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DESCRIPCION
Enfermedad de Alzheimer.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un biomarcador para la enfermedad de Alzheimer y, en particular, a los métodos
de diagndstico de la enfermedad de Alzheimer mediante el uso de tal biomarcador y el uso de un kit para tal
diagndstico.

Antecedentes de lainvencion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa crénica caracterizada por un deterioro
progresivo de las funciones cognitivas y la pérdida de memoria. Los ovillos neurofibrilares, las placas 3-amiloides, la
pérdida de sinapsis y la pérdida de neuronas son los principales distintivos patolégicos del cerebro en los individuos
con EA. Se ha sugerido que la inflamacioén crénica es importante para la degeneracion del cerebro de los pacientes
con EA, ya que los procesos neurodegenerativos estdn acompafiados de astrogliosis reactiva y activacion de los
microgliocitos (Dickson et al.; Rogers et al.). Los estudios inmunopatolégicos han demostrado que las placas
amiloides estén relacionadas con agrupamientos de microgliocitos activados que expresan citocinas proinflamatorias,
tales como la interleucina-1 (IL-1), la interleucina-6 (IL-6) y otras moléculas reguladoras relacionadas con la
inflamacién. El sistema inmunitario y el sistema nervioso central (SNC) son tejidos complejos, y se han dedicado
pocos estudios a conocer su interaccion. EI SNC se ha etiquetado como un sitio inmunolégicamente privilegiado y la
presencia de la barrera hematoencefalica reforzé el punto de vista de que no hay inmunovigilancia dentro del SNC.
Sin embargo, investigaciones recientes del SNC apuntan a la produccion localizada de moléculas con una funcién
inmunitaria y su accesibilidad a un nimero pequefio de linfocitos y monocitos (Akiyama et al.; Rebenko-Moll et al.).
No se han establecido los mecanismos que atraen los microgliocitos al cerebro normal en las condiciones
fisiolégicas. En los modelos animales, solo un pequefio nimero de fagocitos mononucleares se ven atraidos
continuamente hacia el cerebro sano, donde se diferencian en microgliocitos o bien permanecen como una
poblacion diferente; los estudios del cerebro enfermo sugieren un mecanismo parecido, pero el proceso esta
acelerado. En un modelo de ratdn con EA, un receptor especifico de quimiocinas facilitaba la atraccion de los
microgliocitos desde dentro del cerebro y los monocitos desde la sangre que rodean los depdsitos -amiloides. La
alteracion de este proceso aceleré la enfermedad y los ratones murieron rapidamente. Estos resultados sugieren
que la acumulacion de microgliocitos da lugar a un incremento de los depdsitos -amiloides, en particular en los
vasos sanguineos y alrededor de ellos. Los estudios anteriores sobre la asociacion de polimorfismos génicos con la
EA reforzaron el punto de vista de que la alteracion de las respuestas inmunitarias podia desempefiar una funcién
importante en la patogenia de la EA (Chiapelli et al.). Ademas, varias citocinas, tales como la IL-1a, IL-13, IL-2, IL-8,
interferon-y (INF-y) y el factor de la necrosis tumoral a (TNF-a) se ha encontrado que estan relacionadas con las
placas seniles, que se secretan desde los microgliocitos activados, y que estan implicadas en el desarrollo de las
placas neuriticas. Otras moléculas, tales como la proteina 1 quimiotactica de monocitos (MCP-1), el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el factor del crecimiento epidérmico (EGF), la molécula 1 de adhesion
celular vascular (VCAM-1), la molécula 1 de adhesion intercelular (ICAM-1), la selectina E, la selectina P y la
selectina L, estan implicadas en el transito de moléculas a través de la barrera hematoencefalica.

El diagnéstico clinico de la EA se produce a menudo mucho después de que comience la enfermedad. Lo normal es
que la noten primero los miembros mas cercanos de la familia, que detectan problemas con la memoria a corto plazo
y un comportamiento inusual. La confirmacion se obtiene después de la autopsia, al detectar la presencia de los
distintivos patoldgicos de la enfermedad, como son las placas B-amiloides y los ovillos neurofibrilares.

