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DESCRIPCION
Herramientas de diagndstico para la enfermedad de Alzheimer
Campo de la invenciéon

La presente invencion se refiere, en general, a los campos de la biologia y la medicina. La presente invencion se
refiere, en particular, a procedimientos de deteccion de la predisposicion a, o de diagndstico y/o de prondstico de,
la enfermedad de Alzheimer (EA) y trastornos relacionados. Mas especificamente, la invencion se refiere al
desarrollo, a la validacién y a la aplicacién de nuevos biomarcadores, que pueden ser usados para detectar la
presencia, el riesgo, o para predecir la gravedad, de la EA y trastornos relacionados. Los nuevos biomarcadores
pueden medirse en fluidos corporales bioldgicos o extractos facilmente disponibles a partir de biopsias, que pueden
usarse para ayudar en la deteccion de la enfermedad, en la prediccion de un tratamiento farmacoldgico y en el
seguimiento de este tratamiento de trastornos neurodegenerativos, incluyendo la EA. La presente invencion se
refiere también a procedimientos para la identificacién de la etapa de la enfermedad, evaluando la sensibilidad al
tratamiento y la eficacia del tratamiento en sujetos que tienen EA o un trastorno relacionado.

Antecedentes de la invencion

La EA es, en la actualidad, la causa mas comun de demencia. Se caracteriza clinicamente por una disminucién
global de la funcién cognitiva que progresa lentamente y deja a los pacientes en fase terminal postrados en cama,
padeciendo incontinencia y dependientes de atencion supervisada. La muerte se produce, en promedio, 9 afios
después del diagnoéstico [1]. La tasa de incidencia de la EA aumenta dramaticamente con la edad. Las
proyecciones de poblacién de las Naciones Unidas estiman que el nimero de personas mayores de 80 afios se
aproximara a 370 millones en el afio 2050. En la actualidad, se estima que el 50% de las personas mayores de 85
afios estan afectadas por la EA. Por lo tanto, mas de 100 millones de personas en todo el mundo padeceran de
demencia en 50 afios. El gran nimero de personas que requieren un cuidado constante y otros servicios afectara
gravemente a los recursos médicos, monetarios y humanos [2].

En la actualidad, el diagnéstico clinico de la EA se basa en entrevistas estructuradas (historiales de pacientes), y
examenes neuropsicolégicos, junto con imagenes o 2 exploraciones neurofisiolégicas (CT, MRI, PET y/o
exploraciones SPECT y EEG) para descartar otras explicaciones de la memoria, incluyendo estados de pérdida de
memoria temporales (depresion o deficiencia de vitamina B12) o permanentes (accidente cerebrovascular) y se
basa en los criterios del grupo de trabajo NINCDS-ADRDA [3] y la American Psychiatric Association Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders [4].

Desafortunadamente, los procedimientos de diagnostico clinico no son infalibles. La bibliografia actual basada en
la evidencia muestra una precision diagnéstica clinica del 65 al 90%. Las tasas de precision mas elevadas se
asocian generalmente a centros especializados (clinicas de trastornos de memoria) que se centran en los
trastornos de memoria, mientras que las tasas mas bajas se asocian probablemente con médicos de atencién
primaria. Ademas, la precision del diagndstico clinico es probablemente mas baja durante las etapas tempranas de
la enfermedad, cuando los sintomas son dificiles de diferenciar de un deterioro cognitivo normal asociado a la
edad. Mas recientemente, los estudios sugieren que una afeccion denomina deterioro cognitivo leve (DCL) puede
representar, en algunos casos, una EA en fase prodromica vy, si se diagnostica de manera temprana, representa la
mejor oportunidad para la intervencion farmacéutica. Los criterios clinicos usados para el diagnostico del DCL son
los de Petersen et al. [5] e incluyen: 1) quejas relacionadas con la memoria corroboradas por un informante, 2)
deterioro de memoria objetivo para la edad y la educacion, 3) funcién cognitiva general normal, 4) actividades de la
vida cotidiana intactas, y 5) el sujeto no cumple los criterios para la demencia. Estos criterios clinicos para el DCL
pueden ser implementados con la identificacion de biomarcadores, tales como los descritos en Albert et al. [6] y
que estan implicados en la lesion neuronal (tal como tau) y/o en la deposicion de AR (tal como AR42 en el liquido
cefalorraquideo). Estos biomarcadores pueden ser cuantificados mediante obtencion de imagenes médicas y en el
LCR. Por ejemplo, Amyvid es un trazador radiactivo aprobado por la FDA que ayuda a diagnosticar la EA mediante
la deteccion de placas amiloides con la tecnologia de obtencidon de imagenes mediante tomografia por emision de
positrones. Sin embargo, este ensayo no permite ni predecir el desarrollo de la EA, ni medir la respuesta al
tratamiento y solo deberia usarse como un complemento a otras evaluaciones de diagndstico para este proposito
(Comunicado de prensa de la FDA del 10 de abril de 2012).

La falta de un biomarcador fiable que identifique especificamente sujetos con EA y aquellos en riesgo de una
conversion desde DCL a EA, particularmente de manera temprana en la fase prodromica de la enfermedad (DCL),
complica adicionalmente el diagnostico y tratamiento de la EA. En vista de la magnitud del problema de salud
publica planteado por la EA, se han realizado considerables esfuerzos de investigacion para dilucidar la etiologia
de la EA, asi como para identificar biomarcadores, proteinas o metabolitos caracteristicos medidos de manera
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objetiva como un indicador de procesos patogénicos, que puedan ser usados para diagnosticar y/o predecir si es
probable 0 no que una persona desarrolle la EA.

La mayoria de los estudios de biomarcadores para la EA se han centrado en la medicion en el liquido
cefalorraquideo (LCR). Debido a su contacto intimo con el cerebro, los cambios patégenos en el cerebro que
resultan en alteraciones en las proteinas/péptidos probablemente se reflejarian en el LCR. Ademas de la proteina
TAU, los derivados de la proteina precursora de amiloide, o la proteina de la cadena neuronal, algunos
biomarcadores proteicos del LCR descritos en la literatura son alfa-(1)antiquimotripsina, chromoganin A, B-2-
microglobulina, transtiretina, cistatina C, transferritina o protaglandin-D-sintasa; otros estudios midieron
biomarcadores proteicos en muestras de fluidos biolégicos, tales como la sangre (por ejemplo, el documento
US2010124756), pero los intentos de reproducir los resultados de estos estudios fracasaron [7]. Por lo tanto, a
partir de estos estudios no es posible derivar un conjunto comuin de biomarcadores que podrian ser considerados
como una firma de la enfermedad, sin duda debido en parte a la heterogeneidad y a la complejidad de la
enfermedad.

Se han identificado algunos biomarcadores genéticos; estan localizados en loci genéticos que han sido
identificados como responsables de la mayoria de los casos de EA autosémica dominante de aparicién temprana
familiar. Acerca de la EA esporadica, el factor de riesgo genético identificado mas importante es el alelo ApoE €4:
el riesgo de desarrollar EA es 12 veces mas importante en las personas homocigotas para ApoE €4 [8].

Se han buscado también metabolitos como biomarcadores para la EA. Por ejemplo, se han encontrado niveles
reducidos de glutamato en las células del hipocampo de pacientes enfermos usando espectroscopia de resonancia
magnética, poniendo de manifiesto de esta manera esta molécula como un potencial biomarcador especifico para
la EA [9]. Se han sugerido pigmentos similares a lipofuscina, medibles directamente a partir de una muestra de
sangre de los pacientes, como un posible marcador especifico para la EA [10]. Se han considerado también
analisis de sangre para detectar péptidos AR; sin embargo, hasta la fecha, los intentos de medir péptidos AR en
sangre han producido resultados contradictorios y desalentadores, principalmente debido a la naturaleza
bioquimica de los péptidos AB. De hecho, la AR puede encontrarse libre en el plasma, unida a proteinas
plasmaticas, a células sanguineas, en forma soluble o intracelular, o en forma de depdsitos, y puede ser generada
también desde el exterior del SNC. Por lo tanto, el uso de los niveles plasmaticos de AR como un biomarcador
requiere investigaciones de desarrollo y clinicas adicionales [11-13].

El documento WO2010/066000 describe varios biomarcadores en sangre u orina identificados a partir de pacientes
que padecen diversas enfermedades mentales, pero no EA. El documento W02011/012672 describe algunos
metabolitos a partir de rutas perturbadas en la EA. El documento W0O2012/168561 describe especialmente algunos
acidos carboxilicos que contienen de 2 a 5 atomos de carbono, derivados de fosfatidilcolina y metabolitos en suero
no identificados para predecir el riesgo de los sujetos de progresar a la EA.

Se han descrito también otros biomarcadores de fluido en la EA, biomarcadores de proteinas basados en sangre
para el diagndstico de la EA y marcadores bioquimicos para un diagndstico precoz de la EA [14-16]. Muth et al.
(2003. J. Chromatography B, 792, 269-277) describe el analisis de metabolitos urinarios quirales, tales como acido
2-hidroxisebacico y acido 3-hidroxisebacico, para el diagnostico de enfermedades peroxisomales, por ejemplo, el
sindrome de Zellweger.

La disponibilidad de marcadores biologicos detectables fiables permitiria un diagnéstico rapido de la EA vy
enfermedades relacionadas, la monitorizacion de los pacientes y ensayos clinicos eficientes para determinar la
eficacia de los nuevos medicamentos gracias a una facil monitorizacién de la respuesta individual de los pacientes
al tratamiento farmacoldgico y a la gestion de la enfermedad.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona procedimientos para el diagndstico de la EA y trastornos relacionados. La
invencion se deriva de la identificacion de metabolitos que representan biomarcadores eficaces de la enfermedad.
Los procedimientos son eficaces, fiables y faciles de implementar. Son particularmente adecuados para el
diagnéstico de la EA o trastornos relacionados a partir de fluidos corporales.

El objeto de la presente invencién se refiere a un procedimiento segun se define en las reivindicaciones. En la
presente memoria se describe un procedimiento para el diagnostico de la EA o un trastorno relacionado, en el que
el procedimiento comprende determinar la presencia de una diferencia, en una muestra tomada del sujeto, de uno
0 mas biomarcadores seleccionados de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido hipurico, acido sebacico,
tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-citrulina, PFAM (20:1), PFAM
(22:1), PFAM (22:2), fenilacetilglutamina, C7HgN4O; (teofilina y/o paraxantina), triptéfano, acido valérico, acido
aminoisobutirico, aspartato, Asp-Phe, acido glicocdlico, guanosina, inosina, acido L-trednico, acido
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undecanodioico, 1-monopalmitina, acido 9,12-dioxo-dodecanoico, acido nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-
fosfato, Ser-Phe, alcohol sulfobencilico, en el que dicha presencia de una diferencia es indicativa de la presencia,
el riesgo, el subtipo, la progresion o la gravedad de dicha enfermedad.

En la presente memoria, se describe también el procedimiento que comprende la deteccién combinada (simultanea
o secuencial) de diversos biomarcadores, tal como se ha indicado anteriormente, preferiblemente entre 2 a 10,
para proporcionar el analisis mas eficaz del paciente. En este sentido, en la presente memoria se describe el
procedimiento que comprende determinar la presencia de una diferencia, en una muestra bioldgica tobada del
sujeto, de:

(i) uno o mas biomarcadores seleccionados de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido hipurico,
acido sebacico, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-citrulina,
PFAM (20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2), fenilacetilglutamina, C7HsN4O2 (teofilina y/o paraxantina), triptéfano,
acido valérico, y

(i) uno o mas biomarcadores seleccionados de entre acido aminoisobutirico, aspartato, Asp-Phe, acido
glicocodlico, guanosina, inosina, acido L-trednico, acido undecanodioico, 1-monopalmitina, acido 9,12-dioxo-
dodecanoico, acido nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-fosfato, Ser-Phe, alcohol sulfobencilico.

Por ejemplo, los biomarcadores se seleccionan de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido hipurico,
acido sebacico, triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-
citrulina, PFAM (20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2), fenilacetilglutamina, C7HsN4O; (teofilina y/o paraxantina) y
acido valérico, incluso mas preferiblemente PFAM (20:1), PFAM (22:1) y PFAM (22:2).

El procedimiento puede ser implementado con cualquier muestra bioldgica, tipicamente un fluido biolégico, tal
como una muestra de sangre, plasma, suero, orina o LCR. La muestra puede ser tratada antes del analisis.

En la presente memoria, se describe un procedimiento para evaluar la capacidad de respuesta de un sujeto a un
tratamiento para la EA o un trastorno relacionado, en el que el procedimiento comprende determinar la presencia
de una diferencia, en una muestra de fluido biolégico tomada del sujeto, de uno o mas biomarcadores , tal como
se ha definido anteriormente, después de la administracion de dicho tratamiento, en el que dicha presencia de una
diferencia es indicativa de un sujeto que responde a un tratamiento para la EA o el trastorno relacionado.

En la presente memoria, se describe también un procedimiento para monitorizar el efecto de un tratamiento en un
sujeto que padece EA o un trastorno relacionado, en el que el procedimiento comprende determinar la presencia de
una diferencia, en una muestra de fluido bioldgico tomada del sujeto, de uno o mas biomarcadores, tal como se ha
definido anteriormente, después de la administraciéon de dicho tratamiento o en diferentes puntos temporales
durante el curso del tratamiento, en el que una correcciéon de dicha presencia de una diferencia durante el
tratamiento es indicativa de un tratamiento eficaz. El procedimiento es particularmente adecuado para determinar
la respuesta de un sujeto que padece EA a un tratamiento con un inhibidor de acetilcolinesterasa (AChE) (por
ejemplo, donepezil, rivastigmina o galantamina) o un inhibidor de NMDA (tal como memantina), o para monitorizar
la eficacia de dicho tratamiento.

En la presente memoria, se describe también un procedimiento para tratar un sujeto que tiene o que se sospecha
que tiene EA o un trastorno relacionado, en el que el procedimiento comprende (i) determinar la presencia, el
riesgo, el subtipo, la progresién o la gravedad de dicha enfermedad en un sujeto usando un procedimiento segun
se ha definido anteriormente vy, (ii) administrar al sujeto que lo necesita, un tratamiento contra la EA o dicho
trastorno relacionado.

En la presente memoria, se describe también un kit que comprende un agente de captura/marcado especifico para
cualquiera de los biomarcadores definidos anteriormente, para su uso en el diagndstico de la EA o de un trastorno
relacionado en un sujeto.

La invencion puede ser usada en cualquier mamifero, tipicamente cualquier sujeto humano, en cualquier fase de la
enfermedad.

Breve descripcion de las figuras

Fig. 1: Niveles en suero de acido glicocdlico y guanosina (unidad logaritmica arbitraria) en sujetos no enfermos
(CTRL), pacientes con EA (EA-0) y pacientes con EA tratados con memantina (EA-1). El nivel de biomarcadores
de los pacientes EA-1 tratados se mide entre los niveles CTRL y EA-0, mostrando de esta manera una correccion
en la alteracion del nivel de biomarcadores.
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Fig. 2: Niveles en suero de guanosina, PFAM (20:1) y PFAM (22:2) (unidad arbitraria) en sujetos no enfermos
(CTRL), pacientes con EA (EA-0) y pacientes con EA tratados con inhibidores de AchE (por ejemplo, donepezil,
rivastigmina o galantamina) (EA-1). El nivel de biomarcadores de los pacientes EA-1 tratados se mide entre los
niveles CTRL y EA-0, mostrando de esta manera una correccion en la alteracion del nivel de biomarcadores.

Fig. 3: Nivel de las concentraciones de los biomarcadores en suero en pacientes con EA y sujetos no enfermos
(media +SD). El nivel de acido sebacico es significativamente mayor en los pacientes con EA con una media de
87,6 ng/ml, en comparacién con 58,4 ng/ml. El nivel de acido dodecanodioico es también significativamente mayor
en comparacion con el control (media de 13,1 frente a 8,2 ng/ml, respectivamente). El nivel de triptéfano es
significativamente menor en pacientes con EA, con una concentracion media de 2.832 ng/ml, en comparacion con
los niveles de control de 3.606 ng/ml.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion describe la identificacion de nuevos biomarcadores y procedimientos de diagnédstico para la
enfermedad de Alzheimer (EA) y trastornos relacionados. La invencion describe un uso novedoso de
biomarcadores que pueden ser detectados en los tejidos y fluidos biolégicos para los propdsitos de diagnéstico de
la EA y trastornos relacionados. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a nuevos biomarcadores y
combinaciones metabdlicas de los mismos, que son utiles para el diagnéstico de la EA y trastornos relacionados.

Definiciones

En el contexto de la presente invencion, "trastornos relacionados con la EA" incluye demencia senil de tipo EA
(DSEA), EA en fase prodromica, deterioro cognitivo leve (DCL), demencia frontotemporal (DFT), demencia
vascular y pérdida de memoria asociada a la edad (PMAE).

Sin embargo, deberia contemplarse que los biomarcadores de la invencién, aunque particularmente dedicados a la
EA y ftrastornos relacionados, podrian encontrar uso en el diagndstico de otros trastornos neuroldgicos que
comparten algunas caracteristicas metabodlicas con la EA o trastornos relacionados, estos son, por ejemplo,
esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson o la esclerosis lateral amiotrofica.

