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DESCRIPCION
Firmas especificas en enfermedad de alzheimer por perfiles de miarn multicéntricos

La invencion se refiere a un procedimiento para el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer (AD, Alzheimer's
Disease) en un paciente, en el que se determina el perfil de expresion de miARN en una muestra de sangre y una
comparacion del nivel de expresion de miARN definidos con una muestra de referencia, y el uso de estos miARN
definidos como marcador para el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer generalmente se diagnostica clinicamente a partir del historial del paciente, de la
anamnesis media de los parientes y las observaciones clinicas basadas en la presencia de caracteristicas
neurolégicas y neuropsicoldgicas caracteristicas y la ausencia de condiciones alternativas como otras
enfermedades o condiciones transitorias como la alcoholizacién (procedimiento de exclusion). Ademas se pueden
utilizar las imagenes médicas modernas con tomografia computarizada (CT), tomografia de resonancia magnética
(MRI, magnetic resonance imaging), tomografia computarizada por emision de fotén unico (SPECT, single photon
emission computed tomography) y/o tomografia por emisién de positrones (PET, positron emission tomography),
para excluir otros sintomas cerebrales o subespecies de demencia. Ademas, se puede predecir la transicion de
las fases prodrémicas (deterioro cognitivo leve, MCI (mild cognitive impairment)) a la enfermedad de Alzheimer.
Cuando estan disponibles como herramienta de diagnéstico se utilizan la neuroimagen por SPECT y PET para
confirmar el diagndstico de Alzheimer junto con las evaluaciones que involucran la evaluacion del estado mental.
En una persona que ya tiene demencia, la SPECT parece ser mejor para diferenciar entre el Alzheimer y otras
causas potenciales en comparacion con los enfoques habituales que utilizan pruebas psicolégicas y un analisis de
anamnesis.

Los avances han llevado a propuestas de nuevos criterios diagndsticos. Se pudo desarrollar una nueva técnica,
conocida como PiB PET, para mapear directa y claramente los depdsitos de beta-amiloide in vivo usando un
trazador que se une selectivamente a los depdsitos de A-beta. El compuesto PiB-PET utiliza la exploracion PET
con carbono-11. Estudios recientes sugieren que PiB-PET es preciso en un 86% en cuanto a la predicciéon de qué
pacientes con deterioro cognitivo leve desarrollaran Alzheimer dentro de dos afios, y este procedimiento es
aproximadamente 92% preciso en cuanto a la exclusion de la probabilidad de desarrollar Alzheimer. Se ha sugerido
que la tomografia amiloide probablemente se usara en conjunto con otras marcas en el futuro, y no como
alternativa. Estudios recientes han demostrado que los pacientes con AD presentan valores de glutamato (Glu)
reducidos como también relaciones reducidas de Glu/creatina (Cr), Glu/Myo-inositol (ml), Glu/N-acetilaspartato
(NAA) y NAA/Cr en comparacion con las personas sin AD. Tanto la relaciéon reducida de NAA/Cr como también el
nivel de Glu reducido en el hipocampo pueden ser una indicacion temprana de la enfermedad de Alzheimer.
También se ha encontrado que el control de las desviaciones de la dehidroepiandrosterona (DHEA) en la sangre
en respuesta al estrés oxidativo puede ser una prueba util: Los pacientes con MCI no mostraron ningin cambio en
la DHEA, mientras que los controles sanos si lo hicieron. Recientemente, se ha propuesto una prueba de
diagndstico de miARN (microARN) del suero (H. Geekiyanage, GA Jicha, P.T. Nelson, und C. Chan; Blood serum
miRNA: Noninvasive biomarkers for Alzheimer's disease, Exp Neurol. 2012 235 2 491-496. doi: 10.1016 /
j-expneurol.2011.11.026).

Hui Dong et al .; Los perfiles de microARN en suero sirven como nuevos biomarcadores para el diagndstico de la
enfermedad de Alzheimer, marcadores de enfermedad 2015, 14 (1): 27, http://dx.doi.org/10.1155/2015/625659,
describe la identificacion y validacion del potencial de los miARN circulantes como biomarcador para la enfermedad
de Alzheimer.

El documento EP 2 733 220 A1 se refiere a marcadores de miARN que son particularmente Utiles para el
diagnostico de enfermedades neuronales tales como la enfermedad de Alzheimer.

El documento WO 2013/003350 A2 describe un procedimiento para el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer,
en el que se determina el nivel de al menos un miARN en una muestra de un paciente.

Ademas, el documento WO 2009/009457 A1 describe procedimientos para diagnosticar y/o pronosticar la
enfermedad de Alzheimer en pacientes mediante la medicion de la cantidad de uno o mas micro-ARN en una
muestra bioldgica.

El documento WO 2011/057003 A2 describe procedimientos para la deteccién de patologias neuronales utilizando
un analisis cuantitativo en fluidos corporales de ARN sinaptico y/o neuritico y el uso de los mismos para el
diagnostico temprano y el monitoreo de enfermedades neurodegenerativas.

Michel J. Weber, New human and mouse microRNA genes found by homology search, FEBS Journal 2005, 272(1),
paginas 59-73 dan a conocer la determinacion de miARN mediante la determinacién sistematica de inter-especies
ortélogas de precursores de miARN.
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El documento WO 2013/118066 A1 se refiere al uso del perfil de expresién de miARN y los genes diana regulados
de este modo para el diagnostico, prondstico y el uso de inhibidores de miR-199a-5p para el tratamiento de
enfermedades fibroproliferativas.

Sin embargo, el diagnédstico precoz y seguro de la enfermedad de Alzheimer (AD) basado en biomarcadores
moleculares no invasivos sigue siendo un desafio. Para lograr el objetivo de la presente invencién, los inventores
proponen la creacion de un perfil de expresion de una combinacion de micro-ARN no codificantes (miARN) para el
diagnostico de la enfermedad de Alzheimer a partir de muestras de sangre, en particular células sanguineas.

Los inventores han encontrado que un cambio en el perfil de expresion de ciertos miARN en comparaciéon con
pacientes sanos hace posible diagnosticar la enfermedad de Alzheimer.

Segun un primer aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer
en un paciente, que comprende: proporcionar una muestra de sangre de un paciente, creando un perfil de
expresion de miARN a partir de la muestra de sangre y comparar el nivel de expresion de un miARN que comprende
una secuencia seleccionada de hsa-miR-345-5p y/o que comprende una secuencia de los mismos, que difiere de
estas secuencias respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base,
con un nivel de referencia, permitiendo la comparacion el diagndstico de una enfermedad con Alzheimer.

