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DESCRIPCION
Método de diagnoéstico de enfermedades neurodegenerativas
Campo de la invencién

La presente invencién se relaciona con un método de diagnéstico de enfermedades neurodegenerativas,
particularmente la enfermedad de Alzheimer.

Antecedentes técnicos

El diagnéstico de las enfermedades neurodegenerativas no es facil. Asi, para la enfermedad de Alzheimer, segln los
criterios clasicos denominados NINCDS-ADRDA (McKhann et al. (1984) Neurology 34:939-944), se distingue entre
enfermedad de Alzheimer posible, probable y cierta, no pudiendo ser establecido el diagndstico de una enfermedad de
Alzheimer cierta mas que post-mortem, después de la autopsia del enfermo y examen neuropatolégico del cerebro
poniendo en evidencia la existencia de placas seniles de una parte, y una degeneracion neurofibrilar de otra parte.

El diagnéstico de una enfermedad de Alzheimer posible o probable reposa esencialmente en criterios clinicos y pruebas
neuropsicoldgicas, que apuntan inicialmente a establecer si un individuo presenta un sindrome demencial, en general
segun los criterios del DSM 1V (Diagnostic and Statistical Manual for Mental Disorders, 42 edicion, American Psychiatric
Association, 1994), para determinar luego la etiologia de la demencia. Los criterios de demencia comprenden
esencialmente la asociacion de un problema de memoria y otras funciones cognitivas que repercuten en las actividades
socio-profesionales y que conllevan un declinamiento con respecto al funcionamiento anterior. El diagndstico se refuerza
por el seguimiento de la evolucion del paciente, lo que permite precisar las causas de la demencia, particularmente las
que se apartan de otras causas de declinacion cognitiva. Para esto, el diagnodstico por imagenes cerebrales es un
elemento importante del diagnéstico que evalla la atrofia regional hipocampica, la cual puede sin embargo estar
presente en otras enfermedades que atacan a las personas mayores, y que excluyen otras causas de problemas
cognitivos, tales como las secuelas de accidentes vasculares cerebrales.

Sin embargo, se considera de manera general que aproximadamente solo el 85% de los casos de enfermedad de
Alzheimer probables son confirmados post-mortem. El 15% de falsos positivos resultan generalmente de otras
enfermedades neurodegenerativas, tales como las demencias frontotemporales, entre las cuales particularmente la
demencia con cuerpos de Lewy (Delacourte (1998) Annales de Biologie Clinique 56:133-142). La metodologia actual de
diagnostico de la enfermedad de Alzheimer carece pues de especificidad. Ademas, parece que entre el inicio de la
enfermedad, definido por la aparicién de los primeros problemas cognitivos, y los primeros sintomas de demencia que
puedan dar lugar al establecimiento de un diagndstico de enfermedad de Alzheimer posible o probable, se puede
extender un periodo de mas de 10 afios (Amieva et al. (2008) Ann. Neurol. 64:479-480). El diagnoéstico de la
enfermedad de Alzheimer es por lo tanto establecido de forma tardia actualmente, cuando la enfermedad se encuentra
en un estado muy avanzado. Los tratamientos actuales considerados para la enfermedad de Alzheimer necesitarian sin
embargo, para ser eficaces, ser utilizados desde el inicio del proceso patoldgico, por ejemplo cuando el individuo que se
va a tratar no presenta alin mas que problemas cognitivos ligeros (Mild Cognitive Impairement, (Impedimento Cognitivo
Moderado) MCI), lo que implica poder diagnosticar precozmente la enfermedad.

De hecho, los exdmenes complementarios, tales como la dosificaciéon de marcadores bioquimicos en el liquido
cefalorraquideo de pacientes, pueden ser efectuados para mejorar el diagnostico de la enfermedad de Alzheimer. Asi,
se ha demostrado particularmente que la determinacion de los niveles, en el liquido cefalorraquideo, del péptido B-
amiloidei-s2 (AB42) y del nivel total del péptido tau (Tubulin Associated Unit (Unidad Asociada a Tubulina), es decir a la
vez bajo forma fosforilada y bajo forma no fosforilada, permitiria diagnosticar la enfermedad de Alzheimer con una
sensibilidad de 92% y una especificidad de 89% (Sunderland et al. (2003) JAMA 289:2094-2103). Después, ha sido
agregado un tercer marcador, ademas del AB42 y del tau total (T-tau), a saber tau fosforilado (ptau), particularmente a
nivel de la treonina 181 (ptau 181). Ademads, se ha podido demostrar que la combinacion de estos tres marcadores
permitiria detectar una enfermedad de Alzheimer naciente en los individuos que sufren de MCI con una sensibilidad del
83% y una especificidad del 72% (Mattson et al. (2009) JAMA 302:385-393).

Sin embargo, actualmente estas dosificaciones no son realizadas de rutina, en parte porque la ganancia que permiten
en términos de fiabilidad y de precocidad del diagndstico de la enfermedad de Alzheimer no es suficiente para justificar
la disposicién de recursos para estas Ultimas sistematicamente.

La proteina quinasa dependiente de ARN de doble cadena (PKR) es una serina/treonina quinasa cuyo principal objetivo
es el factor de iniciacion de la traduccién eucariota 2a (elF2a). La PKR existe bajo una forma activada por fosforilacion
de la treonina en la posicién 446 y/o de la treonina en la posicion 451. Niveles elevados de PKR activada han podido ser
puestos en evidencia particularmente en el cerebro de pacientes que sufren de la enfermedad de Alzheimer, de la
enfermedad de Huntington, y de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, asi como en los linfocitos de la sangre de
pacientes que sufren de la enfermedad de Alzheimer (para revision véase Hugon et al. (2009) Expert Rev. Neurother.
9:1455-1457).
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Descripcion de la invencién

La invencion se origina a partir de la puesta en evidencia, por parte de los presentes inventores, de que la determinacion
del nivel de PKR, particularmente bajo su forma activada fosforilada, en el liquido cefalorraquideo de individuos es dtil
para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer en estos individuos de manera selectiva y especifica, comprendiendo un
estado naciente o precoz, eventualmente asintomatico, de la enfermedad.

Asi, la presente invencion se relaciona con un método de diagnéstico, particularmente in vitro, de una enfermedad
neurodegenerativa en un individuo, en el cual:

- se determina el nivel de la proteina quinasa dependiente de ARN de doble cadena (PKR) en una muestra biolégica del
individuo, particularmente una muestra de liquido cefalorraquideo,

- se deduce si el individuo sufre de una enfermedad neurodegenerativa.

La presente invencidon se relaciona igualmente con un método de diagndstico, particularmente in vitro, de una
enfermedad neurodegenerativa de un individuo, en el cual:

- se determina la relacion del nivel de PKR activada con respecto al nivel total de PKR en una muestra bioldgica del
individuo, particularmente una muestra de liquido cefalorraquideo,

- se deduce si el individuo sufre de una enfermedad neurodegenerativa.

