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ES 2441253713

DESCRIPCION
Procedimiento para diagnosticar diferencialmente demencias
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un procedimiento ex vivo para diagnosticar diferencialmente demencias que comprende las
caracteristicas del preambulo de la reivindicacion 1 independiente. Particularmente, la presente invencion se refiere
a un procedimiento tal que es adecuado para discriminar demencias vasculares y/o degeneraciones del l6bulo
frontotemporal de demencias relevantes del diagnostico diferencial, tales como enfermedad de Alzheimer, y
trastornos demenciales, tales como depresiéon. La invencion también se refiere a diferenciar entre demencias
vasculares y degeneraciones del l6bulo frontotemporal. Ademas, la invencién se refiere a un uso de ciertos
componentes en diagnosticar diferencialmente demencias segun el preambulo de la reivindicacion 15 independiente.

Abreviaturas usadas

En esta descripciébn se usan las siguientes abreviaturas: péptidos AR = péptidos beta amiloides; AB-SDS-
PAGE/inmunotransferencia = electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida de amiloide beta con
inmunotransferencia Western; EA = enfermedad de Alzheimer; PPA = proteina precursora de beta-amiloide; camara
CCD = camara con dispositivo de carga acoplada; LCR = liquido cefalorraquideo; CD = control depresivo; DGN =
Deutsche Gesellschaft fir Neurologie; DFT = demencia frontotemporal; DLFT = degeneraciéon del I6bulo
frontotemporal; MMSE = miniexamen del estado mental; NINCDS-ADRDA = Instituto Nacional de Trastornos
Neurolégicos y de la Comunicacion y Accidente cerebrovascular-Asociacion de la Enfermedad de Alzheimer y
Trastornos relacionados; SDS = dodecilsulfato de sodio; %T = porcentaje de acrilamida; DV = demencia vascular.

Técnica anterior

El diagndstico diferencial entre las dos formas mas comunes de demencias, la enfermedad de Alzheimer (EA) y las
demencias vasculares (DV), es crucial, ya que influye en la estrategia terapéutica. Hasta ahora, los diagnésticos de
demencia neuroquimicos basados en LCR multiparamétricos (LCR-DDN) pueden respaldar el diagnéstico diferencial
de EA y DV midiendo AB1-42, tau total y fosfo-tau.

Van Qijen y col., 2006, informaron que los péptidos AR en plasma pueden tener valor diagnéstico en EA incipiente.

Gurol y col., 2006, informaron que la concentracién en plasma de las especies de péptidos AR AB1-40 mostraron
relacién con la carga de lesiones vasculares en deterioro cognitivo leve, EA y angiopatia amiloide cerebral.
Particularmente, se ha encontrado que la concentracion en plasma de AB1-40 se asocia a lesiones de la sustancia
blanca cerebral independientemente de posibles factores de confusion.

Un quinteto de especies de péptidos AB, es decir, AR 1-37/38/39/40/42, se ha caracterizado como constituyentes
regulares de LCR humano (Wiltfang y col., 2002; Lewczuk y col., 2004).

Kapaki y col., 2003, desvelaron el uso de concentraciones de proteina tau y AB1-42 medidas en liquido
cefalorraquideo (LCR) en diagndstico de enfermedad de Alzheimer. Particularmente, proponen una relacion de
tau/AB1-42 como criterio clinico para distinguir EA de DV en el diagnéstico de demencia.

En seres humanos por debajo de la edad de 65 afios, la DLFT es la segunda causa mas comin de demencia
después de la enfermedad de Alzheimer.

La EA es una enfermedad degenerativa progresiva del cerebro que produce deterioro de la memoria y demencia
manifestada por confusién, desorientacion visuoespacial, incapacidad para calcular, deterioro del criterio, trastornos
del pensamiento y alucinaciones. Esta enfermedad cerebral degenerativa mas comuan constituye el 70 % de todos
los casos de demencia en seres humanos. La aparicion es normalmente en la edad madura tardia, y la muerte
normalmente se produce en 5 a 10 afios.

El grupo heterogéneo de DLFT y EA comparten rasgos neuroguimicos y clinicos, aunque el aspecto temporal de los
sintomas durante la evolucion de la enfermedad y hallazgos neuropatol6gicos se diferencian sorprendentemente
entre estos dos sindromes de demencia.

La deposicidn extracelular de péptidos beta amiloides (AB) agregados, principalmente AB1-42 total, como placas de
amiloide es un distintivo neuropatolégico de enfermedad de Alzheimer (Glenner y Wong, 1984), mientras que las
placas de amiloide se encuentran raramente en DLFT (Arnold y col., 2000). Los niveles de AB1-42 en fluidos
corporales tales como liquido cefalorraquideo (LCR) son significativamente reducidos en EA y a un menor grado en
DLFT (Hulstaert y col., 1999).

Los péptidos AB se derivan de una proteina precursora de amiloide (PPA) transmembrana, después de la escision
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por dos enzimas, B- y B-secretasa (Haas y Selkoe, 1993). AR consiste predominantemente de AB1-38, AR1-40 y
AB1-42. Se supone que las distintas actividades de B-secretasa son responsables de la generacion de tanto péptidos
AB truncados del extremo carboxi (truncados en Ct) como alargados (alargados en Ct) como se refiere a AB1-40
(Citron y col., 1984). Asi, puede asumirse que la medicion de las diferentes especies de péptidos AR en fluidos
corporales representa mas adecuadamente cambios especificos de enfermedad del metabolismo de PPA en vez de
los simples niveles de AB1-42 absolutos (Wiltfang y col., 2001, Bibl y col., 2006).

Hasta la fecha se han documentado tres conjuntos de criterios clinicos para el diagnostico diferencial de DLFT. El
conjunto de criterios mas reciente se sugirid6 por McKhann y colaboradores (McKhann y col., 2001), principalmente
como una ayuda al diagnéstico clinico rutinario. Los criterios clinicos de Neary y colaboradores (Neary y col., 1998)
son mas utiles cuando se basan en los tres subtipos prototipicos de DLFT, demencia frontotemporal (DFT), afasia
progresiva primaria (APP) y demencia semantica (DS). Sin embargo, el diagndstico clinico frecuentemente sigue
siendo crucial en un caso determinado y biomarcadores para pruebas de diagndstico aplicables estan todavia en
intensa investigacion. La constelacion de ABi-42 reducidos en fluidos corporales, acompafado de una elevacion de
niveles de proteina tau, puede encontrarse en tanto DFT como EA (Blennow, 2004). Hasta la fecha se han publicado
datos incoherentes sobre el rendimiento de estas proteinas como biomarcador aplicable para el diagnostico
diferencial de DFT y EA (Sjogren y col.,, 2000; Riemenschneider y col., 2002). El diagndstico clinico de
enfermedades neurodegenerativas es todavia muy dificil, especificamente con respecto a la diferenciacion de EA de
DFT y DFT de APP.

Se ha sugerido que las formas de AB pueden usarse conjuntamente con diagnostico clinico para respaldar un
diagndstico diferencial. Los biomarcadores para ayudar en el diagndstico clinico, tales como beta amiloide 1-42 (ABi-
42), tau y tau fosforilada se han investigado sistematicamente en DFT, pero no en APP.

Problema de la invencién

Es el problema de la presente invencidn proporcionar un procedimiento ex vivo para diagnosticar diferencialmente
demencias vasculares, que muestre buena sensibilidad y especificidad de manera que permita particularmente
discriminar demencias vasculares de degeneraciones del I6bulo frontotemporal u otros tipos de demencia como, por
ejemplo, enfermedad de Alzheimer.

Solucién

El problema de la invencion se resuelve mediante un procedimiento que comprende las caracteristicas de la
reivindicacion 1 independiente. Realizaciones preferidas de este nuevo procedimiento se definen en las
reivindicaciones 1 a 7 dependientes. La reivindicacion 8 se refiere al uso de ciertos componentes en el nuevo
procedimiento. Las reivindicaciones 9 a 15 dependientes definen realizaciones preferidas del nuevo uso.

Descripcion de la invencion

Los inventores encontraron el mismo quinteto de especies de péptidos AR, es decir, AB1-37/38/39/40/42, que se han
caracterizado como constituyentes regulares de LCR humano antes (Wiltfang y col., 2002; Lewczuk y col., 2004), en
plasma. Sin embargo, los péptidos AR en plasma se caracterizaron por otras especies truncadas en el extremo
amino AB2-40. La ultima especie de péptidos no puede diferenciarse de AB1-40 por los procedimientos de ELISA
actualmente disponibles.

Adicionalmente y sorprendentemente, los inventores encontraron que las concentraciones en plasma de las
especies de péptidos AR individuales muestran variaciones caracteristicas en caso de demencia vascular y
degeneraciones del I6bulo frontotemporal.

Particularmente, en caso de demencias vasculares, ademas de un aumento de AB1-40, las concentraciones de AR1-
37, AB1-38, AB1-39, AB1-42 y AB2-40 disminuyen. La disminucion de estas especies de péptidos AR es
caracteristica de demencias vasculares porque no se muestra con otros trastornos demenciales relevantes de
diagndstico diferencial tales como enfermedad de Alzheimer y depresion. Sin embargo, esta disminucion, excepto la
disminucion en AB1-42, y el aumento en AP1-40, también se muestran con degeneraciones del l6bulo
frontotemporal.

Las especies de péptidos AR que muestran disminuciones particularmente altas en su concentracién en plasma con
demencias vasculares y frontotemporales son AB1-37, AB1-38, AB1-42 (no con demencia frontotemporal), y AB2-40,
siendo mostrada la disminucién mas caracteristica por AB1-38.

Asi, la presente invencién proporciona un procedimiento ex vivo para diagnosticar diferencialmente demencias
usando el péptido B amiloide truncado en el extremo carboxi AR1-38.

En una realizacién, el procedimiento de la presente invencion hace uso de una combinacién de las especies de AR
truncadas en el extremo carboxi AB1-37 y AB1-38 como biomarcador.
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En una realizacidn, el fluido corporal usado en la presente invencion es LCR (liquido cefalorraquideo).

Particularmente, una concentracion de AB1-38 se determina en una muestra de sangre tomada del paciente, v,
normalmente, la concentracién de AB1-38 y todas las otras especies de péptido 3 amiloide que se determinaran en
el nuevo procedimiento son concentraciones en plasma, es decir, las concentraciones se determinaran en una
muestra de plasma sanguineo. Como el plasma es un componente de la sangre, y como una muestra de plasma
sanguineo es una fraccion de una muestra de sangre tomada de un paciente, las concentraciones de las especies
de péptidos AB determinadas en el nuevo procedimiento también pueden relacionarse con la muestra de sangre
total, o incluso pueden determinarse directamente en la muestra de sangre.

A partir del plasma o la muestra de sangre total, los péptidos AR se enriquecen preferentemente usando un
anticuerpo especifico para péptidos AB, y luego se analiza adicionalmente con respecto a la concentracion de las
especies de péptidos A individuales. El uso de un anticuerpo del extremo N especifico para enriquecer los péptidos
AR demostro ser particularmente satisfactorio.

Las concentraciones absolutas de las especies de péptidos AR pueden mostrar una variacion considerable que no
es debida a la aparicion de demencias vasculares o degeneraciones del I6bulo frontotemporal. Las concentraciones
relativas de las especies de péptidos AB, sin embargo, muestran una variacion mucho mas pequefia sin la aparicion
de estas enfermedades. Asi, en el nuevo procedimiento se determina una concentracion relativa de las especies de
péptidos AR para discriminar mas claramente demencia vascular y degeneraciones del l6bulo frontotemporal de
otros tipos de demencias.

Por ejemplo, la concentracion relativa de las especies de péptidos AR puede determinarse como una fraccién de la
concentracion de péptido A total, que aqui se indicard AB1-X %, o como una relacion de la concentracion absoluta
de al menos una especie de péptido B amiloide truncado en el extremo carboxi y la concentracién absoluta del
péptido AR adicional AB1-40 o AB1-42, que aqui se indicara AB1-X/1-40 y AB1-X/1-42, respectivamente.

Para discriminar en realidad ciertas demencias, la concentracion de AB1-38 se compara con un valor umbral para
AB1-38.

El valor umbral real para AB1-38 puede obtenerse comparando los niveles del (de los) biomarcador(es) en el
paciente con aquellos en controles no dementes (como, por ejemplo, en controles depresivos no dementes) y/o en
pacientes con otras demencias (como, por ejemplo, enfermedad de Alzheimer).

En una realizacion particular del nuevo procedimiento, una concentracion de AB1-38 seleccionada del grupo de
concentraciones que consiste en

- la concentracién relativa de AB1-38 determinada como una fraccion de la concentracién de péptido B
amiloide total, y

- la concentracion relativa de AB1-38 determinada como una relacion de la concentracion absoluta de AB1-38
y la concentracién absoluta de la otra especie de péptido B amiloide truncado en el extremo carboxi AB1-40,

por encima del valor umbral para AB1-38 se toma como una indicacién de ausencia de demencia vascular en el
paciente.

Si se determina la fraccion de la concentracion de péptido A total en plasma de las especies de péptidos AR AB1-
38, un valor umbral adecuado para diagnosticar demencias vasculares estad en un intervalo del 7,6 % al 8,6 %.
Preferentemente, este valor umbral estd en un intervalo del 8,29 % al 8,43 %. Un valor umbral dentro del Gltimo
intervalo es el mas adecuado para discriminar DV de EA.

Si se determina la relacidon de la concentracién absoluta en plasma de las especies de péptidos A AB1-38 y la
concentracion absoluta en plasma de las especies de péptidos AR AB1-40, un valor umbral adecuado para
diagnosticar demencias vasculares esta en un intervalo de 0,116 a 0,156. Preferentemente, este valor umbral es
aproximadamente 0,136.

En otro procedimiento, una concentracion de AB1-38 seleccionada del grupo de concentraciones que consiste en

- la concentracion absoluta de AR1-38,

- la concentracion relativa de AB1-38 determinada como una fraccion de la concentracion de péptido B
amiloide total, y

- la concentracion relativa de AB1-38 determinada como una relacién de AB1-38 y la concentracion absoluta
de al menos otra especie de péptido 3 amiloide seleccionada del grupo que consiste en AB1-40 y AR1-42,

por encima del valor umbral para AB1-38 se toma como una indicacion de ausencia de degeneracion del l6bulo
frontotemporal en el paciente.
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Particularmente, al contrario puede deducirse que dicho mamifero esta padeciendo DLFT dado que la concentracion
de AB1-38 es inferior a un valor umbral para AB1-38 que, cuantificada como un porcentaje, es al menos el 20 %
menos Yy preferentemente oscila del 20 % al 40 % menos con respecto a la concentracion de AB1-38 en pacientes
con enfermedad de Alzheimer y en controles no dementes.

Otro procedimiento incluye obtener muestras de fluido corporal (por ejemplo, sangre o LCR) de un mamifero (por
ejemplo, humano) y determinar la relacion de péptidos AR truncados en el extremo carboxi ABi-37 a ABi-40 €n el que
la relacion inferior a 0,125 indica que el mamifero es susceptible a, o tiene, DLFT.

Otro procedimiento incluye obtener muestras de fluido corporal (por ejemplo, sangre o LCR) de un mamifero (por
ejemplo, humano) y determinar la relacién de péptidos AR truncados en el extremo carboxi AB1-3s a AB1-40 €n el que
la relacion inferior a 0,22 indica que el mamifero es susceptible a, o tiene, DLFT.

En otra realizacion particular del nuevo procedimiento, una concentracion de AB1-38 seleccionada del grupo de
concentraciones que consiste en

- la concentracion relativa de AB1-38 determinada como una fraccion de la concentracion de péptido B
amiloide total, y

- la concentracion relativa de AB1-38 determinada como una relacion de la concentracion absoluta de AB1-38
y la concentracion absoluta de la otra especie de péptido B amiloide truncado en el extremo carboxi AB1-40,

por debajo del valor umbral para AB1-38 se toma como una indicaciéon de una demencia vascular o una
degeneracion del I6bulo frontotemporal en el paciente.

