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DESCRIPCIÓN 

Métodos de detección de la enfermedad de Alzheimer 

La presente invención se refiere a métodos de diagóstico o de pronóstico de la enfermedad de Alzheimer. Se refiere 
igualmente a los equipos de diagnóstico o de pronóstico de la enfermedad de Alzheimer. 

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a una gran proporción de la 5 
población de mayor edad. Esta enfermedad se caracteriza a nivel clínico por la pérdida de las funciones cognitivas, y 
a nivel neuropatológico por la presencia en el cerebro de depósitos neurofibrilares intracelulares y de depósitos 
extracelulares del péptido β-amiloide (Aβ) que forma las placas amiloides. Las placas amiloides están compuestas 
mayoritariamente por péptidos Aβ de 40 ó 42 aminoácidos que se generan por un proceso proteolítico de la proteína 
precursora del péptido β-amiloide (APP)  Los depósitos extracelulares de Aβ son específicos de la enfermedad de 10 
Alzheimer. Representan la característica precoz e invariable de todas las formas de la enfermedad de Alzheimer, 
incluyendo las formas familiares. 

Las formas familiares de la enfermedad aparecen de manera relativamente precoz (entre 40 y 60 años). Parecen ser 
debidas, al menos en parte,  a mutaciones en el gen del APP y en los genes de la presenilina-1 (PS1) y de la 
presenilina-2 (PS2). Las mutaciones en esos tres genes inducen cambios en la proteolisis del APP, que conduce a 15 
una superproducción de Aβ y a la aparición precoz de la patología y de los síntomas que son similares a los de las 
formas esporádicas de la enfermedad de Alzheimer. 

Una conexión entre el colesterol y la enfermedad de Alzheimer fue establecida igualmente a partir de estudios 
epidemiológicos y de los resultados de estudios bioquímicos y de biología celular recientes (véase revista Hartmann, 
T. (2001) TINS 24 : S45-48). Una tasa elevada de colesterol en edad adulta, así como una tensión arterial elevada 20 
incrementan significativamente el riesgo de enfermedad de Alzheimer (Kivipelto et al., 2001 Br Med J. 322 : 1447). 

Por el contrario, un riesgo muy disminuido se registró en la población bajo tratamiento con los agentes 
hipocolesterolemiantes de tipo estatinas (Wolozin et al. (2000) Arch Neurol. 57 : 1439; Jick et al. (2000) Lancet 356 : 
1627). 

La conexión molecular parece haber sido establecida recientemente. En vitro y en vivo, una tasa elevada de 25 
colesterol aumenta la producción del péptido A-β y acelera la aparición de placas amiloides (Sparks et al. (1994) 
Exp. Neurol. 126 : 88-94; Refolo et al. (2000) Neurobiol. Dis. 7 : 321-331; Puglielli et al.(2001) Nat. Cell Biol. 3 : 905; 
(Shie et al., 2002) Neuroreport 13 : 455), mientras que los inhibidores de la vía de síntesis del colesterol las 
disminuyen (Simons et al. (1998) PNAS USA 95 : 6460-6464; Fassbender et al. (2001) PNAS USA 98 : 5856 Refolo 
et al. (2001) Neurobiol. Dis. 8 : 890-899). 30 

A pesar de los avances significativos, el cuerpo médico está siempre confrontado a la falta de moléculas realmente 
eficaces contra la enfermedad de Alzheimer. Paleacu et al, Clin. Neuropharm. Vol 25, págs.313-317 (2002) describe 
especialmente la utilización de un cierto tipo de tratamiento para los síntomas del comportamiento de la enfermedad 
de Alzheimer. Una de las razones de esta falta reside en la dificultad de encontrar dianas que permitan una 
selección de alta calidad de  moléculas susceptibles de ejercer una acción terapéutica contra esta enfermedad. 35 

Por otra parte, la detección precoz de esta enfermedad resulta determinante con el fin de aportar un tratamiento 
antes de que se manifiesten los primeros síntomas, altamente invalidantes para los enfermos. 

Además, por el hecho de las variadas formas de esta enfermedad resulta necesario seleccionar el tratamiento en 
función, por una parte de los individuos a tratar y, por otra parte de la molécula susceptible de ser utilizada para el 
tratamiento. Esta razón farmacogenómica o farmacogenética resulta cada vez más importante. 40 

La proteína ABCA2 es una proteína perteneciente a la numerosa familia de los transportadores de colesterol de tipo 
ABC (ATP binding cassette). Este transportador se expresa específicamente en el cerebro. 

La clonación del gen ABCA2 fue descrita en 2000 por Zhao et al (Biochem. J., 350, 865-872). La secuencia es 
además objeto de la solicitud PCT WO 01/14414, depositada por la sociedad ACTIVEPASS PHRMACEUTICALS. 
Diversas hipótesis se formulan en esta solicitud en cuanto al papel del ABCA2, pero sin que ningún resultado las 45 
llegue a apoyar. 

La solicitud de PCT WO 02/064781 cita en cuanto a ella a una conexión entre un transportador ABC y la expresión 
de la proteína precursora del amiloide. 

Ya han sido identificados diversos polimorfismos del gen ABCA2. Sus secuencias son accesibles particularmente en 
la base de datos dbSNP del NCBI. El polimorfismo rs908832 está descrito entre los diferentes polimorfismos 50 
inscritos en esta base. 

Este polimorfismo se caracteriza por un alelo mayoritario en la población caucasiana, que es una guanina localizada 
en posición 348 en la secuencia SEQ ID N°2 y un alelo minoritario en la población caucasiana que es una adenina 
localizada en posición 348 en la secuencia SEQ ID N°1. 
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Alternativamente, este polimorfismo mononucleotídico está representado por las secuencias SEQ ID N°3 y SEQ ID 
N°4 en parte complementarias respectivamente de las secuencias SEQ ID N°1 y SEQ ID N°2. Este polimorfismo se 
caracteriza ahora por un alelo mayoritario en la población caucasiana, que es una citosina localizada en posición 
201 en la secuencia SEQ ID N°4 y un alelo minoritario en la población caucasiana que es una timidina localizada en 
posición 201 en la secuencia SEQ ID N°3. 5 

Este polimorfismo es sinónimo, es decir que no modifica la secuencia de la proteína traducida. Los dos alelos del 
polimorfismo forman parte de los codones que codifican para un ácido aspártico. Este polimorfismo codificante está 
localizado en el exón 14 del transcrito que presenta la secuencia EQ ID N°5 en posición 2185. 

