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1. Introduccion

1.1. Fases de la enfermedad de Parkinson y papel
de los biomarcadores moleculares

El papel de los biomarcadores moleculares en el diagnodstico de la enfermedad
de Parkinson (EP) viene dado por la necesidad de definir las diferentes fases de
la enfermedad y de aumentar la precision diagnostica en estadios precoces, que
actualmente recae sobre todo en criterios clinicos. El diagndstico clinico de la EP
se realiza cuando han degenerado el 70% de las neuronas dopaminérgicas vy la tasa
de error diagndstico oscila entre el 15y el 25% .

Trasladando los avances en otras enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer, vemos que esta se clasifica en 3 estadios principales:
una fase preclinica, donde el paciente esta asintomatico pero tenemos evidencia
molecular y/o de neuroimagen a favor de un proceso fisiopatoldgico de amiloidosis
y de neurodegeneracion especifica de enfermedad de Alzheimer; una fase
prodromica, donde el paciente muestra sintomas sutiles objetivables como el
deterioro cognitivo leve y donde ademas hay evidencia fisiopatoldgica molecular
y/o de neuroimagen de amiloidosis y de neurodegeneracion especifica de la
enfermedad de Alzheimer; y la fase clinica, donde se realiza el diagndstico de
demencia y que no exige necesariamente una evidencia de biomarcadores .

Como vemos, los biomarcadores moleculares tienen un papel esencial en la
enfermedad de Alzheimer no solo para definir la fase prodromica, junto a
parametros clinicos, sino también para definir la fase preclinica de la enfermedad.
Estos avances en la clasificacion han permitido: aumentar la precision diagnostica
de forma significativa en la practica clinica habitual, conocer la historia natural de
la enfermedad vy la duracion de cada fase y seleccionar pacientes candidatos a
ensayos clinicos de farmacos modificadores de la enfermedad en estadios precoces.

Basandonos en la experiencia de la enfermedad de Alzheimer, podriamos aspirar a
dividir la EP en un estadio preclinico, prodréomico y motor . La etapa prodréomica
de la EP seria aguella con evidencia de proceso neurodegenerativo y sintomas que
no llegan a cumplir los criterios clinicos definitorios de la EP Y. No obstante, para la
EP no existen en la actualidad biomarcadores moleculares homologados con una
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sensibilidad y una especificidad tan elevadas como los de la enfermedad de Alzheimer
para detectar una fisiopatologia de neurodegeneracion especifica de la enfermedad,
ni tampoco se han estandarizado las muestras ni técnicas de laboratorio utilizadas
para su deteccion. Esto hace que actualmente no pueda definirse una fase preclinica
para la EP, ni tampoco una fase prodrémica apoyada por evidencia molecular del
proceso fisiopatoldogico. No obstante, se han hecho diferentes intentos de definir la EP
prodromica, donde destacan los criterios de la International Parkinson and Movement
Disorder Society (MDS), que se basan en 3 tipos de marcadores prodromicos ©:

e Marcadores nomotores: trastornodelaconductadelsuefno REMevidenciado
por polisomnografia o por test de screening, disfuncion olfatoria en test
estandarizados, estrefiimiento definido como requerimiento de tratamiento
mas de una vez por semana o frecuencia deposicional < 1 cada 2 dias,
somnolencia diurna excesiva, hipotension ortostatica sintomatica, disfuncion
eréctil, disfuncion urinaria y diagnostico de depresion.

e Marcadores motores: Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS) >
3 excluyendo temblor de accion o alteracion > 1 desviacion estandar en test
motores cuantitativos evaluados por un experto en trastornos de movimiento.

e Marcadores de neuroimagen: tomografia computarizada por emision de
foton dnico (SPECT) o tomografia por emision de positrones (PET) de
dopamina anormal.

Combinando en un paciente larazon de verosimilitud de cada marcador prodromico
con los diferentes marcadores de riesgo gque definen la probabilidad pretest (sexo,
exposicion a pesticidas o solventes, uso de cafeina, habito tabaquico, genética y
ecogenicidad de la sustancia negra), se establece la probabilidad estadistica de
un paciente para desarrollar EP, que si supera el 80%, se considera que cumple los
criterios para EP prodromica ®. La MDS proporciona una calculadora online para
aplicar estos criterios en pacientes individuales . Se trata de un proceso complejo
gue requiere conocer muchas variables del paciente y que incluye gran cantidad de
marcadores clinicos, con la imprecision v la subjetividad que a menudo conllevan.

