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DESCRIPCION
Nucleétidos ADH7.

Campo técnico

La presente invencidn se refiere a dcidos nucleicos humanos aislados implicados en la enfermedad de Parkinson y
a los usos de los mismos, tal como en métodos de diagnéstico y prondstico y en preparaciones farmacéuticas.

Antecedentes

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa que ataca por igual a los hombres y a las mu-
jeres. Se estima que afecta aproximadamente a 15 de cada 10.000 individuos, y usualmente aparece por primera vez
a una edad de aproximadamente 55-60 afios. A pesar de considerables esfuerzos, la razén para la degeneracién de las
neuronas de dopamina del cerebro medio, causante de los sintomas en los pacientes afectados por este trastorno inca-
pacitante, incurable, no se conoce. Ademds, aunque muchos de los sintomas de la enfermedad de Parkinson pueden ser
imitados mediante lesiones o administracién de neurotoxinas a animales experimentales, la enfermedad por s{ misma
no se conoce en ninguna otra especie aparte del hombre, dificultando asi la investigacion dirigida al entendimiento de
la etiologia y el desarrollo de nuevas terapias.

La exposicion a compuestos téxicos en el medio ambiente sigue siendo una causa hipotética de la enfermedad,
aunque los estudios epidemioldgicos han generado pocas pistas en cuanto a su etiologia. Mds recientemente, un interés
en las formas familiares de la enfermedad ha indicado la presencia de componentes genéticos, y se ha informado de
su conexion con un drea en el cromosoma 4, y se discute con mds detalle mas adelante.

Asi, en recientes estudios de ligamiento, se han mapeado tipos autosémicos dominantes o autosémicos recesivos
de la enfermedad de Parkinson para varios loci diferentes en el genoma humano. Aunque estos tipos de enfermedad de
Parkinson difieren a menudo de la enfermedad de Parkinson esporddica y constituyen solamente una pequefia fraccién
de la poblacién total de pacientes, los loci reportados podrian conferir susceptibilidad también a formas idiopaticas de
la enfermedad de Parkinson.

Polymeropoulos et al (Science 274, p. 1197 (1996)) mapearon Parkinson dominante autosémico al cromosoma
4921-q23. Llamaron a este drea “PARK1”. Mds tarde, encontraron una mutacién en el gen para la alfa-sinucleina
que se segregaba con la enfermedad en unas grandes gemelas italianas y tres griegas, y que no pudieron encontrar en
individuos de control sanos. Se encontré que la sinucleina estaba contenida abundantemente en los cuerpos de Lewy,
proporcionando asi una prueba de un vinculo causal entre mutacioén y enfermedad. Sin embargo, a pesar de los grandes
esfuerzos de otros grupos para encontrar mutaciones de la sinucleina en sus propios pacientes, no pudieron identificar
ninguna mutacién en el gen de la alfa-sinucleina en su material.

De manera interesante, Vaughan et al. (Hum. Mol. Genet. 7, 751 (1998)) han informado sobre una familia alemana
con dominante autosémico Parkinsoniano para mostrar la conexion con la regiéon PARK1 4q21-q23. En esta familia,
no se pudieron identificar mutaciones en la alfa-sinucleina. Dichos autores sugieren que podria haber otro gen en el
mismo locus que podria ser el responsable de la enfermedad. En este caso, la mutacién de la sinucleina en las gemelas
italianas y griegas puede ser un marcador que se segrega con el verdadero gen de la enfermedad.

Por consiguiente, la técnica anterior no ha identificado ningtin gen responsable de la enfermedad de Parkinson
idiopdtica en los seres humanos. Asi, en el estado actual de la técnica, todavia no hay herramientas de diagndstico
y prondstico fiables a este respecto y, por tanto, los individuos en riesgo de desarrollar la enfermedad de Parkinson’
no tienen un modo seguro de saber esto de antemano. Ademds, y quizd lo que es mds importante, los pacientes que
padecen la enfermedad de Parkinson no pueden confiar atin en que la ciencia les proporcione un remedio seguro para
esta sumamente molesta e incapacitante enfermedad.

Resumen de la invencion

El objeto de la presente invencion es satisfacer la necesidad definida anteriormente con respecto a la enfermedad de
Parkinson. Por consiguiente, la presente invencion se refiere, de manera concluyente, al establecimiento de la identidad
de un gen humano en el que se desarrolla la enfermedad de Parkinson’, asi como a las mutaciones especificas de dicho
gen asociadas con la enfermedad. M4s especificamente, se ha demostrado por primera vez, segtin la presente invencion,
que el gen humano que codifica la alcohol deshidrogenasa 7 (ADH7) estd asociado significativamente al desarrollo de
la enfermedad de Parkinson, exhibiendo una o mds mutaciones, definidas en la presente memoria, que desencadenan
la enfermedad. Por consiguiente, los nuevos hallazgos acordes con la presente invencién también implican un nuevo
uso de la ADH7 en la diagnosis, tratamiento y/o prevencion de la enfermedad de Parkinson. La invencion serd descrita
con mds detalle a continuacién, junto con diversos usos nuevos ventajosos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la secuencia previamente publicada de la ADH7 (Zgombic et al., supra).
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La Figura 2 muestra los registros de GenBank U16286 a 16293 que albergan las secuencias del gen ADH7 humano
para el promotor, todos los exones y secuencias intronicas en una extension mds grande que la mostrada en la figura 1.

La Figura 3 muestra la Tabla 1, en la que se definen los cebadores usados para amplificar ocho fragmentos del gen
ADH?7 humano segtn la seccién Parte “Experimental” de mds adelante.

La Figura 4 muestra la Tabla 2, en la que las secuencias de los ocho fragmentos mutados amplificados M1-M7
acordes con la invencién se comparan con correspondientes secciones de tipo salvaje de la secuencia descrita en la
Figura 1 o las entradas de GeneBank acordes con la Figura 2.

La Figura 5 muestra las localizaciones de las mutaciones M1-M7 del gen ADH7 acordes con la invencién.

La Figura 6A muestra la Tabla 3, en la que se describe la frecuencia del alelo Al y se compara para diferentes
grupos, mientras que la Figura 6B muestra la Tabla 4 que presenta la ocurrencia de homocigotos para Al y A3 entre
pacientes de Parkinson.

Descripcion detallada de la invencion

Asi, més especificamente, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un dcido nucleico aso-
ciado a la alcohol deshidrogenasa 7 (ADH7), que comprende partes o toda la secuencia de nucleétidos del gen que
codifica la ADH7 de tipo salvaje humana, o una variante de la misma, que incluye al menos una mutacion seleccionada
del grupo que consiste en M2, M3 y M6 que se definen en la Figura 4. Cuando se interpreta la tabla de la Figura 4 de
la presente solicitud, se hace referencia a las secuencias de GeneBank descritas en la Figura 2. Esto es debido al hecho
de que la secuencia de la ADH7 publicada por Zgombic-Knight et al. (supra) en 1995 no es la secuencia completa,
pero ha sido complementada mas tarde por las referencias de GeneBank descritas en la Figura 2 y referidas en dicha
tabla. Asi, como no existe una numeracion establecida de la totalidad de las secciones secuenciadas hasta ahora, la
presente solicitud usa ambas de estas figuras para identificar las mutaciones acordes con la invencioén. Es de entender
que la presente invencion se refiere a las mutaciones M1-M7 definidas en la presente memoria, asi como a las mismas
mutaciones definidas por cualquier sistema alternativo de numeracion, esto es, a cualquier mutacién funcionalmente
equivalente independientemente de la notacién elegida. En conclusion, el presente sistema de identificacion de las
mutaciones M1-M7 acordes con la invencién permite a los expertos en este campo localizar las mutaciones hoy, asi
como en cualquier secuencia de ADH7 completa en el futuro. Ademds, la presente invencién también permitird el
establecimiento de ubicaciones para mutaciones en genes relacionados, tales como ADHS.