En el contexto de la invencion, el diagnostico de la EA y trastornos relacionados significa identificar o detectar o
evaluar un riesgo, una presencia, un subtipo, una gravedad o una progresion de la afeccién patolégica. Mas
particularmente, los procedimientos de diagndstico de la invencion pueden ser usados para realizar un prondstico
del desarrollo de la enfermedad, para detectar la presencia de la enfermedad, para identificar el subtipo de la
enfermedad, para monitorizar la progresion de la enfermedad, para calificar la EA o trastornos relacionados, para
evaluar la capacidad de respuesta de un sujeto a un tratamiento, para mejorar la etapa de estratificacion de los
pacientes en ensayos clinicos, o para evaluar la eficacia de un tratamiento.

El término "biomarcador”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a un metabolito que puede ser usado
para el diagnéstico de la EA o trastornos relacionados en un sujeto, preferiblemente un sujeto humano, mas
preferiblemente en una muestra de fluido tomada de dicho sujeto.

Los metabolitos son los productos finales aguas debajo de la variabilidad del genoma, transcriptoma y proteoma
de un sistema bioldgico. Por lo tanto, el término "metabolito" abarca cualquier sustancia producida por el
metabolismo de un organismo o por un proceso metabdlico en un organismo. Por ejemplo, los metabolitos son
pequefias moléculas, tales como azlcares, colesterol, nucledsidos, lipidos, aminoacidos o incluso péptidos que
comprenden 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 aminoacidos.

Las expresiones "presente de manera diferencial”, "presencia de una diferencia" o "nivel diferencial" se refieren a
una alteracion en la presencia, la cantidad y/o la frecuencia y/o la forma de un biomarcador en una muestra
tomada de un sujeto enfermo en comparacion con un control. Por lo tanto, la presencia de una diferencia refleja la
presencia de un nivel (o frecuencia o forma) que es diferente de un nivel "normal". El control puede ser la cantidad
y/o la frecuencia y/o la forma del biomarcador determinada en una muestra similar de un sujeto sano, o un valor de
referencia (por ejemplo, valor de la mediana, valor promedio), y/o nivel o niveles del biomarcador en una muestra
tomada del mismo sujeto antes del desarrollo de la enfermedad y/o en una fase anterior de
tratamiento/enfermedad en el sujeto, y/o nivel o niveles del biomarcador en una muestra tomada de otro sujeto
enfermo o de una poblacién de sujetos enfermos como control.

"Nivel" y "cantidad" son términos intercambiables.

Los términos "alteraciéon" o "desviacion" o "diferencia" en la cantidad de un biomarcador diana pueden indicar un
aumento o una disminucion de la cantidad de biomarcador diana en una muestra biolégica tomada del sujeto, en
comparacién con una muestra de control o un valor de referencia. Tipicamente, el término "disminucion”, con
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relacion a un nivel de biomarcador, indica una reduccién estadisticamente significativa de la concentracion o del
nivel del biomarcador en una muestra biolégica tomada del sujeto. En una realizacién, dicha disminucién es de al
menos el 1% o el 3% o el 9% en comparacidon con una muestra de control o un valor de referencia o medio. La
disminucién puede ser mas sustancial, tal como una reducciéon de al menos el 15% o incluso mas. En una
realizacion preferida, la disminucion puede ser del 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 100%. En
una realizaciéon mas preferida, la disminucién puede ser del 20%, 50% o 60% o incluso mas. De manera similar, el
término "aumento", con relacién al nivel de biomarcador, indica un aumento estadisticamente significativo de la
concentracion o del nivel del biomarcador en una muestra biolégica tomada del sujeto. En una realizacion, dicho
aumento es de al menos el 1% o el 3% o el 9% en comparacion con una muestra de control o un valor de
referencia o medio. Los aumentos pueden ser mas sustanciales, tal como un aumento de al menos el 15% o
incluso mas. En una realizacién preferida, los aumentos pueden ser del 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% o 100% (o incluso mas). En una realizacién mas preferida, los aumentos pueden ser del 20%, 50% o
60%. De manera alternativa, si no puede observarse una alteraciéon en la frecuencia de un biomarcador. Dicho
biomarcador o dichos biomarcadores pueden ser detectados a una frecuencia mas alta o a una frecuencia mas
baja en muestras de pacientes en comparacion con las muestras de sujetos de control. Un biomarcador puede
estar presente de manera diferencial en términos de cantidad, frecuencia y/o forma, y es indicativo de EA o de un
trastorno relacionado en el sujeto. El orden de magnitud de dicho aumento o disminucidon puede variar
dependiendo del biomarcador, del paciente, del tipo o de la fase de la enfermedad. El orden de variacion en el nivel
de biomarcador (aumento o disminucién), tal como se determina y se describe en la presente solicitud, es
caracteristico de la enfermedad.

"Sensibilidad", "especificidad" y "ABC" son términos estadisticos que se usan cominmente cuando se habla de la
capacidad predictiva de un kit de diagndstico. "Sensibilidad" refleja la capacidad de un ensayo para dar un
resultado positivo cuando se verifica la hipétesis, y "especificidad" la capacidad de proporcionar un resultado
negativo cuando se rechaza la hipétesis. Por consiguiente, en la presente invencioén, una alta sensibilidad significa
que la desviacion del biomarcador es altamente indicativa de la aparicion, la presencia o la progresiéon de la
enfermedad; una alta especificidad significa que la ausencia de una desviacién del biomarcador esta altamente
correlacionada con la ausencia de la aparicion, la presencia o la progresion de la enfermedad. El area bajo la curva
(ABC) de la caracteristica operativa del receptor (COR) es la sensibilidad promedio del biomarcador en el intervalo
de especificidades. Se usa frecuentemente como un resumen estadistico que representa el rendimiento global del
biomarcador. Un biomarcador sin valor predictivo tendria una ABC de 0,5. Tal como se ejemplifica en la seccion
experimental, los biomarcadores que han sido identificados ahora por los presentes inventores son caracteristicos
de la EA y de trastornos relacionados. Mas particularmente, aunque pueden ser analizados en el LCR, los
biomarcadores de la invencion son metabolitos que pueden ser ensayados también partir de fluidos corporales que
son mas faciles de obtener del sujeto en comparacioén con el LCR.

La mineria de datos acerca de la EA y los trastornos relacionados, nuevos analisis de los datos funcionales y
experimentaciones permitieron primero a los inventores identificar las rutas implicadas en la enfermedad. Estas
unidades funcionales se combinaron a continuacion y sirvieron como punto de partida para construir redes
funcionales de mayor tamafio de las rutas interactuantes. En base a estas redes, los metabolitos, como
biomarcadores candidatos, podrian ser identificados y seleccionados por los presentes inventores. Se dio prioridad
a dichos biomarcadores segun diferentes criterios, incluyendo:

— su participacion en una ruta de sefializacién asociada con la aparicion y el desarrollo de la EA, y

— su participacion en la red funcional representada de manera convincente por las rutas asociadas con la
EA.

Esto condujo a la identificacion de los metabolitos implicados en, o que interfieren con, diversas rutas que se ha
encontrado de esta manera que estan alteradas en pacientes con EA.

Estudios de validacion adicionales permitieron la seleccién de biomarcadores de metabolitos valiosos que pueden
ser usados individualmente, mezclados entre si, o en combinacién con otros marcadores ya conocidos para
diagnosticar la EA o trastornos relacionados. Los metabolitos se caracterizan por su masa monoisotépica (Tabla 1)
y el valor m/z de su ion dominante obtenido mediante un analisis de espectrometria de masas (Tabla 2), tal como
se explica en la seccién experimental. Los metabolitos enumerados en la Tabla 1 son aquellos para los cuales la
identidad se ha confirmado adicionalmente usando el patrén interno correspondiente (cuando esta disponible
comercialmente). La unidad de masa atomica (uma) y m/z se expresan con una desviacion estandar de 15 ppm
que corresponde a la precision del procedimiento de medicion. Estos biomarcadores de metabolito se ensayaron
adicionalmente para confirmar su relevancia para la EA, tal como se muestra en la seccién experimental.

Los metabolitos se describen en las Tablas 1 y 2 a continuacion, con su nombre, la masa monoisotépica y, cuando
esté disponible, el nimero CAS de algunas de sus sales conocidas.
6
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Tabla 1

Nombre del metabolito Formula molecular s mc:gc;i)sotépica Nil’::;ns‘i::tngs
Acido azelaico C9H1604 188,10486 123-99-9
Acido sebacico C10H1804 202,12051 111-20-6
Acido dodecanodioico C12H2204 230,15181 693-23-2
Triptéfano C11H12N202 204,089878 73-22-3

PFAM (22:1) C22H430N 338,31848 n/a

Acido hipurico C9HIONO3 179,058244 495-69-2
Tirosina C9H11NO3 181,073894 60-18-4
Cafeina C8H10N402 194,080376 58-08-2
L-citrulina C6H13N303 175,095691 372-75-8
Fenilacetilglutamina C13H16N204 264,111007 28047-15-6
Acido aminoisobutirico C4HONO2 103,063329 62-57-1 (12(;‘; 144-90-
Aspartato C4H7NO4 133,037509 61 7'4f;88§_ g’g_'g“'s °
f:sp;”;Le) fenilalanina| 511168205 280,105922 13433-09-5
Acido glicocélico C26H43NO6 465,309039 475-31-0
Guanosina C10H13N505 283,09167 118-00-3
Inosina C10H12N405 268,080771 58-63-9
Acido L-treénico C4H805 136,037175 7306-96-9
Acido undecanodioico C11H2004 216,13616 1852-04-6

N/a: no disponible
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Tabla 2
Modo . .
MG fjel M/z (M+H) de Tlempc? 'de Férmula Masa mono- pune
metabolito .. retencion . . . CAS
. o (MH)) |ionizac . molecular isotopica (Da) . .
correspondiente i6n (min) ilustrativo
1-monopalmitina | 331,28362 + 12,13149 C19H3804 330,27701 73299-28-2
Acido 4-metil-2- | 1,4 5,07 - 4,41515 C6H1003 130,062995 816-66-0
oxovalérico
Acido 9,12-dioxo- | ;)4 14085 | 4 7,166546
dodecanoico
C12H2004 228,13616 51551-01-0
Acido 9,12-dioxo- |, 1,747 - 7,14630
dodecanoico
Acido caproico 115,07516 - 4,69762 C6H1202 116,08373 142-62-1
Acido isovalérico | 101,05930 - 3,44798 C5H1002 102,06808 503-74-2
Acido 187,09584 | + 5,19255
nonenedioico
C9H1404 186,08921 n/a
Acido 185,08082 - 5,17398
nonenedioico
Octadecadienoil- |, 554, - 10,69926 | C21H4107P 436,258993 n/a
glicero-3-fosfato
PFAM (20:1) 310,30909 + 13,01947 NH390C20 272,013639 n/a
PFAM (22:2) 336,32463 + 13,17333 NH410C22 296,013639 n/a
Seril-fenilalani 253,11788 + 1,79742
eri-teniralanina C12H16N204 |  252,111008 16875-28-8
(Ser-Phe)
251,10285 - 1,73240
Alcohol
o 187,00591 - 5,31783 C7H704S 187,006507 n/a
sulfobencilico
58-55-9,
Teofilinaylo | yo1 07141 | + 3,67416 | C7TH8N4O2 180,064726 611-59-6
paraxantina respectivam
ente
Acido valérico 101,05930 - 4,41422 C5H1002 102,06808 109-52-4

* Biomarcador que corresponde a la teofilina o paraxantina o una mezcla de las mismos; n/a: no disponible

Los metabolitos anteriores representan biomarcadores valiosos que pueden ser usados, individualmente o en
diversas combinaciones, para el diagnostico de la EA o trastornos relacionados. La capacidad para detectar y
monitorizar los niveles de estos biomarcadores proporciona una capacidad de diagnostico mejorada, al permitir a
los médicos detectar el riesgo de desarrollar la enfermedad en una fase temprana, para determinar el nivel de la
gravedad de la enfermedad, para monitorizar los efectos de la terapia por medio de un examen de estos
biomarcadores en muestras de pacientes, o sub-clasificar con precision un paciente, por ejemplo, con el fin de
adaptar el tratamiento o de predecir la capacidad de respuesta de un paciente a un tratamiento. En comparacién
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con los productos existentes en la actualidad, la invencion proporciona diversas ventajas y beneficios. Los
biomarcadores descritos en la presente memoria proporcionan un diagnostico mas rapido, objetivo y preciso de la
enfermedad o de su progresion que los protocolos de diagnostico existentes. Por ejemplo, los ensayos
neuropsicologicos (tales como MMSE, Mini-Mental State Examination o Mini Examen del Estado Mental) son s6lo
indicativos de un deterioro cognitivo y o de demencia; sus resultados pueden variar en funcién de factores
socioculturales y, generalmente, se consideran sélo como indicativos, cuando se consideran individualmente, de la
presencia o de la ausencia de la EA o una enfermedad relacionada. Ademas, las herramientas tales como Amyvid,
incluso si son aprobadas por la FDA, no pueden ser usadas ni como una herramienta predictiva ni para apreciar la
respuesta a un tratamiento, tal como ha indicado esta administracion.

Los presentes inventores han descubierto que varias amidas de acidos grasos primarios (PFAM) representan
biomarcadores valiosos. Las PFAM preferidas son PFAM (22:1), PFAM (20:1) y PFAM (22:2). En este sentido, las
PFAM de la presente invencion tienen la formula siguiente:

NH,-CO-R

, enla que R es o bien i) en el caso de PFAM (20:1), un alqueno de 19 atomos de carbono con un doble enlace cis
o trans o ii) en el caso de PFAM (22:1), un alqueno de 21 atomos de carbono con un doble enlace cis o trans o iii)
en el caso de PFAM (22:2), un alqueno de 21 atomos de carbono con dos dobles enlaces que son
independientemente cis o trans.

Por consiguiente, en el contexto de la invencion, PFAM (20:1) indica un Unico isémero o una mezcla de isbmeros
PFAM (20:1), PFAM (22:1) indica un Unico isémero o una mezcla de isémeros PFAM (22:1), y PFAM (22:2) indica
un Unico isémero o una mezcla de isémeros PFAM (22:2).

En el contexto de la invencién, "C7HsN4O," indica teofilina sola, o paraxantina sola, o una mezcla de las mismas.

La invencion puede ser usada adicionalmente para predecir el inicio de la EA y trastornos relacionados antes de la
aparicion de cualquier sintoma usado convencionalmente en el diagndstico de la enfermedad. De esta manera, la
invencion puede ser usada en el ensayo y la monitorizacion de personas que se considere que tienen riesgo de
desarrollar EA o un trastorno relacionado, por ejemplo, individuos con antecedentes familiares de la enfermedad,
con el fin de permitir una intervencién temprana para prevenir la aparicion o el desarrollo de los sintomas. Este tipo
de ensayos y de monitorizacion puede ser usado para identificar o predecir el desarrollo de la EA y de trastornos
relacionados meses o afios antes de la aparicion de la enfermedad.

En otros aspectos, los procedimientos de la presente invencion comprenden ademas la etapa de gestionar el
tratamiento individual. Por ejemplo, la gestion del tratamiento comprende administrar un farmaco determinado o
una combinacion de farmacos para ralentizar, detener o revertir la progresion de la enfermedad. En otro aspecto de
la invencién, el procedimiento comprende ademas medir el nivel de biomarcador una vez comenzado el
tratamiento, la monitorizaciéon de la progresion de la enfermedad, la respuesta al tratamiento o incluso la eficacia
de dicho tratamiento seleccionado. En una seguimiento realizacién particular, la monitorizacion de la respuesta al
tratamiento comprende determinar la presencia de una diferencia, en una muestra de fluido biolégico tomada del
sujeto, de uno o mas de los biomarcadores anteriores, después de la administracién de dicho tratamiento o en
diferentes puntos temporales durante el curso del tratamiento; en el que una presencia de una diferencia
significativa (independientemente del orden de la variaciéon) en comparacion con el valor de referencia es indicativa
de una respuesta al tratamiento.

En lo que se refiere a enfermedades cronicas, en una realizacion particular, la monitorizacion de la respuesta al
tratamiento comprende determinar la presencia de una diferencia, en un fluido biolégico tomado del sujeto, de uno
o0 mas de los biomarcadores anteriores en diferentes puntos temporales durante el curso del tratamiento.

En otra realizacion particular, la monitorizacién de la progresion de la enfermedad comprende determinar la
presencia de una diferencia, en un fluido biolégico tomado del sujeto, de uno o mas de los biomarcadores
anteriores en diferentes puntos temporales durante el curso del tratamiento.

En otra realizacién particular, la monitorizaciéon de la eficacia del tratamiento comprende determinar la presencia
de una diferencia, en una muestra de fluido biolégico tomada del sujeto, de uno o mas de los biomarcadores
anteriores, después de la administraciéon de dicho tratamiento o en diferentes puntos temporales durante el curso
del tratamiento; en el que una correccién de dicha presencia de una diferencia (es decir, una evolucién hacia un
nivel de "estado normal") durante el tratamiento es indicativa de un tratamiento eficaz.