El desarrollo vy la estandarizacion de biomarcadores moleculares permitira mejorar
la precision vy simplificar el proceso diagnostico de la EP prodromica, abrirad la
puerta a la definicion de EP preclinica y facilitara la realizacion de un diagnostico
fiable mucho menos dependiente de variables clinicas.
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2. Alfa-sinucleina

La alfa-sinucleina es una proteina codificada por el gen SNCA del cromosoma 4921.
En su estructura primaria tiene en un extremo el dominio N-terminal, que le confiere
estructura secundaria de hélice alfa y que sera la principal zona de interaccion
con membranas. En el otro extremo esta el dominio C-terminal, relacionado con la
solubilidad e interaccidon con otras proteinas. Existen diferentes isoformas de alfa-
sinucleina, a través de splicing alternativo en los exones 3y 5, que se expresaran de
manera diferencial en las regiones cerebrales segun su funcion: a-syn98, a-synli2,
a-synl126 y a-synl140. La isoforma mas frecuente en el cerebro es a-synl140. Por
otra parte, la alfa-sinucleina puede sufrir modificaciones postraduccionales ante
diferentes estimulos, como la fosforilacion en serina 129 (a-syn-pSeri129).

Setratadeuna proteina nativamente no plegada e intrinsecamente desestructurada,
lo que significa gue bajo condiciones fisioldgicas no tiene una estructura
terciaria estable al formar cadenas peptidicas, lo que le confiere gran flexibilidad
conformacional para unirse a muchos ligandos. En determinadas condiciones
patoldgicas, los mondmeros no plegados de alfa-sinucleina se pueden agregar en
pequenos oligdmeros vy después en protofibrillas y fibrillas insolubles (Figura 1). La
alfa-sinucleina fosforilada en serina 129 tiene mayor predisposicion a la agregacion.
Se cree que los oligomeros vy fibrillas son los que se depositan en los cuerpos
de Lewy y los que son toxicos para la célula. Se sabe que los agregados de alfa-
sinucleina pueden inducir neurotoxicidad por diferentes mecanismos: disfuncion
mitocondrial, dano lisosomal, alteracion de membrana, estrés del reticulo
endoplasmatico vy disfuncion sinaptica .



LECCION

Laboratorio

BIOMA DORES
DE LAS ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

Ser 129

y N-terminal

Mondémeros de alfa-sinucleina Fibrillas de alfa-sinucleina

&« _J

Oligémeros de alfa-sinucleina

Figura 1.

Los anticuerpos anti-sinucleina son el gold standard para la inmunotincion de los
cuerpos de Lewy en el cerebro. Otro dato de interés es que a la alfa-sinucleina se
le atribuyen propiedades prion-like ®, ya que puede inducir la polimerizacion de
moléculas nativas de alfa-sinucleina vecinas, como se ha demostrado en diferentes
experimentos en los que se produce afectacion (en forma de cuerpos de Lewy,
aungue sin clara pérdida neuronal) de neuronas embrionarias implantadas en la
sustancia negra de pacientes con EP @002 En |3 misma linea, se ha encontrado
evidenciadetransporte transneuronal de alfa-sinucleina desde la periferia (intestinal,

oral, peritoneal, intraglotica, intravenosa e intramuscular) en los modelos animales
(13) (14) (15) (16) (A7)

Sin embargo, actualmente esta en discusion si la alfa-sinucleina es el elemento
fundamental en el inicio y el desarrollo del proceso degenerativo. Esto se debe
a que, por un lado, existen formas genéticas de EP con degeneracion neuronal
pero ausencia de cuerpos de Lewy vy, por otra parte, las terapias de inmunizacion
pasiva con anticuerpos monoclonales anti-sinucleina como MEDI-1341, ABBV-
0805, prasinezumalb o cinpanemab no han alcanzado ningun objetivo primario de
eficacia en los ensayos clinicos /®.
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Independientemente del papel que tenga la alfa-sinucleina en el proceso
neurodegenerativo de la EP, se considera que puede ser un marcador molecular util
para el diagnostico vy la clasificacion de la enfermedad. Dado que las estructuras
principalmente implicadas en el proceso degenerativo se encuentran en el sistema
nervioso central (SNC), los esfuerzos en detectar la alfa-sinucleina se han dirigido
principalmente hacia este fluido; no obstante, dado que la alfa-sinucleina también se
acumula en tejido periférico, se estan desarrollado técnicas que utilizan muestras del
sistema nervioso periférico (SNP) u otros fluidos para la deteccidn de la proteina 9.

