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DESCRIPCION
Uso de ornitina transcarbamilasa (OTC) como marcador para el diagndstico de danos cerebrales

La presente invencién pertenece al campo de las enfermedades cerebrales, y proporciona marcadores y
procedimientos novedosos para diagnosticar una alteracion cerebral en un individuo, especialmente en pacientes
que padecen enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer. La presente invencién
proporciona también herramientas para evaluar la probabilidad de que un individuo desarrolle la enfermedad, asi
como una diana para identificar nuevos farmacos para tratar enfermedades neurodegenerativas tales como la
enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa multifactorial compleja y una causa
importante de demencia entre los ancianos. Aproximadamente un 5 % de las personas de 65 afios 0 mas estan
afectadas por la EA y la prevalencia aumenta abruptamente a 19 % después de los 75 afios y a 47 % después de
los 85. Actualmente, existen mas de 4 millones de casos de EA en los EE.UU., 850.000 en Francia y 12-14 millones
en todo el mundo. El grupo de 85 afios y mas, en que casi un 50 % esta afectado por alguna forma de demencia, es
uno de los segmentos de mas rapido crecimiento de las poblaciones europeas y estadounidense. Sin embargo, la
modelizacion sugiere que un retraso de 5 afios podria reducir la prevalencia de demencia un 50 %, permitiendo un
control potencial de esta dramatica pandemia. Dicha posibilidad plantea dos temas esenciales: (i) diagndstico
temprano y (ii) eficacia de la terapia.

Hasta la fecha, aunque se han realizado importantes mejoras, sigue siendo dificil asignar un diagnéstico en la etapa
muy temprana de la enfermedad. Ademas, no existe un tratamiento curativo, aunque estan disponibles algunos
tratamientos sintomaticos de las funciones cognitivas, principalmente inhibidores de acetilcolinesterasa (3 moléculas
actualmente registradas) y, mas recientemente, un antagonista del receptor de NMDA. Sin embargo, todo este
arsenal terapéutico, cuando los pacientes pueden beneficiarse del mismo, permite como maximo un retraso en la
inevitable dependencia resultante del agravamiento de la enfermedad.

Como consecuencia, el diagnostico temprano y el arsenal terapéutico estan estrechamente ligados. Para proponer
un tratamiento eficaz, parece esencial establecer un diagndéstico en la etapa mas temprana de la enfermedad, o
incluso detectar los primeros signos de la patologia a nivel subclinico.

En los sujetos que se hacen mayores, se observan habitualmente sintomas de falta de memoria y cognitivos, pero
no estan necesariamente asociados a un declive cognitivo patolégico. Estos sintomas pueden ser un simple
indicador de un problema aislado y menor o, por el contrario, indicar una alteraciéon cognitiva y patologica objetiva.
Dentro de este marco, se ha propuesto el concepto de “deterioro cognitivo leve” o DCL para caracterizar a los
sujetos localizados en la zona de transicién entre el envejecimiento normal y la demencia. Estos pacientes presentan
un declive objetivo de sus rendimientos cognitivos sin satisfacer los criterios clinicos de demencia. El indice de
conversion de estos pacientes es de aproximadamente 14 % al afo, y un 50 % de los casos de DCL habra
desarrollado demencia tres afos después. Muy pocos trabajos permiten tener una visiéon a largo plazo, pero una
parte no despreciable de estos casos de DCL no desarrollara demencia (aproximadamente un 20 %) 5 afos
después.

A pesar de su frecuencia, la base genética molecular de las enfermedades neurodegenerativas no esta clara.
Respecto a la enfermedad de Alzheimer, esta establecido que existen dos tipos de EA: (i) EA familiar (EAF), que
cursa en familias, y (ii) EA esporadica, en que no esta presente un historial familiar obvio. Las formas de inicio
temprano familiares de EA dan cuenta de menos de un 5 % del nimero total de casos, y estas se han ligado a
mutaciones en tres genes diferentes: el gen de proteina precursora amiloide (APP) en el cromosoma 21, el gen de
presenilina 1 (PS7) en el cromosoma 14 y el gen de presenilina 2 (PS2) en el cromosoma 1 (Cruts y Van
Broeckhoven, 1998). La etiologia de la EA esporadica de inicio tardio es mas compleja, con la posible implicacién, e
interaccion entre ellos, de factores ambientales y numerosos genes. La apolipoproteina E (APOE), especialmente el
alelo e4 de APOE, se ha establecido como un fuerte marcador de la propension que da cuenta de aproximadamente
un 20 % del riesgo genético en EA de inicio tardio (Kamboh, 2004). Sin embargo, como el alelo s4 de APOE no es
necesario ni suficiente por si solo para el desarrollo de EA, es probable que otros factores genéticos y/o
ambientales, que actuan solos o junto con €4 de APOE, puedan modificar el riesgo de EA. Recientemente, estudios
de ligamiento del genoma completo o desequilibrio de ligamiento (DL) sobre EA de inicio tardio han proporcionado
pruebas de la existencia de multiples presuntos genes para EA en varios cromosomas. Sin embargo, la localizacion
general de los presuntos genes de EA en un cromosoma dado cubre una amplia region. Ademas, una de estas
regiones puede contener también varios genes de interés. Por lo tanto, no esta claro si estos descubrimientos
indican la existencia de multiples genes en un cromosoma, o si representan una variacién casual dentro de la regién
de interés, porque las estimaciones de localizaciéon de genes basada en estudios de ligamiento pueden variar en 30
cM o més para trastornos complejos (Roberts et al., 1999).

Para priorizar la seleccion de genes candidatos localizados en estas regiones de interés, un procedimiento
apropiado y consistente seria combinar los datos de informaciéon del mapa genético con los datos de perfil de
expresion génica para una identificacion rapida de los genes. Esta suposicion surge de dos observaciones
importantes:
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(i) la expresion de numerosos genes se modifica durante la etiologia de EA (Blalock et al., 2004; Brown et al.,
2002; Colangelo et al., 2002; Li et al., 2003; Loring et al., 2001);

(ii) asi como variaciones cualitativas (concretamente, mutaciones de codificaciéon) en genes ya implicados en la
EA y variaciones cuantitativas en la expresién de estos mismos genes se ha mostrado también que son
determinantes genéticos de la enfermedad. Por ejemplo, los polimorfismos funcionales en las secuencias
promotoras de genes APOE, PS1y PS2 se han asociado a un riesgo aumentado de desarrollo de EA (Lambert et
al., 2002; Riazanskaia et al., 2002; Theuns et al., 2000). Se ha discutido una implicacién similar de APP (Lahiri et al.,
2005).

Por consiguiente, lo inventores plantearon la hipdtesis de que los genes que exhiben una expresién diferencial entre
pacientes y controles, y localizados en una de las regiones de interés definidas por barridos genémicos anteriores,
podrian constituir genes candidatos potenciales para EA. Para desarrollar el enfoque de “convergencia genémica”,
desarrollaron una micromatriz casera para cribar 2741 marcos abiertos de lectura (ORF) contenidos en los loci
asociados al riesgo (en nueve cromosomas diferentes) identificados anteriormente en estudios de barrido genémico
(Lambert et al., 2003). Este perfil de expresion de tejidos cerebrales en 12 controles y 12 pacientes con EA les
conduce a seleccionar 106 genes expresados diferencialmente. Entre estos 106 genes modulados, 11 se
localizaban en el cromosoma X.

