclerosis
multiple, una lesiéon de la médula espinal entre las que se incluyen la monoplejia, la diplejia, la paraplejia, la
hemiplejia y la cuadriplejia, asi como de un trastorno neuroproliferativo o de un sindrome de dolor neuropatico.
Algunos ejemplos de lesiones o enfermedades del SNC son: TC, apoplejia, conmocién cerebral (incluyendo el
sindrome posconmocional), isquemia cerebral, enfermedades neurodegenerativas del cerebro como la enfermedad
de Parkinson, demencia pugilistica, enfermedad de Huntington y enfermedad de Alzheimer, lesiones cerebrales
derivadas de las convulsiones provocadas por radiacion, exposicion a la ionizaciéon o a hierro en plasma, toxinas
nerviosas, cianuro, concentraciones toxicas de oxigeno, neurotoxicidad provocada por malaria cerebral o al
tratamiento con antipalidicos sobre el SNC, patégenos de la malaria, lesiones provocadas por tripanosomas y otros
traumatismos del SNC. Algunos ejemplos de lesiones o enfermedades del SNP son: neuropatias provocadas por
toxinas (por ejemplo, quimioterapéuticos contra el cancer), diabetes, traumatismos periféricos o cualquier proceso
que produzca la destruccion patoldgica de nervios periféricos y/o de sus vainas de mielina.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «apoplejia» es un término conocido por los expertos en la materia e
incluira la disminucion o la pérdida subita de consciencia, sensibilidad y movimiento voluntario provocada por la
rotura o la obstruccion (por ejemplo, por un coagulo sanguineo) de una arteria del cerebro.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «lesion cerebral traumatica» es conocida por los expertos en la
materia, e incluira las condiciones en las que un impacto traumatico sobre la cabeza provoca dafios al cerebro,
frecuentemente sin penetrar en el craneo. Habitualmente, el traumatismo inicial puede desembocar en un hematoma
en expansion, una hemorragia subaracnoidea, un edema cerebral, un aumento de la presion intracraneal (ICP) y en
hipoxia cerebral, los cuales, a su vez, pueden provocar importantes episodios secundarios como consecuencia de la
reduccion del riego sanguineo cerebral (CBF).

Las «células neurales» tal y como se definen en la presente memoria son células que se encuentran en el cerebro y
en los sistemas nerviosos central y periférico, que comprenden de manera no limitativa, neuronas, células gliales,
oligodendrocitos, células microgliales o células madre neurales.

Las «proteinas especificas neuronales o con un alto contenido en las mismas» se definen en la presente memoria
como proteinas que estan presentes en las neuronas pero no en las células no neuronales, como por ejemplo
cardiomiocitos, miocitos, en los musculos esqueléticos, hepatocitos, células renales y células testiculares. A
continuacion, en la Tabla 1, se muestran algunos ejemplos de proteinas nerviosas de las que pueden derivar los
péptidos, mediante degradacion enzimatica por ejemplo.

«Defectos, trastornos o enfermedades nerviosas (neuronales)», tal y como se utiliza en la presente memoria, hace
referencia a cualquier trastorno neurologico, que comprenden de manera no limitativa, trastornos
neurodegenerativos (Parkinson, Alzheimer) o trastornos autoinmunitarios (esclerosis multiple) del sistema nervioso
central; pérdida de memoria; trastornos de la memoria a largo y a corto plazo; trastornos del aprendizaje; autismo;
depresion, olvidos benignos, trastornos del aprendizaje infantiles, traumatismo cefalico cerrado y trastorno por déficit
de atencion; trastornos autoinmunitarios del cerebro, reaccién neuronal ante infecciones viricas; dafos cerebrales;
depresion; trastornos psiquiatricos como bipolaridad o esquizofrenia; narcolepsia/trastornos del suefio (incluyendo
alteraciones del ritmo circadiano, insomnio y narcolepsia); rotura de nervios o dafios en éstos; rotura de la médula
espinal y cualquier dafio al cerebro o células nerviosas; déficits neurolégicos asociados con el SIDA, tics (por
ejemplo, sindrome de la Tourette); enfermedad de Huntington, esquizofrenia, lesién cerebral traumatica, tinnitus,
neuralgia, neuralgia especialmente del trigémino, dolor neuropatico, actividad neuronal inadecuada que provoca
neurodistesias en enfermedades tales como diabetes, EM, y la enfermedad de la neurona motora, ataxias, rigidez
muscular (espasmos) y disfunciéon de la unién témporo-mandibular; comportamientos segun el sindrome de la
deficiencia de la recompensa (RDS) en un sujeto.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, los comportamientos «RDS» son aquellos comportamientos que se
manifiestan como uno o mas trastornos de la conducta relacionados con un sentimiento individual de bienestar con
ansiedad, ira o adiccién a una sustancia. Los comportamientos RDS incluyen el alcoholismo, TCS, tabaquismo, IMC
u obesidad, juego compulsivo, ingesta masiva de carbohidratos, diagndstico de 11 ejes, TAE, TDA/TDAH, CD, TS,
antecedentes familiares de TCS y obesidad. Todos estos comportamientos y otros descritos en la presente memoria
como asociados con los comportamientos RDS o con los genes implicados en las vias neuroldgicas relacionadas
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con el RDS se incluyen como comportamientos RDS como parte de esta invencién. Ademas, muchos de los
conceptos clinicos utilizados en la presente memoria para muchos trastornos especificos del tipo RDS se encuentran
en Quick Reference to the Diagnostic Criteria From DSM-IV™, The American Psychiatric Association, Washington,
D.C., 1994.

Los trastornos afectivos, entre los que se incluyen la depresion mayor y la enfermedad bipolar maniaco-depresiva,
se caracterizan por cambios en el humor como la principal manifestacién clinica. La depresion mayor es la mas
comun de las enfermedades mentales importantes, y debe distinguirse clinicamente de periodos de pena, tristeza y
decepcidon normales, y de la disforia o desmoralizacién relacionada y que se asocia frecuentemente con dolencias
médicas. La depresidon se caracteriza por sentimientos de intensa tristeza y desconsuelo, ralentizacion mental y
pérdida de concentracidon, pensamientos pesimistas, agitacion y pérdida de la autoestima. También pueden
producirse cambios fisicos, entre los que se incluyen el insomnio, anorexia y pérdida de peso, una pérdida de vigor y
de la libido y la alteracion de los ritmos circadianos hormonales.

La mania, al igual que la depresion, se caracteriza por cambios en el humor como el sintoma principal. Cualquiera
de estos dos extremos de humor puede acompanfarse de psicosis con pensamientos desordenados y percepciones
ilusorias. Como sintoma secundario, la psicosis puede presentar un cambio en el humor vy, si éste se solapa con la
depresiodn, puede existir mucha confusion en el diagnéstico. En la depresion suelen tener lugar importantes cambios
de humor sin psicosis, que suelen acompanarse de ansiedad.

La enfermedad de Parkinson, independiente y de una etiologia especifica, es un trastorno crénico y progresivo del
sistema nervioso central, que suele aparecer de forma insidiosa en las ultimas décadas de la vida. La enfermedad
produce una incapacidad cada vez mayor en el movimiento intencionado, y se caracteriza por cuatro caracteristicas
clinicas fundamentales como son: temblores, bradicinesia, rigidez y alteracion de la postura. Con frecuencia, en los
pacientes se manifiesta acompafiada de demencia. En el parkinsonismo idiopatico suele haber una pérdida de
células en la sustancia negra, en el locus coeruleus y en otras neuronas pigmentadas del cerebro, asi como un
descenso del contenido de dopamina en las terminaciones de los axones de las células procedentes de la sustancia
negra. Descubrir que el parkinsonismo es un sindrome de deficiencia de dopamina y el descubrimiento de la
levodopa como un importante farmaco para el tratamiento de la enfermedad fue la culminacion légica de una serie
de observaciones basicas y clinicas relacionadas, que sirven como base ldgica para el tratamiento farmacolégico.

La expresion «enfermedad de Alzheimer» hace referencia a un deterioro mental progresivo que se manifiesta por la
pérdida de memoria, la confusion y la desorientacion, que aparece en la mitad de la vida y que suele desembocar en
la muerte transcurridos entre cinco y diez afios. Patolégicamente, la enfermedad de Alzheimer puede caracterizarse
por el engrosamiento, la aglutinacion y la deformacién de las neurofibrillas intracelulares que da lugar a la aparicion
de ovillos neurofibrilares y placas seniles compuestas de masas argentofilicas granulares o filamentosas con un
nucleo amiloideo. Diagnédstico de la enfermedad de Alzheimer: para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer
pueden utilizarse los criterios del Instituto Nacional de Trastornos Neuroldgicos y Comunicativos y de la Asociacion
para la Enfermedad de Alzheimer y Trastornos Relacionados (NINCDS-ADRDA) (McKhann et al., 1984, Neurology
34:939-944). La funcion cognitiva del paciente puede evaluarse mediante la subescala cognitiva ADAS (Escala de
Evaluacion para la Enfermedad de Alzheimer) (ADAS-cog; Rosen et al., 1984, Am. J. Psychiatry 141:1356-1364).

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «autismo» hace referencia a un estado de introversion
mental que se caracteriza por una autoabsorcidon patoldgica, exclusién social, retraso en el lenguaje y
comportamiento estereotipado.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «depresion» hace referencia a un sindrome clinico que
incluye una tristeza persistente o una pérdida de interés en actividades, que dura por lo menos dos semanas en
ausencia de tratamiento.

La expresion «ser olvidadizo», tal y como se utiliza en la presente memoria, hace referencia a una leve tendencia a
incapacidad de recuperar o recordar informacion que se hubiera registrado, aprendido y almacenado en la memoria
(por ejemplo, incapacidad de recordar déonde se han dejado las llaves o el coche en un aparcamiento). El hecho de
ser olvidadizo suele afectar a personas mayores de 40 afios de edad, y puede reconocerse mediante instrumentos
de evaluacion estandar, como la escala de memoria de Wechsler (Russell, 1975, J. Consult Clin. Psychol. 43:8000
809).

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la expresion «trastornos del aprendizaje infantiles» hace referencia a la
deficiente capacidad de aprendizaje experimentada por algunos nifos.

La expresion «traumatismo cefalico cerrado», tal y como se utiliza en la presente memoria, hace referencia a una
situacion clinica tras una lesion o traumatismo en la cabeza, cuya condicidon se caracteriza por un deterioro cognitivo
y de memoria.

La expresion «trastorno por déficit de atencion», tal y como se utiliza en la presente memoria, hace referencia a un
trastorno que suele manifestarse con mayor frecuencia en nifios, y que se caracteriza por un aumento de la actividad
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motora y un deterioro de la capacidad de concentracion. El trastorno por déficit de atencion («TDA») es un trastorno
comportamental sobre el aprendizaje comun en nifios, que afecta negativamente al rendimiento escolar y a las
relaciones familiares. Los sintomas e indicios incluyen hiperactividad (por ejemplo, TDAH y DA/DH, DSM-IV),
impulsividad, inestabilidad emocional, descoordinacién motora y algunas dificultades en la percepcion. El tratamiento
incluye psicoestimulantes que, aunque eficaces, también son polémicos, y pueden provocar efectos secundarios
problematicos, como disforia, dolor de cabeza y retraso en el crecimiento. Otros medicamentos, entre los que se
incluyen los antidepresivos ftriciclicos, parecen mejorar la atencién, pero pueden ser menos eficaces que los
psicoestimulantes.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «localizacidén subcelular» hace referencia a estructuras subcelulares
definidas dentro de una sola célula nerviosa. Estas estructuras definidas a nivel subcelular se combinan con
proteinas nerviosas Unicas que se derivan, por ejemplo, de localizaciones dendriticas, axonales, de las vainas de
mielina, de terminales presinapticos y zonas postsinapticas. La monitorizacién de la liberacion de péptidos exclusivos
de cada una de estas regiones, permite controlar y definir los dafios subcelulares tras una lesién cerebral. Ademas,
las neuronas maduras se diferencian en subtipos concretos en los que se fusiona un transmisor nervioso primario,
como los de tipo colinérgico (nicotinico y muscarinico), glutamatérgico, gabaérgico, serotoninérgico o dopaminérgico.
Cada uno de estos subtipos neuronales expresa proteinas nerviosas Unicas, como aquellas destinadas a la sintesis,
metabolismo y al transportador y receptor de cada sistema neurotransmisor uUnico (Tabla 1 a continuacion).

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el componente «farmacéuticamente aceptable» es aquel que es
adecuado para utilizarse en seres humanos y/o animales sin causar efectos secundarios adversos intolerables
(como toxicidad, irritacion y reaccion alérgica) y que presenta un balance beneficio/riesgo razonable.

Los términos «paciente» e «individuo» se utilizan indistintamente en la presente memoria, y haran referencia a un
mamifero que vaya a ser tratado, con preferencia por los pacientes humanos. En algunos casos, los métodos de la
invencion se utilizan en animales experimentales, en aplicacion veterinaria y en el desarrollo de modelos vertebrados
para enfermedades, que comprenden de manera no limitativa, roedores, como ratones, ratas y hamsteres; aves,
peces, reptiles y primates.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «mejora» o «tratamiento» haran referencia a un sintoma que alcance
un valor normalizado, como por ejemplo, con un porcentaje inferior al 50% de diferencia con respecto a un valor
normalizado, preferentemente inferior a alrededor de un 25% de diferencia con respecto a un valor normalizado, mas
preferentemente inferior al 10% de diferencia con respecto a un valor normalizado, y aun mas preferentemente sin
una diferencia significativa con respecto a un valor normalizado, segun se determine mediante el uso de pruebas
estadisticas rutinarias. Por ejemplo, una mejora o un tratamiento de depresién incluye el alivio de los sintomas de
depresién, que comprenden de manera no limitativa, cambios en el humor, sentimientos de intensa tristeza y
desconsuelo, ralentizacién mental, pérdida de concentracién, pensamientos pesimistas, agitacion y pérdida de la
autoestima. También pueden mitigarse los cambios fisicos, entre los que se incluyen el insomnio, la anorexia y la
pérdida de peso, la pérdida de vigor y de la libido, y la recuperacién de los ritmos circadianos hormonales. Otro
ejemplo: cuando se utilizan los términos «tratamiento de la enfermedad de Parkinson» o «mejora» tal y como se
utilizan en la presente memoria, haran referencia a una mitigacion de los sintomas de la enfermedad de Parkinson,
que comprenden de manera no limitativa, temblores, bradicinesia, rigidez y alteraciéon de la postura.

Marcadores proteoliticos

Esta descripciéon describe la nueva utilizacion y muy practica de marcadores proteoliticos que pueden detectarse en
tejidos, sangre, liquido cefalorraquideo (LCR) y otros liquidos bioldgicos (sudor, orina, saliva) de cara a propositos de
diagndstico y tratamiento tras una lesién o tumor en un 6rgano. Las proteasas sélo se activan cuando las células
estan dafadas, sufren estrés o se encuentran ante una agresion quimica. La sobreactivacion de estas proteasas
suele contribuir a los fenotipos de muerte celular, incluyendo la apoptosis y la oncosis (o necrosis oncoética) (ver, por
ejemplo, la FIG. 1). Por ejemplo, tras una lesién cerebral traumatica (LCT), apoplejia e isquemia renal, las calpainas
| y Il se activaran y, en consecuencia, contribuirdn a la muerte celular oncética y apoptdsica. Del mismo modo, las
caspasas activadas 3, 8 y 9 provocan la apoptosis en estas mismas condiciones de enfermedad. De hecho, hay
muchas proteasas que se activan tras una lesién en un érgano, entre las cuales se incluyen la catepsina B, L y D,
MMP2, 9 y 13, UCH-L1, proteasas de unién a la ubiquitina (UBP), quimasa, triptasa y subunidades de proteosoma
(consulte la Tabla 1). La Tabla 1 muestra algunos ejemplos de posibles enzimas proteoliticas y marcadores de
proteinas tisulares sensibles a la proteasa. Todos los marcadores de proteina tisular que aparecen en la Tabla 1
pueden producir un biomarcador proteolitico cuando éste es degradado por enzimas. La Tabla 2 que figura a
continuacién muestra algunos ejemplos de lugares no evidentes y Unicos de segmentacion de las proteinas tisulares
producidos por el ataque de las proteasas. Por ejemplo, en una forma de realizacién preferida, la invencion
suministra biomarcadores que son indicativos de lesiones cerebrales traumaticas, dafios neuronales, trastornos
nerviosos, dafios cerebrales, dafios nerviosos provocados por la adiccion a las drogas o al alcohol, o enfermedades
asociadas con el cerebro o el sistema nervioso central y periférico (SNC, SNP). Las enzimas proteoliticas se activan
como consecuencia del dafio provocado sobre érganos, como por ejemplo: corazén, cerebro, higado, rifiones,
pulmén, intestino; neuronas, sistema nervioso central, sistema nervioso periférico y musculos esqueléticos. Las
enzimas proteoliticas se activan y degradan las proteinas diana, generando péptidos y fragmentos de éstos como
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consecuencia de lesiones nerviosas y organicas. Las proteinas diana comprenden de manera no limitativa,
proteinas, péptidos o fragmentos de éstos asociados con las neuronas, células cerebrales o cualquier célula que
esté presente en el cerebro y en el sistema nervioso central, ademas de érganos como el corazon, el higado, los
riiones, etc. Algunos ejemplos de enzimas proteoliticas que son detectables en las lesiones nerviosas y/u organicas
incluyen (en orden alfabético en el documento original): acromopeptidasa, aminopeptidasa, Ancrod, enzima
convertidora de la angiotensina, bromelaina, calpaina, calpaina I, calpaina |l, carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa
B, carboxipeptidasa G, carboxipeptidasa P, carboxipeptidasa W, carboxipeptidasa Y, caspasa, caspasa 1, caspasa
2, caspasa 3, caspasa 4, caspasa 5, caspasa 6, caspasa 7, caspasa 8, caspasa 9, caspasa 10, caspasa 13,
catepsina B, catepsina C, catepsina D, catepsina G, catepsina H, catepsina L, quimopapaina, quimasa,
quimotripsina, a-clostripaina, colagenasa, complemento C1r, complemento C1s, factor del complemento D, factor del
complemento |, cucumisina, dipeptidilpeptidasa 1V, elastasa leucocitica, elastasa pancreatica, endoproteinasa Arg-C,
endoproteinasa Asp-N, endoproteinasa Glu-C, endoproteinasa Lys-C, enteroquinasa, factor Xa, ficina, furina,
granzima A, granzima B, proteasa del VIH, Igasa, calicreina tisular, quinasa, leucina aminopeptidasa (general),
leucina aminopeptidasa citosdlica, leucina aminopeptidasa microsomica, metaloproteasa de matriz, metionina
aminopeptidasa, neutrasa, papaina, pepsina, plasmina, prolidasa, pronasa E, antigeno especifico de la préstata,
proteasa, proteasa S proteosémica, proteinasa, proteinasa 3, proteinasa A, proteinasa K, proteina C, piroglutamato
aminopeptidasa, renina, rennina, trombina, activador tisular del plasminégeno, troponinas, tripsina, triptasa,
uroquinasa. Preferentemente, cualquiera de los numeros de secuencia: 10, 67, 68 se detectan.

El seguimiento de la sobreactivacion de estas y otras proteasas, permitiria diagnosticar y facilitar ayuda en el
tratamiento terapéutico de enfermedades de los 6rganos, incluyendo, entre otras, la apoplejia o las lesiones
cerebrales, los fallos renales, las enfermedades pulmonares, los ataques cardiacos y las cataratas. En caso de
tumores cancerosos, es probable en el interior del tumor activo se produzca un incremento de la muerte celular
como consecuencia de su rapido crecimiento. La muerte celular también es notablemente elevada durante el
tratamiento del cancer (por ejemplo, quimioterapia), donde el objetivo es provocar la apoptosis de las células
tumorales. Asi pues, medir la activacion de las proteasas (como un indice de muerte celular) seria una herramienta
util para seguir la evolucion del crecimiento del tumor y evaluar el éxito de determinados tratamientos terapéuticos
contra el cancer.

Se utilizara un enfoque para medir la enfermedad o la activacion de las proteasas inducida por procesos médicos. El
enfoque tecnoldgico consiste en analizar sustratos que son escindidos por las proteasas activadas (consulte la Tabla
1). Por ejemplo, las calpainas activadas hidrolizan varias proteinas, entre las que se incluyen B1-espectrina, 10
espectrina [sic], MAP2A/2B, sinaptotagmina, tau, neurofilamento H, M, y L y proteina basica de mielina. Si se
conocen los lugares exactos de segmentacion del sustrato es posible desarrollar anticuerpos especificos para ciertos
fragmentos; una vez mas, la eficacia de esta técnica es especialmente notoria cuando se hidroliza un sustrato
especifico de tejido conocido, puesto que este producto de segmentaciéon puede hacer las veces de biomarcador
para ese tipo de tejido.

Las ventajas de medir los marcadores proteoliticos en situaciones de enfermedad son tres. |I) El concepto de
activacion excesiva de las proteasas es un aspecto comuin en el cancer y en muchas lesiones tisulares y de
organos, que comprenden de manera no limitativa el cerebro, el higado, los rifiones y el corazon. Il) Muchos
productos proteoliticos de las proteasas activadas se liberan en liquidos biolégicos como la sangre, LCR, orina,
sudor y saliva. Aunque sus concentraciones serian mas bajas que los niveles encontrados directamente dentro del
tejido lesionado que los hubiera originado, aun podrian seguir siendo detectados (utilizando anticuerpos u otros
agentes de captura), cuantificados y correlacionados con otras mediciones de resultados. Ill) La capacidad de utilizar
procedimientos relativamente no invasivos para diagnosticar, tratar y efectuar un seguimiento a los pacientes es otra
utilidad eficaz en relacion con el uso de marcadores proteoliticos en situaciones de enfermedad.

La deteccion de enzimas proteoliticas que degradan uno o mas productos de segmentacion sirve como diagndéstico
de dafio nervioso y/o enfermedad neuronal. Los ejemplos de sustratos de enzimas proteoliticas detectados
comprenden de manera no limitativa: péptidos nerviosos, como por ejemplo péptidos axonales—NF-200 (NF-H), NFJ
160 (NF-M), NF-68 (NF-L); péptidos precursores amiloideos; péptidos dendriticos—alfa-tubulina (P02551), betal]
tubulina (PO 4691), MAP-2A/B, MAP-2C, tau, dinamina-1 (P21575), dinactina (Q13561), P24; péptidos somales—
UCH-L1 (Q00981), PEBP (P31044), NSE (P07323), thy 1.1, prién, Huntington; péptidos presinapticos—sinapsina-1,
sinapsina-2, alfa-sinucleina (P37377), beta-sinucleina (Q63754), GAP43, sinaptofisina, sinaptotagmina (P21707),
sintaxina; péptidos postsinapticos—PSD95, PSD93, receptor NMDA (incluyendo todas las subcategorias);
biomarcadores de desmielinizacion—péptidos basicos de la mielina (MBP), péptidos proteolipidicos de la mielina,
péptidos gliales—-GFAP (P47819), péptidos de la proteina disulfuro isomerasa (PDI-P04785); biomarcadores de
neurotransmisor—biomarcadores colinérgicos: péptidos de acetilcolinesterasa, péptido de colina acetiltransferasa;
biomarcadores dopaminérgicos—péptidos de tirosina hidroxilasa (TH), péptidos fosfo-TH, péptidos DARPP32;
biomarcadores noradrenérgicos—péptidos de dopamina beta-hidroxilasa (DbH); biomarcadores serotonérgicos—
péptidos de triptéfano hidroxilasa (TrH); biomarcadores glutamatérgicos—péptidos de glutaminasa, péptidos de
glutamina sintetasa; biomarcadores GABAérgicos—péptidos de GABA transaminasa (4-aminobutirato-2-cetoglutarato
transaminasa [GABAT]), péptidos de &acido glutamico descarboxilasa (GAD25, 44, 65, 67); receptores de
neurotransmisor—péptidos del subtipo beta-adrenoreceptor, (por ejemplo, beta (2)), péptidos del subtipo alfall
adrenoreceptor, (por ejemplo, (alfa (2c)), péptidos de receptores GABA (por ejemplo, GABA (B)), péptidos del

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2367311713

receptor de glutamato metabotropico (por ejemplo, mGIuR3), péptidos de la subunidad del receptor NMDA (por
ejemplo, NR1A2B), péptidos de la subunidad del receptor del glutamato (por ejemplo, GluR4), péptidos de los
receptores de serotonina 5-HT (por ejemplo, 5-HT(3)), péptidos de los receptores de dopamina (por ejemplo, D4),
péptidos de los receptores muscarinicos de ACh (por ejemplo, M1), péptidos del receptor nicotinico de la acetilcolina
(por ejemplo, alfa-7); transportadores de neurotransmisores—péptidos del transportador de norepinefrina (NET),
péptidos del transportador de dopamina (DAT), péptidos del transportador de serotonina (SERT), péptidos del
transportador vesicular (VMAT1 y VMAT2), péptidos del transportador GABA/transportador de aminoacidos
inhibidores vesiculares (VIAAT/VGAT), péptidos del transportador de glutamato (por ejemplo, GLT1), péptidos del
transportador vesicular de acetilcolina, péptidos del transportador de colina (por ejemplo, CHT1); otros
biomarcadores de péptidos son, a titulo no limitativo, péptidos de vimentina (P31000), péptidos CK-BB (P07335),
péptidos 14-3-3-epsilon (P42655), péptidos MMP2 o péptidos MMP9.

Los biomarcadores de enzimas proteoliticas presentan una actividad especifica para las proteinas nerviosas; por
ejemplo, los ejemplos no excluyentes que se recogen en la Tabla 1, desde alrededor de 1 g hasta alrededor de 500
ug por 1 mg de proteina sustrato.

Experimentalmente se ha demostrado que si la cantidad de enzima se mantiene constante y la concentracion de
sustrato se va incrementando de forma gradual, la velocidad de reaccién aumentara hasta alcanzar un maximo.
Traspasado ese punto, el aumento de la concentracion del sustrato no aumentara la velocidad (delta A/delta T). Se
ha especulado con que, cuando se alcanza esta velocidad maxima, toda la enzima disponible se ha convertido en
ES, el complejo de sustrato enzimatico. Este punto en el grafico se denomina Vmax. Utilizando esta velocidad maxima
y la ecuacion (7), Michaelis desarrollé una serie de expresiones matematicas para calcular la actividad enziméatica en
términos de velocidad de reaccion a partir de datos de laboratorio medibles.

K+l K+2
E+S &2 ESZ&2 P + E (7]
K-1 K-2

La constante de Michaelis Km se define como la concentracion de sustrato a la cual la velocidad alcanza un valor
igual a la mitad de la velocidad maxima. Utilizando esta constante y el hecho de que la Km también puede definirse
como:

K+ + K+2
Km= — = [S] vaun
K-

donde K+1, K-1y K+2 son las constantes de velocidad de la ecuacion (7). Michaelis desarrollé la siguiente formula:

VoroudS]

Kne+[8]

donde

V = velocidad en un momento determinado

[S] = concentracién de sustrato en ese momento

V max. = velocidad mas elevada con esta serie de condiciones experimentales (pH, temperatura, etc.)
K m = constante de Michaelis para la enzima concreta que se esté investigando

Se han determinado las constantes de Michaelis de muchas de las enzimas utilizadas con frecuencia. Una Km
pequefa indica que la enzima soélo requiere una pequefa cantidad de sustrato para saturarse. Asi pues, la velocidad
maxima se alcanza con concentraciones de sustrato relativamente bajas. Una Km elevada indica la necesidad de
altas concentraciones de sustrato para lograr la maxima velocidad de reaccion.