La presente invencién se relaciona igualmente con un método de diagnéstico, particularmente in vitro, de una
enfermedad neurodegenerativa en un individuo que no presenta sintomas de demencia, en el cual:

- se determina el nivel de proteina quinasa dependiente de ARN de doble cadena (PKR) en una muestra bioldgica del
individuo, particularmente una muestra de liquido cefalorraquideo,

- se deduce si el individuo sufre de una enfermedad neurodegenerativa.
La presente invencién se relaciona igualmente con un método, particularmente in vitro, para la determinacién del riesgo
que tiene un individuo que no presenta sintomas de una enfermedad neurodegenerativa, de declarar la enfermedad

neurodegenerativa, en el cual:

- se determina el nivel de la proteina quinasa dependiente de ARN de doble cadena (PKR) en una muestra biolégica del
individuo, particularmente una muestra de liquido cefalorraquideo,

- se deduce si el individuo esta en riesgo de desarrollar la enfermedad neurodegenerativa.

Como se entiende aqui, la expresion “enfermedad neurodegenerativa” designa una enfermedad degenerativa, es decir
degradacion progresiva, que afecta el sistema nervioso y en particular el cerebro.

De manera preferida la enfermedad neurodegenerativa segun la invencion es una demencia. Las demencias son bien
conocidas por el experto en la técnica; se considera generalmente que una demencia se caracteriza por un deterioro
progresivo del funcionamiento intelectual de un individuo, que compromete asi sus facultades de adaptacion a su
ambiente, en particular frente a situaciones nuevas, lo que conduce a una pérdida de su autonomia. Preferiblemente, los
sintomas de demencia segin la invencion son en particular los definidos en el Diagnostic and Statistical Martual for
Mental Disorders, 42 edicién (1994) de la American Psychiatric Association (DSM IV) para las demencias de tipo
enfermedad de Alzheimer, a saber:

A. El desarrollo de déficits cognitivos multiples que se manifiestan a la vez por:

(1) problemas de la memoria (capacidad reducida de aprender nuevas informaciones o de recordar informaciones
previamente aprendidas).

(2) uno (o varios) de los problemas cognitivos siguientes:

(a) afasia (problema de lenguaje)

(b) apraxia (capacidad reducida de utilizar actividades motrices a pesar de las funciones motrices intactas)
(c) agnosia (incapacidad para reconocer o identificar objetos a pesar de las funciones sensoriales intactas)

(d) problemas del funcionamiento ejecutivo (es decir planificar, organizar, fraccionar en secuencia, pensar de manera
abstracta)
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B. Los déficits cognitivos de los criterios A1 y A2 que causan cada uno de los problemas significativos del
funcionamiento social o profesional y que representan una declinacién significativa con respecto a un nivel de
funcionamiento anterior.

C. La evolucién es caracterizada por un inicio progresivo y un declinamiento cognitivo continuo.
D. Los déficits cognitivos de los criterios A1 y A2 no son debidos a ninguno de lo que sigue:

(1) otras enfermedades del sistema nervioso que causan déficits progresivos cognitivos y de la memoria (por ejemplo,
enfermedad cerebrovascular, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, hematomas subdurales,
hidrocefalia a presién normal, tumor del cerebro).

(2) enfermedades sistémicas conocidas por causar demencias (por ejemplo, hipotiroidismo, carencia de vitamina B12 o
de acido félico, carencia de niacina, hipercalcemia, neurosifilis, infeccion por el VIH).

(3) enfermedades inducidas por sustancias.
E. Los déficits no se producen Unicamente en el transcurso de un delirio.

F. La molestia no puede ser comprendida mejor como debida a otro problema de Eje | (en el sentido del DSM 1V, es
decir que necesita una atencion inmediata) (por ejemplo un problema depresivo mayor, o una esquizofrenia).

De manera preferida, la enfermedad neurodegenerativa segun la invencién es seleccionada del grupo constituido por la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Creutzfeld-Jakob, y la enfermedad de
Parkinson.

De manera particularmente preferida, la enfermedad neurodegenerativa segun la invencion es la enfermedad de
Alzheimer.

El individuo segun la invencion es preferiblemente un humano. El individuo segin la invencion puede presentar uno o
varios sintomas de demencia o ser atacado de demencia.

Los individuos segun la invencion pueden igualmente no ser atacados de demencia 0 no presentar sintomas de
demencia. Cuando no presenta demencia, el individuo segun la invenciéon puede ser atacado por problemas cognitivos,
particularmente problemas cognitivos ligeros, que corresponden a la denominacion anglosajona de Mild Cognitive
Impairement (MCI), bien conocida por el experto en la técnica y particularmente definida por Petersen et al. (1999) Arch
Neurol 56:303-308. Un individuo es generalmente definido como uno que presenta un MCI en caso de queja subjetiva
asociada con una evidencia objetiva de un déficit del comportamiento amnésico, con restriccion del funcionamiento
cognitivo e intelectual global e integridad de las actividades de la vida diaria. Preferiblemente, un individuo que presenta
un MCI segun la invencion tiene un marcador en la prueba Mini Mental State Examination (MMSE), particularmente en
la version consensual del Grupo de Reflexion sobre las Evaluaciones Cognitivas (GRECO), superior al marcador
correspondiente al percentil 5, en funcion de su edad y de su nivel sociocultural. Por otro lado, el individuo segin la
invencion puede igualmente no presentar problemas cognitivos.

Cuando el individuo segin la invencion no es atacado por una demencia, particularmente por la enfermedad de
Alzheimer, o no presenta sintomas de demencia, principalmente de la enfermedad de Alzheimer, en particular
principalmente cuando presenta un MCI, los métodos segun la invencién permiten en particular determinar si el individuo
presenta demencia, principalmente la enfermedad de Alzheimer, en un estado naciente o precoz, incluso asintomatico, o
si el individuo esta en riesgo de desarrollar la demencia, principalmente la enfermedad de Alzheimer.

De manera preferencial igualmente, el nivel, en una muestra de liquido cefalorraquideo del individuo, de al menos un
marcador biolégico de la enfermedad neurodegenerativa es normal. Como se entiende aqui, el nivel de un marcador
biolégico de enfermedad neurodegenerativa es llamado normal cuando su nivel es inferior al valor del umbral
generalmente aceptado por el experto en la técnica para diagnosticar al individuo como atacado por la enfermedad
neurodegenerativa con la cual esta asociado el marcador. Numerosos marcadores biol6gicos de enfermedades
neurodegenerativas, particularmente de la enfermedad de Alzheimer, son conocidos por el experto en la técnica.
Preferiblemente, el marcador biolégico de la enfermedad neurodegenerativa segun la invencién es un marcador
biolégico de la enfermedad de Alzheimer, particularmente escogido del grupo constituido por el marcador 3-amiloide
(AB), en particular B-amiloide;.s2 (AB42), de tau total (T-tau), y de tau fosforilado (ptau), en particular a nivel de la
treonina 181 (ptau 181). Estos marcadores y los métodos de medida de su nivel en una muestra de liquido
cefalorraquideo son bien conocidos por el experto en la técnica y estan particularmente definidos en Sunderland et al.
(2003) JAMA 289:2094-2103, Blennow et al. (2006) Lancet 368:387-403 y en Mattson et al. (2009) JAMA 302:385-393.