Particularmente en la dltima realizacidn, la concentracion relativa de la especie de péptido B amiloide truncado en el
extremo carboxi AB1-38 determinada como una relaciéon de AB1-38 y la concentracién absoluta de la otra especie de
péptido B amiloide AB1-42 puede usarse para diferenciar entre una demencia vascular y una degeneracién del I6bulo
frontotemporal en el paciente, indicando una concentracion relativa por debajo del valor umbral para AB1-38 una
degeneracion del l6bulo frontotemporal en el paciente. Particularmente, este valor umbral estara en el intervalo de
1,2 a 1,4, preferentemente aproximadamente 1,3, si el fluido corporal es, por ejemplo, plasma sanguineo.

El paciente del que va a examinarse el fluido corporal en el nuevo procedimiento se obtiene de cualquier mamifero;
en una realizacion particular de la presente invencion el mamifero es un ser humano.

En una realizacion, la metodologia usada para la cuantificacion del biomarcador es una medida de interaccion
inmunolégica del biomarcador con anticuerpo(s) o molécula(s) que imita(n) anticuerpos, que incluyen
especificamente anticuerpos monoclonales especificos para biomarcador de péptido AB. Un ejemplo tal de la
metodologia usada para la cuantificacion del biomarcador es electroforesis en gel o AB-SDS-
PAGE/inmunotransferencia.

En una realizacion, el biomarcador puede comprender una forma modificada de la especie de péptido B amiloide
truncado en el extremo carboxi de interés: dicho péptido AR puede estar presente en una forma oxidada, en una
forma fosforilada o una forma truncada en el extremo N (o amino).

Los componentes usados en el nuevo uso de componentes para diagnosticar diferencialmente demencias
vasculares segun el nuevo procedimiento comprenden todos los componentes necesarios para ejecutar el nuevo
procedimiento en tanto que estos componentes no sean componentes convencionales disponibles en cualquier
laboratorio bien equipado. Asi, los componentes comprenden al menos componentes para determinar una
concentracion del péptido $ amiloide truncado en el extremo carboxi AB1-38 en un fluido corporal obtenido de un
paciente.

Breve descripcién de los dibujos y tablas

A continuacion, la invencién se describira adicionalmente y se explicard por medio de ejemplos de realizacion y con
referencia a los dibujos y tablas adjuntos.

Fig. 1 es una gréafica que muestra la media y el intervalo de confianza (IC) del 95 % de la relacion AB1-38/1-40
para tres grupos de diagnéstico del Ejemplo | que consisten en pacientes con CD, EAy DV.

Fig. 2 muestra curvas de operacion de las relaciones AB1-38/1-40, AR1-42/1-40 y AB2-40/1-40, respectivamente,
para la deteccién de DV entre todos los otros pacientes en el Ejemplo I.

Fig. 3 pertenece al Ejemplo Il y muestra (a) una AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia basada en urea, y (b) SDS-
PAGE convencional de LCR (carril 1-3) y péptidos AR1-37, AB1-38, AR1-39, AB1-40 y AB1-42 sintéticos
(carril 4). Diez microlitros de un LCR sin concentrar se aplicaron a cada carril. La figura muestra una
transferencia de LCR de pacientes con DLFT (carril 2), controles de enfermedad no demente (CND) (carril
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3) y EA (carril 4), respectivamente.
es una grafica que muestra la media y el intervalo de confianza (IC) del 95 % de AB1-38/ AB1-40 para CND,
EAy DLFT en el Ejemplo Il

es un diagrama de dispersion de pacientes con DLFT, EA y CND del Ejemplo Il dividido entre la relacion de
AB1-3s/ AB1-20 Y AB1-a2 [ng/ml]. El mejor corte para diferenciar DLFT de EA y CND usando AB1-3s/ ABi-40 €S
0,215.

es un diagrama de dispersion de pacientes con DFT, EA, APP y CND del Ejemplo Il dividido entre su
porcentaje de abundancia de ABi.4> y AB1-38, respectivamente, con respecto a la suma de todos los péptidos
AB investigados.

es una grafica de AB1- 38 % en LCR de controles de enfermedad no demente (CND), enfermedad de
Alzheimer (EA), demencias frontotemporales (DFT), afasia progresiva primaria (APP) y otras demencias del
Ejemplo Ill.

es una grafica que muestra la media y el intervalo de confianza (IC) del 95 % de la relacion plasma AB1-
38/1-40 para cada grupo de diagndstico del Ejemplo IV.

es una grafica que muestra la media y el intervalo de confianza (IC) del 95 % de la relacion plasma AB1-
38/1-42 para cada grupo de diagnéstico del Ejemplo IV.

es una grafica que muestra la media y el intervalo de confianza (IC) del 95 % de la relacion plasma AB1-
40/1-42 para cada grupo de diagnéstico del Ejemplo IV.

representa patrones de péptidos AB en plasma, AB1-42 y tau en LCR y datos demograficos de los grupos
de diagnéstico del Ejemplo .

representa relaciones de ABi.3s/ ABi-40 para los siguientes grupos de diagnostico del Ejemplo II: pacientes
con DLFT frente a CND y EA (Tabla 1a); DLFT frente a EA (Tabla 2b); DLFT frente a CND (Tabla 2c).

representa la relacion de ABi.37/ ABi-40 para los siguientes grupos de diagndstico del Ejemplo II: pacientes
con DLFT frente a CND y EA (Tabla 3a); DLFT frente a EA (Tabla 3b); DLFT frente a CND (Tabla 3c).

representa la relacion de ABi.42/ ABi1-3s para los siguientes grupos de diagndstico del Ejemplo II: pacientes
con DLFT frente a CND y EA (Tabla 4a); DLFT frente a EA (Tabla 4b); DLFT frente a CND (Tabla 4c); EA
frente a CND (Tabla 4d).
representa la relacion de ABi.42/ ABi-37 para los siguientes grupos de diagndstico del Ejemplo II: pacientes
con DLFT frente a CND y EA (Tabla 4a); DLFT frente a EA (Tabla 4b); DLFT frente a CND (Tabla 4c); EA
frente a CND (Tabla 4d).

representa patrones de péptidos AB, AB142 y tau en el LCR de los grupos de diagnostico CND, EA y DLFT
del Ejemplo 1.

representa patrones de péptidos AR, ABi.42 y tau en el LCR de los grupos de diagnostico del Ejemplo lI:
CND (n=71), EA (n=71), DFT (n=36), demencia con cuerpos de Lewy (DCL, n=32), otras demencias (OD,
n=93).

representa las precisiones del diagnéstico de patrones de péptidos AB en DLFT, EA y CND del Ejemplo II.

representa las precisiones del diagnéstico de patrones de péptidos AR en EA, DFT, APP, entre otras
demencias, y CND como se describe en Ejemplo IIl.

representa abundancias absolutas y en porcentaje de especies de péptidos AB en plasma, AB1-42,
tau en LCR y datos demograficos de los grupos de diagnéstico del Ejemplo IV.

i6n detallada de realizaciones preferidas d e la invencion

nes

En esta descripcion, el uso de los términos demencia vascular y enfermedad de Alzheimer se basa en los criterios

de NINC
ejemplo,

DS-AIREN y NINCDS-ARDA, respectivamente. También es posible la aplicacion de otros criterios como, por
los criterios de ADDTC, y conduce a resultados comparables.

El término “biomarcador” es una caracteristica que es objetivamente medida y evaluada como un indicador de
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procesos bhiolégicos normales, procesos patoldgicos o respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica. El
biomarcador puede describir, por ejemplo, una sustancia cuya deteccion indica un estado de enfermedad particular.
El biomarcador puede ser un péptido que produce enfermedad o esta asociado a susceptibilidad a enfermedad.

El término “fluidos corporales” incluye cualquier fluido que pueda obtenerse de un cuerpo de mamifero. Asi, el
término “fluidos corporales” también incluye homogeneizados de cualquier tejido y otra sustancia del cuerpo. Mas
particularmente, sin embargo, el término “fluidos corporales” incluye fluidos que son normalmente o anormalmente
secretados por o eliminados del cuerpo. Los fluidos respectivos pueden incluir, pero no se limitan a: sangre, plasma,
linfa, orina y liquido cefalorraquideo, siendo sangre, plasmay liquido cefalorraquideo los de mas interés aqui.

El término “cuantificar el nivel” o “cuantificacion de” puede referirse a medicion absoluta o relativa del biomarcador.
Puede usarse cualquier procedimiento para cuantificar el (los) nivel(es) de biomarcador en el fluido corporal. Por
ejemplo, analisis cuantitativos pueden implicar técnicas tales como ELISA, SDS-PAGE/inmunotransferencia, o
técnicas basadas en inmunocaptura (Lewczuk y col., 2004b). También pueden usarse otras técnicas, tales como
inmunoensayos, usando marcado enzimatico, marcado fluorescente y electroquimioluminiscencia para validar la
medicion de péptidos AB. Tales técnicas pueden implicar el uso de anticuerpos policlonales 0 monoclonales
especificos para el biomarcador de interés. En un procedimiento, la cuantificacién puede representar la relacion de
formas AP truncadas del extremo carboxi con respecto a APi.42 total. En otro procedimiento, la cuantificacion puede
representar la relacién de formas AR truncadas del extremo carboxi con respecto a ABi-40 truncadas del extremo
carboxi. Las formas AB truncadas también pueden incluir, pero no se limitan a, formas modificadas tales como la
forma helicoidal oxidada de AB1.40".

Las dos notaciones ABn-x Y ABn-X usadas en esta descripcion no pretenden indicar diferentes especies de péptido 3
amiloide, sino la misma. Asimismo, no hay diferencia entre péptido B amiloide, péptido beta amiloide y AB.

El término “molécula que imita anticuerpo” se refiere a cualquier molécula que pueda unirse al epitope del
biomarcador de péptido AB. La molécula puede ser una forma sintética que comprende todas las caracteristicas de
un anticuerpo monoclonal.

El término “sensibilidad” se refiere a la capacidad de un biomarcador para identificar un porcentaje sustancial de
mamiferos (por ejemplo, seres humanos) con la enfermedad. Una sensibilidad del 100 % significaria que un
marcador puede identificar el 100 % de mamiferos con la enfermedad. La expresién matematica de la sensibilidad
es el nimero de casos positivos verdaderos de enfermedad dividido entre el nUmero de casos positivos verdaderos
mas el nimero de casos negativos falsos.

El término “especificidad” se refiere a la capacidad de un biomarcador para identificar un porcentaje sustancial de
mamiferos (por ejemplo, seres humanos) sin la enfermedad. Una especificidad del 100 % significaria que un
mamifero esta sano. La expresion matematica de la especificidad es el nimero de casos positivos verdaderos
dividido entre nimero de casos negativos verdaderos mas el nimero de casos positivos falsos.

El término “control” se refiere a mamiferos sanos o mamiferos (por ejemplo, seres humanos) que padecen
enfermedad mental que puede incluir, pero no se limita a, inestabilidad afectiva o emocional, desregulacién
conductual y/o disfuncién o deterioro cognitivo. En un aspecto de la presente invencion, control se refiere a un
guejica cognitivo psiquiatrico (QCP) e incluye mamiferos que padecen cualquier trastorno psiquiatrico que pueda
conducir a deficiencias cognitivas reclamadas por el individuo enfermo. Esto puede no necesariamente tener que
verificar prueba cognitiva e incluye muchos trastornos psiquiatricos tales como esquizofrenia, depresion o trastornos
del suefio de cualquier tipo. En otro aspecto de la presente invencion, el control se refiere a controles de enfermedad
no demente (CND). En general, se indican que los controles no tienen signos clinicos de ninguna forma de
demencia. En detalle estos son (i) quejicas cognitivos psiquiatricos (QCP): pacientes que padecen algun trastorno
psiquiatrico y se quejan sobre el deterioro cognitivo durante la evolucion de la enfermedad, (ii) controles de
enfermedad no demente (CND): pacientes que padecen algun tipo de enfermedad neuroldgica o psiquiatrica sin
ningun sindrome de demencia, (iii) quejicas cognitivos depresivos (QCD): pacientes con quejas cognitivas en la
evolucion de depresion.

Ejemplo |

Se investigaron 13 pacientes con DV (7 hombres, 6 mujeres) en comparacion con EA (n=10; 7 hombres, 3 mujeres)
y controles depresivos (n=13; 6 hombres, 7 mujeres). El diagnéstico clinico se hizo segin DSM-IV vy los actuales
criterios de consenso respectivos (Blacker y col., 1994; Roman y col., 1993). Ademas, los pacientes con DV se
caracterizaron por signos tipicos de enfermedad cerebrovascular en diagnéstico cerebral por imagenes (TAC o
RMN), mientras que los pacientes con EA mostraron leves lesiones de la sustancia blanca como maximo. Los
pacientes con EA se caracterizaron adicionalmente por bajos niveles de AB1-42 y altos de tau en LCR usando la
funcién lineal (AB1-42=240+1,18xtau) de un estudio de validacion grande de estos biomarcadores (Hulstaert y col.,
1999). Los pacientes con enfermedad cerebrovascular relevante o atrofia focal clara en el diagnéstico cerebral por
imagenes, puntuacién de MMSE inferior a 26 0 anamnesis de empeoramiento cognitivo persistente durante al
menos seis meses se excluyeron del grupo de control depresivo.
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Se tomaron muestras de plasma de todos los pacientes entre 2000 y 2004. La manipulaciéon de las muestras sigui6
un protocolo normalizado segin datos previamente publicados, excepto el periodo de tiempo hasta la congelacion
gue oscilo hasta 48 horas (Lewczuk y col., 2004). Para la cuantificacion, los péptidos AB se enriquecieron de plasma
usando inmunoprecipitacion especifica del extremo N (o amino) por el anticuerpo monoclonal 1E8, y la AB-SDS-
PAGE/inmunotransferencia sirvié de andlisis como se ha publicado en cualquier parte (Wiltfang y col., 2002; Bibl y
col., 2004; Lewczuk y col., 2004). Las muestras se ejecutaron por triplicado como minimo con respecto a las series
de diluciéon de AB1-37, AB1-38, AB1-39, AB1-40, AB1-42 y AB2-40 sintético en cada gel. La sensibilidad de la
deteccién de la AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia fue 0,6-1 pg (Wiltfang y col., 2002; Bibl y col., 2004), los
coeficientes de variaciones de las concentraciones de péptidos AR oscilaron entre el 14,0 y el 18,5 % (Lewczuk y
col., 2004). Las cuantificaciones de péptidos AB en plasma se obtuvieron de transferencias individuales y los grupos
de pacientes se caracterizaron por la media y desviacion estandar. Estos datos se enumeran en la Tabla 1.

Los valores de péptido en plasma se indican como valores absolutos (pg/ml) o en porcentaje (cantidad de cada
péptido con respecto a la suma de todos los péptidos AR investigados individuales) y de relacién (cantidad de cada
péptido con respecto a AB1-40), respectivamente. Las diferencias significativas de grupos se evaluaron en la prueba
de la U de Mann-Whitney. El nivel de significancia bilateral se tomé como p<0,05. Se us6 el andlisis de la curva
caracteristica de operacién del receptor para determinar los puntos de corte al indice de Youden méaximo. El
coeficiente kappa se us6 para la medicion de acuerdo entre el diagnéstico clinico y la prueba neuroquimica. La
transformacion Z de Fisher sirvi6 de comparacion de valores de kappa. Para los calculos se usé el paquete de
software estadistico SPSS, version 10.0.

El grupo de CD fue significativamente mas joven que el de EA (p=4,9x10'2) y DV (p=7x10’3). La puntuacion de edad
y MMSE no se diferenci6 significativamente entre DV (media + DE) y EA (media + DE). El tiempo promedio hasta la
congelaciéon no se diferencio entre los grupos de diagnoéstico. La hipertension fue predominante en el 23 %, 30 % y
el 38 % de CD, EA y DV, respectivamente. La hipercolesterolemia fue predominante en el 31 %, 20 % y 15 % de CD,
EA y DV, respectivamente.

Ninguno de los péptidos AR investigados, ninguno en absoluto, ni en términos de porcentaje, se correlacioné con la
edad, MMSE o la aparicion de hipertension. La hipercolesterolemia predominante se correlaciond débilmente con
mayor porcentaje de niveles de AB1-38 (p:4,3x10’2). El tiempo hasta la congelacién se correlacioné fuertemente con
menores niveles de péptidos AB totales (p<0,01), pero lo mas interesante no con ningln porcentaje de cantidad de
péptidos AB. El sexo femenino se correlaciond débilmente con mayores niveles de AB1-39, AB1-40 y AB1-42
(p<0,05).

