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DESCRIPCIÓN

Biomarcadores de la progresión de la enfermedad de Alzheimer

La presente invención se refiere a biomarcadores que indican la propensión de un paciente a sufrir progresión de la 
enfermedad de Alzheimer (AD). Dichos biomarcadores son útiles para proporcionar información pronóstica al 
paciente y para seleccionar pacientes candidatos para ensayos clínicos, así como para evaluar intervenciones 5
candidatas tales como tratamientos con medicamentos para determinar la efectividad en la reducción de la 
progresión de la AD.

Se estima que la enfermedad de Alzheimer (AD) comienza a desarrollarse entre 10-15 años antes de que se noten 
las características clínicas, un fenómeno que parece ser el principal culpable de la falta de éxito en el desarrollo de 
tratamientos modificadores de la enfermedad para la AD (Cummings, 2011). Esto ha llevado a una búsqueda intensa 10
de marcadores diagnósticos y/o pronósticos tempranos basados en líquidos de la AD, y los biomarcadores del 
líquido cefalorraquídeo (CSF) han proporcionado un valor diagnóstico para la AD. Sin embargo, su aplicación es 
limitada debido a la invasividad de la punción lumbar (Cummings, 2011). Además, las técnicas de neuroimagen, tal 
como el análisis con florbetapir F-18, proporcionan información muy relevante, pero son costosas y requieren 
instalaciones especiales. Por lo tanto, se buscan nuevos procedimientos para diagnosticar los cambios neurológicos 15
tempranos en la AD o para pronosticar la tasa de progresión de la AD con una aplicación clínica más amplia, tal 
como los procedimientos basados en la sangre.

Los biomarcadores candidatos potenciales son fragmentos de proteínas que reflejan sitios de escisión específicos 
en proteínas y, debido a su tamaño más pequeño, pueden pasar la barrera hematoencefálica (BBB) y, por lo tanto, 
se detectan en el suero (Wang et al., Reifert et al., 2011; Karsdal et al., 2010).20

El procesamiento patológico de la proteína Tau por las proteasas ha generado un interés sustancial (De Strooper, 
2010), ya que parece ser un iniciador clave de la muerte celular neuronal (Reifert et al., 2011; Reifert et al., 2011); 
(Gamblin et al., 2003; Garcia-Sierra et al., 2008; Goedert et al., 1989; Lasagna-Reeves et al., 2012). La escisión 
proteolítica de Tau está mediada por varias proteasas diferentes, tales como caspasas y calpaínas (De Strooper, 
2010). La escisión de Tau mediada por caspasa lleva a la generación de una serie de fragmentos bien descritos 25
durante el inicio de la muerte celular neuronal (De Strooper, 2010; Reifert et al., 2011). Hay sitios en Tau para la 

escisión de caspasa, a saber, residuos Asp22-Asp25, Asp345-Asp341 y Asp418-Asp421, de los cuales Asp421 es 
el sitio de escisión preferido (Hanger y Wray, 2010). La escisión en Asp421 es generada por la caspasa -3 y -7, y 
curiosamente, los fragmentos de Tau generados por la escisión en el sitio Asp421 son neurotóxicos (Lee et al., 2001; 
Rissman et al., 2004), y por lo tanto la medición de este epítopo (es decir, fragmentos que tienen Asp421 en su 30
extremo N-terminal) en suero/plasma es de gran interés. También se describieron los anticuerpos policlonales que 
detectan los fragmentos C-terminales de Tau que se han escindido en Asp421 por caspasa ((Rissman et al., 2004; 
Basurto-Islas et al., 2008).

Sin embargo, varias otras proteasas también parecen desempeñar un papel en la degeneración neuronal a pesar de 
que principalmente se han asociado con las funciones de secretasa (De Strooper, 2010), y un estudio reciente indicó 35
una relación entre un fragmento de Tau generado por ADAM10 y las puntuaciones cognitivas (Sorensen et al., 
2012), por lo tanto, se destaca este fragmento como un biomarcador potencialmente interesante de AD en 
combinación con el fragmento "clásico" Tau-C.

El documento WO2013/004717 y Mette et al., 2012 describen un bioensayo para la cuantificación de fragmentos 
peptídicos relevantes para afecciones neurodegenerativas que comprende un neoepítopo formado por la escisión de 40
una proteína Tau por una secretasa (Tau A). El documento WO2011/032155 describe procesos y materiales para la 
detección, diagnóstico o determinación de la gravedad de una lesión o afección neurológica. Vías bioquímicas 

En la actualidad los autores han medido los niveles de Tau-C utilizando un ELISA recientemente desarrollado que 
detecta específicamente el sitio terminal Asp421 y el ELISA previamente publicado que detecta Tau-A (Sorensen et 
al., 2012) en muestras de suero del estudio H6L-MC-LFAN. Se correlacionaron los niveles de biomarcadores con las 45
puntuaciones ADAS-Cog11 y CDR-SB obtenidas al inicio y en los puntos de tiempo de seguimiento (28, 40, 52 y 64 
semanas) para investigar el potencial diagnóstico y pronóstico de estos marcadores. 

En la actualidad los autores han establecido que los niveles de Tau-A y Tau-C están correlacionados de manera 
opuesta a futuros cambios en los marcadores de puntuación cognitiva.

Por consiguiente, la presente invención proporciona ahora un procedimiento de ensayo de una muestra de fluido 50
corporal que comprende, en cualquier orden:

a) realizar un primer inmunoensayo de la muestra para determinar un primer nivel de unión en la misma de un 
anticuerpo que tiene especificidad por un epítopo C-terminal Tau-C presente en el extremo terminal de la 
secuencia de aminoácidos -SSTGSIDMVD (SEQ ID NO: 1), y

b) realizar un segundo inmunoensayo de la muestra para determinar un segundo nivel de unión en la misma55
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de un compañero de unión inmunológica que tiene especificidad para un epítopo N-terminal Tau-AQ presente 
en el término de la secuencia de aminoácidos TPRGAAPPGQ- (SEQ ID NO : 2) y

c) calcular un índice que expresa el contenido de información de una relación entre dicho segundo nivel y 
dicho primer nivel.

Tal índice se puede calculare usando un ordenador de propósito general adecuadamente programado para recibir 5
los niveles de unión determinados como entradas y calcular el índice.

La especificidad para los epítopos terminales mencionados implica que el primer compañero de unión inmunológica 
no se une a una secuencia de aminoácidos extendida -SSTGSIDMVDS (SEQ ID NO: 3) o una secuencia más larga 
extendida con aminoácidos que continúan la secuencia de Tau en la dirección C-terminal y que el segundo 
compañero de unión inmunológica no se une a una secuencia de aminoácidos extendida ATPRGAAPPGQ- (SEQ ID 10
NO: 4) o una secuencia más larga que continúa la secuencia de Tau en la dirección N-terminal. Preferiblemente, los 
compañeros de unión inmunológica no reaccionan con péptidos que tienen las secuencias terminales -
SSTGSIDMVD (SEQ ID NO: 5) y TPRGAAPPGQ- (SEQ ID NO: 6).

Ninguno de los compañeros de unión inmunológica se une a la proteína Tau intacta no escindida.

Los compañeros de unión inmunológica pueden ser anticuerpos monoclonales o fragmentos de anticuerpos 15
monoclonales que retienen propiedades de unión, tales como Fab, F (ab ')2, Fab', scFv, di-scFv, sdAb, F (ab ')2

ligado químicamente, o fragmentos de BiTE. 

