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DESCRIPCION
Importina 9 como biomarcador para la esquizofrenia
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para diagnosticar o monitorizar la esquizofrenia o una predisposicién a
ella.

Antecedentes de la invencion

La esquizofrenia es una enfermedad neuropsiquiatrica polifacética con una aparicion y etiologia impulsadas por una
compleja interaccién de factores genéticos, de desarrollo, nutricionales y ambientales. Afecta al menos al 1% de la
poblacién mundial y cuesta cientos de miles de millones de ddlares en atencién sanitaria e ingresos perdidos.

El diagndstico actual de la esquizofrenia y otros trastornos psicoticos es subjetivo, debido al amplio espectro de
sintomas, su superposicion con otros trastornos y la falta de ensayos empiricos especificos de la enfermedad. Una
mayor comprension de las vias moleculares afectadas seria un paso importante hacia la mejora de las pruebas
diagndsticas, el desarrollo de nuevos tratamientos pre-sintomaticos y la evaluacion de la eficacia de intervenciones
preventivas.

El documento WO 2008/090319 describe un método de diagndstico o monitorizacién de un trastorno psicético o la
predisposicién a él, que comprende medir, en una muestra tomada de un sujeto, el nivel de un biomarcador selec-
cionado de precursor de clusterina, inhibidor de la inter-a-tripsina, IgM, apolipoproteina A2 y glicoproteina alfa-2-HS.
El documento WO 2008/107700 describe el uso de un biomarcador peptidico que es una a-defensina, o uno de sus
fragmentos, como un biomarcador para la esquizofrenia o un trastorno depresivo importante, o para la predisposi-
cion a ellos.

Sumario de la invencién

Utilizando una plataforma de protedmica global basada en tecnologia nano-LC-MS/MS mono- y bi-dimensional se
han identificado biomarcadores proteinicos de enfermedades para la esquizofrenia. Se realizaron dos estudios, utili-
zando muestras de suero tomadas de pacientes en los que se habia detectado por primera vez la esquizofrenia y
que no habian recibido tratamiento con farmacos y controles sanos.

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invenciéon comprende el uso in vitro de importina 9 como un biomar-
cador para la esquizofrenia, o para la predisposicion a ella. En una realizacién, la invencién comprende adicional-
mente el uso de uno o mas péptidos adicionales seleccionados de NALPS8, proteina S dependiente de la vitamina K,
alfa-1-antiquimotripsina, lumican, helicasa, relacionado con haptoglobina, miembro 1B de la familia C similar a
ANKRD26, proteina 2B que contiene el dominio AAA de la familia de la ATPasa, proteina C90rf93 no caracterizada,
globulina de unioén a tiroxina, miembro A1 de la familia que contiene el dominio mano EF, semialdehido sintasa alfa-
aminoadipica mitocondrial, 1-fosfatidilinositol-4,5-bifosfato fosfodiesterasa gamma-1, carboxipeptidasa 2 citosolica,
alfa-1-antiquimotripsina, proteina FLJ36157 no caracterizada, atractina, rootletin, componente 7 del complemento,
afamina, proteina similar a la quinesina, polifADP-ribosa]polimerasa 1 (PARP1), region de la cadena C de Ig gamma-
1, paraoxonasalarilesterasa 1 sérica, cadena H2 pesada del inhibidor de inter-alfa-tripsina, cadena H4 pesada del
inhibidor de inter-alfa-tripsina, apolipoproteina C-lll, proteina de zona del embarazo, cofactor 2 de la heparina, sub-
componente C1r del complemento, como un biomarcador para la esquizofrenia o para la predisposicion a ella.

En una realizacion, la invencién comprende adicionalmente el uso de uno o mas péptidos adicionales seleccionados
de proteina ligasa E3 de ubiquitina LRSAM1, Ig mu, factor 13 de coagulacion, apolipoproteina C1, apolipoproteina D,
serina/treonina-proteina quinasa, miembro 6 de la subfamilia B del casete de unién a ATP mitocondrial, proteina
ligasa E3 de ubiquitina, haptoglobina, proteina 2 que contiene el dominio AAA de la familia de la ATPasa, cadena
beta de espectrina eritrocitica, proteina de la matriz oligomérica del cartilago, proteina C de unién a manosa, integri-
na beta-3, proteina 2 asociada a microtubulos, catepsina L2, factor B del complemento, componente 5 del comple-
mento, vitronectina, proteina S, clusterina (ApoJ), proteina 2 de unién a hialuronano y DNA-topoisomerasa 2-alfa,
como un biomarcador para la esquizofrenia o para la predisposicién a ella.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente invencion es un método para diagnosticar o monitorizar la esquizo-
frenia, o la predisposicion a ella, que comprende detectar y/o cuantificar, en una muestra de un sujeto de ensayo,
uno o mas de los biomarcadores peptidicos enumerados anteriormente.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente invencién es un método de monitorizacién de la eficacia de una
terapia en un sujeto que tiene, se sospecha que tiene o esta predispuesto, a esquizofrenia, que comprende detectar
y/o cuantificar, en una muestra de dicho sujeto, uno o mas de los biomarcadores peptidicos enumerados anterior-
mente.

Un aspecto adicional de la invencion proporciona ligandos, tales como compuestos de origen natural o sintetizados
quimicamente, capaces de unirse especificamente al biomarcador peptidico. Un ligando de acuerdo con la invencion
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puede comprender un péptido, un anticuerpo o uno de sus fragmentos, o un aptamero u oligonucleétido, capaz de
unirse especificamente al biomarcador peptidico. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal, o uno de sus
fragmentos, capaz de unirse especificamente al biomarcador peptidico. Un ligando de acuerdo con la invencién se
puede marcar con un marcador detectable, tal como un marcador luminiscente, fluorescente o radiactivo; alternativa
o adicionalmente un ligando de acuerdo con la invencion se puede marcar con una etiqueta de afinidad, por ejemplo,
una etiqueta de biotina, avidina, estreptavidina o His (por ejemplo, hexa-His).

Un biosensor segun la invencién puede comprender el biomarcador peptidico o uno de sus compuestos miméticos
estructurales/conformacionales capaces de unirse especificamente a un anticuerpo contra el biomarcador peptidico.
También se proporciona una matriz que comprende un ligando o compuesto mimético como se describe en la pre-
sente memoria.

La invencion proporciona también el uso de uno o mas ligandos como se describen en la presente memoria, que
pueden ser de origen natural o sintetizados quimicamente, y son adecuadamente un péptido, un anticuerpo o uno de
sus fragmentos, un aptamero u oligonucleétido, o el uso de un biosensor de la invencién, o una matriz de la inven-
cion, o un kit de la invencion para detectar y/o cuantificar el péptido. En estos usos, la deteccion y/o cuantificacion se
pueden realizar en una muestra biolégica, tal como del grupo que consiste en liquido cefalorraquideo (LCR), sangre
completa, suero sanguineo, plasma, orina, saliva u otro fluido corporal, aliento, por ejemplo, aliento condensado o
uno de sus extractos o purificaciones o diluciones.

Se proporcionan kits de diagndstico o de monitorizacion para realizar los métodos de la invencion. Dichos kits com-
prenden adecuadamente un ligando de acuerdo con la invencion, para la deteccion y/o cuantificacion del biomarca-
dor peptidico y/o un biosensor y/o una matriz como se describen en la presente memoria, opcionalmente junto con
instrucciones para el uso del kit.

