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DESCRIPCION
Ipa como agente terapéutico, como agente protector y como biomarcador del riesgo de enfermedad

La presente divulgacién se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden acido indol-3-proprionico (IPA)
como agente terapéutico contra la aparicion tardia de enfermedad cardiovascular y neurodegenerativa. La divulgacion
tiene utilidad particular en relacion con enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de Huntington (EH),
enfermedad de Alzheimer (EA), deterioro cognitivo leve (DCL), enfermedad de las neuronas motoras inferiores (EMN)
incluyendo, pero sin limitacion, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad de Parkinson (EP), asi como ictus y
traumatismo craneal.

IPA es un indol producido en organismos tales como C. sporogenes que tienen la enzima para eliminar el OH de la
posicion 2 en la cadena lateral de acido propidnico del acido lactico de indol, un producto final del metabolismo del
triptéfano en especies de mamiferos. Es uno de varios metabolitos intestinales que afectan al metaboloma plasmatico.
Otros organismos, tales como levadura de cerveza, también muestran la capacidad de producir IPA (véase a
continuacién un medio para producir preparaciones de IPA purificadas usando levadura de cerveza u organismos
similares). La interpretacion actual es que el IPA actia como antioxidante cuyo radical libre indoxilo positivo intermedio,
a diferencia de compuestos tales como tocoferoles y carotenos, no tiene intermedios pro oxidantes y se ha demostrado
in vitro que suprime la agregacion de proteinas y se ha sugerido como un agente terapéutico para la enfermedad de
Alzheimer. También se ha mostrado en estudios de cultivo que IPA suprime otras especies microbianas tales como E.
coli (Pauley et al. Effect of Tryptophan analogs on depression of the Escheridia Coli Tryptophan Operon by Indole 3
propionic Acid: Journal of Bacteriology 219-226 (1978). Los inventores han mostrado que en plasma el IPA esta
fuertemente unido a las proteinas plasmaticas tanto albumina como inmunoglobulinas con niveles plasmaticos
normales de aproximadamente 200 ng/ml y niveles libres de aproximadamente 0,1 ng/ml. La capacidad de carga de
plasma para IPA es de aproximadamente 10 ug/ml antes de que una carga adicional significativa muestre la linealidad
del material libre con el material afiadido. En estudios de carga de plasma, el IPA reemplaza otros indoles, tales como
3 hidroxiquinurenina y acido 3 hidroxiantranilico, que se cree que tienen posibles efectos perjudiciales sobre la
proteina. Los inventores han mostrado que en el ataque de radicales libres, el radical libre de iones positivos
intermedios se une con la proteina como un resto de acido quinurico. El desplazamiento de otros indoles, la fuerte
union coordinada con la proteina y la defensa de la proteina contra el ataque de radicales libres que dejan un resto
que no conduce a reticulacion y desnaturalizacion son mecanismos que proporcionan proteccién y mejoran la
funcionalidad de un organismo. Los inventores han mostrado que el IPA producido en el intestino entra en el plasma
y cruza la BHE y se encuentra en el cerebro y el LCR. Los niveles fecales residuales son menores que los niveles en
plasma e indican que la mayoria del IPA producido se transfiere al plasma. Derivados de IPA inyectados por via
intraperitoneal, tales como la amida (IPAM), se convierte rapidamente en IPA en el plasma. Los inventores también
han identificado dos metabolitos de IPA que permiten controlar los niveles en muestras de excrecién tales como orina
que se correlacionan con los niveles en plasma y cerebro.

Muchas enfermedades de aparicion tardia del SNC o del sistema cardiovascular tienen caracteristicas de dafo por
radicales libres reflejados en la reduccidon de agentes protectores tales como tocoferoles, ascorbato, etc. y productos
de dafo de lipidos, proteinas de y ADN. Diferentes enfoques para controlar este objetivo en diferentes estructuras y
procesos-antioxidantes tales como CoQ10 para reducir el dafio de ADN y proteger la funcién mitocondrial, dietas
lipidicas seleccionadas para reducir la oxidacién lipidica, materiales tales como creatina para potenciar la eficacia
energética y reducir la carga de radicales libres, ascorbato para proporcionar proteccién periférica general. Trastornos
del SNC tales como DCL, EA y EH y en un grado mas limitado EP y ELA también implican agregacion de proteinas,
actualmente considerada la causa proximal de muerte neuronal en enfermedad de Huntington, enfermedad de
Alzheimer y otros trastornos neurodegenerativos. No se han estudiado tan exhaustivamente agentes especificos para
prevenir el dafio a proteinas. Estas similitudes en la enfermedad de aparicion tardia conducen al concepto de que hay
un fallo en el control del sistema bioquimico que refleja la interaccion y retroalimentacién entre el transcriptoma del
genoma, ambiente del metaboloma del proteoma y microbioma intestinal comensal. Este fallo de la retroalimentacion
es lo que de hecho es la enfermedad y que conduce con el tiempo a los sintomas. En consecuencia, se buscan lugares
en la red donde los cambios genéticos o ambientales han creado un nivel de control no letal pero subéptimo. Estos
nodos o compuestos se pueden evaluar después como productos terapéuticos o como factores de riesgo que, como
el colesterol, por ejemplo, se pueden modificar para reajustar o restablecer el control. Los inventores han mostrado en
modelos animales y en estudios en humanos que el genoma de los individuos determina la composicién agregada del
microbioma intestinal comensal y, en consecuencia, los niveles de I3PA producidos en el intestino. Los niveles de
I3PA son, en cierta medida, una caracteristica heredada y los niveles bajos que estan presentes en enfermedades
neurodegenerativas y cardiovasculares constituyen una caracteristica heredada que pone a los individuos en mayor
riesgo de padecer estas enfermedades. Por tanto, aumentar estos niveles mediante complementacién y/o modificacion
de la composicidon agregada del microbioma intestinal comensal es un enfoque para reducir el riesgo, asi como un
enfoque terapéutico para la intervencién cuando dicho riesgo se ha hecho realidad en el desarrollo de sintomas de la
enfermedad.

La red de interacciones bioquimicas en un individuo esta determinada por el genoma del individuo, el efecto del
genoma de los individuos sobre la microflora comensal de los individuos y la retroalimentacion entre el genoma, el
transcriptoma, el proteoma, metaboloma, el microbioma y el ambiente. En esta red de control hay compuestos y genes
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individuales que constituyen factores de riesgo potenciales que pueden modificarse para mejorar la probabilidad de
no desarrollar enfermedades de aparicion tardia provocadas por un control no letal pero subéptimo. Un ejemplo bien
conocido es el colesterol que esta determinado tanto genética como ambientalmente.

Los inventores han descubierto que los niveles de IPA son indicadores especificos individuales del factor de riesgo
para determinadas enfermedades. Mas en particular, los inventores han identificado niveles reducidos de IPA en
individuos que padecen enfermedades neurodegenerativas (enfermedad de Huntington (EH), EH presintomatica,
enfermedad de Alzheimer (EA) y deterioro cognitivo leve (DCL), enfermedad de las neuronas motoras inferiores
(ENMI), esclerosis lateral amiotrofica (ELA), enfermedad de Parkinson (EP) y en hipertension, ictus e individuos con
cardiopatia isquémica, y también han mostrado que IPA esta reducido en sujetos con cardiopatia isquémica que se
someten a pruebas de esfuerzo mental y/o fisico.

Los inventores han mostrado que los niveles de IPA no se ven afectados a corto plazo por ISRS o farmacos
antihipertensivos. Los datos de estudios con muestras en serie muestran que IPA es una caracteristica especifica
individual muy especifica (figura 29). Los inventores han mostrado que los niveles de IPA estan relacionados con la
composicion gendmica del individuo a través del efecto del genoma del individuo sobre el genoma agregado del
microbioma intestinal y que los niveles son muy constantes en un individuo en ausencia de intervencién o posible
desarrollo de determinadas patologias del intestino (figura 29). La especificidad individual de los niveles de IPA, la
relacion genémica, la prevalencia de niveles bajos en numerosos trastornos y en particular la progresion de niveles
secuencialmente menores en individuos normales, los individuos con MCT y e individuos con EA indican que es un
factor de riesgo determinado genéticamente para el desarrollo de dichos trastornos de aparicion tardia como
enfermedades neurodegenerativas e hipertension y cardiopatia isquémica. Por tanto, la razén de los niveles bajos de
IPA puede ser tanto genética como ambiental, incluyendo diferentes situaciones de dieta y tension de un individuo. Ya
que es inherentemente mas facil influir en el genoma agregado del microbioma intestinal que en la composicion
genética de un individuo, los inventores proponen una intervencion terapéutica para reducir el riesgo usando IPA como
marcador al centrarse en el aumento directo de los niveles de IPA o la modificacidn del intestino para aumentar los
niveles de IPA. Ya que IPA esta relacionado con la composiciéon del microbioma intestinal, los inventores han
desarrollado técnicas para mostrar que la modificacion genética de los ratones crea un microbioma asociado Unico
que indica que los niveles inherentes de IPA dependen de la modificacién genética. Ademas, los inventores han
mostrado que el microbioma reflejado en la huella de los organismos en el material fecal es una caracteristica
especifica individual de los sujetos humanos.

Por tanto, han descubierto que el IPA bajo, como el colesterol alto, es de manera innata un factor de riesgo hereditario
para enfermedad que debe supervisarse y ajustarse mediante complementacion terapéutica o modificacion del
microbioma intestinal en la poblacién con niveles bajos de IPA en su conjunto.

También han determinado que en determinados traumatismos tales como ictus, que reduce significativamente los
niveles de IPA en LCR y plasma, o traumatismos potenciales tales como combate militar o deportes de contacto de
alta intensidad, la complementacion de IPA proporcionara un efecto protector contra dafo oxidativo y a proteinas que
se produce como secuelas.

Los inventores también han descubierto que la supervision del nivel de IPA puede usarse provechosamente en el
desarrollo de farmacos. Los ensayos de un agente terapéutico son caros en todas las fases, desde los estudios
iniciales en animales hasta los ensayos de fase 1, 2 y 3 en seres humanos. En ensayos con animales, minimizar el
numero de cohortes de animales reducira los gastos considerablemente, lo que puede lograrse mediante el uso de
nuevas tecnologias con microtécnicas de analisis y mediante analisis de patrones totales de interacciones metabdlicas
que reducen la necesidad de sacrificar animales para estudios de busqueda de dosis y farmacocinéticos.

En la fase 1, se pueden usar procesos similares de seguridad y tolerabilidad y busqueda de dosis para desarrollar
patrones bioquimicos basales individuales de diferencias en el metabolismo del agente terapéutico y sus metabolitos
y patrones bioquimicos generales y relaciones de red. Dichos datos archivados de estudios de fase 1 proporcionan el
valor inicial para una posible especificacién de resultado o una posible contraindicacién.

En los ensayos de fase 2, el uso de biomarcadores no invasivos se puede utilizar para una evaluacion mas completa
del cumplimiento y la continuacién de la adquisicidon de los datos archivados proporcionara de nuevo informacién
acerca de la especificacion y los efectos adversos e indicaciones de productos terapéuticos complementarios o
procesos que revierten dichos efectos.

En la fase 3, la evaluacion del cumplimiento con biomarcadores no invasivos permitira una mejor evaluacion del
resultado terapéutico y verificara o validara cualquier biomarcador o anomalia bioquimica que esté contraindicada en
el uso de un agente terapéutico.

Un problema persistente habitual en la evaluaciéon de la carga corporal en ensayos con animales de un agente
terapéutico y en la evaluacion del cumplimiento en los ensayos en seres humanos es proporcionar un medio de
supervision no invasivo de los niveles del producto terapéutico o los efectos de una intervencion. Un segundo problema
potencial esta en el desarrollo de un conjunto inicial de multiples metabolitos y cambios en la red metabdlica general
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que pueden tener efectos perjudiciales especificos del individuo o grupales.

El proceso de desarrollo de marcadores de intervencion terapéutica para supervision y marcadores deletéreos
potenciales implica una etapa inicial de cargar en un individuo de prueba animal o humano del compuesto de interés
y posteriormente realizar pruebas de perfil metaboldmico global en serie de orina, saliva y plasma y heces (o con
ratones de orina, plasma, heces en serie y posteriormente cerebro, médula espinal y otros érganos). Los perfiles se
analizan mediante coincidencia total de patrones no solamente para determinar la farmacocinética tradicional sino
también para detectar e identificar cualquier metabolito del compuesto y cualquier cambio en la similitud propia general
y los compuestos enddgenos o las relaciones de los compuestos. Normalmente, se miden los perfiles metabolémicos
para compuestos unidos de manera coordinada que producen respuestas de aproximadamente 1500-2000. Se han
desarrollado protocolos para analizar compuestos desconocidos de importancia estadistica. Después del uso del perfil
metabolico global segun la ensefianza anterior, se desarrollan métodos dirigidos rapidos para: (1) permitir supervision
rapida minimamente invasiva o no invasiva o compuestos de importancia en ensayos farmacolégicos y (2) permitir
supervisién a nivel poblacional de compuestos relacionados con factores de riesgo de enfermedad para modificacién
y reduccion de riesgos potenciales.

Como ejemplo, los inventores han desarrollado un sistema para evaluar los niveles de IPA en muestras tanto animales
como humanas de orina puntual de 5-10 ul y/o sangre entera de puncion digital de 20-50 ul. La supervisiéon en orina
es posible debido al descubrimiento de dos metabolitos electroactivos de IPA en estudios de dosificacién en ratones
R6/2 (véase figura 30) de los que se aislaron y determinaron dos picos (figura 25), como se analizara a continuacion.
Usando tecnologia de sensor culombimétrico, se pueden determinar los culombios totales y el numero de electrones
implicados en la oxidacion de los materiales como 1. Esto permite la determinacion directa de los moles de material
excretado y la evaluacion de la carga corporal del material. Los niveles de estos picos se correlacionan con los niveles
de plasma en los ratones. Los mismos metabolitos aparecen en sujetos humanos y se correlacionan con el IPA en
plasma. El ensayo puede realizarse en orina puntual liquida o mas convenientemente en orina secada sobre papel de
filtro, normalizando los valores de los metabolitos con respecto a creatinina o a las especies electroactivas integradas
totales en la muestra.

El enfoque de papel de filtro puede generalizarse a cualquier metabolito de cualquier compuesto que pueda estudiarse.

La ventaja del descubrimiento de estos metabolitos en estudios con animales es que permite la supervision de una
cohorte de prueba sin ningun sacrificio de animales en las etapas iniciales para determinar la carga de dosis y las
siguientes etapas para evaluar los niveles reales de farmacos durante los estudios de supervivencia y conductuales.

En ensayos en seres humanos, las mediciones urinarias y/o el uso de muestras de sangre de puncion digital, ya sea
solas o pasadas a matriz de papel de filtro, ofrecen un medio para supervisar tanto el cumplimiento como la adsorcién
de diversas formulaciones. Dichos métodos también ofrecen un protocolo conveniente para la adquisicion de muestras
para la evaluacion de riesgo de los niveles de compuestos tales como TPA por parte de un individuo en el entorno
domeéstico para reducir los costes de supervision a nivel poblacional.

Ademas de proporcionar un sistema para supervisar la complementacion directa o el uso terapéutico de un compuesto,
este protocolo también permite el seguimiento de protocolos para modificar el microbioma intestinal dirigido a aumentar
los niveles de compuestos potencialmente beneficiosos tales como IPA o reducir los niveles de compuestos
potencialmente perjudiciales tales como cresoles o benzoatos.

Adicionalmente, este protocolo dirigido rapido permite el desarrollo de un procedimiento para evaluar los niveles de
IPA en perfiles archivados previamente y conjuntos de muestras en una serie de enfermedades neurolégicas y estudios
donde previamente no se habia identificado estructuralmente antes del trabajo de los inventores en la concentracion
e identificacion del pico con una concentracion y protocolo de LCEC/ICMS paralelo.

El siguiente es un protocolo que han desarrollado los inventores adecuado para la evaluacién de IPA mediante una
muestra adquirida individualmente para permitir la determinacion de los niveles de IPA; para determinar si el aumento
de los niveles pondria al individuo en una categoria de menor riesgo y para aportar y supervisar estrategias para
aumentar los niveles de IPA mediante complementacion, modificacion de la microflora intestinal o modificaciéon
dietética.

