ES 2 364 210 B2

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 364 21 0

ESPANA .
@NUmero de solicitud: 201030214
@Int. Cl.:
C12Q 1/68 (2006.01)
@ PATENTE DE INVENCION CON EXAMEN PREVIO B2

@ Fecha de presentacién: 16.02.2010

Fecha de publicacion de la solicitud: 29.08.2011
Fecha de la concesion: 02.03.2012

Fecha de anuncio de la concesion: 14.03.2012

Fecha de publicacion del folleto de la patente:
14.03.2012

@ Titular/es:

UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA
CAMPUS UNIVERSITARIO

AVDA. DE ELVAS, S/N

06071 BADAJOZ, ES

@ Inventor/es:

GARCIA-AGUNDEZ PEREZ-COCA, JOSE AUGUSTO y
GARCIA MARTIN, MARIA ELENA

Agente/Representante:
Carpintero Lépez, Mario

Tl'tulo: METODO PARA LA DESAMBIGUACION DEL METABOLISMO ACETILANTE DE UN

INDIVIDUO.

@Resumen:

La presente invencion se encuadra en el campo de la
medicina personalizada. En particular, la presente
invencion se refiere a un método para la
desambiguacién del metabolismo acetilante del gen
NAT2 de un individuo. Este método es de utilidad
para la prediccion del metabolismo de farmacos por
parte de un individuo concreto con la finalidad de
minimizar los riesgos de posibles efectos secundarios
provocados por un determinado farmaco.

Fig. 1

Tablasde
probabilidades
segun origen segun asociacion
étnico de SNPs

Tablas de
probabilidades

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 40.2.8 LP.




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2364210 B2

DESCRIPCION

Meétodo para la desambiguacién del metabolismo acetilante de un individuo.
Campo de la invencion

La presente invencién se encuadra en el campo de la medicina personalizada. En particular, la presente invencién
se refiere a un método para la desambiguacion del metabolismo acetilante del gen NAT?2 de un individuo. Este método
es de utilidad para la prediccién del metabolismo de farmacos por parte de un individuo concreto con la finalidad de
minimizar los riesgos de posibles efectos secundarios provocados por un determinado farmaco.

Antecedentes de la invencion

El metabolismo de los farmacos comprende un conjunto de reacciones bioquimicas que resultan en modificaciones
de su estructura. Estas modificaciones pueden producir metabolitos inactivos, metabolitos activos o productos meta-
bélicos con actividad farmacoldgica distinta a la del farmaco original. En la fase I del metabolismo de los farmacos,
suelen darse oxidaciones, reducciones o hidrolisis. Estas reacciones suelen introducir en la estructura del farmaco un
grupo reactivo que lo convierte en mds activo quimicamente. En la Fase II, suelen darse reacciones de conjugacion,
que por regla general, inactivan el firmaco y favorecen su eliminacién renal o biliar. La mayoria, aunque no todas las
reacciones de la fase 2 tienen lugar en el higado. La enzima N-acetiltransferasa tipo 2 (NAT?2), participa en la fase
IT o metabolismo hepético de los medicamentos. Segin sus polimorfismos genéticos, y de acuerdo con su capacidad
acetilante, los pacientes se clasifican en acetiladores lentos, medios o rapidos.

Entre los farmacos que se acetilan de forma polimérfica por la enzima NAT?2 se encuentran fAirmacos antituberculo-
sos como la isoniacida, o la rifampicina, asi como metabolitos de otros formacos como el metamizol o el clonacepam.
Tradicionalmente la clasificacién se hacia en base a ensayos fenotipicos llevados a cabo con sustratos como la cafeina
o la isoniazida. Mds recientemente, andlisis en el gen que codifica la enzima NAT2, que se encuentra en el cromosoma
8p22 han permitido la identificacién de varias decenas de alelos NAT2. Los individuos que son acetiladores rapidos,
llevan uno o dos alelos que codifican para enzimas de alta actividad (NAT2*4 y NAT2*12) mientras que los acetila-
dores lentos tienen dos alelos de baja actividad. La actividad enzimadtica resultante de la combinacién particular de
alelos de cada individuo determina, no solo la concentracién el fairmaco, si no también su eficacia y su toxicidad. Asi,
la capacidad acetilante de los individuos condiciona mucho el espectro de antibidticos que toleran. Por ejemplo, en
individuos sometidos a tratamientos contra la tuberculosis, los acetiladores lentos presentan una mayor probabilidad
a desarrollar polineuropatias y hepatotoxicidad. De hecho, a dosis terapéuticas, existe una elevada asociacién entre el
genotipo NAT?2 y el dafio hepético severo, incluyendo el cancer de higado y vesicula. Por lo tanto, el genotipado de
NAT?2, previo a la terapia servirla para evitar dafios adversos en los pacientes y para personalizar la dosis terapéutica
mas apropiada de este tipo de farmacos (Ohno et al., 2000. Int. J. Tuberc. Lung. Dis. 4:256-261). La determinacién
del genotipo NAT?2 en la prictica clinica esta dificultada por la existencia de combinaciones ambiguas de haplotipos
que lleva a equivocaciones en la clasificacién de los pacientes. Métodos para el genotipado de NAT2 en la practica
clinica van desde el andlisis por amplificacién-restriccion, PCR, la secuenciacidn, a los microarrays. Sin embargo, es-
tos métodos no pueden resolver el genotipo cuando existen varias posibles ordenaciones de mutaciones que conducen
a diferentes fenotipos acetiladores. Como consecuencia los esfuerzos para evitar dafios hepaticos irreversibles debido
a la sobredosis en pacientes con fenotipo acetilante lento, no encuentran una solucién efectiva. Para solucionar este
problema se han disefiado diversas estrategias basadas en estadisticas para reconstruir los haplotipos NAT?2 (Stephens
et al., 2001; Stephens and Donnelly 2003; Golka et al., Arch Toxicol 2008, 82:265-70)