Dicho índice se puede calcular preferiblemente para expresar el contenido de información de una relación (Tau-
A'/Tau-C'), en la que Tau-A' se denomina primer nivel y Tau-C' se denomina segundo nivel, cada uno se expresa 
como un coeficiente de la media de referencia normal de la medición. De esta manera, las variaciones entre los 20
ensayos en los valores absolutos obtenidos para un nivel particular de analito se pueden compensar de manera que 
los resultados obtenidos usando diferentes ensayos se puedan compararse fácilmente.

Los coeficientes respectivos se pueden calcular en un ordenador de propósito general adecuadamente programado.

El índice puede ser, obviamente, la relación (Tau-A’/Tau-C').

En general, el contenido de información de Tau-A/Tau-C (o de Tau-A’/Tau-C') se puede conservar en cualquier 25
índice en el que dicha relación se manipule matemáticamente, tal como mediante la adopción de un logaritmo para 
cualquier base, tal como la base 10, de la relación o inversión de la relación, o mediante suma o resta de la relación
a o de alguna constante arbitraria o mediante la elevación de la relación a alguna potencia elegida, por ejemplo, 
elevación al cuadrado. Muchos otros ejemplos se les ocurrirán fácilmente a los expertos en la técnica.

Dicha muestra puede ser preferiblemente una muestra de sangre, suero, plasma, CSF, saliva, esputo, tejidos, 30
extractos de tejido o fluido de BALF.

La invención incluye un procedimiento para determinar qué pacientes deben ser inscritos en un ensayo clínico de un 
medicamento para el tratamiento o prevención de la enfermedad de Alzheimer que comprende para cada paciente 
candidato realizar un procedimiento de ensayo como se describe anteriormente, y seleccionar para su inscripción
pacientes que tengan un índice predictivo de un cambio en ADAS-Cog11 de al menos tres puntos durante 52 35
semanas. Alternativamente, los pacientes se seleccionan con un índice predictivo de un cambio en ADAS-Cog11 de 
al menos tres puntos durante 40 semanas. Alternativamente, se seleccionan los pacientes que tienen un índice 
predictivo de un cambio en ADAS-Cog11 de al menos tres puntos durante 28 semanas. Además, alternativamente, 
se seleccionan los pacientes que tienen un índice predictivo de un cambio en ADAS-Cog11 de al menos seis puntos 
durante el número de semanas indicado.40

La invención incluye además un procedimiento para determinar qué pacientes se deben inscribir en un ensayo 
clínico de un medicamento para el tratamiento o prevención de la enfermedad de Alzheimer que comprende para 
cada paciente candidato realizar un procedimiento de ensayo como se describe anteriormente para proporcionar un 
índice que expresa el contenido de información de una relación (Tau-A’/Tau-C'), y seleccionar para su inscripción
pacientes que tienen un índice correspondiente a una relación (Tau-A’/Tau-C') mayor que 1,545

Opcionalmente, se puede seleccionar para su inscripción pacientes que tienen dicho índice correspondiente a una 
relación (Tau-A’/Tau-C') mayor que 2,0 o alternativamente mayor que 2,5 o superior.

La invención incluye además un procedimiento para determinar la eficacia de una intervención candidata para el 
tratamiento o prevención de la enfermedad de Alzheimer que comprende llevar a cabo un ensayo como se describió 
anteriormente en muestras obtenidas de cada paciente en un primer panel de pacientes y un segundo panel de 50
pacientes, en que dicho se ha aplicado la intervención a dicho primer panel de pacientes y se ha aplicado una 
intervención de comparación a dicho segundo panel de pacientes, y comparar los valores para dicho índice obtenido 
para dicho primer panel de pacientes con valores para dicho índice obtenido para dicho segundo panel de pacientes 
y determinar si la intervención candidata muestra un efecto superior en la modulación de dichos valores de índice en 

E14783620
27-08-2019ES 2 743 615 T3

 



4

comparación con la intervención de comparación.

La intervención del comparador puede ser un placebo, una ausencia de tratamiento o un candidato alternativo o una 
terapia establecida, ya sea de naturaleza farmacéutica, dietética o conductual. La invención incluye además un 
procedimiento para seleccionar pacientes para el tratamiento con una intervención para el tratamiento o prevención 
de la enfermedad de Alzheimer que comprende realizar un procedimiento de ensayo como se describió 5
anteriormente y seleccionar pacientes para el tratamiento que tengan un índice resultante de cualquier valor 
discutido anteriormente.

La invención se describirá e ilustrará adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos en los que se hará 
referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 muestra cambios en las puntuaciones cognitivas (ADAS-Cog11 en el Panel A y CDR-SB en el10
Panel B) observando en un grupo de 100 pacientes durante un período de 64 semanas.

La Figura 2 muestra un diagrama de dispersión basado en los datos de la Figura 1 que muestra en el Panel A 
un diagrama de dispersión de valores iniciales de ADAS-Cog11 contra CDR-SB, y que muestra en el Panel B 
un diagrama de dispersión de cambios en el ADAS-Cog11 contra cambios en el CDR-SB a 64 semanas.

La Figura 3 muestra las correlaciones entre niveles de Tau-A’ y el cambio en ADAS-Cog11 con el tiempo. 15
Paneles: A) Cambio durante 28 semanas, B) Cambio durante 40 semanas, C) Cambio durante 52 semanas, 
D) Cambio durante 64 semanas.

La Figura 4 muestra las correlaciones entre los niveles de Tau-C’ y el cambio en ADAS-Cog11 con el tiempo. 
Paneles: A) Cambio durante 28 semanas, B) Cambio durante 40 semanas, C) Cambio durante 52 semanas, 
D) Cambio durante 64 semanas.20

La Figura 5 muestra las correlaciones entre Tau-A’/Tau-C’ ratios y el cambio en ADAS-Cog11 con el tiempo. 
Paneles: A) cambio durante 28 semanas, B) Cambio durante 40 semanas, C) Cambio durante 52 semanas, 
D) Cambio durante 64 semanas.

La Figura 6 muestra las correlaciones entre niveles de Tau-A’ y el cambio en CDR-SB con el tiempo. Paneles: 
A) cambio durante 28 5 semanas, B) Cambio durante 40 semanas, C) Cambio durante 52 semanas, D) 25
Cambio durante 64 semanas.

La Figura 7 muestra las correlaciones entre niveles de Tau-C’ y el cambio en CDR-SB con el tiempo. 
Paneles: A) Cambio durante 28 semanas, B) Cambio durante 40 semanas, C) Cambio durante 52 semanas, 
D) Cambio durante 64 semanas.

La Figura 8 muestra las correlaciones entre Tau-A’/Tau-C’ ratios y el cambio en CDR-SB con el tiempo. 30
Paneles: A) Cambio durante 28 semanas, B) Cambio durante 40 semanas, C) Cambio durante 52 semanas, 
D) Cambio durante 64 semanas.

Ejemplos

Materiales y procedimientos

Generación de anticuerpos monoclonales:35

Ensayo Tau-C

Reactivos y péptidos

Los péptidos sintéticos usados para la producción de anticuerpo monoclonal y validación fueron:

Péptido inmunogénico: KLH-GGC-SSTGSIDMVD (Hemocianina de lapa californiana) (SEQ ID NO:7).