Sorprendentemente, los inventores encontraron que uno de estos genes se sobreexpresa en gran medida en el
cerebro de casos de EA, mientras que no se expresa en el cerebro de los controles. Este gen es el gen de ornitina
transcarbamilasa (OTC) localizado en Xp21.1. La OTC es una enzima clave del ciclo de la urea que no es funcional
en el “cerebro normal” (Felipo y Butterworth, 2002; Wiesinger, 2001).

En sujetos sanos, la OTC se expresa casi exclusivamente en mitocondrias hepatocelulares y se considera como un
marcador especifico del higado. Se ha mostrado que el nivel sérico de esta proteina aumentaba en pacientes con
trastornos hepaticos como hepatitis, cirrosis y cancer. Aunque no se expresa en el cerebro de sujetos sanos, la
deficiencia de esta enzima puede conducir a trastornos neuroldgicos. Es mas, uno de los sintomas habituales de
deficiencia de ornitina transcarbamilasa (que es muy heterogénea en su presentacion) es el coma hiperamoniémico
(Gordon, 2003).

Los inventores estudiaron extensamente el gen de OTC en individuos con EA y de control. También estudiaron el
nivel de actividad de OTC presente en el liquido cefalorraquideo de sujetos que padecen DCL, demencia con EA y
sin EA y sus resultados, dados a conocer en la parte experimental a continuacion, demuestran que el gen OTC, asi
como la expresion de OTC en el cerebro, son marcadores relevantes de la propension a y/o el diagnéstico de
enfermedad de Alzheimer y otras patologias cerebrales.

Es un primer aspecto de la presente invencion un procedimiento para el diagnéstico in vitro de una alteracion
cerebral en un individuo, que comprende una etapa de deteccion (y/o cuantificacion) de ornitina transcarbamilasa
(OTC) en una muestra de liquido cefalorraquideo de dicho individuo. En el contexto de la presente invencién, una
“alteracién cerebral” designa cualquier clase de neurodegeneracion cerebral, y especialmente demencia.

Es un interés particular del procedimiento segln la presente invencién que posibilita el diagndstico o deteccién de
una alteracion cerebral en etapas muy tempranas de una enfermedad cerebral, e incluso a nivel subclinico,
concretamente, antes de la aparicién de sintomas claros de dicha enfermedad (con respecto a las capacidades
cognitivas y el comportamiento del sujeto).

Cuando se efectia el procedimiento segun la invencion, el médico sera capaz, en ciertos contextos clinicos, de
diagnosticar una enfermedad neurodegenerativa o, mas precisamente, de establecer un diagnéstico de enfermedad
de Alzheimer o demencia sin EA. Se entiende por “demencia sin EA” cualquier clase de demencia que no esté
causada por la enfermedad de Alzheimer. Pueden citarse como ejemplos no limitantes de dicha demencia los
siguientes: demencia vascular, demencia mixta, demencia frontotemporal, demencia con cuerpos de Lewy, etc.

El procedimiento segln la invencion puede efectuarse ventajosamente en sujetos que padecen un deterioro
cognitivo leve (DCL), puesto que este posibilita el diagndstico objetivo de una patologia en sujetos en que es dificil a
priori determinar si sus sintomas cognitivos corresponden a un problema menor o a una patologia real y
posiblemente progresiva.

Para efectuar el procedimiento segun la invencion, pueden usarse una variedad de técnicas para detectar la ornitina
transcarbamilasa (OTC) y, ventajosamente, medir su nivel en el liquido cefalorraquideo:

e Segln una primera técnica, se determina la presencia de OTC en la muestra de liquido cefalorraquideo
detectando la actividad de OTC. Una medida cuantitativa de la actividad de OTC posibilita también la
cuantificacion de OTC. Se describen ensayos que pueden usarse para detectar a actividad de OTC a
continuacion y en la bibliografia cientifica (Ishikawa et al., 2003; Ohshita et al., 1976). En una realizacién
preferida, se detecta la actividad de OTC midiendo la produccion de citrulina producida después de la
adicion de fosfato de carbamilo y ornitina a dicha muestra. Ventajosamente, se afiaden fosfato de carbamilo
y ornitina, que son sustratos de OTC, en exceso a la muestra, y se mide la produccién de citrulina durante
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un tiempo determinado. La produccion de citrulina puede medirse por un ensayo colorimétrico, por ejemplo
usando la reaccion de diacetiimonoxima-tiosemicarbazida sin desprotenizacion, como se describe en
Ohshita, Takeda et al. (1976).

e Una segunda técnica que puede usarse ventajosamente en los procedimientos de la invencién consiste en
medir la actividad de OTC mediante un ensayo basado en la reaccién inversa de ornitina transcarbamilasa,
como se describe por Ishikawa et al. (Ishikawa et al., 2003). Brevemente, la conversién de ornitina en
glutamato por la accion de OKT, P5CDH y GDH, fuerza a la OTC a catalizar su reaccién inversa
(conversién de citrulina en ornitina), de modo que se producen 3 mol de glutamato por 1 mol de sustrato
citrulina. Se mide entonces el glutamato por glutamato oxidasa y reactivo de Trinder. Puede efectuarse una
reaccion preliminar para evitar la interferencia con el glutamato endégeno.

e Una tercera técnica estd basada en un inmunoensayo con un anticuerpo monoclonal o policlonal dirigido
contra OTC. Es un ejemplo de inmunoensayo que puede efectuarse un ensayo ELISA con anticuerpos
monoclonales obtenidos contra OTC recombinante purificada, tal como se describe por Murayama et al.
(Murayama et al., 2006). El especialista en la materia puede usar también otros ensayos, tales como ELISA
o transferencias Western con anticuerpos monoclonales o policlonales dirigidos contra OTC o un fragmento
de la misma. Por ejemplo, puede usarse un anticuerpo monoclonal o policlonal obtenido contra un
polipéptido especifico de OTC humana, tal como el péptido MKTAKVAASDWTFLHCLPRK (SEC ID N2: 17).
Pueden usarse también otros fragmentos de la OTC humana en el contexto de la invencién. Dicha técnica
permite la deteccién y/o cuantificacion de OTC.

En los procedimientos anteriores, se diagnostica una alteracion cerebral cuando se detecta un nivel y/o actividad
significativos de ornitina transcarbamilasa en el liquido cefalorraquideo. Se entiende por “nivel o actividad
significativo” un nivel o actividad de ornitina transcarbamilasa que sea mayor que el nivel o actividad que se observa
estadisticamente en sujetos sanos. Esta alteracion cerebral es indicativa de una enfermedad cerebral, ya declarada
0 aun a nivel subclinico.

Se describe también en la presente memoria el uso del gen de ornitina transcarbamilasa (OTC) como marcador
genético para determinar la predisposicion genética de un individuo a una enfermedad cerebral tal como enfermedad
de Alzheimer.