No obstante, estos métodos se basan exclusivamente en algoritmos matemdticos asumiendo que los diferentes
haplotipos se asocian entre ellos de acuerdo con Leyes matematicas de probabilidad. En la naturaleza esto no ocurre
pues la presién evolutiva disminuye la esperanza de vida de los individuos portadores de aquellas combinaciones
peor adaptadas, impidiendo en ocasiones incluso que lleguen a producir descendientes por lo que, en la naturaleza, la
probabilidad de que una combinacién determinada se de no obedece a leyes tinicamente probabilisticas si no también
biolégicas.

Un estudio comparativo entre los resultados que predicen el método matemaético y lo que ocurre en la naturaleza,
demuestra que la determinacidn del genotipo NAT2 no puede ser resuelta claramente mediante técnicas de prediccion
matematicas. En este estudio, un 0.8% de los individuos fueron clasificados erroneamente cuando se utilizaron tdnica-
mente los algoritmos matemadticos para la prediccion (Agundez et al., Clinical Chemistry 2008 54:8). El método de
desambiguacion descrito en dicho estudio se basaba en el andlisis de haplotipos para 7 polimorfismos comunes en el
gen NAT2 (191, 282, 341, 481, 590, 803 y 857), sin embargo, tenia el problema de que estaba limitado a datos recogi-
dos solo para la raza caucdsica y por tanto solo es aplicable a la desambiguacion del fenotipo acetilador en individuos
de esta raza. Ademas este método no proporciona la indicacién de la probabilidad de prediccién correcta.

La presente invencidn proporciona un método para la desambiguacion del fenotipo acetilador que no solo soluciona
estos problemas sino que ademds tiene la ventaja de que se basa en el estudio de 4 polimorfismos en vez de 7 lo
cual representa una disminucion sustancial del trabajo analitico. El método, ademads, permite directamente inferir el
fenotipo acetilador a partir de diplotipos en vez de haplotipos lo que evita el paso de tener que deconstruir los genotipos
para luego reconstruirlos por prediccioén de haplotipos. Por tltimo, el método de la presente invencidn es aplicable para
la desambiguacion del fenotipo acetilador de cualquier individuo independientemente de su raza.
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1: esta figura representa esquemadticamente los pasos del método para la desambiguacién del fenotipo ace-
tilador del gen NAT?2 de la presente invencion.

Descripcion de la invencion

La presente invencion tiene por objeto un método para la desambiguacion del fenotipo acetilante del gen NAT2 de
un individuo que comprende las etapas de:

@) Determinacion de al menos uno de los puntos polimérficos 191, 341, 590 y 857 del gen NAT2 de dicho
individuo,

(i)  Generacién de un valor numérico de cuatro cifras, cada una de ellas correspondiente a cada uno de los
puntos polimérficos determinados en (i), donde el nimero 0 implica que no existe ninguna mutacién para
dicho punto polimérfico, el nimero 1 implica que existe un alelo mutado y otro no mutado para dicho punto
polimérfico, el nimero 2 implica que existen 2 alelos mutados para dicho punto polimérfico y el nimero 3
implica que no se determind ese punto polimérfico de manera que:

a. Si se han determinado los 4 puntos polimérficos, se pasa a la etapa (iii).

b. Si no se han determinado los 4 puntos polimdrficos se calculan las posibles combinaciones de puntos
polimérficos no determinados en funcidn de los factores de ponderacion por origen étnico (obtencién
del factor de ponderacién) segtin la siguiente tabla 1:

TABLA 1
Posicidn Caucéasicos Orientales Africanos
191 0 = 98.9% 0 = 100% 0 = 87.8%
1 =1.1% 1 = 0% 1 =11.8%
2 = 0% 2 = 0% 2 =0.4%
341 0 = 30.4% 0 = 93.5% 0 = 33.9%
1 = 49.5% 1 = 6.4% 1 = 48.6%
2 = 20.2% 2 =0.1% 2 =17.5%
590 0 = 52.9% 0 = 55.6% 0 = 54.8%
1 = 39.6% 1 = 37.9% 1 = 38.5%
2 = 7.4% 2 = 6.5% 2 = 6.8%
857 0 = 96.3% 0 = 75.4% 0 = 95.2%
1 = 3.7% 1 = 22.9% 1 = 4.8%
2 = 0% 2 =1.7% 2 =0.1%

y se pasa a la etapa (iii).
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(i)  Inferencia la probabilidad del fenotipo concreto del individuo mediante la siguiente tabla de conversion de
diplotipos en fenotipos:

TABLA 2

Diplotipo
0000
0001
0010

0011
0100
0101

0110
0111
1000
1001
1010
1011
1100
1101
1110
1111

(iv)  Aplicacién de los factores de ponderacién de origen étnico para cada diplotipo obtenidos en el paso (ii)
en aquellos individuos en los que no se han determinado los cuatro puntos polimdrficos para predecir la
probabilidad de cada fenotipo.