El kit contiene 4 tiras de papel de filtro de alta absorcién etiquetadas como orina en ayunas AM, sangre en ayunas
AM, orina no en ayunas PM, sangre no en ayunas PM en bolsas con cierre de cremallera con niumero de referencia
clasificadas por colores individuales en un kit de envio aislado con una pequefia bolsa de hielo. Por la mafana, el
individuo toma una muestra de orina a mitad de flujo en el papel de filtro etiquetado como orina en ayunas AM y una
muestra de sangre de puncién digital en el papel de filtro etiquetado como sangre en ayunas AM, colocando las
muestras en las bolsas con cierre de cremallera adecuadas en el kit de envio. Por la tarde, el individuo toma una
muestra de orina a mitad de flujo en el papel de filtro etiquetado como orina no en ayunas PM y una muestra de
puncion digital al papel de filtro etiquetado como sangre no en ayunas PM colocando las muestras en el kit de envio.
Después, el kit de envio se envia por correo al laboratorio.
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Se determinan los niveles en orina de metabolitos de IPA y los niveles en sangre de IPA a partir de las muestras
proporcionadas y se envia un informe basado en el nimero de referencia de la muestra a la direccién de correo. El
informe identifica el quintil del nivel de IPA de los individuos y el riesgo relativo asociado con ese nivel. Si se indica, el
informe sugerir4 complementos y/o modificaciones adecuados para elevar los niveles de IPA. Estos pueden incluir IPA
unido a proteinas y/o modificaciones sugeridas de la dieta. La eficacia de los complementos o las modificaciones se
evaluara usando un segundo kit de prueba después de un periodo de 4-8 semanas.

En determinados casos, los niveles de IPA pueden ser mayores que los niveles medios de control en mas de 3
desviaciones tipicas. En trabajos anteriores, los inventores han visto tales niveles en casos de trastornos intestinales
tales como enfermedad celiaca, diverticulitis o sindrome de intestino permeable. El IPA alto como tal no es un
diagnostico de estos trastornos, pero es un indicador de que pueden estar presentes estos u otras anomalias del
microbioma intestinal. En casos donde se encuentran tales niveles, no se recomendaria ninguna complementacion,
sino mas bien una sugerencia de posible seguimiento por profesionales médicos.

El modelo animal y los estudios en seres humanos de los inventores indican que el IPA se adsorbe mejor a través del
intestino y, de manera 6ptima, las preparaciones de IPA deberian llegar al intestino antes de estar disponibles. Esto
se puede lograr proporcionando el IPA en una forma unida de manera coordinada con proteina. Las formas unidas de
manera coordinada no se liberan faciimente mediante HCI a las concentraciones en el estémago.

Considérese como ejemplo la enfermedad de Huntington (EH). (EH) es una enfermedad neurodegenerativa debilitante
caracterizada por disfuncién motora de inicio gradual, demencia, pérdida de peso y trastornos psiquicos. La EH se
hereda de manera autosdmica dominante y aparece en aproximadamente 5-10 casos por cada 100.000 individuos.
Se manifiesta en todas las razas y grupos étnicos. En la actualidad, en Norteamérica, aproximadamente 30.000
personas se ven afectadas por la EH y es probable que cerca de otras 150.000 puedan desarrollar la afeccion. Aunque
la edad de inicio varia desde la infancia hasta el principio de los ochenta, la edad promedio de inicio es al final de los
treinta. La enfermedad progresa a lo largo de varios afos en individuos aquejados, evitando con el tiempo que estos
individuos actuen de manera independiente.

Ocasionalmente, especialmente cuando la aparicién de los sintomas se produce antes de los 20 afios, los movimientos
coreicos son menos prominentes; en cambio, predominan la bradicinesia y la distonia. A medida que el trastorno
progresa, los movimientos involuntarios se vuelven mas graves, se desarrollan disartria y disfagia y se altera el
equilibrio. El trastorno cognitivo se manifiesta primero como lentitud del procesamiento mental y dificultad para
organizar tareas complejas. La memoria se deteriora, pero las personas aquejadas no suelen perder la memoria de
su familia, amigos y la situacion inmediata. Dichas personas con frecuencia se vuelven irritables, ansiosas y
deprimidas. Menos frecuentemente, se manifiestan paranoia y estados delirantes. El resultado de la EH es
invariablemente letal; en un transcurso de 15-30 afios, la persona aquejada queda totalmente discapacitada y es
incapaz de comunicarse, lo que requiere cuidados a tiempo completo; se produce la muerte a partir de las
complicaciones de la inmovilidad.

Desafortunadamente, actualmente no se ha demostrado que ninguna terapia retarde el inicio o ralentice la progresion
de la enfermedad, aunque se estan realizando intentos de desarrollar tratamientos mas eficaces. La amplia mayoria
de las opciones de tratamiento actuales se dirigen a controlar los sintomas relacionados con la enfermedad y ayudar
a maximizar una funcién del paciente.

Los pacientes con EH son con mucha frecuencia muy sensibles a los efectos secundarios de los medicamentos.

Se necesita tratamiento para pacientes deprimidos, irritables, paranoicos, excesivamente ansiosos o psicoticos. La
depresion puede tratarse eficazmente con farmacos antidepresivos convencionales con la condicion de que los
farmacos con perfiles anticolinérgicos sustanciales pueden agravar la corea. También hay un conjunto de pruebas
anecddticas de que el ISRS sertralina puede provocar una serie de efectos secundarios indeseables especificamente
en la EH. Los estudios de los inventores de sertralina en la depresién muestran una disminucién, pero no reduccién
estadisticamente significativa de los niveles de IPA en 4 semanas de terapia con sertralina, que no se ve en estudios
de niveles de IPA en sujetos que toman Citalopram o Escitalopram.

A medida que progresa la EH, los efectos psiquiatricos, fisicos y funcionales se vuelven mas pronunciados, lo que
conduce a la necesidad de mayores cuidados por parte de los familiares y proveedores de cuidados sanitarios.

En 1993, el gen de EH se maped y clond por primera vez. El gen codifica una proteina, que contiene 3144 aminoacidos
y se denomina "huntingtina". En individuos con EH, una secuencia de repeticion trinucleotidica (CAGn) ubicada cerca
del extremo 5' del gen se expande mas alla del intervalo de repeticién normal y esto provoca la traduccion de una
secuencia de poliglutamina expandida en la proteina. Los individuos normales tienen habitualmente entre 17 y 29
repeticiones de CAG. Los individuos con EH tienen mas de 38 de estas repeticiones. Para los individuos que tienen
mas del numero "normal" de repeticiones, existe una relacion entre el nimero de repeticiones de CAG y la edad de
aparicion de la enfermedad, con un mayor nimero de repeticiones que conducen a un inicio mas temprano de sintomas
de la enfermedad. La correlaciéon exacta aun se esta investigando.
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Resulta interesante que, en EH, solo determinados tipos de neuronas son diana de la enfermedad. Determinadas
poblaciones de neuronas se degeneran, mientras que otras poblaciones menos vulnerables no se ven afectadas. El
area mas afectada por la neurodegeneracion es el neoestriado, aunque las investigaciones han mostrado que también
se produce pérdida neuronal en muchas otras regiones del cerebro. Los cambios tanto degenerativos como
proliferativos en determinadas neuronas sugieren que la huntingtina mutada es la causa de programas genéticos
compensatorios y degenerativos en un proceso que tiene lugar durante muchos afios. La secuencia de
acontecimientos comienza con la disfunciéon neuronal y con el tiempo conduce a la muerte.

Aun se desconoce mucho acerca de los mecanismos bioquimicos de la EH. Aln no se ha establecido y entendido
completamente una ruta clara desde la mutacion genética hasta la disfunciéon neuronal. La funcién de la huntingtina,
una proteina predominantemente citoplasmatica, se desconoce. Se expresa habitualmente y se ha descubierto que
se propaga por las neuronas del cerebro. La mayoria de los individuos que tienen la enfermedad poseen alelos tanto
normales como mutantes, que, en conjunto, crear cambios funcionales en los que la huntingtina mutante presenta
efectos toxicos.

Se ha sugerido que la protedlisis de huntingtina mutante y la liberacion del fragmento téxico N-terminal pueden
desempefiar un papel directo en la causa de la enfermedad. En modelos humanos, animales y celulares, se ha
mostrado que la presencia del fragmento N-terminal conduce a agregacion de proteinas en el nucleo y el citoplasma.
También se ha mostrado que interfiere con los procesos normales de las neuronas. En la ruta normal para la
eliminacion de agregados de proteinas, la ubiquitinacion ayuda a eliminar estas estructuras no deseadas. Sin embargo,
en el caso de los fragmentos N-terminales mencionados anteriormente, aunque se produce ubiquitinacion, las
proteinas aun permanecen. Se ha propuesto que este fendmeno puede resultar del plegamiento erréneo de la proteina
y mecanismos fallidos de degradacion de la proteina. Otros estudios de agregados de EH sugieren la capacidad de la
huntingtina variante para secuestrar determinadas proteinas proteasémicas, chaperonas, huntingtina normal y factores
de transcripcion. Se han observado agregados de huntingtina en el tejido cerebral tanto de pacientes que murieron
como resultado de tener EH como de aquellos en riesgo pero que murieron antes de presentar sintomas de EH.

Todavia hay mucha discusion con respecto al mecanismo exacto del dafio provocado por agregados de huntingtina.
La mayoria de las investigaciones sugieren que la toxicidad es creada por huntingtina mutante o sus fragmentos y sus
interacciones con otras proteinas y factores de transcripcion. La huntingtina mutante también puede desencadenar
cascadas bioquimicas perjudiciales, que alteran el ambiente de modo que las proteinas relevantes se vuelven cada
vez mas susceptibles a la alteracion por dafio oxidativo, sefiales apoptéticas, agotamiento de energia y tension
excitotdxica. Todo esto podria conducir a una fisiologia trastornada que da como resultado la muerte de neuronas.

Recientemente, un mayor entendimiento de estas causas de estos procesos bioquimicos ha permitido la propuesta
de determinadas intervenciones terapéuticas. Algunas de estas se han estudiado mediante el uso de modelos de ratén
transgénico para EH.

Existen numerosos desafios inherentes al desarrollo de la creacion de terapias para EH. En general, hay dos objetivos.
El primero es poder tratar a los pacientes con EH retardando o previniendo el inicio de la enfermedad en aquellos que
estén en riesgo genéticamente. El segundo objetivo es desarrollar terapias para ralentizar la progresion de la
enfermedad en aquellos que ya estan aquejados. La creacion de ambos tipos de terapias es dificil y requiere mucho
tiempo. En general, las terapias potenciales se prueban en primer lugar y se filtran a través de modelos genéticos de
raton de EH cuando los datos preclinicos sugieren que un compuesto puede actuar en un papel neuroprotector. Si el
compuesto muestra con éxito eficacia en modelos de ratdén, se evalua en ensayos farmacoldgicos de fase 1.
Desafortunadamente, la mayoria de los compuestos evaluados en este proceso son preexistentes.

Otro método que se utiliza es el método "aleatorio" en el que se prueban docenas de compuestos a la vez para ver si
son capaces de aliviar la neurodegeneracion en EH. Aunque es algo tosco, este enfoque ha ayudado a aumentar el
numero de compuestos de partida que se prueban contra EH.

Como se puede imaginar, el proceso anterior puede ser complejo y requerir mucho tiempo. Los modelos animales
genéticos son representaciones costosas, lentas y no totalmente precisas desde el punto de vista genético de la
condicion "humana" de la EH, ya que los ratones R6/2 mas habitualmente usados, normalmente viven solo 100 dias.
Los modelos de ratdén con EH de mayor duracion, tales como el CAG140, extienden significativamente el tiempo y
coste de los ensayos iniciales con modelos animales. Idealmente, seria mas util descubrir biomarcadores de respuesta
terapéutica a partir de modelos animales genéticamente modificados que afecten a las rutas, los mecanismos y los
compuestos que son congruentes tanto en el ratén como en el ser humano, ya que ayudarian a los investigadores a
determinar los efectos de una terapia particular en los animales y, por tanto, proporcionarian informacién mecanica
sobre los posibles efectos del farmaco en seres humanos y una indicacion de si el farmaco puede retardar el inicio de
la neurodegeneracién en el modelo humano asi como en el de ratén.

En los ensayos de fase | y Il surgen desafios adicionales para el proceso. Aunque el descubrimiento de intervalos de
dosis tolerables para los compuestos que se prueban en pacientes con EH es habitualmente un proceso sencillo,
puede ser dificil encontrar "sefales" cuantitativas que indiquen si el compuesto es eficaz. Un método, que permita la
medida de estas "sefales", seria por lo tanto muy importante, porque justificaria la continuacion de estos estudios en
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ensayos de fase lll. Sin sefiales cuantitativas/biomarcadores tales como estos, es dificil justificar el estudio continuado
de un compuesto particular, ya que los sintomas de la EH son bastante variables y su alteracién no se correlaciona
necesariamente con el alivio de la enfermedad en si misma. Un ejemplo de este fendmeno se ve en el farmaco Haldol,
que puede ayudar a disminuir la corea de un paciente, pero puede tener otros efectos secundarios perjudiciales. En
este ejemplo, la mejora de los sintomas de la enfermedad no ralentiza realmente el proceso de la enfermedad, que en
ultima instancia seria el resultado mas positivo de un estudio farmacoloégico particular.

Por ultimo, el desafio final surge en los ensayos clinicos de fase lll. Las conclusiones de los estudios actuales en
pacientes que presentan sintomas de la enfermedad se basan en cambios en las puntuaciones de CFT (capacidad
funcional total), que requieren medir cientos de sujetos durante al menos 5 afios para observar pequefios cambios
(ralentizacion del 20 %) de la degradacion. Para determinar si un tratamiento retarda realmente la aparicion de los
sintomas clinicamente, en pacientes con la mutacion que son presintomaticos, pueden ser necesarios miles de sujetos
y docenas de afios de seguimiento para detectar ligeros cambios en la aparicion de sintomas. Como se puede
imaginar, cada una de estas pruebas requiere tiempo, financiacion y gran esfuerzo por parte del investigador clinico.
Por tanto, pueden probarse (y se prueban) muy pocas intervenciones. Por lo tanto, seria una gran ventaja poder
descubrir tanto biomarcadores de progresion de la enfermedad como biomarcadores, que permitan determinar si la
enfermedad se esta ralentizando de manera mas rapida, mas sencilla y menos costosa.

El documento WO 2008/024914 A2 desvela 3-IPA como un agente para inhibir un efecto citotéxico de la proteina beta
amiloide en una célula de un mamifero y un método para tratar una enfermedad fibrildgena en un ser humano. El 3-
IPA se analiza para tratar enfermedades o afecciones en las que los radicales libres y/o la tension oxidativa
desempefian un papel.

En el documento US 2004/029830 A1 se muestran composiciones utiles para el tratamiento de enfermedades u otras
afecciones en las que los radicales libres y/o la tensidon oxidativa contribuyen a la patogenia. La composicidn
comprende una mezcla de 3-IPA y quitosano. Se usa quitosano para formar una sal de 3-IPA, que presenta una mayor
solubilidad en agua que el 3-IPA en si mismo.

El documento US 6.395.768 B1 describe un método para prevenir un efecto citotdxico de la proteina beta amiloide en
las células exponiendo las células a una cantidad eficaz de 3-IPA o una sal o éster del mismo.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento de
una enfermedad neurodegenerativa, un ictus o un traumatismo craneal en un animal, incluyendo un ser humano, o
para retardar o aliviar los efectos de dicha enfermedad o lesién en un animal que la padece, comprendiendo dicha
composicién acido indol-3-propiénico unido a una proteina, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para la misma.

En una realizaciéon preferida, el vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende un alimento o bebida con una
cantidad especifica de IPA.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicién que contiene acido indol-3-propionico unido a
una proteina para su uso en el tratamiento de animales susceptibles o que padecen una enfermedad
neurodegenerativa, un ictus o un traumatismo craneal en un animal que necesite dicho tratamiento.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona acido indol-3-propiénico unido de manera coordinada con
una proteina para su uso como agente terapéutico para proteger a un animal que va a someterse a alto riesgo de
lesion fisica contra dafio neuroldgico.

En las anteriores patentes de los Estados Unidos n.° 6.194.217 y 6.210.970 del inventor, se divulgan métodos y
sistemas para diagnosticar, supervisar y clasificar trastornos a partir de perfiles bioquimicos, en particular, el
metaboloma, usando cromatografia liquida y deteccion electroquimica (LC-EC) para realizar perfiles de moléculas
electroactivas en liquidos corporales tales como plasma, orina y liquido cefalorraquideo (LCR), hisopados nasales,
sudor u otro liquido corporal, para diagnosticar trastornos en individuos de prueba clasificando o diferenciando
individuos en funcién de comparaciones de datos analiticos bioquimicos de inventario de moléculas pequefias frente
a bases de datos de casos conocidos o previamente diagnosticados. Aunque los estudios de LC-EC permiten
diferenciar las diferencias bioquimicas entre pacientes que padecen EH u otras enfermedades neurodegenerativas o
hipertensién, ictus o cardiopatia isquémica y controles, los estudios de LC-EC no permiten identificar de manera
reproducible marcadores especificos o terapias potenciales para pacientes que padecen EH o enfermedades
neurodegenerativas, o hipertension, ictus o cardiopatia isquémica.

