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METODO DE DIAGNOSTICO Y/O PRONOSTICO DE ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

DESCRIPCION

La presente invencibn se encuadra en el campo de las enfermedades
neurodegenerativas, concretamente dentro de los métodos de diagnostico y/o
pronostico de este tipo de enfermedades, preferiblemente Alzheimer, que se

basan en la cuantificacion de biomarcadores en muestras biolbgicas aisladas.

ESTADO DE LA TECNICA

Recientes evidencias indican que la enfermedad de Alzheimer (EA) es
precedida por una larga fase preclinica con cambios bioquimicos anormales,
estructurales y funcionales en el cerebro. Estos cambios sugieren que el
proceso fisiopatolégico de la neurodegeneracion de la EA se inicia mucho
antes de la aparicion de sintomas clinicos de demencia. Por lo tanto, la
identificacibn de nuevos biomarcadores que preceden a la aparicibn de
sintomas clinicos de la enfermedad es esencial para avanzar en el
conocimiento de la EA y poder desarrollar posibles métodos diagndsticos y/o

prondsticos y tratamientos terapéuticos tempranos y eficientes.

En la actualidad se conocen dos biomarcadores utilizados en procedimientos
en forma de kit diagnéstico que utilizan ensayos con anticuerpos para detectar
los niveles de proteinas B-amiloide (AB) y de tau total (t-tau) y tau fosforilado (f-
tau) para diagnosticar la EA en un estado pre-clinico, antes de que se
manifiesten los sintomas clinicos de demencia. Una acumulaciéon de AB en
cerebro o una baja concentracion de AB4.42 en liquido cefalorraquideo (LCR) o
un aumentado nivel de t-tau y f-tau en LCR (Jack, C. R. et al., 2010, Lancet
Neurol. 9, 119-128) indican un diagndstico positivo de la EA. Utilizados en
combinacién, estos dos biomarcadores respaldan un buen valor predictivo de

un diagnédstico negativo de la EA. Aun asi, el diagnostico de la EA es todavia
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probabilistico y requiere la presencia de sintomas clinicos. Ademas, la relacion
entre los niveles de proteinas en cerebro y en LCR en la EA no es sencilla
debida a que los niveles de proteinas en LCR como tau total y fosforilado se
correlacionan positivamente, mientras que los niveles de AB se correlacionan
negativamente con una acumulaciéon en cerebro y una baja concentracion en
LCR. La razén por la cual se asocia la acumulacion de A3 en cerebro con bajas
concentraciones de ABi42 en LCR no esta clara, aunque puede ser debido a
una disminucion de la liberacion de APi42 desde el cerebro al LCR
(Mawuenyega, K.G. et al. 2010, Science. 330, 1774). Por el contrario, se
considera que una alta concentracion de tau total en el LCR refleja una lesion
neuronal asociada con la acumulacion de tau en el cerebro. Sin embargo, otras
tau-patias en las cuales hay una alta acumulacién de tau en los ovillos
neurofibrilares en cerebro, no muestran un aumento correspondiente de tau
total en el LCR (Bian, H. et al. 2008, Neurology. 70, 1827-1835).

Existe la hipétesis de que la disfuncion mitocondrial estd involucrada en la
fisiopatologia de la EA, pero si ésta precede o es una consecuencia del
proceso neurodegenerativo todavia no esta claro. Ademas, la EA se asocia con
alteraciones en la bioenergética y funcidn mitocondrial, dado que las neuronas
son altamente dependientes de la energia aerdbica proporcionada por las
mitocondrias (Swerdlow, R.H. et al. J. Alsheimers. Dis., 2010, 293-310).

En el estado de la técnica se describe ademas, que pacientes que sufren de la
EA tienen en el cerebro una mayor incidencia de mutaciones localizadas en la
region control (CR) del ADN mitocondrial dentro de los elementos que se sabe
estan involucrados en la transcripcidon de la cadena-L y la replicacion de la
cadena-H (WO02007011322A2). Para ello, el documento W02007011322A2
aporta métodos y sistemas analiticos para el diagnoéstico pre- o post-
sintomatico de trastornos neurodegenerativos asociados con la formacién de
depdsitos de B-amiloide y/o fibrillas de B-amiloide, mediante la cuantificacion o
deteccion de dichas mutaciones en el ADN mitocondrial en tejido o células de

un individuo. Otro método esta descrito en el documento WO9409162A1 para



10

15

20

25

30

WO 2014/080054 PCT/ES2013/070713

diagnosticar o pronosticar una predisposicion a la EA que comprende la

deteccidn de mutaciones o inserciones en el ADN mitocondrial.

Otros estudios asocian polimorfismos con la EA. Estan descritos 138
polimorfismos asociados con dicha enfermedad (“Alzheimer’'s Disease
Neuroimaging Initiative”). Lakatos et al. aportan, en su estudio sobre el papel
de los haplogrupos mitocondriales procedentes de 138 polimorfismos
mitocondriales en 358 individuos de raza caucasica, 5 polimorfismos mas a los
ya descritos, que se pueden asociar con EA (Lakatos A. et al. Neurobiol Aging,
2010, 31(8): 1355-1363). Por otro lado, un estudio de 138 polimorfismos de
nucledtido unico realizado en 3.250 pacientes con EA y 1.221 controles,
concluye que no hay ninguna evidencia consistente de asociacion entre las

variaciones del ADN mitocondrial y la EA.

En resumen, hasta el momento, se han descrito métodos diagndsticos y/o
prondsticos de la EA en los cuales se miden los niveles de biomarcadores
como B-amiloide y tau total y fosforilado, asi como mutaciones o polimorfismos
en el ADN mitocondrial. También se sabe que el LCR esta en contacto directo
con el parénquima cerebral, por lo que se considera que es el mejor fluido para
identificar posibles alteraciones del metabolismo cerebral. Sin embargo, estos
métodos tienen el inconveniente de que el diagnoéstico y/o prondstico se realiza
en muestras biologicas de tejido o LCR, lo cual requiere la obtencion de dichas
muestras a través de un procedimiento invasivo en el paciente, ademas de ser
métodos poco fiables para el diagndstico y/o prevencidon precoz de la
enfermedad. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar otros métodos de
diagnostico y/o prondstico precoces de la EA que puedan emplear muestras
biol6gicas cuya obtencidn no implique realizar un método invasivo en el
paciente. Ademas, seria deseable que estos procedimientos fueran mas
sencillos de realizar, mas sensibles, mas especificos, mas reproducibles entre
los laboratorios y con menor variabilidad que la medida de niveles de proteinas
con anticuerpos que se utiliza en los kits actualmente disponibles para el

diagnoéstico de la enfermedad de EA.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere en un primer aspecto al uso del ADN
mitocondrial como biomarcador cuantitativo para el diagndstico y/o prondstico

de enfermedades neurodegenerativas, preferiblemente de la EA.

En un segundo aspecto, la presente invencidon se refiere a un método
diagnéstico y/o pronéstico in vitro de una enfermedad neurodegenerativa,
preferiblemente de la EA, basado en la cuantificacion del ADN mitocondrial en

una muestra bioloégica aislada de un sujeto.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a un kit para el
diagnoéstico y/o prondstico de una enfermedad neurodegenerativa,
preferiblemente de la EA, caracterizado porque comprende al menos un

conjunto de cebadores 0 sondas para la cuantificacidon del ADN mitocondrial.

En un cuarto aspecto, la presente invencién se refiere a un uso del kit que
comprende cebadores y/o sondas especificos para el ADN mitocondrial, para el
diagnoéstico y/o prondstico de una enfermedad neurodegenerativa,

preferiblemente de la EA.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion propone el uso del ADN mitocondrial como biomarcador
cuantitativo para el diagndstico y/o pronéstico precoz de una enfermedad
neurodegenerativa, preferiblemente de la EA, y por tanto proporciona un
método mejorado de diagndstico y/o pronéstico de una enfermedad
neurodegenerativa, preferiblemente de la EA, basado en el uso de dicho

biomarcador.

El método descrito en la presente invencidn aporta la ventaja de que permite



10

15

20

25

30

WO 2014/080054 PCT/ES2013/070713

llevar a cabo un diagnédstico y/o pronéstico precoz de la enfermedad
neurodegenerativa, es decir, antes de que se manifiesten los sintomas clinicos
asociados a dicha enfermedad. Esto permite administrar al paciente

tratamientos terapéuticos y/o profilacticos tempranos y eficientes.

Ademas, dicho método puede llevarse a cabo en una amplia variedad de
muestras biologicas sin que su fiabilidad y reproducibilidad se vean alteradas,
entre ellas, por ejemplo aunque sin limitarnos, sangre, suero o plasma del
sujeto en estudio. Asi, el método de la invencidon no requiere necesariamente la
realizacidon de un procedimiento invasivo en el paciente como ocurre con otros
métodos de diagnostico conocidos hasta la fecha que necesitan de la obtencidn
de tejido cerebral o liquido cefalorraquideo. Ademas, este procedimiento es
sencillo de realizar, ya que la cuantificacion del ADN mitocondrial puede
realizarse mediante técnicas ampliamente utilizadas de cuantificacion de acidos
nucleicos, como por ejemplo, aunque sin limitarnos, PCR. El método aqui
descrito es un método sensible, especifico, reproducible entre los laboratorios y
con menor variabilidad que la medida de niveles de proteinas con anticuerpos
que se utiliza en los kits actualmente disponibles para el diagnéstico de

enfermedades neurodegenerativas.

Asi, la presente invencidn supone una solucién a la necesidad de aportar un
método mejorado de diagndstico y/o prondstico precoz de enfermedades
neurodegenerativas, preferiblemente de la EA, detectable en una muestra

bioldgica.

Por todo ello, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere al uso del
ADN mitocondrial como biomarcador cuantitativo para el diagnéstico y/o

prondstico de una enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente, de la EA.

Se entiende por “diagnostico” el procedimiento mediante el cual se identifica la
presencia o ausencia de una enfermedad en un sujeto, preferiblemente, de una

enfermedad neurodegenerativa, mas preferiblemente de la EA. El término
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“‘prondstico” se refiere al procedimiento mediante el cual se establece una
prediccion de los sucesos que ocurriran en el desarrollo o curso de una
enfermedad, preferiblemente, de una enfermedad neurodegenerativa, mas
preferiblemente de la EA, incluyendo, aunque sin limitarnos, la predisposicion a
padecer dicha enfermedad, la recaida o la capacidad de respuesta a un

determinado tratamiento.

El término “precoz”, tal y como se emplea en la presente invencion, se refiere a
al diagndstico o prondstico de una enfermedad, preferiblemente de una
enfermedad neurodegenerativa, mas preferiblemente de la EA, en un sujeto en
las primeras etapas de la misma, es decir, antes de la aparicion de sintomas

clinicos.

El término “biomarcador cuantitativo”, tal y como se emplea en la presente
descripcion, se refiere a la cantidad o concentracion de ADN mitocondrial
utilizada como indicador de una enfermedad neurodegenerativa,

preferiblemente de la EA, y de su estado de desarrollo.