En particular, el presente texto describe un procedimiento para la prediccion in vitro de un riesgo aumentado, para
un individuo, de desarrollar una enfermedad cerebral, o para el diagnéstico in vitro de una enfermedad cerebral en
un individuo, que comprende la etapa de genotipado de la regién que controla la expresion del gen de ornitina
transcarbamilasa (OTC) en una muestra biolégica de dicho individuo. Este procedimiento es particularmente
apropiado para predecir un riesgo aumentado o para el diagnoéstico in vitro de una enfermedad neurodegenerativa,
especialmente enfermedad de Alzheimer. Por supuesto, el nuevo marcador genético descrito en la presente
memoria puede combinarse con otros marcadores, tales como por ejemplo el gen de apolipoproteina E, para
aumentar la significacion estadistica del ensayo.

En una realizacién preferida de este procedimiento, se analizan los SNP (polimorfismos mononucleotidicos) -389
A/Gy -241 G/A.

Este analisis puede efectuarse mediante la amplificacion de uno o dos fragmentos de la regiéon que controla la
expresion del gen de ornitina transcarbamilasa (OTC). Si se amplifican dos fragmentos, uno de ellos comprende el
nucleétido -389 y el otro comprende el nucleétido -241. Si se amplifica solo un fragmento, se elige para que abarque
ambos nucleétidos -389 y -241. En una realizacion propuesta de los procedimientos segun la invencion, ilustrada en
la parte experimental a continuacién, se efectia una reaccién en cadena de la polimerasa con los cebadores
CTCCTGAGGTGGCCATAGTTG (SEC ID N2:1) y CCAACATGGTGAATCCCCGTC (SEC ID N2:2).

El genotipado de los polimorfismos -389 A/G y -241 G/A puede comprender también la etapa de analizar los
patrones de restriccion enzimatica del producto o productos de amplificacién. Por ejemplo, el genotipado del
polimorfismo -389 A/G puede comprender una restriccion del producto de amplificacién por AlwNI, y el genotipado
del polimorfismo -241 G/A puede comprender una restriccion del producto de amplificacion por Hinl. Los patrones
obtenidos en cada caso se especifican en la parte experimental a continuacion.

Los procedimientos anteriores comprenden ventajosamente una etapa de interpretacion, en que el haplotipo G.age-
G.241 es indicativo de un riesgo reducido de desarrollo de enfermedad de Alzheimer, y el haplotipo A.zge-A.241 €S
indicativo de un riesgo aumentado de desarrollo de enfermedad de Alzheimer.

Se da a conocer también un procedimiento para el diagnédstico de una alteracion cerebral en un individuo fallecido,
que comprende la etapa de marcar una biopsia cerebral de dicho individuo con un anticuerpo anti-OTC, que puede
ser un anticuerpo monoclonal o policlonal obtenido contra un polipéptido especifico de OTC humana. La presencia
de ornitina transcarbamilasa en células endoteliales cerebrovasculares es indicativa de una alteracion cerebral. En
particular, la presencia de OTC en células endoteliales cerebrovasculares puede ser indicativa de enfermedad de
Alzheimer.
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Segun la presente invencion, puede usarse por ello un anticuerpo dirigido contra ornitina transcarbamilasa humana
para el diagnéstico in vitro de una enfermedad cerebral, tal como deterioro cognitivo leve, enfermedad de Alzheimer
o demencia sin enfermedad de Alzheimer, en un sujeto fallecido o vivo. Es un ejemplo de anticuerpo que puede
usarse en los procedimientos segln la invencidon un anticuerpo policlonal obtenido contra el polipéptido
MKTAKVAASDWTFLHCLPRK (SEC ID N2: 17).

Se describe también un procedimiento de cribado para identificar compuestos capaces de prevenir, aliviar o tratar la
enfermedad de Alzheimer y/u otras enfermedades cerebrales. Dicho procedimiento comprende una etapa de
identificacion de compuestos que modulan la expresion y/o la actividad de la ornitina transcarbamilasa en células.
Dependiendo de varios factores, que incluyen la naturaleza y la etapa de la enfermedad, la concentracion de
amoniaco en el liquido cefalorraquideo, etc., es preferible aumentar o reducir la actividad de la ornitina
transcarbamilasa. Por lo tanto, en el procedimiento de cribado anterior, el término “modula” significa “activa” asi
como “inhibe”.

En una realizacién preferida del procedimiento de cribado descrito anteriormente, se ensaya la capacidad de los
compuestos de modular la expresion y/o la actividad de la ornitina transcarbamilasa en células endoteliales
vasculares cultivadas que expresan el gen OTC.

Pueden usarse las mismas técnicas que las descritas anteriormente para medir la expresion y/o actividad de OTC en
el liquido cefalorraquideo de pacientes para efectuar los procedimientos de cribado. Sin embargo, puede observarse
que la técnica consistente en medir la actividad de OTC mediante un ensayo basado en la reaccion inversa de OTC,
como se describe por Ishikawa et al. (Ishikawa et al., 2003), puede automatizarse y es por ello particularmente
adecuado para cribado de alto rendimiento. Por supuesto, para cribar compuestos para identificar los moduladores
de OTC, se mide la expresion y/o actividad de OTC en presencia y ausencia de los compuestos candidatos, y se
comparan los resultados obtenidos.

Se describen también kits para efectuar los procedimientos anteriormente descritos. Dicho kit, cuando se disefia
para medir la actividad de OTC o la cantidad de OTC (en liquido cefalorraquideo para establecer un diagndstico o en
medio en el caso de un procedimiento de cribado), comprende al menos una solucién de ornitina y una solucién de
fosfato de carbamilo y, opcionalmente, una solucién de trietanolamina y/o una solucion de acido fosférico y acido
sulfurico, y/o una solucién de butanodiona.

Como alternativa o complementariamente, un kit para diagnosticar una enfermedad cerebral o para cribar moléculas
segun la presente invencion, comprende al menos un anticuerpo dirigido contra ornitina transcarbamilasa humana,
por ejemplo un anticuerpo monoclonal o policlonal dirigido contra el polipéptido MKTAKVAASDWTFLHCLPRK (SEC
ID N2: 17).

Se describe también otro kit, disefiado para diagnosticar una enfermedad cerebral o para predecir el riesgo, para un
individuo, de desarrollar dicha enfermedad, que comprende al menos un conjunto de cebadores para amplificar la
region que controla la expresion del gen de ornitina transcarbamilasa (OTC) que comprende los nucleétidos -389 y -
21. Este kit comprende también, ademas, las enzimas de restriccion AlwNI e Hinl.

Cada kit puede comprender también una resefia de uso que indica las etapas del procedimiento o procedimientos
que pueden efectuarse con dicho kit, la naturaleza de la informacién que puede obtenerse y, posiblemente, como
deberia interpretarse esta informacion (dependiendo del contexto). Pueden incluirse también controles positivos y
negativos incluyendo, por ejemplo, OTC recombinante.