Péptido de selección/cribado: SSTGSIDMVD40

Péptido de de-selección: SSTGSIDMVDS

Desarrollo del ELISA

Los procedimientos utilizados para el desarrollo de anticuerpos monoclonales fueron los descritos previamente 
(Barascuk et al., 2010; Gefter et al., 1977). Brevemente, se inmunizaron ratones Balb/C de 4 a 6 semanas por vía 
subcutánea con 200 µl de antígeno emulsionado y 50 µg del péptido inmunogénico. Se realizaron inmunizaciones 45
consecutivas a intervalos de 2 semanas en adyuvante de Freund incompleto, hasta que se alcanzaron niveles 
estables de titulación de suero, y se sangraron los ratones a partir de la segunda inmunización. En cada sangrado, 
se detectó el título de suero y se seleccionó para fusión el ratón con el título de antisuero más alto. El ratón 
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seleccionado descansó durante 1 mes seguido de un refuerzo intravenoso con 50 µg de péptido inmunogénico en 
100 µlde solución de cloruro de sodio 0,9% 3 días antes del aislamiento del bazo para la fusión celular.

Fusión

El procedimiento de fusión se ha descrito previamente (Gefter et al., 1977) y se siguió con SP2/0 como células de 
mieloma. Las células de fusión se clonaron en placas de cultivo celular de 35 mm mediante el procedimiento de 5
medio semisólido y las placas se incubaron en una incubadora con CO2. A continuación, los clones se sembraron en 
placas de microtitulación de 96 pocillos y se dejaron durante tres días, seguido del análisis de los sobrenadantes de 
cultivo.

Cribado del anticuerpo

Los sobrenadantes se analizaron en un marco de ELISA competitivo. Los péptidos de cribado se usaron como 10
péptidos de selección y se compararon con los péptidos alargados. Se seleccionaron líneas celulares específicas 
para el péptido de selección y sin reactividad cruzada con el péptido alargado y los anticuerpos se purificaron.

Metodología ELISA

En experimentos preliminares, se optimizaron los reactivos, sus concentraciones y los períodos de incubación 
mediante la realización de varios análisis de tablero de ajedrez (datos no mostrados).15

Metodología ELISA Tau-C 

El ELISA Tau-C final se desarrolló de la siguiente manera: una placa ELISA de 96 pocillos pre-recubierta con 
estreptavidina se recubrió adicionalmente con 1,25 ng/ml del péptido sintético Biotina-SSTGSIDMVD disuelto en 
tampón PBS-BT a 4 °C durante 30 min. por agitación constante a 300 rpm. La placa se lavó cinco veces en tampón 
de lavado y se añadieron 20 µl de muestra, seguido de 100 µl de solución de anti-mAb-Tau-C - humana conjugada 20
con peroxidasa (50 ng/ml). La placa se incubó durante 1 hora a 4 °C en tampón de ensayo (PBS 10 mM, NaCl 68
mM, BSA 1%, Tween-20 0,05%, Bronidox L5 0,36% y Líquido II 10%) durante el cual se agitó a 300 rpm.

La placa se lavó nuevamente cinco veces seguido de la adición de 100 µl de tetrametilbencidina (TMB) (Kem En-Tec 
cat,438OH). La placa se incubó durante 15 minutos en la oscuridad y se agitó a 300 rpm. Para detener la reacción, 
se añadieron 100 µl de solución de detención (H2SO4 95-97%, Merck Cat. No.: 1.00731) y la placa se analizó en el 25
lector ELISA a 450 nm con 650 nm como referencia.

Tampones usados para los ELISA

El tampón utilizado para disolver el péptido de recubrimiento estaba compuesto por lo siguiente: (PBS 10 mM, NaCl 
68 mM, BSA 1%, Tween-20 0,05%, EDTA 0,9%, Bronidox L5 0,36% y Líquido II 10% pH = 7,4), y tampón de 
detención de la reacción compuesto de H2SO4 0,1%.30

Las placas ELISA usadas para el desarrollo del ensayo se recubrieron con estreptavidina de Roche cat.: 11940279. 
Todas las placas ELISA se analizaron con el lector ELISA de Molecular Devices, SpectraMax M, (CA, USA).

Estándares 

Se realizó una curva estándar por dilución en serie de los péptidos de selección. Las concentraciones estándar para 
Tau-C fueron 0, 0,97, 1,95, 3,9, 7,8, 15,6, 31,25, 62,5, 125, 250, 500 y 1000 ng/ml.35

Muestras para analizar la reactividad nativa de los anticuerpos

Para el desarrollo y validación del ensayo, se usaron suero y plasma de 15 voluntarios adultos sanos de 23 a 45 
años y de ambos sexos (Bioserve). También se analizaron muestras de suero de ratones y ratas para determinar el 
nivel de reactividad cruzada interespecie.

Muestras de animales40

Los tejidos que incluyen cerebro, hígado, músculo, colon, riñón, pulmón, aorta, corazón, piel y páncreas aislados de 
5 ratas Sprague Dawley de seis meses y 5 cerebros de cada uno de los ratones de tipo salvaje o Tg4510 se 
congelaron rápidamente en nitrógeno líquido y se pulverizaron usando un pulverizador Bessman. El "polvo" se 
transfirió a un vial y se pesó. Se añadió tampón de extracción (Tris-HCl 50 mM, HEPES 50 mM, EDTA 1 mM, 
desoxicolato de sodio 0,5%, glicerol 15%, cóctel inhibidor de proteasa (Roche cat# 05056489001), pH 8,3) a 1 ml de 45
tampón/250 mg de tejido. El lisado se eliminó por sonicación. Después de la sonicación, los restos se centrifugaron a 
4 °C/5 min/10000 rpm y los sobrenadantes se recogieron y almacenaron a - 80 °C hasta su uso posterior.

Las concentraciones de proteína se determinaron usando el ensayo de proteína DC (Biorad).

Escisión de tejidos in vitro
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La escisión de la proteasa se realizó mediante la mezcla de 1 µg de Tau recombinante o 50 µg de extracto de tejido 
y 1 µg de Caspasa en tampón Caspasa (HEPES 25 mM, CHAPS 0,1%, DTT 5 mM, EDTA 0,5 mM, glicerol 10%, pH 
7,5) e incubación durante 6 horas, 1 día y 2 días. Finalmente, la escisión se verificó por análisis ELISA.

Experimentos con células PC12

Las células PC12 se obtuvieron de ATCC y se cultivaron en matraces o placas recubiertas con solución de colágeno 5
0,01%. Las células se cultivaron en RPMI-1640+10% de suero de caballo+5% de FCS+1% de P/S+Glutamato 200 
mM con intercambio de medio cada 2do-3er día. Para diferenciarlas en neuronas, las células se sembraron en 
placas pre-recubiertas a una densidad de 10000 células/cm2 y se cultivaron durante 8 días en RPMI-1640+1% de 
suero de caballo +1% de P/S + glutamato 200 mM con 50 ng/ml de NGF humano (R&D Systems). El día 8 se indujo 
la apoptosis usando A43 como se describe en (Reifert et al., 2011), y se generaron lisados usando tampón RIPA 10
+++ en los puntos de tiempo indicados.