En la presente invencion, se entiende por “ADN mitocondrial” el material
genético de las mitocondrias que se puede encontrar tanto a nivel intracelular
como extracelular o circulante. EI material genético intracelular se encuentra
dentro de la célula y el material genético extracelular o circulante se encuentra
fuera de la célula, como puede ser, aunque sin limitarse, en el ambiente del
liquido cefalorraquideo, de la sangre, del suero, del plasma sanguineo, de la
saliva, de la orina, de la lagrima o del sudor. Por ello, en una realizacion
preferida, el ADN mitocondrial al que se refiere la presente invencién es ADN

mitocondrial extracelular o circulante.

En una realizacion mas preferida, las regiones de ADN mitocondrial que se
cuantifican en la presente invencidon son al menos una de las siguientes:
ADNmt-515, ADNmt-85, ADNmt-153 o ADNmt-123, en humano. Las tres

primeras regiones se localizan en la secuencia que se encuentra entre las
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bases 14418 y 14932 (la localizacidon exacta se muestra en la tabla 5) de la
secuencia completa de ADN mitocondrial humano de referencia de Cambridge
(RefSeq: NC_012920.1). Estas tres regiones codifican los genes mitocondriales
ND6, tRNA-Gly y CYTB; la region ADNmt-123 se encuentra entre las bases
805 y 927 de la secuencia completa de ADN mitocondrial humano de referencia
de Cambridge (RefSeq: NC 012920.1). En otra realizacion preferida, las
regiones de ADN mitocondrial que se cuantifican en la presente invencion son
al menos una de las siguientes: ADNmt-115 o ADNmt-699, en raton, que se
localizan en la secuencia que se encuentra entre las bases 214 y 912 (la
localizacidn exacta se muestra en la tabla 5) que codifica el gen mitocondrial
12S RNA ribosomal segun la secuencia completa de referencia de ADN
mitocondrial de raton (RefSeq: NC _005089.1).

En la presente descripcion, se entiende por “enfermedad neurodegenerativa”
un tipo de enfermedades que agrupa a un género de desordenes cognitivos,
tales como por ejemplo, aunque sin limitarnos, enfermedad de Alzheimer, de
Parkinson, de Creutzfeldt-Jakob y esclerosis multiple. Estos trastornos
cognitivos se deben a un aumento en los procesos de muerte celular,
reduciendo el nimero de neuronas y generando cambios en la conducta. La
definicidon de enfermedad neurodegenerativa en la presente invencion excluye

la demencia frontotemporal (DFT).

El término “enfermedad de Alzheimer” o “EA”, tal y como se emplea en la
presente invencion, se refiere a una enfermedad neurodegenerativa que se
manifiesta como deterioro cognitivo y trastornos conductuales. Se caracteriza
en su forma tipica por una pérdida progresiva de la memoria y de otras
capacidades mentales, a medida que las células nerviosas degeneran y/o

mueren y diferentes zonas del cerebro se atrofian.

En la presente invencion, se entiende por “demencia frontotemporal” o “DFT”,
un sindrome clinico causado por la degeneracion del I16bulo frontal del cerebro

humano, que puede extenderse al I6bulo temporal. Es uno de los tres
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sindromes provocados por la degeneracion lobular frontotemporal, y la
segunda causa mas comun de la demencia de inicio temprano tras la

enfermedad de Alzheimer.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un método para el
diagnéstico y/o pronéstico in vitro de una enfermedad neurodegenerativa,
preferiblemente de la EA, de ahora en adelante “método de la invencidén®, que
comprende las siguientes etapas:
a) cuantificar el ADN mitocondrial en una muestra biolégica aislada de un
sujeto; y

b) comparar el valor obtenido en la etapa (a) con un valor estandar.

En una realizacidon preferida, el ADN mitocondrial al que se refiere el paso (a)
del método de la presente invencidon es ADNmt-515, ADNmt-85, ADNmt-123
y/lo ADNmt-153, si el sujeto es humano; ADNmt-115 y/o ADNmt-699, si el
sujeto es ratdbn. En una realizacion mas preferida, el ADN mitocondrial al que
se refiere el paso (a) del método de la invencion es ADN mitocondrial

extracelular.

La expresion “cuantificar” el ADN mitocondrial en una muestra biol6gica asilada
de un sujeto, tal y como se emplea en la presente invencion, se refiere a la
medida de la cantidad o la concentracion. La medida se refiere a la medida de
la cantidad o la concentracion del ADN mitocondrial tanto intracelular como
extracelular, mediante técnicas de medida de ADN, como por ejemplo aunque
sin limitarnos, PCR, PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR), PCR digital en
gotas (ddPCR) o Southern Blot. Preferiblemente, la cantidad cuantificada en la

presente invencidon se expresa como numero de copias de ADN mitocondrial.

En una realizacidon preferida, la etapa (a) del método de la invencion se lleva a
cabo mediante PCR, qPCR, ddPCR o Southern Blot. Mas preferiblemente, la
etapa (a) se lleva a cabo mediante gPCR o ddPCR. Aun mas preferiblemente,

la etapa (a) se lleva a cabo mediante ddPCR.
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En la presente descripcion, se entiende por “PCR” la reaccion en cadena de la
polimerasa. Es una técnica de biologia molecular cuyo objetivo es obtener un
gran numero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un
minimo. Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de los ADN
polimerasas para replicar hebras de ADN partiendo de cebadores que se unen
en los extremos de las hebras, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas
temperaturas alternadas para separar las hebras de ADN recién formadas
entre si tras cada fase de replicacidén y la unidn del cebador y, a continuacion,
dejar que vuelvan a unirse las polimerasas para que vuelvan a duplicarlas. En
la presente invencion la PCR se emplea para la amplificacion y posterior
cuantificacion del ADN mitocondrial de la muestra biologica, preferiblemente
para amplificar las secuencias ADNmt-515, ADNmt-85, ADNmt-123 y/o ADNmt-
153, si el sujeto es humano; ADNmt-115 y/o ADNmt-699, si el sujeto es ratdn.
Existen varios tipos de PCR como la PCR a tiempo real o cuantitativa y la PCR
digital en gotas, entre otras. La principal caracteristica de la qPCR es que
permite cuantificar la cantidad de ADN presente en la muestra original o
identificar, con una muy alta probabilidad, muestras de ADN especificas a partir
de su temperatura de fusidon. La ddPCR es un perfeccionamiento de los
métodos convencionales de reaccidn en cadena de polimerasa que puede ser
utilizada para cuantificar directamente el contenido de acido nucleico a un nivel
de resolucion de una sola molécula y amplificar (“clonally amplify”) acidos
nucleicos como el ADN, ADNc o ARN. En la presente invencién las dos
variantes de PCR se pueden utilizar para la cuantificacion del ADN

mitocondrial, preferiblemente extracelular, en una muestra biolégica.

El término “Southern Blot”, tal y como se emplea en la presente invencién, se
refiere a un método de biologia molecular que permite detectar la presencia de
una secuencia de ADN en una mezcla compleja de este acido nucleico y
cuantificar el ADN presente en una muestra bioldgica. Para ello, se emplea la
técnica de electroforesis en gel de agarosa con el fin de separar los fragmentos

de ADN de acuerdo a su longitud y, después, una transferencia a una
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membrana en la cual se efectua la hibridaciéon de la sonda.

El término “cantidad”, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere pero no
se limita, a la cantidad absoluta o relativa de ADN mitocondrial, preferiblemente
expresada como numero de copias de ADN mitocondrial, asi como a cualquier
otro valor o parametro relacionado con la misma o que pueda derivarse de
ésta. Dichos valores o parametros comprenden valores de intensidad de la
sefal obtenidos a partir de cualquiera de las propiedades fisicas o quimicas del
ADN mitocondrial obtenidas mediante medida directa, por ejemplo, valores de
intensidad de espectroscopia de masas o resonancia magnética nuclear.
Adicionalmente, dichos valores o parametros incluyen todos aquellos obtenidos
mediante medida indirecta como produccién de proteinas codificadas por el

ADNmt, generacion de radicales libres o produccion de energia.

El término “muestra bioldgica aislada”, tal y como se emplea en la presente
descripcidon, se refiere a una muestra aislada de un organismo que puede
provenir de un fluido fisiolégico y/o de cualquier célula o tejido de un
organismo. En una realizacion preferida, la muestra bioldgica aislada de la
etapa (a) se selecciona de la lista que consiste en: saliva, sudor, lagrimas,
orina, liquido cefalorraquideo, sangre, suero y plasma sanguineo. En una
realizacidn mas preferida, la muestra bioldgica es liquido cefalorraquideo. En
otra realizacion preferida, la muestra bioldgica es sangre, suero o plasma

sanguineo. En una realizacion mas preferida, la muestra bioldgica es suero.

El término “liquido cefalorraquideo”, tal y como se emplea en la presente
descripcidn, se refiere a un liquido de color transparente, que bafia el encéfalo
y la médula espinal. Numerosas enfermedades alteran su composicion y su
estudio es importante, y con frecuencia determinante, en las enfermedades del
sistema nervioso central o periférico. Dentro de esas enfermedades se incluyen

las enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer.

Se entiende por “valor estandar” cualquier valor o rango de valores derivado de
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la cuantificacion del ADN mitocondrial en una muestra biolégica control
procedente de un individuo sano o en una mezcla de muestras biologicas

derivadas de un grupo control.

En la presente descripcidn, se entiende por “grupo control’, un grupo de
individuos sanos, de la misma o similar edad que el sujeto estudiado, del cual
se han obtenido valores o rangos de valores de concentracion o cantidad de
ADN mitocondrial derivados de la cuantificacion de ADN mitocondrial en una
coleccidon de muestras bioldgicas procedente de dichos individuos sanos, y que
son representativos de la poblacién en la que se va a aplicar el método de la
invencion. La cuantificacion de ADN mitocondrial se ha de realizar de la misma
forma, y ser obtenida a partir del mismo tipo de muestra bioldgica aislada que

la procedente del sujeto a estudiar en el paso (a) del método de la invencion.

Se entiende por “sano”, “individuo sano” o “sujeto sano” en la presente
invenciéon aquel sujeto o individuo que no padece una enfermedad

neurodegenerativa, preferiblemente EA.

Se entiende por “poblacidon sana” en la presente invencidn, un conjunto de
individuos o sujetos que no presentan una enfermedad neurodegenerativa,

preferiblemente EA.

Se entiende por “individuos sanos representativos de la poblacidén en la que se
va a aplicar el método de la invencidon” aquellos sujetos que no padecen
enfermedades neurodegenerativas, preferiblemente EA, en el momento de la
extraccion de la muestra biologica aislada a analizar y que como grupo tienen
un patron similar en cuanto a por ejemplo, aunque sin limitarnos, raza, edad o
distribucién por género, que la poblacidén de pacientes o sujetos a los que se va

a aplicar el método de la invencidn.

El término “comparacion”, tal y como se utiliza en la presente invencion, se

refiere pero no se limita, a la comparacion de la cantidad de ADN mitocondrial
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determinada en la muestra bioldgica del paso (a) con un valor estandar. La
comparacion descrita en el apartado (b) del método de la presente invencion

puede ser realizada manualmente o asistida por ordenador.

En otra realizacidon preferida, el método de la invencién ademas comprende:

c) asignar al sujeto del paso (a) al grupo de pacientes con predisposicion a
padecer una enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente la EA, o al grupo
de pacientes que padecen una enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente
la EA, cuando el valor obtenido en la etapa (a) es significativamente menor que

el valor estandar.

