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DESCRIPCION

PATRON DE GLICOSILACION DE sAPPa Y/O sAPPB COMO BIOMARCADOR
DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER, METODO Y KIT BASADOS
EN EL MISMO

SECTOR DE LA TECNICA

La invencion se relaciona con métodos in vitro de diagnéstico de la enfermedad de
Alzheimer en los que se determina el patrén de glicosilacion de proteinas. En particular,
la invencion se relaciona con un método in vitro en el que se determina el patron de
glicosilacion de sAPPa y/o sAPPB, fragmentos generados en el procesamiento

proteolitico del precursor de la proteina amiloide (APP).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia senil y se
caracteriza por la presencia de depdsitos proteinaceos cerebrales, a nivel extracelular,
como placas amiloides y, a nivel intracelular, como ovillos neurofibrilares. La EA es una
tauopatia en la que ovillos neurofibrilares de la proteina citoesquelética tau
anormalmente hiperfosforilada (P-tau) llevan al colapso y muerte neuronal. La EA es la
Unica tauopatia que cursa con depésitos fibrilares amiloides, constituidos principalmente

por el péptido B-amiloide (AB).

El AB es un péptido de 40-42 aminoacidos producto del procesamiento proteolitico de
la proteina transmembrana conocida como precursor de la proteina amiloide (APP). El
procesamiento de APP puede llevarse a cabo por distintas vias que coexisten en
condiciones fisioldgicas normales, la via no amiloidogénica y la via amiloidogénica. En
ambas vias se producen largos fragmentos N-terminales (NTF, del inglés N-terminal

fragment).

En la via no amiloidogénica, con la accion secuencial de a-secretasa (ADAM10) y y-
secretasa, no se produce AB. Con la accion de la a-secretasa, se producen el fragmento
NTF sAPPa y el fragmento C-terminal (CTF, del inglés C-terminal fragment) APP-
CTF83. Con la accion de la y-secretasa, el fragmento APP-CTF83 produce los
fragmentos AICD y P3.
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La via amiloidogénica, dirigida por la accion secuencial de las enzimas [(3-secretasa
(BACE1) y y-secretasa, genera el AB. Con la accion de la B-secretasa, se produce el
fragmento NTF sAPPB y el fragmento CTF APP-CTF99. Con la accion de la y-secretasa,
el fragmento APP-CTF99 produce los fragmentos AICD y AB.

Hoy en dia se acepta que los verdaderos “efectores” patoldgicos de la EA son los
oligbmeros de AB y el P-tau y que un exceso de formas oligoméricas de AP
(especialmente la forma de 42 aminoacidos: AB42) es el determinante primigenio de la
neurotoxicidad en la EA. La determinacion de AB42 en el liquido cefalorraquideo (LCR)
se ha propuesto como marcador diagnéstico (junto a tau y P-tau, buenos marcadores

pero que carecen de especificidad frente a otras tauopatias y desérdenes neuroldgicos).

Respecto al AR como biomarcador, se da la paradoja de que lo que existe es una
disminucién en sus valores en el LCR de EA. Ello seria el resultado del aumento de la
produccion de AB en el cerebro, que a su vez fibrila, forma placas y queda secuestrado
en dichas placas amiloides, por lo que llega al LCR en cantidades menores de las
determinadas en sujetos sin placas, sin EA. Esta circunstancia hace dificil que el A en

LCR pueda ser considerado un marcador temprano o de progresion.

Se han propuesto los niveles de los fragmentos NTF de APP, sAPPB y el sAPPaq, antes
mencionados, como marcadores alternativos al AB. Pese a las altas expectativas, los
resultados no han sido alentadores, por la poca consistencia en los resultados de
diversos estudios. Algunos de dichos estudios describieron aumento de sAPPf, pero
otros describieron que no habia ningun cambio o incluso disminuciones de sAPP[3. Algo
equivalente ha ocurrido con los niveles de sAPPaq; algunos estudios describieron
disminucion de sAPPa, mientras que otros estudios describieron o bien que no habia
cambios o aumentos de sAPPa. Los estudios que examinaron ambos, sAPPa y sAPPj3,
describieron que ambos NTF de APP mostraban la misma tendencia, fuese aumento o
disminucién en sus niveles en LCR, cuando lo esperable es que muestren tendencias

opuestas por desequilibrio de las vias de procesamiento (Perneczky et al., 2014).

Ademas, se ha determinado que la proteina completa de APP (sin procesar
proteoliticamente) esta también presente en el LCR coexistiendo con sAPPa y sAPPR y

que todas las especies forman heterémeros, por lo que los analisis de ELISAs para
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determinar niveles de sAPPa y sAPPf3, aun contando con anticuerpos especificos, no

cuantifican las especies separadamente de forma fiable (Cuchillo-lbanez et al., 2015).

Posteriormente, se realizdé un estudio por Western blot, evitando que los heterémeros
falsearan la interpretacién de los resultados, en el que no se evidenciaron niveles
alterados de sAPPa o sAPP (Lopez-Font et al., 2017).

La glicosilacién es un proceso de adicion de glucidos a proteinas, que puede darse como
una modificacién cotraduccional (ocurre paralela a la sintesis de la proteina cuando el
ribosoma se encuentra asociado al reticulo endoplasmico) o postraduccional (ocurre
cuando la proteina ya ha terminado su sintesis). Los glucidos pueden unirse a las
proteinas mediante N-glicosilacion, en la que se unen al nitrégeno de las cadenas
laterales de los aminoacidos asparagina o arginina o mediante O-glicosilacion, en la que
se unen al oxigeno del grupo hidroxilo de las cadenas laterales de los aminoacidos

serina, treonina o tirosina.

La glicosilacién es un proceso especifico del tipo celular y del momento del desarrollo
celular, y que muestra alteraciones asociadas a algunas patologias. La glicosilacion
también determina la interaccidén de las proteinas, su funcionalidad y posterior
procesamiento. El patrén de glicosilacion de proteinas y/o péptidos como biomarcadores
ha sido descrito para el diagnéstico de la EA. Asi, US2002022242A1 describe el patron
de dlicosilacién de la enzima butirilcolinesterasa como un biomarcador para el
diagnéstico de la EA. Dicho documento describe la deteccidn del patron de glicosilacion
de la butirilcolinesterasa mediante la unién a lectinas. Las lectinas son proteinas que

reconocen con muy alta especificidad azucares terminales expuestos en glicoproteinas.