Un aspecto adicional de la invencion es el uso de un kit para monitorizar o diagnosticar la esquizofrenia, en el que
dicho kit comprende un biosensor que detecta y/o cuantifica el biomarcador como se describe en la presente memo-
ria, en el que dicho biosensor comprende un ligando capaz de unirse especificamente al biomarcador como se des-
cribe en la presente memoria.

Los biomarcadores para la esquizofrenia u otros trastornos psicéticos son dianas esenciales para el descubrimiento
de nuevas dianas y moléculas de farmacos que retardan o detienen la progresion del trastorno. Puesto que el nivel
del biomarcador peptidico es indicativo del trastorno y de la respuesta al farmaco, el biomarcador es util para la
identificacion de nuevos compuestos terapéuticos en ensayos in vitro y/o in vivo. Los biomarcadores de la invencion
se pueden emplear en métodos para el cribado de compuestos que modulen la actividad del péptido.

Por lo tanto, en un aspecto adicional de la invencion, se proporciona el uso de un ligando, tal como se ha descrito,
que puede ser un péptido, un anticuerpo o uno de sus fragmentos, o un aptamero u oligonucleétido de acuerdo con
la invencién; o el uso de un biosensor de acuerdo con la invencion o una matriz de acuerdo con la invencion; o un kit
de acuerdo con la invencion, para identificar una sustancia capaz de promover y/o suprimir la generacion del bio-
marcador.

También se proporciona un método para identificar una sustancia capaz de promover o suprimir la generacion del
péptido en un sujeto, que comprende administrar una sustancia de ensayo a un animal sujeto y detectar y/o cuantifi-
car el nivel del biomarcador peptidico presente en una muestra de ensayo del sujeto.

Descripcion de la invencion

El término "biomarcador” significa un indicador obtenido biolégicamente o biolégico distintivo de un proceso, episodio
o estado. Se pueden utilizar biomarcadores peptidicos en métodos de diagnostico, por ejemplo, cribado clinico y
evaluacion del prondstico y en la monitorizacion de los resultados de la terapia, la identificacion de pacientes con
mas probabilidades de responder a un tratamiento terapéutico particular, el cribado y desarrollo de farmacos. Los
biomarcadores y sus usos son valiosos para la identificacion de tratamientos con nuevos farmacos y para el descu-
brimiento de nuevas dianas para el tratamiento con farmacos. Los biomarcadores peptidicos descritos en la presente
memoria también pueden estar en forma de “precursor”.

Las referencias en la presente memoria a "otro trastorno psicético” se refieren a cualquier trastorno psicético apro-
piado de acuerdo con DSM-1V Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th edition, American Psychia-
tric Assoc, Washington, DC, 2000. En una realizacién particular, el otro trastorno psicético es un trastorno psicético
relacionado con la esquizofrenia. Los ejemplos de trastornos psicoéticos relacionados con la esquizofrenia incluyen
trastorno psicoético breve, trastorno delirante, trastorno psicético debido a un estado morboso general, trastorno es-
quizoeficaz, trastorno esquizofreniforme y trastorno psicoético inducido por sustancias.

Como se usa en la presente memoria, el término "biosensor" significa cualquier compuesto capaz de detectar la
presencia del biomarcador. Ejemplos de biosensores se describen en la presente memoria.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2426 123 T3

Biosensores de acuerdo con la invencion pueden comprender un ligando o ligandos, como se describe en la presen-
te memoria, capaces de unirse especificamente al biomarcador peptidico. Dichos biosensores son Utiles para detec-
tar y/o cuantificar un péptido de la invencion.

En la presente memoria se describen kits de diagndstico para el diagnéstico y monitorizacion de la esquizofrenia.
Preferiblemente, dichos kits contienen un biosensor capaz de detectar y/o cuantificar un biomarcador peptidico.

Los métodos de monitorizacion de la invencion se pueden utilizar para monitorizar la aparicion, la progresion, la
estabilizacion, la mejoria y/o la remision.

En los métodos de diagndstico o de monitorizacién de acuerdo con la invencion, la deteccion y/o cuantificacion del
biomarcador peptidico en una muestra biolégica de un sujeto de ensayo se puede realizar en dos 0 mas ocasiones.
Se pueden hacer comparaciones entre el nivel de biomarcador en muestras tomadas en dos o mas ocasiones. Se
puede realizar la evaluacion de cualquier cambio en el nivel del biomarcador peptidico en muestras tomadas en dos
0 mas ocasiones. La modulacién del nivel del biomarcador peptidico es util como un indicador del estado de la es-
quizofrenia o de la predisposicion a ella. Un aumento del nivel del biomarcador con el tiempo es indicativo de la
aparicion o progresion, es decir, empeoramiento de este trastorno, mientras que una disminucién del nivel del bio-
marcador peptidico indica la mejoria o remision del trastorno, o viceversa.

Un método de diagnostico o de monitorizacion de acuerdo con la invenciéon puede comprender la cuantificacion del
biomarcador peptidico en una muestra biolégica de ensayo de un sujeto de ensayo y la comparacion del nivel del
péptido presente en dicha muestra de ensayo con uno o mas controles.

El control utilizado en un método de la invencion puede ser uno o mas controles seleccionados del grupo que consis-
te en: el nivel de biomarcador peptidico encontrado en una muestra de control normal de un sujeto normal, un nivel
normal del biomarcador peptidico; un intervalo normal del biomarcador peptidico, el nivel en una muestra de un
sujeto con esquizofrenia u otro trastorno psicoético, o una predisposicion a €l diagnosticada; esquizofrenia u otro nivel
de biomarcador peptidico de un trastorno psicético o esquizofrenia u otro intervalo de biomarcador peptidico de un
trastorno psicético.

Un método preferido para el diagnéstico de la esquizofrenia o de la predisposicion a ella, comprende:
(a) cuantificar la cantidad del biomarcador peptidico en una muestra biolégica de ensayo; y

(b) comparar la cantidad de dicho péptido en dicha muestra de ensayo con la cantidad presente en una
muestra biolégica normal de control de un sujeto normal.

Un nivel mas alto del biomarcador peptidico en la muestra de ensayo con relacion al nivel del control normal es indi-
cativo de la presencia de esquizofrenia, o la predisposicion a ella; un nivel del péptido equivalente o inferior en la
muestra de ensayo con relacion al nivel del control normal es indicativo de la ausencia de esquizofrenia y/o ausencia
de una predisposicion a ella.

El término "diagndstico”, tal como se utiliza en la presente memoria, abarca la identificacion, confirmacion y/o carac-
terizacion de la esquizofrenia, o la predisposicion a ella. Por predisposicion se entiende que un sujeto no presenta
actualmente el trastorno, pero puede verse afectado por el trastorno con el tiempo. Los métodos de monitorizacion y
de diagndstico de acuerdo con la invencion son utiles para confirmar la existencia de un trastorno, o la predisposi-
cion a él; para monitorizar el desarrollo del trastorno por la evaluacion de la apariciéon y progresion, o para evaluar la
mejoria o la regresion del trastorno. Los métodos de monitorizacion y de diagnoéstico también son Utiles en los méto-
dos para evaluacién del cribado clinico, el pronéstico, la eleccidn de la terapia, la evaluaciéon del beneficio terapéuti-
co, es decir, para el cribado y desarrollo de farmacos.