Una cantidad “significativamente menor’ que un valor estandar puede ser
establecida por un experto en la materia mediante el uso de diferentes
herramientas estadisticas, por ejemplo, pero sin limitarse, mediante la
determinacion de intervalos de confianza, determinacion del valor p, test de
Student de dos colas, funciones discriminantes de Fisher, utilizando los analisis
de Kruskal-Wallis con la prueba de comparaciones multiples post-hoc de Dunn,
ANOVA de una via con la prueba de comparaciones multiples post-hoc de

Bonferroni o pruebas U de Kursal-Wallis.

El sujeto al que se refiere el paso (a) del método de la invencion puede ser un
humano, pero también un mamifero no humano, como por ejemplo, pero sin
limitarse, roedores, rumiantes, felinos o canidos. Por ello, en otra realizacion
preferida, el sujeto del cual procede la muestra bioldgica aislada del paso (a)
del método de la invencion es un mamifero. En una realizacidn mas preferida,

el mamifero es un humano.

En un tercer aspecto, la presente invencidon se refiere a un kit para el
diagnoéstico y/o prondstico de una enfermedad neurodegenerativa,
preferiblemente de la EA, de ahora en adelante “kit de la invencién”, que

comprende al menos uno de los siguientes conjuntos de cebadores o sondas:
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a) SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 4,

b) SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2 y opcionalmente SEQ ID NO: 8,
c) SEQID NO: 3y SEQ ID NO: 4,

d) SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7 y opcionalmente SEQ ID NO: 5, o
e) SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10.

En una realizacion preferida, el kit de la invenciéon comprende los cebadores
SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10.

En un cuarto aspecto, la presente invencidon se refiere al uso de un kit que
comprende cebadores y/o sondas especificos para el ADN mitocondrial, para el
diagnoéstico y/o prondstico de una enfermedad neurodegenerativa,
preferiblemente de la EA. En una realizacion preferida, estos cebadores y/o
sondas especificos para el ADN mitocondrial, son especificos para el ADN
mitocondrial ADNmt-515, ADNmt-85, ADNmt-123 y/o ADNmt-153, de humano;
o ADNmt-115 y/o ADNmt-699 de raton. En una realizacidon mas preferida del
cuarto aspecto de la invencion, dicho kit es el kit de la invencion descrito

anteriormente.

El kit de la invencidbn pueden comprender, sin ningun tipo de limitacion,
cebadores marcados o sin marcar, sondas marcadas o sin marcar, tampones,
agentes para prevenir la contaminacion, compuestos marcadores como por
ejemplo, aunque sin limitarnos, fluorocromos, etc. Por otro lado, el kit de la
invencion puede incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su
puesta en marcha y optimizaciéon. El kit de la invencidbn puede contener
controles positivos y negativos. Preferiblemente, este kit comprende ademas
las instrucciones para llevar a cabo la cuantificacion del ADN mitocondrial

segun se describe en la invencion.

En una realizacion preferida, al menos uno de los conjuntos de cebadores o
sondas del kit de la invencion esta marcado o inmovilizado. En una realizacion

mas preferida, al menos uno de los conjuntos de cebadores o sondas del kit de
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la invencidon estd marcado con una etiqueta seleccionada de la lista que
comprende: un radioisétopo, un marcador fluorescente o luminiscente, un
anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una etiqueta de afinidad, una enzima y
un substrato de una enzima. En una realizacidbn aun mas preferida, al menos
uno de los conjuntos de cebadores o sondas del kit de la invenciéon esta
inmovilizado en un soporte, como por ejemplo aunque sin limitarnos, en una

matriz de nylon, en un soporte de plastico o en cuentas.

En la presente descripcion, se entiende por “cebador” una cadena de acido
nucleico que sirve como punto de partida para la amplificacion del ADN. Es una
secuencia corta de acido nucleico que contiene un grupo 3' hidroxilo libre que
forma pares de bases complementarios a la hebra molde y actia como punto
de inicio para la adicidn de nucledétidos con el fin de copiar y amplificar la hebra
molde. En la presente invencion los cebadores se unen a los extremos del ADN
mitocondrial para su amplificacion y deteccion mediante, por ejemplo, aunque

sin limitarnos, PCR.

El término “sonda”, tal y como se emplea en la presente descripcion, se refiere
a un fragmento de ADN de pequeio tamafio marcado mediante fluorescencia
gue emite sefales detectadas por un laser y es usada como herramienta en,
por ejemplo, aunque sin limitarnos, la gPCR o ddPCR para cuantificar el ADN

mitocondrial de una muestra biolégica.

Los cebadores y/o sondas especificos para el ADN mitocondrial,
preferiblemente para el ADN mitocondrial ADNmt-515, ADNmt-85, ADNmt-123
y/o ADNmt-153, de humano; ADNmt-115 y/o ADNmt-699 de raton, se pueden
disefiar mediante técnicas de disefio de cebadores y/o sondas ampliamente
conocidas en el estado de la técnica. Preferiblemente los cebadores a los que
se refiere la presente invencidon se seleccionan de entre SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 9 y SEQ ID NO: 10. Preferiblemente las sondas a las que se refiere la
presente invencion se seleccionan de entre SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 8.
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A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencidon. Los siguientes ejemplos y figuras se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Disminucién de la concentracién de ADN mitocondrial en el liquido
cefalorraquideo de sujetos con enfermedad de Alzheimer preclinica. La
concentracion de ADN mitocondrial en las muestras de LCR se midié mediante
gPCR con cebadores dirigidos a una region entre las bases 14418 y 14932 de
la secuencia de ADN mitocondrial humano. A) tres diferentes combinaciones
de cebadores, dos de ellos anidados, se utilizaron para confirmar la
especificidad del ADN mitocondrial amplificado en el LCR. Dos de las parejas
de cebadores de PCR (SEQ ID NO: 1/ SEQ ID NO: 2y SEQ ID NO: 3/ SEQ ID
NO: 4) fueron disefiadas para amplificar dos secuencias cortas (153 pb y 85 pb,
el ADN mitocondrial-153 y el ADN mitocondrial-85, respectivamente) situadas
en los extremos de una secuencia mas larga, 515 bp (ADN mitocondrial-515)
gque a su vez puede ser amplificada por la combinaciéon de los cebadores
directo e inverso de primera y segunda pareja de cebadores respectivamente
(SEQ ID NO: 1/ SEQ ID NO: 4). B) Imagen representativa que corresponde a
un gel de agarosa mostrando el marcador de tamafio de ADN (M) y los
productos ADN mitocondrial-153 (carril 1), ADN mitocondrial-85 (carril 2) y ADN
mitocondrial-515 (carril 3) obtenidos respectivamente con cada uno de los tres
pares de cebadores diferentes en una muestra de LCR del sujeto numero 2 del
grupo C1. C, D) Cuantificacién del contenido de ADN mitocondrial por gPCR en
el LCR en sujetos en riesgo de padecer EA (LA ), pacientes sintomaticos con
EA pacientes diagnosticados con FTLD (C) y pacientes pre-sintomaticos

portadores de mutaciones PSEN1 (D). Los valores son medias + SEM de la
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concentraciéon de ADN mitocondrial en el LCR expresados en fg/ml. El nUmero
encima de las barras de error representa el numero de sujetos por grupo. *, P
<0,05; **, p <0,01, significativamente diferente al grupo control de edad
correspondiente (Kruskal-Wallis con comparaciones post-hoc de Dunn). #, P
<0,05, significativamente diferente del grupo control de edad correspondiente

(Mann-Whitney U test, dos colas).

Fig. 2. Analisis de discriminacién diagnéstica mediante la curva
caracteristica operativa receptor (ROC) entre los grupos EA y FTLD. La
sensibilidad y especificidad del contenido de ADN mitocondrial en LCR,
expresado en fg/ml y evaluado por qPCR con el producto de la pareja de
cebadores ADN mitocondrial-153, fueron determinadas mediante analisis ROC
para clasificar correctamente a los pacientes con un diagnostico de: A)
Controles cognitivamente normales, C1 (n=10) frente a pacientes
diagnosticados con EA esporadica, EA (n=13); el area bajo la curva es = 0,946,
p <0,001; B) Pacientes con degeneracidon frontotemporal con biomarcadores de
EA normales, FTLD (n=15) frente a pacientes diagnosticados con EA

esporadica, EA (n = 13); area bajo la curva es = 0,959, p <0,001.

Fig. 3. La reduccién del numero de copias de ADN mitocondrial ocurre
antes que el dafno sinaptico en cultivos de neuronas corticales de ratones
APP/PS1. El numero de copias de ADN mitocondrial y las proteinas sinapticas
se midieron en cultivos de neuronas corticales de ratones silvestres (WT) y
ratones transgénicos APP/PS1. A) El ADN mitocondrial se midi6é en cultivos de
neuronas corticales a los 14 dias de cultivo (DIV). El nimero de copias de ADN
mitocondrial y 18S rRNA se determinaron frente a plasmidos de referencia que
contienen las secuencias amplificadas. Para ADN mitocondrial, se utilizaron
dos combinaciones de cebadores diferentes: ADN mitocondrial-115 y 699-ADN
mitocondrial, que amplifican productos de 115 y 699 pares de bases,
respectivamente. Los valores son la media £+ SEM de n = niumero de animales,
de numero de copias de ADN mitocondrial / copias de rRNA 18S. WT (n = 8),
APP/PS1 (n = 16). *, P <0,05; **, p <0,01, significativamente diferente del grupo
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control correspondiente (Prueba t de Student no pareada de dos colas). B)
Western blots representativos que muestran los niveles de proteinas PSD95 y
sinaptofisina (syn) en lisados de cultivos de neuronas corticales de ratones
control WT y ratones transgénicos APP/PS1 a los 14 y 21 DIV. Las proteinas
fueron separadas por SDS-PAGE vy se transfirieron a membranas de PVDF. C-
D) Analisis cuantitativo de los niveles de proteinas PSD95 y sinaptofisina. Los
valores densitométricos de las bandas que representan immunoreactividad a
PSD95 (C) o sinaptofisina (D) se normalizaron con los valores de la banda de
immunoreactividad de actina correspondiente. Los valores son la media + SEM
para PSD95 (WT n = 11 y 11; APP/PS1 DIV n = 9 y 10, el 14 y 21,
respectivamente) y para sinaptofisina (WT n = 12 y 10; APP/PS1 n = 9 y 10,
para 14 y 21 DIV, respectivamente). **, P <0,01, significativamente diferente del

control correspondiente (Prueba t de Student no pareada de dos colas).