Transferencia Western

Se cargaron 20 µg de cada lisado en un gel SDS-PAGE, y se corrió el gel, seguido de la transferencia de las 
proteínas a las membranas de nitrocelulosa. La tinción con rojo Ponceau posteriormente se usó para verificar la 
carga de proteína igual en las membranas. La proteína Tau total (MAB3420, Millipore) se detectó mediante 15
incubación con los anticuerpos primarios diluidos a 100 ng/ml en leche descremada en polvo que contiene TBS-T 
(Henriksen et al., 2004). Posteriormente se añadió un anticuerpo secundario que reconoce IgG de ratón conjugado 
con peroxidasa de rábano picante, y finalmente la transferencia se visualizó usando quimioluminiscencia mejorada 
como se describió previamente (Henriksen et al., 2004).

Resultados20

Selección de clon y características del ensayo

La inmunización de ratones con la secuencia identificada generó numerosos clones que posteriormente se 
analizaron para determinar su capacidad para producir un anticuerpo (NB361) que reconoce la secuencia 
SSTGSIDMVD generada por la escisión de Caspasa 3 de Tau.

El anticuerpo era específico para el sitio de escisión, ya que la extensión de la secuencia por un aminoácido, para 25
crear un péptido alargado, produjo la pérdida de reactividad y solo una reactividad cruzada muy modesta a la 
secuencia alargada. Sobre la base de la curva estándar, se determinó que el límite inferior de cribado (LDL) era de 1 
ng/ml.

Caracterización del ensayo usando el material generado in vitro

Como se identificó el epítopo de Tau escindida por Caspasa, se investigó si la escisión in vitro de Tau usando 30
Caspasa produjo la generación de una señal en el ELISA. Solo la adición de Tau escindida, Tau no intacta, produjo 
la generación de una señal, lo que también confirma la especificidad del ensayo. Estos datos se fortalecieron aún 
más al comparar el cerebro de rata escindido con caspasa con el no escindido y nuevamente en la presente solo las 
muestras escindidas dieron una señal.

Los extractos de cerebro de ratones tg4510 indican relevancia patológica del marcador35

Se sabe que los ratones Tg4510 muestran una tauopatía con un inicio de alrededor de dos meses, y cuando se 
midieron los extractos cerebrales de cerebros de ratones Tg4510 tenían niveles de Tau-C alrededor de 2-3 veces 
más altos que sus correspondientes controles de peso a 1½, 2½ y una tendencia hacia una separación más clara a 
los 9 meses. 

La apoptosis mediada por Aβ en neuronas derivadas de células PC12 lleva a la producción de Tau-C40

Se ha indicado que el fragmento Tau-C es producido por neuronas después de la inducción de apoptosis, y para 
evaluar si esto se puede medir usando el ELISA, se usaron las células neuronales PC12 inducidas por NGF. Al 
cultivar las células PC12 durante 8 días en presencia de NGF, se observó una inducción clara de neurogénesis y, en 
consecuencia, la inducción de la expresión total de Tau como se esperaba (Greene, 1978).

Se ha demostrado que la adición de Aβ a las neuronas induce la apoptosis neuronal y la fragmentación de Tau 45
(Reifert et al., 2011), y se encontró que la adición de altas concentraciones (8,6 µM) conduce a la fragmentación de 
Tau después de 5 horas, y después de 24 horas no se observó Tau. A una dosis menor (0,86 µM) de Aβ no se 
observó fragmentación. Curiosamente, al medir los lisados celulares de este experimento en el ELISA Tau-C, se 
observó un marcado aumento en las condiciones altas de Aβ a las 5 y 24 horas, mientras que solo se observaron 
niveles umbral en las otras condiciones. Estos datos, aunque preliminares, indican que el fragmento Tau-C en efecto 50
se produce en conjunto con la muerte neuronal.

El ELISA Tau-C detecta fragmentos de degradación de Tau en suero de seres humanos, ratas y ratones, y es 
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técnicamente robusto

Las pruebas de recuperación de dilución de suero y plasma humano, y suero de rata y ratón, mostraron que todas 
estas muestras se pueden diluir y proporcionar recuperaciones lineales al medir a las diluciones correctas. Para el 
suero y el plasma humanos, el rango de dilución estuvo entre 1+1 y 1+3, para el suero de rata estuvo entre 1+1 y 
1+3 y finalmente en el suero de ratón del rango de dilución aceptado fue 1+1 y 1+3. El coeficiente de variación 5
intraensayo, determinado mediante la medición de 3 muestras de suero individuales 21 veces cada una, fue 5,8%. El 
CV% entre ensayos, determinado mediante la medición de 8 muestras diferentes en duplicados en 11 corridas 
diferentes durante un total de 5 días individuales, fue 12,6%. Finalmente, una serie de tres muestras de suero 
expuestas a 5 ciclos consecutivos de congelación-descongelación no mostraron una pérdida de reactividad.

Ensayo Tau-A10

Reactivos y péptidos

Los péptidos sintéticos usados para la producción de anticuerpo monoclonal y validación fueron:

(a) péptido inmunogénico: TPRGAAPPGQ-GGC-KLH (SEQ ID NO:8) (Hemocianina de lapa californiana),

(b) péptido de cribado TPRGAAPPGQ (SEQ ID NO:2),

(c) péptido de de-selección ATPRGAAPPGQ (SEQ ID NO:4) que se ha alargado con un aminoácido en el 15
extremo N-terminal.

Tampones usados para el ELISA

El tampón utilizado para disolver el péptido de recubrimiento estaba compuesto de lo siguiente: (Trizma 150 mM, 
BSA 1%, Tween-20 0,05%, Bronidox L5 0,36%, pH 8,0 (Tris-BTB) y tampón de detención de reacción compuesto por 
H2SO4 0,1%.20

Las placas ELISA utilizadas para el desarrollo del ensayo se recubrieron con estreptavidina de Roche cat .: 
11940279. Todas las placas ELISA se analizaron con el lector ELISA de Molecular Devices, SpectraMax M, (CA, EE. 
UU.).

Desarrollo de un ELISA

Los procedimientos para el desarrollo de anticuerpos monoclonales se describen previamente (Barascuk et al., 25
2010); Gefter, 1977 1917).

Brevemente, inmunizaron por vía subcutáneamente ratones Balb/C de 4 a 6 semanas de edad con 200 µl de
antígeno emulsionado y 50 µg de TPRGAAPPGQ-GGC-KLH (SEC ID Nº: 2-KLH). Se realizaron inmunizaciones 
consecutivas a intervalos de 2 semanas en adyuvante de Freund incompleto, hasta que se alcanzaron niveles 
estables de títulos de suero, y se sangraron los ratones desde la segunda inmunización en adelante. En cada 30
sangrado, se detectó el título de suero y se seleccionó para fusión el ratón con el título de antisuero más alto. El 
ratón seleccionado se dejó descansar durante 1 mes seguido de refuerzo intravenoso con 50 µg de TPRGAAPPGQ-
GGC¬KLH (SEQ ID NO: 2-KLH) en 100 µl de solución de cloruro de sodio 0,9% 3 días antes del aislamiento del 
bazo para la fusión celular.

