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DESCRIPCION

Andlisis diagndstico cuantitativo de la hipertension.

La presente invencién se refiere a la deteccién de una relacién directa entre dos polimorfismos diferentes de nu-
cledtidos individuales (single nucleotide polymorphisms = SNP) en el gen hsgkl y a la predisposicién condicionada
genéticamente a la hipertension.

Numerosas sefiales extracelulares conducen a la cascada de fosforilacién/desfosforilacién intracelular para garan-
tizar una transferencia rapida de estas sefiales desde la membrana plasmadtica y sus receptores hasta el citoplasma y el
nucleo celular. La especificidad de estas cascadas de transduccién de sefial reversibles se hace posible mediante un gran
nimero de proteinas individuales, especialmente de cinasas, que transmiten un grupo fosfato a sustratos individuales.

La cinasa dependiente de suero y glucocorticoide (sgk), una serina/treonina cinasa, cuya expresion se intensifica
mediante suero y glucocorticoide, se cloné en primer lugar a partir de las células de carcinoma de mama de las ratas
(Webster et al., 1993). La versién humana de la sgk, la hsgkl, se clon6 a partir de células de higado (Waldegger et
al., 1997). Se demostrd, que se influye la expresion de la hsgkl mediante la regulacién del volumen celular. Para la
expresion de la sgk de las ratas no ha podido detectarse hasta ahora una dependencia del volumen celular de este tipo.
Ademis se obtuvo que la cinasa de las ratas estimula el canal de Na* epitelial (ENaC) (Chen et al., 1999; Naray-Pejes-
Toth et al., 1999). El ENaC desempeiia a su vez un papel decisivo en la eliminacion renal de Na*. Un aumento de la
actividad del ENaC conduce a una retencidn renal reforzada de iones de sodio, y de esta manera a un desarrollo de la
hipertension.

Finalmente se clonaron dos miembros adicionales de la familia génica del sgk humano, el hsgk2 y hsgk3 (Koba-
yashi et al., 1999), que ambos (tal como también el hsgk1) se activan mediante insulina e IGF1 a través de la ruta de
cinasa PI3. Los experimentos electrofisiolégicos mostraron que una coexpresion del hsgk?2 y hsgk3 igualmente tienen
como consecuencia un incremento significativo de la actividad del ENaC.

A partir del documento DE 197 08 173 Al se deduce, que el hsgkl en varias enfermedades, en las que modifi-
caciones del volumen celular desempefian un papel patofisioldgico decisivo, tales como por ejemplo hipernatremia,
hiponatremia, diabetes mellitus, insuficiencia renal, hipercatabolismo, encefalopatia hepdtica e infecciones virales o
microbianas, posee un potencial diagndstico considerable.

En el documento WO 00/62781 se describi6 ya, que el hsgkl activa el canal de Na* endotelial, mediante lo cual
se aumenta la reabsorcion renal de Na*. Dado que este aumento de la reabsorcion renal de Na* va acompanado de
hipertension, se supone aqui que un aumento de la expresion del hsgk1 debe conducir a la hipertension, una expresién
reducida del hsgk1 finalmente a la hipotensi6n.

También en la solicitud alemana de prioridad méds antigua no publicada anteriormente con el titulo “sgk2 und sgk3
als diagnostische und therapeutische Targets” (denominacién interna A 35 048) del 28.08.00 se describi6 una relacién
similar entre la sobreexpresion o sobreactividad de los homdlogos humanos hsgk2 y hsgk3 con la sobreactividad del
ENaC, de la reabsorcion renal de Na* reforzada que resulta de la misma y de la hipertensién que se desarrolla a partir
de la misma. Ademads se discutié ya el potencial diagndstico de las cinasas hsgk2 y hsgk3 con respecto a la hipertensién
arterial.

Por un homélogo humano de la familia sgk, que comprende una modificacién molecular funcional en el sentido
anteriormente citado, se entiende en este contexto un homdélogo de la familia sgk, que estd mutado de tal manera, que
se modifican las propiedades, especialmente las propiedades cataliticas o también la especificidad del sustrato de la
proteina correspondiente.

El objetivo planteado se soluciona especialmente porque en el marco de la presente invencion se identificaron dos
SNP diferentes en el gen hsgkl, que (cuando se encuentran en una version determinada en el gen hsgk1), crean en el
paciente una clara propension a la hipertensién. Por consiguiente la existencia de SNP de este tipo en el gen hsgkl
o también en los homélogos humanos restantes de la familia génica sgk, puede detectarse como indicio diagndstico
de una predisposicién condicionada genéticamente para la formacién de una hipertensién en muestras corporales del
paciente.