Los métodos eficaces de diagnostico y monitorizaciéon proporcionan “soluciones a los paciente” muy convincentes
con el potencial de mejorar el pronéstico, estableciendo el diagndstico correcto, permitiendo una rapida identificacion
del tratamiento mas adecuado (disminuyendo, por tanto, la exposicién innecesaria a efectos secundarios nocivos de
los farmacos), reduciendo los indices de “periodo de inactividad” y de recaida.

También se proporciona un método de monitorizacion de la eficacia de una terapia para la esquizofrenia en un suje-
to que tiene dicho trastorno, que se sospecha que tiene dicho trastorno o que esta predispuesto a él, que comprende
detectar y/o cuantificar el péptido presente en una muestra biolégica de dicho sujeto. En los métodos de monitoriza-
cion, las muestras de ensayo se pueden tomar en dos o mas ocasiones. El método puede comprender ademas
comparar el nivel del(de los) biomarcador(es) presente(s) en la muestra de ensayo con uno o mas controles y/o con
una o mas muestras de ensayo previas tomadas anteriormente del mismo sujeto de ensayo, por ejemplo, antes del
comienzo de la terapia y/o del mismo sujeto de ensayo en una etapa anterior a la terapia. EI método puede com-
prender detectar un cambio en el nivel del(de los) biomarcador(es) en las muestras de ensayo tomadas en diferentes
ocasiones.

La invencion proporciona un método para monitorizar la eficacia de la terapia para la esquizofrenia en un sujeto, que
comprende:
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(a) cuantificar la cantidad del biomarcador peptidico; y

(b) comparar la cantidad de dicho péptido en dicha muestra de ensayo con la cantidad presente en uno o
mas controles y/o una o mas muestras de ensayo previas tomadas en un momento anterior del mismo su-
jeto de ensayo.

Una disminucion del nivel del biomarcador peptidico en la muestra de ensayo con relacion al nivel en una muestra
de ensayo previa tomada anteriormente del mismo sujeto de ensayo es indicativa de un efecto beneficioso, por
ejemplo, la estabilizacién o mejoria, de dicha terapia sobre el trastorno, sospecha de trastorno o predisposicion a él.

Se pueden usar métodos de monitorizacion de la eficacia de una terapia para monitorizar la eficacia terapéutica de
las terapias existentes y nuevas terapias en seres humanos y en animales no humanos (por ejemplo, en modelos
animales). Estos métodos de monitorizacion se pueden incorporar en los cribados de nuevas sustancias farmacéuti-
cas y combinaciones de sustancias.

Adecuadamente, el tiempo transcurrido entre la toma de muestras de un sujeto sometido a diagnéstico o monitoriza-
cion sera 3 dias, 5 dias, una semana, dos semanas, un mes, 2 meses, 3 meses, 6 o 12 meses. Se pueden tomar
muestras antes y/o durante y/o después de una terapia anti-depresiva. Se pueden tomar muestras a intervalos du-
rante el resto de la vida, o parte de ella, de un sujeto.

El término "deteccion" como se usa en la presente memoria significa confirmar la presencia del biomarcador peptidi-
co presente en la muestra. La cuantificacion de la cantidad del biomarcador presente en una muestra puede incluir la
determinacion de la concentracion del biomarcador peptidico presente en la muestra. La deteccion y/o cuantificacion
se pueden realizar directamente en la muestra, o indirectamente en uno de sus extractos, o en una de sus dilucio-
nes.

En aspectos alternativos de la invencion, la presencia del biomarcador peptidico se evalla por la deteccion y/o cuan-
tificacion de anticuerpos, o uno de sus fragmentos, capaces de unirse especificamente al biomarcador que son ge-
nerados por el cuerpo de un sujeto en respuesta al péptido y por lo tanto estan presentes en una muestra bioldgica
de un sujeto que tiene esquizofrenia o una predisposicion a ella.

La deteccion y/o cuantificacion se pueden realizar mediante cualquier método adecuado para identificar la presencia
y/o cantidad de una proteina especifica en una muestra biolégica de un paciente o una purificacion o extracto de una
muestra biolodgica o una de sus diluciones. En los métodos de la invencion, la cuantificacion se puede realizar mi-
diendo la concentracion del biomarcador peptidico en la muestra o muestras. Las muestras bioldgicas que pueden
ser analizadas en un método de la invencion incluyen liquido cefalorraquideo (LCR), sangre completa, suero san-
guineo, plasma, orina, saliva u otro fluido corporal (heces, liquido lacrimal, liquido sinovial, esputo), aliento, por
ejemplo, aliento condensado, o uno de sus extractos o purificaciones, o de sus diluciones. Las muestras biolégicas
también incluyen homogeneizados de tejidos, cortes de tejidos y muestras de biopsia de un sujeto vivo, o tomadas
post-mortem. Las muestras se pueden preparar, por ejemplo, diluyéndolas o concentrandolas adecuadamente y
almacenandolas en la forma habitual.

La deteccion y/o cuantificacion de biomarcadores peptidicos se pueden realizar por deteccion del biomarcador pep-
tidico o de uno de sus fragmentos, por ejemplo, un fragmento con truncamiento del C-terminal o con truncamiento
del N-terminal. Los fragmentos tienen una longitud adecuadamente mayor que 4 aminoacidos, preferiblemente una
longitud de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 aminoacidos.

El biomarcador puede ser detectado directamente, por ejemplo, por espectrometria de masas SELDI- o MALDI-TOF.
Alternativamente, el biomarcador puede ser detectado directa o indirectamente por interaccion con un ligando o
ligandos, tal como un anticuerpo o uno de sus fragmentos de unién al biomarcador, u otro péptido, o ligando, por
ejemplo, aptamero, o un oligonucleoétido, capaz de unirse especificamente al biomarcador. El ligando puede poseer
un marcador detectable, tal como un marcador luminiscente, fluorescente o radiactivo y/o una etiqueta de afinidad.

Por ejemplo, la deteccion y/o cuantificacion se pueden realizar por uno o mas métodos seleccionados del grupo que
consiste en: SELDI (-TOF), MALDI (-TOF), un analisis a base de gel 1-D, un analisis a base de gel 2-D, espectro de
masas (MS), cromatografia de liquidos (LC) en fase inversa (RP), permeabilidad por tamafios (filtracion en gel),
intercambio iénico, afinidad, HPLC, UPLC y otras técnicas basadas en cromatografia de liquidos o cromatografia de
liguidos combinada con espectrometria de masas (abreviadamente LC MS por sus iniciales en inglés). Técnicas
apropiadas de LC MS incluyen ICAT® (Applied Biosystems, CA, EE.UU.) o iTRAQ® (Applied Biosystems, CA,
EE.UU.). También se podrian utilizar cromatografia de liquidos (por ejemplo, cromatografia de liquidos a alta presion
(HPLC) o cromatografia de liquidos a baja presion (LPLC)), cromatografia en capa fina o espectroscopia de RMN
(resonancia magnética nuclear).

Los métodos de diagndstico o monitorizacion de acuerdo con la invenciéon pueden comprender el analisis de una
muestra de liquido cefalorraquideo (LCR) por SELDI-TOF o MALDI-TOF para detectar la presencia o nivel del bio-
marcador peptidico. Estos métodos también son adecuados para cribado clinico, prondstico, monitorizacién de los
resultados de la terapia, identificacion de pacientes con mas probabilidades de responder a un tratamiento terapéuti-
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co particular, para el cribado y desarrollo de farmacos y la identificacion de nuevas dianas para el tratamiento con
farmacos.