En la presente memoria, se describe también un procedimiento para diagnosticar la EA o trastornos relacionados,

que comprende detectar o medir la presencia de una diferencia de al menos un biomarcador, seleccionado de entre

acido azelaico, acido dodecanodioico, acido hipurico, acido sebacico, triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-
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oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-citrulina, PFAM (20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2),
fenilacetilglutamina, C7HgN+O- (teofilina y/o paraxantina), acido valérico, acido aminoisobutirico, aspartato, Asp-
Phe, acido glicocdlico, guanosina, inosina, acido L-trednico, acido undecanodioico, 1-monopalmitina, acido 9,12-
dioxo-dodecanoico, acido nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-fosfato, Ser-Phe o alcohol sulfobencilico, en una
muestra derivada de un mamifero, mas preferiblemente en una muestra derivada de un ser humano, tal como la
presencia de una diferencia indicativa de la enfermedad.

Mas particularmente, un objeto de la presente invenciéon es un procedimiento para el diagnéstico de la EA o un
trastorno relacionado en un mamifero, en el que el procedimiento comprende determinar la presencia de una
diferencia de acido sebacico en una muestra del sujeto, en el que dicha presencia de una diferencia es indicativa
de la enfermedad.

La muestra puede ser, o puede derivarse de, cualquier muestra que contiene metabolitos obtenida de un sujeto, tal
como un fluido bioldgico, un gas, aliento exhalado y/o aerosoles, una biopsia, extracto de tejido, heces, etc.
Preferiblemente, la muestra es, o se deriva de, un fluido biolégico, mas preferiblemente de sangre (o plasma y/o
suero derivado del mismo), orina, LCR, etc.

En este sentido, en la presente memoria se describe el procedimiento que comprende determinar la presencia de
una diferencia de al menos un biomarcador, seleccionado de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido
hipurico, acido sebacico, triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-
valérico, L-citrulina, PFAM (20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2), fenilacetilglutamina, C7HgN4O2 (teofilina y/o
paraxantina), acido valérico, acido aminoisobutirico, aspartato, Asp-Phe, acido glicocdlico, guanosina, inosina,
acido L-trednico, acido undecanodioico, 1-monopalmitina, acido 9,12-dioxo-dodecanoico, acido nonenedioico,
octadecadienoil-glicero-3-fosfato, Ser-Phe o alcohol sulfobencilico en un fluido biolégico tomado del sujeto, en el
que dicha presencia de una diferencia es indicativa de la enfermedad.

En la presente memoria, se describe también el procedimiento que comprende determinar la presencia de una
diferencia de al menos un biomarcador, seleccionado de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido
hipurico, acido sebacico, triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-
valérico, L-citrulina, PFAM (20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2), fenilacetilglutamina, C7HsN4O2 (teofilina y/o
paraxantina), acido valérico, acido aminoisobutirico, aspartato, Asp-Phe, acido glicocdlico, guanosina, inosina,
acido L-trednico, acido undecanodioico, 1-monopalmitina, acido 9,12-dioxo-dodecanoico, acido nonenedioico,
octadecadienoil-glicero-3-fosfato, Ser-Phe o alcohol sulfobencilico en sangre, plasma y/o suero tomados del sujeto,
en el que dicha presencia de una diferencia es indicativa de la enfermedad.

En la presente memoria, se describe también un procedimiento para diagnosticar la EA o un trastorno relacionado
en un mamifero, en el que el procedimiento comprende determinar la presencia de una diferencia de al menos un
biomarcador, seleccionado de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido hipurico, acido sebacico,
triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-citrulina, PFAM
(20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2), fenilacetilglutamina, C7HgN4O- (teofilina y/o paraxantina), acido valérico, en
sangre, plasma y/o suero tomados del sujeto, en el que dicha presencia de una diferencia es indicativa de la
enfermedad.

En la presente memoria, se describe también un procedimiento para diagnosticar la EA o un trastorno relacionado
en un mamifero, en el que el procedimiento comprende determinar la presencia de una diferencia de al menos un
biomarcador, seleccionado de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido hipurico, acido sebacico,
triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-citrulina, PFAM
(20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2), fenilacetilglutamina, C7HgN4O- (teofilina y/o paraxantina), acido valérico, acido
aminoisobutirico, aspartato, Asp-Phe, acido glicocdlico, guanosina, inosina, acido L-trednico, acido
undecanodioico, 1-monopalmitina, acido 9,12-dioxo-dodecanoico, acido nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-
fosfato, Ser-Phe o alcohol sulfobencilico en el aliento exhalado y/o en aerosoles tomados desde el sujeto, en el que
dicha presencia de una diferencia es indicativa de la enfermedad.

Por ejemplo, el diagndstico de la EA y trastornos relacionados comprende la determinacion de la presencia de una
diferencia, en una muestra de fluido biolégico del mamifero, de uno o mas metabolito seleccionados de entre acido
azelaico, acido dodecanodioico, acido hipurico, acido sebacico, triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico,
cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-citrulina, PFAM (20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2),
fenilacetilglutamina, C7HgN+O- (teofilina y/o paraxantina), acido valérico, acido aminoisobutirico, aspartato, Asp-
Phe, acido glicocdlico, guanosina, inosina, acido L-trednico, acido undecanodioico, 1-monopalmitina, acido 9,12-
dioxo-dodecanoico, acido nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-fosfato, Ser-Phe o alcohol sulfobencilico.

En la presente memoria, se describe también un procedimiento in vitro para diagnosticar la EA o trastornos
relacionados, en el que el procedimiento comprende determinar la presencia de una diferencia de al menos un
10
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biomarcador, seleccionado de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido hipurico, acido sebacico,
triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-citrulina, PFAM
(20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2), fenilacetilglutamina, C7HgN4O- (teofilina y/o paraxantina), acido valérico, acido
aminoisobutirico, aspartato, Asp-Phe, acido glicocolico, guanosina, inosina, acido L-trednico, acido
undecanodioico, 1-monopalmitina, acido 9,12-dioxo-dodecanoico, acido nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-
fosfato, Ser-Phe o alcohol sulfobencilico, en una muestra de fluido biolégico tomada del sujeto, en el que dicha
presencia de una diferencia es indicativa de la presencia, del riesgo, de la progresiéon o de la gravedad de dicha
enfermedad.

Por ejemplo, se describe el diagnodstico de la EA o trastornos relacionados que comprende la medicion, en una
muestra de fluido biolégico del mamifero, de un aumento de al menos un biomarcador seleccionado de entre
aspartato, Asp-Phe, acido azelaico, acido dodecanodioico, fenilacetilglutamina, acido sebacico, acido
undecanodioico, 1-monopalmitina, acido 9,12-dioxododecanoico, acido caproico, acido iso-valérico, acido
nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-fosfato o alcohol sulfobencilico, y/o una disminucién de al menos un
biomarcador seleccionado de entre cafeina, acido glicocdlico, guanosina, acido hipurico, inosina, L-citrulina, acido
L-trednico, PFAM (22:1), triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, PFAM (20:1), PFAM (22:2), Ser-Phe,
C7HgN4O- (teofilina y/o paraxantina) o acido valérico.

En la presente memoria, se describe también el diagndstico de la EA o trastornos relacionados que comprende la
mediciéon, en una muestra de fluido biolégico del mamifero, de un aumento de al menos un biomarcador
seleccionado de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, fenilacetilglutamina, acido sebacico, acido caproico,
iso-valérico y/o una disminucion de al menos un biomarcador seleccionado de entre cafeina, acido hipurico, L-
citrulina, PFAM (22:1), triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, PFAM (20:1), PFAM (22:2), C7HsN4O;
(teofilina y/o paraxantina) o acido valérico.

En una realizacién particular, la invencion se refiere a un procedimiento in vitro para diagnosticar una enfermedad
neurolégica seleccionada de entre enfermedad de Alzheimer (EA), demencia senil de tipo EA, EA en fase
prodrémica, deterioro cognitivo leve, pérdida de memoria asociada con la edad, demencia vascular o demencia
frontotemporal, en el que el procedimiento comprende las etapas siguientes:

—  recoger sangre, suero o muestra de plasma desde un sujeto que padece, 0 que se sospecha que padece o
que tiene riesgo de padecer dicha enfermedad,

— tratar las muestras para su analisis posterior mediante LC/MS y/o GC/MS,

— medir mediante LC/MS y/o GC/MS un aumento, en comparacion con un valor de control, de acido
sebacico y/o una disminucién, en comparacion con un valor de control, de al menos un biomarcador
seleccionado de entre cafeina, acido glicocdlico, guanosina, acido hipurico, inosina, L-citrulina, acido L-
trednico, PFAM (22:1), triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, PFAM (20:1), PFAM (22:2), Ser-
Phe, C7HgN4O- (teofilina y/o paraxantina) o acido valérico.

— a partir de la etapa anterior, deducir la presencia, el riesgo, el subtipo, la progresiéon o la gravedad de
dicha enfermedad.

En una realizacion todavia mas preferida, los procedimientos para el diagnostico de la EA o trastornos
relacionados de la presente invencion comprenden determinar la presencia de una diferencia de una combinacién
de varios biomarcadores de la presente invencion, denominada conjunto de biomarcadores. Un conjunto contiene
preferiblemente 2, 3, 4 o 5 (o incluso mas) biomarcadores de entre los biomarcadores enumerados anteriormente,
que pueden ser determinados de manera simultanea o secuencial en la muestra.

En la presente memoria, se describe un conjunto de biomarcadores constituido por al menos dos metabolitos
seleccionados de entre el grupo que comprende acido azelaico, acido dodecanodioico, acido hipurico, acido
sebacico, triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-citrulina,
PFAM (20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2), fenilacetilglutamina, C7HsN4O; (teofilina y/o paraxantina), acido valérico,
acido aminoisobutirico, aspartato, Asp-Phe, acido glicocdlico, guanosina, inosina, acido L-trednico, acido
undecanodioico, 1-monopalmitina, acido 9,12-dioxo-dodecanoico, acido nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-
fosfato, Ser-Phe o alcohol sulfobencilico.

En la presente memoria, se describe también un conjunto de biomarcadores constituido por al menos dos
metabolitos seleccionados de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido hipurico, acido sebacico,
triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-citrulina, PFAM
(20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2), fenilacetilglutamina, C7HsN4O; (teofilina y/o paraxantina) o acido valérico.
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En la presente memoria, se describe también el conjunto de biomarcadores constituido por al menos tres
metabolitos seleccionados de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido hipurico, acido sebacico,
triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-citrulina, PFAM
(20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2), fenilacetilglutamina, C7HsN4O; (teofilina y/o paraxantina) o acido valérico.

En la presente memoria, se describe también un conjunto de biomarcadores que contienen al menos un dipéptido
seleccionado de entre Ser-Phe y Asp-Phe.

En la presente memoria, se describe también un conjunto de biomarcadores que contienen al menos un acido
carboxilico seleccionado de entre acido azelaico, acido sebacico, acido dodecanodioico, acido hipurico, acido
valérico, acido iso-valérico, acido 4-metil-2-oxovalérico, acido caproico, L-citrulina, fenilacetilglutamina, acido
aminoisobutirico, aspartato, acido L-trednico, acido undecanodioico, acido 9,12-dioxo-dodecanoico, acido
nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-fosfato o alcohol sulfobencilico, mas preferiblemente el acido carboxilico
es una acido dicarboxilico seleccionado de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido sebacico, acido
undecanodioico, acido nonenedioico.

En la presente memoria, se describe también un conjunto de biomarcadores que comprenden al menos un acido
dicarboxilico seleccionado de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido sebacico, acido undecanodioico,
acido nonenedioico, incluso mas preferiblemente, dicho al menos un acido dicarboxilico se selecciona de entre
acido sebacico o acido azelaico.

En la presente memoria, se describe también un conjunto de biomarcadores que contienen al menos una PFAM
seleccionada de entre PFAM (20:1), PFAM (22:1) y PFAM (22:2).

En la presente memoria, se describe también el conjunto de biomarcadores constituido por al menos una PFAM
seleccionada de entre PFAM (20:1), PFAM (22:1) o PFAM (22:2), usada en combinacion con al menos un
metabolito seleccionado de entre acido azelaico, acido dodecanodioico, acido hipurico, acido sebacico, triptéfano,
tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-citrulina, fenilacetilglutamina,
C7HgN4O- (tecfilina y/o paraxantina), acido valérico, acido aminoisobutirico, aspartato, Asp-Phe, acido glicocdlico,
guanosina, inosina, acido L-trednico, acido undecanodioico, 1-monopalmitina, acido 9,12-dioxo-dodecanoico, acido
nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-fosfato, Ser-Phe y alcohol sulfobencilico.

En la presente memoria, se describe también el conjunto de biomarcadores que comprenden al menos dos
biomarcadores seleccionados de entre acido sebacico, acido dodecanodioico vy triptéfano.

En una realizacion, el conjunto de biomarcadores comprende acido sebacico, acido dodecanodioico y triptéfano.

En una realizacién particular, la concentracién de acido sebacico aumenta del 10 al 90%, preferiblemente del 30%
al 70%, y mas preferiblemente un 50%, en sujetos enfermos en comparacion con un nivel de concentraciéon en una
muestra de control o en una situaciéon de referencia.

En una realizacién particular, la concentraciéon de acido dodecanodioico aumenta del 10 al 90%, preferiblemente
del 40% al 80%, y mas preferiblemente un 60%, en sujetos enfermos en comparacién con un nivel de
concentracion en una muestra de control o en una situacién de referencia.

En una realizacion particular, la concentracion de triptofano disminuye del 10 al 90%, preferiblemente del 10% al
50%, y mas preferiblemente un 20%, en sujetos enfermos en comparaciéon con un nivel de concentraciéon en una
muestra de control o en una situacion de referencia.

En otra realizacion, el conjunto de biomarcadores comprende acido sebacico, acido dodecanodioico y triptéfano,
en combinacion con al menos un metabolito seleccionado de entre PFAM (20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2), acido
azelaico, acido hipurico, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido iso-valérico, L-
citrulina, fenilacetilglutamina, CsHgN4O. (teofilina y/o paraxantina), acido valérico, acido aminoisobutirico,
aspartato, Asp-Phe, acido glicocdlico, guanosina, inosina, acido L-trednico, acido undecanodioico, 1-
monopalmitina, acido 9,12-dioxo-dodecanoico, acido nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-fosfato, Ser-Phe y
alcohol sulfobencilico.

En la presente memoria, se describe también el conjunto de biomarcadores constituido por al menos dos
compuestos seleccionados de entre 1-monopalmitina, acido dodecanodioico, acido hipurico, acido iso-valérico,
acido sebacico, triptéfano, tirosina y acido undecanodioico.

En la presente memoria se describen también conjuntos de biomarcadores seleccionados a partir de conjuntos que
comprenden:
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PFAM (20:1) y PFAM (22:1),

PFAM (20:1) y PFAM (22:2),

PFAM (22:1) y PFAM (22:2),

PFAM (20:1) y PFAM (22:1) y PFAM (22:2),
Asp-Phe y Ser-Phe,

Asp-Phe vy triptéfano y acido caproico,
Asp-Phe y acido azelaico y acido L-trednico,

Asp-Phe y acido nonenedioico y triptéfano y acido L-trednico,

Asp-Phe y C7HgN4O- (teofilina y/o paraxantina) y acido L-trednico y acido sebacico,

Asp-Phe y Ser-Phe y cafeina,

Asp-Phe y acido dodecanodioico y Ser-Phe,

Asp-Phe y guanosina y Ser-Phe,

Asp-Phe y acido hipurico y Ser-Phe,

Asp-Phe y acido 4-metil-2-oxovalérico y Ser-Phe,

Asp-Phe y Ser-Phe y octadecadienoil-glicero-3-fosfato,

Asp-Phe y Ser-Phe y acido 9,12-dioxo-dodecanoico,

Asp-Phe y Ser-Phe y fenilacetilglutamina,

Asp-Phe y acido valérico y Ser-Phe,

Ser-Phe y acido caproico y acido undecanodioico,

Ser-Phe y L-citrulina e inosina y aspartato,

Ser-Phe y tirosina y 1-monopalmitina y aspartato,

Ser-Phe y acido nonenedioico y acido undecanodioico y alcohol sulfobencilico,
L-citrulina y acido iso-valérico y aspartato,

L-citrulina y triptéfano y aspartato y acido L-trednico,

L-citrulina y acido undecanodioico y aspartato y alcohol sulfobencilico,
L-citrulina y acido azelaico y aspartato y acido glicocdlico,

L-citrulina y C7HgN4O; (teofilina y/o paraxantina) y acido azelaico,

L-citrulina y acido azelaico y acido valérico y fenilacetilglutamina,

L-citrulina y acido hipurico y acido sebacico y acido dodecanodioico y triptéfano,
L-citrulina y acido azelaico y triptéfano y acido 4-metil-2-oxovalérico,
L-citrulina y acido azelaico y triptéfano y acido iso-valérico y fenilacetilglutamina,
L-citrulina y tirosina y acido azelaico y triptéfano y acido iso-valérico,

Acido azelaico y acido dodecanodioico,

Acido azelaico y acido sebacico,
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Acido azelaico y acido sebacico y acido dodecanodioico,

Acido azelaico y acido undecanodioico,

Acido azelaico y acido undecanodioico y acido dodecanodioico,

Acido azelaico y acido undecanodioico y acido sebacico,

Acido azelaico y acido undecanodioico y acido sebécico y acido dodecanodioico,
Acido nonenedioico y acido azelaico,