Otro aspecto de la invencidn se relaciona con el uso de un miARN que comprende una secuencia seleccionada de
hsa-miR-345-5p, y/o que comprende una secuencia que difiere de estas secuencias respectivamente hasta en 3
bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, como marcadores para el diagndstico de la
enfermedad de Alzheimer.

Otros aspectos de la presente invencién se pueden encontrar en las reivindicaciones dependientes y en la
descripcion detallada.

A menos que se defina lo contrario, los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el mismo
significado que entiende comunmente un experto en la técnica.

Los micro-ARN o miARN o los acidos micro-ribonucleicos son una clase de ARN cortos no codificantes, por
ejemplo, desempefian un papel en la expresion génica. Un miARN es aqui un polinucleétido que tiene un numero
fijo de bases, por ejemplo, menos de 500, menos de 200, menos de 100, menos de 50 o menos de 30, pero por
ejemplo mas de 5, 10 o 14 bases, y una secuencia definida. Por ejemplo, también se puede obtener ADNc a partir
de él, de modo que también se pueden preparar ADNc a partir de los miARN en el procedimiento de acuerdo con
la invencion, que luego se pueden comparar de manera similar con los niveles de ADNc que se obtienen a partir
de miARN de pacientes que no tienen MS, en particular sin RRMS.

En lo sucesivo como también previamente, las referencias a ciertos miARN se refieren a las secuencias como se
pueden encontrar en la base de datos Mirbase (http://mirbase.org/), en particular Mirbase20, es decir, la version
20 de Mirbase.

Ademas, las secuencias también se muestran en la Tabla 1 a continuacién. La Tabla 1 muestra los miARN en la
forma madura (mature Form), que puede diferir de la forma de horquilla (stem loop form).

Tabla 1: Secuencias de miARN

Forma madura Secuencia de la forma madura SEC ID NO:
hsa-miR-345-5p gcugacuccuaguccagggcuc 1
hsa-miR-5006-3p uuucccuuuccauccuggcag 2
hsa-miR-7848-3p cuacccucggucugcuuaccaca 3
hsa-miR-6817-3p ucucucugacuccauggca 4
hsa-miR-361-5p uuaucagaaucuccagggguac 5
hsa-miR-3157-3p cugcccuagucuagcugaagcu 6
hsa-miR-4482-3p uuucuauuucucaguggggcuc 7
hsa-miR-28-3p cacuagauugugagcuccugga 8
hsa-miR-151a-3p cuagacugaagcuccuugagg 9
hsa-miR-1468-5p cuccguuugccuguuucgcug 10
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Forma madura Secuencia de la forma madura SEC ID NO:
hsa-miR-532-5p caugccuugaguguaggaccgu 11
hsa-miR-17-3p acugcagugaaggcacuuguag 12
hsa-miR-30a-3p cuuucagucggauguuugcagc 13

La presente invencion en un primer aspecto se refiere a un procedimiento para diagnosticar la enfermedad de
Alzheimer en un paciente, que comprende:

proporcionar una muestra de sangre de un paciente,
crear un perfil de expresién de miARN a partir de la muestra de sangre, y

comparar el nivel de expresion de un miARN que comprende una secuencia seleccionada de hsa-miR-345-5p y/o
que comprende una secuencia que difiere de esta secuencia respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente
hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, con un nivel de referencia, permitiendo la comparacion el diagnéstico
de la enfermedad de Alzheimer.

Se describe un procedimiento para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer en un paciente que comprende:
proporcionar una muestra de sangre de un paciente,
crear un perfil de expresion de miARN a partir de la muestra de sangre, y

comparar el nivel de expresion de al menos un miARN que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-7848-3p, hsa-miR-6817 3p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-
3157-3p, y hsa-miR-4482-3p, preferiblemente hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-361 -5p, y hsa-miR-
3157-3p, y/o que comprende una secuencia que difiere de estas secuencias respectivamente hasta en 3 bases,
preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, con un nivel de referencia, permitiendo la comparacion
el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer.

El perfil de expresiéon aqui es un perfil de la expresion de los miARN, por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19. 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas miARN, en la muestra, segun ciertas
realizaciones en forma cuantitativa, mientras que el nivel de expresién indica la cantidad respectiva de un miARN
expresado.

La provisidon de la muestra de sangre no esta particularmente limitada en este caso, pero es en particular no
invasiva, sino que se usa una muestra de sangre ya tomada. Segun ciertas realizaciones, también se puede incluir
la extraccion y/o preparacion de una muestra de sangre. Aqui, una muestra de sangre comprende una muestra de
sangre completa, asi como fracciones de muestras de sangre, como el plasma, suero, etc., o también células en
la muestra de sangre como las células mononucleares de sangre periférica. Segun ciertas realizaciones, la muestra
de sangre comprende células sanguineas o consiste en células sanguineas.

El paciente del que se proporciona la muestra de sangre tampoco esté particularmente limitado, y puede incluir,
por ejemplo, vertebrados, particularmente mamiferos, pero segun ciertas realizaciones es un ser humano. En
particular, de acuerdo con ciertas realizaciones, el presente procedimiento se aplica a pacientes, por ejemplo,
personas sospechosas de tener la enfermedad de Alzheimer y/o que fueron diagnosticadas con deterioro cognitivo
leve (MCI).

Las secuencias que se usan en el procedimiento segun la invencion se pueden usar aqui de forma particular en el
caso de un cambio en el nivel de expresion de uno o mas de los miARN, que comprenden una secuencia
correspondiente.

Ademas, el procedimiento para crear un perfil de expresion de miARN no esta particularmente limitado y puede
incluir, por ejemplo, procedimientos microbiolégicos comunes para la determinacién de acidos nucleicos, en cuyo
caso se usa un procedimiento semicuantitativo o cuantitativo, en particular cuantitativo para la comparacioén con el
nivel de referencia segun ciertas realizaciones. Segun ciertas realizaciones, el establecimiento del perfil de
expresion de los miARN comprende al menos un procedimiento seleccionado del grupo que comprende una
hibridacion de acido nucleico, una amplificaciéon de acido nucleico, una extensiéon de polimerasa, una
secuenciacion, una espectrometria de masas y cualquier combinacién de las mismas.

En este caso, una hibridacion de acidos nucleicos puede incluir el uso de matrices, por ejemplo, micromatrices y/o
hibridacion in situ. Por ejemplo, una matriz puede incluir el uso de secuencias complementarias a las secuencias
particulares, es decir, miARN que comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-
345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR Hsa-miR-3617-5p, hsa-miR-3157-3p, y hsa-miR-4482-3p, preferiblemente hsa-
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miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-361-5p, y hsa-miR-3157-3p, y adicionalmente, segun ciertas realizaciones
miARN adicionales que comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-28-3p, hsa-
miR-151a-3p, hsa-miR-1468-5p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-17-3p, y hsa-miR-30a, y/o que comprende una
secuencia que difiere de estas secuencias respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas
preferiblemente 1 base, que por ejemplo puede aplicarse adecuadamente a un soporte. Para la cuantificacion es
posible, por ejemplo, realizar un marcado los miARN de la muestra con marcadores como marcadores de
fluorescencia o marcadores de radionucledtidos.