La metodologia actual para diagnosticar la EA utiliza el diagnostico diferencial que puede implicar la anamnesis y la
exploracion del paciente, detalles de los antecedentes familiares y sociales del paciente, analisis de sangre para
descartar otras formas de demencia, test psicolégicos y neuroimagenes. Ademas, se ha demostrado en muchos
estudios que la presencia de una gran cantidad de B-amiloides y proteinas 1 es indicativa de EA, pero a pesar de
que en el mercado ya existen pruebas comerciales para estas proteinas, no han recibido el reconocimiento clinico
para ser usadas en el diagnostico del alzhéimer. Las pruebas neuropsicoldgicas principales incorporan una test de
memoria para diagnosticar la EA, p. ej., el Miniexamen Cognoscitivo (MEC). Por desgracia, el deterioro leve de la
memoria esta asociado de forma habitual al envejecimiento (asi como el estrés y la depresién), y a menudo no
implica necesariamente una EA (Small et al.). Asi pues, hay un gran interés por biomarcadores tanto clinicos como
preclinicos.

Los biomarcadores proteicos de diagnostico son una ayuda para el diagnéstico de las enfermedades. Los
marcadores proteicos de diagnéstico de alta especificidad para la EA proporcionarian una medida objetiva de la
progresion de la enfermedad y reduciria los costes. Tales biomarcadores son especialmente importantes para
deteccién precoz de la enfermedad (y distinguir la EA del deterioro leve de la memoria relacionado con la edad), que
es cuando los compuestos terapéuticos tienen mas capacidad de producir beneficios, pero, lo mas importante, para
gue el paciente y la familia puedan planear la gestion de la enfermedad. Adicionalmente, la identificacion de los
biomarcadores de la EA puede proporcionar otros importantes conocimientos sobre la patogenia de la EA. Con este
fin, hay varios informes y solicitudes de patente que describen los biomarcadores de la EA (p. €]., las solicitudes de
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patente internacional WO 2005/052592, WO 2007/136614). Sin embargo, la mayoria de estos biomarcadores
todavia se tienen que someter a la validacion completa o no han sido aceptados/captados por la comunidad clinica.
Incluso aunque se validaran estos biomarcadores y se utilizaran en la practica clinica, siempre existe la necesidad
de mas biomarcadores de la EA con mayor capacidad de diagnéstico y de prondstico.

Es clinicamente deseable una prueba pronéstica para calibrar la velocidad de avance de la EA en los pacientes con
la enfermedad.

Una vez que se diagnostica la EA, la esperanza de vida media es de 8 a 12 afios, aunque puede oscilar de 3 a 20
afios. La probable velocidad de progresién de la EA es muchisimo mas un factor de interés para el paciente y la
familia del paciente, y facilita una serie de decisiones, tales como la provision de la asistencia a corto y largo plazo, y
la participacién en los ensayos clinicos de farmacos. La pérdida cognitiva progresiva que experimentan las personas
con EA a menudo se documenta con el MEC. Esta medicién proporciona informacién sobre la velocidad de cambio
con el tiempo y ayuda a calibrar la eficacia de las intervenciones terapéuticas, la medicion del deterioro cognitivo y la
planificacion de la asistencia sanitaria. Sin embargo, el método tiene sus inconvenientes: requiere que se realicen
varias mediciones con el tiempo, y el procedimiento se vuelve més dificil de aplicar a medida que empeora el estado
del paciente.

Doody et al. (2001) describieron un método para estimar la velocidad de progresién en la EA mediante el MEC. El
método requiere tres conjuntos de datos: el valor esperado del MEC para un paciente, el valor inicial del MEC del
paciente, y una estimacion del médico sobre la duracion de la EA en el paciente. El problema de tal método reside
en que consume muchos recursos al requerir la realizacion de una prueba de MEC e informacion en profundidad
para valorar la duracion de la EA antes de que el paciente se presente en la consulta. Otros métodos utilizados para
predecir la velocidad de declive de los pacientes con EA hacen uso de un equipamiento especialista caro, tal como
imagenes por resonancia magnética y morfometria basada en voxeles. Asi pues, también se necesita con urgencia
un método rapido de confirmacién que prediga si los pacientes con EA padecen DCA o DCL.