3. Biomarcadores moleculares
en la enfermedad de Parkinson

3.1. Técnicas utilizadas para la deteccion de alfa-sinucleina

3.1.1. Inmunoensayo
3.1.1.1. Enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA)

ELISA es una técnica gue se basa en anticuerpos para determinar y cuantificar la
presencia de un ligando especifico (habitualmente una proteina). Existen muchas
variantes de esta técnica (ELISA directo, indirecto, de tipo sandwich...) y diferentes
metodologias, pero todas tienen en comun la fijacion de un ligando y su deteccion
mediante un anticuerpo (ELISA directo) o dos, uno primario y otro secundario
(ELISA indirecto y sandwich).

Cuando se pretende detectar alfa-sinucleina en muestras bioldgicas mediante
ELISA, hay que tener en cuenta los siguientes factores:

e Qué tipo de alfa-sinucleina se quiere detectar: monomérica, oligomérica/
agregada o ambas (total). La mayor parte de las técnicas disponibles estan
pensadas para detectar la alfa-sinucleina total, pero también se han diseflado
kits para la deteccion especifica de oligdmeros o agregados.
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e Qué isoforma de alfa-sinucleina se quiere detectar: la mayoria de los
anticuerpos reconocen el epitopo C-terminal codificado por el exon 5 del
ARNmM tras splicing alternativo. Por tanto, las isoformas 140 y 126 constituyen
las dianas principales.

e Qué variante de alfa-sinucleina se quiere detectar: alfa-sinucleina no
fosforilada o fosforilada. La forma fosforilada solo se encuentra presente en
el suero, no se detecta en el liquido cefalorragquideo (LCR) @9,

e Quécombinacion de anticuerpos se quiere utilizar: se necesita un anticuerpo
de captura y otro de deteccion. Hay muchos tipos y casas comerciales, por
lo gue a menudo difieren entre investigadores y experimentos.

Para detectar y cuantificar formas monomeéricas de alfa-sinucleina se utiliza el ELISA
indirecto (porgue solo hay un epitopo para la union del anticuerpo) vy para detectar
formas oligomeéricas, el de tipo sandwich (hay mas epitopos que permiten la union
de 2 anticuerpos) (Figura 2). Los pasos basicos de un ELISA son el coating (fijacion
de un antigeno a los pocillos de un microplate), el blocking (tamponamiento de las
zonas de pocillos libres de antigeno), los lavados vy la deteccion.

Anticuerpo sec_qndario
de deteccién Anticuerpo secundario
de deteccidén

. Alfa-sinucleina
Anticuerpo primario
\ / de captura
Anticuerpo primario / \
de captura Alfa-sinucleina !

ELISA indirecto

ELISA sandwich

Figura 2.
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En el ELISA de tipo sandwich para la deteccion de alfa-sinucleina oligomeérica
el coating se hace con un anticuerpo primario comercial anti-sinucleina que se
denominara “anticuerpo de captura”’. Los complejos proteicos como el anticuerpo
se gquedan anclados a cada pocillo del microplate. Se realiza un lavado para
eliminar el resto de los componentes no anclados y a continuacion se realiza el
blocking, que consiste en bloquear las zonas del pocillo que no tienen antigenos
anclados mediante un agente quimico, para reducir las posibilidades de union de
un anticuerpo a sustratos no especificos (reacciones cruzadas). A continuacion,
se afade la muestra liguida a estudio (por ejemplo, suero, LCR, piel lisada... que
pueda contener el antigeno de interés como la alfa-sinucleina) y que se unira, si
esta presente, al anticuerpo de captura anclado al fondo del pocillo, formando un
complejo. Se lavaran los pocillos y aguellos antigenos no unidos al anticuerpo de
captura seran eliminados.