Alternativa o adicionalmente también se puede llevar a cabo de una manera adecuada una reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), preferiblemente una PCR cuantitativa (QPCR), en particular una PCR cuantitativa en tiempo
real (QRT-PCR, PCR cuantitativa en tiempo real).

También se pueden concebir procedimientos de secuenciacion, como la secuenciacion de proxima generacion y/o
la espectrometria de masas, en particular la espectrometria de masas cuantitativa.

La comparacion con un nivel de referencia en el procedimiento segun la invencion no esta particularmente limitada
y puede comprender en particular una comparacion con la muestra de un individuo sano y/o un individuo con un
diagndstico de MCI en el que no se diagnostica la enfermedad de Alzheimer. Asi, el procedimiento no solo permite
un diagnéstico, sino también una determinacion de estadios (Staging). Mediante tal comparacion, por ejemplo, se
puede hacer posible el diagndéstico de la enfermedad de Alzheimer. Por ejemplo, una comparacion puede basarse
en enfoques matematicos tales como correlaciones, procedimientos estadisticos, teorias de probabilidad, enfoques
de teoria de la informacion o combinaciones de los mismos.

Para una declaracién mejorada, es ventajosa una comparacion estadistica con un gran niumero de muestras de
pacientes sanos que padecen Alzheimer, por lo que dichos datos también pueden tomarse, por ejemplo, de una
base de datos adecuada y/o determinarse utilizando una funcién matematica o un algoritmo desarrollado a partir
de ellos. El procedimiento estadistico no esta particularmente limitado en este caso y se puede llevar a cabo, por
ejemplo, asistido por computadora. Por ejemplo, se puede usar una prueba t, una prueba de Wilcoxon-Mann-
Whitney, la determinacion del area bajo la curva (AUC), etc.

Segun ciertas realizaciones el nivel de referencia se obtiene a partir de una pluralidad de muestras de pacientes a
los que un primer grupo ha sido diagnosticado con AD, y un segundo grupo no tiene un diagnéstico de AD, que es
saludable a este respecto, preferiblemente los grupos de edad y sexo y el nivel de referencia se determina a partir
del grupo de pacientes sanos. Para una declaracion mas extensa segun ciertas realizaciones, también es posible
considerar grupos de control con un diagnéstico de MCI y/o MS. Segun ciertas realizaciones, en este caso se
determina un nivel de referencia del mismo tipo de muestra que la muestra que se va a determinar.

Como desviacion de la secuencia aqui debe entenderse como una variaciéon en la secuencia, por ejemplo, una
adicion, una insercion, una eliminacion o un intercambio de una base en la secuencia en comparacion con la
secuencia original, que se proporciona por ejemplo en la Tabla 1, en particular una supresion y/o un intercambio
de una Unica base. Asi, por ejemplo, una supresion de 1 o 2 bases puede tener lugar en uno y/o ambos extremos
de la secuencia, en donde se suprimen un maximo de 3 bases, preferiblemente un maximo de 2 bases, mas
preferiblemente 1 base y en particular no se elimina ninguna base. También adicionalmente o alternativamente, es
posible un cambio de 1 0 mas bases dentro de la secuencia, nuevamente con un cambio maximo de 3 bases,
preferiblemente 2 bases, mas preferiblemente 1 base, y lo mas preferiblemente no base en comparacion con las
secuencias de hsa-miR 345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-7848-3p, hsa-miR-6817-3p, hsa-miR-361-5p, hsa-
miR-3157-3p y hsa-miR-4482 3p, preferiblemente hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-361-5p, y hsa-miR-
3157-3p, y/o hsa-miR-28-3p, hsa miR-151a-3p, hsa-miR-1468-5p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-17-3p, y hsa-miR-
30a.

Por lo tanto segun ciertas realizaciones tiene lugar una comparacioén del nivel de expresién de al menos un miARN
que comprende una secuencia seleccionada de hsa-miR-345-5p con un nivel de referencia.

Se describe una comparacién del nivel de expresion de al menos un miARN que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-7848-3p, hsa miR-6817-3p,
hsa-miR-361-5p, hsa-miR-3157-3p, y hsa-miR-4482-3p, preferiblemente hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa
miR-361-5p, y hsa-miR-3157-3p, con un nivel de referencia.

Tiene lugar al menos una comparacion con una secuencia que comprende el miARN hsa-miR-345-5p y/o una
secuencia que difiere de esta secuencia, es decir, de la secuencia de miARN, hasta en 3 bases, preferiblemente
hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base. Se describe al menos una comparacién con una secuencia que
comprende el miARN hsa-miR-5006-3p y/o una secuencia que difiere de esta secuencia hasta en 3 bases,
preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base. Se describe al menos una comparaciéon con una
secuencia que comprende el miARN hsa-miR-7848-3p y/o una secuencia que difiere de esta secuencia hasta en
3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base. Se describe al menos una comparacién con
una secuencia que comprende el miARN hsa-miR-6817-3p y/o una secuencia que difiere de esta secuencia hasta
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en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base. Se describe al menos una comparacion
con una secuencia que comprende el miARN hsa-miR-361-5p y/o una secuencia que difiere de esta secuencia
hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base. Se describe al menos una
comparacién con una secuencia que comprende el miARN hsa-miR-3157-3p y/o una secuencia que difiere de esta
secuencia hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base. Se describe al menos
una comparacion con una secuencia que comprende el mIARN hsa-miR-4482-3p y/o una secuencia que difiere de
esta secuencia hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base.

Segun ciertas realizaciones, tiene lugar al menos una comparacién con una secuencia que comprende el miARN
hsa-miR-345-5p. Se describe al menos una comparacion con una secuencia que comprende el miARN hsa-miR-
5006-3p. Se describe al menos una comparacion con una secuencia que comprende el miARN hsa-miR-7848-3p.
Se describe al menos una comparacién con una secuencia que comprende el miARN hsa-miR-6817-3p. Se
describe al menos una comparacion con una secuencia que comprende el miARN hsa-miR-361-5p. Se describe al
menos una comparacion con una secuencia que comprende el miARN hsa-miR-3157-3p. Se describe al menos
una comparacion con una secuencia que comprende el miARN hsa-miR-4482-3p.

