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1. Creatina: biosintesis y transporte

El 4cido a-metilguanidino acético fue identificado en el afio 1835 por el quimico francés

Chevreul y se le denomind creatina (Cr) (Figura 1).

Figura 1. Estructura quimica de la creatina.

El sistema creatina/creatina-fosfato (Cr/CrP) juega un papel esencial en el
almacenamiento y transmision de fosfatos de alta energia (Walker, 1979; Wyss et al,
2000). Un 95 % de la Cr corporal se encuentra en el musculo esquelético mientras que
el 5 % restante se distribuye entre el cerebro, higado, rifiones y testiculos (Walker,
1979). El pool de Cr corporal proviene de los aportes nutricionales (aproximadamente
un 50 %) y de la biosintesis endogena (50%).

La biosintesis endogena de Cr tiene lugar mayoritariamente en el higado, el pancreas y
el rifion, a través de dos reacciones enzimdticas (Figura 2): la primera de ellas,
catalizada por la enzima arginina:glicina amidinotransferasa (AGAT; EC 2.1.4.1)
sintetiza guanidinoacetato (GA) y ornitina a partir de la transferencia del grupo amidino
de la L-arginina a la glicina, en una reaccion reversible que constituye un paso limitante
en la biosintesis de Cr, siendo la expresion de la AGAT inhibida por la Cr; la segunda,
catalizada por la enzima guanidinoacetato metiltransferasa (GAMT; EC 2.1.1.2) metila

el GA a partir de S-adenosilmetionina, formando Cr y S-adenosilhomocisteina.
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El transporte intracelular de Cr (importante para la homeostasis de Cr en tejidos con alto
requerimiento y/o biosintesis restringida, como el musculo y el cerebro) se lleva a cabo
mediante un transportador especifico y saturable, el transportador de creatina (CRTR).
Este transportador es un miembro de la superfamilia de transportadores de
neurotransmisores, dependientes de Na’ /C1. Una vez en estos tejidos, la Cr intracelular
es fosforilada a fosfocreatina (CrP) y ésta a su vez defosforilada, mediante uno de los
cinco isoenzimas de creatina kinasa (CK), constituyendo un sistema para la homeostasis
de energia intracelular y permitiendo el almacenamiento de energia convertible en
adenosina trifosfato (ATP) principalmente en tejidos con necesidades energéticas
grandes o fluctuantes (Walliman et al, 1992). Posteriormente, la Cr y CrP se
transforman espontdneamente en creatinina (Crn), con un recambio diario constante del
1.5% de la Cr total. Esta ciclacion no-enzimatica y reversible de Cr en Crn es
dependiente del pH y la temperatura. Finalmente, la Crn se excreta en orina, siendo su
eliminacidn diaria directamente proporcional a la Cr corporal total (Wyss et al, 2000).
Para que se mantengan constantes las reservas corporales de Cr, los procesos que dan

lugar a su biosintesis, transporte y utilizacidn se hallan regulados estrechamente.
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1. SINTESIS DE CREATINA
(higado, pancreas, rifion)

| S-adenosiimetionina | :
| S-adenosihomodisteina | l

2. TRANSPORTE DE CREATINA
(musculo, cerebro)

3. SISTEMA
CREATINA/FOSFOCREATINA m_gﬂ | Creatina-fosfato |
(musculo, cerebro)

Creallnna

)

Creatinina an
orina

4.EXCRECION DE CREATININA (1ifion)

Figura 2. Via metabolica de la creatina/creatina-fosfato.
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2. Deficiencia cerebral de creatina

Los sindromes de deficiencia cerebral de creatina (DCC) o trastornos primarios del
metabolismo de la Cr son un grupo de tres enfermedades en las que existe un defecto en
los enzimas que intervienen en la sintesis de Cr (deficiencia de GAMT o de AGAT) o
del transportador de Cr (deficiencia del CRTR).

El primer trastorno metabdlico de la biosintesis de Cr identificado fue el déficit de
GAMT (OMIM 601240) (Stockler et al, 1994) en un paciente con retraso grave del
desarrollo psicomotor, epilepsia refractaria y trastorno del movimiento. La resonancia
magnética con espectroscopia de protones (RMS) mostrd la ausencia del pico de Cr
cerebral y una concentracion elevada de GA, lo que les llevo a analizar la Cr y sus
precursores en liquidos bioldgicos, obteniendo resultados compatibles con los
encontrados en la RMS. La deficiencia de GAMT se confirm6 posteriormente en 1996
(Stockler et al, 1996), y el paciente fue tratado con creatina monohidrato (CM),
respondiendo con un aumento significativo de la Cr cerebral y una notable mejoria de la
sintomatologia neurolégica.

Unos afios después, en 2001 se describié el defecto de CRTR (OMIM 300036)
(Salomons et al, 2001) y la deficiencia de AGAT (OMIM 602360) (Item et al, 2001). La
RMS, en ambas deficiencias, se caracterizaba también por presentar una ausencia o
disminucion importante de Cr y CrP en el cerebro.

Esta técnica no invasiva ha sido la que ha permitido identificar los primeros pacientes.
Los estudios enzimaticos han contribuido a poder confirmar el defecto de la actividad
enzimatica correspondiente (GAMT y AGAT) o del CRTR. Ademas, la identificacién

de los genes responsables de cada uno de los defectos, ha facilitado el diagndstico
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definitivo de los diferentes sindromes de DCC. Los dos defectos de la sintesis de Cr se
heredan de forma autosémica recesiva, mientras que el defecto del CRTR muestra una
herencia ligada al cromosoma X.

El gen que codifica para GAMT se localiza en el cromosoma 19p13.3 (Stockler et al,
1996), el que codifica para AGAT en el cromosoma 15q11.2 (Item et al, 2001) y el que
codifica para el CRTR (gen SLC6A48), se localiza en el cromosoma Xq28 (Salomons et
al, 2001). En todos los casos se han identificado diversas mutaciones y polimorfismos
(Carducci et al, 2000; Dhar et al, 2009; Almeida et al, 2007; Item et al, 2004; Battini et
al, 2002; Rosenberg et al, 2004; Rosenberg et al, 2007). Hasta el momento se han
descrito alrededor de 37 pacientes con deficiencia de GAMT (Almeida et al, 2004, Item
et al, 2004; Caldeira-Araujo et al, 2005, Sempere et al, 2009), tres pacientes con
deficiencia de AGAT (Item et al, 2001; Battini et al, 2002) y aproximadamente 150
pacientes con deficiencia del CRTR (Salomons et al, 2001; Salomons et al, 2003;
Rosenberg et al, 2004; Kleefstra et al, 2005; Pbéo et al, 2006; Puusepp et al, 2009;
Campistol et al, 2007; Sempere et al, 2009). En varios estudios de prevalencia del
déficit de CRTR en grupos de varones con retraso mental se han encontrado mutaciones
enun 2.1 % (Rosenberg et al, 2004) y 2.3% de los caos (Mercimek-Mahmutoglu et al,

2009).
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3. Expresion v funcion de AGAT, GAMT v CRTR en el cerebro de los

mamiferos

Aunque la mayor parte de sintesis endogena de Cr tiene lugar en el rifidn, pancreas e
higado, otros tejidos, entre ellos el cerebro expresan AGAT, GAMT y CRTR, tanto
durante el desarrollo embrionario como durante la vida postnatal.

Durante la embriogénesis, el sistema nervioso central (SNC) en desarrollo, es mas
dependiente de la Cr sintetizada periféricamente que de la propia sintesis. En cambio,
existen evidencias de que el SNC adulto presenta una capacidad limitada para obtener
Cr de los tejidos en los que se sintetiza endogenamente debido a la ausencia de CRTR
en los astrocitos que configuran la barrera hemato-encefalica (BHE), lo que limita la
capacidad del cerebro de importar Cr desde la periferia, sugiriendo ademas que el
cerebro podria ser dependiente de su propia sintesis endogena. Estudios de hibridaciéon
in situ no-radioisotopicos en cerebros de ratas adultas indican que AGAT y GAMT se
expresan de forma minima en las neuronas y la glia, mientras que el CRTR se expresa
en neuronas y oligodendrocitos pero no en astrocitos (Figura 3).

Este hallazgo demuestra que todas las células del SNC son capaces de sintetizar Cr a
partir de arginina y glicina (Braissant et at, 2001). Ademas, la ausencia de expresion de
CRTR en astrocitos y particularmente en aquellos que contactan con las células del
endotelio capilar de la BHE, refuerza la idea de que bajo condiciones normales, la Cr
utilizada por el SNC es sintetizada predominantemente por el SNC. La expresion de
CRTR en neuronas y oligodendrocitos indica que el trafico de Cr es posible en aquellas

areas de mayor consumo de Cr.

10



Deficiencia del transportador de creatina

Estos hallazgos son contradictorios con los observados en el caso del déficit de CRTR,
en el cual a pesar de la expresion normal de AGAT y GAMT en el SNC, persiste un
déficit de Cr.

Una hipoétesis posible para explicar el déficit de Cr cerebral cuando existe una
deficiencia del CRTR se basa en el hecho que en la sustancia gris cortical, los enzimas
AGAT y GAMT se expresan de forma disociada. Por tanto, sélo unas pocas células
(menos de un 20 %) son capaces de co-expresar ambos genes y realizar una sintesis
auténoma de Cr. Esto sugiere que para llevar a cabo la sintesis de Cr en el SNC, al
menos una cantidad significativa, el GA se debe transportar desde las células que
expresan AGAT hacia las células que expresan GAMT en las cuales se sintetiza la Cr, y
este transporte probablemente se lleva a cabo mediante el CRTR (Braissant et al, 2007,
Braissant et al, 2008, Braissant et al, 2009).

Esto explicaria el déficit de Cr observado en pacientes con déficit de CRTR. Otros
investigadores (Perasso et al, 2003), han estudiado la capacidad de la Cr administrada
de forma parenteral (intraperitoneal) de atravesar la BHE y acumularse en el cerebro.
Los resultados del estudio demuestran que la Cr sérica se transporta al cerebro pero de
forma minima.

Esto es debido, probablemente a la dificultad que tiene la Cr para atravesar la BHE por
la ausencia de CRTR en los podocitos de los astrocitos que rodean los capilares que
conforman la BHE. Otro estudio similar, concluy6 que el transporte de Cr se satura por
la creatina endogena plasmatica y por ello la administracion de 20 g de Cr oral al dia
durante 4 semanas producia solo un aumento del 9 % de la Cr cerebral total (Dechent et

al, 1999).

11
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En el 2002, Ohtsuki y colaboradores demostraron que existe una expresion del CRTR
en los capilares cerebrales y en las neuronas en un modelo in vivo e in vitro de BHE y
ademads que el transporte de Cr desde el torrente sanguineo al cerebro es a través de la
BHE, en contra de gradiente de concentracién y que el CRTR actiia como regulador de
la concentracion de Cr en el cerebro.

Este estudio es coherente con el hecho de que los pacientes con déficit de los enzimas
de la sintesis de Cr (AGAT y GAMT) presentan una mejoria clinica y
neurorradioldgica, con un aumento de la concentracion de Cr cerebral tras el tratamiento
con CM oral. Por tanto, existe un transporte de Cr a través de la BHE, al menos en

condiciones en que la sintesis cerebral se encuentra disminuida o alterada.

Astrocitos (BHE)

Celulaendotelial (BHE) Neurona

Figura 3. Expresion de los enzimas AGAT y GAMT y del CRTR en las diferentes

células del sistema nervioso central.

12
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4. Mecanismos patogénicos

Los mecanismos fisiopatologicos de la DCC tienen un indudable interés, tanto para el
disefio de posibles estrategias terapéuticas, como para el conocimiento basico del
metabolismo de la Cr y del efecto que causa la deplecion de Cr en los distintos 6rganos,
principalmente en el cerebro.

La Cr juega un papel esencial en el funcionalismo cerebral, tal como traduce su
deficiencia en forma de encefalopatia caracterizada por retraso mental, trastornos del
lenguaje, autismo, epilepsia y trastornos del movimiento.

Inicialmente se consideraba al GA como el principal neurotéxico cerebral en los DCC.
La presencia de sintomas clinicos tanto en el defecto de CRTR como en el déficit de
AGAT, en los que existen unos valores normales de GA hizo pensar que probablemente
la deficiencia de Cr esta implicada en mecanismos que causan disfuncion neuroldgica
especialmente en fases precoces del neurodesarrollo.

Por otro lado, los trastornos del movimiento y la epilepsia refractaria, caracteristicos del
déficit de GAMT, estarian probablemente relacionados con el acumulo de GA
(D’Hooge et al, 1992).

Se ha demostrado que los derivados guanidino, entre ellos la Cr, pueden afectar a la
neurotransmision GABAérgica actuando como agonistas parciales de los receptores
GABA 4, interfiriendo en su funcion inhibitoria (De Deyn et al, 2001; Neu et al, 2002).
Recientemente se ha propuesto un modelo de accion de la Cr cerebral (Figura 4). Segtin
este modelo, la Cr se libera por las neuronas del SNC de forma similar a los
neurotransmisores clasicos, por un mecanismo de exocitosis. Se ha observado in vitro

que la Cr actia como co-transmisor y que modula el funcionamiento de receptores

13
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postsindpticos de algunos neurotransmisores como es el caso del GABA. Una vez
liberada al espacio sinaptico, la Cr se recapta mediante el CRTR hacia el interior de las

neuronas y células gliales (Almeida et al, 2006).

Pre-synaptic neuron S.leRTel)

b

Creatine

+ Na+

SLC6A8

Post-synaptic neuron

Figura 4. Propuesta de modelo de accion de la creatina a nivel cerebral. Tras ser
sintetizada por los enzimas AGAT Y GAMT, la Cr es liberada por un mecanismo de
exocitosis y Ca++ dependiente al espacio sindptico, y desde aqui interactiia con el
receptor GABA A de la neurona postsinaptica. Posteriormente la Cr es recaptada desde
el espacio sinaptico por el CRTR de las neuronas o de las células gliales (Almeida et al,

2006).
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5. Fenotipo clinico en los defectos cerebrales de creatina

Los pacientes afectos de DCC se caracterizan por un retraso del desarrollo evidente a
partir de los 6-12 meses de vida, que se manifiesta posteriormente como retraso mental,
dificultades de lenguaje expresivo y receptivo, epilepsia y trastorno del espectro autista
(TEA) (Schulze, 2003; Leuzzi et al, 2002; Stromberger et al, 2003) (Tabla 1). Aunque
existe una amplia variabilidad en cuanto a la gravedad de los sintomas clinicos en los
diferentes defectos, se han descrito algunos sintomas caracteristicos en cada uno de
ellos. Los pacientes con deficiencia de GAMT, en los que se detectan concentraciones
elevadas de GA en liquidos bioldgicos y en tejidos, ademds presentan epilepsia
refractaria al tratamiento con antiepilépticos y trastornos graves del movimiento
(Schulze, 2003). Los tres pacientes descritos con deficiencia de AGAT presentan
manifestaciones clinicas mas leves, que se limitan a un retardo mental moderado con
trastorno del lenguaje. En el caso de la deficiencia de CRTR, las manifestaciones
clinicas de este defecto incluyen: retardo mental, epilepsia, TEA y un retardo del
lenguaje grave, tanto de expresion como comprension (deGraw et al, 2003). Se ha
descrito que un 50 % de mujeres portadoras (heterozigotas) de la mutacién en el gen
SLC6A8 (localizado en el cromosoma X), presentan sintomas leves como trastornos de
aprendizaje de diferentes grados, aunque no se han realizado estudios neuropsicoldgicos
detallados (deGrauw et al, 2003). Probablemente, los sintomas en portadoras dependen
del patrén de lionizaciéon del cromosoma X, aunque en la mayoria de los casos, la

concentracion de Cr en orina y en cerebro es normal.
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Epilepsia Trastorno | Trastorno
. N° Retraso . | Farmaco- del de
Deficiencia | oo | mental | Frecuencia resistencia | movimiento | conducta
GAMT | 37 | Leves | g3 30% Severo TEA
severo
Leve- 20%
AGAT 3 moderado CF No No NO
CRTR | 150 | “eve 50% 1 caso No TEA
severo

CF: convulsiones febriles; TEA: trastorno de espectro autista.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas en los defectos cerebrales de creatina.

6. Alteraciones bioquimicas en los defectos cerebrales de creatina

Los estudios bioquimicos en los DCC son de vital importancia para realizar una

aproximacion diagndstica inicial en pacientes con sospecha clinica. El diagndstico

bioquimico se realiza mediante la determinacion de GA y Cr en liquidos biologicos

(sangre y orina) (Tabla 2). Cada uno de los defectos presenta unos hallazgos

bioquimicos determinados: la deficiencia de GAMT se caracteriza por un aumento de

GA y una disminucién de Cr en liquidos bioldgicos y tejidos; en la deficiencia de

AGAT se observa una disminucién tanto de GA como de Cr; por el contrario, en la

deficiencia del CRTR, la concentraciéon de GA se halla dentro de los valores control,

mientras que la de Cr en plasma y orina estd aumentada. La determinacion de Cr y Crn

en orina (expresada como ratio de Cr/ Crn) es la forma de diagnosticar bioquimicamente

el defecto de CRTR en los cuales se encuentra elevada.
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Después de demostrar un patréon anormal de metabolitos (Cr y GA) en sangre y/o orina,
la determinacion de la actividad enzimatica de GAMT y AGAT en fibroblastos o
linfoblastos confirma bioquimicamente los defectos de sintesis (Verhoeven et al, 2005)
mientras que la incorporacion de Cr en fibroblastos cultivados en un medio

suplementado con Cr, permite el estudio del defecto del CRTR (Salomons et al, 2001).

Deficlern.c 1a GA orina Ratio Cr/Crn orina
enzimatica
GAMT Elevado Normal
AGAT Bajo Normal
CRTR Normal Elevada

Tabla 2. Alteraciones bioquimicas en los diferentes defectos de creatina cerebral.

7. Neuroimagen en los defectos cerebrales de creatina

Los estudios de neuroimagen convencionales (RM cerebral) son normales en la mayoria
de pacientes salvo en algunos casos de déficit de GAMT en los que se ha reportado la
existencia de hiperintensidad en nucleos palidos bilaterales (Morris et al, 2007).

Los estudios mediante RMS cerebral muestran una ausencia o disminucién importante
del pico de Cr en la sustancia blanca periventricular (Figura 5), cerebelo y cortex

parieto-occipital.
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Esta prueba es importante no solo como método de diagndstico sino como un medio de
monitorizacién de la eficacia del tratamiento principalmente en los defectos de sintesis,
dado que refleja el restablecimiento de la concentracion de Cr cerebral (Dezortova et al,

2008; Bianchi et al, 2007).

Figura 5. Espectroscopia cerebral (RMS) a nivel de la sustancia blanca periventricular
posterior. A) RMS en un sujeto control; B) RMS en un paciente afecto de defecto de

CRTR.
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8. Protocolo de diagnostico de los defectos de creatina cerebral

Aun cuando el diagnostico de los primeros pacientes derivo de la identificacion de los
mismos a partir de su estudio mediante RMS, este procedimiento es costoso, requiere
anestesia (en la mayoria de casos), experiencia con la técnica y no estd disponible en
todos los centros.

Por otra parte, la seleccién de pacientes basada en la clinica debe incluir un amplio
espectro de sintomas comunes a muchas otras enfermedades: retraso mental, trastornos
del lenguaje, epilepsia, trastorno de espectro autista y trastornos del movimiento (Leuzzi
et al, 2002; Schulze, 2003; Stromberger et al, 2003). La propuesta de protocolo
diagnéstico en los DCC consiste en seleccionar a los pacientes con criterios clinicos y
estudiarlos inicialmente desde el punto de vista bioquimico, mediante analisis de
metabolitos (GA y ratio Cr/Crn en orina y plasma). De esta forma, solo los casos que
muestren alteraciones bioquimicas sugestivas de una deficiencia cerebral de Cr se
estudiaran por RMS, y si se demuestra que existe deficiencia cerebral de Cr se
proseguiran los estudios bioquimicos (estudios enzimaticos y de incorporacién de Cr en

fibroblastos) y moleculares (Figura 6).
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Sospecha clinica: retraso mental, epilepsia, autismo,
trastornos del movimiento de cansn desconocida

Orina: GA, ratio Cr/Crn
1* miccion mafiana

!
GAT? Gadl GA N+Cr/Crn ?