CD y EA no mostraron diferencias significativas en ninguno de los péptidos investigados, ninguna en absoluto, ni en
términos de porcentaje. A diferencia, AB1-42 (p=1,2x10’2) y AB2-40 (p=8x10'3) absolutos disminuyeron en DV con
respecto a un grupo combinado de CD y EA. En términos de porcentaje, hubo una disminucién de AR1-37 (p=8x10"
%), AB1-38 (p=6,9x10"), AB1-39 (p=8,7x10"), AB1-42 (p=8,2x10") y AB2-40 (p=6,9x10), igualado por elevadas
cantidades de AB1-40 (p:4,6x10'3) en DV con respecto a un grupo combinado de CD y EA.

Los péptidos mas pronunciadamente disminuidos AB1-38, AB1-42 y AB2-40 se combinaron cada uno con ABR1-40 a
las relaciones AB1-38/ AB1-40, AB1-42/ AR1-40 y AR2-40/ AB1-40, respectivamente. La Fig. 1 visualiza la relacion
AB1-38/ AB1-40 para los tres grupos de diagnostico. El andlisis de curvas de ROC como se representa en la Fig. 2
revel6 areas bajo la curva (ABC) del siguiente modo: 0,92, 0,87 y 0,89 para AB1-38/ AB1-40, AB1-42/ AR1-40 y AB2-
40/ AB1-40, respectivamente. Usando un punto de corte de 0,136, la relacion AR1-38/ AB1-40 presenté una
sensibilidad del 92 % para la deteccién de DV a una especificidad del 87 % en un grupo combinado de EA y CD. La
potencia discriminativa de AB1-38/ AB1-40 entre DV y EA fue incluso mayor, dando una sensibilidad y especificidad
del 92 % y 90 %, respectivamente, en el mismo punto de corte.

Cuando la DV se probo para AB1-40 absoluta en comparacién con un grupo combinado de EA y CD, el coeficiente
kappa dio un valor de 0,386. A diferencia, el coeficiente kappa dio un valor de 0,767 para la relacion AR1-38/ AB1-40.
Después de la transformacion Z de Fischer, la diferencia fue significativa al nivel de 0,05.

Discusioén

Los resultados presentados sobre la caracterizacion detallada de especies de péptidos AB en plasma de DV en
comparacion con EA y controles depresivos estan de acuerdo con estudios previos (Irizarry, 2004) respecto a AB1-
40 y AB1-42. Lo mas interesante, una publicacion reciente por Gurol y col. (2006) inform6 de una elevada correlacion
de AB1-40 con la carga de lesiones de la sustancia blanca en DCL, EA y AAC. Este efecto result6 ser independiente
de posibles factores de confusion, tales como edad, sexo, hipertension, diabetes mellitus, estado de APO-E,
homaocisteina, folato y B12. AB1-40 elevada se interpret6 como un posible factor de riesgo cerebrovascular, y
combinado con los resultados de los presentes inventores, puede ser un posible biomarcador para distinguir EA pura
de demencia por EA/DV mixta o DV pura, respectivamente. La funcion especifica de AB1-40 en DV esta enfatizada
por el hecho de que este péptido comprende el principal componente de placas de amiloide vascular, pero es menos
abundante en placas de EA seniles (Gravina y col., 1995). Sigue sin respuesta la cuestién de si la reduccién de
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péptidos AB en plasma distinto de AB1-40 también puede 0 no estar estrechamente relacionada con la patologia de
amiloide cerebrovascular. Sin embargo, la potencia de diagnéstico de este efecto puede aumentarse cuando AR1-40
se evalla en relacion con otros péptidos AB en plasma.

Ejemplo Il

Un total de 90 pacientes, cuyas muestras de LCR se habian obtenido para analisis neuroquimico entre 2000 y 2004,
se dividieron en 3 grupos de diagnéstico segln su diagndstico clinico: degeneracion del l6bulo frontotemporal
(DLFT), enfermedad de Alzheimer (EA) o controles de enfermedad no demente (CND). Las muestras de LCR se
analizaron por AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia para patrones de péptidos AB, y ABi42 y proteina tau total se
determinaron por ELISA.

Los pacientes se seleccionaron de salas y la clinica ambulatoria de demencia de la Universidad de Gotinga
(Gotinga, Alemania). Cinco pacientes con EA procedieron de la clinica ambulatoria de demencia de la Universidad
de Erlangen-Nuremberg (Erlangen, Alemania). Ambos centros especializados siguieron un protocolo normalizado de
manipulaciéon de muestras. Todas las mediciones y cuantificaciones neuroquimicas se realizaron en el laboratorio de
neurobiologia de la Universidad de Géttingen por dos asistentes técnicos con mucha experiencia cegados al
diagnostico clinico. El diagnostico se establecié por un neurélogo, un psiquiatra y un neuropsicélogo, todos con
mucha experiencia en el diagnéstico diferencial clinico de demencias basandose en anamnesis meticulosa, examen
clinico, resultados de evaluacion neuropsicoldgica, registros clinicos de los pacientes y el mejor criterio clinico. Los
tres investigadores estuvieron cegados a los resultados del desenlace neuroquimico. Las investigaciones se llevaron
a cabo con el consentimiento informado de todos los pacientes, 0, para pacientes con demencia grave, su familiar
mas cercano. Si es posible, se realiz6 evaluacion neuropsicolégica por la mini-evaluacion del estado mental (MMSE
0 prueba corta del rendimiento cognitivo (SKT) como minimo) en pacientes que padecian deterioros cognitivos en el
momento de la puncién lumbar.

El estudio se realizé bajo las pautas de la Declaracién de Helsinki (Organizacion Médica Mundial 1996) y autorizado
por el comité ético de las Universidades de Gotinga y Erlangen-Nuremberg.

Pacientes con degeneracidn del I6bulo frontotemporal:

Los 30 pacientes (21 hombres y 9 mujeres) de este grupo cumplieron el diagnostico y los criterios del Manual
Estadistico de Trastornos Mentales, cuarta edicion (DSM 1V) y los criterios de consenso mas recientes para DLFT
(McKhann y col., 2001). Los criterios de consenso de Neary y col. (Neary y col., 1998) se aplicaron al diagnéstico
clinico de DFT (n = 24), afasia progresiva primaria (APP, n = 5) y demencia semantica (DS, n=1), respectivamente.
La prueba neuropsicolégica, que incluye MMSE, dibujo de reloj, la bateria neuropsicologica del Consorcio para
Establecer un Registro para Enfermedad de Alzheimer (CERAD) y examen mas detallado por neurofisiélogos con
experiencia se llevé a cabo en 24 pacientes. La MMSE estuvo disponible para 26 pacientes, la puntuacién de MMSE
media fue 20,7 + 8,9 (media + DE (desviacion estandar)). La evaluacion neuropsicologica se dificulté en 4 pacientes
debido a deficiencias linguisticas o afasicas graves. La edad de este grupo era 61,6 + 11,5 afios (media = DE).

Todos los pacientes enrolados se sometieron a tomografia computerizada (TAC) o resonancia magnética nuclear
(RMN) del cerebro. Las obtencion de imagenes funcionales usando tanto tomografia computerizada de emision de
un Unico fotén (SPECT) con de 99mTc-hexametilpropilenoamina oxima o investigacion de TEP con
[18F]fluorodesoxiglucosa de la circulacién sanguinea cerebral regional estuvo disponible para 22 pacientes. Los
pacientes incluidos presentaron atrofia focal frontal, frontotemporal o temporal anterior o marcado hipometabolismo.
Los resultados de ELISA de AR 1-42 estuvieron disponibles para 22 pacientes, y ELISA de tau para 25 pacientes.

Pacientes con enfermedad de Alzheimer:

Los 30 pacientes (13 hombres y 17 mujeres) de este grupo cumplieron los criterios de DSM IV para EA y los criterios
de NINCDS-ADRDA para diagndstico clinico de EA probable (McKhann y col., 1984). La edad media de este grupo
fue 65,4 + 7,3 afios (media + DE). La prueba neuropsicoldgica, que incluye MMSE, dibujo de reloj, CERAD y examen
mas detallado por neurofisidlogos con experiencia se llevé a cabo en 29 pacientes. MMSE no fue posible en un
paciente debido a deficiencia cognitiva grave. La puntuacion de MMSE media fue 19,3 + 5,4 (media + DE) en este
grupo. Todos los pacientes se sometieron a diagnostico cerebral por imagenes estructurales por TAC o RMN. Los
pacientes incluidos presentaron atrofia cortical global o atrofia focal temporal, parietotemporal, frontotemporal o se
observé marcado hipometabolismo de estas regiones en 27 pacientes. No hubo resultados para diagndstico cerebral
por imagenes de tres pacientes. Los resultados de ELISA de ABi-42 y ELISA de tau estuvieron disponibles para 26
pacientes.

Controles de enfermedad no demente (CND):

Este grupo consistié en 30 pacientes no dementes (10 hombres y 20 mujeres) que se sometieron a puncién lumbar
para el diagnoéstico diferencial de demencia u otros motivos de diagndstico diferencial. Los pacientes con
empeoramiento cognitivo persistente durante mas de seis meses, una puntuaciéon de MMSE inferior a 26 o atrofia
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focal clara en diagnéstico cerebral por imagenes (TAC o RMN) se excluyeron del estudio.

La edad media de este grupo fue 61,5 + 11,1 afios (media + DE). El grupo incluy6 pacientes que padecian depresion
(n=16), ataques de panico con vértigo (n=1), paralisis nerviosa facial periférica con borreliosis sin manifestacion
central (n=1), hemiespasmo facial (n=1), sindrome antifosfolipidos (n=1), sindrome paraneoplasico (n=2),
esquizofrenia (n=1), psicosis polimérfica (n=1), mania (n=3), trastorno bipolar afectivo (n=1), enfermedad de las
neuronas motoras sin demencia (n=1) o insomnio (n=1). Para evaluar el estado mental cognitivo, todos los pacientes
con sintomas cognitivos (n=22) se evaluaron por MMSE (mini-examen del estado mental). La puntuacion de MMSE
media fue 28,5 + 1,5 (media + DE). El deterioro cognitivo de todos los pacientes depresivos mejoré después de la
medicacién antidepresora. El diagnéstico cerebral por imagenes (TAC o RMN) estuvo disponible para 21 pacientes.
Los resultados de ELISA de ABi1-42 y ELISA de tau estuvieron disponibles para 23 pacientes.

AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia:

Un volumen de 10 pl de LCR se hirvié en tampén de muestra antes del analisis de péptidos AR por SDS-PAGE. La
AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia se realiz6 como se describe en cualquier parte (Wiltfang y col., 2002, Bibl y col.,
2004).

Muestras de LCR de cada paciente se ejecutaron por triplicado, y cada gel se llevé a una serie de cuatro veces de
dilucién de los péptidos sintéticos AB AB1.37, AB1-38, AB1-39, AB140 Y AB1.42. LOS péptidos sintéticos AB1-3s, AB1-40, ABu-
42 se obtuvieron de Bachem (Bubendorf, Suiza), ABi-37 ¥ AB1-39 Se sintetizaron automaticamente segin Janek y col.
(Janek y col., 2001). Las series de dilucién de péptidos AR sintéticos se crearon como se ha descrito previamente
(Bibl y col., 2004). En detalle, la disolucion madre de péptidos AR sintéticos (0,5 mg/ml) se diluyd a 24 ng/ml (AB1-40),
12 ng/ml (ABi-3s Y AB142) ¥ 6 ng/ml (AB1-37 Y ABi-39). Los péptidos se mezclaron para crear la primera etapa de
dilucién de las series de dilucion de péptidos AR sintéticos y la mezcla se diluyé 1:2 tres veces mas.

El anticuerpo monoclonal de raton selectivo para el extremo amino 1E8 (Schering, Berlin, Alemania) se aplico
durante la noche a 4 °C para la deteccion del antigeno (extremo N con los dos primeros aminoacidos de péptidos AR
1-X). Se realizaron mas incubaciones de 1 hora con un anticuerpo policlonal anti-ratén biotinilado (Vector
Laboratories, Burlingame, California, EE.UU.) y estreptavidina acoplada a peroxidasa de rabano picante (Amersham
Pharmacia Biotech, Hertfordshire, RU). Se realizaron etapas de lavado entre cada incubacién. La visualizacion de
las bandas resultantes fue por quimioluminiscencia potenciada (ECL). Se us6 una camara con dispositivo de carga
acoplada (CCD) para cuantificar las bandas comparando con las series de dilucién de péptidos AB patron.

La sensibilidad de deteccion de 1 E8 en este procedimiento de inmunotransferencia optimizado fue 0,6 pg (ABi-ss,
AB1-40) Y 1 pg (AB1-37, AB1-39, AB1.42), respectivamente (Bibl y col., 2004). Los coeficientes de variacion interanalitica e
intranalitica fueron inferiores al 10 % para 80 y 20 pg de los péptidos A sintéticos (Wiltfang y col., 2002; Bibl y col.,
2004).

Deteccién de electroguimioluminiscencia de ABi.3s

Se aplico la novedosa tecnologia de deteccion de electroquimioluminiscencia (MSD) para determinar niveles de ABi-
ss en LCR independientemente de AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia. Se realiz6 segun las recomendaciones del
fabricante (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, Maryland, EE.UU.). En resumen, placas de 96 pocillos Multi-Spot 4
(Meso Scale Discovery, Gaithersburg, Maryland, EE.UU.), previamente recubiertas con el anticuerpo anti-Af
especifico del extremo N 6E10, se bloquearon con disolucion A durante una hora. Las placas se incubaron entonces
durante una hora cada una con series de dilucion de péptidos o muestras de LCR de 100 pl, seguido de anticuerpo
de deteccion de AB 1-38 con SULFO-TAG del extremo C (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, Maryland, EE.UU.) y
tampon de lectura. El lavado con 1xtampon Tris se realizo entre todas las etapas de incubacion. La luz emitida se
ley6 a una longitud de onda de - 620nm.

ELISA de proteina tau y ELISA de AB 1-42:

Los ensayos comercialmente disponibles INNOTEST® hTAU Antigen e INNOTEST® B-Amiloid (142, Innogenetics
(Gante, Bélgica) se usaron para la cuantificacion de niveles de proteina tau y AR 1-42, respectivamente, en LCR. Los
ensayos se realizaron segln procedimientos convencionales previamente publicados (Hulstaert y col., 1999).

La variabilidad interanalitica e intranalitica del ELISA de AB1-42 fue inferior al 10 %, la sensibilidad de deteccion para
AB1-42 fue 50 pg/ml (Hulstaert y col., 1999).

Andlisis estadistico:

Los niveles de péptidos AB se expresaron como valores absolutos (ng/ml). Los datos de los niveles de péptidos se
obtuvieron de transferencias individuales de cada muestra de paciente. Los grupos de pacientes se caracterizaron
por media y desviacion estandar (DE).

Se aplico la prueba de la U de Mann-Whitney para evaluar diferencias de grupos significativas. Se usé la prueba del
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orden con signo de Wilcoxon para calcular diferencias significativas de dos muestras relacionadas. No se realizaron
comparaciones mdltiples.

El nivel de significancia bilateral se tomé como p < 0,05. Un valor de p inferior a 0,01 se consider6 altamente
significativo.

Se us6 andlisis de curvas caracteristicas de operacion del receptor (ROC) para determinar puntos de corte.
Adicionalmente, el nivel de corte 6ptimo para dicotomizar valores se seleccioné como la situacién que maximizaba el
indice de Youden. Solo se presentan los valores de corte de mejor discriminacion solos o en combinacion.

Los calculos se realizaron usando el paquete de software estadistico SPSS, versién 10.0.

Resultados:

La edad media de los grupos de diagnostico no se diferenci6 significativamente (p> 0,05).

La puntuacion de MMSE media entre DLFT y EA no se diferencié significativamente (p> 0,05), pero fue
significativamente mayor para el grupo de CND (p= 1,5x107 y 1,5x10°°, respectivamente).