La deteccion y/o cuantificacion de los biomarcadores peptidicos se pueden realizar utilizando un método inmunolégi-
co, que implica un anticuerpo, o uno de sus fragmentos, capaz de unirse especificamente al biomarcador peptidico.
Métodos inmunoldgicos adecuados incluyen inmunoensayos de tipo sandwich, tales como ELISA de tipo sandwich,
en los que la deteccion de los biomarcadores peptidicos se realiza utilizando dos anticuerpos que reconocen diferen-
tes epitopos en un biomarcador peptidico; radioinmunoensayos (RIA), ensayo de inmunoabsorcién con enzimas
ligadas (ELISA) directo, indirecto o competitivo, inmunoensayos enzimaticos (EIA), inmunoensayos de fluorescencia
(FIA), transferencia de Western, inmunoprecipitacion y cualquier inmunoensayo basado en particulas (por ejemplo,
utilizando particulas de oro, plata o latex, particulas magnéticas o Q-dots). Los métodos inmunoldgicos se pueden
realizar, por ejemplo, en una placa de microtitulacion o en formato de tiras.

Los métodos inmunolégicos de acuerdo con la invencidon pueden basarse, por ejemplo, en cualquiera de los méto-
dos siguientes.

La inmunoprecipitacion es el método de inmunoensayo mas simple; mide la cantidad de precipitado que se forma
después de que el anticuerpo reactivo se haya incubado con la muestra y reaccione con el antigeno diana presente
para formar un agregado insoluble. Las reacciones de inmunoprecipitacion pueden ser cualitativas o cuantitativas.

En inmunoensayos de particulas, varios anticuerpos se unen a la particula y simultaneamente la particula es capaz
de unirse a muchas moléculas de antigeno. Esto acelera en gran medida la velocidad de la reaccion visible. Esto
permite la deteccion rapida y sensible del biomarcador.

En inmunonefelometria, la interaccion de un anticuerpo y un antigeno diana en el biomarcador da como resultado la
formacion de complejos inmunes que son demasiado pequefios para precipitar. Sin embargo, estos complejos dis-
persaran la luz incidente que se puede medir usando un nefelémetro. La concentracion de antigeno, es decir del
biomarcador, se puede determinar pocos minutos después de la reaccion.

Los métodos de radioinmunoensayo (RIA) emplean is6topos radiactivos, tales como 25 para marcar bien el antigeno
o el anticuerpo. El isétopo utilizado emite rayos gamma, que generalmente se miden después de la separacion del
radiomarcador no unido (libre). Las principales ventajas de los RIA, en comparacion con otros inmunoensayos, son
mayor sensibilidad, facil deteccion de la sefial y ensayos rapidos bien establecidos. Las principales desventajas son
los riesgos para la salud y la seguridad planteados por el uso de radiacion y el tiempo y los gastos asociados con el
mantenimiento de un programa autorizado de seguridad a la radiacion y eliminacién de residuos. Por esta razén, RIA
ha sido sustituido en gran medida en la practica habitual de laboratorio clinico por inmunoensayos enzimaticos.

Los inmunoensayos enzimaticos (EIA) fueron desarrollados como una alternativa a los radioinmunoensayos (RIA).
Estos métodos utilizan una enzima para marcar bien el anticuerpo o el antigeno diana. La sensibilidad de EIA se
aproxima a la de RIA, sin el peligro que representan los isétopos radiactivos. Uno de los métodos EIA mas amplia-
mente utilizados para deteccion es el ensayo de inmunoabsorcion con enzimas ligadas (ELISA). Los métodos ELISA
pueden usar dos anticuerpos uno de los cuales es especifico para el antigeno diana y el otro esta acoplado a una
enzima, la adicién del sustrato para la enzima da como resultado la producciéon de una sefial quimioluminiscente o
fluorescente.

El inmunoensayo fluorescente (FIA) se refiere a inmunoensayos que utilizan un marcador fluorescente o un marca-
dor enzimatico que actia sobre el sustrato formando un producto fluorescente. Las mediciones fluorescentes son
inherentemente mas sensible que las mediciones colorimétricas (espectrofotométricas). Por lo tanto, los métodos de
FIA tienen mayor sensibilidad analitica que los métodos de EIA, que emplean la medicién de la absorbancia (densi-
dad optica).

Los inmunoensayos quimioluminiscentes utilizan un marcador quimioluminiscente, que produce luz cuando es exci-
tado por energia quimica; las emisiones se miden usando un detector de luz.

Los métodos inmunoldgicos de acuerdo con la invencion se pueden realizar por lo tanto utilizando métodos bien
conocidos. Se puede utilizar cualquier procedimiento directo (por ejemplo, que utiliza un chip sensor) o indirecto en
la deteccién de biomarcadores peptidicos de la invencion.

Los sistemas de biotina-avidina o biotina-estreptavidina son sistemas de marcacién genéricos que se pueden adapta
para uso en métodos inmunoldgicos de la invencion. Un miembro de una pareja de unién (hapteno, antigeno, ligan-
do, aptamero, anticuerpo, enzima, etc.) se marca con biotina y el otro miembro (superficie, por ejemplo, pocillo, per-
la, sensor, etc) se marca con avidina o estreptavidina. Esta es una tecnologia convencional para inmunoensayos,
ensayos con sondas génicas y (bio)sensores, pero es una via de inmovilizacién indirecta en lugar de una directa.
Por ejemplo, un ligando biotinilado (por ejemplo, anticuerpo o aptamero) especifico para un biomarcador peptidico
de la invencion se puede inmovilizar sobre una superficie de avidina o estreptavidina, a continuacion el ligando in-
movilizado se puede exponer a una muestra que contiene o que se sospecha que contiene el biomarcador peptidico
con el fin de detectar y/o cuantificar un biomarcador peptidico de la invencion. A continuacion se puede realizar la
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deteccion y/o cuantificacion del antigeno inmovilizado por un método inmunolégico como se describe en la presente
memoria.

El término "anticuerpo” como se utiliza en la presente memoria incluye, aunque sin limitacion: anticuerpos policlona-
les, monoclonales, biespecificos, humanizados o quiméricos, anticuerpos monocatenarios, fragmentos Fab y frag-
mentos F(ab'),, fragmentos producidos por una genoteca de expresion de Fab, anticuerpos anti-idiotipicos (anti-Id) y
fragmentos de unién a epitopos de cualquiera de los anteriores. El término "anticuerpo” como se usa en la presente
memoria se refiere también a moléculas de inmunoglobulina y porciones inmunolégicamente activas de moléculas
de inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de unién a antigeno que se une especificamente a un
antigeno. Las moléculas de inmunoglobulina de la invencion pueden ser de cualquier clase (por ejemplo, IgG, IgE,
IgM, IgD e IgA) o subclase de moléculas de inmunoglobulina.