Fusión35

El procedimiento de fusión descrito previamente (Gefter et al., 1977) se siguió con SP2/0 como células de mieloma. 
Las células de fusión se clonaron en placas de cultivo celular de 35 mm mediante el procedimiento de medio 
semisólido y las placas se incubaron en una incubadora con CO2. A continuación, se clonaron los clones en dieciséis 
placas de microtitulación de 96 pocillos y se dejaron durante tres días, seguido del análisis de los sobrenadantes de 
cultivo.40

Cribado del anticuerpo

Los sobrenadantes se analizaron en un marco de ELISA competitivo. El péptido TPRGAAPPGQ (SEQ ID NO: 2) se 
usó como el péptido de selección y el ATPRGAAPPGQ (SEQ ID NO: 4) como el péptido alargado. Se seleccionaron 
líneas celulares específicas para el péptido de selección y sin reactividad cruzada con el péptido alargado y los 
anticuerpos se purificaron.45

Metodología ELISA Tau-A 

En experimentos preliminares, se optimizaron los reactivos, sus concentraciones y los períodos de incubación 
mediante la realización de varios análisis de tablero de ajedrez. El ELISA Tau-A se desarrolló de la siguiente 
manera: una placa ELISA de 96 pocillos pre-recubierta con estreptavidina se recubrió adicionalmente con 6 ng/ml 
del péptido sintético TPRGAAPPGQ-Biotina (SEQ ID NO: 2- Biotina) disuelta en tampón Tris-BTB a 20 °C durante 50
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30 min por agitación constante a 300 rpm. La placa se lavó cinco veces en tampón de lavado y se añadieron 20 µl
de muestra, seguido de 100 µl de solución de anti mAb-Tau-A humana conjugada con peroxidasa (50 ng/ml). La 
placa se incubó durante 1 hora a 20 °C en tampón Tris-BTB 100 mM, tiempo durante el cual se agitó a 300 rpm.

La placa se lavó nuevamente cinco veces seguido de la adición de 100 µl de tetrametilbencidina (TMB) (Kem-
En¬Tec cat,438OH). La placa se incubó durante 15 minutos en la oscuridad y se agitó a 300 rpm. Para detener la 5
reacción, se añadieron 100 µl de solución de detención (H2SO4 95-97%, Merck Cat. No .: 1,00731) y la placa se 
analizó en el lector ELISA a 450 nm con 650 nm como referencia.

Estándares

Se realizó una curva estándar por dilución seriada de TPRGAAPPGQ-biotina (SEQ ID NO: 2-biotina). Las 
concentraciones estándares fueron 0, 0,782, 1,5625, 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 y 100 ng/ml.10

Muestras para analizar la reactividad nativa de los anticuerpos

Durante el desarrollo del ensayo y la validación se usó suero de sujetos adultos sanos de diferentes edades y 
géneros. Se obtienen muestras de suero de jóvenes voluntarios sanos de 23-45 años de edad. También se 
analizaron muestras de suero de diferentes especies, que incluyen ratones y ratas, para determinar el nivel de 
reactividad cruzada entre especies. Finalmente, también se analizaron muestras de líquido cefalorraquídeo (CSF) y 15
plasma.

Muestras de animales

Se extrajeron cerebros ultrarrápidos de 5 ratones de tipo salvaje y 5 de tauopatía Tg4510 de 5 meses (de Calignon 
et al., 2009) de acuerdo con el siguiente protocolo: el tejido se pulverizó usando un pulverizador Bessman y se pesó. 
El tejido se extrajo utilizando 250 mg de tampón de extracción de tejido/ml (Tris-HCl 50 mM, HEPES 50 mM, glicerol 20
15%, EDTA 1 mM, desoxicolato de sodio 0,5%, inhibidor de proteasa Roche (cat# 05 056 489001), pH final 8,3). El 
lisado se eliminó por sonicación, y los sobrenadantes se recogieron después de centrifugar a 4 °C/5 min/10000 rpm. 
La concentración de proteína se determinó usando el ensayo de proteína DC de BioRad.

Transferencia Western

Se cargaron 100 µg de cada extracto en un gel SDS-PAGE. Se corrió el gel y las muestras se transfirieron a 25
membranas de nitrocelulosa como se describe en (Henriksen et al., 2004). Los niveles de fragmentos Tau-A y 
proteína Tau total se detectaron mediante incubación con los anticuerpos primarios diluidos a 100 ng/ml en TBS-T 
que contiene leche descremada en polvo (Henriksen et al., 2004). Posteriormente se usó un anticuerpo secundario 
que reconoce IgG de ratón conjugado con peroxidasa de rábano picante, y finalmente se visualizó la transferencia 
usando quimioluminiscencia mejorada como se describió previamente (Henriksen et al., 2004).30

Muestras humanas

Se utilizaron dos conjuntos de muestras humanas. Un conjunto (51 muestras) era una colección de muestras de 
suero de un estudio de osteoartritis, este estudio contenía participantes con edades entre 18-75 años, así como 
datos del índice de masa corporal (Bay-Jensen et al., 2011).

El segundo conjunto de muestras fue muestras de suero y CSF apareadas de pacientes con enfermedad de 35
Alzheimer grave. Estas muestras contenían un subconjunto de muestras recogidas de los mismos individuos al inicio 
y durante el seguimiento (18 meses después).

Análisis estadístico

Para la validación del ensayo, se ajustó la densidad óptica contra la concentración de analito aplicando una 
regresión logística de cuatro parámetros a la curva de calibración. Se calcularon el promedio, las desviaciones 40
estándar, el coeficiente de variación porcentual (% CV) y las diferencias de los valores teóricos para todos los 
estándares y muestras. Los datos cuantitativos se analizaron utilizando GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San 
Diego, CA, USA). Las diferencias significativas entre las medias se determinaron mediante la prueba t no apareada 
de dos colas de Student, asumiendo una distribución no gaussiana. Las correlaciones entre los valores de Tau en 
suero y el resto de las variables estudiadas se analizaron mediante regresión lineal. Los datos se expresaron como 45
media ± error estándar de la media y las diferencias se consideraron significativas a un nivel de p de 0,05 o inferior.

Resultados

Especificaciones técnicas del ELISA

El anticuerpo con la mejor reactividad, afinidad y estabilidad nativa en el ensayo se eligió entre los clones 
productores de anticuerpos generados después de la fusión de las células de bazo y mieloma. El clon elegido para 50
la purificación de anticuerpos y el desarrollo posterior del ELISA fue NB191-3C4, producido contra TPRGAAPPGQ 
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(SEQ ID NO: 2).

Curva estándar y recuperación

Se obtuvo una curva estándar típica basada en concentraciones de péptidos de 0, 0,782, 1,5625, 3,125, 6,25, 12,5, 
25, 50 y 100 ng/ml. Además, se mostró la especificidad del anticuerpo en comparación con las mismas 
concentraciones del péptido alargado que no dio reacción alguna.5

La determinación de la linealidad o recuperación por dilución en diferentes muestras dio como resultado lo siguiente. 
Las recuperaciones determinadas promedio calculadas de nuevo a partir de muestras diluidas 1+1, 1+2, 1+3, 1+4, 
1+5, 1+6 y 1+7 a la muestra sin diluir fueron cercanas al 100% y dentro del ± 10% recomendado (datos no 
mostrados).

Cálculo de los resultados del biomarcador10

El valor a de la media de referencia normal (NRM) se estableció tanto para los ensayos Tau-A como para el Tau-C 
como el valor medio de cada biomarcador medido en muestras de individuos de control apareados por edad y sexo 
sanos ("normales").

