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@ Resumen:

Procedimiento de obtencién de un dispositivo para diag-
néstico de mutaciones frecuentes de la proteina LRRK2
basado en PCR en tiempo real.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de
obtencién de un dispositivo para diagnéstico de mutacio-
nes frecuentes de la proteina LRRK2 basado en PCR
en tiempo real, consistente en un sistema de diagndstico
in vitro basado en PCR en tiempo real utilizando SYBR
green | como fluorocromo que permite el diagnéstico de
las mutaciones G2019S y R1441C/H/G del gen LRRK2
humano.

Dispone de una placa de 96 pocillos que genotipa has-
ta 12 muestras procedentes de DNA humano, obtenido a
partir de sangre o frotis bucal, empleandose secuencias
de oligonucleétidos especificas que permiten la deteccién
mediante la técnica de PCR del genotipo concreto de la
muestra analizada basado en una reaccion de tipo multi-
plex, que en una Unica reaccién indica el genotipo (homo-
cigoético mutante, homocigético silvestre o heterocigético)
de la muestra analizada.
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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencién de un dispositivo para diagndstico de mutaciones frecuentes de la proteina LRRK?2
basado en PCR en tiempo real.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencién de un dispositivo para diagndstico de mutaciones
frecuentes de la proteina LRRK?2 basado en PCR en tiempo real.

La indicacién PCR identifica la reaccion de la polimerasa en cadena.
Sector de la técnica
Esta invencion se destina al sector de la técnica de diagnéstico clinico e investigacion bésica.
Estado de la técnica
Actualmente no existe en el mercado ningin dispositivo comercial que permita el diagndstico directo de las mu-
taciones indicadas del gen LRRK2. Cualquier procedimiento de diagndstico incluye necesariamente a dia de hoy una
de las siguientes tres opciones:
e Diagndéstico basado en RFLP: Permite el diagnostico de la mutacién G2019S.
e Diagnéstico basado en RFLP+secuenciacion: Permite el diagnéstico de las mutaciones R1441G/C/H.
e Diagnéstico basado en secuenciacion: Permite el diagndstico de las mutaciones G2019S y R1441G/C/H.
El diagnostico basado en RFLP requiere de al menos 2 pasos diferenciados, y en condiciones habituales tienen
una duracién de 24 horas. Los pasos necesarios son PCR (reaccién de la polimerasa en cadena) seguido de restriccién
enzimética. El procedimiento es eficaz y con un coste econdmico asumible sin embargo tiene tres grandes debilidades:
1.- Es un procedimiento que requiere mucho tiempo para llevarse a cabo.
2.- La sucesién de pasos aumenta exponencialmente la posibilidad de cometer errores.
3.- Elriesgo de contaminacién de la muestra es moderadamente alto.
En el caso de las mutaciones R1441G/C/H es necesario afadir un paso adicional de secuenciacion del DNA para
poder discernir que tipo de mutacién es la presente. E1 método es absolutamente fiable y no dejard ningin lugar a

dudas respecto del resultado sin embargo la secuenciacién también tiene algunas debilidades:

1.- Requiere de equipamiento muy sofisticado y caro no disponible en la mayoria de los laboratorios de bio-
logia molecular ni en hospitales.

2.- Requiere de personal altamente especializado.

La realizacidon de la técnica se basa en la utilizacién de dos aproximaciones experimentales previamente descritas
pero nunca aplicadas al diagndstico de mutaciones del gen LRRK2.

La primera técnica previamente descrita es la introduccién de mutaciones adicionales en la secuencia del primer
directo en el extremo 3’ en la posicién tercera contando desde ese mismo extremo. Teniendo en cuenta que el primer
debe disefarse de forma que la mutacién que se quiere analizar quede en ese extremo 3’, la adicién de una mutacién
mds en la posicion tercera hace que la especificidad del primer aumente de manera notable de forma que con esa
modificacion adicional el primer es altamente especifico y permite la diferenciacion entre el genotipo silvestre y el
genotipo mutante.