Se describe también un mamifero transgénico no humano que porta un médulo de expresién para expresar OTC de
manera condicional y/o especifica de tejido. Dicho animal puede usarse como modelo de enfermedad de Alzheimer.
En una realizacion preferida de dicho animal transgénico, la expresion del transgén OTC depende de la actividad de
un activador transcripcional inducible. Por ejemplo, el transgén OTC puede estar bajo el control de un elemento
promotor sensible a tetraciclina (TRE). Es un ejemplo de activador transcripcional inducible que puede usarse para
obtener un animal transgénico segun la invencién una proteina transactivadora controlada por tetraciclina ({TA), que
se expresara preferiblemente bajo el control de un promotor especifico de tejido. Es un promotor particularmente
adecuado para activar la expresion de este activador transcripcional el promotor de cadherina endotelial vascular.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos.
LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1: Expresion de enzimas del ciclo de la urea en el cerebro. Experimentos de RT-PCR. Se extrajo el ARN total
del cerebro de 11 casos de EA (EA) y 9 controles (T) usados para andlisis transcriptdmico. Se realiz6 un control
omitiendo la muestra de ARN (T-); con fosfato de carbamoilo sintetasa 1 (CPS1), ornitina transcarbamilasa (OTC),
argininosuccinato sintetasa 1 (ASS) y argininosuccinato liasa (ASL).

Figura 2: Experimentos de inmunohistoquimica. El citoplasma de hepatocitos normales se tifie intensamente de
marrén por antisuero anti-OTC, como se muestra en el panel A, pero no los vasos y los conductos biliares
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intrahepaticos. La corteza del cerebro de control no es inmunorreactiva de OTC (B), mientras que el endotelio de la
corteza cerebral estd marcado por este anticuerpo en 6 de los 12 pacientes de Alzheimer (C y D).

Figura 3: Electroferograma representativo del estado de metilacion del promotor de OTC en posiciones -389 y -241
por secuenciacién con bisulfito. El cuadrado indicaba la ausencia (A) o presencia (C) de metilacién segun el alelo de
SNP -389.

Figura 4: (a) Localizacion genética de SNP de OTC, (b) estimacion del desequilibrio de ligamiento entre los
diferentes SNP.

Figura 5: Representacion esquematica de la reaccién catalizada por OTC.

Figura 6: Cuantificacién de la citrulina producida de novo correspondiente a la actividad de OTC medida en 30
minutos, en 50 pl de LCR, en controles (n= 10), sujetos de DCL (n= 14), casos de EA (n= 16) y casos de demencia
sin EA (n= 30).

Figura 7: Medida de citrulina en presencia o ausencia de sustratos de OTC.
Figura 8: Medida enzimatica de la actividad de OTC y ensayos de control.
EJEMPLOS

Ejemplo 1: Identificacion del gen OTC como marcador genético potencial de enfermedad de Alzheimer

1.1. Materiales y procedimientos

Muestras de cerebro. Se obtuvieron cerebros de autopsias de 114 pacientes con EA esporadica de inicio temprano y
tardio obtenidos de la region del gran Manchester del Reino Unido durante los afos 1986-2001 (edad media de
fallecimiento = 73,1 £ 9,1 afios; edad media de inicio= 65,9 £ 10,3 afos; 51 % de varones). Todos los pacientes eran
de origen étnico blanco. Se realizaron los diagnésticos patolégicos de acuerdo con los criterios neuropatologicos del
CERAD para EA (Mirra et al;, 1991). Todos los pacientes estaban en las etapas Braak 5 o 6 en el momento del
fallecimiento. Se obtuvieron cerebros de control de un conjunto inicial de 167 cerebros obtenidos de autopsias
rutinarias llevadas a cabo en el Hospices Civils de Estrasburgo (Francia). Se disefi la incorporacién para excluir los
casos de demencia (no se incorporaron individuos de instituciones médicas donde la mayoria de pacientes
presentaran demencia, sino de un hospital general). La mayoria de casos ingresaron menos de 48 horas antes del
fallecimiento por los servicios de urgencias y vivian en casa antes de su ingreso. Se excluyeron los casos en los que
se hacia referencia en la autopsia a patologias neuroldgicas. Se aplicaron criterios neuropatol6gicos para definir las
etapas de Braak (Braak y Braak, 1991) o de acuerdo con los criterios neuropatologicos del CERAD (Mirra et al.,
1991). De nuevo, todos los sujetos de control eran blancos.

Se extrajo el ARN total de tejido de cerebro de corteza frontal congelada de todas las muestras de 114 de EA y 167
de control usando el protocolo de fenol/cloroformo (reactivo TRIzol®, Invitrogen). Se valoré la calidad del ARN total
usando el bioanalizador Agilent 2100 y se estimé sistematicamente la relacion de ARN ribosémico 285/18S usando
el software de bioclasificacion del bioanalizador Agilent 2100. Se seleccionaron 12 casos de EA 'y 12 controles de las
muestras iniciales segun los criterios: (i) una relacion de ARN ribosémico 28S/18S mayor o igual a 1,0; (ii) una etapa
de Braak menor de 2 para las muestras de control. Se muestran las caracteristicas principales de las muestras en la
Tabla 1 siguiente.
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Tabla 1: Principales caracteristicas de las muestras cerebrales usadas para analisis transcriptémicos

Caso de Sexo Edad al Relacion de Caso de Sexo Edad al Relacién de

EA fallecimiento (y) 28S/18S control fallecimiento (y) 28S/18S

AD1 F 68 1,4 T F 74 1,0

AD2 M 86 1,0 T2 F 72 1,2

AD3 M 67 1,9 T3 M 75 1,0

AD4 F 66 1,6 T4 F 74 1,7

AD5 M 66 1,4 T5 F 70 1,1

AD6 F 84 1,7 T6 M 67 1,4

AD7 M 77 1,1 T7 M 69 1,8

AD8 M 71 1,2 T8 F 73 1,4

AD9 M 65 1,3 T9 F 80 1,1

AD10 F 64 1,0 T10 M 72 1,2

AD11 F 85 1,0 T11 M 78 1,2

AD12 F 77 1,3 T12 M 70 1,5
50% 73,0+8,4 1,3+0,3 50% 72,8+3,7 1,3+0,3

Analisis de micromatriz. Se disefaron oligonucleétidos especificos de 2741 marcos abiertos de lectura localizados
en las regiones de interés definidas por los estudios de barrido del genoma usando el software OLIGOMER
(Mediagen). Los principales criterios de seleccién fueron: (i) una longitud de 60 oligonucleétidos; (ii) una temperatura
de hibridacién de entre 65 y 75 °C; (iii) la especificidad de la secuencia oligonucleotidica; (iv) la incapacidad de
formar una estructura secundaria a la temperatura de hibridacion; (v) una secuencia oligonucleotidica cercana al
extremo 3-UTR del ORF seleccionado. Después de la sintesis de los oligonucleétidos, se purificaron estos
sistematicamente para obtener una poblacion de longitud homogénea (Sigma). Todos los oligonucleétidos se
funcionalizaron con un brazo de CgH12NHz en su extremo 5'.