WO02012056008A1 describe la O-glicosilacién de un aminoacido del AB como un
biomarcador para el diagndstico de la EA y describe, entre otras, las siguientes técnicas
para detectar el aminoacido O-glicosilado en el AB: ELISA, espectrometria de masas,
tomografia por emision de positrones (PET), resonancia magnética,
radioinmunoensayos, ensayos de unién a lectinas, inmunohistoquimica, Western blot y
citometria de flujo. Sin embargo, no se describe en este documento nada acerca de la
utilidad de los patrones de glicosilacion de sAPPa o de sAPPB como biomarcadores

para el diagnéstico de la EA.
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Por otro lado, se han caracterizado la O-glicosilacién de residuos especificos de AB en
LCR vy las diferencias en los niveles de glicosilacion de dichos residuos entre pacientes
con EA y sujetos control (Halim et al., 2011). Este documento, centrado en la
glicosilacion de AP, no describe, sin embargo, nada acerca de los patrones de
glicosilacion de sAPPa o de sAPP, con residuos altamente N-glicosilados, ademas de

la O-glicosilacién; ni de su utilidad como biomarcadores para el diagndstico de la EA.

A pesar de los avances recientes en el desarrollo de biomarcadores para el diagnéstico
de la EA, existe actualmente una necesidad de desarrollar nuevos biomarcadores para

el diagnostico de esta enfermedad.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones, el término "comprende", "que
comprende" y sus variantes no son de naturaleza limitativa y, por lo tanto, no pretenden
excluir otras caracteristicas técnicas. El término "comprende”, "que comprende" y sus
variantes, a lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, incluye también,

especificamente, el término "consiste en", "que consiste en" y sus variantes.

Como se usa en esta descripcidon y en las reivindicaciones, las formas singulares “el”,
“la” incluyen referencias a las formas plurales a menos que el contenido indique
claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "una célula" incluye una

combinacién de dos o mas células, y similares.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados a
lo largo de la descripcién y reivindicaciones, tienen el mismo significado que el

comunmente entendido por un experto en el campo de la invencion.

A efectos de la presente invencién, el término “sujeto” se refiere a un humano. Mas
preferentemente, dicho sujeto tiene la enfermedad de Alzheimer o se sospecha que
tiene, o esta en riesgo de tener, dicha enfermedad. Los sujetos que estan afectados por
dicha enfermedad pueden ser identificados por los sintomas que acompanan a la
enfermedad, que son conocidos en el estado de la técnica. Sin embargo, un sujeto que
se sospecha que esta afectado por la enfermedad mencionada puede ser también un

sujeto aparentemente sano, por ejemplo, investigado mediante un examen clinico de
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rutina, o puede ser un sujeto que corre el riesgo de desarrollar la enfermedad

mencionada.

A efectos de la presente invencién, el término “muestra” se refiere a una muestra de un
fluido corporal, a una muestra de células, a una muestra de un tejido o a una muestra
de fluido de lavado/enjuague obtenida de una superficie corporal externa o interna.
Preferentemente, las muestras son muestras de liquido cefalorraquideo, orina, sangre,

sangre completa, plasma, suero, liquido linfatico, saliva, células y tejidos.

A efectos de la presente invencién, “patron de glicosilacion de sAPPa y/o sAPPB” se
refiere, de forma general, al conjunto de glucidos unidos a sAPPa y/o sAPPB. En la
presente invencion, se puede utilizar cualquier método de reconocimiento de patrones
conocido en el estado de la técnica, de forma que se detecten diferencias entre el patréon
de glicosilacion de sAPPa y/o sAPPf del sujeto respecto a un patron de glicosilaciéon de
referencia. Ventajosamente, se puede obtener un valor numérico o un rango de valores
numeéricos que dependan del patrén de glicosilacion, permitiendo la comparacion entre
el patrén de glicosilacion de sAPPa y/o sAPPB del sujeto respecto al patron de
glicosilacion de de sAPPa y/o sAPP de referencia. En la presente invencion, se pueden
utilizar ensayos de union a lectinas para determinar el patron de glicosilacion de sAPPa
y/o sAPPB. En dichos ensayos de union a lectinas, se puede obtener un porcentaje o
fraccién de sAPPa y/o sAPPf ligada a una lectina, dicho porcentaje o fraccién de sAPPa
y/o sAPP depende del patrén de glicosilacion de sAPPa y/o sAPPB y permite la
comparacion entre el patrén de glicosilacién de sAPPa y/o sAPPf en el sujeto respecto

al patron de glicosilacion de sAPPa y/o sAPP de referencia.

A efectos de la presente invencion, el término “comparar” se refiere a contrastar el patrén
de glicosilacion de sAPPa y/o sAPPB en |la muestra que se va a analizar con el patron
de glicosilacién en una muestra de referencia adecuada, tal como se especifica mas
adelante en la presente descripcion. La comparacion se refiere a la de los parametros o
valores correspondientes a dichos patrones de glicosilacion, por ejemplo, un porcentaje
o fraccidon de sAPPa y/o sAPPp ligada a lectinas se compara con un porcentaje o
fraccién de referencia de sAPPa y/o sAPPJ ligada a lectinas; una sefal de intensidad
obtenida del patron de glicosilacion de sAPPa y/o sAPP@ ligada a lectinas en una
muestra se compara con el mismo tipo de senal de intensidad de dicho patrén de

glicosilacién de sAPPa y/o sAPPf ligada a lectinas en una muestra de referencia. La
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comparacion referida puede ser llevada a cabo manualmente o asistida por ordenador.
En el caso de una comparacion asistida por ordenador, el valor de la cantidad
determinada puede compararse con los valores correspondientes a las referencias
adecuadas que se almacenan en una base de datos mediante un programa informatico.
En consecuencia, el resultado de la identificacion a que se hace referencia en el
presente documento podra facilitarse automaticamente en un formato de salida

adecuado.

En la presente patente, el término “patron de glicosilacion de sAPPa y/o sAPPB de
referencia”, se deriva de muestras de sujetos sanos, para los cuales se sabe que no
padecen la enfermedad de Alzheimer. Un patrén de glicosilacion de sAPPa y/o sAPP(
de referencia adecuado puede determinarse, mediante los métodos de la presente
invencién, a partir de una muestra de referencia para analizarse juntos, es decir,
simultaneamente, o posteriormente, con la muestra de prueba. Preferiblemente, se
puede usar un valor de corte como un valor de referencia asociado al patron de

glicosilacion de sAPPa y/o sAPP de referencia.

A efectos de la presente invencion, el término “diferencia en la comparacién” puede
corresponder a una disminucion o a un aumento de un valor numérico o rango de valores
dependiente del patrén de glicosilacion de sAPPa y/o sAPPf en la muestra que se va a
analizar, respecto a un valor numérico o rango de valores dependiente del patron de
glicosilaciéon de sAPPa y/o sAPPf, en una muestra de referencia adecuada, tal como se
especificé anteriormente. Preferiblemente, aunque no necesariamente, dicha diferencia,
es estadisticamente significativa, es decir, una disminucién estadisticamente
significativa, o un aumento estadisticamente significativo. Se puede determinar si una
diferencia es estadisticamente significativa, utilizando diversas herramientas de
evaluacion estadistica, bien conocidas en la técnica, por ejemplo, determinacion de
intervalos de confianza y determinacion del valor p, por ejemplo, a través de pruebas
binomiales. Los intervalos de confianza preferidos son al menos 90%, al menos 95%, al
menos 97%, al menos 98% o al menos 99%. Los niveles de significacion de las pruebas
estadisticas son, preferiblemente, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005 o 0,0001.