Acido nonenedioico y acido azelaico y acido dodecanodioico,

Acido nonenedioico y 4cido azelaico y 4cido sebécico,

Acido nonenedioico y acido azelaico y acido sebécico y 4cido dodecanodioico,
Acido nonenedioico y acido azelaico y acido undecanodioico,

Acido nonenedioico y 4cido azelaico y 4cido undecanodioico y acido dodecanodioico,
Acido nonenedioico y 4cido azelaico y acido undecanodioico y 4cido sebécico,
Acido nonenedioico y acido azelaico y acido undecanodioico y acido sebacico y acido dodecanodioico,
Acido nonenedioico y acido dodecanodioico,

Acido nonenedioico y acido sebacico,

Acido nonenedioico y 4cido sebacico y acido dodecanodioico,

Acido nonenedioico y acido undecanodioico,

Acido nonenedioico y 4cido undecanodioico y acido dodecanodioico,

Acido nonenedioico y acido undecanodioico y 4cido sebécico,

Acido nonenedioico y 4cido undecanodioico y acido sebacico y acido dodecanodioico,
Acido sebacico y acido dodecanodioico,

Acido undecanodioico y acido dodecanodioico,

Acido undecanodioico y acido sebacico,

Acido undecanodioico y 4cido sebacico y acido dodecanodioico

Acido sebacico y tirosina,

Acido hipurico y 4cido sebécico y tirosina,

Acido sebacico y tirosina y 4cido undecanodioico,

Acido sebacico y triptéfano y tirosina,

Acido sebacico y triptéfano,

Acido hipurico y acido sebécico y tirosina y acido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y 4cido sebdacico y tirosina y acido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y 4cido sebacico y tirosina,

Acido sebacico y triptéfano y acido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y acido sebécico y triptéfano y tirosina,
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Acido hipurico y acido sebécico y triptéfano vy tirosina,

Acido dodecanodioico y 4cido sebacico y triptéfano,

Acido dodecanodioico y &cido hipurico y acido sebacico y tirosina y acido undecanodioico,

Acido hipurico y acido sebacico,

Acido dodecanodioico y &cido hipurico y acido sebacico y tirosina,

Acido sebacico v triptéfano y tirosina y acido undecanodioico,

Acido hipurico y 4cido sebécico y triptéfano y acido undecanodioico,

Acido hipurico y 4cido sebécico y triptéfano,

Acido dodecanodioico y acido sebacico y triptéfano y acido undecanodioico,
Acido hipurico y acido sebécico y triptéfano y tirosina y acido undecanodioico,
Acido dodecanodioico y 4cido sebacico y triptéfano y tirosina y 4cido undecanodioico,
Acido dodecanodioico y &cido hipurico y acido sebécico y triptéfano y tirosina,
Acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebacico,

Acido hipurico y acido sebécico y 4cido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebécico y triptéfano,

Acido dodecanodioico y 4cido hipurico y acido sebacico y cido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y 4cido hipurico y acido sebécico y triptéfano y tirosina y acido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y acido sebacico,
Acido dodecanodioico y acido hipurico y triptéfano,

Acido dodecanodioico y acido hipurico,

Acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebécico y triptéfano y acido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y tirosina,

Acido dodecanodioico y triptofano,

Acido dodecanodioico y &cido hipurico y tirosina,

Acido dodecanodioico y acido hipurico y triptéfano y acido undecanodioico,
Acido hipurico y triptéfano,

Acido dodecanodioico y acido hipurico y acido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y acido hipurico y triptéfano y tirosina,

Acido dodecanodioico y acido hipurico y tirosina y 4cido undecanodioico,
Acido dodecanodioico y triptéfano y tirosina,

Acido dodecanodioico vy triptéfano y 4cido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y tirosina y acido undecanodioico,

Acido hipurico y tirosina y 4cido undecanodioico,

Acido hipurico y triptéfano y tirosina,
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Acido hipurico y triptéfano y acido undecanodioico,

Acido hipurico y acido undecanodioico,

Acido hipurico y triptéfano y tirosina y acido undecanodioico,

Acido hipurico y tirosina,

Acido dodecanodioico y triptéfano y tirosina y 4cido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y acido hipurico y triptéfano y tirosina y acido undecanodioico,
Tirosina y acido undecanodioico,

Triptéfano y acido undecanodioico,

Triptéfano y tirosina y acido undecanodioico, o

Triptéfano y tirosina.

Asp-Phe y C7HgN4O- (teofilina y/o paraxantina) y acido L-trednico y acido sebacico,
L-citrulina y acido hipurico y acido sebacico y acido dodecanodioico y triptéfano,
Acido sebacico y triptéfano y tirosina,

Acido sebacico y triptéfano,

Acido sebacico y triptéfano y acido undecanodioico,

Acido hipurico y 4cido sebécico y triptéfano y tirosina,

Acido dodecanodioico y acido sebacico y triptéfano,

Acido hipurico y acido sebacico,

Acido sebdcico v triptéfano y tirosina y acido undecanodioico,

Acido hipurico y acido sebécico y triptéfano y acido undecanodioico,

Acido hipurico y 4cido sebécico y triptéfano,

Acido dodecanodioico y 4cido sebacico y triptéfano y acido undecanodioico,

Acido hipurico y acido sebécico y triptéfano y tirosina y acido undecanodioico,
Acido dodecanodioico y 4cido sebacico y triptéfano y tirosina y 4cido undecanodioico,
Acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebécico y triptéfano y tirosina,
Acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebécico,

Acido hipurico y 4cido sebécico y 4cido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y 4cido hipurico y acido sebacico y triptéfano,

Acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebacico y acido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y 4cido hipurico y acido sebécico y triptéfano y tirosina y acido undecanodioico,

Acido dodecanodioico y acido sebacico, o

Acido dodecanodioico y &cido hipurico y 4cido sebacico y triptéfano y acido undecanodioico;

En una realizacion particular de la invencion, un conjunto de biomarcadores es:
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— C7H8N402 (teofilina y/o paraxantina) y Asp-Phe y acido L-trednico y acido sebacico,

En la presente memoria, se describe también el diagnéstico de la EA vy trastornos relacionados, que comprende la
identificacion, dentro de LC/MS o el perfil de masas GC/MS a partir de la muestra del mamifero, de un perfil de
masas de metabolito determinado como especifico para la EA o un trastorno relacionado, en el que dicho perfil
esta constituido por 2, 3, 4 o 5 picos de masas correspondientes a los iones dominantes de los metabolitos
identificados en las Tablas 1y 2.

En una realizaciéon particular, cualquiera de los biomarcadores anteriores o sus combinaciones se usa en un
procedimiento de diagndstico de la EA o trastornos relacionados, junto con al menos un ensayo de diagndstico o
un biomarcador adicional para la EA o trastornos relacionados, seleccionados preferiblemente de entre un ensayo
o biomarcador de entre acidos nucleicos, proteinas, metabolitos, obtencion de imagenes neurofisiolégicas (por
ejemplo, electroencefalografia), genéticas, cerebrales, clinico y cognitivo. Dicho ensayo de diagnéstico o
biomarcador puede realizarse o medirse de manera simultanea, antes o después de la medicion de los
biomarcadores de la invencién. Dichos biomarcadores de diagnoéstico adicionales pueden ser detectados en
cualquier muestra conveniente para el ensayo.

Dicho biomarcador de proteina adicional, que puede ser usado para el diagnostico de la EA o trastornos
relacionados, puede ser seleccionado de entre las proteinas enumeradas en el documento WO2011/012672. Otros
candidatos a biomarcadores proteicos que se conocen en la técnica como una ayuda en el diagnostico de la EA
son ARs2, Tau o P-Tauss1, que pueden ser dosificados desde el LCR. Se detecta una disminucion en la AR42, y un
aumento de Tau y P-Tausgs en el LCR de pacientes con EA. Cuando se habla de biomarcadores plasmaticos, la
utilidad de los péptidos AR es al menos controvertida [17], pero la relacion AR42/AR4 parece tener cierto uso, ya
que se una relacion AR42/AR4o plasmatica baja se ha asociado con el riesgo de un deterioro cognitivo mas rapido
[17].

Por consiguiente, en una realizacion, cualquiera de los biomarcadores de la invencién o sus combinaciones se
usan en un procedimiento de diagndstico de la EA o trastornos relacionados, junto con la medicion de la
determinacion de AR42, Tau y/o P-Tausss en el LCR.

En otra realizacién, cualquiera de los biomarcadores de la invencion o sus combinaciones se usa en un
procedimiento de diagndstico de la EA o trastornos relacionados o del riesgo de un deterioro cognitivo rapido, junto
con la medicién de la relacion AR42/AR4o plasmatica.

Los ensayos de obtencion de imagenes cerebrales que pueden ser implementados junto con cualquiera de los
biomarcadores de la invencién pueden ser, por ejemplo:

— ensayos de deteccion y de cuantificacion de la deposicion de AR y/o la carga de AR fibrilar en el cerebro, o
del patrén de deposicion de los mismos, mediante procedimientos de obtencién de imagenes, tales como
tomografia por emision de positrones, que pueden ser indicativas de la EA o de la evolucion la EA,

— obtencidén de imagenes del cerebro morfolégico, por ejemplo, medida del volumen del hipocampo, que
puede ser indicativo de la EA o de la evolucion de la EA.

En una realizacién mas particular, los biomarcadores de la invencién se usan para diagnosticar la EA o un
trastorno relacionado en pacientes identificados como en riesgo de desarrollar la EA o de los que se sospecha que
padecen la EA en fase prodromica. Por ejemplo, dichos pacientes pueden haber sido diagnosticados como
portadores del alelo ApoE €4 de ApoE.

Los biomarcadores de la invencidon pueden usarse también ademas de cualquier ensayo cognitivo usado para
evaluar el estado cognitivo de un paciente. Dichos ensayos son, por ejemplo, Mini Examen del Estado Mental
(MMSE, Mini-Mental State Examination), Mini-Examen del Estado Mental Modificado (3MS, Modified Mini-Mental
State Examination), Test Mental Abreviado (AMTS, Abbreviated Mental Test Score), Cuestionario de Demencia
para Personas con Discapacidad (DMR, Dementia questionnaire for persons with Mental Retardation), Instrumento
de Cribado de Capacidades Cognitivas (CASI, Cognitive Abilities Screening Instrument), Test del Trazo (Trail-
making test), Test de dibujo de Reloj (Clock drawing test), Escala de Evaluacion de la Enfermedad de Alzheimer -
Cognicion (ADAS-Cog, Alzheimer's disease assessment scale - Cognition), Evaluacion de la Cognicion por el
Médico de Cabecera (GPCOG, General Practitioner Assessment of Cognition), Evaluacion Cognitiva Montreal
(MOCA, Montreal Cognitive Assessment), o Escala Rowland de Evaluacion de Demencia Universal (RUDAS,
Rowland Universal Dementia Assessment Scale).

En una realizacion preferida, cualquiera de los biomarcadores de la invencion se usa junto con MMSE.
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En otra realizacion preferida, los biomarcadores de la invencion se usan para diagnosticar la EA o un trastorno
relacionado en pacientes identificados como en riesgo de desarrollar EA o de los que se sospecha que padecen EA
en fase prodrémica por el resultado que obtuvieron en el MMSE. Tal como se ha indicado anteriormente, las
puntuaciones de MMSE se ven afectadas por la edad y por el nivel cultural del sujeto. De esta manera, estas
puntuaciones deben ser corregidas en funcion de estos criterios antes de su interpretacion. Como regla general,
segun el Consorcio para el establecimiento de un registro para la enfermedad de Alzheimer (CERAD, Consortium
to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease), una puntuacion comprendida entre 19 y 24 esta asociada con una
demencia débil, entre 10 y 18 con una demencia moderada y, finalmente, una puntuacion menor de 10
corresponde a una demencia severa.

Otro aspecto de la descripcidon se refiere al uso de uno o mas biomarcadores seleccionados de entre los
biomarcadores descritos en la presente memoria en un procedimiento de diagnéstico de la EA en un sujeto
mamifero.

El procedimiento de la invencion puede aplicarse a cualquier muestra biolégica del mamifero a ser sometido a una
prueba. Los ejemplos de dichas muestras incluyen sangre, plasma, suero, saliva, orina, ascitis, esputo, aerosoles,
sudor, etc. El nivel de metabolitos derivado de los mismos puede ser medido también a partir de biopsias de tejido
o heces. La muestra puede ser obtenida mediante cualquier técnica conocida de por si en la técnica, por ejemplo,
mediante recogida usando, por ejemplo, técnicas no invasivas, o a partir de colecciones o bancos de muestras,
etc. Ademas, la muestra puede ser tratada previamente para facilitar la accesibilidad del biomarcador diana, para
permitir la dosificacion de dicho biomarcador mediante un procedimiento dedicado (por ejemplo, la derivatizacion
de aminoacidos para permitir su dosificacion posterior mediante espectrofotometria), o para enriquecer para el
biomarcador diana, por ejemplo, mediante lisis (mecanica, quimica, enzimatica, etc.), purificaciéon, extraccion,
centrifugacion, separacion, precipitacion, etc. La preparacion de suero a partir de la sangre puede ser realizada tal
como se ejemplifica en la seccion experimental. Pueden usarse diversas otras preparaciones de muestra, tales
como extraccion liquido-liquido, precipitacion de proteinas y extraccion en fase solida [18].

En una realizacion preferida, los niveles de los biomarcadores de la invencién se determinan a partir de muestras
de sangre, plasma, suero, saliva u orina.

En otra realizacion, el biomarcador o los biomarcadores pueden cuantificarse a partir de diferentes muestras del
mismo mamifero.

La invencién puede aplicarse a cualquier mamifero, preferiblemente a un ser humano.

En una realizacion, dicho ser humano todavia no sufre un deterioro cognitivo significativo en comparacién con las
personas de la misma edad y nivel cultural.

En otra realizacién, dicho ser humano presenta deposicion de agregados de AR o una carga de AR fibrilar en el
cerebro, asociada o no con un deterioro cognitivo.

Se conoce que los pacientes con sindrome de Down presentan una incidencia extremadamente alta a una
aparicion precoz de la EA [19]. Por consiguiente, en otra realizacion, dicho humano padece sindrome de Down.

Los niveles de dicho biomarcador o dichos biomarcadores pueden determinarse mediante cualquier procedimiento
conocido de por si en la técnica, tales como, sin limitacion, procedimientos inmunolégicos, procedimientos
bioquimicos, procedimientos cromatograficos, procedimientos enzimaticos, ensayos basados en células, ensayos
in vitro, LC/MS, GC/MS, etc. Dichos ensayos son rutinarios y son bien conocidos en la técnica. Los niveles
determinados del biomarcador o de los biomarcadores pueden compararse con un valor de referencia, un control o
un valor medio, en el que una desviacion con relacion a dicho valor es indicativa de la presencia, del riesgo, de la
progresion y/o de la gravedad de la EA o trastornos relacionados. Tipicamente, la desviacion debe ser superior al
1%, preferiblemente superior al 3%, mas preferiblemente superior al 9%, incluso mas preferiblemente superior al
15%. En otras realizaciones, la desviacion puede ser del 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o
100%.

En otra realizacion, se cuantifica la presencia de una diferencia en otros metabolitos relacionados con las mismas
rutas metabdlicas que los biomarcadores de la invencion.

En la presente memoria, se describe también un kit que comprende un soporte sélido que comprende al menos un
agente de captura unido al mismo, en el que dicho al menos un agente de captura se une o reacciona con un
biomarcador de la presente invencion. Tipicamente, el kit puede comprender varios agentes de captura distintos
que se unen a un biomarcador distinto. El al menos un agente de unién es preferiblemente selectivo para un
biomarcador, tal como un anticuerpo o un derivado del mismo, un aptamero, etc.
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Por ejemplo, el kit comprende un soporte solido que comprende al menos un agente de captura unido al mismo
(por ejemplo, un anticuerpo o un aptamero), en el que el agente de captura se une o reacciona con un biomarcador
de entre los biomarcadores descritos en la presente memoria. En este sentido, el kit comprende al menos un
compuesto que se une a, 0 que reacciona con al menos un biomarcador seleccionado de entre los biomarcadores
descritos en la presente memoria para el diagnostico, el prondstico y/o la evaluacion de la eficacia de un
tratamiento o el seguimiento de la evolucion de la EA o trastornos relacionados.

Ademas del procedimiento de LC/MS para el ensayo de los biomarcadores de la invencion, existen otros ensayos,
tal como se describe de manera ilustrativa a continuacion.

Cuantificacion de aminoacidos (o derivados de los mismos)
Perfil HPLC-espectrofotometria de aminoacidos enteros.

Los analisis de sangre aminoacidos son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se usan comunmente para
determinar aminograma de los nifios pequefios con el fin de diagnosticar aminoacidopatias.

Los procedimientos de HPLC/espectrofotometria son los procedimientos usados mas comunmente para ensayar
aminoacidos enteros (o sus derivados) a la vez a partir de fluidos biolégicos. Mas frecuentemente, estan
automatizados. Los aminoacidos deben ser derivatizados para ser detectables mediante espectrofotometria de
absorbancia. La derivatizacion puede ser realizada antes o después de la separacién de aminoacidos mediante
HPLC.