La distribucion por sexo estuvo desequilibrada entre los grupos de diagnéstico. Sin embargo, no se encontré
correlacion de ninguno de los péptidos AR investigados con el sexo.

Patrones de péptidos AB en AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia:

En presencia de urea, la AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia permitié la separacién electroforética y posterior
analisis de AB1-37, AB1-38, AB1-39 y AB1-40, ademas de AB1-42. Todos los péptidos AR migran como una banda
Unica, si la urea esta ausente en geles de separacion de otro modo sin cambiar (Fig. 3).

La cantidad total de péptidos AB no se diferencié significativamente entre los grupos de diagnéstico (p>0,05). Ambos
grupos de demencia, DLFT y EA, mostraron niveles absolutos disminuidos de AB1-42 con respecto al grupo de CND
como se mide por la AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia. Sin embargo, esta disminucion fue mucho mas
pronunciada en EA (p= 3,3x 10, para grupo de DLFT, y p= 8,5x10°, para grupo de EA, respectivamente). A
diferencia, los péptidos AR truncados en Ct AB1-37 y AB1-38 se redujeron selectivamente en DLFT con respecto a
CND (p=2,7x10"y p= 4,2x10°) y EA (p=2,5x10" y p= 1,2x10%), respectivamente. AB1-40 fue ligeramente elevado
en DLFT y EA, mientras que se encontré que AB1-39 se aumentaba solo en EA y disminuia en DLFT. Ninguna de
estas alteraciones fue significativa. A diferencia, el porcentaje de concentracion de AB1-40 con respecto a la suma
de todos los péptidos AR medidos (AB1-40 %) aumento significativamente en DLFT (p= 2,2x10’7). Las abundancias
absolutas y en porcentaje de péptidos AR de cada grupo de diagnéstico se resumen en la Tabla 6.

La disminucion de niveles de AB1-38 en DLFT permiti6 una distincién de EA con una sensibilidad del 77 % y
especificidad del 67 %. La disminucién menos pronunciada de AB1-42 en DLFT permitid la discriminacion de EA con
una sensibilidad del 87 % y una especificidad del 70 %. De todos los péptidos investigados, estos dos péptidos
mostraron la mayor precision como marcador individual para diferenciar entre DLFT y EA. Esto motivé a los
presentes inventores a investigar la precision del diagnostico de una combinaciéon de ambos péptidos. La relacion de
AB1-42 con AB1-38 present6 una especificidad del 97 % y sensibilidad del 93 % para diferenciacion de DLFT de EA.

A pesar de alteraciones similares de los dos péptidos en DLFT con respecto a CND, la relacion de AR1-42/ AB1-38
no mostrd precision razonable en la diferenciacién de DLFT de CND o en un grupo combinado de EA y CND.

Con una sensibilidad del 77 % y una especificidad del 73 %, la reduccion de AB1-38 en DLFT alcanzé la maxima
precision de diagndstico entre los valores absolutos de cada péptido AR individual para diferenciar DLFT de CND.

Tomados conjuntamente con los niveles de AB1-40 ligeramente elevados en DLFT, la relacion de AB1-38 con AB1-
40 mejor6 la discriminacion de DLFT y CND a una sensibilidad del 87 % y una especificidad del 90 %.
Adicionalmente, esta relacion proporcioné una sensibilidad del 87 % y una especificidad del 87 % para diferenciacion
de DLFT de EA.

Ademas, la relacion de AB1-38 con AB1-40 alcanz6 la mejor discriminacion de DLFT entre tanto CND como EA,
dando una sensibilidad y especificidad del 87 % y 88 %, respectivamente.

Los puntos de corte, sensibilidades y especificidades para cada procedimiento de prueba de diagnéstico diferencial
se resumen en la Tabla 8.

Determinacion de proteina tau y AB1-42 por ELISA

La proteina tau se elevo significativamente en el grupo de EA (p:3,6x10'7), pero solo marginalmente en DLFT
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(p>0,05), con respecto a CND. Este ensayo alcanzé una sensibilidad del 91 % y una especificidad del 81 % para la
discriminacion de DLFT y EA. La sensibilidad y especificidad de la deteccién de DLFT entre CND fue del 50 % y 61
%, respectivamente.

Los grupos de DLFT y de EA mostraron valores absolutos reducidos de AB1-42 en comparacion con el grupo de
CND como se mide por ELISA (p= 3x107 y 9,7x10°®, respectivamente). Los niveles absolutos de AB1-42
discriminaron DLFT y EA con una sensibilidad del 91 % y una especificidad del 89 %. DLFT podria distinguirse de
CND con una sensibilidad del 68 % y una especificidad del 70 %.

Combinando niveles de proteina AB1-42 y tau en una relacion de AB1-42/tau, la potencia de diagndstico de la
prueba para la deteccién de DLFT entre EA aument6 a una sensibilidad del 86 % y una especificidad del 100 %. La
sensibilidad y especificidad por deteccion de DLFT entre pacientes con CND fue del 81 % y 61 %, respectivamente.
La deteccién de DLFT entre tanto CND como EA dio una sensibilidad del 100 % y especificidad del 45 %.

Los valores absolutos para AB1-42 y tau como se mide por ELISA, y los puntos de corte, sensibilidades,
especificidades e indice de Youden maximo para cada procedimiento de prueba de diagndstico diferencial se
resumen en las Tablas 6 y 8, respectivamente.

Niveles de AB 1-42 medidos por diferentes procedimientos

AB1-42 se midi6 por tanto el ELISA comercialmente disponible como AB1-SDS-PAGE/inmunotransferencia. La
comparaciéon de valores reveld6 mayores niveles de AP 1-42 cuando se determind por AB-SDS-
PAGE/inmunotransferencia. En un total de 71 muestras de paciente, la diferencia fue altamente significativa (p=
2,8x10'12). Se encontrd que el grado de diferencia por grupo de diagnéstico era del siguiente modo: p= 4,6x10° para
el grupo de CND (n=23), 2,1x 10 para EA (n=26) y 1,2x10™ para DLFT (n=22).

Ejemplo Il

303 muestras de pacientes de LCR consecutivas obtenidas entre 1999 y 2004 se investigaron prospectivamente.
Setenta y cuatro de estos pacientes habian sido investigados en estudios previos bajo otro objetivo y los resultados
se han publicado. Estos pacientes se agruparon por diagnostico del siguiente modo: CND (n=15), EA (n=21), DCL
(n=20) y OD (n=18).

LCR de pacientes diagnosticados como que tienen EA, DFT y otras demencias, ademas de tres pacientes con
depresion, se obtuvieron de la clinica de memoria de la Universidad de Gotinga, y muestras de otros controles de
enfermedad no demente se obtuvieron de pacientes ambulatorios. Muestras de 7 pacientes con EA procedieron de
la clinica ambulatoria de demencia de la Universidad de Erlangen-Nuremberg. Las muestras de LCR de pacientes
hospitalizados con enfermedad de Parkinson (EP), demencia asociada a enfermedad de Parkinson (DEP) y DCL se
recogieron en la clinica Paracelsus-Elena, Kassel, Alemania, que esta especializada en el diagnoéstico y tratamiento
de trastornos del movimiento.

Los diagnosticos fueron hechos por un psiquiatra, un neurélogo y un neuropsicélogo, todos con mucha experiencia
en el diagnostico diferencial clinico de demencias basandose en anamnesis meticulosa, examen clinico, resultados
de evaluacion neuropsicologica, registros clinicos y mejor criterio clinico. Los tres investigadores estuvieron cegados
a los resultados de las mediciones del desenlace neurogquimico. Las investigaciones se llevaron a cabo con el
consentimiento informado de los pacientes o su cuidador autorizado. Si es posible, se realizd evaluacién
neuropsicolégica (MMSE como minimo) en pacientes que padecian deterioros cognitivos en el momento de la
puncién lumbar. El estudio se realizé bajo las pautas de la Declaracién de Helsinki y autorizado por los comités
éticos de las Universidades de Gotinga, Erlangen-Nuremberg y Hesse.

Controles de enfermedad no demente (CND):

Se excluyeron pacientes con una historia de empeoramiento cognitivo persistente durante mas de seis meses,
puntuacion de MMSE inferior a 26 o atrofia focal clara en el diagnéstico cerebral por imagenes.

El grupo de CND consistio en tres subgrupos:

Enfermedades neurolégicas periféricas sin afeccion organica cerebral (ENP):

Veinte pacientes (13 hombres y 7 mujeres) se sometieron a puncion lumbar para exclusiéon de afeccion nerviosa
central en casos de polineuropatia (n=11), paralisis nerviosa facial periférica (n=3), vértigo postural paroxistico
benigno (n=2), hernia de disco intervertebral (n=1), hemiespasmo facial (n=1), paralisis espinal espastica hereditaria

dominante autosémica (n=1) y enfermedad de Lyme sin afeccién nerviosa central (n=1). La edad media de este
subgrupo fue 63,0 + 10,3 afios (media + DE).
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Enfermedades neurodegenerativas sin demencia (EN):

Veinticinco pacientes (14 hombres y 11 mujeres) se sometieron a puncién lumbar para excluir enfermedad nerviosa
central inflamatoria crénica en casos de enfermedad de Huntington genéticamente reconfirmada (n=10), enfermedad
de Parkinson (n=7), atrofia multisistémica (n=5), ataxia espinocerebelosa (n=2) y esclerosis lateral amiotréfica (n=1).
La puntuacion de MMSE en pacientes con sintomas cognitivos (n=9) fue 28,2 + 1,6 (media + DE). Ninguno de estos
pacientes mostro rasgos clinicos de demencia. La edad media de este subgrupo fue 62,3 + 9,5 afios (media + DE).

Pacientes cognitivos depresivos (QCD):

Veintiséis pacientes depresivos (8 hombres y 18 mujeres) se sometieron a puncién lumbar para diagnéstico
diferencial de sintomas cognitivos durante la evolucion de la enfermedad. El diagnéstico de depresion se hizo segun
los criterios de DSM IV y el deterioro cognitivo se evalué por MMSE como minimo. La puntuacion de MMSE media
fue 28,6 + 1,4 (media £ DE). La edad media de este subgrupo fue 62,9 + 10,3 afios (media + DE).

Pacientes con enfermedad de Alzheimer:

Setenta y un pacientes (29 hombres y 42 mujeres) cumplieron los criterios de DSM IV y los criterios de NINCDS-
ADRDA para diagnéstico clinico de AD®. El diagnoéstico cerebral por imagenes estructurales (TAC o RMN) o
funcionales (SPECT o TEP), respectivamente, mostro atrofia cortical global; atrofia focal temporal, parietotemporal o
frontotemporal; o hipometabolismo marcado de estas regiones.

Pacientes con demencia con cuerpos de Lewy (DCL):

Treinta y dos pacientes (19 hombres y 13 mujeres) cumplieron los criterios de DSM IV para demencia y los criterios
de McKeith para diagnéstico clinico de DLB™.

Los pacientes presentaron al menos dos rasgos centrales segin los criterios y parkinsonismo durante menos de un
afo antes de la aparicion de demencia. Los pacientes enrolados se hospitalizaron durante varios dias para evaluar
cognicion fluctuante, sintomas extrapiramidales y alucinaciones visuales.

Pacientes con demencias frontotemporales (DFT):

Los 36 pacientes (22 hombres y 14 mujeres) de este grupo cumplieron los criterios de DSM IV y de consenso para
DFT. La prueba neuropsicolégica detallada adicional a MMSE, que incluye dibujo de reloj y CERAD, se llevé a cabo
en 23 pacientes. La evaluacion neuropsicologica se dificultd en 5 pacientes por deficiencias linglisticas y cognitivas
graves. El diagnéstico cerebral por imagenes estructurales (TAC o RMN) o funcionales (SPECT o TEP) revel6 atrofia
focal frontal o frontotemporal o marcado hipometabolismo.

Pacientes con otras demencias (OD):

Noventa y tres pacientes (57 hombres y 36 mujeres) cumplieron los criterios de DSM IV para demencia.

Los pacientes con afasia progresiva primaria (APP) (n=10) cumplieron los criterios de consenso de Neary y col. El
diagndstico cerebral por imagenes estructurales o funcionales (SPECT o TEP) revel6 atrofia focal temporal anterior
izquierda o marcado hipometabolismo.

El diagnéstico de demencia vascular (DV) se hizo en 27 pacientes segun criterios de NINDS-AIREN. Todos los
pacientes presentaron signos de enfermedad vascular relevante en el diagndstico cerebral por imagenes
estructurales (TAC o RMN).

La demencia asociada a enfermedad de Parkinson (DEP) se diagnosticd en 21 pacientes segun los criterios de
diagndstico clinico del Banco de Cerebros de la Sociedad de la Enfermedad de Parkinson del Reino Unido para
enfermedad de Parkinson idiopatica y los criterios de consenso. Todos los pacientes presentaron parkinsonismo al
menos un afio antes de la aparicion de la demencia.

Se diagnosticé hidrocefalia de tension normal segun los criterios propuestos de Ishikawa en nueve pacientes. Todos
estos pacientes presentaron al menos dos sintomas de la triada tipica y mejoraron después de puncion lumbar.

Seis pacientes cumplieron los criterios de paralisis supranuclear progresiva probable segun criterios de NINDS-
SPSP establecidos.

Se diagnosticé que seis pacientes tenian degeneracion corticobasal segun los criterios establecidos.

Se evaluaron siete pacientes que padecian enfermedad de Creutzfeld-Jakob (ECJ) esporadica segun criterios
establecidos en la unidad de vigilancia nacional para encefalopatias espongiformes transmisibles en Gotinga,
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Alemania.
Se evaluaron siete pacientes con sindrome de Korsakow segun los criterios de Oslin y colaboradores.
La edad media y puntuacion de MMSE de cada grupo de pacientes se facilitan en la Tabla 7.

PROCEDIMIENTOS DE PRUEBA

La manipulaciéon pre-analitica de muestras de LCR siguié un protocolo normalizado segun datos previamente
publicados.

AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia

Para analisis de péptidos AB, 10 pl de LCR se hirvieron en tamp6n de muestra de SDS-PAGE, se separaron sobre
geles de SDS-PAGE de N,N-bis-(2-hidroxietil)-glicina/bis-Tris/Tris/sulfato que contienen urea y la AB-SDS-
PAGE/inmunotransferencia se realizé como se ha publicado en cualquier parte.

Muestras de LCR de cada paciente individual se ejecutaron por triplicado. Las bandas se cuantificaron a partir de
transferencias individuales de cada paciente con respecto a una serie de dilucién de cuatro puntos de péptidos AR
sintéticos usando una camara con dispositivo de carga acoplada. La sensibilidad de deteccién fue 0,6 pg (ABi-3s,
AB1-40) Y 1 pg (AB1-37, AB1-39, AB1-42), respectivamente. Los coeficientes de variacién interanalitica e intranalitica para
20 a 80 pg de péptidos AB sintéticos fueron inferiores al 10 %.

Todas las mediciones y cuantificaciones neuroquimicas se realizaron en el laboratorio de neurobiologia de la
Universidad de Gotinga entre 2003 y 2006 por dos asistentes técnicos con mucha experiencia cegados al
diagnostico clinico.

Deteccién de electroquimioluminiscencia de AB1-38

Se aplico la novedosa tecnologia de deteccién de electroquimioluminiscencia (MSD) para determinar niveles de AB-
38 en LCR independientemente de AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia. Se realizé segun las recomendaciones del
fabricante (Meso Scale Discovery). En resumen, placas de 96 pocillos Multi-Spot 4, previamente recubiertas con el
anticuerpo anti-Ap especifico del extremo N 6E10, se bloguearon con disolucién A durante una hora. La placa se
incub6 entonces con series de dilucion de péptidos 0 muestra de LCR de 100 pl, seguido de anticuerpo de deteccion
de ABi-3s con SULFO-TAG del extremo C y tampdn de lectura, cada uno durante una hora. El lavado con 1xtampén
Tris se realizé entre las etapas de incubacion. La medicién de la luz emitida se realiz6 a - 620 nm.