Se comparo6 la expresion genética de cada caso de EA con un agrupamiento de muestras de control para reducir la
variabilidad interindividual potencial en la poblacion de control. Se produjeron mediante amplificacion ARNc
representativos de la poblacion de ARNm inicial a partir de 10 ug de ARN total, y se marcaron con los fluoréforos
Cy5 o Cy3 usando el kit de amplificacion lineal fluorescente Agilent como se describe por el proveedor. Se sigui6d
una estrategia de intercambio de tintes, analizdndose cada muestra de EA en dos micromatrices independientes en
que se marco la misma muestra con los fluor6foros Cy3 o Cy5. Para hibridacion, se mezclaron 4 pl de ARNc de cada
caso de EA con 4 ul de ARNc del agrupamiento de control. Se disolvié entonces esta mezcla en 22 ul de tamp6n de
hibridacion (proveedor), obteniéndose una concentracion final de 40 % de formamida, 2,5 x medio de Denhardt,
0,5 % de SDS y 4xSSC (Sambrook y Russel 2001). Después de incubar a 95 °C durante 5 min, se aplicé la mezcla a
portaobjetos bajo un cubreobjetos. Se dispusieron entonces los portaobjetos en una camara de hibridacion (Corning)
y se anadieron 30 pl de tampdn de hibridaciéon a la camara antes de sellar. Se incubaron las camaras selladas
durante 14-16 h en un bafno de agua a 42 °C. Se lavaron entonces los portaobjetos dos veces con SSC 2X y SDS al
0,1 % durante 5 min a 42 °C, una vez durante 1 min con SSC 0,2X a temperatura ambiente y después una vez
durante 1 min con SSC 0,1 X a temperatura ambiente. Finalmente, se secaron los portaobjetos por centrifugacion a
1000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Después de la hibridacién, se barrieron las matrices usando un
escaner Affymetrix® 418 y se procesaron las imagenes usando el software ImaGene 6.0 (Biodiscovery). Se
analizaron entonces los datos brutos usando la biblioteca LIMMA (modelos lineales para datos de micromatriz)
(Smyth et al., 2003) procesando en lenguaje estadistico R v2.0.1 (Ilhaka y Gentlman, 1996). Se aplic6 un protocolo
de normalizacién consistente en una normalizacion intramatricial de puntas de impresién Loess para corregir los
efectos del tinte y especiales (Yang et al., 2002) a las intensidades medianas con sustraccion de fondo de los puntos
no marcados. Después de la normalizacién, se efectud la identificacion de la regulacion estadisticamente
significativa usando el estadistico t moderado con contraccion de Bayes empirica de los errores estandares
(Lénnstedt y Speed, 2002).

RT-PCR. Se efectud la transcripcion inversa de 500 ng de ARN total extraido de la corteza frontal de 11 casos de EA
y 9 controles usados inicialmente para experimentos de micromatrices. Se obtuvo la amplificacién especifica de
ARNm de genes de fosfato de carbamoilo sintetasa 1 (CPS 1), ornitina transcarbamilasa (OTC), argininosuccinato
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sintetasa 1 (ASS), argininosuccinato liasa (ASL) y arginasa 1 usando lo conjuntos oligonucleotidicos descritos en la
Tabla 2. Se disefiaron los cebadores en diferentes exones para evitar la contaminacion potencial por amplificacion
del ADN gendmico. Se efectuaron experimentos de control omitiendo la muestra de ARN. Se analizaron los
productos de ARN en geles de agarosa (al 3 %).

Tabla 2: Conjuntos de oligonucleétidos usados para una deteccion por RT-PCR de la expresion de los genes que
codifican las enzimas del ciclo de la urea

Secuencia SEC ID N2 Longitud (pb)

CPSI| De codificacion aagacctggcatcaggctcc 18 344
Inverso tggtagccagccagtggttg 19

OTC De codificaciéon tcccaattatcaatgggctg 20 319
Inverso catgcttatccaaagtgtctg 21

ASS De codificacién cagtcctgctctgecgectg 22 270
Inverso ccggccagatgaactcctcca 23

ASL De codificacibn gaggaaccgcccaacatg 24 226
Inverso ccaccttgtctaggccatgg 25

Arginasa | De codificacion cctacagtattgagaaaggc 26 334
Inverso ttccacttgtggttgtcagt 27

Experimentos de inmunohistoquimica. Se desarrollaron anticuerpos policlonales (pAb) antipeptidicos contra un
polipéptido de 20 aa especifico de la proteina OTC humana (MKTAKVAASDWTFLHCLPRK) con un protocolo
estandar (inmunizacién de tres meses, Proteogenix SA, Francia). Se obtuvieron muestras de tejido de cerebro de la
autopsia de 12 pacientes de Alzheimer (7 hombres y 5 mujeres, en el intervalo de 57 a 95 afos; edad media 75,3
anos) y 4 controles (pacientes desprovistos de cualquier enfermedad neuroldégica en los que el estudio
neuropatolégico no mostré patologia de Alzheimer, edad media 69,5 afos). Todos los pacientes tuvieron un
seguimiento prospectivo en el Hospital Universitario de Lille. Se fij6 la mitad del cerebro con formalina para examen
por microscopio éptico y se congel6 la otra parte del cerebro para estudio bioquimico. En todos los pacientes, se
confirmé la patologia de Alzheimer por inmunchistoquimica y analisis de transferencia Western de Tau, Aft y a-
sinucleina (Delacourte et al., 2002).

Se procesaron secciones en parafina de la corteza frontal anterior (BA 10) en un autdémata Benchmark-XT (Ventana,
Tucson, AZ; EE.UU.). Se aplicaron anticuerpo anti-OTC y suero de conejo preinmune (ambos diluidos 1/500)
después de calentar, y se revelaron por una técnica de inmunoperoxidasa estandar. Los controles positivos fueron
secciones en parafina de higado fijado con formalina. Los controles negativos fueron secciones cerebrales de
pacientes de Alzheimer y controles, procesados con un suero de conejo preinmune.

Genotipado. Se determiné el genotipo de 8 SNP mediante digestion enzimatica después de amplificacion por PCR
(Tabla 3 a continuacién). Se efectuaron un 50 % de los genotipos aleatoriamente dos veces y no se observaron
discrepancias.

Tabla 3: Conjuntos de oligonucleétidos usados para el genotipado de SNP de OTC

SNP Posicion  Referencia Cebadores SECID N2 Enzima

1 -544 rs5963408  ctcctgaggtggcecatagttg 1 Alul

2 -389 rs5963409 CAWNT
3 -260 rs5963410 ccaacatggtgaatcccegic 2 “Mnll
4 -241 rs5963411 CHinl
5 -146 rs5963029  atctgggctcactgcaacct 3 Bst5F |

gagaccagcctggccaacag 4
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SNP Posicion  Referencia Cebadores SECID N2 Enzima

6 -69 rs5963412  gtggagacggggaticaccat 5 HpyCH4 111
gggcacggtggctcacgact 6

7 Lys46Arg  rs1800321 gtgtggacaaccactacaaa 7 Ddel
tgttacatacctctcctttc 8

8 Glu270Arg rs1800328  atggtaccaagctgttgctg 9 Alw26!

cgctttttcttctectegte 10

Para determinar el nucleétido presente en posicion -389, se digiere con AlwN [ el producto de amplificaciéon de 718
pb obtenido después de amplificacion con los cebadores de SEC ID N%: 1y 2 y se interpreta el patrén como sigue: si
el nucledtido en posicidon -389 es G, entonces el producto de amplificacién no se restringe, mientras que la digestion
da como resultado dos bandas (de 471 y 247 pb) si el nucleétido en posicion -389 es A.