La derivatizacion consiste en la unién covalente de los aminoacidos a un resto croméforo, convirtiendo de esta
manera los aminoacidos modificados en facilmente detectables mediante espectrofotometria UV, visible o
fluorométrica. La derivatizacion puede ser realizada, por ejemplo, con fenil-tio-cianato (PTC, espectrofotometria
UV), Orto-Pht Aldehido (OPA; espectrofotometria UV o fluorométrica), dimetilamino-1-NaftalenSulfonilo (DANSYL;
espectrofotometria visible), o 9-FluorenilMetoxiCarbonilo (FMOC; espectrofotometria fluorométrica).

El protocolo para la cuantificacidon de aminoacidos usando derivatizacion OPA se describe ampliamente en Babu et
al. [20].

Se comercializan también kits comerciales para la realizaciéon de ensayos HPLC para medir la cantidad de acidos
amino en fluidos humanos, tales como, por ejemplo, " Ensayo de HPLC para fenilalanina, tirosina y triptéfano" de
Eagle biosciences (Numero de catalogo: PNL31-H100).

Kits dedicados a la cuantificacion de aminoacidos especificos

Los biomarcadores aminoacidos pueden ser cuantificados también especificamente a partir de muestras biologicas
usando kits de deteccién y de cuantificacion dedicados listos para usar.

El acido aspartico puede ensayarse usando, por ejemplo, el "kit de ensayo de aspartato” (Biovision, ref K552-100):
un ensayo colorimétrico enzimatico basado en la conversion enzimatica de aspartato en piruvato. El L-triptéfano
puede medirse usando " Ensayo de fluorescencia de L-triptéfano Bridge-It™ (Mediomics) que se basa en la
actividad de la proteina represora de triptéfano y puede detectar triptéfano, por ejemplo, en la orina o el suero
humano.

Deteccion y cuantificacion de acidos grasos

Los acidos grasos usados en la invencion y los compuestos relacionados (es decir, acido dodecanodioico; acido
sebacico, acido azelaico, acido caproico, acido undecanodioico, acido 9,12-dioxo-dodecanoico, acido
nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-fosfato) pueden ser identificados también mediante HPLC (revisado por
Lima y Abdalla, 2002, y Chen y Chuang, 2002) [21, 22] o mediante procedimientos GC (véase en Bondia-Pons et
al.en 2004 [23], por ejemplo) bien conocidos por la persona con conocimientos en la técnica. Normalmente, estos
procedimientos necesitan etapas de preparacion de muestras, tales como extraccion, purificacion y derivatizacion
de lipidos; pueden ser acoplados o no a diferentes procedimientos de deteccion y de cuantificacion, dependiendo
del procedimiento de derivatizacion que se haya usado. Los compuestos de referencia pueden encontrarse
facilmente para permitir una correcta identificacion de los acidos grasos que estan siendo buscados.

Procedimientos inmunoldgicos y basados en aptameros

Los procedimientos inmunoldgicos son procedimientos que usan un anticuerpo para unirse especificamente a un
antigeno (por ejemplo, un biomarcador, fragmentos y derivados del mismo). El procedimiento inmunolégico se
usa, en particular, para aislar, dirigir y/o cuantificar el antigeno. Por ejemplo, los procedimientos inmunolégicos
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incluyen, pero no se limitan a, sistemas de ensayo competitivos y no competitivos que usan técnicas tales como
transferencias Western, radioinmunoensayos, ELISA, inmunoensayos de tipo "sandwich", ensayos de
inmunoprecipitacion, ensayos de inmunodifusion, inmunoensayos fluorescentes.

Anticuerpo se refiere a un ligando polipeptidico sustancialmente codificado por un gen de inmunoglobulina o genes
de inmunoglobulina, o fragmentos del mismo, que se une especificamente a y que reconoce un epitopo (por
ejemplo, un antigeno). El término "anticuerpo", tal como se usa en la presente memoria, incluye también los
fragmentos de anticuerpo producidos por la modificaciéon de anticuerpos completos o aquellos sintetizados de novo
usando metodologias de ADN recombinante. Incluye también anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados o anticuerpos de cadena sencilla.

Los procedimientos de deteccion para ensayar los metabolitos usados en la invencion podrian usar un aptamero
que se une especificamente a los metabolitos buscados. Los aptameros son moléculas de ADN monocatenario o
ARN sintéticas que reconocen un ligando con una alta especificidad y una alta afinidad; pueden representar una
alternativa valiosa a los anticuerpos en el caso de metabolitos sin inmunogenicidad o con una baja
inmunogenicidad. Pueden ser usados para ensayar metabolitos de cualquier tipo, y su especificidad permite la
diferenciacion de moléculas estrechamente relacionadas. Pueden ser sintetizados facilmente mediante la técnica
selex y sus variantes, que son bien conocidas en la técnica [24] o pueden ser seleccionados de una biblioteca
comercial, tal como, por ejemplo, la de Aptagen (www.aptagen.com). La deteccion o la cuantificacion se realiza
practicamente de la misma manera que para los procedimientos inmunolégicos bien conocidos o con
procedimientos dedicados [25].

Los aspectos y las ventajas adicionales de la presente invencion se revelaran en la seccion experimental siguiente,
que se considerara solo como meramente ilustrativa.

Ejemplos

A) Identificacion de biomarcadores de la EA a partir de muestras humanas
1. Preparacion de muestras

1.1. muestras de suero humano

Las muestras y los datos clinicos se manipularon segun los mas altos estandares éticos y en el mas estricto
cumplimiento de todas las reglas y regulaciones, incluyendo las recomendaciones del Comité de Asuntos Eticos,
Legales, y Sociales del Consejo de la Organizacion del Genoma Humano (HUGO, Human Genome Organization)
(HUGO-ELSI, 1998); con la Declaracién Universal sobre los Derechos Humanos y el Genoma Humano de la
Organizacién para la Educacion, la Ciencia y la Cultura de Naciones Unidas (UNESCO) (1997); y con las
recomendaciones que guian a los médicos en la investigacion biomédica en seres humanos aprobadas por la 182
Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, 1964 y revisiones posteriores. Todas las muestras se recogieron
bajo protocolos clinicos aprobados por U.S. IRB.

Se recogieron dos conjuntos de muestras de suero humano.

El primer conjunto se us6 para identificar biomarcadores a partir de rondas experimentales de identificacion,
validacion y caracterizacion LC/MS de picos de masa obtenidos mediante un analisis LC/MS en el marco de las
rutas identificadas como alteradas, tal como se ha explicado anteriormente. El segundo, a pesar de ciertas
diferencias en los criterios de seleccion de muestras, confirmé la utilidad de los biomarcadores de la invencion a la
hora de discriminar los pacientes con EA de los controles

1.1.1. Primer conjunto de muestras

Las muestras de suero de 50 sujetos con EA, 3 sujetos con deterioro cognitivo leve (DCL) y 48 controles ancianos
sin demencia (CTRL) se obtuvieron de PrecisionMed (San Diego, CA, EE.UU.). El diagnodstico de la EA se basé en
una evaluacién médica y pruebas neuropsiquiatricas.

Los criterios de seleccion del primer conjunto de muestras fueron los siguientes:
— grupos de edades homogéneas (> 65 afios),
— donantes en ayuno (muestras recogidas por la mafiana),

— fecha de muestreo, centro de recogida de muestras, protocolo de muestreo entre pacientes EA, DCL y
controles, homogéneos,
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— proporciéon de hombres y mujeres ajustada.

Los datos relativos a esta recogida de muestras se resumen en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3
Datos EA (n = 50) DCL (n=3) CTRL (n = 48) Valor P
Sexo (H/V) 25/25 1/2 24/24 0,851
IMC (kg/m?) 27,516,1 24,9425 29,7+5,9 0,124
MMSE 17,747 21,3+3,1 29,3+1,4 8,41 E-28

IMC: indice de Masa Corporal

1.1.2. Segundo conjunto de muestras

Las muestras de suero de 42 sujetos con EA y 33 controles ancianos sin demencia (CTRL) se obtuvieron de ABS
Inc. (Wilmington, DE, EE.UU.). El diagndstico de la EA se basd en una evaluacion médica y pruebas
neuropsiquiatricas.

Los criterios de seleccion del segundo conjunto de muestras fueron los siguientes:
— grupos de edad homogéneos (> 65 afos),

— fecha de muestreo, centro de recogida de muestras, protocolo de muestreo entre los pacientes con EA 'y
controles, homogéneos,

A los sujetos con EA de este segundo conjunto se les administré Cerebrosilina.

Los datos acerca de esta coleccion de muestras se resumen en la Tabla 4, a continuacion.

Tabla 4
Datos EA (n = 42) CTRL (n = 33) Valor P
Sexo (H/V) 29/13 15/18 0,0682
IMC (kg/m?) 24,4 25,9 0,026
MMSE 10,1 n/a n/a

IMC: indice de Masa Corporal

Los tubos de separacion de suero se invirtieron suavemente 5 veces para mezclar el activador de la coagulacion de
sangre; a continuacion, se permitié que la sangre se coagule durante al menos 30 minutos a temperatura ambiente
en una posicion vertical. Los tubos se centrifugaron a continuacion a 1.300-1.500 g a temperatura ambiente como
maximo 2 horas después de la recogida, durante aproximadamente 10 minutos.

A continuacion, los sueros divididos en alicuotas se congelaron inmediatamente a -80°C.
1.2. Muestras de plasma humano

Se recogieron los plasmas de 28 sujetos de control sanos y 27 pacientes con EA. Las muestras EA procedian del
Departament of Neurology, Memory Research Resources Center (Montpellier University Hospital Gui de Chauliac,
Francia) y las muestras de plasma de los controles de la misma edad fueron recogidos por el Institut de Santé
Publique d'Epidémiologie et de Développement (ISPED, University of Bordeaux, Francia).

Estos biomarcadores de plasma humano se encuentran también en el suero humano.

1.3. Muestras de ratén de Tg2576, un modelo de ratén para la EA
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Se usaron once ratones Tg(HUAPP695.K670N-M671L)2576 (APP695 humana sueca = Tg2576) hembra y doce
comparieros de camada de tipo salvaje (WT) para realizar el estudio en animales. Tal como indicé Hsiao [26], este
ratén transgénico muestra caracteristicas de comportamiento, bioquimicas y patolégicas que pueden considerarse
similares a las observadas en los seres humanos con EA.

En este modelo, la aparicién de los sintomas comienza a los 9-10 meses. A los 17 meses, después de la
dislocacion cervical, los ratones fueron sometidos a puncion cardiaca y se recogieron muestras de sangre de 1 ml
en tubos heparinizados enfriados previamente. La sangre entera se centrifugdé inmediatamente a 3.000 g durante
15 minutos a 4°C. A continuacion, el plasma se retiré cuidadosamente del sedimento después de la centrifugacion
para evitar cualquier contaminacion por las células rojas de la sangre, y se almacenaron alicuotas de
aproximadamente 100 ul en tubos de 1,5 ml de polipropileno a -80°C. A continuacion, se realizd un tratamiento de
las muestras y un analisis LC/MS, tal como se explica mas adelante en la presente memoria.

1.4. Procesamiento de muestras

Después de la descongelacion a temperatura ambiente de las muestras congeladas, se realiz6 una etapa de
precipitacion de proteina con metanol (MeOH). Cuatro volimenes de MeOH se afiadieron a 50 ul de cada suero. A
continuacion, las soluciones mezcladas se sonicaron, se agitaron con vértex y se centrifugaron (durante 20
minutos, a 8.000 g y 4°C) antes de la recuperacion del sobrenadante (volimenes disponibles de aproximadamente
350-400 pl). A continuacion, las muestras se evaporaron hasta la sequedad (usando un evaporador Turbo Vap)
para eliminar el disolvente organico. Las muestras se prepararon a continuacion dependiendo de un analisis mas
detallado, o bien cromatografia en fase liquida acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion (LC/MS) o
bien cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion (GC/MS). Las muestras se
usaron de manera aleatoria en todas las plataformas, GC y LCs.

2. Adquisicion de los perfiles metabdlicos
2.1. LC-MS/MS

Las muestras se reconstituyeron con 150 yl de agua desionizada/acetonitrilo (95/5 v/v). Los analisis se realizaron
usando un dispositivo Prominence UFLC de Shimadzu (sueros humanos y plasmas de raton) o Water Acquity
(plasmas humanos). Las muestras se separaron en una columna 150 x 2,1 mm Hypersil Gold Cg (1,9 ym) (Thermo
Fisher Scientific) y cada analisis se realizé a un caudal de 500 pl/min con las fases moviles A (agua desionizada) y
B (acetonitrilo), que contenian ambas acido férmico al 0,1%. El gradiente consistié en una etapa isocratica de 2
minutos al 95% de fase A, seguido de un gradiente lineal desde el 5 al 100% de la fase B durante los proximos 11
minutos, a continuacion, seguida por una etapa isocratica de 12,5 minutos al 100% de la fase B, antes de volver al
95% de la fase A durante 4,5 minutos. El espectrometro de masas (Exactive, Orbitrap techonology de Thermo
Fisher Scientific) se equipd con una fuente de ionizacién por electroaspersion calentada. Los experimentos ESI-MS
de obtencion de los perfiles de los metabolitos se realizaron sucesivamente en ambos modos de detecciéon de
iones positivos y negativos. Los espectros de masas se registraron usando una resoluciéon de masa de 50 000
FWHM en el analizador Exactive. Los analisis de las muestras de Control y EA se aleatorizaron totalmente durante
los experimentos LC/MS. Las inyecciones de blanco consistian en una mezcla de H20/ACN (95/5, v/v).

2.2. GC/MS.

Las muestras destinadas para el analisis GC/MS se volvieron a secar bajo desecacion en vacio durante un minimo
de 24 horas antes de ser derivatizadas bajo nitrdgeno seco usando bistrimetil-silil-triflouroacetamida (BSTFA). La
columna de GC fue del 5% de fenilo y la rampa de temperatura fue de 40° a 300°C en un periodo de 16 minutos.
Las muestras se analizaron en un espectrometro de masas Thermo-Finnigan Trace DSQ, de exploracion rapida, de
un solo cuadrupolo, usando ionizaciéon por impacto de electrones. El instrumento fue sintonizado y calibrado
diariamente para la resolucion de masas y la exactitud de la masa.

3. Tratamiento de los datos LC/MS y/o GC/MS brutos
3.1. Sueros humanos y plasmas de ratones

Los perfiles metabolomicos LC/MS se adquirieron usando el software Xcalibur versién 2.1. La canalizacién de
procesamiento de datos, incluyendo el filirado, la deteccidon de caracteristicas y la alineaciéon de los picos
cromatograficos, se consiguié usando el software XCMS (Scripps Center, La Jola, CA, EE.UU.) de acceso abierto.
Se genero una lista de picos para un procesamiento adicional mediante un analisis estadistico.

3.2. Plasmas humanos
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Los fundamentos de hardware y software para estos componentes informaticos eran la LAN troncal, y un servidor
de base de datos que ejecutaba Oracle 10.2.0.1 Enterprise Edition.

4. Identificacion de los metabolitos que discriminan entre muestras con enfermedad de Alzheimer y muestras de
control.

Con el fin de identificar los metabolitos que discriminan entre pacientes de Alzheimer y pacientes de control en el
primer conjunto de muestras de suero humano, cada una de las 3.537 variables que pasaron el tratamiento de
control de calidad se analizaron con un analisis de varianza (ANOVA) ajustado a la edad, segun el siguiente
modelo lineal:

yi ~ Estado + Edad + Género

en el que y; corresponde a cada una de las 3.537 variables. Un punto de corte de 0,005 en los valores p resultantes
(que corresponde a una tasa de falso descubrimiento local del 5% [27]) seleccion6 795 variables significativas.

Los modelos de rendimiento de clasificacion a partir de variables individuales o una combinacién de variables se
evaluaron con ABC, sensibilidad y especificidad en base a una validacion de submuestreo aleatorio repetido
mediante analisis lineal discriminante (LDA) con el fin de evitar un sobreajuste (“overfitting”) (paquete carte R [28]).

5. identificacion de biomarcadores; peticién de bases de datos de acceso libre

Las anotaciones de las variables brutas segun la masa m/z de cada sefal se realizaron mediante la peticion de
bases de datos de metabolitos de acceso libre, tales como KEGG, HMDB, Metlin o Lipid Maps. Estas anotaciones
automaticas se realizaron en cada variable considerada como asociada con un pico molecular ((M+H]" o [M-H] en
los modos positivo o negativo, respectivamente). De esta manera, se identificaron los picos moleculares, picos
secundarios o aductos asociados con el mismo metabolito mediante anotacion automatica.

Las sefales de interés, asociadas con variables discriminativas y/o anotadas, se validaron en espectros de masas
de muestras aleatorias (EA, DCL y muestras de control) usando el software Xcalibur 2.1 (Thermo Fischer
Scientific).

Los compuestos no identificados tienen el potencial de ser identificados mediante una futura adquisicion de un
patrén purificado coincidente o mediante un analisis estructural clasico.

6. Caracterizacion de los metabolitos de interés: analisis y fragmentacion de las sefiales diana.

Algunos de los metabolitos considerados como supuestos biomarcadores se analizaron de nuevo en las mismas
condiciones cromatograficas usadas para la adquisicion de los perfiles metabdlicos, excepto que el dispositivo
LC/MS-MS fue un instrumento de cromatografia UPLC Accela acoplado a un espectrometro de masas LTQ-
Orbitrap Discovery (Thermo Fisher Scientific).