Ademas, segun ciertas realizaciones, se compara el nivel de expresion de al menos un miARN que comprende
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-7848-3p, hsa-miR-6817-3p, hsa
-miR-361-5p, hsa-miR-3157-3p, hsa-miR-4482-3p, hsa-miR-28-3p, hsa-miR-151a-3p, hsa-miR-1468-5p, hsa-miR
-532-5p, hsa-miR-17-3p, y hsa-miR-30a-3p, y/o que comprende una secuencia que difiere de estas secuencias
respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, con un nivel de
referencia, permitiendo la comparacion el diagnéstico de una enfermedad con Alzheimer.

Ademas, segun ciertas realizaciones, el nivel de expresion de al menos un miARN que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-28-3p, hsa-miR-151a-3p, hsa-miR-1468-5p, hsa -miR-532-5p,
hsa-miR-17-3p, y hsa-miR-30a-3p, y/o que comprende una secuencia que difiere de estas secuencias
respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, se compara con
un nivel de referencia, permitiendo la comparacion el diagndstico de una enfermedad con Alzheimer.

Segun ciertas realizaciones, en al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o 13 miARN que comprenden una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-345 -5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-7848-3p, hsa-
miR-6817-3p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-3157-3p, hsa-miR-4482-3p , hsa-miR-28-3p, hsa-miR-151a-3p, hsa-miR-
1468-5p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-17-3p, y hsa-miR-30a-3p, y/o que comprende una secuencia que difiere de
estas secuencias respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base,
observando un cambio en el nivel de expresion comparado con un nivel de referencia, en donde en un miARN que
comprende una secuencia que se selecciona de hsa-miR-345-5p, y/o que comprende una secuencia que difiere
de esta secuencia respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base,
observandose un cambio en el nivel de expresion en comparacién con un nivel de referencia. Segun ciertas
realizaciones, en almenos 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12 0 13 miARN que comprenden una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en hsa-miR-345 -5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-7848-3p, hsa-miR-6817-3p, hsa-miR-361-
5p, hsa-miR-3157-3p, hsa-miR-4482-3p , hsa-miR-28-3p, hsa-miR-151a-3p, hsa-miR-1468-5p, hsa-miR-532-5p,
hsa-miR-17-3p, y hsa-miR-30a-3p, se observa un cambio en el nivel de expresién en comparacién con un nivel de
referencia, en donde en un miARN que comprende una secuencia seleccionada de hsa-miR-345-5p, se observa
un cambio en el nivel de expresion en comparacion con un nivel de referencia.

Segun ciertas realizaciones, en al menos 2, 3, 4, 5, 6 o 7 miARN que comprenden una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-7848-3p, hsa-miR-6817-3p, hsa-miR-361-5p,
hsa-miR-3157-3p, y hsa-miR-4482-3p, preferiblemente hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-361-5p, y
hsa-miR-3157-3p, y/o que comprende una secuencia que difiere de estas secuencias respectivamente hasta en 3
bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, se observa un cambio en el nivel de expresion
en comparacion con un nivel de referencia, en donde en un miARN que comprende una secuencia seleccionada
de hsa-miR-345-5p, y/o que comprende una secuencia que difiere de esta secuencia respectivamente hasta en 3
bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, observandose un cambio en el nivel de
expresion en comparacion con un nivel de referencia. Segun ciertas realizaciones, en al menos 2, 3,4,5,6 07
miARN que comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-
3p, hsa-miR-7848-3p, hsa-miR-6817-3p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-3157-3p, y hsa-miR-4482-3p, preferiblemente
hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-361-5p, y hsa-miR-3157-3p, se observa un cambio en el nivel de
expresion en comparacion con un nivel de referencia, observandose en un miARN que comprende una secuencia
seleccionada de hsa-miR-345-5p, un cambio en el nivel de expresiéon en comparacién con un nivel de referencia.

En el caso de un cambio en el nivel de expresion de mas de un miARN, el nivel de importancia para un diagnostico
con enfermedad de Alzheimer puede aumentar considerablemente.

El miARN se selecciona del grupo que consiste en hsa-miR-345, y/o que tiene una secuencia que difiere de esta
secuencia hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base. En ciertas realizaciones
el miARN es hsa-miR-345. Segun ciertas realizaciones el otro miARN que también esta determinado al miARN
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que es hsa-miR-345-5p y/o que comprende una secuencia que difiere de estas secuencias respectivamente hasta
en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, es al menos uno seleccionado del grupo
que consiste en hsa-miR-5006, hsa-miR-7848, hsa-miR-6817, hsa-miR-361, hsa-miR-3157, hsa -miR-4482, hsa-
miR-28, hsa-miR-151a, hsa-miR-1468, hsa-miR-532, hsa-miR-17, y hsa-miR-30a, y/o con una secuencia que
difiere de esta secuencia hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, més preferiblemente 1 base. Segun
ciertas realizaciones, el otro miARN que también esta determinado al miARN que es hsa-miR-345-5p y/o
comprende una secuencia que difiere de estas secuencias respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente
hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en hsa-miR-
5006, hsa-miR-7848, hsa-miR-6817, hsa-miR-361, hsa-miR-3157, hsa -miR-4482, hsa-miR-28, hsa-miR-151a,
hsa-miR-1468, hsa-miR-532, hsa-miR-17 y hsa-miR-30a. Segun ciertas realizaciones también se determina
adicionalmente el nivel de expresion de al menos un miARN seleccionado del grupo que consiste en hsa-miR-
5006, hsa-miR-7848, hsa-miR-6817, hsa-miR-361, hsa-miR. 3157, hsa-miR-4482, hsa-miR-28, hsa-miR-151a,
hsa-miR-1468, hsa-miR-532, hsa-miR-17 y hsa-miR-30a.

Estas realizaciones del miARN corresponden aqui a la forma de tallo-bucle o a la forma en horquilla que se
correlaciona con la forma madura detectada como se muestra en la Tabla 2 (tanto para los miARN de uso segun
la invencion como para los otros miARN que pueden usarse en el procedimiento segun la invencién), y por ejemplo,
en las muestras se pueden incluir como tales. En consecuencia, la comparacion se puede hacer en lugar de con
la forma madura correspondiente también con la forma tallo-bucle correspondiente.