La etapa (i) del método implica el andlisis y determinacién de al menos uno de los puntos polimérficos 191, 341,
590y 857 del gen NAT?2 del sujeto de estudio. Los polimorfismos presentes en estas posiciones del gen NAT?2 consisten
en las siguientes sustituciones de nucle6tidos: 191 (rs1801279, CGG = CAG) que induce un cambio de aminodcido 64
R [Arg] = Q [GIn]; 341 (1s56935242, ATT = ACT) que induce un cambio de aminodcido 114 I [Ile] = T [Thr]; 590
(rs1799930, CGA = CAA) que induce un cambio de aminoédcido 197 R [Arg] = Q [GIn]; y 857 (rs1799931, GGA
= GAA) que induce un cambio de aminoécido 286 G [Gly] = E [Glu]. Cada uno de estos cambios de aminodcido
induce una alteracién en la enzima que se traduce en una marcada disminucién de la actividad enzimética y por lo
tanto en la capacidad de acetilar firmacos en los portadores de estas mutaciones.

La determinacién de estos puntos polimérficos implica la identificacién de la presencia o ausencia de estas muta-
ciones a partir de muestras biolégicas del individuo objeto de analisis. Esta identificacion se puede hacer por cualquier
técnica comun utilizada en biologia molecular como por ejemplo por PCR o por secuenciacion.

En una realizacién particular y preferida de la invencién se lleva a cabo la determinacion de los 4 puntos polimér-
ficos.

La informacién obtenida acerca de cada punto polimoérfico del gen NAT?2 sirve para llevar a cabo el paso (ii).
Este comprende la asignacion de un cédigo numérico a cada individuo analizado en base a la presencia o ausencia de
mutaciones para cada uno de estos puntos polimoérficos en cada uno de los alelos del gen NAT2 del individuo. El valor
numérico del individuo, por tanto, representa el diplotipo del individuo para el gen NAT2.

La realizacion preferida de la invencién comprende el andlisis y determinacién de los cuatro puntos polimérficos
(191, 341, 590 y 857) del gen NAT?2 pero en caso de que no se disponga de datos sobre alguno de ellos el método
de la presente invencion permite atdn asi la prediccion del fenotipo acetilante del individuo mediante la aplicacién de
un factor de ponderacién étnico. La aplicacion de factor de ponderacion étnico permitird calcular la probabilidad de
que en realidad ocurran cada uno de los diplotipos posibles, que serd diferente dependiendo de la raza del individuo
analizado. Este factor de ponderacion se aplicard en el tltimo paso del procedimiento para calcular la probabilidad
real de que el individuo sea un acetilador rdpido, lento o intermedio.
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El factor de ponderacién se aplica para cada uno de los puntos polimérficos no determinados segun las probabili-
dades especificadas en la tabla 1. Los datos de esta tabla se obtuvieron del andlisis de las frecuencias de cada una de
las mutaciones en varios miles de muestras de DNA de individuos de distinto origen étnico. Para ello se purific6 ADN
gendmico de cada individuo y se determind la presencia de mutaciones por técnicas de amplificacion alelo-especifica.

En la practica la asignacién de los valores numéricos en el paso (ii) del método funcionaria de la siguiente forma:

A- Analisis del genotipo en la posicién 191, con cuatro opciones: 0= no existen mutaciones; 1 = existe un alelo
mutado y otro no mutado; 2 = existen dos alelos mutados; 3 = no se determiné esa mutacion.

B- Andlisis del genotipo en la posicién 341, con cuatro opciones: 0= no existen mutaciones; 1 = existe un alelo
mutado y otro no mutado; 2 = existen dos alelos mutados; 3 = no se determind esa mutacion.

C- Analisis del genotipo en la posicién 590, con cuatro opciones: 0= no existen mutaciones; 1 = existe un alelo
mutado y otro no mutado; 2 = existen dos alelos mutados; 3 = no se determiné esa mutacion.

D- Andlisis del genotipo en la posicién 857, con cuatro opciones: 0= no existen mutaciones; 1 = existe un alelo
mutado y otro no mutado; 2 = existen dos alelos mutados; 3 = no se determind esa mutacion.

Una vez que se ha asignado un valor numérico que defina el diplotipo del individuo, se infiere la probabilidad del
fenotipo concreto del individuo aplicando la tabla 2 de conversion de diplotipos en fenotipos. Los datos obtenidos en
la Tabla 2 son el resultado del andlisis de varios miles de cromosomas realizados en el laboratorio de los inventores. Se
purificaron muestras de DNA gendémico y en cada individuo se determind la presencia y el nimero de copias de cada
una de las mutaciones por procedimientos de PCR alelo-especifico y por amplificacién-restriccion. Se ha procedido
también a secuenciar el ADN para elucidar casos que no eran concluyentes por los métodos anteriores.