/

Plasmay orina: GATV |<—s| Excluir altsecundarins |<—s{ Orina: Cr/Crn

\/

RMS

RMS: Cr ™~ RMS: Cr N 1| Plantear otros Dx

!
Biopsia de piel

GAMT AGAT CRTR

Estudios actividad enzim:itica| Estudios actividad enzimitica | Estudios de incorporacién de Cr
v moleculares y moleculares y moleculares

Figura 6. Protocolo de diagndstico de los defectos cerebrales de creatina.
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9. Tratamiento de los defectos cerebrales de creatina

La finalidad del tratamiento se basa en restaurar los niveles de Cr cerebral. Los
pacientes con defectos de sintesis de Cr (GAMT y AGAT) responden favorablemente a
la administracion de CM tanto a nivel clinico como radioldgico, aumentando el pico de
Cr en la RMS (Sempere et al, 2009; Morris et al, 2007).

Dado que la sintesis de GA por parte de la enzima AGAT y la expresion del gen AGAT
se controlan mediante un mecanismo de retro-inhibicion dependiente de Ia
concentracion de Cr (Derave et al, 2004), en el déficit de GAMT, a pesar de la
suplementacion con CM (0.4 g/kg/dia), no se ha logrado reducir significativamente la
concentracion de GA ni obtener una franca mejoria clinica.

La disminucion de la concentracion de GA se ha conseguido mediante la inhibicién
competitiva del enzima AGAT, asociando al tratamiento suplementos de ornitina (100
mg/kg/dia) y restriccion dietética de L-arginina (15 mg/kg/dia). Con esta estrategia se
observé una cierta mejoria clinica asi como un mejor control de la epilepsia (Schulze et
al, 2001).

En cuanto al tratamiento de la deficiencia de AGAT, existe todavia muy poca
experiencia pero parece que la administracion oral de CM (0.4 g/kg/dia), incrementa el
pico de Cr en el cerebro entre un 40-80%, lo cual seria suficiente para conseguir una
normalizacién bioquimica y probablemente clinica (Bianchi et al, 2000).

La suplementacion con CM, no parece tener éxito en la deficiencia del CRTR, ya que
después de varios meses de tratamiento, se sigue sin detectar pico de Cr cerebral y los
sintomas neurologicos persisten (Salomons et al, 2001), ademds de incrementar

notablemente el peso.
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En animales de experimentacion se ha demostrado que existe un cierto grado de sintesis
cerebral de Cr (Braissant et al, 2007), lo que hace suponer que estos pacientes podrian
responder al tratamiento con precursores de la sintesis de Cr como la L-arginina y la
glicina, como se ha observado en linfoblastos con ausencia de CRTR (Leuzzi et al,
2008). Ademas Chilosi et al, 2008, reportan un paciente con defecto de CRTR que
mejord clinicamente tras un afio de tratamiento con L-arginina.

Recientemente, Lunardi et al, 2006, han observado mediante estudios in vitro que
determinados analogos de la Cr, con caracteristicas lipofilicas, pueden atravesar la
membrana plasmatica de células de hipocampo de ratéon de forma independiente del
transportador. Posteriormente Perasso et al, 2009, han estudiado in vivo los efectos
como neuroprotector de uno de estos analogos, el complejo fosfocreatina-Mg-acetato,
observando que este compuesto actlia como neuroprotector administrado antes de la
isquemia. Ademas podria considerarse una alternativa terapéutica en un futuro en
pacientes con defecto de CRTR.

No obstante, se necesitan estudios clinicos adicionales en humanos para determinar si
los precursores de la sintesis de Cr (L-arginina y/o glicina) o los analogos liposolubles
de la Cr son realmente eficaces en el tratamiento de los pacientes con defectos de
CRTR.

Finalmente, hay que destacar la importancia del tratamiento precoz con CM en
pacientes pre-sintomaticos con defectos de sintesis de Cr. Recientemente se ha
demostrado que previene el desarrollo de los sintomas de la enfermedad, a pesar de
presentar las alteraciones bioquimicas y la deficiencia de Cr en el cerebro (Schulze et al,

2006, 2007; Battini et al, 2006).
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JUSTIFICACION DE LA UNIDAD TEMATICA
E HIPOTESIS DE TRABAJO

1. Justificacion de la unidad tematica

2. Hipotesis de trabajo
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Justificacion de la unidad tematica

Los DCC constituyen un grupo de enfermedades neurometabolicas hereditarias,
descritas recientemente y hasta ahora infradiagnosticadas, tanto por la falta de
procedimientos adecuados para su diagndstico, como por el amplio e inespecifico

espectro de sintomas con que se manifiestan.

El conjunto de trabajos que forman parte de esta tesis doctoral, pretenden establecer
unos criterios de seleccion aplicados sistematicamente a un amplio grupo de pacientes
pediatricos afectos de retraso mental/TEA como signos clinicos principales, junto con el
disefio de una buena estrategia de diagndstico bioquimico, radioldgico y genético.
Como objetivo final nos hemos propuesto mejorar la eficacia diagndstica de los

pacientes afectos de DCC.

Ademas teniendo en cuenta que estudios previos sitlian el defecto de CRTR dentro de
las causas mas frecuentes de retraso mental ligado al cromosoma X, hemos realizado un
estudio basado en la determinacion de la prevalencia en nuestro medio del defecto de
CRTR, mediante el cribaje de metabolitos de la Cr en orina en una poblacién de
pacientes afectos de retraso mental y/o autismo. Ademds se realizaron estudios
bioquimicos para evaluar qué factores dietéticos pueden influir en la alteracidon de los
resultados bioquimicos en orina y asi dificultar el diagndstico bioquimico de esta

entidad.
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Posteriormente con el objetivo de incrementar el conocimiento del fenotipo clinico en
pacientes con defecto de CRTR, evaluamos especificamente las caracteristicas de la
epilepsia, sintoma frecuente y que asocia complicaciones graves. Se estudiaron los
mecanismos fisiopatogénicos de la epilepsia y la eficacia de los respectivos tratamientos
antiepilépticos ademds de evaluar la correlacion fenotipo-genotipo respecto a la

gravedad de la epilepsia.

Dado que el defecto de CRTR, es una enfermedad que no dispone de tratamiento
efectivo en la actualidad, consideramos de vital importancia estudiar en estos pacientes
posibles tratamientos que han sido ensayados previamente in vifro con resultados
positivos. Gran parte de nuestro trabajo se ha basado en ensayar diferentes estrategias
terapéuticas en pacientes con defecto de CRTR, y evaluar la respuesta a estos

tratamientos.
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Hipotesis de trabajo

La hipotesis de esta tesis doctoral se basa en que la aplicacion de estrategias
diagnésticas en los DCC, concretamente en el defecto de CRTR permitira detectar por

vez primera en nuestro pais los primeros pacientes afectos de defecto de CRTR.

Dado que estos pacientes presentan una sintomatologia neuroldégica muy variada e
inespecifica, ésta amplia sintomatologia neuroldgica podria estar relacionada con el tipo
de mutacién y el defecto enzimatico asociado por lo que intentamos realizar una

correlacion genotipo-fenotipo.

Considerando la ausencia de tratamiento efectivo en los pacientes con defecto de
CRTR, la aplicacion de nuevas estrategias terapéuticas en nuestros pacientes
(precursores de la sintesis de creatina y analogos de creatina con caracteristicas

liposolubles) posibilitara evaluar la eficacia de las mismas en humanos.
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Objetivo principal

Estudiar la prevalencia de los defectos de creatina cerebral en la poblacion

pedidtrica en nuestro medio, sus caracteristicas clinicas y la respuesta a

diferentes estrategias terapéuticas. Establecer un protocolo diagnostico y

terapéutico.

Objetivos concretos

1.

Evaluar la prevalencia del defecto de transportador de creatina cerebral en una
poblacion de varones afectos de retraso mental, autismo, epilepsia y trastorno grave

de lenguaje. Estudiar la eficacia diagndstica de las pruebas bioquimicas.

Evaluar las caracteristicas clinicas de la epilepsia asi como sus mecanismos

fisiopatoldgicos y correlacionar la gravedad de ésta con el tipo de mutacion.

Analizar la eficacia de la administracién de precursores de la sintesis de creatina

(L-arginina) a nivel clinico, neurorradioldgico y cognitivo.

Investigar la eficacia del tratamiento con andlogos de creatina modificados (creatina

etil-ester) en fibroblastos de pacientes y en pacientes afectos de defecto de CRTR.
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1. Sujetos del estudio

1.1. Pacientes

Durante un periodo de 2 afios, se han analizado las muestras de orina de un total de
1600 pacientes de sexo masculino afectos de retraso mental, autismo, epilepsia y
trastorno grave del lenguaje, de origen desconocido. Estos pacientes (rango de edad de
1-18 afios, media de 9 afios) han sido controlados y estudiados en el departamento de
neurologia del Hospital Sant Joan de Déu, centro de referencia para el diagndstico y
seguimiento de enfermedades neurometabolicas. Del total de estos pacientes y
siguiendo el algoritmo disefiando para el diagndstico de los defectos de creatina cerebral
(Figura 6), se ha confirmado el diagndstico de defecto de CRTR en 4 pacientes (rango
de edad de 9-16 afios, media de 12 afios).

En el estudio en que analizamos las caracteristicas de la epilepsia en el defecto de
CRTR, se afiadieron otros 3 pacientes de 11, 27 y 40 afios respectivamente, los cuales se

han diagnosticado recientemente.

1.2. Controles

En el trabajo titulado “Defecto de transportador de creatina: prevalencia entre pacientes
afectos de retraso mental y dificultades en el screening metabdlico”, para valorar la
influencia de la dieta en la ratio Cr/Crn en orina, han participado 13 sujetos control
(voluntarios sanos) de la misma area socio-demografica (edad media de 27 afios).

En el trabajo titulado “Respuesta a los analogos de creatina en fibroblastos y pacientes
con defecto de transportador de creatina”, se utilizaron 6 lineas celulares de fibroblastos
del banco celular de fibroblastos procedentes de sujetos control (Instituto Bioquimica
Clinica). Estos fibroblastos provenian de pacientes de los que previamente se habia

descartado un defecto del metabolismo de la Cr.
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1.3 Aspectos éticos

Todos los padres o tutores legales de los pacientes que participaron en los diferentes
estudios firmaron un consentimiento informado, de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki de 1964, revisada en Edimburgo en el afio 2000.

Los diferentes estudios cuentan con la aprobacion del comité de ética y de investigacion

del Hospital Sant Joan de Déu.

2. Material y métodos

2.1 Pruebas bioquimicas

2.1.1 Determinaciones bioquimicas en orina

Se obtuvo una muestra de la orina de primera hora de la mafiana. La muestra de orina se
conservo a -20° hasta su andlisis. La cuantificacion de GA y Cr se realiz6 mediante
HPLC-MS/MS (Waters-Micromass, Manchester, UK, model Quatro micro ™ APl y
HPLC con deteccion de fluorescencia (Perkin-Elmer, NorwalkCT, USA). El protocolo
analitico se ha descrito en detalle previamente (Arias et al, 2006).

La determinacion de Crn en orina, se realizd mediante el método Jaffé cinético
(A11A00060, ANX Diagnostic, Montpellier, France), segin procedimiento

automatizado (Junge et al, 2004).
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2.1.2 Evaluacion del efecto de la dieta en el valor de la ratio Cr/ Crn en orina

Para evaluar la influencia de la dieta en los valores de la ratio de Cr/Crn en orina en un
grupo de controles sanos, se recogieron las muestras de orina de primera hora de la
mafiana, durante 5 dias consecutivos y después de 10 horas de haber consumido un tipo
especifico de comida:

1* dia: verduras (100 g); 2° dia: 2 huevos; 3° dia: pasta (100 g); 4° dia: pescado azul (100
g); 5° dia: filete de ternera (100 g). El andlisis de la Cr en orina se realizd mediante el

método descrito en el apartado 2.1.

2.1.3 Estudios en fibroblastos

El transporte de Cr en cultivo de fibroblastos se estudié mediante la incubacién de los
fibroblastos durante 24 horas en un medio que contenia concentraciones fisioldgicas y
suprafisioldgicas de creatina (25 pmol/L y 500 umol/L respectivamente), siguiendo el
método reportado previamente (Salomons et al, 2001). La Cr se midi6 por HPLC-

MS/MS mediante una creatina marcada con isotopo estable (Arias et al, 2006).

2.1.4 Estudios de incorporacion de CM y CEE en fibroblastos

Los fibroblastos se cultivaron de forma estandar en un medio minimo esencial (MEM)
suplementado con suero fetal bovino. Los estudios de incorporacion de Cr en
fibroblastos se llevaron a cabo siguiendo el método de Salomons et al 2001, con alguna

modificacién. La CEE y la CM se disolvieron en MEM hasta alcanzar la concentracioén
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final de 25 y 500 umol/L en el medio de cultivo; estas soluciones se filtraron con filtros
millipore de 0.22 um y posteriormente se analizaron mediante MS/MS para cuantificar
la concentracion exacta de CM y CEE después del filtrado. Las células se incubaron con
25y 500 pmol/L de CM y CEE durante 24y 72 horas. El transporte de Cr se cuantifico
en el total de las células lisadas mediante HPLC-MS/MS (Waters-Micromass
Manchester, UK, model Quatro micro™ API) con el método previamente descrito

(Arias et al, 2006). Los resultados se expresaron en pmol Cr/ug de proteina.

2.2 Estudios neurofisiologicos

La monitorizacion de la epilepsia se realizdo mediante registro video-EEG, que consiste
en el andlisis de la actividad bioeléctrica cerebral recogida en el cuero cabelludo
mediante electrodos de superficie (13-19 electrodos) colocados segin el sistema
internacional 10-20, con montaje bipolar y referencial. La duracion de la monitorizacién
fue de 30-45 minutos. El registro se realizd en condiciones de reposo, asi como tras
métodos de activacion (ELI) incluyendo poligrafia. No se pudo registrar
hiperventilacion por falta de colaboracion de los pacientes. La interpretacion del Video-
EEG se realizdo por el mismo neurofisidlogo en todos los casos. Evaluamos los
siguientes parametros:

- Actividad eléctrica cerebral de base

- En suefio espontaneo: grafoelementos especificos de suefio

- Anomalias interictales: actividades lentas y/o actividad epileptiforme

44



Deficiencia del transportador de creatina

2.3 Tratamiento con L-arginina

2.3.1 Protocolo de tratamiento con L-arginina

La L-arginina (L-arginina poder, SHS Nutricia, Madrid) se administré via oral a una
dosis de 0.4 g/kg/dia repartida en 2 dosis, durante un periodo de 9 meses. La L-arginina
es bien conocida en términos de eficacia, dosis, vias de administracién y efectos
secundarios (Boger et al, 2001) por este motivo, decidimos realizar el ensayo
terapéutico con este aminodacido sin afiadir glicina.

La dosis se eligid teniendo en cuenta las dosis de L-arginina con las que se suplementan
los pacientes afectos de trastornos del ciclo de la urea y las dosis de creatina con las que
se suplementan los pacientes con defectos de AGAT y GAMT, que es de 0.4 g/kg/dia.
Dos de los pacientes que participaron en el ensayo terapéutico con L-arginina, habian
recibido previamente tratamiento con CM (0.4g/kg/dia) durante 1 afio, sin observar
mejoria clinica ni aumento del pico de Cr en la RMS. Se evidencié un considerable

aumento de peso durante el tiempo de tratamiento con CM.

2.3.2 Evaluacion neurorradiologica

Se estudio el pico de Cr cerebral mediante RMS antes de iniciar el tratamiento y al final
de los 9 meses del estudio. Esta prueba se realizd bajo sedacidén. Se tomaron
tomografias en los 3 planos del espacio y secuencias de pulso spin-eco T1, spin-eco T2,
FLAIR y adquisicién 3D. Para la espectroscopia de protones se adquirieron espectros a

tiempo de eco largo (PRESS 1600/135) y corto (STEAM 1600/20).
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El pico cerebral de Cr se obtuvo en los planos axiales, a nivel de la sustancia blanca
parietal posterior izquierda, mediante el equipo 1.5 Teslas Signa HD, General Electric,

Milwaukeee, WI, con un post-proceso mediante PROBE® (General Electric).

2.3.3 Evaluacion cognitiva

La valoracion cognitiva de cada uno de los pacientes se realizd antes del ensayo
terapéutico y tras 9 meses de tratamiento.

Dado que la heterogeneidad clinica de los pacientes y la gravedad del déficit cognitivo
podia conllevar dificultades en el disefio de una bateria de exploraciones
neuropsicologicas que pudieran aplicarse a todos los sujetos, se establecieron dos
grupos de estudio:

1. Déficit cognitivo leve. Se valord:

- Rendimiento Cognitivo Global: mediante Escalas de Wechsler: (WISC-R) (6-16 afios),
WAIS III (menores de 16 afios) y K-ABC (mayores de 6 afios).

- Lenguaje: Vocabulario por Iméagenes Peabody, Subtests verbales y baterias generales.
- Funciones visuoconstructivas: Figura de Rey, VMI Beery, Subtest baterias generales.

- Memoria: Figura Rey, CAVLT-2, Digitos Wechsler.

- Funciones ejecutivas: TRAIL B, Memoria de trabajo.

- Atencion/Distractibilidad: Stroop, Tolouse-Pieron, CPT.

- Cuestionarios de conducta Achenbach. Escalas de desarrollo de Kaufmann y Llevant

para nifios/as menores de 4 afios.
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2. Déficit cognitivo grave. Se valord en cada caso la posibilidad de administrar pruebas

estandarizadas.

En 3 de nuestros pacientes, dada la gravedad de su discapacidad intelectual, se utilizo la
escala de evaluacion de la conducta adaptativa de Vineland (Sparrow et al, 1984).
Consiste en una entrevista semi-estructurada y un cuestionario que contestan los padres,
en el que se evalian habilidades sociales y personales de los pacientes. Esta escala
valora cuatro areas: comunicacidn (receptiva, expresiva, escrita), actividades de la vida
diaria (personal, domesticas, comunitarias), socializacidon (relaciones interpersonales,
tiempo libre, habitos) y habilidades motrices (gruesa, fina). La realizacion de esta escala

tiene una duracion aproximada de 20-60 minutos.

2.3.4 Determinaciones bioquimicas durante el ensayo terapéutico con L-arginina

Durante los 9 meses de tratamiento se realizd una monitorizacion trimestral del GA y la

Cr en orina (ratio Cr/Crn). Métodos descritos en apartado 2.1.1.

2.4 Tratamiento con CEE

2.4.1 Analisis bioquimico de la pureza del producto

Previamente al estudio de incorporacion de CEE en fibroblastos se estudid la pureza y
composicion del extracto acuoso del producto (CEE-PRO®, laboratorio muscle-tech,

USA) mediante MS/MS.
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2.4.2 Protocolo de tratamiento con CEE

La CEE (CEE-PRO®, laboratorio muscle-tech, USA) se administrd por via oral a la

dosis de 0.4 g/kg/dia repartida en 2 tomas, durante 1 afio. Esta dosis se eligié teniendo

en cuenta las dosis de creatina con las que se suplementan los pacientes con defectos de

AGAT y GAMT que es de 0.4 g/kg/dia.

2.4.3 Evaluacion neurorradiologica

Se estudio el pico de Cr cerebral mediante RMS antes de iniciar el tratamiento y al final

de los 12 meses del estudio. Método descrito en el apartado 2.3.2.

2.4.4 Evaluacion cognitiva

La valoracidon neurocognitiva de cada uno de los pacientes se realizd antes del ensayo

terapéutico y tras 12 meses de tratamiento. Método descrito en el apartado 2.3.3.