Suele considerarse que el sustrato con la menor Km sobre el que la enzima actia como catalizador es el sustrato
natural de la enzima, aunque esto no es cierto para todas las enzimas.

Sin desear resultar vinculados por la teoria, en caso de lesion, la integridad estructural y funcional de la membrana
celular, asi como la barrera hematoencefalica, quedaran comprometidas. Las proteinas, los péptidos o los
fragmentos de éstos que sean especificos del cerebro o que aparezcan en altas concentraciones en el mismo son
liberados en el espacio extracelular y, posteriormente, en el LCR y la sangre. Las enzimas proteoliticas especificas
de estos sustratos se activaran e hidrolizaran dicho sustrato. La deteccion de los biomarcadores de una o mas de
estas enzimas proteoliticas es indicativo de lesion neural y/u organica.

En una forma de realizacion preferida, la detecciéon de por lo menos una enzima proteolitica especifica para péptidos
nervisoso liberados por células nerviosas y/u érganos que hayan sufrido lesiones en el LCR, la sangre o en otros
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liquidos bioldgicos sera indicativo de la gravedad de la lesion cerebral y/o del control de la evolucion de la terapia.
Preferentemente, los marcadores de enzimas proteoliticas se detectaran durante las primeras fases de la lesién. Un
aumento en la cantidad de fragmentos de biomarcadores de enzimas proteoliticas o de derivados de éstos en un
paciente que sufriera una lesién neural o un trastorno neuronal en comparacién con una persona sana normal sera
indicativo de lesiones neurales y/o trastornos neuronales.

En una forma de realizacién preferida, la invencion suministra biomarcadores que son indicativos de lesiones
cerebrales traumaticas, dafios neuronales al SCN o SNP, trastornos nerviosos, dafios cerebrales, dafios nerviosos
provocados por la adicciéon a las drogas o al alcohol, o enfermedades asociadas con el cerebro o el sistema
nervioso, como por ejemplo que afecten al sistema nervioso central. Las enzimas proteoliticas se activan como
consecuencia del dafio provocado sobre érganos, como por ejemplo: corazoén, cerebro, higado, rifiones; neuronas,
sistema nervioso central y sistema nervioso periférico. Preferentemente, las enzimas proteoliticas se activan e
hidrolizan las proteinas diana, los péptidos y fragmentos de éstos como consecuencia de lesiones neurales y
organicas. Las proteinas diana comprenden de manera no limitativa, proteinas, péptidos o fragmentos de éstos
asociados con células neuronales, células cerebrales o cualquier célula que esté presente en el cerebro y en el
sistema nervioso central, ademas de en 6rganos como el corazoén, el higado, los rifiones, etc. Algunos ejemplos de
enzimas proteoliticas que se detectan en las lesiones nerviosas y/u organicas incluyen (en orden alfabético en el
documento original): acromopeptidasa, aminopeptidasa, Ancrod, enzima convertidora de la angiotensina,
bromelaina, calpaina, calpaina |, calpaina I, carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B, carboxipeptidasa G,
carboxipeptidasa P, carboxipeptidasa W, carboxipeptidasa Y, caspasa, caspasa 1, caspasa 2, caspasa 3, caspasa 4,
caspasa 5, caspasa 6, caspasa 7, caspasa 8, caspasa 9, caspasa 10, caspasa 13, catepsina B, catepsina C,
catepsina D, catepsina G, catepsina H, catepsina L, quimopapaina, quimasa, quimotripsina, a-clostripaina,
colagenasa, complemento C1r, complemento C1s, factor del complemento D, factor del complemento I, cucumisina,
dipeptidilpeptidasa IV, elastasa leucocitica, elastasa pancreatica, endoproteinasa Arg-C, endoproteinasa Asp-N,
endoproteinasa Glu-C, endoproteinasa Lys-C, enteroquinasa, factor Xa, ficina, furina, granzima A, granzima B,
proteasa del VIH, igasa, calicreina de tejido, quinasa, leucina aminopeptidasa (general), leucina aminopeptidasa
citosdlica, leucina aminopeptidasa microsémica, metaloproteasa de matriz, metionina aminopeptidasa, neutrasa,
papaina, pepsina, plasmina, prolidasa, pronasa E, antigeno especifico de la prostata, proteasa, proteasa S
proteosdmica, proteinasa, proteinasa 3, proteinasa A, proteinasa K, proteina C, piroglutamato aminopeptidasa,
renina, rennina, trombina, activador tisular del plasmindgeno, troponinas, tripsina, triptasa, uroquinasa.

La deteccion de por lo menos, una enzima proteolitica que tiene un péptido nervioso como sustrato en el LCR, la
sangre o en otro liquido biolégico es diagndstico de la gravedad del dafio tras una serie de lesiones en el SNC, como
por ejemplo apoplejia, lesiones en la médula espinal o neurotoxicidad provocada por el abuso del alcohol o de otras
sustancias (por ejemplo, éxtasis, metanfetaminas, etc.).

El SNC comprende muchos péptidos especificos del cerebro y con alta presencia en éste que, preferentemente,
seran sustratos para biomarcadores de las enzimas proteoliticas en el diagndstico de las lesiones cerebrales o
nerviosas, fragmentos de trastornos nerviosos y derivados de éstos. Algunos ejemplos no excluyentes de sustratos
para enzimas proteoliticas se muestran en la Tabla 1, mientras que la Tabla 2 muestra ejemplos no excluyentes de
lugares no evidentes y unicos de segmentacion de las proteinas tisulares producida por el ataque de las proteasas.
(Por ejemplo, numeros de secuencia: 10, 67, 68). Por ejemplo, los biomarcadores de enzimas proteoliticas son
especificos de proteinas especificas nerviosas, y pueden incluir péptidos axonales como péptidos de neurofilamento
pesado (NF-200), neurofilamento medio (NF-160), neurofilamento ligero (NF-68) y péptidos precursores amiloideos;
péptidos dendriticos como la alfa-tubulina, la beta tubulina, MAP-2A/B/C. tau, dinamina-1, dinactina; y péptidos
hallados en el soma (cuerpo celular) que incluyen péptidos de ubiquitina C-terminal hidrolasa L1 (UCH-L1), péptidos
PEBP, péptidos de enolasa especifica neuronal (NSE), péptidos NeuN, péptidos thy 1.1, péptidos pridnicos y de
Huntington. También hay péptidos que se encuentran en una localizacion presinaptica y postsinaptica. Ademas,
diferentes tipos de neuronas muestran distintas proteinas de via enzimatica especificas de neurotransmisor a partir
de las que se identifican los péptidos. Por ejemplo, la acetilcolina esterasa se encuentra sélo en las neuronas
colinérgicas, mientras que la tirosina hidroxilasa (Tll) es exclusiva de las neuronas dopaminérgicas. Otros péptidos
de via enzimatica especifica de neurotransmisor incluyen los péptidos de la dopamina beta-hidroxilasa (DbH) en las
neuronas noradrenérgicas, péptidos de la triptéfano hidroxilasa (TrH) en las neuronas serotonérgicas, péptidos de la
glutaminasa y la glutamina sintentasa en las neuronas glutamatérgicas, y péptidos de la GABA transaminasa y de la
acido glutamico descarboxilasa en las neuronas GABAérgicas. Ademas, los péptidos derivados de proteinas como
GFAP y disulfuro isomerasa (PDI) solo se sintetizan en las células gliales del SNC, una caracteristica que podria
aprovecharse para delimitar mejor el alcance del dafio en el SNC. Por tanto, la deteccion de uno o mas
biomarcadores de enzimas proteoliticas es un elemento indicativo de la célula dafiada, de la gravedad de la lesion y
del tipo de ésta. Por ejemplo, los tumores pierden antigenos, de modo que la activacion de enzimas proteoliticas
especificas para estos antigenos sirve como diagnoéstico de un tumor y del tipo de tumor.

En otra forma de realizacién preferida, la invenciéon permite la deteccion cuantitativa de los dafios provocados al
SNC, el SNP y/o dafios cerebrales a nivel subcelular. En funcion del tipo y de la gravedad de la lesién, las neuronas
pueden sufrir dafios en regiones celulares especificas. Los ejemplos no limitativos de sustratos para biomarcadores
de enzimas proteoliticas, como los péptidos dendriticos, fragmentos y derivados de éstos comprenden de manera no
limitativa: MAP-2A/B, MAP-2C. Ademas, la deteccion de diferentes biomarcadores no solo se diferencia, por
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ejemplo, entre los dafios axonales o dendriticos, sino que permite la evaluacion de patologias sinapticas, dafios
especificos sobre elementos del terminal presinaptico y densidad postsinaptica.

La deteccion de determinados biomarcadores de enzimas proteoliticas es un elemento indicativo del tipo especifico
de célula afectada tras la lesion, puesto que las neuronas y las células gliales presentan proteinas distintas.

La capacidad de detectar y controlar los niveles de estos marcadores de enzimas proteoliticas tras una lesion del
SNC mejora la capacidad diagnéstica, puesto que permite a los médicos (1) determinar la gravedad de la lesion en
pacientes con diversas lesiones del SNC, (2) controlar a los pacientes en busca de signos de lesiones secundarias
del SNC que pudieran provocar estos cambios celulares y (3) controlar los efectos del tratamiento mediante el
analisis de estos péptidos en el LCR o en la sangre. Al contrario que en otras enfermedades organicas en las que el
diagnostico rapido de los biomarcadores secundarios se revelan como de un valor incalculable de cara a la accién a
emprender para tratar la enfermedad, no existen pruebas diagndsticas definitivas tan rapidas para las lesiones
cerebrales traumaticas o isquémicas que, quiza, podrian suministrar a los médicos marcadores neuroquimicos
cuantificables para ayudarles a determinar la gravedad de la lesion, la patologia anatomica y celular de la lesién y la
aplicacion del manejo y los tratamientos médicos adecuados.

En comparacion con los productos que existen actualmente, la invencion ofrece importantes ventajas y beneficios:
en primer lugar, la identificacion de biomarcadores neuronales permite un diagnéstico mas rapido y mas barato de la
gravedad de la lesién que los dispositivos de diagndstico existentes, como la tomografia computarizada (TAC) y la
resonancia magnética (RMN). La invencion también permite la deteccion cuantitativa y la evaluacion de alto
contenido de los dafios sobre el SNC a nivel subcelular. La invencién también permite la identificacion del tipo
especifico de célula afectada (por ejemplo, neuronas); ademas, los niveles de estos péptidos especificos del cerebro
y con una alta concentracion en éste ofrecen una informacién mas precisa sobre la gravedad de la lesiéon que
cualquier otra cosa que se encuentre actualmente en el mercado.

En otra forma de realizacion preferida, el dafio de la célula nerviosa en un sujeto es analizado mediante (a) el
suministro de una muestra bioldgica aislada de un sujeto sospechoso de tener células nerviosas dafiadas; (b) la
deteccion en la muestra de la presencia o de la cantidad de por lo menos un marcador seleccionado a partir de una
0 mas proteinas neurales; y (c) la correlacién de la presencia o la cantidad del marcador con la presencia o el tipo de
dafo en la célula nerviosa del sujeto.

La deteccion y la identificacion de biomarcadores de enzimas proteoliticas es posible mediante varios métodos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, ensayos fluorogénicos o colorimétricos. Estan comercializados ensayos para la
deteccién de diferentes enzimas; un ejemplo es el ensayo fluorogénico de Proteus BioSciences Inc. (San Diego,
Calif., EUA), Sigma (St. Louis, Mo., EUA), que consiste en la deteccion fluorescente de la proteina activa caspasa-1.
El AFC (7-amino-4-trifluorometilcumarina*) es un compuesto fluorogénico sintético que al ser hidrolizado por la
enzima genera un producto que puede medirse mediante un fluorimetro o un espectrofotémetro. La placa puede
leerse en Asgo en el caso de la deteccion cromogénica o en Em s10.540 (€Xcitacion a 390-400 nm) para la fluorogénica

Resulta preferido cualquier animal que produzca expresamente enzimas proteoliticas. Preferentemente, el sujeto
sera un mamifero, como por ejemplo un ser humano, un perro, un gato, un caballo, una vaca, un cerdo, una oveja,
una cabra, un primate, una rata o un ratén; o bien otros vertebrados como aves, peces y reptiles. Mas
preferentemente, el sujeto sera un ser humano, y resultara particularmente preferido que se sospeche que los
sujetos presenten lesiones traumaticas o no traumaticas en el sistema nervioso o que se encuentren en riesgo de
desarrollarlas, como por ejemplo victimas de lesiones cerebrales provocadas por traumatismos (por ejemplo, heridas
de disparo, accidentes de automévil, accidentes deportivos o sindrome del nifio sacudido), episodios isquémicos (por
ejemplo, apoplejia, hemorragia cerebral o paro cardiaco), trastornos neurodegenerativos (como enfermedades de
Alzheimer, Huntington y Parkinson; enfermedades pridnicas u otras formas de demencia), epilepsia, abuso de
sustancias (por ejemplo, de anfetaminas, éxtasissMDMA o etanol) y patologias del sistema nervioso periférico, como
neuropatia diabética, neuropatia provocada por quimioterapia y dafio neuropatico.

TABLA 1. Ejemplos de nuevas proteinas tisulares vulnerables al ataque proteolitico

Formas reducidas de biomarcadores NUmero de registro humano NUumero de registro de rata
(basadas en los datos Powerblot) (ratén)
a/b-SNAP P54920,QH115 P54921
Adaptina P17426

AKAP220 QOUKA4 Q62924

Alfa y beta-tubulinas P02551,P04691 Q68FR8,P24636
Alfa sinucleina P37840 P37377
Anfifisina P49418 008838

Arp3 P61158 Q99J72(raton)
ASAP1 (ARF proteina activadora de la | QOULH1 Q9QWY8(raton)
GTPAasa)
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ATP Sintasa a P1599

Bad Q92934 035147

Bax (tBax) Q07812,Q07814 Q63690
Bcl(tBcl2) P10415 P49950
Betalll-espectrina 015020

Betall-espectrina Q01082

BRaf P15056

BRMP2 008539

cAlP’s AAN23755

CalgranulinaB B31848

Quinasa dependiente de calmodulina CAI13791,Q5SQ23,Q13554 P11275
Calpastatina NP_001741 NP_445747
CaMPKII CAI13791,Q13554 P11275,NP_037052
CaMPKIV NP_001735 NP_036859
Catenina/pp120 P30999

BCatenina P35222 QIwWU82
Catepsina L CAI16307

cCbl Q16773 | Q08415

Cadena pesada clatrina P11442

Cofilina P23528 | P45592
colageno, tipo 1V, alfa 6 AAP35892

CtBP1 Q13363 | Q9Z2F5
DRBP76 Q12906

Dinactina Q14203, Q13561, ©O00399 P28023, Q6AYH5
Dinamina Q05193, P50570, Q9UQ16 P21575, P39052, Q08877
Endopeptidasa P42676

Fibronectina 0088871

GABABR2 075899 088871
Receptores de glutamato (AMPA/kainato) NP_000818 NP_113796
Glucogenofosforilasa BB P11216 P53534

GSPT2 Q8lYD1 NP_032205 ratén
hPrp17 060508 Q8BJF8 ratén
Huntingtina P42858

Integrina, beta 3 P05106

Ki67 P46013

Lamina A, B, C P02545;

Lamininas

MCalerina

MEF2D Q14814 Q66HL8
Receptores de glutamato metabotrépico NP_000829,NP_000832 NP_058707,NP_073157
mGIuR1 Q13255 P23385

Munc18 Q02410, Q99767, 096018

Proteina basica de mielina (tMBP) MBHUB | P02686

Proteina especifica de oligodendrocito de AAC25187

mielina (MOSP)

Cadena ligera de miosina 014950 P02600

MYPT1 014974 Q10728

NCK P16333, 043639

Nek2 P51955 Q91XQ1
Proteina neuronal 22(NP22); transgelina-3 NP_037391 AAL66341
Proteina neuronal 25(NP25) AAP97165 NP_113864
NMDAR1 (NR1) NP_067544 NP_058706 AAB29181; P35439|

NMDAR2 (NR2A, 2B, 2C, 2D)

Q51S45; NP_000825;
NP_000826; NP_000827

Q00959; Q00960;

NMDAR3, NMDAR 4 (NR3, NR4) AAB60368; Q91ZU9 QI9R1M7|
Oxido nitrico sintasa neuronal (hNOS) G01946 NP_032738
Proteina de Fusién sensible N-etilmaleimida P46459 NP_542152
(NSF)

Nucleoporina NSP1 Q9Y2X4 AAB33384
P150Glued P28023 AAB24566
Proteina activadora Rho-GTPasa 5 (p190-B) | Q13017 P84107
P55Cdc Q12834 Q62623
PMCA2 Q01814 P11506
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Profilina PO7737, P35080, P60673, | P62963, QOEPC6
Q8NHR9
PSD93 - AAC52643
Rabfilina 3A Q9Y2J0 P47709
Precursor del receptor de proteina Q04912 -
estimuladora de macréfago (RONa)
Miembro 1 de la familia de proteinas del Q92558 -
sindrome Wiskott-Aldrich (SCAR1)
Proteina 1 con factor S-1l de elongacién de P23193 Q63799
transcripcion (SII/TFIIS)
Smac/Diablo QINR28 Q9JIQS3 ratén
SNAP25 P60880 P60881
Estriatina 043815 P70483
Sinapsina | P17600 P09951
Sinapsina Il Q92777 Q63537
Sinapsina lll 014994 NP_038750
Sinaptojanina-|, Il Q62910, 015056; 043426 Q62910, 055207
Sinaptotagmina-| P21579 P21707
TNIK Q9UKES P83510 ratén
aPKC- P17252 P05696
BPkCL P05771 P68403
ePKC- P24723 Q64617
yPKC- P05129 P63319

Tal y como se ha descrito anteriormente, la invencidon proporciona la etapa que consiste en correlacionar la
presencia o la cantidad de uno o mas biomarcadores de enzimas proteoliticas con la gravedad y/o el tipo de lesion
de la célula nerviosa. En una forma de realizacion preferida, la deteccion de un biomarcador de una enzima
proteolitica puede estar correlacionada con la presencia de una proteina sustrato para la que el biomarcador
presente una actividad especifica, preferentemente, de alrededor de 1 ug hasta unos 500 ug por 1 mg de proteina
sustrato que vaya a proteolizarse en 6rganos lesionados o estresados (in vivo) con arreglo a un periodo que va de
minutos a dias, o bien la utilizacién in vitro de una mezcla purificada de proteasa-proteina sustrato/proteina con una
proporcion de 1/10.000 a 1/20 en un periodo que oscila entre minutos y horas. Por ejemplo, la cantidad de péptidos
neurales esta directamente relacionada con la gravedad de la lesion del tejido nervioso, puesto que una lesiéon de
mayor severidad dafia un mayor numero de células nerviosas, lo cual, a su vez, provoca la acumulaciéon de una
mayor cantidad de péptidos neurales en la muestra bioldgica (por ejemplo, LCR). Para averiguar si una lesion de
célula nerviosa desencadena una muerte celular apoptésica, oncética (necrética) o de tipo 2 (autofagica) se pueden
analizar los marcadores Unicos de la enzima proteolitica que presentan una elevada actividad especifica para los
péptidos liberados en el liquido biolégico como respuesta a cada fenotipo de muerte celular. Los péptidos también
pueden detectarse a partir de los multiples tipos de células que se encuentran en el sistema nervioso; por ejemplo,
astroglia, oligodendrocitos, células microgliales, células de Schwann, fibroblastos, neuroblastos, células madre
neurales y neuronas maduras. Ademas, las neuronas maduras se diferencian en subtipos concretos en los que se
fusiona un transmisor neural primario, como los de tipo colinérgico (nicotinico y muscarinico), glutamatérgico,
gabaérgico, serotoninérgico o dopaminérgico. Cada uno de estos subtipos neuronales expresa proteinas neurales
Unicas, como aquellas destinadas a la sintesis, al metabolismo y al transportador y receptor de cada sistema
neurotransmisor unico (Tabla 1 a continuacién). Por ultimo, en una célula nerviosa hay estructuras subcelulares que
pueden ser identificadas por proteinas neurales exclusivas (dendriticas, axonales, de las vainas de mielina, de
terminales presinapticos y de densidad postsinaptica). Si se analiza la liberacién de los péptidos exclusivos de cada
una de estas regiones, el dafio subcelular puede controlarse, definirse y correlacionarse con la deteccién de
biomarcadores de enzimas proteoliticas que aparecen a consecuencia de una lesion cerebral.

Los biomarcadores de la invencion pueden detectarse en una muestra mediante cualesquier medios. Por ejemplo,
los inmunoensayos comprenden de manera no limitativa, sistemas de ensayos competitivos y no competitivos en los
que se utilizan técnicas como transferencia Western, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo por inmunoabsorcion
enzimatica), inmunoensayos del tipo «sandwich», ensayos por inmunoprecipitacion, reacciones de precipitina,
reacciones de precipitina con difusién en gel, ensayos por inmunodifusiéon, fragmentos de inmunoensayos
fluorescentes y derivados de éstos. Estos ensayos son rutinarios y bien conocidos en la técnica (ver, por ejemplo,
Ausubel et al, eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, que se
incorpora en su totalidad a la presente memoria como referencia).

Identificacion de nuevos marcadores
Puede ser obtenida una muestra biolégica de un paciente con lesiones neurales. Como comparacion se utilizan
muestras bioldgicas con biomarcadores de otros pacientes y de sujetos de control (es decir, personas normales

sanas de la misma edad, sexo y condicion fisica). Las muestras biologicas se extraen tal y como se expone
anteriormente. Preferentemente, la muestra se preparara antes de la deteccién de biomarcadores. Tipicamente, la
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preparacion implica el fraccionamiento de la muestra y la recogida de las fracciones que deben contener los
biomarcadores. Los métodos de fraccionamiento previo incluyen, por ejemplo, cromatografia de exclusiéon por
tamano, la cromatografia de intercambio de iones, la cromatografia de heparina, la cromatografia de afinidad, la
extraccion secuencial, la electroforesis en gel y la cromatografia de liquidos. Los analitos también pueden
modificarse antes de la deteccion. Estos métodos son utiles para simplificar la muestra que va a analizarse; por
ejemplo, antes del analisis puede ser util eliminar de la sangre proteinas muy abundantes como la albumina.

Una muestra puede fraccionarse previamente segun el tamafio de las proteinas presentes en la misma mediante la
cromatografia de exclusion por tamafo. En el caso de una muestra bioloégica de pequefia cantidad, se utilizara
preferentemente una columna de centrifugado de seleccién por tamafio. En general, la primera fraccidon que se eluye
a partir de la columna («fracciéon 1») presenta el porcentaje mas alto de proteinas de alto peso molecular; la fracciéon
2 tiene un porcentaje mas pequefio de proteinas de alto peso molecular; la fracciéon 3 tiene un porcentaje aun menor
de proteinas de alto peso molecular; la fraccién 4 tiene la menor cantidad de proteinas grandes, y asi
sucesivamente. Cada fraccion puede ser analizada posteriormente mediante inmunoensayos, espectrometria de
iones en fase gaseosa, o fragmentos y derivados de éstos, para detectar los marcadores.

Una muestra puede fraccionarse previamente mediante cromatografia de intercambio de aniones. La cromatografia
de intercambio de aniones permite el fraccionamiento previo de las proteinas de una muestra aproximadamente en
funcion de su carga. Por ejemplo, puede utilizarse una resina Q de intercambio anionico (por ejemplo, Q HyperD F,
Biosepra), y una muestra puede eluirse secuencialmente con eluyentes de diferentes pH. La cromatografia de
intercambio de aniones permite separar los biomarcadores de una muestra que presentan una carga mas negativa
que otros tipos de biomarcadores. Las proteinas que se eluyan mediante un eluyente de pH alto probablemente
tendran una débil carga negativa, mientras que es posible que una fraccién eluida con un eluyente de pH bajo tenga
una fuerte carga negativa. Asi pues, ademas de reducir la complejidad de una muestra, la cromatografia de
intercambio de aniones separa proteinas de acuerdo con sus caracteristicas de union.

Una muestra puede fraccionarse previamente con cromatografia de heparina. La cromatografia de heparina permite
el fraccionamiento previo de los marcadores en una muestra, también sobre la base de la afinidad con la heparina y
las caracteristicas de carga. La heparina, un mucopolisacarido sulfatado, se unira a los marcadores con regiones
cargadas positivamente, y una muestra puede ser eluida posteriormente con eluyentes que presenten pH o
concentraciones de sales diferentes. Los marcadores eluidos con un eluyente de pH bajo tienen mas posibilidades
de tener una carga ligeramente positiva, mientras que los marcadores eluidos con un eluyente de pH alto tienen mas
posibilidades de tener una carga fuertemente positiva. Asi pues, la cromatografia de heparina también reduce la
complejidad de una muestra y separa marcadores en funcién de sus caracteristicas de unién.

Una muestra puede fraccionarse previamente aislando proteinas que presenten una caracteristica concreta, como
por ejemplo que estén glucosiladas. A titulo de ejemplo, una muestra de LCR puede fraccionarse pasando la
muestra por una columna cromatografica de lectina (que tiene una alta afinidad por los azucares). Las proteinas
glucosiladas se uniran a la columna de lectina, y las proteinas no glucosiladas la atravesaran sin quedar retenidas.
Posteriormente, las proteinas glucosiladas son eluidas de la columna de lectina con un eluyente que contiene
azucar, por ejemplo N-acetil-glucosamina, y estaran disponibles para un analisis adicional.

Asi pues, hay muchas formas de reducir la complejidad de una muestra aprovechando las propiedades de unién de
las proteinas contenidas en ella o bien otras caracteristicas de éstas.

Una muestra puede fraccionarse utilizando un protocolo de extraccion secuencial. En la extraccion secuencial, una
muestra se expone a una serie de adsorbentes para extraer diferentes tipos de biomarcadores de una muestra. Por
ejemplo, una muestra se aplica sobre un primer adsorbente para extraer determinadas proteinas, y se recoge un
eluyente que contiene proteinas no adsorbentes (es decir, proteinas que no se unieron al primer adsorbente).
Posteriormente, la fraccidon se expone a un segundo adsorbente, el cual extrae otras proteinas de la fraccion. Esta
segunda fraccidn es expuesta posteriormente a un tercer adsorbente, y asi sucesivamente.