De acuerdo con la presente divulgacion, los inventores emplearon una combinacion de técnicas analiticas y de
separacion para separar e identificar perfiles de moléculas pequefias de materiales de muestra individuales y
agrupados para identificar marcadores especificos, para EH u otras enfermedades neurodegenerativas, o ictus, y
demostraron agentes terapéuticos para tratar a individuos que padecen EH u otras enfermedades neurodegenerativas,
0, mas en particular, emplearon una combinacién de matrices de LC-EC y LC-MS en paralelo y fuera de linea, para
separar e identificar los compuestos de los perfiles de molécula pequefia de muestras individuales y agrupadas, para
identificar marcadores especificos para EH u otras enfermedades neurodegenerativas, o ictus y para supervisar y
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demostrar los resultados de la intervencion terapéutica. Debe observarse, sin embargo, que también podrian usarse
provechosamente otras tecnologias analiticas y de separacion, incluyendo, a modo de ejemplo no limitante, HPLC,
TLC, analisis electroquimico, espectroscopia de masas, espectroscopia de indice de refraccion (RT), espectroscopia
ultravioleta (UV), analisis fluorescente, analisis radioquimico, espectroscopia de infrarrojo cercano (IR cercano),
espectroscopia por resonancia magnética nuclear (RMN), analisis de dispersion de luz (LS) y otros métodos conocidos
en la técnica. Usando las técnicas analiticas y de separacion descritas anteriormente, los inventores han descubierto
que el producto del microbioma intestinal acido indol propiénico (IPA) se reduce drasticamente en pacientes que
padecen EH u otras enfermedades neurodegenerativas, o ictus, y que el tratamiento de pacientes que padecen EH u
otras enfermedades neurodegenerativas, o ictus con IPA y/o la modificacion de la naturaleza del microbioma intestinal
de un individuo que padece EH u otras enfermedades neurodegenerativas, o ictus, es decir, aumentar el nivel de acido
indol-3-propridnico autdctono, puede retardar significativamente el tiempo antes de que aparezcan los sintomas de la
enfermedad, asi como la esperanza de vida, funcionalidad y calidad de vida de los individuos que padecen EH u otras
enfermedades neurodegenerativas, o ictus. El aumento de los niveles de IPA en los dos cuartiles inferiores de los
niveles de IPA de sujetos normales también reducira potencialmente el riesgo de que estos individuos padezcan
enfermedades neurodegenerativas o ictus.

El aumento de IPA en madres prenatales también puede prevenir la transmisién de EH o la tendencia al riesgo de
otras enfermedades neurodegenerativas o ictus a la descendencia de un individuo.

Se ven caracteristicas y ventajas adicionales de la presente divulgacion a partir de la siguiente descripcion detallada,
tomada junto con los dibujos adjuntos, en donde:

- Lasfigs. 1Ay 1B muestran una comparacion en paralelo de dos cromatogramas de matriz de LC-EC fuera de linea
que muestran una unica muestra de plasma de paciente de control después de la precipitacion de ACN (rodeada)
y una Unica muestra de plasma de un paciente con EH diagnosticado después de la precipitacion de ACN;

- Lasfigs. 2Ay 2B muestran una comparacion en paralelo de los mismos dos cromatogramas de matriz LC-EC fuera
de linea ampliados en la region de 21-32 min;

- Lafig. 3 es un mapa digital de datos exportados desde la matriz de LC-EC fuera de linea;

- Lafig. 4 es un analisis determinante de minimos cuadrados parciales que muestra la separacion y el agrupamiento
de las muestras con EH pre-sintomatica, en riesgo de EH y con EH con puntuacion de CFT 13 y controles sin EH;

- La fig. 5 es un analisis determinante de minimos cuadrados parciales que compara muestras de control con
pacientes con EH con una puntuacién de CFT de 13;

- Lafig. 6 es un analisis determinante de minimos cuadrados parciales que compara muestras de control y pacientes
con EH con una puntuacién de CFT de 2-6;

- Lafig. 7 es un analisis determinante de minimos cuadrados parciales que compara muestras de pacientes con EH
en estadio temprano con puntuaciones de CFT de 13 a puntuaciones de CFT de EH en estadio tardio de 2-6;

- Las figs. 8A y B son una comparacioén de las cromatografias de matriz de LC-EC de un sujeto de control y con EH,
respectivamente, obtenidos de un método de gradiente de 100 min usando el sistema paralelo que ilustra la
capacidad de la técnica para encontrar artefactos inesperados, tales como el uso no comunicado del analgésico
Naproxeno en estudios de encuestas de sujetos de control frente a enfermos;

- Lafig. 9 es un ejemplo de un pico de particular interés en plasmas con EH, 9A muestra la respuesta del pico aislado
en la LC-EC paralela y 9B la respuesta de TIC correspondiente en la MS paralela;

- Lafig. 10(A) es un espectro de MS/MS de los picos mostrados en la fig. 9, y

- Lafig. 10(B) es una estructura propuesta para los picos candidatos;

- Lafig. 11 muestra la MS de una fraccion de acetonitrilo al 30 % del plasma de control;

- Lafig. 12 muestra la MS de una fraccién de acetonitrilo al 100 % del plasma de control y con EH;

- Lafig. 13 es un mapa digital de los niveles de I3PA en ratones enfermos en comparacion con los niveles de I3PA
en compafieros de camada de tipo silvestre;

- Lafig. 14 es un gréfico de barras que muestra los resultados del andlisis de heces de ratones;

- Lafig. 15 es un mecanismo de oxidacion sugerido para I3PA;
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La fig. 16 es una representacion de un fragmento digerido por PK;
La fig. 17 son dos cromatogramas de matriz de LC-EC;

La fig. 18 ilustra esquematicamente la combinacion de I3PA con ubiquitina como resultado de una reaccién de
"Fenton";

La fig. 19 son cuatro espectros de masas de ubiquitina e I3PA;

La fig. 20 son diagramas que muestran la distribucion isotépica del acido quinurico unido de manera covalente y
coordinada a la ubiquitina;

La fig. 21 es un espectro de MS/MS de &cido quinurico;
La fig. 22 muestra el espectro de MS/MS del producto asignado como acido quinurico;

La fig. 23 muestra la separacién categoérica del modelo de ratén de EH CAG140 de sus comparferos de camada
de tipo silvestre en funcién de la huella del microbioma intestinal en las heces a los 19 dias después del destete
(panel izquierdo) y a los 3 meses (panel derecho). Las figuras mostradas son para una de las 5 pruebas de los
modelos usando 2/3 conjuntos de entrenamiento y 1/3 conjuntos de validacion. La tasa de clasificacion correcta
para estos modelos fue de 90 % y 83 %, respectivamente. Esto indica que la variante genémica impone una
variacién unica en la composicion agregada del microbioma intestinal a una edad muy temprana que persiste
durante la maduracion. IPA fue una variable importante principal que contribuy6 a la separacion.

Fig. 24 Este modelo de PLS-DA muestra una separacion similar en los ratones modelo de ELA G93A de sus
comparieros de camada de tipo silvestre en funcidén de la huella del microbioma intestinal y el efecto de la
administracion de creatina en ratones tanto de tipo silvestre como G93A al cambiar el microbioma intestinal a un
estado diferente. Esto muestra que aunque el microbioma intestinal estd determinado genéticamente, se puede
modificar mediante intervencién terapéutica. De nuevo, en este caso, I3PA fue una variable importante en la
separacion de los ratones modificados genéticamente y de tipo silvestre. Sin embargo, no fue cambiada
significativamente por la creatina en este estudio.

Las figs. 25A, B y C muestran cromatogramas de LCEC de muestra fecal adquirida en papel higiénico en
isopropanol al 70 % y posteriormente se proceso y analizd, (el panel 1 es el esposo, el panel2 es la esposa). Las
diferencias visuales notables se amplifican en la fig. 25C en la regién de 75-80 min.

La fig. 26 muestra las caracteristicas basicas del método dirigido para I3PA. El panel de la izquierda muestra la
reduccion progresiva de I3PA en plasma de sujetos de control a sujetos con EH presintomaticos a sujetos con EH
usando el protocolo de LC-EC de gradiente largo, que fue la justificacion inicial para desarrollar un método dirigido;
el panel central muestra la estabilidad de I3PA en plasma durante un periodo de una semana con una muestra de
plasma a temperatura ambiente, lo que es critico para métodos destinados a la exploracién basada en la poblacion
y la respuesta de IPA y la linealidad del método en un método rapido de 8 min; el panel tres muestra la aplicaciéon
de una variante del método dirigido para muestras de orina que permitié la definicion de dos metabolitos de IPA y,
posteriormente, la capacidad de supervisar los niveles de IPA de la orina tanto en pruebas con ratones como en
sujetos humanos.

La fig. 27 muestra la linealidad del método dirigido con cromatogramas de método de gradiente largo donde I13PA
se determiné mediante integraciéon culombimétrica de las respuestas sensoras dominantes, principales y siguientes
de sensores culombimétricos. Esto permitié el ensayo cuantitativo de I3PA en estudios histéricos archivados, que
se habia realizado antes de la identificacion estructural de I3PA y en archivos histéricos de conjuntos de muestras.

La fig. 28 muestra la separacion de PLS-DA de esposo y esposa usando 8 y 6 muestras fecales tomadas durante
un periodo de 1015 dias, procesadas para determinar los perfiles de LC-EC como se muestra en la figura 25 y
analizadas como proporciones de todos los picos resueltos. El valor atipico rodeado es una muestra extraida
después de cinco dias de terapia con antibiéticos tras cirugia dental. Esto indica de nuevo el caracter especifico
del individuo del microbioma intestinal reflejado en la huella del microbioma intestinal en las heces y proporciona
un medio para supervisar la composicion y los cambios en el microbioma intestinal.

La fig. 29 muestra un ejemplo de un diagrama de cajas ABNOVA de los niveles de I3PA en plasma en serie de
sujetos de los que se han tomado muestras durante periodos de tiempo de 3 meses a 6 afios, que demuestra que
los niveles de I3PA son una caracteristica especifica del individuo y respalda de nuevo que los niveles de I3PA
estan en gran medida determinados genéticamente y, en consecuencia, los niveles bajos como se ve en las
enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares son un factor de riesgo para estas enfermedades.

La fig. 30 muestra un sumario de los resultados de un estudio de carga del derivado de I3PA indol propionamida
(IPAM). Este estudio condujo a la comprensién de que la correlacién entre el plasma cerebral y la orina permite el
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seguimiento de los animales en un ensayo de prueba de terapia que se puede realizar sin sacrificar a los animales
y que se pueden realizar mediciones basadas en la poblacion con micromuestras de orina o plasma. Como con
otros estudios, también muestra niveles menores de IPA en los ratones modificados genéticamente frente a
companeros de camada de tipo silvestre. Los datos también indican que TPAM se convierte rapidamente en I3PA
en plasma y menos rapidamente en el intestino, lo que sugiere que I3PA administrado al intestino a través de un
vehiculo adecuado es una mejor modalidad para terapia de complementacion que IPAM.

Estudios iniciales:

Para identificar posibles candidatos de interés, se analizaron en primer lugar perfiles de 200 muestras de plasma de
sujetos con EH en un ensayo farmacoldgico de creatina y 35 sujetos de control usando una matriz de LC-EC siguiendo
las ensefianzas de la patente de los Estados Unidos 6.210.970. Para los fines iniciales sefialados del estudio, se
exportaron los datos para compuestos en rutas de tirosina, triptéfano y purina que se hipotetizd que se verian
afectadas. Los inventores también han exportado los datos en forma digital capturando toda la informacién en los
perfiles. El anadlisis de estos datos entre sujetos con EH y controles reveld una region 50 % mas baja en los sujetos
con EH de alta significacion P = 10-8 en los canales 11y 12 y 78,2 min. A partir de las caracteristicas electroquimicas,
los inventores sospecharon que esta region podria reflejar compuestos que contienen un resto de indol.

Después procesaron en muestras agrupadas grupos con adiciones y mezclas convencionales de 20 indoles variando
la cromatografia para determinar la movilidad del patréon de mezcla de indol con el pico cualitativamente no identificado.
En 5 condiciones de gradiente diferentes y con diferentes emparejamiento idnico/emparejamiento no iénico y fases
moviles de pH, el compuesto desconocido coincidié con el tiempo de retencion y la significacion electroquimica del
acido indol propidnico. A continuacion, los inventores procesaron mas de 800 muestras de plasma de sujetos con EH
y de control y modelos de raton con EH R6/2 y CAG140 y confirmaron que el acido indol-3-propionico (I3PA)
identificado cromatograficamente fue significativamente menor 42 % p=10-6 tanto en seres humanos con EH como en
ratéon con EH. A partir de estos estudios, y debido a la congruencia del modelo de ratén y la respuesta humana, los
inventores creyeron que I3PA seria un biomarcador fuerte del estado de EH y un biomarcador util para la traduccion
de ensayos farmacolégicos en ratones a seres humanos.

Después iniciaron estudios fuente de heces de ratones con EH y ratones de tipo silvestre que mostraron niveles
menores de I3PA en los ratones con EH lo que confirma la fuente de la microflora intestinal, supuestamente Clostridium
sporogenes. Los inventores analizaron pienso para ratones y alimentos humanos habituales y confirmaron que los
niveles de I3PA eran demasiado bajos para dar cuenta de las concentraciones en plasma o cerebro.

Los inventores analizaron muestras de cerebro de modelos de ratéon y cerebro humano cadavérico con EH para
confirmar que el I3PA cruzo la barrera hematoencefalica y fue menor tanto en el cerebro de ratén con EH como en el
cerebro humano con EH.

También crearon muestras agrupadas y con adiciones y realizaron procedimientos de aislamiento y concentracion y
modificaciones cromatograficas para permitir la confirmacién estructural del pico de I3PA usando LC-EC/IC-MS
paralelas.

Gracias al desarrollo de métodos dirigidos y la comparacién de métodos dirigidos con los valores del método de
encuesta extraidos y analizados por integracion culombimétrica (figura 27), los inventores también han realizado
estudios de los niveles de IPA en diversas enfermedades adicionales y con diversas intervenciones farmacologicas
expuestas a continuacion, y registraron los resultados como se muestra a continuacion.

Para hacer esto, volvieron a los estudios archivados y muestras de otras condiciones en estudios con la misma
metodologia que datan de 1992. Estos se emprendieron inicialmente para desarrollar diferentes marcadores e
hipotesis. En estos estudios anteriores, lo que los inventores han confirmado ahora como I3PA se habia identificado
solo como un pico significativo para el que ahora se pueden obtener valores cuantitativos. Los inventores también
evaluaron estudios en curso para determinar la especificidad de I3PA como marcador de EH, el efecto de los farmacos
usados habitualmente para tratar sintomas de EH y los niveles de IPA en otras enfermedades. El sumario a
continuacién es de 17 estudios diferentes en los que los inventores usaron estadisticas de prueba de t de 2 colas
convencionales para determinar la significacién de los niveles de I3PA entre categorias y ABNOVA para determinar
en qué medida los niveles de I3PA son una caracteristica especifica del individuo.