Fig. 4. La ultrafiltracion elimina del LCR los factores inhibidores de la
reacciéon de PCR. Las curvas de amplificacion de gPCR de (A) ADN
mitocondrial-85, (B) ADN mitocondrial-153 y (C) ADN mitocondrial-515 fueron
realizadas ya sea en un estandar de calibracion de ADN mitocondrial humano
purificado (100 copias) de células HEK293T (STANDARD), LCR o en LCR
ultrafiltrada (UF LCR). La amplificacion directa en LCR del ADN mitocondrial
resulta en una curva de amplificacion con una pendiente significativamente
menor que la obtenida con el patrén de calibracion de ADN mitocondrial
humano, indicando la presencia de inhibidores que reducen la eficiencia de la
reaccion de PCR y comprometen una cuantificacidon precisa. La ultrafiltracion
de las muestras de LCR con filtros de 0,5 ml 10.000 MWCO Amicon Ultra
elimina completamente los inhibidores de amplificacién por PCR lo que produce
qgue la pendiente de la curva de amplificacién y la eficiencia de reaccién de
PCR de todos los productos amplificados sean equivalentes a la observada en
el ADN mitocondrial estandar. Los analisis cuantitativos de las pendientes de
las curvas de amplificacion por PCR, expresados en numero de ciclos entre 20
y 80 unidades de los umbrales relativos de fluorescencia (CT80-CT20), se

representan en los graficos de la derecha para cada uno de los productos de
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ADN mitocondrial. Los valores son la media + SEM de unidades de
fluorescencia relativa (panel izquierdo) o ciclos de PCR entre umbral 20 y 80
(panel derecho) de n = 3 reacciones independientes de qPCR. **, P <0,01,
significativamente diferente del estandar HEK293T correspondiente (ONEWAY

ANOVA con comparaciones post-hoc Bonferroni).

Fig. 5. Cuantificacion del numero de copias de ADN mitocondrial
extracelular circulante en LCR mediante ddPCR. El numero de copias de
ADN mitocondrial se midié directamente en muestras de LCR por ddPCR
utilizando la plataforma de Bio-Rad QX100 Digital Droplet PCR. La
amplificacion de ADNmt-153 se obtuvo con los cebadores SEQ ID NO: 1y SEQ
ID NO: 2 y una sonda marcada con FAM (SEQ ID NO: 8). Los resultados se
analizaron mediante el programa QuantaSoft. Los valores se expresan como
media + SEM del niumero de copias de ADN mitocondrial por ml de LCR. CA1,
Grupo control, n = 9. EA, pacientes diagnosticados con enfermedad de
Alzheimer esporadica con niveles bajos de AB1-42, y altos de T-tau y f-tau en
LCR, n = 20. FTLD, pacientes diagnosticados con degeneracidn frontotemporal
y con niveles normales en el LCR de los biomarcadores relacionados con la
EA, n =11, **, P <0,01, significativamente diferente de C1 (Kruskal-Wallis con

comparaciones post-hoc de Dunn).

EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por
los inventores, que demuestran la eficacia del uso del ADN mitocondrial como
biomarcador cuantitativo para el diagndstico y/o pronéstico de enfermedades
neurodegenerativas, preferiblemente de la EA. Estos ejemplos especificos que
se proporcionan sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencion y se
incluyen solamente con fines ilustrativos, por lo que no han de ser interpretados
como limitaciones a la invencion que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos
descritos mas adelante muestran la invencion sin limitar el campo de aplicacion

de la misma.
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Ejemplo 1. Grupos de estudio y técnicas utilizadas en los ejemplos.

A continuacion se describen detalladamente los diferentes sujetos de los
grupos estudiados en la presente invencion y todas las técnicas utilizadas para

llevar a cabo los ejemplos descritos posteriormente.

Sujetos:

Los sujetos de estos estudios fueron seleccionados de una cohorte de 282
personas reclutadas en la Unidad de Enfermedad de Alzheimer y otros
trastornos cognitivos del servicio de Neurologia del Hospital Clinic de
Barcelona. Todos los sujetos se sometieron a evaluacion clinica y
neuropsicolégica y puncién lumbar. Los sujetos fueron clasificados por la
presencia 0 ausencia de demencia y segun sus concentraciones en LCR de:
AB1-42, cantidad total de proteina asociada a microtubulos tau (t-tau) y tau
fosforilada en la treonina 181 (p-tau) (Tablas 1 a 4). Seis grupos fueron
seleccionados para el estudio: 1) EA: pacientes diagnosticados con EA
probable utilizando criterios NINCDS / ADRDA 's y con el perfil tipico
caracteristico de biomarcadores que ocurre en la EA: bajos niveles de AB1-42 y
niveles elevados de t-tau y P-tau, 2) LAR: sujetos asintomaticos con riesgo de
desarrollar EA esporadica que no tienen déficit cognitivo y sélo tienen niveles
bajos de AB1-42 en LCR, 3) FTLD: pacientes sintomaticos diagnosticados con
alguno de los sindromes de demencia Frontotemporal incluyendo afasia y
demencia semantica, y con biomarcadores de EA normales en LCR. 4) PSEN1:
pacientes pre-sintomaticos portadores de una mutacion dominante PSEN1
(M139T, K239N o 1439S) con biomarcadores normales en LCR y cognicion
normal, 5) C1: grupo control formado por sujetos sanos sin déficits cognitivos y
biomarcadores normales en LCR de edad equivalente a los grupos LAR y EA.
6) C2: grupo control de sujetos sanos de edad equivalente al grupo PSEN1 sin
alteraciones clinicas, genéticas o bioquimicas. Los valores de corte patoldgico
utilizados fueron los siguientes: AB1-42 <500 pg / ml; t-tau> 450 pg / ml, y p-
tau> 75 pg / ml. Los sujetos de todos los grupos se equilibraron para evitar

diferencias significativas de edad entre los grupos (Tablas 1 a 4). Sélo los
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sujetos <75 afos de edad fueron incluidos en este estudio debido a la falta de
controles sanos sin biomarcadores alterados por encima de esta edad.
Finalmente, las muestras con sefales de contaminacion de la sangre o de los
sujetos con un nivel de LCR de proteina total por encima de 0.7 mg/ml, fueron

excluidas del estudio.

Tabla 1. Caracteristicas de edad y biomarcadores de los grupos de estudio

analizados por PCR.

GRUPO | N Edad AB t-tau f-tau-T181
[pg/ml] | [pg/ml] [pg/ml]

C1 10_|_62%1 883+73 | 226+15 52+3
LAB 7 67+3 [364+32** [ 162422 406
EA 13 64+2 [ 302+18** [ 883+125** | 119+13*
FTLD 15 612 | 718+40 [ 268127 47+3
= 7 383 | 690+25 [ 261417 53+1
PSEN1 6 35+3 | 908+163 [ 246+19 51+3

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y valores individuales de los biomarcadores de

los sujetos analizados por gPCR.
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Grupo Codigo de LCR LCR LCR Alelo Edad Sexo
la muestra A t-tau f-tau-T181 ApoE [Afios] V-varon
[pg/ml] [pg/ml] [pg/mli] M-Mujer
Cc1 1 860 289 62 3/3 66 \Y
2 755 153 41 3/3 64 M
3 794 169 42 3/3 62 M
4 616 254 47 3/3 65 M
5 750 197 44 3/3 68 \Y
6 834 274 57 3/3 58 M
7 862 216 46 3/3 66 \Y
8 1161 263 59 3/3 57 \Y
9 793 254 52 3/3 59 M
10 1405 194 67 3/3 57 M
LAB 11 263 103 27 3/3 55 M
12 333 120 29 3/3 70 \Y
13 274 127 26 3/3 69 M
14 416 258 61 4/3 56 M
15 330 220 53 4/3 73 M
16 467 128 28 3/3 74 M
17 466 179 55 3/3 69 M
EA 18 286 640 88 4/3 70 \Y
19 338 2186 165 3/3 68 M
20 206 899 127 4/3 58 M
21 292 530 76 3/3 57 M
22 313 557 80 3/3 72 M
23 379 1200 240 3/3 60 M
24 353 462 75 3/3 62 M
25 317 987 146 4/3 60 M
26 428 766 94 4/3 58 \Y
27 245 917 116 3/3 69 M
28 208 553 76 4/3 72 \Y
29 243 754 126 4/3 73 \Y
30 311 1024 144 3/3 54 \Y
FTLD 31 545 148 35 3/3 64 M
32 765 429 59 4/3 54 M
33 853 223 53 3/3 52 \Y
34 922 192 44 3/3 58 \Y
35 568 176 46 4/3 49 \Y
36 530 98 28 3/3 65 \Y
37 556 203 36 3/3 64 M
38 785 281 53 4/3 72 \Y
39 590 211 35 3/2 61 M
40 831 276 38 3/3 58 M
41 721 400 74 3/3 69 M
42 652 430 58 3/3 70 M
43 992 244 50 3/3 52 \Y
44 867 409 52 3/3 52 M
45 587 293 46 3/2 74 \Y
c2 46 691 214 56 3/3 35 M
47 647 240 47 3/3 35 \Y
48 578 232 49 3/3 39 M
49 668 348 57 3/3 25 M
50 734 293 53 4/3 44 M
51 769 246 55 3/3 42 M
52 745 252 55 3/3 44 \
PSEN1 53 823 193 37 3/3 24 M
54 754 271 49 3/3 33 \Y
55 656 324 54 3/3 33 \Y
56 506 233 62 3/3 37 \Y
57 1619 233 55 3/3 35 M
58 1091 221 50 3/3 45 M

Tabla 3: Caracteristicas clinicas y valores individuales de los biomarcadores en
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los pacientes analizados mediante ddPCR.

Grupo Codigo LCR LCR LCR Alelo Edad Sexo
de AB t-tau f-tau-T181 ApoE [Afios] V-varén
Muestra [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] H-Hembra

C1 1 ~ 860 289 ~ 62 3/3 66 V
2 755 153 41 3/3 64 F
3 794 169 42 3/3 62 F
4 616 254 47 3/3 65 F
5 750 197 44 3/3 68 \Y
6 834 274 57 3/3 58 F
8 1161 263 59 3/3 57 \Y
9 793 254 52 3/3 59 F
10 1405 194 67 3/3 57 F
EA 18 286 640 88 4/3 70 \Y
19 338 2186 165 3/3 68 F
21 292 530 76 3/3 57 F
22 313 557 80 3/3 72 F
23 379 1200 240 3/3 60 F
24 353 462 75 3/3 62 F
59 382 607 83 3/3 59 F
60 265 967 135 4/3 64 F
27 245 917 116 3/3 69 F
25 317 987 146 4/3 60 F
61 352 1638 221 3/3 67 F
28 208 553 76 4/3 72 \Y
62 370 783 106 4/3 69 F
63 360 1314 168 4/3 67 F
64 326 714 107 4/3 74 F
29 243 754 126 4/3 73 \Y
30 311 1024 144 3/3 54 \Y
65 456 606 107 4/3 59 \Y
26 428 766 94 4/3 58 \Y
66 332 735 115 3/3 56 F
FTLD 31 545 148 35 3/3 64 F
32 765 429 59 4/3 54 F
33 853 223 53 3/3 52 \Y
34 922 192 44 3/3 58 \Y
35 568 176 46 4/3 49 \Y
38 785 281 53 4/3 72 \Y
67 824 509 80 33 69 \Y
41 721 400 74 3/3 69 F
42 652 430 58 3/3 70 F
43 992 244 50 3/3 52 \Y
44 867 409 52 3/3 52 F

5 Tabla 4. Caracteristicas de Edad y biomarcadores de los grupos analizados
mediante ddPCR.
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GRUPO N Edad AB t-tau [pg/ml] f-tau-
[pg/mi] T181
[pg/mi]
C1 9 | 62+1 885181 22717 52+3
EA 20 65+1 328+14** 897+95** 123+10*
FTLD 11 60+3 772143 313138 55+4

Los sujetos que fueron incluidos en los estudios qPCR y de los cuales habia
una cantidad suficiente de muestra de LCR disponible fueron utilizados para
medir el numero de copias de ADN mitocondrial en el LCR por ddPCR. Los
sujetos adicionales se incorporaron al grupo de EA. Como en los estudios
gPCR, sdélo los sujetos <75 afios de edad fueron incluidos en este estudio
debido a la falta de controles sanos por encima de esta edad. C1: grupo control
formado por sujetos sanos sin déficits cognitivos, biomarcadores normales en
LCR, y de edad equivalente a los grupos de pacientes diagnosticados con EA y
FTLD. EA: pacientes diagnosticados con enfermedad de Alzheimer esporadica
con niveles bajos de AB1-42 y niveles elevados de t-tau y tau-p en el LCR.
FTLD: pacientes diagnosticados con degeneracion lobar frontotemporal y con
niveles normales de biomarcadores relacionados con EA en el LCR. **
Significativamente diferente del grupo de control correspondiente (ONEWAY

ANOVA con comparaciones post-hoc de Bonferroni, p <0,01).