De manera sorprendente, la solicitante ha puesto de manifiesto que los individuos que presentan el alelo minoritario 
del polimorfismo rs908832 del gen ABCA2 tienen un riesgo acrecentado de desarrollar precozmente la enfermedad 10 
de Alzheimer. 

Este descubrimiento es particularmente importante puesto que aporta por primera vez, con conocimiento de la 
solicitante, la prueba de una conexión entre la proteína ABCA2 y, en particular, un polimorfismo del gen codificante 
para esta proteína, y un estado patológico tal como la enfermedad de Alzheimer. 

Permite confirmar  y/o pronosticar la gravedad de la afección en los pacientes para los cuales ya fue diagnosticada 15 
la enfermedad de Alzheimer, así como la eficacia probable de los tratamientos previstos, o también pronosticar los 
riesgos de aparición de la enfermedad en caso de individuos que no presentan síntomas de la enfermedad de 
Alzheimer incluyendo los individuos emparentados con los pacientes cuyo diagnóstico ha sido confirmado.  

Permite, además, confirmar un mayor papel funcional de ABCA2 en la fisiopatología de la enfermedad de Alzheimer, 
justificando la realización de ensayos de selección de moléculas susceptibles de ejercer una acción estimulante o 20 
inhibidora sobre la actividad de ABCA2 con vistas a la aplicación terapéutica contra la enfermedad de Alzheimer. 

La presente invención tiene así como primer objeto un método de diagnóstico o de pronóstico de la enfermedad de 
Alzheimer en un individuo. Este método comprende al menos una etapa de detección de la presencia del 
polimorfismo rs908832. 

Individuos apropiados pueden ser, por ejemplo:  25 

• las personas que no presentan síntomas de la enfermedad de Alzheimer, 

• las personas en las cuales el riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer ya ha sido detectado, pero 
que no presentan todavía los síntomas de la enfermedad, y 

• las personas que previamente han sido diagnosticadas como estar afectadas por la enfermedad de 
Alzheimer, para las cuales es deseable una confirmación del diagnóstico. 30 

La o las etapas de detección, simultáneas o no, de la presencia o de la ausencia del alelo minoritario del 
polimorfismo rs908832 se efectúan directa o indirectamente por cualquier medio adecuado a partir de muestras 
biológicas. 

Por tanto, la presente invención se refiere igualmente a un método de selección de muestras biológicas tomadas de 
los individuos que especialmente no presentan síntomas de la enfermedad de Alzheimer, para detectar a los 35 
individuos muy susceptibles de desarrollar la enfermedad de Alzheimer. Una selección de este tipo comprende la 
búsqueda, de manera simultánea o no, en dichas muestras biológicas, de la presencia del alelo minoritario del 
polimorfismo rs908832. 

Estas muestras que contienen los  ADN o las proteínas a identificar pueden ser de diversos orígenes. Se puede 
tratar, por ejemplo, de muestras de sangre, de esperma, de cabellos (con sus raíces) o de cualquier otra muestra 40 
que contenga células nucleadas. De preferencia, las muestras biológicas analizadas son muestras de sangre. En 
este caso, el ADN a identificar se toma en los leucocitos. 

En el sentido de la presente invención, se entiende por «muestra biológica» las muestras directamente procedentes 
del individuo que desea un diagnóstico o un pronóstico sin otra transformación, o muestras que hayan sufrido una o 
varias etapas de preparación de manera a no conservar de ellas más que una fracción útil para las etapas de 45 
detección, por ejemplo un extracto celular bruto. 

Las técnicas que permiten detectar o identificar la presencia o ausencia de los ADN que portan el alelo minoritario 
del polimorfismo rs908832 pueden ser combinaciones de las técnicas de Reacción de Polimerización en Cadena (« 
PCR »), de hibridación, de transferencia de Southem, de digestión por nucleasas, de Polimorfismo de Longitud de 
los Fragmentos de Restricción (« RFLP »), y/o de secuenciación directa de los productos de la PCR. Todas estas 50 
técnicas son conocidas por el experto en la materia. 
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De manera general, todas las técnicas de identificación de los ADN que portan el alelo minoritario del polimorfismo 
rs908832 que pueden ser empleadas en el marco de la presente invención comprenden una etapa previa de 
recogida de la o las muestras biológicas que contienen los ADN a identificar y una etapa de extracción del ADN 
genómico según las técnicas estándar bien conocidas por el experto en la materia, por ejemplo según el método de 
Smith et al. (The Lancet, 1992, 339, pp. 1375-7). 5 

Un método de identificación de este tipo puede comprender:  

a) la extracción del ADN de dicho individuo, 

b) la amplificación de dicho ADN aislado con ayuda de cebadores capaces de amplificar las secuencias 
correspondientes a cada uno de los alelos del polimorfismo re908832 del gen ABCA2, y 

c) la determinación de al menos uno de los alelos del polimorfismo rs908832 del gen ABCA2 en el ADN 10 
amplificado. 

Según un modo de ejecución ventajoso, se utiliza la técnica del PCR. Así, la etapa b) comprende ventajosamente 
una etapa de reacción de polimerización en cadena. Esta técnica consiste primeramente en sintetizar los 
oligonucleótidos complementarios de la secuencia de las regiones que delimitan el segmento de ADN a amplificar 
(cebadores). Estos oligonucleótidos sirven de cebadores a la DNA polimerasa. Después se emprenden las etapas 15 
de desnaturalización por calor (92-95ºC) para separar las dos hebras de ADN, de hibridación con los dos cebadores 
específicos gracias a una disminución de la temperatura (50-55ºC) y de extensión de los cebadores con una DNA 
polimerasa a 70-72ºC. 