Enfermedad de Alzheimer

Estudio 1. En LCR (de la reevaluacion de cromatogramas archivados de patentes de los Estados Unidos 6210970)
Control N=66 IPA medio 3,87 ng/ml

EA N=60 IPA medio 2,17 ng/ml

P=0,0014

Del trabajo actual

Estudio 2. En LCR
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Controles N=38 IPA medio 4,05 ng/ml
DCL N=39 IPA medio 3,41

EA N = 40 IPA medio 2,95 ng/ml

P EA frente a Control = 0,013

P DCL frente a control = 0,052

Estudio 3. En plasma

Controles n=30 media 189,3 ng/ml
EA N=30 media 154,3

P=0,046

Esclerosis lateral amiotréfica ELA

Estudio 4. En plasma (del nuevo ensayo de subalicuotas archivadas de (7))
Controles N=30 media 192,3 ng/ml

ELA y enfermedad de las neuronas motoras inferiores N=30 media 167,8 ng/ml
P=0,032

Estudio 5. En LCR (del nuevo ensayo de subalicuotas archivadas de (7))
Control N=21 media 3,25 ng/ml

ELA N=19 media 2,24 ng/ml

P=0,054

Estudio 6. En plasma (de la reevaluaciéon de cromatogramas archivados de (2)) Control N=27 media 201,2
ELA N=23 media 172,0

P=0,029

Del trabajo actual

Estudio 7. En LCR

Control N=30 media 4,13 ng/ml
ELA N=30 media 2,89 ng/ml
P=0,018

Estudio 8. En plasma
Control N=56 media 201,4
ELA N=48 media 172,7
P=0,0072

Enfermedad de Parkinson

Estudio 9. En LCR (de la reevaluacion de cromatogramas archivados del estudio de deprinilo DATATOP (1)) Controles
N=47 media 4,25 ng/mi

EP al inicio N=59 media 3,01 ng/ml

P=0,035

Sujetos al inicio frente a tratados con deprinilo p=0,45

ABNOVA para muestras en serie p=6,3"10exp-7

Estudio 10. En plasma (de la reevaluacién de cromatogramas archivados de (3,4)) Controles N=20 Media 186,9
EP sin medicacion Media 172,2
P=0,051

Estudio 11 En controles de plasma
N=30 Media 196,01

EP sin medicacion Media 167,90
P=0,032

Enfermedad cardiovascular (ejemplo comparativo)

Del trabajo actual
Sujetos con cardiopatia isquémica antes y después de someterse a pruebas de esfuerzo mental

Estudio 12. En plasma

N=20

Media basal 175,3

1 hora después de la prueba de esfuerzo mental media 161,3 ng/ml
Medida inicial frente a todos los controles todos los estudios P=0,0016
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Medida inicial grupal frente a después de esfuerzo P=0,045
El grupo con cambio se normaliza a la medida inicial P=0,0014

Ictus:

Estudio de 40 sujetos con ictus hemorragico y/o isquémico. Muestras de LCR, plasma yugular ipsilateral y contralateral.
(De la reevaluacién de cromatogramas archivados de muestras del Centro de Ictus de la Primera Universidad Médica
Rusa)
N=40

Estudio 13. En plasma
Ictus hemorragico N=18 media 102,1 ng/ml ipsilateral 112,09 ng/ml contra ictus isquémico lateral n=22 media
88,7 ng/ml ipsilateral 83,1 ng/ml contralateral valor de p de todo el plasma frente a otros controles p=10exp-6

Estudio 12. LCR

Ictus hemorragico N=18 media 1,02 ng/ml

ictus isquémico n=22 media 0,91 ng/ml

valor de p de todo el LCR frente a otros controles p=10exp-8

Los antidepresivos y antihipertensivos tienen poco efecto sobre el IPA (ejemplo comparativo)
Efectos farmacoldgicos

Estudio: Estudio de depresion de sertralina (de la reevaluacion de cromatogramas en (5)) Estudio 15. En plasma
n=57 medida inicial 1 y 4 semanas

Medida inicial media 192,4 ng/ml

4 semanas media 186,3 ng/ml

Valor de p grupal antes y después p=0,41

Valor de P normalizado con respecto a la medida inicial p=0,1
Prueba de ABNOVA de auto-similitud 3 muestras en serie p=2,6*10
EXP-11

Estudio de depresién de escitalopram/citalopram

Del trabajo actual

Estudio 16. En plasma

N=150 medida inicial 4 y 8 semanas

Medida inicial media 205,15

8 semanas media 210,09

Medida inicial del valor de p grupal frente a 8 semanas p=0,87
Valor de p normalizado con respecto a la medida inicial p=0,67
Prueba de ABNOVA de auto-similitud 3 muestras en serie p=9,1*10
EXP-14

Estudio de hipertension arterial de atenolol

Del trabajo actual

Estudio 17. En plasma

N=40 medida inicial y 8 semanas

Medida inicial media 169,7

8 semanas media 160,5

Medida inicial del valor de p grupal frente a 8 semanas p=0,81

Valor de p normalizado con respecto a la medida inicial p=0,71

Media grupal de sujetos hipertensos frente a todos los controles del estudio p=0,0007

Ademas los inventores confirmaron que I3PA es un marcador de enfermedad progresiva en EH.

Reduccion de EH presintomatica frente a los controles y reduccion adicional después de la fenoconversién y desarrollo
de sintomas. Los inventores han confirmado que IPA se reduce de manera estadisticamente significativa en otras
enfermedades neurodegenerativas, aunque no en la medida de la EH, y que no se ve afectado por los ISRS y los
medicamentos antihipertensivos usados en EH y otros trastornos neurodegenerativos para controlar los sintomas
simultaneos. También se reduce en cardiopatia isquémica, ictus e hipertensién, aunque resulta interesante que no se
ve afectado por el tratamiento habitual para la hipertensién con atenolol.

Basandose en estos estudios, los inventores han observado:
(1) I3PA menor es un biomarcador de estado progresivo en EH que es caracteristico de EH. Los niveles de IPA no

se ven afectados por la depresién o por farmacos usados habitualmente para tratar la depresion o la hipertension,
efectos secundarios, sintomas de la enfermedad o comorbilidades;

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2769 453 T3

(2) I3PA también es menor en otras enfermedades neurodegenerativas, pero no en la misma medida que en EH y
menor en cardiopatia isquémica e hipertension e ictus;

(3) I3PA también es un biomarcador de estado progresivo en modelos de raton con EH;

(4) I3PA cruza la barrera hematoencefalica y puede desempefiar un papel como antioxidante y en la supresién de
la agregacion de proteinas; y

(5) la fuente de I3PA es la microflora intestinal con aporte dietético directo minimo.
Estos hallazgos sugieren el uso de I3PA como biomarcador de estado y progresiéon en EH:

(A) como biomarcador de intervencion terapéutica en ensayos farmacolégicos; y

(B) como biomarcador para evaluar/aumentar la probabilidad de que un farmaco que funciona en ratones
funcione en personas.

(6) IPA es un compuesto cuyos niveles son una caracteristica especifica del individuo mostrada en la figura 29 que
respalda adicionalmente la determinaciéon genética de los niveles de IPA y la indicacién de que dichos niveles
constituyen un riesgo genético modificable de desarrollo de determinados trastornos neuroldgicos y
cardiovasculares.

Esto sugiere que el genoma del individuo afecta/determina el genoma agregado del microbioma intestinal de los
individuos. Esto significa que para muchas enfermedades con un componente genético (hipertension, autismo, ELA
con gen mutante de SOD, EH, EP ligada a la genética, AD ligada a la genética) se deberia tratar el intestino y
supervisar la microflora intestinal agregada, ya sea a través de perfiles metabdlicos en plasma u orina, a través de
medidas en heces o mediante nuevas tecnologias que usan enfoques de EM para la identificacion bacteriana. EI I3PA
es un descubrimiento inicial que usa estos conceptos y enfoques que pueden actuar como agente terapéutico y como
agente para reducir el riesgo de enfermedad en individuos con niveles bajos de I3PA provocados genéticamente por
la baja produccion del agregado del microbioma intestinal comensal.

Después de los estudios iniciales de los inventores, estos acometieron estudios detallados de la siguiente manera: El
acoplamiento de tecnologias de separacion y analiticas tales como matriz de LC-EC y tecnologias de MS juntas en un
sistema paralelo de matriz de LC-EC-MS, proporciona una herramienta potente para identificar metabolitos en EH. En
las investigaciones de los inventores descritas en este capitulo, se usaron tanto la matriz de LC-EC fuera de linea
como la MS fuera de linea, asi como la matriz de LC-EC-MS en paralelo, para llevar a cabo una investigacion preliminar
de muestras de plasma de EH frente a control para evaluar las diferencias en las firmas metabdlicas entre estos dos
grupos.

Se evaluaron 391 muestras de plasma de 150 sujetos inscritos en un "Estudio de biomarcadores de EH" en curso y
40 sujetos de control sanos. El nimero de muestras recogidas de un paciente cualquiera varié segin el momento en
que se inscribieron en el estudio. Por tanto, este nimero varié de una muestra a seis, segun el paciente. Las muestras
usadas para el analisis se seleccionaron en funcién de la puntuacion de CFT (capacidad funcional total) asociada con
el paciente en el momento de la recogida de la muestra. La puntuacion de CFT es una escala empleada por los
médicos para designar en qué medida la enfermedad afecta al individuo. La escala varia de 1-13, siendo 1 el mas
gravemente afectado y siendo 13 el menos gravemente afectado.

Para crear una base de datos inicial de compuestos que difieren entre EH y los controles, todas las muestras se
analizaron usando LC en gradiente optimizado para la matriz de EC siguiendo las ensefianzas de la patente
estadounidense 6.210.970 mencionada anteriormente del inventor. Se realizaron analisis de LC-EC en gradiente
usando bombas ESA modelo 582 (ESA Biosciences Inc., Chelmsford, MA) y un detector CoulArray modelo 5600 de
ESA de 16 canales. Los canales 1-15 usaron electrodos culombimétricos en serie configurados en incrementos iguales
de 56 mV de 0-840 mV. El canal 16 se ajusté a 870 mV. Se usaron dos columnas de 4,6 mm x 250 mm de serie C 18
de 5um (ESA Biosciences Inc., Chelmsford, MA). El gradiente empleado fue lineal de 0 % de fase A (acido
pentanosulfénico de sodio 0,1 M con &cido acético al 5 %) a 100 % de fase B (80/10/10 MeOH/isopropanol/acetonitrilo
con acetato de litio 0,06 M; acido acético al 7 %). El gradiente lineal se empleé hasta 84 minutos, después se procesoé
100 % de B hasta 110 minutos. El caudal fue de 1 ml/min.

Se prepararon muestras de plasma mediante un método convencional de la siguiente manera. Se precipité plasma
(125 ml) con 500 ml de ACN/acido acético al 0,4 %, se agit6 en vortex durante 30 s y se centrifugd a 21.000 xg durante
25 min a 4 °C. El sobrenadante (500 ml) se evapor6 por centrifugacion y se reconstituyé a 100 ml en fase movil A; Se
inyectd una alicuota de 50 ml en el sistema. Durante la preparacion de la muestra, se crearon grupos a partir de
volumenes iguales de subalicuotas de todas las muestras. Los ensayos se procesaron en secuencia de la siguiente
manera: un conjunto de patrones de diagndstico combinados (que incluyen 80 compuestos conocidos), un grupo de
todas las muestras del estudio, 8 muestras individuales del estudio, los mismos patrones de diagndstico que los
anteriores y un grupo global. Esta secuencia se repitié hasta que se habian procesado todas las muestras. Las érdenes
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de ejecucion de todas las muestras individuales en el estudio fueron aleatorias. Estas secuencias minimizaron los
posibles artefactos analiticos durante el procesamiento de datos. Se usaron grupos para evaluar la precision de todo
el conjunto de datos. Ademas, los grupos se usaron como referencias para la normalizaciéon con respecto a tiempo
(estiramiento maximo).

Todos los cromatogramas en el estudio se corrigieron con respecto al fondo para eliminar la deriva de la linea de
referencia inherente a los perfiles de gradiente. Al controlar las condiciones analiticas, la ubicacion de cualquier pico
particular en un cromatograma de 110 minutos de 16 canales se mantuvo dentro de +/- 5-30 segundos durante todo
el estudio. Los archivos con correccidn con respecto al fondo se normalizaron después secuencialmente con respecto
al tiempo frente a un grupo unico en el medio de la secuencia de estudio. En primer lugar se us6 un protocolo de
estiramiento de dos etapas con una multitud de picos. En primer lugar, se uso software ESA CEAS 512 para alinear
15-20 picos principales en el cromatograma e interpolar las posiciones entre ellos. Después, se seleccionaron 20-25
picos mas pequefios adicionales presentes en la mayoria de las muestras del archivo derivado y estos se realinearon,
manteniendo los picos principales en la misma posicion. Los picos seleccionados se alinearon dentro de +/- 0,5
segundos y los picos no seleccionados dentro de +/- 1 a 5 segundos durante el ensayo completo de 110 minutos.

Los inventores exportaron los datos en forma de un mapa digital. El uso del resultado digital completo tuvo dos fines:
(1) capturar toda la informacién analitica para futuros analisis de datos; (2) evitar posibles artefactos introducidos por
algoritmos de busqueda de picos. El numero de variables en los mapas digitales dependio de la resolucion establecida
durante la exportaciéon de datos. En este trabajo, la resolucion se establecié en 1,5 s y el numero de puntos de datos
(variables, definidos como la sefial en un momento dado en un canal dado) obtenidos de una muestra, usando el
enfoque de matriz de LC-EC actual de los inventores, fue de 66.000. El nUmero de variables en un mapa digital no es
equivalente al numero de analitos, debido a que un analito individual esta representado por mas de una variable.
Dependiendo de la concentracién de un analito y de su separacion a través del cromatograma de matriz de EC, El
numero de variables que caracterizan un analito podria ser entre 10 y 100. En los archivos consolidados de un estudio,
todas las variables se alinearon en una hoja de calculo para analisis de datos representando cada columna una sola
muestra organizada por tiempo desde el canal 1 al 16. Cada fila de una hoja de calculo representa la respuesta de un
compuesto (variable) en un momento y canal especificos para todas las muestras. Este enfoque evita artefactos en la
reduccion de datos y protege contra el ajuste excesivo en el analisis de datos. Antes del analisis de datos, se eliminaron
las filas de los mapas digitales para las que todos los valores eran negativos o inferiores a 30 pA (el nivel de ruido de
un método analitico) para todas las muestras.

Los datos obtenidos de los mapas digitales se analizaron usando analisis discriminante de minimos cuadrados
parciales (PLS-DA). PLS-DA puede encontrar componentes individuales que clasifican o explican mejor la variacion
en un conjunto de datos. Dentro de un conjunto de datos dado, los modelos de PLS-DA se pueden probar
desarrollando el modelo en un subconjunto de los casos y usando las variables para probar la especificidad y
selectividad de los casos restantes. Por tanto, se usé software SI MCA-P para crear tres modelos de PLS-DA. Esos
modelos incluyeron: controles frente a muestras con EH con puntuacién de CFT 13; controles frente a muestras con
EH con puntuaciones de CFT 2-6; y EH con CFT 13 frente a EH con CFT 2-6. También se generaron listas de variables
de importancia (VIP). Estas son las variables (picos) que mejor definen la separacion entre los diversos grupos de
datos. Se generaron tablas de VIP en todos los PLS-DA. Cada tabla proporciona el canal de EC dominante y el tiempo
de elucién de la VIP particular.

Para verificar si las VIP sugeridas por el software PLS-DA eran reales, se realiz6 inspeccion visual en grupos de 16
muestras del canal 1 al 16 usando el software CEAS. Se compararon diversos grupos, incluyendo muestras de control
frente a diversos agrupamientos de muestras de EH por puntuacion de CFT. Se observaron VIP que parecian ser mas
uniformes y prominentes, como candidatos para identificacion.

Se realizaron analisis de LC-MS usando bombas ESA modelo 582 (ESA Biosciences Inc., Chelmsford, MA) y un
detector CoulArray modelo 5600 de ESA; canales 1-12, 0-840 mV en incrementos de 70 mV (ESA Biosciences Inc.,
Chelmsford, MA) acoplado en linea a un espectrometro de masas cuadripolo ortogonal de tiempo de vuelo (Qo-TOF)
QS-tar (Sciex/Applied Biosystems, Foster City, CA) equipado con una fuente de iones ESI. Los inventores usaron
secuencialmente modos de exploracion de iones tanto positivos como negativos (m/z 100-2000, tension de
pulverizacién de iones 4,5-5,5 kV). Las mezclas de metabolitos se separaron en una columna de 4,6 mm x 250 mm
(5-mTm Shiseido C 18) a un caudal de 0,8 mil/min. El eluyente de HPLC se dividi6é en una proporcion de 9:1 dirigiéndose
el 90 % a la matriz de EC y administrandose el 10 % a la MS.

Las muestras de plasma con EH y de control no fraccionadas se diluyeron entre 1:10 veces en la fase movil A. La
diluciéon se basoé en las cantidades relativas de los compuestos de interés y el requisito de 1) realizar multiples
ejecuciones diferentes con diferentes parametros de LC y MS 2) para conservar material para estudios posteriores de
MS. Las muestras se ensayaron usando un método de gradiente. El gradiente empleado fue lineal desde 0 % de fase
A (acetato de amonio 0,2 M, MeOH al 5 %) hasta 80 % de fase B (acetato de amonio 0,2 M, MeOH al 80 %). El
gradiente lineal se empled hasta 100 min, después se proces6 100 % de B hasta 110 min. El caudal fue de 0,8 ml/min.