Obtencidén de muestras de LCR:

Todas las muestras de LCR fueron obtenidas con el consentimiento informado
siguiendo el procedimiento aprobado por el Comité Etico del Hospital Clinic de
Barcelona en la Unidad de Enfermedad de Alzheimer y otros trastornos
cognitivos del Servicio de Neurologia. Las muestras de LCR se obtuvieron por
puncidon lumbar entre las 09:00 y las 12:00 de la manana. Un pequefio volumen
inicial de LCR se apart6 para determinar la presencia de células y realizar otras
mediciones bioquimicas y a continuacion empezo6 la recogida de 10 ml de LCR.
Para evitar la contaminacion con células de la sangre, posiblemente adquiridas
en el proceso de puncidon lumbar, se centrifugaron las muestras de LCR

inmediatamente después de la recogida a 2000 g durante 10 min a 4 ° C y se
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almacenaron a -80 ° C en tubos de polipropileno antes de dos horas después
de la extraccidon. Los biomarcadores AB1-42, T-tau y tau-p se midieron
mediante ensayos immunoenzimaticos (lnnogenetics, Gante, Bélgica). La
amplificacion por PCR con cebadores dirigidos a amplificar un gen nuclear con
elevado numero de copias como el ARN ribosomal 18S, mostré que las
muestras de LCR utilizadas en nuestros experimentos no contienen ADN
nuclear por encima del limite de deteccion de 0,6 genomas por muestra,
descartando la posibilidad de contaminacion del LCR con el ADN de células

periféricas.

PCR cuantitativa en tiempo real:

En primer lugar, la concentracion de ADN mitocondrial circulante en muestras
de LCR se evalué por qPCR con una curva de calibracién estandar. Las
reacciones se realizaron en al menos diez réplicas en un Corbett Rotor-Gene
6000 (Corbett, Mortlake, NSW, 2137, Australia). Cada 20 | de reaccion de
PCR consistié en 1X SsoFast EvaGreen (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA
94547, EE.UU.), 300 nM de cada uno de los cebadores y 6,2 | de muestra de
LCR. Para detectar ADN mitocondrial en el LCR, se disefiaron cebadores de
PCR que amplifican una region entre las bases 14418 y 14932 que codifica los
genes mitocondriales ND6, tRNA-Glu y cytB, de acuerdo con la secuencia de
referencia de Cambridge para el ADN mitocondrial humano (RefSeq:
NC 012920.1). Se eligieron cebadores que no estan asociados con
polimorfismos de nucle6tido unico conocidos. Para confirmar la especificidad
de la amplificacion de ADN en la reaccion de PCR se disefiaron tres
combinaciones diferentes de cebadores dirigidos a la misma region del ADN

mitocondrial (Fig. 1 A, B). Las secuencias de cebadores 5'-3' son: SEQ ID NO:

1 CCCCTGACCCCCATGCCTCA, SEQ ID NO: 2
GCGGTGTGGTCGGGTGTGTT-, SEQ ID NO: 3
CTCACTCCTTGGCGCCTGCC-, SEQ ID NO: 4

GGCGGTTGAGGCGTCTGGTG-. Una combinacién de cebadores, SEQ ID NO:
1/ SEQ ID NO: 4, fue disefada para amplificar una region larga 515 pb (ADN
mitocondrial-515). Los otros dos pares de cebadores SEQ ID NO: 1/ SEQ ID



10

15

20

25

30

WO 2014/080054 PCT/ES2013/070713

25

NO: 2 y SEQ ID NO: 3/ SEQ ID NO: 4) fueron disefiados para amplificar dos
secuencias cortas (153 y 85 pb, el ADN mitocondrial-153 y el ADN
mitocondrial-85, respectivamente) que se encuentran dentro de la regién mas
larga de 515 pb (Fig. 1A). Ademas, para verificar la deteccibn de ADN
mitocondrial en el LCR, se utiliz6 otra técnica de PCR basado en sondas
TagMan con una combinacién de cebadores dirigida a un gen mitocondrial
diferente. Para estos estudios, cada uno de 20 | de reaccidén de PCR consistio
en 1X SsoFast Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA 94547, EE.UU.),
100 nM de cada uno de los cebadores, 125 nM de sonda SEQ ID NO: 5 (5'-
FAM-TGCCAGCCACCGCG-MGB-3 ') y 6,2 | de muestra de LCR. Los
cebadores para esta reaccion de PCR fueron disefiados para amplificar una
region entre las bases 805 y 927 del genoma del ADN mitocondrial que codifica
el gen mitocondrial 12S ribosomal RNA. Las secuencias de esta combinacion
de cebadores amplifican un producto de 123 pb (ADN mitocondrial-123) y son:
Directa (SEQ ID NO: 6), 5'-CCACGGGAAACAGCAGTGAT-3"; Inversa (SEQ ID
NO: 7), 'CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTGA-3'.

El ADN mitocondrial puede acumular dafo oxidativo o estructural, y cuanto mas
larga es la secuencia de ADN mitocondrial mayor es la probabilidad de tener
bases dafadas que impedirian su amplificacion por la polimerasa durante la
reaccion de PCR. La amplificacion por PCR de dos diferentes secuencias
cortas con las dos primeras combinaciones de cebadores (ADN mitocondrial-85
y ADN mitocondrial-153) se destina a confirmar la especificidad de la diana del
ADN mitocondrial. La amplificacion de la secuencia mas larga (ADN
mitocondrial-515) se planificé para evaluar la influencia del dafo estructural del
ADN mitocondrial en la reaccion de PCR y como una confirmacién adicional de
la especificidad de la diana. Las condiciones para la qPCR se optimizaron
utilizando el analisis de curva de temperatura de fusién. El tamafo de los
productos amplificados y su homogeneidad se estimaron por electroforesis en
gel. La amplificacién se realizé usando las siguientes condiciones de ciclo: 95
°C, 2 min seguido de 45 ciclos a 95 °C, 5 s, y 65 °C, 10s, 20s y 60s para el
ADN mitocondrial-85, el ADN mitocondrial-153 y ADN mitocondrial 515-
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respectivamente. Las mediciones de los Ciclos umbrales (Ct) se establecieron

dentro del rango exponencial.

La cuantificacion del ADN mitocondrial circulante en el LCR se realiz6 con una
curva de calibracion estandar de ADN mitocondrial humano purificado a partir
de células HEK293T. EI ADN mitocondrial humano purificado se obtuvo de
mitocondrias aisladas por fraccionamiento subcelular y gradiente de Percoll.
Las mitocondrias se aislaron de 1x10’ células HEK293T. Las células se
lavaron, se recogieron en 2 ml de tampdn de aislamiento (Hepes 20 mM,
sacarosa 300 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, pH 7,4), y se homogeneizaron en
un triturador de tejidos de vidrio / Teflon Potter-Elvehjem. El homogeneizado
crudo se centrifugd una vez a 1.000 g durante 10 min para eliminar las células
sin lisar y los nucleos. El sobrenadante conteniendo la fraccion mitocondrial
cruda se depositd sobre un gradiente discontinuo de Percoll, 23/15/10/3% (v /
v), en tampon de aislamiento y se centrifugd a velocidad de 31.000g (Sorvall,
rotor FIBERLite F21) durante 5 minutos. La fraccion que contiene mitocondrias
situada entre las capas 15 y 23% de Percoll se transfiri6 a tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml y se diluyé 1:1 (v:iv) en tampdn de aislamiento.
Después de mezclar suavemente, las mitocondrias se centrifugaron a 20000 g
durante 20 min. Se descart6 el sobrenadante y el ADN se extrajo del sedimento
mitocondrial mediante un protocolo de lisis alcalina (Wizard Plus Miniprep,
Promega, Madison, WI, EE.UU.). El contenido de ADN mitocondrial en el
extracto de ADN mitocondrial se evalué mediante diferentes métodos: a) por
gPCR con tres combinaciones de cebadores: una combinacion de cebadores,
SEQ ID NO: 1 / SEQ ID NO: 4, que amplifica la region ADNmt-515; la
combinacion SEQ ID NO: 1/ SEQ ID NO: 2 que amplifica la region ADNmt-153
y la combinacién SEQ ID NO: 3/ SEQ ID NO: 4 que amplifica la region ADNmt-
85 (Fig. 1A) contra una curva estandar del producto amplificado
correspondiente clonado en el plasmido pJET1.2; b) por ddPCR. La
concentracion de ADN mitocondrial en LCR se calculdé basandose en el calculo
de que una copia de ADN mitocondrial corresponde a 18,16 ag. Los estudios

de caracterizacion indicaron que el ADN mitocondrial se puede detectar en
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fue superior a 0,95 en todas las muestras analizadas.
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A continuacion, la Tabla 5 muestra los cebadores disefados vy
correspondientes secuencias amplificadas por ellos.
Tabla 5. Cebadores disefiados y secuencias amplificadas por ellos.
Secuencia Regién del ADN
. _ _ Cebador SEQID NO
amplificada mitocondrial
14418-14570 | cebador directo F1 SEQ ID NO: 1
bases de la
ADNmt-153 _
secuencia Cebador reverso R1 SEQ ID NO: 2
NC 012920.1
14848-14932 | cebador directo F2 SEQ ID NO: 3
bases de la
ADNmt-85 )
secuencia Cebador reverso R2 SEQ ID NO: 4
NC 012920.1
14418-14932 | cebador directo F1 SEQ ID NO: 1
bases de la
ADNmt-515 _
secuencia Cebador reverso R2 SEQ ID NO: 4
NC 012920.1
805-927 bases | Cebador directo 123BP
_ SEQID NO: 6
de la secuencia | F
ADNmt-123
NC 012920.1 Cebador reverso 123BP
SEQID NO: 7
R
13699-13771 | Cebador directo F3 SEQ ID NO: 9
ADNME73 bases de la
mt- . SEQ ID NO:
secuencia Cebador reverso R3
NC 012920.1 10

las




10

WO 2014/080054 PCT/ES2013/070713

28
214-328 bases SEQ ID NO:
Cebador directo F4
de la secuencia 11
ADNmt-115
NC 005089.1 SEQ ID NO:
Cebador reverso R4 1
214-912 bases SEQ ID NO:
Cebador directo F4
de la secuencia 11
ADNmMt-699
NC 005089.1 SEQ ID NO:
Cebador reverso R5 13
Secuencia de SEQ ID NO:
Cebador directo F6
219 pb del gen 14
que codifica
SEQ ID NO:
para el 18S Cebador reverso R6 15
rRNA
SEQ ID NO:
Cebador directo APP 16
Transgen APP
SEQ ID NO:
Cebador reverso APP 17
SEQ ID NO:
Cebador directo IL-lI
Gen control IL- 18
[l SEQ ID NO:
Cebador reverso IL-lI 19