Estos cebadores, que permiten la amplificación de cada uno de los alelos del polimorfismo rs908832 del gen ABCA2 
y, en particular, del alelo minoritario, así como sus secuencias complementarias, constituyen otros objetos de la 20 
presente solicitud. Ventajosamente, éstos presentan secuencias respectivas tales como el número de bases entre 
sus respectivos puntos de hibridación sobre la molécula de ADN, el cual está comprendido entre 25 y 2500 pares de 
bases y, preferentemente, entre 100 y 500 pares de bases. 

Ventajosamente, estos cebadores presentan entre aproximadamente 15 y 30 nucleótidos contiguos de la secuencia 
SEQ ID N°3 o de la secuencia SEQ ID N°4. De manera preferente, se trata de un par de cebadores que presentan 25 
las secuencias SEQ ID N°6 y SEQ ID N° 7. 

Según un modo de ejecución ventajoso, la presente solicitud tiene por objeto un método caracterizado porque el 
ADN amplificado que porta el alelo minoritario del polimorfismo rs908832 se distingue del ADN amplificado que no 
porta este alelo por hibridación específica de dos sondas, cada una de las cuales es específica de una de las dos 
formas del polimorfismo. Estas sondas, así como sus secuencias complementarias constituyen otros objetos de la 30 
presente solicitud. 

Ventajosamente, estas sondas están constituidas respectivamente por aproximadamente 12 a 17 nucleótidos 
contiguos de la secuencia SEQ ID N°3 ó SEQ ID N°4. De manera preferente, éstas presentan respectivamente las 
secuencias SEQ ID N°8 y SEQ ID N°9. 

El ADN amplificado que porta el alelo minoritario del polimorfismo rs908832 se puede distinguir también del ADN 35 
amplifcado que no porta este alelo por la técnica que utiliza la actividad 5-nucleasa de la ADN polimerasa I 
(TaqMan). 

Según un modo de ejecución ventajoso, la presente solicitud tiene por objeto un método caracterizado porque el 
ADN amplificado que porta el polimorfismo rs908832 se distingue del ADN amplificado que no porta este 
polimorfismo por análisis del polimorfismo de los fragmentos de restricción (RFLP). Ventajosamente, los fragmentos 40 
de restricción fueron obtenidos por digestión del ADN amplificado con ayuda de una enzima de restricción antes de 
la migración en gel de agarosa, transferido sobre membrana por la técnica de Southern e hibridación. 

Para obtener a la vez una mayor sensibilidad y una mejor especificidad, es igualmente posible efectuar dos PCR 
sucesivos utilizando dos pares de cebadores diferentes (« nested PCR ») : un primer par de cebadores externos que 
permite obtener un fragmento de ADN amplificado como en PCR clásico y un segundo par de cebadores internos 45 
para amplificar el fragmento de ADN obtenido del primer PCR. 

Con el fin de determinar la huella genética de la región deseada, los fragmentos de ADN obtenidos por PCR se 
pueden separar igualmente por electroforesis según su tamaño y visualizar gracias al BET (bromuro de etidio) y a 
los rayos ultravioleta. 

Una posibilidad particularmente interesante en el presente caso consiste en efectuar una PCR con un primer 50 
cebador que tenga en su extremo 3' la secuencia de nucleótidos mutada, y un segundo cebador que tenga en su 
extremo 3’ la secuencia de nucleótidos salvaje. La diferencia de temperatura de desnaturalización en estos dos 
casos y, por consiguiente, de eficacia de la amplificación, permite distinguir el ADN mutante del ADN salvaje. 
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Según otra alternativa, los fragmentos de ADN amplificados se identifican directamente por transferencia en punto 
(técnica de Dot Blot) que consiste en depositar una muestra de los fragmentos de ADN producidos por la PCR sobre 
un filtro de nilón, en efectuar la desnaturalización de los fragmentos de ADN, su hibridación con una sonda 
específica radiactiva y un lavado para eliminar el exceso de producto radiactivo no fijado, seguido de un 
autoradiograma. El relevado se puede hacer igualmente por otros medios gracias al empleo de sondas específicas 5 
que portan un marcador distinto al radiactivo, por ejemplo un colorante o también un marcador fluorescente. 

Según otra alternativa, es igualmente posible detectar la presencia o ausencia de mutaciones de los ADN que 
comprenden el polimorfismo rs908832 por secuenciación directa de todo o parte de los fragmentos de ADN 
amplificados. Un procedimiento de este tipo consiste en determinar la secuencia nucleotídica a nivel del 
polimorfismo rs908832. La secuenciación se puede efectuar por cualquier método conocido por el experto en la 10 
materia, por ejemplo por el método de Sanger o bien por el método de Maxam y Gilbert. 

Según otra alternativa, la detección de la presencia o ausencia de los ADN que portan el polimorfismo  rs908832 se 
puede efectuar utilizando la técnica de transferencia de Southem (Southem Blotting) que consiste en efectuar una 
electroforesis de los fragmentos de ADN obtenidos después de un ataque por una o varias enzimas de restricción. El 
gel se desnaturaliza a continuación y se realiza una transferencia sobre una membrana de nilón. Esta membrana 15 
está destinada a ser hibridada con una sonda específica. Después del lavado para eliminar el exceso de producto 
radiactivo no fijado, la película se aplica sobre la membrana. Así, es posible descubrir una o varias bandas que 
correspondan a los fragmentos de ADN reconocidos por la sonda.  