La proteina quinasa dependiente de RNA de doble cadena (PKR) igualmente denominada E2AK2 es bien conocida por
el experto en la técnica y esta particularmente definida en Hugon et al. (2009) Expert Rev. Neurother, 9:1455-1457 o por
la referencia de acceso P19525 de la base de datos UniProtKB. Como se entiende aqui, la expresion “proteina quinasa
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dependiente de ARN de doble cadena” o “PKR” se refiere indistintamente a PKR no fosforilada, a PKR fosforilada
(PPKR) en la treonina de la posicién 446 (pPKR466) y/o en la treonina de la posicion 451 (pPKR451) o al conjunto de
estas formas de PKR. El conjunto de las formas de PKR en la muestra bioloégica de la invencion, fosforiladas y no
fosforiladas es denominado también PKR total.

Asi, en un modo de utilizacién preferido del método de diagnéstico o de determinacién del riesgo de la invencioén, se
deduce que el individuo sufre de una enfermedad neurodegenerativa, particularmente de la enfermedad de Alzheimer, a
partir de un nivel de PKR fosforilada, particularmente pPKR446, en la muestra, del nivel de PKR total en la muestra, o
de la relacion del nivel de PKR fosforilada, particularmente pPKR446, en la muestra con respecto al nivel de PKR total
en la muestra. En otro modo de utilizacion preferido del método de diagnéstico o de determinacién del riesgo de la
invencion, se deduce que el individuo sufre de una enfermedad neurodegenerativa, particularmente de la enfermedad
de Alzheimer, a partir de la comparacion entre:

- el nivel de PKR fosforilada, particularmente pPKR446, en la muestra, el nivel de PKR total en la muestra, o la relacion
del nivel de PKR fosforilada, particularmente pPKR446, en la muestra con respecto al nivel de PKR total en la muestra,

y

- al menos un valor predefinido, particularmente cuando el nivel de PKR fosforilada, particularmente pPKR446, en la
muestra, el nivel de PKR total en la muestra, o la relacién del nivel de PKR fosforilada, particularmente pPKR446, en la
muestra con respecto al nivel de PKR total en la muestra es superior al valor predefinido.

El valor predefinido segun la invencidon puede ser determinado de manera facil por el experto en la técnica. Puede
tratarse particularmente del nivel medio de PKR segun la invencién, o de un multiplo superior a 1 de este nivel medio, en
las muestras de LCR de individuos testigo que no sufran de problemas cognitivos. Puede igualmente tratarse de un
valor umbral obtenido a partir de curvas Receiving Operating Characteristics (ROC) establecido para PKR total, PKR
fosforilada, particularmente pPKR446, o la relacion del nivel de PKR fosforilada, particularmente pPKR446, en la
muestra con respecto al nivel de PKR total en la muestra, fijando valores particulares de selectividad y de especificidad,
particularmente para maximizar la suma de la selectividad y de la especificidad como se ilustra en los ejemplos que
siguen. Asi, a titulo de ejemplo, segun la invencion un individuo serd diagnosticado por tener la enfermedad de
Alzheimer cuando la relacién del nivel de PKR fosforilada, particularmente pPKR446, en la muestra con respecto al nivel
de PKR total en la muestra, sea superior a 0,76 0 0,77.

Por otra parte, en otro modo de realizacion particular, el método de diagnéstico o de determinacién del riesgo segun la
invencion comprende ademas la determinacion del nivel de al menos otro marcador biolégico de enfermedad
neurodegenerativa, particularmente de la enfermedad de Alzheimer, tal como se define anteriormente.

La muestra bioldgica segun la invencion es preferiblemente una muestra bioldgica fluida, mas preferiblemente del
liguido cefalorraquideo (LCR). El experto en la técnica sabe bien cdmo obtener el LCR a partir de un individuo, por
ejemplo por puncién lumbar.

Preferiblemente, en el método segun la invencion, se determina el nivel de PKR seguln la invencion en la muestra
bioldgica segun la invencién por un método inmunoldgico, es decir un método que utiliza anticuerpos, particularmente
monoclonales, fragmentos de anticuerpos que comprenden la parte del anticuerpo que se une especificamente al
antigeno, o a uno de los aptameros, especificamente dirigido contra PKR, es decir, no se unen esencialmente a otro
constituyente de la muestra biolégica, particularmente de la muestra de LCR. Como sera evidente claramente para el
experto en la técnica los anticuerpos Utiles para medir el nivel de PKR total son dirigidos contra una parte de PKR no
modificada por fosforilacién; al contrario, los anticuerpos utiles para medir el nivel de pPKR446 o pPKR451 se unen en
la parte de PKR fosforilada (y no en la misma parte cuando no esta fosforilada). Tales anticuerpos anti-PKR son bien
conocidos por el experto en la técnica. Los métodos inmunoldgicos segun la invencién son bien conocidos por el experto
en la técnica y cubren particularmente la transferencia Western o la técnica ELISA.

La invencion serd ilustrada ventajosamente de manera no limitativa con la ayuda de las figuras y los ejemplos que
siguen.

Descripcion de las figuras

Figuras 1,2y 3

Las figuras 1 a 3 representan en diagramas de caja los niveles (unidades arbitrarias), medidos en el LCR de pacientes
atacados por la enfermedad de Alzheimer (AD), de PKR total (PKR) (figura 1), de pPKR446 (pPKR) (figura 2) y de la

relacion pPKR446/PKR total multiplicada por 100 (pPKR/PKR) (figura 3), con relacién con aquellos medidos en el LCR
de individuos testigo que no sufren de problemas cognitivos (testigo).
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Figuras 4,5y 6

Las figuras 4 a 6 representan las curvas ROC que dan la selectividad (eje de ordenadas) y 1—especificidad (eje de
ordenadas) del diagnostico de la enfermedad de Alzheimer a partir del nivel de PKR total (figura 4), de pPKR446 (figura
5) y de la relacion pPKR446/PKR total (figura 6).

Figura 7

La figura 7 representa la relacion entre la proporcion pPKR446/PKR total multiplicada por 100 (pPKR/PKR, eje de
ordenadas, unidades arbitrarias) y el nivel de ptau 181 (ptau, eje de abscisas, pg/mL) en el LCR asi como la recta de
correlacion correspondiente.