PCR digital:

Para validar los resultados obtenidos con gPCR en tiempo real, se realizd la
cuantificacion adicional de ADN mitocondrial circulante en muestras de LCR de
algunos grupos (Tablas 3 y 4) mediante ddPCR utilizando la plataforma Bio-
Rad QX100 Digital Droplet PCR (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA 94547,
EE.UU.). El ADN mitocondrial se amplificé directamente en muestras de LCR
con una sonda FAM marcada (SEQ ID NO: 8) y con los cebadores F1 y R1 que
producen la amplificaciéon del fragmento ADN mitocondrial-153 utilizado en los
anteriores analisis de gPCR. La reaccidén consistio en 1X ddPCR Mastermix,
900 nm de cada uno de los cebadores SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2 y 250 nM
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de una sonda marcada con FAM. La secuencia SEQ ID NO: 8 de la sonda fue
6-carboxifluoresceina (FAM)-5'-
CGCTGTAGTATATCCAAAGACAACCATCATTCCCCC-3'-BHQ-1. La
formacion de gotas se llevd a cabo mediante una emulsion formada por la
mezcla de 20 pl de la reaccion de PCR con 60 | de aceite y las gotas fueron
generadas utilizando el cartucho Generador de gotas microfluidico QX100. La
amplificacion por PCR se realizd usando un termociclador C1000 con las
siguientes condiciones: 95 °C 10 minutos, 40 repeticiones de 94 °C 59 ° 1 min
30sec C, 98 °C 10 min. Las condiciones de PCR fueron optimizadas
previamente usando ADN mitocondrial purificado a partir de células HEK293T.
La presencia o ausencia de amplificacion en las gotas se evalué usando
QX100 Droplet Reader (FAM canal) y los resultados se analizaron usando el
programa QuantaSoft. Los resultados se expresaron en copias de ADN

mitocondrial por ml de LCR (Figura 5).

A continuacion, la Tabla 6 muestra las sondas disefiadas.

Tabla 6. Sondas disefadas.

Nombre Secuencia SEQID
NO
SONDA | FAM-TGCCAGCCACCGCG-MGB SEQ ID
888-901 bases de la secuencia NC_012920.1_ NO: 5
SONDA2 | (FAM)-5'- SEQ ID
CGCTGTAGTATATCCAAAGACAACCATCATTCCCCC- | NO: 8
3'-BHQ-1
14458-14493 bases de la secuencia NC_012920.1

Ultrafiltracion del LCR:

En los estudios de caracterizacion iniciales observamos que la amplificacion
directa del ADN mitocondrial en muestras de LCR produce reacciones de PCR
con una baja eficiencia (Fig 4), lo que indica que el LCR contiene moléculas

qgue inhiben la deteccion de ADN por PCR, lo que compromete la cuantificacion
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precisa, como ya se ha descrito anteriormente para otros ensayos de gPCR en
liquidos del cuerpo humano. Para lograr una cuantificacion precisa de ADN
mitocondrial, hemos tratado el LCR con varios procedimientos para eliminar los
inhibidores y obtener eficiencias de PCR equivalentes a las obtenidas en
nuestro estandar purificado ADN mitocondrial. De entre los diversos
procedimientos, descubrimos que la ultrafiltracion del LCR elimina
completamente las sustancias inhibidoras del LCR y permite obtener una
reaccion de PCR con una eficiencia equivalente a la observada con el estandar
de ADNmt (Fig. 4), lo que indica que las sustancias inhibidoras presentes en el
LCR son solubles y de bajo peso molecular. Las muestras de LCR se
ultrafiltraron utilizando filtros Amicon Ultra 0,5 ml (Millipore, MA, EE.UU.) con
10.000 MWCO. Las muestras se diluyeron a 10 veces el volumen inicial con
agua y se concentraron de nuevo al volumen inicial por centrifugaciéon a
14.000g durante 10 min. Este procedimiento de ultrafiltracidon se realizé dos

veces.

Genotipado de los ratones:

El ADN gendmico para genotipar se obtuvo de la cola siguiendo el protocolo del
Laboratorio Jackson (Bar Harbor, Maine, EE.UU.). Una longitud de 1 mm de
cola se corté y se incub6 a 55 ° C en un tampoén que contiene 50 mM KCI, 10
mM Tris-HCI pH 8,3, 2,5 mM MgCI2 « 6H20, 0,45% (v / v) de Nonidet P40,
0,45% (v / v) Tween 20 y 150 ug / ml de proteinasa K (Gibco). Después de la
digestion del tejido, las muestras se incubaron durante 5 min a 95 ° C para
inactivar la proteinasa K y 2 pl de esta muestra se utilizaron para hacer el
genotipado por analisis de PCR. Los animales fueron genotipados mediante
PCR multiplex usando la reaccibn SSO Supermix avanzada (Bio-Rad
Laboratories) con cebadores dirigidos al transgén APP y al gen de IL-Il como
control positivo. Los cebadores fueron APP: directo (SEQ ID NO: 16), 5'-
CATAGCAACCGTGATTGTCATC-3' y reverso (SEQ ID NO: 17), 5-
TGGATTCTCATATCCGTTCTGC-3 ' IL-Il: directo (SEQ ID NO: 18), 5'-
CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3' y reverso (SEQ ID NO: 19) 5-3
GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC. Las condiciones de PCR fueron: 2 min
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a 98 ° C de desnaturalizacion inicial, seguido por 45 ciclos de 5 s de
desnaturalizacion a 98 ° C, 30 s de hibridacion del cebador y extensioén a 60 °
C. El genotipo se determind mediante analisis de curvas de desnaturalizacion

de los productos de PCR.

Cultivo de neuronas corticales de ratones transgénicos:

Los cultivos primarios de neuronas corticales se prepararon a partir cortezas
cerebrales de embriones E17 de ratones B6.Cg-Tg (APPswe, PSEN1dE9)
85Dbo/Mmijax (APP/PS1) (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, EE.UU.) de
ambos sexos. Las células fueron disociadas en presencia de tripsina y ADNasa
| y se sembraron en pocillos recubiertos de poli-D-lisina (100 ug / ml) a una
densidad de 2 x 1075 células/cm”2 en medio neurobasal suplementado con 2%
B27, 0,1 mg / ml gentamicina y 0,5 mM de GlutaMax. Un tercio del volumen del
medio se cambi6é cada 3-4 dias. Las células se mantuvieron a 37 °© C en un
incubador humidificado con 5% de CO2 y 95% de aire. Los cultivos se dejaron
en reposo hasta el dia en que se realizaron los experimentos, y ese periodo de
dia se denomina en la presente invencion como dias de cultivo in vitro (DIV).
Todos los procedimientos con animales y su cuidado fueron aprobados por el
comité de ética de la Universidad de Barcelona y se llevaron a cabo de acuerdo
con las directrices que se ajustan a las leyes nacionales (Generalitat de
Catalunya) e internacionales (Guia para el Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio, National Academy Press, Washington, DC, 1996) (Figura 4).

Determinacién del numero de copias de ADN mitocondrial en neuronas
corticales cultivadas:

El ADN total se extrajo por incubacion de las neuronas corticales en cultivo con
tampon SDS (100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 0,5% SDS, 20 g/ml RNAsa A,
pH 8,0) durante 1 hora a 37 ° C en un volumen de extraccion de
aproximadamente 1 pl por 1000 células. Los extractos fueron incubados con
proteinasa K (100 ug / ml) durante 1 hora a 56 ° C, seguida por 10 mina 95°C
para inactivar la enzima. La reaccion de gqPCR se realizd directamente en

tampon de extraccidon para minimizar la pérdida de ADN mitocondrial en
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procedimientos de purificacion de columna. Estudios de caracterizacion
demostraron que el tampdn de extraccion diluido a 1:500 no inhibe la eficiencia
de la reaccion de PCR. Para la amplificacion del ADN mitocondrial, se utilizaron
dos combinaciones de cebadores que amplifican productos anidados situados
entre las bases 214 a 912 del gen que codifica el ARN ribosomal 12S de la
secuencia completa del genoma mitocondrial del Mus musculus de referencia
NC_005089.1: El ADN mitocondrial-115 y ADN mitocondrial-699, que producen
fragmentos de 115 y 699 pares de bases, respectivamente. Cada reaccidon
contenia 10 pl de 2X SsoAdvanced Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA 94547, EE.UU.), 0,3 mM de cada cebador y 10 pl de una dilucién 1:250 de
la muestra extraida en un volumen final de 20 pl. Las secuencias de los
cebadores son: ADN mitocondrial-115 directo (SEQ ID NO: 11) 5'-
CTAGCCACACCCCCACGGGA-3 'y reverso (SEQ ID NO: 12) 5'-
CGTATGACCGCGGTGGCTGG-3"; ADN mitocondrial-699 el cebador directo de
ADN mitocondrial-115 (SEQ ID NO: 11) y el reverso (SEQ ID NO: 13) 5-3-
CGGGCGGTGTGTGCGTACTT . Las condiciones de PCR fueron: 2 min a 95 °
C de desnaturalizacion inicial, seguido por 45 ciclos de 5 s de desnaturalizacion
a 95 ° Cy 12 o0 60 s de hibridaciéon del cebador y extensibn a60° C 065°C
para el ADN mitocondrial-115 y ADN mitocondrial-699 respectivamente. Para la
cuantificacion del ADN nuclear (ADNn), utilizamos una secuencia de 219 pb de
longitud del gen que codifica para el 18S ribosomal RNA de que se encuentran
multiples copias en el genoma. Las secuencias de los cebadores son: directa
(SEQ ID NO: 14), 5-CGCGGTTCTATTTTGTTGGT 3' y reverso (SEQ ID NO:
15) 5'-AGTCGGCATCGTTTATGGTC-3'. Las condiciones de PCR fueron: 2 min
a 95 ° C de desnaturalizacion inicial, seguido de 45 ciclos de 5 s de
desnaturalizacién a 95 ° C y 20 s de hibridacion del cebador y extension a 57 °
C. Todas las reacciones se realizaron por triplicado. Las mediciones de ciclos
umbrales (Ct) se establecieron dentro del rango exponencial. Solamente fueron
consideradas las reacciones con eficiencias superiores al 90%. La ausencia de
productos no especificos se confirmé por analisis de curvas de
desnaturalizacion y por electroforesis en gel. La cuantificacion de las copias de

ADN mitocondrial y 18S del RNA ribosomal de ADNn se obtuvo mediante una
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curva estandar de los productos de amplificacidon respectivos previamente
clonados en plasmidos pJET1.2. Los resultados se expresan como numero de
copias de ADN mitocondrial dividido por numero de copias 18S rRNA. En
experimentos de caracterizacidn posteriores, determinamos el numero de
copias de 18S rRNA presentes en el genoma de neuronas corticales en cultivo
en relacién a una curva estandar de dos fragmentos diferentes de genes de
copia unica (IL-Il y NP1) clonados en plasmidos pJET1.2. Los resultados
revelaron que las neuronas corticales en cultivo tienen aproximadamente 50
copias de ARN ribosémico 18S, lo que indica que estas células contienen un

rango de 300-600 copias de ADN mitocondrial por célula (Figura 4).