La segunda técnica es la inclusién en uno de los primeros correspondiente al alelo en cuestiéon de una cola rica
en “GC” de forma que el producto generado de PCR tenga una temperatura de desnaturalizacién mayor y pueda ser
analizado en la misma carrera mediante la correspondiente curva de desnaturalizacién. La unién de las dos técnicas
previamente indicadas permite la realizacion de todo el proceso en una sola carrera mediante un PCR de tipo multiplex.

Ambas aproximaciones han sido previamente descritas por el grupo de Papp AC y colaboradores y publicadas en
la revista Biotechnigues. 2003 May;34(5):1068-72.
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Descripcion de la invencion

La presente invencién incluye la posibilidad de desarrollar dos tipos distintos, aunque complementarios de produc-
tos:

Prototipo tipo A: Desarrollo de una placa de diagndstico comprensiva de las mutaciones G2019S; R1441C/G/H
y sus respectivos controles. Permitiria el diagndstico de hasta 12 pacientes de una sola vez, en un tnico analisis y
con una duracién aproximada del mismo de unas 2 horas y en un solo paso (Fig. 1). El dispositivo serfa optimizado
para partir de DNA obtenido tanto mediante procedimientos invasivos (muestras sanguineas) como no invasivos (frotis
bucales). Este sistema estd mas orientado hacia actividades de tipo asistencial y diagnéstico en hospitales.

Prototipo tipo B: Desarrollo de un sistema de diagnostico individual para cada una de las mutaciones. Cada kit
incluirfa todo lo necesario para poder diagnosticar la presencia de una mutacién concreta (G2019S o R1441C/H/G)
asi como los controles necesarios a partir de una muestra individual de DNA procedente de sangre o frotis bucales. El
ensayo podria llevarse igualmente a cabo en un tiempo no superior a 2 horas y en un tinico paso mediante la utilizacién
de placas o tubos de reaccion procedentes de cualquier fabricantes y adaptados a las caracteristicas del equipo de PCR
en tiempo real.

Caracteristicas comunes a ambas propuestas son: la economia, la velocidad y la eficiencia.

Es el primer sistema de diagndstico de mutaciones frecuentes relacionadas con la Enfermedad de Parkinson co-
mercializado.

El sistema utiliza las siguientes tecnologias/materiales/productos que tendrian que ser proveidos por terceros par-
ticipantes:

Para el Prototipo tipo A:
= Soporte plastico (placa de 96 well).
= Fijado de los primeros en la placa.
= Polimerasas/dNTPs/Otros para la reaccién en tiempo Real.

= Fluorocromo SYBR-green 1.

Para el Prototipo tipo B:
= Polimerasas/dNTPs/Otros para la reaccién en tiempo Real.
= Fluorocromo SYBR-green I.
Por parte de nuestro equipo se han disefiado un total de 12 secuencias de oligonucleétidos especificos, basados en
la secuencia publica (traduccién de leucine-rich repeat kinase 2 gene ID 120892) del gen LRKK?2 humano accesible
desde el GeneBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Dichas secuencias son tinicas y han

sido disefiadas especificamente por nuestro equipo no existiendo copias de las mismas en ningin otro dispositivo o
sistema de diagndstico parecido.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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MUTACION  PRIMER SECUENCIA MODIFICACI
ON
G2019SMut ~ 5-CATTCTACAGCAGTACTGAGCAATICT-3 Mutacién
adicional en
G2019S la 3% base
por el
extremo 3’
G2019SWt  5'- Cola
GCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCe e
GCC CGTCTACAGCAGTACTGAGCAATGCC-3' acilgonal de
LRRK2Wt 5-GATACCTCCACTCAGCCATGATTA-3' Sin modificar.
R1441H Ri1441Hiw  5-TGTCTTTCCCTCCAGGCACA-3’ Mutacién
adicional en
la 3% base
por el
extremo 3’
R1441C R1441Cfw  5-TTGTGTCTTTCCCTCCAGGATT-3’ Mutacién
adicional en
la 3% base
por el
extremo 3’
R1441G R1441Gfw  5-TGTGTCTTTCCCTCCAGGATG-3’ Mutacién
adicional en
la 3% base
por el
extremo 3’
Comtun Ri441wtfw  5'- Cola
R1441 GCGGGCGGGGLCGGGGGCACGGGGGGELCG adicional de
CGGCGGGCGGG G+C
GCGGGGGTGTGTCTTTCCCTCCAGGCTC-
3!
Sin modificar