La identificacion de biomarcadores clave especificos para una enfermedad es fundamental para la integracion de los
procedimientos de diagnostico y los regimenes terapéuticos. Usando biomarcadores predictivos, se pueden desarro-
llar herramientas de diagnoéstico adecuadas, tales como biosensores, en consecuencia, en métodos y usos de la
invencion, se pueden realizar la deteccion y cuantificacion usando un biosensor, sistema microanalitico, sistema
fabricado por microingenieria, sistema de microseparacion, sistema de inmunocromatografia u otros dispositivos
analiticos adecuados. El biosensor puede incorporar un método inmunoldgico para la deteccion del(de los) biomar-
cador(es), con tecnologias eléctrica, térmica, magnética, dptica (por ejemplo, holograma) o acustica. Usando estos
biosensores, es posible detectar el(los) biomarcador(es) diana a las concentraciones esperadas que se encuentran
en las muestras bioldgicas.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de la invencion se proporciona un aparato para diagnosticar o
monitorizar la esquizofrenia, que comprende un sistema de microseparacion y/o de inmunocromatografia con bio-
sensor, microanalitico, fabricado por microingenieria, configurado para detectar y/o cuantificar cualquiera de los
biomarcadores definidos en la presente memoria.

El(los) biomarcador(es) de la invencion se puede(n) detectar usando un biosensor que incorpora tecnologias basa-
das en hologramas "inteligentes”, o sistemas acusticos de alta frecuencia, siendo tales sistemas particularmente
susceptibles de configuraciones de "codigo de barras" o de matrices.

En los sensores de hologramas inteligentes (Smart Holograms Ltd, Cambridge, Reino Unido), una imagen holografi-
ca se almacena en una pelicula delgada de polimero que esta sensibilizada para reaccionar especificamente con el
biomarcador. Por exposicion, el biomarcador reacciona con el polimero lo que conduce a una alteracién de la ima-
gen presentada por el holograma. La lectura del resultado del ensayo puede ser un cambio en el brillo 6ptico, la
imagen, el color y/o la posicion de la imagen. Para aplicaciones cualitativas y semi-cuantitativas, un holograma sen-
sor puede ser leido a simple vista, eliminando asi la necesidad de un equipo de deteccion. Se puede utilizar un sen-
cillo sensor de color para leer la sefial cuando se requieren mediciones cuantitativas. La opacidad o el color de la
muestra no interfieren con el funcionamiento del sensor. El formato del sensor permite la multiplexacién para la de-
teccion simultanea de varias sustancias. Se pueden disefiar sensores reversibles e irreversibles para satisfacer
diferentes requisitos y es factible la monitorizacion continua de un biomarcador de interés particular.

Adecuadamente, los biosensores para la deteccién de uno o mas biomarcadores de la invencién combinan el reco-
nocimiento biomolecular con medios apropiados para convertir en una sefial la deteccién de la presencia, o cuantifi-
cacion, del biomarcador en la muestra. Los biosensores se pueden adaptar para ensayos de diagndstico en "sitios
alternativos”, por ejemplo, en servicio hospitalario, en ambulatorio, quiréfano, residencia, hospital de campafa y
lugar de trabajo.

Los biosensores para detectar uno o mas biomarcadores de la invencion incluyen sensores acusticos, de resonancia
de plasmoén, holograficos y fabricados por microingenieria. Se pueden emplear elementos de reconocimiento impre-
sos, tecnologia de transistores de pelicula delgada, resonadores acusticos-magnéticos y otros nuevos sistemas
acustico-eléctricos en biosensores para la deteccion del uno o mas biomarcadores de la invencion.

Los métodos que implican la deteccion y/o cuantificacion de uno o mas biomarcadores peptidicos de la invencion se
pueden realizar en instrumentos de mesa de laboratorio o se pueden incorporar en plataformas desechables, de
diagndstico o de monitorizacion que se pueden utilizar en un ambiente que no es de laboratorio, por ejemplo, en la
consulta del médico o al lado de la cama del paciente. Los biosensores adecuados para la realizacion de los méto-
dos de la invencion incluyen tarjetas de "crédito" con lectores Opticos o acusticos. Los biosensores se pueden confi-
gurar para permitir que los datos recogidos sean transmitidos electronicamente al médico para su interpretacion y
por lo tanto puedan constituir la base para la neuromedicina electrénica (abreviadamente e-neuromedicina).

Cualquier animal adecuado puede ser utilizado como un animal no humano sujeto de estudio, por ejemplo, un prima-
te no humano, caballo, vaca, cerdo, cabra, oveja, perro, gato, peces, roedores, por ejemplo, cobaya, rata o ratén;
insecto (por ejemplo, Drosophila), anfibio (por ejemplo, Xenopus) o C. elegans.
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La sustancia de ensayo puede ser una sustancia quimica o farmacéutica conocida, tal como, aunque sin limitacion,
una sustancia terapéutica para tratamiento anti-depresivo de un trastorno; o la sustancia de ensayo puede ser una
nueva entidad quimica natural o sintética o una combinacién de dos o mas de los sustancias antes mencionadas.

Se proporciona un método de identificacion de una sustancia capaz de promover o suprimir la generacion del bio-
marcador peptidico en un sujeto, que comprende exponer una célula de ensayo a una sustancia de ensayo y moni-
torizar el nivel del biomarcador peptidico dentro de dicha célula de ensayo, o secretado por dicho célula de ensayo.

La célula de ensayo podria ser procariota, sin embargo se prefiere que se emplee una célula eucariota en los méto-
dos de ensayo basados en células. Adecuadamente, la célula eucariota es una célula de levadura, célula de insecto,
célula de Drosophila, célula de anfibio (por ejemplo, de Xenopus), célula de C. elegans o es una célula de origen
humano, der primate no humano, equino, bovino, porcino, caprino, ovino, canino, felino, de peces, de roedores o de
muridos.

En los métodos para la identificacion de sustancias de uso terapéutico potencial, se pueden utilizar células o anima-
les no humanos que sean capaces de expresar el péptido.

Los métodos de cribado también abarcan un procedimiento para identificar un ligando capaz de unirse al biomarca-
dor peptidico de acuerdo con la invencion, que comprende incubar una sustancia de ensayo en presencia del bio-
marcador peptidico en condiciones adecuadas para su union, y detectar y/o cuantificar la union del péptido a dicha
sustancia de ensayo.

Las tecnologias de cribado de alto rendimiento basadas en el biomarcador, los usos y los métodos de la invencion,
por ejemplo, configurados en un formato de matrices, son adecuadas para monitorizar las "firmas" de los biomarca-
dores para la identificacion de compuestos terapéuticos potencialmente utiles, por ejemplo, ligandos tales como
compuestos naturales, compuestos quimicos sintéticos (por ejemplo, de quimiotecas combinatorias), péptidos, anti-
cuerpos monoclonales o policlonales o sus fragmentos, que pueden ser capaces de unirse al biomarcador.

Los métodos de la invencion se pueden realizar en formato de matrices, por ejemplo, en un chip, o como una matriz
de muiltiples pocillos. Los métodos se pueden adaptar a plataformas para ensayos individuales, o ensayos multiples
idénticos o ensayos multiples no idénticos, y se pueden realizar en formato de alto rendimiento. Los métodos de la
invencion pueden comprender realizar uno o mas diferentes ensayos adicionales diferentes para confirmar o descar-
tar el diagnostico, y/o para caracterizar adicionalmente un estado.

La invencioén proporciona ademas una sustancia, por ejemplo, un ligando, identificado o identificable por un método
de identificacién o de cribado o uso de la invencién. Tales sustancias pueden ser capaces de inhibir, directa o indi-
rectamente, la actividad del biomarcador peptidico, o de suprimir la generacion del biomarcador peptidico. El término
"sustancias" incluye sustancias que no se unen directamente al biomarcador peptidico y no modulan directamente
una funcién, pero en cambio modulan indirectamente una funcion del biomarcador peptidico. Los ligandos también
se incluyen en las sustancias finales; ligandos de la invencion (por ejemplo, un compuesto quimico natural o sintéti-
co, péptido, aptamero, oligonucleétido, anticuerpo o fragmento de anticuerpo) son capaces de unirse, preferiblemen-
te de modo especifico, al péptido.