La presente invencidn se refiere a una mutacién seleccionada del grupo que consiste en M2, M3 y M6 como tales,
asi como a los usos especificos de cualquier mutacién seleccionada del grupo que consiste en M2, M3 y M6. Esto es
debido al hecho de que M1 se publicé en realidad antes de la fecha de prioridad de la presente solicitud (Zgombic-
Knight et al, The Journal of Biological Chemistry, 1995, vol. 270, Ejemplar del 3 de marzo, pags. 4305-4311). Sin
embargo, dicha publicacién describia M1 dentro de la secuencia de tipo salvaje presentada en la misma, lo cual los
presentes inventores han demostrado ahora que es erréneo, ya que M1 es de hecho una mutacién asociada con la
enfermedad de Parkinson. Asi, en la publicacién anterior de la secuencia base de M1, los diversos usos ventajosos de
la misma descritos en la presente memoria no pudieron ser previstos, y son por consiguiente aspectos patentables de
la presente invencién. Ademds, la presente invencién se refiere también a la subsecuencia de la secuencia de ADH7 de
tipo salvaje correspondiente a M1 per se, ya que dicha secuencia nunca ha sido descrita antes de la presente invencion.
En realizaciones especificas, la presente invencion se refiere a nucledtidos aislados comprendidos de secuencias de
DNA que incluyen al menos una mutacién seleccionada del grupo que consiste en M2, M3 y M6, o la secuencia de
tipo salvaje correspondiente a M1, y al menos aproximadamente 10 bases de las secuencias adyacentes y/o circundan-
tes mostradas en la Figura 4 y definidas también por las SEQ. ID. NOS. 2, 3y 6 y la SEQ. ID. N° 1, respectivamente.
Dichas secuencias pueden, en realizaciones particulares, estar rodeadas de, o adyacentes a, cualquier niimero de bases
consecutivas de la secuencia humana de tipo salvaje definida en la Figura 1, hasta esencialmente todo de dicha se-
cuencia. Para el uso como sonda, puede ser adecuada una longitud de aproximadamente 10 bases en algunos métodos,
pero los expertos en este campo pueden elegir facilmente una longitud adecuada dependiendo del uso pretendido. En
una realizacién particular, la invencion se refiere a un 4cido nucleico aislado que codifica ADH7, acido nucleico que
difiere de la secuencia publicada anteriormente incluyendo el tipo salvaje correcto en lugar de la mutaciéon M1. La
presente secuencia que codifica ADH7 puede ser genémica o estar comprendida de cDNA.

En una realizacién particular de este aspecto de la invencidn, dicha mutacién es la mutacién denotada como M2,
que estd en una caja TATA putativa. Alternativamente, el nucleétido acorde con la invencién comprende una cualquiera
de las mutaciones M3 6 M6 o cualquier combinacién de las mismas.

Como se mencioné anteriormente, los presentes inventores han identificado por primera vez el gen humano que
codifica la alcohol deshidrogenasa 7 (ADH7) como un gen significativo asociado con la enfermedad de Parkinson en
los seres humanos. Segtn la invencidn, un subconjunto de pacientes que padecen la enfermedad de Parkinson exhiben
una o mas de las mutaciones definidas en la presente memoria, que desencadenan asi la enfermedad. Por consiguiente,
en una realizacién particular de la presente invencion, el nucleétido acorde con la invencién es un gen codificante
de la ADH7 mutante aislado, capaz de desencadenar la enfermedad de Parkinson en un ser humano. Adicional o
alternativamente, el gen mutante aislado acorde con la invencién es capaz de pasar la enfermedad a una generacién
posterior. En el presente contexto, es de entender que la expresion enfermedad de Parkinson debe ser interpretada para
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incluir todas las clases de parkinsonismo. Es de entender también que las formas familiares asi como no familiares de
la enfermedad de Parkinson estdn incluidas en dicha expresion.

En la presente solicitud, el término “4cido nucleico” se refiere a un polimero de desoxirribonucleétido o ribonu-
cleétido bien en forma de hebra tinica o bien de doble hebra, y engloba los andlogos conocidos de nucleétidos naturales
que pueden funcionar de una manera similar a los nucleétidos de aparicién natural. Cuando se hace referencia al gen,
es de entender que estan englobados tanto DNA como cDNA.

Preferiblemente, los presentes nucleétidos comprenden una o dos de las mutaciones definidas anteriormente rodea-
das de, o adyacentes a, la secuencia del ADH7 humano descrita en la Figura 1 y 2 o partes esenciales de la misma. En
realizaciones alternativas, la presente invencion no estd restringida a nucleétidos correspondientes al gen ADH7 hu-
mano completo o partes esenciales del mismo, tales como fragmentos funcionales del mismo, o a andlogos del mismo,
sino que estd limitada solamente por la presencia de una o mds de las mutaciones definidas en la presente memoria,
asi como a cualquier fragmento(s) que rodea(n) la(s) mutacién(es). Cémo son de largos los fragmentos circundantes
estard determinado por el uso futuro pretendido de los mismos, como se discute mds adelante, pero pueden estar en
cualquier punto de un intervalo de aproximadamente 0-50, o aproximadamente 50-100, preferiblemente hasta aproxi-
madamente 300, tal como 200-300, y lo mas preferiblemente hasta 1000 pares de bases del ADH7. Asi, la presente
invencién engloba las mutaciones definidas anteriormente en un entorno ADH7. En una realizacién de la presente
invencion, la secuencia del ADH7 es esencialmente como se define en la Figura 1 y 2, esto es, al menos una mutacién
estd flanqueada por una secuencia que codifica la enzima humana ADH?7. Es de entender que todas las variantes de la
secuencia de nucledtidos del ADH7 descrita en la presente memoria estdn también dentro del alcance de la presente
invencion.

La presente invencion se refiere también a un nucleétido que, bajo condiciones rigurosas, es capaz de realizar una
hibridacién especifica con uno cualquiera de los nucleétidos acordes con la invencién y definidos anteriormente. En
el presente contexto, el término “hibridarse especificamente con” se refiere a la unién, duplicacién o hibridacion de
una molécula solamente con una secuencia de nucleétidos particular bajo condiciones rigurosas cuando esa secuencia
estd presente en una mezcla compleja de DNA 6 RNA. En el presente contexto, el término “condiciones rigurosas” se
refiere a condiciones bajo las cuales una sonda se hibridara con su secuencia diana, pero no con otras secuencias. Las
condiciones rigurosas son dependientes de las secuencias, y serdn diferentes en circunstancias diferentes. El experto
en este campo elegird facilmente las condiciones adecuadas en el presente contexto. De manera general, las condicio-
nes rigurosas se seleccionan para ser aproximadamente 5°C mads bajas que el punto de fusién térmico (Tm) para la
secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos. Tipicamente, las condiciones rigurosas seran aquellas en las
que la concentracién salina sea menor que aproximadamente 1,0 M de i6n Na, tal como aproximadamente 0,01-1,0
M, a un pH de aproximadamente 7,0-8,3, y la temperatura estd entre aproximadamente 30°C y 60°C, dependiendo de
la longitud del nucledtido. También se pueden obtener condiciones rigurosas mediante la adicion de agentes desesta-
bilizantes, tales como formamida. Tal nucleétido acorde con la invencién puede ser de cualquier longitud, de acuerdo
con lo definido anteriormente.

Asi, la presente invencion se refiere también al uso de cualquiera de los presentes nucledtidos como sondas. Como
se usa en la presente memoria, el término “sonda de dcido nucleico” se define como un dcido nucleico capaz de unirse
aun 4cido nucleico diana de secuencia complementaria mediante uno o mas tipos de enlaces quimicos, usualmente por
emparejamiento de bases complementarias, usualmente mediante la formacion de enlaces de hidrégeno. Las sondas
acordes con la invencién pueden incluir bases naturales (es decir, A, G, C 6 T) o modificadas (tales como 7-deazagua-
nosina, inosina, etc.). Las sondas acordes con la invencion pueden unirse mediante otros enlaces distintos a enlaces
fosfodiéster, tales como enlaces peptidicos si la sonda es un 4cido nucleico peptidico (PNA), lo cual es también un
aspecto de la invencidn, siempre y cuando no se interfiera con la hibridacién. Las sondas acordes con la invencidn se
marcan preferiblemente de manera directa, p.ej. con isétopos, cromdforos, lumiforos, cromdgenos etc, o de manera
indirecta, tal como con biotina, a la cual se puede unir més tarde un complejo de estreptavidina. Evaluando la pre-
sencia o ausencia de la sonda, se puede detectar la presencia o ausencia de la secuencia o subsecuencia seleccionada,
preferiblemente una o mas de las mutaciones acordes con la invencién. Tales sondas se usan preferiblemente en la
diagnosis de la enfermedad de Parkinson, tal como en los kits acordes con la invencién, discutidos con mds detalle
mads adelante.

Los presentes nucleétidos se pueden usar también como cebadores, p.ej. para PCR, los cuales pueden estar pre-
sentes, por ejemplo, en un kit. Ademads, como se discute mds adelante, se pueden usar para generar polipéptidos in-
munogénicos o proteinas de fusién para el uso en la generacion de anticuerpos especificos que reconozcan el epitopo
mutante.