Es igualmente posible utilizar la técnica de la RFLP asociada a la técnica de Southem Blotting y/o de PCR para 
detectar la presencia o ausencia del polimorfismo rs908832. La RFLP permite comparar los ADN de diferentes 20 
individuos e investigar si se han producido mutaciones puntuales que hacen aparecer o desaparecer los sitios de 
restricción. Dos ADN de secuencia idéntica tratados con enzimas de restricción darán fragmentos idénticos, y los 
Southern Blot obtenidos con estos fragmentos serán por tanto idénticos. Por el contrario, si un sitio de restricción ha 
desaparecido o bien ha aparecido a continuación de una mutación, los fragmentos no tendrán ya tamaños idénticos, 
lo que será visible en los autoradiogramas. Ocurre lo mismo si un nuevo sitio de restricción aparece a continuación 25 
de una mutación.  

También es posible detectar el polimorfismo rs908832 del gen ABCA2 determinando el nucleótido en posición 2185 
del transcrito que codifica para la proteína ABCA2. 

Todas las técnicas descritas anteriormente son bien conocidas por el experto en la materia. Se puede emplear 
cualquier otra técnica conocida e igualmente apropiada para la detección de la presencia o ausencia del 30 
polimorfismo rs908832. A este efecto, se pueden citar por ejemplo las técnicas de «Ligase Chain Reaction», «Strand 
Displacement Amplification», « Transcription-based Amplification » etc... De manera ventajosa, dichas etapas de 
detección se efectúan por PCR, RFLP, Southem Blotting y/o una combinación de estas técnicas, conforme a los 
métodos descritos en la bibliografía (véanse por ejemplo : Gough et al., Nature, 1990, 347, p.773 ; Kagimoto et al., J. 
Biol. Chem., 1990, 265, p. 17209; Wolf et al., The Lancet, 1990, 336, p. 1452; Hayashi et al., Nucleic Acids Res., 35 
1991, 19, p4797; Daly et al., Pharmacogenetics, 1991, 1, p. 33; Spurr et al., Methods Enzymol., 1991, 206, p. 149; 
Armstrong et al., The Lancet, 1992, 339, p. 1017; Kurth et al., Am. J. of Med. Genet., 1993, 48, p. 166; McCann et 
al., J. Neurol. Sci., 1997, 153, p. 50; Stroombergen et al., Hum. & Exper. 1999, 18, p. 141). 

Todos estos métodos de detección son particularmente útiles puesto que constituyen la base que permite determinar 
si un individuo puede ser afectado por la enfermedad de Alzheimer o bien presenta un riesgo acrecentado de 40 
desarrollar la enfermedad de Alzheimer. 

Así, otro objeto de la invención se refiere a un método de análisis de muestras biológicas tomadas de un individuo, el 
cual consiste en:  

a) determinar el genotipo para el gen ABCA2 de dicho individuo, y 

b) convertir los datos obtenidos en a) con el fin de pronosticar el riesgo de dicho individuo de desarrollar la 45 
enfermedad de Alzheimer y la eficacia de los tratamientos terapéuticos previstos para esta enfermedad.  

También se describen equipos o estuches de diagnóstico o pronóstico de la enfermedad de Alzheimer para un 
individuo. 

Tales estuches se pueden presentar en formas de un embalaje con compartimentos, de manera a recibir 
 diferentes recipientes tales como, por ejemplo, ampollas o tubos. Cada uno de estos recipientes comprende los 50 
diferentes elementos necesarios para efectuar la detección de la presencia o ausencia del ADN que porta el 
polimorfismo rs908832. 

Dichos elementos que permiten realizar la o las detecciones se eligen entre los descritos anteriormente. Se puede 
tratar, por ejemplo :  
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• de un par de cebadores que hibridan una región definida del gen ABCA2 y eventualmente los medios 
necesarios para la realización de una reacción de amplificación, o 

• de sondas oligonucleotídicas, eventualmente inmovilizadas sobre un soporte y que comprenden un 
marcador detectable y, eventualmente, los reactivos necesarios para la realización de una reacción de 
hibridación. 5 

La presente invención se refiere, además, a un animal transgénico no humano, en el genoma del cual se ha 
insertado al menos una secuencia de ADN exógeno que porta el alelo minoritario del polimorfismo rs908832, de tal 
manera que la función del gen ABCA2 se ha modificado. 

Por animal transgénico se entiende cualquier animal no humano que presenta una modificación artificial de su 
genoma. La modificación del genoma puede resultar de una alteración o de una modificación de uno o varios genes 10 
por « knock-in » o por « knock-out » (inactivación/modificación de genes por recombinación homóloga) o la 
superexpresión del gen humano bajo el control de promotores específicos de los tipos celulares neuronales (tal 
como ThyI, PDGF o prión) o glial (tal como GFAP) en el ratón. Esta modificación puede ser debida a la acción de 
agentes alterantes o de mutagénesis clásicas o bien efectuada por inserción estable de un casete de expresión que 
permita la expresión de un gen híbrido. En particular, se puede operar por ejemplo según métodos idénticos o 15 
análogos a los descritos en las solicitudes WO 01/02552 o también WO 01/13176. 

La modificación del genoma puede resultar igualmente de una inserción de un gen o de genes o del 
reemplazamiento de un gen o de genes en su forma salvaje o mutada. 

Las modificaciones se efectúan ventajosamente en células madre reproductoras. 

Actualmente, la modificación del genoma utilizando la tecnología « knock-in » y « knock-out » está limitada al ratón 20 
como modelo por el hecho de que sólo son disponibles las células madre (denominadas células « ES »), las cuales 
tienen la capacidad de colonizar la línea germinal procedente del embrión de ratón. Cuando las líneas celulares ES 
estén establecidas para otras especies, estas tecnologías podrán ser aplicadas fácilmente por el experto en la 
materia a esas otras especies para generar modelos KO y/o KI. Además, los enfoques basados en la utilización de 
oligonucleótidos (ADN, ARN o híbridos) solos o ligados a enzimas que modifican el ADN/ARN se pueden utilizar 25 
para introducir una modificación/mutación definida en un lugar predeterminado en el genoma. Se pueden utilizar 
incluso irradiaciones o mutagénesis químicas, que inducen modificaciones aleatorias en el genoma, si se combinan 
con un juego eficaz de marcadores biológicos (fenotipo) y con un procedimiento de clonación posicional de elevado 
rendimiento. 