La invencién proporciona ademas una sustancia de acuerdo con la invencién para uso en el tratamiento de la esqui-
zofrenia, o la predisposicion a ella.

También se proporciona el uso de una sustancia de acuerdo con la invencién en el tratamiento de la esquizofrenia, o
la predisposicion a ella.

También se proporciona el uso de una sustancia de acuerdo con la invencién como medicamento.

Incluso se proporciona adicionalmente el uso de una sustancia de acuerdo con la invencién en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de la esquizofrenia, o de la predisposicion a ella.

Se proporciona un kit para diagnosticar o monitorizar la esquizofrenia, o la predisposicion a ella. Adecuadamente, un
kit de acuerdo con la invencién puede contener uno o mas componentes seleccionados del grupo: un ligando espe-
cifico para el biomarcador peptidico o un compuesto mimético estructural/conformacional del biomarcador peptidico,
uno o mas controles, uno o mas reactivos y uno o mas productos consumibles; opcionalmente junto con instruccio-
nes para uso del kit.

La identificacion de biomarcadores para la esquizofrenia u otros trastornos psicoticos permite la integracion de los
procedimientos de diagnodstico y regimenes terapéuticos. Actualmente hay retrasos significativos en la determinacion
del tratamiento eficaz y hasta ahora no ha sido posible llevar a cabo una evaluacioén rapida de la respuesta a los
farmacos. Tradicionalmente, muchas de las terapias antidepresivas han requerido pruebas de tratamiento que duran
semanas a meses para un enfoque terapéutico dado. La deteccién de un biomarcador peptidico de la invencion se
puede utilizar para cribar sujetos antes de su participacion en las pruebas clinicas. Los biomarcadores proporcionan
medios para indicar la respuesta terapéutica, la falta de respuesta, el perfil de efectos secundarios desfavorables, el
grado de cumplimiento de la medicacion y la consecucion de niveles séricos adecuados del farmaco. Los biomarca-
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dores se pueden usar para proporcionar una advertencia de respuesta adversa al farmaco. Los biomarcadores son
utiles en el desarrollo de terapias personalizadas del cerebro, puesto que la evaluacion de la respuesta se puede
utilizar para ajustar la dosis, reducir al minimo el nimero de medicamentos prescritos, reducir el retraso en la conse-
cucion de la terapia eficaz y evitar las reacciones adversas a los farmacos. Por lo tanto, mediante la monitorizacion
de un biomarcador de la invencion, la atencién al paciente puede ser adaptada con precisién para que coincida con
las necesidades determinadas por el trastorno y el perfil farmacogendémico del paciente, el biomarcador por lo tanto
se puede utilizar para valorar la dosis 6ptima, predecir una respuesta terapéutica positiva e identificar los pacientes
con alto riesgo de efectos secundarios graves.

Los ensayos basados en biomarcadores proporcionan una evaluacion de primera linea de "nuevos" pacientes, y
proporcionan medidas objetivas para el diagnodstico preciso y rapido, en un plazo de tiempo y con precisién, no al-
canzables con las medidas subjetivas actuales.

Ademas, los ensayos de biomarcadores para diagndstico son Utiles para identificar miembros de una familia o pa-
cientes con alto riesgo de desarrollar esquizofrenia u otros trastornos psicéticos. Esto permite la iniciacion de la
terapia apropiada, o medidas preventivas, por ejemplo, la gestion de los factores de riesgo. Se reconoce que estos
enfoques mejoran el resultado y pueden prevenir la aparicion manifiesta del trastorno.

Los métodos de monitorizacion de biomarcadores, los biosensores y los kits también son de vital importancia como
herramientas de monitorizacién de pacientes, permitiendo al médico determinar si la recaida es debido al empeora-
miento del trastorno, al mal cumplimiento por el paciente o al abuso de sustancias. Si el tratamiento farmacolégico
se considerara inadecuado, entonces la terapia se puede restablecer o aumentar; si es adecuado se puede realizar
un cambio en la terapia. Como los biomarcadores son sensibles al estado del trastorno, proporcionan una indicacién
del impacto de la terapia con farmacos o del abuso de sustancias.

En realizaciones particulares de cualquiera de los aspectos de la invenciéon mencionados anteriormente, la invencion
puede comprender, ademas, el uso de uno o mas péptidos seleccionados de factor de coagulacién 13, apolipopro-
teina C1, apolipoproteina D, serina/treonina proteina quinasa, miembro 6 de la subfamilia B del casete de unién a
ATP mitocondrial, proteina ligasa E3 de ubiquitina, haptoglobina, proteina 2 que contiene el dominio AAA de la fami-
lia de la ATPasa. cadena beta de espectrina eritrocitica, proteina de la matriz oligomérica del cartilago, proteina C de
union a manosa, integrina beta-3, proteina 2 asociada a microtubulos, catepsina L2, factor B del complemento, com-
ponente 5 del complemento, vitronectina; proteina S, clusterina (ApoJ), proteina 2 de unién al hialuronano y DNA
topoisomerasa 2-alfa.

El siguiente estudio ilustra la invencion.
Estudio

Utilizando perfiles protedmicos globales, se identificaron una serie de biomarcadores circulantes que diferencian los
pacientes en los que se habia detectado por primera vez la esquizofrenia y que no habian recibido tratamiento con
farmacos de los controles sanos. El objetivo del estudio fue establecer la utilidad de estos marcadores para: 1) el
diagnéstico precoz de la esquizofrenia, 2) la prediccion de las respuestas a farmacos enfocada a los efectos secun-
darios metabdlicos, 3) la seleccion de los tratamientos con farmacos apropiados en la primera aparicion y 4) la medi-
cina traslacional que se centra en la validacion de modelos preclinicos para el descubrimiento y desarrollo de nuevos
farmacos. En particular, estos biomarcadores se analizaron para la seleccion de los pacientes y para la monitoriza-
cion de sus respuestas a los nuevos tratamientos terapéuticos.

Materiales y métodos

El primer conjunto investigada de 67 muestras de suero comprendia 22 muestras tomadas de pacientes en los que
se habia detectado por primera vez la esquizofrenia y que no habian recibido tratamiento con farmacos, 33 muestras
tomadas de voluntarios sanos y 12 muestras de control de calidad. Los pacientes fueron preparados aleatoria y
ciegamente. El segundo conjunto de 46 muestras de suero comprendia 20 muestras tomadas de pacientes en los
que se habia detectado por primera vez la esquizofrenia y que no habian recibido tratamiento con farmacos, 18
muestras tomadas de voluntarios sanos y 8 muestras de control de calidad. Los pacientes fueron preparados aleato-
ria y ciegamente.