WtR1441 wtR1441rv  5-GGCTTTGCGTTGCTTCTCAT-3’

La idea de sistema diagndstico tal y como nos referimos en el prototipo A debe entenderse como “un sistema
de diagnéstico in vitro basado en PCR en tiempo real utilizando SYBR green I como fluorocromo que permite el
diagnostico de las mutaciones G2019S y R1441C/H/G del gen LRRK?2 humano”. El sistema consta de una placa de
96 pocillos que genotipa hasta 12 muestras procedentes de DNA humano ya sea obtenido a partir de sangre o de frotis
bucales facilitando el genotipo completo (homocigético silvestre, homocigdtico mutante o heterocigético) de cada una
de las mutaciones indicadas para el paciente en cuestion.

La idea de sistema de diagndstico tal y como nos referimos en el prototipo B debe entenderse como “un sistema de
diagnéstico in vitro que permite la deteccién de una mutacion aislada del gen LRRK2: G2019S, R1441C, R1441H o
R1441G; basado en PCR en tiempo real utilizando el fluorocromo SYBR green [ y que a partir de muestras procedentes
de DNA humano ya sea obtenido a partir de sangre o de frotis bucales facilita el genotipo completo (homocigético
silvestre, homocigético mutante o heterocigético) de la muestra en cuestién”.

Respecto de las secuencias de oligonucledtidos utilizados indicar que son secuencias especificas que permiten la
deteccién mediante la técnica de PCR del genotipo concreto de la muestra analizada basado en una reaccién de tipo
multiplex, que en una tnica reaccion indica el genotipo (homocigético mutante, homocigético silvestre o heterocigdti-
co) de la muestra analizada. Los oligonucle6tidos utilizados han sido modificados sintéticamente y su disefio es tnico,

4



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 881 B1

no derivan directamente de la secuencia del gen si no que se han introducido modificaciones en los mismos que son
indispensables para alcanzar la sensibilidad deseada del método.

Ventajas

Las ventajas de esta invencién se desprenden de la presente memoria si bien a continuacién se citan las ventajas
mads destacadas con cardcter meramente enunciativo y no limitativo;

e Se pueden analizar doce muestras de una de las mutaciones en dos horas aproximadamente.

e Se puede emplear sangre o resultados de frotis bucal.

e Las secuencias de oligonucledtidos utilizados son secuencias especificas que permiten la detecciéon mediante la
técnica de PCR del genotipo concreto de la muestra analizada basado en una reaccién de tipo multiplex, que
en una Unica reaccion indica el genotipo (homocigético mutante, homocigético silvestre o heterocigdtico) de la
muestra analizada.

Descripcion de los dibujos

Para mejor comprension de esta memoria se acompaian los dibujos adjuntos que muestran un ejemplo de realiza-
cién, no limitativo, del objeto de la invencién y en los que:

La figura n° 1, es un ejemplo del prototipo A, consistente en una placa cuyo fondo se divide en pocillos dispuestos
en columnas desde la A a la H en donde se disponen los oligonucleétidos especificos de cada uno de los productos de
PCR adsorbidos al fondo de la placa. Cada circulo representa un pocillo y la indicacién de que tipo de primer debe
estar adsorbido. El pocillo “G” contiene oligonucleotidos indicadores de “positivo” en cuanto a la reaccién de PCR
(B-actina humana). El pocilio “H” no tiene ningtn primer adsorbido, actia como “control negativo” o “control de
contaminacién” de la reaccién.

Las filas de la 1 a la 12 corresponden a cada uno de los pacientes/muestras que pueden analizarse en cada carrera.