En la presente patente, el término “indicativa” se refiere a que, una diferencia entre el

patrén de glicosilacién de sAPPa y/o sAPPB en la muestra que se va a analizar, respecto
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al patron de glicosilacion de sAPPa y/o sAPPB en una muestra de referencia adecuada,

permite diagnosticar si un sujeto tiene la enfermedad de Alzheimer.

A efectos de la presente invencién, “Western blot”, también denominado “inmunoblot” o
“electrotransferencia”, se refiere a una técnica analitica usada en biologia celular y
molecular para identificar proteinas especificas en una mezcla compleja de proteinas,
tal como la que se presenta en extractos celulares o de tejidos. La técnica utiliza las
siguientes tres etapas: separacion por tamano, transferencia a un soporte sdlido v,
finalmente, visualizacion mediante unién de proteinas a anticuerpos primarios o

secundarios apropiados.

A efectos de la presente invencién, “ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA)” se refiere a una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado
se detecta mediante un anticuerpo unido a una enzima (peroxidasa, fosfatasa alcalina,
etc.) capaz de generar un producto detectable a partir de un sustrato, por medio de un
cambio de color o algun otro tipo de cambio, provocado por la acciéon enzimatica sobre
dicho sustrato. En dicha técnica puede existir un anticuerpo primario que reconoce al
antigeno y que a su vez es reconocido por un anticuerpo secundario unido a dicha
enzima. El antigeno se puede detectar indirectamente en la muestra mediante los

cambios de color medidos por espectrofotometria.

A efectos de la presente invencion, “splicing alternativo” se refiere a un procedimiento
en el que se obtienen, a partir de un transcrito primario de ARNm o pre-ARNm, distintas
isoformas de ARNm y proteinas, las cuales pueden tener funciones diferentes. Este

proceso ocurre principalmente en eucariotas.

A efectos de la presente invencidn, la expresion “anticuerpos pan-especificos” se refiere
a anticuerpos con especificidad frente a un dominio especifico presente Unicamente en
una diana, por ejemplo, el dominio exclusivo que diferencia varias formas o variantes de

una proteina.

El problema técnico a resolver consiste en el desarrollo de un método de diagndstico in

vitro para el diagnoéstico de la EA basado en nuevos biomarcadores.
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La presente invencion, tal y como se define en las reivindicaciones, proporciona a una

solucion a dicho problema técnico.

La presente invencion proporciona un método in vitro de diagndstico de la enfermedad
de Alzheimer en un sujeto, que comprende:
(a) determinar, en una muestra biolégica de dicho sujeto, el patrén de
glicosilacién de sAPPa y/o sAPPg,
(b) comparar dicho patron de glicosilacion de sAPPa y/o sAPPB con un
patrén de glicosilacién de sAPPa y/o sAPPf de referencia, en el que una
diferencia en dicha comparacion es indicativa de un diagnostico positivo

de enfermedad de Alzheimer en dicho sujeto.

En una realizacion del método de la invencion, dicho biomarcador es sAPPa.

En una realizacién del método de la invencion, la muestra biolégica esta seleccionada
del grupo que consiste en: liquido cefalorraquideo, orina, sangre, sangre completa,

plasma, suero, liquido linfatico, saliva, células y tejidos.

En una realizacion del método de la invencion, se determina dicho patrén de
glicosilacion por una técnica seleccionada del grupo que consiste en: ELISA,
espectrometria de masas, tomografia por emision de positrones (PET), resonancia
magnética nuclear (RMN), radioinmunoensayos, ensayos de unién a lectinas,

inmunohistoquimica, Western blot y citometria de flujo.

En una realizacion preferente del método de la invencion, se determina dicho patrén de

glicosilacién por ensayos de union a lectinas.

En una realizacién mas preferente del método de la invencién, dichas lectinas son

Concanavalina A de Canavalia ensiformis (Con A) y/o PHA de Phaseolus vulgatris.

En una realizacion del método de la invencion, en dichos ensayos de unién a lectinas
se detecta la cantidad o concentracion de sAPPa y/o sAPP discriminando entre ligados

0 no ligados a lectinas.
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En una realizacion del método de la invencion, la deteccion de la cantidad o

concentracion de sAPPa y/o sAPPf se lleva a cabo por ELISA o Western blot.

En una realizacion del método de la invencion, sAPPa y/o sAPP derivan de cualquiera
de las variantes del precursor de la proteina amiloide (APP). Preferentemente, dichas
variantes del APP se seleccionan del grupo que consiste en: APP695, APP751 y
APP770.

En una realizacion del método de la invencién, una disminucién en un sujeto, respecto
a un valor de referencia derivado de muestras de sujetos sanos, de los niveles de sAPPa
derivado de APP695 y derivado de la combinacion de las variantes APP-KPI, APP751 y
APP770, no ligado a las lectinas Con A o PHA, es indicativa de un diagnéstico positivo
de enfermedad de Alzheimer en dicho sujeto; una disminucién en un sujeto, respecto a
un valor de referencia derivado de muestras de sujetos sanos, del nivel de sAPPf3
derivado de APP695, no ligado a las lectinas Con A o PHA, es indicativa de un
diagnéstico positivo de enfermedad de Alzheimer; y en el que un aumento en un sujeto,
respecto a un valor de referencia derivado de muestras de sujetos sanos, del nivel de
sAPP derivado de la combinacion de las variantes APP-KPI, APP751 y APP770, no
ligado a las lectinas Con A o PHA, es indicativo de un diagnéstico positivo de

enfermedad de Alzheimer en dicho sujeto.

Informacién sobre la secuencia del APP humano y sobre las variantes de procesamiento
proteolitico de APP, junto con informacién sobre aminoacidos con glicosilacion
potencial, es accesible en la base de datos de proteinas UniProtKB (N° de acceso
P05067). Segun dicho registro del APP humano en la base de datos de proteinas
UniProtKB, los siguientes aminoacidos de APP pueden tener glicosilacién potencial

(numeracion para la variante mayoritaria APP695):

N-glicosilacién: aminoacidos 542, 571
O-glicosilacién: aminoacidos 633, 651, 652, 659, 663, 667, 681.

Los aminoacidos 1-17 del APP corresponden al péptido sefial. El fragmento sAPPf
corresponde a los aminoacidos 18-671 del APP. El fragmento sAPPa corresponde a los
aminoacidos 18-687. Esta informacién esta también accesible en la base de datos de
proteinas UniProtKB (N° de acceso P05067).