Por ejemplo, en un kit diagndstico pueden preparase especialmente aquellos anticuerpos, que se dirigen de manera
especifica hacia tales regiones de la proteina hsgkl, las cuales comprenden un fragmento de proteina hsgkl mutada
en el gen hsgkl correspondiente a un SNP especifico. Sin embargo el kit puede contener también anticuerpos contra
los alelos mas comunes del gen hsgkl o de los homdlogos humanos restantes de la familia sgk, con los que puede
determinarse cuantitativamente un nivel de expresion modificado de estos homdlogos o de la hsgkl.

Ademds en un kit diagndstico de este tipo estdn contenidos preferiblemente aquellos polinucleétidos, que compren-
den especificamente regiones que contienen una u otra versién de un SNP relevante de la hipertension en el gen hsgk1
y de tal modo son adecuados para la determinacién de los SNP especificos en el gen hsgkl del paciente mediante la
hibridacién en condiciones rigurosas con ARNm, ADNc o ADN gendémico de muestras corporales.
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En el caso de pacientes individuales pueden aparecer mutaciones individuales en los genes hsgkl, hsgk2 o hsgk3
que modifican las expresiones elevadas o las propiedades funcionales de las cinasas hsgkl, hsgk2 o hsgk3, y asi
conducen a una tendencia originada genéticamente a la hipertensiéon. Las mutaciones de este tipo pueden aparecer
por ejemplo en las regiones génicas reguladoras o también en las secuencias de intrén del locus génico sgk y por
tanto originar una sobreexpresion de las cinasas correspondientes y una sobreactividad del ENaC. Por otra parte
también pueden afectar las diferencias individuales en la dotacién genética del locus sgk a la region génica codificante.
Entonces dado el caso las mutaciones en la regién codificante pueden conducir a una modificacién funcional de las
cinasas correspondientes, asi por ejemplo a las propiedades cataliticas modificadas de las cinasas. Segin esto ambas
mutaciones descritas anteriormente pueden provocar una activacién reforzada del ENaC y por tanto finalmente la
formacién de una forma de hipertensién condicionada genéticamente en el paciente.

Las mutaciones de este tipo en los hom6logos humanos de la familia sgk, que provocan la formacién de una forma
de hipertension condicionada genéticamente en el paciente, son por regla general los denominados “polimorfismos de
un solo nucleétido” (SNP) o bien en la regién del exén o en la region del intrén de estos homélogos. Los SNP en la
region del ex6n de los genes hsgk pueden conducir en su version que aparece con menos frecuencia (denominada en
lo sucesivo versiéon mutada) dado el caso a intercambios de aminodcidos en la proteina hsgk correspondiente y por
consiguiente a una modificacién funcional de las cinasas. Los SNP en la region del intrén o en secuencias reguladoras
de los genes hsgk pueden conducir en su versién mutada dado el caso a un nivel de expresiéon modificado de las cinasas
correspondientes.

En el marco de la presente invencidn se realiz6 un estudio de correlacion, en el que el genotipo del gen hsgkl de
diferentes pacientes (gemelos) se compar6 con los valores de tension arterial sist6licos y diast6licos medidos, que se
midieron en diferentes posiciones corporales respectivamente (sentada, de pie, tumbada), y se evaluaron estadistica-
mente.

Asi pudo mostrarse en el marco de la presente invencion, que la presencia de un intercambio (C — T) en el ex6n 8
(1°" SNP, véase la SEQ ID NO. 1) en ambos alelos (portador TT homocigético del SNP en el exén 8), que no conduce
a un intercambio de aminodcidos a nivel de proteina (véase la SEQ ID NO.2), conduce a valores de tension arterial
significativamente mds altos y por consiguiente a una tendencia condicionada genéticamente a la hipertensién (tabla
3).

Ademids pudo mostrarse, que la presencia de un intercambio (T — C) (2° SNP), que se localiza 551 pb alejado del
1 SNP en el sitio donador-de empalme en el paso del intrén 6 al exén 7, en su realizacién homocigética conduce
a valores de tension arterial inferiores y por consiguiente a una tendencia condicionada genéticamente inferior a la
hipertensién (tabla 3).

Dado que ambos SNP segtin la invencién en el gen hsgkl no conducen a intercambios de aminodcidos a nivel de
proteina, se basard, la predisposicién genética condicionada por la misma, marcada mds o menos intensamente, a la
hipertension, probablemente en un nivel de expresiéon modificado del gen hsgkl.