Después se utilizara un anticuerpo secundario llamado “anticuerpo de deteccion”,
porque lleva ligada una enzima, que se unird a los antigenos presentes (todos
los antigenos presentes estaran unidos al anticuerpo de captura porque si no se
habrian desprendido en el lavado previo). De esta manera, el antigeno queda entre
dos anticuerpos, uno de captura anclado al pocillo y uno de deteccion (sandwich).
Se realiza un nuevo lavado para eliminar los anticuerpos de deteccion no unidos al
complejo anticuerpo de captura-antigeno y finalmente se afade un sustrato para
la enzima que lleva el anticuerpo de deteccion (los anticuerpos de deteccion libres
no unidos se habrian desprendido en el lavado previo y con ellos la enzima, por 1o
gue no reaccionaran). La reaccion generara un color en los pocillos que contengan
el antigeno, los positivos. El grado de positividad (de colorante, que representa la
cantidad del antigeno) se puede después cuantificar con un espectrofotdémetro.

El ELISA indirecto seria similar pero el coating se realiza con la muestra del paciente
gue contiene el antigeno y después se afladen el anticuerpo de deteccion vy el de
captura @V,

Mediante diferentes variaciones de esta técnica se ha intentado cuantificar la
presencia de alfa-sinucleina en suero, LCR, piel lisada y otros fluidos bioldgicos.
Si bien algunos resultados pueden ser prometedores, los primeros estudios se
caracterizaban por su baja sensibilidad diagnostica, con superposicion de valores
de pacientes y controles, hallazgos discrepantes y formatos de ensayos muy
diferentes. Otra de las principales limitaciones es que, al carecer de un marcador
100% especifico, la capacidad diagndstica tendrd gran variabilidad segun las
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poblaciones comparadas (EP vs. controles sanos, EP vs. parkinsonismos atipicos,
EP vs. enfermedad de Alzheimer, etc.).

Rentabilidad de la técnica ELISA para diferentes muestras bioldgicas:

e ELISA en LCR: disminucion de alfa-sinucleina total, con sensibilidad vy
especificidad para diferenciar EP vs. controles del 70-72 y el 52-83%,
respectivamente ©“2. No obstante, la deteccidén especifica de la forma
oligomérica de alfa-sinucleina, junto a la alfa-sinucleina total estandar
en forma de ratio, permite aumentar la sensibilidad hasta un 89,3% vy la

especificidad hasta un 90,6% para diferenciar pacientes con EP de controles
23)

e ELISA en plasma: aumento de alfa-sinucleina oligomeérica, con sensibilidad y
especificidad paradiferenciar EP vs. controlesdel 53y el85%, respectivamente
@H No obstante, la deteccion de a-syn-pSer129 tendria una sensibilidad v
una especificidad para distinguir entre EP vs. controles del 85,6 y el 95,8%,
respectivamente @,

e ELISA en saliva: disminucion de alfa-sinucleina total y aumento de
oligdmeros, con sensibilidad y especificidad para diferenciar EP vs. controles
del 69,77 y el 9516%, respectivamente, utilizando la ratio de oligdmeros/
alfa-sinucleina total ©®,

En definitiva, las técnicas de ELISA para la deteccion de alfa-sinucleina han sido
fundamentales y pioneras, pero tienen limitaciones importantes y gran variabilidad
en cuanto a su capacidad diagnodstica. Por este motivo, la irrupcion de nuevas
técnicas de deteccion mas precisas como los seed amplification assays han ido
reemplazado al ELISA en los ultimos anos.

3.1.2. Inmunoblot

Inicialmente se pensaba que era imposible detectar alfa-sinucleina mediante
inmunoblot o Western blot (WB) debido a su baja concentracion en las muestras,
pero mas adelante se demostrd que la fijacion de las proteinas con paraformaldehido
permitia su deteccion ©”. Sirve para detectar tanto mondmeros como oligdémeros
de alfa-sinucleina. En el WB, para separar las proteinas de la muestra liquida por
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tamano, se realiza un lisado de células mediante detergente vy, tras centrifugado vy
calentado, se obtiene un sobrante en el que se cuantificara la concentracion total
de proteina con ensayo de acido bicinconinico (BCA). Después se agrega a un gel
de electroforesis y se transfiere a una membrana. Se afade paraformaldehido a la
membrana y se bloguea. Para su visualizacion se afladen un anticuerpo primario y
secundario, después las bandas se escanean con infrarrojo para su cuantificacion.