Tabla 2: Correlacion entre la forma del tallo-bucle y la forma madura

Forma de tallo-bucle |SEC ID NO: |Forma madura Secuencia de la forma madura
hsa-miR-345 14 hsa-miR-345-5p gcugacuccuaguccagggcuc
hsa-miR-5006 15 hsa-miR-5006-3p |uuucccuuuccauccuggcag
hsa-miR-7848 16 hsa-miR-7848-3p |cuacccucggucugcuuaccaca
hsa-miR-6817 17 hsa-miR-6817-3p |ucucucugacuccauggca
hsa-miR-361 18 hsa-miR-361-5p uuaucagaaucuccagggguac
hsa-miR-3157 19 hsa-miR-3157-3p |cugcccuagucuagcugaagcu
hsa-miR-4482 20 hsa-miR-4482-3p |uuucuauuucucaguggggcuc
hsa-miR-28 21 hsa-miR-28-3p cacuagauugugagcuccugga
hsa-miR-151a 22 hsa-miR-151a-3p |cuagacugaagcuccuugagg
hsa-miR-1468 23 hsa-miR-1468-5p |cuccguuugccuguuucgcug
hsa-miR-532 24 hsa-miR-532-5p caugccuugaguguaggaccgu
hsa-miR-17 25 hsa-miR-17-3p acugcagugaaggcacuuguag
hsa-miR-30a 26 hsa-miR-30a-3p cuuucagucggauguuugcagc

Las secuencias de acido nucleico de las formas de tallo-bucle segun la Tabla 2 son las siguientes:

14

acccCaaaccc

ugggcccocuga

15
aaccauuagqg
auuuacagug

acuuuaccag

16
gcuggggcuyg

acaguguuuc

uaggucugcu

acgagggguc

gggcuguggu
guaacuuccu

ggugggugug

acuugcuacc

gacuccuagu

uggaggccug

uugccaggygce
uucccuuuce

gcaggcccac

cucggucugc

ccagggceucy

gguuugaaua

aggaggugga
auccuggcag

cuuggguaug

uuaccacacu

ugauggougyg
ucgacagco

agggagcccc
gcuucagaga

caaagcucug

cccaguucug C
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17
AggauuCugc Cauaggaagc uuggagugga acugaccugc ccocuuucuc

ucugacucca uggcayg

18
goagcunauc agjgaaucucca gggguacuulu auaauuucaa aaagucccocc

aggugugauu cugauuugcu uc

19

gggaagggcu ucagccaggc uagugcaguc ugcuuugugc caacacuggg

gugaugacug cccuagucua gougaagcouu uuccce

20
Agugagcaac Cccagugggcu auggaaaugu guggaagaug gocauuucuau

uucucagugg ggcucuuacc

21

Jquccuuges cucaaggage ucacagucua UUugAaguuacc uuucugacuu uccca-—

cuaga uugugagcuc cuggagggca ggcacu

22
UUUCCUYCCE UCQAQUAgCU CACAGUCUAY UAUJUCUCAU CCCCUACUAY A-

cugaagcuc cuugaggaca gggaugguca Uuacucaccuc

23
uucaacucau

gguggguggu
ucucagcaaa

24
cgacuugceuu

aauuacccuc

25
gucagaauaa

acugcagquga
26
gcgacuguaa

cagucggauyg

uucuccguuu

alaagcCaaau

ucucuccucc

ccacacccaa

ugucaaagug

aggcacuugu

acauccucga

uuugcageuyg

gcocuguuucy

ggaaaauucy

augccuugag

ggcuugcaga

cuuacagugc

agcauuaugg

cuggaagcug

C

cugaugugca

uccauc

uguaggaccy

agagcgagea

agguagugau

ugac

ugaagccaca

uuggcaucuu

u

augugcaucu

gaugggcuuu

Segun ciertas realizaciones, en al menos 2, 3, 4, 5, 6 o 7, miARN que comprenden una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en hsa-miR-345, hsa-miR-5006, hsa-miR -7848, hsa-miR-6817, hsa-miR-361, hsa-miR-
3157 y hsa-miR-4482, y/o que comprende una secuencia que difiere de estas secuencias respectivamente hasta
en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, se observa un cambio en el nivel de
expresion en comparacion con un nivel de referencia, en donde en un miARN que comprende una secuencia
seleccionada de hsa-miR-345-5p, y/o que comprende una secuencia, que difiere de esta secuencia
respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, se observa un
cambio en el nivel de expresién en comparacion con un nivel de referencia. Segun ciertas realizaciones, en al
menos 2, 3, 4, 5, 6 o 7, miARN que comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-
345, hsa-miR-5006, hsa-miR Hsa-miR-6817, hsa-miR-361, hsa-miR-3157 y hsa-miR-4482, se observa un cambio
en el nivel de expresidn en comparacion con un nivel de referencia, en donde en un miARN, que comprende una
secuencia seleccionada de hsa-miR-345-5p, se observa un cambio en el nivel de expresion en comparacion con
un nivel de referencia.
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Segun un aspecto adicional la invencién se relaciona con el uso de un miARN que comprende una secuencia
seleccionada de hsa-miR-345-5p y/o que comprende una secuencia que difiere de esta secuencia respectivamente
hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, méas preferiblemente 1 base, como marcador para el diagndstico
de la enfermedad de Alzheimer.

Se describe el uso de al menos un miARN que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-7848-3p, hsa-miR Hsa-miR-3157-3p, y hsa-miR-4482-3p,
preferiblemente hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR 361-5p, y hsa-miR-3157-3p, y/o que comprende una
secuencia que difiere de estas secuencias respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas
preferiblemente 1 base, como marcador para el diagnostico de la enfermedad de Alzheimer. En ciertas
realizaciones se utiliza un miARN que comprende una secuencia que consiste en hsa-miR-345-5p. Se describe el
uso de al menos un miARN que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-345-
5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-7848-3p, hsa-miR Hsa-miR-3157-3p, y hsa-miR-4482-3p, preferiblemente hsa-
miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR 361-5p, y hsa-miR-3157-3p.

Aqui se describe que el miIARN es al menos uno que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
hsa-miR-345, hsa-miR-5006, hsa-miR-7848, hsa-miR-6817, hsa -miR-361, hsa-miR-3157 y hsa-miR-4482,
preferiblemente hsa-miR-345, hsa-miR-5006, hsa-miR-361, y hsa-miR-3157, y/o que presenta una secuencia que
difiere de estas secuencias respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente
1 base. Aqui se describe que el miIARN es al menos uno que tiene una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en hsa-miR-345, hsa-miR-5006, hsa-miR-7848, hsa-miR-6817, hsa -miR-361, hsa-miR-3157 y hsa-miR-
4482, preferiblemente hsa-miR-345, hsa-miR-5006, hsa-miR-361, y hsa-miR-3157.

También se describe un kit para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer en una muestra de sangre de un
paciente, que comprende:

sondas y/o cebadores para detectar al menos una secuencia de miARN que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-7848-3p , hsa-miR-6817-3p,
hsa-miR-361-5p, hsa-miR-3157-3p, y hsa-miR-4482-3p, preferiblemente hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p , hsa-
miR-361-5p, y hsa-miR-3157-3p, y/o que comprende una secuencia que difiere de estas secuencias
respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base.