El primer SNP en el ex6n 8 (C — T) se explica con mds detalle adicionalmente mediante la figura 1. En la
figura 1 se representan los exones individuales del gen hsgkl y se describen en cada caso mediante el nimero de
exon, el ID de exon, la cadena y el “recuento de secuencias” (“Sequenz-Conting”) pertenecientes al mismo, asi como
también el inicio, extremo terminal y longitud de los exones. La posicién exacta del intercambio (C — T) en el
marco del SNP en el exén 8 se indica por la C marcada en oscuro en el exén 8. La marca mds clara en el exén 8
en la figura 1 indica la secuencia que flanquea al SNP en el gen hsgkl, que determina claramente la posicién en el
genoma.

El segundo SNP (T — C) en el intrén 6 se identificé mediante secuenciacion directa, y se caracteriza claramente
por que se localiza en el gen hsgkl (que comprende exones e intrones) exactamente a 551 pb del primer SNP en el
exon 8 aguas arriba en el sitio donador-de empalme del intrén 6 al exén 7 del gen hsgkl y afecta al intercambio de
una T por una C.

Ademds pudo mostrarse que los valores de tension arterial sistdlicos y diast6licos medidos en diferentes posiciones
corporales muestran todas en la misma medida una dependencia del genotipo del gen hsgk1 (tabla 4). Por consiguiente
a partir de la tabla 4 es evidente que de hecho son relevantes estadisticamente las correlaciones encontradas entre la
tensién arterial medida de los pacientes y la aparicién de los polimorfismos mencionados anteriormente (SNP) en sus
genes hsgkl.

Ademads muestran los dos SNP analizados en el gen hsgk1 un gran desequilibrio en la frecuencia de sus apariciones
correlacionadas (tabla 5), Mientras que la mayoria de los portadores de CC del SNP en el ex6n 8 son también los
portadores de TT del SNP en el intrén 6 (el 64%), no se da el caso contrario (solo el 2% de los portadores de TT del
exén 8 son también portadores de CC del intrén 6).

La correlacién determinada en primer lugar entre la tension arterial del paciente y su versidn genética individual
del locus génico hsgkl muestra que los polinucledtidos o anticuerpos especificos, que se dirigen hacia hsgkl, son
adecuados para la diagnosis de una tendencia condicionada genéticamente especial a la hipertensién. Esta forma
especial de la hipertension originada genéticamente puede caracterizarse mediante un aumento de la expresion del
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hsgkl, o sea mediante una sobreexpresion o dado el caso también mediante propiedades funcionales modificadas del
hsgkl.

Dado que las dos cinasas homologas de la familia sgk, hsgk2 y hsgk3, activan igualmente el ENaC, son adecuados
los polinucleétidos y anticuerpos especificos segin la invencién, que se dirigen hacia hsgk2 o hsgk3, en la misma
medida para el analisis diagnéstico de las formas condicionadas genéticamente especiales de la hipertension.

La determinacién segin la invencién, que correlaciona la aparicién de los dos SNP en el gen hsgkl con una
tendencia a la hipertensién, muestra que especialmente los polinucledtidos, que comprenden una u otra versién de
los dos SNP en el gen hsgkl, son adecuados en medida especial para la diagnosis de una forma de hipertensién
condicionada genéricamente mediante la hibridacién con ADN endégeno (ADNc o ADN genémico) o ARNm de una
muestra corporal del paciente.

De manera similar son adecuados también segtn los presentes resultados los anticuerpos para la diagnosis de
una predisposicién condicionada genéticamente a la hipertension, que se dirigen hacia polimorfismos (SNP) especi-
ficos relevantes para la hipertension en la proteina hsgkl o una de sus homélogos humanos. Los SNP de este tipo,
que conducen también a nivel de proteina a un polimorfismo relevante para la hipertensién, pueden ir acompafados
especialmente de una modificacién funcional de la proteina hsgkl y de este modo originar una predisposicién a la
hipertension.

A este respecto se utilizan especialmente los dos SNP que se correlacionan con la tendencia a la hipertension en el
gen hsgkl para el diagnéstico cuantitativo de una hipertensién condicionada genéticamente.