ANALISIS ESTADISTICO:

Los grupos de pacientes se caracterizaron por media y desviacion estandar. Los valores de péptidos AB se
administran en valores absolutos (ng/ml) y en porcentaje con respecto a la suma de todos los péptidos AR
investigados (AB1.x%). Se empled la prueba de la U de Mann-Whitney para determinar diferencias significativas de
grupos de diagndstico (muestras de datos independientes). Las comparaciones de mdltiples grupos (edad, MMSE)
se evaluaron por la prueba de Kruskal-Paredis. Las correlaciones de valores medidos se estimaron por rho de
Spearman. El nivel de significancia bilateral se tomo como p<0,05. Las precisiones del diagnostico global se
evaluaron por el area bajo la curva (ABC) de la curva caracteristica de operacion del receptor (ROC). Los puntos de
corte se determinaron al indice de Youden maximo, proporcionando una sensibilidad del 285 %. Los paquetes de
software estadistico SPSS, version 10.0, y SAS, version 8.2 sirvieron para los célculos.

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS

La edad media de DFT y CND fue significativamente menor que la de todos los otros grupos de pacientes. La
puntuacion de MMSE media no se diferencié significativamente entre los grupos de demencia. La AB-SDS-
PAGE/inmunotransferencia revelé un patron abundante regular de seis péptidos: ABi-40, AB1-3s, AB1-42, AB1-39, AB1-37 Y
AB1.40”.

No se encontro correlacion de los péptidos AR investigados con la edad en ninguno de los grupos de diagnéstico.

Fenotipo neuroguimico en CND

No hubo diferencia significativa entre ENP y EN. A diferencia, QCD presentd mayores niveles absolutos de ABi-37
(p=1,3x10°), AB1.3s (p=4,9x10'22 y ABi42 (p=4,0x10) que un grupo combinado de ENP y EN. En términos de
porcentaje, AB1.37% (p=2,9x107) y AB1.42% (p=1,5x10’3) aumentaron, igualado por valores disminuidos de AP1.40%
(p=3,3x10") y AB1.40”% (p=1,4x10?) en QCD.
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Fenotipo neuroguimico en EA

EA frente a CND:

EA presentd niveles de ABi.42 claramente disminuidos en términos absolutos (p:7,4x10'19) y de porcentaje
(p=3,8x10’24), mientras que los niveles de AB1.40” aumentaron en términos absolutos (p:l,1x10'2) y de porcentaje
(p:1,8x10'5). Adicionalmente, hubo un aumento en porcentaje de todos los péptidos con truncacién del extremo C
que fueron mas cortos que ABi-42, que pasa el nivel de significancia para ABi-37 % y ABi-3s %. La elevacion de ABi-3s
% fue altamente significativa en comparacién con el grupo de ND (p:4,6x10'3).

EA frente a otras demencias

Una disminucion especifica de ABi-42 fue evidente en EA, mientras que otras demencias con bajos niveles de ABi-42
mostraron una disminucién global de todos los péftidos AB. Correspondientemente, ABi-42 Se redujo en términos
absolutos gp=4,lx10’7) y de porcentaje (p=7,6x10'2 ). A diferencia, los niveles absolutos de ABi-37 (p=2,5x10'2), AB
(p=5,0x10"), AB (p=2,4x107) y AB (p:6,3x10'3) fueron elevados. En términos de porcentaje, las alteraciones
anteriormente mencionadas solo estuvieron presentes para ABi-ss %, AB 1-39 % Y AB1-42 %, respectivamente.

Fenotipo neuroguimico en DFT

DFT frente a CND

DFT mostr6 menores niveles de ABisz (p=2,3x10™), ABiss (p=9,6x107) y ABr42 (p=6x107). En términos de
porcentaje, hubo un aumento adicional de valores de AB % (p= 7x10'1°).

DFT frente a otras demencias:

DFT presentd menores niveles de AR (p=2,1x10'2) y AB™ (p=5,0x10'3), mientras que los niveles de AB fueron
elevados Sp=3,8x10'3). En términos de porcentaje, hubo dos disminuciones en ARi.37% (p:2,5x10'4), AB1-38%
(p=3,5x10"), AB1.30% (p=10x107) y AB1.40”% (p=2,6x10™"), igualado por niveles elevados para AB1.4% (p=1,9x10")
y AB1-42% (p=6,2x10’4). En comparacion con APP, hubo disminucién de niveles absolutos de ABi-37 (pzl,lxlO’z), ABi-
38 (p:1x10'2) y AB1-39 (p:1,8x10'2) en DFT. Los niveles de significancia fueron del siguiente modo (para AR1-38%
también véase la Fig. 7):

AB1-37 (ng/ml) AB1-38 (ng/ml) ABR1-37% AB1-38 %
valor de p ,043 ,003 ,011 ,010
Adicionalmente, AB1.40% fue elevado (p=1,8x10%) en DFT.

ABi-35 en la AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia y deteccién de electroguimioluminiscencia (MSD)

Se reevalué un total de 150 pacientes usando la novedosa tecnologia de deteccion de electroquimioluminiscencia
(MSD). Los diagnosticos fueron CND (n=37), EA (n=31), DCL (n=2), OD (n=47) y DFT (n=33). Los niveles absolutos
observados de concentracion de péptido fueron considerablemente menores usando MSD en comparacién con la
AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia (véase la tabla 7). En cambio, hubo una fuerte correlaciéon de valores entre los
dos procedimientos de medicién independientes (rho de Spearman= 0,45, p=7,9x10'9 (véase la Fig. 4).

CALCULOS ESTIMADOS

Diagndstico diferencial neuroquimicamente soportado

Diagnéstico de EA

La notable disminucion de AB1-42% permitié contrastes mas alla del 85 % para la discriminacién de EA entre el total
de todos los pacientes investigados. Una sensibilidad del 85 % dio una especificidad del 81 % para exclusion de
todas las demencias de no Alzheimer. Debido a los valores reducidos de ABi-3s Y una disminucion menos marcada
de ABi42 en demencias distintas de EA, la relacién de ABR1-38 con ABia2 (ABi42/ AB 1.38) mejord la prueba
ligeramente para contrastes del 85 % o mas alla para todas las cuestiones de diagnéstico diferencial investigadas.
De otro modo, los Unicos valores absolutos de ABi.4; dieron una especificidad del 50 % para exclusion de demencias
de no Alzheimer, cuando la sensibilidad para deteccion de EA se fij6 a un minimo del 85 %.

Diagnéstico de DFT
El pronunciado porcentaje de reduccién de ABi.3s% en DFT present6 precisiones satisfactorias superiores al 85 %

para discriminacién entre todas las otras demencias y CND. La combinacién de niveles de ABi-3s disminuidos y de
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AB1-40 elevados (ABi1-38/AB1-40) fracaséd precisamente en cumplir los requisitos para diferenciacion de DFT y otras
demencias, pero todavia presenté contrastes de mas alla del 85 % para diferenciacion de DFT de CND. La pérdida
de precision de la relacién de ABi-3s/ABi-40 con respecto a ABi-ss % fue principalmente debida a elevados niveles de
AB1-40 €n pacientes con EA, DCL y APP individuales.

EJEMPLO IV

Este ejemplo tuvo como objetivo obtener conocimiento detallado sobre los patrones de péptidos AB en plasma en
DV y DFT.

Se investigaron 28 muestras de plasma obtenidas entre 2000 y 2005. Las muestras de plasma y de LCR de
pacientes con EA, DV, DFT y con depresion procedieron de la clinica de memoria del Departamento de Psiquiatria,
Universidad de Gotinga, o de pacientes hospitalizados. Todos los pacientes, excepto pacientes con DFT y uno con
demencia vascular, se han investigado en un estudio previo y los resultados se han publicado (Bibl y col., 2007a)

Un psiquiatra y un neur6logo, ambos con mucha experiencia en diagnéstico diferencial clinico de demencias,
hicieron diagnoésticos basandose en anamnesis meticulosa, examen clinico, resultados de evaluacion
neuropsicolégica, registros clinicos y el mejor criterio clinico. Estos investigadores se cegaron a las medidas del
desenlace neuroquimico. Las investigaciones se llevaron a cabo con el consentimiento informado de los pacientes o
su cuidador autorizado. Si es posible, se realizé evaluacién neuropsicolégica (MMSE como minimo) en pacientes
gue padecian deterioros cognitivos en el momento de la puncién lumbar. El estudio se realizo bajo las pautas de la
Declaracion de Helsinki (Organizacion Médica Mundial 1996) y autorizado por el comité ético de la Universidad de
Gotinga, Erlangen-Nuremberg y Hesse.

Controles depresivos no dementes (CD):

Los 7 pacientes con depresion (2 hombres y 5 mujeres) se sometieron a puncion lumbar para diagndstico diferencial
de sintomas cognitivos durante la evolucion de la enfermedad. El diagnéstico de depresion se hizo segin los
criterios de DSM IV y el deterioro cognitivo se evalué por MMSE como minimo. Se excluyeron pacientes con historia
de empeoramiento cognitivo persistente durante mas de seis meses, puntuacion de MMSE inferior a 26, atrofia focal
clara o con signos de enfermedad vascular relevante en el diagnéstico cerebral por imagenes.

Pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA):

Estos 7 pacientes (2 hombres y 5 mujeres) cumplieron los criterios de DSM [V y los criterios de NINCDS-ADRDA
para diagnéstico clinico de EA (McKhann y col. 1984). Los pacientes con EA no mostraron signos de enfermedad
cerebrovascular relevante en ninguno de TAC o RMN.

Pacientes con demencias vasculares (DV) y EA con ECV:

Los presentes inventores investigaron 7 pacientes con DV (3 hombres y 4 mujeres) segun los criterios de DSM IV y
de NINDS-AIREN (Roman y col. 1993). Los pacientes se caracterizaron adicionalmente por la escala isquémica de
Hachinski en su version modificada segun Fischer y col. (1991) y se excluyeron los pacientes con una puntuacion
inferior a seis. Todos los pacientes incluidos presentaron signos tipicos de enfermedad cerebrovascular relevante en
el diagndstico por neuroimagen (tomografia computerizada, resonancia magnética nuclear). La Tabla 10 muestra las
caracteristicas de los pacientes de cada grupo de pacientes.

Pacientes con demencia frontotemporal (DFT):

Los 7 pacientes (5 hombres y 2 mujeres) de este grupo cumplieron los criterios de DSM IV y de consenso para DFT
(Neary y col. 1998). El diagndstico cerebral por imagenes estructurales (TAC o RMN) o funcionales (SPECT o TEP)
revel6 atrofia focal frontal o frontotemporal o marcado hipometabolismo.

PROCEDIMIENTOS DE PRUEBA

Se extrajeron LCR y plasma de pacientes por puncién lumbar y venosa, respectivamente, en el mismo dia. La
manipulaciéon preanalitica de muestras sigui6 un protocolo normalizado segin datos previamente publicados,
excepto que el periodo de tiempo hasta la congelacion de plasma oscilé hasta 12 horas (Lewczuk y col. 2004).

No se realiz6 ninguna etapa de temperatura intermedia, ni congelacion rapida. No hubo ciclo de congelacion y
descongelacion adicional antes del andlisis. El LCR se muestreé en viales de polipropileno y se centrifugé (1000 g,
10 min y 4 °C). Alicuotas de 200 pl de LCR se mantuvieron a +4 °C y se analizaron en el plazo de 48 horas.

Dos asistentes técnicos con experiencia cegados al diagnéstico clinico realizaron todas las mediciones y
cuantificaciones neuroquimicas en el laboratorio del Departamento de Psiquiatria, Universidad de Gotinga.
Inmunoprecipitacion y AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia de plasma

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2441253713

Para inmunoprecipitacién, Dynabeads M-280 de oveja magnéticas anti-lgG de raton (Dynal, Hamburgo, Alemania)
se incubaron durante la noche a +4 °C con el anticuerpo monoclonal selectivo para el extremo amino de AB, 1E8
(proporcionado por Schering, Berlin, Alemania) segln el protocolo del fabricante. Quinientos pl de plasma se
afnadieron a 200 pl de tampon de detergente RIPA concentrado cinco veces (Wiltfang y col. 2002), 25 pl de
Dynabead magnéticas activadas (1 pg de mAb 1E8/1,68 x 10’ perlas) y 300 pl de H.O. Entonces, las muestras se
incubaron durante la noche a +4 °C bajo rotacion, siguiendo lavado de las perlas cuatro veces con PBS/0,1 % de
albumina de suero bovino y una vez con Tris/HCI 10 mM, pH 7,4. Para AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia,
péptidos AB unidos se eluyeron calentando las muestras a 95 °C durante 5 min con 25 ul de tampén de muestra de
SDS-PAGE (Wiltfang y col. 2002).

Para la separacion de péptidos AB, la version de urea de SDS-PAGE de glicina/bis-Tris/Tris/sulfato se us6 como se
describe por Wiltfang y col. (2002). Brevemente, plasma inmunoprecipitado (5 pl de inmunoprecipitado) en tampdén
de muestra de SDS-PAGE se aplic6 a una ranura de gel. Después de ejecutar los geles a una corriente constante de
24 mA por gel a temperatura ambiente durante 1 h, se realiz6 transferencia Western semiseca segun el protocolo de
Wiltfang y col. (2002). Para deteccidon inmunoldgica de péptidos AR sobre membranas de PVDF, el anticuerpo
monoclonal de ratén selectivo para el extremo amino 1E8 (proporcionado por Schering, Berlin, Alemania; disolucion
madre: 0,25 mg/ ml) se diluyé 4000 veces y se aplicé durante la noche a 4 °C. Las membranas se incubaron
adicionalmente con un anticuerpo policlonal anti-raton biotinilado (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.) y
estreptavidina acoplada a peroxidasa de rabano picante (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
Inglaterra) durante 1 h cada una. Entremedias se realizaron etapas de lavado y la visualizaciéon quimioluminiscente
se hizo por ECL-Plus solution (Amersham Pharmacia).

Se ejecutaron muestras de plasma y patrones de péptido sobre el mismo gel por triplicado como minimo. Cada gel
llevd una serie de disolucion de cinco puntos de péptidos AB sintéticos AB1-37, AB1-38, AB1-39, AB1-40 y ABR1-42.
AB2-40 solo se aplico en las dos concentraciones inferiores, debido a que las bandas de AB2-40 y AB1-42 tendieron
a difundir en una Unica banda cuando se aplicaron mayores concentraciones. Asi, las tres mayores concentraciones
de series de dilucion de AR1-42 se usaron para complementar la fila patron de AB2-40. Los péptidos sintéticos AB1-
38, ABR1-40, AB1-42 y AB2-40 se obtuvieron de Bachem (Bubendorf, Suiza), AB1-37 y AB1-39 se sintetizaron
automaticamente segun Janek y col. (Janek K y col. 2001). Las preparaciones patron de mezcla de péptidos AR
sintéticos se crearon como se ha descrito previamente (Bibl M y col. 2004) y las bandas se cuantificaron a partir de
transferencias individuales de cada paciente con respecto a esta serie de diluciébn usando una camara con
dispositivo de carga acoplada (camara CCD) y el software Quantity-ONE (FluorSMax Multiimager, Bio-Rad)

La sensibilidad de deteccién de la AB-SDS-PAGE/inmunotransferencia fue 0,6-1 pg (Wiltfang y col. 2002, Bibl y col.
2004). Los coeficientes de variacion de las concentraciones de péptidos AR' oscilaron entre el 14,0 y el 18,5 %
(Lewczuk y col. 2004).

ANALISIS ESTADISTICO

Se caracterizaron grupos de pacientes por media y desviacion estandar. Se administran niveles de péptidos en LCR
en valores absolutos (pg/ml). Los valores de péptidos en plasma se administran en valores absolutos (pg/ml) o de
porcentaje (cantidad de cada péptido con respecto a la suma de todos los péptidos AR investigados individuales),
respectivamente. Se evaluaron diferencias significativas de grupos con la prueba de la U de Mann-Whitney. Se
evaluaron comparaciones de multiples grupos por la prueba de Kruskal-Paredis. Se usé rho de Spearman para
andlisis de correlaciéon. Los presentes inventores usaron el coeficiente de correlacion biseriado para determinar la
relacién entre diagnéstico clinico y prueba neuroquimica. La transformacion Z de Fisher sirvio para la comparacion
de coeficientes de correlacion biseriados. El nivel bilateral de significancia se tom6 como p<0,05. Las precisiones del
diagnostico globales se evaluaron por el area bajo la curva (ABC) de la curva caracteristica de operacién del
receptor (ROC). Los puntos de corte se determinaron al indice de Youden maximo, proporcionando una sensibilidad
=85 %. El paquete de software estadistico SPSS, versién 10.0, se us6 para calculos.