Para determinar el nucleétido presente en posicion -241, se digiere con Hin I el producto de amplificacién de 718 pb
obtenido después de amplificacion con los cebadores de SEC ID N?: 1 y 2 y se interpreta el patron como sigue: si el
nucleétido en posicion -241 es A, entonces el producto de amplificacion se restringe en 4 fragmentos (de 340, 226,
138 y 14 pb), mientras que una G en posicion -241 crea un sitio de restriccion Hin | adicional, de modo que la
digestiéon da como resultado cinco fragmentos (de 340, 137, 89, 138 y 14 pb).

Estado de metilacion en posiciones -389 y -241. Para determinar el estado de metilacion de las citosinas de los
motivos CpG en posiciones -389 y -241 dentro del promotor de OTC humano, se efectué el tratamiento de ADN
gendmico con bisulfito usando el kit de modificacion de ADN CpGenome (Chemicon). Brevemente, se traté 1 ug de
ADN gendmico extraido de linfocitos de sangre periférica con bisulfito de sodio e hidroquinona y se incubé a 50 °C
durante 16 horas. Después de este tratamiento, se convirtieron las citosinas no metiladas en uracilo y las citosinas
metiladas permanecieron intactas. Después de la purificacion, se us6 inmediatamente el ADN modificado con
bisufito para PCR o se almacen6 a -70 °C.

Se us6 ADN modificado con bisulfito (20 ng) como molde para PCR para determinar el estado de metilaciéon del
motivo CpG/A en posicion -389 usando el conjunto de cebadores: 5-ATAAATGTGAAGTTGTAGAT-5" (SEC ID N¢:
11) y 5-TAATTACCTATTAATTCTAAC-3 (SEC ID N2 12). Se reamplificé a continuacion el producto de
amplificacion usando el conjunto de cebadores: 5-GAATAGGTTGTTAGGGGAAG-3' (SEC ID N%: 13) y 5-
ATAAATGTGAAGTTGTAGAT-3’ (SEC ID N2 14). Se uso ADN modificado con bisulfito (20 ng) como molde para
PCR para determinar el estado de metilacion del motivo CpG/A en posicidén -241 usando el conjunto de cebadores:
5-TGGGTTTATTGTAATITI"fGTTTTTT-3' (SEC ID N2 15) y 5-CTAACCAACATAATAAATCCCCCATC-3 (SEC ID
N2: 16). Se clonaron los fragmentos de PCR de individuos portadores de los genotipos GG o AA (4 individuos por
genotipo) para ambos SNP del promotor de OTC en un pGEM-T Easy Vector (Promega) y se secuenciaron al menos
5 clones con insertos de tamafo apropiado para cada individuo.

Estudio de casos y controles de EA. Las muestras de EA y control francesas eran de raza blanca (casos de EA n=
600, edad= 72,4+7,2 afios, edad de inicio= 69,5+7,4 afos, 39,5 % de varones; controles n= 664, edad= 72,5+7,9
anos, 36 % de varones). Se defini6 una edad temprana de inicio como < 65 afnos. Se estableci6é un diagnostico de
EA probable segun los criterios del DSM-1II-R y NINCDS-ADRDA. Se incorporan los controles de raza blanca y se
definieron como sujetos sin los criterios de demencia del DMS-III-R, con integridad de la funcién cognitiva y una
puntuacion de MMS= 25. La presencia de un historial familiar de demencia era un criterio de exclusiéon. Se
incorporaron los controles de residencias de ancianos o del censo electoral (voluntarios altruistas). Cada individuo o
familiar mas cercano dio su consentimiento informado.

Analisis estadistico. Se us6 el software SAS, edicion 8.0, (SAS institute, Cary, Carolina del N°rte, EE.UU.). Se
efectuaron andlisis univariados con la prueba )(2 de Pearson o la prueba exacta de Fisher cuando fuera apropiado.
En el andlisis multivariado, se usoé el criterio de informacion de Akaike (AIC) para determinar el modelo genético de
mejor ajuste (dominante, codominante o recesivo) (Akaike, 1978; Bozdogan, 1987). El modelo con el menor AIC
refleja el mejor equilibrio de bondad de ajuste y parsimonia. Los genotipos del polimorfismo de promotor -389 G/A se
codificaron finalmente como variable ficticia segun la hipétesis para un modelo recesivo, concretamente, genotipo
AA frente a AG+GG. Se estimaron los efectos de esta variable sobre la enfermedad mediante multiples modelos de
regresion logistica ajustados para la edad y estado del alelo €4 de APOE. Se estimaron las frecuencias de haplotipo
extendidas de los diferentes marcadores usando el software Thesias. El objetivo del software Thesias es efectuar un
andlisis de asociacion basado en haplotipo en individuos no relacionados. Este programa esta basado en el modelo
de probabilidad maxima descrito en (Bozdogan, 1987) y esté ligado al algoritmo de SEM (Tregouet y Tiret, 2004).

1.2. Resultados
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Se valoraron los niveles de expresién génica en ARN total de tejido cerebral post-mortem de 12 controles y 12
pacientes de EA. En el presente estudio, se comparo6 el perfil de expresion cerebral de cada uno de los pacientes de
EA con un agrupamiento de muestras de control para minimizar la influencia de la variabilidad individual en los
controles. De los 2741 genes estudiados, 36 se sobreexpresaban y 70 se subexpresaban en los cerebros de
pacientes con EA en comparacion con el agrupamiento de controles (umbral de seleccion, p<10’5). La distribucién de
estos genes en los diferentes loci de interés se indica en la Tabla 4.

Tabla 4: Numero de genes que exhiben una expresion diferencial significativa en al menos 6 cerebros de EA en
comparacioén con los controles

Locus cM ORF Genes expresados

seleccionados diferencialmente

Cr. 1 50 393 13
Cr.5 50 174 6
Cr.6 40 535 24
Cr.9 55 230 12
Cr.10 95 415 15
Cr.12 40 306 11
Cr.20 50 239 9
Cr.21 58 267 6
Cr.X 25 182 11

A partir de un agrupamiento de 11 genes expresados diferencialmente en el cromosoma X, se seleccion6 el gen
OTC humano para analisis adicionales porque no se observé sefial en absoluto para OTC en las micromatrices del
agrupamiento de control, mientras que se observé una hibridacion especifica en todas las 12 muestras de EA. Los
inventores confirmaron por RT-PCR que el gen OTC se expresaba en la corteza frontal de pacientes de EA y no se
expresaba en la mayoria de los cerebros de control (solo una muestra de cerebro de control exhibia expresiéon de
OTC en las presentes condiciones, Figura 1).

Se investigd a continuacién la expresion de OTC a nivel proteico en el cerebro de casos de EA y controles. El
epitelio de capilares exhibia inmunorreactividad hacia un anticuerpo policlonal humano anti-OTC en la corteza de 6
de los 12 casos de EA (Figura 2C y D), mientras que no se observaba marcaje en absoluto en ninguno de los
cerebros de control (Figura 2B). Como se esperaba, en las secciones de higado de control, se observé una fuerte
sefal en hepatocitos, pero no en lo vasos y conductos biliares intrahepaticos (Figura 2A). No se observo sefal
cuando se aplicé suero de conejo preinmune en lugar de anticuerpo anti-OTC en todas las muestras ensayadas
(datos no mostrados).