En este procedimiento diagndstico segtin la invencidn su utilizan como muestras corporales del paciente preferible-
mente muestras de sangre o también muestras de saliva, que comprenden material celular y que pueden obtenerse del
paciente de un modo relativamente poco costoso. Sin embargo otras muestras corporales, que comprenden igualmente
células tales como por ejemplo muestras de tejidos entre otros, también pueden utilizarse. A partir de este material
que contiene células de las muestras corporales puede preparase entonces o bien ADNc o ADN gendmico o bien tam-
bién ARNm segiin métodos habituales (Sambrook-J y Russell-DW (2001) Cold Spring Harbor, NY, CSHL Press) y
dado el caso amplificarse y posteriormente hibridarse con polinucleétidos, que pueden hibridarse de manera especifica
con este ADNc, ADN gendémico o también ARNm, en condiciones rigurosas. Ademds puede aislarse también a par-
tir del material que contiene células de las muestras corporales (sangre, saliva, tejidos, etcétera) también un extracto
de proteina segin métodos habituales (Sambrook-J y Russell-DW (2001) Cold Spring Harbor, NY, CSHL Press), en
los que puede detectarse entonces cuantitativamente la proteina sgk correspondiente mediante la incubacién con un
anticuerpo, que se dirige hacia esta proteina.

En el procedimiento pueden utilizarse preferiblemente anticuerpos contra la proteina hsgk1 o polinucleétidos, que
se hibridan con ARNm, ADNc o ADN gendémico del gen hsgkl.

En el caso del procedimiento segtin la invencidn se utilizan especialmente polinucleétidos, que pueden hibridarse
con ADN, ADNc o ARNm de una version del SNP en el intrén 6 del gen hsgkl o una version del SNP en el exon 8
del gen hsgkl en condiciones rigurosas.

Por una hibridacién en condiciones rigurosas se entiende en este contexto una hibridacién en condiciones de hibri-
dacién tales con respecto a la temperatura de hibridacion y el contenido en formamida de la disolucién de hibridacién,
tal como se describieron en la bibliografia correspondiente (Sambrook-J y Russell-DW (2001) Cold Spring Harbor,
NY, CSHL Press).

Por ejemplo, un kit diagndstico puede contener de manera especialmente preferible polinucledtidos, que pueden
hibridarse con ADNc, con ADN gendémico o con ARNm de una versién del SNP en el intrén 6 (T — C) o del SNP en
elexén 8 (C —» T).

Mediante el ejemplo 2 a continuacién se explica en detalle la presente invencién. El ejemplo 1 es material de
comparacion.

Ejemplo 1

Se recurri6 a 75 parejas de gemelos dicigéticos para el andlisis de correlacién (Busjahn et al., ] Hypertens 1996, 14:
1195-1199; Busjahn et al., Hypertension 1997, 29: 165-170). Todas las personas sometidas al ensayo eran miembros
de la raza alemana-caucasiana y procedian de distintas partes de Alemania. Para la verificacién de la gemelaridad
dicigética y para andlisis de genética molecular adicionales se extrajo sangre a las parejas de gemelos, asi como a sus
padres. Cada persona que participaba en el ensayo fue previamente examinada por un médico. No se conoci6 ninguna
enfermedad médica crénica para ninguna de las personas sometidas al ensayo. Tras 5 min se midi6 la tensién arterial
de la persona sometida al ensayo en posicidon sentada por un médico formado con un esfigmomandmetro de mercurio
estandarizado (2 mediciones con un intervalo de tiempo de 1 min). Se utilizé el valor medio de ambas mediciones
como valor de tensién arterial.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 266 463 T3

La ventaja de gemelos dicigédticos para los estudios de correlacion se encuentra en que son concordantes en la edad
y que se estiman las influencias externas en sus fenotipos como minimas (Martin et al., Nat Genet 1997, 17: 387-392).

El significado de estudios con gemelos para la aclaracién de enfermedades genéticas complejas se describid bre-
vemente por Martin et al., 1997.

La gemelaridad dicigética de las parejas de gemelos se confirmé mediante la amplificacién con cinco marcadores
de microsatélites con ayuda de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). En este andlisis de marcadores de mi-
crosatélites se amplifican fragmentos de dcido desoxirribonucleico (ADN) con ayuda de oligonucledtidos especificos
mediante la PCR, que en individuos humanos diferentes contienen regiones altamente variables. La alta variabilidad en
estas regiones del genoma puede detectarse mediante diferencias de tamafio reducidas de los fragmentos amplificados,
mediante lo cual se forman, en una diversidad en el locus correspondientes bandas dobles, las denominadas bandas de
microsatélite, tras la separacion por electroforesis en gel del producto de la PCR (Becker et al., J Reproductive Med
1997, 42: 260-266).