2.4.5 Determinaciones bioquimicas durante el ensayo terapéutico con CEE

Durante los 12 meses de tratamiento se realiz6 una monitorizacion trimestral del GA y

la Cr en orina (ratio Cr/Crn). Métodos descritos en apartado 2.1.1.
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2.5 Analisis estadistico

Se aplico la prueba de Wilcoxon para estudiar diferencias entre datos pareados
(comparacién de la ratio Cr/Crn en voluntarios sanos 10 horas después de tomar
diferentes alimentos).

Se aplicd la prueba de la t-Student (datos pareados y no pareados) para comparar los
resultados obtenidos en fibroblastos de pacientes y controles en las diferentes
situaciones de incubacion. La significacion se consider6 un valor de p<0.05. Estos

estudios se realizaron con las versiones 11.0 y 14.0 del programa estadistico SPSS.

49



Carmen Fons Estupifia, Universitat de Barcelona

50



Deficiencia del transportador de creatina

RESULTADOS
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RESULTADOS

- Deficiencia de transportador de creatina: prevalencia entre pacientes con

retraso mental y dificultades en el cribado metabélico

- Espectro de la epilepsia en la deficiencia del transportador de creatina

- Suplementacion con L-arginina en cuatro pacientes con defecto de

transportador de creatina ligado al cromosoma X

- Respuesta a los analogos de creatina en fibroblastos y en pacientes con defecto

del transportador de creatina
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Objetivo 1.- Evaluar la prevalencia del defecto de transportador de creatina cerebral
en una poblacion de varones afectos de retraso mental, autismo, epilepsia y trastorno

grave de lenguaje. Estudiar la eficacia diagndstica de las pruebas bioquimicas.

“CREATINE TRANSPORTER DEFICIENCY: PREVALENCE AMONG
PATIENTS WITH MENTAL RETARDATION AND PITFALLS IN
METABOLIC SCREENING”

Deficiencia de transportador de creatina: prevalencia entre pacientes con retraso mental

y dificultades en el screening metabolico. Clin Biochem 2007;40:1328-1331.

Angela Arias, Marc Corbella, Carmen Fons, Angela Sempere, Judit Garcia-Villoria,
Aida Ormazabal, Pilar Péo, Mercé Pineda, Maria Antonia Vilaseca, Jaume Campistol,
Paz Briones, Teresa Pampols, Gajja S. Salomons, Antonia Ribes, Rafael Artuch
Estudios recientes consideran el defecto de CRTR entre una de las causas mas
prevalentes de retraso mental ligado al cromosoma X (Rosenberg et al, 2004). Los
pacientes afectos, presentan una sintomatologia neuroldgica inespecifica caracterizada
por retraso mental, autismo, epilepsia y trastorno grave del lenguaje expresivo. La
elevacion de la ratio Cr/Crn en orina ha demostrado ser un buen método de cribado y de
diagnostico inicial para el defecto de CRTR, previo a la realizacion de estudios de
confirmacion enzimaticos y/o moleculares. Existen algunos factores que pueden alterar
la ratio de Cr/Crn en los liquidos biolégicos como la disfuncién renal, la dieta rica en Cr
y los trastornos del ciclo de la urea. En este estudio nos planteamos el objetivo de
estudiar la prevalencia del déficit de CRTR en la poblacion pediatrica de nuestro medio,
afecta de retraso mental sin filiar; ademas evaluamos la influencia de una dieta rica en

proteinas (principalmente alimentos con alto contenido en Cr como la carne y el
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pescado) como factor causante de la presencia de los valores falsos positivos de la ratio

Cr/Crn en orina.
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Abstract

Objectives: To report the prevalence of creatine transporter deficiency in males with mental retardation and to study whether a protein-rich

food mtalec might be a potential diagnostic mitfall.

Design and methods: We determined creatine/creatining ratio in wrine samples from 1600 unrelated male patients with mental retardation and/

or autism. Urine creatine was analyzed by HPLC-MS/MS.

Results: Thirty-three of 1600 cases showed increased urine creatine/creatinine ratio. Four out of these thirty-three cases were definitively
diagnosed with creatine transporter deficiency, while the other 29 were false positive results. Significantly higher values were observed for urine
Cr/Cm ratio in healthy volunteers after a meal based on beef or oily fish as compared to eggs, pasta or salad (Wilcoxon test: p<0.005).

Conclusions: False positive results may be observed in biochemical screening for creatine transporter deficiency, and they may be due to

intake of meals rich in creatine prior to urine samples analysis.

© 2007 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Cerebral creatine deficiency syndrome; Creatine; Creatinine; Guanidinoacetate; Creatine transporter deficiency

Introduction

Cerebral creatine deficiency syndromes (CCDS) can affect
both synthesis and transport of creatine (Cr), causing a deficiency
of Cr/phosphocreatine, mainly in brain. Three metabolic defects
associated with CCDS have been identified: L-arginine:glycine
amidinotransferase (AGAT:OMIM:602360) [1]; guanidinoace-
tate methyl transferase (GAMT, OMIM:601240) [2]; and X-
linked creatine transporter (SLC6A48 (CT), OMIM:300036) [3].
By measuring guanidinoacetate (GAA), creatine and creatine/
creatinine (Cr/Crn) ratio in urine and/or plasma, it is possible to
identify AGAT (low GAA and normal Cr concentrations in

* Corresponding author. Fax: +34 932803626.
E-mail address. rartuch@hsjdben.org (R. Artuch).

plasma), GAMT (high GAA and low Cr concentrations in
plasma and urine) and CT deficiencies (high Cr/Cimn ratio in
urine with normal GAA values in body fluids) [4]. After this
first line diagnosis, which may be confirmed by cerebral
creating deficiency measured by proton magnetic tesonance
spectroscopy (H-MRS), definite diagnosis is made by enzy-
matic and/or molecular studies.

Considering the unspecific clinical presentation of CCDS, it
seems important to screen for these defects in any patient with
mental retardation, aotism or epilepsy of unknown origin.
However, thete are several external factors or other metabolic
defects that might influence GAA concentrations and Cr/Cn
ratio in biological fluids, such as renal dysfunction, dietary
intake of Cr and urea cycle disorders [3].

Dietary content of Cr might be an interfering factor in the
screening of CT deficiency (the most frequent canse of CCDS)

0009-9120/3 - see front matter © 2007 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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since an increase in the Ct/Crn ratio is the hallmark of CT
deficiency. Indeed, there are several dietary sources with high
Cr content (especially fish and meat) [6] which may influence
the urinary Ct/Crn. However, food intake has not been
evaluated in the screening for CCDS.

In the present study we report the prevalence of CT
deficiency in males with mental retardation, who were
referred for a metabolic workup. Furthermore, we studied
whether a protein-rich food intake might be a potential diag-
nostic pitfall.

Materials and methods
Patients

Over a 24-month period, we have studied urine samples from
1600 unrelated male patients with mental retardation and/or
autism of unknown origin (age range 1-18 years, average 9
years). Utine was stored at —20 °C until analysis. In patients
presenting twice an increased urinary Ct/Crn value, an
additional urine sample(s), skin biopsy (for Cr uptake studies)
and/or brain H-MRS were requested.

To assess the dietary influence in Cr/Crn ratio, we collected
65 first-morning urine samples from thirteen healthy volunteers
(5 samples per subject) after 10 h of fasting. Urine samples were
collected during the same week after 10 h of the intake of a
specific kind of meal: 1st day: vegetarian salad (100 g); 2nd
day: two eggs (omelette); 3rd day: pasta (100 g); 4th day: oily
fish (100 g); 3th day: beef (100 g).

Table 1
Laboratory findings in 10 pediatric patients with mental retardation

Methods

Urine GAA and Cr determination was petformed by HPLC-
MS/MS (Waters-Micromass, Manchester, UK, model Quatro
micro™ API), as previously reported [ 7]. Creatinine determina-
tion was assayed with the Jaffé kinetic procedure (A11A00060,
ANX Diagnostic, Montpellier, France) [8].

Creatine uptake by cultured fibroblasts was measured by
incubating them for 24 h in medium containing physiological
and supraphysiological Cr concentration (25 pM and 500 pM,
tespectively), according fo a previously reported procedure [3],
except that Cr was measured by HPLC-MS/MS with stable
isotope-labeled Cr as the internal standard [7]. Protein
concentrations were measured by the classical method of
Lowry.

DINA sequence analysis of SLC6AS was petformed in DNA
isolated from blood or fibroblasts, as previously reported [3].

Statistical analysis: Wilcoxon test for paited data was applied
to compare Cr/Crn ratio in healthy volunteers 10 h after the
intake of the different meals. Statistical analyses wete
performed using the SPSS 11.0 program.

Results

Thirty-three of 1600 cases showed increased Cr/Crn ratio in
the first urine sample (age range 1-12 years, Ct/Cin ratio range:
1.7-4.3, average: 2.7, S8D: (.71) compared with age related
reference ranges established in our laboratory (Table 1).
However, in a second urine sample, only 10 out of these 33

Cases Age (years) 1st Ct/Cm ratio 2nd Cr/Cn ratio 3rd Cr/Crn ratio H-MRS creatine peak Creatine uptake pmol
creatine/jLg prot.
25 M 500 uM

1 12 2.2 1.9 1.9 Absent a8 3.1

2 10 34 2.5 24 Absent %) 4.0

3 % 6.8 4.1 24 Absent o4 5.2

4 9 3.7 1.8 4.9 Low 14 5.0

3 % 3.9 4.1 13 Normal 24 34

6 2 2.6 4.1 03 Normal 34 45

7 ) 1.9 1.8 n.d. Normal 28 39

8 2 2.8 2.3 n.d. n.d. 35 44

9 3 3.0 23 0.7 Normal 37 53

10 1 2.4 21 14 nd 25 29

Confrols 06 years 7-12 years
02-18 02-14 15-49 20-60

Molecular genetic analysis

Cases Mutation type Mutation Deduced effect Exon
1 Deletion .1222_1224delTTC p.Phed08del 8

2 Frameshift c.878_879delTC p.Lys2936X3 3

3 Deletion ¢.942_944delCTT p.Phe315del 6

4 Missense c.1631C>T p.Pro544Leu 12

In four of them, the diagnosis of CT deficiency was proven by impaired Cr uptake profile in cultured fibroblasts, clearly low orabsent creatine peak in brain by H-MRS
and the presence ofpathogenic mutations in SLC6AS gene (cases 1 to4). Cases 1 to 3 harhored severe mutations and these were associated with the absence of creatine
peak by H-MRS and low creatine uptake by fibroblasts. Conversely, case 4 presented amild mutation associated with partially decreased creatine peak in H-MRS and the
highest creatine uptake by fibroblasts incubated with 25 pmol/l of creatine. In the other 6 cases, the increased urine Cr/Cmn appeared to be a false positive result since all
of them showed normal creatine uptake by fibroblasts and creatine peak by H-MRS. Increased Cr/Cm values and decreased Cr content in fibroblasts are depicted in bold.
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Creatine/creatinine ratio

Oilyfish Pasta Meat

Salad Eggs

Fig. 1. First-morning urine Cr/Crn ratio values in adult volunteers after different
meals and overnight fasting. The dotted line represents the upper limit of urine
Cr/Crn ratio for adult controls (0.46).

cases showed increased Cr/Crn ratio, while in the other 23 the
ratio normalized. Four out of these ten positive cases were
definitively diagnosed with CT deficiency, including two
patients that were previously published [9] (Table 1). The
diagnosis was based on the impaired Cr uptake profile in
fibroblasts, and/or on reduced brain Cr peak revealed by H-
MRS, and confirmed at the DNA level by the presence of a
pathogenic mutation in SLC6A48 (Table 1). In the other 6 cases,
Cr uptake in fibroblasts and/or H-MRS analysis showed normal
tesulfs. Consequently, no genetic studies wete petformed.
Quantification of Cr/Crn ratio in a third urine sample from 4 of
these 6 false positive results finally showed normal values,
whereas this third sample was not available for the other 2
individuals. However, none of owr four patients who are
affected with CT deficiency showed normal results in the third
sample (Table 1) or in any other sample analyzed during their
follow up.

Results of Ct/Crn tatio from healthy adult volunteers in the
first-morning urine samples after different meals are depicted in
Fig. 1. Urine samples collected after a meal based on salad,
pasta or eggs showed normal Cr/Crn ratio in all cases, compared
with previously established reference ranges for healthy adult
controls. Conversely, 4 of 13 volunteers showed increased Cr/
Crn ratio after eating both oily fish and beef. Furthermore,
significantly higher results were observed for urine Cr/Crn ratio
after a meal based on beef or oily fish as compared to eggs, pasta
or salad (Wilcoxon test: p<0.005), while no differences were
obsetved when comparing eggs with salad or pasta, and fish
with meat, respectively.

Discussion

It has been shown that CT deficiency is relatively frequent
among patients with mental retardation [3,10-13]. Therefore,
the inclusion of urine analvsis of Ct/Cn (the hallmark of this
disease) in the screening of patients with these neurological
symptoms seems advisable. During a 2 year-period we have
searched for Cr defects in 1600 cases with mental retardation,
autism and/or epilepsy, of which 33 (2.1%) showed an increased
Ct/Crm ratio in urine, suggesting a CT deficiency. However, a
definite diagnosis was only established in 4 patients (0.25%),
while in the other 29 cases the Cr/Crm ratio normalized in the

second or third urine sample, and/or Cr uptake in fibroblasts and
H-MRS studies showed normal results. These data demonstrate
a prevalence of CT deficiency of about 0.3% in males with
mental retardation, which is lower from the recently reported
studies, where this prevalence varied from 0.8% up to 2.7%
[11-13]. Furthermore, the present study revealed false positive
results in 1.8% (29 out of 1600) when only one utine sample
was analyzed. The Ct/Crn ratio normalized in a second urine
sample in 17 out of the 21 false positives, suggesting that
repeated urine analysis should be considered before undertaking
invasive studies (e.g. proton H-MRS of brain, Cr uptake studies
in fibroblasts). Formally, it is not proven that these represent
false positives since no confirmative follow up studies were
petformed. Howevet, it is important to note that the 4 patients
affected with CT deficiency repeatedly showed increased
utinary Ct/Crn ratio, indicating that the ratio is constantly
increased in these patients. The causes for these false positive
results are not unraveled yet. In the present study we showed
that after a high-protein intake there is an increase in the urinary
Cr/Crn, tesulting in false positive results in 4 out of 13 non-
affected individuals (Fig. 1). Conversely, these volunteers
always showed normal results after meals containing foods with
low Cr followed by overnight fasting. Unfortunately, we did not
have dietary questionnaires from our investigated cohott of
patients and controls, although these differences between
repeated measurements of urine Cr/Crn ratio in our patients
might be due to variations in dietary creatine intake. Never-
theless, the establishment of reference values affer a low Cr
content meal, as well as the analysis of patients under the same
controlled conditions, seems advisable.

Brain H-MRS is a valuable test for the detection of CCDS.
Howevet, sedation of patients with behavior disorders/mental
retardation is usually required and at least in Spain it is very
expensive. Therefore, this method is not appropriate for first
line sereening purposes. Based on our results, we suggest that
after a first positive Cr/Crn ratio in urine, a second urine sample
in the morning after overnight fasting should be taken (after a
diet free of meat or fish the day before) for confirmation. If in
this second sample the Cr/Cen ratio is also increased, a skin
biopsy to study Cr uptake and brain H-MRS should be
performed, followed by DNA analysis, to confirm ot exclude
CT deficiency. However, limitations of DNA sequence studies
for CT deficiency exist, such as if no variant or mufation is
detected. In this situation, it should be considered that the
mutation could be missed, as at present time the entite gene is
not being analyzed (e.g. promoter region) [14].

In eonclusion, the present study shows a lower prevalence of
CT deficiency in males with mental retardation compared with
other studies. When performing urine studies, care should be
taken with meals rich in Cr since they may result in a significant
increase of the Ct/Crn tatio and thus may cause false positive
results. Therefore, in case of an increased urinary Cr/Crn rafio,
the results should be confirmed in a second sample of urine
under controlled diet (morning, after ovemight fasting)
followed by brain H-MRS, Cr uptake studies and/or molecular
analysis of the SLC648 gene, before it can be concluded that the
patient is affected by CT deficiency.
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Sintesis de resultados

- De los 1600 pacientes estudiados, 33 mostraron un aumento de la ratio Cr/Crn en la
primera orina de la mafana (edad: 1-12 afios, rango de la ratio Cr/Crn: 1.7-4.3,
media: 2.7, DT: 0.71), comparandolos con los valores de referencia establecidos en
nuestro laboratorio para varones de la misma edad. El estudio de una nueva muestra
de orina en estos pacientes, mostr6 una elevacion de la ratio Cr/Crn en orina en 10

pacientes.

- La concentracién de Cr en la RMS cerebral y el estudio de incorporacién de Cr en
fibroblastos en los 10 casos con ratio anormalmente elevada, solo fueron positivos
en 4 casos, en los cuales posteriormente se confirmé una mutacioén patogénica en el

gen SLC6AS.

- En andlisis posteriores de orina, en 6 pacientes con una ratio elevada inicialmente
pero sin confirmar el defecto cerebral de Cr, esta se normalizd, al contrario de lo
observado en los pacientes con diagndstico confirmado de defecto de CRTR en los

que la ratio Cr/Crn siempre persistid elevada.

- La ratio Cr/Crn en orina de voluntarios adultos sanos tras haber consumido
ensalada, pasta y huevos la noche anterior a la recogida de la muestra de orina
mostrd valores normales comparandola con valores de referencia de adultos sanos.
En cambio, la ratio Cr/Crn en orina mostrd valores anormalmente elevados en 4/13

voluntarios tras el consumo de pescado azul y carne.
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- La elevacion de la ratio Cr/Crn en orina fue estadisticamente significativa
comparando los valores tras ingesta de carne y pescado azul respecto la ingesta
previa de huevos, pasta y ensalada (prueba de Wilcoxon: p<0.005). No se
observaron diferencias significativas al comparar la ratio Cr/Crn en orina tras

ingesta de huevos con ensalada o pasta asi como carne con pescado azul.
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Objetivo 2.- Evaluar las caracteristicas clinicas de la epilepsia asi como sus
mecanismos fisiopatoldgicos y correlacionar la gravedad de esta con el tipo de

mutacion.

“EPILEPSY SPECTRUM IN CEREBRAL CREATINE TRANSPORTER
DEFICIENCY”

Espectro de la epilepsia en la deficiencia del transportador de creatina cerebral.

Epilepsia 2009;50:2168-2170.

Carmen Fons, Angela Sempere, Francesc X. Sanmarti, Angela Arias, Pilar Pobo,
Mercedes Pineda, Antonia Ribes, Begoiia Merinero, Maria A. Vilaseca, Gajja S.
Salomons, Rafael Artuch, Jaume Campistol.

La epilepsia es un sintoma inespecifico que se presenta durante el curso de numerosas
enfermedades neurometabdlicas. En el caso de los DCC, se ha descrito que los
compuestos guanidino (la Cr y el GA), tienen potencial epileptégeno ya que actian
como agonistas parciales del receptor de GABA (D’Hooge et al, 1992; De Deyn et al,
1990). En el defecto de CRTR, el acimulo de Cr en el espacio sinaptico debido a un
déficit de su transporte, provoca una estimulacién prolongada de estos receptores
postsinapticos y se genera un bloqueo de las respuestas inhibitorias GABAérgicas. Dado
que la epilepsia es un sintoma frecuente en pacientes con defecto de CRTR
(aproximadamente se presenta en un 50 % de casos (Salomons et al, 2003)), nos
planteamos los objetivos de describir detalladamente las caracteristicas de la epilepsia
en nuestra serie de pacientes para asi poder mejorar su manejo clinico y en segundo
lugar, investigar si existe una correlacion entre la gravedad de la clinica neuroldgica y

de la epilepsia y el pico de creatina en la RMS y/o el tipo de mutacion.