En el caso de que no se hubieran determinado todos lo puntos polimérficos habria que llevar a cabo el paso
adicional de calcular la probabilidad combinada para cada diplotipo posible aplicando el factor de ponderacién étnico
descrito segtin la tabla 1.

Para entender como llevar a cabo el método pondremos el ejemplo de un paciente oriental al cual no se determiné
la posicién 857.

Tras el andlisis de las otras tres posiciones se determina que este individuo tiene un genotipo 1103. En este caso
primero habria que especificar cada uno de los diplotipos posibles, estos serian los siguientes 1100, 1101 y 1102.
Teniendo en cuenta el origen étnico oriental del individuo y de acuerdo con la tabla de probabilidades segin origen
étnico (tabla 1) se obtendria que la probabilidad de que tenga un diplotipo 1100 es de un 75.4%, un 22.9% para el
diplotipo 1101 y un 1.7% para el diplotipo 1102.

Ahora si observamos en la tabla de conversion de diplotipos en fenotipos se observa lo siguiente para cada uno de
los posibles diplotipos

Diplotipo Lento Intermedio Rapido
1100 60.0% 40.0% 0%
1101 100% 0% 0%
1102 100% 0% 0%

Al combinar los resultados de los diplotipos posibles y factor de ponderacién, globalmente, la posibilidad de
que el individuo con cédigo 1103 tenga un fenotipo lento serd = (75.4%60.0) + (22.9%¥100) + (1.7*100) = 69.8%.
La probabilidad de que el fenotipo sea intermedio es (75.4%40.0) + (22.9%0) + (1.7*0) = 30.1%, y finalmente la
probabilidad de que tenga un fenotipo rdpido serd (75.4*0) + (22.9%0) + (1.7%0) = 0%. Estos son los valores finales
que se obtienen en este caso.

En otro aspecto la presente invencién hace referencia a un programa informdtico que comprende medios de cédigo
de programa informatico adaptados para realizar las etapas del método para la desambiguacion del fenotipo acetilante
de NAT?2 de la presente invencién cuando dicho programa se ejecuta en un ordenador, un procesador de sefial digital,
una disposicion de puertas de campo programable, un circuito integrado de aplicacion especifica, un microprocesador,
un microcontrolador, y cualquier otra forma de hardware programable.
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Modo de realizacion de la invencion

Los inventores recogieron datos bioldgicos relativos a las combinaciones de haplotipos NAT?2 en base a polimor-
fismos genéticos conocidos (SNPs) y extrajeron de estos datos informacion relativa al peso especifico de cada uno
de estos SNPs en funcién de la raza del individuo. Dichos datos bioldgicos se recogieron sobre una poblacion total
de 4500 individuos dentro de la cual 2300 individuos eran de raza caucdsica, 1100 individuos eran orientales y 1100
individuos eran de raza africana.

El anélisis genético de los individuos se llevé a cabo mediante una serie de amplificaciones alelo-especificas sobre
el ADN gendémico de cada individuo que fue purificado por métodos estandar.

La amplificacion alelo-especifica se basé en dos niveles de amplificacién. Primero se realizé una amplificacién del
gen completo y de regiones adyacentes 5’ y 3’, y posteriormente se realizé para cada mutacién estudiada, un par de
reacciones de amplificacién utilizando oligonucleétidos especificos para secuencias mutadas y no mutadas.

La primera reaccién amplificé un fragmento de 1213 pb, que incluia el exén codificador de NAT?2. Los oligonu-
cleétidos usados (N1: 5 ’-AATTAGTCACACGAGGA-3 ’-SEQ ID NO 1-, que abarca las posiciones -74 a -58 del gen
y N2: 5’-TCTAGCATGAATCACTCTG-3’-SEQ ID NO 2-, que abarca las posiciones 1120 a 1138.), se situaban fuera
de la regién donde se producen habitualmente las mutaciones. Se tratd por lo tanto de una reaccion de amplificacién
no influenciable por las mutaciones del gen. La secuencia de los oligonucle6tidos se escogié de aquellas zonas donde
existian mas diferencias de bases entre NAT2, y genes relacionados como NATI y NATP. De este modo se evitaron
posibles amplificaciones inespecificas.

Las amplificaciones especificas permitieron detectar mutaciones puntuales a lo largo del gen. Dado que cada in-
dividuo posee una pareja de genes, fueron necesarias dos reacciones independientes por cada posicién analizada. Los
oligonucle6tidos cebadores se disefiaron a partir de la secuencia de bases que abarca la posible mutacion y adyacentes.
Se disefiaron por lo tanto dos cebadores, uno para el alelo silvestre y otro para el alelo mutado de cada posicién. La
longitud de los nucledtidos venia definida por la temperatura de hibridacién. Se buscé la mds adecuada para utilizar
cada oligonucleédtido en combinacién con el oligonucleétido N1.

Los oligonucleétidos usados en conjuncién con N1 para la amplificacidn de cada posicién tanto silvestre como
mutada fueron los siguientes:

- Posicion 857: Oligonucleétido 857G: 5’-AATAGTAAGGGATC-3’ (SEQ ID NO 3) y 857A:5’-AATAGTAAGG
GATT-3’ (SEQ ID NO 4).