El resultado del andlisis mediante curva de desnaturalizacién del producto de PCR de cada una de las columnas es
comprensivo del genotipo correspondiente a cada paciente, referido a las mutaciones G2019S y a las del codén 1441
R1441G/C/H.

La figura n°® 2, es un ejemplo del resultado obtenido a partir de tres muestras independientes por triplicado que
permite la deteccion del genotipo de la muestra en un solo paso con una fiabilidad y reproducibilidad muy elevadas.

Ejemplo de una realizacién preferente de la invencion

Conforme a los disefios descritos, un ejemplo basico de realizacion aplicado a la deteccion de la mutacién R1441G,
implica la utilizacién de los siguientes oligonucledtidos.

R1441Gfw  5-TGTGTCTTTCCCTCCAGGATG-3’

R1441wtfw 5'-
GCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCGCGGLCGGGLCGGGEGLCGGGEGEG
TGTGTCTTTCCCTCCAGGCTC-3'

wtR1441rv  5-GGCTTTGCGTTGCTTCTCAT-3’

Los tres oligonucledtidos se utilizan simultdneamente en una reaccién de PCR en tiempo real con SYBR-green, que
permite discriminar en cada reaccién si el genotipo es homocigdtico mutante, homocigético recesivo o heterocigoto
respecto de la mutacién estudiada. Las condiciones del PCR en tiempo real basicas son:

4 mM MgC,

DMSO 5%

SYBR@ GREEN 1X
Annealing: 60°C

Ciclos: 40
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Una vez transcurrida la carrera se procede a realizar una curva de desnaturalizacién (melting curve) del producto
de PCR entre 65°C y 95°C con intervalos de toma de temperatura del 1%.

Como muestras control se han utilizado preparaciones de plasmidos conteniendo fragmentos de entre 300 y 400
pares de bases del gen de LRRK2 humano. Dichos plasmidos han sido sintetizados artificialmente en un laboratorio
externo y posteriormente secuenciados para garantizar la presencia de la mutacion. A partir de las diluciones de plas-
midos originales se han construidos moldes homocigotos mutantes, homocigotos silvestres y heterocigotos siempre de
forma equimolar.

Aplicaciones de la invencion

Desarrollo de una placa de diagnéstico comprensiva de las mutaciones G2019S; R1441C/G/H y sus respectivos
controles. Permitiria el diagndstico de hasta 12 pacientes de una sola vez, en un tnico anélisis y con una duracién
aproximada del mismo de unas 2 horas y en un solo paso (Fig. 1). El kit seria optimizado para partir de DNA obtenido
tanto mediante procedimientos invasivos (muestras sanguineas) como no invasivos (frotis bucales). Este sistema esta
mas orientado hacia actividades de tipo asistencial y diagndstico en hospitales.

Desarrollo de un sistema de diagnostico individual para cada una de las mutaciones. Cada dispositivo incluiria
todo lo necesario para poder diagnosticar la presencia de una mutacién concreta (G2019S o R1441C/H/G) asi como
los controles necesarios a partir de una muestra individual de DNA procedente de sangre o frotis bucales. El ensayo
podria llevarse igualmente a cabo en un tiempo no superior a 2 horas y en un tnico paso mediante la utilizacién de
placas o tubos de reacciéon procedentes de cualquier fabricante y adaptados a las caracteristicas del equipo de PCR en
tiempo real. Inicialmente indicado para labores de investigacion bésica.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para el diagnostico de las mutaciones G2019S y R1441C/H/G de la proteina LRRK?2 basado en
una sola PCR multiple en tiempo real, caracterizado por los oligonucleétidos cebadores:

SEQID N° 1
SEQID N°2
SEQID N°3
SEQID N° 4
SEQID N°5
SEQID N°6
SEQID N°7
SEQID N° 8.

2. Procedimiento para el diagnostico de las mutaciones G2019S y R1441C/H/G de la proteina LRRK?2 basado
en una sola PCR muiltiple en tiempo real, segtin la primera reivindicacion, caracterizada porque la deteccion de la
mutacién R1441G, implica la utilizacién de los siguientes oligonucledtidos:

-SEQIDN°5
-SEQID N°7
-SEQID N°8.