Después de esta observacion, se valor6 si el gen OTC podria ser un determinante genético de EA. Los inventores
buscaron  polimorfismos en este gen usando la base de datos internacional NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrezlquery.fcgi?db=Snp). Se describieron numerosas mutaciones, siendo la mayoria
responsables de la enfermedad de deficiencia por OTC; se describieron otros polimorfismos mononucleotidicos
(SNP) frecuentes. Se seleccionaron 6 SNP en la regién promotora y otros 2 SNP no sinénimos (Figura 4). Los SNP
-146 C/T y -69 C/T no pudieron detectarse en 185 ancianos sanos. Ademas, el SNP Glu270Arg exhibia una baja
frecuencia (2,3 %) y por consiguiente se excluyé de andlisis adicionales. Los 5 SNP seleccionados restantes
estaban todos en fuerte desequilibrio de ligamiento (DL) (Figura 4b). Finalmente, los SNP -389 G/A y -241 A/G, que
destruyen o crean potencialmente un motivo CpG en el promotor de OTC, respectivamente, se investigaron en
estudios de asociacién. Es mas, dicha modificacion potencial del estado de metilacion del promotor puede ser
particularmente relevante para el control de la expresién génica.

Se evalud el efecto de estos dos SNP sobre el riesgo de desarrollar EA usando un estudio de casos y controles
franceses que comprende 583 casos de EA esporadica y 639 controles. Debido a que el gen OTC esté localizado en
el cromosoma X, el equilibrio de Hardy-Weinberg pudo ensayarse solo en mujeres. No se observd desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg para ningun SNP estudiado. La distribucion genotipica del SNP -389 G/A era
significativamente diferente entre las poblaciones de EA y de control en mujeres (p= 0,015) pero no en hombres
(Tabla 5). Las mujeres portadoras del genotipo -389 AA tenian un riesgo aumentado de desarrollar EA (OR= 2,3, IC
del 95 % 1,3 a 4,1, p= 0,005). Este efecto parecia ser independiente del estado del ¢4 de APOE vy la edad. El SNP
-241 A/G no estaba asociado a EA para ningin género.
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Tabla 5: Distribuciones de alelos y genotipos para los SNP de OTC -389 G/A, -241 A/G Lys46Arg (a) en hombres y
(b) en mujeres. ' ns; ? p= 0,015

(a) Hombres Distribucién alélica’ (%)

-389 G/A n G A

Control 232 172 (0,74) 60 (0,26)

Casosde EA 215 153 (0,71) 62 (0,29)

-241 AG n A G

Control 232 167 (0,72) 65 (0,28)

Casosde EA 215 158 (0,73) 57 (0,27)

(b) Mujeres Distribucion alélica (%) Distribucion genotipica (%)

-389 G/A n G A GG AG AA2
Control 407 615(0,76) 199 (0,24) 227 (0,56) 161 (0,39) 19 (0,05)

Casosde EA 368 526(0,71) 210(0,29) 195(0,53) 136 (0,37) 37 (0,10)

241 AIG n A G’ AA AG GG’
Control 407 595(0,73) 219(0,27) 210(0,52) 175(0,43) 22 (0,05)
Casosde EA 368 532(0,72) 204 (0,28) 194 (0,53) 144 (0,39) 30 (0,08)

Se evalu6 a continuacion el efecto combinado potencial de estos dos SNP de promotor sobre el riesgo de desarrollar
EA. Se calcularon las frecuencias de haplotipo a partir de genotipos sin fase usando el software Thesias en mujeres
0 se observaron directamente en hombres (Tabla 6). El haplotipo G.3ge-A-241 mas comun se definid como referencia.
Se observé que el haplotipo G.sse-G.241 infrecuente estaba asociado a un riesgo reducido de desarrollar EA (OR=
0,3, IC del 95 % [0,1-0,7], p= 0,001). Por el contrario, el haplotipo A.ase-A-241 infrecuente estaba asociado a un riesgo
aumentado de desarrollar la enfermedad (OR= 3,0, IC del 95 % [1,2-7,3], p= 0,007).
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Tabla 6: Distribucion de haplotipo de los SNP -389 G/A y -241 A/G en (a) mujeres, (b) hombres y (c) toda la
poblacién. ' p=0,03; % p= 0,001; % p= 0,0002

Distribucion haplotipica (%)

(a) Hombres'

Haplotipo (-389/-241) Controles Casos de EA  OR[IC del 95 %)]

G-A 167 (0,72) 11 (0,70) -

A-A - 7 (0,03) +e, p= 0,006
A-G 60 (0,26) 59 (0,26) 1,1 (0,7-1,7), ns
G-G 5(0,03)  2(0,01) 0,4[0,1-2,6], ns

(b) Mujeres®
Haplotipo (-389/-241) Controles  Controles OR [IC del 95 %]

G-A 587 (0,71) 519(0,70) -

A-A 8(0,01)  14(0,02) 2,0[0,8-5,29],ns

A-G 195 (0,24) 196 (0,27)  1,1[0,91,4], ns

G-G 28 (0,03) 7 (0,01) 0,3[0,1-0,7], p= 0,003
(c) Todos®

Haplotipo (-389/-241) Controles Casos de EA  OR[IC del 95 %]

G-A 754 (0,72) 670 (0,70) -

A-A 8(0,01)  21(0,02) 3,0 [1,2-7,2], p= 0,007
A-G 255 (0,24) 255(0,27)  1,1(0,9-1,4], ns

G-G 33(0,03) 9(0,01) 0,3[0,1-0,7], p= 0,001

Para evaluar la relevancia biolégica potencial de los SNP -389 G/A y -241 A/G, los inventores investigaron si estos
SNP pueden modificar el estado de metilacion del promotor de OTC. El alelo A infrecuente del SNP -389 G/A
destruye un motivo CpG. Se determiné el estado de metilacién del residuo de citosina en los motivos CpG y CpA en
posicién -389 mediante secuenciacién directa de los productos de PCR clonados amplificados a partir de ADN
genodmico tratado con bisulfito. Se muestran electroferogramas de secuenciacién representativos en la Figura 3.

La citosina en el motivo CpG en posicion -389 estaba sistematicamente metilada, mientras que la citosina en el
motivo CpA en la misma posicion no lo estaba. Valoraron de forma similar si el SNP -241 A/G puede modificar el
estado de metilacion del promotor de OTC ya que el alelo G infrecuente creaba un motivo CpG. La citosina en el
motivo CpA en posicion -241 no estaba sistematicamente metilada, mientras que la metilacién de la citosina en el
motivo CpG en la misma posicidén variaba para un mismo individuo. Todas estas observaciones indicaban que el
estado de metilacién del promotor de OTC puede depender de los SNP -389 G/A y -241 A/G. De forma interesante,
el haplotipo G.ss9-G.241 infrecuente estaba asociado a un riesgo reducido de desarrollo de EA y puede corresponder
a un alto nivel de metilacién del promotor de OTC, al contrario que el haplotipo A.sse-A-241 infrecuente, que aumenta
el riesgo de desarrollar EA y esta potencialmente asociado a un menor nivel de metilacion.