Rentabilidad de la técnica WB para diferentes muestras bioldgicas:

e WRB en saliva: aumento de oligdmeros con sensibilidad y especificidad en
EP vs. controles del 92 vy del 86%, respectivamente @®,

* WB en plasma: resultados inconsistentes por la gran variabilidad entre
estudios. En algunos estudios se detecta disminucion de oligdomeros
en pacientes con EP vs. controles mientras que en otros se detecta un
incremento.

3.1.3. Luminex®

El método Luminex® permite cuantificar de manera simultanea varias proteinas en
muestras liguidas, a través de microesferas (beads) magnéticas que se conjugan
con reactivos especificos. Mediante la adicion de anticuerpos de captura y de
deteccion de alfa-sinucleina acoplados a las microesferas, permite detectar la
proteina. La conjugacion de los anticuerpos con diferentes microesferas permite
el analisis de multiples dianas en cada muestra y esto aumenta la sensibilidad vy la
eficiencia respecto a un ELISA y un WB en la deteccidon de alfa-sinucleina total.

Rentabilidad de la técnica Luminex® para diferentes muestras bioldgicas:
e Luminex® en LCR: disminucion de alfa-sinucleina total en EP respecto a
controles, con sensibilidad y especificidad del 93 y el 39%, respectivamente,

utilizando WB vy Luminex® y cuantificando DJ-1¢@9,

e Luminex® en plasma: no se han encontrado diferencias significativas entre
EP vy controles.
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3.1.4. Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia en tejidos

Los méetodos de inmunohistoguimica (IHQ) e inmunofluorescencia (IF) permiten la
visualizacion directa de los depdsitos tisulares de alfa-sinucleina; en el caso de la
IF, mediante marcado fluorescente.

Para la piel, la muestra mas ampliamente utilizada, se realizan secciones de
muestras cutaneas de un grosor determinado con un microtomo. Las secciones
se transfieren a pocillos de un microplate, en los que despues se anadiran dos
anticuerpos primarios: uno para marcar la fibra nerviosa y otro para marcar alfa-
sinucleina fosforilada. A continuacion, se anaden los dos anticuerpos secundarios.
Mediante un microscopio de fluorescencia o confocal se revelan los resultados:
el marcado concomitante para fibra nerviosa y para alfa-sinucleina fosforilada se
interpretara como positivo (Figura 3).

PD-patient

Healthy Control

Figura 3. Ejemplo de inmunohistoquimica (IHQ) en piel. Marcado de fibras nerviosas mediante
PGP 9.5 y marcado de alfa-sinucleina mediante 5G4 G9,



LECCION
Laboratorio

BIOMA DORES
DE LAS ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

La morfologia de depdsitos de alfa-sinucleina aparece como una sefal punteada a
lo largo de los axones dérmicos. También se puede detectar alfa-sinucleina total en
vez de fosforilada, pero la especificidad de |la forma fosforilada para sinucleinopatias
ronda el 100%, ya que no estad presente en el tejido cutaneo de sujetos sanos.

Rentabilidad de la IHQ para diferentes muestras bioldgicas:

e IHQ/IF en piel: sensibilidad vy especificidad del 81y el 86%, respectivamente.
La alfa-sinucleina fosforilada tiene una sensibilidad del 70-90% vy una
especificidad cercana al 100% GO GD G2,

* IHQ/IF en tejido gastrointestinal: en general tiene una sensibilidad elevada
> 80%, pero la especificidad suele ser peor, en torno al 70%. La precision
diagnostica depende dela capade tejido estudiado; en general, la submucosa
es la que contiene mayor depdsito de alfa-sinucleina ¢,

e IHQ/IF en glandula submaxilar, labial y mucosa olfatoria: estudios
pequenos con resultados muy variables G4,
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4. Biomarcadores moleculares
en la fase prodromica de
la enfermedad de Parkinson