Los tres oligonucledtidos se utilizan simultdneamente en una reaccién de PCR en tiempo real con SYBR-green, que
permite discriminar en cada reaccién si el genotipo es homocigdtico mutante, homocigético recesivo o heterocigoto
respecto de la mutacién estudiada. Las condiciones del PCR en tiempo real basicas son:

4 mM MgCl,
DMSO 5%
SYBR@ GREEN 1X
Annealing: 60°C
Ciclos: 40.
Una vez transcurrida la carrera se procede a realizar una curva de desnaturalizacién del producto de PCR entre

65°C y 95°C con intervalos de toma de temperatura del 1%.

3. Procedimiento para el diagnostico de las mutaciones G2019S y R1441C/H/G de la proteina LRRK2 basado en
una sola PCR muiltiple en tiempo real, segtin reivindicacion primera, caracterizada porque como muestras de control,
se han utilizado preparaciones de plasmidos conteniendo fragmentos de entre 300 y 400 pares de bases del gen de
LRRK?2 humano. Dichos plasmidos han sido sintetizados artificialmente en un laboratorio externo y posteriormente
secuenciados para garantizar la presencia de la mutacion. A partir de las diluciones de plasmidos originales, se han
construidos moldes homocigotos mutantes, homocigotos silvestres y heterocigotos siempre de forma equimolar.

4. Procedimiento para el diagnostico de las mutaciones G2019S y R1441C/H/G de la proteina LRRK2 basado en
una sola PCR muiltiple en tiempo real, segtin reivindicacién primera, caracterizada porque se desarrolla un sistema
de diagnostico individual para cada una de las mutaciones. Cada dispositivo incluiria todo lo necesario para poder
diagnosticar la presencia de una mutacién concreta (G2019S o R1441C/H/G) asi como los controles necesarios a
partir de una muestra individual de DNA procedente de sangre o frotis bucales, utilizando polimerasas/dNTPs/Otros
para la reaccion en tiempo Real y Fluorocromo SYBR-green 1.

5. Procedimiento para el diagnostico de las mutaciones G2019S y R1441C/H/G de la proteina LRRK2 basado en

una sola PCR muiltiple en tiempo real, segtn reivindicacién primera, caracterizado por disponer de una placa de 96
pocillos que genotipa hasta 12 muestras procedentes de DNA humano, obtenido a partir de sangre o frotis bucal.
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1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 Mata, I.F. et al., Neurogenetics, (2005), 6(4): 171-7. 2005
D02 Papp, A. C. et al., BioTechniques, (2003), 34(5): 1068 - 1072. 2003
D03 Di Fonzo, A. et al., Eur. J. Hum. Genet. , (2006), 14(3): 322-31. 2006
D04 Moore, D.J., Parkinsonism. Relat. Disord., (2008),14(Suppl 2): S92- 2008
8.

Observaciones sobre documentos:
En D1 se resumen y analizan diferentes variantes alélicas identificadas en el gen LRRK2.

En D2 se describe un método de identificacién de polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP) basado en la aplicacion de una
reaccién PCR mudltiple caracterizada por el uso de un cebador especifico para cada alelo y en la deteccién de los productos de
la reaccién de amplificacién mediante las correspondientes curvas de fusion.

En D3 se analiza el gen LRRK2 en familias afectadas de la enfermedad de Parkinson.
En D4 se revisa la implicacion del gen LRRK2 en la enfermedad de Parkinson.

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 invencion esta relacionada con la divulgacién de nuevos procedimientos de identificacion de las mutaciones
G2019S y R1441C/H/G de la proteina LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2) asociadas a la enfermedad de Parkinson.

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes).
1.1. Reivindicacion independiente 1.