10
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La presente invencién también proporciona los biomarcadores sAPPa y/o sAPPJ para
uso en un método in vitro de diagndstico de la enfermedad de Alzheimer en el que se

determina el patron de glicosilacion de sAPPa y/o sAPPB en una muestra bioldgica.

En una realizacion de los biomarcadores para uso de la invencién, dicho biomarcador
es sAPPa.

En una realizacién de los biomarcadores para uso de la invencién, la muestra bioldgica
esta seleccionada del grupo que consiste en: liquido cefalorraquideo, orina, sangre,

sangre completa, plasma, suero, liquido linfatico, saliva, células y tejidos.

En una realizacién de los biomarcadores para uso de la invencién, la muestra bioldgica

ha sido obtenida de un sujeto.

La presente invencion también proporciona un kit de diagnéstico de la enfermedad de
Alzheimer, que comprende reactivos para determinar el patrén de glicosilacion de

sAPPa y/o sAPPB en una muestra bioldgica.

En una realizacion del kit de la invencién, dichos reactivos comprenden la lectina Con A
y/o PHA.

En una realizacién, el kit de la invencién ademas comprende anticuerpos especificos
frente a sAPPa y/o sAPPS.

En una realizacion, el kit de la invencion ademas comprende al menos una disolucion

tampon.

Ejemplos de tampones son: tampdn fosfato, tampon fosfato salino, tampdn acetato,

tampén borato-cloruro, tampén carbonato, tampén glicina y tampén Tris.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Aumento de la expresion de APP en tejido cerebral de EA. Expresion relativa
de ARNm de APP analizada por qRT-PCR en tejido de corteza frontal de sujetos control

(C) (n=7) y sujetos con EA (etapa V-VI en la escala Braak y Braak, n = 7). Los valores
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se calcularon a partir de curvas estandar relativas, se normalizaron al ARNm de la
subunidad ribosomal 18S a partir del mismo ADNc. Se obtuvo un valor p <0,001 respecto
acC.

Figura 2. Representacion esquematica y caracterizacién bioquimica de fragmentos NTF
y CTF de APP. (A) Representacién esquematica de los fragmentos proteoliticos sAPPa,
sAPPB, CTFa y CTFB generados por la a-secretasa (via no amiloidogénica) y la -
secretasa (via amiloidogénica) (no dibujado a escala). Se indica la localizacion del
dominio KPI presente en las variantes APP751 y APP770, pero no en APP695. También
se muestran los epitopos para los anticuerpos utilizados en este estudio. (B) Para
evaluar la identidad de las especies sAPPa y sAPPB de mayor masa molecular
derivadas de las variantes de KPI, dos extractos cerebrales se procesaron en paralelo
y se probaron por separado mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes
con el anticuerpo indicado para identificar las bandas inmunoreactivas al anticuerpo anti-
sAPPa (generado en raton), al anticuerpo anti-sAPPB (generado en conejo) y al anti-
KPI (generado en conejo). Se sefala mediante una flecha la banda coincidente con
todos los anticuerpos y mediante asterisco la banda no coincidente. Se indican las
posiciones correspondientes a una masa molecular de 100 y 130 kDa. (C) Se
representan bajo el numero 2 los resultados con extractos de corteza frontal, analizados
con el anticuerpo anti-sAPPa y el anticuerpo anti-sAPP, tras tratamiento de de-
glicosilacién mediante incubacion con N- y O-glicosidasas especificas, combinadas con
Sialidasa A en condiciones desnaturalizantes. Se representan bajo el numero 1 los
resultados del control (tampdn sin las glicosidasas). EI Western blot se resolvio
incubando simultaneamente con los anticuerpos sAPPa (ratén) y sABPPB (conejo) y
anticuerpos secundarios fluorescentes. La fluorescencia de los anticuerpos secundarios
(IRDye 800CW cabra anti-conejo y IRDye 680RD cabra anti-ratén) se detectdé con un
aparato Odyssey CLx para fluorescencia simultanea (en el panel marcado con el término
“‘Union” se muestran las bandas que co-localizan). Se indican las posiciones
correspondientes a una masa molecular de 100 y 130 kDa. (D) Para caracterizar CTFa
y CTFpB, se analizaron células CHO-PS70 tratadas con el inhibidor de la y-secretasa,
DAPT, o el vehiculo solo (DMSO; control: Ctrl) en paralelo para controlar los extractos
cerebrales (corteza frontal humana: Cx). Las inmunotransferencias de extractos de
CHO-PS70 se detectaron simultdneamente con dos anticuerpos diferentes: el
anticuerpo C-terminal generado en conejo y que reconoce un dominio comun a CTFa 'y

CTFB; y el anticuerpo generado en rata 2D8 y que reconoce el dominio N-terminal de
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AB que, por lo tanto, solo detecta CTFB (se indica mediante flecha la banda que se
acumula tras tratamiento con DAPT). Se indican las posiciones correspondientes a una

masa molecular de 6,5, 10 y 14 kDa.

Figura 3. Las variantes sAPPa y sAPP3 permanecen inalteradas en tejido cerebral de
EA. (A) Western blot de muestras de corteza frontal humana de sujetos control (n=7) y
sujetos con EA (n=7) detectados con anticuerpos contra sAPPa. (B) Cuantificacion
densitométrica de las bandas de Western blot de sujetos control (n=7) y sujetos con EA
(n = 7) detectados con anticuerpos contra sAPPa, de las variantes APP-695 y APP-KPI,
con cantidades equivalentes de proteina cargadas en cada carril y utilizando vinculina
como control de carga. Los célculos se realizaron por duplicado. (C) Western blot de
muestras de corteza frontal humana de sujetos control (n=7) y sujetos con EA (n=7)
detectados con anticuerpos contra sAPP. (D) Cuantificaciones densitométricas de las
bandas de Western blot de sujetos control (n=7) y sujetos con EA (n = 7) detectados con
anticuerpos contra sAPP@, de las variantes APP-695 y APP-KPI, con cantidades
equivalentes de proteina cargadas en cada carril y utilizando vinculina como control de
carga. Los calculos se realizaron por duplicado. (E) Grafico de la relacion obtenida
dividiendo los valores para las especies sAPP (sAPPa o sAPP3) derivadas de la variante
APP-KPI por los derivados de APP695 para cada muestra. Ninguna de las
comparaciones resultod en diferencias estadisticamente significativas entre las muestras
EAyC.

Figura 4. CTFa y CTFB permanecen inalterados en tejido cerebral de EA. (A) Western
blot de tejido de la corteza frontal humana de sujetos control (n = 7) y EA (n = 7),
detectado con un anticuerpo C-terminal (de la APP de longitud completa). (B)
Cuantificacion densitométrica de las especies CTFB (B) y CTFa (C), utilizando GAPDH
como control de carga para asegurar que se cargaron cantidades equivalentes de
proteina en cada carril. Los calculos se realizaron por duplicado. (D) Gréfico de la
relacion obtenida para cada muestra dividiendo la inmunorreactividad de CTFf por la

de CTFa. No hubo diferencias estadisticamente significativas evidentes.