Cada muestra se agot6 de las 20 proteinas mas abundantes usando cromatografia de inmunoafinidad (Proteo-
Prep20, Sigma, St. Louis MO), cargando un total de 560 ug de proteina de cada muestra en la columna de agota-
miento. El intercambio de tampdn se realizé con bicarbonato de amonio 50 mM, usando columnas de centrifugacion
(Millipore, Bedford MA) con un corte de peso molecular de 5 kDa. Las proteinas se redujeron usando ditrioteitol 5
mM (Sigma, St. Louis MO) a 60°C durante 30 minutos, y se alquilaron con yodoacetamida 10 mM (Sigma, St. Louis
MO) en la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las proteinas se sometieron a digestion utilizando
tripsina (Promega, Madison, WI), en una relacion 1:50 (tripsina/proteina, p/p) durante 16 horas a 37°C. Las digestio-
nes se detuvieron mediante la adicion de 2,3 pl de HCI 8,8 M a cada muestra. Las muestras se conservaron a -80°C.

Cada muestra se inyect6 y analizé 3 veces seguido por una inyeccion de un blanco (para asegurarse de que no hay
traspaso de péptidos de una muestra a otra en este proceso secuencial). Para cada muestra, se cargaron 8 pl usan-
9
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do un aparato de cromatografia de liquidos de prestaciones nanoUltra (abreviadamente en lo sucesivo UPLC por la
expresion nanoUltra Performance Liquid Chromatography), usando inyeccion de tipo split-less (10 kpsi nanoAcquity,
Waters, Milford MA). Los tampones utilizados fueron A: H>O + acido férmico al 0,1%; B: Acetonitrilo + acido férmico
al 0,1%. La desalacion de las muestras se llevé a cabo en linea con 100% de tampoén A durante 3 minutos, utilizando
una columna de captura de fase inversa C18 en linea (diametro interno 180 ym, longitud 20 mm y tamafio de
particulas 5 ym) (Waters, Milford MA). Las muestras se separaron usando un nanocolumna C18 (diametro interno 75
pm, longitud 200 mm, tamafo de particulas 1,7 um) (Waters, Milford MA), a 300 nl/min.

El aparato de nanoUPLC se acoplé en linea a través de un emisor nanoESI de una longitud de 7 cm y una punta de
10 ym (New Objetive, Woburn, MA) a un espectrometro de masas de tiempo de vuelo cuadrupolo (Qtof Premier,
Waters, Milford MA). Los datos fueron adquiridos en el modo MSF (Expression). En este modo, el cuadrupolo se
establece para transferir todos los iones, mientras que la celda de colision cambia de energia de colision baja a alta
intermitentemente durante todo el tiempo de adquisicion. En las exploraciones de baja energia, la energia de colision
se establecié en 4 eV, mientras que en las exploraciones de alta energia se subié de 20 a 43 eV. Este modo permite
la medicion de la masa exacta de ambos péptidos intactos, asi como sus fragmentos, y la conservacion del perfil
cromatografico para ambos péptidos intactos y sus fragmentos. La exactitud de la masa se mantuvo durante todo el
analisis por el uso de un aparato LockSpray. Se infundid continuamente un compuesto de referencia (Glu-
Fibrinopéptido B, Sigma, St. Louis MO) usando el LockSpray y se escane¢ intermitentemente cada 30 segundos.
Durante el procesamiento de los datos, los espectros del analito fueron corregidos sobre la base de la diferencia
entre el pico m/z detectado y el pico m/z tedrico (785,8426 [M +2 H] +) de Glu-Fibrinopéptido B.

Procesamiento de datos e identificacion de proteinas

Los datos en bruto, adquiridos en formato continuo, fueron procesados con el programa informatico ProteinLynx
Global Server version 2.3 (también conocido como Identity®) (Waters, Milford MA). La Informacion tanto cuantitativa
como cualitativa se produjo de forma automatica por el programa informatico, utilizando los parametros por defecto.

Informacién cuantitativa

Las mediciones de intensidad se obtuvieron mediante la integracion del volumen total de iones de cada ion extraido,
reducido al estado de carga, desprovisto de is6topos y corregido en su masa a través del volumen de espectrometria
de masas y cromatografia (una version tridimensional del método del cromatograma de iones extraidos). En este
tipo de adquisicion, el perfil cromatografico se mantiene reproducible en todo el conjunto de muestras, por lo tanto,
es posible comparar directamente las intensidades de los iones precursores a través de todas las inyecciones de
todas las muestras, después de la normalizacion sobre la base del patron interno (enolasa digerida de Saccharomy-
ces cerevisiae) que se afiadié a cada muestra.

El conjunto de datos se filtré luego utilizando el paquete de programas informaticos libre R (www.r-project.org) y sélo
se incluyeron en el analisis los péptidos que se detectaron en al menos 2 de 3 inyecciones de cada muestra y al
menos el 70% de las muestras. Los péptidos que no pasaron estos criterios de filtrado se excluyeron del analisis
puesto que la informacion cuantitativa que generan es de poca confianza debido a la mala replicacion.

Se calculd el valor medio de las intensidades de los péptidos correlacionantes de cada proteina identificada para
producir la intensidad de proteina total en todas las muestras en las que se detectaron, tal como ha sido descrito por
Schwarz et al. 2007.

Se realizé una prueba T de Student de dos colas sobre la base de las intensidades de las proteinas con un corte de
significacion de P<0,05. Los valores de P determinados fueron corregidos para la prueba de multiples hipétesis se-
gun Benjamini y Hochberg, significacion de Q <0,05.