Ejemplo 2: OTC en el liquido cefalorraquideo es un indicador de danos cerebrales que probablemente
conduzcan a deterioro cognitivo y demencia

2.1. Materiales y procedimientos
Muestras de LCR:

Se obtuvo LCR por el servicio del "Centre de Mémoire du Service de Neurologie de I'Hopital Salengro, CHRU de
Lille" con el acuerdo informado inicial del paciente o de un pariente o tutor legal. Fueron necesarios 200 pl para llevar
a cabo las medidas enzimaticas.
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Este estudio comprende 14 pacientes de "deterioro cognitivo leve (DCL)", 30 pacientes que padecen demencia sin
EA (demencia vascular, demencia mixta, demencia frontotemporal, con cuerpos de Lewy, etc.) y 16 que padecen
una probable EA.

Medida enzimatica de la actividad de OTC:

Brevemente, se cuantifica la actividad de OTC mediante la determinacion del indice de citrulina producida durante
un tiempo dado en presencia de sus sustratos en exceso (Figura 5).

Se mide el indice de citrulina colorimétricamente mediante una reaccion de diacetiimonoxima-tiosemicarbazida como
se describe en Ohshita, Takeda et al. (1976). Se midi6 la actividad enzimatica de OTC segun la técnica descrita en
Lee y Nussbaum, (1989), pero ligeramente modificada con el objetivo de poder llevar a cabo este experimento en
placas de 96 pocillos. Se tomaron para cada muestra dos medidas, con o sin sustratos afadidos, y esto para poder
medir la cantidad de citrulina presente naturalmente en las muestras y para restarla de la cantidad total de citrulina
presente después inducir la actividad de OTC por la adicién de sus sustratos, y se mantuvo durante 30 minutos. En
resumen, se anadieron 50 ul de LCR a 140 pl de una soluciéon que contiene los sustratos con concentraciones
finales de ornitina 5 mM, carbamilfosfato de litio 15 mM y trietanolamina 270 nM o con 140 ul de agua destilada. Se
incubd la unidad durante 30 minutos a 37 °C. Se detuvo entonces la reaccién enzimatica mediante la adicién de 50
pl de una solucién 3:1 (v/v) de acido fosférico/acido sulfurico. Finalmente, se activo la reaccién colorimétrica que
posibilita cuantificar el indice de citrulina presente en la muestra mediante la adiciéon de 10 pl de 2,3-butanodiona al
3 % y se mantuvo a 95 °C en la oscuridad durante 15 minutos. Se llevo a cabo la lectura en un lector de microplacas
(E1x800 -Biotek) a 490 nm de longitud de onda.

Se llevaron a cabo controles en dos intervalos para cada experimento, incluyendo uno cantidades crecientes (de 0 a
150 nmoles/50 ul) de citrulina comercial, e incluyendo el otro cantidades crecientes (de 0 a 3x1 07 unidades/50 ul) de
OTC comercial. Para estos controles de intervalos, se realizaron también dos medidas, en ausencia o en presencia
de sustratos, como se describe anteriormente para las muestras (Figuras 7 y 8). Ademas, se llevd a cabo otro
control preincubando la enzima OTC comercial con una cantidad saturante de anticuerpos policlonales dirigidos
contra la OTC desarrollados para este estudio por Proteogenix SA, Francia; el objetivo era demostrar que la
inhibicion de la enzima por un anticuerpo evita la produccién de citrulina incluso en presencia de sustratos de OTC
(Figura 8).

Los valores de DO se refirieron al correspondiente intervalo de control de citrulina para determinar la cantidad de
nmoles de citrulina presentes en cada pocillo. Para cada muestra, se resté la cantidad de nmoles de citrulina medida
en ausencia de sustratos de la cantidad de nmoles de citrulina medida en presencia de sustratos, representando la
cantidad resultante el nivel de citrulina que se ha producido por la OTC presente en la muestra durante 30 minutos.
Deberia observarse que la transferencia de este valor al intervalo de control de OTC permitiria también determinar el
nivel de unidad de OTC presente en la muestra. Sin embargo, se eligié expresar la actividad de OTC en nmoles de
la citrulina producida de novo/30 minutos/50 pl de LCR.

2.2 Resultados

Los resultados mostrados en la Figura 6 indican que la cantidad de citrulina producida de novo, correspondiente a la
actividad de OTC medida durante 30 minutos, es de media al menos 10 veces mayor entre pacientes que presentan
DCL, demencia sin EA o con EA, en comparacion con los controles (p< 0,0001).

El nivel de actividad de OTC en el LCR seria por ello una herramienta eficaz para detectar la presencia de un declive
cognitivo objetivo, incluso menor, y susceptible de conducir a demencia. Esta medida se propone por tanto como
ayuda para el diagnéstico muy temprano de alteracion cognitiva y demencia.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para el diagnéstico in vitro de una alteracion cerebral seleccionada del grupo constituido
por deterioro cognitivo leve, demencia por enfermedad de Alzheimer y demencia sin enfermedad de Alzheimer en un
individuo, que comprende la etapa de detectar ornitina transcarbamilasa (OTC) en una muestra de liquido
cefalorraquideo de dicho individuo, en el que la presencia de ornitina transcarbamilasa en el liquido cefalorraquideo
es indicativa de enfermedad cerebral.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la deteccion de ornitina transcarbamilasa (OTC) en
dicha muestra de liquido cefalorraquideo se efectda detectando la actividad de OTC.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que la actividad de OTC se detecta y cuantifica midiendo la
produccion de citrulina después de la adicion de fosfato de carbamilo y ornitina a dicha muestra.

4. El procedimiento segln la reivindicacion 1, en el que la deteccion de ornitina transcarbamilasa (OTC) de
dicha muestra de liquido cefalorraquideo se efectia mediante inmunoensayo con un anticuerpo monoclonal o
policlonal dirigido contra OTC.

5. Un procedimiento para diagnosticar una alteracion cerebral seleccionada del grupo constituido por deterioro
cognitivo leve, demencia por enfermedad de Alzheimer y sin enfermedad de Alzheimer en un individuo fallecido, que
comprende la etapa de marcar una biopsia cerebral de dicho individuo con un anticuerpo anti-OTC, en el que la
presencia de ornitina transcarbamilasa en las células endoteliales cerebrovasculares es indicativa de una alteracion
cerebral.

6. El procedimiento de la reivindicacion 4 o el procedimiento de la reivindicacion 5, en el que dicho anticuerpo
es un anticuerpo monoclonal o policlonal obtenido contra un polipéptido especifico de OTC humana.

7. El procedimiento segun la reivindicacion 5 o 6, en el que la presencia de ornitina transcarbamilasa en
células endoteliales cerebrovasculares es indicativa de enfermedad de Alzheimer.

8. Uso de un anticuerpo dirigido contra ornitina transcarbamilasa humana para el diagnéstico in vitro de una
enfermedad cerebral seleccionada del grupo constituido por deterioro cognitivo leve, demencia por enfermedad de
Alzheimer y sin enfermedad de Alzheimer, en el que dicho anticuerpo se usa en un inmunoensayo en una muestra
de liquido cefalorraquideo.
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