Los nucledétidos acordes con la invencién se clonan, o amplifican, mediante cualesquiera métodos in vitro o in
vivo, tal como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la reaccién en cadena de la ligasa (LCR), el sistema
de amplificacién basado en transcripcién (TAS), el sistema de replicacion de secuencias autosostenido (SSR) o la
clonacién y amplificacién basada en células, en donde la célula puede ser cualquier célula adecuada, tal como una
bacteria, una linea celular cultivada, etc. Los expertos en este campo conocen bien una amplia variedad de métodos
de clonacién y amplificacién, véase, p.ej. Sambrook et al., (1989); Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* Ed,
Vol. 1-3).
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La invencidn se refiere también a péptidos, polipéptidos o proteinas sintetizados especificamente para unirse a uno
cualquiera de los presentes nucledtidos, tales como las mutaciones y/o sus secuencias circundantes/adyacentes. En el
presente contexto, los términos “péptido”, “polipéptido” y “proteina” se usan de manera intercambiable para referirse
a un polimero de residuos aminodcidos. Los términos “péptido”, “polipéptido” y “proteina” se aplican a polimeros
de aminodcidos, en los que uno o mds residuos aminodcidos son andlogos quimicos artificiales de un aminoacido
de aparicién natural correspondiente, asi como a polimeros de aminodcidos de aparicién natural. En una realizacién

especifica, la invencion se refiere al péptido presente para el uso como medicamento.

Los péptidos, polipéptidos y proteinas acordes con la invencién se pueden sintetizar usando técnicas quimicas
estandar de sintesis de péptidos, bien conocidas por el experto en la materia. Para la sintesis en fase sélida, véase
p.€j. Barany y Merrifield, Solid-Phase Peptide Synthesis, in The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, vol 2: Special
Methods in Peptide Synthesis. Los presentes péptidos y polipéptidos también se pueden producir usando tecnologia de
DNA recombinante. De manera general, esto implica crear una secuencia de DNA que codifica el péptido deseado, p.ej.
como una secuencia recombinante que codifica el presente péptido como parte de una proteina de fusién, poniendo
el DNA en una caja de expresion bajo el control de un promotor particular, expresando el péptido en un huésped y
aislando el péptido expresado. En el caso de una proteina, se puede requerir su renaturalizacién. Los dcidos nucleicos
que codifican los péptidos o proteinas se pueden expresar en diversas células huésped, que incluyen E. coli., otros
huéspedes bacterianos, levadura, y diversas células eucariéticas superiores, tales como las lineas celulares COS, CHO
y HeLa, y lineas celulares de mieloma. El gen se conectard de manera operable a secuencias de control de la expresién
apropiadas para cada huésped. Para E. coli, esto incluye un promotor tal como los promotores T7, trp o lambda, un
sitio de unién con ribosomas y preferiblemente una sefial de terminacién de la transcripcion.

La expresion de un gen ADH7 mutado puede ser detectada y/o cuantificada detectando o cuantificando el pépti-
do expresado codificado por el nucleétido acorde con la invencién. Estdn disponibles varios medios bien conocidos
por los expertos en la técnica. Estos pueden incluir métodos analiticos bioquimicos, tales como electroforesis, elec-
troforesis capilar, cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia
de hiperdifusién y similares, o diversos métodos inmunoldgicos, tales como reacciones de precipitacién en fluido o
gel, inmunodifusioén (simple o doble), inmunoelectroforesis, radioinmunoensayo (RIA), ensayos inmunoabsorbentes
ligados a enzimas (ELISAs), ensayos inmunofluorescentes, analisis Western blot, etc.

En la presente solicitud, el término “andlogo de ADH7” es para ser interpretado como que comprende cualesquiera
otras alcohol deshidrogenasas distintas a la ADH7. “Anticuerpo” se refiere a un polipéptido sustancialmente codifica-
do por un gen de inmunoglobulina o fragmentos del mismo, que se une de manera especifica a y reconoce un analito
(antigeno). Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de region constante kappa, lambda, alfa,
gamma, delta, épsilon y mu, asi como la mirfada de regiones variables de inmunoglobulinas. Los anticuerpos acordes
con la invencién son elevados a cualquier péptido o polipéptido codificado por una de las presentes mutaciones, opcio-
nalmente junto con regiones de ADH7 flanqueantes. Los anticuerpos son preferiblemente monoclonales, pero también
pueden ser policlonales. Los anticuerpos monoclonales se preparan a partir de células que secretan el anticuerpo de-
seado. Después, los anticuerpos se criban en cuanto a la unién a polipéptidos normales o modificados, o se criban
en cuanto a su actividad agonistica o antagonistica, p.ej. la actividad mediada a través de un péptido acorde con la
invencion. Los anticuerpos monoclonales especificos, monoclonales y policlonales, se unirdn usualmente con un KD
de al menos aproximadamente 0,1 mM, mas usualmente al menos aproximadamente 50 uM y lo mas preferiblemente
al menos aproximadamente 1 uM o mejor. Los métodos de produccién de anticuerpos son conocidos por los exper-
tos en este drea, véase p.ej. Coligan (1991) Current Protocols in Immunology, Wiley Greene, NY; Harlow and Lane
(1989) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, NY y Goding (1986) Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice (2% ed.) Academic Press, Nueva York, NY.

En algunos casos, es deseable preparar anticuerpos monoclonales a partir de diversos huéspedes mamiferos, tales
como ratones, roedores, primates, seres humanos, etc. Se encuentra una descripcién de técnicas para preparar tales
anticuerpos monoclonales en, p.ej., Stites et al. (eds.) Basic and Clinical Immunology (4* ed), Lange Medical Publica-
tions, Los Altos, CA, y las referencias alli citadas. Resumido brevemente, este método procede inyectando a un animal
un inmunogen. Después, el animal es sacrificado y se toman células de su bazo, las cuales se fusionan con células de
mieloma. El resultado es una célula hibrida o un “hibridoma”, que es capaz de reproducirse in vitro. Después, la po-
blacién de hibridomas se criba para aislar clones individuales, cada uno de los cuales secreta una tnica especie de
anticuerpo para el inmunogen. De esta manera, las especies de anticuerpos individuales obtenidas son los productos
de células B simples inmortalizadas y clonadas del animal inmune generados en respuesta a un sitio especifico re-
conocido en la sustancia inmunogénica. Los métodos alternativos de inmortalizacién incluyen la transformacién con
virus de Epstein-Barr, oncogenes, retrovirus etc. La presente invencion se refiere a anticuerpos quiméricos, asi como
a anticuerpos humanizados.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de un nucleétido, anticuerpo o polipéptido acorde
con la invencién en la deteccidn por prondstico y/o diagndstico de mutaciones asociadas a la enfermedad de Parkinson
en pacientes o individuos con una predisposicién al Parkinson, asi como a kits para realizar tal diagnosis. Por tanto,
seglin la invencidn, se puede detectar un gen ADH7 defectivo, que implica un riesgo incrementado de desarrollar la
enfermedad de Parkinson, o alternativamente, establecer la diagnosis de la enfermedad. Tal kit puede comprender uno
o mas de los nucledtidos acordes con la invencidon como reactivos. Alternativamente, el kit acorde con la invencion
comprenderd medios para detectar al menos una de las mutaciones denotadas en la presente memoria como M1-M7,
siendo dichos medios p.ej. cebadores, enzimas de restriccion, etc. El kit también incluira preferiblemente instrucciones
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para su uso. Asi, el gen o producto genético ADH7 puede ser detectado usando un ensayo basado en amplificacién.
En un ensayo basado en amplificacion, todo o parte del gen o transcripto (p.ej. mRNA 6 cDNA) es amplificado,
y después el producto de la amplificacion es detectado. Los ensayos basados en amplificacién son bien conocidos
por los expertos en la técnica, y se encuentran facilmente descripciones en la bibliografia. Las secuencias mutadas
proporcionadas por la presente invencion son suficientes para permitir a un experto seleccionar de manera rutinaria
cebadores para amplificar cualquier porcién del gen ADH7.

La presente invencion se refiere también a métodos de cribado. Todas las mutaciones en la secuencia de nucleétidos
del gen que codifica para la ADH7 humana pueden ser detectadas por cualquiera de los siguientes métodos (a-j), que
se describen en detalle en: (1) Mutation Detection, A Practical Approach, R.G.H. Cotton, E. Edkins y S. Forrest
(editores), The Practical Approach Series, Oxford University press (1998) y (2) Finding Mutations, The Basics, J.R.
Hawkins, Oxford University Press (1997).

(a) Analisis del polimorfismo de conformacién de hebra tnica (SSCA, también llamado SSCP), solo o en
combinacién con andlisis heteroduplex (HA), es uno de los métodos mds ampliamente usados para la
deteccidon de mutaciones.