63



Carmen Fons Estupifia, Universitat de Barcelona

64



Deficiencia del transportador de creatina

GRAY MATTERS

the general capacity of health-care systems will go a long
way in reducing stigma in epilepsy and the treatment gap
in SSA.
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E pilepsy spectrum in cerebral creatine

transporter deficiency

Tothe Editors:

In the last decade, a novel group of mborn errors leading
to cerebral creatine (Cr) deficiency has been described.
They are characterized by absence or decrease of Cr in the
brain measured by in vivo proton magnetic resonance
spectroscopy ('H-MRS) (Schulze, 2003).

Cerebral creatine transport deficiency (CRTR-D) is the
most prevalent of these, and its biochemical hallmark is an
increased urinary Cr-to-creatinine ratio. Final diagnosis is
achieved by the smdy of CRTR activity in fibroblasts (Cr
uptake) and by the mutational analysis of the SLCAAS gene.

Males with SLCSAS mutations develop mental
retardation, autistic features, language delay, and epilepsy.
Epilepsy of variable severity affects about 50% of patients
with CRTR-D (Cecil et al., 2001; Salomons et al., 2003;
Anselm et al., 2006; Mancardi et al., 2007).

Guanidino compounds such as Cr (x-A-methylgnani-
dino acetic acid) and guanidinoacetate have epileptogenic
potential (De Deyn et al., 1991; D'Hooge et al., 1992),
acting as a partial y-aminobutyric acid (GABA),, receptor
agonist. This may generate a prolonged stimulation of
postsynaptic GABA, receptor, and interference in inhibi-
tory GAB Aergic circuits.

We characterized epilepsy severity and treatment
response, and investigated the possible relationships
between SLCSAS mutations and/or Cr uptake in fibroblasts
with epilepsy severity in seven patients with CRTR-D. We
selected all the patients diagnosed with CRTR-D who were
followed up in the Hospital Sant Joan de Déu Pediatric-
Neurology Department in the last 6 years. Five cases were
unrelated and patients 5 and 6 were brothers. We retrospec-
tively reviewed clinical data, seizure types (classified
according to the Intemational League Against Epilepsy,
1981), video-EEG (electroencephalography), treatment,
seizure control, episodes of status epilepticus, seizure out-
come, metabolic examinations in blood and urine, Cr signal
in brain '"H-MRS, Cr uptake in fibroblasts, and SLC6A&
mutational analysis. Results aredetailed in Table 1.

Although no specific EEG pattern or seizure type has
been reported so far in CRTR-D, our patients presented
slow background activity for their ages in interictal video-
EEG, without any specific paroxysmal activity.

No correlation was observed between residual Cruptake
in fibroblasts or the type of mutation with the occurrence
of seizures or with their pattern. Overall, no genotype—
phenotype correlations could be demonstrated in this small
series. Although one patient (3), who presented the highest
residual activity in fibroblasts and a missense mutation,
had milder clinical manifestations and no epilepsy,
refractory seizures had been observed in previously
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published report of one patient with the same mutation
(Mancardi et al., 2007).

The level of brain Cr by H-MRS was not associated with
the occurrence or severity of epilepsy. We did not find
structural abnormalities in brain magnetic resonance
imaging ( MRI) of CRTR-D patients, although nonspecific
white matter lesions related to  prenatal hypoxic
encephalopathy had been reported (Mancini et al., 2005).
No additional reports of CRTR-D patients with hypoxic
events or specific focal lesions in brain MRI have been
published. Despite lack of effective treatment for patients
with CRTR-D (Fons et al., 2008), epilepsy can usually be
controlled with classical antiepileptic drugs (AEDs) in
monotherapy  (carbamazepine or wvalproate), as also
observed in our patients.

In conclusion, patients with mental retardation, autistic
behavior, severe language delay, and mild or severe
epilepsy who have presented episodes of status epilepticus
(SE) or recurrent febrile seizures (FS) should be tested for
cerebral creatine deficiency syndromes. We observed a
high risk of developing SE in patients not treated with
AEDs or when treatment is discontinued, despite normal
EEG and long-term good seizure control. Therefore, we
recommend pharmacologic treatment of patients with
CRTR-D after a first seizure in order to protect them from
occurrence or status epilepticus, Further studies in larger
series are needed to better characterize the clinical pheno-

type and epilepsy spectrum.
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Sintesis de resultados

Un 85 % de pacientes de nuestra serie presentaban epilepsia, con una edad media

al debut de las crisis afebriles de 4.5 afios (rango: 2-9 afios).

Observamos el antecedente de convulsiones febriles en un porcentaje alto de
pacientes que posteriormente desarrollaron epilepsia. La edad media de debut de

las convulsiones febriles fue de 26 meses (rango: 17-40 meses).

La morfologia de las crisis era muy inespecifica, pudiendo presentar tanto crisis

generalizadas como focales.

No observamos ninguna actividad paroxistica especifica del déficit de CRTR, en
el video-EEG intercritico, aunque todos los pacientes presentaban una actividad

de base lenta para su edad.

La epilepsia en estos pacientes generalmente respondid bien al tratamiento con

farmacos antiepilépticos cldsicos y en monoterapia.

Destacamos la elevada frecuencia de estados de mal epiléptico de tipo

generalizado en nuestra serie de pacientes (4/7), cuando aln no recibian

tratamiento antiepiléptico.
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- Los pacientes que presentaron estado de mal epiléptico y epilepsia refractaria

presentaban deleciones en el gen SLC6A4S.

- Caracteristicamente, uno de nuestros pacientes (paciente 3) el cual presentd la
mayor actividad residual del CRTR y una mutacién missense en el gen SLC6A48,
mostrd unas manifestaciones clinicas leves y hasta el momento no ha desarrollado

epilepsia.

- No observamos la existencia de correlacion entre el nivel del pico de Cr cerebral

en la RMS y/o la actividad residual de transporte de Cr en fibroblastos con el

patron y/o gravedad de la epilepsia.
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Objetivo 3.- Analizar la eficacia de la administracion de precursores de la sintesis de

creatina (L-arginina) tanto a nivel clinico, neurorradiolégico como cognitivo.

“L-ARGININE SUPPLEMENTATION IN FOUR PATIENTS WITH X-LINKED
CREATINE TRANSPORTER DEFECT”

Suplementacion con L-arginina en cuatro pacientes con defecto de transportador de

creatina ligado a X. J Inherit Metab Dis 2008;31:724-728

Carmen Fons, Angela Sempere, Angela Arias, Pilar Péo, Mercedes Pineda, Anna
Lopez-Sala, Anna Mas, Maria A. Vilaseca, Gajja S. Salomons, Antonia Ribes, Rafael
Artuch, Jaume Campistol.

El déficit de CRTR es una enfermedad neurometabdlica caracterizada por un déficit de
Cr en el cerebro y por asociar unos sintomas clinicos graves. A diferencia de los
defectos de sintesis de Cr (déficit de AGAT y GAMT) que responden al tratamiento con
CM, en el caso del defecto de CRTR no existe un tratamiento sustitutivo eficaz.
Respecto a la expresion y funcidén de los enzimas de sintesis y transporte de Cr en el
cerebro, se ha reportado que los enzimas de sintesis AGAT y GAMT vy el transportador
CRTR se expresan de forma minima en las neuronas y la glia, mientras que el CRTR no
se expresa en astrocitos y particularmente en aquellos que contactan con las células del
endotelio capilar (BHE) (Braissant et al, 2001, 2007). Estos hallazgos apoyan la idea de
que bajo condiciones normales, en el cerebro adulto la Cr es sintetizada principalmente
por las células del SNC a partir de precursores (L-arginina y glicina). Ademas, estudios
in vitro en linfoblastos deficientes en CRTR muestran que la sintesis de Cr se estimula
aumentando la disponibilidad de estos precursores. Nuestro objetivo fue valorar in vivo,
la eficacia del tratamiento con L-arginina en una serie de pacientes afectos de déficit de

CRTR.
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Summary

Background Treatment with oral creatine monohy-
drate has not shown efficacy in patients with creatine
transporter deficiency (CRTR-D). Another therapeu-
tic option proposed is L-arginine, the substrate for the
enzyme 1-arginine:glycine amidinotransferase (AGAT).
We evaluate clinical characteristics and cerebral crea-
tine replenishment after 1-arginine therapy in four
patients with CRTR-D.

Patients and methods Four boys with genetically
confirmed diagnosis of CRTR-D (ages 9-16 years)
were supplemented with 1-arginine (0.4 g/kg per day)
for a period of 9 months. Treatment efficacy was
evaluated by clinical and neuropsychological assess-
ment and determination of creatine signals by brain
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proton magnetic resonance spectroscopy (1H7MRS).
Resulis Epileptic seizures remained well controlled
with antiepileptic drugs in three cases, both before
and after L-arginine supplementation. Vineland Adap-
tive Behaviour Scale did not show any change in com-
munication, daily living skills, socialization or motor
skills, and a lack of improvement in brain ‘H-MRS
follow-up was observed. 1-Arginine was discontinued
at the end of the observation period.

Conclusions Nine months of L-arginine supplementa-
tion did not show effectiveness in the four patients
affected with CRTR-D in this protocol.

Abbreviations

AGAT  L-arginine:glycine amidinotransferase
Cr creatine

CRTR  creatine transporter

GA guanidinoacetate

GAMT  guanidinoacetate methyltransferase

'"H-MRS proton magnetic resonance spectroscopy
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Introduction

Cerebral creatine (Cr) deficiency syndromes can be
caused by synthesis defects, including r-arginine:gly-
cine amidinotransferase deficiency (AGAT-D; OMIM
602360) and guanidinoacetate methyltransferase defi-
ciency (GAMT-D; OMIM 601240), and creatine trans-
porter deficiency (CRTR-D; OMIM: 300036) and lead
to a complete absence, or a great decrease of creatine
within the brain, measured by brain proton magnetic
resonance spectroscopy (‘H-MRS) (Stromberger et al
2003). Creatine biosynthesis defects may benefit from
oral creatine supplementation, as previously reported
by Stockler et al (1994, 2007) and Schulze (2003). In
contrast to synthesis defects, creatine monohydrate
supplementation has not shown any change in the
creatine peak in "H-MRS or clinical improvement in
the case of CRTR-D (Schulze 2003; Poo-Argiielles
et al 2006). Because of this lack of response, other
therapeutic strategies have been proposed, such as
L-arginine and L-arginine plus glycine, with an observed
increase in intracellular concentration of creatine in
lymphoblasts lacking transporter (Leuzzi et al 2008). To
the best of our knowledge, no studies concerning the
evaluation of r-arginine treatment in CRTR-deficient
patients have previously been reported.

The rationale for this treatment is that 1-arginine, a
substrate for the enzyme AGAT, would increase
cerebral creatine availability by enhancing endogenous
cerebral creatine biosynthesis. In situ hybridization
studies in rat hrain have revealed a ubiquitous
neuronal and glial expression of AGAT and GAMT,
whereas CRTR is present in neurons and oligoden-
drocytes but not in astrocytes, suggesting that the
creatine machinery is also present in brain of patients
affected with a creatine transporter defect and, more-
over, that all cells in brain might synthesize creatine
from L-arginine (Braissant et al 2001).

Here we describe the treatment results in four
paediatric patients diagnosed with CRTR-D, who were
included 1n a 9-month trial with 400 mg/kg per day of
L-arginine. Our aim was to restore the cerebral
creatine concentrations of these patients, and thereby
to improve the clinical outcome.

Subjects and methods
Patients
The subjects were four boys affected with genetically

confirmed CRTR-D. Climical data, video-EEG fea-
tures, metabolic studies, creatine peak in brain 'H-MRS,

creatine uptake in fibroblasts and SLCHAS mutational
analysis are summarized in Table 1.

Design

1-Arginine (L-arginine powder, SHS Nutricia, Madrid,
Spain) was orally supplemented (0.4 g/kg, twice daily)
for 9 months. Doses were chosen on the basis of the
amount of arginine supplemented in patients with urea
cycle disorders and also considering that creatine
supplementation for AGAT- and GAMT-deficient
patients is about 400 mg/kg per day. Patients 1 and 2
had been treated previously with creatine monohy-
drate, which was stopped after a 12-month period
owing to a lack of response (Péo-Arglielles et al 2006).

The following were studied twice (before and after
9 months of treatment): physical examination includ-
ing weight; seizure control; video-EEG assessment,
neuropsychological evaluation using the Weschler
Intelligence Scale for Children — Revised (WISC-R)
in patient 3 who presented the mild phenotype and
Vineland Adaptive Behaviour Scale (VABS) in the
other 3 patients with severe handicaps (all were assessed
by the same paediatric neuropsychologist); urinary
guanidinoacetate (GA) and creatine/creatinine ratio
and brain creatine peak (ppm) were also determined.

Informed consent was obtained from the patients’
parents. The study was approved by the Ethics
Committee of the Hospital San Joan de Déu and
samples from patients and controls were obtained in
accordance with the Helsinki Declaration of 1964, as
revised in 2001.

Methods

Brain creatine peak was measured by 'H-MRS, as
previously reported (Rosenberg et al 2007). Biochemi-
cal analysis of first-morning urine GA and creatine/
creatinine ratio was performed by liquid chromatogra-
phy-mass spectrometry with isotopic dilution following
previously reported procedures (Arias et al 2006).
Creatine transporter activity in fibroblasts and molec-
ular analysis of the SLCAAS gene were analysed as
previously reported (Salomons et al 2001).

Results

1-Arginine administration was well tolerated by all
four patients and did not cause noticeable adverse
effects. All of them reported compliance with the
treatment until the end of the 9-month study.
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Table 1 Summary of clinical, biochemical, neuroradiological and molecular data in four patients diagnosed with CRTR-D

Data Patient 1* Patient 2* Patient 3 Patient 4
Age (years) 16 13 9 10
Neurological symptoms at onset ~ Developmental and ~ Developmental and ~ Expressive Developmental
language delay, severe language language delay, and severe
autistic behaviour delay, autistic hypotonia language delay,
behaviour autistic behaviour
Age at onset (months) 12 30 30 7
Epilepsy type Generalized Complex partial No Generalized
Age at onset (years) & years 5 months 8 years 10 months 3 years
Interictal video-EEG Frontal spikes Left hemisphere Left hemisphere
background slow activity slow activity
Previous creatine treatment (+) (+) (-) (=)
No response No response
"H-MRS (creatine peak) Low-near absence Absence Low Low-near absence
Urine GA (mmol/mol creatinine). 356 80 120 69
RV: 26-167
Creatine/creatinine. RV: 0.05-1.9 29 3.4 4.6 37
Creatine uptake in fibroblasts 25 26 133
(% compared controls).
RV: 36%5.1
SLC6A& mutational analysis c1222 1224dellTTC  ¢.878 _879dellTC c.1631C>T c.942_944dellICTT
Effect on protein p.Phe408del p.Lys293sx3 p.Pros44Len p.Phe315del

Neurological status at present Severe MR, receptive
and expressive
language disorder,

autistic behaviour,

Severe MR, receptive
and expressive
language disorder,
autistic behaviour.

Mild MR, expressive
language disorder,
mild central hypotonia,
normal gross and

Severe MR, receptive
and expressive
language disorder,
autistic behaviour,

abnormal gross and Well-controlled fine motor function Intractable epilepsy
fine motor function.  epilepsy
Well-controlled
epilepsy
Before After Before After Before After Before After
treatment treatment treatment treatment treatment treatment treatment treatment
Urinary GA (mmol/mol creatinine). 34 06 22 108 117 149 50 105
RV: 26-167
Urinary creatine/creatinine. 21 23 19 34 43 47 59 54
RV: 0.05-19

MR, mental retardation, GA: guanidinoacetate; RV: reference values

 Poo-Argiielles et al (2006).

In terms of clinical assessment, epileptic seizures
occurred in 3 out 4 cases and were well controlled with
antiepileptic drugs. 1-Arginine supplementation did
not have any adverse effects on this control of seizures.
We did not observe any significant improvement in
VABS (communication, daily living skills, socialization
and motor skills) and WISC-R (patient 3) after
9 months of L-arginine supplementation. No changes
in creatine peak in brain 'H-MRS follow-up were
observed when comparing baseline conditions with
those after 9 months of 1-arginine supplementation.

Results of the measurement of GA and creatine/
creatinine ratio in urine are shown in Table 1. No
reduction in creatine/creatinine ratio was observed

) Springer

although GA in urine increased in all of the patients
after 9 months of supplementation (see Fig. 1). No
association was observed among severity of mutations
and clinical response to treatment.

Owing to the lack of clinical improvement and
absence of changes in brain "H-MRS creatine concen-
trations, L-arginine treatment was discontinued at the
end of the observation period.

Discussion

Creatine and creatine phosphate play essential roles in
the storage and transmission of phosphate-bound
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Fig. 1 In vivo brain "H-MRS with spin echo pulse sequences of
long TE (PRESS 1500/135) in a patient with CRTR-D (case 4).
No changes in creatine peak (ppm) (a) pre-treatment and (b)
after 9 months of L-arginine treatment

energy. Humans maintain their daily creatine pool
(1-2 g creatine/day) partly from non-vegetarian nutri-
tional intake, and the remainder from kidney, liver and
pancreatic biosynthesis, which comprises two reactions
catalysed by the enzymes AGAT and GAMT (Crim
et al 1975; Wyss and Kaddurah-Daouk 2000). Cellular
creatine uptake is mediated by the CRTR transporter,
which contains 12 transmembrane-spanning domains.
This transporter is of fundamental importance for
creatine homeostasis in tissues with very limited bio-
synthesis, such as muscle and brain (Stdckler et al 2007).

The creatine transporter gene (SLC6A8/CTI/
CRTR) is mapped to chromosome Xq28 (Gregor
et al 1995), is a member of the Na'/Cl™ dependent
neurotransmitter transporter family, and is highly
expressed in skeletal muscle and kidney and somewhat
less so in brain (Nash et al 1994). The main clinical

features of CRTR-D are mental retardation, language
delay, epilepsy and autistic behaviour (Kleefstra et al
2005; Campistol et al 2007; deGrauw et al 2003).
Another hallmark of the disease is the reduction or
absence of creatine signal in 'H-MRS. Definitive
diagnosis is achieved by quantification of the urine
creatine/ creatinine ratio, fibroblast creatine uptake
assay and identification of mutations in the SLC6AS
gene (Rosenberg et al 2007; Salomons et al 2003).

In the present study, after 9 months of treatment we
did not observe any improvement in communication,
daily living skills, socialization, or motor skills in our
patients with CRTR-D.

It is important to note that the study of patients with
mental retardation requires an extensive neurological
and neuropsychological assessment. In patient 3, we
applied the WISC-R test because he presented a less
severe language involvement compared with the other
patients, and he was able to cooperate. In the rest of
patients, the lack of cooperation, absence of expressive
language and autistic behaviour prevented us from
evaluating them with WISC-R. In accordance with our
hospital protocol for severely retarded patients, we
assessed them with VABS.

The lack of clinical improvement is related to the fact
that the cerebral creatine concentrations were not
restored by L-arginine supplementation. Moreover the
diverse treatment results in both neonates and adult
patients affected with AGAT or GAMT deficiency
(Schulze 2003; Schulze et al 2006) suggest that creatine
is essential at early stages during brain development,
which may be related to creatine’s proposed role in
neurotransmission (Almeida et al 2006). The absence or
severe reduction of cerebral creatine levels during brain
development and in the first years of life may result in
(partly) irreversible damage. Consequently, there might
be a lack of clinical improvement if the cerebral
creatine pool is restored by either supplementation of
creatine’s biosynthetic precursors or by creatine ana-
logues when treatment is initiated at advanced age.

We could not evaluate the efficacy of L-arginine as
monotherapy in epilepsy control since, for ethical
reasons, we could not stop antiepileptic drug treatment
in three of our patients affected by epilepsy. In video-
EEG, no changes in background activity were ob-
served. Finally, no changes in brain 'H-MRS creatine
peak were detected after the observational period.
Several mechanisms might be invoked to explain the
lack of increase of brain creatine peak after treatment.
L-Arginine transport through the blood-brain barrier
was not studied, but the amount of L-arginine that
reaches CSF owing to transport and anti-transport
regulation might not be sufficient to significantly
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improve cerebral creatine biosynthesis. Furthermore,
AGAT expression in brain could be too low to
significantly increase the amount of cerebral creatine
even after L-arginine (and glycine) supplementation.
Alternatively, it could be that the creatine transporter
is also needed for the biosynthesis of creatine in brain;
recent data suggest that AGAT and GAMT are rarely
co-expressed in one cell and the creatine transporter
may be needed for GA uptake from AGAT- to
GAMT-expressing cells (Braissant and Henry 2008).
Thus even if GA is formed, it may not be available for
further creatine metabolism since GA may not enter
the cells that express GAMT.