Se ha investigado la rentabilidad de algunos de estos biomarcadores en lo que se
denominaria la fase prodromica de la EP, cuando no hay sintomas motores o estos
son minimos. El marcador clinico no motor mas utilizado en la seleccion de estos
pacientes ha sido el trastorno de la conducta del suefio REM (TCSREM). Se ha visto
que la determinacion de alfa-sinucleina mal plegada mediante real-time quaking-
induced conversion (RT-QuIC) tiene una sensibilidad y una especificidad del 90%
para predecir el desarrollo de EP o demencia con cuerpos de Lewy en cohortes con
seguimiento a 10 aflos ©». En los pacientes con TCSREM e hiposmia, la determinacion
de alfa-sinucleina mal plegada por RT-QuIC en la mucosa olfatoria predice con una
sensibilidad del 73% el desarrollo de EP ©®. La cuantificacion de alfa-sinucleina por
iInmunocaptura de exosomas neuronales consigue predecir con una sensibilidad del
95% vy una especificidad del 93% la EP en pacientes con TCSREM ©&7,

4.1. Inmunocaptura

Lainmunocapturadeexosomas neuronalesensuero esuna técnicanovedosaque consigue
aislar exosomas neuronales para cuantificar la alfa-sinucleina contenida. Los exosomas
son peguenas vesiculas que se unen a células participando en el trafico de proteinas
agregadas vy otras sustancias. Los exosomas neuronales representan el microambiente
cerebral en cada momento, por lo que su aislamiento en un fluido periférico es un
biomarcador del estado del trafico de proteinas en ese momento particular.

La inmunocaptura de exosomas mediante anticuerpos anti-L1ICAM vy su posterior
determinacion con espectrometria en la fraccion de densidad adecuada permite
aislarlos de sangre periférica. Después se realiza un marcado de pSerl29,
clusterina y anti-sintenina 1T mediante anticuerpos de captura. La clusterina esta
elevada en procesos neurodegenerativos de tipo no-sinucleinopatias y la anti-
sintenina 1 es un marcador control de la presencia de exosomas. Finalmente, se
afaden los anticuerpos secundarios de deteccion y se revelan los resultados por
electroquimioluminiscencia. La sensibilidad y la especificidad de este método para
diferenciar EP vs. controles sanos es del 94 y el 96%, respectivamente ¢7,
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4.2. Alpha-synuclein seed amplification assays (SAA)

4.2.1. Protein misfolding cyclic amplification (PMCA)

La técnica PMCA es analoga a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), va
gue se basa en la reaccion ciclica a expensas de un sustrato, aungue con proteinas
en vez de con nucleodtidos, permitiendo la replicacion de proteinas mal plegadas.
También es muy similar a la RT-QuIC, pero se basa en la sonicacion para promover
la amplificacion, mientras que RT-QuIC se basa en el shaking. La técnica consiste
en ciclos de incubacion y sonicacion que incrementan de forma exponencial las
seeds de alfa-sinucleina para su posterior agregacion hasta niveles detectables por
técnicas bioguimicas.

Se utilizan plasmidos portadores del gen de alfa-sinucleina humana para expresar
la proteina en células. La proteina obtenida se purifica y se filtra. Se confirma
gue se han formado oligdmeros mediante fluorescencia con tioflavina (ThT) u
otros métodos alternativos. Para preparar las seeds de alfa-sinucleina a partir de
la muestra del paciente (habitualmente LCR), se realiza incubacion y sonicacion
para romper los agregados de alfa-sinucleina e incrementar los nucleos de
crecimiento, qgue mediante shaking se volveran a agregar de manera creciente.
Se afaden a cada pocillo de un microplate, que contiene los oligdomeros de alfa-
sinucleina, y se realiza una agitacion ciclica, monitorizando la fluorescencia de
ThT con espectrofluorometro, para evaluar los diferentes parametros cinéticos
de agregacion (tiempo hasta fluorescencia, tiempo hasta el 50% de fluorescencia
maxima...) ¢,

Rentabilidad de la técnica PMCA para diferentes muestras bioldgicas:
e PMCA en LCR: la sensibilidad y la especificidad para diferenciar la EP de
controles y otras enfermedades neurodegenerativas es del 88,5 vy el 94%,

respectivamente ©®,

e PMCA en piel: la sensibilidad y la especificidad para diferenciar la EP de
controles es del 80-83 y el 90-100%, respectivamente ¢,
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4.2.2. Real-time quaking-induced conversion

La técnica RT-QuIC, al igual que la PMCA, se basa en la amplificacion y agregacion
de seeds de alfa-sinucleina sobre un sustrato de la proteina recombinante. A
diferencia de la PMCA, no utiliza sonicacion sino shaking, es metodoldgicamente
mucho mas simple y tiene una sensibilidad ligeramente mas elevada.