Para realizar la extraccidon secuencial de una muestra puede utilizarse cualquier material o método adecuado. Por
ejemplo, puede utilizarse una serie de columnas de centrifugado que consten de diferentes adsorbentes. En otro
ejemplo, puede utilizarse un sistema multipocillo que cuente con diferentes adsorbentes en la parte inferior. En otro
ejemplo, la extraccidon secuencial puede llevarse a cabo en una sonda adaptada para utilizarse en un espectrémetro
de iones en fase gaseosa, cuya superficie contendra adsorbentes que se uniran a los biomarcadores. La muestra se
aplica sobre un primer adsorbente de la sonda, que posteriormente se lava con un eluyente; los marcadores que no
se unan al primer adsorbente se eliminaran con un eluyente. Los marcadores que permanezcan en la fraccion
podran aplicarse a un segundo adsorbente de la sonda, y asi sucesivamente. La ventaja de llevar a cabo la
extraccion secuencial en una sonda de espectrometro de iones en fase gaseosa es que los marcadores que se unen
a los diversos adsorbentes en cada fase del protocolo de extraccion secuencial pueden analizarse directamente con
un espectrometro de iones en fase gaseosa.

Los biomarcadores de una muestra pueden separarse mediante electroforesis de alta resoluciéon, como por ejemplo
electroforesis bidimensional en geles. Una fraccion que contenga un marcador puede aislarse y analizarse
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adicionalmente mediante espectrometria de iones en fase gaseosa; preferentemente, se utilizara la electroforesis
bidimensional en geles para generar una serie bidimensional de puntos de biomarcadores, incluyendo uno o mas
marcadores. Ver, por ejemplo, Jungblut y Thiede, Mass Spectr. Rev. 16:145-162 (1997).

La electroforesis bidimensional en geles puede llevarse a cabo utilizando métodos conocidos en la técnica. Ver, por
ejemplo, Deutscher ed., Methods In Enzymology vol. 182. Tipicamente, los biomarcadores de una muestra se
separan, por ejemplo, mediante el punto isoeléctrico, en el cual los biomarcadores de la muestra se separan en un
gradiente de pH hasta que alcanzan un punto en el que su carga neta es cero (es decir, el punto isoeléctrico). La
primera fase de separacion genera una serie unidimensional de biomarcadores. Los biomarcadores de esta serie
unidimensional se separan utilizando una técnica generalmente distinta de la utilizada en la primera fase de la
separacion. Por ejemplo, en la segunda dimensién, los biomarcadores separados por el punto isoeléctrico vuelven a
ser separados mediante un gel de poliacrilamida, utilizando por ejemplo el método de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). El gel SDS-PAGE permite una separacién adicional basada
en la masa molecular de los biomarcadores. Tipicamente, la electroforesis bidimensional en geles puede separar
quimicamente diferentes marcadores en un intervalo de masa molecular de entre 1000 y 200.000 Da dentro de
mezclas complejas.

Los biomarcadores de la serie bidimensional pueden detectarse utilizando cualquier método adecuado conocido en
la técnica; por ejemplo, los biomarcadores en un gel pueden marcarse o tefiirse (por ejemplo, azul de Coomassie o
tincion de plata). Si la electroforesis en geles genera puntos que se ajustan al peso molecular de uno o mas
marcadores de la invencién, dicho punto puede analizarse con densitometria o una espectrometria de iones en fase
gaseosa. Por ejemplo, los puntos pueden extraerse del gel y analizarse mediante espectrometria de iones en fase
gaseosa. Como alternativa, el gel que contiene los biomarcadores puede ser transferido a una membrana inerte
mediante la aplicaciéon de un campo eléctrico. A continuacién, el punto sobre la membrana que corresponda
aproximadamente al peso molecular de un marcador puede analizarse mediante espectrometria de iones en fase
gaseosa. En la espectrometria de iones en fase gaseosa, los puntos pueden analizarse con cualquier técnica
adecuada, como MALDI o SELDI.

Antes del andlisis de la espectrometria de iones en fase gaseosa, puede ser deseable separar los biomarcadores del
punto en fragmentos mas pequefios utilizando reactivos de hidrolizaciéon, como proteasas (por ejemplo, tripsina). La
digestién de los biomarcadores en fragmentos pequefios facilita la huella dactilar correspondiente a la masa de los
biomarcadores en el punto, que puede utilizarse para determinar la identidad de los marcadores si asi se desea.

La cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) puede utilizarse para separar una mezcla de biomarcadores
en una muestra a partir de sus diferentes propiedades fisicas, como polaridad, carga y tamafo. Los cromatografos
HPLC suelen constar de un reservorio de fase movil, una bomba, un inyector, una columna de separaciéon y un
detector. Los biomarcadores presentes en la muestra se separan inyectando una parte alicuota de la muestra en la
columna; los diferentes biomarcadores de la mezcla atraviesan la columna a distintas velocidades debido a las
diferencias en su comportamiento de particion entre la fase liquida movil y la fase estacionaria. Puede recogerse una
fraccion que se ajuste al peso molecular y/o propiedades fisicas de uno o varios marcadores. Posteriormente, la
fraccion puede ser analizada mediante espectrometria de iones en fase gaseosa para detectar marcadores.

Opcionalmente un marcador puede modificarse antes del andlisis para mejorar su resolucién o determinar su
identidad. Por ejemplo, los marcadores pueden estar sujetos a una digestion proteolitica antes del analisis. Puede
utilizarse cualquier proteasa. Las proteasas, como la tripsina, que suelen separar los marcadores en un numero
discreto de fragmentos, son especialmente utiles; Los fragmentos que se derivan de la digestién actian como una
huella de los marcadores, permitiendo asi su deteccion de forma indirecta. Esto resulta particularmente util cuando
concurren marcadores con masas moleculares similares que podrian resultar confusos para el marcador en
cuestion. Asimismo, la fragmentacion proteolitica es util para los marcadores con alto peso molecular porque los
marcadores mas pequefios se resuelven mas facilmente mediante espectrometria de masas. En otro ejemplo, los
biomarcadores pueden modificarse para mejorar la resolucion de la deteccién. Por ejemplo, la neuraminidasa puede
utilizarse para eliminar residuos de acido sidlico terminales generados a partir de glucoproteinas para mejorar la
union con un adsorbente aniénico y mejorar asi la resolucion de la deteccion. En otro ejemplo, los marcadores
pueden modificarse mediante el acoplamiento de una etiqueta de un peso molecular concreto que se una
especificamente a marcadores moleculares, distinguiéndolos aun mas. Opcionalmente, tras detectar esos
marcadores modificados, la identidad de los marcadores puede concretarse mas comparando las caracteristicas
fisicas y quimicas de los marcadores modificados con una base de datos de proteinas (por ejemplo, SwissProt,
MASCOQOT).

Tras la preparacion, los biomarcadores de una muestra suelen capturarse en un sustrato para su deteccion. Los
sustratos tradicionales incluyen las placas recubiertas de anticuerpos de 96 pocillos o membranas de nitrocelulosa
que se exponen después a sondas para comprobar la presencia de proteinas. Preferentemente, los biomarcadores
se identificaran utilizando inmunoensayos, tal y como se describe anteriormente; no obstante, los métodos preferidos
también incluyen el uso de biochips. Preferentemente, los biochips seran biochips de proteinas para la captura y
deteccion de éstas. En el sector se describen muchos biochips de proteinas. Entre éstos se incluyen, por ejemplo,
biochips de proteinas producidos por Packard BioScience Company (Meriden Conn., EUA), Zyomyx (Hayward,
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Calif., EUA) y Phylos (Lexington, Mass., EUA). En general, los biochips de proteinas constan de un sustrato con una
superficie; a la superficie de dicho sustrato se une un reactivo de captura o un adsorbente. Con frecuencia, la
superficie suele constar de una variedad de emplazamientos direccionables, cada uno de los cuales tiene unido el
reactivo de captura. El reactivo de captura puede ser una molécula biolégica, como un polipéptido o un &cido
nucleico, que capture otros biomarcadores de forma especifica. Como alternativa, el reactivo de captura puede ser
un material cromatografico, como un material de intercambio aniénico o un material hidrofilico. Los ejemplos de
estos biochips de proteinas se describen en las siguientes patentes o solicitudes de patentes: patente
US n° 6.225.047 (Hutchens y Yip, «Use of retentate chromatography to generate difference maps», 1 de mayo de
2001), publicacion internacional WO 99/51773 (Kuimelis y Wagner, «Addressable protein arrays», 14 de octubre de
1999), publicacion internacional WO 00/04389 (Wagner et al., «Arrays of protein-capture agents and methods of use
thereof», 27 de julio de 2000), publicacién internacional WO 00/56934 (Englert et al., «Continuous porous matrix
arrays», 28 de septiembre de 2000).

En general, una muestra que contiene los biomarcadores se situa sobre la superficie activa de un biochip durante el
tiempo suficiente como para permitir la unién. Posteriormente, las moléculas no unidas son lavadas de la superficie
utilizando un eluyente adecuado. En general, cuanto mas restrictivo sea el eluyente, mas fuerte debera ser la union
de las proteinas para que puedan permanecer retenidas tras el lavado. A continuacion, los biomarcadores de
proteinas retenidos pueden detectarse con los medios apropiados.

Los analitos capturados en la superficie del biochip de proteinas pueden ser detectados mediante cualquier método
conocido en la técnica. En la presente memoria se incluyen, por ejemplo, la espectrometria de masas, la
fluorescencia, la resonancia de plasmones superficiales, la elipsometria y la microscopia de fuerza atomica. La
espectrometria de masas, y en particular la espectrometria de masas SELDI, es un método especialmente util para
detectar los biomarcadores de esta invencion.

Preferentemente, en las formas de realizacién de la invencion se utilizara un espectrometro de masas de tiempo de
vuelo con desorcion por laser; En la espectrometria de masas con desorcién por laser, se introduce un sustrato o
una sonda con marcadores en un sistema de entrada. Los marcadores sufren una desorcion e ionizacién en su
transicion hacia la fase gaseosa mediante el laser de la fuente de ionizacién. Los iones generados son recogidos
mediante una estructura 6ptica de iones y, posteriormente, en un analizador de masas de tiempo de vuelo, los iones
son acelerados mediante un breve campo magnético de alto voltaje y liberados en una camara de alto vacio. En el
extremo mas alejado de la camara de alto vacio, los iones acelerados golpean una superficie detectora sensible en
diferentes momentos. Puesto que el tiempo de vuelo depende de la masa de los iones, el tiempo transcurrido entre
la formacion de dichos iones y el impacto en el detector de iones puede utilizarse para identificar la presencia o la
ausencia de marcadores de masa especifica con respecto al indice de carga.

La espectrometria de masas con desorcion/ionizacién por laser asistida por matriz, o MALDI-MS, es un método de
espectrometria de masas que implica la utilizacion de una molécula absorbedora de energia, denominada
frecuentemente matriz, para llevar a cabo una desorcién de las proteinas que permanecen intactas en la superficie
de una sonda. MALDI se describe, por ejemplo, en la patente US n°® 5.118.937 (Hillenkamp et al.) y en la patente US
n® 5.045.694 (Beavis y Chait). En la MALDI-MS, la muestra suele mezclarse con un material matricial y se coloca en
la superficie de una sonda inerte. Algunos ejemplos de moléculas absorbedoras de energia son los derivados del
acido cinamico, el acido sinapinico («SPA»), el acido cianohidroxicinamico («CHCA») y el acido dihidroxibenzoico.
Los expertos en la materia conocen otras moléculas adecuadas para la absorcidon de energia. La matriz se seca,
formando cristales que encapsulan las moléculas de analito, y después estas moléculas de analito son detectadas
mediante espectrometria de masas con desorcion/ionizacion mediante laser. MALDI-MS es Uutil para detectar los
biomarcadores de esta invencion siempre que la complejidad de la muestra se haya reducido ostensiblemente
utilizando los métodos de preparacion que se describen anteriormente.

La espectrometria de masas con desorcién/ionizacion por laser de superficie mejorada, o SELDI-MS, representa una
mejora respecto a MALDI en lo que concierne al fraccionamiento y a la deteccidon de las biomoléculas, como
proteinas, en mezclas complejas. SELDI es un método de espectrometria de masas en el que las biomoléculas,
como las proteinas, son capturadas en la superficie del biochip de proteinas mediante el uso de reactivos de captura
que estan unidos a éste. Tipicamente, las moléculas no unidas son eliminadas de la superficie de la sonda antes del
barrido mediante un proceso de lavado. SELDI se describe, por ejemplo, en: patente US n° 5.719.060 («Method and
Apparatus for Desorption and lonization of Analytes», Hutchens y Yip, 17 de febrero de 1998) patente US n°
6.225.047 («Use of Retentate Chromatography to Generate Difference Maps», Hutchens y Yip, 1 de mayo de 2001)
y Weinberger et al., «Time-of-flight mass spectrometry», en Encyclopedia of Analytical Chemistry, R. A. Meyers, ed.,
pp 11915-11918 John Wiley & Sons Chichesher, 2000.

Los marcadores situados sobre la superficie del sustrato pueden someterse a un proceso de desorcién e ionizacion
mediante espectrometria de iones en fase gaseosa. Puede utilizarse cualquier espectrometro de iones en fase
gaseosa en la medida en que permita resolver los marcadores presentes en el sustrato. preferentemente, los
espectrometros de iones en fase gaseosa permitiran la cuantificacion de marcadores.
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En una forma de realizacion, un espectrometro de iones en fase gaseosa es un espectrometro de masas. En un
espectrometro de masas corriente, un sustrato o una sonda que cuenta con marcadores en su superficie se
introduce en un sistema de entrada del espectrometro de masas. A continuacion, los marcadores son sometidos a
una desorcion por medio de una fuente de desorcién como es un laser, un bombardeo de atomos rapidos, un
plasma altamente energético, ionizacion por electroaspersion, ionizacién por termoaspersion, espectrometria de
masas por iones secundarios liquidos, desorcién de campo, etc. La muestra por desorcién o la muestra volatilizada
que se genera consta de iones preformados o neutros que se ionizan como consecuencia directa del proceso de
desorcion. Los iones generados son recogidos por una estructura optica de iones y, posteriormente, un analizador
de masas dispersa y analiza los iones que pasan. Los iones que salen del analizador de masas son detectados por
un detector, el cual, posteriormente, traduce la informaciéon de los iones detectados en relaciones entre masa y
carga. La deteccion de la presencia de marcadores u otras sustancias, por regla general, implicara la deteccién de la
intensidad de la sefal. Esto, a su vez, puede reflejar la cantidad y el caracter de los marcadores unidos al sustrato.
Cualquiera de los componentes de un espectrémetro de masas (por ejemplo, una fuente de desorcion, un analizador
de masa, un detector, etc.) puede combinarse con otro componente adecuado descrito en la presente memoria o
con otros conocidos en la técnica en lo que respecta a las formas de realizacion de la invencion.

En otra forma de realizacion, puede utilizarse un inmunoensayo para detectar y analizar marcadores en una
muestra. Este método consta de las siguientes fases: (a) suministrar un anticuerpo que se una especificamente a un
marcador; (b) poner una muestra en contacto con el anticuerpo; y (c) detectar la presencia de un complejo del
anticuerpo unido al marcador en la muestra.

Para preparar un anticuerpo que se una especificamente a un marcador, pueden utilizarse marcadores purificados o
las secuencias de sus acidos nucleicos. Las secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos correspondientes a
los marcadores pueden obtenerse mediante la caracterizacion de estos marcadores. Los pesos moleculares de los
fragmentos de digestion de cada marcador pueden utilizarse para buscar en las bases de datos, como por ejemplo
en la SwissProt, secuencias que coincidan con los pesos moleculares de los fragmentos de digestién generados por
diversas enzimas. Utilizando este método, las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos de otros marcadores
pueden identificarse si dichos marcadores son proteinas conocidas en las bases de datos.

Alternativamente, las proteinas pueden secuenciarse utilizando una secuenciacion de escalera de dichas proteinas.
Las escaleras de proteinas pueden generarse, por ejemplo, fragmentando las moléculas y sometiendo los
fragmentos a una digestion enzimatica o a otros métodos que eliminen secuencialmente un solo aminoacido del
extremo del fragmento. Los métodos de preparacion de escaleras de proteinas se describen, por ejemplo, en la
publicacion internacional WO 93/24834 (Chait et al.) y en la patente US n°® 5.792.664 (Chait et al.). Posteriormente, la
escalera se analiza mediante espectrometria de masas. La diferencia en las masas de los fragmentos de escalera
identifica al aminoacido eliminado del extremo de la molécula.

Si los marcadores son proteinas no conocidas en las bases de datos, las secuencias de &cidos nucleicos y
aminoacidos pueden determinarse conociendo incluso una sola parte de la secuencia de aminoacidos del marcador.
Por ejemplo, pueden elaborarse sondas degeneradas a partir de la secuencia de aminoacidos del extremo N-
terminal del marcador. Estas sondas puede utilizarse posteriormente para revisar una biblioteca genémica o de
ADNCc creada a partir de una muestra a partir de la cual se hubiera identificado inicialmente un marcador. Los clones
positivos pueden identificarse y amplificarse, y sus secuencias de ADN recombinante pueden subclonarse utilizando
técnicas bien conocidas. Ver, por ejemplo, Current Protocols for Molecular Biology (Ausubel et al., Green Publishing
Assoc. y Wiley-Interscience 1989) y Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed. (Sambrook et al., Cold Spring
Harbor Laboratory, NY 2001).

Utilizando los marcadores purificados o las secuencias de sus acidos nucleicos, los anticuerpos que se unen
especificamente a un marcador pueden prepararse mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica.
Ver, por ejemplo, Current Protocols in Immunology (1991); Harlow & Lane, Antibodies. A Laboratory Manual (1988);
Goding, Monoclonal Antibodies. Principles and Practice (22 ed. 1986); y Kohler y Milstein, Nature 256:495-497
(1975). Estas técnicas comprenden de manera no limitativa, la preparacién de los anticuerpos mediante una
seleccién de éstos a partir de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en vectores fagicos o similares, asi como la
preparacion de anticuerpos policlonales y monoclonales mediante la inmunizacion de conejos o ratones (ver, por
ejemplo, Science 246:1275-1281 (1989); Ward et al., Nature 341:544-546 (1989)).

Después de suministrar el anticuerpo, se puede detectar y/o cuantificar un marcador utilizando cualquiera de los
ensayos inmunoldgicos de unién conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, las patentes US n° 4.366.241; 4.376.110;
4.517.288; y 4.837.168). Los ensayos Utiles incluyen, por ejemplo, un inmunoensayo enzimatico (EIA) como el
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), un radioinmunoensayo (RIA), un ensayo de transferencia
Western o un ensayo de transferencia en ranura. Estos métodos también se describen, por ejemplo, en Methods in
Cell Biology Antibodies in Cell Biology, volumen 37 (Asai, ed. 1993); Basic and Clinical Immunology (Stites & Terr,
eds., 7% ed. 1991); y Harlow & Lane, anteriormente.

Generalmente, una muestra obtenida de un sujeto puede ponerse en contacto con el anticuerpo que se une al
marcador de forma especifica. Opcionalmente el anticuerpo puede fijarse a un soporte solido para facilitar el lavado
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y el posterior aislamiento del complejo antes de poner al anticuerpo en contacto con una muestra. Algunos ejemplos
de soportes sdlidos son cristal o plastico en forma, por ejemplo, de placa de microtitulacién, varilla, esfera o
microesfera. Los anticuerpos también pueden estar unidos a un sustrato de sonda o a una matriz de chips de
proteinas, tal y como se describe anteriormente. Preferentemente, la muestra sera una muestra de liquido bioldgico
tomada de un sujeto. Los ejemplos de muestras de liquidos bioldgicos incluyen liquido cefalorraquideo, sangre,
suero, plasma, células neuronales, tejidos, orina, lagrimas, saliva, etc. En una forma de realizacién preferida, el
liquido biolégico debe ser liquido cefalorraquideo. La muestra puede diluirse con un eluyente adecuado antes de que
entre en contacto con el anticuerpo.

Tras incubar la muestra con los anticuerpos, la mezcla se lavara y podra detectarse el complejo de anticuerpo-
marcador que se forme. Esto puede hacerse incubando la mezcla lavada con un reactivo de deteccion. Este reactivo
de deteccién puede ser, por ejemplo, un segundo anticuerpo marcado de modo que sea una marca detectable. Las
marcas detectables ejemplificativas incluyen esferas magnéticas (por ejemplo, DYNABEADS ™), tintes fluorescentes,
radiomarcaje, enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina y otras que suelen utilizarse en
un ELISA), asi como marcas colorimétricas como oro coloidal, o esferas de vidrio o plastico coloreados. Como
alternativa, el marcador de la muestra puede detectarse utilizando un ensayo indirecto, en el que, por ejemplo, se
utiliza un segundo anticuerpo marcado para detectar el anticuerpo unido especificamente al marcador, y/o en un
ensayo de competicidon o inhibicién en el que, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal que se une a un epitopo
distintio del marcador se incuba de forma simultanea con la mezcla.

Durante el curso de los ensayos, pueden ser necesarias fases de incubaciéon y/o lavado después de cada
combinacién de reactivos. Las fases de incubacion pueden variar desde unos 5 segundos hasta varias horas, y
preferentemente desde unos 5 minutos a unas 24 horas. No obstante, el tiempo de incubacion dependera del
formato del ensayo, del marcador, del volumen de la solucion, de los fragmentos de concentraciones y de derivados
de éstos. Tipicamente, los ensayos se llevaran a cabo a temperatura ambiente, aunque pueden efectuarse con
arreglo a un intervalo de temperaturas, como entre 10 °C y 40 °C.

Los inmunoensayos pueden utilizarse para determinar la presencia o la ausencia de un marcador en una muestra,
asi como la cantidad de un marcador presente en una muestra. En primer lugar, puede detectarse una cantidad de
prueba de un marcador en una muestra mediante los métodos de inmunoensayo descritos anteriormente. Si un
marcador esta presente en la muestra, formara un complejo anticuerpo-marcador con un anticuerpo que se unira a
dicho marcador de forma especifica bajo las condiciones de incubacion anteriormente descritas. La cantidad de
complejo anticuerpo-marcador podra determinarse mediante la comparacion con un estandar, que puede ser, por
ejemplo, un compuesto conocido u otra proteina que se sabe que esta presente en una muestra. Tal y como se ha
indicado anteriormente, la cantidad de prueba de un marcador no tiene que medirse en unidades absolutas mientras
que la unidad de medicién pueda compararse con un control.

Los métodos para detectar estos marcadores en una muestra tienen muchas aplicaciones. Por ejemplo, pueden
medirse uno o mas marcadores con el fin de colaborar en el diagnéstico de lesiones espinales, lesiones cerebrales,
grado de la lesion, lesiones neurales provocadas por trastornos neuronales, abuso de alcohol y drogas, lesiones
fetales debido al abuso del alcohol o las drogas por parte de madres embarazadas, etc. En otro ejemplo, los
métodos para detectar los marcadores pueden utilizarse para controlar las respuestas de un sujeto al tratamiento.
En otro ejemplo, los métodos para detectar los marcadores pueden utilizarse para evaluar e identificar componentes
que modulen la expresion de estos marcadores in vivo o in vitro.

Los datos generados por la desorcion y la deteccion de marcadores pueden analizarse utilizando cualquier método
adecuado. En una forma de realizacion, los datos se analizan mediante el uso de un ordenador digital programable.
Por regla general, el programa informatico contiene un medio legible que almacena cddigos; algunos codigos
pueden destinarse a la memoria, que incluye la localizacion de cada caracteristica en una sonda, la identidad del
adsorbente en esa caracteristica y las condiciones de elucion empleadas para eliminar el adsorbente. El ordenador
también contiene cédigos que recibe a modo de informacion, datos sobre la potencia de la sefal a diversas masas
moleculares recibidas desde una localizacién direccionable concreta sobre la sonda. Estos datos pueden indicar el
numero de marcadores detectados, incluyendo la fuerza de la sefial generada por cada marcador.

El analisis de datos puede incluir las fases de determinacién de la potencia de la sefial (por ejemplo, altura de los
picos) de un marcador detectado y de eliminacion de «valores atipicos» (datos que se salen de una distribucion
estadistica previamente determinada). Los picos observados pueden normalizarse, proceso en el cual se calcula la
altura de cada pico en relacién con alguna referencia; por ejemplo, una referencia puede ser el ruido de fondo
generado por el instrumento y los productos quimicos (por ejemplo, molécula absorbedora de energia), que se
establece en cero en la escala. Posteriormente, la fuerza de la sefial detectada para cada marcador u otras
biomoléculas puede mostrarse en forma de intensidades relativas en la escala deseada (por ejemplo, 100). Como
alternativa, puede admitirse un estandar (por ejemplo, una proteina del LCR) con la muestra, de tal forma que pueda
utilizarse un poco de dicho estdndar como referencia para calcular intensidades relativas de las sefiales observadas
para cada marcador u otros marcadores detectados.
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El ordenador puede transformar los datos resultantes en diversos formatos para su presentacion. En un formato, al
que se conoce como «vista de espectro o mapa concentrado», puede mostrarse una vista espectral estandar, en la
que la vista muestra la cantidad de marcadores que alcanzan el detector a cada peso molecular concreto. En otro
formato, al que se hace referencia como «mapa de picos», de la vista de espectro sélo se conservan la altura del
pico y la informacién de masa, lo cual genera una imagen mas clara y permite que los marcadores con pesos
moleculares casi idénticos puedan verse mas facilmente. En otro formato mas, al que se conoce como «vista de
gel», cada masa procedente de la vista de picos puede convertirse en una imagen a escala de grises basada en la
altura de cada pico, generando asi en una apariencia similar a la de las bandas de los geles electroforésicos. En otro
formato, conocido como «superposiciones en 3-D», pueden superponerse varios espectros para estudiar ligeros
cambios en las alturas relativas de picos. En otro formato mas, al que se conoce como «vista de mapa de
diferencias», pueden compararse dos o mas espectros, sefialando debidamente los marcadores unicos y los
marcadores regulados ascendente o descendentemente entre muestras. Los perfiles de marcador (espectros) de
dos muestras cualesquiera pueden compararse visualmente. En otro formato mas, puede utilizarse un diagrama de
dispersion Spotfire, en el que los marcadores que se detectan son marcados como un punto en una representacion
gréafica, donde uno de los ejes de ésta representa la masa molecular aparente de los marcadores detectados y otro
eje representa la intensidad de sefial de los marcadores detectados. En el caso de cada muestra, los marcadores
detectados y la cantidad de marcadores presentes en ésta pueden almacenarse en un medio legible por un
ordenador. Estos datos pueden compararse posteriormente con un control (por ejemplo, un perfil 0 una cantidad de
marcadores detectados en un control, por ejemplo, sujetos sanos y normales en los que una lesién neural es
indetectable).

Métodos alternativos para la identificacion de biomarcadores proteoliticos homélogos

En lo que respecta a la clonacién de variantes alélicas de los genes humanos del marcador proteolitico y homélogos
de otras especies (por ejemplo, raton), las secuencias genéticas aisladas del marcador proteolitico pueden
etiquetarse y utilizarse para revisar una biblioteca de ADNc construida a partir de ARNm obtenido de las células o los
tejidos adecuados (por ejemplo, tejidos cerebrales) derivados del organismo (por ejemplo, ratén) de interés. Las
condiciones de hibridacién empleadas deberian ser de una menor restriccion cuando la biblioteca de ADNc se
deriva de un organismo diferente al tipo de organismo a partir del cual se hubiera derivado la secuencia etiquetada.