Figura 8

La figura 8 representa la relacion del nivel de pPKR446 con respecto al PKR total (eje de ordenadas, unidades
arbitrarias) en el LCR de pacientes atacados por la enfermedad de Alzheimer (AD), particularmente con niveles de
marcadores AB42, T-tau y ptau 181 normales (AD-PLn) o intermediarios (AD-PLi); de individuos testigo sin problemas
cognitivos (HC); de testigos que presentan problemas cognitivos sin relaciéon con la enfermedad de Alzheimer (CC); de
individuos que presentan una demencia alcohdlica (OH); y de individuos que presentan un problema cognitivo ligero
(MCD).

Figuras 9, 10, 11

Las figuras 9 a 11 representan respectivamente los niveles en el LCR de PKR total y de pPKR446 (en unidades de
densidad optica), asi como la relacion pPKR446/PKR total (sin unidades), medidos en el Ejemplo 3, para individuos
testigo (NC), individuos que sufren problemas cognitivos ligeros (MCD) amnésicos e individuos que sufren de la
enfermedad de Alzheimer. Las barras horizontales planas representan los valores medios y las barras horizontales
punteadas el valor umbral.

Ejemplo

Ejemplo 1

1. Pacientes y métodos
Pacientes

Se incluyeron en el estudio 46 pacientes diagnosticados con la enfermedad de Alzheimer (AD) y 39 individuos testigo
gue no tienen la enfermedad de Alzheimer. Los pacientes AD se incluyeron sobre la base de los criterios NINCDS-
ADRDA. Todos los pacientes provenian del Centre Mémoire de I"hépital Lariboisiére (Paris, Francia). Ninguno de los
individuos testigo presentaba problemas cognitivos y no cumplian los criterios de la enfermedad de Alzheimer. Las
muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) se recolectaron después de puncién lumbar en el marco del procedimiento
diagnéstico clasico, en asociacion con un examen neuroldgico, pruebas de sangre de rutina, pruebas neuropsicoldgicas
y un diagnostico por imagenes IRM del cerebro. El estudio recibid la aprobacion del comité de ética del Hopital Paris
Nord Bichat.

Analisis del LCR por transferencia Western: determinacion de los niveles de PKR total y PKR fosforilada en la treonina
446 (pPKR446)

Las muestras de LCR se pretrataron sobre columna (ProteoExtractTM, Calbiochem®) para retirar la albimina y luego se
prepararon las IgG, segun las técnicas estandar, por una transferencia de tipo Western. Las concentraciones de
proteinas se determinaron con la ayuda del kit Micro BCA Protein Assay (Thermo Scientific) segun las instrucciones del
fabricante. Las muestras de LCR se separaron sobre gel de poliacrilamida 4-12% NuPAGE Bis Tris (Invitrogen) y luego
fueron electrotransferidas sobre membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare). Las membranas se incubaron con
anticuerpos primarios de conejo que reconocian respectivamente pPKR446 especificamente a nivel de la treonina 446
fosforilada y la totalidad de proteinas PKR (Santa Cruz), bloqueadas en un 5% de leche en PBS y luego incubadas en
presencia de fluoréforo IR DyeTM 800 acoplado a un anticuerpo anticonejo (Rockland Immunochemical Inc.) diluido a
1/5000. Las proteinas enlazadas se visualizaron con la ayuda del sistema de diagnéstico de imagenes Odyssey (LI-
COR biosciences) y luego fueron cuantificadas por densitometria con la ayuda del programa Multigauge (Fuji). La
relacion pPKR446/PKR total se determind para cada paciente y cada individuo testigo. Todos los resultados se
ajustaron con respecto a un testigo interno (cerebro humano atacado por la enfermedad de Alzheimer). El analisis
estadistico de la cuantificacion se efectu6 con la ayuda de la version 5 del programa Prism (GraphPad).

Analisis del LCR por ELISA: B-amiloide:.42 (AB42), tau total (T-tau), tau fosforilado a nivel de la treonina 181 (ptau 181)
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Los niveles de AB42, T-tau y ptau 181 se determinaron por el método ELISA (Innotest tests Abeta, Innotests tau,
Innotests ptau 181, Innogenetics, Gand, Bélgica) en las mismas muestras de LCR que las utilizadas para la
determinacion de los niveles de PKR total y de pPKR446 siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Analisis estadistico

Las estadisticas descriptivas se utilizaron para describir las caracteristicas de los pacientes y de los testigos. Los grupos
se compararon utilizando la prueba t de Student para las medidas continuas y las pruebas de chi? para las proporciones.
Las distribuciones de los niveles de PKR total y de pPKR446, asi como la relacién del nivel pPKR446 con respecto al
nivel de PKR total (pPKR446/PKR total) en el seno de los dos grupos (pacientes y testigos) se representaron por el
método de gréaficas en diagramas de caja. El andlisis de curvas ROC (Receiving Operating Characteristics) se utilizd
para determinar los mejores valores de corte (cutoff) del nivel de los marcadores del LCR medidos y para calcular el
area bajo la curva (AUC). Los mejores valores de corte se definieron como los que dan la suma de la sensibilidad y de la
especificidad més elevada. Se determinaron igualmente el coeficiente de correlacion de Spearman entre PKR y
pPKR446 de una parte y el AB42, T-tau y ptau de otra parte.

2. Resultados
Las caracteristicas de los individuos estudiados son presentadas en la Tabla 1 siguiente:

Tabla 1: Caracteristicas de los individuos del estudio

Testigos Alzheimer (AD)

(N =239) (N = 46) P
Edad, en arfios 69,5 (10.8) 70,7 (8,9) 0,59
Numero de mujeres (%) 21 (62) 26 (57) 0.64
MMSE 27.1 (2.9) 19.4 (6.4) <0.001

AB42, en pg/mL 798.7 (121.6) 409.8 (149.1) <0.001
T-tau, en pg/mL 189.2 (55.1) 598.0 (328.0) <0.001
ptau, en pg/mL 42.5 (11.4) 107.6 (51.9) <0.001
PKR total, unidades arbitrarias 53.7 (10.6) 71.9 (12.2) <0.001
pPKR466, unidades arbitrarias 30.9 (19.5) 94.9 (38.5) <0.001
Relacion pPKR446/PKR 0,59 (2,47) 1,28 (3,71) <0.001

Salvo por el numero de mujeres, los valores indicados representan la media de individuos, la desviacion tipo
esta indicada entre paréntesis. MMSE: tanteo y prueba cognitiva Mini Mental Status Examination.

Los datos de la tabla indican que los valores medios de las concentraciones de PKR y de PKR activada (pPKR446) y de
la relacion de las concentraciones pPKR446/PKR son significativamente mas elevadas en el LCR de los pacientes
atacados por la enfermedad de Alzheimer con relacién a los individuos testigo.

Estas observaciones son confirmadas para los datos en su conjunto para las representaciones en diagramas de caja
dadas en las figuras 1, 2 y 3. En particular, el conjunto de los valores obtenidos para las concentraciones de pPKR446 y
para la relacion pPKR446/PKR total de los individuos testigo es significativamente inferior a la de los pacientes atacados
por la enfermedad de Alzheimer.