(b) Electroforesis desnaturalizante en gel con gradiente (DGGE) es el nombre de una familia entera de métodos
similares que se basan en la reduccién en la movilidad electroforética de una molécula de DNA en un medio
denso durante la desnaturalizacion.

(c) El ensayo de proteccion de la ribonucleasa o ensayo de escision de la RNasa (RPA), el ensayo de esci-
sién quimica de desapareamientos (CMM) y la deteccion de mutaciones usando endonucleasa T4 tipo VII
(EMC) son métodos eficaces para detectar desemparejamientos DNA-DNA 6 DNA-RNA causados por
mutaciones.

(d) Hibridacién con sondas oligonucledtidas especificas de secuencias (SSOP) toma ventaja del hecho de que
bajo condiciones rigurosas, un dnico desemparejamiento de un par de bases puede impedir la hibridacién
de sondas oligonucleétidas complementarias cortas.

(e) Ensayos de ligacion tales como el ensayo de ligacién de oligonucleétidos (OLA), comprenden vias adicio-
nales de deteccidn de cambios en secuencias de DNA.

(f) La secuenciacién directa fue el método usado segtin la presente invencidn, a la hora de detectar las siete
diferentes mutaciones (M1-M7) en el gen ADH7 humano, y constituye uno de los métodos mas sensibles
de deteccion de mutaciones.

(g2) Un método bastante nuevo que se origina a partir de la secuenciacion directa se llama minisecuenciacién o
minisecuenciacion en fase sélida.

(h) Amplificacién selectiva de alelos especificos (PASA, también llamada ASA 6 ASP) hace posible detectar
mutaciones ya durante la amplificacion del fragmento de interés por PCR.

(i) Con la prueba de truncamiento de proteinas (PTT), se pueden identificar mutaciones que inducen codones
de parada en la secuencia de DNA después de la traduccién de la secuencia a proteina.

(j) Andlisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restricciéon (RFLP) hace uso de endonucleasas que
reconocen y escinden secuencias de nucleétidos especificas. Las mutaciones en el DNA pueden cambiar la
secuencia de tal modo que una endonucleasa que corta la secuencia de tipo salvaje no puede reconocer y
cortar la secuencia mutada, o puede inducir un nuevo sitio de escisién para una endonucleasa que no corta
la secuencia de tipo salvaje. En la figura 4, se dan ejemplos para endonucleasas de aparicién natural que
se pueden usar para detectar las mutaciones M1-M7. En secuencias que no pueden ser distinguidas por
enzimas de aparicion natural, las mutaciones pueden ser analizadas por andlisis de restriccién con cebador
introducido, un método que altera la secuencia que rodea a la mutacion.

Por tanto, la presente invencion también se refiere a un método de cribado, en el que se detecta al menos una mu-
tacion seleccionada del grupo que consiste en M2, M3 y M6, definidas en la Figura 4 de la presente solicitud, con el
fin de diagnosticar la enfermedad de Parkinson. En una realizacion, un método de cribado acorde con la invencién usa
enzimas de restriccién que reconocen especificamente una secuencia de nucleétidos especifica que rodea a una cual-
quiera de las mutaciones M2, M3 y M6, definidas en la Figura 4, en presencia o ausencia de la mutacion respectiva, en
la diagnosis de la enfermedad de Parkinson. En una realizacién alternativa, se usan agentes biolégicos o quimicos que
detectan desemparejamientos de dcidos nucleicos para detectar cualquiera de las mutaciones M2, M3 y M6 definidas
en la Figura 4 en la diagnosis de la enfermedad de Parkinson.

Mas especificamente, se pueden usar ensayos de amplificacién y sondas de hibridacidn acordes con la invencion
para acceder especificamente a anormalidades en el gen ADH7, el cual, segin la presente invencién, ha sido identi-
ficado como un gen que desencadena la enfermedad de Parkinson. Se pueden usar diversas técnicas de deteccidon en
fase solida, véase p.ej. Fodor ef al. (1991) Science, 251:767-777; Sheldon et al. (1993) Clinical Chemistry 39(4): 718-
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719, y Koza et al. (1996) Nature Medicine 2(7): 753-759. Véase también Tjissen (1993): Laboratory Techniques In
biochemistry And Molecular Biology - Hybridisation with nucleic acid probes, partes I y II, Elsevier, Nueva York.

Ademéds, la invencién se refiere también al uso de ADH7 de tipo salvaje humana aislada, o cualquier molécula
que sea capaz de asumir una funcién faltante de ADH7, o de compensar una falta de funcién de la ADH7 o abolir
una disfuncién de la ADH?7, en la elaboracién de una terapia o un medicamento para tratar la enfermedad de Parkin-
son, preferiblemente la enfermedad de Parkinson causada por una o mas de las mutaciones definidas anteriormente
en el gen ADH7. En una realizacidn alternativa, la invencién se refiere al uso de un alcohol o retinoide metabolizado
normalmente por la ADH7, o cualquier sustituto de la ADH7 alternativo, tal como una enzima, en la elaboracion de
una terapia o un medicamento para tratar la enfermedad de Parkinson, preferiblemente la enfermedad de Parkinson
causada por una o mds de las mutaciones definidas anteriormente en el gen ADH?7. Por tanto, la invencion se refiere
también a una composicién farmacéutica para tratar y/o prevenir la enfermedad de Parkinson causada por una o mds de
las mutaciones descritas en la presente memoria en el gen ADH7. La composiciéon comprende ADH7 de tipo salvaje
en una dosis terapéuticamente eficaz y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un vehiculo acuoso, p.ej.
suero salino tamponado y similares, que sea estéril y esté exento de materias indeseables. En una realizacién alterna-
tiva de este aspecto de la invencion, la composicién farmacéutica comprende un substrato o un producto de ADH7, tal
como un alcohol o retinoide metabolizado normalmente por la ADH7, o cualquier sustituto de la ADH7 alternativo,
tal como una enzima, en una dosis terapéuticamente eficaz y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Si bien el
uso de compuestos retinoides ha sido sugerido antes para la prevencidn y el tratamiento de dolencias y enfermedades
asociadas con el virus del papiloma humano (véase la patente de EE.UU. 5 514 825), la presente invencion sugiere
por primera vez tales usos para el tratamiento o la prevencion de la enfermedad de Parkinson. La cantidad eficaz de
ADHY7 de tipo salvaje como ingrediente activo dependera de la gravedad de la dolencia y el estado general de la salud
del paciente. Una composicién acorde con la invencion también puede comprender excipientes adecuados y sustan-
cias auxiliares segin se requieran, agentes ajustadores y amortiguadores del pH, agentes ajustadores de la toxicidad,
estabilizantes, etc., tales como los usados convencionalmente en la industria farmacéutica. La presente composicion se
puede administrar en diversas formas de dosificacion unitaria, dependiendo del método de administracién. Por ejem-
plo, las formas de dosificacion unitaria adecuadas para la administracién oral incluyen polvo, comprimidos, pildoras,
céapsulas y pastillas para chupar, siendo la preparacion oral la mds preferida por razones de simplicidad. Los métodos
actuales para preparar composiciones administrables por via parenteral son conocidos o evidentes para los expertos en
la técnica, y se describen con mds detalle en publicaciones tales como Remington’s Pharmaceutical Science, 15° ed.,
Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania (1980).

La presente invencion se refiere también a todos los aspectos farmacéuticos discutidos anteriormente, en donde se
usan los previamente descritos péptidos, polipéptidos o proteinas capaces de unirse a un nucleétido que comprende la
secuencia de al menos una mutacion seleccionada del grupo que consiste en M2, M3 y M6.

El uso farmacéutico de la ADH7 segin la invencion se basa en las siguientes rutas propuestas.
1. Implicacion directa de la ADH7 en el metabolismo de retinoides

Recientemente se demostré que una aldehido deshidrogenasa que actda sobre retinoides es expresada especifica-
mente en las neuronas de dopamina de cerebro medio del cerebro de la rata. Para convertir retinal en acido retinoico,
se necesita una alcohol deshidrogenasa y una aldehido deshidrogenasa. Las neuronas de dopamina también expresan
el factor de transcripcién Nurrl, y recientes experimentos de eliminacién (“knock-out”) demuestran que se requiere
este factor para el desarrollo de las neuronas de dopamina, asi como para la funcién apropiada de las neuronas de
dopamina en la vida adulta postnatal. Puede que el Nurrl sea activado en si mismo por el retinoide, lo cual, sin embar-
go, permanece sin ser probado. De manera importante, el Nurrl forma heterodimeros con RXR, que es activado por
el 4cido 9-cis-retinoico. Por tanto, se propone un mecanismo, en el que las neuronas de dopamina son criticamente
dependientes de una combinacion especifica de una aldehido y una alcohol deshidrogenasa (ADH7) necesitadas para
generar retinoides necesarios para activar el control transcripcional mediado por RXR-Nurrl de genes vitales en estas
neuronas.