Como alternativa, el fragmento etiquetado puede utilizarse para revisar una biblioteca gendmica derivada del
organismo de interés, de nuevo, utilizando las condiciones de restriccion adecuadas. Las condiciones poco
restrictivas son bien conocidas por los expertos en la materia, y previsiblemente variaran en funcion de los
organismos especificos a partir de los cuales se deriven la biblioteca y las secuencias etiquetadas. Para recibir
orientacion en lo que respecta a dichas condiciones, ver, por ejemplo, Sambrook, et al., 1989, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, segunda edicién, Cold Spring Harbor Press, N.Y.; y Ausubel, et al., 1989, Current Protocols in
Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y.

Ademas, una variante alélica del gen del marcador proteolitico puede aislarse, por ejemplo, del acido nucleico
humano llevando a cabo una PCR con sondas panespecificas. Por ejemplo, la plantilla para la reaccion puede
obtenerse a través del ADNc a través de una transcripcién inversa del ARNm efectuada, por ejemplo, a partir de
lineas celulares o tejidos, humanos o0 no, que se sepa 0 se sospeche que expresan un gen de un marcador
proteolitico o una variante alélica de éste. Preferentemente, se aislara la variante alélica de un individuo que
padezca un trastorno neuronal.

La tecnologia PCR también puede utilizarse para aislar secuencias de ADNc de longitud completa; por ejemplo, el
ARN puede aislarse, con arreglo a procedimientos estandar, a partir de una fuente celular o tisular adecuada (es
decir, a partir de una que se sepa o se sospeche que expresa el gen del marcador proteolitico, como por ejemplo
muestras de tejido cerebral obtenidas a través de biopsia o post mortem. Sobre el ARN podra llevarse a cabo una
reaccion de transcripcion inversa mediante el uso de un cebador de oligonucleétidos especifico para la mayoria del
extremo 5' del fragmento amplificado para iniciar la sintesis de la primera cadena. Posteriormente, al hibrido
ARN/ADN resultante se le podra afiadir una «cola» de guaninas, mediante el uso de una reaccion de transferasa
terminal; el hibrido puede ser digerido con ARNsa H y, a continuacién, iniciar la sintesis de la segunda cadena con
un cebador poli-C. De este modo, es posible aislar facilimente las secuencias de ADNc situadas corriente arriba del
fragmento amplificado. Para analizar las estrategias de clonacién que pueden utilizarse, ver, por ejemplo, Sambrook
et al., 1989, a continuacion.

Otro método preferido incluye el proceso SAGE. El analisis en serie de la expresion génica (SAGE) esta basado en
la identificacién y caracterizacion de secuencias parciales y definidas de transcripciones correspondientes a
segmentos génicos. Estas «etiquetas» con secuencia de transcripciéon definida son marcadores para genes que se
expresan en una célula, un tejido o un extracto, por ejemplo.

El SAGE esta basado en varios principios. En primer lugar, una etiqueta formada por una secuencia nucleotidica
corta (de 9 a 10 pb) contiene suficiente informacion como para identificar un transcrito en exclusiva, siempre que se
haya extraido de una posicion definida dentro del transcrito. Por ejemplo, una secuencia tan corta como una de 9 pb
puede distinguir aproximadamente 262.144 transcritos suponiendo una distribucién al azar de los nucleétidos en el
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lugar de la etiqueta, mientras que los calculos sugieren que el genoma humano codifica entre 80.000 y 200.000
transcritos (Fields, et al., Nature Genetics, 7:345 1994). El tamafio de una etiqueta puede ser mas pequefio, por
ejemplo, en eucariotas inferiores o procariotas, en los que la cifra de transcritos codificados por el genoma es menor.
Por ejemplo, una etiqueta de sélo 6-7 pb puede ser suficiente para distinguir los transcritos en la levadura.

En segundo lugar, la dimerizacién aleatoria de etiquetas permite un procedimiento para reducir el sesgo (provocado
por la amplificacion y/o la clonacion). En tercer lugar, la concatenacion de estas etiquetas de secuencia corta permite
el analisis eficaz de transcriptos de manera seriada mediante la secuenciacion de multiples etiquetas dentro de un
solo vector o clon. Al igual que sucede con la comunicacién en serie entre ordenadores, mediante la cual la
informacién es transmitida como una hilera continua de datos, el analisis en serie de las etiquetas secuenciales
requiere un método para establecer el registro y los limites de cada una de ellas. El concepto de obtener una
etiqgueta definida de una secuencia de acuerdo con la presente invencién es util de cara a la comparacién de
etiquetas problema con una base de datos de secuencias. En un ejemplo para comparar una secuencia problema
con secuencias conocidas se utiliza un método informatico.

Las etiquetas utilizadas en la presente memoria Unicamente identifican genes. Esto se debe a su longitud y a su
localizacion especifica (31) en un gen a partir del cual son obtenidas. Los genes enteros pueden identificarse
comparando la etiqueta con un miembro de la base de datos de genes, o mediante la utilizaciéon de las secuencias
de etiquetas a modo de sondas para aislar fisicamente los genes no identificados previamente a partir de las
bibliotecas de ADNc. Los métodos utilizados para aislar los genes de las bibliotecas utilizando sondas de ADN son
bien conocidos en el sector. Ver, por ejemplo, Veculescu et al., Science 270: 484 (1995), y Sambrook et al. (1989),
MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 22 ed. (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y.).
Una vez que se ha identificado un gen o un transcrito, ya sea por la coincidencia con una entrada de la base de
datos o por la hibridacion fisica con una molécula de ADNc, podra determinarse la posicion de la regién de
hibridacion o de coincidencia en el transcrito. Si la secuencia de la etiqueta no se encuentra en el extremo 3',
inmediatamente adyacente a la enzima de restriccion empleada para generar las etiquetas SAGE, se tratara de un
emparejamiento falso. La confirmacion de la identidad de una etiqueta SAGE podra llevarse a cabo comparando los
niveles de transcripcion de la etiqueta con respecto a los del gen identificado en determinados tipos de célula.

El analisis de la expresion génica no se limita al método anteriormente descrito, sino que puede incluir cualquier
método conocido en la técnica. Todos estos principios se aplicaran de forma independiente, en combinacién o en
combinacion con otros métodos conocidos de identificacion de secuencias.

Los ejemplos de métodos de andlisis de expresiéon génica conocidos en la técnica incluyen matrices o micromatrices
de ADN (Brazma y Vilo, FEBS Lett., 2000, 480, 17-24; Celis, et al., FEBS Lett., 2000, 480, 2-16), SAGE (analisis en
serie de la expresion génica) (Madden, et al., Drug Discov. Today, 2000, 5, 415-425), READS (amplificacion de
enzimas de restriccion de ADNc digeridos) (Prashar y Weissman, Methods Enzymol., 1999, 303, 258-72), TOGA
(analisis de la expresion génica total) (Sutcliffe, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2000, 97, 1976-81), matrices de
proteinas y protedmica (Celis, et al., FEBS Lett., 2000, 480, 2-16; Jungblut, et al., Electrophoresis, 1999, 20, 21000
10), secuenciacion de etiqueta de secuencia expresada (EST) (Celis, et al., FEBS Lett., 2000, 480, 2-16; Larsson, et
al., J. Biotechnol., 2000, 80, 143-57), huella sustractiva de ARN (SuRF) (Fuchs, et al., Anal. Biochem., 2000, 286,
91-98; Larson, et al., Cytometry, 2000, 41, 203-208), clonacién sustractiva, presentacion diferencial (DD) (Jurecic
and Belmont, Curr. Opin. Microbiol., 2000, 3, 316-21), hibridacién genémica comparativa (Carulli, et al., J Cell
Biochem. Suppl., 1998, 31, 286-96), técnicas FISH (hibridacion fluorescente in situ) (Going y Gusterson, Eur. J.
Cancer, 1999, 35, 1895-904) y métodos de espectrometria de masas (revisados en [To, Comb. Chem. High
Throughput Screen, 2000, 3, 235-41]).

Las etiquetas de secuencias expresadas (EST) también pueden utilizarse para identificar moléculas de acido
nucleico que estén sobreexpresadas en una célula neuronal. Pueden identificarse EST en diversas bases de datos;
las preferidas comprenden a titulo de ejemplo, Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), Cancer Genome
Anatomy Project (CGAP), GenBank, EMBL, PIR, SWISS-PROT y similares. La OMIM, que es una base de datos de
mutaciones genéticas asociadas con enfermedades, se desarrolld en parte para el Centro Nacional para la
Informacioén Biotecnologica (NCBI). La OMIM es accesible a través del protocolo World Wide Web (www) de Internet,
por ejemplo, en la direccion ncbi.nlm.nih.gov/Omim/. EI CGAP es un programa interdisciplinar para establecer las
herramientas de informacion y tecnoldgicas necesarias para descifrar la anatomia molecular de una célula
cancerosa. CGAP es accesible a través del protocolo World Wide Web (www) de Internet, por ejemplo, en la
direccion ncbi.nlm.nih.gov/ncicgap/. Algunas de estas bases de datos pueden contener secuencias de nucleétidos
completas o parciales. Ademas, también pueden seleccionarse formas alternativas de transcritos a partir de bases
de datos genéticas privadas. Como alternativa, pueden seleccionarse moléculas de acidos nucleicos a partir de
publicaciones disponibles.

mva

Pueden generarse formas de transcritos alternativas a partir de EST individuales que se encuentren en cada una de
las bases de datos a través de un software informatico que genere secuencias contiguas. En un ejemplo, la
secuencia de nucleotidos de la molécula de acido nucleico se determina mediante el montaje de una serie de EST
superpuestas. La base de datos de EST (dbEST), que es conocida y esta disponible para los expertos en la materia,
dispone aproximadamente de un millén de secuencias diferentes de ARNm humano, que constan de entre 500 y
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1000 nucledtidos, y diversas cifras de EST forman parte de distintos organismos. Puede accederse a la dbEST a
través del protocolo World Wide Web (www) de Internet, por ejemplo, en la direccidon
ncbi.nim.nih.gov/dbEST/index.html. Estas secuencias son el resultado de una estrategia de clonacion que utiliza
clones de expresion de ADNc para secuenciar genomas. La EST tiene aplicaciones en el descubrimiento de nuevos
genes, en el mapeo de genomas y en la identificacion de regiones de codificacion en las secuencias genémicas.
Otra caracteristica importante de la informacion correspondiente a la secuencia ETS que cada vez esta disponible
mas rapidamente son los datos de expresion génica especificos de tejidos. Esta herramienta puede ser
extremadamente Util a la hora de identificar genes que puedan ser objeto de una intervencion terapéutica. Debido a
que las secuencias EST son relativamente cortas, deben disponerse de tal forma que ofrezcan una secuencia
completa. Como todos los clones disponibles se secuencian, en la base de datos se registra una serie de regiones
solapadas. El resultado final consiste en formas de transcritos alternativas procedentes, por ejemplo, de células
inmunitarias y células neuronales.

El montaje de las EST superpuestas extendidas a lo largo de las direcciones 5"y 3' da como resultado un «transcrito
virtual» de longitud completa. El transcrito virtual resultante puede representar un acido nucleico ya caracterizado, o
puede ser un acido nucleico nuevo sin una funcién biolégica conocida. La base de datos Human Genome Index
(HGI) del Instituto de Investigacion Gendmica (TIGR), que es conocida y esta disponible para los expertos en la
materia, contiene una lista de transcritos humanos. Al TIGR se puede acceder a través del protocolo World Wide
Web (www) de Internet, por ejemplo en tigr.org. Los transcritos pueden generarse de esta manera utilizando TIGR-
Assembler, un motor destinado a crear transcritos virtuales y que es conocido y esté disponible para los expertos en
la materia. TIGR-Assembler es una herramienta para disponer largas series de datos de secuenciacion
superpuestos como ETS, BAC o pequefios genomas, y pueden utilizarse para disponer secuencias eucarioticas o
procarioticas. TIGR-Assembler se describe, por ejemplo, en Sutton, et al., Genome Science & Tech., 1995, 1, 9-19, y
puede accederse a él a través del programa de transferencia de archivos de Internet, por ejemplo, en
tigr.org/pub/software/TIGR.assembler. Ademas, GLAXO-MRC, que es conocido y esta disponible para los expertos
en la materia, es otro protocolo para construir transcritos virtuales. PHRAP se utiliza para la disposicion de
secuencias dentro de Find Neighbors y Assemble EST Blast. A PHRAP se puede acceder a través del protocolo
World Wide Web (www) de Internet, por ejemplo en chimera.biotech.washington.edu/uwgc/tools/phrap.htm. La
identificacion de EST y la generacion de EST contiguas para formar moléculas de ARN de longitud completa se
describen en detalle en la solicitud US n° de serie 09/076.440.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, las secuencias génicas de marcadores proteoliticos pueden utilizarse
para aislar alelos mutantes de marcadores proteoliticos, preferentemente de un sujeto humano. Estos alelos
mutantes pueden aislarse a partir de individuos que se sepa que tienen un genotipo que contribuye a los sintomas
de un trastorno neuronal como la enfermedad de Alzheimer o de Parkinson, o que sean propuestos como
susceptibles de padecer dichos trastornos.

Un ADNCc de una variante alélica mutante del gen del marcador proteolitico puede aislarse, por ejemplo, utilizando un
proceso de PCR, una técnica que es bien conocida para los expertos en la materia. En este caso, la primera cadena
de ADNc puede sintetizarse mediante la hibridacién de un oligonucleétido oligo-dT con un ARNm aislado procedente
de un tejido que se sepa o se sospeche que esta expresado en un individuo que, supuestamente, tiene el alelo del
marcador proteolitico mutante, y ampliando la nueva cadena con transcriptasa inversa. La segunda cadena de ADNc
se sintetiza posteriormente utilizando un oligonucleétido que se hibride de forma especifica con el extremo 5' del gen
normal. Utilizando estos dos cebadores, el producto se amplifica posteriormente con la PCR, se clona en un vector
adecuado y se somete al analisis de secuencia del ADN mediante métodos bien conocidos por los expertos en la
materia. Comparando la secuencia de ADN del alelo del marcador proteolitico mutante con la del alelo del marcador
proteolitico normal podra determinarse la mutacién (o mutaciones) responsable de la pérdida o la alteracion de la
funcion del producto génico del marcador proteolitico.

El ADN gendmico aislado de los linfocitos o de otras células inmunitarias de individuos normales y afectados también
puede utilizarse como plantilla para la PCR. Los productos de la PCR de los individuos normales y afectados se
comparan mediante técnicas de deteccion de mutaciones de polimorfismo de conformaciéon de cadena simple
(SSCP) o por secuenciacion.

Las secuencias anteriores de acidos nucleicos que codifican marcadores proteoliticos pueden utilizarse para generar
sondas de hibridacion, utiles a la hora de mapear la secuencia genémica natural, asi como para detectar en un
individuo, o en un grupo de individuos, variantes alélicas de genes que estan presentes en individuos que sufren
defectos o enfermedades neurales, o son susceptibles de sufrirlos. Las secuencias pueden mapearse con respecto
a un cromosoma concreto, a una region especifica de un cromosoma o a construcciones cromosémicas artificiales,
como por ejemplo cromosomas artificiales humanos (HAC), cromosomas artificiales de levadura (YAC), cromosomas
artificiales bacterianos (BAC), construcciones PI bacterianas o bibliotecas de ADNc de un solo cromosoma (ver, por
ejemplo, Harrington et al., 1997 , Nat. Genet. 15: 345-355; Price, 1993, Blood Rev. 7: 127-134; y Trask, 1991, Trends
Genet. 7: 149-154).

La hibridacion fluorescente in situ (FISH) puede correlacionarse con otras técnicas de mapeado fisico de
cromosomas y con datos del mapa genético (ver, por ejemplo, Heinz-Ulrich et al., 1995, en Meyers, anteriormente,
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pp. 965-968). En la pagina web de Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) o en diferentes revistas cientificas
pueden encontrarse ejemplos de datos del mapa genético. Las secuencias de nucleétidos pueden utilizarse para
detectar diferencias en las secuencias génicas entre variantes resistentes, susceptibles o alélicas en individuos.

La hibridacion in situ de las preparaciones cromosoémicas Y las técnicas fisicas de mapeado, como analisis de enlace
mediante el uso de marcadores cromosomicos establecidos, pueden utilizarse para ampliar los mapas genéticos.
Con frecuencia, la ubicacion de un gen en el cromosoma de otra especie de mamifero, como el ratén, puede revelar
marcadores asociados aunque el nimero o el brazo de un cromosoma humano concreto no se conozcan. Pueden
asignarse nuevas secuencias a los brazos cromosémicos mediante el mapeado fisico, lo cual suministra una valiosa
informacion a los investigadores que buscan genes mediante la técnica de clonacién posicional u otras técnicas de
descubrimiento de genes. Una vez que los genes han sido localizados de forma aproximada mediante el enlace
genético con una regién gendmica concreta, por ejemplo la ataxia-telangiectasia con la secuencia 11922-23,
cualquier secuencia mapeada en esa area representard genes asociados o reguladores para investigaciones
adicionales (ver, por ejemplo, Gatti et al., 1988, Nature 336:577-580). Otros ejemplos de regiones gendmicas
concretas comprenden de manera no limitativa, el grupo de receptores de leucocitos vinculados a la secuencia
19913.3-13.4. La secuencia de nucleotidos de la invencion que nos ocupa también puede utilizarse para detectar
diferencias en la ubicacion cromosomica debido a translocacion, inversion, etc., entre individuos normales o
afectados.

Los genes identificados a partir de individuos son amplificados por PCR y secuenciados por métodos bien conocidos
en la técnica. Posteriormente, estas secuencias de acidos nucleicos son utilizadas en los ensayos descritos en los
ejemplos, en los materiales y en los métodos para correlacionar la secuencia de los genes identificados, por ejemplo,
con el porcentaje de individuos que sufren la enfermedad de Alzheimer en comparacion con los individuos normales.
A medida que se identifican mas secuencias génicas y sus secuencias de aminoacidos, se permite una correlacion
entre la expresion de marcadores proteoliticos en células del sistema nervioso, incluyendo el cerebro, y los
individuos predispuestos a una enfermedad o defecto neural.

Pueden utilizarse variantes de las moléculas de acidos nucleicos tal y como se hayan identificado en células
inmunitarias de individuos de diferentes haplotipos y/o que sufran defectos neurales o sean susceptibles a sufrirlos
con el fin de detectar las variaciones alélicas de las moléculas inmunitarias relacionadas en las células nerviosas. Un
«alelo» o una «variante» es una forma alternativa de gen. En la invencion son de especial utilidad las variantes de
los genes que codifican cualquier posible molécula inmunitaria en el sistema nervioso que haya sido identificada por
los métodos de esta misma invencién. Las variantes pueden proceder por lo menos de una mutacién en la
secuencia del acido nucleico, y pueden desembocar en ARNm o en polipéptidos alterados, cuya estructura o
funcionamiento podria verse o no alterada. Cualquier gen natural o recombinante puede tener una o muchas formas
alélicas, o bien ninguna. Los cambios mutacionales comunes que provocan las variantes suelen atribuirse a
deleciones, adiciones o sustituciones naturales de nucleétidos. Cada uno de estos cambios puede suceder solo, o
bien combinado con los demas, una 0 mas veces, en una secuencia temporal determinada.

Para identificar adicionalmente las variantes de moléculas de acido nucleico que pueden detectar, por ejemplo, la
primera fase del Alzheimer, estas moléculas de acido nucleico pueden agruparse en conjuntos en funcion, por
ejemplo, de la homologia. Los miembros de una serie de moléculas de acido nucleico se someten a un proceso de
comparacion. preferentemente, la serie de moléculas de acido nucleico sera un conjunto de formas de transcripcion
alternativas del acido nucleico. También preferentemente, los miembros de una serie de transcritos alternativos
incluiran por lo menos un miembro asociado con una enfermedad o con una condicidn bioldgica, o bien que su
proteina codificada esté asociada a uno de estos dos elementos. Por ejemplo, se compara una serie de moléculas
de marcadores proteoliticos procedentes de células cerebrales y células neurales de un individuo enfermo y de otro
sano. por lo menos uno de los miembros de la serie de transcritos alternativos de la molécula de acido nucleico
puede estar asociado, por ejemplo, con el Alzheimer o con cualquier otro defecto neural, tal y como se describe
anteriormente. Asi pues, la comparacién de los miembros de la serie de moléculas de acido nucleico desemboca en
la identificacion de por lo menos un transcrito alternativo de la molécula de acido nucleico que esta asociado con
una enfermedad o una condicién biolégica, o bien su proteina codificada esta asociada a uno de estos dos
elementos. Por ejemplo, los miembros de la serie de moléculas de &cido nucleico proceden de un gen comun; por
ejemplo, los miembros de la serie de moléculas de acido nucleico proceden de una gran diversidad de genes o, por
ejemplo, los miembros de la serie de moléculas de acido nucleico proceden de especies taxondmicas diferentes. Las
secuencias de nucledtidos de diversos acidos nucleicos procedentes de especies taxondmicas distintas pueden
identificarse llevando a cabo un andlisis de la semejanza de la secuencia, una investigaciéon ortolégica o ambas;
estas investigaciones con conocidas para los expertos en la materia.

Las busquedas de semejanzas en las secuencias pueden llevarse a cabo manualmente o mediante el uso de varios
programas informaticos disponibles, conocidos para los expertos en la materia. Preferentemente, pueden utilizarse
los algoritmos de Blast, Smith-Waterman y similares, los cuales estan disponibles y son conocidos para los expertos
en la materia. Blast es una herramienta de busqueda de semejanzas en secuencias del NCBI disefiada para dar
soporte al analisis de bases de datos de secuencias de nucledtidos y proteinas. Blast es accesible a través del
protocolo World Wide Web (www) de Internet, por ejemplo, en la direccion ncbi.nim.nih.gov/BLAST/. El paquete GCG
ofrece una version local de Blast que puede utilizarse con bases de dominio publico o con cualquier base de datos

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2367311713

con capacidad de busqueda disponible a nivel local. El paquete GCG v9.0 es un paquete de software disponible a
nivel comercial que consta de mas de 100 programas de software relacionados entre si, y permite el analisis de
secuencias mediante su edicion, mapeado, comparacion y alineacién. Otros programas incluidos en el paquete GCG
son, por ejemplo, programas que facilitan las predicciones de la estructura secundaria del ARN, el ensamblaje de
fragmentos de acidos nucleicos y el analisis evolutivo. Ademas, las bases de datos genéticas mas importantes
(GenBank, EMBL, PIR y SWISS-PROT) se distribuyen junto con el paquete GCG, y son completamente accesibles
con los programas de busqueda y manipulacién de la base de datos. A GCG se puede acceder a través de Internet,
por ejemplo en la direccion www.gcg.com/. Fetch es una herramienta disponible en GCG que puede obtener
registros GenBank glosados y basados en numeros de registro; es similar a Entrez. Con GeneWorld y
GeneThesaurus, de Pangea, puede llevarse a cabo otra busqueda de semejanzas en secuencias. GeneWorld 2.5 es
una aplicacién automatizada, flexible y de alto rendimiento para el andlisis de secuencias de polinucleétidos y
proteinas. GeneWorld permite el analisis automatico y anotaciones de secuencias. Al igual que GCG, GeneWorld
incorpora varias herramientas para la busqueda de homologias, hallazgo de genes, alineacién de secuencias
multiples, predicciéon de estructuras secundarias e identificacion de motivos. GeneThesaurus 1.0™ es un servicio de
suscripcion de datos de anotacion y secuencias que suministra informacién a partir de multitud de fuentes, y ofrece
un modelo de datos relacionales para datos publicos y privados.

Otra busqueda alternativa de semejanzas en secuencia puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante BlastParse.
BlastParse es un script de PERL que se ejecuta en una plataforma UNIX que automatiza la estrategia descrita
anteriormente. BlastParse toma una lista de niumeros de registro objetivo en términos de interés y analiza todos los
campos GenBank para convertirlos en texto «limitado por tabuladores» que, posteriormente, puede guardarse en un
formato de «base de datos relacional» para simplificar la busqueda y el analisis, lo cual otorga flexibilidad. El
resultado final es una serie de registros GenBank completamente analizados que pueden clasificarse, filtrarse y
sobre los que se pueden plantear preguntas facilmente, al igual que ocurre con una base de datos relacional de
anotaciones.

Preferentemente, la pluralidad de acidos nucleidos procedentes de diferentes especies taxondmicas que presentan
homologia con respecto al acido nucleico diana, tal y como se describe en la busqueda de semejanzas en la
secuencia, se definen adicionalmente para encontrar los ortélogos de los acidos nucleicos diana contenidos en ellos.
Un ortélogo es un término que se define en la clasificacion genética para referirse a dos genes de organismos
ampliamente divergentes que presentan semejanza secuencial, y llevan a cabo funciones similares dentro del
contexto del organismo. Por el contrario, los paralogos son genes dentro de una especie que se producen como
consecuencia de la duplicacion genética, pero que han desarrollado nuevas funciones y también se les conoce como
isotipos. Opcionalmente, también podran llevarse a cabo busquedas de paralogos. Al llevar a cabo una busqueda de
ortélogos, se obtiene una minuciosa lista de secuencias homélogas procedentes de los organismos mas diversos
posible. Posteriormente, estas secuencias se analizan para seleccionar la secuencia mas representativa que se
ajuste a los criterios para ser un ortélogo. La busqueda de un ortélogo puede llevarse a cabo mediante programas
disponibles para los expertos en la materia, como por ejemplo Compare. Preferentemente, la busqueda de un
ortélogo se llevara a cabo con acceso a las anotaciones GenBank completas y analizadas para cada una de las
secuencias. Actualmente, los registros obtenidos de GenBank son «archivos planos», y no son los mas indicados
para un analisis automatizado. Preferentemente, la busqueda de ortélogos se llevara a cabo utilizando el programa
Q-Compare. Las etapas preferidas del protocolo Q-Compare se describen en el diagrama de flujo expuesto en la
patente US n°® 6.221.587.

Preferentemente, la comparaciéon de secuencias entre especies se llevara a cabo utilizando Compare, que esta
disponible y es conocido para los expertos en la materia. Compare es una herramienta GCG que permite efectuar
comparaciones apareadas de secuencias utilizando un criterio de ventana/restriccion. Compare genera un archivo
de resultados en el que figuran puntos donde se encuentran combinaciones de la calidad especificada. Estos
pueden representarse con otra herramienta GCG, DotPlot.