RESULTADOS

Diferencias de grupos

La edad no se diferenci6 significativamente entre los grupos de diagnoéstico. El tiempo promedio hasta la congelacion
y puntuacién de MMSE, respectivamente, no se diferencié significativamente entre EA, DFT o DV (media + DE).

Péptidos AB en plasma en EA

Los péptidos AR en plasma en CD y EA no se diferenciaron significativamente.
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Péptidos AB en plasma en DV

La comparacion de DV con un grupo combinado de CD y EA revel6 altos valores absolutos de AB1-40 (p:5,6x10’3) y
AB1-39 (p=3,1x10'3) en DV. Por consiguiente, la suma de todos los A investigados fue superior en DV (p=4,2x10’3).
En términos de porcentaje, éste se expresé por una disminucion de AB1-38 (p=1x107), AB1-42 (p=1,6x107) y Ap2-
40 (p:4,6x10’2), igualado por elevadas cantidades de AB1-40 (p:1,6x10’2) en DV.

Péptidos AB en plasma en DFT

La comparacién de DFT con un grupo combinado de CD y EA no revel6 diferencia significativa en ninguno de los
péptidos AB investiagados en términos absolutos. En cambio, las cantidades en porcentaje de AB1-37 (p=5,6x10'3) y
AB1-38 (p=1,1x10") disminuyeron significativamente en DFT, mientras que los niveles en porcentaje de AB1-40
aumentaron en DFT (p=4,6x10’2).

Péptidos AB en plasma en DFT frente a DV

De forma interesante, DFT y DV mostraron similitudes en elevados niveles en porcentaje de AB1-40 y disminuidos
niveles en porcentaje de AB1-38 con respecto a CD y EA. En cambio, los niveles en porcentaje de ABi.a2 y AB2-40
solo disminuyeron en DV, pero no en DFT.

La comparacion directa de DFT y DV revel6 niveles pronunciadamente disminuidos de niveles absolutos de AB1-37
(p=3,8x10’2) y AB1-38 (p:3,8x10'2) en DFT. De otro modo, los niveles en porcentaje de niveles de AB1-42 bajan en
DV (p=7,0x10%)

PRECISIONES DE LA PRUEBA

Diagnéstico de DV

El diagnéstico positivo de DV entre CD y EA podria respaldarse mas eficazmente por niveles elevados de AB1-40
acompafiados por niveles reducidos de AB1-38 y AB1-42, respectivamente. Ambas relaciones AB1-38/AB1-40 y AB1-
40/AB1-42 dieron un ABC de 0,92.

Diagnéstico de DFT

El diagndstico positivo de DFT entre CD y EA podria respaldarse mas eficazmente por niveles elevados de AB1-40
acompafiados por niveles reducidos de AB1-38 y ABR1-37, respectivamente. Las relaciones ABR1-38/AB1-40 y AB1-
37/AB1-40 dieron un ABC de 0,95 y 0,90, respectivamente.

Diagndstico diferencial de DFT y DV

El diagnéstico positivo de DFT entre DV podria respaldarse mas eficazmente por niveles elevados de ARi-a2
acompafiados por niveles reducidos de AB1-38 y AB1-37, respectivamente. Las relaciones AR1-38/ABR1-42 y AB1-
37/AB1-42 dieron un ABC de 0,96 y 0,90, respectivamente. De forma interesante, cuando los valores disminuidos de
AB1-42 en DV se combinaron con niveles de AB1-40 (AB1-40/AB1-42) pudo alcanzarse un ABC de 0,94.
DISCUSION

Péptidos AB en plasma en el diagnéstico de DET y DV

Se presenta una caracterizaciéon detallada de especies de péptidos AB en plasma de DFT en comparacion con DV,
EA y controles depresivos (CD). Con respecto a AB1-40 y AB1-42 en EA, los resultados estan en linea con estudios
previos de otros (Irizarry 2004, Mehta y Pirttila 2005). En linea con el Ejemplo |, se encontré un importante aumento
en el porcentaje de AB1-40 en plasma (AB1-40%) en DV con respecto a EA y CD, que se igual6 por disminuciones
de ABR1-38%, AB1-42% y AB2-40%. Lo mas interesante, DFT revel6 alteraciones similares a DV con respecto a AB1-
40% y AB1-38%. A diferencia, DFT mostré6 menores niveles absolutos de AB1-37 y mayores niveles en porcentaje de
AB1-42 que DV.

Recientemente, se informé de niveles de LCR de péptidos AB1-37 y 1-38 disminuian en DFT, mientras que el
porcentaje de AB1-40 fue elevado con respecto a controles no dementes y EA (Bibl y col., 2007b; Bibl y col., 2007¢).
Es de notar que podria mostrarse un patrén muy similar de locura en el presente andlisis basado en sangre de
péptidos AB en DFT. Sin embargo, esto es mas sorprendente, ya que la disminucién especifica de EA de AB1-42 en
LCR podria retroceder en plasma y todavia no se ha aclarado la relacion de LCR con respecto a AB en plasma.

De cualquier forma, se trata que los factores genéticos desempefian una funcién importante para la etiopatogénesis

de DFT, en vez de para la mayoria de casos de EA esporadicos. Recientemente, se ha mostrado que las
mutaciones de presenilinal se asocian a fenotipos clinicos similares a DFT, uno de los cuales produce una tauopatia
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tipo Pick sin el desarrollo de placas de amiloide en confirmacién neuropatoldgica (Dermaut y col., 2004). Bajo este
aspecto, puede especularse que ciertas alteraciones genéticas del metabolismo de PPA pueden predisponer a un
individuo para que desarrolle DFT. Estos cambios posteriores del metabolismo de PPA pueden reflejarse por una
disminucion de péptidos AR truncados en el extremo carboxi en LCR, ademas de en plasma, no importa si estas
alteraciones representan o no un evento causal en la patogénesis de la neurodegeneracion o solo un epifenémeno.
Para explicaciéon adicional de este aspecto, especialmente con respecto a fenotipos neuroquimicos en LCR y
plasma, los presentes inventores proponen investigar patrones de péptidos AR en familias afectadas y modelos de
cultivo celular transgénico.

En concordancia con los resultados de los presentes inventores sobre péptidos AB en plasma en DV, una reciente
publicacion por Gurol y colaboradores (2006) informé de una correlacion entre AB40 elevado y la carga de lesiones
de la sustancia blanca en DCL, EA y AAC. Este efecto resultd ser independiente de posibles factores de confusion,
tales como edad, sexo, hipertension, diabetes mellitus, estado de APO-E, homocisteina, folato y B12. Elevado AR40
fue interpretado como un posible factor de riesgo cerebrovascular y se tomé conjuntamente con los resultados de los
presentes resultados, también puede ser un posible biomarcador, que indica el impacto de lesién cerebrovascular en
un proceso de demencia.

En cambio, el estudio de Rotterdam considerablemente mayor encontré un comparable riesgo de desarrollar EA o
DV, respectivamente, como se ha juzgado a partir de los niveles de AB40 y AB42 preclinicos. Sin embargo, una
comparacion directa de AB40 y AB42 entre EA prevalente y DV no fue informada en su estudio y no midieron niveles
de AB1-38. Ademas, el ELISA que usaron no permitié separar la medicién de formas truncadas del extremo N de A
(por ejemplo, AB2-40). Estos factores pueden haber contribuido a las discrepancias entre los dos estudios.

La funcién especifica de enfermedad de AB1-40 en DV esta realzada por el hecho de que este péptido comprende el
principal componente de placas de amiloide vasculares, pero es menos abundante en placas de EA seniles (Gravina
y col. 1995). Sin embargo, sigue sin respuesta la cuestion de si la reduccién relativa de péptidos AR en plasma
distintos de AB1-40 (es decir, AB1-38, AB1-42 y AB2-40 en comparacion CD) también puede relacionarse o no con
patologia de amiloide cerebrovascular. Sin embargo, a partir del andlisis anterior, la potencia diagnéstica de niveles
de AB1-40 en plasma se aumentara si se evalla en relacién con AB1-38 o AB1-42, respectivamente.

Observacién

Para aplicar los hallazgos a las pruebas de diagndstico rutinario tienen que investigarse muestras de plasma
siguiendo un protocolo de pretratamiento normalizado. El objetivo debe ser particularmente el efecto del
almacenamiento de muestras bajo distintas condiciones (por ejemplo, tiempo y temperatura de almacenamiento)
antes de los andlisis.

Conclusiones

Los péptidos B amiloides truncados en el extremo carboxi seleccionados como partes del patron de péptidos AB en
plasma globales son un biomarcador para el diagnéstico diferencial mejorado de DFT y DV. Tanto DFT como DV
pueden diferenciarse de otros pacientes no dementes y otras demencias, tales como EA, por concentraciones en
plasma de AB1-40, AB1-38 y AB1-37. Sin embargo, la discriminacion entre DFT y DV debe considerar
adicionalmente niveles de AB1-42 en plasma.
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Tabla 1

Diagnéstico CD (n=13) EA (n=10) DV (n=13)
MW + DE MW +DE MW +DE
Edad 62,62 7,68 69,60 8,86 71,00 6,73
MMSE 27,83 2,86 15,90 4,93 17,91 9,20
ELISA de tau en LCR (ng/ml) 0,29 0,22 0,91 0,69 0,31 0,20
ELISA de A B1-42 en LCR (ng/ml) 0,94 0,46 0,33 0,11 0,48 0,21
AB1-37 (pg/ml) 25,30 7,33 23,60 5,40 21,10 7,07
AB1-38 (pg/ml) 33,79 | 13,18 | 32,57 | 12,18 | 30,53 | 11,95
AB1-39 (pg/ml) 28,04 7,57 29,58 8,24 27,29 9,83
AB1-40 (pg/ml) 223,6 88,3 2194 | 111,3 | 2722 | 1181
AB1-42 (pg/ml) 26,49 7,10 24,41 4,82 18,65 8,29
AB2-40 (pg/ml) 20,09 5,62 21,20 3,70 15,22 5,70
AB total (pg/ml) * 3780 | 1242 | 3700 | 1445 | 4106 | 1529
AB1-37%° 6,89 1,07 6,76 1,28 5,46 1,49
AB1-38% ° 8,84 1,12 8,82 0,38 7,43 0,85
AB1-39% ° 7,63 1,12 8,35 1,21 6,73 0,69
AB1-40% ° 57,64 6,54 56,89 7,36 64,74 6,12
AB1-42% ° 7,24 0,99 7,17 1,89 4,65 1,69
AB2-40% ° 5,52 1,15 6,32 1,92 3,82 1,02
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Diagndstico CD (n=13) EA (n=10) DV (n=13)
MW + DE MW + DE MW + DE
Relacion A B1-38/1-40 0,155 0,027 0,158 0,022 0,116 0,019
Relacion A B1-42/1-40 0,128 0,030 0,132 0,051 0,074 0,032
Relacion A B2-40/1-40 0,099 0,031 0,117 0,052 0,060 0,020

concentracion de péptido AR total como se mide por la suma de todos los péptidos AR investigados,

2porcentaje de abundancia de péptidos AB con respecto a la suma de todos los péptidos AB investigados.

Tabla 2a
corte sensibilidad especificidad youden
0,0000 0,0000 1,0000 1,0000
0,1050 0,0330 1,0000 1,0330
0,1250 0,0670 1,0000 1,0670
0,1350 0,1000 1,0000 1,1000
0,1450 0,2000 1,0000 1,2000
0,1550 0,2670 1,0000 1,2670
0,1627 0,3330 1,0000 1,3330
0,1677 0,3330 0,9830 1,3160
0,1750 0,4330 0,9670 1,4000
0,1850 0,5670 0,9670 1,5340
0,1950 0,6670 0,9670 1,6340
0,2021 0,7670 0,9330 1,7000
0,2071 0,7670 0,9170 1,6840
0,2150 0,8670 0,8830 1,7500
0,2250 0,8670 0,8170 1,6840
0,2307 0,9000 0,6830 1,5830
0,2357 0,9000 0,6670 1,5670
0,2402 0,9000 0,5830 1,4830
0,2452 0,9000 0,5670 1,4670
0,2550 0,9330 0,5000 1,4330
0,2650 0,9670 0,4170 1,3840
0,2750 0,9670 0,4000 1,3670
0,2819 0,9670 0,3000 1,2670
0,2869 0,9670 0,2830 1,2500
0,3000 0,9670 0,2500 1,2170
0,3150 1,0000 0,2000 1,2000
0,3250 1,0000 0,1170 1,1170
0,3350 1,0000 0,0830 1,0830
0,3450 1,0000 0,0670 1,0670
0,3600 1,0000 0,0500 1,0500
0,4050 1,0000 0,0330 1,0330
0,5050 1,0000 0,0170 1,0170
1,0000 1,0000 0,0000 1,0000
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Tabla 2b

corte | sensibilidad | especificidad | youden
0,0000 0,0000 1,0000 1,0000
0,1050 0,0330 1,0000 1,0330
0,1250 0,0670 1,0000 1,0670
0,1350 0,1000 1,0000 1,1000
0,1450 0,2000 1,0000 1,2000
0,1550 0,2670 1,0000 1,2670
0,1627 0,3330 1,0000 1,3330
0,1677 0,3330 0,9670 1,3000
0,1750 0,4330 0,9670 1,4000
0,1850 0,5670 0,9670 1,5340
0,1950 0,6670 0,9670 1,6340
0,2021 0,7670 0,9000 1,6670
0,2071 0,7670 0,8670 1,6340
0,2150 0,8670 0,8670 1,7340
0,2250 0,8670 0,8330 1,7000
0,2307 0,9000 0,6330 1,5330
0,2357 0,9000 0,6000 1,5000
0,2402 0,9000 0,5330 1,4330
0,2452 0,9000 0,5000 1,4000
0,2550 0,9330 0,4670 1,4000
0,2650 0,9670 0,4000 1,3670
0,2750 0,9670 0,3670 1,3340
0,2819 0,9670 0,3000 1,2670
0,2869 0,9670 0,2670 1,2340
0,3000 0,9670 0,2330 1,2000
0,3150 1,0000 0,2330 1,2330
0,3250 1,0000 0,1330 1,1330
0,3500 1,0000 0,0670 1,0670
0,4050 1,0000 0,0330 1,0330
1,0000 1,0000 0,0000 1,0000

Tabla 2c

corte | sensibilidad | especificidad | youden
0,0000 0,0000 1,0000 1,0000
0,1050 0,0330 1,0000 1,0330
0,1250 0,0670 1,0000 1,0670
0,1350 0,1000 1,0000 1,1000
0,1450 0,2000 1,0000 1,2000
0,1550 0,2670 1,0000 1,2670
0,1650 0,3330 1,0000 1,3330
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corte | sensibilidad | especificidad | youden
0,1750 0,4330 0,9670 1,4000
0,1850 0,5670 0,9670 1,5340
0,1950 0,6670 0,9670 1,6340
0,2050 0,7670 0,9670 1,7340
0,2150 0,8670 0,9000 1,7670
0,2250 0,8670 0,8000 1,6670
0,2350 0,9000 0,7330 1,6330
0,2450 0,9000 0,6330 1,5330
0,2550 0,9330 0,5330 1,4660
0,2700 0,9670 0,4330 1,4000
0,2850 0,9670 0,3000 1,2670
0,3000 0,9670 0,2670 1,2340
0,3150 1,0000 0,1670 1,1670
0,3300 1,0000 0,1000 1,1000
0,3450 1,0000 0,0670 1,0670
0,4600 1,0000 0,0330 1,0330
1,0000 1,0000 0,0000 1,0000