Se us6 un método MS de adquisicion dependiente de informacion (IDA) para supervisar las sefiales de iones mas
intensas en el intervalo m/z 100-1000 y para fragmentar cada uno de estos componentes con la energia de colision
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establecida en 50 eV y el cuadripolo configurado en baja resolucion. Usando este método, se supervisaron los tiempos
de retencion de compuestos de interés se controlaron a medida que pasaban por el espectrometro de masas. Ademas,
los inventores compararon estos tiempos de retencion con los de los picos detectados por el analisis simultaneo de
matriz de EC y para obtener valores iniciales para masas parentales de los compuestos y para obtener la
fragmentacion de MS/MS relevante.

El método paralelo de matriz de LC-EC-MS realizado en el espectrometro de masas Qo-TOF ayudo a los inventores
a determinar las masas de los metabolitos de interés, que se habian seleccionado para la identificacion de MS usando
el método de matriz de LC-EC fuera de linea. El fin de obtener estos datos preliminares de MS fue permitir a los
inventores centrarse en estas masas particulares al obtener masas exactas usando un espectrémetro de masas de
mayor resolucion.

Se realizaron analisis cualitativos iniciales mediante observacién visual de los cromatogramas obtenidos del sistema
paralelo de matriz de LC-EC-MS. Los cromatogramas se superpusieron usando el software CoulArray y se compararon
en los 12 canales. En primer lugar, los cromatogramas se compararon agrupando muestras de puntuaciones de CFT
similares y después mediante comparacion cruzada en una serie de puntuaciones de CFT frente a muestras de control.
Diez picos se consideraron "de interés" en funcién de los siguientes criterios: a) los picos estaban presentes solo en
muestras de EH; b) los picos estaban presentes solo en muestras de control; ¢) los picos cambiaron en intensidad a
medida que las puntuaciones de CFT cambiaron a lo largo del transcurso de la progresion de la enfermedad; d) los
picos tenian una intensidad lo suficientemente alta como para sugerir que los componentes serian identificables por
EM. Después de seleccionar los picos de posible interés, se usaron datos de IDA para determinar las masas de estos
picos.

Se guardd una pequefia alicuota de cada una de las muestras usadas para analisis preliminar en el sistema paralelo
de matriz de LC-EC-MS para MS de alta resolucion y MS/MS mediante infusién usando un instrumento Solarix Qh-
FT-ICR/12-T (Bruker Corp., Bremen, Alemania).

Debido a que los inventores han observado las diferencias mas prominentes entre el control y la EH en las muestras
con las puntuaciones de CFT mas bajas, decidieron centrarse en determinar las estructuras de los picos en este grupo
de muestras adaptando protocolos que habiamos comunicado anteriormente. Obtuvieron tres muestras de control y 7
muestras de EH cuyas puntuaciones de CFT variaron de 2 a 6. Estas muestras se prepararon mediante extraccion en
acetonitrilo acidificado. Una vez que los plasmas con EH y de control se agruparon, se secaron y se concentraron,
cada uno de los grupos se reconstituyé en 200 ml de agua desionizada. Las dos muestras de plasma agrupadas se
fraccionaron después usando extraccion en fase sélida (500 mg de Diazem C-18 SPE, Diazem Corp. Midland, MI).
Las columnas se equilibraron con 2 ml de agua desionizada, 2 ml de acetonitrilo y 2 ml de acido acético al 1 % en
agua desionizada. Cada sobrenadante reconstituido concentrado de las dos preparaciones de plasma (200 ml) se
cargo en una columna de SPE recién equilibrada. Para cada columna, se realiz6é una uUnica recogida de 300 ml para
recuperar la fraccién vacia y después se recogié 1 ml de cada uno de los siguientes eluyentes: ACN al 10 %, al 20 %,
al 30 %, al 40 % y al 100 %. Las fracciones se evaporaron por centrifugacion y se reconstituyeron en 20 ml de
metanol/agua 50/50 con acido férmico al 0,5 %.

El analisis de los datos de IDA del sistema paralelo de matriz de LC-EC-MS proporcioné una lista de las masas de 10
biomarcadores candidatos. Estos datos preliminares de MS permitieron a los inventores centrarse en estas masas
particulares obteniendo al mismo tiempo masas exactas usando el espectrémetro de masas SolariX de alta resolucion.

Se obtuvieron datos de alta resolucion de MS y MS/MS usando un espectrometro de masas hibrido Qh/FT-ICR 12-T
(SolariX, Bruker Daltonics) equipado con una fuente de nanopulverizacidon que funcionaba en modo positivo. Se
realizaron experimentos de espectrometria de masas en tandem usando el modo de activacion CID. Se diluyeron
muestras de las fracciones de ACN del 20 %, 30 % y 40 % 1:10 en metanol/agua 50/50 y se analizaron. Se realiz6
fragmentacion de CID en el hexapolo. Se realizé deteccidon de iones en el SolariX a una resolucion de 100.000. La
precision de la asignacion de masas fue mejor de 5 ppm.

Se obtuvieron datos de alta resolucion de MS y MS/MS mediante infusién usando un LTQOrbitrap "Discovery"”
(Thermo-Fisher, San José, CA) equipado con un robot NanoMateTriVersa (Advion, Ithaca, NY). Se analizaron
muestras diluidas de las fracciones de ACN de 30 % y 100 % usando nanoelectropulverizacion en el modo de iones
positivos. Debido a la escasez de muestra, no se realizaron experimentos de fragmentacién. Sin embargo, fue posible
obtener valores de masas exactos para algunos compuestos de interés. La deteccion de iones moleculares intactos
en el Orbitrap se obtuvo a una resolucion de 30.000. La precision fue mejor de 5 ppm.

Resultados
Se identificaron biomarcadores potenciales de EH. Fueron especificamente de interés los compuestos que a) estaban
presentes solo en muestras de EH; b) estaban presentes solo en muestras de control; ¢) habian cambiado en

intensidad a medida que las puntuaciones de CFT disminuyeron a lo largo del transcurso de la progresion de la
enfermedad; y d) estaban presentes en cantidad suficiente como para ser identificables usando MS.
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Todas las muestras en el estudio se analizaron segun los protocolos examinados anteriormente. Las 391 muestras de
plasma de 150 sujetos inscritos en el "Estudio de biomarcadores" y 40 plasmas de sujetos de control sanos se
prepararon mediante extraccion con ACN acidificado. Las muestras se agitaron mediante vortex, se centrifugaron y se
retird el sobrenadante del sedimento de proteina precipitada. El sedimento de proteinas se congel6é a -80 °C y el
sobrenadante se evapord por centrifugacién hasta su sequedad y se reconstituyé en tampones adecuados para
experimentacion de matrices de LC-EC fuera de linea. La fig. 1 muestra una comparacién en paralelo de dos
cromatogramas de matriz de LC-EC fuera de linea que muestran una muestra de plasma de un solo paciente de
control después de la precipitacion de ACN (A) y una sola muestra de plasma de un paciente diagnosticado con EH,
un solo paciente después de la precipitacién de ACN (B) sin terapia farmacoldgica. Los picos que son unicos o
significativamente diferentes en tamafio estan marcados con flechas rojas. La figura se gener6 directamente a partir
de los datos, usando el software CoulArray. Las diferencias distintivas entre los dos estan marcadas con flechas.

La fig. 2 muestra una comparacion en paralelo de los mismos dos cromatogramas de matriz de LC-EC fuera de linea
que la fig. 1, sin embargo, se amplia en la regiéon de 21-32 min de modo que las diferencias entre los dos
cromatogramas puedan verse mas claramente. Los picos que son Unicos o significativamente diferentes en tamafio
estan marcados con flechas rojas. La figura se generé directamente a partir de los datos, usando software CoulArray.
Después los inventores intentaron determinar las estructuras de los compuestos, que diferian entre las muestras de
plasma con enfermedad y de control.

Todos los datos obtenidos usando la matriz de LC-EC fuera de linea se exportaron como un "mapa digital" para su
andlisis. En la fig. 3 se muestra un ejemplo de un mapa digital que muestra las variables 45.151 - 45.171. Los mapas
digitales se importaron a Microsoft Excel y se analizaron usando programas estadisticos como se analiza a
continuacion.

Usando software SIMCA-P, los inventores crearon figuras de analisis determinante de minimos cuadrados parciales
(PLS-DA) que muestran la separacion de diversos grupos. La fig. 4 es un PLS-DA que muestra la separacion y el
agrupamiento de la EH presintomatica, EH en riesgo, muestras de EH con puntuacion de CFT 13 y controles sin EH.
Hay una separacion visible entre los diversos grupos lo que indica que variables especificas pueden estar implicadas
en la separacion categorica. La fig. 5 es un PLS-DA que compara muestras de control (rojo) con pacientes con EH
con una puntuaciéon de CFT 13 (negro). En el lado izquierdo de la figura estan los picos (o determinantes) que son
mas importantes para separar los dos grupos. Se enumeran 5 "VIP" en la fig. 5. Después de la inspeccion visual de
los resultados de aproximadamente 60 muestras, el VIP mas uniforme (el que se observé en al menos 80 % de las
muestras examinadas) es el que aparecié en el canal 9 y eluyé a los 88,75 min.

La fig. 6 es un PLS-DA que compara muestras de control (rojo) y todos los pacientes con EH con puntuaciones de
CFT 2-6 (negro). Una vez mas, es visible buena separacion. También se muestra en esta figura una lista de VIP. Esos
VIP resaltados también parecen estar presentes en al menos 80 % de las muestras examinadas, lo que minimiza el
riesgo de que sean picos o artefactos relacionados con metabolitos del farmaco.

La fig. 7 es un PLS-DA que compara muestras de pacientes con EH con puntuacién de CFT 13 y muestras de EH
(rojo) con puntuaciones de CFT 2-6 (negro). De nuevo, se proporciona la lista VIP y los compuestos resaltados parecen
estar presentes en al menos 80 % de las muestras, lo que, una vez mas, minimiza el riesgo de que sean picos o
artefactos relacionados con metabolitos del farmaco. Una vez que se obtuvo la lista de compuestos biomarcadores
candidatos, fue necesario traducir al sistema paralelo de matriz de LC-EC-MS.

Como antes, se us6 un sistema paralelo de separacion y deteccién de matriz de LC-EC-MS (rojo) para analizar todas
las muestras (negro). Para adquisicion de datos, se us6 un sistema similar que consistia en una bomba de HPLC
binaria conectada a una columna C-18 de diametro normal seguida de un divisor de flujo pasivo 9:1 que dividia el
eluyente entre la matriz de EC y los detectores de MS.

El caudal de MS se mantuvo a 80 ml/min para minimizar los posibles efectos de supresion de iones tanto de las
muestras biolégicas como de los tampones de la matriz de EC con alto contenido de sal y facilitar la transferencia
eficiente de iones. Ademas, la division del flujo fue importante para conservar el acuerdo de los tiempos de retencién
entre la matriz de EC y los cromatogramas de MS para permitir una comparacion segura entre los resultados de los
dos instrumentos y la identificacion de biomarcadores potenciales de EH. Los tiempos de retardo se ajustaron de
manera que se presentaria un compuesto al detector de EC y al detector de MS simultaneamente en un periodo de 1-
2 segundos. Los componentes de interés observados por los dos detectores podrian caracterizarse posteriormente de
manera adicional mediante la combinacion de mediciones de MS de alta resolucién y espectrometria de masas en
tandem CID (MS/MS).

En la fig. 8 se muestra una comparacién de cromatogramas de matriz de LC-EC obtenidos del método de gradiente
de 100 min usando el sistema paralelo. El trazo superior (A) es el cromatograma de una muestra de control y el trazo
inferior (B) es el cromatograma de una muestra de EH. Las flechas apuntan a algunas de las diferencias mas
frecuentes entre las dos muestras.

Ya que los cambios mas drasticos aparecieron entre las muestras de control y las muestras de EH con las menores
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puntuaciones de CFT, los inventores decidieron centrarse en estas durante el analisis paralelo de matriz LCEC-MS.
Usando el software CoulArray, se superpusieron los desarrollos de muestras de control y EH para inspeccion visual.
En la fig. 9 se muestra un ejemplo de un pico de particular interés para el que fue posible la determinacién de m/z. En
el panel A se muestra el pico de la matriz de LCEC correspondiente a un VIP propuesto. En el panel B se encuentra
el pico correspondiente del método de IDA de la MS QStar. Se determiné que el pico mostrado en la fig. 9 tenia [M +
H]+ m/z 190,09 del método de IDA Qstar en modo positivo.

MS y MS/MS de alta resolucion posteriores del pico con [M + H]+ m/z 190,0858 usando el LTQ-Orbitrap produjeron el
patron de fragmentacion mostrado en la fig. 10A. Los fragmentos asociados con la pérdida de H20 y C2H302 se
indican en la figura con valores m/z de 172,0753 y 130,0646, respectivamente. A partir del patrén de fragmentacion,
se pudo asignar la estructura del compuesto como acido indol-3-propiénico (I3PA). Esta estructura se muestra en la
fig. 10B. La masa observada de I3PA fue 189,0780. La masa calculada para I3PA fue 189,0790. El error fue de 5 ppm.

En la tabla | se proporcionan tiempos de elucion y valores [M + H]+ m/z para cada pico de interés tomado del método
de IDA Qstar. Se cree que estas masas corresponden a biomarcadores potenciales.

Se pudieron ver picos en el intervalo de m/z 100-400 en el Orbitrap. La fig. 11 muestra la MS de la fracciéon de
acetonitrilo al 30 % del plasma de control. Algunos de los picos mas frecuentes estan rodeados con un circulo.

La fig. 12 muestra la MS de la fraccion de acetonitrilo al 100 % de plasma de control (trazo superior) y EH (trazo
inferior). La cantidad de muestra fue suficiente para obtener datos de MS tanto para control como para EH a partir de
la fraccion de acetonitrilo al 100 %. Se rodean con un circulo diferencias notables entre los dos.

Los inventores pudieron identificar un VIP como acido indol-3-propidnico (I3PA). La reinyeccion posterior del patron
de I3PA a una concentracion de 10-5 g/ml usando el método de matriz de LC-EC fuera de linea, confirmé que la
estructura del VIP era I3PA (como se muestra en la fig. 13). La fig. 13 valida que IPA es un diferenciador entre EH y
controles. Se muestran los niveles relativos de I3PA en plasmas de EH humana, control, modelo de EH de ratén y de
tipo silvestre.

De manera analoga, en la fig. 14, se han representado graficamente los niveles de I3PA en heces de raton R6/2 y
CAG 140 N=9 (todos P < 102). Los resultados muestran que las heces de raton con EH tienen significativamente
menos I3PA que las heces de sus compaferos de camada de tipo silvestre. Se realizaron estudios adicionales sobre
I3PA exclusivamente y se describiran a continuacion.

Confirmacién de I3PA

El acido indol-3-propidnico (I3PA) tiene un peso molecular de 189,2. Tiene una estructura de anillo aromatico
heterociclico con alta estabilidad de resonancia. Es producido por dos tipos de bacterias Clostridium sporogenes y
Clostridium cylindrosporum, ambas de las cuales se encuentran en el intestino delgado. Aunque se desconoce la
funcion completa de I3PA, el I3PA se ha descrito como un antioxidante potencial en estudios de la proteina 3-amiloide
de Alzheimer; en estos estudios, I3PA mostré fuertes niveles de neuroproteccion en dos ejemplos de tension oxidativa.
Estudios adicionales en ratones y hamsters han demostrado que I3PA protege las neuronas del dafio neuronal
inducido por isquemia al reducir el dafio al ADN y la peroxidacion lipidica. Dada esta informacion, fue de gran interés
para los inventores estudiar tanto I3PA como sus intermedios reactivos. Ya que los informes publicados han mostrado
una correlacion entre el dafio oxidativo y la EH, fue de interés determinar si los niveles de I3PA eran uniformemente
menores en pacientes con EH. Los inventores también estaban interesados en explorar por qué los niveles de I3PA
eran menores en muestras de pacientes con EH.

Se obtuvieron plasmas del modelo de ratén CAG 140 (19 dias después del nacimiento) usando el siguiente método:
Se recogieron muestras de sangre del modelo de ratén CAG 140 mediante puncién cardiaca. Las muestras de sangre
se colocaron directamente en un tubo EppendorFM. Antes de que la sangre comenzara a coagular, se retiraron 50 mi
del tubo a un tubo etiquetado por separado. Ambas muestras se mantuvieron en posicion vertical en hielo seco hasta
que se completaron todas las recogidas. Todos los tubos se centrifugaron a 8000 x g durante 20 min para separar los
gldbulos rojos. Se pipeted plasma desde la parte superior de las muestras y se almacend6 a -80 °C. Después se analizé
todo el plasma de ratéon usando el método de matriz de LC-EC fuera de linea como antes.