El enfoque más directo para la modificación del genoma de animales de laboratorio (ratones, ratas, vacas, cerdos, 30 
ovejas...) es sin embargo la integración aleatoria de transgenes por microinyección de ADN linealizado en uno o dos 
pronúcleos de ovocitos fertilizados en la etapa de célula única (preferentemente para evitar la generación de 
animales quiméricos, aunque también se puede emplear la inyección en el estadio de dos o más células). Por regla 
general, un transgen está compuesto por dos partes: los elementos de regulación que imponen el control espacio-
temporal de la expresión del ARN codificado por el ADN, y dicho ADN yuxtapuesto (ADNc o fragmento genómico)   35 
Estos dos elementos (el elemento de regulación y el ADN que codifica para la proteína deseada) pueden ser 
homólogos o bien heterólogos del genoma diana. Los animales transgénicos referidos se eligen, de manera general, 
entre los mamíferos no humanos. Se puede tratar, por ejemplo, de murinos, a saber ratones, ratas y cobayas, 
conejos, gatos, perros, ovinos o también bovinos. Preferentemente, se trata de murinos, de ratas o de conejos 
obtenidos según las técnicas clásicas de transgénesis. Otros objetos de la presente invención son las líneas de 40 
células madre y las líneas de células diferenciadas a partir de estas líneas de células madre, en el genoma de las 
cuales se ha insertado al menos una secuencia de ADN exógeno genómico que porta el alelo minoritario del 
polimorfismo rs908832. 

Sucíntamente, la obtención de los animales transgénicos, de líneas celulares madre y líneas de células 
diferenciadas según la invención consiste en un procedimiento que emplea la generación de animales transgénicos 45 
por inserción por recombinación homóloga de un ADN exógeno genómico que codifica para la proteína ABCA2 en el 
gen correspondiente del animal (la inserción del transgen es dirigida inmediatamente después del promotor del gen 
del animal, de manera a imponer el perfil de expresión correcto al transgen e impedir la expresión del gen endógeno 
del animal: knocked out) o bien por inserción de la mutación específica descrita en la presente invención 
correspondiente a una isoforma del gen ABCA2 humano en el gen endógeno del animal (la modificación se hace por 50 
recombinación homóloga en las células madre: knocked in), o bien por superexpresión del gen ABCA2 que porta el 
alelo minoritario del polimorfismo rs908832. 

En el caso de los ratones, estos animales se podrán cruzar ventajosamente con ratones transgénicos portadores del 
gen APP humano enarbolando mutaciones de tipo Alzheimer y que desarrollan las placas amiloides. Los animales 
transgénicos dobles, así obtenidos, reproducen el genotipo observado en los pacientes afectados por la enfermedad 55 
de Alzheimer o de riesgo. El control del genotipo del polimorfismo rs908832 del animal recién nacido, así obtenido, 
se puede efectuar utilizando las técnicas ya descritas anteriormente, utilizando especialmente una reacción de 
amplificación (PCR) y/o de Southern. 
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Tales animales transgénicos son particularmente interesantes puesto que proporcionan un modelo ventajoso para la 
comprensión de la enfermedad de Alzheimer, el cual reproduce muy fielmente las características de la enfermedad 
de Alzheimer. En comparación con los modelos conocidos, este modelo permite especialmente la identificación de 
compuestos particularmente adaptados al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, especialmente tal como se 
describe en el ser humano. Estos compuestos pueden ser moléculas químicas, moléculas peptídicas o proteicas, 5 
anticuerpos, moléculas quiméricas, así como los ADN antisentido o las ribozimas. 

Los compuestos así identificados se pueden utilizar como medicamentos, como tales o en asociación con un 
vehículo farmacéuticamente aceptable con el fin de obtener una composición farmacéutica. Se puede tratar en 
particular de soluciones salinas (fosfato monosódico, disódico, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio, etc, o 
mezclas de dichas sales), estériles, isotónicas o de composiciones secas, principalmente liofilizadas que, por 10 
adición, según el caso, de agua esterilizada o de suero fisiológico, permiten la constitución de solutos inyectables. 
Las inyecciones se pueden realizar por vía estereotáxica, tópica, oral, parenteral, intranasal, intravenosa, 
intramuscular, subcutánea, intraocular, transdérmica, etc. 

La identificación de los compuestos descritos anteriormente responde a la puesta en contacto, especialmente por 
administración de por ejemplo una inyección, del modelo animal de la invención con un compuesto o una mezcla de 15 
compuestos que supuestamente ejercen una acción, y medir a continuación el o los efectos de los compuestos 
especialmente a nivel cerebral del modelo sobre diferentes cambios bioquímicos y/o histológicos. 

Además del hecho de poder ensayar in vivo los compuestos terapéuticos que permiten prevenir, atenuar o curar la 
enfermedad de Alzheimer, estos animales transgénicos permiten igualmente disponer de un modelo animal de la 
enfermedad de Alzheimer útil para seleccionar los factores medioambientales que inducen o aceleran la 20 
patogénesis, o también para estudiar el comportamiento durante el desarrollo de la enfermedad y estudiar los 
diversos mecanismos biológicos que están implicados, por ejemplo con el fin del estudio de nuevos medicamentos o 
la determinación de las cantidades eficaces de los medicamentos y de la toxicidad. Así, otro objeto de la presente 
invención se refiere a la utilización de un animal transgénico, de líneas de células madre o de líneas de células 
diferenciadas tales como las definidas anteriormente para ensayar la actividad de compuestos o de métodos 25 
destinados a prevenir y/o tratar la enfermedad de Alzheimer. Otro objeto de la invención se refiere a una célula 
extraída de animales transgénicos tales como los descritos anteriormente, así como a su utilización para identificar 
compuestos destinados al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. 