Todos los datos de biomarcadores de los sujetos con AD se presentan aquí como una relación entre el valor 
absoluto y los valores de NRM para tener en cuenta las diferencias entre las diferentes cohortes.15

En consecuencia Tau-A’ se calculó como Tau-A/NRMTau-A

En consecuencia Tau-C’ se calculó como Tau-C/NRMTau-C

Por lo tanto, Tau-A' y Tau-C' presentan los valores de Tau-A y Tau-C como coeficientes del respectivo NRM. 

Ejemplo 1: Valor diagnóstico y pronóstico de los ensayos

Sujetos:20

Se obtuvieron muestras de suero basales de pacientes con Alzheimer temprano (n = 100) (para las cuales se 
depositaron en bancos al inicio), con puntuaciones de ADAS-Cog11, CDR-SB y MMSE evaluadas al inicio (n = 100), 
y ADAS-Cog11 y CDR-SB evaluadas en los puntos de tiempo de seguimiento de 28, 40, 52 y 64 semanas en un 
subconjunto de la cohorte (brazo de placebo) (n = 35).

Los criterios de inclusión fueron: Años y más, Cumple con los criterios para AD leve a moderada con una puntuación 25
de examen del estado mini-mental de 16 a 26 en la visita 1. La puntuación de la escala de isquemia de Hachinski 
modificado menor o igual a 4. La puntuación de la escala de depresión geriátrica menor de o igual a 6. Una 
resonancia magnética (MRI) o una tomografía computarizada (TC) en los últimos 2 años sin hallazgos inconsistentes 
con un diagnóstico de enfermedad de Alzheimer. Si la mujer debe estar sin menstruación durante al menos 12 
meses consecutivos o si le han extirpado ambos ovarios. Los criterios de exclusión fueron:30

No es capaz de tragar medicamentos orales enteros. Tiene enfermedades graves o inestables. No tiene un cuidador 
confiable.

Abuso crónico de alcohol o drogas en los últimos 5 años. Alguna vez ha tenido una vacuna activa para AD.

Criterios de valoración:

Correlaciones con ADAS-Cog11 y CDR-SB iniciales. Correlaciones con el cambio en ADAS-Cog11 y/o CDR-SB35
durante el tiempo

Análisis estadístico

Se verificó la normalidad de todos los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilks. Los datos que no se distribuyen 
normalmente (por ejemplo, p <0,05) se transformaron por logaritmos a la normalidad. Las correlaciones entre los 
niveles plasmáticos de Tau y los criterios de valoración se analizaron mediante regresión lineal. Se usó un modelo 40
MMRM para comparar el cambio en las puntuaciones cognitivas con la relación Tau-A', Tau-C' o Tau-A’/Tau-C', 
mientras se ajusta por edad, inicio y puntuación cognitiva inicial.

Resultados

Características del paciente:

Las características de la subpoblación de estudios (NCT00762411 y NCT00594568) se muestran en la Tabla 1.45

Tabla 1: Características iniciales de los sujetos.
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Edad en años

(SD)

M/F Duración de la enfermedad

(años)

ADAS-

Cog11

CDR-

SB

Estratificación MMSE (leve/moderado)

71,6 (7,7) 47=1/52=25,4 (2,6) 23,9 (9,6)4,8

(3,2)

68/32

Según lo previsto, la población de 100 pacientes se encuentra en la categoría de AD leve a moderada y, por lo tanto, 
representa una población blanco clásica para un estudio de intervención farmacológica (Cummings, 2011) y, por lo 
tanto, también representa una población que es de gran interés para los estudios de biomarcadores. La Figura 1 
muestra el cambio en las puntuaciones cognitivas ADAS-Cog11 y CDR-SB durante 64 semanas, mientras que la 5
Figura 2 muestra la correlación entre las dos puntuaciones cognitivas diferentes al inicio y entre sus cambios durante 
las 64 semanas. En términos de cambio cognitivo durante el estudio, el cambio en ADAS-Cog11 durante el período 
de estudio de 64 semanas fue de 4,7 +/- 1,7 con un aumento continuo visto en todos los puntos de tiempo, lo que 
subraya claramente que la progresión tuvo lugar. Para CDR-SB el aumento fue 1,9 +/- 0,8. Sin embargo, la variación 
en el cambio de las puntuaciones cognitivas fue sustancial como se esperaba para una evaluación cognitiva.10

Correlaciones del biomarcador inicial con las puntuaciones cognitivas.

Para investigar la relevancia clínica de los fragmentos de Tau en muestras de suero, se correlacionan con los 
valores de Tau-A' y Tau-C'1 obtenidos con las evaluaciones cognitivas basales utilizando ADAS-Cog11 y CDR-SB, y 
no encontramos ninguna relación entre los valores de biomarcadores iniciales y puntuaciones cognitivas (datos no 
mostrados).15

1 Tau-A y Tau-C en relación con sus respectivos medios de referencia normales como se describió anteriormente.

Correlación del biomarcador para cambiar la puntuación de ADAS-Cog11

Para investigar la relación entre los niveles de biomarcadores basales y el cambio en la función cognitiva, se 
realizaron una serie de regresiones lineales. En la figura 3A-D se observa la correlación entre los niveles de Tau-A y 
ADAS-Cog11 en los diferentes puntos de tiempo de seguimiento, y una tendencia entre los niveles basales de Tau-20
A' y el cambio en ADAS-Cog11 es evidente en los tres puntos de tiempo tardío, pero no el punto de tiempo temprano 
(28 semanas).

Con respecto a los niveles de Tau-C' medidos al inicio, se observaron tendencias o correlaciones inversas 
estadísticamente significativas para cambiar en ADAS-Cog11 en los diferentes puntos de tiempo de seguimiento de 
28, 40, 52 y 64 semanas (Figura 4A-D), lo que indica cierta relevancia para este marcador como indicador de la 25
progresión de la enfermedad.

Las relaciones entre Tau-A’y el cambio en ADAS-Cog 11 y Tau-C' y el cambio en ADAS-Cog11 fueron opuestas, lo 
que indica claramente que Tau-A’ y Tau-C' representan aspectos patológicos independientes de la enfermedad de 
Alzheimer. 

Con este hallazgo en mente, se combinaron los dos marcadores en una relación para investigar si la combinación de 30
los marcadores podría ayudar a evitar parte de la variación intrínseca en el conjunto de datos de puntuación 
cognitiva (el % de CV en el cambio en ADAS-Cog11 es 137%) . Con respecto a las puntuaciones cognitivas iniciales 
no se observaron correlaciones (datos no mostrados).

Como se ve en la Figura 5, una combinación de los dos biomarcadores séricos condujo a correlaciones más fuertes 
y estadísticamente significativas cuando se observan todos los puntos de tiempo de seguimiento individuales, e 35
incluso al eliminar los puntos más extremos de las correlaciones, las correlaciones aún eran estadísticamente
significativo (datos no mostrados).

Correlación del biomarcador al cambio en la puntuación en CDR-SB.

Posteriormente se investigó la relación entre los niveles basales de biomarcadores y el cambio en la suma de 
cuadros de clasificación de demencia clínica, nuevamente utilizando una serie de regresiones lineales. En la Figura 40
6, los paneles AD, se muestran las correlaciones entre los niveles de Tau-A’ y CDR-SB en los diferentes puntos de 
tiempo de seguimiento, y se observa una tendencia general hacia una relación positiva entre los niveles de 
referencia de Tau-A y el cambio en CDR-SB evidente e incluso alcanza significación estadística en la semana 40.