Figura 5. Comparacion de la glicosilacion APP695 y APP-KPI en tejido cerebral de
sujetos control y con EA. Representacién grafica del porcentaje del fragmento sAPPa
derivado de las variantes APP695 o APP-KPI de los tejidos cerebrales de 7 sujetos

control (C) y 7 sujetos con EA que no se unieron a las lectinas inmovilizadas de PHA
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(A) o Con A (B). Representacion grafica del porcentaje del fragmento sAPP derivado
de las variantes APP695 o APP-KPI de los tejidos cerebrales de 7 sujetos control (C) y
7 sujetos con EA que no se unieron a las lectinas inmovilizadas de PHA (C) o Con A

(D). Los valores de p estan indicados en la figura (ns, no significativo).

Figura 6. Comparacion de la glicosilacion de sAPPa y sAPP[ en tejido cerebral de
sujetos control y sujetos con EA. Representacion grafica del porcentaje del fragmento
sAPPa derivado de las variantes APP695 o APP-KPI de los tejidos cerebrales de 7
sujetos control (C) y 7 sujetos con EA que no se unieron a las lectinas inmovilizadas de
PHA (A) o Con A (B). Representaciéon grafica del porcentaje del fragmento sAPP(3
derivado de las variantes APP695 o APP-KPI de los tejidos cerebrales de 7 sujetos
control (C) y 7 sujetos con EA que no se unieron a las lectinas inmovilizadas de PHA

(C) o Con A (D). Los valores p estan indicados en la figura.

Figura 7. Comparacion de la glicosilacion cerebral de sAPP entre sujetos control y
sujetos con EA. Representacion grafica del porcentaje del fragmento sAPPa derivado
de APPG95 (A) y APP-KPI (B) en los tejidos cerebrales de 7 sujetos control (C) y 7
sujetos con EA que no se unieron a las lectinas inmovilizadas de PHA y Con A.
Representacion grafica del porcentaje del fragmento sAPP[ derivado de APP695 (C) y
APP-KPI (D) en los tejidos cerebrales de 7 sujetos control (C) y 7 sujetos con EA que
no se unieron a las lectinas inmovilizadas de PHA y Con A. Los valores p estan indicados

en la figura (n.s., no significativo).

DESCRIPCION DE MODOS DE REALIZACION

Materiales y métodos

Muestras biolégicas

El estudio fue aprobado por el comité de ética de la Universidad Miguel Hernandez de
Elche (Alicante, Espana), y se llevd a cabo en conformidad con la declaracién de
Helsinki. Las muestras se recibieron anonimizadas e identificadas sélo en base al codigo

del banco de tejidos.

Las muestras congeladas de corteza cerebral de 7 pacientes con la EA (3 hombres y 4
mujeres, con un rango de edad 81 + 12 anos) y 7 pacientes sanos como controles (3
hombres y 4 mujeres, con un rango de edad de 65 + 15 afios), fueron obtenidas del

banco de tejidos neuroldgicos de la Fundacion CIEN-Unidad de Investigacion Proyecto

14



10

15

20

25

30

35

ES 2889914 B2

Alzheimer (UIPA; Madrid), y del banco de tejidos de la Regién de Murcia, ambos
coordinados por el neuropatélogo Dr. Alberto Rabano (Fundacién CIEN-UIPA).

Todos los pacientes con la EA cumplian criterios clinicos para probable EA (NINCDS-
ADRDA). Los pacientes con la EA se correspondian a casos esporadicos que fueron
seleccionados en base a su historial clinico y diagnéstico neuropatoldégico basado en los
criterios de diagndstico CERAD, del inglés Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer’s Disease. Los casos fueron categorizados como estadios V-VI durante el
analisis neuropatolégico siguiendo la escala de Braak y Braak (Braak y Braak, 1991). El
intervalo postmortem medio del tejido fue entre 1,5 y 6 horas, sin diferencias
significativas en ambos grupos. Los sujetos control resultaron negativos en su analisis
histopatoldgico, y no tenian antecedentes de sintomas neuroldgicos o psiquiatricos ni

de alteraciéon en la memoria.

Procesamiento de las muestras biolégicas

Las muestras de tejido cerebral recolectadas en los bancos de tejidos se mantuvieron
en todo momento a -80°C. Posteriormente, se descongelaron lentamente en hielo y se
homogeneizaron en un tampdn de extraccion (10% p/v) Tris-HCI 50 mM; pH 7,4; NaCl
500 mM; EDTA 5 mM; 1% (p/v) Nonidet P-40; 0,5% (p/v) Triton X-100, complementado
con un coctel de inhibidores de proteasas (Sigma P834). El homogeneizado se sonico
utilizando un sonicador Microson ultrasonic cell disruptor Misonix en 3 series de 10
pulsos. Tras sonicar, las muestras se centrifugaron a 70.000xg a 4°C durante 1 hora.
Por ultimo, se recolecté el sobrenadante, se alicuoté y se almacené a -80°C hasta el
momento de su utilizaciéon. La concentracion total de proteina de los distintos extractos
se determind utilizando como estandar albumina de suero bovino (BSA) de acuerdo con

el método del &cido bicinconinico (BCA, Pierce).

Células que sobre-expresan APP

Las células CHO-PS70 que sobre-expresan de manera estable la APP humana (variante
751) de tipo salvaje y la subunidad catalitica de y-secretasa, presenilina-1, se cultivaron
durante 48 horas en placas de seis pocillos (350000 células/pocillo) en medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con GlutaMAX ™ (Gibco® Life
Technologies, Paisley, Reino Unido), 5% de suero fetal bovino (FBS; Gibco) y 100 pug/mi
de penicilina/estreptomicina (Gibco). Las células se trataron con el inhibidor de y-
secretasa DAPT (5 uM, LY-374973 t-butil éster de (N-[N-(3,5-difluorofenacetilo)-l-alanil]-
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S-fenilglicina; Calbiochem®, Merck KGaA). Las células de control se trataron solo con
el mismo volumen de dimetilsulféxido (DMSO). Después de una exposicién de 18 h de
las células al inhibidor, las células se lavaron dos veces con tampdn fosfato solucion
salino (PBS) frio y se volvieron a suspender en 100 ul de tampdn de extraccién (descrito
mas arriba) enfriado con hielo complementado con un coctel de inhibidores de proteasa
(descrito mas arriba). Los lisados celulares se sonicaron y centrifugaron durante 1 hora

a 70000 x g y 4 °C, y los extractos se congelaron a -80 °C para futuros analisis.