- Posicion 590: Oligonucleétido 590G: 5’-CAAAATCTTCAATTGTTC-3’ (SEQ ID NO 5) y 590A: 5°-CAAAAT
CTTCAATTGTTT-3’ (SEQ ID NO 6).

- Posicion 341: Oligonucledtido 341T: 5’-ATTCCTGCCGTCAA-3 (SEQ ID NO 7) y 341C: 5’-ATTCCTGCCGT
CAG-3’ (SEQ ID NO 8).

- Posicion 191: Oligonucleédtido 191G: 5’-ACCACCCACCCC-3’ (SEQID NO 9) y 191A: 5’-ACCACCCACCCT-
3’ (SEQ ID NO 10).
Las condiciones y reactivos de la reaccién fueron:
- 1 ul de DNA de la reaccién N, es decir de la amplificacion inicial del gen NAT2
- 50 nM de oligonucleétido N1
- 50 nM de oligonucleétido especifico para cada mutacién y 50 nM secuencia silvestre (en tubos diferentes)

- 100 uM de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP y dTTP)

10 mM de Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM de MgCl12, 50 mM KCl y 0.1 mg/ml de gelatina

1.25 U de Taq polimerasa

- Agua MilliQ estéril hasta alcanzar un volumen de 25 pl.

Las condiciones de amplificacion para todas las reacciones fueron: 1 minuto a 94°C, después la reaccion se sittio a
la temperatura de hibridacién especifica para cada reaccién durante 1 minuto y finalmente a 72°C durante otro minuto.
Cada par de reacciones tenia su temperatura de hibridacién y nimero de ciclos diferentes, que se eligieron cuidadosa-
mente para lograr un grado de discriminacién maximo entre secuencias mutadas y no mutadas. Estas temperaturas y
el nimero de ciclos fueron:
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Mutacién 857: 44°C y 18 ciclos
Mutacién 590: 56°C y 15 ciclos
Mutacién 341: 52°C y 17 ciclos

Mutacién 191: 47°C y 18 ciclos

Mediante esta metodologia desarrollada, cualquier producto PCR se pudo analizar posteriormente para identificar
en €l otras posibles mutaciones pudiéndose averiguar asi las asociaciones de mutaciones en un mismo alelo (determi-
nacién de los haplotipos). Las reacciones especificas se realizaron en sentido 3’-5’, es decir, la primera que se realizé
fue la 857 y la dltima la 191. En el momento en que se detecté una discrepancia en la secuencia (heterozigosidad) en
cualquier posicién (y por lo tanto dos productos de PCR distintos, cada uno correspondiente a un alelo) el resto de
mutaciones pudieron ser analizadas por separado en cada alelo.

Otro método alternativo para la deteccién de mutaciones puntuales en el gen NAT?2 fue el de amplificacién-res-
triccién, y consistio en el uso de endonucleasas de restriccién que cortaron el DNA en puntos especificos para cada
enzima. La utilidad de este método se basa en que seis de las siete mutaciones puntuales descritas en el gen NAT2
modifican secuencias de reconocimiento de endonucleasas. Los detalles se especifican en Agundez y Cois. Pharmaco-
genetics 1996; 6: 501-512.

De este modo la presencia de estos sitios de restriccién indicaban secuencias no mutadas en la posicién 191,
282, 481, 590 y 857, y secuencia mutada en la posicién 803. Los fragmentos resultantes de la digestion se separaron
mediante electroforesis en un gel de agarosa. Habitualmente el producto de la digestién enzimatica fue suficiente para
su visualizacién directa por tincién con bromuro de etidio. En casos en los que la cantidad de DNA digerido fue
insuficiente para poder ser vistos directamente, se transfirié el DNA a un soporte sélido y se hibridé con una sonda
complementaria marcada. Tras revelado se pudieron observar las bandas generadas, y deducir en funcién del tamafio
si habla habido digestion del DNA.

Integrando los datos bioldgicos obtenidos (datos no mostrados) en algoritmos de prediccién matemadtica (el andlisis
estadistico se realizé con el programa SPSS version 15.0 para Windows -SPSS Inc., Chicago, 111. USA-), se han
desarrollado unas tablas que establecen la probabilidad de ocurrencia de un fenotipo concreto en funcién del diplotipo
analizado y en funcién del origen étnico del individuo. Estas tablas son la base para el desarrollo de un método para
la desambiguacion del fenotipo NAT2 que permite la determinacién inequivoca de la funcionalidad metabdlica del
individuo y que es aplicable a todas las razas humanas.

El desarrollo matematico es el siguiente:

Los resultados del andlisis genético de cada punto polimérfico del individuo que se desea analizar se utilizan para
obtener un cédigo de 4 cifras de las cuales la primera es el valor en la posicién 191, la segunda la posicién 341, la
tercera es la posicion 590 y la cuarta es la posicién 857. Por ejemplo, un paciente en el que se haya comprobado la
existencia de una mutacion en la posicién 191, dos en la 341, ninguna en la 590 y no se haya determinado la 857
obtendria un cédigo igual a 1203.