La identificación de los compuestos descritos anteriormente responde a la puesta en contacto de células extraídas 
del modelo animal de la invención con un compuesto o una mezcla de compuestos que supuestamente ejercen una 30 
acción, y medir a continuación el o los efectos de los compuestos a nivel de las células enteras, en homogeneizados 
de células o sobre una fracción subcelular, en cuanto a diferentes parámetros tales como, por ejemplo, la muerte 
celular. 

Además de las disposiciones precedentes, la presente invención comprende igualmente otras características y 
ventajas que surgirán de los ejemplos y figuras siguientes, y que se deben considerar como ilustrativas de la 35 
invención sin limitar su alcance. 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1: Estudio del genotipo del polimorfismo rs908832 del gen ABCA2 en una muestra de pacientes 

Después de su consentimiento expreso, se utilizó una colección de ADNs procedentes de pacientes de origen 
caucasiano afectados por la enfermedad de Alzheimer y de individuos testigo. 40 

La frecuencia de los polimorfismos fue determinada por genotipado de una muestra de 47 individuos de un panel 
comercializado por el Institut Coriell (EE.UU). 

Diez polimorfismos (entre los cuales el polimorfismo rs908832) fueron seleccionados sobre la base de su 
localización en el gen y de su frecuencia con el fin de ser genotipados en los pacientes afectados por la enfermedad 
de Alzheimer y en los testigos. 45 

Los genotipos se realizaron por el método del ensayo de la 5’ nucleasa  (técnica de discriminación alélica de Applied 
Biosystems, Foster City, EE.UU), después se realizó un ensayo estadístico de tipo Chi2  ensayando la asociación de 
cada uno de estos marcadores con la enfermedad de Alzheimer (ensayo de heterogeneidad). Para el análisis, se 
distinguieron grupos según la edad de aparición de la enfermedad ((precoz (antes de o a los 65 años) o tardía 
(después de los 65 años)) y su origen (esporádico (primer caso conocido) o familiar (otros casos ya conocidos en la 50 
misma familia)). 

Los resultados obtenidos para el polimorfismo s908832 son los siguientes :  

• frecuencia del alelo minoritario (T) en los pacientes (440 genotipos): 7,4 
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• frecuencia del alelo minoritario (T) en los testigos (519 genotipos): 3,4 

Las proporciones de Hardy Weinberg fueron verificadas en los pacientes y en los testigos: no se observa diferencia 
significactiva, lo que confirma que no hay error de genotipado. 

Resultados de los ensayos efectuados en los pacientes que presentan una forma precoz de la enfermedad (antes de 
o a los  65 años):  5 

• 136 casos esporádicos frente a 272 testigos: 

• ensayo de heterogeneidad: chi2 (1ddI) = 22.69 p = 2.10-6 

• ensayo alélico (freq(T) frente a freq(C)): chi2 (1ddI) = 21,27 p = 4,10-6 

• 104 casos familiares frente a 272 testigos: 

• ensayo de heterogeneidad: chi2 (2ddI) = 7,80  p = 0,02 10 

• ensayo alélico (freq(T) frente a frec (C)): chi2 (1dd1) =7,27 p = 7.10-3 

El odd ratio fue estimado por regresión logística en los 240 pacientes que presentan la forma precoz (ajuste sobre el 
sexo y el estatuto APOE-ε4). El resultado es igualmente significactivo: OR = 3,97 IC = [2,23 - 7,09] 

Los valores obtenidos siguen siendo significativos (umbral fijado en 0,05) incluso después de la corrección para 
ensayos múltiples por el método de Bonferroni.  15 

Estos resultados indican que el gen ABCA2 es un gen importante en la etiología de la enfermedad de Alzheimer. 

En término de riesgo, este resultado es del mismo orden de magnitud que el riesgo que confiere la poliproteína  
E4, el factor de riesgo más fuerte conocido hasta hoy día para la enfermedad de Alzheimer. 

Ejemplo 2: Obtención de ratones transgénicos 

1. Generación de un ratón transgénico que expresa la proteína humana ABC A2 20 

La mutagénesis del ABCA2 humano se hace por vía de la utilización de un sistema de mutagénesis in vitro tal como 
el Sculptor™ (Amersham, France). La región codificante del ABCA2 se subclona en un vector de clonación de tipo 
Bluescript (Stratagène) y las mutaciones se introducen según el protocolo suministrado por el fabricante por vía de la 
utilización de oligonucleótidos que contienen la mutación deseada. Las secuencias mutadas se han de verificar por 
análisis de secuencia. 25 

2. Generación e identificación de los ratones transgénicos ABCA2 

Para la construcción del transgen, el ADN genómico que codifica para el ABCA2 y que presenta el alelo minoritario 
del polimorfismo rs908832 humano es subclonado en el polienlazador de un vector de expresión transgénico 
específico de ciertos tejidos/tipos celulares como el THYI (Lüthi et al., J. Neuroscience, 17, pp. 4688-99),  PDGF o 
prión para los tipos neuronales, o GFAP para los tipos astrocitarios. Para preparar ADN superenrrollado se utiliza un 30 
estuche de preparación de plásmido (Qiagen). Para la microinyección, las secuencias del vector se han de eliminar 
por digestión con una enzima de restricción definida, dejando intacta la totalidad del transgen y separándolo de las 
secuencias inútiles del vector de clonación. A continuación, el fragmento que contiene el casete de expresión se 
purifica por electroforesis sobre un gel de agarosa. 

Las partes alícuotas destinadas a la microinyección se dializan contra un tampón TE (10 mM Tris pH 7,4 ; 0,1 mM 35 
EDTA) sobre un filtro flotante (Millipore ; tipo de membrana : VS ; 0,025 µm), después se filtran (Spin-X ; Costar ; 
membrana de poliacetato ; 0,22 µm). El ADN se diluye a la concentración final de 1-2 ng/µl para la microinyección. El 
fragmento purificado se inyecta en uno de los dos pronúcleos de los ovocitos fertilizados de ratón. Los embriones 
supervivientes se trasplantan inmediatamente en el oviducto de madres adoptivas (« pseudopreñado »). La 
presencia del transgen en los recién nacidos se determina o bien por PCR o bien por un análisis en Southem, 40 
utilizando sondas / secuencias específicas. Para el conjunto de estos análisis, cualquier reagrupación mayor o 
deleciones del transgen en los fundadores y su descendencia pueden ser excluidos. 