Por otro lado, se establecieron las curvas ROC para los PKR total, pPKR446 y la relacion pPKR446/PKR total. Los
datos de sensibilidad y de especificidad tomados de esas curvas se dan en la Tabla 2 siguiente:
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Tabla 2: Area bajo la curva (AUC) de las curvas ROC

Biomarcadores AUC Umbral Sensibilidad Especificidad Cribado correctamente
PKR total 0,87 62 76,1 79,5 77,7
pPKR446 0,96 40 100 76,9 89,4
pPKR446/PKR total 0,96 77 97,8 87,2 92,9
AB42 0,95 584 94,4 90,9 91,9
T-tau 0,97 282 93,2 100 95,2
Ptau181 0,98 61 90,9 100 93,6

La utilizacion de los niveles de PKR total y sobre todo de PKR activada (pPKR446) y de la relacion pPKR446/PKR total
permite detectar los enfermos atacados por la enfermedad de Alzheimer. Se observa particularmente que la
determinacion del nivel de PKR activada (pPKR446) y de la relacion pPKR446/PKR total permite una deteccion mas
sensible de la enfermedad de Alzheimer que la ofrecida por los marcadores de diagnostico AB42, T-tau y ptau 181.

Los coeficientes de correlacion de Spearman entre los marcadores AB42, T-tau y ptau 181 de una parte y PKR total,
pPKR446 y pPKR446/PKR total de otra parte estan presentes en la Tabla 3 siguiente y en la figura 7.

Tabla 3: Coeficientes de correlacion de Spearman

Ap42 T-tau ptaul81

Rho P Rho P Rho P
PKR total -0,37 0,003 0,45 <0,001 0,46 <0,001
pPKR446 -0,47 <0,001 0,56 <0,001 0,58 <0,001
pPKR446/PKR total -0,47 <0,001 0,56 <0,001 0,57 <0,001

Los coeficientes de correlacion de Spearman entre los marcadores AB42, T-tau y ptaul81 de una parte y PKR total,
pPKR446 y pPKR446/PKR son relativamente bajos. Estos dos grupos de marcadores aparecen por lo tanto
relativamente independientes los unos de los otros, lo que hace considerar que la combinacion de los marcadores de la
invencion con AB42, T-tau y ptaul81 podria mejorar la eficacia diagndstica de estos ultimos.

Ejemplo 2

Siguiendo la metodologia del Ejemplo 1, los inventores han igualmente comparado la relacién del nivel de pPKR446
sobre el nivel de PKR total en el LCR de pacientes atacados por la enfermedad de Alzheimer (AD), seleccionados como
estd indicado en el Ejemplo 1, con la misma relaciéon medida en el LCR de individuos testigo sin problemas cognitivos
(HC), de testigos que presentaban problemas cognitivos sin relacion con la enfermedad de Alzheimer (por ejemplo
secundarios a una depresion u otro problema psiquiatrico, o a una demencia frontotemporal, a una demencia vascular o
a una enfermedad de cuerpos de Levy) (CC), de individuos que presentan una demencia alcohdlica (OH), e individuos
gue presentan una enfermedad cognitiva ligera (MCD) (figura 8).

Se observa que el valor medio de la relacion pPKR446/PKR total es més elevada en el LCR de pacientes atacados por
la enfermedad de Alzheimer que en el LCR de individuos testigo que no presentan problemas cognitivos (como ya se ha
visto en el Ejemplo 1) asi como en el LCR de individuos que presentan una demencia alcohdlica, cuyo valor medio de la
relacién es por otro lado similar al de los testigos sin problemas cognitivos. Es el caso presente, esto indica que la
elevacion de la relacion pPKR446/PKR total es especifica de la enfermedad de Alzheimer y posiblemente de manera
mas general de las demencias neurodegenerativas.

Se observa ademas que el valor medio de la relacion pPKR446/PKR total en el LCR de individuos atacados de
problemas cognitivos ligeros (MCD) es intermedio con respecto al de los pacientes atacados por la enfermedad de
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Alzheimer y del de los individuos testigo sin problemas cognitivos. En la medida en que la tasa de conversion anual de
individuos que presentan MCI en pacientes que sufren de la enfermedad de Alzheimer es aproximadamente 15%,
ciertos individuos que no desarrollan la enfermedad de Alzheimer posteriormente, es probable que la elevacion de la
relacion pPKR446/PKR total en individuos atacados de MCI sea indicativa de la presencia de una enfermedad de
Alzheimer naciente o en estado precoz (es decir antes de la aparicion de los sintomas de demencia) o que sea
indicativa de individuos con riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer a corto plazo. Por otro lado, el valor medio
de la relacion pPKR446/PKR total en el LCR de individuos testigo que presentan problemas cognitivos sin relacion con
la enfermedad de Alzheimer es similar a la de los testigos sin problemas cognitivos, lo que indica que la elevacion de la
relacion pPKR446/PKR total en los individuos atacados de MCI es especifico de la enfermedad de Alzheimer y
posiblemente mas generalmente de demencias neurodegenerativas.

Finalmente, se observa que mientras que algunos de los pacientes atacados por la enfermedad de Alzheimer presentan
niveles de los marcadores AB42, T-tau y ptau 181 en el LCR normales (AD-PLn) o intermediarios, es decir
comprendidos entre el limite normal y el limite patolégico (AD-PLi), el valor de la relacion pPKR446/PKR total es
elevado, lo que indica que esta relaciébn puede ser Util para identificar pacientes atacados por la enfermedad de
Alzheimer que no podrian ser identificados con la ayuda de marcadores clésicos.

Ejemplo 3

Se utiliz6 un estudio clinico, complementario al del Ejemplo 1.
1. Pacientes y métodos

Pacientes

Durante un afio, se incluyeron en el estudio 119 individuos consecutivos que venian al Centre Mémoire de I"hépital
Lariboisiere (Paris, Francia) para un analisis del liquido cefalorraguideo (LCR) con el fin de estudiar problemas
cognitivos. Se excluyeron, debido a su bajo nimero, 5 individuos que presentaban una demencia frontotemporal o una
enfermedad de cuerpos de LewyBody y 6 individuos que habian tenido un accidente vascular cerebral que tenian un
marcador superior a 4 sobre la escala de isquemia de Hachinski o tenian una enfermedad cardiovascular con una
consecuencia visible en IRM del cerebro (infartos mdultiples de vasos gruesos, infartos Unicos localizados
estratégicamente, ganglios basales mdltiples, lagunas de la sustancia blanca, lesiones periventriculares extensivas de
sustancia blanca). Antes del diagnéstico, todos los individuos se sometieron a un examen clinico estandarizado que
incluia una historia médica y examenes fisicos y neurolégicos. Se realizaron pruebas de laboratorio a todos los
individuos, entre las cuales una medida de tasa sérica de cobalamina y de folato, un panel de quimica, pruebas de
funcion de la tiroides, una serologia para sifilis, una medida de la tasa de proteina reactiva C, una férmula sanguinea
completa, y un IRM del cerebro. Los diagnésticos fueron establecidos por un equipo multidisciplinario de neurélogos y
neuropsicélogos especializados en problemas cognitivos. El diagnéstico de las enfermedades de Alzheimer fue
establecido conforme a los criterios NINCDS-ADRDA (Mc Khann et al. (1984) Neurology 34:939-44) y los individuos que
sufrian de problemas cognitivos ligeros (MCI) amnésicos que cumplian los criterios habituales (Petersen et al. (2001)
Arch. Neurol. 58:1985-92). Este estudio fue aprobado por el comité de ética de los Centros Hospitalo-Universitarios de
Paris (CEERB CHU Bichat, Paris, Francia). Todos los individuos y el personal sanitario dieron su consentimiento escrito
informado concerniente al andlisis del LCR.