Los polinuclestidos pueden aislarse utilizando la técnica descrita en la secciéon experimental o replicarse mediante
PCR. La tecnologia PCR es la materia de las patentes de los EUA numeros 4.683.195, 4.800.159, 4.754.065 y
4.683.202, y se describe en PCR: The Polymerase Chain Reaction (Mullis et al. eds, Birkhauser Press, Boston
(1994)) o MacPherson et al. (1991) y (1994), anteriormente, y referencias citadas en estas obras. Alternativamente,
un experto en la materia puede utilizar las secuencias suministradas en la presente memoria y un sintetizador
comercial de ADN para replicar el ADN. Por lo tanto, un proceso para obtener los polinucleétidos incluye suministrar
la secuencia lineal del polinucleétido, los nucleétidos, los cebadores adecuados, sustancias quimicas como enzimas
e instrucciones para su duplicaciéon, asi como duplicar o enlazar quimicamente los nucledtidos siguiendo la
orientacion correcta para obtener dichos polinucleétidos. Estos polinucledtidos pueden aislarse adicionalmente. De
hecho, por ir mas lejos, un experto puede introducir el polinucleétido en un vector de replicaciéon adecuado e insertar
el vector en una célula huésped adecuada (procariota o eucariota) para su replicacion y amplificacion. EI ADN
amplificado de esta forma puede aislarse de la célula mediante métodos bien conocidos para los expertos en la
materia.

La presencia de una o mas moléculas de acido nucleico del marcador proteolitico, aisladas de una célula, puede
estar correlacionada con una muestra de célula neuronal de un sujeto normal y de otro que sufra un trastorno neural
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0 sea propenso a sufrirlo. Preferentemente, la muestra se obtendra de un mamifero del que se sospeche que
padece un trastorno de células nerviosas o cerebrales. preferentemente, una molécula de acido nucleico indicativa
de una molécula de marcador proteolitico y detectada en una célula neural constara de una secuencia que presente
por lo menos el 50% de identidad de la secuencia correspondiente a los nimeros: 10, 67, 68; mas preferentemente,
una molécula de acido nucleico indicativa de una molécula de marcador proteolitico y detectada en una célula neural
constard de una secuencia que presente por lo menos el 70% de identidad de la secuencia correspondiente a los
numeros: 10, 67, 68; mas preferentemente, una molécula de acido nucleico indicativa de una molécula de marcador
proteolitico y detectada en una célula neural constara de una secuencia que presente por lo menos 80% de
identidad de la secuencia correspondiente a los numeros: 10, 67, 68; mas preferentemente, una molécula de acido
nucleico indicativa de una molécula de marcador proteolitico y detectada en una célula neural constara de una
secuencia que presente por lo menos 90%, 90%, 95%, 96%, 97%, 95%, 99% o 99,9% de identidad de la secuencia
correspondiente a los numeros: 10, 67, 68.

La identidad y semejanza porcentuales entre dos secuencias (acidos nucleicos o polipéptidos) puede determinarse
utilizando un algoritmo matematico) (ver, por ejemplo, Computational Molecular Biology , Lesk, A. M., ed., Oxford
University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic
Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, parte 1, Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds., Humana
Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y
Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991).

Para determinar la identidad porcentual de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acidos
nucleicos, las secuencias se alinean para facilitar una comparacion 6ptima (por ejemplo, se introducen huecos en el
primer o segundo, o en ambos, lugares de una secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos para facilitar la
alineacion optima, y las secuencias no homoélogas pueden ignorarse a efectos de comparacion). La identidad
porcentual entre las dos secuencias depende del nimero de posiciones idénticas compartidas por ambas
secuencias, tomando en consideracion el nimero de huecos y la longitud de cada hueco que tiene que introducirse
para conseguir una alineacion optima de las dos secuencias. Los residuos de aminoacidos o nucleétidos presentes
en las correspondientes posiciones de aminoacidos o de nucleétidos, se compararan posteriormente. Cuando una
posicién de la primera secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucledtido que la posicion
correspondiente de la segunda secuencia, las moléculas seran idénticas en esa posicion (tal y como se utiliza en la
presente memoria, «identidad» de acido nucleico o de aminoacido sera equivalente a «<homologia» de acido nucleico
o de aminoacido).

Una «ventana de comparacién» hace referencia a un segmento de cualquiera de los nUmeros de las posiciones
contiguas, seleccionadas a partir del grupo que consta de entre unas 25 y unas 600, tipicamente entre unas 50 y
unas 200, y mas frecuentemente entre unas 100 y unas 150, en las que una secuencia puede compararse con una
secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones continuas cuando las dos secuencias estan alineadas de
forma Optima. Los métodos de alineacidn de secuencias para su comparacion son bien conocidos en la técnica.

Por ejemplo, la identidad del porcentaje entre dos secuencias de aminoacidos podra determinarse utilizando el
algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48): 444-453, 1970), que forma parte del programa GAP en el
paquete de software GCG (disponible en www.gcg.com/), mediante el algoritmo de homologia local de Smith y
Waterman (Adv. Appl. Math. 2: 482, 1981), a través de los métodos de busqueda de similitudes de Pearson y
Lipman (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444, 1988) y Altschul, et al. (Nucleic Acids Res. 25(17): 3389-3402, 1997),
mediante el desarrollo informatico de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y BLAST en el Wisconsin Genetics
Software Package (disponible a través de Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis., EUA), o a
través de una alineacién manual y una inspeccion visual (ver, por ejemplo, Asubel et. al., anteriormente). Los
parametros de los huecos pueden modificarse para ajustarse a las necesidades de un usuario. Por ejemplo, al
utilizar el paquete de software de GCG, puede utilizarse una matriz NWSgapdna.CMP, un peso del hueco de 40, 50,
60, 70 u 80 y un peso de la longitud de 1, 2, 3, 4, 5 6 6. A titulo de ejemplo, algunos pesos de huecos que se
obtienen utilizando una matriz Blossom 62 o PAM250 son 16, 14, 12, 10, 8, 6 6 4, mientras que algunos ejemplos de
pesos de longitudes son 1, 2, 3, 4, 5 6 6. El paquete de software GCG puede utilizarse para determinar la identidad
porcentual entre las secuencias de acidos nucleicos. La identidad porcentual entre dos secuencias de aminoacidos o
nucledtidos también puede determinarse utilizando el algoritmo de E. Myers y W. Miller (CABIOS 4: 11-17, 1989),
que ha sido incluido en el programa ALIGN (versién 2.0), utilizando una tabla de residuos de peso PAM120, una
penalizacién por la longitud del hueco de 12 y una penalizacion por hueco de 4.

Las secuencias de acidos nucleicos y proteinas pueden utilizarse ademas como secuencias pregunta para llevar a
cabo una busqueda en bases de datos de secuencias, por ejemplo, para identificar otros miembros de la familia o
secuencias relacionadas. Estas busquedas pueden efectuarse utilizando los programas NBLAST y XBLAST (version
2.0) de Altschul, et al. (J. Mol. Biol. 215: 403-10, 1990). Las busquedas de nucleétidos BLAST pueden llevarse a
cabo con el programa NBLAST, con ejemplos de puntuaciones = 100 y longitudes de series de letras = 12 para
obtener secuencias de nucleétidos homodlogas con las moléculas de acido de nucleico de la invencién o con una
identidad de porcentaje suficiente con respecto a éstas. Las busquedas de proteinas BLAST pueden llevarse a cabo
con el programa XBLAST, con ejemplos de puntuaciones = 50 y longitudes de series de letras = 3 para obtener
secuencias de aminoacidos suficientemente homadlogas con las proteinas de la invencion o con una identidad
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porcentual suficiente con respecto a éstas. Para obtener alineaciones con huecos a efectos de comparacion, puede
utilizarse BLAST con huecos (gapped), tal y como se describe en Altschul et al. (Nucleic Acids Res. 25(17): 338901
3402, 1997). Al utilizar los programas BLAST y BLAST con huecos, pueden utilizarse los parametros por defecto de
los respectivos programas (por ejemplo, XBLAST y NBLAST).

La invencion comprende asimismo polipéptidos, en células neurales, que corresponden a un producto de una
molécula de &cido nucleico que consta de sustituciones conservadoras fenotipicamente silenciosas. Estas
sustituciones son aquellas que sustituyen un aminoacido determinado en un polipéptido por otro aminoacido de
caracteristicas similares. Los datos sobre los cambios de los aminoacidos que presentan posibilidades de ser
fenotipicamente silenciosos pueden encontrarse en Bowie et al., Science 247: 1306-1310, 1990, por ejemplo. Las
tablas de sustitucidon conservadora que ofrecen aminoacidos funcionalmente similares son bien conocidas en la
técnica (ver, por ejemplo, Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919, 1992) y aparecen en la
tabla a continuacion.

Sustituciones conservadoras de aminoacidos
Aromaticos Fenilalanina
Triptéfano
Tirosina
Hidréfobos Leucina
Isoleucina
Valina
Polares Glutamina
Asparagina
Basicos Arginina
Lisina
Histidina
Acidos Acido aspartico
Acido glutamico
Pequenos Alanina
Serina
Treonina
Metionina
Glicina

De acuerdo con la presente invencion, pueden emplearse técnicas convencionales de biologia molecular,
microbiologia y ADN recombinante enmarcadas dentro de la especializacion. Estas técnicas se explican
integramente en la bibliografia especializada. Ver, por ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, segunda edicién (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (en
adelante, «Sambrook et al., 1989»); DNA Cloning: A Practical Approach, volimenes | y Il (D. N. Glover ed. 1985);
Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization [B. D. Hames y S. J. Higgins eds. (1985)];
Transcription And Translation [B. D. Hames y S. J. Higgins, eds. (1984)]; Animal Cell Culture [R. |. Freshney, ed.
(1986)]; Immobilized Cells And Enzymes [IRL Press, (1986)]; B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning
(1984); F. M. Ausubel et al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994).

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «fragmento o segmento», aplicado a una secuencia de
acido nucleico, gen o polipéptido, estara compuesto de por lo menos aproximadamente 5 bases de acido nucleico
contiguas (para secuencias de acidos nucleicos o genes) o aminoacidos (para los polipéptidos), normalmente de por
lo menos bases de acido nucleico contiguas o aminoacidos, mas habitualmente de por lo menos aproximadamente
20 bases de acido nucleico contiguas o aminoacidos, normalmente de por lo menos aproximadamente 30 bases de
acido nucleico contiguas o aminoacidos, preferentemente de por lo menos aproximadamente 40 bases de acido
nucleico contiguas o aminoacidos, mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 50 bases de acido
nucleico contiguas o aminoacidos y aun mas preferentemente de por lo menos entre aproximadamente 60 y 80 o
mas bases de acido nucleico contiguas 0 aminoacidos en términos de longitud. «Fragmentos solapados», tal y como
se utiliza en la presente memoria, hace referencia a fragmentos contiguos de acido nucleico o péptido que
comiencen en el extremo amino-terminal de un &cido nucleico o proteina y terminen en el extremo carboxilo-terminal
del acido nucleico o la proteina. Cada fragmento de &cido nucleico o de péptido presenta por lo menos
aproximadamente una posicion contigua de acido nucleico o de aminoacido en comun con el siguiente fragmento de
acido nucleico o péptido, mas preferentemente por lo menos aproximadamente tres posiciones contiguas de bases
de acido nucleico o aminoacido en comun y mas preferentemente por lo menos aproximadamente diez posiciones
contiguas de bases de acido nucleico o de aminoacido en comun.

Un «fragmento» significativo en un contexto de acido nucleico es un segmento contiguo de por lo menos

aproximadamente 17 nucleétidos, generalmente de por lo menos 20 nucleétidos, mas generalmente de por lo menos
23 nucledtidos, normalmente de por lo menos 26 nucleétidos, mas normalmente de por lo menos 29 nucleétidos,
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frecuentemente de por lo menos 32 nucleétidos, mas frecuentemente de por lo menos 35 nucleétidos, normalmente
de por lo menos 38 nucledtidos, mas normalmente de por lo menos 41 nucleétidos, habitualmente de por lo menos
44 nucledtidos, mas habitualmente de por lo menos 47 nucleétidos, preferentemente de por lo menos 50
nucleétidos, mas preferentemente de por lo menos 53 nucledtidos y, en las formas de realizacion especialmente
preferidas, sera de por lo menos 56 o mas nucledtidos. Otros ejemplos incluiran longitudes mayores que esas cifras,
por ejemplo, 63, 72, 87, 96, 105, 117, etc. Dichos fragmentos podran tener extremos en cualquier par de
localizaciones, pero especialmente en limites entre dominios estructurales, por ejemplo, los dominios de membrana.

Las secuencias homologas de acidos nucleicos, cuando se comparan, muestran una importante identidad o similitud
de secuencia. Las normas relativas a la homologia en acidos nucleicos son medidas de la homologia que suelen
utilizarse en la técnica mediante la comparacion de secuencias o bien estan basadas en las condiciones de
hibridacion. Las condiciones de hibridacion se describen a continuacion con mayor detalle.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «homologia sustancial» en el contexto de comparacién de las
secuencias de acido nucleico significara que los segmentos, o sus cadenas complementarias, al compararse, son
idénticos si se alinean de forma &ptima, con las inserciones o deleciones correspondientes de nucledétidos por lo
menos en aproximadamente 50% de los nucledtidos; generalmente por lo menos en un 56%; mas generalmente por
lo menos en un 59%; normalmente por lo menos en un 62%; mas normalmente por lo menos en un 65%; en
ocasiones por lo menos en un 68%; en mas ocasiones por lo menos en un 71%; habitualmente por lo menos en un
74%; mas habitualmente por lo menos en un 77%; frecuentemente por lo menos en un 80%; mas frecuentemente
por lo menos en aproximadamente 85%; preferentemente por lo menos en aproximadamente 90%; mas
preferentemente por lo menos aproximadamente 95-98% o mas y, en ejemplos concretos, en hasta el 99% o mas
de los nucleédtidos. De forma alternativa, la homologia sustancial existe cuando los segmentos hibridan bajo
condiciones de hibridacién selectivas, segin una cadena o a su complemento, normalmente utilizando un fragmento
derivado, por ejemplo, de células nerviosas o celulares. Por regla general, la hibridacion selectiva se producira
cuando exista por lo menos aproximadamente 55% de homologia en una cadena de por lo menos 14 nucleétidos,
preferentemente aproximadamente a por lo menos un 65%, mas preferentemente aproximadamente a por lo menos
un 75% y todavia mas preferentemente aproximadamente a por lo menos un 90%. Consulte Kanehisa (1984) Nucl.
Acids Res. 12:203-213. La longitud de la comparacion de la homologia, tal y como se describe, puede producirse
sobre cadenas mas largas, y en determinados ejemplos se llevara a cabo sobre una cadena por lo menos
aproximadamente 17 nucleétidos; frecuentemente por lo menos aproximadamente 20 nucleétidos; mas
frecuentemente por lo menos aproximadamente 24 nucleétidos; normalmente por lo menos aproximadamente 28
nucleétidos, mas normalmente por lo menos aproximadamente 40 nucledtidos, preferentemente por lo menos
aproximadamente 50 nucleétidos y mas preferentemente por lo menos de 75 a 100 o mas nucledtidos. Los
extremos de los segmentos podran situarse en diferentes combinaciones de pares. La sintenia cromosémica puede
utilizarse para distinguir ain mas entre genes homologos cuando exista una conservacion evolutiva suficiente entre
los genomas que estén comparandose, por ejemplo, entre especies de mamiferos. Un «homdlogo sinténico» posee
tanto la identidad de la secuencia con respecto al gen de referencia y conserva la localizacion cromosdémica
correspondiente en relacion con los genes estrechamente vinculados. Los homdlogos sinténicos tienen muchas
probabilidades de compartir una localizacion espacial y temporal de la expresiéon génica, asi como de codificar
proteinas con funciones bioldgicas equivalentes.

Las condiciones de restriccion, en lo que se refiere a la homologia en el contexto de la hibridaciéon, seran
condiciones de restriccion combinadas en términos de sales, temperatura, disolventes orgénicos y otros parametros,
normalmente los controlados en las reacciones de hibridacion. Normalmente, las condiciones de restriccion en
términos de temperatura incluiran temperaturas superiores a aproximadamente 30 °C, mas frecuentemente
superiores a aproximadamente 37 °C, normalmente superiores a aproximadamente 45 °C, mas normalmente
superiores a aproximadamente 55 °C, preferentemente superiores a aproximadamente 65 °C, y mas
preferentemente superiores a aproximadamente 70 °C. Habitualmente, las condiciones de restriccion en términos de
sal corresponderan a menos de 1.000 mM, frecuentemente a menos de aproximadamente 500 mM, mas
frecuentemente a menos de aproximadamente 400 mM, normalmente a menos de aproximadamente 300 mM,
preferentemente a menos de aproximadamente 200 mM y mas preferentemente a menos de aproximadamente 150
mM. No obstante, la combinacién de parametros es mucho mas importante que la medicién de uno solo. ver, por
ejemplo, Wetmur y Davidson (1968) J. Mol. Biol. 31:349-370.

Diagnostico de lesiones neurales

En otro aspecto, la invencion ofrece métodos para ayudar al diagndstico de lesiones neurales en humanos y/o al
diagnostico de trastornos neurales utilizando uno o mas marcadores. Por ejemplo, los biomarcadores de enzimas
proteoliticas con una actividad especifica entre alrededor de 1 pg hasta alrededor de 500 pg por 1 mg de proteina
sustrato que vaya a proteolizarse en 6rganos lesionados o estresados (in vivo) con arreglo a un periodo que va de
minutos a dias, o bien la utilizacion in vitro de una mezcla de proteasa purificada-proteina sustrato/proteina con una
proporcion de 1/10.000 a 1/20 en un periodo que oscila entre los minutos y las horas para las proteinas identificadas
en la Tabla 1, péptidos, fragmentos o derivados de éstos y/o aquellos utilizados por los nimeros de secuencia: 10,
67, 68. Estos marcadores pueden utilizarse por separado o en combinaciéon con otros marcadores de enzimas
proteoliticas, o bien una combinacién de biomarcadores de enzimas proteoliticas y péptidos neurales. Los
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marcadores estan presentes de modo diferencial en muestras de un paciente humano, como por ejemplo un
paciente con TC, y un sujeto normal en el que es indetectable una lesién neural; por ejemplo, algunos de los
marcadores se expresan en un nivel elevado y/o estan presentes con una mayor frecuencia en pacientes humanos
con lesiones neurales y/o trastornos neuronales que en sujetos normales. Por ende, la deteccién de uno o mas de
estos marcadores en una persona suministraria una informacion util sobre las probabilidades que tiene esa persona
de padecer una lesiéon neural y/o un trastorno neuronal.

Las enfermedades del sistema nervioso, trastornos neuronales y/o condiciones que puedan tratarse, evitarse y/o
diagnosticarse con los compuestos de la invencion (por ejemplo, polipéptidos) comprenden de manera no limitativa,
lesiones, enfermedades, trastornos y/o afecciones del sistema nervioso que desemboquen en una desconexién de
los axones, una disminucién o degeneracion de neuronas o una desmielinizacion de éstas. Las lesiones del sistema
nervioso que pueden ser tratadas, evitadas y/o diagnosticadas en un paciente (incluyendo pacientes humanos y
mamiferos no humanos) con arreglo a la invencién incluyen, entre otras, las siguientes lesiones de los sistemas
nerviosos central (incluyendo la médula espinal y el cerebro) o periférico: (1) lesiones isquémicas, en las que una
falta de oxigeno en una parte del sistema nervioso central provoca lesiones o muerte neuronal, incluyendo infarto o
isquemia cerebral, o bien infarto o isquemia de la médula espinal; (2) lesiones traumaticas, incluyendo lesiones
provocadas por dafios fisicos 0 asociadas con la cirugia, por ejemplo, lesiones que seccionan una parte del sistema
nervioso o lesiones por compresion; (3) lesiones cancerosas en las que se destruye o se lesiona una parte del
sistema nervioso como consecuencia de un tejido tumoral que puede corresponder a un tumor maligno asociado al
sistema nervioso o a un tumor maligno derivado de un tejido de un sistema no nervioso; (4) lesiones infecciosas en
las que se destruye o se dafia una parte del sistema nervioso como consecuencia de una infeccién, por ejemplo,
provocada por un absceso o asociada con una infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana, el del herpes
zo6ster o el del herpes simple, o bien relacionada con ka enfermedad de Lyme, la tuberculosis o la sifilis; (5) lesiones
degenerativas en las que se destruye o se lesiona una parte del sistema nervioso como resultado de un proceso
degenerativo, que comprenden de manera no limitativa, la degeneracién asociada con la enfermedad de Parkinson,
la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington o esclerosis lateral amiotrofica (ELA); (6) lesiones asociadas
con enfermedades, trastornos y/o carencias nutricionales, en los que se destruye o se lesiona una parte del sistema
nervioso como consecuencia de un trastorno nutricional o un trastorno del metabolismo, que comprenden de manera
no limitativa deficiencia de la vitamina B12, deficiencia de acido félico, enfermedad de Wernicke, ambliopia tabaco-
alcohol, enfermedad de Marchiafava-Bignami (degeneracion primaria del cuerpo calloso) y degeneracion cerebelosa
alcohdlica; (7) lesiones neurolégicas asociadas con enfermedades sistémicas, que comprenden de manera no
limitativa, diabetes (neuropatia diabética, paralisis de Bell), lupus eritematoso sistémico, carcinoma o sarcoidosis; (8)
lesiones provocadas por sustancias toxicas, entre las que se incluye el alcohol, el plomo o neurotoxinas concretas; y
(9) lesiones de desmielinizaciéon en las que se destruye o se lesiona una parte del sistema nervioso como
consecuencia de una enfermedad desmielinizante, que comprenden de manera no limitativa, esclerosis multiple,
mielopatia asociada al virus de la inmunodeficiencia humana, mielopatia transversa de diversas etiologias,
leucoencefalopatia multifocal progresiva y mielindlisis central pontina.

En consecuencia, las formas de realizacion de la invencion incluyen métodos para ayudar en las lesiones neurales
humanas y/o en los trastornos neuronales. El método consta de los siguientes procesos: (a) deteccion de por lo
menos un biomarcador de enzima proteolitica en una muestra, y (b) correlacion de la detecciéon del marcador o
marcadores con un diagnéstico probable de lesiones neurales y/o trastornos neuronales o lesiones en los érganos
del paciente. La correlacion puede tomar en consideracion la cantidad del marcador o marcadores en la muestra en
comparacion con la cantidad de control del marcador o marcadores (regulacion al alza o a la baja del marcador o
marcadores) (por ejemplo, en sujetos normales en los que es indetectable una lesiéon neural humana). La correlacion
puede tomar en consideracién la presencia o la ausencia de los marcadores en una muestra problema, asi como la
frecuencia de deteccion de los mismos marcadores en un control. La correlacion puede tomar en consideracion (o
no) ambos factores mencionados, para asi facilitar la determinacién de si un sujeto padece una lesion neural, del
grado de gravedad de dicha lesion neural y de la localizacion subcelular de la lesion.

A partir de un sujeto puede obtenerse cualquier muestra adecuada para detectar marcadores. Preferentemente, la
muestra sera del liquido cefalorraquideo del sujeto. Si asi se deseara, la muestra puede prepararse tal y como se
describe anteriormente, para asi mejorar la detectabilidad de los marcadores. Por ejemplo, para incrementar la
detectabilidad de los marcadores es preferible fraccionar una muestra de suero sanguineo del sujeto, por ejemplo,
mediante cromatografia de agarosa-azul de Cibacron, cromatografia de afinidad de ADN monocatenario,
cromatografia de intercambio de aniones de fragmentos y derivados de éstos. Las preparaciones de muestras, como
los protocolos de fraccionamiento previo, son opcionales, y pueden no ser necesarias para mejorar la detectabilidad
de los marcadores, dependiendo de los métodos de deteccion utilizados; por ejemplo, la preparacion de la muestra
puede ser innecesaria si se utilizan anticuerpos que se unen especificamente a los marcadores para detectar la
presencia de los mismos en la muestra.

Puede utilizarse cualquier método adecuado para detectar un marcador o marcadores en una muestra. Por ejemplo,
puede utilizarse un ensayo fluorogénico o una espectrometria de iones en fase gaseosa, tal y como se ha descrito
anteriormente. Mediante la utilizacion de estos métodos podra detectarse uno o mas marcadores. preferentemente,
una muestra se comprobara para determinar la presencia de varios marcadores; la deteccion de la presencia de
varios marcadores en vez de uno solo ofreceria mas informacion al evaluador. Especificamente, la deteccidon de
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varios marcadores en una muestra aumentaria el porcentaje de diagnodsticos positivos reales y negativos reales, y
disminuiria el porcentaje de falsos positivos o falsos negativos.

La deteccion del marcador o marcadores se correlaciona posteriormente con un diagndstico probable de lesiones
neurales y/o trastornos neuronales. En algunas formas de realizacion, la deteccion de la mera presencia o ausencia
de un marcador, sin cuantificar la cantidad de éste, resulta util, y puede correlacionarse con un diagnéstico probable
de lesion neural y/o trastornos neuronales.

En otras formas de realizacion, la deteccion de marcadores puede implicar la cuantificacion de los marcadores para
correlacionar la deteccion de dichos marcadores con un diagnéstico probable de lesidn neural, nivel de gravedad de
la lesidn neural, diagnéstico de fragmentos de trastornos neurales y derivados de éstos. Asi pues, si la cantidad de
los marcadores detectados en un sujeto que se esta comprobando es superior en comparacién con una cantidad de
control, dicho sujeto tendra una mayor probabilidad de sufrir dichas lesiones y/o trastornos neurales.

De forma similar, en otra forma de realizacion, la deteccion de marcadores puede implicar ademas la cuantificacion
de los marcadores para correlacionar la deteccion de éstos con un diagnéstico probable de lesiones neurales, nivel
de gravedad de la lesion neural o diagndstico de trastornos neurales, donde los marcadores estan presentes en
menores cantidades en las muestras de LCR o suero sanguineo de pacientes con respecto a las muestras de suero
sanguineo de sujetos normales. Asi pues, si la cantidad de los marcadores detectados en un sujeto que se esta
comprobando es superior en comparacion con una cantidad de control, dicho sujeto tendra una mayor probabilidad
de sufrir lesiones neurales, lesiones organicas y/o trastornos neurales.

Cuando los marcadores se cuantifican, pueden compararse con un control. Un control puede ser, por ejemplo, la
cantidad media o mediana de un marcador presente en muestras comparables de muestras de sujetos normales en
los que una lesion y/o trastorno neurales son indetectables. La cantidad de control se mide en las mismas
condiciones experimentales que las utilizadas para medir la cantidad problema, o en condiciones muy similares. Por
ejemplo, si una muestra problema se obtiene a partir del liquido cefalorraquideo y/o suero sanguineo de un sujeto y
se detecta un marcador utilizando una sonda concreta, la cantidad de control del marcador se determinara
preferentemente a partir de una muestra de suero de un paciente utilizando la misma sonda. Se prefiere que la
cantidad de control del marcador se determine a partir de un niumero importante de muestras obtenidas de sujetos
normales que no padezcan lesiones neurales y/o trastornos neuronales, de tal forma que puedan reflejarse las
variaciones en las cantidades de los marcadores en esa poblacion.