El kit puede comprender sondas y/o cebadores para detectar al menos una secuencia de miARN que comprende
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-345-5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR Hsa-miR-
3617-5p, hsa-miR-3157-3p, y hsa-miR-4482-3p, preferiblemente hsa-miR-345-5p, hsa-miR 5006-3p, hsa-miR-361-
5p, y hsa-miR-3157-3p.

El kit puede comprender sondas y/o cebadores para detectar al menos una secuencia de miARN que presente una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-345, hsa-miR-5006, hsa-miR-7848, hsa miR-6817,
hsa-miR-361, hsa-miR-3157 y hsa-miR-4482, preferiblemente hsa-miR-345, hsa-miR-5006, hsa-miR-361, y hsa-
miR-3157, y/o que presenta una secuencia que difiere de estas secuencias respectivamente hasta en 3 bases,
preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base.

El kit puede comprender sondas y/o cebadores para detectar al menos una secuencia de miARN que presente una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-345, hsa-miR-5006, hsa-miR-7848, hsa miR-6817,
hsa-miR-361, hsa-miR-3157 y hsa-miR-4482, preferiblemente hsa-miR-345, hsa-miR-5006, hsa-miR-361, y hsa-
miR-3157.

El kit puede comprender ademas sondas y/o cebadores para detectar al menos una secuencia de miARN que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-28-3p, hsa-miR-151a-3p, hsa miR-
1468-5p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-17-3p, y hsa-miR-30a-3p, y/o que comprende una secuencia que difiere de
estas secuencias respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base,
preferiblemente sondas y/o cebadores para la deteccidon de al menos una secuencia de miARN que comprende
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-28-3p, hsa miR-151a-3p, hsa-miR-1468-5p, hsa-
miR-532-5p, hsa-miR-17-3p, y hsa-miR-30a-3p. En particular el kit puede comprender ademas sondas y/o
cebadores para detectar al menos una secuencia de miARN que presente una secuencia seleccionada del grupo
qgue consiste en hsa-miR-28, hsa-miR-151a, hsa-miR-1468 , hsa-miR-532, hsa-miR-17 y hsa-miR-30a, y/o que
presente una secuencia que difiere de estas secuencias respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta
2 bases, mas preferiblemente 1 base, preferiblemente sondas y/o cebadores para la deteccién de al menos una
secuencia de miARN que presente una secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-28, hsa-miR-
151a, hsa-miR-1468, hsa-miR 532, hsa-miR-17 y hsa-miR-30a.

El kit puede comprender sondas y/o cebadores para detectar 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12 0 13 de las secuencias
anteriores.
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Las sondas y/o cebadores no estan particularmente limitados en este caso y pueden comprender, por ejemplo,
oligdbmeros que presentan una secuencia de nucleétidos, por ejemplo, también una secuencia de ADNc que es
complementaria de la secuencia a detectar.

Ademas, también se pueden proporcionar otras sondas y/o cebadores como controles, por ejemplo, de otros
miARN en los que no se producen cambios en el perfil de expresion en comparacidon con los pacientes sin
enfermedad AD. También se pueden proporcionar controles para la unién no especifica y/o la hibridacion.

Los cebadores y/o sondas asi como, dado el caso, los controles pueden aplicarse a un sustrato adecuado.

El kit puede incluir ademas enzimas y/o reactivos para llevar a cabo una RT-PCR, en particular qRT-PCR, aunque
estos no estan particularmente limitados. Los reactivos también pueden incluir, por ejemplo, marcadores, por
ejemplo para marcado de fluorescencia y/o marcado con radionucledtidos. El kit también puede comprender
reactivos para la sintesis de ADNc a partir de los miARN antes de la PCR, preferiblemente gPCR y/o RT-PCR, en
particular gRT-PCR.

Las realizaciones, configuraciones y perfeccionamientos anteriores pueden, si es apropiado, combinarse entre si
segun se desee. Otras posibles configuraciones, perfeccionamientos e implementaciones de la invencion también
incluyen combinaciones de caracteristicas de la invencién que no se han mencionado explicitamente anteriormente
o se describen a continuacion en relacion a los ejemplos de realizacion. En particular, el experto en la materia
también afadira aspectos individuales como mejoras o adiciones a la forma basica respectiva de la presente
invencion.

La invencion se aclarara adicionalmente a continuacién por medio de realizaciones ejemplo que, sin embargo, no
limitan la invencion.

Ejemplo 1

En el ejemplo, se examinaron muestras de individuos mediante secuenciacion de alto rendimiento (high throughput
sequencing) como una tecnologia imparcial. Se realizé6 un estudio multicéntrico de casos y controles a ciegas
(multi-centric case-control study) con 294 individuos, incluidos 107 pacientes con AD, 20 pacientes con MCI, 90
pacientes con MS y 77 controles de edad y sexo. Se examinaron los miRNomes -es decir unidades completas de
microARN- de todos los individuos de manera convencional utilizando la secuenciacion de proxima generacion
(NGS). Los pacientes con AD y los controles se dividieron a este respecto en una primera cohorte de 54 pacientes
con AD y 22 controles de los Estados Unidos, que fueron revisados inicialmente, y una segunda cohorte de
replicaciéon con 53 pacientes con AD y 55 controles de un hospital universitario aleman.

Al llevar a cabo la NGS con los 294 individuos, se generaron aproximadamente 6 mil millones de secuencias cortas
de ARN como valores leidos (reads). A partir de los datos de EE.UU. Y de Alemania se perfilaron un grupo de AD
y un grupo de control. Se encontraron un total de 586 miARN en la sangre. En la cohorte de los EE.UU. se
modificaron 210 miARN en la expresion entre las muestras de AD y de control, y en la cohorte alemana de 135
miARN. En ambos estudios se encontré una superposicion significativa (p <0,00001) de 69 miARN. De estos el
96% de la direccion de expresion fue consistente en ambas cohortes y los valores del area bajo la curva (AUC,
area under curve) mostraron una correlacion altamente significativa (p <107'® ) de 0,92 (95% intervalo de confianza
(IC)). desde 0,87-0,95).

Los miARN estadisticamente significativos encontrados aqui que pueden usarse para diagnosticar la enfermedad
de Alzheimer se dan en la Tabla 3.

Los miARN en la firma parecen estar involucrados en la disfuncién mitocondrial por los posibles genes objetivos /
objetivo PARL (p = 0,004) y SLC25A5 (p = 0,002).

Tabla 3: miARN con niveles de expresion significativamente diferentes en pacientes con AD en comparacién con
el grupo control.