2. Implicacion de la ADH7 en el metabolismo de la dopamina

Para metabolizar el transmisor dopamina, se necesitan aldehido y alcohol deshidrogenasas. Se propone que la
ADHT sirve a este papel, conduciendo su malfuncién a una acumulacién téxica de metabolitos y dafiando de este
modo las neuronas de dopamina.

3. ADH7 como enzima detoxificante en el tracto gastrointestinal

La ADH7 también puede convertir aldehidos en alcoholes menos agresivos, protegiendo asi de la absorcién de
aldehidos presentes en los alimentos, o generados durante la digestién. Se propone que si la ADH7 es defectuosa,
entonces los aldehidos téxicos alcanzan la circulacién y pasan la barrera sangre-cerebro para dafiar las neuronas
de dopamina. Alternativamente, tales aldehidos conducen a efectos secundarios, dafiando al final las neuronas de
dopamina.

Por consiguiente, hay varias implicaciones importantes de las mutaciones detectadas segtn la presente invencion,
asi como el papel reconocido por primera vez en la presente memoria de la ADH7 y/o enzimas relacionadas.
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En primer lugar, como se mencion6 anteriormente, la presente invencién se puede utilizar en nuevas herramientas
de diagnoéstico. Antes de la presente invencién, no habia ningin modo de predecir o diagnosticar la enfermedad
de Parkinson antes del comienzo de los sintomas. Cuando aparecen los sintomas, tipicamente los pacientes ya han
perdido un nimero muy grande, en realidad, la mayoria, de sus células nerviosas de dopamina. La diagnosis temprana
que permite la presente invencidn, junto con medidas preventivas, serd muy valiosa y satisfacerd una necesidad que
han tenido durante mucho tiempo tanto los médicos como los pacientes. Las herramientas de diagndstico, tales como
ensayos, p.ej. para el cribado de muestras, o métodos similares, en los que se usan los nucledtidos acordes con la
presente invencion, también permiten una subclasificacién de la enfermedad con un valor prondstico, y ayudardn en
la diagnosis diferencial hacia una serie de enfermedades similares a la de Parkinson y los llamados casos Parkinson+.
Unos simples andlisis de sangre serdn suficientes para este fin.

En segundo lugar, la presente invencién proporcionara una base para el desarrollo futuro de nuevas terapias. Dado
que se propone que la ADH7 estd implicada de manera directa en el proceso de la enfermedad, el ahora reconocido
mecanismo de la ADH7 acorde con la invencion formara una base importante para el desarrollo de nuevos productos
terapéuticos y farmacos. Un nuevo farmaco tal es una preparacion farmacéutica que comprende uno o mds agonistas
de retinoides junto con un vehiculo adecuado farmacéuticamente aceptable. Otro farmaco tal es uno que pueda tratar
aldehidos téxicos, asi como uno que pueda compensar la falta de ADH7 como enzima metabolizante de dopamina.
Este puede estar p.ej. en la forma de una pildora, que actda en el tracto intestinal, o cualquier otra forma adecuada
como las discutidas anteriormente. Por tanto, la presente invencidn se refiere también a un método de tratamiento de
un paciente mediante la administracién de un farmaco que compensa la falta de ADH7, p.ej. administrando una dosis
terapéuticamente eficaz de ADH7.

En tercer lugar, la presente invencion se refiere también a modelos animales de la enfermedad de Parkinson. Como
se menciond anteriormente, la enfermedad de Parkinson no existe en los animales, lo cual ha impuesto hasta ahora un
problema sustancial en la investigacion dentro de este campo. Por tanto la investigacion se ha basado en modelos en los
que aquellas neuronas que mueren en la enfermedad humana son dafiadas mecédnica o quimicamente en animales para
generar sintomas similares. Como las mutaciones de ADH7 acordes con la invencién pueden causar la enfermedad
de Parkinson en los seres humanos, las ensefianzas acordes con la invencién permiten ahora, por primera vez, la
generacion de “ratones Parkinson” usando técnicas de acceso a genes. Por ejemplo, en base a la presente invencion,
una vez que los genes correspondientes a la ADH7 se han identificado en el ratén, se puede producir un modelo
de ratén “knock-out” cldsico. Por consiguiente, la presente invencidén también se refiere a animales manipulados
genéticamente, tales como ratones, que contienen una o més de las mutaciones acordes con la invencién. Para producir
un animal tal, se introduce un nucleétido acorde con la invencién en un vector adecuado mediante protocolos estandar.
(Para la produccién de animales transgénicos, tales como ratones, véase la patente de EE.UU. 5 455 169 a nombre de
Mullen, y las referencias citadas en ella). Asi, en los animales acordes con la invencién, el (los) defecto(s) gendmico(s)
humano(s) puede(n) ser replicado(s) de manera precisa, conduciendo a animales que desarrollan una enfermedad con
las caracteristicas humanas. Los animales modelo acordes con la invencidn, preferiblemente ratones modelo, serdn de
gran valor para los investigadores y la industria farmacéutica por igual como herramientas para el desarrollo de nuevos
tratamientos y terapias, tales como medicamentos.

La presente invencion se refiere también a métodos para la diagnosis, prevencion o tratamiento de la enfermedad
de Parkinson. Un método de deteccién de la presencia de una mutacién acorde con la invencién puede incluir, por
ejemplo, las etapas de obtener una muestra bioldgica de un sujeto humano, muestra que se analiza aislando DNA de
dicha muestra, digerir dicho DNA con una enzima de restriccién que escinde en sitios adecuados, y analizar un patrén
de restriccidn de dicha digestion para identificar dicha mutacién. Los métodos para detectar mutaciones en DNA son
discutidos p.ej. por Landegren, U, GATA 9, 1992, pags. 3-8.

Descripcion detallada de los dibujos

La Figura 1 muestra las secuencias de nucle6tidos de exones, pequefias partes de los intrones en los limites exén-
intrén y el promotor para el gen ADH7 humano de clase IV publicado previamente (Zgombic-Knight, et al. (1995),
Journal of Blologlcal Chemistry, vol. 270, p. 4305). Se muestran las secuencias de nucleétidos para todos los nueve
exones, asi como alguna secuencia corriente arriba y corriente abajo de cada uno. Se indica la ubicacién de los ocho
intrones, con sus tamafios aproximados en paréntesis. Los extremos 5’ y 3’ de cada intrén contienen las secuencias
de sitio de empalme GT/AG conservadas, indicadas con asteriscos. El sitio de inicio de la transcripcion se muestra en
la posicién +1 en una adenina marcada con un circulo cerrado. Corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion,
se indican dos sitios potenciales de unién con el factor de transcripcién en el promotor (AP-1 y C/EBP) en base a
emparejamientos de secuencias de consenso. Corriente abajo del sitio de inicio de la transcripcion, se muestra una
caja TATA en orientacién inversa (rev TATA box). La secuencia de aminoécidos predicha de la regién codificante del
ADHT7 de clase IV (corriente abajo del iniciador metionina en la posicién +101) se numera segin la homologia con
ADH de clase I, que se usa para numerar todas las secuencias de ADH vertebradas (Jornvall et al., 1987). La regién
corriente abajo del iniciador metionina es realmente de 373 aminoécidos de longitud, mds corta que la ADH de clase
I debido a la delecién aparente del codén 118, que es advertida cuando se alinean las secuencias de todas las clases
de ADH humana (Satre et al., 1994). El codén de parada se indica mediante un tridngulo y se muestran 64 pb de la
regién 3’ no traducida.

La Figura 2 muestra los registros de GenBank U16286 a 16293 que albergan las secuencias del gen ADH7
humano para el promotor, todos los exones y secuencias intrénicas en una extensiéon mas grande que la mostra-
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da en la figura 1. Los nucleédtidos se agrupan en bloques de 10 nucleétidos con el fin de facilitar la determinacién
de las posiciones de los nucleétidos mutados descritos en lo que sigue y referidos en la Figura 4. Se puede ac-
ceder a la secuencia que se muestra en la figura 2 por internet en la direccién: http://www.ncbi.nhn.nih.gov/htbin-
post/Entrez/query 2uid=642480&form=6&db= n&Dopt=f.

La Figura 3 muestra la Tabla 1, en la que se muestran los cebadores usados para amplificar ocho fragmentos del
gen ADH7 humano, que se describirdn con mds detalle en la parte experimental mds adelante.