Procedimientos relativos al LCR

Las punciones lumbares se practicaron en los individuos en ayunas en el mes siguiente al diagnostico Clinico. El LCR
se recolecté en tubos de polipropileno de 12 mL. A las dos horas, las muestras de LCR se centrifugaron a 1800 g
durante 10 minutos a 4°C. Una pequefia cantidad de LCR se utiliz6 para los analisis de rutina, entre los cuales estan el
recuento de células totales, un examen bacteriolégico y los niveles de glucosa y de proteinas totales. El LCR se repartié
en tubos de polipropileno de 500 uL y se almacend a -80°C en espera del analisis. El nivel en el LCR de AB42, T-tauy
ptau 181 se midi6 con la ayuda de la prueba de ELISA sandwich Innotest segun las instrucciones del fabricante
(Innogenetics, Gant, Bélgica). Los criterios de positividad de los marcadores se definieron en funcion de las anomalias
de los niveles de AB42, T-tau y ptau 181, segun los umbrales de corte utilizados en el Centre Mémoire de |I"hopital
Lariboisiére (AB42 < 500 pg/mL; , T-tau > 302 pg/mL; ptau 181 > 65 pg/mL). El conjunto de los andlisis biolégicos se
realizé en un Unico laboratorio. El equipo de bidlogos implicados en el andlisis del LCR no estaba informado del
diagndstico clinico. La calidad del analisis del LCR se valido por un consorcio europeo (programa de control calidad de
biomarcadores del LCR de la asociacion Alzheimer).

Determinacion de los niveles de PKR total y de pPKR446 en el LCR

Las muestras de LCR se pretrataron en columna (ProteoExtractTM, Calbiochem®, Darmstadt, Alemania) para retirar la
albumina y los 1gG, segun las instrucciones del fabricante. En resumen, se agregaron 800 pL del tampon de equilibrado
a la columna para rehidratarla. A continuacion, se depositaron 300 pL de cada muestra de LCR en columnas
individuales para uso Unico y fueron eluidas por gravedad. Las muestras filtradas se obtuvieron después de eluir de la
columna con dos lavados con un regulador de ligazén especifico provisto por el fabricante. Las muestras con
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eliminacion 1gG y de albumina se dividieron en alicuotas y se conservaron a -20°C. La eficacia de la etapa de filtracion
se evalué por un andlisis de inmunomarcadores utilizando anticuerpos dirigidos contra la albimina sérica humana
(Santa Cruz, Danvers, MA, Estados Unidos). Las concentraciones de proteinas se determinaron con la ayuda del kit
Micro BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Cergy-Pontoise, Francia) segun las instrucciones del fabricante.

Las muestras proteicas de LCR se separaron sobre gel de poliacrilamida 4—12% NuPAGE Bis Tris (Invitrogen) y luego
fueron electrotransferidas sobre membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Reino Unido) a 400 mA
por gel en Tris 25 mM (pH 8.3), glicina 200 mM y etanol 20%. Después de la transferencia, las membranas de
nitrocelulosa se bloguearon en 5% (peso/volumen) de leche en TBS, y luego fueron incubadas con el anticuerpo
primario.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios. Un anticuerpo de conejo anti-PKR446 (Santa Cruz), un anticuerpo de
conejo antiPKR (Cell Signaling, Beverly, MA, Estados Unidos), un anticuerpo de raton antialbumina sérica (Santa Cruz).
Los IgG antirraton conjugados al fluoréforo IR DyeT'\’I 700DX vy los IgG anticonejo conjugados al fluoréforo IR Dye M
(Rockland Immunochemical Inc., Gilbertsville, PA, Estados Unidos) se utilizaron como anticuerpos secundarios. Las
proteinas enlazadas se visualizaron con la ayuda del sistema de andlisis por imagenes Odyssey (LI-COR biosciences,
Lincoln, NE, Estados Unidos) y luego fueron cuantificadas por densitometria con la ayuda del programa Multigauge (Fuiji
Film, Tokyo, Japon). Las medidas son expresadas en unidades de densidad 6ptica (ODU).

Con el fin de evaluar la fiabilidad de las medidas de los niveles de PKR total y de pPKR446, los inventores utilizaron un
estudio de prueba y de prueba repetida sobre el LCR de 25 individuos seleccionados al azar y calcularon el coeficiente
de correlacion intraclase entre dos medidas sucesivas de los niveles de PKR total y de pPKR446.

Analisis estadistico

Las caracteristicas de los individuos son presentadas segun su diagndstico clinico (controles neuroldgicos o testigos
(NC), problemas cognitivos ligeros (MCI) y enfermedad de Alzheimer (AD)) y comparadas entre los tres grupos con la
ayuda de la prueba de X2 para las variables de categoria y andlisis de varianza para las variables continuas. El andlisis
de curvas (ROC) (Receiving Operating Characteristics) se utilizé para determinar el poder discriminante del PKR total,
pPKR446 y de la relacion pPKR446/PKR total para diferenciar los individuos NC y AD. Los valores de umbrales de
cortes Optimos se identificaron maximizando el indice de Youden (sensibilidad + especificidad — 100). La correlacién
entre los diferentes biomarcadores se evalu6 utilizando los coeficientes de correlacion de Pearson. Todos los valores de
p eran bilaterales y se consideré estadisticamente significativo un valor de P inferior o igual a 0,05. Los analisis
estadisticos se realizaron con la ayuda de los programas SAS version 9.2 (SAS Institute, Cary, Carolina del Norte,
Estados Unidos) y Stata version 10.0 (Statacorp LP, College Station, Texas, Estados Unidos).