Aislamiento de ARN y analisis qRT-PCR

El ARN total se aisl6 de las muestras de tejido cerebral usando el reactivo TRIzol y el
sistema de purificacion de ARN PureLink™ Micro-to-Midi Total RNA Purification System
(Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante de dicho kit y se realiz6é un
analisis de moléculas de ARN mensajero (ARNm) por reaccién en cadena de la
polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa (QRT-PCR). El ADN complementario
(ADNCc) de primera cadena se obtuvieron por transcripcién inversa del ARN total (1,5
MQ), utilizando el kit de transcripcion inversa High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems; Life Technologies Paisley, Reino Unido), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante de dicho kit. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
se realizé en el sistema de PCR en tiempo real StepOne™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems), utilizando los ensayos de expresidon génica TagMan Gene
Expression Assays (Hs00169098-m1 para APP y Hs03003631-g1 para 18S; Thermo
Fisher) y la mezcla maestra de la PCR TagMan PCR Master Mix. Los niveles de
transcripcion se calcularon mediante el método comparativo 22t con respecto al ADNc

de la subunidad ribosomal 18S.

Western blot

Las muestras de tejido cerebral (30 ug por pocillo) se hirvieron a 95°C durante 5 minutos,
se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico (en
inglés, SDS-PAGE) al 7,5% en Tris-Tricina y posteriormente se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa de 0,45 um (Schleicher & Schuell Bioscience, GmbH,
Dassel, Germany). Se cuantificé la sefal inmunorreactiva de las bandas APP en las
transferencias Western (Western blots). Las especies de APP en las muestras se
detectaron usando: un antisuero policlonal anti-APP C-terminal de conejo (1:1000;
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.; denominado aqui Sigma-Ct); un anticuerpo

monoclonal de rata llamado 2D8 producido contra el dominio N-terminal de A, por lo
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que detecta CTFB pero no CTFa (1:50) (Willem et al., 2015), un antisuero policlonal de
conejo anti-sAPP[ especifico para el C-terminal de sAPPB (1:100; IBL, Hamburgo,
Alemania; denominado aqui IBL-B); un anticuerpo monoclonal de ratéon anti-sAPPa
especifico para el C-terminal de sABPPa (1:100; IBL; denominado aqui IBL-a); y un
antisuero policlonal de conejo anti-KPI especifico para el dominio KPI de APP (1:500;
Millipore; denominado aqui como KPI). Vinculina (1:2000, anticuerpo monoclonal de
ratén anti-vinculina, sc-73614 Santa Cruz; antisuero de conejo anti-vinculina 1:1000,
Sigma V4139) y GAPDH (1:10000 anticuerpo monoclonal de ratéon anti-GAPDH,;
Proteintech 60004-1) se utilizaron como controles de carga. Las intensidades de las
bandas se analizaron utilizando el programa informatico Image Studio Lite (LI-COR).
Los anticuerpos utilizados tenian una reactividad cruzada entre los fragmentos sAPPa
y sAPP inferior al 1,5%, y ninguno de los anticuerpos reacciona de forma cruzada con
la APP de longitud completa. Las transferencias se detectaron utilizando anticuerpos
secundarios conjugados apropiados (IRDye 680RD cabra anti-raton (Numero de
catalogo 925-68180); IRDye 800CW cabra anti-conejo (Numero de catalogo 925-
32211); IRDye 680RD cabra anti-conejo (Numero de catalogo 925-68071) o IRDye
800CW cabra anti-rata (Numero de catalogo 926-32210); todos de LI-COR Biosciences
GmbH, Bad Homburg, Alemania) y se analizaron en un sistema de imagen infrarrojo
Odyssey ClIx (LI-COR).

De-glicosilacion enzimatica

Las glicoproteinas solubilizadas de cerebro se trataron con un kit de de-glicosilacion
enzimatica de ProZyme (GK80110), de acuerdo con las instrucciones del fabricante de
dicho kit, y luego se sometieron a SDS-PAGE y analisis por Western blot. Los extractos
de la corteza frontal se desnaturalizaron y se de-glicosilaron mediante incubacion con
N-Glicanasa, O-Glicanasa y Sialidasa A. Este tratamiento elimina todos los glicanos
unidos a N y los glicanos simples unidos a O (incluidos los polisialilados) de las

glicoproteinas.

Unién a lectinas

Las muestras de corteza cerebral se incubaron a 4°C durante toda la noche con lectinas
especificas de azucares terminales: la lectina de Canavalia ensiformis Concanavalina A
(Con A) (Sigma; Numero de catalogo C9017), con alta especificidad por residuos de
manosa terminales, o la lectina de Phaseolus vulgaris PHA (Vector; NiUmero de catalogo

AL113), con alta especificidad por residuos de galactosa terminales, inmovilizadas en
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sefarosa (Con A) o agarosa (PHA). La fraccién de glicoproteina no ligada a las lectinas
se separd por centrifugacion y se analizé en Western blot utilizando anticuerpos contra
sAPPa y sAPPB. La proporcion de APP no unida a lectina se calculé como la relacion
entre la inmunoreactividad de APP no unida a lectina y la inmunoreactividad total,
obtenida de una alicuota mantenida en las mismas condiciones, pero no incubada con

una lectina. Todos los analisis se realizaron por duplicado.

Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron en SigmaStat (Version 2.0; SPSS Inc.), aplicando una
prueba t de Student (de dos colas) o una prueba U de Mann-Whitney para
comparaciones individuales, y determinando los valores p exactos (los valores p <0.05
fueron considerados significativos). Los resultados se presentan como las medias +
error estandar de la media (SEM) y la correlacion entre las variables se evalué mediante

analisis de regresion lineal.

Ejemplo 1. Aumento de la expresiéon de APP en el cerebro de sujetos con EA

Se realizaron ensayos de qRT-PCR para determinar la expresién del ARN mensajero
(ARNm) de APP en EA, usando cebadores que correspondian a secuencias en los
exones 10-11 de APP y que son comunes a las principales variantes cerebrales. Por lo
tanto, se determinaron los niveles totales de ARNm de las variantes APP695, APP751
y APP770. En consecuencia, los niveles de transcritos de APP en su conjunto fueron
significativamente mayores en el tejido cerebral de sujetos con EA que en el tejido

cerebral de sujetos control (C) (p<0,001; Figura 1).