Se ha investigado mucho durante Ultima década para detectar biomarcadores proteicos de la EA, principalmente en
el liquido cefalorraquideo (LCR). La proteina 3-amiloide y la proteina 1 han sido objeto de mucha investigacion, y una
elevada concentracion de estas proteinas en el LCR representan los biomarcadores proteicos mas prometedores de
la EA. No obstante, estos biomarcadores todavia no han recibido una aceptacion clinica total y el método tiene la
desventaja afiadida de que cualquier muestra de LCR para este andlisis necesita que el procedimiento de puncién
lumbar doloroso sea ejecutado por un médico con experiencia. Mas recientemente, se ha prestado mucha atencion
al descubrimiento de biomarcadores proteicos de la EA procedentes de la sangre (p. €j., Hye et al., Zhang et al.,
solicitud de patente internacional WO 2005/052592).

El biomarcador ideal seria cualquiera que sea muy especifico de un estado patolégico. La complejidad del cuerpo
humano y sus vias bioquimicas, en las que muchas proteinas son multifuncionales e interdependientes, sugiere que
tales biomarcadores, si existen, probablemente son raros. Ademas, se estima que el proteoma humano esta
formado por un millon de proteinas, por lo que seria dificil aislar e identificar tales proteinas raras, por lo que para la
identificacion de la enfermedad son mas probables las combinaciones de varios biomarcadores. Sin embargo, se
prefieren los biomarcadores con una mayor especificidad de enfermedad, tanto si se utilizan solos como en
combinacion con otros biomarcadores. Independientemente de la especificidad aparente de una proteina individual
para una estado patologico especifico, en la practica su uso diagnéstico o pronéstico es probablemente
complementario, es decir, como un soporte o ayuda para otras proteinas y métodos para el diagnéstico o prondstico
de una enfermedad.

Compendio de lainvencion

Los inventores de la presente invencion han encontrado un nuevo biomarcador inventivo para ser usado en el
diagnostico y en el pronéstico de la EA. Especificamente, la presente invencién se basa en el hallazgo de que una
determinada proteina, que no se ha descrito antes como biomarcador de la EA, se expresa diferencialmente en los
liquidos biolégicos periféricos de los pacientes que padecen la EA y de los pacientes sin la enfermedad. La proteina
es la selectina L. La comparacion y el andlisis de la concentracion de esta proteina en una muestra tomada de un
paciente para un control proporciona un método que ayuda al diagnoéstico de la EA.

En un primer aspecto, la presente invencion da a conocer un método de diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer
(EA) que comprende:

medir la concentracion de la selectina L en una muestra in vitro de un liquido biolégico periférico de una
persona que se sospecha que tiene EA, y

comparar la concentracion de la selectina L en la muestra in vitro con la muestra control, en donde una
disminucion en la concentracién de la selectina L en comparacién con el control es indicativa de EA.

En un segundo aspecto, la presente invencion da a conocer el uso de la selectina L como biomarcador para el
diagnostico de la EA.
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En un tercer aspecto, la presente invencion da a conocer el uso de un kit para el diagnodstico de la enfermedad de
Alzheimer, en donde el kit comprende al menos una sonda especifica de analito para la selectina L junto con al
menos una sonda para uno o varios biomarcadores conocidos de la EA, en donde los marcadores conocidos son
MCP-1, IL-1q, IL-1B, IL-8, IFN-y y VEGF.

Definiciones
Biomarcador

Una caracteristica del cuerpo humano, que en el caso de la invencién actual es un compuesto bioquimico, cuya
medicién y evaluacion objetivas sirve de indicador de los procesos normales y patogénicos, o de respuestas
farmacoldgicas para la intervencion terapéutica.

Biomarcador complementario

Un biomarcador que se utiliza junto a otro biomarcador, otros biomarcadores, u otros métodos, para incrementar la
sensibilidad y/o especificidad de una prueba utilizada, por ejemplo, para el diagndstico y el prondstico de la
enfermedad y para el andlisis de la eficacia del farmaco.

Biomarcadores conocidos o propuestos de la EA

Tal y como se proponen los estudios descritos dentro del apartado de métodos, IFN-y, IL-8, MCP-1 y VEGF se han
descrito como posibles biomarcadores en la técnica anterior. Otros biomarcadores conocidos son la proteina Ty las
proteinas B-amiloides. Los biomarcadores conocidos y propuestos que se describen en la presente memoria no son
una lista exhaustiva.