Para el andlisis de genética molecular del gen diana, aqui el gen hsgk1, se amplificaron tres regiones de marcadores
de microsatélites adicionales (d6s472, d6s1038, d6s270) en proximidad directa del locus hsgkl mediante la PCR y
posteriormente se compararon con las muestras correspondientes del otro gemelo y los padres. De esta manera pudo
decidirse, si los gemelos habian heredado de sus padres alelos idénticos o diferentes con respecto al alelo estudiado. Se
realiz6 el andlisis de correlacion con la ayuda del modelo denominado “modelo de ecuacién estructural” (“structural
equation modeling”) (SEM) (Eaves et al., Behav Genet 1996, 26: 519-525; Neale, 1997: Mx: Statistical modeling.
Box 126 MCV, Richmond, VA 23298: Departamento de psiquiatria, 4* edicién). Este modelo se basa en matrices de
varianza-covarianza de los pares de prueba, que se caracterizan por la probabilidad de que posean o bien ninguno, uno
o dos alelos idénticos. La varianza con respecto al fenotipo se dividié en una varianza, que se basa en el fondo genético
de todos los genes (A), una varianza, que se basa en el fondo del gen diana (Q), aqui el gen hsgkl, y la varianza a
causa de influencias externas (E).

VAR = A? + Q? + E?

Para las tres posibles combinaciones de alelos IBD,, IBD,, IBD, (IBD = “idéntico por descendencia” (“identical
by descent”); 0, 1 o 2 alelos idénticos) se definid la covarianza de un par de prueba tal como sigue:

COV(BD,) = 0,5 A? COV(IBD,) = 0,5 A? +0,5 Q* COV(IBD,) = 0,5 A + Q?

Para estimar la correlacion entre la dotacién genética del locus hsgk1 y la tension arterial de las personas sometidas
al ensayo, se calcularon las diferencias entre modelos, que consideran o no consideran la varianza genética con respecto
al gen diana hsgkl, como estadistica de y*. Se calcularon para cada pareja y para cada locus génico las razones de
alelo mediante el denominado modelo de miiltiples puntos (“multipoint”) (MAPMAKER/SIBS; Kruglyak et al., Am
J Hum Genet 1995, 57: 439-454) basados en los genotipos paternos.

El mayor valor informativo del método de andlisis, que se basa en una estimacidon de varianza-covarianza, en
comparacién con la estadistica de x? descrita anteriormente (S.A.G.E. Statistical Andlisis for Genetic Epidemiology,
Release 2.2. Computer program package, Departmento de Epidemiologia y Bioestadisitica, Universidad de Case Wes-
tern Reserve, Cleveland, OH, EE.UU, 1996) se confirmé brevemente en un estudio de simulacién (Fulker et al., Beba
Gen 1996, 26: 527-532). Se aceptd un nivel de significacion de p < 0,01, para garantizar una correlacion significativa
con respecto a los criterios de Lander y Kruglyak (Lander et al., Nat Genet 1995, 11: 241-246).

La tabla 1 muestra los resultados de este estudio de correlacion.

TABLA 1

Fenotipo max x> P
Tension arterial sistélica (tumbada) 4,44 0,04
Tension arterial diastélica (tumbada) 14,36 0,0002
Tension arterial sistdlica (sentada) 5,55 0,019
Tension arterial diastdlica (sentada) 4,92 0,027
Tension arterial sistolica (de pie) 1,91 0,17
Tension arterial diastélica (de pie) 4,83 0,028
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Tal como se deduce de la tabla 1, los bajos valores para los niveles de significacion p de error determinadas, que no
superan o solo ligeramente el nivel de significacién de error aceptado de p < 0,01, demuestran la correlacién directa
entre la varianza genética con respecto al locus hsgkl y la varianza determinada por fenotipos de la tensién arterial
medida.

Ejemplo 2

Ya se describié la organizacién gendémica del gen hsgkl (Waldegger ef al., Genomics, 51, 299 [1998]),
http//www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview ?7gene=ENSG00000118515.

Para la identificacién de los SNP, cuya aparicion es relevante para una predisposicion para la formacién de
una hipertensién, se estudiaron en primer lugar los SNP en el gen hsgkl publicados en los bancos de datos pa-
ra determinar si se trata de SNP reales (y no de puros errores de secuenciacion) y si los SNP son suficientemente
polimorfos para ser la base para una determinacién diagndstica de una predisposicién a la hipertensién. El SNP
rs 1057293 en el exén 8, que afecta a un intercambio de una C por una T, cumplié las condiciones requeridas
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview ?snp=1057293; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_refcgi?type=
rs&rs=1057293). Ademads se identific un segundo SNP mediante la secuenciacion directa, que se localiza en el gen
hsgkl alejado exactamente 551 pb del primer SNP en el sitio donador-de empalme del intrén 6 con el ex6n 7 y afecta
al intercambio de una T por una C. Se analizaron estos dos SNP en el intrén 6 (T — C) y en el ex6én 8 (C — T) tal
como se describe a continuacién.