Los datos generados por espectrometria de masas podran ser después analizados por el software de un ordenador.
El software puede contener un cédigo que convierta la sefial del espectrometro de masas en un formato legible en el
ordenador. El software también puede incluir un cédigo que aplique un algoritmo al analisis de la sefal, para asi
determinar si dicha sefal representa un «pico» en la sefial correspondiente a un marcador de esta invencion o a
otros marcadores utiles. El software también puede incluir un cédigo que ejecute un algoritmo que compare la sefal
de una muestra problema con una sefial habitual caracteristica de lesiones neurales «normales» y humanas, y
determine el grado de coincidencia entre las dos sefales. El software también puede incluir un cédigo que indique a
qué valor se acerca mas la muestra problema, ofreciendo asi un diagndstico probable.

En una forma de realizacion preferida, los biomarcadores se detectan en un amplio abanico de especies, como por
ejemplo mamiferos, aves, peces o reptiles. Por ejemplo, la sinaptotagmina-1 se encuentra en muchas especies, y
presenta un alto indice de conservacién; a continuaciéon se recoge un ejemplo de los datos taxonémicos de la
sinaptotagmina-1.
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Informe Tax BLAST

Consulta gi|35086 Sinaptotagmina-1 (sinaptotagmina l)
Informe taxondémico
Bilateria 200 resultados 23 orgs [raiz; organismo celular; eucariota; hongos/grupo Meta2oa; metazoos; eumetazoos]
Coelomata 195 resultados 22 orgs
Chordata 170 resultados 18 orgs [Deuterostomia]
Gnathostomata 163 resultados 14 orgs [Craniata; Vertebrata]
Euteleostomi 163 resultados 13 orgs [Teleostomi]
Tetrapoda 142 resultados 11 orgs [Sarcopterygii]
Amniota 141 resultados 10 orgs
Estherio 134 resultados 3 orgs [Mammalia; Theria]
Laurasiatheria 24 resultados 2 orgs
Bos taurus 11 resultados 1 orgs [Cetartiodactyla; Ruminantia; Pecora; Bovidae; Bovinae; Bos]
Canis familiaris 13 resultados 1 orgs [Carnivora; Fissopedia; Canidae; Canis]
Euarchontoglires 110 resultados 7 orgs
Catarrhini 33 resultados 4 orgs [Primates; Simiiformes]
Hominidae 36 resultados 3 orgs [Hominoidea]
Pongo pygmeus 4 resultados 1 orgs [Pongo]
Homo/Pan/Gorilla grupo 30 resultados 2 orgs
Homo sapiens 20 resultados 1 orgs [Homo]
Pan troglodytes 10 resultados 1 orgs [Pan]
Macaca fascicularis 7 resultados 1 orgs [Cercopithecoidea; Cercopithecidae; Cercopitheoinae; Macaca]
Murinae 71 resultados 3 orgs [Glires; Rodentia; Sciurognathi; Muridae]
Rattus 43 resultados 2 orgs
Rattus rattus 31 resultados 1 orgs
Rattus norvegicus 40 resultados 1 orgs
Mus musculus 26 resultados 1 orgs [Mus]
Gallus gallus 7 resultados 1 orgs [Sauropsida; Sauria; Archosauria; Aves; Neognathae; Galliforme; Phasianidae;
Phasianinae;
Gaullus]
Xenopus laevis 1 resultados 1 orgs [Amphibia; Batrachia; Anura; Mesobatrachia; Pipoidea; Pipidae; Xenopodinae;
Xenopus;
Xenopus]
Clupeocephala 23 resultados 2 orgs [Actinopterygii; Actinopteri; Neopierygii; Teleostei; Elopocephala]
Danio rerio 11 resultados 1 orgs [Otocephala; Ostariophysi; Otophysi; Cypriniphysi; Cypriniformes; Cyprinoidea;
Cyprinidae;
Rasborinae; Danio]
Tetraodon nigroviridis 12 resultados 1 orgs [Euteleostei; Neognathi; Neoteleostei; Eurypterygii; Ctenosquamata;
Acanthomorpha;
Euacanthomorpha; Holacanthopt]
Discopyge ommata 4 resultados 1 orgs [Chondrichthyes; Elasmobranchii; Neoselachii; Squalea; Hypnosqualea;
Pristiorajea;
Batoidea; Torpediniformes]
Halocynthia roretzi 1 resultados 1 orgs [Urochordata; Ascidiacea; Stolidobranchia; Pyuridae; Halocynthia]
Protostomia 18 resultados 7 orgs
Mollusca 3 resultados 3 orgs
Gastropoda 3 resultados 2 orgs
Lymnaca stagnalis 1 resultados 1 orgs [Pulmonata; Basommatophora; Lymnaeoidea; Lymnaeidae; Lymnaea]
Aplysia californica 2 resultados 1 orgs [Orthogastropoda; Apogastropoda; Heterobranchia; Euthyneura;
Opisthobranchia;
Anaspidea; Aplysioidea; Aplysiidae]
Loligo pealei 2 resultados 1 orgs [Cephalopoda; Coleoidea; Neocoleoidea; Decapodiformes; Loliginidae; Loligo]
Endopterygota 13 resultados 4 orgs [Panarthropoda; Arthropoda; Mandibulata; Pancrustacea; Hexapoda; Insecta;
Dicondylia;
Pterygotal
Apis mellifera 2 resultados 1 orgs [Hymenoptera; Aculeata; Apoidea; Apidae; Apinae; Apini; Apis]
Manduca sexta 2 resultados 1 orgs [Amphiesmenoptera; Lepidoptera; Glossata; Neolepidoptera; Heteroneura;
Ditrysia;
Obtectomera; Bombycoidea; Sphin]
Sophophora 3 resultados 2 orgs [Diptera; Brachycera; Muscomorpha; Schizophora; Acalyptratae; Ephydroidea;
Drosophilidae;
Droso]
Drosophila melanogaster 2 resultados 1 orgs [melanogaster group; melanogaster subgroup]
Drosophila pseudoobscura 1 resultados 1 orgs [obscura group; pseudoobscura subgroup]
Dugesia japonica 1 resultados 1 orgs [Acoclomata; Platyhelminthes; Turbellaria; Seriata; Tricladida; Paludicola;
Dugesiidae;
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Dugesia]

Caenorhabditis 11 resultados 2 orgs [Pseudocoelomata; Nematoda; Chromadorea; Rhabditida; Rhabditoidea;
Rhabditidae;

Peloderinae]

Caenorhabditis elegans 7 resultados 1 orgs

Caenorhabditis briggsae 4 resultados 1 orgs

http://ncbi.nim.nih.gov/sutils/igtax.cgi
Produccién de anticuerpos para detectar productos de escision

Los productos de escision, como consecuencia de la actividad enzimatica de los biomarcadores de enzimas
proteoliticas de sus sustratos, también pueden detectarse. Los productos de escision obtenidos a partir de muestras
de pacientes que sufren una serie de lesiones neurales, niveles de gravedad de la lesién, fragmentos de trastornos
neuronales y derivados de éstos pueden elaborarse tal y como se describe anteriormente. Ademas, los productos de
escision pueden estar sujetos a una digestion enzimatica para obtener fragmentos o péptidos de los biomarcadores
de cara a la produccion de anticuerpos ante diferentes epitopos antigénicos que pueden estar presentes en un
péptido frente a la proteina integra. Los epitopos antigénicos son utiles, por ejemplo, para generar anticuerpos,
incluyendo anticuerpos monoclonales, que se unan al epitopo de forma especifica. Los epitopos antigénicos pueden
utilizarse como las moléculas diana en inmunoensayos (ver, por ejemplo, Wilson et al., Cell 37:767-778 (1984);
Sutcliffe et al., Science 219:660-666 (1983)).

En una forma de realizacién preferida, los anticuerpos se une especificamente a biomarcadores identificados por los
numeros de secuencia: 67, 68. Los anticuerpos dirigidos a los nUmeros de secuencia: 67, 68 también pueden incluir
epitopos dirigidos a las regiones de los extremos N- y C-terminal de los biomarcadores identificados por los nimeros
de secuencia: 67, 68. Las proteinas de longitud completa y/o los fragmentos mas largos que aquellos identificados
por los numeros de secuencia: 67, 68 se disponen en la Tabla 1, incluyendo nimeros de registro, para la produccion
de anticuerpos destinados a fragmentos mas largos. Los anticuerpos pueden ir dirigidos a fragmentos mas largos de
los extremos N- y/o C-terminal, tal y como se identifican mediante los nimeros de secuencia: 67, 68, y/o epitopos
que expanden los lugares de segmentacion identificados (consulte la Tabla 2), y pueden tener una longitud de sélo
tres aminoacidos o de hasta 500 aminoécidos. Ver, por ejemplo, la Tabla 1 para comprobar la identidad de las
proteinas de longitud completa. Los ejemplos comprenden de manera no limitativa: acromopeptidasa,
aminopeptidasa, enzima convertidora de la angiotensina, bromelaina, calpaina, calpaina |, calpaina II,
carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B, carboxipeptidasa G, carboxipeptidasa P, carboxipeptidasa W,
carboxipeptidasa Y, caspasa, caspasa 1, caspasa 2, caspasa 3, caspasa 4, caspasa 5, caspasa 6, caspasa 7,
caspasa 8, caspasa 9, caspasa 10, caspasa 13, catepsina B, catepsina C, catepsina D, catepsina G, catepsina H,
catepsina L, quimopapaina, quimasa, quimotripsina, a-clostripaina, colagenasa, complemento C1r, complemento
C1s, factor del complemento D, factor del complemento I, cucumisina, dipeptidilpeptidasa IV, elastasa leucocitica,
elastasa pancreatica, endoproteinasa Arg-C, endoproteinasa Asp-N, endoproteinasa Glu-C, endoproteinasa Lys-C,
enteroquinasa, factor Xa, ficina, furina, granzima A, granzima B, proteasa del VIH, Igasa, calicreina de tejido,
quinasa, leucina aminopeptidasas microsomicas, metaloproteasa de matriz, metionina aminopeptidasa, neutrasa,
papaina, pepsina, plasmina, prolidasa, pronasa E, antigeno especifico de la prostata, proteasa, proteasa S,
proteinasa, proteinasa 3, proteinasa A, proteinasa K, proteina C, piroglutamato aminopeptidasa, trombina, activador
tisular del plasmindgeno, troponinas, tripsina, triptasa, uroquinasa.

Los productos de escision pueden utilizarse, por ejemplo, para generar anticuerpos mediante métodos bien
conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Sutcliffe et al., anteriormente; Wilson et al., anteriormente; Chow et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:910-914; y Bittle et al., J. Gen. Virol. 66:2347-2354 (1985). Los polipéptidos neurales
hidrolizados que contienen uno o varios epitopos inmundgenos pueden presentarse para desencadenar una
respuesta de anticuerpos junto con una proteina transportadora, como una albumina, en un sistema animal (como
un conejo o un ratén) o, si el polipéptido tiene una longitud suficiente (al menos, aproximadamente 25 aminoacidos),
dicho polipéptido puede presentarse sin un transportador. No obstante, se ha demostrado que los epitopos
inmundgenos que constan tan solo de entre 8 y 10 aminoacidos son suficientes para generar anticuerpos capaces
de unirse, como minimo, a epitopos lineales en un polipéptido desnaturalizado (por ejemplo, en la prueba de
transferencia Western).

Los polipéptidos portadores de epitopos de la presente invencion pueden utilizarse para generar anticuerpos
mediante métodos bien conocidos en la técnica, que comprenden de manera no limitativa, inmunizacion in vivo,
inmunizacion in vitro y métodos de expresion en fagos. Ver, por ejemplo, Sutcliffe et al., anteriormente; Wilson et al.,
anteriormente, y Bittle et al., J. Gen. Virol., 66:2347-2354 (1985). Si se utiliza la inmunizacién in vivo, los animales
puede quedar inmunizados con péptidos libres; no obstante, puede aumentar el titulo de anticuerpos antipeptidicos
por la unién del péptido a un transportador macromolecular, como la hemocianina de lapa californiana (KLH) o el
toxoide tetanico; por ejemplo, los péptidos que contienen residuos de cisteina pueden unirse a un transportador
utilizando un conector como el éster de maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), mientras que otros péptidos
pueden unirse a transportadores utilizando un agente de unién mas general, como por ejemplo el glutaraldehido. Los
animales como conejos, ratas y ratones se inmunizan con péptidos libres o acoplados a un transportador, por
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ejemplo, mediante inyeccion intraperitoneal y/o intradérmica de emulsiones que contengan alrededor de 100 ug de
péptidos o de proteina transportadora y adyuvante de Freund, o cualquier otro adyuvante conocido por estimular una
respuesta inmunitaria. Pueden ser necesarias varias inyecciones de refuerzo, por ejemplo, a intervalos de alrededor
de dos semanas, para asi ofrecer un titulo util de anticuerpos antipeptidicos, que puede detectarse, por ejemplo,
mediante el ensayo ELISA, utilizando péptidos libres adsorbidos sobre una superficie sdlida. El titulo de anticuerpos
antipeptidicos en el suero de un animal inmunizado se puede aumentar mediante la seleccion de anticuerpos
antipeptidicos, por ejemplo, a través de la adsorcién al péptido sobre un soporte sélido y una eluciéon de los
anticuerpos seleccionados mediante métodos bien conocidos en la técnica.

Los epitopos de productos de escision de los acidos nucleicos también pueden recombinarse con un gen de interés
como etiqueta del epitopo (por ejemplo, la etiqueta o etiqueta FLAG de la hemaglutinina «HA») para ayudar en la
deteccion y purificacion del polipéptido expresado. Por ejemplo, un sistema descrito por Janknecht et al. permite la
purificacion rapida de proteinas de fusion no desnaturalizadas expresadas en lineas de células humanas (Janknecht
et al.,, 1991 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8972-897). En este sistema, el gen de interés se subclona en un
plasmido de recombinaciéon de vaccinia, de tal forma que el marco de lectura abierto del gen se fusiona
translacionalmente con una etiqueta del extremo amino-terminal que consta de seis residuos de histidina. La
etiqueta sirve como dominio de unién a la matriz para la proteina de fusion. Los extractos de células infectadas con
el virus vaccinia recombinante se cargan en una columna de agarosa-acido nitriloacético-Ni*", y las proteinas
etiquetadas con histidina pueden eluirse de forma selectiva con amortiguadores que contengan imidazol.

Los anticuerpos de la presente invencién podran generarse mediante cualquier método adecuado conocido en la
técnica; los anticuerpos de esta invencion podran constar de anticuerpos policlonales. Los métodos de preparacion
de anticuerpos policlonales son conocidos por el experto en la materia (Harlow, et al., Antibodies: A Laboratory
Manual, (Cold spring Harbor Laboratory Press, 2% ed. (1988), que se incorpora en su totalidad a la presente memoria
como referencia). Por ejemplo, un polipéptido de la invencidon puede administrarse a varios animales huésped, que
comprenden de manera no limitativa, conejos, ratones, ratas, etc., para asi provocar la produccién de sueros que
contengan anticuerpos policlonales especificos para el antigeno. La administracion de los polipéptidos de la
presente invencidon podra suponer una o mas inyecciones de un agente inmunizador y, si se desea, de un
adyuvante. Pueden utilizarse diversos adyuvantes para incrementar la respuesta inmunoldgica, dependiendo de la
especie huésped, y que comprenden de manera no limitativa, el de Freund (completo e incompleto), geles minerales
como hidréxido de aluminio, sustancias activas en superficie como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones,
péptidos, emulsiones de aceite, hemocianinas de lapa californiana, dinitrofenol y adyuvantes humanos
potencialmente utiles, como BCG (bacilo Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum. Estos adyuvantes también
son bien conocidos por los expertos en la materia. En el contexto de la invencién, «agente inmunizador» puede
definirse como un polipéptido de la invencién, incluyendo fragmentos, variantes y/o derivados de éstos, ademas de
las fusiones con polipéptidos heterdlogos y otras formas de polipéptidos que se describen en la presente memoria.

Tipicamente, el agente inmunizador y/o adyuvante se inyectard en el animal mediante mdltiples inyecciones
subcutaneas o intraperitoneales, aunque también pueden aplicarse por via intramuscular y/o intravenosa (i.v.). El
agente inmunizador puede incluir polipéptidos de la presente invencion, una proteina de fusién o variantes de ésta.
Dependiendo de la naturaleza de los polipéptidos (es decir, porcentaje de hidrofobia, porcentaje de hidrofilia,
estabilidad, carga neta, punto isoeléctrico, etc.), puede ser util conjugar el agente inmunizador con respecto a una
proteina que se sepa que es inmundgena en el mamifero que esté siendo inmunizado. Esta conjugacion incluye una
conjugaciéon quimica mediante la derivacion de grupos funcionales quimicamente activos tanto hacia el polipéptido
de la presente invencidn como hacia la proteina inmunégena, de tal manera que se forme un enlace covalente, o a
través de una metodologia basada en proteinas de fusién, o bien mediante otros métodos conocidos por el experto.
Algunos ejemplos de estas proteinas inmunégenas son a titulo de ejemplo: hemocianina de lapa californiana,
seroalbumina, tiroglobulina bovina e inhibidor de tripsina de la soja. Pueden utilizarse diversos adyuvantes para
incrementar la respuesta inmunoldgica, dependiendo de la especie huésped, y que comprenden de manera no
limitativa, el de Freund (completo e incompleto), geles minerales como hidréoxido de aluminio, sustancias activas en
superficie como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite, hemocianina de lapa
californiana, dinitrofenol y adyuvantes humanos potencialmente utiles, como BCG (bacilo de Calmette-Guerin) y
Corynebacterium parvum. Otros ejemplos de adyuvantes que pueden utilizarse son el adyuvante MPL-TDM
(monofosforil lipido A, dicorinomicolato de trehalosa sintético). El protocolo de inmunizacién podra ser seleccionado
por parte de un experto en la materia sin una excesiva experimentacion.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden asimismo comprender anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos
monoclonales pueden prepararse utilizando métodos de hibridoma, como los descritos por Kohler y Milstein, Nature,
256:495 (1975) y en la patente US n° 4.376.110, por parte de Harlow, et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold
spring Harbor Laboratory Press, 2 ® ed. (1988), por Hammerling, et al., Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas
(Elsevier, N.Y., (1981)), o mediante otros métodos conocidos en la técnica. Otros ejemplos de métodos que pueden
utilizarse para generar anticuerpos monoclonales comprenden de manera no limitativa, la técnica del hibridoma con
linfocito B humano (Kosbor et al., 1983, Immunology Today 4:72; Cole et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
80:2026-2030), y la técnica del hibridoma EBV (Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Alan
R. Liss, Inc., pp. 77-96). Estos anticuerpos pueden ser de cualquier clase de inmunoglobulina, incluyendo IgG, IgM,
IgE, IgA, IgD y cualquier subcategoria de éstas. El hibridoma que produce los anticuerpos monoclonales (mAb) de
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esta invencion puede cultivarse in vitro o in vivo. La produccién de altos titulos de mAb in vivo hace que este sea el
método preferido de produccion en la actualidad.

En un método de hibridoma, un ratén, un ratdn humanizado, un ratébn con un sistema inmunitario humano, un
hamster u otro animal huésped adecuado suele ser inmunizado mediante un agente inmunizador, para asi generar
linfocitos que produzcan o sean capaces de producir anticuerpos que se uniran de forma especifica al agente
inmunizador. Como alternativa, los linfocitos podran ser inmunizados in vitro.

El agente inmunizador, por regla general, incluira polipéptidos neurales, fragmentos o una proteina de fusion de
éstos. Generalmente, si se desean células de origen humano, se utilizaran linfocitos de sangre periférica («PBL»), o
bien, en el caso de que se deseen fuentes de mamiferos no humanos, se utilizaran células del bazo o de los
ganglios linfaticos. Posteriormente, los linfocitos se fusionan con una linea celular inmortalizada, utilizando un agente
de fusién adecuado, como el polietilenglicol, para formar un hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles
and Practice, Academic Press, (1986), pp. 59-103). Las lineas celulares inmortalizadas suelen ser células de
mamifero transformadas, concretamente células de mieloma de origen roedor, bovino o humano. Tipicamente, se
utilizan lineas celulares de mieloma de ratas o ratones. Los hibridomas pueden cultivarse en un medio de cultivo
adecuado que, preferentemente, contendra una o mas sustancias que inhiban el crecimiento o la supervivencia de
las células inmortalizadas no fusionadas. Por ejemplo, si las células parentales carecen de la enzima hipoxantinall
guanina-fosforibosiltransferasa (HGRT o HPRT), al medio de cultivo de los hibridomas se afiadiran hipoxantina,
aminopterina y timidina («medio HAT»), sustancias que impiden el crecimiento de las células que carecen de
HGPRT.

Las lineas celulares inmortalizadas preferidas son aquellas que se fusionan de forma eficaz, soportan un alto nivel
estable de expresion del anticuerpo por parte de las células productoras de anticuerpos seleccionadas y son
sensibles a un medio como un medio HAT. Otras lineas celulares inmortalizadas preferidas son las lineas de
mieloma murino, que pueden obtenerse, por ejemplo, en el Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, Calif.,
EUA, o en la American Type Culture Collection, Manassas, Va, EUA. Tal y como puede inferirse a través de la
especificacion, las lineas celulares de mieloma humano y de heteromieloma ratén-humano también han sido
descritas como métodos para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001
(1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., Nueva
York, (1987) pp. 51-63).

El medio de cultivo en el que se cultivan los hibridomas puede analizarse después para determinar la presencia de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra los polipéptidos neurales de la presente invencion. preferentemente, la
especificidad de uniéon de los anticuerpos monoclonales producidos por los hibridomas se determinara por
inmunoprecipitacién, o bien mediante un ensayo de unién in vitro, como un radioinmunoensayo (RIA) o mediante un
ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA). Estas técnicas son conocidas en el sector y son asimismo
conocidas por los expertos en la materia. La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal puede, por ejemplo, ser
determinada mediante el analisis de Scatchard de Munson y Pollart, Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Después de identificar los hibridomas deseados, los clones pueden subclonarse limitando los procedimientos de
dilucién y cultivandolos con métodos estandar (Goding, anteriormente). Los medios de cultivo para este propoésito
incluyen, por ejemplo, el medio de Eagle modificado de Dulbecco y el RPMI-1640. Como alternativa, los hibridomas
pueden desarrollarse in vivo como ascitis en un mamifero.

Los anticuerpos monoclonales segregados por los subclones pueden aislarse o purificarse del medio de cultivo o del
liquido ascitico mediante procedimientos convencionales de purificacién de inmunoglobulinas, como por ejemplo
cromatografia con proteina A-sefarosa, cromatografia con hidroxiapatita, cromatografia de exclusion en gel,
electroforesis de gel, dialisis o cromatografia de afinidad.

El experto en la materia sabe que existen varios métodos para la produccién de anticuerpos monoclonales y, asi, la
invencién no estara limitada a su produccion exclusiva en hibridomas. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales
pueden elaborarse mediante métodos de ADN recombinante, como los que se describen en la patente US n°
4.816.567. En este contexto, el término «anticuerpo monoclonal» hace referencia a un anticuerpo derivado de un
solo clon eucaridtico, fagico o procariotico. El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales de la invencion puede
aislarse y secuenciarse facilmente mediante procedimientos convencionales (por ejemplo, utilizando sondas de
oligonucledtidos capaces de unirse de forma especifica a genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras de
anticuerpos murinos o a cadenas de origen humano, humanizado o de otro tipo). Los hibridomas de la invencién
sirven como origen preferido de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN puede insertarse en vectores de expresion, que
posteriormente se transforman en células huésped como células COS de simio, células de ovario de hamster chino
(CHO) o células de mieloma que, de lo contrario, no producen inmunoglobulinas, para conseguir la sintesis de
anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes.

Los métodos para producir y buscar anticuerpos especificos mediante la tecnologia del hibridoma son rutinarios y

bien conocidos en la técnica. Asi, por ejemplo, los ratones pueden ser inmunizados con un polipéptido de un
biomarcador o una célula que exprese dicho péptido. Una vez detectada la respuesta inmunitaria, como por ejemplo
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la deteccidn de anticuerpos especificos del antigeno en el suero del raton, el bazo del raton se extrae y se aislan los
esplenocitos. Posteriormente, estos esplenocitos se fusionan mediante técnicas bien conocidas con cualquier célula
de mieloma adecuada, como por ejemplo células de la linea celular SP20 disponibles a través de la ATCC. Los
hibridomas se seleccionan y se clonan mediante dilucién limitada. Los clones de hibridoma son analizados
posteriormente mediante métodos conocidos en el sector en busca de células que segreguen anticuerpos capaces
de unirse a un polipéptido de la invencion. El liquido ascitico, que suele contener altos niveles de anticuerpos, puede
ser generado mediante la inmunizacion de ratones con clones de hibridoma positivos.

En consecuencia, la presente invencion ofrece métodos para generar anticuerpos monoclonales, asi como
anticuerpos producidos mediante el método que consiste en el cultivo de un hibridoma que segregue un anticuerpo
de la invencidn, en el cual, preferentemente, el hibridoma se genera mediante la fusién de esplenocitos aislados de
un ratén inmunizado con un antigeno de la invencion con células de mieloma, y posteriormente se analizan los
hibridomas resultantes de la fusién en busca de clones de hibridoma que segreguen un anticuerpo capaz de unirse a
un polipéptido de la invencion. Los anticuerpos que detecten productos de escisién, péptidos y derivados de éstos
pueden utilizarse en inmunoensayos y en otros métodos para identificar nuevos productos de escision, asi como de
cara al uso en el diagndstico de lesiones neurales, del nivel de gravedad de las lesiones y/o de trastornos
neurologicos.

También pueden utilizarse otros métodos para la produccidon a gran escala de anticuerpos especificos para
productos de hidrdlisis. Por ejemplo, los anticuerpos también pueden generarse utilizando varios métodos de
expresion en fago conocidos en el sector; en estos métodos de expresion en fago, los dominios de anticuerpos
funcionales se muestran en la superficie de particulas de fago que transportan las secuencias de polinucleétidos que
las codifican. En una forma de realizacién concreta, ese fago puede utilizarse para expresar dominios de unién del
antigeno expresados a partir de un abanico o de una biblioteca combinatoria de anticuerpos (por ejemplo, humanos
o murinos). El fago que expresa un dominio de unién a un antigeno que se une al antigeno de interés puede
seleccionarse o identificarse con un antigeno, por ejemplo, utilizando uno etiquetado o uno unido o capturado por
una superficie sélida o una esfera. Los fagos utilizados en esos métodos suelen ser fagos filamentosos que incluyen
dominios de union fd y M13 expresados a partir del fago con dominios de anticuerpo Fab, Fv o Fv estabilizado con
disulfuro, fusionados de forma recombinante a la proteina del gen Il o del gen VIl del fago. Entre los ejemplos de
métodos de expresion en fago que se pueden utilizar para elaborar los anticuerpos de la presente invencién se
incluyen los revelados en Brinkman et al., J. Immunol. Methods 182:41-50 (1995); Ames et al., J. Immunol. Methods
184:177-186 (1995); Kettleborough et al., Eur. J. Immunol. 24:952-958 (1994); Persic et al., Gene 187 9-18 (1997);
Burton et al., Advances in Immunology 57:191-280 (1994); solicitud PCT n°® PCT/GB91/01134; publicaciones PCT
WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982; WO 95/20401; y patentes
US n° 5.698.426; 5.223.409; 5.403.484; 5.580.717; 5.427.908; 5.750.753; 5.821.047; 5.571.698; 5.427.908;
5.516.637; 5.780.225; 5.658.727; 5.733.743 y 5.969.108.