2. Resultados

Entre los 108 individuos incluidos, se excluyeron 6 AD, 10 testigos (NC) y 1 MCI por razones técnicas ligadas con el
andlisis de LCR (8 debido al hecho de una cantidad insuficiente de LCR y 9 por una concentracion proteica demasiado
baja en el LCR). Estos individuos no diferian de los individuos incluidos en lo que se refiere a la edad y la relaciéon de
sexos. Por lo tanto, se incluyd finalmente un total de 91 individuos en el estudio (AD, n = 45; MCI amnésico, n = 11; NC,
n= 35). Los individuos NC se dirigieron hacia el Centre Mémoire de I'hopital Lariboisiere para informar de problemas
cognitivos (problemas ansiodepresivos mayores 14, complicacion de ataque vascular cerebral 5, demencia alcohdlica 4,
sindrome de apnea del suefio 2, sindrome de Sjogren 2, sarcoidosis 1, esclerosis en placa 2, esclerosis lateral
amiotrépica 1, enfermedad de Lyme 1, hidrocefalia con presion normal 1, epilepsia 1, neuropatia periférica 1).

Las caracteristicas clinicas de los individuos AD, MCl y NC se presentan en la Tabla 4 siguiente:

Tabla 4: Caracteristicas de los individuos del estudio

NC MCI AD
Caracteristicas (n=35) (n=11) (n =45) p
Edad, (afios) 64,0 (9,2) 76,9 (10,5) 70,8 (9,1) <0,001
Mujeres, n (%) 23 (65,7) 7 (63,6) 28 (62,2) 0,95
MMSE 25,7 (3.4) 24,1 (1,7) 19,6 (6,5) 0,001

Biomarcadores del LCR (pg/mL)
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AB42 808,8 (183,9) 608,7 (276,4)  414,7 (150,6) <0,001
T-tau 189,6 (59,2) 316,1 (124,2)  590,7 (328,7) <0,001
ptau 181 45,1 (12,8) 63,1 (18,8) 106,3 (52,2) <0,001

PKRft en el LCR

PKR total 52,2 (9,6) 75,3 (21,6) 72,5 (12,6) <0,001
pPKR446 29,0 (13,9) 85,0 (40,4) 92,3 (38,0) <0,001
pPKR446/PKR total 0,55 (0,23) 1,10 (0,37) 1,25 (0,38) <0,001

Salvo por el nUmero de mujeres, los valores indicados representan la media de individuos, la desviacion tipo
esta indicada entre paréntesis; MMSE: tanteo y prueba cognitiva Mini Mental Status Examination; 1 unidades
de densidad 6ptica.

La edad media es ligeramente méas baja en los individuos NC con respecto a los individuos AD. Los biomarcadores del
LCR, AB42, T-tau y ptau 181, son significativamente diferentes en los individuos AD y MCI con respecto a los individuos
NC. La determinacién de los niveles de PKR total, de pPKR446 y de la relacion pPKR446/PKR total se realiza en las
mismas muestras de LCR para los tres grupos de individuos. El nivel de PKR total, y particularmente el nivel de
pPKR446, son elevados en los individuos AD.

Se observa en particular que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los tres grupos en lo que concierne
a los niveles de PKR total y de pPKR446, y la relacion pPKR446/PKR total. Por ejemplo, el nivel medio de pPKR es de
29,0 +/- 13,9 en los individuos NC, 85,0 +/- 40,4 en los individuos MCIl y 92,3 +/- 38,0 en los individuos ADts (ODU).
Esto es igualmente visible en las figuras 9-11 que presentan los resultados de los individuos y el valor umbral
determinado mas adelante.

La Tabla 5 méas abajo presenta los resultados de las curvas ROC establecidas para el nivel de PKR total, el nivel de
pPKR446 y la relacion pPKR446/PKR total en relacion con la discriminacion de los individuos AD y NC.

Tabla 5: Area bajo la curva (AUC) de las curvas ROC

Biomarcadores AUC (SE) Valor Sensibilidad (%) Especificidad (%) Youden
umbral
ABR42 0,95 (0,02) 606 96,7 88,9 0,86
T-tau 0,95 (0,02) 282 91,1 96,7 0,88
Ptaul81 0,95 (0,02) 61 88,9 90,0 0,79
PKR total 0,90 (0,03) 57,8 91,1 71,4 0,63
PPKR446 0,98 (0,01) 51,8 91,1 94,3 0,85
PPKR446/PKR total 0,95 (0,02) 0,76 95,6 82,9 0,79

SE : Error estandar

El area bajo la curva (AUC) es de 0,98 para pPKR446 y 0,95 para pPKR446/PKR total. Asi, un valor umbral de 51,8
ODU para pPKR446 permite distinguir individuos AD de individuos NC, con una sensibilidad de 91,1% y una
especificidad de 94,3%. Estos valores son del mismo orden que los determinados para AB42, T-tau y ptaul81 en las
mismas muestras de LCR. Se constata que el valor AUC asociado a pPKR446 es el mejor cualquiera que sea el
marcador considerado, incluidos los marcadores del LCR clasicos AB42, T-tau y ptaul81.
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La prueba-prueba repetida, es decir la doble determinacién de los niveles de marcadores en una misma muestra con el
fin de estudiar la fiabilidad de las medidas, se utilizé en 25 muestras de LCR (10 NC, 2 MCl y 13 AD). Los valores bajos
de los coeficientes de correlacion intraclase entre dos medidas consecutivas de PKR total y el pPKR446 han podido ser
puestos en evidencia (respectivamente 0.94 y 0.97).

En cambio, no ha podido ser establecida ninguna correlaciéon entre los niveles de PKR total y de pPKR446 y la edad y
los tanteos de MMSE. Por otra parte, se observa que en los individuos AD, el nivel de pPKR446 es mas elevado en los
hombres que en las mujeres.

Los inventores han estudiado igualmente la correlacién entre el nivel de PKR total, el nivel de pPKR446, la relacion
pPKR446/PKR total y los niveles de AB42, T-tau y ptau 181 en los individuos AD y NC (Tabla 6).

Tabla 6: Correlacién entre el nivel de PKR total, el nivel de pPKR446, la relacién de pPKR446/PKR total y los niveles de
AB42, T-tau y ptaul8l

Coeficiente de correlacién de Pearson

Ap42 T-tau ptau 181

r P r P r P
AD (n = 45)
PKR total -0,10 0,33 0,29 0,06 0,31 0,041
pPKR446 0,04 0,79 0,17 0,26 0,30 0,045
pPKR445/PKR total 0,14 0,36 0,05 0,73 0,19 0,21
NC (n = 35)
PKR total -0,12 0,51 0,17 0,36 0,20 0,40
pPKR446 -0,02 0,90 0,27 0,15 0,04 0,83
pPKR445/PKR total 0,06 0,77 0,25 0,18 0,15 0,44

Se observa que en los individuos AD, las concentraciones de ptau 181 estan correlacionadas con los niveles de PKR
total y de pPKR446 pero con un coeficiente de correlacion bajo. En cambio, no se encuentra ninguna correlacion entre
los niveles de PKR total o de pPKR446 y los de AB42 y de T-tau en los individuos AD. Ademas, no se ha podido poner
en evidencia ninguna correlacion entre el nivel de PKR total o el nivel de pPKR446 y los niveles de AB, T-tau y ptau 181
en los individuos NC.