Tras finalizar el analisis de plasma, todos los cromatogramas obtenidos de los experimentos anteriores se exportaron
como mapas digitales como se ha descrito anteriormente. Los valores de I3PA se promediaron en los grupos de EH y
control y se usaron pruebas de t de dos colas para comparar los niveles de I3PA observados en los cromatogramas
de plasmas de pacientes con EH en relaciéon con cada conjunto de controles. De manera analoga, en el caso de los
plasmas obtenidos del modelo de ratén CAG 140 (a los 19 dias después del nacimiento), los niveles de 13PA en los
ratones enfermos se compararon con los niveles de I3PA en los compafieros de camada de tipo silvestre después de
promediar todos los valores en cada grupo. Los resultados se muestran en la fig. 13. Los tres pares de barras
corresponden a los tres agrupamientos. El primer par son los valores promedio de I3PA (ng/ml) en pacientes con EH
y de control en el estudio de CREST (aumento de dosis de creatina) (A). El segundo par son los valores promedio de
I3PA (ng/ml) en pacientes con EH y de control en el "Estudio de biomarcadores" (B). El tercer par son los valores
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promedio de I3PA (ng/ml) en CAG 140 EH y TS recogidos 19 dias después del nacimiento (C). En esta figura también
se muestran todos los valores de p que describen el nivel de significacion de I3PA entre los grupos de enfermedad y
normales. Las diferencias en los niveles de I3PA son muy significativas. En el estudio de CREST, el valor de p es <10~
0 En el estudio de biomarcadores, el valor de p es <10®. En el estudio del modelo de raton, el valor de p es <10,

Estos resultados muestran que los niveles de I3PA son menores en modelos tanto de plasma de EH humano como
de plasma de EH de ratéon en comparacion con sus homélogos sin enfermedad.

Los inventores observaron que las diferencias en los niveles de I3PA son estadisticamente significativas entre el
plasma enfermo y de control en modelos tanto humanos como de ratén. Aunque sin desear quedar ligado a teoria
alguna, los inventores proponen varias hipétesis, lo que podria explicar los niveles menores de I3PA en las muestras
de enfermedades.

Si los pacientes humanos/ratones con EH tienen niveles en plasma menores de I3PA, sugiere la posibilidad de que
las bacterias intestinales de estos sujetos no produzcan tanto I3PA como en sujetos sin enfermedad. Por tanto, fue de
interés determinar si este era el caso.

Protocolo de preparacion y extraccion para heces de ratén:

Se recogieron heces directamente de ratones y se colocaron inmediatamente en hielo seco después de la recogida.
Las heces se secaron por rotoevaporacion y se pesaron. Las heces secas se extrajeron usando acetonitrilo acidificado.
Se mezclaron 50 mg de heces con 1,2 ml de acetonitrilo. Las muestras se sonicaron durante 30 min y se centrifugaron
a 8000 x g. Se elimind un ml de sobrenadante y se evaporé hasta su sequedad.

Las muestras del procedimiento anterior se reconstituyeron en tampén como se ha analizado anteriormente. Se us6
el mismo método de matriz de LC-EC para analisis. Todos los datos se exportaron como mapas digitales como se ha
analizado anteriormente. Los valores para los niveles de I3PA se compararon y representaron graficamente.

Los resultados del andlisis de heces de ratéon se muestran en la fig. 14. En esta figura, hay cuatro pares de graficos
de barras. El primer par (A) muestra una comparacion de la cantidad de 13PA en heces de raton (ng/g de peso seco)
recogidas de ratones con EH CAG 140 de 19 dias de edad y sus comparieros de camada TS. El segundo par (B)
muestra una comparacion de la cantidad de I3PA en heces de ratén (ng/g de peso seco) recogidas de ratones con EH
CAG 140 de 120 dias de edad y sus compafieros de camada TS. El tercer par (C) muestra una comparacion de la
cantidad de I3PA en heces de raton (ng/g de peso seco) recogidas de ratones con EH R6/2 de 19 dias de edad y sus
comparnieros de camada TS. El cuarto par (D) muestra una comparacion de la cantidad de I3PA en heces de ratén
(ng/g de peso seco) recogidas de ratones con EH R6/2 de 90 dias de edad y sus compafieros de camada TS. Cada
grupo tenia N=9 muestras.

En los cuatro casos, los valores de p fueron <102. Por tanto, se observaron niveles menores de I3PA en las heces de
los ratones con EH. Los niveles reducidos podrian atribuirse a a) menor produccion de I3PA por bacterias; o b) menos
bacterias. Aunque sin desear quedar ligado a teoria alguna, se ha sugerido que el I3PA experimenta un mecanismo
de oxidacién que termina en la formacion de acido quindrico. Esta ruta se muestra en la fig. 15.

Los inventores también pudieron supervisar la desaparicion de I3PA en el transcurso de 2 h usando una reaccion de
Fenton con las siguientes condiciones: H202 100 mM, sulfato de hierro 10 mM, I3PA 100 mM. La mezcla de reaccion
se mantuvo a 4 °C en oscuridad. Cada 30 min, una pequefia alicuota de la mezcla de reaccion se diluy6 1:10 y se
inyectd en el sistema de matriz de LC-EC fuera de linea. Aunque el acido quinurico no es EC activo, los inventores
pudieron mostrar la desaparicion de I13PA.

Si I3PA esta sometido a oxidacion de radicales libres en pacientes con EH (que sigue la légica de que los pacientes
con EH son susceptibles a altos niveles de dafio oxidativo), esto sugeriria que el intermedio mostrado en la fig. 15 o
el acido quinudrico en si mismo podria convertirse en una especie reactiva, capaz de formar aductos con proteinas. En
consecuencia, los inventores estaban interesados en determinar si estaba presente acido quinurico en una forma libre
en el plasma. Por tanto, se obtuvieron cinco plasmas de pacientes con EH no tratados, seleccionados aleatoriamente,
y se extrajeron antes de que el sedimento de proteinas se guardara para su uso posterior. El sobrenadante del plasma
se analizé para determinar el &cido quinurico libre usando un fluorimetro LC-305 (lineal, Alltech Associates, Deerfield,
1L, Estados Unidos) configurado a longitudes de onda de excitacion y emision de 360 y 450 nm respectivamente. La
pérdida de fluorescencia de indol se supervisé a longitudes de onda de excitacion y emision de 285 y 345 nm. No se
detecto acido quinurico libre (no unido) en plasma (LOD a una concentracion del 2 % de 13PA). Esto sugirié que si se
hubiera formado acido quinurico, probablemente estaria unido a proteina.

Por tanto, se ve que los niveles de I3PA son menores a niveles estadisticamente muy significativos en muestras de
plasma tanto de EH humano como de modelo de ratéon de EH. Aunque sin desear quedar ligados a teoria alguna, los
inventores creen que los niveles menores de I3PA pueden resultar de una menor produccion de I3PA por las bacterias
en el intestino delgado. Pudieron mostrar que esto sucede en dos ejemplos diferentes de modelos de raton (R6/2 y
CAG 140) en dos puntos temporales de recogida diferentes (19 dias y 120 dias en CAG 140 y 19 dias y 90 dias en
R6/2). Sin embargo, no esta claro si la reduccion de la produccion de I3PA esta provocada por tasas de produccion
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menores de I3PA por bacterias o la presencia de menos bacterias. Otra posibilidad para los niveles reducidos de I3PA
en plasma podria proceder de la conversiéon de I3PA en otros productos mediante un mecanismo de oxidacion. El
dafo oxidativo se sugiere como una posible causa de trastornos neurodegenerativos tales como EH. Por tanto, es
posible que I3PA se convierta en otros productos como resultado de niveles elevados de oxidacion. Ya que un producto
primario de la oxidacion de I3PA es acido quinurico, los inventores buscaron la presencia de acido quinurico en el
plasma del paciente. Usando un fluorimetro configurado a longitudes de onda de excitacion y emision de 360 y 450 nm,
se busco acido quindrico. Sin embargo, no se detectdé ninguno.

No obstante, aunque no se encontré acido quinurico libre (no unido) en el plasma de varios pacientes con EH
seleccionados al azar, se cree que el acido quinurico u otro u otros intermedios reactivos de I3PA pueden unirse con
la proteina. Para determinar si esto era posible, se disefiaron reacciones de Fenton con I3PA y patrén de seroalbumina
humana (HSA) (in vitro). Se prepararon mezclas de reaccion de la siguiente manera: se combinaron H202 100 mM,
sulfato de hierro 10 mM e I3PA 100 mM con 1 ml de HSA (preparado a una concentracion de 10 mg/ml). La reaccién
se incubd a temperatura ambiente durante 1 h.

Se seleccionaron al azar dos muestras de plasma de control y dos de EH del "Estudio de biomarcadores". Los plasmas
se prepararon segun el mismo protocolo analizado anteriormente. Sin embargo, para experimentos de metaboldmica,
se retird por pipeta el sobrenadante y se congelé a -80 °C y los inventores se centraron en el analisis de los sedimentos
de proteina. Los sedimentos de EH y las muestras de control se lavaron con 500 ml de H20 dos veces para eliminar
el acetonitrilo acidificado. Se afadié agua (250 ml) a la mezcla de HSA-I3PA. También se afiadid a la mezcla
combinada una solucién de proteinasa K (5 ml que se habia filtrado previamente con un filtro de preparacién
Centracon™ 10K para eliminar contaminantes (a una concentracion inicial de 10 mg/ml). Las muestras se colocaron
después en un bafio de agua a 57 °C durante una noche.

Se afiadié una alicuota de la solucién PK (1 ml) a todas las muestras de proteinas que se habian sometido a la reaccién
de Fenton con I3PA. Las muestras se agitaron por vortex y se colocaron en un bafio de agua a 57 °C durante una
noche.

Todas las muestras, que habia estado en el bafio de agua a 57 °C, se retiraron y se volvieron a extraer con el mismo
protocolo analizado anteriormente. Se precipitaron 125 ml con 500 ml de ACN/&cido acético al 0,4 %, se agitaron en
vortex durante 30 s y se centrifugaron a 21.000 xg durante 25 min a 4 °C. El sobrenadante (500 ml) se evapor6 por
centrifugacion y se reconstituyd a 100 ml en fase movil A; se inyect6 una alicuota de 50 ml en el sistema de matriz de
LC-EC. Se realizaron andlisis de matriz de LC-EC usando bombas ESA modelo 582 (ESA Biosciences Inc.,
Chelmsford, MA) y un detector CoulArray modelo 5600 de ESA de 16 canales. Los canales 1-15 usaron electrodos
culombimétricos en serie configurados en incrementos iguales de 56 mV de 0 a 840 mV. El canal 16 se ajustdé a
870 mV. Se usaron dos columnas de 4,6 mm x 250 mm de serie C18 de 5 mm (ESA Biosciences Inc., Chelmsford,
MA). El gradiente empleado fue lineal de 0 % de fase A (acido pentanosulfénico de sodio 0,1 M con acido acético al
5 %) a 100 % de fase B (80/10/10 metanol/isopropanol/acetonitrilo con acetato de litio 0,06 M; &cido acético al 7 %).
El gradiente lineal se empled hasta 84 min, después se procesé 100 % de B hasta 110 min. El caudal fue de 1 ml/min.

Resultados:

Una comparacion de los datos obtenidos de las digestiones PK de productos de oxidacion de I3PA generados in vitro
unidos a HSA y las digestiones PK de sedimentos de proteinas de EH y control indicaron similitudes. La fig. 16 muestra
una ilustraciéon que representa diversas digestiones PK. La digestién PK de HSA generado in vitro que reaccioné con
I3PA en una reaccién de Fenton se muestra en (A). (B) muestra los productos de digestion PK de sedimentos de
proteina de EH. (C) muestra los productos de digestion PK de HSA sin reaccionar. Se observaron similitudes en (A) y
(B) y no se vieron en (C) lo que sugiere que un producto de oxidacion de I3PA puede haberse unido con la HSA.

Se muestran en la fig. 17 pruebas adicionales que sugieren una similitud entre las digestiones PK del [HSA + I3PA +
reaccion de Fenton] creado in vitro y digestiones PK de sedimentos de proteina de EH. Aqui se ven dos cromatogramas
de matriz de LC-EC en el intervalo de 34-41 min. El trazo azul en el panel superior representa el sedimento de proteina
de EH digerido con PK. El trazo verde en el panel superior representa un sedimento de proteina de control digerido
con PK. El trazo rojo en el panel inferior representa los productos de [HSA + I3PA + reaccion de Fenton] digeridos con
PK. El trazo negro en el panel inferior representa HSA digerida con PK. Se sugiere que los picos rodeados con un
circulo tienen la misma estructura en la EH, el control y el material generado in vitro. Los niveles del compuesto
rodeado con un circulo son significativamente mayores en las digestiones de sedimentos de proteinas de EH que en
los controles. Los inventores proponen que estos picos se correlacionan con un compuesto relacionado con I3PA unido
covalentemente con un aminoacido o fragmento peptidico que contiene tirosina o triptéfano, debido a que estos son
los unicos dos aminoacidos que son electroquimicamente activos a los potenciales aplicados.

La integracion culombiométrica del pico proporciona aproximadamente 2 pmol de los 250 ml de plasma, que se estima
que esté entre 600-1200 pg o 2,4-4,8 ng/ml. La posicion del pico en el cromatograma sugiere que esta unido con una
Unica tirosina o triptéfano, o con un dipéptido o tripéptido porque su elucion es temprana en el cromatograma en
relacion con péptidos mayores tales como las endorfinas. Este experimento sugiere que un mecanismo que explica
los hallazgos de I3PA significativamente menor en plasma con EH se debe a la reaccién de intermedios de radicales
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libres oxidativos de I3PA y la posterior unién de estos intermedios con la proteina plasmatica.

Los picos similares hallados a niveles mayores en los sedimentos de proteina digeridos en EH sugieren que tanto la
menor produccion como la oxidacion aumentada de I3PA podrian ser razones para que se observen niveles menores
en plasma de I3PA libre en EH.

Los inventores investigaron después si se podria generar un producto de oxidacién unido covalentemente de I3PA
con una proteina. Ademas, se determiné la estructura del producto de oxidacién de I3PAy el sitio de unién del producto
de oxidacion en una proteina. Se usaron dos modelos diferentes. Estos fueron ubiquitina y angiotensina I. Usando
técnicas de MS, se esperaba identificar la estructura del producto de oxidacion y el sitio de union.

Unidén de radicales libres del producto de oxidacion de I3PA con ubiquitina

Preparacion y método:

Se realiz6 una reaccién de Fenton usando las mismas concentraciones de peroxido de hidrogeno, sulfato de hierro e
I3PA que se han analizado anteriormente. Se afiadié a la mezcla un microlitro de una solucién de ubiquitina preparada
a una concentracion de 10 mg/ml. También, se preparé un tubo separado que contenia solo la reaccién de Fenton sin
ubiquitina y se marco como control negativo. La reaccién se mantuvo en oscuridad a 4 °C durante 16 h.

Se realizé andlisis de MS de alta resolucién de las mezclas de reaccion usando un espectrémetro de masas hibrido
Qh/FT-TCR 12-T (SolariX, Bruker Daltonics) que estaba equipado con una fuente de nanopulverizacién operada en
modo positivo. Las muestras se diluyeron 1:10 en metanol/agua 50/50, acido férmico 0,5 % y se analizaron en el
SolariX. Se obtuvo deteccion de iones en el SolariX a una resolucién de aproximadamente 110.000.

Resultados:

El analisis de los datos obtenidos en el SolariX indicé la probabilidad de una interaccién no covalente entre un producto
de oxidacion de I3PA y ubiquitina. Se proporciona una ilustracion en la fig. 18 que demuestra la unién de I3PA con
ubiquitina como resultado de la reaccion de Fenton.

En la fig. 19 se muestran cuatro espectros de masas de la region m/z 794-804. Hay varios picos visibles en el espectro
inferior. Se muestra un producto de oxidacion de I3PA unido a ubiquitina en (D). Se produce unién cuando se produce
una reaccion de Fenton en presencia de I3PA y ubiquitina. En todos los otros casos, no se detecta ningun material
ligado. El pico rodeado con un circulo correspondiente a [M + 11H]" + m/z 799,25584 se encuentra solo en la muestra
que contiene 13PA, la reaccion de Fenton completa y ubiquitina. Los cuatro espectros restantes corresponden a:
ubiquitina sola (A), ubiquitina e I3PA sin la reaccion de Fenton (B) y ubiquitina mas 13PA con reaccién de Fenton sin
sulfato de hierro (C) no muestran la presencia de este pico.