Analisis estadistico:

Los resultados se expresan como media + SEM. La significacion estadistica de
las diferencias se examiné utilizando los analisis de Kruskal-Wallis con la
prueba de comparaciones multiples post-hoc de Dunn, ANOVA de una via con
la prueba de comparaciones multiples post hoc de Bonferroni, o con pruebas t
de Student de dos colas o pruebas U de Kruskal-Wallis dependiendo de las
caracteristicas de las muestras. Los analisis de curva caracteristica operativa
del receptor (ROC) y el analisis del area bajo la curva se realizaron con el

software GraphPad Prism.

Ejemplo 2. Deteccién de ADN mitocondrial extracelular circulante en el
LCR.

En primer lugar se examind la posibilidad de detectar ADN mitocondrial
extracelular circulante en el LCR. Los estudios de caracterizacion mostraron
gue es posible detectar ADN mitocondrial extracelular a partir de un pequefio
volumen (10 pl) de LCR humano mediante amplificacion por PCR. Para
confirmar la especificidad de la amplificacion de ADN, se emplearon tres
combinaciones diferentes de cebadores (Fig. 1); un primer par de cebadores
(SEQ ID NO: 1/ SEQ ID NO: 4) que amplifica una regiéon de 515 pares de

bases de longitud (ADN mitocondrial-515) y otros dos pares de cebadores
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(SEQ ID NO: 3/ SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 1/ SEQ ID NO: 2
respectivamente) anidados dentro de esta region, que amplifican 85 (ADN
mitocondrial-85) y 153 (ADN mitocondrial-153) pares de bases respectivamente
(Figuras 1A, B). Para determinar la concentracion de ADN mitocondrial
extracelular en LCR, a continuacion se hizo un analisis por qPCR de las
muestras de LCR utilizando un amplio rango de concentraciones de un
estandar externo de ADN mitocondrial humano aislado de células HEK 293T.
Los resultados demostraron que se puede detectar ADN mitocondrial en LCR
en un rango entre 29-35 Cts, que corresponde a concentraciones de mtDNA
circulante entre 2-300 fg/ml. Se obtuvieron resultados similares con una técnica
de andlisis de qPCR diferente basado en sondas TagMan y utilizando una
combinacion de cebadores diferente dirigida a una regién del ADN mitocondrial

qgue codifica el gen mitocondrial RNA 12S ribosémico.

Ejemplo 3. Analisis de los niveles de ADN mitocondrial circulante en LCR
en individuos asintomaticos con riesgo de desarrollar EA y en pacientes
diagnosticados con EA esporadica.

A continuacidon, se analiz6 el contenido de ADN mitocondrial extracelular en
LCR de pacientes con EA preclinica (escogidos por tener un nivel bajo de Ap
en LCR) y en pacientes sintomaticos ya diagnosticados con EA esporadica
(Tabla 1). La amplificacion de la region del ADN mitocondrial-85 revel6 una
marcada reduccion del contenido de ADN mitocondrial circulante en muestras

de LCR de ambos grupos de pacientes: los sujetos asintomaticos con riesgo de

padecer EA por tener niveles bajos de AR en el LCR (LAB =28 +4 fg/ ml, n

7) y los pacientes sintomaticos con EA diagnosticada (EA =48 £ 7 fg/ ml, n
13), correspondientes a una disminucion de 85 * 2% y 74 + 3%,
respectivamente, en comparacion con el control del mismo grupo de edad C1
(C1 =188 £ 49 fg / ml, n = 10). Un efecto equivalente se observé cuando la
concentracion de ADN mitocondrial en LCR se ensayd con las otras dos
combinaciones de cebadores (SEQ ID NO: 1/ SEQ ID NO: 2; y SEQ ID NO: 1/
SEQ ID NO: 4). Asi, la amplificacion por gPCR del producto ADN mitocondrial-

153 mostré una reduccion del contenido ADN mitocondrial en LCR de 96 + 1%
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yde 84 £ 4% en los grupos LAB (61 fg/ ml,n=7)yEA(23+6fg/ ml, n

13), respectivamente, en comparacion con el grupo C1 (142 £ 44 fg / ml, n

10). Asimismo, amplificacion por qPCR del producto ADN mitocondrial-515
mostré una reduccidon del contenido de ADN mitocondrial en el LCR de 92 + 3%
y 70+ 7% enlos grupos LAB (3+1fg/m,n=7)yEA(11£3fg/ ml, n=13)
respectivamente, en comparacion con el grupo control C1 (37 £+ 4 fg/ ml, n =
10) (Fig. 1C). El grupo de pacientes EA mostré una tendencia a tener un mayor
contenido de ADN mitocondrial en el LCR que el grupo LAB en las tres
combinaciones de cebadores (SEQ ID NO: 1/ SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 1/
SEQ ID NO: 4; y SEQ ID NO: 3/ SEQ ID NO: 4), pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. En general, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos en el porcentaje de disminucion de la
amplificacibn de ADN mitocondrial entre los productos de mayor longitud
(mtDNA-515) y los fragmentos mas cortos (ADN mitocondrial y ADN mt-85-
153). La disminucion en la amplificacion de ADN mitocondrial podria indicar un
namero menor de copias de ADN mitocondrial o también pérdida de la
integridad del ADN. En este ultimo caso, se esperaria que la amplificacion por
PCR del fragmento mas largo mostrase una reduccidén mayor, porque los
fragmentos largos de ADN son mas propensos a acumular bases dafadas que
impiden amplificacién por la polimerasa. De este modo, la observacion de que
con tres fragmentos de diferente longitud se obtiene una disminucion
equivalente en la amplificacion de ADN mitocondrial en los grupos LAB y EA,
indica que en estos grupos hay un descenso del niumero de copias en lugar de
una diferencia en la integridad del ADN mitocondrial. En resumen, estos
resultados muestran que el contenido de ADN mitocondrial circulante en el LCR
disminuye antes de la aparicion de los sintomas clinicos de la EA, lo que indica
que niveles bajos de ADN mitocondrial se asocian con el riesgo a desarrollar
EA.

Ejemplo 4. Analisis diferencial de los niveles de ADN mitocondrial en
pacientes diagnosticados con Demencia Frontotemporal (FTLD) y

pacientes con EA.
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Para evaluar si la disminucién en el contenido de ADN mitocondrial circulante
en el LCR también ocurre en otras demencias que no son del tipo Alzheimer,
analizamos la concentracion de ADN mitocondrial en el LCR de pacientes
sintomaticos diagnosticados con Demencia Frontotemporal (FTLD) (Tabla 1). El
analisis de gPCR reveld que la concentracion de ADN mitocondrial en el LCR
de estos pacientes, medido por las tres combinaciones de cebadores diferentes
(ADN mitocondrial-85 = 132 + 35 fg / ml, ADN mitocondrial-153 = 234 £ 160 fg /
ml y ADN mitocondrial-515 = 77 + 27 fg / ml, n = 15), no fue significativamente
diferente de la observada en los controles C1, pero era significativamente
mayor que la observada en los grupos LAB y EA (Fig. 1C), lo que indica que EA
y FTLD no comparten la disminuciéon en la concentracion de ADN mitocondrial

extracelular en el LCR.

Para determinar si la cantidad de ADN mitocondrial en el LCR discrimina
eficientemente entre pacientes con EA y controles esporadicos o pacientes con
FTLD se realizd un analisis estadistico de caracteristica operativa del receptor
(analisis ROC) del contenido de ADN mitocondrial en LCR medido con ADN
mitocondrial-153 (Fig. 2). Los resultados mostraron que con un valor de corte
de <51 fg / ml, la concentracibn de ADN mitocondrial en LCR distingue a los
pacientes con EA de los sujetos control cognitivamente normales con
sensibilidad y especificidad del 85% y 80%, respectivamente, y con un area
bajo la curva ROC de 0,946 (intervalo de confianza 95% = 0,86 a 1),
significativamente mas alto que el azar (p <0,001) (Fig. 2 A). Ademas, el
analisis ROC mostré que con un valor de corte <51 fg / ml, el contenido de
ADN mitocondrial en LCR distingue el diagnostico de EA del diagndstico de
FTLD con una sensibilidad del 85%, una especificidad del 87% y una area bajo
la curva ROC de 0,959 (95 % intervalo de confianza = 0.895-1),
significativamente mas alto que al azar (p <0,001) (Fig. 2 B). Se obtuvieron
resultados similares cuando el andlisis ROC del contenido de ADN mitocondrial
entre los diferentes grupos se realizé con los datos de los otros fragmentos de
ADN mitocondrial o cuando los datos de amplificaciones con las tres parejas de

cebadores se normalizaron y se combinaron. Estos resultados proporcionan
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evidencia adicional para sugerir que un nivel bajo de ADN mitocondrial en el

LCR esta especificamente relacionado con la EA.

Ejemplo 5. Analisis de ADN mitocondrial en pacientes jovenes sin
alteraciones cognitivas y sin biomarcadores Tau y Amiloide-f pero

portadores de una mutacion patogénica en PSEN1.

Para explorar si la disminucion del ADN mitocondrial circulante en el LCR
ocurre también en las primeras etapas preclinicas de la EA, se estudi6 el
contenido de ADN mitocondrial en el LCR de sujetos pre-sintomaticos jévenes
portadores de mutaciones génicas que causan EA, y antes de llegar a una
etapa en la que aparecen alteraciones en biomarcadores relacionados con la
EA. Asi, se cuantificd la concentracion de ADN mitocondrial circulante en el
LCR de un joven grupo de sujetos cognitivamente normales que no muestran
ninguna alteracion en los biomarcadores AR y tau, pero que tienen una
mutacion patogénica PSEN1 (M139T, K239N o 1439S) que provocara la
aparicion completa de los sintomas clinicos de la EA en promedio al menos
una década mas tarde. El analisis del LCR de estos sujetos pre-sintomaticos
también revel6 una marcada reduccidbn en la concentracion de ADN
mitocondrial circulante en el LCR en comparacidén con el grupo control de edad
correspondiente. La magnitud de la reduccion de contenido de ADN
mitocondrial en portadores de mutaciones en comparacion con los controles
fue similar en las tres amplificaciones con parejas de cebadores diferentes: 54
+ 10% (PSEN1 =27+ 6fg/ ml,n=6;C2=59+9fg/ m,n=7),68+11%
(PSEN1=141+5fg/ m,n=6;C2=43+12fg/ ml,n=7)y 66 £ 11% (PSEN1
=4+1fg/ml,n=5;C2=13+£3fg/ ml, n=7)para el ADN mitocondrial-85, el
ADN mitocondrial-153 y el ADN mitocondrial-515, respectivamente (Fig. 1D).
Los resultados obtenidos en estos sujetos pre-sintomaticos PSEN1 son
consistentes con los encontrados en sujetos en riesgo de desarrollar la EA (Fig.
1C) y proporcionan mas pruebas que indican que la disminucion de la
concentraciéon de ADN mitocondrial en el LCR ocurre ya en las primeras etapas

preclinicas de la EA. En contraste con la disminucion del contenido de ADN
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mitocondrial que se observar en el LCR de los grupos de pacientes, se
encontré que en todas las combinaciones de cebadores, el contenido de ADN
mitocondrial en el LCR es significativamente mayor (p <0,01) en el grupo
control de edad avanzada C1 (ADN mitocondrial-85 = 188 £+ 49, el ADN
mitocondrial -153 = 142 + 44 y ADN mitocondrial-515= 37 £ 4 fg / ml, n = 10) en
comparacion con el grupo control de edad joven C2 (ADN mitocondrial-85 = 59
1 9, el ADN mitocondrial-153 = 43 + 12 y ADN mitocondrial-515 = 13 + 3 fg / ml,
n = 10). Esto indica que la concentracion de ADN mitocondrial circulante en el
LCR incrementa con la edad, un proceso que es opuesto a lo que encontramos

en los sujetos preclinicos y diagnosticados con EA.