3. Generación de animales transgénicos que portan la proteína humana ABCA2 en su genoma 

Se utiliza la tecnología de recombinación homóloga en las células madre para introducir el gen ABCA2 que presenta 
el alelo minoritario del polimorfismo rs908832 humano en la posición predefinida deseada en el gen del ratón. Los 45 
cebadores y las muestras descritas en la presente invención se pueden utilizar fácilmente para seleccionar las 
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librerías genómicas isogénicas de ratón (librerías lambda, BAC, YAC ...) con el fin de aislar y clonar el gen 
correspondiente del ratón. Dicho gen del ratón se caracteriza por su organización genómica y su secuencia 
utilizando las técnicas estándar conocidos por el experto en la materia (cartografía de los lugares de restricción, 
secuenciación, herramientas bioanalíticas) con el fin de definir el lugar exacto en donde se debe insertar el ADN 
humano para obtener el perfil de expresión del ADN humano deseado interrumpiendo definitivamente la expresión 5 
del gen murino. Una vez identificada la posición exacta, se construye un vector de orientación estándar para las 
células madre (es decir un vector que tenga marcadores para la selección de los eventos deseados, siendo todos 
estos marcadores bien conocidos por el experto en la materia, especialista del dominio). Rápidamente, una casete 
de selección (gen de resistencia a un antibiótico) se dispone en el límite de los extremos 3' y 5' de los fragmentos del 
ADN genómico del ratón (2-6 kb) idénticos a las extensiones 3’ 'y 5' de la secuencia del gen murino ABCA2 situado 10 
inmediatamente después del sitio de inserción seleccionado. 

En base del conocimiento del gen del ratón, se genera un vector de control positivo para la selección de las células 
madre recombinantes (el vector reproduce el lugar del gen murino una vez lograda la integración) con el fin de 
optimizar y validar el proceso de selección de alto rendimiento. 

Conforme a los procedimientos estándar, el ADN es purificado para los ensayos de orientación. El vector de 15 
orientación se introduce en la células madre utilizando técnicas de electroporación estandarizadas, después de lo 
cual los clones de las células madre se someten a un procedimiento de selección secuencial (antibióticos), de 
manera a favorecer los clones de las células madre que portan la recombinación deseada. En general, la selección 
dura aproximadamente 2 semanas. Los clones resistentes de las células madre se seleccionan por PCR y/o 
Southern. 20 

Los clones de las células madre que tengan la recombinación deseada sin otra modificación detectable 
en su genoma se desarrollan de manera a obtener suficientes células. Después, dichas células se inyectan en 
embriones de 3 días y medio, obtenidos de una hembra que haya ovulado normalmente. Los blastocitos 
supervivientes (que portan las células madre) se implantan en una hembra receptiva que permitirá el desarrollo a 
término de los blastocitos y dará lugar al nacimiento de ratoncitos recién nacidos compuestos de células 25 
procedentes de los blastocitos huésped y de clones de células madre. Este tipo de animal se denomina « animal 
quimérico ». 

Estos químeros (de preferencia machos puesto que la mayor parte de las líneas de células madre se obtienen de 
ratones macho) son «desposados » con ratones de tipo salvaje de manera a obtener animales heterocigóticos por 
modificación. La cría entre sí de animales heterocigóticos permite generar animales homocigóticos. 30 

4. Generación de animales transgénicos que portan el alelo minoritario del polimorfismo rs908832 del gen 
ABCA2 humano en su gen correspondiente 

De la misma manera que se ha descrito anteriormente, el gen murino se aísla y se caracteriza. Para este tipo de 
modificación, es esencial comparar el gen humano y el gen murino de manera a identificar la posición exacta en el 
cual el punto de mutación encontrado en el hombre debe ser introducido en el gen murino. En esta etapa es esencial 35 
un bioanálisis. Por último, el vector de orientación se elabora y se ajusta de la misma forma que se ha descrito 
anteriormente. Después de conseguir la recombinación homóloga, en la secuencia codificante del gen murino no ha 
cambiado nada más que el punto de mutación deseado. Ciertos marcadores de selección pueden permanecer en un 
intrón, pero en general no tienen influencia alguna sobre la expresión del gen. Si fuera necesario, se pueden eliminar 
utilizando una segunda generación de vectores de orientación incluyendo los elementos de reconocimiento de una 40 
recombinasa. Una vez ajustada la construcción, las etapas son idénticas a las del procedimiento descrito 
anteriormente. 

De manera general, estos ratones transgénicos ABCA2 serán cruzados favorablemente con ratones transgénicos 
que expresan el gen APP que porta las mutaciones de las formas familiares de la enfermedad de Alzheimer con el 
fin de favorecer la deposición de las placas amiloides. 45 

5. Neurohistopatología 

Preparación del tejido cerebral 

Los ratones deben ser anestesiados profundamente (Pentobarbital: 60 mg/ml/kg i.p., Kétamine: 40 mg/ml/kg i.p.) 
después deben ser perfundidos por vía transcardiaca con suero fisiológico, después  formaldehído (4% en PBS). Los 
cerebros se extraen a continuación, después se fijan posteriormente en la misma solución de fijación durante 24 50 
horas a 4ºC. Después de la fijación, los cerebros se separan en hemicerebros derecho e izquierdo, después se 
someten al protocolo clásico de recubrimiento con parafina. 