Control

Los controles a utilizar para valorar si se ha producido un cambio en la cantidad del biomarcador diagnéstico o
pronéstico puede ser la cantidad del biomarcador diagnéstico o pronéstico:

— en el paciente antes del comienzo de la EA,

— enlos pacientes sanos idoneos,

— de un conjunto idéneo de datos procedentes de valores de la bibliografia.
Deterioro cognitivo acelerado (DCA)

Para el propdsito de la invencién que se describe, el DCA en la EA se define por un paciente con EA cuya
puntuacion en el MEC disminuye del orden de cinco o mas puntos al afio.

Deterioro cognitivo lento (DCL)

Para el propdsito de la invencion que se describe, el DCL en la EA se define por un paciente con EA cuya
puntuacion en el MEC disminuye del orden de menos de 5 puntos al afio.

Liquidos biolégicos periféricos

Se trata de los liquidos de mamifero que son relativamente faciles de conseguir en comparacién con el liquido
cefalorraquideo. Los ejemplos son la saliva, las lagrimas, el sudor, la orina, el plasmay el suero.

Sonda

Cualquier molécula capaz de fijarse a otra molécula (la molécula diana) durante un intervalo de tiempo suficiente
para permitir la deteccion de la molécula fijada. Muchas sondas juntas permiten la cuantificacion de la molécula
diana. En la invencion actual, la sonda es preferiblemente un anticuerpo monoclonal o policlonal, y las sondas
«individuales» implican sondas que son especificas de un analito determinado.

La invencion se describira ahora por medio de ejemplos con referencia a las figuras y tablas siguientes, en donde:

La figura 1 y la tabla 1 muestran la concentracion media de la selectina P y de la selectina L, y de otras moléculas de
adhesion y diferentes citocinas en el plasma de los pacientes con EA en comparacion con los controles emparejados
por edades;

La figura 2 y la tabla 2 muestran la mediana de la concentracion (margen entre paréntesis) de la selectina P, de la
selectina L y de otras moléculas de adhesion y diferentes citocinas en el plasma de los pacientes con EA con un
deterioro cognitivo acelerado (DCA) o un deterioro cognitivo lento (DCL) en comparacién con los controles
emparejados por edades. La concentracion de los analitos es en pg/ml, excepto para las selectinas, ICAM-1 y
VCAM-1, que son en ng/ml. Para un analito especifico, los valores con diferentes letras son significativamente
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diferentes en el nivel del 5%; y

La figura 3 muestra la mediana de la concentracion de la selectina P en el plasma de los pacientes con EA en
comparacioén con los controles emparejados por edades.

Descripcion detallada de la invencién

Se puede detectar o cuantificar Gnicamente el biomarcador Util en la presente invencién. La selectina L se puede
detectar o cuantificar junto con otros biomarcadores de la EA, tales como (pero sin limitarse a ellos) MCP-1, IL-1q,
IL-1B, IL-8, IFN-y, MCP-1 y VEGF. Otros biomarcadores de la EA con los cuales el biomarcador de la presente
invencion se puede combinar para ayudar al diagnostico de la EA incluyen la proteina B-amiloide y la proteina 7. El
liquido biol6gico periférico es preferiblemente plasma o suero. Los controles idéneos son, por ejemplo, la
concentracion de los biomarcadores medida en el paciente antes del comienzo de la EA, un grupo de pacientes sin
enfermedad de un perfil parecido, o un conjunto idéneo de datos procedente de los valores de la bibliografia. Las
diferencias significativas de la cantidad relativa de una o varias de las proteinas antes mencionadas entre el paciente
con EAy el control ayudan al pronostico del DCA o del DCL. Los biomarcadores prondésticos reconocidos para la EA
se pueden utilizar ademas de las proteinas de la invencién antes mencionadas.