Con respecto a los niveles de Tau-C’, se observó una imagen ligeramente más variable con la tendencia general 
hacia una relación positiva entre Tau-C' y el cambio en CDR-SB (Figura 7, paneles A-D). Sin embargo, como se ve 45
en la Figura 7, panel C, la gran variación en el cambio en CDR-SB de un punto de tiempo a punto a tiempo a otro es 
un problema.
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Las relaciones entre Tau-A' y el cambio en CDR-SB y Tau-C' y el cambio en ADAS-CDR-SB no estaban 
relacionadas, lo que, como para ADAS-Cog11, indica que Tau-A' y Tau-C' representan aspectos patológicos 
independientes de la enfermedad de Alzheimer. Por lo tanto, nuevamente se combinaron los dos marcadores en una 
relación para ver si esto podría ayudar a reducir parte de la variación. Con respecto a las puntuaciones cognitivas 
iniciales no se observaron correlaciones (datos no mostrados).5

Como se ve en la Figura 8, una combinación de los dos biomarcadores séricos mostró una mejora continua de la 
correlación de la relación del marcador sérico con el cambio en CDR-SB.

Como los análisis de regresión lineal se construyeron independientemente de los parámetros basales y solo 
muestran instantáneas de los datos, se realizó un análisis MMRM (Medida repetida del modelo de efectos mixtos), y 
en este modelo se ajustó la puntuación cognitiva basal y la edad en inicio, y se halló una relación muy interesante 10
entre Tau¬C y el cambio en ADAS-Cog11 (p = 0,06), y una relación más fuerte para la relación Tau-A/Tau-C (p = 
0,009) (ver Tabla 2). 

Tabla 2: valores p del modelo MMRM; VISID 11, 12, 13, 14. Cambio del modelo= estado inicial+ageyr+log10(Tau)

Puntuación N Tau A Tau C1 Tau A/C

ADAS-Cog11 35 0,56 0,06 0,009

CDR-SB 34 0,04 0,56 0,04

Para CDR-SB, se observó que Tau-A' estaba significativamente relacionado con el cambio (p <0,04), mientras que 15
Tau-C' o la combinación no alteraron este resultado. Estos datos realmente fortalecen la idea de que los fragmentos 
Tau presentes en el suero pueden proporcionar la tasa de progresión de la AD, y también ilustran que los diferentes 
fragmentos Tau están relacionados con diferentes aspectos patológicos.

Discusión

Se han investigado ampliamente los marcadores potenciales de suero y/o plasma para la AD. Si bien se han 20
estudiado muchos, ninguno de ellos ha sido capaz de indicar la tasa de progresión de la enfermedad, un parámetro 
que es de crucial importancia para el desarrollo de tratamientos modificadores de la enfermedad de la AD (Han et 
al., 2011; Mielke et al., 2011; Ray et al., 2007; Henriksen et al., 2013).

En relación con la progresión de la enfermedad de Alzheimer, varios estudios han indicado que la proteína Tau se 
procesa proteolíticamente durante la muerte neuronal, y que una de las proteasas involucradas en este proceso es 25
la caspasa-3 (Hanger y Wray, 2010; Lee et al., 2001; Rissman et al., 2004; de et al., 2010; Gamblin et al., 2003; Park 
et al., 2007), y en consecuencia el control de los fragmentos de caspasa de Tau, tal como Tau-C, es de interés 
sustancial en la enfermedad de Alzheimer. En segundo lugar, un estudio reciente indicó la relevancia patológica de 
un fragmento de Tau (Tau-A) generado por ADAM 10 como marcador sérico de la función cognitiva (Sorensen et al., 
2012).30

Por lo tanto, se aplicó un ELISA que mide Tau-C' en suero, así como el ensayo Tau-A' descrito anteriormente a 
muestras de suero recolectadas al inicio de un ensayo clínico de fase III, y se correlacionaron los niveles de estos 
biomarcadores con la puntuación cognitiva así como los cambios en la puntuación cognitiva con el tiempo. 

Los autores no hallaron ninguna relación con ADAS-Cog11 o CDR-SB iniciales para Tau-A’, Tau-C' o la relación 
entre estos, un hallazgo que indica que estos marcadores no tienen potencial de diagnóstico en este contexto, es 35
decir, pacientes con AD temprana. Por el contrario, se observó una indicación hacia una relación positiva entre el 
suero Tau-A’y el cambio en ADAS-Cog11 y una relación negativa entre el suero Tau-C' y el cambio en ADAS-Cog11. 
Estos datos respaldan que la medición de fragmentos de Tau en suero, que representan varias etapas de la 
patología, puede proporcionar la tasa de progresión de la enfermedad. Curiosamente, la combinación de los dos 
biomarcadores séricos en una relación proporcionó una mejor correlación con el cambio en ADAS-Cog11 y produjo 40
una significancia estadística en todos los puntos de tiempo investigados. Es importante destacar que el análisis 
MMRM de los autores confirmó estos hallazgos y destacó la relación entre Tau-C’, así como la relación entre Tau-A' 
y Tau C’ y ADAS-Cog11 al ajustar por factores de confusión, tales como la edad al inicio de la enfermedad y la 
puntuación cognitiva incial. La combinación de estos dos biomarcadores proporciona una forma de reducir algunas 
de las variaciones asociadas con una evaluación cognitiva.45

Cuando se correlacionaron los niveles de Tau-A’, Tau-C' y la relación entre estos dos con los cambios en CDR-SB, 
se halló que Tau-A’ se correlacionó bien con el cambio en CDR-SB; si bien no parecía haber información adicional al 
medir Tau-C’ o la relación, datos que también se confirmaron utilizando el modelo MMRM.

Para aclarar si la diferencia entre Tau-A’ y Tau-C' y sus relaciones con CDR-SB y ADAS-Cog11 respectivamente, 
podría ser biológicamente significativa, se correlacionaron las puntuaciones cognitivas y el cambio en las 50
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puntuaciones cognitivas respectivamente y aquí se halló que ADAS-Cog11 inicial se correlacionó con CDR-SB inicial 
con un coeficiente de correlación de R2 = 0,68; sin embargo, cuando correlacionó el cambio en ADAS-Cog11 con 
CDR-SB, la correlación tuvo un R2 de 0,36. Estos datos indican que los cambios en las puntuaciones cognitivas se 
deben en parte a diferentes aspectos de la enfermedad, como lo ilustran las diferencias en cómo se obtienen estas 
puntuaciones (O’Bryant et al., 2010; Rosen et al., 1984; Hughes et al., 1982). 5

En relación con los biomarcadores clásicos de AD, tales como CSF-Tau, CSF-fosfo-Tau, beta amiloide (1-40 y 1-42) 
tanto en CSF como en plasma, no se observó ninguna correlación de TauA, TauC o su relación con estos en el 
estado inicial (datos no mostrados), datos que indican que los dos fragmentos Tau proporcionan información no 
directamente relacionada con biomarcadores de fluidos ya existentes. Los biomarcadores existentes son 
principalmente relevantes para el diagnóstico de AD así como la segregación de estos de otros tipos de demencia, 10
pero no tienen la capacidad de predecir la progresión de la enfermedad (Cummings, 2011;Frank and Hargreaves, 
2003;Hampel et al., 2010; Zetterberg, 2008). Hay algunos indicaciones de que los niveles plasmáticos de Abeta 
pueden predecir el deterioro cognitivo en personas de edad avanzada sanos (Yaffe et al., 2011); sin embargo, 
publicaciones recientes sobre Abeta en plasma han indicado que se necesitan más estudios antes de que esté 
presente la comprensión completa (Toledo et al., 2013).15

Es importante destacar que estos datos indican que la relación entre Tau-A y Tau-C, calculada opcionalmente como 
la relación entre Tau-A' y Tau-C', proporciona una herramienta para medir la tasa de progresión de la enfermedad en 
la AD temprana, y por lo tanto ser útil para identificar sujetos para inscribir en ensayos clínicos de fármacos 
modificadores de la enfermedad.