Los hemicerebros izquierdos recubiertos con parafina de los ratones transgénicos y no transgénicos, e igualmente 
los bloques de tejido cerebral humano postmortem (cortex frontal) de individuos afectados por la enfermedad de 
Alzheimer y de un individuo de control se cortan a 6 µm de espesor (cortes en serie), mediante la utilización de un 55 
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microtomo (LEICA RM 2155, France). Los bloques de tejido correspondientes a los hemicerebros derechos de los 
ratones transgénicos y no transgénicos se cortan a un espesor de 25 µm. 

La inmunoreactividad contra el péptido amiloide Aβ se detectará como se describe normalmente por el experto en la 
materia.  

<110> AVENTIS PHARMA S.A. 5 

<120> MËTODOS DE DETECCIÓN DE LA ENFERMEDAD DE 'ALZHEIMER 

<130> PRJ03027 

<160> 9 

<170> Patente en versión 3.1 

<210> 1 10 

<211> 562 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

 15 

<210> 2 

<211> 562 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 2  20 
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<210> 5 
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<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 5  5 

 

 



 13 

 

 



 14 

 

 



 15 

 

 



 16 

 

 



 17 

 

<210> 6 

<211> 16 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 5 

<400> 6 

agcgcgccat catcga            16 

<210> 7 

<211> 20 

<212> ADN 10 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

cactcatcgc gtgtgtagca           20 

<210> 8 

<211> 15 15 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

cacgatgtgg tggag            15 

<210> 9 20 

<211> 14 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 

cacgacgtgg tgga            14 25 
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REIVINDICACIONES 

1. Método de diagnóstico o de pronóstico de la enfermedad de Azheimer en un individuo, caracterizado porque 
comprende al menos una etapa de detección de la presencia del polimorfismo rs908832 del gen ABACA2. 

2.  Método según la reivindicación 1, caracterizado porque dichas etapas de detección se efectúan a partir de 
muestras biológicas. 5 

3. Método de diagnóstico o de pronóstico de la enfermedad de Alzheimer en un individuo según la reivindicación 2, 
caracterizado porque dichas muestras biológicas son muestras que contienen células nucleadas. 

4. Método de diagnóstico o de pronóstico de la enfermedad de Alzheimer en un individuo según las reivindicaciones 
2 o 3, caracterizado porque dichas muestras biológicas son muestras de sangre, de esperma o de cabello. 

5. Método de diagnóstico o de pronóstico de la enfermedad de Alzheimer en un individuo según la reivindicación 1, 10 
caracterizado porque dichas etapas de detección de la presencia o ausencia de los ADN que portan el polimorfismo 
se efectúan por técnicas de reacción del polimerización en cadena (PCR), de hibridación, de transferencia de 
membrana por la técnica de Southern, de digestión por nucleasas, de polimorfismo de longitud de los fragmentos de 
restricción (RFLP), o de secuenciación directa, o su combinación. 

6. Método según la reivindicación 5 caracterizado porque comprende: 15 

a. la extracción del ADN de dicho individuo a partir de una muestra biológica, 

b. la amplificación de dicho ADN aislado con ayuda de cebadores capaces de amplificar la secuencia 
correspondiente al polimorfismo rs908832 del gen ABCA2, 

c. la determinación de la presencia de al menos uno de los alelos del polimorfismo rs908832 del gen ABCA2 en 
el ADN amplificado. 20 

7. Método según la reivindicación 6, caracterizado porque la etapa de amplificación b) comprende una reacción de 
polimerización en cadena (PCR). 

8. Método según la reivindicación 6, caracterizado porque el ADN amplificado que porta el alelo minoritario T del 
polimorfismo rs908832 se distingue del ADN amplificado que no porta este alelo por la técnica que utiliza la actividad 
5 nucleasa del ADN polimerasa I (TaqMan) 25 

9. Método según la reivindicación 6, caracterizado porque el ADN amplificado que porta el alelo minoritario T del 
polimorfismo rs908832 se distingue del ADN amplificado que no porta este polimorfismo por análisis del 
polimorfismo de los fragmentos de restricción (RFLP). 

10. Método según la reivindicación 9, caracterizado porque los fragnmentos de restrcción se obtuvieron por digestión 
del ADN amplificado con ayuda de una enzima de restricción antes de la migración en gel de agarosa, transferencia 30 
sobre membrana por la técnica de Southern e hibridación. 

11. Método según la reivindicación 1, caracterizado porque la detección de la presencia del polimorfismo rs908832 
del gen ABCA2 comprende la determinación del nucleótido en posición 2185 del transcrito codificante para la 
proteína ABCA2, presentando dicho transcrito la secuencia SEQ ID N° 5. 

12. Animales transgénicos no humanos, de líneas de células madre no humanas y líneas de células diferenciadas a 35 
partir de estas líneas de células madre, en el genoma de los cuales se ha insertado al menos una secuencia de ADN 
exógeno genómico que porta el alelo minoritario "T del polimorfismo rs908832 del gen ABCA2.. 

13. Animales transgénicos según la reivindicación 12, caracterizados porque se seleccionan entre los mamíferos no 
humanos. 

14. Procedimiento de obtención de animales transgénicos, de líneas de células madre y líneas de células 40 
diferenciadas a partir de estas líneas de células madre, según una de las reivindicaciones 12 y 13, caracterizado 
porque comprende la generación de animales transgénicos, a excepción de los procedimientos que consisten o 
comprenden el crecimiento sexuado del conjunto del genoma de los anmimales, de líneas de células madre y de 
líneas de células diferenciadas a partir de estas líneas de células madre que comprenden el alelo minoritario del 
polimorfismo rs908832 del gen ABCA2 humano. 45 

15. Utilzación de animales transgénicos, de líneas de células madre y líneas de células diferenciadas a partir de 
estas líneas de células madre, según una de las reivindicaciones 12 y 13 para ensayar la actividad de agentes o de 
métodos destinados a prevenir y/o tratar la enfermedad de Alzheimer.  

16. Célula extraída de animales transgénicos tal como se describe en una de las reivindicaciones 12 y 13.  

17. Utilización de una célula según la reivindicación 16, para la identificación de compuestos destinados al 50 
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. 
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