En caso de existir algiin punto en el que no se haya determinado la mutacién (un valor = a 3), se realizaran tres
célculos independientes en los que el valor “3” se sustituird por cada diplotipo posible en la poblacion del paciente y la
probabilidad de certeza se modificard en funcion de los siguientes factores de correccidn, que se han obtenido a partir
del anélisis de mutaciones en varios miles de pacientes de diverso origen étnico. La tabla 1 define la probabilidad del
diplotipo para cada punto polimérfico segtin el origen étnico.
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TABLA 1
Posicidn Caucésicos Orientales Africanos
191 0 = 98.9% 0 = 100% 0 = 87.8%
1 =1.1% 1 = 0% 1 =11.8%
2 = 0% 2 = 0% 2 = 0.4%
341 0 = 30.4% 0 = 93.5% 0 = 33.9%
1 = 49.5% 1 = 6.4% 1 = 48.6%
2 = 20.2% 2 =0.1% 2 =17.5%
590 0 = 52.9% 0 = 55.6% 0 = 54.8%
1 = 39.6% 1 = 37.9% 1 = 38.5%
2 = 7.4% 2 = 6.5% 2 = 6.8%
857 0 = 96.3% 0 = 75.4% 0 = 95.2%
1 = 3.7% 1 = 22.9% 1 = 4.8%
2 = 0% 2 =1.7% 2 =0.1%

De este modo se calculan tres posibles combinaciones para la mutacién que no se ha determinado y se almacena
un valor de certeza para cada combinacién (cada diplotipo).

Por ejemplo en el caso del paciente con un cédigo inicial de 1103, si el paciente es de origen oriental existirfan tres
posible diplotipos para calcular:

1100, con una probabilidad del 75.4%
1101, con una probabilidad del 22.9%
1102, con una probabilidad del 1.7%

En casos mas complejos, en los que faltan por determinar dos o mds mutaciones, se aplican los mismos facto-
res de correccion a todos las posibles combinaciones. Por ejemplo un paciente Caucdsico con un cédigo 3103 las
combinaciones y los valores de certeza, obtenidos del multiplicar las probabilidades de cada combinacién para los
polimorfismos situados en las posiciones 1 y 4 serian:

0100, probabilidad (98.9% y 96.3%) = 95.2%
1100, probabilidad (1.1% y 96.3%) = 1.1%
2100, probabilidad (0% y 96.3%) = 0%

0101, probabilidad (98.9% y 3.7%) = 3.7%
1101, probabilidad (1.1% y 3.7%) = 0%
2101, probabilidad (0% y 3.7%) = 0%

0102, probabilidad (98.9% y 0%) = 0%

1102, probabilidad (1.1% y 0%) = 0%

2102, probabilidad (0% y 0%) = 0%

A continuacién se analiza la presencia de valores en los diplotipos que sean iguales a 2 (equivalente a dos alelos
mutados). Estos diplotipos, clasificados como no ambiguos, pasan directamente a la clasificacién de acetiladores

8
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lentos con un porcentaje de certeza del 100% y finaliza el andlisis. La base de esta clasificacidn estd en la referencia
Unraveling ambiguous NAT?2 genotyping data. Agindez JA, Golka K, Martinez C, Selinski S, Blaszkewicz M, Garcfia-
Martin E. Clin Chem. 2008 Aug; 54 (8):1390-4.

El siguiente paso del proceso, en el que entran directamente los casos en que se hayan determinado las cuatro muta-
ciones, es aplicar la prediccion de fenotipos, consultando en la Tabla 2 el diplotipo (columna 1) y los correspondientes
resultados en las tres tltimas columnas.

Diplotipo
0000
0001
0010
0011
0100
0101
0110
0111
1000
1001
1010
1011
1100
1101
1110
1111

Por ejemplo, un individuo independientemente de su raza para el cual se hayan determinado los cuatro puntos
polimérficos y que tiene un diplotipo 0010 serd con toda certeza un acetilador intermedio. Sin embargo, si el individuo
objeto de andlisis tuviera el diplotipo 1010 tendria un 20% de probabilidades de ser acetilador intermedio y 80% de
ser acetilador lento.

Para la prediccion de fenotipo en individuos a los que no se les ha determinado alguno de los cuatro puntos
polimérficos 191, 341, 590 y 857 se consulta la tabla 2 para cada uno de los fenotipos reconstruidos.

Por ejemplo para el caso del individuo oriental con el cédigo 1103, para la reconstruccién del primero de los
diplotipos posibles, el 1100, las posibilidades de que el fenotipo sea lento son del 60%, para que sea intermedio son
40% y para que sea rapido son 0%.

Sin embargo la reconstrucciéon 1100 es s6lo una de las posibles. Existen otras dos reconstrucciones posibles que
son 1101 y 1102.

Las probabilidades de que el paciente tenga un fenotipo lento con la reconstruccién 1101 son del 100% (véase la
Tabla 2).

Finalmente, en el caso de la reconstruccién 1102, las probabilidades de un fenotipo lento son del 100%, ya que
cumplen la premisa de que al tener un valor = 2 en el cédigo, posee mutaciones en los dos genes (paterno y materno)
y por lo tanto automdticamente se clasifica como fenotipo lento.