1.1.1. El objeto de la reivindicaciéon 1 es un procedimiento para el diagnéstico de las mutaciones G2019S y R1441C/H/G de
la proteina LRRK2 basado en una reaccién PCR multiple en tiempo real caracterizada por el uso de los cebadores SEQ ID
Nos 1 a 3 especificos para la deteccion de la mutacién G2019S y del alelo silvestre, y de los cebadores SEQ ID Nos 4 a 8
especificos para la deteccion de las mutaciones R1441C/H/G y del correspondiente alelo silvestre. Debido a que en el estado de
la técnica no se han descrito de cebadores similares a los de la invencién, ni su aplicacién en procedimientos de identificacion
de mutaciones del gen LRRK2, se considera nuevo el objeto de la reivindicacién independiente 1 y el de las dependientes 2-5.

1.2. La presente invencion satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la invencion,
definido en las reivindicaciones 1-5, es nuevo de acuerdo con el Art. 6.1. de la Ley de Patentes.
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2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de Patentes).
2.1. Reivindicacién independiente 1.

2.1.1. Los documentos D1 y D2 constituyen el estado de la técnica méas proximo. En D1 se analizan 26 variantes exénicas
del gen LRRK2 entre las que se incluyen las siguientes: 6055G>A (G2019S), 4321C>T/G (R1441C/G) y 4322G>A (R1441H)
relacionadas con la enfermedad de Parkinson (cf.D1: Resultados, Tabla 1, Tabla 2).

En D2 se describe un método de identificacién de polimorfismos de un Unico nucleétido (SPN: ’'single nucleotide polymorp-
hism’) basado en una reaccion PCR especifica de alelo ('Allele-specific PCR’) y en la deteccion de los productos de la reacciéon
de amplificacién mediante el analisis de las curvas de fusién ('Melting Curves’). La secuencia de cada cebador directo, dise-
fada para amplificar selectivamente un Gnico alelo, incorpora el nucleétido especifico del alelo pertinente en su extremo 3’
y, ademas, una mutacion adicional en la tercera base del extremo 3'con el fin de prevenir la posible amplificacion del alelo
incorrecto (cf. D2: Materiales y Métodos, 'Allele-Specific PCR Amplification’; Tabla 1.). Las curvas de fusién de los fragmentos
de DNA amplificados se obtienen a partir de los datos de fluorescencia emitida por el fluorocromo SYBR Green que se une
inespecificamente a la doble hebra de ADN. Mediante la incorporacion de secuencias ricas en GC en el extremo 5’ en uno de
los cebadores directos, especificos de alelo, se logra aumentar su temperatura de fusién lo que permite el andlisis simultaneo
de ambos alelos (cf. D2: Materiales y Métodos, 'SYBR Green Fluorescence Melting Curve Analysis’; Figura 1.).

El problema técnico a resolver por el objeto de la reivindicacion independiente 1 puede ser considerado, por consiguiente, como
la provisién de un nuevo procedimiento de deteccién de las mutaciones G2019S y R1441C/H/G de la proteina LRRK2.

La solucién propuesta en la reivindicacién1 se basa en una reaccion PCR mdltiple en tiempo real caracterizada por el uso de
los cebadores SEQ ID Nos 1 a 3 especificos para la deteccion de los alelos G2019S y silvestre, y de los cebadores SEQ ID Nos
4 a 8 especificos para la deteccion de R1441C/H/G y del correspondiente alelo silvestre. Por lo tanto, el alcance inventivo del
procedimiento de la reivindicacién 1 radica en los cebadores (SEQ ID Nos 1 a 8) utilizados en dicho procedimiento. El analisis
de las secuencias de dichos cebadores revela que son homologas a las secuencias de los alelos concernidos del gen LRRK2
(cf. D1) y que ademas incorporan las modificaciones en sus extremos 3’ y/o 5’ descritas previamente (cf.D2). Por consiguiente,
el objeto de la reivindicacién independiente 1 se considera que no es inventivo sobre la base de los documentos D1y D2.

Segun lo anteriormente expuesto, el objeto de las reivindicaciones 2 y 5 también se considera que no es inventivo.

2.2. La presente invencién no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la
invencion, definido en las reivindicaciones 1-5 no implica actividad inventiva de acuerdo con el Art. 8.1. de la Ley de Patentes.
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