Se prepara una reaccion tamponante con alfa-sinucleina recombinante y ThT,
gue se transfiere a pocillos donde posteriormente se agrega la muestra (LCR,
homogeneizados de tejido...) previamente centrifugada para remover componentes
celulares. Se somete la mezcla a ciclos de shaking y posteriormente se mide la
fluorescencia de ThT (Figura 4). Recientemente se han incorporado técnicas
ultrasensibles que permiten mejorar alun mas la rentabilidad diagnostica.

>
w

o
b
°
1S]
)
|

F ®
a-sin recomb. LCR con a-sin i Medicion de fluorescencia del ThT.
+ | patolégica Se considera positivo si se supera un
ThT + umbral de determinadas unidades CS == PR L
arbitrarias (UA) de fluorescencia -
Adicién de a-sinucleina

recombinante, ThT

y muestra biolégica

liquida del paciente (ej.:
CR) en un microplate

por tiempo, denominado tasa de EP -: ==
agregacion (TA)

.

o
Fluorescencia (RFU)

for X £
= © *‘
o, L 0.0.0,0.0,1 Ciclos de shaking-rest de 1 minuto. La a-sin g
fatete’s a’alels del paciente induce la agregaci

de la a-sin recombinante (seeding), que da 4000 —4 F

lugar a fibrillas de amiloide. ThT se une a las

laminas B del amiloit i i T »

Introduccion o Tiempo (h)
en fluorimetro

Figura 4. Técnica de real-time quaking-induced conversion (RT-QuIC) para la determinacion de
agregados de alfa-sinucleina en muestras bioldgicas (A) y exposicion grafica de los resultados (B).



LECCION

Laboratorio

BIOMA DORES
DE LAS ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

RT-QulC en LCR: sensibilidad y especificidad para diferenciar EP vs.
controles del 80-90 y del 90-100%, respectivamente. Métodos ultrasensibles
ya muestran una sensibilidad y una especificidad del 953 y el 98%,
respectivamente “o,

RT-QulC en piel: sensibilidad y especificidad para diferenciar EP vs. controles
del 96 vy el 96%, respectivamente V.

RT-QuIC en saliva: sensibilidad y especificidad para diferenciar EP vs.
controles del 76 y el 94,4%, respectivamente “2.

RT-QuIC en glandula submaxilar: la sensibilidad vy la especificidad para
diferenciar EP y cuerpos de Lewy incidentales de controles fue del 100 vy el
94%, respectivamente 4%,

RT-QulC en mucosa olfatoria: sensibilidad y especificidad para diferenciar
EP vs. controles del 56-80 vy el 89,8%, respectivamente ©®. En combinacion
con RT-QuIC de LCR, especificidad cercana al 100% “.

RT-QuIC en plasma: no se puede realizar. De hecho, la presencia accidental
de sangre en el LCR podria interferir en la determinacion.

Tabla 1.
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Plasma/ . Gl. Mucosa
Suero Saliva subm. olf.
S E ) E
71 67,5 53 85 o]
ELISA (89,3  (90.6)" (856) (958 ©98 951 698 95
Muy _ B _ _ B _
Inmunoblot variable 92 96
Luminex® 93 39 - - - - N T R
81 86
Ha - - - © Qo ooy T T T T T
Inmunocap. - - 94 96 - - - - - - - -
PMCA 88,5 94 . , , - IR
RT-QuIC 85 95 . . 96 96 76 944 100 94 68 898
(953)¢  (98)¢ : ,

apara la ratio alfa-sinucleina oligomérica/total; ® para pSer129; ¢ para pSer129; @ para técnicas ultrasensibles
ELISA: enzimoinmunoanalisis de adsorcién; IHQ: inmunohistoguimica; LCR: liquido cefalorraquideo;
PMCA: protein misfolding cyclic amplification; RT-QulIC: real-time quaking-induced conversion

Tabla 1. Rentabilidad de los diferentes biomarcadores en muestras biolégicas.