Los anticuerpos de la presente invencion tienen diversas utilidades. Por ejemplo, estos anticuerpos pueden utilizarse
en ensayos diagnosticos para detectar la presencia o cuantificar los polipéptidos de la invencidon en una muestra.
Este ensayo diagnéstico puede constar por lo menos de dos fases: una primera en la que se somete la muestra con
el anticuerpo, donde dicha muestra es un tejido (por ejemplo, humano, animal, etc.), un liquido biolégico (por
ejemplo, sangre, orina, esputo, semen, liquido amniédtico, saliva, etc.), un extracto bioldgico (por ejemplo, tejido u
homogenado celular, etc.), un microchip de proteina (por ejemplo, consulte Arenkov P, et al., Anal Biochem.,
278(2):123-131 (2000)) o una columna de cromatografia, etc.; y una segunda fase que implica la cuantificacion del
anticuerpo unido al sustrato. Como alternativa, el método puede implicar ademas una primera fase para unir el
anticuerpo, ya sea de forma covalente, electrostatica o reversible, a un soporte sélido, y una segunda fase en la que
el anticuerpo unido se expone a la muestra, tal y como se define anteriormente y a lo largo de la presente memoria.

En la disciplina se conocen diversas técnicas de ensayo diagnéstico, como ensayos de unidon competitiva, ensayos
de tipo sandwich indirectos o directos y ensayos de inmunoprecipitacion llevados a cabo en fases heterogéneas u
homogéneas (Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, CRC Press, Inc., (1987), pp. 147-158). Los
anticuerpos utilizados en los ensayos diagnosticos pueden etiquetarse con una regién detectable. La region
detectable deberia ser capaz de producir, ya sea de forma directa o indirecta, una sefial detectable. Por ejemplo, la
region detectable puede ser un radioisétopo, como 2H, 14C, 32P, o) 125I, un compuesto fluorescente o
quimioluminiscente, como el isotiocianato de fluoresceina, la rodamina o la luciferina, o una enzima, como la
fosfatasa alcalina, la beta-galactosidasa, la proteina fluorescente verde o la peroxidasa de rabano picante. Puede
emplearse cualquier método conocido en la disciplina para conjugar el anticuerpo con la region detectable,
incluyendo los métodos descritos por Hunter et al., Nature, 144:945 (1962); David et al., Biochem., 13:1014 (1974);
Pain et al., J. Immunol. Methods, 40:219 (1981); y Nygren, J. Histochem. and Cytochem., 30:407 (1982).

Kits
En otro aspecto mas, la invencion proporciona kits para ayudar en el diagndstico de las lesiones neurales, nivel de
gravedad de la lesion, localizaciéon subcelular y/o trastornos neuronales, donde los equipos pueden utilizarse para

detectar los marcadores de la presente invencion. Por ejemplo, dichos equipos pueden utilizarse para detectar uno o
mas de los marcadores descritos en la presente memoria, los cuales estaran presentes en niveles diferentes en
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muestras de un paciente y de sujetos normales. Los equipos de la invencion pueden tener muchas aplicaciones. Por
ejemplo, los equipos pueden utilizarse para diferenciar si un sujeto tiene un diagndstico negativo, ayudando asi en el
diagnéstico de las lesiones neuronales. En otro ejemplo, los equipos pueden utilizarse para identificar compuestos
que modulen la expresién de uno o mas de los marcadores en modelos animales in vitro o in vivo, para asi
determinar los efectos del tratamiento.

En una forma de realizacién, el kit comprende (a) una composicién o panel de biomarcadores; (b) una proteina
sustrato; y (c) un reactivo de deteccion. Estos equipos pueden prepararse con los materiales descritos
anteriormente, y los comentarios anteriores sobre tales materiales (por ejemplo, anticuerpos, reactivos de deteccion,
soportes inmovilizados, etc.) son plenamente aplicables a este apartado, por lo que no se repetiran. Opcionalmente
el kit puede contar ademas con columnas de centrifugado de fraccionamiento previo. En algunas formas de
realizacion, el kit puede contar ademas con instrucciones sobre los parametros de funcionamiento adecuados en
forma de una etiqueta o un prospecto aparte.

En una forma de realizacion preferida, la composicién o el panel de biomarcadores incluira por lo menos un
biomarcador seleccionado de cualquiera de los identificados por los numeros de secuencia: 10, 67, 68.
preferentemente, el panel de biomarcadores incluira por lo menos dos biomarcadores seleccionados a partir de los
numeros de secuencia: 10, 67, 68, y hasta 3 biomarcadores seleccionados a partir de los nimeros de secuencia: 10,
67, 68.

En una forma de realizaciéon adicional, la invencién incluye un kit de diagnéstico destinado a su utilizacién en el
analisis del suero que contiene antigenos del polipéptido de la invencion. El kit de diagnéstico incluye un anticuerpo
sustancialmente aislado que es especificamente inmunorreactivo con antigenos del polipéptido, y es un medio para
detectar la unién del antigeno del polipéptido al anticuerpo. En una forma de realizacion, el anticuerpo esta unido a
un soporte soélido. En una forma de realizacion especifica, el anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal. El
medio de deteccién del kit puede incluir un segundo anticuerpo monoclonal marcado. Como alternativa, o como
adicion, el medio de deteccidn puede incluir un antigeno competitivo marcado.

En una configuracion de diagnodstico, el suero problema reacciona con un reactivo en fase sélida que posee un
antigeno unido a su superficie, obtenido mediante los métodos de la presente invencion. Después de la union del
anticuerpo al antigeno especifico del reactivo y de eliminar los componentes del suero no unidos mediante lavado, el
reactivo reacciona con un anticuerpo antihumano marcado con indicador que une el indicador al reactivo en
proporcion a los anticuerpos antiantigeno que estan unidos al soporte sélido. De nuevo, se lava el reactivo para
eliminar los anticuerpos marcados no unidos, y se determina la cantidad de indicador asociada con el reactivo.
Tipicamente, el indicador es una enzima que se detecta mediante la incubacién de la fase sdlida en presencia de un
sustrato fluorométrico, luminiscente o colorimétrico adecuado (Sigma, St. Louis, Mo., EUA).

El reactivo de la superficie solida del ensayo anterior se prepara mediante técnicas conocidas para unir material
proteico a material de soporte soélido, como esferas poliméricas, tiras reactivas, placas de 96 pocillos o material de
filtracion. Estos métodos de union suelen incluir la adsorcion inespecifica de la proteina al soporte o la fijacion con
enlace covalente de ésta, tipicamente a través de un grupo amino libre, a un grupo quimicamente reactivo situado
en el soporte soélido, como un grupo carboxilo, hidroxilo o aldehido activado. Como alternativa, pueden utilizarse
placas recubiertas de estreptavidina conjuntamente con antigenos biotinilados.

Opcionalmente, el kit puede contener ademas un estandar o informacién de control, de tal forma que la muestra
problema pueda compararse con el estdndar de informacién de control para asi determinar si la cantidad de prueba
de un marcador detectado en una muestra es una cantidad diagndstica que concuerda con un diagndstico de lesion
neural, nivel de gravedad de la lesién, localizacion subcelular, trastorno neuronal y/o efecto del tratamiento en el
paciente.

En otra forma de realizacién, un kit comprende: (a) un sustrato que cuenta con un adsorbente sobre él que es
adecuado para unirse a un marcador, (b) cualquier biomarcador (hasta 3) seleccionados a partir de los
biomarcadores identificados por los nimeros de secuencia: 10, 67, 68, y (c) instrucciones para detectar el marcador
0 marcadores, poniendo una muestra en contacto con el adsorbente y detectando el marcador o marcadores
retenidos por éste. En algunas formas de realizacion, el kit puede constar de un eluyente (como alternativa o en
combinacién con instrucciones) o de instrucciones para elaborar un eluyente, donde la combinacion del adsorbente y
el eluyente permita la deteccion de los marcadores utilizando la espectrometria de iones en fase gaseosa. Estos
equipos pueden prepararse a partir de los materiales descritos anteriormente, y los comentarios sobre tales
materiales (por ejemplo, sustratos de sonda, adsorbentes, soluciones de lavado, etc.) son plenamente aplicables a
este apartado, por lo que no se repetiran.

En otra forma de realizacion, el kit puede disponer de un primer sustrato que cuente con un adsorbente sobre él (por
ejemplo, una particula funcionalizada con un adsorbente) y un segundo sustrato sobre el cual puede colocarse el
primer sustrato para formar una sonda extraible e insertable en un espectrémetro de iones en fase gaseosa. En
otras formas de realizacion, el kit puede constar de un solo sustrato en forma de una sonda extraible e insertable,
con adsorbentes sobre el sustrato. En otra forma mas de realizacion, el kit puede constar, ademas, de una columna
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de centrifugado de fraccionamiento previo (por ejemplo, columna de agarosa-azul de Cibacrén, columna de agarosa
anti-HSA, columna de exclusién por tamafio, columna Q de centrifugado de intercambio de aniones, columna de
ADN monocatenario, columna de lectina, etc.).

Opcionalmente, el kit puede comprender ademas instrucciones para los parametros de funcionamiento adecuados
en forma de una etiqueta o de un prospecto aparte. Por ejemplo, el kit puede presentar instrucciones estandares en
las que se informe a un consumidor sobre como lavar la sonda después de que una muestra haya entrado en
contacto con ella. En otro ejemplo, el kit puede tener las instrucciones para efectuar el fraccionamiento previo de una
muestra para reducir la complejidad de las proteinas presentes en ésta. En otro ejemplo, el kit puede disponer de
instrucciones para automatizar el fraccionamiento u otros procesos.

Los ejemplos siguientes se proporcionan a titulo ilustrativo y no limitativo. Aunque se han proporcionado ejemplos
especificos, la descripcion adicional es ilustrativa, y no restrictiva. Una o mas de las caracteristicas de las formas de
realizacion previamente descritas puede combinarse de cualquier manera con una o mas caracteristicas de
cualquiera de las demas formas de realizacion de la presente invencion. Ademas, muchas variaciones de la
invencion resultaran evidentes para los expertos en la materia a partir de la descripcion. Por tanto, el alcance de la
invencion no deberia determinarse en referencia a la descripcidn anterior, sino que deberia establecerse a partir de
las reivindicaciones adjuntas junto con su alcance completo de equivalencias.

Mediante la cita de diversas referencias en la presente memoria los solicitantes no admiten ninguna referencia
particular como «técnica anterior» con respecto a su invencion.

Ejemplos
Materiales y métodos
Modelo in vivo del modelo de lesiones cerebrales

En ratas, se utiliza un dispositivo de impacto cortical controlado (CCl) para modelar las LCT y generar muestras de
tejido cerebral y de LCR. Las ratas macho adultas (280-300 g) Sprague-Dawley (Harlan: Indianapolis, Ind., EUA) son
anestesiadas con un 4% de isoflurano en un gas portador de 1:1 O, /N2O (4 min.), seguido por una anestesia de
mantenimiento del 2,5% de isoflurano en el mismo gas portador. La temperatura interna corporal esta controlada
constantemente mediante una sonda termistor rectal, y se mantiene a 37+1° C colocando una almohadilla térmica de
temperatura ajustable bajo las ratas. Los animales estan montados en un marco estereotactico en posicion boca
abajo, asegurados mediante barras auriculares y de incisivos. Se practica una incision craneal en la linea media, se
apartan las partes blandas y se efectia una craneotomia unilateral (ipsilateral al lugar del impacto) de 7 mm de
diametro junto a la sutura central, a medio camino entre bregma y lambda. La duramadre se mantiene intacta sobre
la corteza. El traumatismo cerebral se produce por impacto sobre la corteza derecha (corteza ipsilateral) con una
punta de impacto de aluminio de 5 mm de diametro (insertada en un cilindro neumético) a una velocidad de 3,5 m/s,
con una compresion de 1,6 mm y un tiempo de permanencia de 150 ms (duracion de la compresion). Estas lesiones
estan asociadas con diferentes magnitudes de contusion cortical local y dafios axonales mas difusos. La velocidad
se controla ajustando la presién (N2 comprimido) suministrada al cilindro neumatico. La velocidad y el tiempo de
permanencia se miden mediante un transductor de desplazamiento de la velocidad lineal (modelo 500 HR de Lucas
Shaevitz™; Detroit, Mich., EUA), que produce una sefial analdgica registrada por un osciloscopio de
almacenamiento de la trayectoria (BK Precision, modelo 2522B; Placentia, Calif., EUA). Los animales de control con
lesiones simuladas son sometidos a procedimientos quirirgicos idénticos, pero no sufren una lesion provocada por
un impacto. Para garantizar el cumplimiento de las directrices establecidas por el Comité Institucional para el
Cuidado y el Uso de los Animales de la Universidad de Florida y por los Institutos Nacionales de Salud que se
detallan en la guia para el cuidado y el uso de los animales de laboratorio, se mantiene un cuidado adecuado tanto
antes como después de la lesion. Tal y como se describe a continuacion, se obtienen muestras de tejido cerebral de
diferentes regiones, asi como de LCR y de suero, en un maximo de 7 puntos de tiempo (6, 12y 24 horas, y 2, 3,7y
14 dias) después del CCI.

De forma similar, las lesiones multiorganicas pueden inducirse mediante sepsis en ratas utilizando métodos bien
conocidos en la técnica.

Recogida y preparacion de tejido cerebral

En los momentos adecuados (6, 12, 24, 48 y 72 h, 5 y 7 dias) tras la lesidn, los animales son anestesiados y
sacrificados inmediatamente por decapitacion. El tejido organico se retira inmediatamente, se enjuaga con PBS
enfriado en hielo y se divide por la mitad. Rapidamente se procede a diseccionar diferentes regiones (si asi se
desea), a enjuagarlas con PBS enfriado en hielo y a congelarlas inmediatamente en nitrégeno liquido, y se
mantienen congeladas a —80° C hasta que se utilizan. En el caso del analisis de transferencia Western, las muestras
cerebrales se pulverizan con un pequefio mortero sobre hielo seco, para convertirlas en un polvo fino. El polvo del
tejido cerebral pulverizado es posteriormente lisado durante 90 minutos a 4 °C con Tris 50 mM (pH 7,4), EDTA 5
mM, Triton X-100 1% (v/v), DTT 1 mM y céctel inhibidor de proteasas 1x (Roche Biochemicals). Los lisados
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cerebrales se centrifugan después a 8.000 g durante 5 min a 4° C para limpiar y eliminar los restos insolubles; a
continuacion, estos lisados se congelan inmediatamente y se almacenan a -85° C hasta que se utilizan.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS y electrotransferencia

Las concentraciones de proteinas de los lisados tisulares y del LCR se determinan con ensayos de microproteinas
en acido bicinconinico (Pierce Inc., Rockford, lll., EUA) con estandares de albumina. Las muestras con equilibrio de
proteinas se preparan para la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en un
amortiguador de carga doble que contiene: Tris 0,25 M (pH 6,8), DTT 0,2 M, SDS 8%, azul de bromofenol 0,02% y
glicerol 20% en H2O destilada. Veinte microgramos (20 ug) de proteina por linea se hacen correr en la SDS-PAGE
sobre geles de Tris 6,5%/glicina durante 2 h a 200 V. Tras la electroforesis, las proteinas separadas se transfieren
lateralmente a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) en un amortiguador de transferencia que contiene
glicina 0,500 M y Tris-HCI 0,025 M (pH 8,3) con metanol al 10% y aplicando un voltaje constante de 20 V durante 2 h
a 4° C en una unidad de transferencia semiseca (Bio-Rad).

ELISA de sandwich

Los anticuerpos monoclonales y el anticuerpo policlonal de conejo especificos frente a biomarcadores se producen
en el laboratorio. Para determinar la reactividad y la especificidad de los anticuerpos, un panel tisular es sondado
mediante la prueba de transferencia Western. Un ELISA indirecto se utiliza con la proteina recombinante del
biomarcador unida a la placa ELISA para determinar las concentraciones 6ptimas de los anticuerpos utilizados en el
ensayo. Este ensayo determina una concentracion sélida de anticuerpos antibiomarcadores para utilizar en el
ensayo. Los pocillos de la microplaca de 96 pocillos estan recubiertos con 50 ng/pocillo, y los anticuerpos
antibiomarcadores de conejo y ratéon se diluyen en serie, comenzando con una dilucion de 1:250 hasta llegar a
1:10.000 para determinar la concentracion 6ptima que debe utilizarse para el ensayo. Para evaluar los resultados, se
utiliza un anticuerpo secundario de deteccién marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP) anticonejo (o
antirratéon) y Ultra-TMB como sustrato de deteccion.

Una vez que se determina la concentracion de anticuerpos correspondiente a la sefial maxima, se establece el limite
maximo de deteccidn del ELISA indirecto para cada anticuerpo. Las microplacas de 96 pocillos estan recubiertas con
una concentracién desde los 50 ng/pocillo, y se diluyen en serie hasta <1 pg/pocillo. A efectos de deteccion, los
anticuerpos se diluyen hasta la concentracion determinada anteriormente. Esto ofrece un intervalo de sensibilidad
para los ensayos de biomarcadores ELISA, y determina qué anticuerpo elegir como anticuerpo de captura y de
deteccion.

Optimizacion y mejora de la sefial en el ELISA de sandwich: el anticuerpo de deteccion esta directamente marcado
con HRP para evitar cualquier reactividad cruzada, y asi poder mejorar la sefial con el sistema de amplificacion, que
es muy sensible. Este formato se utiliza en la deteccion de todos los biomarcadores. Los pocillos de la placa de 96
pocillos estan recubiertos con concentraciones saturadas de anticuerpo purificado (~ 250 ng/pocillo); la
concentracion del antigeno del biomarcador oscila entre los 50 ng y <1 pg/pocillo, mientras que el anticuerpo de
deteccion esta en la concentracion determinada anteriormente. Inicialmente, el complejo se detecta con un
anticuerpo secundario marcado con HRP para confirmar el formato de ELISA en sandwich, y el sistema de deteccion
es sustituido por el anticuerpo de deteccion marcado con HRP.

Se utilizan curvas estandares de biomarcadores y muestras de animales de control y con lesiones. Esto también
determina el paralelismo entre las muestras de suero y la curva estandar. Las muestras de suero se inoculan con
una dilucién en serie de cada biomarcador, de forma similar a la curva estandar; los resultados paralelos equivalen a
un 80-100% de recuperacion. Si una concentracion elevada de suero presentara sustancias interferentes, se
determinara la dilucion minima requerida para suprimir dicha interferencia. El ensayo se utiliza para evaluar los
niveles de biomarcador en suero procedente de animales con lesiones de diferentes magnitudes, seguidas a lo largo
del tiempo.

Andlisis de inmunotransferencia

Después de la electrotransferencia, las membranas de transferencia se bloquean durante 1 hora a temperatura
ambiente en leche desnatada al 5% en TBS y con Tween-2 al 0,05% (TBST); posteriormente, se incuban con
anticuerpos primarios monoclonales o policlonales en TBST con el 5% de leche (consulte la lista que aparece a
continuacion, con una dilucion de 1/1000 a 1/3000, tal y como recomienda el fabricante) a 4° C por la noche, proceso
al que le siguen cuatro lavados con TBST y una incubacién de 2 horas a temperatura ambiente con un anticuerpo
secundario unido a peroxidasa de rabano picante (quimioluminiscencia mejorada, método [ELC]) o con un
anticuerpo secundario biotinilado (Amersham), seguido de una incubacién de 30 minutos con fosfatasa alcalina
conjugada con estreptavidina (método colorimétrico). Los reactivos ECL (Amersham) se utilizan para visualizar el
inmunoetiquetado con una radiografia. Como alternativa, se lleva a cabo un desarrollo colorimétrico con un reactivo
BCIP de una fase (Sigma). El peso molecular de las proteinas intactas y de sus posibles productos de degradacion
(BDP) se evalua mediante la aplicacion de patrones de peso molecular con los colores del arcoiris (Amersham). La
evaluacién semicuantitativa de los niveles de proteinas y de BDP se lleva a cabo mediante un analisis
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densitométrico asistido por ordenador (densitdometro de mesa plana Epson XL3500 de alta resolucion) y analisis de
imagenes con el software Image J (NIH).

Identificacion de lugares de escision in vivo: para identificar los principales lugares de escision in vivo de las distintas
proteinas estructurales de la mielina y axonales propensas a la protedlisis, el tejido cerebral de varias ratas con
lesiones se extrae en el mejor momento para obtener los principales BDP. Para conseguir el maximo rendimiento, la
muestra contiene tejidos de la corteza ipsilateral, la sustancia blanca subcortical y el cuerpo calloso. El lisado de
cerebro agrupado con Triton X-100 se prepara tal y como se describe a continuacion: Recogida y preparacion de
tejido cerebral (ver anteriormente). El lisado (proteina de 5 mg) se somete a una potente cromatografia de
intercambio de aniones (1,0 mm de diametro, 10 cm de longitud) mediante el uso del sistema BioRad Dualflow
Biological. Las proteinas unidas son eluidas con un gradiente de NaCl 20-500 mM, y se recogen 30-50 fracciones.
Las fracciones que contienen las proteinas especificas y los fragmentos de interés se determinan sometiendo 20
microlitros de cada fraccion a un anélisis de transferencia Western con SDS-PAGE. De esta manera, tanto la
proteina sustrato intacta como sus principales BDP quedaran aislados. Posteriormente, estas proteinas se separan
por SDS-PAGE y se electrotransfieren a membranas de PVDF. Las bandas de proteina intacta y de BDP que ahora
quedan separadas se visualizan con una tincion con azul de Coomassie (metanol 80%, acido acético 5% y azul
brillante de Coomassie R250 al 0,05%) durante 1 minuto. La banda de BDP se recorta y se somete a una
microsecuenciacion del extremo N-terminal o a una tripsinizacidon, asi como a un andlisis de espectrometria de
masas para identificar el nuevo extremo N-terminal. La comparaciéon de la secuencia derivada del analisis
proteémico con las secuencias de la proteina de longitud completa que figura en la base de datos del proteoma de
rata mediante herramientas bioinformaticas como MASCOT, permite identificar la localizacién de los principales
lugares de escision de la proteina sustrato. Mediante este método se han identificado los lugares de escision de las
proteinas de interés (consulte la Tabla 1 y la Tabla 2).

Digestion in vitro con proteasa e identificacion de los lugares de escision

La digestion in vitro con proteasa de las proteinas tisulares purificadas (10-50 ug) con proteasas purificadas (0,1-2,5
ug) [calpaina-1 humana y calpaina-2 porcina (Calbiochem), caspasa-3, caspasa-6 y caspasa-7 recombinantes
humanas (Chemicon), catepsina B bovina (Sigma) y MMP-2 y -9 humanas (Chemicon)] se llevé a cabo con una
proporcion de sustrato-proteasa de entre 1/200 y 1/40 durante entre 2 horas y toda la noche, en un amortiguador con
HEPES 50 mM (pH 7,4) con la excepcion de la catepsina B (con la cual utilizamos MES 100 mM, pH 5,5). También
se afadié ditiotreitol 10 mM para las cisteinproteasas (calpainas, caspasas y catepsina B), pero no MMP. Ademas,
se afadio EDTA 1 mM para caspasas, asi como CaCl; 2 mM en exceso. La reaccién de las proteasas se detiene
mediante la adicion de un coéctel inhibidor de proteasas (Roche). El lisado cerebral digerido se somete a
inmunoprecipitacion y a la identificacion de los lugares de escisidn, tal y como se describe anteriormente. El patron
de escision in vitro de la proteina de mielina o axonal especifica objeto de interés se compara directamente con el
patrén de escision in vivo provocado por las LCT mediante el analisis de transferencia Western (10 ug).

Preparaciéon de nuevos anticuerpos especificos de fragmento, desarrollo del ELISA y utilizaciéon
(a) generacion de anticuerpos policlonales especificos de fragmento

Una vez que puede identificarse el nuevo extremo N-terminal de un BDP, es posible generar anticuerpos especificos
de fragmento utilizando nuestra técnica establecida y Unica.

TBDP-26 KdA ARVAGVS121 *K 122 DRTGN ARVAGVS- coon; SEC ID n°: 147
SEC ID n°: 146 nH2—KDRTGNDE ~ SEC ID n°: 148

Utilizando la proteina tau como ejemplo, ésta cuenta con un unico lugar de escision (ARVAGVS121"K122 DRTGN); el
péptido sintético NH2-Cis-Cs-ARVAGVS.coon Y (nH2 -KDRTGNDE-Cs-Cis-OH) basado en el nuevo extremo C o N-
terminal de los dos tau-BDPs-26 kDa se elaboran a medida (California Peptide, Napa, Calif., EUA). Se introducira un
conector Cg y una cisteina [C] en el extremo C-terminal para la posterior unién del péptido a la proteina hemocianina
de lapa californiana (KLH), utilizando un reactivo de enlace por entrecruzamiento Sulfolink (Pierce). Tras determinar
la eficacia de la union, los péptidos se dializan y se concentran, y se utilizardn 2 mg de proteina conjugada para las
inyecciones multiples de antigenos en 2 conejos. Transcurridos 3 meses, se recogen las muestras de suero de los
conejos y se someten a una purificacion de afinidad utilizando NH2-Cis-Cs-ARVAGVS_coon 0 (nH2-KDRTGNDE-Cs |
Cis-OH) acopladas con resinas de enlace Sulfolink (Pierce). El anticuerpo sometido a una purificacion de afinidad se
dializa con TBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM), se concentra y se almacena en glicerol al 50% y a -20°C.
La confirmacion de la especificidad de los anticuerpos para tau-BDPs-26 kDa se efectia realizando comparaciones
de transferencia Western con los BDP evaluados con un anticuerpo monoclonal para totalizar la all-espectrina tras la
exposicion de ratas con LCT leves y moderadas, asi como los lisados celulares o cerebrales digeridos por diferentes
proteasas (como calpaina o caspasas), una técnica que se ha utilizado anteriormente. Asimismo, también pueden
generarse anticuerpos monoclonales.