En funcién de una comparacion de los patrones isotopicos de los picos en la fig. 19 con las distribuciones isotdpicas
tedricas de los aductos tanto covalentes como no covalentes de acido quinurico para ubiquitina, se cree que los grupos
de picos rodeados con circulo corresponden a dos tipos de union diferentes: El primero, rodeado con un circulo con
una linea continua y etiquetado como Coy corresponde a [M + H]+ m/z 8779,7598. Este pico corresponde a acido
quindrico unido covalentemente. El segundo, rodeado con un circulo con la linea punteada y etiquetado como no Coy
corresponde a [M + H]+ m/z 8781,7492. Este pico corresponde a acido quinurico residual unido de manera coordinada.
La fig. 20 muestra la region m/z 799,0 - 800,4 ampliada con "picos" que indican los patrones isotdpicos de las formas
tanto covalentes como no covalentes de acido quinurico. El patrén isotopico para el material unido covalentemente se
perfila en negro. El patron isotopico para el material unido de manera coordinada conjunta se perfila en negro. Se
observé solapamiento debido a la pequefa diferencia de masas (2 Da) entre los dos.

Sin desear quedar ligados a teoria alguna, se cree que la formacion de acido quinurico unido de forma coordinada
conjunta refleja la conversion directa del radical libre intermedio en acido quinurico durante la reaccion de Fenton antes
de que encuentre un sitio de unién a proteinas. Debido a que las dos formas tienen una masa tan parecida, los grupos
isotopicos se solapan. Un célculo de un valor tedrico para ubiquitina ([M + H]+ m/z 8560,6287) mas un acido quinurico
unido covalentemente (C11H11NO4, masa exacta 221,0688) predice [M + H]+ m/z 8779,7577 para dicho aducto. El
mismo calculo con ubiquitina y un acido quindrico unido de manera no covalente predice [M + H]+ m/z 8781,6975 para
dicho aducto. El [M + H]+ m/z del primer pico se indicé como 8779,7598. El [M + H]+ del segundo pico se observo a
m/z 8781,7492. Esto corresponderia a un error calculado de -0,24 ppm para el material unido covalentemente y -
5,8 ppm para el acido quinurico unido de manera no covalente. En este espectro, la medicion calculada para el pico
observado asignado a ubiquitina corresponde a un error de medicion de -5,3 ppm. Estos resultados se confirmaron
cuando la muestra se infundié a través de nanopulverizacion en el LTQ-Orbitrap. El [M + H]+ del primer pico que los
inventores sugieren que corresponde al acido quinurico unido covalentemente con ubiquitina se observé a m/z
8779,6766, un error de medicion de 9 ppm. El segundo pico que los inventores sugieren que corresponde al acido
quinudrico unido de manera no covalente con ubiquitina se observd a m/z 8781,6989, un error de mediciéon de -
0,16 ppm. Por lo tanto, es probable que los picos rodeados con un circulo correspondan tanto al acido quinurico unido
tanto covalentemente como de manera no covalente con ubiquitina (ya que solo hay un cambio de 2 Da entre los dos).
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Los dos picos adicionales [M + 1 1 H]+1 1 m/z 800,70945 y 801,98019 son probablemente formas oxidadas del resto
de acido quinurico/ubiquitina unido de manera no covalente.

En estudios complementarios los inventores midieron las constantes de unién parentales para I3PA con plasma
humano completo, HSA, BSA y ubiquitina usando adiciones en serie de I3PA para determinar el numero de
equivalentes molares de sitios de union y equivalentes molares de I3PA libre. Las constantes de union (pk) para
plasma humano completo, HSA y BSA son uno del orden de 103 o mas que para la ubiquitina sola. Esto sugeriria que
los datos de los inventores para ubiquitina en los que vieron acido quinurico unido covalentemente y de manera
coordinada conjunta, fueron realistas. El aumento de la concentracion de materiales en la reaccién de Fenton dio como
resultado la creacion excesiva de acido quinurico unido de manera coordinada conjunta, a medida que el radical libre
intermedio I3PA se convertia en acido quinurico antes de encontrar un sitio de union a proteina. Por tanto, los intentos
de aumentar el rendimiento del acido quinurico unido de manera covalente fueron bloqueados por la generacién
excesiva de material unido de manera no covalente. Después los inventores decidieron intentar esta reaccion de
Fenton con I3PA usando angiotensina | como el péptido diana.

Preparacion y método:

Se obtuvo angiotensina 1 de The American Peptide Co en Sunnyvale, CA, Estados Unidos. Se prepararon seis tubos
con las siguientes mezclas de reaccion de Fenton: los tubos 1 y 4 contenian H202 100 mM, sulfato de hierro 10 mM e
I3PA 100 mM; los tubos 2 y 5 contenian H202 100 mM, sulfato de hierro 100 mM e I3PA 100 mM. Los tubos 3 y 6
contenian H202 100 mM, sulfato de hierro 200 mM e I3PA 100 mM. Los tubos 4, 5 y 6 también contenian 1 ml de
angiotensina | preparada a una concentracion de 10 mg/ml. Se preparé un tubo separado que contenia solo la reaccion
de Fenton sin angiotensina 1 y se marcé como control negativo. Los tubos que contenian las mezclas de reaccién se
cubrieron con una envoltura de aluminio para que ninguno de los reactivos se deteriorara a la luz ambiental. Todas las
mezclas de reaccion se mantuvieron en hielo. Los tubos se dejaron reaccionar durante 30 h.

MS SolariX de angiotensina | mas mezcla de reaccion de Fenton.

Se realizé andlisis de MS de alta resolucién de las mezclas de reaccion usando un espectrémetro de masas hibrido
Qh/FT-ICR 12-T (SolariX, Bruker Daltonics) que estaba equipado con una fuente de nanopulverizacion operada en
modo positivo. Las muestras se diluyeron 1:2 en metanol/agua 50/50, acido férmico al 0,5 % (para el modo de iones
positivos) o metanol/agua 50/50, trietilamina (TEA) 0,05 % (VWR Scientific, PA, Estados Unidos) (para el modo de
iones negativos) y se analizaron; en el SolariX en modos positivo y negativo. Se obtuvo deteccién de iones en el
SolariX a una resolucion de aproximadamente 110.000. Se realizé fragmentacién de MS/MS usando CID a 0-10 eV.

El analisis del tubo de reaccién que contenia los productos de reaccién de Fenton y 13 PA sin angiotensina 1 determiné
que el producto de reaccién primario tenia [M - H] m/z 220,0621. Este producto solo se vio en modo negativo en la
MS. La fragmentacion de este compuesto indicd que la estructura probable correspondia al anién del &cido quinurico
[C11H10NO4]". En la fig. 21 se muestra el espectro de MS/MS del ion correspondiente a [M - H] m/z 220,0621. El
fragmento a m/z 202,0503 corresponde a la pérdida de H20. El fragmento a m/z 176,0710 corresponde a la pérdida
de CO.. El fragmento a m/z 158,0605 corresponde a la pérdida tanto de CO2 como de H20. El fragmento a m/z
148,0398 corresponde a la pérdida de CsH4O2. El valor calculado para el [M - H] de acido quinurico es m/z 220,0610.
El valor observado fue m/z 220,0609. El error fue de 0,45 ppm. Por tanto, es probable que esta estructura corresponda
al acido quinurico.

El analisis de los tubos de reaccidon que contenian los productos de la reaccion de Fenton, I3PA y angiotensina |
determiné que la fraccion 4 contenia la mayor cantidad de "productos unicos". Se realizé MS/MS del pico [M + H]+ m/z
1515,7413, que los inventores teorizaron que correspondia al producto de oxidacion unido covalentemente de 13PA
(acido quinurico) para angiotensina l. :

La tabla IV proporciona fragmentos de iones b e y de angiotensina I, incluyendo valores observados, valores tedricos
y error de ppm. También se muestran todos los fragmentos observados que contienen acido quindrico unido
covalentemente, incluyendo asimismo valores observados y tedricos, asi como el error de ppm. La fig. 22 muestra el
espectro de MS/MS del producto que se ha asignado como &acido quinurico (KA) unido covalentemente con
angiotensina T (en un cuadro azul) representada por el pico con [M + 3H]** m/z 505,9175. Se marcan iones tanto b
comoy. Los valores m/z de los fragmentos b e y que contienen acido quinurico unido covalentemente estan en cuadros
rojos.

El primer miembro de la serie unido covalentemente fue [M + H]* m/z 753,3192. Este pico correspondia a [b4 + acido
quinurico]. También estuvo presente [M + H*] m/z 866,4036 que correspondia a [b5 + acido quinurico]. [M + H]* m/z
1003,4624 correspondia a [b6 + acido quindrico]. [M + 2H]?* m/z 624,2948 que correspondia a [b8 + acido quinurico].
[M + 2H]?* m/z 692,8247 que correspondia a [acido quinurico + b9]. También se observaron [M + 3H]** m/z 415,5549
que correspondia a [y8 + acido quinurico]; y [M + 3H]3* m/z 467,5738 que correspondia a [y9 + acido quinurico].

Debido a que se observo que esta serie de iones fragmentarios comenzaba en [b4 + acido quinurico], se cree que el

acido quinurico se une en Tyr4. Era de esperar que se hubiera producido unién de acido quinurico en la tirosina, debido
a que el anillo aromatico en la tirosina es un punto comun ataque por radicales libres de especies reactivas de nitrégeno

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2769 453 T3

y oxigeno.

Examinando los datos plasmaticos de tres estudios separados, el "Estudio de biomarcadores”, el estudio CREST y un
estudio que usa el modelo de ratén CAG140, los inventores determinaron que los niveles de I3PA en plasma en
muestras con enfermedad fueron significativamente menores que en los controles sin enfermedad. El descubrimiento
de la reduccion notable de los niveles de I3PA en plasma condujo a una investigacion de las posibles razones de este
fendmeno. Se propusieron dos hipétesis. En primer lugar, debido a que I3PA es producido por bacterias en el intestino
delgado, fue interesante determinar si los niveles de I3PA en materia fecal de pacientes enfermos eran menores que
los hallados en pacientes no enfermos. Aunque no tenian acceso a muestras humanas, los inventores pudieron usar
heces de raton R6/2 y CAG 140, que se habian recogido en dos puntos temporales diferentes. En los cuatro casos,
los ratones enfermos mostraron niveles significativamente menores de I3PA en su materia fecal en comparacién con
los controles de tipo silvestre no enfermos. Estos resultados sugirieron que las bacterias producian menos I3PA en
ratones enfermos o que habia menos bacterias. Por tanto, la presencia del genotipo de enfermedad dio como resultado
claramente niveles menores de produccion y secrecion de 13PA.

Una segunda hipétesis que describe por qué los niveles de 13PA eran menores en el plasma de pacientes enfermos
procedia de la teoria de que el dafio oxidativo, muy prevalente en trastornos neurodegenerativos tales como EH,
provoco que el I3PA se convirtiera en un producto de oxidacién, reduciendo los niveles de I3PA y quizas creando un
producto de oxidacion unido a proteina de I3PA. Se considerd un producto potencial de oxidaciéon de una reaccion in
vitro que "imitaba" el dafio oxidativo en el cuerpo. Después se buscod determinar si estaba presente cualquier acido
quinurico en el plasma de EH. Aunque el acido quinurico no es una estructura electroquimicamente activa, usando un
fluorimetro, los inventores investigaron si estaba presente acido quinurico en plasma de EH. No se detectdé ninguno.
Una segunda posibilidad fue que el acido quinurico se hubiera unido en una proteina plasmatica. Para determinar si
este tipo de reaccién podria producirse in vivo, se simuld una reaccion in vitro para imitar la oxidacion de radicales
libres de I3PA en presencia de angiotensina 1 y ubiquitina. Usando MS, los inventores pudieron determinar que el
acido quindrico se unia tanto covalentemente como de manera coordinada conjunta con ubiquitina, asi como
covalentemente con angiotensina I. Identificaron que el sitio de unién covalente de acido quinurico en angiotensina |
era Tyr4.

Por ultimo, compararon las digestiones PK de sedimentos de proteina de EH y de control con productos de oxidacion
unidos covalentemente generados in vitro de I3PA a USA. Los inventores prepararon soluciones de reaccion de Fenton
que contenian I3PA y USA. Estas se digirieron con PK y se compararon con digestiones PK de sedimentos de proteina
de EH y de control usando el método de matriz de LCEC fuera de linea. Se detectaron varias similitudes, lo que sugiere
la posibilidad de que un producto de oxidacion de T3PA (posiblemente acido quinurico) se una realmente con los
sedimentos de proteina de EH, posiblemente en algun lugar de la HSA.

Se pueden realizar diversos cambios en la divulgacion anterior sin alejarse del espiritu y alcance de la misma. De
hecho, la investigacion del inventor sobre el analisis de ANOVA y ABNOVA de los 612 sujetos para los que tenian
muestras en serie con la hipotesis nula de que la varianza de los datos se debia a la varianza con individuos
proporcioné un valor de p de menos de 10 exp-16, lo que indica que en ausencia de intervencion los niveles de IPA
son una caracteristica especifica del individuo.

La informacion indica que los niveles bajos de IPA estan asociados con cuatro enfermedades neuroldgicas importantes
y con insuficiencia cardiaca isquémica y acontecimientos relacionados con la tensiéon en sujetos con insuficiencia
cardiaca.

Por otra parte, como se analiza a continuacion, los niveles bajos de IPA son una caracteristica individual determinada
en parte por el efecto del genoma de un individuo sobre el genoma agregado del microbioma intestinal y, por tanto,
son un factor de riesgo genéticamente determinado en el desarrollo de la enfermedad. Este conocimiento implica que
la exploracion de IPA en toda la poblacién usando técnicas basadas en los métodos rapidos descritos y proporcionando
un medio para aumentar los niveles de IPA a través de la complementacion directa o modificacién del microbioma
intestinal mediante el uso de agentes tales como Froximum o la manipulacién dietética proporcionard una reduccion
en toda la poblacion en enfermedades degenerativas o de inicio tardio. En particular, en los que la tensién oxidativa,
la disfuncién mitocondrial relacionada y el dafio y la agregacién de proteinas son una lesion de efecto acumulado con
el tiempo.

También se ha desarrollado una metodologia para supervision directa de la composicién agregada del microbioma
intestinal usando material fecal.

En pruebas con ratones, la adquisicién de muestra es relativamente sencilla y solo implica la recogida de sedimentos
fecales y su procesamiento con el peso seco como normalizador de valores para obtener un patron metabolédmico que
refleje la "huella" agregada de la microflora intestinal.

La interpretacion de las diferencias se simplifica debido a la uniformidad de la dieta.

La medicion de dichos patrones en ratones de tipo silvestre y modificados genéticamente, como se muestra a
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continuacion, indica que incluso a una edad muy temprana, la huella de la microflora intestinal esta fuertemente influida
por el genoma del propio animal. De hecho, los inventores han determinado que la huella del microbioma separa de
manera unica los ratones de tipo silvestre de sus comparferos de camada genéticamente positivos en el momento del
destete mucho antes de que aparezca cualquier sintoma o cualquier medida de histopatologia. En la figura 23 se
muestra un ejemplo para modelos de ratén de EH CAG 140 jovenes y viejos. Dos de las variables de importancia con
los mayores valores para diferenciar estos ratones genéticamente positivos y de tipo silvestre de las heces son IPA'y
la relacion de IPA con respecto a acido indol lactico, con menor IPA y mayor IPA/acido indol lactico en los ratones
genéticamente positivos.

Por tanto, el genoma que finalmente determine el inicio de la enfermedad también determina la composicién agregada
del microbioma intestinal en un individuo.

Un segundo ejemplo que incorpora el uso de la modificacion de la microflora intestinal se muestra en la fig. 24. La
administracion del compuesto Froximum (un remedio popular compuesto por ceniza volcanica) cambia el perfil
metabolémico del cerebro, la médula espinal y la sangre del raton G93a. Sin embargo, este compuesto por su
naturaleza como ceniza inorganica no puede cruzar del intestino al plasma o del plasma al cerebro. El efecto esta en
el microbioma intestinal agregado, que después se refleja en cambios beneficiosos en otros 6rganos. Como se muestra
en la fig. 24, la separacion del modelo de ELA tratado y no tratado G93A de los cambios en la huella del microbioma
es suficiente para diferenciar de manera unica los ratones tratados y no tratados, en este caso acercando el modelo
de ratén de ELA al estado de los compaiieros de camada de tipo silvestre. De nuevo, IPA fue una fuerte variable de
importancia en esta separacion y menor en el ratdn genéticamente positivo y elevado en los comparfieros de camada
tanto genéticamente positivos tratados como de tipo silvestre. La huella del micro bioma del G93a. CAG 140 y sus
respectivos compafieros de camada de tipo silvestre también fueron significativamente diferentes entre si.