Un aspecto més de la invencién es el uso de un kit para cuantificar la cantidad de la selectina L sola o en
combinacion con otros biomarcadores de la EA, tales como (pero sin limitarse a ellos) MCP-1, IL-1q, IL-18, IL-8, IFN-
Y, MCP-1 y VEGF presentes en una muestra de liquido biolégico periférico tomada de una persona que se sospecha
que tiene la EA. Preferiblemente, el kit comprende dos conjuntos de moléculas de sonda para cada analito diana. El
primer conjunto de moléculas de sonda se inmoviliza preferiblemente en una superficie de soporte, mientras que el
segundo conjunto de moléculas de sonda son mdviles en la muestra del paciente. Preferiblemente, las moléculas de
sonda son anticuerpos. El kit se basa preferiblemente en el formato de ELISA de tipo sandwich, que comprende
anticuerpos de captura y anticuerpos detectores para cada una de las proteinas. El liquido bioldgico periférico es
preferiblemente plasma o suero. El kit puede incorporar estandares y controles. Uno o mas biomarcadores de
diagndstico reconocidos de la EA se pueden utilizar junto con las proteinas de la invencion antes mencionadas.

La invencién se basa en el hallazgo de que la molécula de adhesion selectina L se expresa en menor cantidad en
los pacientes diagnosticados con EA que en los controles. Este hecho permite utilizar la selectina L como una ayuda
para el diagnéstico de la EA. El control podria ser una muestra biolégica tomada de: un paciente sano, el paciente
con Alzheimer antes del comienzo de la EA, un conjunto adecuado de datos procedente de los valores de la
bibliografia, o un paciente que padece una enfermedad diferente a la EA para el cual el uno o varios biomarcadores
que se utilizan para diagnosticar la EA son especificos de la EA. El nivel de expresion de las proteinas se determina
fuera del cuerpo de la persona que se sospecha que tiene la enfermedad, mediante un ensayo in vitro. La proteina
de la invencion se puede medir con la plataforma inmunodiagndéstica detectora de varios analitos a la vez, Evidence
Investigator, pero se puede utilizar cualquier otra plataforma analitica adecuada, p. €j., inmunotransferencia Western,
ELISA, citometria de flujo, electroforesis en gel 2D con espectrometria de masas (2DGE-MS o 2DGE-MS/MS).

Un aspecto Unico de la invencion es el descubrimiento de que la selectina L se expresa diferencialmente en los
pacientes diagnosticados con EA en comparacion con los pacientes sin EA. A pesar de la intensidad con la que se
esta investigando en la deteccion de biomarcadores para la EA, ningln estudio ha descrito anteriormente la
selectina L, p. ej., Abdi et al. (2006) identificaron mas de 1500 proteinas en el LCR de los pacientes con Alzheimer y
los pacientes sin la enfermedad; Hye et al. (2006) identificaron 211 proteinas del plasma de los pacientes con
Alzheimer; la solicitud de patente internacional WO 2005/052592 recoge 250 proteinas halladas en el plasma o en la
orina; la solicitud de patente internacional WO 2007/1366614 describe 90 analitos en las muestras de pacientes con
Alzheimer.

Las realizaciones preferidas de la invencion utilizan la selectina L como una ayuda para el diagnostico in vitro de la
EA en un paciente y, como un biomarcador complementario, para ayudar al diagnéstico in vitro de la EA en un
paciente.

Un aspecto més de la invencion es el uso de la selectina L y uno o mas de IL-1a, IL-18, IL-8, IFN-y, MCP-1 y VEGF
como ayuda para el diagnostico in vitro de la EA en un paciente.

El liquido bioldgico periférico, tomado de un mamifero, puede ser saliva, sudor, orina, suero o plasma. El liquido
biologico periférico preferido es suero o plasma.

Otro aspecto de la invencion es el uso de un kit para ayudar al diagnostico de la EA, que comprende una sonda para
la selectina L. El kit incorpora adicionalmente uno o varios biomarcadores de diagndstico conocidos para la EA, entre
ellos MCP-1, IL-1q, IL-1B, VEGF, IL-8 e IFN-y. Las sondas son preferiblemente anticuerpos.

En un aspecto mas de la invencion, el kit comprende un dispositivo en estado sélido con las sondas pegadas a él. El
dispositivo en estado sélido es preferiblemente un biochip.

El biomarcador de la invencion puede igualmente utilizarse con otros biomarcadores conocidos de la EA, tales como
la proteina T o las proteinas B-amiloides, para detectar selectivamente la EA mediante la toma de liquidos corporales
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de los pacientes sin diagnosticar o con un posible diagnéstico de EA, y la comparacion de la concentracion de los
biomarcadores con un valor de control reconocido del biomarcador en, por ejemplo, un individuo sano. El valor de
control puede ser una medida de la tendencia central, p. €j., la media o la mediana de una poblacién de muestras
descrita en un estudio de la bibliografia. Por ejemplo, Ponthieux et al. (2003) describen valores de referencia para la
concentracién de las moléculas de adhesion en el suero en los individuos sanos.