Biochemically, urinary GA values increased after
9 months of treatment, lending support to the idea
that peripheral endogenous synthesis is stimulated by
L-arginine. Recently, in 2008, Leuzzi and colleagues also
observed that creatine synthesis in vifro can be stimu-
lated by increasing the availability of its precursors, but
we did not observe any such effect in our patients.

In conclusion, this 9-month trial with 400 mg/ke per
day L-arginine showed stimulation of AGAT activity
since GA excretion was increased. However, the
creatine concentrations were not significantly in-
creased in brain. This suggests either that CRTR alone
is required for significant accumulation of creatine in
brain, or/and that CRTR is also needed in cerebral CR
synthesis. The usefulness of the reported L-arginine
treatment regimen in patients with CRTR-D seems
limited, at least as monotherapy, and it might be
influenced by several factors such as age or genotype
in our paediatric patients.
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Sintesis de resultados

- La administracién oral de 0.4 g/kg/dia de L-arginina se tolerd aceptablemente por
todos los pacientes, sin observar efectos adversos. Todos los pacientes cumplieron

el protocolo de tratamiento hasta su finalizacion (9 meses).

- Los pacientes afectos de epilepsia siguieron con buen control de crisis aunque
¢éstas ya estaban bien controladas previamente con farmacos antiepilépticos. La

suplementacién con L-arginina no interfirid en el control de las crisis.

- No observamos ninguna mejoria en la evaluacion neurocognitiva mediante la
escala de evaluacién de la conducta adaptativa de Vineland (3 pacientes con
déficit cognitivo grave) y el test WISC-R (1 paciente con déficit cognitivo leve)

tras 9 meses de suplementacion con L-arginina.

- No identificamos cambios en el pico de Cr en la RMS cerebral realizada a los 9
meses de suplementacion con L-arginina comparandola con la RMS realizada en

condiciones basales, previa al tratamiento.

- Bioquimicamente, la ratio Cr/Crn en orina no disminuy6 ni se normalizd, aunque
el GA en orina aumentd en todos los casos después de los 9 meses de
suplementacidon con L-arginina, indicando que si se estimuld la actividad de la

enzima AGAT.
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- No observamos ninguna relacion entre la gravedad de la clinica, el tipo de
mutacion, la actividad residual del CRTR en fibroblastos y la respuesta clinica al

tratamiento.

- Tras 9 meses de tratamiento, y basandonos en la ausencia de mejoria clinica y de
cambios en el pico de creatina en la RMS cerebral, se suspendio la

suplementacién con L-arginina.
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Objetivo 4.- Investigar la eficacia del tratamiento con andlogos de creatina modificados

tanto en fibroblastos de pacientes y en pacientes afectos de defecto de CRTR.

“RESPONSE TO CREATINE ANALOGS IN FIBROBLASTS AND PATIENTS
WITH CREATINE TRANSPORTER DEFICIENCY”.

Respuesta a los andlogos de creatina en fibroblastos y pacientes con defecto de

transportador de creatina. Mol Genet Metab 2009; en prensa.

Carmen Fons, A'ngela Arias, Angela Sempere, Pilar Péo, Mercedes Pineda, Anna Mas,
Anna Lopez-Sala, Judith Garcia-Villoria, Maria A. Vilaseca, L. Ozaez, Montse Lluch,
Rafael Artuch, Jaume Campistol, Antonia Ribes.

Tras el fracaso del ensayo terapéutico con precursores de la sintesis de Cr en el cerebro
(L-arginina) en pacientes con defecto de CRTR, y dada la gravedad de los sintomas
asociados a esta enfermedad, hemos seguido estudiando posibles estrategias terapéuticas
para estos pacientes. La CM es una molécula polar e hidrofilica, por lo que no es capaz
de atravesar las membranas celulares sin la utilizaciéon del CRTR. Como consecuencia,
su administracion no es eficaz en el caso de déficit de CRTR. Estudios recientes in vitro
muestran un aumento del contenido de Cr cuando se bloquea el CRTR en cultivo células
de hipocampo de ratas y se incuban con compuestos lipofilicos derivados de la Cr. Estos
resultados indican que estos andlogos derivados de la Cr pueden atravesar las
membranas celulares de forma independiente del transportador (Lunardi et al, 2006). En
el mercado existe la creatina etil-ester (CEE), molécula lipofilica derivada de la creatina
monohidrato (CM), consumida por deportistas para aumentar su rendimiento. No se han
observado efectos secundarios derivados de su consumo (Spillane et al, 2009). Dado
que su efecto no se ha estudiado previamente en pacientes con déficit de CRTR, el
objetivo que nos propusimos en este estudio fue evaluar la eficacia de la suplementacion

con CEE en fibroblastos de pacientes y en pacientes con defecto de CRTR.
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Creatine transporter (CRTR) deficiency is one of the most frequent causes of X-linked mental retardation.
The lack of an effective treatment for this disease, in contrast to creatine (Cr) biosynthesis disorders that
respond to Cr monchydrate (CM), led us to analyze the efficacy of a lipophilic molecule derived from Cr,
creatine ethyl ester (CEE), in fibroblasts and patients with CRTR deficiency. CM and CEE uptake studies
were performed in six contrels and four fibroblast cell lines from patients. We found a significant increase
in Cr uptake after 72 h of incubation with CEE {500 pmol/L) in patients and control fibroblasts compared
to incubation with CM. Subsequently, we assayed the clinical effect of CEE administration in four patients
with CRTR deficiency. After 1 year of treatment, a lack of significant improvement in neuropsychoelogical
assessment or changes in Cr level in brain 'H MRS was observed, and CEE was discontinued. In conclu-
sion, this 12-month trial with CEE did not increase the brain concentration of Cr. Our in vitre data lend
support to the idea of a certain passive transport of CEE in both pathological and control cells, although
more lipophilic molecules or other cell systems that mimic the BEB should be used for a better approach

to the in vivo system.

®© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Creatine (Cr) is an essential molecule for the central nervous
system that comes from dietary sources and endogenous biosyn-
thesis, mainly in liver and pancreas [1]. Cr is transported from
blood to the central nervous system by a Cr transporter protein
{CRTR) that depends on Na™ and CI™ [2].

In humans, twe inborn errors of Cr biosynthesis, arginine-gly-
cine amidinotransferase (AGAT) [OMIM 612718] and guanidinoac-
etate methyltransferase (GAMT) deficiencies [OMIM 612736], and
one of transport, the X-linked CRTR defect [OMIM 300352], are
known. All these defects are characterized by the absence or de-

Abbreviations: Cr, creatine; CRTR, creatine transporter; AGAT, arginine-glycine
amidinotransferase; GAMT, guanidincacetate methyltransferase; GA, guanidinocac-
etate; '"H MRS, proton magnetic resonance spectroscopy; CM, creatine monchy-
drate; CEE, creatine ethyl ester; MEM, minimal essential medium; S5, saline
solution; WISC-R, Weschler Intelligence Scale for Children-Revised; VABS, Vineland
Adaptive Behavior Scale; BEB, blood-brain barrier .

* Correspending auther. Address: Department of Child Neurclegy, Hospital Sant
Joan de Déu, Passeig Sant Joan de Déu, 2, 08950 Esplugues, Barcelena, Spain. Fax:
+34 93 203 3959.

E-mail address: cfons@hsjdben.org (C. Fons).

1 These authors contributed equally to this work.

1096-7152/% - see front matter @ 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ymgme.2009.10.186

crease of Cr in the brain measured by in vive proton magnetic res-
onance spectroscopy ('H MRS) [3]. The main clinical features of
these disorders include mild or severe mental retardation, autistic
behavior, language delay, movement disorders and epilepsy [4].
CRTR deficiency is the most frequent of these; its biochemical hall-
mark is an increased urinary Cr/creatinine ratio, and the final diag-
nosis is achieved by the study of Cr uptake in fibroblasts and by the
mutational analysis of SLC6A8 gene.

Treatment of Cr synthesis defects consists of oral administration
with Cr menohydrate (CM) at high doses. Supplementation with CM
leads to partial restoration of cerebral Cr concentration and dlinical pro-
gress in the acquisition of motor skills together with slight improve-
ment of some cognitive functions [5]. However, CRTR deficiency is
unresponsive to this treatment [3,6]. CM is a polar hydrophilic mole-
cule that probably is not able to cross the lipid membrane of the
blood-brain barrier (BBB) without the action of CRTR [7]. Therefore,
other therapeutic strategies, such as administration of r-arginine
[8,9], have been proposed, with contradictory effects.

Recent in vitro studies showed an increased content of Cr when
CRTR-blocked mouse hippocampus cells were incubated with lipo-
philic Cr-derived compounds. These results indicate that Cr-lipo-
philic analogs could cross lipid membranes independently of the
CRTR [10].

Metab. (2010), doi:10.1016/j.ymgme.2009.10.186
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Creatine ethyl ester {CEE), which is a lipophilic molecule, has
been used by many athletes for enhanced performance without
secondary effects [11], but the clinical effectiveness ol CEE has
not yel been studied. Therefore, we decided Lo evaluate the elflicacy
ol CEE supplementation both in fibroblasts and in patients with
CRTR deficiency.

Materials and methods
Creatine uptake assay

CM and CEE uptake studies were performed in six controls and
four fibroblast cell lines from patients previously diagnosed with
CRTR deficiency. Fibroblasts were cultured in minimal essential
medium {(MEM) supplemented with fetal bovine serum. Cr uptake
was carried out following the method of Salomons et al. [12], with
some modifications. Briefly, CEE and CM were dissolved in MEM to
reach a final concentration of 50 and 1000 pM; these solutions
were filtered with 0.22 pm Millipore and then analyzed by MS/
MS to quantify the exact concentration of CM and CEE after filter-
ing. The solutions were diluted Lo obtain a final concentration of 25
and 500 pM in the culture medium. Cells were incubated with 25
and 500 pM of CM and CEE for 24 and 72 h. Prior Lo Cr measure-
ment, cells were washed twice with Hanks halanced salt solution
(Gibco-BRIL, Germany ). The pellet was washed with saline solution
{58) twice and suspended in 300 pl SS and then sonicated (three
times, 10 s) on ice; then the pellet was lysad by ultrasonic disrup-
tion and centrifuged for 5 min at 4°C, 8800z. An aliquot of the
homogenate was taken for protein measurement. Cr uptake was
measured in total cell lysates by HPLC-MS/MS { Waters-Micromass
Manchester, UK, medel Quatro micro™ API) with a method previ-
ously described [13]. Results were expressed as pmol Criug
protein.

Subjects

The patients were four boys previously reported by Fons et al.
|8] with genetically confirmed CRTR deficiency. Clinical data are
summarized in Table 1. Six control fibreblast cell lines were
obtained from our repository cell bank.

Supplementation with CEE

CEE {CEE-PRO®, Muscle-tech Laboratory, USA) was analyzed by
MS/MS; the aqueous extract of the preparation showed Lthe [ollow-
ing composition: 74% CEE, 15% creatinine, 7% CM and 4% other
minor compounds {Fig. 1). Then it was orally supplemented
(0.4 g/kg/day, administered in two divided doses) lor 1 year. Total
daily dose was from 9 Lo 18 g; the dosage was chosen on Lhe basis
of the amount of Cr supplementation for AGAT- and GAMT-defi-
cient patients, which is about 0.4 gfkg/day.

The following variables were studied twice (before and after
1 year of treatment): physical exam including weight; seizure con-
trol; Video-EEG assessment; Cr peak in hrain 'H MRS; Neuropsy-
chological evaluation using the Weschler Intelligence Scale for
Children-Revised {WISC-R) in one of the patients presenting with
the mildest phenotype; and Vineland Adaptive Behavior Scale
(VABS) in the other three severely handicapped patients. All were
assessed by the same pediatric neuropsychologist.

Urinary guanidinoacetate (GA), creatine/creatinine ratio and
creatinine were monitored every 3 months.

Informed consent was obtained from the patients’ parents. The
study was approved by the Ethics Committee of the Hospital San
Joan de Deu, and samples from patients and controls were obtained
in accord with the Helsinki Declaration of 1964, as revised in 2001.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS™ software (version
14.0 for Windows™) from SPSS, Inc. Student t-test for paired and non-
paired data comparison was used to compare results obtained in
fibroblast patients under different Cr incubation conditions.

Results
CM and CE uptake in fibroblasts

Results of CM and CE uptake in fibroblasts are shown in Table 2.
Baseline values are those expected for patients with this deficiency.
When control fibroblasts were incubated with different CM and CEE
concentrations and temperatures, significant differences versus
baseline, in almost all the situations, were observed. Nevertheless,

Tahle 1
Summary of clinical, neuroradiological and binchemical data prior to and after 1 year of treatment with CEE.
Data Patient. 1 Patient 2 Patient 3 Palient 4
Age (years) 17 14 10 11
Neurclogical symploms Severe MR, severe language disorder, Severe MR, severe Mild MR, expressive Severe MR, severe
autistic behavior, well-controlled language disorder, language disorder, language disorder, autistic

epilepsy autistic behavior, well- mild central hypetonia  behavior, refractory
controlled epilepsy epilepsy
Creatine uptake in fibroblasts % 25 26 133 [
compared Lo control
SLCGAS murational analysis c.1222 1224dellTTC c.878 879dellTC c.1631C-T 942 944dellCTT
Effect on protein p.Phed0ddel p.Lys293fsx3 p.Pros44leu p.Phe315del
Basal After CEE Basal After CEE Basal After CEE Basal After CEE
"H MRS (creatine peak) Low-near absence Absence Low Low-near absence
Neuropsychological assessment Mo changes in VABS Mo changes in VABS Mo changes in WISC-R Mo changes in VABS
Basal After CEE* Basal After CEE* Basal After CEE* Basal After CEE *
Urinary GA (mmol/mol creatinine) 56 51 80 35 120 36.7 69 425
RV: 26-167
Urnnary creatingfcreatinine RV: 29 B.A 34 5.5 46 B3 3.7 7.8
005-1.9
Urinary creatinine (mg/dl) 50.5 64,1 49.6 106.3 52.1 106.3 B63.2 118.2

MR, mental retardation; GA. guanidincacetate; RV, reference values.
* Mean of values obtained every 3 menths during the year of treatment.
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Fig. 1. MS/MS of the aquecus extract of the CEE compound administered to the patients. Creatine ethyl ester (CEE), creatine monchydrate (CM), internal standard (IS) and

molecular mass (M).

the most significant uptake was produced when fibroblasts were
incubated in supraphysiological conditions, 500 uM for 72 h, with
CEE. Patient fibroblasts followed a similar behavior to the controls,
also resulting in a significant Cr uptake when theincubation was per-
formed at 500 puM for 72 hwith CEE. Under these conditions a signif-
icant difference in the uptake of CM versus CEE, both for patients and
controls, was observed, but ne significant difference could be de-
tected under other conditions. It was noteworthy that the uptake
of CEE under the former conditions (500 uM for 72 h) was found to
be 2.2 times higher in controls and 1.4 times higher in patients com-
pared with CM incubation. When 25 uM was compared to 500 pM
the difference was always significant, both in patients and controls,
except for 24 h of incubation with CM in controls. When comparing
24 hversus 72 h the difference was not significant, except for a slight
differencein controls at 25 uM CM. These slight differences are prob-
ably not biclogically significant.

Clinical response

CEE administration was well tolerated by all four patients and did
not cause any noticeable adverse effects. All of them reported com-
pliance with the treatment through the end of the 1-year study. In
terms of clinical assessment, epileptic seizures occurred in three
out of four cases and were well controlled with antiepileptic drugs.
CEE supplementation did not have any adverse effects on the seizure
contrecl. We did not cbserve any significant improvement in VABS
{communication, daily living skills, socialization and motor skills)
or WISC-R after 1 year of CEE supplementation. No changes in Cr
peak in brain "H MRS follow-up were observed when comparing
baseline conditions with those after 1 year of CEE supplementation.
Biochemically, urinary CriCreatinine ratio and creatinine were
markedly elevated during the CEE treatment compared with pre-
treatment values (Table 1). No association was observed between
the severity of the mutations and the clinical response to treatment.

Due to the lack of clinical improvement and absence of changes
in brain Cr level in 'H MRS, CEE treatment was discontinued at the
end of ohservation period.

Discussion

CRTR deficiency has been reported to be the most frequent dis-
order of Cr metabolism, and the prevalence of this deficiency was

found to be relatively high in males with X-linked mental retarda-
tion [14,15]. However, there is no effective treatment available,
although several approaches have been assayed [6,8].

Cr uptake through the BBB is the major source of Cr for the
brain, and it is dependent on the function of CRTR [16,17]. Conse-
quently, in the case of CRTR deficiency, Cr cannot be delivered to
the brain cells. Cr is a very polar molecule and it does not easily
cross the lipid-rich biological membranes. Thus the use of Cr-de-
rived molecules that could cross the BBB and the neuronal plasma
membrane in a carrier-independent way would represent major
progress in the treatment of CRTR-deficient patients. Lunardi
et al. [10] studied the transport of Cr benzyl ester and phosphocre-
atine-Mg-complex acetate in mouse hippocampal slices and
showed that both compounds cross the plasma membrane in a
transporter-independent way that might be a useful therapy for
CRTR deficiency.

CM and CEE uptake in fibroblasts

The aim of our study was to assess a new therapeutic approach
for this disease. Esterification is a process widely used by pharma-
ceutical companies to increase the bioavailability of certain drugs.
Therefore, we decided to study the behavior of CEE compared with
CM in patient and control fibroblasts. Although it cannot be ex-
pected that fibroblasts will fully reproduce the mechanism of the
disease, this could be an approach to assay whether Cr or Cr-de-
rived compounds might be able to cross biclogical membranes in
a transporter-independent way.

Our results, particularly those obtained with CEE at supraphys-
iological conditions, 500 uM for 72 h, indicate that CEE crosses the
plasma membrane more efficiently than CM and it increases in a
similar proportion in patient (1.4-fold) and control fibroblasts
(2.2 times). Therefore a clinical assay with evaluation of long-term
therapy was proposed.

Clinical assay with CEE

After 1year of treatment with CEE we did not observe any
improvement in communication, daily living skills, socialization
or motor skills in our patients with CRTR deficiency. Concerning
epilepsy, we could not evaluate the efficacy of CEE as monotherapy
in epilepsy control since we could not stop antiepileptic drug treat-
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Table 2
Creatine uptake in fibroblasts: CM versus CEE incubation under different conditions.

Base CREATINE CREATINE ETHYL
-line | MONOHYDRATE (CM) ESTER (CEE) |
Incubation time #h 2h TZh 4h T2h
Concentration of 15 500 15 500 25 500 15 580
CM or CEE ORML | g [ | M| M| e | pMO | M| pm
Creatine | |0 | 002 | 253 | 127 | 208 | 258 | 408 | 207 | a4
uptake | 73 | bs2 | 481 | +39 | £45 | a1 | +84 | iss | 157
| (umolimg prog)
All
caonditio 0017 [ 0007 | o o0 | 0:006 | 0.000 | 0000 | 0.007 | 0,000
? NEVE - Ll n's L - . L »
. —_
8 ‘E 3w 500 0.135 0.000% 0.018* 0.002%
bl 0069 | 0053 | 0.0sg | 0004
vz 0012
b 012 | 0.5 0204 | ey
Creatine 038 | 123 | 686 | 1.67 | 890 | 053 | 439 | 031 | 126
uptake * * i - - o + * S
(amolimg prony | 032 | 175 [ 151 [ 135 | 3%1 | 037 | 130 | 033 | 307
All
conditio
ns 0,141 | %000 | g qog | 000% | g39q | 0004 ] 4 gy | 0000
I va
2 %—"“""""
L} 23340 0.004* 0.026* 0.007* 0.018*
v T [oas7 | O [ 000
CEE 443 mr | s
M7 |o.m|a.us 0247 | 0,132

p-Values marked as « are those showing statistical significance,

ment in three of our patients affected by epilepsy, for ethical rea-
sons. In video-EEG, no changes in background activity were ob-
served. Finally, we did not observe any change in Cr level in
brain 'H MRS after the observational period.