Ejemplo 2. Caracterizacion de sAPPa, sAPPB, CTFa and CTFp en el tejido cerebral
de sujetos con EA

Se caracterizaron el sAPPa o sAPP3 en Western blot del tejido cerebral de sujetos con
EA, un método que permitié discriminar diferentes especies de APP, especialmente
aquellas con diferentes masas moleculares. Sin embargo, sAPPa y sAPPf se distinguen
entre si s6lo en 16 aminoacidos (lo que representa 1-2 kDa en masa molecular), y se ha
predicho que sAPPa o sAPP son s6lo ~5-10 kDa mas pequenos que la APP de longitud
completa, y por lo tanto, no se distinguen por separacién electroforética. Ademas,
pequenas diferencias en la migracion electroforética también pueden atribuirse a
diferencias en la glicosilacion, o incluso reflejar formas inmaduras de la proteina. En

consecuencia, para poder distinguir sAPPa o sAPPf, se abordd la discriminacion de
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estas proteinas por electroforesis SDS-PAGE, utilizando anticuerpos pan-especificos

generados contra el dominio exclusivo C-terminal de sAPPa y sAPPS.

Tanto para sAPPa y el sSAPPf3, en el cerebro existen 3 variantes de splicing alternativo,
la de 695 aminoacidos, APP695, mayoritariamente expresada en neuronas, y las
variantes APP751 y APP770, expresadas en células gliales, que presentan el dominio
inhibidor de serin proteasa tipo Kunitz KPI (del inglés Kunitz-type serine protease
inhibitor). Los NTF de APP sAPPa y el sAPPJ se distinguen electroforéticamente y por
Western blot con anticuerpos pan-especificos contra el extremo C-terminal exclusivo de
sAPPa y sAPPB. En las muestras de tejido cerebral, las diferentes especies de APP y
sus fragmentos N-terminales largos se detectaron en varias bandas que migraron en el
rango 100-130 kDa. Las diferencias en la masa molecular reflejan variantes alternativas
de la especie predominante neuronal, la especie denominada APP695, y las isoformas
APP751 y APP770, ambas portadoras del dominio KPI y practicamente indistinguibles
entre ellas por tamafno. Todas las variantes sufren el mismo procesamiento por
secretasas y generan los mismos tipos de fragmentos, incluidos el sAPPa y el sAPPS.
La Figura 2A muestra una representacion esquematica de la longitud completa de APP
y de los fragmentos N- y C-terminales determinados en este ejemplo, asi como los
epitopos reconocidos por los diferentes anticuerpos utilizados. Las especies de APP-
NTF de cerebro se caracterizaron en Western blot, utilizando anticuerpos pan-
especificos contra los dominios C-terminales especificos de sAPPa o sAPPJB (Figura
2B). Cuando se utiliz6 un anticuerpo anti-KPI, solo las especies de mayor masa

molecular mostraron tamafnos compatibles con las bandas inmunorreactivas de KPI.

Dado que las variantes sAPPa y sAPP( derivadas del APP695 (no KPI) tampoco
mostraron co-localizacion, se explord si esas diferencias en masa molecular eran
atribuibles a glicosilacién (si la extension de la glicosilacion entre los distintos NTF
variaba). Para ello, se de-glicosilé6 APP de manera completa, observando que, tras de-
glicosilacién, todas las bandas identificadas con anticuerpos sAPPa y sAPPJ si co-

localizaban (Fig. 2C).
El CTFa y el CTFB no difieren entre las variantes de APP y se caracterizaron usando

extractos de células CHO-PS70 que sobre-expresan de manera estable la APP humana

de tipo salvaje y la subunidad catalitica de y-secretasa, presenilina-1.
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Los extractos de estas células tratadas con el inhibidor de la y-secretasa, DAPT, se
ensayaron con el anticuerpo C-terminal, proporcionando evidencia de la acumulacion
de CTFa (también llamado C83 por su longitud de aminoacidos) y CTFB (también
llamado C99 por su longitud de aminoacidos) en los extractos celulares, y de bandas
coincidentes en homogeneizados cerebrales cargados en paralelo (Figura 2D). Cuando
se ensayo con el anticuerpo 2D8 de rata generado contra el dominio N-terminal de AR,
CTFa y CTFpB podian discriminarse ya que el epitopo reconocido por este anticuerpo

esta ausente en CTFa (ver esquema en la Figura 2A).

Después de esta caracterizacion bioquimica, se evaluaron las diferentes isoformas de
sAPPa y sAPPf en extractos de tejido cerebral. No se detectaron diferencias entre las
muestras C y EA en los niveles relativos de sAPPa (Figura 3A y 3B) o sAPP (Figura
3C y 3D) derivados de APP695 o APP-KPI. A pesar de las grandes diferencias en las
proporciones APP695/APP-KPI para las especies sAPPa y sAPPJ3, no habia diferencias
evidentes en estas proporciones entre las muestras de C y EA (Figura 3E). La
acumulacion de bandas inmunorreactivas sAPPa-695 y sAPPa-KPI se correlacioné
tanto en extractos de tejido C (r=0.76; p=0,048) como EA (r=0,96; p<0.001), aunque esta
correlacion no fue significativa para las especies sAPP (C: r=0,19; p=0,69; EA: r=0,57;
p=0,17). No hubo correlaciones significativas entre sAPPa y sAPPJ en las isoformas
APPG95 o APP-KPI en sujetos con C o EA.

Para evaluar si los niveles de APP-CTF se alteraron en extractos cerebrales de
pacientes con EA, se utilizé un anticuerpo generado contra el dominio C-terminal original
de la APP de longitud completa. La inmunoreactividad para CTFa y CTFB en el tejido
cerebral (Figura 4A, Figura 4B y Figura 4C) fue similar entre los sujetos con C y EA.
Ademas, la relaciéon CTFB/CTFa no indicé diferencias entre los grupos EA y C (Figura
4D).

Ejemplo 3. Unién de sAPPa and sAPP a lectinas

Para comparar el patrén de glicosilacion de sAPPa y sAPPJ, se incubaron muestras de
extractos de corteza frontal de sujetos C (n= 7) y sujetos con la EA (n=7) con la lectina
Con A, que tiene alta especificidad por residuos de manosa terminales, y la lectina PHA,
que tiene alta especificidad por residuos de galactosa terminales, inmovilizadas en

sefarosa (Con A) o agarosa (PHA). Se utilizaron anticuerpos pan-especificos para

20



10

15

20

25

ES 2889914 B2

determinar qué porcentaje de sAPPa y sAPP no era reconocido por cada una de las

lectinas (Tabla 1).