Ejemplo 6. Analisis de los niveles de ADN mitocondrial circulante en LCR

mediante ddPCR en pacientes diagnosticados con EA esporadica.

A continuacion se procedié a determinar si las diferencias en el contenido de
ADN mitocondrial en el LCR encontrado en nuestros experimentos podria ser
validada con un nuevo método de PCR, conocido como PCR digital en gotas,
gue recientemente ha hecho posible cuantificar directamente el contenido de
acido nucleico a un nivel de resolucién de una sola molécula. La medicion del
namero de copias de ADN mitocondrial en LCR mediante esta nueva técnica
de ddPCR usando la pareja de cebadores (SEQ ID NO: 1/ SEQ ID NO: 2) y la
sonda SEQ ID NO:8 que amplifican el ADN mitocondrial-153 confirmé que los
pacientes diagnosticados con EA esporadica tienen un numero
significativamente menor de copias de ADN mitocondrial en el LCR (EA =915 +
192 copias / ml, n = 20) en comparacion con el grupo control de la misma edad
C1 y con el grupo de demencia frontotemporal FTLD (C1 = 2092 + 399, n = 9;
FTLD = 2053 + 666, n = 11, copias / ml). Este efecto corresponde a una
disminuciéon de 56 = 9% de ADN mitocondrial en pacientes con EA en
comparacion con el grupo C1 (Fig. 5). Estos resultados son equivalentes a los
obtenidos utilizando gPCR y confirman los datos de los experimentos
anteriores que muestran que la concentracion de ADN mitocondrial en el LCR

en pacientes con diagnostico de EA es menor que la que tienen las personas
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diagnosticadas con FTLD.

Ejemplo 7. Analisis del numero de copias ADN mitocondrial por célula en
neuronas corticales en cultivo de ratones transgénicos APP/PS1 como
modelo animal de la EA.

Estudios previos han demostrado que hay una disminucién en el numero de
copias de ADN mitocondrial en el cerebro post mortem de pacientes con EA,
pero en el tejido cerebral humano no es posible determinar cuando este efecto
se inicia y si es causado por el proceso neurodegenerativo. Para evaluar si la
disminucién de la concentracion de LCR de ADN mitocondrial asociada con la
EA se produce en el sistema nervioso central antes de la aparicion de daio
neuronal, se mide la cantidad de copias de ADN mitocondrial en cultivos de
neuronas corticales de ratones transgénicos que expresan los genes humanos
de APP/PS1 mutados Las neuronas de estos ratones mostraron una
disminucién significativa (~ 28%) de copias de ADN mitocondrial por célula,
segun se mide con dos combinaciones de cebadores diferentes (SEQ ID NO:11
/ SEQ ID NO:12; y SEQ ID NO:11 / SEQ ID NO:13) (Fig. 3 A). Esta disminucion
del nimero de copias de ADN mitocondrial se produce en cultivos de neuronas
corticales en 14 DIV mucho antes de la aparicion del dafio sinaptico, medido
por la sinaptofisina y los niveles de proteina PSD95 (Figuras 3 B-D). Estos
resultados son consistentes con la interpretacion de que la disminucién en el
contenido de ADN mitocondrial circulante en el LCR de pacientes con EA
refleja un menor numero de copias de ADN mitocondrial por célula en las
neuronas del sistema nervioso y que la disminucién del contenido de ADN
mitocondrial aparece tempranamente en el proceso neurodegenerativo de la
EA.



10

15

20

25

30

WO 2014/080054 PCT/ES2013/070713

40

REIVINDICACIONES

. Uso del ADN mitocondrial como biomarcador cuantitativo para el

diagnostico y/o prondstico de la enfermedad de Alzheimer.

. Uso segun la reivindicacién 1, donde el ADN mitocondrial es extracelular.

. Un método para el diagnéstico y/o prondstico in vitro de la enfermedad de

Alzheimer que comprende las siguientes etapas:
a) cuantificar el ADN mitocondrial en una muestra biol6gica aislada de
un sujeto; y

b) comparar el valor obtenido en la etapa (a) con un valor estandar.

. El método segun la reivindicacion 3, que ademas comprende:

c¢) asignar al sujeto del paso (a) al grupo de pacientes con predisposicion
a padecer la enfermedad de Alzheimer o al grupo de pacientes que
padecen la enfermedad de Alzheimer cuando el valor obtenido en la

etapa (a) es significativamente menor que el valor estandar.

. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 6 4, donde la

muestra biolégica aislada se selecciona de la lista que consiste en:
saliva, sudor, lagrimas, orina, liquido cefalorraquideo, sangre, suero y

plasma sanguineo.

. El método segun la reivindicacién 5, donde la muestra bioldgica aislada

es liquido cefalorraquideo.

. El método segun la reivindicacién 5, donde la muestra bioldgica aislada

€S sangre, suero o plasma sanguineo.
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8. El método segun la reivindicacion 7, donde la muestra bioldgica aislada

€S suero.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, donde la etapa
(a) se lleva a cabo mediante PCR, PCR cuantitativa, PCR digital en gotas

o Southern Blot.

10. El método segun la reivindicacion 9, donde la etapa (a) se lleva a cabo

mediante PCR cuantitativa o PCR digital en gotas.

11.El método segun cualquiera de las reivindicaciones 9 6 10, donde la

etapa (a) se lleva a cabo mediante PCR digital en gotas.

12. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11, donde el ADN

mitocondrial es extracelular.

13.El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 12, donde el

sujeto es un humano.

14.Un kit para el diagnostico y/o prondstico de la enfermedad de Alzheimer
gue comprende al menos uno de los siguientes conjuntos de cebadores o
sondas:
a) SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 4,
b) SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2 y opcionalmente SEQ ID NO:8,
c) SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4,
d) SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7 y opcionalmente SEQ ID NO: 5,0
e) SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10.

15. El kit segun la reivindicaciéon 14 que comprende los cebadores SEQ ID
NO: 3y SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10.
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16.Uso de un kit que comprende cebadores y/o sondas especificos para el
ADN mitocondrial, para el diagndstico y/o pronéstico de la enfermedad de

Alzheimer.

5 17.Uso segun la reivindicacion 16, donde el kit es el kit segun cualquiera de

las reivindicaciones 14 6 15.
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Categoria* Documentos citados, con indicacion, si procede, de las partes relevantes reivindicaciones n°

A WO 2007011322 A2 (UNIV. CALIFORNIA) 25/01/2007, 1-17
todo el documento.

A WO 0063441 A2 (MITOKOR) 26/10/2000, todo el 1-17
documento.

A WO 9409162 A1 (UNIV. EMORY SCHOOL MEDICINE) 1-17
28/04/1994, todo el documento.

A FAHY, E. et al., ‘Multiplex fluorescence-based 1-17

primer extension method for quantitative mutation
analysis of mitochondrial DNA and its diagnostic
application for Alzheimer's disease’, NUCLEIC

3102-3109, ISSN: 0305-1048 (Print), todo el
documento.

ACIDS RESEARCH, 1997, Vol. 25, No. 15, pdginas

En la continnacién del recuadro C se relacionan otros documentos

Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

Categorias especiales de documentos citados: "T"
documento que define el estado general de la técnica no
considerado como particularmente relevante.

solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la
fecha de presentacién internacional o en fecha posterior.
documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién
de prioridad o que se cita para determinar la fecha de
publicacién de otra cita o por una razén especial (como la
indicada).

documento que se refiere a una divulgacién oral, a una
utilizacion, a una exposicién o a cualquier otro medio.
documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

nAY
"
" "y
"o ny

npr

" g

documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir
la comprensién del principio o teorfa que constituye la base
de la invencidn.

documento particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
una actividad inventiva por referencia al documento
aisladamente considerado.

documento particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la biisqueda internacional.

28/01/2014

Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional.
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Funcionario autorizado
J. Vizan Arroyo
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Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Julio 2009)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/ES2013/070713

C (Continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa *

Documentos citados, con indicacion, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°

P.X

PODLESNIY, P. et al., ‘Low cerebrospinal fluid
concentration of mitochondrial DNA in preclinical
Alzheimer disease’, ANNALS OF NEUROLOGY, 2013
Nov, Vol. 74, No. 5, paginas 655-668, [SSN:
0364-5134(print), ISSN: 1531-8249(electronic),

Epub: 04-09-2013, todo el documento.
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Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Julio 2009)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/ES2013/070713

Recuadro I Secuencia(s) de nucleétidos y/o de aminoacidos (continuacién del punto 1.c de la primera hoja)

1 En lo que se refiere a las secuencias de nucleétidos y/o de aminoacidos divulgadas en la solicitud internacional y necesarias para la
invencidn reivindicada, la biisqueda se ha llevado a cabo sobre la base de una lista de secuencias presentada o entregada:

a. Medios

en papel

en formato electrénico
b. Cuando

en la solicitud internacional tal y como se present6
[ junto con la solicitud internacional en formato electrénico

[ posteriormente a esta Administracién a los fines de la biisqueda
2.4 Ademds, en caso de que se haya presentado mds de una version o copia de una lista de secuencias se ha entregado la declaracién
requerida de que la informacién contenida en las copias subsiguientes o adicionales es idéntica a la de la solicitud tal y como se

present6 o no va mds alld de lo presentado inicialmente.

3. Comentarios adicionales:

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (1)) (Julio 2009)



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

Informaciones relativas a los miembros de familias de patentes PCT/ES2013/070713
Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de buisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
WO02007011322 A2 25.01.2007 US2009111093 A1 30.04.2009
JP2008500058 A 10.01.2008
EP1769089 A2 04.04.2007
EP1769089 A4 15.04.2009
AU2005330065 A1 09.11.2006
AU2005330065 A8 07.08.2008
WO00063441 A2 26.10.2000 JP2003521879 A 22.07.2003
EP1208225 A2 29.05.2002
CA2370884 Al 26.10.2000
AU4368300 A 02.11.2000
W09409162 Al 28.04.1994 US5494794 A 27.02.1996

PCT/ISA/210 (Anexo — familias de patentes) (Julio 2009)
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