Tras la amplificacién por PCR se afadié en cada caso 1 unidad de fosfatasa alcalina y 1 unidad de exonucleasa I,
para degenerar el cebador de la PCR y desfosforilar los dNTP. La PCR se realizé en las condiciones siguientes: 95°C
durante 10 min, entonces 35 ciclos a 95° durante 15 s, seguido de 62°C durante 15 s, seguido de 72°C durante 30 s, y
una etapa de extension a 72°C durante 10 min en un ciclador térmico 9600 (Applied Biosystems).

Se realizaron las reacciones de minisecuenciacion con los cebadores para el SNP del intrén 6 (T — C) 5°-CTC
CTT GCA GAG TCC GAA y para el SNP del exén 8 (C — T) 5’-ACC AAG TCA TTC TGG GTT GC. Se utilizaron
0,15 pmol de producto de la PCR purificado en la PCR de secuenciacién como molde. Para la PCR de secuenciacién
se realizaron 25 ciclos de amplificacion con las etapas individuales siguientes: desnaturalizacién durante 10 s a 96°C,
etapa de hibridacién durante 10 s a 50°C y etapa de extension durante 30 s a 60°C en un ciclador térmico 9600.

En los mismos pacientes, cuyo genotipo de SNP del gen hsgkl se determind, se midieron los valores de tension
arterial sist6lica y diastdlica en posicién tumbada, de pie y sentada, para establecer una correlacion eventual entre el
genotipo de SNP del gen hsgkl y la tension arterial.

La tabla 2 muestra algunos datos demograficos de gemelos y los resultados del andlisis de correlaciéon entre la
dotacién genética del locus génico hsgkl y la tension arterial medida. En las personas de prueba pudo determinarse
una fuerte influencia genética sobre la tension arterial medida en todas las posiciones.

TABLA 2
Fenotipo Gemelos Gemelos az(rm(,nocigém/rdicigmm) p(correlacion)
monocigdticos dicigéticos
N 200 132
Edad y 20 + 12 31 +12
Sexo (V/IM) 52/148 85/47
Estatura (cm) 169 + 8 170+ 8
Peso (kg) 65+ 11 67 £ 12
Indice de masa corporal 224 +3,5 228 +34
(IMC) peso/estatura’
(kg/m?)
Tension arterial sistdlica 128 + 17 124 + 14 0,69 (0,69/0,31) 0,04
(tumbada) (mm Hg)
Tension arterial diastdlica 71 +£12 71 +11 0,66 (0,66/0,42) 0,0002
(tumbada) (mm Hg)
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TABLA 2 (continuacion)

Fenotipo Gemelos Gemelos a2(rmomgéﬁw/rdicigéﬁm) p(correlacion)
monocigéticos dicigéticos

Tension arterial sistdlica 125 £ 16 123 + 13 0,74 (0,74/0,38) 0,019

(sentada) (mm Hg)

Tension arterial diastdlica 73+ 11 73 £ 10 0,72 (0,72/0,51) 0,027

(sentada) (mm Hg)

Tension arterial sistolica 124 + 15 122 + 14 0,67 (0,66/0,48) 0,04

(de pie) (mm Hg)

Presion arterial diastdlica 80 £ 10 79 + 10 0,64 (0,63/0,40) 0,0002

(de pie) (mm Hg)

La tabla 3 muestra resultados adicionales de los estudios de correlacién segun la invencién. Las frecuencias alélicas
determinadas para el SNP en el ex6n 8 se encuentran en el 91% de Cy el 9% de T y para el SNP en el intrén 6 en el
79% de Ty el 21% de C (se obtuvo para ambos polimorfismos el equilibrio de Hardy-Weinberg).

Los valores de tension arterial medidos mostraron en todas las posiciones (sentada,tumbada, de pie) las mismas
tendencias. Los portadores de CC homocigéticos y los portadores de CT heterocigéticos del SNP en el ex6n 8 no
mostraron ningin valor de tensién arterial que difieren entre si, sin embargo mostraron valores de tensién arterial

sistdlica y diastélica claramente inferiores que los portadores de TT homocigéticos del SNP en el exdn 8.