Forma madura Ensayo t AD vs control AUC AD vs control
hsa-miR-345-5p 3,20E-04 0,33
hsa-miR-5006-3p 1,26E-04 0,36
hsa-miR-7848-3p 2,28E-03 0,40
hsa-miR-6817-3p 1,02E-03 0,42
hsa-miR-361-5p 1,25E-07 0,29

10
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Forma madura Ensayo t AD vs control AUC AD vs control
hsa-miR-3157-3p 1,14E-07 0,29
hsa-miR-4482-3p 3,46E-03 0,35
hsa-miR-28-3p 1,70E-10 0,24
hsa-miR-151a-3p 7,13E-11 0,25
hsa-miR-1468-5p 7,11E-08 0,32
hsa-miR-532-5p 6,94E-04 0,65
hsa-miR-17-3p 5,63E-08 0,78
hsa-miR-30a-3p 1,65E-08 0,24

Se muestran en la Tabla 4 otras secuencias de miARN maduras relevantes encontradas para las dos cohortes
estudiadas, determinadas a partir de una prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney, con los valores encontrados de cada

prueba realizada de la cohorte Wilcoxon-Mann-Whitney.

Tabla 4: miARN con diferentes niveles de expresion en pacientes con AD en comparacion con el grupo de control

segun los resultados de las pruebas de Wilcoxon-Mann-Whitney para la primera y la segunda cohorte

miARN Secuencia madura SEC ID |Prueba de Wilcoxon |Prueba de Wilcoxon
NO: Mann Whitney (12 Mann Whitney (22
cohorte) cohorte)
hsa-miR-17-3p acugcagugaaggcacuuguag 12 1,15E-05 0,00020271
hsa-miR-30a-3p cuuucagucggauguuugcagc 13 0,0035552 4,14E-06
hsa-miR-28-3p cacuagauugugagcuccugga 8 0,00038033 6,33E-06
hsa-miR-30e-3p cuuucagucggauguuuacagc 27 0,0073513 2,34E-06
hsa-miR-151a-3p cuagacugaagcuccuugagg 9 1,70E-07 0,0045649
hsa-miR-4781-3p aauguuggaauccucgcuagag 28 2,44E-06 0,043509
hsa-miR-4508 gcggggeugggegegeg 29 0,020063 0,0011682
hsa-miR-361-5p uuaucagaaucuccagggguac 3,13E-05 0,00010372
hsa-miR-3157-3p cugcccuagucuagcugaagceu 6 5,74E-06 0,0052611
hsa-miR-33b-5p gugcauugcuguugcauugc 30 9,95E-05 0,0035992
hsa-miR-16-2-3p ccaauauuacugugcugcuuua 31 0,027024 0,00018878
hsa-miR-574-5p ugagugugugugugugagugugu |32 0,025881 0,0046907
hsa-miR-5690 ucagcuacuaccucuauuagg 33 0,0023133 0,0067456
hsa-miR-363-3p aauugcacgguauccaucugua 34 0,0043552 0,0017395
hsa-miR-4746-5p ccggucccaggagaaccugcaga |35 0,018015 0,003912
hsa-let-7b-5p ugagguaguagguugugugguu 36 0,029466 0,0060788
hsa-miR-1468-5p cuccguuugccuguuucgcug 10 0,0041147 0,0019343
hsa-miR-345-5p gcugacuccuaguccagggcuc 1 0,0012034 0,019022
hsa-miR-378d acuggacuuggagucagaaa 37 0,0027945 0,00033694
hsa-miR-378g acugggcuuggagucagaag 38 0,0031832 0,00021093
hsa-miR-221-3p agcuacauugucugcuggguuuc 39 0,004188 0,0068757
hsa-miR-378f acuggacuuggagccagaag 40 0,0024916 0,0023304
hsa-miR-340-3p uccgucucaguuacuuuauage 41 0,0002208 0,00063591
hsa-let-7c-5p ugagguaguagguuguaugguu 42 8,00E-06 0,0047904
hsa-miR-532-5p caugccuugaguguaggaccgu 11 0,0056523 0,0061427
hsa-miR-3605-3p ccuccguguuaccuguccucuag (43 0,031272 8,42E-06
hsa-miR-340-5p uuauaaagcaaugagacugauu 44 0,00092804 0,0023566
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miARN Secuencia madura SEC ID |Prueba de Wilcoxon |Prueba de Wilcoxon
NO: Mann Whitney (12 Mann Whitney (22
cohorte) cohorte)
hsa-miR-5006-3p uuucccuuuccauccuggcag 2 0,015025 0,034036
hsa-miR-3909 uguccucuagggccugcagucu 45 0,00072755 0,0072214
hsa-let-7d-3p cuauacgaccugcugccuuucu 46 0,014922 0,00060374
hsa-miR-128-3p ucacagugaaccggucucuuu 47 1,04E-05 0,010414
hsa-miR-330-5p ucucugggccugugucuuagge 48 7,40E-05 0,00086506
hsa-miR-548e-3p aaaaacugagacuacuuuugca 49 0,0090437 0,036586
hsa-miR-548ad-5p |aaaaguaauugugguuuuug 50 0,0047025 0,00040004
hsa-miR-548d-5p aaaaguaauugugguuuuugcc 51 0,0047025 0,00040004
hsa-miR-548ae-5p |aaaaguaauugugguuuuug 52 0,0031776 0,0040292
hsa-miR-548ay-5p |aaaaguaauugugguuuuugc 53 0,0031776 0,0040292
hsa-miR-107 agcagcauuguacagggcuauca |54 6,13E-05 0,00026867
hsa-miR-106b-5p uaaagugcugacagugcagau 55 0,028274 0,0020005
hsa-miR-548az-5p |caaaagugauugugguuuuugc 56 0,0051462 0,0037591
hsa-miR-103a-3p  |agcagcauuguacagggcuauga (57 0,00017315 0,00048883
hsa-let-7d-5p agagguaguagguugcauaguu 58 0,014163 0,0079347
hsa-miR-190a-5p ugauauguuugauauauuaggu |59 1,61E-05 0,0019051
hsa-miR-3074-5p  |guuccugcugaacugagccag 60 0,0081401 0,018552
hsa-miR-550a-3p ugucuuacucccucaggcacau 61 0,0066173 0,0034703
hsa-miR-106a-5p  |aaaagugcuuacagugcagguag (62 0,014462 0,016999
hsa-miR-598-3p uacgucaucguugucaucguca 63 0,0042481 0,0055876
hsa-miR-1294 ugugagguuggcauuguugucu 64 1,88E-05 0,026805
hsa-miR-5010-3p uuuugugucucccauuccccag 65 2,25E-05 0,037426
hsa-let-7i-5p ugagguaguaguuugugcuguu (66 0,00012721 0,042682
hsa-miR-17-5p caaagugcuuacagugcagguag |67 0,039237 0,033477
hsa-miR-660-5p uacccauugcauaucggaguug 68 3,50E-06 0,011728
hsa-miR-6754-3p ucuucaccugccucugecugea 69 0,018408 0,013335
hsa-miR-101-3p uacaguacugugauaacugaa 70 1,06E-06 0,0019576
hsa-let-7e-5p ugagguaggagguuguauaguu |71 8,31E-07 0,0034125
hsa-miR-6842-3p uuggcuggucucugecuccgeag 72 0,0030116 0,0022308
hsa-miR-328-3p cuggcccucucugecccuuccgu 73 0,0087011 0,0018858
hsa-miR-1285-5p  |gaucucacuuuguugcccagg 74 6,09E-05 0,0048518
hsa-let-7f-5p ugagguaguagauuguauaguu 75 4,82E-09 0,0028229
hsa-let-7a-5p ugagguaguagguuguauaguu 76 1,51E-08 0,004414
hsa-miR-301a-3p  |cagugcaauaguauugucaaagc (77 0,0018718 0,012808
hsa-miR-3127-3p uccccuucugcaggcecugeugg 78 2,04E-05 0,045572
hsa-miR-20a-5p uaaagugcuuauagugcagguag (79 0,025138 0,010058
hsa-miR-6783-3p uuccugggcuucuccucuguag 80 0,029479 0,0093665
hsa-miR-3615 ucucucggecuccucgcggecuc 81 0,016317 0,046337
hsa-miR-98-5p ugagguaguaaguuguauuguu 82 9,18E-07 0,020253
hsa-miR-5001-3p uucugccucuguccagguccuu 83 2,24E-06 0,01183
hsa-let-7 g-5p ugagguaguaguuuguacaguu 84 1,81E-07 0,017748
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Ejemplo 2