The lack of clinical improvement may be related to the fact that
the cerebral Cr concentrations were not restored by CEE supple-
mentation. Taking into account that the quality of supplement
we used was highly guaranteed (Supplementary Fig. 1), several
other mechanisms could explain the lack of increase of brain Cr
after treatment with CEE.

{1) The dose that we used was not enough (o replenish the Cr
stores.

{2) CEE susceptibility to hydrolysis in gastric acidic conditions
and consequently a rapid conversion of CEE to Cr and later
to creatinine may exist, since CEE supplementation showed
a large increase in serum creatinine levels. Some researchers
have concluded that a large portion of CEE is degraded
within the gastrointestinal tract after ingestion |11].

{3) The effect of esterase enzymes that rapidly convert CEE into
ethyl alcohol and Cr, which cannot cross the BBB in a CRTR-
independent way and, moreover, Cr is rapidly transformed
Lo creatinine. Cr benzyl ester suffers a rapid degradation to
creatinine and benzyl alcohol | 10]. Perhaps CEE has the same
limitations.

In conclusion, this 12-month trial with CEE (0.4 g/kefday) did
not increase the brain concentration of Cr and this might be influ-
enced by several factors such as dose, gastric acid pH and esterase
enzymes. Furthermore, mechanisms that regulate Cr entry into the
cells are still the object of debate, particularly with regard Lo pas-
sive transporl. Our in vitro data support the idea of a certain pas-
sive transport of CEE in both pathological and control cells,

although more lipophilic molecules or other cell systems that mi-
mic the BEE should be used to better approach the in vivo system.
At the moment, we do not recommend treatment with CEE for pa-
tients affected with CRTR-D.
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Sintesis de resultados

1. Resultados del transporte de Cr en fibroblastos incubados con CM and CEE

- El contenido basal de Cr en los fibroblastos de los pacientes afectos de déficit de

CRTR fue indetectable.

- Cuando los fibroblastos de pacientes y controles fueron incubados con diferentes
concentraciones de CM y CEE (25 y 500 umol/L) y durante diferentes tiempos
(24 y 72 h), se observaron diferencias significativas respecto a los valores basales,

en casi todas las situaciones tanto en fibroblastos de controles como de pacientes.

- El aumento del transporte de Cr mas significativo se observd cuando los
fibroblastos se incubaron con CEE en condiciones suprafisioldgicas (500 pmol/L
durante 72 horas) tanto en controles (20.3 pumol/mg proteina CM vs 44.8 pmol/mg
proteina CEE) como en pacientes (8.9 umol/mg proteina CM vs 12.6 pmol/mg

proteina CEE).

2. Resultados de la respuesta clinica la tratamiento con CEE

- La administracion de CEE se toler6 perfectamente y no observamos efectos

secundarios tras su administracion. Todos los pacientes cumplieron correctamente

el tratamiento durante el afio del estudio.
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- Tres de los cuatro pacientes presentaban epilepsia, que se controld con tratamiento
antiepiléptico. El tratamiento con CEE no provocd ninglin efecto adverso en el

control de las crisis epilépticas.

- No observamos cambios en la escala de evaluacioén de la conducta adaptativa de
Vineland (3 pacientes con déficit cognitivo grave) ni en el test WISC-R (1

paciente con déficit cognitivo leve) tras los 12 meses de tratamiento con CEE.

- No observamos cambios en el pico de Cr en la RMS al comparar la imagen basal

con la realizada tras los 12 meses de tratamiento con CEE.

- Bioquimicamente, la ratio Cr/Crn y la Crn en orina se elevaron de forma

importante durante el tratamiento con CEE comparando con los valores pre-

tratamiento, hallazgo 16gico tras tratar a los pacientes con dosis altas de Cr oral.

- No observamos ninguna relacion entre la respuesta al tratamiento con CEE y la

gravedad clinica o de las mutaciones en el gen SLC6A438.

- Dada la ausencia de mejoria clinica y de cambios en el pico de Cr en la RMS, a

los 12 meses se suspendid el tratamiento con CEE.
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DISCUSION CONJUNTA

1-  Deficiencia de transportador de creatina: prevalencia en pacientes con

retraso mental y dificultades en el cribado metabélico.

Diferentes estudios han demostrado una prevalencia relativamente elevada del déficit de
CRTR en grupos de varones afectos de retraso mental sin filiar (Rosenberg et al, 2004;
Mercimek-Mahmutoglu et al, 2009). Por ello es fundamental disponer de métodos de
estudio sencillos, asequibles, fiables, y econdmicos que faciliten el cribado inicial de
esta enfermedad. Bioquimicamente, la ratio Cr/Crn en orina (caracteristicamente
elevada en esta enfermedad) ha demostrado ser un buen marcador como cribado inicial
de varones afectos de retraso mental sin filiar. Nuestro grupo, durante un periodo de 2
afios, ha estudiado a 1600 varones que cumplian criterios clinicos de padecer defecto de
CRTR (retraso mental, y/o TEA y/o epilepsia), de los cuales un 2.1 % (33) presentaron
un incremento de la ratio Cr/Crn en orina, sugiriendo un defecto de CRTR. Sélo se pudo
confirmar el diagndstico en 4 de estos pacientes (0.25%), siendo la prevalencia del
defecto de CRTR en nuestro medio, mucho mas baja que la descrita en estudios
recientes (2.3 %). En nuestro estudio obtuvimos un 1.8 % de resultados falsos positivos
(29 de 1600 casos) al analizar una Uinica muestra de orina. La ratio Cr/Crn se normalizé
en las sucesivas muestras analizadas en estos casos y ademads, la RMS y la

incorporacion de Cr en fibroblastos resulté normal.
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Este hecho indica que es conveniente repetir los andlisis de orina cuando la ratio Cr/Crn
estd elevada por primera vez, antes de proceder a la realizacion de estudios invasivos y
costosos como la RMS cerebral y/o la biopsia de piel para estudio de la incorporacién
de Cr en fibroblastos. En este mismo estudio intentamos dilucidar las posibles causas de
estos resultados falsos positivos y observamos que tras la ingesta de alimentos ricos en
proteinas y en Cr, la ratio Cr/Crn en orina daba resultados falsos positivos en 4/13
individuos sanos, mientras que tras ingesta de alimentos con bajo contenido en Cr los
valores de la ratio fueron normales en todos ellos. Desafortunadamente no disponemos
de cuestionarios dietéticos de la cohorte de pacientes y los controles estudiados aunque
estas diferencias de la ratio Cr/Crn entre repetidas muestras de orina en nuestros
pacientes podrian ser debidas a variaciones en la ingesta de alimentos ricos en Cr. Nos
parece interesante el hecho de establecer valores de referencia tras el consumo de
alimentos bajo contenido en Cr asi como analizar a los pacientes en estas mismas
condiciones. Por tanto, teniendo en cuenta estos comentarios previos, recomendamos
que tras un primer resultado anormal de la ratio Cr/Crn en orina, se recoja una segunda
muestra de orina la mafiana siguiente, después del consumo de una dieta libre de carne o
pescado azul la noche anterior. Si obtenemos un segundo resultado elevado, se
procederd al estudio de RMS y biopsia de piel para el andlisis de la incorporacion de Cr
en fibroblastos y finalmente el estudio genético que confirmard la mutacion en el gen

SLC6AS.
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2- Espectro de la epilepsia en la deficiencia del transportador cerebral de

creatina.

Las convulsiones se pueden observar en el curso de diferentes errores congénitos del
metabolismo, generalmente formando parte de un amplio espectro clinico. Los
derivados guanidino, entre ellos la Cr y el GA tienen potencial epileptogeno (D’Hooge
et al, 1992; De Deyn et al, 1990), actuando como agonistas parciales del receptor
GABA,. En el déficit de CRTR, el trafico intercelular de Cr entre neuronas y células
gliales (oligodendrocitos) estd alterado (Almeida et al, 2006), ocasionando un
incremento de Cr en el espacio sindptico. Este hecho provoca una estimulacion
prolongada de los receptores GABA, post-sinapticos, el bloqueo de las respuestas
GABAC¢rgicas y la interferencia en los circuitos inhibidores GABAérgicos. Ademas, la
Cr promueve el proceso de diferenciacion hacia el fenotipo GABAérgico en cultivo de
precursores de neuronas del estriado. La deficiencia de Cr cerebral estard implicada en
la reduccion de los circuitos GABAZrgicos y en la disminucion de las vias inhibitorias
(Andres et al, 2005).

Se ha reportado que la epilepsia en los defectos de Cr cerebral varia desde epilepsia
refractaria en el déficit de GAMT a formas leves de epilepsia o convulsiones febriles en
el defecto de AGAT y CRTR (Schulze, 2003). Se han descrito también casos
excepcionales de epilepsia refractaria y grave con episodios de estatus epiléptico (Cecil
et al, 2001; Mancardi et al, 2007; Anselm et al, 2006). En nuestra serie de pacientes, 4
de 7 pacientes con epilepsia presentaron episodios de convulsiones prolongadas en

forma de estatus epiléptico, indicando que la epilepsia en pacientes afectos de déficit de
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CRTR, no es tan leve como se habia reportado previamente. No observamos ningin
patrén especifico en el video-EEG en nuestros pacientes, salvo una actividad de base
lenta para su edad, al igual que lo observado en muchas otras enfermedades
neurometabdlicas (Sedel et al, 2007). Las convulsiones febriles descritas en pacientes
con defecto de CRTR, se podrian relacionar con la disfuncién en los circuitos
GABA¢érgicos dado que se han encontrado mutaciones en subunidades del receptor
GABAAs (SCNI1B, SCNIA, GABRG2) en pacientes con epilepsia idiopatica
generalizada asociada a convulsiones febriles plus (Lagae, 2008). A pesar de la falta de
un tratamiento efectivo para los pacientes que presentan defecto de CRTR, la epilepsia
generalmente se controla con antiepilépticos cldsicos (carbamacepina y dacido
valproico). Se han detectado una amplia variabilidad de mutaciones en el gen SLC6A48
(sin sentido o “nonsense”, delecion de un aminoécido, gran delecion parcial o completa,
error de splicing y cambio de sentido o “missense”). Los pacientes con mutaciones mas
leves (p.e mutaciones “missense”) pueden exhibir un fenotipo mas leve (Salomons et al,
2001). Nuestro paciente identificado en el articulo como Paciente 3, es el que presenta
sintomatologia mas leve (retraso cognitivo leve, ausencia de epilepsia y sin actividad
anormal en el Video-EEG). Presenta ademas la mayor incorporacion de Cr en
fibroblastos y una mutacion missense en el gen SLC6A4S8. Aunque en nuestra serie
observamos que los pacientes con deleciones en el gen SLC6A48 presentan un fenotipo
clinico severo, no hemos podido demostrar una correlaciéon genotipo-fenotipo, primero
por el escaso tamafio de la muestra y en segundo lugar, porque se ha descrito
recientemente un paciente afecto de déficit de CRTR que presentaba epilepsia severa y
refractaria y una mutacidon missense (c.1631C>T; p.Pro544Leu) (Mancardi et al, 2007).

Esta mutacion es la misma que la de nuestro paciente (Paciente 3), el cual no presenta
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epilepsia ni retraso mental profundo. Por lo tanto, la misma mutacién puede ocasionar
diferentes fenotipos clinicos, al menos respecto a las caracteristicas de la epilepsia.

Como recomendacion derivada de este apartado, se deberia descartar un defecto de Cr
cerebral en varones afectos de retraso mental, TEA, trastorno severo del lenguaje
expresivo y epilepsia, que han presentado episodios de estatus epiléptico y/o

convulsiones febriles tipicas o atipicas.

3-  Suplementacion con L-arginina en cuatro pacientes con defecto de

transportador de creatina ligado al cromosoma X.

Basandonos en la ausencia de transporte hasta el SNC de la Cr exdgena ocasionado por
el déficit de CRTR, y teniendo en cuenta que el cerebro posee la maquinaria necesaria
para la propia sintesis de Cr (sus células expresan los enzimas AGAT y GAMT)
(Braissant et al, 2001), decidimos ensayar el efecto de la suplementacidon con L-arginina
(aminoacido precursor de la sintesis de Cr) en pacientes con deficiencia de CRTR. En el
estudio realizado, después de 9 meses de tratamiento con L-arginina, no observamos
aumento de la concentracion de Cr cerebral en la RMS, ni mejoria del nivel cognitivo en
pacientes con defecto de CRTR. No pudimos evaluar la eficacia de la L-arginina como
terapia en el control de la epilepsia, ya que decidimos no suspender la administracién
del tratamiento antiepiléptico en tres de estos pacientes afectos de epilepsia por razones
éticas. Bioquimicamente, los valores de GA en orina aumentaron de forma significativa
después de los 9 meses de tratamiento, indicando que la biosintesis periférica de Cr
aumenta durante la suplementacion con L-arginina. Recientemente, estudios in vitro que

utilizan linfoblastos con déficit de CRTR, han demostrado que la sintesis de Cr se
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estimula en un medio enriquecido con precursores de la sintesis de Cr (L-arginina y/o
glicina) (Leuzzi et al, 2008).

A pesar de estos resultados esperanzadores in vitro, nosotros no observamos tal efecto a
nivel cerebral en nuestros pacientes, en los cuales el déficit de Cr no se produce por un
defecto de enzimas de sintesis sino que es secundario a un defecto de transporte. Se han
establecido varias hipdtesis sobre los mecanismos implicados en la ausencia de efecto
de la L-arginina respecto a la activacion de la sintesis endogena cerebral de Cr en
pacientes: una de ellas sugiere que el metabolismo de la L-arginina se encuentra
rigidamente compartimentalizado segun los tejidos (Wu et al, 1998). Esto explicaria las
dificultades para restaurar la L-arginina en un compartimiento, como el cerebro.
Ademas, el transporte de L-arginina a través de la BHE no esta ampliamente estudiado,
pero la cantidad de L-arginina que alcanza el LCR se regula mediante sistemas de
transporte complejos y puede que esta cantidad no sea la suficiente para aumentar
significativamente la biosintesis de Cr cerebral.

Otro mecanismo implicado en la ausencia de respuesta a la suplementacién con L-
arginina, se basa en que el CRTR es probablemente necesario para la biosintesis de Cr
en el cerebro. Se ha observado que las enzimas AGAT y GAMT raramente se co-
expresan en una célula y que es el CRTR el que transporta el GA de las células que
expresan AGAT a las células que expresan GAMT (Braissant et al, 2009). Por ello, a
pesar que se sintetice el GA, este puede que no quede disponible para la sintesis de Cr
cerebral porque el GA no se puede transportar a las células que expresan GAMT.
Finalmente, es interesante destacar que la ausencia o reducciéon importante de los
niveles de Cr cerebral durante el desarrollo de este drgano y durante los primeros afios

de vida puede ocasionar un dafio (parcialmente) irreversible. Por ello al restaurar la Cr
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cerebral a una edad avanzada cabe la posibilidad que la encefalopatia que exhiben estos

pacientes no mejore de forma importante.

4- Respuesta a los analogos de creatina en fibroblastos y en pacientes con

defecto del transportador de creatina.

En el defecto de CRTR, a pesar de la funcién correcta de las enzimas de sintesis
enddgena de Cr, existe un déficit de Cr cerebral relacionado con incapacidad del GA
sintetizado en las células que expresan AGAT de ser transportado hacia las células que
expresan GAMT y que sintetizan Cr ya que el transporte del GA se realiza mediante el
CRTR (Braissant et al, 2009). Otros investigadores, destacan que una fuente de aporte
de Cr cerebral es a través de la BHE. Hay que tener en cuenta que la Cr es una molécula
polar que no atraviesa con facilidad las membranas lipidicas celulares y que precisa del
CRTR, el cual la transporta contra gradiente desde la sangre al cerebro (Ohtsuki et al,
2002). Tras el fracaso del tratamiento con precursores de sintesis de Cr (L-arginina), el
uso de moléculas derivadas de la Cr con caracteristicas hidrofébicas que le permitan
atravesar la BHE y la membrana plasmatica neuronal de forma independiente del
CRTR, puede representar una estrategia de tratamiento en pacientes con defecto de
CRTR. Lunardi et al, 2006, estudiaron in vitro el transporte de derivados de Cr
liposolubles en células de hipocampo de ratas a los que se bloque6 el CRTR y
observaron que estos compuestos atraviesan la membrana plasmatica celular de forma
independiente del CRTR.

En el mercado encontramos comercializado un derivado esterificado de la Cr (algunas

compaiiias farmacéuticas utilizan el proceso de esterificacion para aumentar la
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biodisponibilidad de ciertos farmacos), y procedimos a estudiar la capacidad de
transporte de la CEE comparandola con la CM en fibroblastos de pacientes y de
controles.

Aunque sabemos que los fibroblastos no reproducen el mecanismo de la enfermedad,
este estudio podria representar una aproximacion para mejorar el transporte de la Cr a
través de las membranas biologicas. De hecho, observamos que la CEE en condiciones
suprafisioldgicas (500 umol/L durante 72 horas) atraviesa la membrana plasmatica
celular mas eficientemente que la CM tanto en fibroblastos de pacientes como en
controles. Ante tales resultados decidimos ensayar el tratamiento en pacientes con
defecto de CRTR, pero tras un afio de tratamiento con CEE no observamos mejoria
clinica de los pacientes ni cambios en el pico de Cr en la RMS, motivo por el cual el
tratamiento se finalizo.

La ausencia de efectos en el sistema nervioso central podria estar relacionada con la
dosis de la CEE, que no fuera suficiente para llenar los depositos de Cr cerebral. Otra
hipdtesis seria que la CEE es susceptible a la hidrolisis por el acido gastrico y se
convierte rapidamente en Cr y posteriormente en Crn, como lo demuestran los valores
elevados de Crn en orina observados durante el tratamiento con CEE. Algunos
investigadores refieren que una elevada cantidad de CEE se degrada a nivel del tracto
gastro-intestinal tras su ingestion oral (Spillane et al, 2009). Ademas, otro factor podria
tener relacion con el efecto de las esterasas que rapidamente transforman la CEE en etil-
alcohol y Cr, la cual no puede atravesar la BHE sin su transportador especifico (CRTR)

y ademads, se transforma rapidamente en Crn.
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CONCLUSIONES

1. En nuestro medio, la prevalencia de defecto de CRTR entre la poblacion de
varones con retraso mental es mucho menor que la observada en otras series
europeas. El consumo de alimentos ricos en Cr puede ocasionar resultados falsos

positivos ya que elevan la ratio Cr/Crn en orina.

2. Recomendamos el tratamiento antiepiléptico en pacientes afectos de déficit de
CRTR después de una primera crisis con el objetivo de protegerles de la
recurrencia o de las complicaciones graves de la epilepsia como es el estado de
mal epiléptico. Son necesarios estudios en series mas amplias para caracterizar

mejor el fenotipo clinico de la epilepsia en estos pacientes.

3.  El ensayo terapéutico con L-arginina durante 9 meses, probablemente caus6 una
estimulacion de la actividad de la AGAT, ya que la excrecion de GA aumento; a
pesar de ello, la concentracion de Cr cerebral no aumentd. E1 CRTR es por tanto
necesario para el aporte de Cr procedente de la periferia hacia el sistema nervioso
central. El ensayo con L-arginina como tratamiento del defecto de CRTR en

pacientes pediatricos no es eficaz, al menos siguiendo nuestra pauta.
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4.  Nuestros resultados in vitro apoyan la idea de que un cierto transporte pasivo de
CEE existe tanto en fibroblastos de pacientes como en controles, y que por tanto
se deberian utilizar moléculas liposolubles para el tratamiento de pacientes afectos
de déficit de CRTR. En cambio, el ensayo terapéutico con CEE durante 12 meses
no aumentd la concentraciéon de Cr en el cerebro en estos pacientes. Varios
factores pudieron influenciar en esta ausencia de efecto: la dosis, el pH del acido
gastrico y las esterasas sanguineas. Por otro lado, parece necesario utilizar otros
sistemas celulares que simulen mejor las caracteristicas de la BHE para realizar

una mejor aproximacion al sistema in vivo.