En la presente memoria descriptiva, a menos que se indique expresamente lo contrario, la palabra ‘o' se usa en el 20
sentido de un operador que obtiene un valor verdadero cuando se cumple una o ambas de las condiciones 
establecidas, en oposición al operador 'exclusivo o' que requiere que solo se cumpla una de las condiciones. La 
palabra "comprender" se usa en el sentido de "incluir" en lugar de significar "que consiste en". 
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de ensayo de una muestra de fluido corporal que comprende, en cualquier orden:

a) realizar un primer inmunoensayo de la muestra para determinar un primer nivel de unión en la misma
de un anticuerpo que tiene especificidad por un epítopo C-terminal presente en el extremo terminal de la 
secuencia de aminoácidos -SSTGSIDM VD (SEQ ID NO: 1), y5

b) realizar un segundo inmunoensayo de la muestra para determinar un segundo nivel de unión en la
misma de un compañero de unión inmunológica que tiene especificidad por un epítopo N-terminal 
presente en el extremo terminal de la secuencia de aminoácidos TPRGAAPPGQ- (SEC ID NO: 2),

y

c) calcular un índice que expresa el contenido de información de una relación entre dicho segundo nivel y 10
dicho primer nivel.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicho índice se calcula para expresar el contenido 
de información de una relación (Tau-A'/Tau-C'), en el que Tau-A’ se denomina primer nivel y Tau-C' se 
denomina segundo nivel, estando cada uno expresado como un coeficiente de la media de referencia normal 
de la medición.15

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en el que dicha muestra es una muestra 
de sangre, suero, plasma, CSF, saliva, esputo, tejidos, extractos de tejido, fluido de BALF.

4. Un procedimiento para determinar qué pacientes deben ser inscritos en un ensayo clínico de un medicamento 
para el tratamiento o la prevención de la enfermedad de Alzheimer que comprende para cada paciente 
candidato realizar un procedimiento de ensayo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y 20
seleccionar para su inscripción pacientes que tienen un índice predictivo de un cambio en ADAS-Cog11 de al 
menos tres puntos durante 52 semanas.

5. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 4, en el que se seleccionan pacientes que tienen un índice 
predictivo de un cambio en ADAS-Cog11 de al menos tres puntos durante 40 semanas.

6. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 4, en el que se seleccionan pacientes que tienen un índice 25
predictivo de un cambio en ADAS-Cog11 de al menos tres puntos durante 28 semanas.

7. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que se seleccionan pacientes 
que tienen un índice predictivo de un cambio en ADAS-Cog11 de al menos seis puntos durante el número de 
semanas indicado.

8. Un procedimiento para determinar qué pacientes deben ser inscritos en un ensayo clínico de un medicamento 30
para el tratamiento o la prevención de la enfermedad de Alzheimer que comprende para cada paciente 
candidato realizar un procedimiento de ensayo de acuerdo con la reivindicación 2, y seleccionar para su 
inscripción pacientes que tienen un índice correspondiente a una relación (Tau-A’/Tau-C’) mayor de 1,5.

9. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 8, que comprende seleccionar para su inscripción pacientes 
que tienen un índice correspondiente a una relación (Tau-A’/Tau-C’) mayor de 2,0.35

10. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 8, en el que los pacientes seleccionados tienen una relación 
de (Tau-A’/Tau-C’) mayor de 2,5 o superior.

11. Un procedimiento para determinar la eficacia de una intervención candidata para el tratamiento o prevención de 
la enfermedad de Alzheimer que comprende llevar a cabo un ensayo de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 3 en una muestra obtenida de cada paciente en un primer panel de pacientes y un 40
segundo panel de pacientes en el que se ha aplicado dicha intervención a dicho primer panel de pacientes y se 
ha aplicado una intervención de comparación a dicho segundo panel de pacientes, y comparar los valores para 
dicho índice obtenido para dicho primer panel de pacientes con valores para dicho índice obtenido para dicho 
segundo panel de pacientes, y determinar si la intervención candidata muestra un efecto superior en la 
modulación de dichos valores de índice en comparación con la intervención de comparación.45

12. Un procedimiento para seleccionar pacientes para el tratamiento con una intervención para el tratamiento o la 
prevención de la enfermedad de Alzheimer que comprende llevar a cabo un procedimiento de ensayo de 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 y seleccionar pacientes para el tratamiento que tengan 
un índice resultante como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 11.
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Figura 1: Cambio en las puntuaciones cognitivas con el tiempo durante el estudio. A) ADAS-Cogl 1 y B) CDR-SB.

Figura 2: Diagrama de dispersión de ADAS-Cogl 1 y CDR-SB en estado inicial (A) y los cambios en ADAS-Cogl 1 y 
CDR-SB (B).
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Figura 3: Correlaciones entre los niveles de Tau-A y el cambio en ADAS-Cogl 1 con el tiempo. A) cambio en 28 
semanas, B) cambio en 40 semanas, C) cambio en 52 semanas, D) cambio en 64 semanas. MMRM p valor = 0,56

E14783620
27-08-2019ES 2 743 615 T3

 



20

Figura 4: Correlaciones entre los niveles de Tau-C y el cambio en ADAS-Cogl 1 con el tiempo. A) cambio en 28 
semanas, B) cambio en 40 semanas, C) cambio en 52 semanas, D) cambio en 64 semanas. MMRM p valor = 0,06
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Figura 5: Correlaciones entre las relaciones Tau-A/Tau-C y el cambio en ADAS-Cog11 con el tiempo. A) cambio en 
28 semanas, B) cambio en 40 semanas, C) cambio en 52 semanas, D) cambio en 64 semanas. Valor p MMRM = 
O,009. Las líneas de puntos horizontales indican el aumento de tres puntos en la puntuación ADAS-Cog 11 
considerada clínicamente significativa, y las relaciones correspondientes se pueden leer desde la intercepción entre 
las líneas de puntos verticales y el eje X.
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Figura 6: Correlaciones entre los niveles de Tau-A y el cambio en CDR-SB con el tiempo. A) cambio en 28 semanas, 
B) cambio en 40 semanas, C) cambio en 52 semanas, D) cambio en 64 semanas. MMRM p valor = 0,04.
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Figura 7: Correlaciones entre los niveles de Tau-C y el cambio en CDR-SB con el tiempo. A) Cambio en 28 
semanas, B) Cambio en 40 semanas, C) Cambio en 52 semanas, D) Cambio en 64 semanas. MMRM valor de p = 
0,56.
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Figura 8: Correlaciones entre las relaciones Tau-A/Tau-C y el cambio en CDR-SB con el tiempo. A) Cambio en 28 
semanas, B) Cambio en 40 semanas, C) Cambio en 52 semanas, D) Cambio en 64 semanas. MMRM p- valor = 
0,04.
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