Esto indica por lo tanto que el nivel PKR total, el nivel de pPKR446, o la relaciéon pPKR446 aportan una informacion
esencialmente independiente con relacién a los marcadores clasicos de LCR, lo que permite particularmente anticipar
que la asociacion del nivel de PKR total, del nivel de pPKR446 o de la relacion pPKR446, en los niveles de AB42, T-tau
y ptau 181 permitiria mejorar los rendimientos de las pruebas actuales basadas en estos marcadores.

Por otro lado, los inventores han observado que en los 45 individuos AD, 6 presentaban muestras de LCR que no

respondian a los criterios de positividad para los niveles de AB42, T-tau y ptau 181, sino que presentaban por lo tanto
niveles aumentados de pPKR446 y de la relacion pPKR446/PKR total (Tabla 7)
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Tabla 7: Determinacién del nivel de PKR total, del nivel de pPKR446, y de la relacion pPKR446/PKR total en los
individuos AD para los cuales los niveles de AB42, T-tau y ptau 181 son normales

Biomarcadores

Individuos Sexo Edad Diagnostico MMSE AB42 T-tau ptaul8l T- pPKR  pPKR/T-
PKR PKR
Paciente 1 F 77,5 AD 26 647 195 41 49,8 73,7 1,48
Paciente2 F 82,2 AD 27 802 282 59 57,9 55,3 0,96
Paciente3 F 81,6 AD 22 865 184 47 53,6 63,1 1,18
Paciente 4 F 88,0 AD 19 641 191 46 852 926 1,09
Paciente5 M 66,7 AD 26 279 195 56 84,5 141,1 1,67
Paciente 6 F 67,8 AD 26 751 420 74 68,9 135,7 1,97

T-PKR = PKR total; pPKR = pPKR446

Asi, la evaluacion de PKR total y de pPKR446 puede poner en evidencia una anomalia, mientras que los biomarcadores
clasicos no lo muestran, lo que refuerza su interés y confirma que los biomarcadores de la invencién aportan una
informacién esencialmente independiente de la de los biomarcadores clasicos.

Finalmente, los inventores han comparado los niveles de los diferentes biomarcadores en los individuos MCI (Tabla 8).

Tabla 8: Determinacion del nivel de PKR total, del nivel de pPKR446 y de la relacion pPKR446/PKR total en los
individuos MCI amnésicos

Biomarcadores

Individuos Sexo Edad MCI MMSE Ap42 T- ptaul81l T- pPKR  pPKR/T-
tau PKR PKR
Paciente 1 F 76.7 Estable 26 924 399 85 90,9 1316 1,45
Paciente 2 F 82.1 Convertido 22 664 206 35 55,9 72,4 1,29
Paciente 3 F 85.3  Estable 24 312 288 59 1132 72,6 0,64
Paciente 4 M 82.4  Convertido 26 870 328 795 64,5 43,5 0,67
Paciente 5 F 79.5 Convertido 26 447 270 44 102,5 1549 1,51
Paciente 6 F 86.5 Estable 24 265 602 89 94,0 126,6 1,34
Paciente 7 F 66.9 Estable 24 854 253 64 53,3 51,4 0,97
Paciente 8 M 49.9  Estable 23 309 109 36 49,9 20,5 0,41
Paciente 9 F 79.6  Estable 27 332 357 58 72,4 98,8 1,36
Paciente 10 M 74.5 Convertido 22 795 358 74 59,4 79,6 1,34
Paciente 11 M 83.2 Convertido 23 924 307 71 72,2 82,8 1,15

T-PKR = PKR total; pPKR = pPKR446; estable indica una ausencia de paso hacia la enfermedad de Alzheimer
a lo largo de la duracion del estudio; Convertido indica un paso hacia la enfermedad de Alzheimer a lo largo de
la duracion del estudio

13



10

ES 2 528 698 T3

Se observa que para un valor de corte de 51,8 ODU relacionado con el nivel de pPKR446, 81,8% de los individuos MCI
amnésicos presentan un nivel de pPKR446 anormal. Entre los cinco individuos que declararon la enfermedad de
Alzheimer a lo largo de la duracién del estudio que durd 1 afio, uno solo de los individuos presentaba niveles de PKR
total y de pPKR446 normales. Por comparacion, uno solo de los cinco individuos presentaba un nivel de AB42 anormal y
solo tres de los cinco individuos presentaban un nivel anormal de T-tau y de ptau 181. Parece pues que los
biomarcadores de la invencion podrian ser mas sensibles que AB42, T-tau y ptau 181 para identificar entre los
individuos MCI aquellos que estan en un estado precoz, asintomatico, de la enfermedad de Alzheimer o aquellos que
estan en riesgo de desarrollar a corto plazo la enfermedad de Alzheimer.

Por otro lado, entre los seis pacientes MCI estables, cuatro presentaban niveles de PKR total y de pPKR446 anormales.

Un estudio en un periodo mas largo permitird evaluar si estos individuos declaran efectivamente la enfermedad de
Alzheimer.
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REIVINDICACIONES
1. Método de diagndstico in vitro de una enfermedad neurodegenerativa en un individuo, en el cual:

- se determina el nivel de la proteina quinasa dependiente de ARN de doble-cadena (PKR) en una muestra de liquido
cefalorraquideo del individuo,

- se deduce si el individuo sufre de una enfermedad neurodegenerativa.

2. Método segun la reivindicacién 1, en el cual la enfermedad neurodegenerativa es seleccionada del grupo que
comprende la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Creutzfeld-Jakob, y la
enfermedad de Parkinson.

3. Método segun la reivindicacion 1 o 2, en el cual la enfermedad neurodegenerativa es la enfermedad de Alzheimer.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el cual el individuo no esta afectado por demencia.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el cual el individuo sufre de trastornos cognitivos leves
(MCD).

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el cual el nivel, en una muestra de liquido cefalorraquideo,
de al menos un marcador biolégico de enfermedad neurodegenerativa es normal.

7. Método segun la reivindicacién 6, en el cual el marcador bioldgico se selecciona del grupo que comprende marcador
B-amiloide (AB), tau total (T-tau), y tau fosforilado (ptau).

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el cual se deduce que el individuo sufre de una
enfermedad neurodegenerativa a partir del nivel de PKR fosforilada en la muestra, del nivel de PKR total en la muestra,
o de la relacion del nivel de PKR fosforilada en la muestra con respecto al nivel de PKR total en la muestra.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el cual se deduce que el individuo sufre de una
enfermedad neurodegenerativa a partir de la comparacion entre:

- el nivel de PKR fosforilada en la muestra, el nivel de PKR total en la muestra, o la relacion del nivel de PKR fosforilada
en la muestra con respecto al nivel de PKR total en la muestra, y

- al menos un valor predefinido.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas la determinacion del nivel de al
menos otro marcador biolégico de enfermedad neurodegenerativa tal como se define en las reivindicaciones 6 o 7.
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Figura 2
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Figura 3

Figura 4
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