Se consiguieron los espectros CID (Collision Induced Dissociation, disociacion inducida por colision) (es decir,
espectros de fragmentacion) para cada sefal diana, si estaban presentes en cantidad suficiente. La fragmentacion
se realizé en exploracion completa de las muestras biolégicas y un evento dependiente de los datos (usando una
molécula estandar) en 7 500 FWHM. Se usaron tres energias de colision a 20, 30 y 40 (unidad arbitraria). Todas
las exploraciones completas y los espectros CID se interpretaron usando el software Xcalibur 2.1 (Thermo Fischer
Scientific).

Se realiz6é una identificacion manual de los supuestos metabolitos a partir de los resultados de los productos de
fragmentacion.

Cuando habia disponible un compuesto patrén, era posible una identificacion precisa de la molécula
correspondiente a la masa y al tiempo de retencion.

7. Identificacion de los metabolitos

Se identificaron treinta y un metabolitos de suero, correspondientes a 45 aductos primarios para el modo positivo o
negativo, a partir de este analisis (Tabla 5). El valor m/z observado, el tiempo de retenciéon aproximado y la masa
monoisotépica proporcionados en las Tablas 1 y 2 permiten identificar faciimente los biomarcadores en una
muestra de un paciente. Los valores m/z observados pueden estar sometidos a variaciones de hasta 15 ppm
debido a la precisién del procedimiento usado para analizar la muestra. Los tiempos de retencién aproximados se
proporcionan para facilitar la deteccién de los metabolitos, pero pueden usarse diversos procedimientos diferentes
para la dosificacién de estos metabolitos.
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Tabla §
Metabolito Miz ((M+H) o T;Letr:np(gédne _Mc_)do de Valor P (\égr:iar‘;:;ﬁ:(jtg aE f;
() (min) lonizacion muestra de control)
Acido azelaico 189,11139 6,09598 + 4,59E-09 incremento
Acido azelaico 187,09608 6,07627 - 4 57E-07 incremento
Acido dodecanodioico 229,14336 7,76616 - 3,88E-03 incremento
Acido sebacico 203,12714 6,69376 + 1,38E-10 incremento
Acido sebacico 201,11236 6,67086 - 1,06E-07 incremento
Acido hipurico 180,06510 462134 + 3,21E-02 disminucién
Acido hipurico 178,04986 4,59374 - 1,85E-02 disminucién
Triptéfano 203,08168 3,89386 - 4,76E-04 disminucién
Triptéfano 205,09669 3,94109 + 3,80E-05 disminucion
Tirosina 182,08092 1,22084 + 6,29E-05 disminucion
Fenilacetilglutamina 265,11725 472844 + 1,35E-02 incremento
Fenilacetilglutamina 263,10342 470433 - 1,10E-02 incremento
Acido caproico 115,07516 4.,69762 - 8,57E-05 incremento
Acido Iso-valérico 101,05930 3,44798 - 8,24E-05 incremento
Cafeina 195,08706 4,49411 + 2,76E-03 disminucién
L-citrulina 176,10229 0,85602 + 3,00E-02 disminucion
PFAM (22:1) 338,34022 13,69282 + 7,90E-28 disminucién
ﬁ‘:l‘i'f;lérico ametil2- 15905427 | 441515 - 2,93E-02 disminucion
PFAM (20:1) 310,30909 13,01947 + 1,11E-35 disminucién
PFAM (22:2) 336,32463 13,17333 + 1,15E-32 disminucién
;zl?af::iannatina* ylo 181,07141 3,67416 + 8,63E-04 disminucion
Acido valérico 101,05930 4,41422 - 2,14E-02 disminucion
Acido aminoisobutirico 102,05464 0,84354 - 3,36E-03 incremento
Acido aminoisobutirico 104,07150 0,87952 + 2,74E-04 disminucién
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aspartato 132,02883 0,85020 - 5,01E-08 incremento
Asp-Phe 281,11195 4,08528 + 9,12E-13 incremento
Asp-Phe 279,09810 4,05148 - 1,09E-12 incremento
Acido undecanodioico 217,14292 7,25432 + 5,17E-09 incremento
Acido undecanodioico 215,12814 7,23320 - 1,86E-07 incremento
1-Monopalmitina 331,28362 12,13150 + 6,78E-07 incremento
ﬁg;i‘;anoico 9.12-dioxo- - 5914282 | 7,16655 * 8,63E-05 incremento
ﬁg;i‘::anoico 9.12-dioxo-| 557 12787 | 7.14630 - 2,16E-03 incremento
Acido nonenedioico 187,09584 5,19255 + 5,62E-07 incremento
Acido nonenedioico 185,08082 5,17398 - 1,10E-05 incremento
g::)as‘::tc:die“°i"9"°°’°' 43323620 | 10,69926 - 3,71E-03 incremento
Alcohol sulfobencilico 187,00591 5,31783 - 1,51E-03 incremento
Acido glicocdlico 466,31603 7,58454 + 1,29E-02 disminucion
Acido glicocdlico 464,29950 7,54681 - 5,78E-03 disminucién
Guanosina 284,09824 1,15543 + 2,00E-10 disminucién
Guanosina 282,08365 1,14429 - 1,40E-08 disminucién
Inosina 269,08695 1,23465 + 9,99E-08 disminucién
Inosina 267,07274 1,18228 - 1,10E-07 disminucion
L-treénico 135,02841 0,84726 - 6,96E-03 disminucién
Ser-Phe 253,11788 1,79742 + 1,75E-07 disminucién
Ser-Phe 251,10285 1,73240 - 6,54E-08 disminucién

* Biomarcador corresponde a teofilina o paraxantina o una mezcla de las mismas;

Un analisis LC/MS similar al aplicado al conjunto 1 de muestras de sueros humanos se realizé6 también para la
muestra sanguinea de raton Tg2576, un modelo transgénico para la EA y, tal como se ha indicado anteriormente,
para una segunda coleccidon de sueros humanos. Los resultados se replicaron en el otro conjunto de muestras de
suero humano para 17 de los metabolitos identificados en primer lugar. Curiosamente, los picos de masas
correspondientes a 7 de estos 17 metabolitos demostraron estar estadisticamente asociados al estado de la
enfermedad de los animales transgénicos y, ademas, su cantidad variaba de la misma manera que en los seres
humanos (Tabla 6). El analisis de plasma humano (LC/MS - GC/MS) confirm¢ la utilidad de los biomarcadores
identificados durante el analisis de los sueros.

Tabla 6
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Metabolitos replicados en | Variacion de nivel (EA | Variacion de nivel cuando
seres humanos frente CTRL) se replico en ratén
Acido azelaico incremento incremento
Acido 4-metil-2-oxovalérico disminucion disminucion
Acido dodecanodioico incremento incremento
Triptéfano disminucion disminucioén
PFAM (22:1) disminucion disminucion
PFAM (20:1) disminucion disminucion
PFAM (22:2) disminucion disminucion
Acido sebacico incremento n/a
Acido hipurico disminucion n/a
Tirosina disminucion n/a
Fenilacetilglutamina incremento n/a
Acido caproico incremento n/a
Acido Iso-valérico incremento n/a
Cafeina disminucion n/a
L-citrulina disminucion n/a
Teofilina y/o paraxantina* disminucion n/a
Acido valérico disminucion n/a

* Biomarcador corresponde a teofilina o paraxantina o una mezcla de las mismas; n/a:
no disponible

B) Analisis de los resultados

1. Los conjuntos de biomarcadores de la invencién permiten un diagnostico preciso y eficiente de la EA y
trastornos relacionados.

Aunque los biomarcadores de la invencion son particularmente eficientes para el diagnéstico de la EA y los
trastornos relacionados cuando se usan individualmente, el uso de conjuntos de al menos dos biomarcadores es
de interés con el fin de aumentar la sensibilidad de los ensayos de diagnéstico.

Con el fin de configurar conjuntos eficientes de biomarcadores (clasificadores) para el diagndstico de la EA y
trastornos relacionados, se realizé un analisis discriminante lineal [29].

Se calcularon el ABC, la sensibilidad y la especificidad como la media de 100 iteraciones de re-exploracion. Para
cada iteracion, 2/3 de las muestras se usaron para entrenar el clasificador, y el tercio restante se us6 para ensayar
el clasificador y para proporcionar las estimaciones de ABC, sensibilidad y especificidad.

Los presentes inventores han podido identificar varios conjuntos de biomarcadores de la invencion con sensibilidad
y especificidad satisfactorias que se enumeran en la Tabla 7. La sensibilidad es la proporciéon de sujetos

26



ES 2731678 T3

categorizados correctamente como enfermos de entre aquellos que realmente tienen la enfermedad. De manera
similar, la especificidad es la proporciéon de sujetos que categorizados correctamente como no enfermos de entre
todos los sujetos que realmente no tienen la enfermedad. Cabe sefialar que se observé una sensibilidad superior al
80% para mas del 50% de estos conjuntos.

Tabla 7

Conjunto de biomarcadores ABC | Sensibi- | Especi-
lidad | ficidad

Asp-Phe + Ser-Phe 93 88 84
Triptéfano + Asp-Phe + acido caproico 88 85 80
Acido azelaico + Asp-Phe + &cido L-treénico 87 81 80
L-citrulina + acido iso-valérico + aspartato 85 81 81
Acido caproico + Ser-Phe + acido undecanodioico 89 83 83
L-citrulina + inosina + aspartato + Ser-Phe 91 90 80
Tirosina + 1-monopalmitina + aspartato + Ser-Phe 90 88 80
Acido nonenedioico + triptéfano + Asp-Phe + acido L-treénico 88 80 81
Teofilina y/o paraxantina* + Asp-Phe + acido L-trednico + acido sebacico 87 80 81
L-citrulina + triptéfano + aspartato + acido L-trednico 86 81 82
Acido nonenedioico + acido undecanodioico + alcohol sulfobencilico + Ser-Phe 86 80 80
L-citrulina + acido undecanodioico acido + aspartato + alcohol sulfobencilico 85 81 80
L-citrulina + acido azelaico + aspartato + acido glicocdlico 84 81 80
L-citrulina + teofilina y paraxantina* + acido azelaico 83 83 75
L-citrulina + acido azelaico + acido valérico + fenilacetilglutamina 83 80 75
L-citrulina + acido hipurico + acido sebacico + acido dodecanodioico + 83 80 77
triptéfano
L-citrulina + acido azelaico + triptéfano + acido 4-metil-2-oxovalérico 83 80 75
L-citrulina + 4acido azelaico + ftriptéfano + acido iso-valérico + 83 82 75
fenilacetilglutamina
L-citrulina + tirosina + acido azelaico + triptéfano + acido iso-valérico 83 80 75
PFAM (20:1) + PFAM (22:2) 98 89 92
PFAM (20:1) + PFAM (22:1) 99 93 94
PFAM (22:2) + PFAM (22:1) 97 94 89
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PFAM (20:1) + PFAM (22:2) + PFAM (22:1) 99 94 94
Cafeina + Asp-Phe + Ser-Phe 92 88 81
Asp-Phe + acido dodecanodioico + Ser-Phe 93 89 82
Asp-Phe + guanosina + Ser-Phe 93 89 82
Asp-Phe + acido hipurico + Ser-Phe 92 86 85
Asp-Phe + acido 4-metil-2-oxovalérico + Ser-Phe 92 89 82
Asp-Phe + Ser-Phe + octadecadienoil-glicero-3-fosfato 92 88 81
Acido 9,12-dioxo-dodecanoico + Asp-Phe + Ser-Phe 92 88 82
Asp-Phe + Ser-Phe + fenilacetilglutamina 92 87 80
Acido azelaico + acido dodecanodioico 78 78 67
Acido azelaico + acido sebéacico 78 78 67
Acido azelaico + &cido sebacico + acido dodecanodioico 79 79 68
Acido azelaico + acido undecanodioico 80 78 70
Acido azelaico + &cido undecanodioico + acido dodecanodioico 78 78 67
Acido azelaico + &cido undecanodioico + acido sebéacico 80 77 72
Acido azelaico + 4&cido undecanodioico + &cido sebacico + &cido 76 78 66
dodecanodioico

Acido nonenedioico + 4cido azelaico 79 78 68
Acido nonenedioico + 4cido azelaico + 4cido dodecanodioico 79 76 69
Acido nonenedioico + acido azelaico + 4cido sebacico 79 74 69
Acido nonenedioico + 4cido azelaico + &cido sebacico acido dodecanodioico + 77 75 67
Acido nonenedioico + cido azelaico + acido undecanodioico 80 76 69
Acido nonenedioico + &cido azelaico + acido undecanodioico + &cido 79 74 68
dodecanodioico +

Acido nonenedioico + 4cido azelaico + 4cido undecanodioico + acido sebacico 78 75 68
Acido nonenedioico + acido azelaico + acido undecanodioico + &cido sebéacico 76 74 64
+ acido dodecanodioico

Acido nonenedioico + 4cido dodecanodioico 75 73 68
Acido nonenedioico + 4cido sebacico 77 72 72

28




ES 2731678 T3

Acido nonenedioico + 4cido sebacico + acido dodecanodioico 75 70 68
Acido nonenedioico + 4cido undecanodioico 79 74 68
Acido nonenedioico + 4cido undecanodioico + acido dodecanodioico 78 74 67
Acido nonenedioico + 4cido undecanodioico + acido sebacico 79 75 69
Acido nonenedioico + &cido undecanodioico + &cido sebacico + &cido 76 72 67
dodecanodioico

Acido sebacico + acido dodecanodioico 76 72 69
Acido undecanodioico + acido dodecanodioico 79 78 71
Acido undecanodioico + acido sebéacico 78 77 70
Acido undecanodioico + acido sebécico + acido dodecanodioico 77 75 68
Acido sebacico + tirosina 84 78 75
Acido hipurico + acido sebacico + tirosina 84 79 76
Acido sebacico + tirosina + 4cido undecanodioico 83 77 74
Acido sebacico + triptéfano + Tirosina 85 80 75
Sebacico acido + triptéfano 85 85 74
Acido hipurico + acido sebécico + tirosina + acido undecanodioico 83 79 75
Acido dodecanodioico + acido sebacico + tirosina + acido undecanodioico 82 75 72
Acido dodecanodioico + acido sebécico + tirosina 82 75 73
Acido sebacico + triptéfano + acido undecanodioico 84 85 73
Acido dodecanodioico + &cido sebacico + triptéfano + tirosina 83 78 74
Acido hipurico + acido sebacico + triptéfano + tirosina 85 85 77
Acido dodecanodioico + acido sebacico + triptéfano 84 85 74
Acido dodecanodioico + acido hipurico + acido sebécico + tirosina + acido 82 78 74
undecanodioico

Acido hipurico + 4cido sebacico 84 82 7
Acido dodecanodioico + acido hipurico + acido sebacico + tirosina 83 79 73
Acido sebacico + triptéfano + tirosina + acido undecanodioico 83 81 73
Acido hipurico + acido sebacico + triptéfano + acido undecanodioico 85 86 75
Acido hipurico + acido sebécico + triptéfano 85 87 76
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Acido dodecanodioico + 4cido sebécico + triptéfano + acido undecanodioico 83 84 73
Acido hipurico + acido sebacico + triptéfano + tirosina + acido undecanodioico 84 83 75
Acido dodecanodioico + &acido sebacico + triptéfano + tirosina + acido 83 80 73
undecanodioico

Acido dodecanodioico + acido hipurico + acido sebacico + triptéfano + tirosina 84 84 76
Acido dodecanodioico + acido hipurico + acido sebacico 82 81 68
Acido hipurico + 4acido sebacico + acido undecanodioico 83 82 70
Acido dodecanodioico + &cido hiptirico + acido sebacico + triptéfano 84 86 75
Acido dodecanodioico + acido hiplrico + 4acido sebacico + acido 81 81 67
undecanodioico

Acido dodecanodioico + acido hipurico + acido sebacico + triptéfano + tirosina 82 82 72
+ acido undecanodioico

Acido dodecanodioico + &cido sebacico 81 81 69
Acido dodecanodioico + acido hipurico + triptéfano 76 78 68
Acido dodecanodioico + &cido hiptrico 69 7 63
Acido dodecanodioico + acido hiptrico + acido sebécico + triptéfano + acido 83 84 74
undecanodioico

Acido dodecanodioico + tirosina 73 68 67
Acido dodecanodioico + triptéfano 74 74 61
Acido dodecanodioico + acido hipuirico + tirosina 72 70 68
Acido dodecanodioico + acido hipurico + triptéfano + acido undecanodioico 82 80 73
Acido hipurico + triptéfano 75 74 64
Acido dodecanodioico + &cido hiptirico + acido undecanodioico 80 78 68
Acido dodecanodioico + acido hipuirico + triptéfano + tirosina 76 75 7
Acido dodecanodioico + acido hipurico + tirosina + acido undecanodioico 80 76 7
Acido dodecanodioico + triptéfano + tirosina 75 73 69
Acido dodecanodioico + triptdfano + acido undecanodioico 81 83 69
Acido dodecanodioico + tirosina + acido undecanodioico 80 75 68
Acido hipurico + tirosina + acido undecanodioico 82 76 7
Acido hipurico + triptéfano + tirosina 75 68 7
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Acido hipurico + triptéfano + acido undecanodioico 84 81 73
Acido hipurico + acido undecanodioico 81 78 68
Acido hipurico + triptéfano + tirosina + acido undecanodioico 83 79 72
Acido hipurico + tirosina 72 61 69
Acido dodecanodioico + triptéfano + tirosina + acido undecanodioico 81 80 68
Acido dodecanodioico + &cido hipdrico + triptéfano + tirosina + acido 81 78 70

undecanodioico

Tirosina + acido undecanodioico 81 75 69
Triptéfano + acido undecanodioico 83 85 70
Triptéfano + tirosina + acido undecanodioico 83 80 69
Triptoéfano + tirosina 73 63 65
Asp-Phe + acido valérico + Ser-Phe 92 87 83

* Biomarcador corresponde a la teofilina o paraxantina o una mezcla de las mismas; ABC: area bajo la curva.