Una vez calculadas estas reconstrucciones y obtenida para cada una de ellas un valor de probabilidad de que el
fenotipo sea lento, intermedio o rdpido, se aplicara el factor de ponderacién en funcién de las probabilidades de cada
reconstrucciéon dependiendo del origen étnico del paciente que se obtuvo en la Tabla 1 y cuyos valores se almacenaron.
Continuando con el ejemplo del paciente oriental con genotipo 1103, el célculo se hara del siguiente modo:

Probabilidad Lento Intermedio Répido
1100 75.4% 60.0% 40.0% 0%
1101 22.9% 100% 0% 0%
1102 1.7% 100% 0% 0%
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Globalmente, la posibilidad de que el paciente con cédigo 1103 tenga un fenotipo lento serd = (75.4¥60.0) +
(22.9*%100) + (1.7*%100) = 69.8%. La probabilidad de que el fenotipo sea intermedio es (75.4*%40.0) + (22.9*%0) +
(1.7*%0) = 30.1%, y finalmente la probabilidad de que tenga un fenotipo rapido sera (75.4*0) + (22.9*%0) + (1.7*0)=
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REIVINDICACIONES
1. Método para la desambiguacién del fenotipo acetilante del gen NAT?2 de un individuo que comprende las etapas
de:

(6] Determinacién de al menos uno de los puntos polimérficos 191, 341, 590 y 857 del gen NAT?2 de dicho
individuo,

(i) Generacion de un valor numérico de cuatro cifras, cada una de ellas correspondiente a cada uno de los
puntos polimdrficos determinados en (i), donde el nimero 0 implica que no existe ninguna mutacién
para dicho punto polimérfico, el niimero 1 implica que existe un alelo mutado y otro no mutado para
dicho punto polimérfico, el nimero 2 implica que existen 2 alelos mutados para dicho punto polimérfico
y el nimero 3 implica que no se determiné ese punto polimérfico de manera que:

a. Si se han determinado los 4 puntos polimorficos, se pasa a la etapa (iii).
b. Si no se han determinado los 4 puntos polimoérficos se calculan las posibles combinaciones de
puntos polimérficos no determinados en funcién de los factores de ponderacién por origen étnico
(obtencidn del factor de ponderacién) segun la siguiente tabla:
Posicidn Caucasicos Orientales Africanos
191 0 = 98.9% 0 = 100% 0 = 87.8%
1 =1.1% 1 = 0% 1 =11.8%
2 = 0% 2 = 0% 2 = 0.4%
341 0 = 30.4% 0 = 93.5% 0 = 33.9%
1 = 49.5% 1 = 6.4% 1 = 48.6%
2 = 20.2% 2 =0.1% 2 =17.5%
590 0 = 52.9% 0 = 55.6% 0 = 54.8%
1 = 39.6% 1 =37.9% 1 = 38.5%
2 =17.4% 2 = 6.5% 2 = 6.8%
857 0 = 96.3% 0 = 75.4% 0 = 95.2%
1 =3.7% 1 =22.9% 1 = 4.8%
2 = 0% 2 =1.7% 2 =10.1%

y se pasa a la etapa (iii).

11
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(i)  Inferencia la probabilidad del fenotipo concreto del individuo mediante la siguiente tabla de conversién
de diplotipos en fenotipos:

Diplotipo
0000
0001
0010

0011
0100
0101
0110
0111
1000
1001
1010
1011
1100
1101
1110
1111

@iv). Aplicacién de los factores de ponderacion de origen étnico para cada diplotipo obtenidos en el paso iii
en aquellos individuos en los que no se han determinado los cuatro puntos polimoérficos para predecir la
probabilidad de cada fenotipo.

2. Método de acuerdo con la reivindicacién 1 donde en el punto i) se determinan todos los puntos polimoérficos
191, 341, 590 y 857 del gen NAT2.

3. Un programa informdtico que comprende medios de c6digo de programa informatico adaptados para realizar las
etapas del método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, cuando dicho programa se ejecuta en un ordenador,
un procesador de sefial digital, una disposicion de puertas de campo programable, un circuito integrado de aplicacién
especifica, un microprocesador, un microcontrolador, y cualquier otra forma de hardware programable.

12
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA

<120> METODO PARA LA DESAMBIGUACION DEL METABOLISMO ACETILANTE DE UN INDIVIDUO

<130> 197/08
<160> 10
<170> PatentIn version 3. 3

<210> 1
<211>17
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador N1

<400> 1

aattagtcac acgagga
17

<210>2

<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador N2

<400> 2

tctagcatga atcactctg
19

<210>3

<211> 14
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> cebador para la amplificacién de la posicién 857 si 1vestre
<400> 3

aatagtaagg gatc
14

<210>4
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<211> 14
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> cebador para la posicién 857 mutada
<400> 4

aatagtaagg gatt
14

<210> 5

<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> cebador para la posicién 590 silvestre
<400> 5

Caaaatcttc aattgttc
18

<210> 6
<211>18
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador para la posicién 590 mutada
<400> 6