Tabla 3a

corte | sensibilidad | especificidad | youden
0,0000 0,0000 1,0000 1,0000
0,0650 0,0330 1,0000 1,0330
0,0750 0,1670 1,0000 1,1670
0,0850 0,3000 0,9830 1,2830
0,0933 0,4330 0,9500 1,3830
0,0983 0,4330 0,9330 1,3660
0,1036 0,6000 0,8670 1,4670
0,1086 0,6000 0,8500 1,4500
0,1107 0,7000 0,7670 1,4670
0,1148 0,7000 0,7500 1,4500
0,1191 0,7000 0,7330 1,4330
0,1250 0,8330 0,6670 1,5000
0,1338 0,8670 0,6170 1,4840
0,1388 0,8670 0,6000 1,4670
0,1450 0,9000 0,5670 1,4670
0,1550 0,9000 0,4670 1,3670
0,1650 0,9000 0,3500 1,2500
0,1750 0,9670 0,3000 1,2670
0,1850 1,0000 0,2330 1,2330
0,1950 1,0000 0,1670 1,1670
0,2050 1,0000 0,1000 1,1000
0,2150 1,0000 0,0830 1,0830
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corte | sensibilidad | especificidad | youden
0,2400 1,0000 0,0670 1,0670
0,2700 1,0000 0,0500 1,0500
0,2850 1,0000 0,0330 1,0330
0,3100 1,0000 0,0170 1,0170
1,0000 1,0000 0,0000 1,0000

Tabla 3b

corte | sensibilidad | especificidad | youden
0,0000 0,0000 1,0000 1,0000
0,0650 0,0330 1,0000 1,0330
0,0750 0,1670 1,0000 1,1670
0,0850 0,3000 1,0000 1,3000
0,0933 0,4330 0,9670 1,4000
0,0983 0,4330 0,9330 1,3660
0,1036 0,6000 0,8670 1,4670
0,1086 0,6000 0,8330 1,4330
0,1107 0,7000 0,7000 1,4000
0,1148 0,7000 0,6670 1,3670
0,1191 0,7000 0,6330 1,3330
0,1250 0,8330 0,6000 1,4330
0,1338 0,8670 0,5670 1,4340
0,1388 0,8670 0,5330 1,4000
0,1450 0,9000 0,5330 1,4330
0,1550 0,9000 0,4330 1,3330
0,1650 0,9000 0,3000 1,2000
0,1750 0,9670 0,2330 1,2000
0,1850 1,0000 0,1670 1,1670
0,1950 1,0000 0,1330 1,1330
0,2650 1,0000 0,0330 1,0330
1,0000 1,0000 0,0000 1,0000

Tabla 3c

corte | sensibilidad | especificidad | youden
0,0000 0,0000 1,0000 1,0000
0,0650 0,0330 1,0000 1,0330
0,0750 0,1670 1,0000 1,1670
0,0850 0,3000 0,9670 1,2670
0,0950 0,4330 0,9330 1,3660
0,1050 0,6000 0,8670 1,4670
0,1150 0,7000 0,8330 1,5330
0,1250 0,8330 0,7330 1,5660
0,1350 0,8670 0,6670 1,5340
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corte | sensibilidad | especificidad | youden
0,1450 0,9000 0,6000 1,5000
0,1550 0,9000 0,5000 1,4000
0,1650 0,9000 0,4000 1,3000
0,1750 0,9670 0,3670 1,3340
0,1850 1,0000 0,3000 1,3000
0,1950 1,0000 0,2000 1,2000
0,2050 1,0000 0,1670 1,1670
0,2150 1,0000 0,1330 1,1330
0,2400 1,0000 0,1000 1,1000
0,2700 1,0000 0,0670 1,0670
0,2850 1,0000 0,0330 1,0330
1,0000 1,0000 0,0000 1,0000
Tabla 4b
Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
-,8500 1,000 1,000
,1600 1,000 ,967
,1750 1,000 ,933
,1880 1,000 ,867
,2030 1,000 ,833
,2150 1,000 ,800
,2250 1,000 767
,2350 1,000 ,733
,2450 1,000 ,700
,2550 1,000 ,667
,2750 1,000 ,567
,2910 1,000 ,533
,2960 1,000 ,500
,3050 1,000 467
,3150 1,000 ,433
,3250 1,000 ,300
,3315 1,000 ,200
,3365 1,000 ,167
,3450 ,967 ,167
,3650 ,967 ,133
,3850 ,967 ,100
,4000 ,933 ,100
,4150 ,933 ,067
,4450 ,933 ,033
,5100 ,900 ,000
,5600 ,867 ,000
,5900 ,833 ,000
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Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
,6250 ,800 ,000
,6500 167 ,000
,6700 , 733 ,000
,6850 ,700 ,000
,6950 ,667 ,000
,7100 ,600 ,000
,7250 ,567 ,000
,7350 ,633 ,000
,7450 ,500 ,000
,7650 ,433 ,000
,8100 ,400 ,000
,8450 ,367 ,000
,8600 ,300 ,000
,8900 ,233 ,000
,9450 ,200 ,000
,9950 ,167 ,000

1,0450 ,133 ,000

1,1100 ,100 ,000

1,2650 ,067 ,000

1,4000 ,033 ,000

2,4100 ,000 ,000
Tabla 4a

Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
-,8500 1,000 1,000
,1600 1,000 ,983
, 1750 1,000 ,967
,1880 1,000 ,933
,2030 1,000 ,917
,2150 1,000 ,900
,2250 1,000 ,883
,2350 1,000 ,867
,2450 1,000 ,850
,2550 1,000 ,833
,2750 1,000 ,783
,2910 1,000 767
,2960 1,000 ,750
,3050 1,000 ,733
,3150 1,000 717
,3250 1,000 ,650
,3315 1,000 ,600
,3365 1,000 ,583
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Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
,3450 ,967 ,583
,3650 ,967 ,567
,3850 ,967 ,550
,4000 ,933 ,550
,4150 ,933 ,533
,4300 ,933 ,517
,4550 ,933 ,500
4750 ,900 ,483
,5050 ,900 ,467
,5400 ,900 ,450
,56550 ,867 ,433
,5650 ,867 417
,5750 ,833 417
,5850 ,833 ,400
,6000 ,833 ,367
,6250 ,800 ,367
,6500 167 ,367
,6650 , 733 ,367
,6750 , 733 ,350
,6850 ,700 ,350
,6950 ,667 ,350
,7100 ,600 ,333
,7250 ,567 ,333
,7350 ,633 ,317
,7450 ,500 ,300
,7550 ,433 ,300
,7700 ,433 ,267
,7850 ,400 ,267
,8000 ,400 ,250
,8150 ,400 ,233
,8300 ,400 ,217
,8450 ,367 ,217
,8600 ,300 ,217
,8900 ,233 ,200
,9250 ,200 ,183
,9500 ,200 ,150
,9700 ,200 ,133
,9950 ,167 ,117
1,0350 ,133 ,117
1,0650 ,133 ,100
1,0750 ,133 ,083
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Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
1,1000 ,100 ,067
1,1300 ,100 ,050
1,1500 ,067 ,050
1,2000 ,067 ,033
1,3150 ,067 ,017
1,4000 ,033 ,017
1,4500 ,000 ,017
2,4900 ,000 ,000

Tabla 4c

Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
-,6600 ,000 ,000
,3650 ,033 ,000
,4150 ,067 ,000
,4550 ,067 ,033
,4750 ,100 ,033
,5050 ,100 ,067
,5400 ,100 ,100
,5550 ,133 ,133
,5650 ,133 ,167
,5750 ,167 ,167
,5850 ,167 ,200
,6000 ,167 ,267
,6250 ,200 ,267
,6500 ,233 ,267
,6650 ,267 ,267
,6750 ,267 ,300
,6850 ,300 ,300
,6950 ,333 ,300
,7100 ,400 ,333
,7250 ,433 ,333
,7350 467 ,367
,7450 ,500 ,400
, 7550 ,567 ,400
,7700 ,567 467
,7850 ,600 467
,8000 ,600 ,500
,8150 ,600 ,533
,8300 ,600 ,567
,8450 ,633 ,567
,8600 ,700 ,567
,8900 7167 ,600
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Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
,9250 ,800 ,633
,9500 ,800 ,700
,9700 ,800 ,733
,9950 ,833 767
1,0350 ,867 167
1,0650 ,867 ,800
1,0750 ,867 ,833
1,1000 ,900 ,867
1,1300 ,900 ,900
1,1500 ,933 ,900
1,2000 ,933 ,933
1,3150 ,933 ,967
1,4000 ,967 ,967
1,4500 1,000 ,967

2,4900 1,000 1,000
Tabla 4d

Positivo si es inferior a 0 igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
-,8500 ,000 ,000
,1600 ,033 ,000
,1750 ,067 ,000
,1880 ,133 ,000
,2030 ,167 ,000
,2150 ,200 ,000
,2250 ,233 ,000
,2350 ,267 ,000
,2450 ,300 ,000
,2550 ,333 ,000
,2750 ,433 ,000
,2910 ,467 ,000
,2960 ,500 ,000
,3050 ,533 ,000
,3150 ,567 ,000
,3250 ,700 ,000
,3315 ,800 ,000
,3415 ,833 ,000
,3650 ,867 ,000
,3950 ,900 ,000
,4150 ,933 ,000
,4300 ,967 ,000
,4550 ,967 ,033
4750 1,000 ,033
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Positivo si es inferior a 0 igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
,5050 1,000 ,067
,5400 1,000 ,100
,5550 1,000 ,133
,5700 1,000 ,167
,5850 1,000 ,200
,6300 1,000 ,267
,6850 1,000 ,300
,7150 1,000 ,333
,7350 1,000 ,367
,7500 1,000 ,400
, 7750 1,000 467
,8000 1,000 ,500
,8150 1,000 ,633
,8450 1,000 ,567
,8900 1,000 ,600
,9250 1,000 ,633
,9500 1,000 ,700
,9700 1,000 , 733

1,0200 1,000 7167
1,0650 1,000 ,800
1,0750 1,000 ,833
1,1000 1,000 ,867
1,1400 1,000 ,900
1,2000 1,000 ,933
1,3650 1,000 ,967
2,4900 1,000 1,000
Tabla 5b

Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
-,7300 1,000 1,000
,2900 1,000 ,967
,3350 1,000 ,933
,3625 1,000 ,900
,3725 1,000 ,867
,3850 1,000 ,833
,4060 1,000 ,800
,4260 1,000 767
,4350 1,000 ,733
,4550 1,000 ,700
,4750 1,000 ,633
,4850 1,000 ,600
,5000 1,000 ,533
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Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
,5150 1,000 ,500
,5250 1,000 467
,5350 1,000 ,433
,5450 1,000 ,400
,5550 1,000 ,367
,5655 1,000 ,267
,5865 1,000 ,233
,6110 1,000 ,200
,6310 1,000 ,167
,6460 1,000 ,133
,6650 1,000 ,100
,7050 1,000 ,067
,7550 1,000 ,033
,7850 ,967 ,033
,8200 ,933 ,033
,8800 ,933 ,000
,9200 ,900 ,000
,9350 ,867 ,000
,9500 ,833 ,000
,9950 ,800 ,000

1,0600 767 ,000
1,1050 ,733 ,000
1,1550 ,667 ,000
1,1950 ,633 ,000
1,2200 ,567 ,000
1,2850 ,533 ,000
1,3700 ,500 ,000
1,4150 467 ,000
1,4350 ,433 ,000
1,5050 ,400 ,000
1,5750 ,367 ,000
1,6000 ,333 ,000
1,6250 ,300 ,000
1,6550 ,267 ,000
1,6750 ,233 ,000
1,8250 ,167 ,000
2,0450 ,133 ,000
2,1300 ,100 ,000
2,1650 ,067 ,000
2,2150 ,033 ,000
3,2400 ,000 ,000
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Tabla 6a
Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
-,7300 1,000 1,000
,2900 1,000 ,983
,3350 1,000 ,967
,3625 1,000 ,950
,3725 1,000 ,933
,3850 1,000 ,917
,4060 1,000 ,900
,4260 1,000 ,883
,4350 1,000 ,867
,4550 1,000 ,850
,4750 1,000 ,817
,4850 1,000 ,800
,5000 1,000 167
,5150 1,000 ,750
,5250 1,000 ,733
,5350 1,000 717
,5450 1,000 ,700
,56550 1,000 ,683
,5655 1,000 ,633
,5865 1,000 ,617
,6110 1,000 ,600
,6310 1,000 ,583
,6460 1,000 ,567
,6650 1,000 ,550
,7050 1,000 ,533
,7550 1,000 ,517
,7850 ,967 ,517
,8200 ,933 ,517
,8550 ,933 ,467
,8650 ,933 ,450
,8900 ,933 ,433
,9150 ,900 417
,9250 ,900 ,400
,9350 ,867 ,400
,9500 ,833 ,400
,9650 ,800 ,400
,9850 ,800 ,383
1,0150 ,800 ,367
1,0600 7167 ,367
1,1050 ,733 ,367
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Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
1,1500 ,667 ,367
1,1850 ,667 ,350
1,1950 ,633 ,350
1,2200 ,567 ,350
1,2450 ,533 ,350
1,2600 ,533 317
1,2850 ,533 ,300
1,3150 ,533 ,283
1,3400 ,500 ,283
1,3600 ,500 ,267
1,3750 ,500 ,250
1,3950 ,500 ,233
1,4150 467 ,217
1,4350 ,433 ,217
1,4700 ,400 ,217
1,5250 ,400 ,200
1,5750 ,367 ,167
1,6000 ,333 ,167
1,6250 ,300 ,167
1,6550 ,267 ,167
1,6750 ,233 ,150
1,7200 ,167 ,150
1,7650 ,167 ,133
1,7850 ,167 ,117
1,8350 ,167 ,100
1,8850 ,167 ,083
1,9350 ,167 ,067
2,0300 ,133 ,067
2,1050 ,133 ,050
2,1250 ,100 ,033
2,1350 ,100 ,017
2,1650 ,067 ,017
2,2150 ,033 ,017
2,2600 ,000 ,017
3,2800 ,000 ,000
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Tabla 5¢c
Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
-,2200 ,000 ,000
,7850 ,033 ,000
,8200 ,067 ,000
,8550 ,067 ,067
,8650 ,067 ,100
,8900 ,067 ,133
,9150 ,100 ,167
,9250 ,100 ,200
,9350 ,133 ,200
,9500 ,167 ,200
,9650 ,200 ,200
,9850 ,200 ,233
1,0150 ,200 ,267
1,0600 ,233 ,267
1,1050 ,267 ,267
1,1500 ,333 ,267
1,1850 ,333 ,300
1,1950 ,367 ,300
1,2200 ,433 ,300
1,2450 ,467 ,300
1,2600 ,467 ,367
1,2850 ,467 ,400
1,3150 467 ,433
1,3400 ,500 ,433
1,3600 ,500 467
1,3750 ,500 ,500
1,3950 ,500 ,533
1,4150 ,533 ,567
1,4350 ,567 ,567
1,4700 ,600 ,567
1,5250 ,600 ,600
1,5750 ,633 ,667
1,6000 ,667 ,667
1,6250 ,700 ,667
1,6550 ,733 ,667
1,6750 7167 ,700
1,7200 ,833 ,700
1,7650 ,833 ,733
1,7850 ,833 767
1,8350 ,833 ,800
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Positivo si es superior a o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
1,8850 ,833 ,833
1,9350 ,833 ,867
2,0300 ,867 ,867
2,1050 ,867 ,900
2,1250 ,900 ,933
2,1350 ,900 ,967
2,1650 ,933 ,967
2,2150 ,967 ,967

Tabla 5d

Positivo si es inferior a 0 igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
-,7300 ,000 ,000
,2900 ,033 ,000
,3350 ,067 ,000
,3625 ,100 ,000
,3725 ,133 ,000
,3850 ,167 ,000
,4060 ,200 ,000
,4260 ,233 ,000
,4350 ,267 ,000
,4550 ,300 ,000
L4750 ,367 ,000
,4850 ,400 ,000
,5000 467 ,000
,5150 ,500 ,000
,5250 ,533 ,000
,5350 ,567 ,000
,5450 ,600 ,000
,5550 ,633 ,000
,5655 ,733 ,000
,5865 767 ,000
,6110 ,800 ,000
,6310 ,833 ,000
,6460 ,867 ,000
,6650 ,900 ,000
,7050 ,933 ,000
,7900 ,967 ,000
,8550 1,000 ,067
,8650 1,000 ,100
,8900 1,000 ,133
,9150 1,000 ,167
,9450 1,000 ,200
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Positivo si es inferior a 0 igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad

,9850 1,000 ,233

1,0900 1,000 ,267

1,2150 1,000 ,300

1,2600 1,000 ,367

1,2850 1,000 ,400

1,3250 1,000 ,433

1,3600 1,000 467

1,3750 1,000 ,500

1,3950 1,000 ,533

1,4500 1,000 ,567

1,5250 1,000 ,600

1,6150 1,000 ,667

1,7150 1,000 ,700

1,7650 1,000 , 733

1,7850 1,000 7167

1,8350 1,000 ,800

1,8850 1,000 ,833

2,2600 1,000 ,967

3,2800 1,000 1,000

1,9950 1,000 ,867

2,1050 1,000 ,900

2,1250 1,000 ,933

2,2050 1,000 ,967

3,2800 1,000 1,000

Tabla 6
Diagnostico CND (n=30) EA (n=30) DLFT (n=30)

MW +DE MW + DE MW + DE
edad 61,5 11,09 65,43 7,29 61,6 11,48
MMSE 28,5 1,47 19,31 5,44 20,37 8,96
ELISA de tau 0,23 0,13 0,73 0,41 0,32 0,26
ELISA de ABi142 0,86 0,28 0,37 0,13 0,70 0,20
ABya2/ tau’ 4,82 2,81 0,65 0,34 3,49 1,81
AB1.37 (ng/ml) 1,36 0,49 1,21 0,47 0,90 0,42
AB1-38 (ng/ml) 2,26 0,60 2,17 0,81 1,60 0,72
AB1.39 (ng/ml) 1,27 0,38 1,28 0,44 1,17 0,46
AB1-40 (Ng/ml) 8,42 1,98 8,27 2,81 8,67 2,43
ABi-42 (ng/ml) 1,89 0,72 0,60 0,23 1,23 0,58
AB total (ng/ml) 2 15,32 3,55 13,68 4,45 13,67 4,25
AB1-37% § 8,71 1,88 8,80 1,88 6,47 1,49
AB1-38% § 14,79 2,09 15,74 2,09 11,49 2,09
AB139% ° 8,23 1,39 9,35 1,63 8,41 1,53
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Diagndstico CND (n=30) EA (n=30) DLFT (n=30)
MW + DE MW +DE MW +DE
AB1.40% $ 55,36 6,28 60,58 5,18 64,04 4,45

'relacion de niveles absolutos de AR 1-42 y tau como se mide por ELISA,;

“concentracion de péptido AR total como se mide por la suma de todos los péptidos AR investigados;

3porcentaje de abundancia de péptidos AB con respecto a la suma de todos los péptidos AB investigados.

Tabla 7

Diagndstico CND (n=71) EA (n=71) DCL (n=32) DFT (n=36) OD (n=93)
MW +DE MW +DE MW +DE MW +DE MW +DE
edad 62,70 | 989 | 70,14 | 891 | 6994 | 7,43 | 61,58 | 10,33 | 68,86 | 8,96
MMSE 28,59 | 1,42 | 1819 | 6,42 | 1815 | 542 | 19,10 | 10,29 | 17,05 | 8,85
AB1-37 1,15 0,51 1,01 0,49 0,75 0,39 0,78 0,37 0,90 0,45
AB1-38 2,12 0,72 1,93 0,71 1,34 0,69 1,36 0,62 1,62 0,72
AB1-38 (MSD)" 0,81 0,27 0,90 0,29 0,71 0,02 0,67 0,21 0,69 0,24
AB1-39 1,22 0,48 1,20 0,47 0,87 0,48 1,03 0,54 1,05 0,50
AB1-40 8,15 2,58 7,80 2,55 5,83 2,54 7,55 2,57 6,81 2,62
AB1-40% 0,11 0,09 0,13 0,07 0,20 0,19 0,10 0,06 0,13 0,11
AB1-42 1,59 0,74 0,56 0,22 0,69 0,48 1,02 0,54 1,01 0,61
AR’ total 14,34 | 466 | 1263 | 4,19 9,67 458 | 11,83 4,40 1152 | 4,74
AB1-37° 7,84 1,76 7,70 2,12 7,51 1,32 6,54 1,48 7,64 1,34
AB1-38° 14,74 | 1,72 | 1520 | 1,71 | 1366 | 1,64 | 11,24 1,86 1391 | 1,52
AB1-39° 8,44 1,56 9,43 1,66 8,80 1,16 8,36 1,79 9,00 1,45
AB1-40° 57,39 | 533 | 62,12 | 396 | 61,43 | 4,13 | 64,63 4,79 59,81 | 3,81
AB1-40%3 0,75 0,46 1,10 0,64 1,88 0,87 0,82 0,44 1,17 0,72
AB1-42° 10,84 | 3,14 4,45 0,96 6,72 2,26 8,43 2,40 8,49 2,67

! Deteccion de electroquimioluminiscencia (MSD), subgrupo de pacientes: CND (n=37), EA (n=31), DCL (n=2), OD
(n=47) y DFT (n=33).

2 Concentracion de péptido AR total; 3porcentaje de abundancia de péptidos AR con respecto a la concentracion de

péptido AB total.
Tabla 8
Diagnéstico diferencial Parametro Corte | Sensibilidad | Especificidad | indice de Youden
AB1-42/ tau por ELISA | 1,383 100 % 96 % 1,96
EA frente a CND
AB 1.42/ AB 1.38 0,475 100 % 97 % 1,97
AB1.4p/ tau por ELISA | 4,188 81 % 61 % 1,42
DLFT frente a CND
AB 1-38/ AB 1.40 0,215 87 % 90 % 1,77
AB1-42/ tau por ELISA | 1,612 86 % 100 % 1,86
DLFT frente a EA
AB1-3s/ AB1-40 0,215 87 % 87 % 1,74
AB1-42/ tau por ELISA | 0,978 100 % 45 % 1,45
DLFT frente a CND y EA
AB1-3s/ AB1-40 0,215 87 % 88 % 1,75
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Tabla 9
Diagndstico diferencial Parametro | Corte | Sensibilidad | Especificidad indice de ABC IC del
Youden 95 %
EA (n=71) frente a todos AB1-42% 5,57 87 % 85 % 0,72 0,925 | 0,897-
los otros pacientes (n=232) 0,954
AB1-42/1-38 0,39 90 % 87 % 0,77 0,938 | 0,913-
0,963
EA (n=71) frente a CND AB1-42% 5,81 90 % 97 % 0,87 0,993 | 0,984-
(n=71) 1,00
AB1-42/1-38 0,39 90 % 97 % 0,87 0,989 | 0,976-
1,00
EA (n=71) frente a todas AB1-42% 5,55 85 % 81 % 0,66 0,895 | 0,856-
las otras demencias 0,935
(n=161) AB142138 | 0,38 85 % 85 % 0,70 0,915 | 0,880-
0,950
DFT (n=36) frente a todos AB1.33% 12,7 86 % 90 % 0,76 0,923 | 0,868-
los otros pacientes (n=267) 0,978
AB13s140 | 0,21 86 % 79 % 0,65 0,907 | 0,855-
0,960
DFT (n=36) frente a CND AB1-38% 12,7 86 % 96 % 0,82 0,951 | 0,901-
(n=71) 1,00
AB1agi140 | 0,21 89 % 87 % 0,76 0,950 | 0,91-
0,99
DFT (n=36) frente a todas AB1.33% 12,7 86 % 87 % 0,73 0,913 | 0,854-
las otras demencias 0,972
(n=196) AB1-38/1-20 0,21 86 % 76 % 0,62 0,892 | 0,832-
0,951
APP (n=10) frente a CND AB1-38% 13,54 80 % 75 % 0,55 0,866 | 0,765-
(n=71) 0,967
AB1-38/1-20 0,22 70 % 82 % 0,52 0,817 | 0,699-
0,935
APP (n=10) frente a todas AB1-38% 13,51 70 % 63 % 0,33 0,723 | 0,625-
las otras demencias 0,821
(n=222) AB1-38/1-20 0,22 70 % 58 % 0,28 0,600 | 0,459-
0,740
APP (n=10) frente a todos AB1-38% 13,51 80 % 65 % 0,45 0,758 | 0,663-
los otros pacientes (n=293) 0,852
ABisgi140 | 0,22 70 % 64 % 0,34 0,652 | 0,521-
0,783

ABC: Area bajo la curva; IC: Intervalo de confianza
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Tabla 10

Diagnéstico CD CD EA EA DV DV DFT DFT
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Media +DE Media +DE Media + DE Media +DE
edad 64,0 11,11 67,6 5,71 71,3 8,06 63,0 2,94
MMSE 27,17 3,6 19,4 9,61 18,4 11,01 24,5 191
AB1-37 (ng/ml) 0,025 0,003 0,019 0,006 0,026 0,006 0,019 0,006
AB1-38 (ng/ml) 0,034 0,008 0,029 0,011 0,039 0,007 0,029 0,007
AB1-39 (ng/ml) 0,031 0,005 0,026 0,007 0,039 0,005 0,032 0,010
AB1-40 (ng/ml) 0,226 0,051 0,185 0,087 0,326 0,091 0,246 0,078
AB1-42 (ng/ml) 0,027 0,004 0,020 0,007 0,024 0,006 0,028 0,011
AB2-40 (ng/ml) 0,023 0,002 0,018 0,005 0,022 0,004 0,021 0,006
AB total (ng/ml) * 0,365 0,065 0,297 0,122 0,477 0,100 0,375 0,113
AB1-37% 2 6,945 1,220 6,819 1,105 5,681 1,397 5,117 1,198
AB1-38% 2 9,269 0,802 9,896 0,860 8,239 0,828 7,877 0,907
AB1-39% 2 8,725 1,660 9,055 1,330 8,470 1,923 8,555 1,642
AB1-40% 2 61,314 3,353 60,689 5,492 67,600 5,329 65,468 2,124
AB1-42% 2 7,396 0,905 7,013 1,815 5,129 1,165 7,276 0,931
AB2-40% 2 6,350 1,140 6,528 2,034 4,880 1,704 5,707 0,489
Relacion A B1-38/1- 0,151 0,009 0,164 0,022 0,123 0,020 0,121 0,017

40
Relacion A B1-38/1- 1,274 0,218 1,483 0,360 1,665 0,354 1,099 0,194

42
Relacion A B1-40/1- 8,414 1,218 9,143 2,239 13,851 3,689 9,115 1,120

42

concentracion de péptido AR total como se mide por la suma de todos los péptidos AR investigados;
2porcentaje de abundancia de péptidos AB con respecto a la suma de todos los péptidos AR investigados.
(*) y (**) indican alteraciones significativas (p<0,05) y altamente significativas (p<0,01) con respecto a CD.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento ex vivo para diagnosticar diferencialmente demencias vasculares, que comprende la etapa de
determinar en un fluido corporal obtenido de un paciente al menos una concentracion relativa seleccionada del grupo
gue consiste en

- la relacién de la concentracion absoluta de AB1-38 con respecto a la concentracion de  amiloide total
(AB1-38 %),

- la relacion de la concentracion absoluta de AB1-38 con respecto a la concentracidn absoluta de especies
de B amiloide AB1-40 (AB1-38/AB1-40), y

- la relacion de la concentracion absoluta de AB1-38 con respecto a la concentraciéon absoluta de especies
de B amiloide AB1-42 (AB1-38/AB1-42).

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho fluido corporal es una muestra de sangre.
3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que dicha muestra de sangre es una muestra de plasma sanguineo.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas la etapa de enriquecer
péptidos B amiloides del fluido corporal usando un anticuerpo para péptido B amiloide.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha concentracion relativa de Ap1-38
seleccionada del grupo que consiste en

- AB1-38 %, y
- AB1-38/AB1-40,

siendo superior a un valor umbral es indicativa de ausencia de demencia vascular en el paciente.
6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que

- siendo AB1-38 % inferior a un valor umbral o siendo AB1-38/AB1-40 inferior a un valor umbral, y

- siendo la concentraciéon absoluta de AB1-38 superior a un valor umbral, o siendo AB1-38/AB1-42 superior
a un valor umbral, o siendo la relacién de la concentracion absoluta de AB1-40 con respecto a la
concentracion absoluta de especies de  amiloide AB1-42 (AB1-40/AB1-42) superior a un valor umbral, o
siendo la relacion de la concentracién absoluta de AB1-42 con respecto a la concentracién total de B
amiloide (AB1-42 %) inferior a un valor umbral,

es indicativo de demencia vascular en el paciente.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que

- AB1-38/AB1-42 siendo superior a un valor umbral, y

- siendo AB1-40 % superior a un valor umbral, o siendo AB1-42 % inferior a un valor umbral, o siendo AB1-
40/AB1-42 superior a un valor umbral, o siendo la concentracion absoluta de AB1-40 superior a un valor
umbral, o siendo la concentracién total de 3 amiloide superior a un valor umbral, es indicativo de demencia
vascular en el paciente.

8. Uso de componentes para determinar la concentraciéon de AB1-38 en un fluido corporal para el diagndstico
diferencial ex vivo de demencias vasculares.

9. El uso segun la reivindicacion 8, en el que dichos componentes para determinar la concentracion de AB1-38 son
anticuerpos.

10. El uso segun la reivindicacion 8 o 9, que comprende ademas el uso de un anticuerpo para péptidos 3 amiloides
para enriquecer péptidos 3 amiloides a partir del fluido corporal.

11. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que dichos componentes para determinar la
concentracion de AB1-38 permiten determinar la concentracion de AB1-38 como una concentracion relativa.

12. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en el que dichos componentes para determinar la
concentracion de AB1-38 permiten determinar al menos un concentracion relativa de AB1-38 seleccionada del grupo
que consiste en

- la relacién de la concentracion absoluta de AB1-38 con respecto a la concentracion de péptido  amiloide
total en el fluido corporal (AB1-38 %),

- la relacién de la concentracion absoluta de AB1-38 con respecto a la concentracion absoluta de las
especies de péptido B amiloide AB1-40 en el fluido corporal (AB1-38/AB1-40), y
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- la relacién de la concentracion absoluta de ABR1-38 con respecto a la concentracion absoluta de las
especies de péptido  amiloide AB1-42 en el fluido corporal (AB1-38/AR1-42).

13. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, que comprende el uso de componentes para determinar
al menos una concentracion adicional seleccionada del grupo que consiste en:

- la concentracion absoluta de AB1-38,

- la concentracion absoluta de AB1-40,

- la relacién de la concentracion absoluta de AB1-40 con respecto a la concentracion total de B amiloide
(AB1-40 %),

- la relacion de la concentracion absoluta de AB1-40 con respecto a la concentracién absoluta de especies
de B amiloide AB1-42 (AB1-40/AB1-42),

- la concentracién absoluta de AR1-42,

- la relacién de la concentracién absoluta de AB1-42 con respecto a la concentracion total de 8 amiloide
(AB1-42 %), y

- la concentracion total de 3 amiloide.

14. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, que comprende el uso de componentes para indicar que
la concentracién seleccionada del grupo que consiste en:

- la concentracién absoluta de AR1-38,

- la relacion de la concentracién absoluta de AB1-38 con respecto a la concentracion total de 3 amiloide
(AB1-38 %),

- la relacion de la concentracion absoluta de AB1-38 con respecto a la concentracidn absoluta de especies
de B amiloide AB1-40 (AB1-38/AB1-40),

- la relacion de la concentracion absoluta de AB1-38 con respecto a la concentracidn absoluta de especies
de B amiloide AB1-42 (AB1-38/AB1-42),

- la concentracién absoluta de AR1-40,

- la relacién de la concentracién absoluta de AB1-40 con respecto a la concentracion total de 3 amiloide
(AB1-40 %),

- la relacion de la concentracion absoluta de AB1-40 con respecto a la concentracién absoluta de especies
de B amiloide AB1-42 (AB1-40/AB1-42),

- la concentracion absoluta de AB1-42,

- la relacién de la concentracion absoluta de AB1-42 con respecto a la concentracion total de B amiloide
(AB1-42 %), y

- la concentracion total de 3 amiloide,

es superior o inferior a un valor umbral.

15. El uso segun la reivindicacién 13 o 14, en donde dichos componentes para determinar al menos una
concentracion adicional son anticuerpos.
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