La Figura 4 muestra la Tabla 2, en la que fragmentos de secuencias presentes dentro de dichos ocho fragmentos
amplificados acordes con la invencién se comparan con la secuencia de la ADH7 publicada de la Figura 1. Los nimeros
de los nucledtidos se refieren a la Figura 1 y los nucledtidos que no aparecen, o no estdn numerados, son referidos
alli por sus posiciones en las entradas de la base de datos GenBank acordes con la Figura 2. Los nucleétidos mutados
estdn en negrita y subrayados. Se dan ejemplos de enzimas de restriccion utiles para detectar la presencia o ausencia
de las mutaciones para aquellas mutaciones en las que se conocen tales enzimas. Los inventores han encontrado que
la TspRI no es adecuada para la deteccidn de la mutacién M5 a pesar de su capacidad tedrica para ello. No se decidié
si esto dependia de las condiciones experimentales o es un error en la bibliografia que informa de las capacidades de
corte de estas enzimas.

La Figura 5 muestra la distribucion de las siete mutaciones (M1 a M7) en los cinco diferentes alelos (AO-A4)
identificados por los presentes inventores. El alelo de tipo salvaje (AO) es el alelo mds frecuente en la poblacion de
control sueca. Por definicién, no contiene ninguna mutacion.

La Figura 6A muestra las frecuencias de alelos del alelo A1 en pacientes de Parkinson y controles. Las frecuencias
del alelo A1 se determinaron por secuenciacion directa del fragmento 1 en pacientes y controles y comprobacién de la
presencia de M1 que es Unica para Al. Se realizé un test exacto de Fisher sobre todas las diferencias entre pacientes y
controles, y se encontrd que las diferencias entre la poblacién total de pacientes y controles y el subgrupo de pacientes
de casos familiares y controles era altamente significativa. Las razones de probabilidades y los intervalos de confianza
de 95% para las razones de probabilidades se muestran también para todas las diferencias entre frecuencias en controles
y poblaciones de pacientes. Todos los valores p son valores p de dos colas. Esta altamente significativa asociacién del
alelo A1 con la enfermedad de Parkinson sugiere un papel para el alelo Al en la patogénesis de la enfermedad.

La Figura 6B documenta el hallazgo de dos homocigotos para el alelo A1l y tres homocigotos para el alelo A3 entre
los 58 pacientes de Parkinson, mientras que ninguno de los 130 controles sanos se encontré que fuera homocigético
para alguno de estos alelos.

Los presentes inventores supusieron una distribucion binominal de todos los alelos en la poblacién, y tomaron la
probabilidad de una persona de tener dos copias de uno de los alelos mutados como la probabilidad de suceso para
determinar si se esperaria encontrar 2 6 3 homocigotos para Al 6 A3, respectivamente, entre los pacientes. Dadas
las frecuencias de alelo mostradas en la segunda columna en la poblacién de control, la posibilidad de encontrar dos
(o mas) homocigotos para Al entre 58 individuos es muy baja (P<0,01). La posibilidad de encontrar tres (0 mas)
homocigotos para A3 también es baja (P<0,05). Eso significa que la posibilidad de encontrar tanto dos homocigotos
para Al y tres homocigotos para A3 en la misma muestra de 58 individuos es extremadamente baja (P<0,0005). Esta
acumulacién de homocigotos para los alelos mutados A1y A3 sugiere fuertemente ademds una implicacién del ADH7
en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson.

Parte experimental

La presente descripcién experimental se presenta s6lo como ilustrativa de la invencion definida por las reivindica-
ciones apoyadas por la descripcidn, y de ningiin modo pretende limitar el alcance de la invencion.

Procedimiento general

Baésicamente, la presente invencién resulta de un interés en el papel del 4cido retinoico en el sistema de dopamina
nigrostriatal. Las neuronas de dopamina contienen todos los componentes necesarios para el control transcripcional
mediado por 4cido retinoico mediante los receptores nucleares RAR (que se unen a todo el dcido trans-retinoico) y
RXR (que se unen al dcido 9-cis-retinoico) asi como para la transcripcion por Nurrl, presumiblemente activada por
otro retinoide. La enzima aldehido deshidrogenasa 1 (Aldhl, que previamente fue denotada como Ahd2), de la que
se mostré previamente que metaboliza retinaldehido a 4cido retinoico, esta fuerte y especificamente expresada en las
neuronas de dopamina. El retinaldehido es generado a partir de retinol por una alcohol deshidrogenasa, y la isozima
alcohol deshidrogenasa que ha mostrado ser la mds potente para esta conversion in vitro se denota como ADH7 en
seres humanos, perteneciendo a la clase I'V de las alcohol deshidrogenasas.

Ademds, los presentes inventores observaron que el gen para esta enzima se encuentra dentro del cluster de la
alcohol deshidrogenasa en el cromosoma 4q21-25, que estd solapado con el drea de mapeado PARKI1 (4q21-23). La
ADH?7 ha sido mapeada al cromosoma 4q23-34, un drea que solapa parcialmente el area PARK1. Ademds, este area
solapa la region cromosémica con los valores lod mds altos en la familia alemana que muestra ligamiento con esta
region sin tener mutaciones en el gen para la alfa-sinucleina. Por tanto, segtin la presente invencién, se presumié que
el gen para la ADH7 seria un gen candidato muy fuerte para las mutaciones en los casos de enfermedad de Parkinson.

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2306517 T3

Con el fin de verificar esto, se eligié el muy sensible método de secuenciacion directa para buscar mutaciones en la
regién codificante y promotora del gen ADH7. Las secuencias del promotor, todos los exones y partes de los intrones
en los limites ex6n-intrén han sido publicadas por Zgombic-Knight ef al (The Journal of Biological Chemistry, 1995,
vol. 270: “Genomic Structure and Expression of the ADH7 Gene Encoding Human Class IV Alcohol Dehydrogenase,
the Form Most Efficient for Retinol Metabolism in Vitro”).

En primer lugar, se secuencié ADH7 en diez pacientes de Parkinson con historia familiar confirmada de enferme-
dad de Parkinson. Los cebadores usados para amplificar ocho fragmentos se muestran en la Tabla 1 (Figura 3). Se
identificaron cuatro alelos que contenian un total de siete alteraciones de la secuencia del ADH7 publicada (Figuras 1
y 2). El alelo A1 (A1) contiene cuatro cambios respecto a la secuencia de tipo salvaje en cuatro ubicaciones diferentes,
A2y A3 dos cambios en dos loci diferentes y A3 un cambio.

La distribucidn de las siete mutaciones (M1-M7) en cuatro alelos diferentes (A1-A4) se muestra en la Figura 5.

El alelo Al contiene dos Unicos intercambios de nucledtidos, uno de los cuales estd ubicado en el promotor y
el otro en el cuarto intrén (M1 y M6). Adicionalmente, hay una alteracién de la secuencia en el exén 3 (M5) y una
en el exén 6 (M7, véase la Figura 4). Mientras que el intercambio base en el exén 6 es una mutacién silenciosa
(Arg218Arg), el intercambio en el exén 3 conduce a una sustitucion Gly79A1a. A2 contiene ambas de las mutaciones
exonicas presentes en Al (M5 y M7) pero carece tanto de la mutacién en el promotor (M1) como la mutacién en el
cuarto intréon (M6). En el alelo A3, se observé una doble insercidon de pares de bases en el segundo intron (M3) y
un Unico intercambio de nucleétidos en la regién 5’ no traducida (M2). El cambio en la regién 5’ no traducida esta
ubicado en un elemento similar a TATA localizado 22 bases corriente abajo del sitio de transcripcién y en direccién
inversa. Debido a que el gen ADH7 carece de una caja TATA normal 20 bases corriente arriba del sitio de inicio
de la transcripcidn, y no estdn presentes en su promotor otros elementos de secuencia encontrados normalmente en
promotores sin TATA, se propone que este elemento similar a TATA estd implicado en el inicio de la transcripcion. La
funcionalidad de un elemento similar a TATA ubicado alrededor de 20 bases corriente abajo del sitio de inicio de la
transcripcion en direccién inversa se ha mostrado previamente.

El alelo 3 contiene una tdnica sustitucién de bases (M4) ubicada en el segundo intrén, 6 bases corriente arriba del
limite intrén/exon.

Después, las frecuencias de alelo de Al a A4 se determinaron en 58 pacientes de Parkinson y 130 controles sanos
de la misma drea geografica. Catorce de los pacientes tenfan un pariente de primer o segundo grado con enfermedad de
Parkinson confirmada o muy probable. Fueron clasificados como pacientes de Parkinson familiares. Todos los alelos
estaban presentes tanto en los controles como en los pacientes. Se encontr6 que el alelo 1 que contenia el intercambio
Gly79Ala era significativamente mds frecuente en los pacientes que en los controles (figura 6A). La diferencia fue mas
prominente en los pacientes con historias familiares de la enfermedad.