Caaaatcttc aattgttt
18

<210>7

<211> 14
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> cebador para la posicion 341 silvestre
<400> 7

attcctgccg tcaa
14
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<210> 8

<211> 14
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador para la posicién 341 mutada

<400> 8

attcctgccg tcag
14

<210>9

<211> 12
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador para la posicién 191 silvestre

<400>9

accacccacc cc
12

<210> 10
<211> 12
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador para la posicién 191 mutada

<400> 10

accacccacc ct
12
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201030214

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 AGUNDEZ, JA. et al. Clinical Chemistry. 2008. Volumen 54 (8), 2008
paginas 1390-1394.
D02 GOLKA K. et al. Archives of Toxicology. 2008. Volumen 82, 2008
paginas 265-270.
D03 GARCIA-MARTIN E. Current Drug Metabolism. 2008. Volumen 9, 2008
paginas 487-497.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente invencidn divulga un método para la desambiguacion del metabolismo acetilante del gen NAT2 en un individuo,
mediante la determinacién de al menos uno de los puntos polimorficos 191,341, 590 y 857 de dicho gen; generando con
estos datos un cédigo numeérico de cuatro cifras, una para cada uno de los puntos, segin no se haya producido mutacién
(0), se produzca en un alelo (1), en ambos (2) o no se haya determinado (3); y aplicando un factor de ponderacién segun el
origen étnico, asi como una tabla de conversion de diplotipos en fenotipos para inferir la probabilidad del fenotipo
(reivindicaciones 1-2). Reivindica también un programa informatico con medios de cddigo adaptado para realizar las etapas
del método (reivindicacion 3).

El documento D01 divulga un método de desambiguacion del fenotipo acetilante en individuos de raza caucésica, mediante
el andlisis de haplotipos para siete polimorfismos comunes en el gen NAT2 (191, 282, 341, 481, 590, 803 y 857), aplicado
en un estudio comparativo entre los resultados obtenidos con un método matematico, programa estadistico PHASE, y los
obtenidos del genotipado del gen, que muestra la evolucién natural (ver todo el documento).

El documento D02 divulga un método para resolver la ambigiiedad del genotipado del gen NAT2, mediante la aplicacion de
un algoritmo, del programa estadistico PHASE v2.1.1, que permite estimar que pares de haplotipos NAT2 serian los mas
probables, en el genotipado de este gen, a partir de los datos obtenidos en el andlisis de siete polimorfismos de un solo
nucledtido (191, 282, 341, 481, 590, 803 y 857), relevantes para individuos de raza caucésica (ver todo el documento).

El documento D03 divulga la variabilidad, interétnica e intraétnica de los siete polimorfismos comunes en el gen NAT2 (191,
282, 341, 481, 590, 803 y 857), analizando individualmente los datos sin procesar de cada polimorfismo en lugar de los
haplotipos deducidos (ver todo el documento).

1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986)

El objeto técnico de la presente solicitud es un método para la desambiguacion del metabolismo acetilante del gen NAT2,
gue se basa en la determinacion de al menos uno de los puntos polimérficos 191,341, 590 y 857 de dicho gen, y la
aplicacion de un factor de ponderacidn segln el origen étnico y de una tabla de conversién de diplotipos en fenotipos.

1.1. REIVINDICACIONES 1-3

El documento D01 se considera el mas cercano al estado de la técnica ya que anticipa un método de desambiguacién del
fenotipo acetilante del gen NAT2, mediante el andlisis de haplotipos para siete polimorfismos comunes en este gen, entre
los que se encuentran los cuatro reivindicados en la presente solicitud (191, 341, 590, y 857), generando un cédigo
numeérico de siete cifras, una para cada uno de los puntos, segun no se haya producido mutacién (0), se produzca en un
alelo (1), o en ambos (2). Anticipa también el estudio comparativo entre los genotipos reconstruidos con ayuda del programa
estadistico PHASE y los obtenidos mediante el genotipado.

Los documentos D02 y DO3 también anticipan métodos para resolver la ambigiedad del genotipado del gen NAT2,
basandose en el analisis de los mismos puntos polimérficos divulgados en D01y aplicando diferentes estudios estadisticos.

La funcion de la enzima NAT2 en el metabolismo hepatico de los medicamentos es conocida en el estado de la técnica, asi
como los polimorfismos méas habituales que se producen en el gen que la codifica, que son los responsables de que los
individuos se clasifiquen en acetiladores lentos, medios o rapidos, y que muestren una mayor o menor probabilidad de
padecer toxicidad y/o efectos secundarios frente a los farmacos. Sin embargo, el método de la presente invencion difiere de
los anteriores, en la reduccion del nimero de puntos polimérficos a determinar y por otra parte, en el factor de ponderacion y
tabla de conversién aplicados, lo que supone una ventaja técnica al reducir el trabajo analitico y ademas, en que el método
de la invencion puede ser aplicado a cualquier individuo, independientemente de la raza a la que pertenezca. Por tanto, se
considera que la combinacion de ambas ventajas resulta inventiva ya que supone una mejora considerablemente respecto a
lo divulgado en el estado de la técnica.
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En consecuencia, segun lo divulgado en los documentos D01-D03, las reivindicaciones 1-3 cumplen los requisitos de
novedad y actividad inventiva (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986).
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