5. A pesar de la ausencia de resultados positivos en ambos ensayos terapéuticos,
nuestros estudios constituyen el paso inicial en la investigacion de un posible
tratamiento para esta enfermedad tan grave y hasta el momento intratable como es

el defecto de CRTR.
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OPCIONES DE FUTURO

1.

Contribuir en la creacion de un registro europeo de los sindromes de DCC para una

mejor evaluacion epidemiologica de estos trastornos.

Identificar nuevos pacientes con defectos de Cr cerebral aplicando el protocolo
diagnéstico multidisciplinar establecido durante los pasados 3 afios. Definir nuevos
fenotipos relacionados con los defectos de Cr cerebral, por medio del cribado de
poblaciones de pacientes no estudiadas hasta la fecha (epilepsia refractaria,
pacientes con sospecha de enfermedad mitocondrial sin diagnoéstico, trastornos del

movimiento puros).

Estudiar desde un punto de vista clinico, bioquimico y molecular a las madres/
hermanas portadoras de nuestros pacientes afectos de déficit de CRTR cerebral
(ligado al cromosoma X). Disefiar nuevas pruebas diagndsticas e identificar
pacientes del sexo femenino portadoras de la deficiencia del CRTR con clinica leve-

moderada.
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4. Analizar el déficit de creatina mediante RMS multivoxel, en las diferentes areas
cerebrales y correlacionarlos con alteraciones neuropsicologicas y neurologicas

especificas de los pacientes, comparandolas con un grupo control.

5. Disefiar nuevas estrategias terapéuticas para los pacientes con defecto de CRTR,

investigando la eficacia de nuevas moléculas de Cr con una mejor biodisponibilidad

a nivel cerebral.
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Summary Creatine transporter deficiency is a recently
identified X-linked inborn error of metabolism. The
natural course of the disease is not well delineated
since clinical data from adult patients have scarcely
been reported. A progressive course of the disease has
been noted in a few described cases. We report the
first two Spanish adult patients with creatine trans-
porter deficiency and compare their clinical phenotype
and the evolution of the disease with those of other
published cases. The two brothers were identified in a
study of a cohort of 610 mentally handicapped male
patients. The disease was detected by biochemical
studies and confirmed by DNA studies. The most
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significant clinical features were mental retardation,
epilepsy and autistic behaviour, and these symptoms
did not worsen, in contrast to other reports. They did
not present gastrointestinal problems or movement
disorders. Creatine transporter deficiency could be an
underdiagnosed metabolic disorder and should be
considered in adult patients with mental retardation.
Clinical presentation of this disorder showed marked
differences among adult patients and the course of the
disease was static in our cases. Detection of additicnal
adult patients might allow better understanding of the
phenotypic outcome at a later age.
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Introduction

Creatine transporter (CRTR; OMIM 300036) deficien-
cy is a recently identified X-linked inborn error of
metabolism and is caused by mutations in the creatine
transporter gene (SLCGAS) (Salomons et al 2001). The
clinical hallmarks of CRTR deficiency are mental
retardation, epilepsy, autistic behaviour and language
disorders (Rosenberg et al 2004), but there are marked
differences among patients and the clinical spectrum of
this disorder has not yet been well established.

Since the description of the first patient, more than
50 cases (Almeida et al 2004; Anselm et al 2006;
Battini et al 2007; Campistol et al 2007; Clark et al
2006; deGrauw et al 2003; Kleefstra et al 2005; Lion-
Francois et al 2006; Mancini et al 2005; Mancardi et al
2007; Newmeyer et al 2005; Péo-Argiielles et al 2006;
Rosenberg et al 2004; Salomons et al 2003; Schiaffino
et al 2005; Stromberger et al 2003) with CRTR
deficiency have been reported worldwide, suggesting that
the frequency of this disease might be relatively high in

1

selected populations (Arias et al 2007; Clark et al 2006;
Lion-Francois et al 2006; Newmeyer et al 2005;
Rosenberg et al 2004). However, only three families with
adult patients have been described hitherto (DeGrauw
et al 2003; Hahn et al 2002; Kleefstra et al 2005). Here
we report the clinical, biochemical and molecular data
of the first two Spanish adult patients with CRTR
deficiency and compare their clinical phenotype and
evolution of the disease with those of other published
cases.

Patients

The patients were two male brothers, aged 27 and
40 years respectively (Fig. 1: cases II-1 and II-3),
identified in institutions for mentally handicapped
persons (z = 610 male patients). Their parents were
consanguineous (first-degree cousins): The 66-year-old
mother (I-2) had learning difficulties at the school,
with normal physical examination now. The father (I-1)
did not indicate any problem. They had seven children
(5 male and 2 female). The brother (II-4) presented
severe mental retardation, behaviour disturbances and
refractory epilepsy from the first months of life. He
died at 27 years of age in the course of an epileptic
episode. The sister (II-2) also presented severe mental

2,
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@female carrier of CRTR deficiency

Fig. 1 Pedipree of the family. Patients 1 (II-1) and 2 (II-3) are
the probands with creatine transporter deficiency (indicated by
black squares}. The mother (I-2) and the living sister (II-5) are
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carriers (indicated by black circles). The deceased brother (I1-4)
was probably affected by CRTR deficiency, but the deceased
sister (II-2} may be affected by another genetic disease
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retardation and myelomeningocele, and deceased at
19 years of age of an unknown cause. No biochemical
or genetic studies could be performed on these two
siblings. Two further brothers (II-6, II-7), one sister
(I1-3) and her son (III-1) are at present healthy.

Pregnancy, delivery and neonatal period of our
patients were uneventful. Their psychomotor develop-
ment was retarded from the first months of life. They
started to walk at 2 years of age, showed little interest
in their surroundings, with behavioural disturbances in
agreement with autistic disorder, and showed severely
delayed language acquisition. Other physical, clinical
and complementary examinations were normal. Both
patients developed epilepsy. The first seizure appeared
with fever in patient 1 (case IT-1) at 17 months of age
and in patient 2 (case II-3) at 23 months of age. After
that, they suffered generalized tonic-clonic seizures
and some epileptic status episodes until the age of
24 vears in patient 1 and 4 years in patient 2, when
they were controlled with antiepileptic drugs.

From infancy to adulthood, they improved in motor
development, showing mild delay in acquisition. Lan-
guage and social aspects evolved slowly, without acquis-
itions after the first years of life. At present, according to
the results obtained with Vineland’s adaptative behav-
ioural scale (VABS), they have a profound mental
retardation, with low results in four domains assessed:
communication (direct points scored (DPS) = 24 in both
patients), daily living skills (DP = 42 in both patients},
socialization (IDP = 34 in both patients) and motor skills
(DP = 38 and DP = 39 respectively). They have not
developed spoken language, having only 5-6 referential
words and with poor communicative interest. They can
understand only very simple instructions, they are not
able to communicate using signs or gestures and they
exhibit an autistic-like disorder with hyperactive behav-
iour. Neither gastrointestinal problems nor movement
disorders were present. The clinical course has been
static and our patients did not develop new symptoms
after infancy. Patient 1 shows flat malar region with a

normal head circumference (55 cm; 10-25th centile)
and patient 2 has microcephaly (52 cm; <3rd centile).
Height, weight and other physical examination of both
patients are normal.

Patients and methods
Patient information

A group of 610 unrelated male patients with mental
retardation, based on DSM-IV criteria, of unknown
cause from institutions for mentally handicapped
persons were screened for creatine deficiency syn-
dromes. Legal consent was obtained from all families
that participated in the study. Biochemical and genetic
investigations were performed following diagnostic
protocols approved by the Ethics Committee of
Hospital Sant Joan de Déu (Barcelona).

Biochemical analysis

Urine creatine analysis was performed by HPLC-MS/MS
(Waters-Micromass, Manchester, UK, model Quatro
micro API), as previously reported (Arias et al 2006).
Creatinine determination was assayed with the Jaffé
Kinetic procedure (A11A00060, ANX Diagnostic,
Montpellier, France).

Creatine uptake by cultured fibroblasts was measured
according to a previously reported procedure (Salomons
et al 2001) with some modifications. Briefly, fibroblasts
were incubated for 24 h in medium containing physio-
logical and supraphysiological creatine concentrations
(23 and 300 pmol/L, respectively). After trypsinization,
the pellet was washed three times with saline solution
and sonicated three times for 10 seconds each, and the
supernatant was analysed by HPLC-MS/MS as previ-
ously reported (Arias et al 2006). The determinations
were performed in triplicate. Protein concentration was
measured by the method of Lowry.

Table 1 Biochemical enzymatic and molecular data of the two patients with CRTR deficiency

Biochemical and molecular studies Patient 1 Patient 2 Reference values mean (interval} n
(number of samples)

Creatine/creatinine ratio in urine 3.0 2.6 0.25 (0.02-1.2); n=59
Creatine uptake in fibroblasts 25 pmeol/L creatine Not done 2.4 25 (15-49); n=24

(pmol/pg protein) 500 pmol/L creatine Not done 7.8 36 (20-60); n=24
Mutation ¢.1079- c.1079-

1081delTCT  1081delTCT

Effect on protein p.Phe3o0del p.Phe360del
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Genetic analysis

Genomic DNA from blood was used for samples.
We designed primers to specifically amplify the
SLC6AS exons and adjacent intronic sequences (Gen-
Bank reference NT _025965); these are available on
request. Direct cycle sequencing of PCR fragments
was performed with BigDye terminator v. 3.1 mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and
analysed on an ABI Prism 3700 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

Mutation nomenclature was in accordance with the
Human Genome Variation Society (http://www.hgvs.
org./mutnomen/); cDNA numbering was based on +1
being the A of the initiation codon for GenBank
sequence number NM 005629.1.

Neuroimaging studies

Cerebral creatine content in brain was measured by
proton magnetic resonance spectroscopy (1H—MRS), as
previously reported (Newmeyer et al 2003).

Results

Biochemical findings from both patients are summa-
rized in Table 1. Urinary creatine/creatinine ratio was
increased, suggesting the diagnosis of CRTR deficien-
cy. Brain '"H-MRS revealed severely reduced creatine
peak in the whole brain, indicating a creatine deficien-
cy syndrome in both cases (Fig. 2).

Creatine uptake was studied in fibroblasts from
patient 2. Results showed a value of 10% of controls.
Mutation analysis of the SL.C6AS gene in both patients
identified a novel mutation consisting of a deletion of
three nucleotides ¢.1079_1081delTCT in exon 7, which
at the protein level predicts a deletion of a phenylal-
anine residue at position 360 (p.Phe360del). The
deleted residue fulfilled several criteria to be consid-
ered as pathogenic on the basis of its predicted
location in the putative transmembrane (TM) VII
domain of CRTR (Swiss-Prot P48029), important for
the protein function, and the high conservation of this
region among the human Na'-dependent neurotrans-
mitter transporters and other orthologous CRTR
(Rosenberg et al 2004).

Urinary creatine/creatinine ratio was normal in the
other brothers, the sister, the nephew and the mother.
The creatine uptake was normal in fibroblasts from the
mother. Segregation pattern of the nucleotide change

€} Springer

122

A) tNAA
tCr

Cho \l
‘\

. J»/"\-' o k‘mA/J AL R

Fig. 2 Proton magnetic resonance spectroscopic imaging. A
normal spectrum (A} is given for comparison: the peaks of choline
(Cho: 3.2 ppm), creatine (tCr: 3.02 me) and N-acetylaspartate
(NAA: 2.02 ppm) are indicated. Brain “H-MRS from patient 1 (B)
and from patient 2 (C) shows a severely reduced creatine peak

(p. Phe360del) in living family members revealed that
only the mother and the sister were heterozygous for
the same variation (Fig. 1).

Discussion

Most reported cases of CRTR deficiency are children
and only seven adult patients, from three families, have
previously been documented (DeGrauw et al 2003;
Hahn et al 2002; Kleefstra et al 2005). The clinical
spectrum of this disease seems to be broader than was
initially appreciated. Epilepsy in some cases was more
pronounced, presenting with epileptic status (Anselm
et al 2006) as occurred in our patients. In some cases,
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microcephaly (Anselm et al 2006; Campistol et al 2007;
DeGrauw et al 2003; Lion-Francois et al 2006;
Schiaffino et al 2005), present in patient 2, and
dysmorphic features with malar hypoplasia (Anselm
et al 2006; Hahn et al 2002; Kleefstra et al 2005;
Mancini et al 2005), as in patient 1, have been
described. Other symptoms such as failure to thrive,
height and weight less than the 3rd centile, hypotonia,
weakness, myopathy and movement disorders previ-
ously reported in adults or patients with severe clinical
phenotype (Anselm et al 2006; Hahn et al 2002;
Kleefstra et al 2005) were not present in our cases.
Psychomotor development was delayed from the
first months of life in all adult cases reported
(DeGrauw et al 2003; Hahn et al 2002; Kleefstra et al
2005) as in our cases. Our patients evolved to severe
mental retardation with expressive language difficul-
ties and behavioural disturbances. However, there are
some differences between clinical manifestations and
clinical course in adults, since various characteristics
such as myopathic facies, hyperextensible joints, soft
skin and gastrointestinal problems (Hahn et al 2002;
Kleefstra et al 2005) were not present in younger
patients. Some authors (Kleefstra et al 2005) hypoth-

esize that the disease is progressive and gives rise to
additional features at a later age. However, our adult
patients did not have these clinical features. In the
same way, in one previously reported family with older
patients (Kleefstra et al 2005) the clinical course
worsened at a later age and in another patient imaging
studies suggested progressive atrophy of the brain.
(DeGrauw et al 2003). However, our patients did not
develop new symptoms after the first years of life and the
course of the disease has been static to date. Although we
do not have confirmatory data, the deceased brother (I1-
4) may have been affected with CRTR deficiency
syndrome but with a much more severe evolution and
outcome. Clinical data of our patients and comparison
with the other reported adult patients are summarized in
Table 2.

Female carriers of CRTR deficiency may present
mild mental retardation with behavioural and learning
problems (DeGrauw et al 2003; Hahn et al 2002;
Mancini et al 2003; Salomons et al 2003), like the
mother of our patients. However, the healthy sister,
carrier of the mutation, did not exhibit behavioural or
learning difficulties. The deceased sister (II-2) presented
severe mental retardation and spina bifida, clinical

Table 2 Summary of clinical symptoms in adult male patients with CRTR deficiency

Features DeGrauw Hahn et al Kleesfstra Present Total (%)
et al (2003) (2002} et al (2005) family
General
Number of adult patients (per family) 1 4 2 2 9
Ape at examination (years) 20 35-66 64, 68 27,40
Neurological
Degree of mental retardation Severe (1/1) Severe (4/4) Severe (2/2) Severe (2/2) Severe 9/9 (100)
Expressive language difficulties 11 4/4 22 272 9/9 (100}
Hypotonia 01 212 212 02 4/7 (57)
Seizures 11 444 02 282 79 (77)
Movement disorder: spastic/dystonic/ataxic 0/1 2/4 02 072 2/9 (22)
Physical examination
Short stature 171 04 212 072 3/9 (33)
Low weight 0/1 0/4 12 02 1/9 (11)
Microcephaly 0/1 04 02 12 1/9 (11)
Midface hypoplasia/flat malar area 01 34 12 12 5/9 (55)
Myopathic facies 011 1/3 12 02 2/8 (25)
Ptosis 0/1 1/3 212 072 3/8 (37)
Stub thumb 0/1 314 02 02 3/9 (33)
Simian crease 01 0/4 12 02 1/9 (11}
Soft skin 0/1 3/3 112 072 448 (50}
Hyperextensible joints 011 3/3 12 012 4/8 (50)
Other
Gastrointestinal problems 011 4/4 212 02 6/9 (66}
Behaviour disturbance/mood disorder 1 4/4 12 22 8/9 (89)
Effect on protein of mutation in SLC6AS gene  p. PhelO7del  p.Gly381Arg  p.Cys337Trp  p.Phe360del

€) Springer



Carmen Fons Estupifia, Universitat de Barcelona

JIMD Short Report #1358 (2009) Online

features not reported in female carriers, suggesting that
she may be affected by another genetic disease, probably
due to the parents’ consanguinity.

In all adult patients previously reported with CRTR
deficiency, cerebral creatine content measured by "H-
MRS showed absence/near-absence of the creatine
peak, as we found in our patients. Minor and non-
specific abnormalities such as hyperintense signal in
white matter, thin corpus callosum, atrophy and delay
of myelination have been reported (Anselm et al 2006;
DeGrauw et al 2003; Lion-Francois et al 2006; Mancini
et al 2005; Péo-Argiielles et al 2006; Salomons et al
2003; Schiaffino et al 2005), but were not present in
our patients.

In conclusion, CRTR deficiency should be consid-
ered in adult patients with mental retardation, especial-
ly in those with epilepsy and autistic behaviour. Clinical
presentation of this disorder shows marked differences
among adult patients and might present a static
evolution (as in the present cases) as well as progressive
cases (DeGrauw et al 2003, Kleefstra et al 2005). A
better clinical description of creatine transporter
deficiency at adult age is important for the counselling
of families in whom creatine transporter-deficient
patients are being diagnosed. The identification and
the clinical characterization of additional adult crea-
tine transporter deficient patients are needed.
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INFORMACION DEL ARTICULQ RESUMEN

Historia del articudo: Fundamento y objetivo: Los sindromes de deficiencia cerebral de creatina (Cr) constituyen un grupo de
Recibide el 2 de abril de 2009 enfermedades neurometabdlicas caracterizadas por deficiencia o ausencia de Cr en el cerebro. Cursan con
Aceptado el 25 de junio de 2009 retrase del desarrollo/mental y trastornos del lenguaje, y puede asociarse a epilepsia o a trastornos del

movimiento. Se conocen 3 defectos: 2 de la sintesis —deficiencia de guanidinoacetato metiltransferasa
{GAMT} y argininaglicina amidinotransferasa (AGAT}— vy uno del transporte (CRTR). En este trabajo

Palabrus clave: presentamos los 3 primeros pacientes espafioles con deficiencia de GAMT y comparamos su fenotipo
Deficiencia de creatina clinico y respuesta al tratamiente con otros casos publicados.

Epilepsia Pacientes y método: Los pacientes presentan retraso mental, epilepsia ¥ conducta autista. La paciente 1
Guanidinoacetate metiltransferasa asocia corea grave.

Rescnancia magnética espectroscdpica El diagnostico se realizé mediante estudios bioquimicos para cuantificar metabolitos especificos y
Retraso mental actividad enzimdtica y genéticos del gen GAMT.

Resultados: En orina v plasma se detectd aumento de guanidinoacetato. La resonancia magnética con
espectroscopia reveld reduccién marcada de Cr cerebral. Los estudios enzimiticos mostraron disminucién
de la actividad GAMT en fibroblastos y el estudio molecular reveld mutaciones en el gen GAMT. Tras el
diagndstico, se inicié tratamiento con suplemento de Cr, y se asocid en los pacientes 2 v 3 una dieta
restringida en arginina y suplemento de ornitina, con mejoria parcial.
Conclusiones: Los pacientes con deficiencia de GAMT presentan un fenotipe inespecifico pero relativa-
mente constante. Deben buscarse los sindromes de deficiencia cerebral de Cr en pacientes con retraso
mental/psicomotor de etiologia desconocida, especialmente si se acompafian de trastornos del movimiento
y epilepsia. Es importante el diagndstico precoz en casos tratables como la deficiencia de GAMT.

@ 2009 Elsevier Espafia, 5.L. Todos los derechos reservados.