Resultara obvio para el experto en la técnica que el uso de la selectina L junto con uno o varios de MCP-1, IL-1aq, IL-
1B, IL-8, IFN-y y VEGF y/o otros biomarcadores conocidos de la EA (p. €j., proteinas B-amiloides, proteina 1) en una
prueba para la EA incrementaria el poder diagnéstico y pronéstico de la prueba mediante, por ejemplo, el incremento
de su sensibilidad (porcentaje mas elevado de positivos verdaderos, a saber, analisis positivo para los pacientes con
EA) y/o especificidad (porcentaje alto de negativos verdaderos, a saber, analisis negativo para los pacientes sin EA).
Es deseable conseguir la sensibilidad y especificidad deseadas con el minimo nimero de biomarcadores.

Al identificar el biomarcador de la EA, resultara obvio para el experto en la técnica que al igual que se puede
identificar la proteina completa, se puede identificar un fragmento (o varios fragmentos), siempre y cuando esto
permita la identificacién exacta de la proteina completa; por ejemplo, la digestiébn con proteasa de una proteina
seguido de espectrometria de masas de un nimero pequefio de los péptidos resultantes se utiliza sistematicamente
para identificar una proteina. Este método se utiliza a menudo para identificar un punto de un gel de proteinas. Si la
proteina es un oligbmero, puede ser suficiente la identificacién de una Unica cadena.

Sujetos

Los pacientes con un diagnostico clinico de EA (28 varones y 44 mujeres; edad media de 75,6 + 7,2 afios) y los
sujetos de control (2 varones y 4 mujeres; edad media de 73,4 + 1,1 afios) fueron captados por el Departamento de
Neurociencias, Universidad de Castellanza, Milan.

El diagnéstico clinico de la probable EA se realiz6 de acuerdo con los procedimientos clinicos estandares y
siguiendo los criterios establecidos por NINCDS/ADRDA (McKhann et al., 1984) y DSM-III-R (American Psychiatric
Association, 1987). Brevemente, el diagnostico de la probable EA se hizo mediante las evaluaciones independientes
de dos médicos y tomografias computerizadas cerebrales. El comportamiento cognitivo se midié mediante el
Miniexamen Cognoscitivo (MEC) y la escala de deterioro global (EDG). EI comportamiento cognitivo longitudinal
durante un seguimiento de dos afios de pacientes con EA se valoré mediante las puntuaciones del Miniexamen
Cognoscitivo (Doody et al., 2001). Los pacientes con EA se dividieron en dos grupos de acuerdo con las
puntuaciones del MEC; los que tienen un deterioro cognitivo lento (EA que pierde <4,9 puntos/afio) o los que tienen
un deterioro cognitivo rapido (EA que pierde >5 puntos/afio).

Los pacientes y los controles eran de raza blanca y se obtuvo un consentimiento informado de cada sujeto o
paciente con EA. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica Médica de la Fundacién Don Gnocchi, Milan.

Medicion de la concentracion de los analitos en el plasma (estudio italiano)

Se utilizaron Evidence Investigator™ y Biochip Array Technology (Randox Laboratories, Crumlin, Irlanda del Norte,
GB) para la deteccion simultdnea de varios analitos de una muestra de plasma de un Unico paciente. Se utiliz6 el
EDTA como anticoagulante para la recogida de sangre. La tecnologia utiliza el Randox Biochip, un sustrato sélido de
9 mm? gue soporta una matriz de regiones de prueba aisladas que contienen anticuerpos especificos del antigeno
inmovilizados. Las matrices utilizadas fueron Cytokine Array | (analitos: EGF, IFN-y, VEGF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, TGF-q, IL-1qa, IL-1B y MCP-1, nimero de catalogo EV3513) y Adhesion Molecules Array (analitos: selectina E,
selectina L, selectina P, ICAM-1 y VCAM-1, nimero de catalogo EV3519). Después de la activacion del anticuerpo
con tampon de ensayo, se afiadieron estandares y muestras, se incubaron a 37 °C durante 60 minutos, y luego se
colocaron en un termoagitador a 370 rpm durante 60 minutos. Se afadieron los anticuerpos conjugados (HRP) y se
incubaron en un termoagitador a 370 rpm durante 60 minutos. Las sefiales quimioluminiscentes formadas después
de la adicién de luminol (razén de 1:1 con el conjugado) se detectaron y midieron con la tecnologia de toma de
imagenes digitales y se compararon con las de una curva de calibracion para calcular la concentracion de los
analitos en las muestras.