Ademds, se encontré que dos pacientes con antecedentes familiares eran homocigéticos para la mutacién (figura
6B). Esto era un suceso improbable (P<0.01) ya que la frecuencia para homocigosidad calculada a partir de las fre-
cuencias de alelo era s6lo 1 en 468 individuos. No hubo diferencia significativa de frecuencias de A2 entre pacientes
(3,45%; n=116) y controles (6,25%; N=256) y los autores de la invencién no encontraron ningin homocigoto para
A2 entre todos los grupos. También se encontrd que el alelo A3 era igualmente frecuente en los controles y la pobla-
cion total de pacientes de Parkinson (11,14% y 10,34% respectivamente). La distribucién de A3 entre los pacientes
de Parkinson fue sin embargo irregular, con frecuencias de 5,68% (n=88) de los alelos en enfermedad de Parkinson
no familiar y 25% (n=28) en enfermedad de Parkinson familiar. No se encontré que la diferencia entre controles y
en enfermedad de Parkinson familiar fuera significativa (p=0,063). Sin embargo, esta significancia puede haber sido
enmascarada por la alta frecuencia de Al en los casos familiares. Cuando se retiran los alelos Al tanto de los con-
troles como de los pacientes, la diferencia en las frecuencias de A3 entre controles y pacientes también llegé a ser
significativa (razén de probabilidades=4,07; IC 95%=1,5 a 11,03; p<0,01). Tres individuos entre los 58 pacientes eran
homocigéticos para A3, teniendo dos de ellos historia familiar de la enfermedad y siendo uno no informativo en re-
lacién a parientes afectados. La ocurrencia esperada de homocigosidad para el alelo A3 es 1 en 76 individuos, lo que
significa que la ocurrencia de tres 0 mas homocigotos en 58 individuos es significativamente diferente de los nimeros
esperados (P<0,05). No se encontraron heterocigotos compuestos para Al y A3 entre los pacientes. Las frecuencias
de A4 no fueron significativamente diferentes entre los controles (5,21%; n=96) y los pacientes (2,59%; n=116). No
se encontraron homocigotos para A4 en ninguno de los grupos.

Por tanto, los resultados sugieren que hay una asociacion de dos alelos (Al y A3) en el locus ADH7 con la en-
fermedad de Parkinson. Se reportan cinco individuos homocigéticos entre los 58 pacientes investigados bien para Al
(n=2) o bien para A3 (n=3). Suponiendo una distribucién binominal de los alelos en la poblacién y tomando la fre-
cuencia de homocigosidad como la probabilidad de suceso, la probabilidad de que se den los casos homocigéticos por
casualidad es muy baja. La probabilidad de encontrar dos homocigotos para Al (P<0,01) junto con tres homocigotos
para A3 (P<0,05) es incluso mas improbable (P<0,0005). El hecho de que ambos eventos ocurrieran en el mismo ma-
terial sugiere por tanto ademds una correlacidon con la enfermedad. En nuestros casos con historia familiar, A1 juntos
A3 ascendieron a mas que la mitad (53,5%) de todos los alelos presentes.
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Cribado de mutaciones

Se extrajo DNA de muestras de sangre de 58 pacientes ambulatorios de Parkinson consecutivos segin protocolos
estandar. Todos los pacientes cumplian los criterios de diagndstico reconocidos para la enfermedad de Parkinson. Ca-
torce de los pacientes tenfan uno o mds parientes de primer o segundo grado con enfermedad de Parkinson confirmada
o muy probable. Entre los restantes 44 pacientes esporddicos, diez presentaban otros casos de temblor en sus familias.

Todos los pacientes fueron informados sobre el objetivo del estudio, y el estudio estaba aprobado por el comité
ético sueco (presentado bajo Dnr. 96-377).

Los cebadores mostrados en la Tabla 1 (Figura 3) se usaron para amplificar ocho fragmentos del gen ADH7 humano
que contiene las regiones codificantes y 5’ regulatorias.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se llevo a cabo segtin protocolos estandar usando DNA polimerasa
Taq (SIGMA). Se ejecutaron 35 ciclos con 94°C durante 40 segundos, 56°C durante 45 segundos y 72°C durante un
minuto.

Después de la PCR, las muestras se hicieron correr en geles de agarosa al 1% de bajo punto de fusién y se
visualizaron usando transluminacién UV después de una tincién con bromuro de etidio. Después, se fundieron los
trozos de gel que contenian los fragmentos amplificados y se extrajo el DNA (kit de purificacion de DNA PCR preps,
SDS) segtn las instrucciones del fabricante.

Después de la purificacion a partir de los trozos de gel de agarosa, se secuenciaron los fragmentos de DNA (kit de
secuenciacion de ciclos con terminadores radiomarcados Thermo Sequenase, Amersham) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los productos de reaccion se hicieron correr en geles de secuenciacioén de acrilamida al 6% (National
Diagnostics). Se puso una pelicula (Sterling Diagnostic Imaging) sobre los geles para autorradiografia.

Cuando se compara la secuencia de los ocho fragmentos amplificados con la secuencia publicada (Zgombic-Knight
M, supra, nimero de accesion genebank U16286-U16293), que se describe en las Figuras 1 y 2 de la presente solicitud,
se encontraron las alteraciones descritas en la Tabla 2 (Figura 4) (los nimeros de nucleétido se refieren a la Figura 1,
los nucleétidos que no aparecen, o no estdn numerados, son referidos alli por sus posiciones en las entradas de la base
de datos GenBank mostradas en la Figura 2).
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REIVINDICACIONES
1. Uso de una secuencia de dcidos nucleicos que incluye al menos una mutacién seleccionada del grupo que
consiste en las mutaciones de ADH7 M2, M3 y M6, como se definen en SEQ. ID. NOS. 2, 3 y 6, respectivamente, y al

menos 10 bases de las secuencias adyacentes y/o circundantes mostradas en la Fig. 4, en la diagnosis de la enfermedad
de Parkinson.

2. El uso segtn la reivindicacion 1, en donde dicha mutaciéon de ADH7 es M2 (SEQ. ID. N° 2).

12



ES 2306517 T3

SEQIDNO 1
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Fig. 2

011842473 gb (T 6206 1 HBADRVIZ1 Gen de la alcohol deshidrogenasa de clase IV (ADH7) humana, exén 1

ACCATAGTCA TCCATATTIGA TATTTTATAT CATCTCAACT TCTCTTOCCC AAACTTGACC TACTGITGCA ATTATTTIAC ATTTUCTTGG
CTICTGITTTC ATITATATTT AATICCAGAA ACCACATCAA GICTTTGCAG AATGAAGTAG AGCATTAAGA AGTAGAGATC TACACACGOA
TCTCTAMMAT CAGCCATGUC TAGGCAAAQGC AGCTTGCACT TAAACACCCA ATACATTTIT CATGATTGTG TTGAMGTGAR GTANGCTARG
CCOTTITTAT ATCCTYCAAA ATAAGGTGGA TAGGAATGCT TTCAGCCCTT TICAATAGCT TTGATTATCT TGTITTIGIT AGATCOOTCE

AGTTAMGG GYGCTTTOGH
ACCCTTCTCC ATTGAGGAAR TAGAAGTIGC CCCACCAMAG ACTAAAGAAG TTCGCATTAA GGTAAGCOTG AGCCTTAGAG AACTTANGCC
AAAAGOGTTA TCAMCTTAT ATTGAATATA GCACTGTTIGT GAGGCTGGAT TCTTAAATAA GGAGATGCTT CCCATGTTTG GAGTATTAAT
TCCTTTACTG GCTCTTATAT ATIGITAAGG ATCTGGTIGT ACTOGATGTG AAAITAATGA GITCATIATC C

>g118424751gb|U16288 1 RSADEVITS Gen de la alcohol deshidrogenasa de clase [V (ADH7) humana, exén 3

AACAATTATA ATTICTTCAA GAAGTTAMAT ATTCTCCCAA CAGTGAAATS ATCAGTTTGT TGATICGTGC AATGTTTITG TCTITGAACA
CAGATTTTGG CCACAGGAAT CTGTCGCACA GATGACCAYG TGATAAMAGE MCAATGGTG TCCAAGITIC CAGIGATIGT GGGACATGAG
GCAAMCTGGGA TIGTAGAGAG CATTGGAGAA GGAGTGACTA CAGTGAAMYE AGGTATATGC AGGTGTCAAR CCACAAGTTY GAMATAATTA
GGCTTIGATT, AGCCTATCAA AGGAAATAGC ACACACTAGG AATTATTAGA GGGATCC