Tabla 1
%APP no ligado a la lectina
sAPPa sAPPj
Muestra E;"F?F‘ﬁ'e Con A PHA Con A PHA
122617 6.6£0.8 29108 2608
Control APPBIS | 173 506] | [4.3-94] 0,3-7.1] 0,2-6.8]
APl | 13.7%2.1 57208 404+46 | 37,0432
9.2-246] | [2881] | [20,2-583] | [22,6-51.0]
7 0£1.,5 4006 12405 1.9:0.3
A APPBIS | o0 1001 | 1868] | [01-37] | [1.0-31]
APPKP] 77413 3.8£06 57185 | 56797
[40-12.4] | [2354] | [37.6-89.0] | [27.4-953]

Los fragmentos sAPP[ derivados tanto de APP695 como de APP-KPI mostraron
diferencias en su interaccion con ambas lectinas, tanto en el grupo control como en el
de pacientes con la EA (Figuras 5A-5D). Esto puede deberse al origen celular diferente
para las isoformas derivadas de la especie APP695 (neuronal) y las APP-KPI
(mayormente glial), y a que cada tipo celular tiene una maquinaria de glicosilacion
particular. Sin embargo, los distintos fragmentos sAPPa exhibieron un patrén similar de
unién a Con A o PHA en ambos grupos. Lo que resultdé mas interesante fue constatar
que el patrén de unidén a lectinas variaba al comparar sAPPa y sAPPg, tanto para las
especies derivadas de APP695, como para las derivadas de APP-KPI, y en ambos
grupos, control y con la EA (Figuras 6A-6D). Este resultado, junto con las evidencias de
una extension diferente en glicosilacion entre sSAPPa y sAPP[3 derivada de la misma
variante (Figura 2C), sugiere que diferentes glicoformas de APP se procesan
preferencialmente por la via no amiloidogénica (a-secretasa) o por la amiloidogénica (-
secretasa). Ademas, esta determinacion se da tanto en neuronas (APP695) como en
células gliales (APP-KPI).

Para estudiar si la glicosilacion de APP difiere en extractos cerebrales de sujetos con la
EA en comparaciéon con los sujetos control, se confronté el patrén de glicosilacién de
sAPPa y sAPPB (Figuras 7A-7D). Se determinaron diferencias significativas entre el
grupo control y el grupo con la EA en cuanto a la interaccién del sAPPa derivado de la
APP695 con Con Ay PHA; y también con Con A para el sAPPa derivado de las especies

APP-KPI. Existian diferencias en la proporciéon de sAPP que no se unié ni a Con A ni
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a PHA en muestras de pacientes con la EA en comparacién con controles en la especie
APP695 y en las especies APP-KPI, aunque dichas diferencias no eran
estadisticamente significativas con numero de sujetos del presente ejemplo y con la
precision alcanzada en el presente ejemplo. No obstante, no es descartable que se
puedan detectar diferencias con mayor significacion estadistica utilizando técnicas mas
precisas 0 un mayor numero de pacientes. Los resultados de este ejemplo indicaron que
la glicosilacion de APP en el cerebro con la EA esta alterada y afecta principalmente a

las glicoformas procesadas por la via no amiloidogénica.
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REIVINDICACIONES

Un método in vitro de diagndstico de la enfermedad de Alzheimer en un sujeto, que
comprende:

(a) determinar, en una muestra biolégica de dicho sujeto, el patrén de
glicosilacion de los biomarcadores sAPPa y/o sAPPS,

(b) comparar dicho patron de glicosilacion de los biomarcadores sAPPa y/o
sAPP@ con un patron de glicosilacion de sAPPa y/o sAPP de referencia,
en el que una diferencia en dicha comparacion es indicativa de un
diagndstico positivo de enfermedad de Alzheimer en dicho sujeto.

El método segun la reivindicacion 1, en el que dicho biomarcador es sAPPa.

El método segun la reivindicaciéon 1 6 2, en el que la muestra biolégica esta
seleccionada del grupo que consiste en: liquido cefalorraquideo, orina, sangre,
sangre completa, plasma, suero, liquido linfatico, saliva, células y tejidos.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que se determina
dicho patrén de glicosilacion por una técnica seleccionada del grupo que consiste
en: ELISA, espectrometria de masas, tomografia por emision de positrones (PET),
resonancia magnética nuclear (RMN), radioinmunoensayos, ensayos de union a
lectinas, inmunohistoquimica, Western blot y citometria de flujo.

El método segun la reivindicaciéon 4, en el que se determina dicho patrén de
glicosilacién por ensayos de union a lectinas.

El método segun la reivindicacion 5, en el que dichas lectinas son Concanavalina A
de Canavalia ensiformis (Con A) y/o PHA de Phaseolus vulgaris.

El método segun la reivindicacién 5 6 6, en el que, en dichos ensayos de union a
lectinas, se detecta la cantidad o concentracion de sAPPa y/o sAPP discriminando
entre ligados o no ligados a lectinas.

El método segun la reivindicacién 7, en el que la deteccion de la cantidad o
concentracion de sAPPa y/o sAPPf3 se lleva a cabo por ELISA o Western blot.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que sAPPa y/o
sAPP derivan de cualquiera de las variantes del precursor de la proteina amiloide
(APP).

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dichas variantes
del APP se seleccionan del grupo que consiste en: APP695, APP751 y APP770.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que una disminucion
en un sujeto, respecto a un valor de referencia derivado de muestras de sujetos

sanos, de los niveles de sAPPa derivado de APP695 y derivado de la combinacion
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de las variantes APP-KPI, APP751 y APP770, no ligado a las lectinas Con A o PHA,
es indicativa de un diagnostico positivo de enfermedad de Alzheimer en dicho sujeto;
en el que una disminucién en un sujeto, respecto a un valor de referencia derivado
de muestras de sujetos sanos, del nivel de sAPP[3 derivado de APP695, no ligado a
las lectinas Con A o PHA, es indicativa de un diagndstico positivo de enfermedad de
Alzheimer; y en el que un aumento en un sujeto, respecto a un valor de referencia
derivado de muestras de sujetos sanos, del nivel de sAPPB derivado de la
combinacién de las variantes APP-KPI, APP751 y APP770, no ligado a las lectinas
Con A o PHA, es indicativo de un diagnéstico positivo de enfermedad de Alzheimer
en dicho sujeto.

Los biomarcadores sAPPa y/o sAPPf para uso en un método in vitro de diagnostico
de la enfermedad de Alzheimer en el que se determina el patrén de glicosilacion de
sAPPa y/o sAPP en una muestra biolégica.

Los biomarcadores para uso segun la reivindicacion 12, en el que en el que dicho
biomarcador es sAPPa.

Un kit de diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer, que comprende reactivos para
determinar el patron de glicosilacion de los biomarcadores sAPPa y/o sAPP( en una
muestra biolégica, en el que dichos reactivos comprenden la lectina Con A y/o PHA
y anticuerpos especificos frente a sAPPa y/o sAPP.

El kit segun la reivindicacion 14, en el que dicho biomarcador es sAPPa.

El kit segun la reivindicacién 14 6 15, en el que dichos anticuerpos especificos son
el anticuerpo policlonal IBL-a, especifico frente a sAPPa y el anticuerpo monoclonal
IBL-B, especifico frente a sAPP.

El kit segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, que ademas comprende al

menos una disolucién tampon.
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FIGURA 3 (Cont.)
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FIGURA 5
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FIGURA 5 (Cont.)
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FIGURA 6 (Cont.)
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