Medicion de la concentracion de los analitos en el plasma (estudio austriaco)

Un segundo estudio independiente, aprobado por el comité de ética local, se realizé en Austria con el biochip
Adhesion Markers de Randox en el Evidence Investigator™. Se compararoé la cantidad de proteinas de adhesion en
el plasma de los pacientes con EA y en los controles sanos (los pacientes con EA se clasificaron inicialmente con el
MEC y se verificé que tenian la EA con una autopsia; los pacientes sanos se clasificaron con el MEC). En este
estudio no se aplicé una prueba para el DCA ni el DCL. Se hallé que la cantidad de selectina P en los pacientes con
EA se habia reducido significativamente en comparacion con los controles (prueba de t sin emparejar: P = 0,044,
figura 3). La cantidad media de selectina P en los grupos de control y de EA fue de 81,9 ng/ml (N = 45; 12 varones,
33 mujeres; edad media de 79,30 afios) y 94,9 ng/ml (N = 36; 8 varones, 28 mujeres; edad media de 81,30 afios),
respectivamente.
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Andlisis estadistico

Los datos del estudio italiano, tanto sin transformar como transformados, no se distribuian con normalidad. Se
utilizaron pruebas no paramétricas de Mann-Whitney y de Kruskall-Wallis (con la prueba de comparaciones
emparejadas de Dunn) para las comparaciones de EA y control, y de DCA, DCL y control, respectivamente. Los
datos del estudio austriaco se analizaron con una prueba de t. Se le supuso la significacion estadistica a un nivel de
P <0,05.

Resultados

La concentracion plasmatica de IL-1q, IL-1B, IL-8, IFN-y, MCP-1 y VEGF eran significativamente mayores en los
pacientes con EA con respecto a los controles (tabla 1). La concentracion de las moléculas de adhesion selectina P
y selectina L eran significativamente mas bajas que en los controles. La concentracion plasmatica de varios analitos
se halloé que diferia entre los pacientes con EA en DCL y los pacientes con EA en DCA (tabla 2). La concentracion
de las citocinas IL-1q, IL-8, IFN-y y MCP-1 era significativamente mayor en los pacientes con EA en DCL en
comparaciéon con los pacientes con EA en DCA o los controles. La concentracion de la molécula de adhesion
selectina L era significativamente mas baja en los pacientes con EA en DCA en comparacion con los pacientes con
EA en DCL o los controles.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de diagndstico de la enfermedad de Alzheimer (EA), que comprende:

medir la concentracion de la selectina L en una muestra in vitro de un liquido biolégico periférico de una
persona que se sospecha gue tiene una EA, y

comparar la concentracién de la selectina L en la muestra in vitro de una muestra de control, en donde una
disminucion en la concentracion de la selectina L en comparacion con el control es indicativa de la EA.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que ademas comprende la determinacién de la concentracién
de uno o varios biomarcadores conocidos de la EA en la muestra in vitro, en donde un incremento de la
concentracion de uno o varios biomarcadores conocidos en comparacion con una muestra de control en
combinacién con una disminucién de la selectina L en comparacion con una muestra de control es indicativa de la
EA, en donde los biomarcadores conocidos de la EA son MCP-1, IL-1q, IL-18, IL-8, IFN-y y VEGF.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el liquido biologico
periférico es suero o plasma.

4. Utilizacion de la selectina L como biomarcador para el diagnéstico de la EA.

5. Utilizacion de un kit para el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer, en donde el kit comprende al

menos una sonda especifica de analito para la selectina L junto con al menos una sonda para uno 0o mas
biomarcadores conocidos de la EA, en donde los marcadores conocidos son MCP-1, IL-1a, IL-1B3, IL-8, IFN-a y
VEGF.

6. El uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde al menos una sonda especifica de analito es un
anticuerpo.
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