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2367311713

(b) Desarrollo y utilizacion del sistema ELISA especifico de fragmento

Para ilustrar el método de preparacion del inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) especifico de un fragmento, se
utiliza tau-BDP-26 kDa a titulo de ejemplo: la primera prueba de transferencia Western se utiliza para confirmar la
inmunorreactividad de los anticuerpos monoclonales comerciales que reconocen la proteina tau de rata y sus BDP
(Cedarlane, clon de tau-1), asi como los anticuerpos policlonales antitau-BDP-26 kDa. Se utilizan 10 pg/ml del
anticuerpo policlonal antitau-BDP-26 kDa como anticuerpo de captura para recubrir los pocillos de la microplaca
ELISA de 96 pocillos con amortiguador de carbonato-bicarbonato 0,1 M y pH 9,8 durante la noche. Después de
enjuagar tres veces cada pocillo con 200 pl de PBS con Tween 20 al 0,05%, las localizaciones no especificas se
bloquean con un amortiguador de bloqueo (BSA 0,1%, Tween 20 0,05% en PBS) durante 1 hora a temperatura
ambiente. El lisado de tejido cerebral (1-25 ug) o las muestras de LCR (2,5-10 pl) de animales de control y LCT se
diluyen con un amortiguador de bloqueo hasta los 100 pl, y se afiaden a cada pocillo. La placa se incuba en un
agitador a 150 rpm, a 26 °C entre 30 minutos y 2 horas. Después de enjuagar tres veces cada pocillo con 200 pl de
PBS con Tween al 0,05%, los pocillos seran sondados con anticuerpos monoclonales comerciales de deteccion que
reconocen la proteina tau de rata y su anticuerpo especifico de fragmento de los BDP a 1 yg/ml con amortiguador de
bloqueo (100 pl) y se incuban a 150 rpm, a 26 °C durante 30-60 minutos. Las fases de lavado se repiten, y la placa
se expone a los anticuerpos secundarios acoplados a la HRP (1/20.000) (Pierce) lavada de nuevo antes de
desarrollarse con 100 pl de solucion de sustrato TMB (reactivo de peroxidasa ABC ultrasensible, Pierce) (prod. de
Pierce n°® 34028), con incubacion a 150 rpm, a 26 °C durante 5-30 minutos. Tras la adicién de 50 ul de solucion de
parada (1 NH2SO4) a cada pocillo (5 min), la placa se leera a OD4sp nm con un espectrofotdmetro. Este formato de
ELISA de sandwich detecta de forma selectiva la proteina tau-BDP-26 kDa, pero no la tau intacta u otros productos
BDP presentes en las muestras bioldgicas.

Ejemplo comparativo 1: deteccion de proteinas neurales sometidas a un ataque proteolitico 48 horas después de
una lesion cerebral traumatica (LCT) en ratas

La LCT fue provocada en roedores tal y como se ha descrito anteriormente. Tras 48 h después de la LCT, de la
operacién simulada o en ratas sin tratamiento previo, se tomaron muestras de LCR que se analizaron para detectar
la presencia de cinco nuevos marcadores de proteinas neurales (NF-H (A), NF-L (B), tau (C), APP (D) y Bl
espectrina (E) (FIG. 2), y fueron identificadas como vulnerables ante un ataque proteolitico endégeno, generando
productos mayores de degradacién (BDP) en el hipocampo ipsilateral. También se analizaron muestras de la corteza
ipsilateral, que mostraron unos patrones de protedlisis muy similares. Estos BDP unicos, cuando se acumulan en los
liquidos bioldégicos como LCR y sangre, pueden ser facilmente detectables mediante técnicas inmunoldgicas, como
transferencia Western o ELISA y, por ende, son excelentes marcadores de diagndstico de lesiones o estrés de
organos especificos (cerebro, médula espinal o nervio periférico) (FIG. 1).

Ejemplo comparativo 2: deteccién de proteinas de mielina sujetas a un ataque proteolitico 48 horas después de una
lesion cerebral traumética (LCT) en ratas

La LCT fue provocada en roedores tal y como se ha descrito anteriormente. Tras 48 h posteriores ala LCT o de la
operacion simulada o en ratas no expuestas, se tomaron muestras de LCR que se analizaron para detectar la
presencia de dos nuevos marcadores de proteinas de vainas de mielina (MBP y MOSP) (FIG. 3), y fueron
identificadas como vulnerables ante un ataque proteolitico enddgeno, generando productos mayores de
descomposicion (BDP) en el hipocampo ipsilateral. También se analizaron muestras de la corteza ipsilateral, que
mostraron unos patrones de protedlisis muy similares. A partir del Unico lugar de escisiéon hallado en la MBP
(DENPVVHFF114"K11sNIVTPP), se han generado anticuerpos policlonales y monoclonales que detectan
especificamente el nuevo extremo N-terminal (NH2-KNIVTPP) de los MBP-BDP de 12 kDa y 10 kDa (FIG. 4). Estos
BDP unicos, cuando se acumulan en liquidos biolégicos como el LCR o la sangre, son excelentes marcadores de
diagnostico para lesiones o estrés especificos de 6rganos (cerebro, médula espinal o nervio periférico), y pueden
detectarse mediante técnicas que utilizan herramientas de anticuerpos especificos de fragmentos, como las que se
describen en la FIG. 4, a través de la prueba de transferencia Western o ELISA.

Ejemplo comparativo 3: Detecciéon de proteinas sinapticas (sinaptotagmina y sinaptojanina-1) degradadas en la
corteza y/o el hipocampo de rata 48 horas después del LCT en ratas

La LCT fue provocada en roedores tal y como se ha descrito anteriormente. 48 h después de la LCT, de la operacion
simulada o en ratas no expuestas, se tomaron muestras de LCR que se analizaron para detectar la presencia de
cinco nuevos marcadores de proteinas sinapticas. La sinaptotagmina y (parte superior) y la sinaptojanina-1 (parte
inferior) (FIG. 5), fueron identificadas como vulnerables ante un ataque proteolitico endégeno, generando productos
mayores de degradacion (BDP) en el hipocampo ipsilateral. También se analizaron muestras de la corteza ipsilateral,
que mostraron unos patrones de protedlisis muy similares. Estos BDP unicos, cuando se acumulan en los liquidos
biolégicos como LCR y sangre, son detectados mediante técnicas inmunoldgicas, como transferencia Western o
ELISA vy, por ende, son excelentes marcadores de diagndstico para lesiones o estrés de 6rganos especificos
(cerebro, médula espinal o nervio periférico) (FIG. 1).
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Ejemplo comparativo 4: Deteccién de la escisién de las proteinas cardiacas troponina-T2 y troponina-132 por las
proteasas calpaina-2 y calpaina-3, que da lugar a productos de degradacion Unicos

El estrés cardiovascular, la insuficiencia cardiaca o la isquemia cardiaca provocan la sobreactivacién de proteasas
como la calpaina y la caspasa-3. En la presente memoria se utilizan isoformas cardiacas humanas purificadas de
troponina T2 y troponina 13, sujetas a la incubacion in vitro con calpaina y/o caspasa-3. Hallamos que ambas
troponinas son vulnerables ante ataques proteoliticos (FIG. 6), generando productos mayores de degradacion (BDP)
en el proceso. Cabe esperar que se produzcan los mismos BDP tanto en animales como en seres humanos con
lesiones o estrés de tipo cardiaco. Estos BDP unicos, cuando se acumulan en los liquidos biolégicos como LCR y
sangre, pueden ser facilmente detectables mediante técnicas inmunolégicas, como transferencia Western o ELISA y,
por ende, son excelentes marcadores de diagnéstico para lesiones o estrés especificos de érgano (corazoén) (FIG.

1).

Ejemplo 5: Deteccidn de lugares no evidentes y Unicos de escision de las principales proteinas organicas o tisulares
en animales estresados o con lesiones, o durante la incubacién in vitro con proteasa

Utilizando los métodos descritos anteriormente y similares a los establecidos en los ejemplos 1-3, se han identificado
por lo menos 43 lugares no evidentes y unicos de escision de las principales proteinas organicas o tisulares (Tabla
2; numeros de secuencia: 1 -148). Los lugares de escisidon exactos permiten la sintesis de péptidos que imitan al
nuevo epitopo del extremo C-terminal o del extremo N-terminal, y éstos pueden utilizarse posteriormente para
generar anticuerpos especificos de fragmento u otros agentes de captura o deteccion. Estos BDP Unicos, cuando se
acumulan en los liquidos bioldgicos como LCR y sangre, pueden ser facilmente detectables mediante los métodos
descritos en la presente memoria, como por ejemplo técnicas inmunoldgicas, como transferencia Western o ELISA y,
por ende, son excelentes marcadores de diagndstico para lesiones o estrés especificos de érgano (corazén) (FIG.

1).

Otras formas de realizacion

Debe apreciarse que, aunque la invencién se ha descrito conjuntamente con su descripcion detallada, la descripcion
anterior estd destinada a ilustrar dicha invencion y no limitar su alcance, que es definido por el alcance de las

reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan comprendidos en el alcance de las
reivindicaciones siguientes.
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val

Met

val

GIn

Phe

ASp
15

ASp
15

Glu
1s

Glin
15

Glu
15

Phe
15



Rattus rattus

<211> 15
<212> PRT
<213>

<400> 70
Lys Asn Ile
1

<210> 71
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 71
LYS Ser Arg
1

<210> 72
<211l> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 72
Ala val Arg
1

<210> 73
<211l> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 73
Asn Ala Glu
1

<210> 74
<«21i> 15
«212> PRT
<213> Homo
<400> 74
ser Ala Ala
1

<210> 75
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 75
Gln Ala Glu
1

<210> 76
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo

val Thr
5

sapiens

rhe Thr
5

sapiens

Ala Ala
5

sapiens

Glu Trp
5

sapiens

LYs Ash
5

sapiens

Glu Trp
5

sapiens

Pro

val

LysS

rhe

Thr

Phe
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Pro

The

ASp

Lys

ASp

Lys

Arg

Glu

Glu

Ser

Ala

Cys

Thr

sSer

val

Arg

val

Arg

64

Pro
10

Ala
10

ser
10

Phe
i0

Arg
10

TYr

Pro

ala

Glu

Thr

Ala

Ala

Pro

LYyS

Ser

val

Ala

Lys

ser

Asn

Arg

Leu

LYsS

Leu

Gin

Thr

Arg

Thr

ASD

Thr

Gly
15

ASp
15

Leu
15

Glu
15

clu
15

Glu
15



<400> 76
Ala 6lu Gln
1

<210> 77
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 77

Ala Leu Lys
1

<210> 78
<211> 15
<212> PRT
<213> HOmo
<400> 78

Asn Met His
1

<210>
<21l>
<212>
<213>

<400

79
15
PRT
Homo

79

Ala ala Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

80
15
PRT
Homo

BO

ser Ala Met
1

<210> 81
<211> 15
<Z212> PRT
<213> Homa
<400> 81

arg Glu 1le
1

<210>
<21l>
<212>
<213>

<400>

B2
15
PRT
HOmO

82

ASN LyS
5

sapiens

Glu Ile
5

sapiens

Gin Ala
5

sapiens

Ala Lteu
5

sapiens

ser Arg
5

sapiens

Lys Asp
5

sapiens

Glu

Arg

Glu

val

Pro

teu
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Ala

ser

Glu

Gly

Ile

Lys

ile

Gln

Trp

Gly

Ije

Leu

Arg

Leu

Phe

Leu

His

Lys
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ser Ala Lys
10

Glu Ser His
10

Lys Cys Arg
10

Gly Gly Tyr
10

phe Gly Ser

10

val Met Asp
10

Glu

ser

Tyr

Met

ASp

l.eu

Glu

ASD

Ala

Leu

Tyr

Arg

Gln
15

15

Gly
15

Glu
15

Gly
15



Lys Phe Lys Arg Ero Pro
i

<210> 83

<211> 15

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<4D00> 83

pro Pro Leu Ile gro Pro
1

<210> B84

«211> 15

<212> PRY .
<213> Homo sapiens

<400> B4

rhe Asp Asp Ile gis Arg
1

<210> 85

<211> 15

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 85

GIn Ala Ala Gly His val
1 S

<210> 86
<211> 16
«212> PRT
<213> Rattus rattus

<400> 86

LYs Asp Arg Thr gly AsSn
1

<210> 87

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 87
Glu Asp Glu Ala §1a Gly
1

<210> B8

<211> 15

«212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88
Lys Ser Lys Asp Gly Thr
1 5
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Leu

Lys

Lys

Thr

AsSp

His

Gly

Arg

e

Arg

GIn

Glua

val

Arg

Pro

Met

Ala

LyS

Thr

ser AsSp
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val
10

Glu
10

Glu
10

Arg
10

Gin
10

ASP
10

Arg

Gly

LYS

val

Ala

ala

LyS

val

Glu

ASpD

Ala

LYS

Arg

Lys

ser

Arg

Leu

Gly

Gly

Met

Ala

Ala

val

Leu

val

Ala

val

Lys

ASp
15

ASp
15

Glu
15

Ser
15

ASp
15

ser
15

Gly
15

Gly



89
15
PRT
Homo

89

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
aAla Lys Gly
1

<210>
<21l>
<21iz2>
<213>

<400>

80
15
PRT
Homo

90

Ala Pro Pro
1

91
15
PRT
Homo

91
Gly Gly Gly
1

<210>
<21i>
<212>
<213>

<400>

<210>
211>
<212>
<21l3>

<400>

92
15
PRT
Homo

92

Glu Asn Ala
h

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

93
15
PRYT
Homo

93

Gly val Ser
1l

<210>
<21l1l>
<212>
<213>

<400>

94
15
PRT
Homo

94
Leu Gly Arg
1

<210>
<«?21i>

95
1s

sapiens

Ala gsp Gly

sapiens

Gly §1n LYs

sapiens

Asn %ys Lys

sapiens

Lys Ala Lys
5

sapiens

Ala G¢ln val
5

sapiens

His Glu Asn
5
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Lys Thr

Gly GlIn

Ile Glu

Thr Asp

GIn Lys

ala Ile

Lys

Ala

Thr

His

Gln

Lys

67

Ile
10

Asn
10

His
10

Gly
10

Arg
10

Tyr

Ala Thr Pro Arg Gly

15

Ala Thr Arg Ile Pro

15

Lys Leu Thr Phe ggg

His
15

ala ¢lu Ile val

Ala Arg Glu bLeu Gly
15

teu Gly Glin Asp Tyr
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<212> PRT .

<213> Homo sapiens

<400> 95

Arg Gly Ser Thr Ala Gly Gly Cys Arg Asn Tyr Pro Asn Thr phe
1 5 10 15
<210> 96

<21l> 15

<212> PRT )

<213> Homo sapiens

<400> 96

Trp Met Asn Pro Gln Tyr teu Ile Lys Leu Glu Glu Glu Glu Glu
1 5 10 15
<210> 97

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 97

Leu Met Ala 6lu Glu val Gln Ala val GIn Gin Gln Glu val Tyr
1 5 10 15
<210> 98

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 98

Gly Ala Met Pro Arg Asp Glu Thr Asp Ser Lys Thr ala Ser Pro
1 5 10 15
«210> 99

<21l> 15

<212> PRT

<Z13> Homo sapiens

<400> 99

Leu Met Ala Glu Glu val Gln Ala val Gln GIn Gin Glu val Tyr
1 S 10 135
<210> 100

<2il> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 100

Gly Met Met Pro Arg Asp Glu Thr Asp Ser Lys Thr Ala ser Pro
1 5 10 15
<210> 101

<Z21l> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 101

Arg ser Leu Gln Gln Leu Ala Glu Glu Arg Ser Gln teu Leu Gly
1 35 10 15
<210> 102

<211> 15 -

<212> PRT .

<213> Homo sapiens

<400> 102

ser Ala His Glu val GIn Arg Phe His Arg Asp Ala Asp Glu Thr
1 5 10 15
<210> 103

<211> 15

<212> PRT .

<213> Homo sapiens

<400> 103

G6In G1n GIn Glu val Tyr Gly Met Met Pro Arg Asp Glu Thr Asp
1 5 10 15
<210> 104

<211> 15

«212> PRT

<213> Homop sapiens

<400> 104

Ser Lys Thr ala Ser Pro Trp.Lys Ser Ala Arg Leu Met val His
1 5 10 is
«210> 1035

<211> 1%

<212> PRT

<213> nomo sapiens

<400> 105

Arg Glu Ala Phe Leu Asn Thr Glu Asp Lys Gly Asp Ser Leu ASp
1 S 10 15
«210> 106

<21l> 15

<212> PRT

<213> #omo sapiens

<400> 106

ser val Glu Ala Leu ITe Lys Lys His Glu Asp Phe Asp Lys Ala
1 5 10 15
<210> 107

<21l> 15

<212> PRY

<213> Homo sapiens

<400> 107

Ser Ser Glu Gln Ile Met Lys Thr Gly Ala Leu teu Leu Gin Gly
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1

<210> 108
<211> 15
<21?2> PRT
<213> Homo
<400> 108
phe Ile Gin
1l

<210> 109
<211l> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 109

Glu Asn GIn
1

<210> 110
<211> 15

<212> PRT
<213> HOmD

<400> 110

ser Gln Ala
i

<210> 111
<211> 15

<212> PRT
<213> Homo

<400> 111

Ala GlIn Ala
1

<210> 112
<211> 15

<212> PRT
<213> Homo

<400> 112

Ser Lys Arg
1

<210> 113
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 113

Leu Pro Ala
1

sapiens

ASp Arg
5

sapiens

mMet Glu
5

sapiens

¢in Ala
5

sapiens

Leu Ser
5

sapiens

Leu Thr
5

sapiens

Glu Glin
5

Ala

val

Leu

Glin

val

Gly
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Gly

Arg

Ser

Glu

GIn

ser

Arg

Lys

Gin

Gly

Thr

Pro

Met

LysS

Glu

Lys

Lys

Arg

70

10

Gly
10

Glu
10

Gly
10

ser
10

Phe
10

Met
10

Gly

Ile

LyS

Thr

Met

Ala

Glu

Glu

sSer

ASp

Glu

Glu

Ala

Glu

Thr

Glu

Lew

Thr

Pro

Leu

Glu

val

L.eu

val

15

Glu
15

Glin
15

Asp
15

ASD
15

Glu
15

ASD
15



<210> 114
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo
<4Q0> 114
Thr ser Glu
1

<210> 115
<2il> 15
212> PRT
<213> Homo
<400> 115
Lys Lys Glu
i

<210> 116
<231l> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 116
Gin Glu Gly
1

<Z210> 117
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 117
Thr Asp Glu
1

<210> 118
<21i> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 118
Met Glu Leu
1

<210> 119
<21l> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 119
Met Glu Leu
1

<210> 120
<«21l> 15
<212> PRT

sapiens

Met val
5

sapiens

Ile Glu
5

sapiens

Lys Ser
5

sapiens

val Asp
5

sapiens

Leu Glu
5

sapiens

Leu Glu
5
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Asn Gly

Glu Leu

Thr Asp

ser Lys

Pro Leu

Pro Leu

Ala

GIn

Glu

Arg

AsSn

Asn

Thr

Ser

val

Leu

Gl

Glu

71

Glu GIn
10

Gin Ala
10

ASp Ser
10

Thr val
10

Arg Lys
10

Arg Lys
10

Arg

GIn

Lys

Gln

His

His

Thr

Ala

Arg

Thr

Asn

Asn

Ser

Leu

Leu

LYyS

Leu

Leu

Ser
15

Ser
15

Thr
15

Phe
15

lLeu
15

Leu
15



<213>
<400>

i

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

<210>
<211>
«21Z2>
<213»>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Homo sapiens

120

ala ser Lys Glu §1e

121

15

PRT i
Homo sapiens

121

Ile Cys Ser Asp ?Sp

122

15

PRT .
Homo sapiens

122

Gly Ala Thr ala g?a

123

15

PRT

Mus musculus

123

val Thr Ala Ser ghr

124

15

PRT

Mus musculus

124

Gly Ser Asn Arg gsp

125

15

PRT

MUS mMUSCUIUuS

125

Cys Pro ser Ser FS’FO

126

15

PRT

Mus musculus

126

His

Glu

Ala

Glu

Pro

Cys

Gln

Leu

Arg

ASH

Leu

ser
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Phe

Gly

Lys

Leu

Gly

Ser

AsSn

Ser

clu

val

ASp

va'l

72

Arg
10

Glu
10

val
10

Pro
10

Phe
10

Thr
10

ASp

Glu

Ile

ASD

phe

alta

val

ASD

Arg

Tyr

Glu

sSer

Glu

Gly

ASn

Trp

val

Thr

ASp Glu
15

Phe ASPp
15

Lys Ile
15

Ile Asp
15

Glu Ser
15

Glu Asn
15



teu val Pro Asp Eyr
1

<210> 127

<«211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 127

Lys Pro Glu Asn Leu
1 5

<210> 128

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 128

Leu Lys.ITe Ala Asp
1 S

<210> 129

<21l> 15

<212> PRY

<213> Mus musculus

<400> 129

ser Lys Ile val Glu
1 . 5

<210> 130

<21l> 15

<212> PRT

<Z213> Mus musculus

<400> 130

Thr Pro Gly Tyr Cys
1 5

<210> 131

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 131
Thr Glu Ile ala Asp
1 5

<210> 132

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400 132

Lys Phe Lys Arg Pro
1 5

Trp

Leu

phe

His

Ala

Leu

Thr
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Ile Asp

Tyr Ala

Gly Leu

Gln val

rro Glu

The Gln

Leu Arg

Gly

Thr

ser

Leu

ile

LyS

ATg

73

ser Asn
10

Pro Ala
10

Lys Ile
10

Met Lys
10

Leu Arg
10

Ile Phe
1.0

val Arg

Arg

Pro

val

Thr

Gly

ASD

Ile

Asp

ASp

Glu

val

Cys

Leu

ser

Pro

Ala

His

cys

Ala

Arg

ala

Leu
15

Pro
15

Gin
15

Gly
15

Tyr
15

Gly
15

ASD
15
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<210> 133

<211> 15

<212> PRT i

<213> Homo saptiens

<400> 133

Met Glu Glu Ser Lys Pro Lys Pro Arg ser phe Met Pro Asn iLeu
1 5 10 15
<210> 134

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 134

val Pro Pro Lys Ile Pro Asp Gly Glu Arg val Asp Phe Asp Asp
1 5 10 15

<210> 135
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 135

pro Asn Leu val Pro Pro Lys Iie Pro ?gp Gly Glu Arg val ??p
1 5

<210> 136

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<A00> 136

Phe Asp Asp 1le His Arg Lys Arg Met Glu Lys Asp Leu Asn Glu
1 5 10 15

<210> 137

<21l> 6

<212> PRT

<213> Bos taurus
<400> 137

Eys val Glu Asp g?u Lys

<210> 138

<213> B

<212> PRT

<213> BeS taurus
<400> 138

ser Ser Glu et ?1u Glu ala teu
1

«<210> 139
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<211l> 6

<212> PRT

<213> BOS taurus
<400> 139

Lys Lys Ser Pro \Sla'l
1

<210> 140

<211l> 7

<212> PRY

<213> BOS taurus

<400> 140

Ala Thr Ala Pro Glu
1 5

<210> 141

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 141

His Leu Ser Asn val
i S
<210> 142

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 142

ser Pro GIn Leu Ala
1 5
<210> 143

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 143

Met Glu Asp His Ala
1 s
<210> 144

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 144

Gin Gly Gly Tyr Thr
1 5
<Z210> 145

<21]l> 13

212> PRT

<Z13> Homo sapiens
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LyS

Leu Lys

ser ser Thr Gly Ser Ile Asp Met val Asp

10 15

Glu val Ser Ala Ser Leu
10 15

Thr Leu Ala ASD

Gly Thr Tyr Gly sp

Leu Gly Asp Arg Lys A
10 15

Met His Gin Asp ASp

Gly Glu Gly Asp Thr
10 15
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<400> 145

Ala arg val Ala gTy val ser Lys Asp ggg Thr Gly Asn
1

<210> 146

<2il> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 146

iia arg val Ala g?y val ser

<210> 147

«211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 147
iys asp arg Thr §1y ASn Asp Glu

<210> 148

<21il> 16

<212> PRT .
<213> Rattus norvegicus
<400> 148

Asp Glu Asn Pro val val His pPhe Phe Lys Asn Ile val Thr Pro Pro
1 5 10 15

<210> 149

<21l> 7

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus
<400> 149

iys Asn Ile val Thr Pro Pro
5

76



10

15

20

25

30

35

40

ES 2367311713

REIVINDICACIONES
1. Método in vitro para determinar la presencia de una lesion neural en un sujeto, que comprende detectar por lo
menos uno o mas productos de degradacion proteolitica de una proteina asociada a microtibulos (MAP) MAP-2A,
MAP-2B, MAP2C o MAP-2D en una muestra de tejido o liquido en contacto con tejido neural lesionado, en el que
una cantidad detectable de dichos por lo menos uno o mas productos de degradacion de MAP es indicativa de una
lesion neural en dicho sujeto cuando dicha cantidad es superior a la de los sujetos normales sin lesién neural.

2. Meétodo segun la reivindicacion 1, en el que el producto de degradacion es un producto de escision de SEC ID n°:
10.

3. Método segun la reivindicacion 2, en el que el producto de degradacion puede obtenerse mediante la escision
con calpaina o caspasa.

4. Método segun la reivindicacion 1, en el que la lesion neural es una lesién cerebral traumatica (LCT).
5. Método segun la reivindicacion 1, en el que la muestra de liquido es liquido cefalorraquideo (LCR) o sangre.
6. Método segun la reivindicacion 1, en el que la muestra tisular es tejido cortical del hipocampo.

7. Método segun la reivindicacion 1, en el que los productos de degradacién de la MAP son detectados utilizando
un inmunoensayo.

8. Método segun la reivindicacion 7, en el que el inmunoensayo es un ensayo ELISA.

9. Método segun la reivindicacion 1, en el que los productos de degradacién de la MAP son detectados utilizando
una matriz de biochip.

10. Método segun la reivindicacion 9, en el que la matriz de biochip es una matriz de chip de proteina.
11. Método segun la reivindicacion 9, en el que la matriz de biochip es una matriz de acido nucleico.

12. Método segun la reivindicaciéon 9, en el que los productos de degradacion de la MAP se inmovilizan sobre la
matriz de biochip.

13. Método segun la reivindicacion 12, en el que los productos de degradacion inmovilizados son sometidos a una
ionizacion por laser para detectar el peso molecular de los productos de degradacion.

14. Método segun la reivindicacion 13, en el que el peso molecular de dichos uno o mas productos de degradacion
se analiza frente a una intensidad umbral que se normaliza con respecto a la corriente i6nica total.

15. Método segun la reivindicacion 14, en el que la transformacioén logaritmica es utilizada para reducir los intervalos
de intensidad maxima para limitar el nimero de productos de degradacion detectados.
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tumor organico
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FIGURA 1
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{A) NF-H (B) NF-L
1y ~atural simulada LCT-48h Natural simulada LCT-48 h

gy T XY = - NF-H (200 kDa)
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FIGURA 2A-2E
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(A) MBP Natural simulada LCT

B
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FIGURA 3A-3B
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Natural simulada LCT

sinaptojanina

65
kDa

L3

':.M!.-.-‘;. 30 k02

Productos de
'. ) degradacion

NI
\ Productos de
degradacion

FIGURA 5
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Tn.13 (24 kDa)

FIGURA 6
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+Calpaina-l

/_/,-—] +Calpaina-l
tiempo ‘ _/fe—nm
RN TR o o S pe e i

Western Blot con anticuerpo anti-Troponina T
Bandas utilizadas para la secuenciacién del
extremo N-terminal

B: A EQKRGKRATGR TnT1
Troponina T-1, Esquelético lento, 278 aa

Troponina T-3, I
Esquelético rapido, A AgPKIPEGEK-ThT3*
258 aa

FIGURA 7
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