2. Los biomarcadores de la invencion permiten la subclasificacion de los pacientes.

La Tabla 8 proporciona, para los biomarcadores mas significativos seleccionados tal como se ha explicado
anteriormente, una desviacion estimada en pacientes que padecen DCL o EA expresada como un porcentaje del
nivel medido en el control (primer conjunto de muestras de suero humano).

Curiosamente, cuando un biomarcador seleccionado encontrado en menor cantidad en EA, se encontré también en
menor cantidad en pacientes con DCL (Tabla 8) y, al contrario, un biomarcador encontrado en mayor cantidad en
EA se encontré en mayor cantidad en pacientes de DCL.

Por lo tanto, los biomarcadores de la invencion proporcionan herramientas para el diagndstico de la EA vy
trastornos relacionados y, ademas, también para predecir el riesgo de que un paciente sufra una conversion desde
DCL a EA establecida.

Tabla 8
Variacién en EA | ABC |Sensibilidad |Sensibilidad| Y2riacion de
H 0,
Metabolito Valor P (% de control) | (EA) (EA) (EA) DCL (% de
control)

1-monopalmitin 6,78E-07 | incremento *** 76,3 68,8 65 Incremento
Acido 9,12-dioxo- 8,63E-05| incremento *** | 69,9 61,7 66,8 incremento *
dodecanoico
Acido aminoisobutirico |2,74E-04| disminucién *** 67,9 60 67,9 disminucién
Aspartato 5,01E-08| incremento *** 80 74,4 67 incremento **
Asp-Phe 9,12E-13| incremento *** 84,8 76,2 76,7 incremento *
Acido azelaico 4 59E-09| incremento *** 79,9 79,9 67,5 incremento *
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Cafeina 2,76E-03| disminucion ** 64,9 68,5 52,9 disminucién
Acido caproico 8,57E-05| incremento *** 66,8 62,5 55,2 Incremento
Acido dodecanodioico 3,88E-03| incremento ** 68,8 67,8 68,4 incremento ***
Acido glicocdlico 5,78E-03| disminucion * 65,5 59,4 66,1 * disminucion
Guanosina 2,00E-10| disminucion *** 80,3 84,8 66,4 disminucion
Acido hipurico 1,85E-02| disminucién * 63 53,8 67 disminucién
Inosina 9,99E-08 | disminuciéon *** 76,6 77,2 67,1 disminucién
Acido Iso-valérico 8,24E-05| incremento *** 68,7 61,2 61 incremento *
L-citrulina 3,00E-02| disminucion * 60,7 52,1 63,2 disminucion
Acido L-trednico 6,96E-03| disminucion * 62,6 57,1 59,9 disminucién
Acido nonenedioico 5,62E-07 | incremento *** 75,5 71,8 70,4 incremento *
g_tfzéchi:t%adienoil-glicero- 3,71E-03| incremento ** | 66,6 59,3 64,5 incremento
PFAM (20:1) 1,11E-35| disminucion *** 97,6 90,3 91,2 disminucién ***
PFAM (22:1) 7,90E-28 | disminuciéon *** 95,5 91,4 85,7 disminucién ***
PFAM (22:2) 1,15E-32| disminucion *** 96,6 90,8 89,5 disminucién ***
Acido sebacico 1,38E-10| incremento *** 82,7 80,9 71,4 incremento *
Ser-Phe 6,54E-08 | disminucion *** 77,9 78,8 63,7 disminucién *
Alcohol sulfobencilico 1,51E-03| incremento ** 65,1 53,4 70,1 Incremento
Triptéfano 3,80E-05| disminuciéon *** 72,1 65,4 58,2 disminucién
Tirosina 6,29E-05| disminucion *** 70,1 59,5 65,4 disminucién *
Acido undecanodioico 5,17E-09| incremento *** 79,8 76,8 72,1 incremento *

***: las diferencias entre los pacientes de control y pacientes EA o pacientes DCL y de control son

significativas con un valor p < 0,001;

**: valor p < 0,005;
*. valor p <0,05.

3. Los biomarcadores de la descripcién pueden variar como una funcién de la respuesta a un tratamiento.

Los farmacos que tienen como diana el sistema colinérgico (por ejemplo, los inhibidores de la acetilcolinesterasa:
donepezil, rivastigmina o galantamina) o los inhibidores de NMDA (tal como memantina) son los unicos
medicamentos aprobados en la actualidad y proporcionados a pacientes con EA para contrarrestar los sintomas
neurolégicos de la EA. La Tabla 9 a continuacién enumera los biomarcadores que se ha encontrado que varian de
manera significativa como una funcién de la presencia de dichos tratamientos. Los niveles observados para estos
biomarcadores estan en una posicion intermedia en comparacion con los sujetos enfermos y los sujetos sanos
(Fig. 1 y 2). Esto se observa también en el suero de pacientes con DCL (no se muestra). De esta manera, los
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biomarcadores usados en la invenciéon son eficaces en la monitorizacién de la respuesta de los pacientes a los
tratamientos. Curiosamente, la desviacién de algunos de estos biomarcadores es especifica ademas a un
tratamiento determinado.

Tabla 9

Asociacion con tratamiento
Metabolito

Inhibidores de AChE Memantina

Asp-Phe + +
Acido glicocélico - +
Guanosina + +
Inosina + +
Tirosina - +
PFAM (20:1) + -
PFAM (22:1) + -
PFAM (22:2) + -
+: El nivel de expresién del biomarcador se correlaciona
significativamente con el tratamiento; -: El nivel de expresion del
biomarcador no se correlaciona significativamente con el
tratamiento; n/a: datos no disponibles.

C. Cuantificacion de los biomarcadores

Se realizé un analisis cuantitativo sobre el primer conjunto de muestras de suero humano (véase A) 1. Muestras de
suero humano). Tres biomarcadores de interés, concretamente, acido sebacico, acido dodecanodioico y triptéfano,
se cuantificaron de manera significativamente diferencial en los sueros con EA en comparacion con las muestras
de control.

1. MATERIAL Y PROCEDIMIENTOS

1.1. Muestras bioldgicas

El estudio se realizé en los dos grupos del primer conjunto de muestra de suero humano.
1.2. Toma de muestras de tejido: recogida de suero

Se requirié un volumen de 8 ml de tubos separadores de suero (SST, Serum Separator Tubes) para recoger las
muestras de sangre humana. Los criterios de seleccion de las muestras eran los mismos que los descritos
anteriormente.

1.3. Patrones y reactivos

Los siguientes patrones (internos) puros marcados o no marcados de los tres metabolitos de interés se adquirieron
en a Sigma-Aldrich:

—  L-triptéfano, formula C11H12N202
—  L-triptéfano-D5 (indol-d5), férmula C11DsH7N2O-

— acido dodecanodioico, formula C12H2204
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—  acido [1,12-"*C;]dodecanodioico, formula 3C,C1oH2204,
— acido sebacico, formula C1gH1804
— acido d16 sebacico, formula C1oD16H204.

Los disolventes organicos para el grado gradiente de HPLC fueron: metanol (MeOH) [VWR Prolabo, HiPer-Solv
CHROMANORM, ref. 20864.320] y acetonitrilo (ACN) [Sigma-Aldrich, Chromasolv, ref. 34851-2.5L]. El acido
férmico (HCOOH) afiadido al disolvente fue del 99-100% de pureza (VWR Prolabo, AnalaR NORMAPUR). El agua
era agua ultra-pura propia (H20) (USF Elga, Maxima II).

1.4. Instrumentacion

Las sefales metabdlicas se adquirieron en el modo de ionizacién negativa usando un espectrémetro de masas Q-
Exactive (Orbitrap technology) equipado con una nueva fuente de iones por electrodispersion calentada HESI-II
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EE.UU.). Las separaciones de cromatografia en fase liquida se realizaron
usando un dispositivo de cromatografia en fase liquida de ultra-alto rendimiento (UHPLC) Transcend (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, CA, EE.UU.). El sistema se hizo funcionar con el software Xcalibur (version 2.2,
Thermo Fischer Scientific).

1.4.1. (Ajuste de los) Parametros de la fuente de iones

Los parametros fueron los siguientes: gas de proteccion/impulsion = 80 (AU), gas auxiliar = 20 (AU), gas de barrido
= 0 (UA), voltaje de pulverizacion = | 2,50 | kV, temperatura capilar = 380°C, radio-frecuencia lente S = 70 (UA),
temperatura del calentador = 200°C. La Tabla 10 resume las intensidades de cada compuesto para estos
parametros optimizados.

Tabla 10: Parametros de la fuente de iones

Patron

Masa tedrica de senal [MH]

La intensidad de la senal

(m/z) (promedio de 0,30 min)
Triptoéfano 203,0826009 1,32E + 08
Acido sebacico 201,1132323 2,05E + 09

1,39E09 (Nb:. Cap T°C =

Acido dodecanodioico 400°C y calentador = 360°C)

229,1445324

1.4.2. Fragmentacion parametros (HCD)

La Tabla 11 resume los parametros de disociacion inducida por colisién (HCD, Higher-energy Collisional-induced
Dissociation) de energia mas alta (es decir, los valores de energia de colision normales (NCE, Normal Collision
Energy)) obtenidos para cada patrén y la transicion usada para la cuantificacion especifica de cada compuesto.

Tabla 11: Parametros de fragmentaciéon (HCD)

Senal Senal resultante .. NCE
, Intervalo Pérdida .
Patrén precursora exploracién (m/z) parala neutra (unidad
(m/z) P cuantificacion (m/z) arbitraria)
Triptéfano 203,0826009 50-225 116,05072 C3HsNO2 33
Acido sebacico 201,1132323 50-225 183,10275 H.O 32
Acido 229,1445324 50-250 211,13425 H.0 45
dodecanodioico
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Triptéfano-d5 208,1139847 50-230 121,0821 C3HsNO; 42
Acido [d16]} 547 2136603 50-240 153,20091 CD,05 37
sebacico

Acido  [2x13C]1 554 451047 50-255 168,14766 [13]CH,03 64
dodecanodioico

1.4.3. Procedimiento de cromatografia en fase liquida (LC)

Se desarroll6 un procedimiento cromatografico especifico para este estudio. Se eligié la columna cromatografica
Kinetex C8 y se ajustd a 60°C. Para cada muestra, se inyectaron 10 pl en el instrumento y el caudal se establecio a
400 pl/min.

Las fases moviles estaban compuestas por (A) agua ultra-pura (H20) y (B) acetonitriio (ACN) de grado
cromatografia en fase liquida de alto rendimiento (HPLC), conteniendo ambas 0,1% de acido formico (HCOOH). El
gradiente usado se resume en la Tabla 12.

Tabla 12: Condiciones de gradiente cromatografico usadas para los experimentos LC-MS

Tiempo (min) Duracion(es) % A % B Tipo de gradiente
de0a2 120 95 5 Isocratico
de2a8 360 37 63 Rampa

de 8 a 8,17 10 5 95 Rampa

de 8,17 a 13,17 300 5 95 Isocratico

de 13,17 a 13,18 1 95 5 Rampa

de 13,18 a 17 229 95 5 Isocratico

1.5. Preparacioén de las piscinas de normas

Se constituyeron dos lotes diferentes antes de la preparacion de la muestra. El primer lote era una mezcla de los
patrones no marcados y se denominé lote_std. El segundo lote era una mezcla de los patrones (internos)
marcados y se denominé lote_IS. Ambos lotes se prepararon tal como se describe a continuacion.

1.5.1. Grupo de patrones (lote_std)

Los patrones (no marcados) se pesaron y se solubilizaron con un disolvente apropiado. Se mezclaron entre si a
una concentracion final de 600X y se almacenaron a -20°C.

La concentracion final en el lote 600X fue de 1.800 pg/ml para triptéfano, 6 pg/ml para acido sebacico y 2,4 ug/ml
para acido dodecanodioico.

A partir de este lote lote_std 600X, se prepararon trece soluciones hijas mediante dilucion en serie en MeOH. Estas
soluciones fueron los siguientes: 300X, 225X, 180X, 150X, 105X, 60X, 50X, 45X, 30X, 27X, 22,5X, 18Xy 15X. Las
soluciones 300X, 225X, 150X, 105X, 60X, 45X, 30X, 22,5X y 15X se usaron para la preparaciéon de conjuntos de
calibracion (véase el apartado B.1.6.2), mientras que las soluciones 180X, 50X, 27X y 18X se usaron para la
preparacion de sus muestras de control de calidad (QC, Quality Control) asociadas.

1.5.2. Grupo de patrones internos (lote_IS)

Los patrones internos (IS, Internal Standars) (marcados) se pesaron y se solubilizaron con un disolvente
apropiado. Se agruparon en una concentracion final de 30X y se almacenaron a -20°C. La concentracion final en el
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lote 30X era de 180 pg/ml para el triptéfano-d5, de 0,9 ymg/ml para acido D16 sebacico y de 1,2 ug/ml para el
acido 2x13C dodecanodioico.

Este lote se usé para enriquecer con 5 pl todas las muestras antes de la extraccion (véase el apartado B.1.6).

1.6. Planificacion y preparacion ejemplar

La preparacion de muestras se realizé durante 3 dias. La planificacion de la preparacién de la muestra se describe
en la Tabla 13.

Tabla 13: Lista de preparacion de la muestra

Dia 1 Dia 2 Dia 3
o . Preparacion de
Muestras | Preparacién del primer
S segundo lote (54
biolégicas lote (54 muestras)
muestras)
Preparacion de Preparacion de
Preparacion de conjunto de conjunto de
Curvas de |conjunto de calibracion | calibraciéon CTRL1 calibracion
calibracion | CTRL1 y muestras de y muestras de CTRL2 y
control de calidad (1) | control de calidad muestras de
(2) control de calidad

1.6.1. Muestras biolégicas

Para cada alicuota de muestra de suero, una parte alicuota de 200 ul de biofluido congelado se descongeld en el
banco a temperatura ambiente (RT°) durante 1 hora [etapa 1] y se sometié a agitacion vorticial durante 5 segundos
[etapa 2]. Para cada muestra, se retiraron 50 pl [etapa 3] y se preparé como se indica a continuacion antes de la
adquisicion LC-MS/MS:

50 pl de muestra de suero + 200 pl de MeOH (= etapa de precipitacion de proteinas) [etapa 4];
Adicion de 5 ul del lote IS 30x [etapa 5];

5 segundos de un tratamiento vorticial [etapa 6];

5 minutos de tratamiento con ultrasonidos a temperatura ambiente [etapa 7];

5 segundos de tratamiento vorticial [etapa 8];

20 minutos bajo agitacion (400 rpm) a temperatura ambiente [etapa 9];

5 segundos de un tratamiento vorticial [etapa 10];

Centrifugacion a 10.000 g a 4°C durante 10 minutos [etapa 11];

Recuperacion del sobrenadante a temperatura ambiente [etapa 12];

Evaporacion hasta la sequedad (flujo de N2) a 30°C durante 90 minutos [etapa 13];

Disolucién en 150 ul de una mezcla de H20/ACN/HCOOH (95/5/0,01, v/v/v) establecida a 4°C [etapa 14];
5 segundos de tratamiento vorticial [etapa 15];

Centrifugacién a 10.000 g a 4°C durante 5 minutos [etapa 16];

Recuperacion de 100 pl del sobrenadante a temperatura ambiente y transferencia a un vial de inyeccion
[etapa 17].
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Se prepararon cinco "blancos" de extraccion, tal como se ha descrito anteriormente, con 50 pl de agua ultra-pura
colocada en cinco tubos de tubos de recogida a -80°C el dia.

Cabe sefalar que la concentracion final de IS fue de 1X (afiadido a cada vial).
1.6.2. Curvas de calibracién

Se prepararon tres conjuntos de calibracion y su QC asociado, dos a partir de un lote de muestra de suero y uno
en agua.

Conjunto de calibracion CTRL1 y muestras de QC

El conjunto de calibracién principal (n = 4) y sus muestras de QC asociadas (n = 5) se realizaron a partir de un lote
de muestras CTRL del estudio realizado en el conjunto de sueros humanos.

Este lote se constituy6é durante el dia 1 de la preparacion de muestras bioldgicas (véase el apartado 1.6.1). Para
ello, se retiraron 70 yl de cada muestra de CTRL (n = 50) a partir de una alicuota y se agruparon en un tubo de
recogida de 5 ml.