Resultados
Nombre de la proteina Registro Prueba T (va-
lor p)
Factor de coagulacién 13 P05160|F13B_HUMAN 0,014
Apolipoproteina C1 P02654|APOC1_HUMAN 0,044
Apolipoproteina D P05090|APOD_HUMAN 0,024
Importina 9 Q96P70[IPO9_HUMAN 0,0066
Serina/treonina proteina quinasa QINRM7|LATS2_HUMAN 0,033
Miembro 6 de la subfamilia B del casete de unién a ATP mitocon- | Q9NP58/ABCB6_HUMAN 0,035
drial
Proteina ligasa E3 de ubiquitina E Q8IWV8|UBR2_HUMAN 0,038
NALP8 Q86W28|NALP8 HUMAN 0,0045
Proteina S dependiente de vitamina K P07225|PROS_HUMAN 0,046
Alfa-1-antiquimotripsina P01011]JAACT_HUMAN 0,0064
Lumican P51884|LUM_HUMAN 0,0169
Helicasa Q15477|SKIV2_HUMAN 0,019
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Haptoglobina P00738|HPT_HUMAN 0,043
Relacionada con haptoglobina P00739|HPTR_HUMAN 0,0022
Proteina 2 que contiene el dominio AAA de la familia de ATPasa Q6PL18|ATAD2_HUMAN 0,0070
Cadena beta de espectrina eritrocitica P11277|SPTB1_HUMAN 0,0084
Proteina ligasa E3 de ubiquitina LRSAM1 Q6UWEO|LRSM1_HUMAN 0,0121
Miembro 1B de la familia C similar a ANKRD26 A5A3E0]A26CB_HUMAN 0,0124
Proteina 2B que contiene el dominio AAA de la familia de ATPasa Q9ULIOJATD2B_HUMAN 0,0144
Proteina C90rf93 no caracterizada Q6TFL3|CI093 HUMAN 0,0177
Proteina de la matriz oligomérica del cartilago P49747|COMP_HUMAN 0,0241
Globulina de unién a tiroxina P05543|THBG_HUMAN 0,0256
Miembro A1 de la familia que contiene el dominio mano EF Q8IYU8|EFHA1 _HUMAN 0,0264
Proteina C de unién a manosa P11226|MBL2_HUMAN 0,0289
Semialdehido sintasa alfa-aminoadipica, mitocondrial Q9UDR5|AASS_HUMAN 0,0307
Integrina beta 3 P05106]ITB3_HUMAN 0,0318
1-fosfatidilinositol-4,5-bifosfato fosfodiesterasa gamma-1 P19174|PLCG1_HUMAN 0,0332
Carboxipeptidasa 2 citosolica Q5U5Zz8|CBPC2_HUMAN 0,0341
Alfa-1-antiquimotripsina P01011]JAACT_HUMAN 0,0344
Proteina 2 asociada a microtubulos P11137|MAP2_HUMAN 0,0349
Proteina FLJ36157 no caracterizada Q8N9V7|YC009 HUMAN 0,0388
Catepsina L2 060911|CATL2_HUMAN 0,0390
Atractina 075882|ATRN_HUMAN 0,0409
Rootletin Q5TZA2|CROCC_HUMAN 0,0414
Componente 7 del complemento P10643|CO7_HUMAN 0,021981
Factor B del complemento P00751|CFAB_HUMAN 0,027791
Componente 5 del complemento P01031|CO5 HUMAN 0,028466
IgMu P01871]MUC_HUMAN 0,031597
Afamina P43652|AFAM_HUMAN 0,038915
Proteina similar a kinesina Q9ULI4|KI26A_HUMAN 0,0381939
Vitronectina; proteina S P04004|VTNC_HUMAN 0,00111
Clusterina (ApoJ) P10909|CLUS_HUMAN 0,04233
Poli [ADP-ribosa] polimerasa 1 (PARP1) P09874|PARP1_HUMAN 0,01680
Proteina 2 de unién al hialuronano Q14520|HABP2_HUMAN 0,02213
Region de la cadena C de Ig gamma-1 P01857|IGHG1_HUMAN 0,03141
Paraoxonasal/arilesterasa 1 sérica P27169]PON1_HUMAN 0,04709
Cadena pesada H2 del inhibidor de inter-alfa-tripsina P19823|ITIH2_HUMAN 0,01793
Cadena pesada H4 del inhibidor de inter-alfa-tripsina Q14624|ITIH4_HUMAN 0,01890
Apolipoproteina C-llI P02656]APOC3 HUMAN 0,00538
Proteina de zona de embarazo P20742|PZP_HUMAN 0,0445
DNA topoisomerasa 2-alfa P11388|TOP2A_ HUMAN 0,0241
Cofactor 2 de heparina P05546|HEP2_HUMAN 0,0424
Subcomponente C1r del complemento P00736|C1R_HUMAN 0,0489
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REIVINDICACIONES
1. El uso in vitro de importina 9, como un biomarcador para la esquizofrenia, o la predisposicion a ella.

2. El uso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente el uso de uno o mas péptidos
adicionales seleccionados de NALPS, proteina S dependiente de la vitamina K, alfa-1-antiquimotripsina, lumican,
helicasa, relacionado con haptoglobina, miembro 1B de la familia C similar a ANKRD26, proteina 2B que contiene el
dominio AAA de la familia de ATPasa, proteina C90orf93 no caracterizada, globulina de unién a tiroxina, miembro A1
de la familia que contiene el dominio mano EF, semialdehido sintasa alfa-aminoadipica mitocondrial, 1-
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato fosfodiesterasa gamma-1, carboxipeptidasa 2 citosélica, proteina FLJ36157 no caracte-
rizada, atractina, rootletin, componente 7 del complemento, afamina, proteina similar a la quinesina, poli{ADP-ribosa]
polimerasa 1 (PARP1), region de la cadena C de Ilg gamma-1, paraoxonasa/arilesterasa 1 sérica, cadena H2 pesada
del inhibidor de inter-alfa-tripsina, cadena H4 pesada del inhibidor de inter-alfa-tripsina, apolipoproteina C-lll, protei-
na de zona del embarazo, cofactor 2 de la heparina y subcomponente C1r del complemento, como un biomarcador
para la esquizofrenia o para la predisposicion a ella.

3. El uso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, que comprende ademas el uso de uno o
mas péptidos adicionales seleccionados de proteina ligasa E3 de ubiquitina LRSAM1, IgMu, factor 13 de coagula-
cion, apolipoproteina C1, apolipoproteina D, serina/treonina-proteina quinasa, miembro 6 de la subfamilia B del ca-
sete de unién a ATP mitocondrial, proteina ligasa E3 de ubiquitina, haptoglobina, proteina 2 que contiene el dominio
AAA de la familia de ATPasa, cadena beta de espectrina eritrocitica, proteina de la matriz oligomérica del cartilago,
proteina C de unién a manosa, integrina beta-3, proteina 2 asociada a microtubulos, catepsina L2, factor B del com-
plemento, componente 5 del complemento, vitronectina; proteina S, clusterina (ApodJ), proteina 2 de unién a hialuro-
nano y DNA-topoisomerasa 2-alfa, como un biomarcador para la esquizofrenia o para la predisposicion a ella.

4. Un método para diagnosticar o monitorizar la esquizofrenia, o la predisposicion a ella, que comprende detectar y/o
cuantificar, en una muestra de un sujeto de ensayo, el biomarcador citado en la reivindicacion 1.

5. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 4, que comprende ademas detectar y/o cuantificar, en una muestra
de un sujeto de ensayo, uno o mas de los biomarcadores peptidicos adicionales de la lista de la reivindicacién 2 o la
reivindicacion 3.

6. Un método de monitorizar la eficacia de una terapia en un sujeto que tiene, que se sospecha que tiene, o que esta
predispuesto a la esquizofrenia, que comprende detectar y/o cuantificar, en una muestra de dicho sujeto, el biomar-
cador citado en la reivindicacion 1.

7. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 6, que comprende ademas detectar y/o cuantificar, en una muestra
de dicho sujeto, uno o mas de los biomarcadores peptidicos adicionales de las listas de la reivindicacién 2 o la rei-
vindicacioén 3.

8. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, que se lleva a cabo sobre muestras tomadas
en dos o mas ocasiones de un sujeto de ensayo.

9. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, que comprende ademas comparar el nivel del
biomarcador presente en muestras tomadas en dos o mas ocasiones.

10. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, que comprende comparar la cantidad del
biomarcador en dicha muestra de ensayo con la cantidad presente en una o0 mas muestras tomadas de dicho sujeto
antes del comienzo de la terapia y/o una o mas muestras tomadas de dicho sujeto en una fase anterior de la terapia.

11. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 10, que comprende ademas detectar un cam-
bio en la cantidad del biomarcador en muestras tomadas en dos o mas ocasiones.

12. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 11, que comprende comparar la cantidad del
biomarcador presente en dicha muestra de ensayo con uno o mas controles.

13. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 12, en el que las muestras se toman antes y/o
durante y/o después de la terapia para la esquizofrenia.

14. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 13, en el que la muestra bioldgica es liquido
cefalorraquideo, sangre completa, suero sanguineo, plasma, orina, saliva, u otro liquido corporal, o aliento, aliento
condensado, o uno de sus extractos o una de sus purificaciones o diluciones.

15. El uso de un kit para monitorizar o diagnosticar la esquizofrenia, en el que dicho kit comprende un biosensor que
detecta y/o cuantifica el biomarcador citado en la reivindicacion 1, en el que dicho biosensor comprende un ligando
capaz de unirse especificamente al biomarcador citado en la reivindicacion 1.
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