Los resultados correspondientes de los estudios de correlacion son menos consistentes para el SNP en el intrén 6
en comparacién con el SNP en el exén 8. Sin embargo se demostrd, que los portadores de CC homocigéticos del SNP
en el intrén 6 presentan generalmente valores de tension arterial inferiores que los portadores de TT homocigéticos y
que los portadores de TC heterocigéticos del SNP en el intrén 6.

TABLA 3
Fenotipo 1¢* SNP 1¢* SNP 1 SNP 1¢* SNP 2° SNP 2° SNP 2° SNP 2° SNP
en el en el en el en el en el en el en el en el
exon 8 exon 8 exon 8 exon 8 intrén 6 intrén 6 intrén 6 intrén 6
CC CT TT CC/TT TT CT CC TT/CT
Tension arterial | 125+ 15 | 125+ 18 | 132+ 14 | 12516 | 125+16 | 128 +18 | 119+6 | 126 + 16
sist. (tumbada)
Tension arterial 70 £ 10 72+ 13 74 + 12 71 £ 11 71 £ 10 72+ 13 67 =10 71 +11
diast. (tumbada)
Tension arterial | 124 +14 | 123 £15 | 129+13 | 124+ 14 | 124+ 14 | 12517 | 117+6 | 124+ 14
sist. (sentada)
Tension arterial 72 + 10 74 + 10 79+9 73 + 10 73 £ 10 74 £ 11 72+9 73 £ 10
diast. (sentada)
Tensién arterial | 123 +15 | 123+ 14 | 129+ 13 | 123 £15 | 123 +14 | 126 +16 | 119+8 | 123 £ 15
sist. (de pie)
Tension arterial 79 £ 10 81 £ 10 84 +£8 80+ 10 80 £ 10 82 + 11 78 +£8 80 £ 10
diast. (de pie)

La tabla 4 muestra en detalle, que tanto para el valor de tension arterial sistélico como para el diastélico la dotacién
genética del SNP en el intrén 6 es en su mayoria igualmente significativa, y concretamente independiente de la posicién

7
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en la que se midi6 la tensién arterial (sentada, de pie, tumbada). Los resultados de la significacién de la dotacién
genética del SNP en el ex6n 8 son similares, la asociacién de la significacion entre los valores de tensién arterial
sistdlicos y diastélicos medidos en las diferentes posiciones es sin embargo algo menos marcada que en el SNP en el
intrén 6.

TABLA 4

Fenotipo 2° SNP en el intrén 6 1 SNP en el ex6n 8
Tension arterial sistolica (tumbada) < 0,01 < 0,05
Tension arterial diastdlica (tumbada) < 0,05 0,08
Tension arterial sistdlica (sentada) < 0,05 < 0,05
Tension arterial diast6lica (sentada) < 0,01 0,08
Tensidn arterial sist6lica (de pie) < 0,05 0,07
Tension arterial diastélica (de pie) < 0,05 0,09

Tal como puede deducirse a partir de la tabla 5, existe un fuerte desequilibrio de correlacion entre los dos SNP
analizados: mientras que la mayoria de los portadores de CC del SNP en el exén 8 también son portadores de TT del
SNP en el intrén 6 (el 64%), no se da el caso contrario (s6lo el 2% de los portadores de TT del ex6n 8 son también
portadores de CC del intrén 6).

TABLA 5
Intrén 6 TT Intrén 6 TC Intrén 6 CC
Ex6n 8 CC 197 (64%) 59 (19%) 3 (1%)
Ex6n 8 CT 2 (1%) 30 (10%) 11 (4%)
Ex6n 8 TT 0 (0%) 0 (0%) 6 (2%)
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro para la diagnosis de una predisposicién condicionada genéticamente a la hipertension,
caracterizado porque se determinan en una muestra corporal de un paciente

(a) el SNP (polimorfismo de un solo nucleétido) correlacionado con la hipertension en el exén 8 (C — T) en el gen
hsgkl, tal como se muestra en la SEQ ID No: 1;

(b) el SNP correlacionado con la hipertensién en el intrén 6 (T — C) en el gen hsgkl, que se localiza 551 pb aguas
arriba del SNP del exén 8 de (a); o

(c) el SNP correlacionado con la hipertensién de (a) y el SNP correlacionado con la hipertensién de (b).