Para evaluar la especificidad de los miARN para la enfermedad de Alzheimer encontrada en el Ejemplo 1, se
compararon sus niveles de expresion aun mas con los de pacientes con MCI y esclerosis multiple (MS) obtenidos
como en el Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: miARN con niveles de expresion significativamente diferentes en pacientes con AD en comparacién con
pacientes con MCl y MS.

Forma madura Ensayo t AD vs MCI |AUC AD vs MCI Ensayot AD vs MS |AUC AD vs MS
hsa-miR-345-5p 4,96E-02 0,38 6,83E-04 0,39
hsa-miR-5006-3p 2,88E-02 0,32 1,16E-02 0,37
hsa-miR-7848-3p 8,76E-01 0,44 1,81E-06 0,27
hsa-miR-6817-3p 5,03E-01 0,40 3,98E-10 0,28
hsa-miR-361-5p 3,81E-02 0,28 3,93E-04 0,36
hsa-miR-3157-3p 1,74E-02 0,29 517E-13 0,21
hsa-miR-4482-3p 8,30E-02 0,38 4,83E-03 0,37
hsa-miR-28-3p 3,56E-01 0,44 1,24E-06 0,32
hsa-miR-151a-3p 5,87E-01 0,44 1,29E-15 0,20
hsa-miR-1468-5p 7,11E-02 0,39 8,61E-17 0,14
hsa-miR-532-5p 5,89E-03 0,71 4,37E-21 0,87
hsa-miR-17-3p 2,59E-01 0,59 1,23E-16 0,82
hsa-miR-30a-3p 5,84E-01 0,58 6,06E-03 0,44

Mientras que los miARN de AD mas significativos del panel del Ejemplo 1 también fueron desregulados entre la
MS y la AD, los pacientes con MCI fueron mas similares a los pacientes con AD.

Dado que el mismo panel de miARN puede distinguir entre MCI, MS y AD, se puede concluir que los miARN en la

firma encontrada son especificos para enfermedad de Alzheimer y se pueden usar en consecuencia para la
deteccion o el diagndstico temprano de la enfermedad.
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REIVINDICACIONES
Procedimiento para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer en un paciente, que comprende:

crear un perfil de expresion de miARN a partir de una muestra de sangre proporcionada de un paciente, y
comparar el nivel de expresion de un miARN que comprende una secuencia seleccionada de hsa-miR-345-
5p, y/o que comprende una secuencia que difiere de esa secuencia respectivamente hasta en 3 bases,
preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, con un nivel de referencia, permitiendo la
comparacion el diagnoéstico de la enfermedad de Alzheimer.

Procedimiento de la reivindicacién 1, en donde ademés se compara el nivel de expresién de al menos un
miARN que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-
7848-3p, hsa-miR-6817-3p , hsa-miR-361-5p, hsa-miR-3157-3p, hsa-miR-4482-3p, hsa-miR-28-3p, hsa-miR-
151a-3p, hsa-miR-1468-5p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-17-3p, y hsa-miR-30a-3p, y/o que comprende una
secuencia que difiere de estas secuencias respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases,
mas preferiblemente 1 base, con un nivel de referencia, permitiendo la comparacién el diagnéstico de una
enfermedad con Alzheimer.

Procedimiento seguin una de las reivindicaciones precedentes, en el que el paciente es un ser humano.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, en el que en al menos 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12 0 13 miARN que comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste en hsa -miR-345-
5p, hsa-miR-5006-3p, hsa-miR-7848-3p, hsa-miR-6817-3p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-3157-3p, hsa-miR -
4482-3p, hsa-miR-28-3p, hsa-miR-151a-3p, hsa-miR-1468-5p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-17-3p y hsa-miR
30a-3p, y/o que comprende una secuencia que difiere de estas secuencias respectivamente hasta en 3 bases,
preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, se observa un cambio en el nivel de expresion
en comparacion con un nivel de referencia, en donde en al menos un miARN que comprende una secuencia
seleccionada de hsa-miR-345-5p y/o que comprende una secuencia que difiere de esta secuencia
respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases, mas preferiblemente 1 base, se observa
un cambio en el nivel de expresion en comparacion con un nivel de referencia.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, en el que la creacion del perfil de expresion
comprende una hibridacién de acido nucleico, una amplificacion de acido nucleico, una extensiéon de
polimerasa, una secuenciacion, una espectrometria de masas, o cualquier combinacién de los mismos.

Uso de un miARN que comprende una secuencia seleccionada de hsa-miR-345-5p, y/o que comprende una

secuencia que difiere de esta secuencia respectivamente hasta en 3 bases, preferiblemente hasta 2 bases,
mas preferiblemente 1 base, como marcador para el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer.
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