5. Otros biomarcadores

La cadena ligera de neurofilamento (NfL) ha mostrado ser Util en el prondstico
y la monitorizacion de la enfermedad, pero no es un biomarcador valido para
el diagndstico, dada su baja especificidad “>. Entre los nuevos biomarcadores
derivados de los omics, encontramos la proteina DJ1 en LCR vy sangre, vy el estudio
diferentes micro-ARN encargados de la regulacion postranscripcional y detectados
en diferentes fluidos vy vesiculas extracelulares: miR-132, miR-92a, miR-27a, miR-
148a, miR-744, miR-532-5p, miR-7 o miR-153. La determinacion plasmatica de
MiR-1826, MiR450b-3p, MmiR-626 y miR-505 ha conseguido una sensibilidad y una
especificidad del 91y el 100%, respectivamente, en un estudio “®.
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©6. Limitaciones

A la hora de interpretar los resultados de los biomarcadores en enfermedades
neurodegenerativas, deben tenerse en cuenta algunas limitaciones. Mas alla de
las limitaciones propias de las técnicas de laboratorio aplicadas a las diferentes
muestras bioldgicas, existen limitaciones metodoldgicas del disefo del estudio
gue pueden generar variabilidad de resultados. Por ejemplo, la rentabilidad sera
diferente si se comparan pacientes con EP vs. controles sanos, o si se compara
contra parkinsonismos atipicos de tipo taupatia, contra otras enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, etc.

Por otra parte, no debe olvidarse que son técnicas gque tienen en comun la deteccion
de alfa-sinucleina y que esta proteina también estd implicada en la fisiopatologia
de otros procesos como la atrofia multisistémica y la demencia con cuerpos de
Lewy. Esto hace que no todas las técnicas descritas sirvan para diferenciar estos
procesos y que en los métodos cuantitativos tengan que utilizarse puntos de corte
diferentes. En los ultimos afos se estan desarrollando métodos que quizas permitan
en un futuro proximo diferenciar estas entidades con mayor precision.

Finalmente, resulta de gran importancia metodoldgica el go/d standard utilizado
para determinar la rentabilidad de los diferentes biomarcadores. El go/d standard
ideal seria la confirmacion neuropatoldgica de la EP; no obstante, a menudo no
esta disponible y en muchas ocasiones se utilizan criterios clinicos para comparar
el resultado de los biomarcadores. Esta variabilidad entre estudios también influye
en los resultados de los estudios de precision diagnostica de los biomarcadores
moleculares.
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Conclusiones

La ausencia de un biomarcador molecular especifico en la EP hace que, por
el momento, los biomarcadores moleculares constituyan una herramienta
Mas que, junto a biomarcadores clinicos o de neuroimagen, contribuya a
incrementar la precision diagnostica y detectar la EP en fases precoces.

Se espera que el futuro desarrollo y validacion de biomarcadores pueda
contribuir a la definicion de las fases de la EP.

La existencia de diferentes métodos y muestras bioldgicas hace que sea
necesario homogeneizar las técnicas y la metodologia para lograr resultados
consistentes, con el objetivo de incorporar estos biomarcadores en la
practica clinica habitual.

En cuanto a las diferentes técnicas, el método de ELISA fue pionero en
la deteccion de alfa-sinucleina en diferentes muestras bioldgicas, pero
actualmente ha quedado superado por los métodos SAA, sobre todo en el
LCR.

La inmunocaptura de exosomas neuronales en suero podria ser un
biomarcador prometedor en un fluido bioldgico de facil acceso; no obstante,
aun se requieren futuros estudios y replicacion de los resultados.

Las técnicas de PMCA y RT-QuIC se basan en los mismos fundamentos
bioldgicos vy tienen un rendimiento similar, pero la metodologia de RT-QuIC
resulta técnicamente mas sencilla, siendo mas facil su implementacion en la
practica habitual.
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