Durante el dia 1, un volumen de 50 pl de este lote se dividid en alicuotas en veintiocho tubos de recogida para
constituir un duplicado del conjunto de calibracion y un duplicado de muestras de QC asociadas. A continuacion, el
lote se almacené a -20°C después de su uso.

Durante el dia 2, el resto del lote se descongel6 en el banco durante 1 hora. A continuacién, un volumen de 50 pl
de este lote se dividio en alicuotas en treinta y dos tubos de recogida para constituir otro duplicado del conjunto de
calibracion y un triplicado de las muestras de QC asociadas. Se prepararon tres réplicas de las muestras de QC,
en el que dos series se inyectaron con su curva de calibraciéon asociada y una serie se inyecté entre el dia 1y el
dia 2.

Se realizaron cuatro series (n = 4) de conjunto de calibracion y sus muestras de QC asociadas (cuatro niveles, n =
5).

Las sesenta alicuotas se extrajeron como las muestras bioldgicas (véase el apartado 1.6.1), excepto que 5 pl de
soluciones hija del lote_std 600X (véase el apartado 1.5.1) se enriquecieron durante la etapa 5 de la preparacion.

Tal como se ha explicado en el parrafo 1.6.1, se observé una dilucién de un factor de 30 para cada patrén
enriquecido en el vial definitivo de cada muestra.

Conjunto de calibracion CTRL2 y muestras de QC

Un segundo conjunto de calibracion (n = 1) y sus muestras de QC asociadas (n = 4) se realizaron a partir de un
lote de muestras de CTRL del conjunto de suero humano.

Este lote se constituyd durante el dia 3 de la preparacion de muestras biolégicas (es decir, el dia después de la
preparacion del segundo lote, 7 de Noviembre de 2013). Para ello, 50 pl de dieciséis muestras de CTRL del estudio
realizado sobre el conjunto de sueros humanos se retiraron de una alicuota de 200 yl y se agruparon en un
microtubo de 1,5 ml.

Las catorce alicuotas se extrajeron como las muestras biologicas (véase el apartado 1.6.1), excepto que 5 ul de las
soluciones hija pertinentes de la solucion "lote_std 600X" (véase el apartado 1.5.1) se enriquecieron durante la
etapa 5 de preparacion.

Conjunto de calibracion de H20

Se realiz6 un conjunto de calibracién (n = 1) en agua (H2O) con el fin de cuantificar los metabolitos diana en los
cinco blancos de extraccion con un conjunto de calibracion apropiado.

Para ello, 50 yl de agua (ultra pura) se colocaron en catorce tubos de recogida diferentes. Estas muestras se
extrajeron como las muestras bioldgicas (véase el apartado 1.6.1), pero 5 ul de soluciones hija del lote_std 600X
(véase el apartado 1.5.1) se enriquecieron durante la etapa 6 de la preparacion. De hecho, para preparar diez
niveles del conjunto de calibracion, las alicuotas con la indicacion: 10X, 7,5X, 5X, 3,5X, 2X, 1,5X, X, 0,75X y 0,5X
se enriquecieron, respectivamente, con las soluciones hija 300X, 225X, 150X, 105X, 60X, 45X, 30X, 22,5X y 15X.

1.7. Bio-procesamiento de datos
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Las sefiales se adquirieron con el software Xcalibur (version 2.2, Thermo Fischer Scientific, San Jose, CA,
EE.UU.). Los picos se integraron automaticamente usando una configuracion de procesamiento con el software
Xcalibur 2.2 (Thermo Fischer Scientific). Todas las sefiales fueron suavizadas mediante el algoritmo Genesis y se
detectaron por "intervalo de masa" con una tolerancia de masa de 8 ppm.

Todas las sefales de las diferentes muestras se detectaron y se integraron mediante la ejecucion de la
configuracion de procesamiento con la parte QuanBrowser del software Xcalibur 2.2.

1.8. Tratamiento de datos

Los datos bioprocesados se trataron con Excel 2010 (Microsoft Office). Las curvas de calibracion, los graficos y la
prueba t de Student (muestras de EA versus muestras de CTRL, distribuciones bilaterales y varianzas iguales) se
realizaron también con Excel 2010.

Las muestras de QC y las muestras de patrones (es decir muestras usadas para los conjuntos de calibracion) se
validaron si su porcentaje de diferencia (% Dif.) respectivo estaba por debajo del 15%. Si una muestra de patron no
se valido, se eliminé con el fin de trazar las curvas de calibracion corregidas (es decir después de la correccion de
la concentracion enddgena respectiva) con la mejor precision posible.

2. ANALISIS DE LOS METABOLITOS DIANA EN EXTRACTOS DE SUERO
2.1. Preparacion de la muestra, la adquisicion y el procesamiento biolégico de datos

Las muestras se prepararon tal como se detalla en el parrafo 1.6. En resumen, las muestras bioldgicas se
dividieron en dos lotes de 54 muestras preparadas durante dos dias. Se realizé un duplicado de la curva de
calibracion (con sus muestras de QC asociadas) a partir del lote CTRL1 para cada lote de muestras. Ademas, se
prepard una curva de calibracion (con sus muestras de QC asociadas) a partir de un lote de muestras de CTRL2
(tal como se explica en el parrafo 1.6.2) y se prepard una curva de calibracién a partir de agua ultra-pura,
respectivamente, durante los dias 3 y 2.

Las muestras se aleatorizaron durante la preparacion y la adquisicion.
2.2. Resultados

Los resultados se presentan en la figura 3. Las concentraciones de los tres biomarcadores de interés son
significativamente diferentes de los del control. El acido sebacico se encontrd en los sueros de pacientes con EA a
una concentracion media de 87,6 + 5,1 ng/ml, mientras que era de 58,4 + 2,4 ng/ml en los controles (+50% del
valor de control). El acido dodecanodioico fue también significativamente mayor en los sueros de los pacientes con
EA con una concentracion media de 13,1 + 1,4 ng/ml, mientras que fue de 8,2 + 0,7 ng/ml en los controles (+60%
del valor de control). El triptéfano se redujo en los sueros de los pacientes con EA con una concentracion media de
2.832 + 108 ng/ml y una concentracion media de 3.606 + 139 ng/ml en los controles (-21% del valor de control).

Estos resultados confirman los obtenidos en los estudios semi-cuantitativos presentados anteriormente (véase la
seccion B)) y pueden servir como valores Utiles para diagnosticar la EA en un sujeto que se sospecha que padece,
o que tiene riesgo de contraer EA.

Por lo tanto, los biomarcadores y los conjuntos de los mismos son adecuados para diagnosticar, para realizar un
seguimiento de la evolucién, para evaluar la gravedad de la EA o un trastorno relacionado y para evaluar la
eficacia del tratamiento de los mismos.

Los biomarcadores de la invencion pueden ser usados para el desarrollo de ensayos complementarios para la
medicacion usada en la actualidad o que se desarrolle para la EA.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro para diagnosticar una enfermedad neuroldgica seleccionada de entre enfermedad de
Alzheimer (EA), demencia senil de tipo EA (SDAT), EA en fase prodrémica, deterioro cognitivo leve (DCL),
deterioro de memoria asociado a la edad (PMAE), demencia vascular o demencia frontotemporal (DFT) en un
sujeto, en el que el procedimiento comprende determinar la presencia, la cantidad, la frecuencia o la forma de
acido sebacico, en una muestra de sangre, suero y/o plasma procedente de dicho sujeto, en el que una alteracion
en la presencia, la cantidad, la frecuencia o la forma de acido sebacico, en comparacién con un control, es
indicativa de la presencia, del riesgo, del subtipo, de la progresion o de la gravedad de dicha enfermedad.

2. Procedimiento in vitro segun la reivindicacion 1, que comprende determinar, de manera simultanea o secuencial,
la presencia de una alteracion en la cantidad, la frecuencia o la forma de una combinaciéon de al menos cuatro
biomarcadores que comprende acido sebacico, acido dodecanodioico, triptéfano y al menos un metabolito
seleccionado de entre PFAM (20:1), PFAM (22:1), PFAM (22:2), acido azelaico, acido hipurico, tirosina, acido 4-
metil-2-oxovalérico, cafeina, acido caproico, acido isovalérico, L-citrulina, fenilacetilglutamina, C7H8N402
(teofilina y/o paraxantina), acido valérico, acido aminoisobutirico, aspartato, Asp-Phe, acido glicocdlico, guanosina,
inosina, acido L-trednico, acido undecanodioico, 1-monopalmitina, acido 9,12-dioxododecanoic, acido
nonenedioico, octadecadienoil-glicero-3-fosfato, Ser-Phe y alcohol sulfobencilico.

3. Procedimiento in vitro segun la reivindicacion 2, en el que un incremento de acido sebacico y un decremento de
al menos un biomarcador seleccionado de entre cafeina, acido glicocoélico, guanosina, acido hipurico, inosina, L-
citrulina, acido L-trednico, PFAM (22:1), triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico, PFAM (20:1), PFAM
(22:2), Ser-Phe, C7TH8N402 (teofilina y/o paraxantina) o acido valérico es indicativo de la presencia, del riesgo, del
subtipo, de la progresién o de la gravedad de dicha enfermedad.

4. Procedimiento in vitro segun las reivindicaciones 1 o 2, que comprende determinar, de manera simultanea o
secuencial, la presencia de una alteracion en la cantidad, la frecuencia o la forma de un conjunto de biomarcadores
seleccionados de entre:

— Asp-Phe y C7HgN4O: (teofilina y/o paraxantina) y acido L-trednico y acido sebacico,
— L-citrulina y acido hipurico y acido sebacico y acido dodecanodioico y triptéfano,

— acido azelaico y acido sebacico,

— acido azelaico y acido sebacico y acido dodecanodioico,

— acido azelaico y acido undecanodioico y acido sebacico,

— acido azelaico y acido undecanodioico y acido sebacico y acido dodecanodioico,

— acido nonenedioico y acido sebacico,

— acido nonenedioico y acido azelaico y acido sebacico,

— acido nonenedioico y acido sebacico y acido dodecanodioico,

— acido nonenedioico y acido azelaico y acido sebacico y acido dodecanodioico,

— acido nonenedioico y acido azelaico y acido undecanodioico y acido sebacico,

— acido nonenedioico y acido azelaico y acido undecanodioico y acido sebacico y

— acido dodecanodioico,

— acido undecanodioico y acido sebacico,

— acido nonenedioico y acido undecanodioico y acido sebacico,

— acido nonenedioico y acido sebacico y acido dodecanodioico,

— acido nonenedioico y acido undecanodioico y acido sebacico y acido dodecanodioico,
— acido undecanodioico y acido sebacico y acido dodecanodioico,

— acido sebacico y tirosina,
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— acido dodecanodioico y acido sebacico y tirosina,

— acido dodecanodioico y acido sebacico y tirosina y acido undecanodioico

— acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebacico y tirosina,

— acido sebacico y triptéfano y tirosina,

— acido sebacico y triptéfano,

— acido sebacico y triptéfano y acido undecanodioico,

— acido sebacico y tirosina y acido undecanodioico,

— acido sebacico y triptéfano y tirosina y acido undecanodioico

— acido hipurico y acido sebacico y tirosina y acido undecanodioico,

— acido hipurico y acido sebacico y triptéfano y tirosina,

— acido dodecanodioico y acido sebacico y triptéfano,

— acido dodecanodioico y acido sebacico y triptéfano y tirosina

— acido hipurico y acido sebacico,

— acido sebacico y triptéfano y tirosina y acido undecanodioico,

— acido hipurico y acido sebacico y triptéfano y acido undecanodioico,

— acido hipurico y acido sebacico y triptéfano,

— acido hipurico y acido sebacico vy tirosina,

— acido dodecanodioico y acido sebacico y triptéfano y acido undecanodioico,

— acido hipurico y acido sebacico y triptéfano y tirosina y acido undecanodioico,

— acido dodecanodioico y acido sebacico y triptéfano y tirosina y acido undecanodioico,
— acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebacico y triptéfano y tirosina,

— acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebacico,

— acido hipurico y acido sebacico y acido undecanodioico,

— acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebacico y triptéfano,

— acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebacico y acido undecanodioico,

— acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebacico y triptéfano y tirosina y acido undecanodioico,
— acido dodecanodioico y acido sebacico,

— acido dodecanodioico y acido hipurico y acido sebacico y triptéfano y acido undecanodioico,
— C7HB8N402 (teofilina y/o paraxantina) y Asp-Phe y acido L-trednico y acido sebacico.

5. Procedimiento in vitro segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas la
determinacion simultanea o secuencial de una alteracion en la cantidad, la frecuencia o la forma de al menos un
biomarcador o ensayo de diagndstico adicional.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que el al menos un ensayo de diagndstico adicional o
biomarcador se selecciona de entre acidos nucleicos, proteinas, metabolitos, obtencién de imagenes
neurofisiolégicas, genética, cerebrales, ensayos clinicos y cognitivos o marcadores.

7. Procedimiento in vitro para evaluar la capacidad de respuesta de un sujeto a un tratamiento para una
enfermedad neuroldgica seleccionada de entre enfermedad de Alzheimer (EA), demencia senil de tipo EA, EA en
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fase prodrémica, deterioro cognitivo leve, deterioro de la memoria asociado con la edad, demencia vascular o
demencia frontotemporal, en el que el procedimiento comprende determinar en una muestra de sangre, suero y/o
plasma procedente de dicho sujeto, la presencia, la cantidad, la frecuencia o la forma, de uno o mas
biomarcadores tal como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, durante el curso de dicho
tratamiento, en el que una alteracion en dicha presencia, cantidad, frecuencia o forma es indicativa de un sujeto
que responde a un tratamiento para dicha enfermedad.

8. Procedimiento in vitro para monitorizar el efecto de un tratamiento en un sujeto que tiene una enfermedad
neurolégica seleccionada de entre enfermedad de Alzheimer (EA), demencia senil de tipo EA, EA en fase
prodrémica, deterioro cognitivo leve, deterioro de la memoria asociada con la edad, demencia vascular o demencia
frontotemporal, en el que el procedimiento comprende determinar una alteracién de la cantidad, la frecuencia o la
forma, en comparacion con un control, en una muestra de sangre, suero y/o plasma procedente del sujeto, de uno
0 mas biomarcadores, tal como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, después de la
administracion de dicho tratamiento y/o en diferentes puntos temporales durante el curso del tratamiento, en el que
una correccion de dicha alteracion durante el tratamiento es indicativa de un tratamiento eficaz.

9. Procedimiento in vitro para diagnosticar una enfermedad neuroldgica seleccionada de entre enfermedad de
Alzheimer (EA), demencia senil de tipo EA, EA en fase prodrémica, deterioro cognitivo leve, deterioro de la
memoria asociado con la edad, demencia vascular o demencia frontotemporal, en el que dicho procedimiento
comprende las siguientes etapas:

— recoger una muestra de sangre, suero o plasma a partir de un sujeto que padece, o que se sospecha que
padece o que tiene riesgo de padecer dicha enfermedad,

— tratar la muestra para un analisis adicional mediante LC/MS y/o GC/MS, y

— medir mediante LC/MS y/o GC/MS la cantidad de acido sebacico en dicha muestra tratada, en el que un
incremento en el acido sebacico en comparaciéon con un valor de control es indicativo de la presencia, del
riesgo, del subtipo, de la progresion o de la gravedad de dicha enfermedad.

10. Procedimiento in vitro segun la reivindicacion 9, que comprende ademas determinar, a partir de una muestra,
la cantidad de al menos un biomarcador adicional seleccionado de entre cafeina, el acido glicocdlico, guanosina,
acido hipurico, inosina, L-citrulina, acido L-trednico, PFAM (22:1), triptéfano, tirosina, acido 4-metil-2-oxovalérico,
PFAM (20:1), PFAM (22:2), Ser-Phe, C7TH8N402 (teofilina y/o paraxantina) o acido valérico, mediante LC/MS y/o
GC/MS, en el que una disminucién en dicha cantidad, en comparaciéon con un valor de control, es indicativa de la
presencia, del riesgo, del subtipo, de la progresion o de la gravedad de dicha enfermedad.

11. Procedimiento in vitro segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la concentracion de
acido sebacico aumenta en los sujetos enfermos del 10 al 90%, preferiblemente del 30% al 70% y, mas
preferiblemente, del 50%, en comparacién con un nivel de concentracién en una muestra de control.

12. Procedimiento in vitro seguin una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8 o 10 a 11, en el que la concentracion
de acido dodecanodioico aumenta en los sujetos enfermos del 10 al 90%, preferiblemente del 40% al 80% y, mas
preferiblemente, del 60%, en comparacién con un nivel de concentracién en una muestra de control.

13. Procedimiento in vitro seguin una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8 o 10 a 12, en el que la concentracion
de ftriptéfano disminuye en los sujetos enfermos del 10 al 90%, preferiblemente del 10% al 50% y, mas
preferiblemente, del 20%, en comparacién con un nivel de concentracién en una muestra de control.

14. Procedimiento in vitro segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el control es la
cantidad y/o la frecuencia y/o la forma del biomarcador tal como se determina en una muestra similar de un sujeto
sano, o un valor de referencia y/o un nivel o niveles del biomarcador en una muestra procedente del mismo sujeto
antes del desarrollo de la enfermedad y/o en una etapa anterior de tratamiento/enfermedad en el sujeto
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