Cerebral creatine deficiency: First Spanish patients harbouring mutations in
GAMT gene

ABSTRACT

Keywords: Background and objetive: Brain creatine {Cr) deficiencies are a group of inborn errors of metabolism that
Creatine deficiency are characterized by an absence or severe reduction of brain Cr. Clinically, these patients can display
Epilepsy psychornotor[_rnental retardation anc_i language disorders, commonly associatgd with _epilepsy or
Guanidinoacetate methyltransferase movement disorders. Three metabolic defects are known: two affect synthesis — guanidinoacetate

metiltransferase (GAMT)} and glycine amidinotransferase (AGAT} deficiencies— and one affect the Cr
transporter (CRTR). We present the first three Spanish patients with GAMT deficiency, and we compare
their clinical phenotype and treatment response with other published cases.

Magnetic resonance spectrescopy
Mental retardation
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Patients and method: The three patients presented mental retardation, epilepsy and autistic behaviour.
Patient 1 also had severe chorea. Diagnosis was done by biochemical and genetic procedures
{guanidinoacetate quantification, determination of GAMT activity and mutation analysis in the GAMT

gene).

Results: An increase of guanidinoacetate was detected in urine and plasma. Brain magnetic resonance
spectroscopy revealed low Cr levels. Enzymatic studies revealed a decreased GAMT activity in fibroblasts.
Molecular analysis detected pathogenic mutations in the GAMT gene.

After the deficiency was confirmed, the patients started treatment with Cr. In addition, patient 2 and 3
received an arginine-restricted diet and ornithine supplements. All them showed a partial improvement.

Conclusions: Patients with GAMT deficiency have an unspecific but relatively constant clinical
presentation. Brain Cr deficiency should be considered in patients with mental retardation of unknown
aetiology, specially in those with movement disorders or epilepsy. Early diagnosis is important in cases
with known treatment such as GAMT deficiency.

© 2009 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Los sindromes de deficiencia cerebral de creatina {Cr} consti-
tuyen un nuevo grupo de enfermedades neurcmetabdlicas
hereditarias que afectan a la sintesis y al transporte de Cr y se
caracterizan por un defecto o ausencia de Cr y de Cr-fosfato en el
cerebro.

La Cr se ingiere a través de los alimentos como carne y pescado,
aunque también existe una sintesis endbgena en el rifion, el
higado y el pancreas’2. En la biosintesis de Cr estan involucradas 2
enzimas: argininaglicina amidinotransferasa { AGAT), que convier-
te arginina y glicina en ornitina y guanidinoacetato (GAA}, ¥
guanidinoacetato metiltransferasa (GAMT), que convierte GAA en
Cr. Posteriormente, la Cr se transporta a los tejidos mediante el
transportador de Cr®. La Cr desempefia un papel esencial en el
almacenamiento y transmisién de fosfato de alta energia®,
participa en el crecimiento neuronal y en la elongacién axonal?,
actia como neuroprotector’ y como neurcmodulador®, Se cono-
cen 3 defectos metabodlicos que dan lugar a la deficiencia cerebral
de Cr: 1) la deficiencia de la enzima AGAT (OMIM 602360; gen
AGATY: 2) la deficiencia de la enzima GAMT {(OMIM 601240; gen
GAMT)E, que se heredan con patrén autesémico recesivo, y 3) el
defecto en el transportador de Cr (OMIM 300352; gen transpor-
tador de Cr SLC6A8)® con herencia ligada al cromosoma X.

Durante la pasada década se han iniciado los estudios
diagnosticos de los sindromes de deficiencia de Cr cerebral en
varios paises. El defecto del transportador es el mas frecuente!®,
tal y como se ha publicade previamente también en nuestro pais'',
Respecto a los defectos de la sintesis, hasta el momento se han
detectado 3 pacientes con deficiencia de GAMT y no se han
diagnosticado deficiencias de AGAT en Espafia. Presentamos los
datos clinices, bioquimicos y moeleculares de estos 3 primeros
pacientes espaficles identificados con deficiencia de GAMT y
comparamos su fenotipo clinico, la evolucién de la enfermedad y
la respuesta al tratamiento con ofros casos publicados. Se
diagnosticd a uno de los pacientes a los 45 aiics, este es el caso
publicado de mayor edad. La descripcién de este paciente aporta
datos sobre el curso natural de esta enfermedad.

Pacientes y método
Pacientes

Paciente 1

Niiia de 13 ailes, segunda hija de padres sanos, no consangui-
necs, procedentes de las Islas Canarias. Refieren 2 familiares
paternes con retrase mental.

Desde los primeros meses de vida presenta retraso psicomotor,
con conducta dentro del espectro autista. Se escolariza en
educacién especial y alcanza autonomia en alimentacién e

higiene. A los 7 afios inicia crisis epilépticas parciales, que se
controlan parcialmente con antiepilépticos. A los 12 afos presenta
movimientos involuntarios, inicialmente descritos por los padres
como temblor de manos, desarrolla posteriormente una corea
generalizada. A los 13 afios se ingresa a la paciente por estatus
epiléptico y corea grave generalizada que interfiere incluso el
suefio, y requiere sonda nasogastrica para la alimentacion. En la
exploracién destaca somatometria normal, sinofridia, hiperrefle-
xia generalizada con reflejo cutaneo plantar extensor izquierdo y
escoliosis dorsolumbar leve con marcha torpe. Su lenguaje es
escaso, con palabras ininteligibles. Se realiza un electroencefalo-
grama que muestra una actividad de fondo escasamente organi-
zada con paroxismos de muy alta amplitud relacionados con
movimientos clonicos de la extremidad superior izquierda, y
ocasicnalmente puntas-cndas atipicas en areas posteriores. Se
prueban diversos farmacos (carbamacepina, haloperidol, corticoi-
des, etc.}, pero sblo el tratamiento con midazolan muestra un
ligero beneficio, y reaparecen los movimientos anormales a las
horas de su suspension.

Paciente 2

Nifia de 10 afios, hija Gnica de padres sanos, no consanguineos.
El hijo previo del padre tiene retrasc mental grave y sindrome de
Lennox-Gastaut.

Tras un desarrollo inicialmente normal, a los 6 meses de vida
comienza con sacudidas del tronco diarias, se diagnostica a los 14
meses de epilepsia mioclonica, con descargas bilaterales de
polipunta y punta-onda en el electroencefalograma, que se
controlan mediante la combinacion de diferentes antiepilépticos
{lamotrigina, clobazan, etosuximida y prednisona}. A los 26 meses
presenta retraso psicomotor con marcha an inestable, manipu-
lacion torpe, lenguaje escaso con jerga incomprensible, pobre
interés por comunicarse, solo obedece érdenes muy simples y
asocia inquietud motriz. A los 6 afios inicia maltiples crisis de
ausencias con mala respuesta al tratamiento antiepiléptico y
asocia regresidn en el desarrollo psicomotor. A los 10 afios
presenta retraso mental grave, con lenguaje escaso (palabras
aisladas) y dificultades de conducta con rasgos dentro del espectro
autista. Su crecimiento {talla, peso y perimetro craneal} es normal.

Pacienie 3

Varon de 45 aiios, diagnosticado en el curso de un cribado de
sindromes de deficiencia cerebral de Cr en una cohorte de 944
pacientes con retraso mental institucionalizados. Es el segundo
hijo de padres sanos, no consanguineos.

Refieren que presenta desde los primeros meses de vida retraso
en el desarrollo psicomotor, y que adquiere sedestacidn a los 9
meses, marcha a los 2 afios, con escasas palabras en el lenguaje
expresivo y dificultades en las habilidades sociales. A los 2.5 afios
inicia crisis parciales, algunas con generalizacién secundaria,
controladas parcialmente con antiepilépticos. Durante los aios
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siguientes se establece un cuadro de retraso mental profundo, con
mayor afectacién del lenguaje y un trastorne dentro del espectro
autista.

Ala edad de 45 anos presenta un lenguaje expresivo limitado a
3-4 palabras y es incapaz de comprender palabras u o6rdenes
simples. No muestra interés por el entorno ni por comunicarse,
con conducta inquieta. Asocia crisis diarias (ausencias atipicas y
crisis astaticas, cada pocos minutos), sin mejoria, con tratamiento
antiepiléptico y precisa silla de ruedas para evitar las frecuentes
caidas provocadas por estas crisis. En la exploracion fisica
destacan rasgos dismorficos, como hipoplasia malar y occipital
plano, y escoliosis dorsolumbar i1zquierda sin otros hallazgos. Su
perimetro craneal, peso y talla son normales.

Meétodo

Informacion de los pacientes

Se ha obtenido el consentimiento infermade de las familias de
los 3 pacientes. El Comité Etico del Hospital Sant Joan de Déu
{Barcelona} aprobd los estudios bioquimicos y genéticos que se
realizaron seg(in los protocolos diagnéstices.

Andlisis bioguirnico y genético

El andlisis de Cr y GAA en orina se realiza mediante
espectrometria de masas de triple cuddrupolo con ionizacién
por electrospray (HPLC-MS/MS} (Waters-Micromass, Manchester,
United Kingdom, modelo Quatro micro® APIY2. La actividad de
GAMT se mide en fibroblastos seglin un procedimiento previa-
mente publicado’®. Se aisla ADN gendmico a partir de sangre total
o de fibroblastos de piel cultivados. Se disefian oligonucleétidos
para amplificar los exones y secuencias intrénicas adyacentes del
gen GAMT. La nomenclatura utilizada sigue las recomendaciones
de la Human Genome Variation Society (URL: http://
www.hgvs.org.mutnomen). La numeracién de la mutacién se
basa en la referencia de secuencia de ADN complementario
(ADNc) (GenBank NM_000156.4).

Estudios de neuroimagen

El pico cerebral de Cr se determina mediante resonancia
magnética (RM) con espectroscopia de protones (H-RMS)™. Fl
equipo utilizado es 1.5 T Signa HD (General Electric, Milwaukeee,
Wisconsin, EE. UU.), con un posproceso mediante PROBE®
(General Electric) con adquisiciones STEAM (30/1500) i PRESS
(135/1500).

Resultados
En los estudios bioquimicos de orina y plasma se detectan

concentraciones claramente aumentadas de GAA en plasma y
orina, que indican el diagndstico de deficiencia de GAMT (tabla 1).

Tabla 1

La 'H-RMS cerebral revela una reduccién muy importante en el
pico de Cr, y apova el diagnéstico de sindrome de deficiencia de Cr
cerebral en los 3 casos (fig. 1), mientras que la RM estructural es
normal en todos estos casos.

La confirmacion del diagndstico se realiza mediante estudios
enzimaticos, que muestran una disminucion de la actividad GAMT
en fibroblastos de los 3 pacientes. El estudic molecular revela las
mutaciones causantes de la deficiencia de GAMT (tabla 1).

Tratamiento

Tras el diagndstico de deficiencia de GAMT, los 3 pacientes
inician un tratamiento con suplementc de Cr monohidrato oral
{dosis de 400-500 mg/kg/dia); los pacientes 2 y 3 reciben ademas
una dieta restringida en arginina (15 mg/kg/dia} y dosis bajas de
ornitina {100 mg/kg/dia), segin protocolos previamente estable-
cidos’!®. En la paciente 1 desaparece la corea generalizada,
aunque persisten, en ocasiones, distonias de las extremidades
superiores. En los 3 pacientes ceden las crisis epilépticas y mejora
también la conducta de forma paulatina: se muestran mas atentos
y colaboradores, y son capaces de realizar tareas simples. La
paciente 2 es la que muestra mayor mejoria clinica con mejor
atencion, desarrollo de habilidades sociales, desarrollo de lenguaje
con el uso de nuevas palabras e incluso frases simples y
comprension de ordenes sencillas, con lo que consigue desarrollar
una autonomia parcial. Sin embargo, en los pacientes 1 y 3
persiste la ausencia de lenguaje expresivo, los rasgos autistas y el
retraso mental profundo.

En la paciente 1 se pudo realizar una 'H-RMS cerebral tras
iniciar el tratamiento y se observa un aumente del pico de Cr
cerebral (fig. 1).

Discusion

Los sindromes de deficiencia cerebral de Cr constituyen una
entidad poco frecuente y claramente infradiagnosticada hasta la
actualidad. Clinicamente, todos cursan con retraso del desarrollof
mental, mas o menos marcado, y trastornos del lenguaje, que se
diagnostican habitualmente en la edad pediitrica’”.

Los pacientes con deficiencia de GAMT presentan un fenotipo
clinico mas grave, debido probablemente al efecto epileptégeno
de la acumulacién de GAA'®, la activacidn de receptores 3cido
gammaaminobutirico subtipo a (GABAa) por el GAA'® y su efecto
inhibiterio sobre bomba sodio-potasio adenin-tri-fosfatasa (NajK-
ATPasa) y creatincinasa®’. El retraso mental es la manifestacién
mas frecuente, habitualmente grave, con ausencia o escaso
lenguaje expresivo. La segunda manifestacién mas habitual es la
epilepsia, que suele iniciarse en los primeros afios de vida, se
presenta con diferentes tipos de crisis, que pueden ser refractarias
al tratamiento antiepiléptico. Menos frecuentes son los trastornos
del movimiento extrapiramidales, presentes en la mitad de los

Datos bicquimices, enzimdticos y meleculares de 3 pacientes cen deficiencia de guanidincacetate metiltransferasa

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Valor de referencia (intervalo)
GAA en orina, (mmel/mol creatinina) 228/359 201 374 n=37 (9-97)
GAA en plasma, pmol/l 11 12 18 n=35 (1,2-3,6)
Actividad GAMT en fibreblastes, (pmol/h/mg proteina) 2.8 37 4.1 n=6 (100-195)
Cambic nucleotidico c.59G>C c.145delT c.316C>T
c.521G>A c.145delT c407C>T
Efecto en la proteina p.Trp20Ser p-Tyr4ofs p-.GIn106stop
p.Trpl74Ter P.Tyr49fs p-Thr136Met

GAA: guanidincacetate; GAMT: guanidinoacetato metiltransferasa.
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Figura 1. Resonancia magnética espectroscapica. a) Espectro normal: se indica el pico de celina (3.2 ppm), creatina (Cr: 3,02 ppm) y N-acetilaspartato (2,02 ppm).
b) Muestra el pico de Cr reducido en el cerebre de la paciente 1, similar al encontrade en los pacientes 2 y 3. ¢) Aumento del pico de Cr cerebral tras inicic de tratamientc en

la paciente 1.

pacientes ¥ con evolucién progresiva. Son frecuentes, también, la
hiperactividad y los trastornos dentro del espectro autista'>15,

Hasta ahora se han publicado alrededor de 40 pacientes con
deficiencia de GAMT'>!%21-23 |3 mayoria nifios, por lo que el
fenotipo clinico de este trastormo no esta todavia bien definido y
existe poca informacion de la evolucion de la enfermedad.
Clinicamente, nuestros pacientes son similares a los descritos
previamente, presentan un fenotipo inespecifico pero relativa-
mente constante entre los diferentes casos. Lo mas interesante de
nuestra casuistica, ademas de ser los primeros pacientes diag-
nosticados en nuestro pais, es que hemos podido diagnosticar el
paciente de mayor edad {45 afios) descrito hasta el momento. Solo
se han diagnosticado 10 pacientes mayores de 18 aiics!”, por lo
que nuestro caso puede permitir conocer mejor el curso natural de
la enfermedad. Les pacientes adultos diagnosticados previamente
presentan todos retraso mental, en la mayoria grave o profundo
(9/10), al igual que en nuestro paciente 3. Ademas, presentan
frecuentemente epilepsia (8/10), que, en ocasiones, como en
nuestro caso, es refractaria al tratamiento antiepiléptico. Son
frecuentes también los trastornos del movimiento extrapiramida-
les (6/10) que, por el contrario, no encontramos en nuestro
paciente'. La evolucidn de estos pacientes puede ser estatica o
progresiva, como en nuestro paciente, en el que encontramos un
empeoramiento progresivo, especialmente de la epilepsia, sin
mejora hasta la instauracion del tratamiento!®.

Respecto al diagndstico de la deficiencia de GAMT, éste se
realiza mediante la determinacion de GAA en plasma y orina, que
muestra valores claramente aumentados respecto a los controles
{tabla 1). Ademas, se observa una reduccion intracerebral de la Cr
mediante 'H-RMS, si bien este hallazgo estd presente en todos los
defectos cerebrales de Cr'? y no permite el diagnéstico diferencial

entre las 3 enfermedades. En la RM craneal puede haber retraso de
la mielinizacion y senales anormales en los ganglios de la base,
especialmente en los globos palidos'>'524, En otros cascs la RM
craneal es normal, incluse en pacientes adultos®®?7, al igual que en
nuestros 3 pacientes.

La confirmacion del diagnostico de deficiencia de GAMT se
realiza mediante estudios enzimaticos y moleculares>2%, Se han
descrito alrededor de 20 mutaciones en el gen GAMT'>'6 la mas
frecuente es c.59G>C'>?2 que esta presente en heterocigosis en el
paciente 1. Las 3 mutaciones (p.Tyr49fs, p.GInl06stop ¥y
p-Thr136Met} identificadas en los pacientes 2 y 3 son nuevas, y
en ausencia de estudios de expresidon su patogenicidad puede
asumirse bien porque previsiblemente generarian un codon
prematuro de parada de traduccién y el consiguiente trunca-
miento de la proteina (p.Tyr49fs y p.GIn106stop}, bien porque el
cambio afecta a un residuc altamente conservado con otras
proteinas ortologas (p.Thri36Met). En cualquier caso, la presencia
de estas mutaciones va asociada a una reduccion drastica en la
actividad enzimatica (tabla 1) que apoya su patogenicidad. Se
confirmé la herencia mendeliana en los padres del paciente 3, y en
el caso del paciente 2 stlo se pudo confirmar la presencia de la
mutacién en la madre.

El tratamiente de los defectos de GAMT consiste en aumentar
la Cr y disminuir los valores de GAA en el sistema nervioso central
mediante suplemento oral con Cr monohidrato y dieta restringida
en arginina. Ademas, el suplemento con dosis bajas de ornitina
{100 mg/kgjdia} previene un déficit de arginina necesario para el
funcionamiento del ciclo de la urea, mientras que dosis altas de
ornitina (800 mg/kg/dia) tienen un efecto adicional en la dismi-
nucion de los valores de GAA debido a la accidén de feedback
negativo sobre la enzima AGAT'™. El tratamiento puede ser



Deficiencia del transportador de creatina

Documento descargada de http /fwww elsevier.es el 02/12/2009, Copia para uso personal, se prohibe la transmisidn de este documento por cualguier medio o formato.

A. Sempere et al f Med Clin (Bare). 2009;133(19):745-745 749

monitorizade mediante la determinacién de la concentracién de
Cry GAA en orina y plasma, y mediante estudios de 'H-RMS. En el
seguimiento de nuestros pacientes cbservamos una mejoria
clinica global, ya que la epilepsia y los trastornos del movimiento
desaparecieron, aunque los pacientes no llegaron a presentar un
desarrolle normal, tal y como se ha descrito en otros casos!>15,
Ademas, se ha demostrado que ¢l inicio temprano del tratamiento
se asocia a una respuesta mas favorable®®, hecho que se confirma
por el desarrcllo normal que presentd un paciente tratado desde la
primera semana de vida®l. Por lo tanto, la evolucidn y el
pronostico parecen estar ligados a la edad en la que se inicia el
tratamiento, y existe la posibilidad de realizar el diagndstico
prenatal de esta enfermedad®®. En nuestro caso, es la paciente 2,
de menor edad, la que respondié mejor al tratamiento, mientras
que en los pacientes 1 y 3 persistiercn el retrasc mental profundo
y la afectacién marcada del lenguaje.

En conclusidn, es necesario aplicar procesos de cribado para la
identificacién de las deficiencias cerebrales de Cr, que son
especialmente importantes en los casos tratables, como la
deficiencia de GAMT. Deben buscarse los sindromes de deficiencia
cerebral de Cr mediante andlisis de metabolitos en orina en
pacientes con retraso mental/psicomotor y afectacién del lenguaje
de etiologia desconocida, especialmente si se acompafian de
trastornos extrapiramidales del movimientc o©o epilepsia. Es
importante un diagnéstico y tratamiento precoces para mejorar
el prondstico de estos enfermos.
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