2. Uso del SNP correlacionado con la hipertension en el exén 8 (C — T) en el gen hsgkl, tal como se muestra en
la SEQ ID No: 1, del SNP correlacionado con la hipertension en el intrén 6 (T — C) en el gen hsgkl1, que se localiza
551 pb aguas arriba del SNP del ex6n 8 de (a), o ambos SNP para la produccién de un procedimiento diagndstico para
la diagnosis de una predisposicién condicionada genéticamente a la hipertension.
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Figura 1:

1 ENSE00000708788 AL135829.15.1.113673 1 27517 27634
SETCTTPEAGCECTAACGTCTT TCTSTCT COCCECOGTERTGATEANEET
AAGGECACCCTCACTTACTCCASGRTGAGGEECA

2 ENSEOO000TO8750 ALIZE530.15,1. 113873 -1 27208 21301
GOCRAATRRCTCCTA!

CPECRTGCARACR
3 ENSEQ0000768791 AL135830.15.1.113673 -1 26790 26865
TEATEARTGCCARCCCTTCTCOTCCK

4 ENSED0000798 792 AL135839.15.1. 113673 1 28247 26381
TAARCNTCTGACT TTCACTTCT TGARRG TERTCGGRANGEECRGT T IG

GRAMG
5 E&SEWW‘I@ AL135R39.15.0.113673 -1 28059 26142
STTCTTCT A CARGRCACAASGUAGARCARGTCTTCTATCCNITCARAG'T

8 ENSEOO0DUTIBTO4 AL135830.15.1.113673 1 26808 25939
COEARTGTTCTRTTCARMGARTGTEARGCA.

WTWTWMWMWW

7 ENSE00000708705 AL135839,15.1.113673 i 25447 28558
TTETICTACCATCTCCAGRGEEANCHU T ECTTCLTERARDOROGEACT!

TTTCTATGC TECTRR AR TASCCAGTECCTTOCOUTACCTECRT ICADTGA

ACATCETTIAYAG

L

wm 15.‘&1 '!35 251

g s«ssam‘esm ALT35630.15.1.113673 -4 24422 24517
TECTTCATARGUAGOOTTATGACAGERCTGTGRA, -

Wsmgmmmmmmmmm

10 ENSEQDOO0708798 ALI35832.18.1.113873 -1 23808 23u83
CCECCTTTIEATARCCOAMOCACACCTGABATGTACSACARCATICTEAA

CARZCCTCTCC TATTRCAMATTCCGCARGACACCTCD

TEEANGECCTCCTECAGARGGACAGRACARAGLGGLTCREEECCARGRAT

11 ENSEO0000798789 AL135838.15,1.113673  ~1 23611 23700
C RPGEARNTTRAGASTORNTCICT TCTTCTCCT TART TARCTGGGATGATCT :

mmm&msmmmm
CAGGACATCTTACAAGAGART T TGORCAT CTCTGRRAGCT TAGCARTCTT
RITGCACACTETTOGET CICASTE

mummccmmmsmmfcm

GATRATTETATEY:
?WATWWAT&MWWW@M
TETARACCACCATTT TARTETACYGTART PAACAT ST IATAATALGTAL
TTIISEITIGCARTARARCCTIGAAMARTATTTA

10

118 ph

% pb
76 . pb
W0E pb
84 pb
132 pb

143 Fb

9. pb

156 j=ia3

% pb

1184: pb
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Lys Asp

Asn Trp

360

Asn Val
375

Glu Glu

vVal Thr

Tyr Ala

Phe

18s

Phe

Asn

Gln

Glu

Ala

265

Trp

Phe

Pro

Glu

Asp

345

Asp

Ser

Pro

Ala

Pro
425

170

Tyr

Tyr

Ile

Gly

His

250

Pro

Cys

Tyr

Leu

Gly

330

Phe

Asp

Gly

val

Ser
410

Pro

His

Ala

val

His

235

Asn

Glu

Leu

Ser

Gln

315

Leu

Met

Leu

Pro

Pro
395

Val

Leu

Leu

Ala

Tyr

220

Ile

Ser

val

Gly

Axg

300

Leu

Leu

Glu

Ile

Asn

380

Asn

Lys

Thr Asp

Tyr

Gln

Glu

2058

val

Thr

Leu

Ala

288

Asn

Lys

Gln

Ile

Asn

365

Asp

Sar

Glu

Ser

Fhe

190

Ile

Asp

Leu

Thr

His

270

val

Thr

Pro

Lys

Lys

350

Lys

Leu

Ile

Ala

Phe
420

val

175

Glu

Ala

Leu

Thr

Ser

255

Lys

Leu

Ala

Asn

Asp

335

Ser

Lys

Arg

Gly

Ala
415

Leu

Leu

Arg

Ser

Lys

Asp

240

Gln

Tyr

Glu

Ile

320

Axg

His

Ile

Ris

Lys
400

Glu
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