Esto indica que: en primer lugar, un compuesto terapéutico para trastornos del SNC no necesariamente tiene que
cruzar la barrera hematoencefalica para tener un efecto profundo en la red de interacciones gendmicas protedmicas
metaboldmicas y del microbioma intestinal que son beneficiosas para la salud o perjudiciales para la salud; en segundo
lugar, que un compuesto que puede cruzar la barrera hematoencefalica también puede tener un efecto secundario
sobre el microbioma intestinal que puede ser beneficioso o perjudicial.

La primera implicacién es que las estrategias para prevenir o retardar la aparicion de sintomas de enfermedades del
SNC con un componente o predisposicion genéticos tales como Huntington, Alzheimer, Parkinson o ELA deben incluir
enfoques para la modificaciéon de la composicién agregada del microbioma intestinal y que estos enfoques deben
llevarse a cabo en una etapa muy temprana antes del inicio de cualquier sistema potencial. Esencialmente, la
composicién agregada del microbioma intestinal como el genoma de los individuos en si mismo es un factor de riesgo
en la enfermedad neurodegenerativa. Sin embargo, este genoma agregado individual del microbioma intestinal puede
modificarse mas facilmente a un estado mas beneficioso que el del propio individuo.

La segunda implicacién es que en cualquier ensayo de un producto terapéutico potencial, debe supervisarse la huella
del microbioma intestinal. Los cambios introducidos por un agente terapéutico podrian ser beneficiosos o perjudiciales
y dichos cambios pueden compararse con una base de datos para determinar compuestos en cualquier categoria. Los
cambios significativos en el microbioma intestinal de los individuos, que es estable sin una intervencion significativa,
también se pueden supervisar.

Para implementar este enfoque, los inventores han desarrollado un protocolo que podria aplicarse tanto a la
supervisién sin necesidad de una visita clinica en una prueba farmacolégica como a la exploracién basada en la
poblacion si esta indicado.

En seres humanos, la supervision de la huella del microbioma intestinal es mas compleja debido a problemas
relacionados con la adquisicién e interpretacion de muestras debido a la variacion en la dieta. El primer problema se
ha abordado sencillamente tomando un trozo de papel higiénico usado después de defecar y colocandolo en un tubo
de 50 ml que contiene 70 % de isopropanol (alcohol para fricciones, un material de uso comun) que se puede
almacenar refrigerado y posteriormente enviar a un laboratorio.

El analisis directo del sobrenadante o los concentrados de sobrenadante del tubo produce patrones como se muestra
en (figs. 25A, B y C) a partir de muestras basales en el breve estudio de prueba de principio de la estabilidad en el
tiempo del microbioma intestinal individual en un esposo y una esposa descritos a continuacion. Las innovaciones
técnicas estan en la normalizacién de los datos y en el desarrollo de un enfoque estadistico para eliminar las
variaciones en la dieta.

Se realiza normalizacion inicial en alicuotas concentradas mediante evaporaciéon centrifuga en tubos tarados y
diluyendo con tampdn de ejecucion a concentraciones equivalentes en g/ml.

Se realiza normalizacion secundaria para analisis de datos y comparacion de perfiles analizando de manera

cuantitativa todos los picos resueltos contra una muestra agrupada y tomando la proporcién de cada pico con respecto
a todos los demas, es decir, en este ejemplo con 785 picos resueltos, el nimero de relaciones y valores para el analisis
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es de 308.505.

Se espera que las variaciones en la dieta tengan relaciones contradictorias, mientras que se espera que los
compuestos que son precursores directos y productos del metabolismo microbiano sean relativamente uniformes,
suponiendo que no haya cambios significativos en el microbioma agregado.

Al clasificar individuos de muestras en serie usando todas las relaciones en PCA o modelos de PLS-DA supervisados,
se esperaria que las relaciones de compuestos que reflejan la actividad agregada del microbioma intestinal sean las
variables dominantes de importancia que diferencian a un individuo de otro y las variables mas significativas que
definen un cambio de similitud temporal individual que refleja un cambio en el microbioma intestinal.

Un ejemplo de este enfoque se muestra en la fig. 24. Se adquirié material fecal en papel higiénico de un esposo y una
esposa que compartieron dietas y medicamentos similares durante un periodo de 15 dias colocando papel higiénico
usado en un tubo de 50 ml que contenia isopropanol al 70 %. Se recogié una muestra del esposo después de 5 dias
de tratamiento antibiotico posterior a la reconstrucciéon dental el dia 20 (valor atipico en azul). Las muestras se
mantuvieron a 4 °C hasta el ensayo. Se desarrollaron patrones y se obtuvieron relaciones descritas anteriormente.
Los datos se analizaron después mediante modelado de PLS-DA. Las variables con los valores mas altos de la
Variable de importancia (mayor de 2,5) fueron todas relaciones compuestas. Los modelos de omisiéon de uno mostraron
una uniformidad de variables de importancia para la separacion, las principales relaciones de compuestos conocidos
fueron IPA/acido indol lactico, F'PA/cresol, cresol/tirosina, triptéfano/acido indolacético y triptéfano/IPA.

Esto indica que incluso en el mismo entorno, el microbioma intestinal agregado de dos individuos es diferente. Lo que
respalda la influencia de la composicidon genética del individuo en la estructura del microbioma. Es un debate abierto
si la huella metabdlica del microbioma sera un mejor discriminador de individuos que el mapeo genético agregado del
microbioma.

La fig. 26 ilustra que el primer criterio para seleccionar compuestos para métodos dirigidos es que es un biomarcador
progresivo, segun lo mostrado por la tendencia de C a PMHD a EH en el panel izquierdo para IPA. Un criterio practico
es la estabilidad. En el segundo panel, la estabilidad de IPA en plasma muestra solo 5 % de degradacion después de
7 dias a temperatura ambiente. El desarrollo del método implica entonces la integracién de los protocolos mas sencillos
de preparacién e instrumentos para la velocidad y el minimo tamafo de muestra e interferencias. Un protocolo
preparatorio que usa una adicidn sencilla 3:1 de metanol a plasma centrifugando e inyectando sobrenadante se hizo
coincidir con una fase movil, columna y ajustes de detector que permiten sensibilidad a 2 ng/ml, linealidad en todo el
intervalo y analisis sin interferencias determinadas en la actualidad. El método también se adapté a cerebro, heces y
orina para ensayos en animales para demostrar la congruencia del biomarcador en seres humanos y modelos de ratén
de EH como una condicidon deseable para usar modelos de ratéon en ensayos terapéuticos. El tercer panel ilustra la
aplicacion del método a la orina de ratones en un estudio de carga de dosis de LP AM que muestra dos metabolitos
en animales dosificados (verde) y los mismos dos metabolitos en ratones no dosificados (azul) y en orina humana
(rojo). La orina animal dosificada proporcioné material suficiente para el aislamiento y la determinacién de MS como
probables compuestos metabolitos de tipo glucurénido de fase Il con m/z de 480,14 y 482,15, respectivamente.

La fig. 27A proporciona una comparacion de subalicuotas de plasma usando el método de IPA dirigido frente a valores
obtenidos integrando los picos principales y siguientes dominantes en los cromatogramas del método de encuesta de
gradiente largo. El par duplicado de 11 % dtr entre los métodos es trivial con respecto a la variabilidad biolégica de
100-125 % dtr. Este estudio permitié la derivacion de valores precisos a partir de cromatogramas archivados de los
ultimos 21 afos en los que el IPA estuvo presente como una sefial que no se habia identificado estructuralmente o
incluido en el patron de calibracién mixto usado para todos los ensayos en ese momento.

En referencia de nuevo a la fig. 23, el panel de la izquierda muestra una de una serie de pruebas (omision de dos) del
modelo de PLS-DA para evaluar el grado en que la huella del microbioma intestinal reflejada en los patrones de heces
normalizados con respecto al peso seco de LCECA unido de manera coordinada permite la clasificacion de ratones
jovenes de 19 dias compafrieros de camada TS y GP CAG140. Los conjuntos de entrenamiento de 8 y los conjuntos
de validacion de 2 se evallan secuencialmente para todas las muestras. En el ejemplo mostrado, tanto GP como un
TS se clasificaron correctamente. En el panel izquierdo se muestra un modelo similar para ratones TS y GP CAG 140
viejos de 90 dias, donde ambos se clasificaron correctamente. Generalmente, para las categorias jovenes y viejas, el
CCR es de 0,83 y 0,81 respectivamente. Eso sugiere que actualmente se puede clasificar el estado genético de un
ratéon mediante su huella de microbioma aproximadamente el 80 % del tiempo, incluso antes de cualquier sintoma.

La fig. 24 ilustra patrones fecales de la huella del microbioma intestinal que muestra separacién categérica completa
para el modelo de raton de ELA G93A (ELA en rojo) y compafieros de camada de tipo silvestre (TS en negro). Los
ELA TS y TRT-TS y G93 A TRT tratados con Froximum en azul y verde se mueven a un espacio diferente en el que
son mas congruentes entre si. Se observan separaciones similares, aunque categéricamente mas débiles, en los
perfiles metabdlicos del cerebro y la médula espinal cadavéricos.

La fig. 25A ilustra un patrén de huella del microbioma intestinal del extracto de isopropanol de cantidades
aproximadamente iguales de material fecal en papel higiénico a baja amplificaciéon de 10 ua a escala completa para
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dos individuos (1y 2).

La fig. 25B muestra un patron de huella del microbioma intestinal del extracto de isopropanol de cantidades
aproximadamente iguales de material fecal en papel higiénico a media amplificacion de 1 ua a escala completa para
dos individuos (1y 2).

La fig. 25A muestra un patron de huella del microbioma intestinal del extracto de isopropanol de cantidades
aproximadamente iguales de material fecal en papel higiénico a baja amplificacion de 500 ua a escala completa para
dos individuos (1 y 2) que muestra regiones de diferencias significativas.

La fig. 28 muestra un modelo de componente PLS-DA 3 de firmas de huella de microbioma intestinal obtenidas de
muestras fecales de papel higiénico colocadas en 35 ml de isopropanol al 70 % en tubos de 50 ml y procesadas para
perfiles de LCECA. 6 muestras durante un periodo de 15 dias de la esposa (rojo) y 7 muestras durante un periodo de
15 dias del esposo (negro) y una tomada a los 20 dias después del uso de un antibidtico después de la cirugia dental
mostrada en azul.

La fig. 29 muestra un diagrama de cajas ABNOVA de individuos con niveles de IPA determinados en muestras en
serie durante tiempos de 6 meses a 5 afios. El valor de P para la hipétesis nula (que la dispersion en los valores de
IPA esta dentro de los individuos y no se debe a diferencias especificas individuales) es de 2,1 * 10exp-16, que es una
indicacion muy significativa de que I3PA es una caracteristica especifica del individuo a lo largo del tiempo.

La fig. 30 muestra los resultados de un estudio de carga del derivado de I3PA indol propionamida (IPAM) en el modelo
de raton de EH R6/2 del que los inventores obtuvieron y desarrollaron métodos para supervisar los niveles de IPA en
plasma y cerebro a partir de metabolitos urinarios de IPA.

Una cohorte de ratones con EH R6/2 se dosificd diariamente durante 3 semanas por via intraperitoneal con 200 ug del
derivado de IPA amida indol propionamida (IPAM) y se comparé con

R6/2 sin dosificar y sus comparfieros de camada de tipo silvestre. Se recogieron heces y orina en el momento del
sacrificio y sangre y cerebro después del sacrificio. Los datos indican:

1. Que los niveles en cerebro y plasma se correlacionan con los niveles urinarios y, por tanto, los animales pueden
seguirse en un ensayo farmacolégico sin sacrificio.

2. Ese IPAM se convierte rapidamente en la sangre a IPA pero menos rapidamente en el intestino, lo que da como
resultado niveles en el cerebro que se correlacionan con los niveles de IPA en plasma, lo que sugiere que la
administracion directa de IPA seria una mejor alternativa que el uso del derivado.

3. Los niveles en R6/2 de IPA en cerebro y plasma son menores que en ratones de tipo silvestre. En este estudio,
aunque los niveles en heces fueron menores, la reduccion no fue significativa.

Los inventores ofrecen un método para la preparacion de terapias de indol purificado. Los indoles como clase estan
sujetos a degradacion y contaminacion, tal como el problema encontrado con las preparaciones de triptéfano que
estaban relacionadas con el desarrollo de la eosinofilia basal. Las fuentes comerciales nominalmente puras de indoles
cuando se evaluan usando técnicas de LCECA ultrasensibles muestran trazas de otros compuestos desde los niveles
de ug/mg a (pg/mg) (parte por mil millones a subparte por billon). Estos son potencialmente perjudiciales. El triptéfano
de uso farmacéutico y complementario se ha llevado ahora a niveles de alta pureza que pueden verificarse mediante
LCECA. Para aprovechar esto, los inventores han desarrollado un protocolo para crear altas concentraciones de IPA
usando levadura de cerveza que también produce IPA con relativamente buena eficacia actuando en un sustrato de
glucosa y triptéfano. La levadura de cerveza como tal es un complemento comun y esta presente como un extracto en
la alimentacion normal de ratones de investigacion. La producciéon de IPA en esta matriz proporciona un IPA muy
purificado en una matriz verificable y largamente aceptada. Como ejemplo, una preparacién de 1 g de levadura de
cerveza, 500 mg de glucosa y 50 mg de triptéfano que se deja incubar hasta su finalizacion a temperatura ambiente
(90-120 min) en 35 ml de agua destilada produce aproximadamente 3 mg de IPA. Pasar el sobrenadante a través de
un filtro de 10 K de PM indica que el 75-80 % del IPA se une de manera coordinada con proteina de levadura de
cerveza. El material unido es extraible en disolventes organicos, pero no se libera significativamente en HCI a las
concentraciones halladas en el estémago. El IPA unido a proteinas como un medio de dosificacion en ensayos en
animales o seres humanos permite que el IPA llegue al intestino antes de ser liberado de la proteina y, en
consecuencia, proporciona niveles aumentados en plasma y potencia cambios en el microbioma intestinal agregado.
El proceso puede inherentemente cambiarse de escala a cualquier nivel deseado.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica para su uso en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, ictus o
traumatismo craneal en un animal, o para retardar o aliviar los efectos de dicha enfermedad o lesién en un animal que
la padece, caracterizada por que dicha composicion comprende acido indol-3-propiénico unido de forma coordinada
con una proteina, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para la misma.

2. La composicion para su uso segun la reivindicacion 1, caracterizada por uno o mas de los siguientes elementos:

(a) en donde el vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende un alimento o bebida; y

(b) en donde la enfermedad neurodegenerativa se selecciona del grupo que consiste en enfermedad de Huntington,
enfermedad de Alzheimer, deterioro cognitivo leve, enfermedad de las neuronas motoras inferiores, esclerosis
lateral amiotréfica y enfermedad de Parkinson; y

(c) en donde la composicién se encapsula para alcanzar el intestino antes de estar disponible.

3. Una composicion que contiene acido indol-3-propionico unido de manera coordinada con una proteina para su uso
en el tratamiento de un animal susceptible o que padece una enfermedad neurodegenerativa, un ictus o un
traumatismo craneal en un animal que necesite dicho tratamiento.

4. La composicion para su uso segun la reivindicacién 3, caracterizada por uno o mas de los siguientes elementos:

(a) en donde dicho &cido indol-3-propidnico unido de manera coordinada con una proteina est4 en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable;

(b) en donde dicho acido indol-3-propidnico unido de manera coordinada con una proteina esta en un alimento o
una bebida;

(c) en donde la enfermedad neurodegenerativa se selecciona del grupo que consiste en enfermedad de Huntington,
enfermedad de Alzheimer, deterioro cognitivo leve, enfermedad de las neuronas motoras inferiores, esclerosis
lateral amiotrofica y enfermedad de Parkinson; y

(d) en donde la composicion se encapsula para alcanzar el intestino antes de estar disponible.

5. Acido indol-3-propiénico unido de manera coordinada con una proteina, para su uso como agente terapéutico para
proteger a un animal a punto de ser sometido a un alto riesgo de lesion fisica contra dafio neurolégico.

6. El acido indol-3-propidnico para su uso segun la reivindicacion 5, en donde dicho riesgo comprende deportes de
contacto o batalla.
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