>9116424761gbI U1 6289 | READAVIXL Gen de la alcohol deshidrogenasa de clase IV (ADH7) humana, exones 4-5
CCTCAACCTT TAGAAGGCAA ACTIACGGTG TTTATAMCC TTAGAATATA TTTITAAAAG TTTTACCTAT AGTATGOGCT CAATTCACAT

>g116424774gb) U16230 I HSADKVIIS Gen de la alcohol deshidrogenasa de clase IV (ADH7) humana, exén 6

GAGTTCACTC ATGATITGIG TTTTTAALTG GAGUCCCTTT TCAGGTTICA CTITTTIGACT CTAACAGCTA ACATGTTCAR GAACATICCT
mmmmmmmmmmtm
CATCTAGGAT GACCTCAACA ANGACARATT TGAGAAGGIC ATGOCTGTAG GYGCCACTGA GTGTATCAGY CCCAAGGACT
CTACCAAALE CATCAGTGAG GTGCTGTCAG AAATGACAGG CAACAACGTG GGATACACEY TTGAAGTTAT TGGGCATCTT GAAMCCATGG
TAAGACCCCA AMATTTG

>qi16424781gh1016281 [ RSADAVIIE Gen de la alcohol deshidrogenasa de clase IV (ADH7) humana, exén 7

AACGATCTCC TCCGTTTTAA ACTCAGATTG ATGCCTOGGC ATCCTOCCAL ATGAACTATG GGACCAGCGT GGTTGTAGGA GTTCCTCCAT
CAQCCAAGAT GCTCACCTAT GACCTOATGT TGCTCTICAC TUGACGCACA TGGAAGGGAT GTGTCITIGG AGSTCAGGAA ACCAAAGCCT
CIGGATGGGG AGTGATOGCT TTCACTCTGS TOCTTGGCAA GTGUGAGAAG CCTGITTCCY CAGGOCTTTC TYCCAAGAAY CAGTATGAAG
TCATCT

>gli642479|gbI1ULE292{HSADRVII? Gen de la alcohol deshidrogenasa de clase IV (ADH7) humana, exén 8
AACACAGGUA AAGTCATAGT GCAGGAMGA GAAGGAATAA ATATAACATA ATAAAAGATA AGGATTATTY AGTAATGICT AAAGAGAAAA

VGTCTGCTTA TTTOCAGGTT TGAAMAGIMG AGATGATGTC CCAAMACTAG TGACTGAGTT CCTGGCAAAG AMATTIGRCE TGIACCAGTT
GATAACTCAT GTTTTACCAT TTAAAMAAMT CAGTCAAGGA TTTGAGCTGC TCAATTCAGG ACAAAGGTAA CTCTTICTTA TGATGA

»¢116424801qb1UI6293 IRSADHVITE Gen de la alcohol deshidrogenasa de clase IV (ADH7) humana, exén 9,y
cds completo

TTAMCTATC CTTTCTTGAA AGATATGAAA ACAAGTIZATT AAMACTTTC ATTTTACATT TCAGCATTCS AACGGTICTG ACCTTITGAG
ATCCAAMGTT GIAGGAGTTC TGIGTTGTCA TGGTGAACTG GAGCTTTZTTT TCTGAGAGTT CCC
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Fig.3
Numero de  Tamaiio Contenido Cebadores directos e inversos
fragmento
T 450pb  Region promotora, ULTR 5" 1-F AATCAGCCATGCCTAGGCAAA

¥ primer exén. I-R GGAGGGGACAGAAATGTICCA

2 405pb  Segundo exén y partes de 2-F GGCTGCATGTCTCATGCCTT
intrones flanqueantes 2-R CCAAACATGGGAAGCATCTCC

3 260pb  Tercer exén y partes de 3-F CAGITTGTTGATTGGTGCAATGTT
intrones flanqueantes 3-R TGTGTGCTATTTCCTTTGATAGGCT

4 510pb  Cuarto y quinto exén y 4-F ATGGGCTCAATTCACATTTGIT
cuarto intrén y partes de 4-R AACTAGCCTACCCTGTTICTT
intrones flanqueantes

] 340pb  Sexto exén y partes de 5-F TTCAGGTTTCACTTTTTGACCC
intrones flanqueantes 5-R CAAATTTTGGOGTCTTACC

6 260pb  Séptimo exén y partes de 6-F ATCTCCTCCGTTTTAAACTC
intrones flanqueantes 6-R CTCATTCTTGGAAGAAAGGCC

7 265pb  Octave exén y partes de 7-F ACAGGGAAAGTCATAGTGCAGG
intrones flanqueantes 7-R TCATCATAAGAAACAGTITAC

] 135pb  Noveno cxén y partes de &-F TCCTTTCTTGAAAGATATGAA
intrones flangueantes 8-R CTCCAGTTCACCATGACAACAC
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Fig. 4
Frag- L . ia de ti Secuencia mutada Enzima de .
Nombre mento L.[l’m'a s“u::;;.,:j: pe (Ias mutaciones en negrita pestriccion Tipo df’
Ne cton ’ estan subrayadas) (ejemplos) ~ Mutacion
Mi i pro- -102 2 -88 -102 a -88 Al { intercambio de
motor TITATAAGYTGGTCT TITATAAGCTOGICT cCwiJl nucleatido
tnico
M2 ] UTR +20a+32 +20 a +32 interrupcion
5 TGTTATATACAAC TGTTACATACAAC Mas M de caja TATA
putatitva
M3 2 segundo En GDB U16287 n° 415 En GDB 116287 n° 415 insercion
intron a 426 2426 - de 2pb
AAATAAGGAGAT AAATAAGGOGAGAT
M4 3 segundo  En GDB U16288 n° §1 En GDB U16288 n° 81 BsiHKAl  intercambio de
intron 95 a9s Bspi286f nucledtido
TCTTTGAACACAGAT TCTTTAAGCACAGAT unico
MS 3 tercer EnGDB U16288n°205 En GDB U16288 n° 205 intercambio de
exén 2218 2218 OPRD  ninoicidos
OQAGAAGGAGTGAC  GGAGAAGCAGTGAC Gly79Ala
M6 4 cuarto  EnGDB U16289 n®274 En GDB 116289 n°274 intercambio de
intrén 2287 al87 - nucledtido
ACATITTTCCTATG ACATTTGTCCTATO unico
MT S sexte. EnGDB U16290n° 180 Fn GDB U16290 n° 180 mutacion
exén 5194 2194 Hinf1 silenciosa
GCATCTAGGATCATT _ GCATCTAGAATCATT Arg218Arg
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Fig. S
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Fig. 6A
Frecuencia de Nimero de Razén de IC de 95% para "
alelo alelos investigados probabilidades la razén de probab. valorp

Controles 4,62% 260 - - -
Casos
no familiares 10,23% 88 2,334 0,9365 a 5,796 0,07
Casos 28,57% 28 5
familiares \S7% 8,267 3,028 a 22,565 0,0002
Total de 14,66% 116 3,549 1,635 7,703 0,0014
pacientes ? ” : : :

Fig. 6B

Numero de Numero de homocigotos

homocigotos ) tos
( N
cn controles (n=13g) " PAcientes de EP (n=38)

Namero de alelo  Frecuencia de alelo
cn controles (n=260)

.t b e S T e ——— A —a——tt e o ese - .-t e s e e

Al 4,62% 0 2 <0,01

A3 1,15% 0 3 <0,05
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> KAROLINSKA INNOVATIONS AB

<120> NUCLEOTIDOS DEL ADH7
<130> 55828

<140>
<141>

<160> 7
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210>1

<211> 15

<212> DNA
<213> HUMANO

<400> 1
tttataagtt ggtct

<210>2

<211> 13

<212> DNA
<213> HUMANO

<220>
<221> mutacioén
<222> (6)

<400> 2
tgttacatac aac

<210>3

<211> 14

<212> DNA
<213> HUMANO

<220>
<221> mutacién
<222> (7)..(8)

<400> 3
aaataagggg agat

<210>4

<211> 15

<212> DNA
<213> HUMANO

15
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<220>
<221> mutacién
<222> (8)

<400> 4
tctttgagea cagat

<210> 5

<211> 14

<212> DNA
<213> HUMANO

<220>
<221> mutacién
<222> (8)

<400> 5

ggagaagcag tgac

<210> 6

<211> 14

<212> DNA
<213> HUMANO

<220>
<221> mutacién
<222>(7)

<400> 6
acatttgtce tatg

<210>7

<211> 15

<212> DNA
<213> HUMANO

<220>
<221> mutacion
<222> (9)

<400> 7

gcatctagaa tcatt
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