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DESCRIPCION

LACTOPEROXIDASA COMO BIOMARCADOR DE LA ENFERMEDAD DE
PARKINSON IDIOPATICA

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencién se encuentra dentro del campo de la medicina y se refiere a un
nuevo biomarcador y a un método de diagnéstico del parkinsonismo, y en concreto de

la enfermedad de Parkinson idiopatica.

ESTADO DEL ARTE

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo progresivo que
afecta a mas del 1% de las personas mayores de 65 afios. Se caracteriza por la
degeneracién selectiva de neuronas pigmentadas de la sustancia negra que producen
el neurotransmisor dopamina. La EP es un trastorno multifactorial, y muchos factores
como los genes, la presencia de neuroinflamacion, la desregulacion de los procesos

de oxidacién, las infecciones y otros estan involucrados en la patogénesis de la EP.

El estrés oxidativo y las infecciones microbianas se reconocen como factores
patbgenos de creciente importancia en la EP. En cuanto al estrés oxidativo, se ha
detectado un exceso de especies oxidantes reactivas como el superéxido y el peroxido
de hidrogeno en la sustancia negra en pacientes con EP. Por otro lado, en lo que
respecta a las infecciones cerebrales, aun no se ha demostrado la evidencia de la

presencia de microorganismos dentro de la sustancia negra en pacientes con EP.

Es de destacar que algunas enzimas relacionadas con procesos neurodegenerativos
poseen propiedades oxidativas y antimicrobianas. Por ejemplo, las hemoperoxidasas
como la lactoperoxidasa (LPO) y mieloperoxidasa (MPQO) producen poderosas
moléculas oxidantes para protegerse contra patdogenos. Estas hemoperoxidasas se
encuentran en la sustancia negra humana, son inhibidas por la dopamina (DA) y se ha
propuesto que desempefian un papel en la enfermedad de Parkinson (Fernandez-
Espejo, 2019).

Hasta la fecha, ningun estudio ha examinado como el nivel de LPO en el LCR se

relaciona con las caracteristicas clinicas de la EP idiopatica.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Concentraciones individuales de lactoperoxidasa (LPO) en (A) el liquido
cefalorraquideo y (B) suero en pacientes con Enfermedad de Parkinson idiopatica y
sujetos controles. Las concentraciones medias de LPO (ng/ml) se encuentran
elevadas significativamente en el LCR de los pacientes de enfermedad de Parkinson.
Los datos se presentan como valores individuales (puntos) y media y desviacion
estandar (lineas solidas). **p=.0202 (test de Student). Abbrev.: LCR, Liquido

cefalorraquideo; LPO, lactoperoxidasa.

Figura 2. Correlaciones entre la concentracion de LPO en el LCR, los valores de la
escala MDS-UDPRS parte-IV y la dosis diaria equivalente de L-DOPA en pacientes
con Enfermedad de Parkinson idiopatica (A) Existe una correlacién inversa
significativa entre la concentracién de LPO en el LCR y los valores de la escala MDS-
UPDRS parte IV, que sirve para evaluar las complicaciones motoras de la terapia con
L-DOPA (Discinesias y fluctuaciones motoras). (r=-0.521, p<.0001), (B) Existe
también una correlacion inversa significativa entre la concentracion de LPO en el LCR
y la dosis diaria equivalente de L-DOPA (r=-0.626, p<.0001). (C) Hay también una
correlacion positivaentre los valores de LED y de la escala MDS-UPDRS parte IV
(r=0.697, p<.0001). Abbrev.: LCR, Liquido cefalorraquideo; LPO, lactoperoxidasa;
MDS-UPDRS, International Parkinson and Movement Disorder Society-Sponsored
revision of the Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (Escala para discinesias y

fluctuaciones motoras); LED, dosis diaria equivalente de L-DOPA.

Figura 3. Valores individuales de (A) Concentracién de LPO en el LCR, y (B) Dosis
diaria equivalente de L-DOPA, en pacientes con y sin complicaciones motoras. (A) Los
pacientes con complicaciones motoras tienen menores concentraciones de LPO en el
LCR. Los datos se presentan como valores individuales (puntos) y media y desviaciéon
estandar (lineas sélidas). ** p=.0003. (B) La dosis diaria equivalente de L-DOPA es
mayor en los pacientes con complicaciones motoras que sin complicaciones motoras..
**p<.0001 (Student’s t-test). Abbrev.: LCR, Liquido cefalorraquideo; LPO,

lactoperoxidasa.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han analizado la relacion del LCR y la LPO sérica

3



10

15

20

25

30

35

ES2923049 Al

con las caracteristicas clinicas de la EP idiopatica. La concentracion de LPO se
analizé mediante técnicas de ELISA. Se examiné la correlaciéon de LPO del LCR y
sérica y MDS-UPDRS, escala de Hoehn-Yahr y otros parametros clinicos. Los
hallazgos revelaron que la concentracion de LPO estaba elevada en el LCR, no en el
suero, en pacientes con EP al compararla con los controles (p <0,001). El analisis por
regresion logistica binaria y de su correspondiente curva ROC indic6 un punto de corte
de LPO en LCR de 19 ng/ml para discriminar a los pacientes de los controles. La
concentracion de LPO en el LCR se correlacion6 inversamente (p <0,0001) con la
intensidad del régimen de medicacibn dopaminérgica (expresada como dosis
equivalente de levodopa o LED, mg / dia), y la concentracién de LPO en el LCR fue
significativamente menor en pacientes bajo un régimen dopaminérgico = 19 ng/ml
LED. La concentracion de LPO en LCR y el LED también se correlacionaron con las
puntuaciones de la parte IV de MDS-UPDRS (p <0,0001), una escala de calificacién
(International Parkinson and Movement Disorder Society-Sponsored revision of the
Unified Parkinson’s Disease Rating Scale) que permite evaluar las complicaciones

motoras de la terapia.

Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere al uso de la latoperoxidasa

como biomarcador para el diagnéstico del parkinsonismo.

El parkinsonismo, en esta memoria, es aquel que resulta de la degeneracion
progresiva de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra del mesencéfalo e
incluye la enfermedad de Parkinson idiopatica (esporadica y hereditaria), pero también
puede incluir casos de parkinsonismo secundario causado, por ejemplo, por
sustancias quimicas téxicas, farmacos, virus, bacterias, metales pesados,

traumatismos, etc. y sindromes de parkinsonismo plus.

El término "parkinsonismo", como se usa aqui, se refiere a un sindrome clinico que se
manifiesta por una combinacion de los sintomas motores, tales como temblor,
bradicinesia, rigidez, inestabilidad postural, postura flexionada y la congelacién. Las
clasificaciones del parkinsonismo son la enfermedad de Parkinson, el parkinsonismo
secundario, el parkinsonismo hereditario y los sindromes de parkinsonismo plus
(degeneraciones multisistémicas, paralisis supranuclear progresiva o PSP, demencia

con cuerpos de Lewy).
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Por tanto, en otra realizacion preferida de este aspecto el parkinsonismo se selecciona
de la lista que consiste en: la enfermedad de Parkinson (EP idiopatico), el
parkinsonismo secundario, el parkinsonismo hereditario y los sindromes de
parkinsonismo plus. Mas preferiblemente el parkinsonismo plus se selecciona de la
lista que consiste en: degeneraciones multisistémicas, paralisis supranuclear

progresiva o PSP, y demencia con cuerpos de Lewy.

El término “lactoperoxidasa” (también llamada LPO) se refiere tanto al gen como a la
proteina humanos, En esta memoria e entiende por lactoperoxidasa a un miembro de
la familia de proteinas de la peroxidasa. La preproproteina codificada se procesa
proteoliticamente para generar la enzima madura. Tras su secrecion de las glandulas
salivales, mamarias y otras mucosas, esta enzima cataliza la generacién de la
sustancia antimicrobiana acido hipotiocianoso. Este gen esta presente en un grupo de

genes en el cromosoma 17.

Se refiere también a una proteina que tiene actividad peroxidasa, segun se analiza
mediante pruebas enzimologicas estandar. Las pruebas de actividad peroxidasa estan
disponibles comercialmente y se describen en documentos conocidos por el experto

en la materia.

En el contexto de la presente invencion, LPO también se define por una secuencia de
nucleétidos o polinucleétidos que comprenderia diversas variantes derivadas de:

a) moléculas de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2,

b) moléculas de acido nucleico cuya hebra hibrida complementaria con la secuencia
polinucleoctidica de a),

c) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la
degeneracion del codigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoéacidos con una identidad de al menos 80%, 90%, 95%, 98% o
99% con SEQ ID NO: 2 en las que el polipéptido codificado por dichos acidos
nucleicos posee la actividad y caracteristicas estructurales de la proteina
lactoperoxidasa. Otras posibles secuencias de nucleétidos que codifican Ila
lactoperoxidasa incluyen, pero no se limitan a, SEQ ID NO: 1.

ID del gen: 4025
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Ubicacion del gen: 17922
SEC ID NO: 1

CTTTCCTGCTAAGCCTCAGCGTCTCCTCCAAGCCACATCAAAATCTTTCCTTCTGG
GCCTTTCCCAGAAGTGAATTCTTGCTGGAAGGTATAAAAGACCAGCTCCTCCAAG
CAGAGCAACTCCCTGGCTGCCGTGAAAAGACAAGGCACTGGGCAGTGATGAGGG
TCCTTCTCCATCTCCCAGCCCTCCTGGCTTCCCTCATCTTGCTTCAGGCTGCAGC
ATCTACCACAAGAGCGCAGACTACCAGAACCTCTGCCATCTCCGATACTGTGAGT
CAGGCCAAGGTCCAAGTCAACAAGGCCTTCCTGGACTCCCGAACCAGGCTGAAG
ACCGCCATGAGCTCTGAGACTCCCACCAGCCGACAGCTCTCAGAATACCTCAAGC
ATGCCAAAGGCCGGACGCGCACAGCCATCCGCAATGGACAGGTGTGGGAGGAG
TCTTTAAAGAGACTGAGGCAGAAGGCATCCTTGACCAATGTCACAGATCCCAGCC
TGGACTTGACTTCACTGTCTCTGGAGGTGGGCTGTGGTGCTCCTGCTCCCGTGGT
GAGATGCGACCCGTGCAGCCCTTACCGCACCATTACGGGAGACTGCAATAACAG
GAGGAAGCCTGCGCTGGGCGCCGCCAACAGGGCTCTGGCGCGCTGGCTGCCCG
CGGAGTACGAGGACGGGCTCTCCCTGCCCTTCGGCTGGACGCCGGGGAAGACG
CGCAACGGCTTCCCTCTCCCGCTGGCCCGGGAGGTATCTAACAAGATTGTTGGCT
ATCTGAATGAGGAGGGTGTTCTGGACCAAAACAGGTCCCTGCTCTTCATGCAGTG
GGGTCAGATTGTGGATCATGACCTGGACTTTGCCCCTGACACCGAGCTGGGGAG
TAGCGAGTACTCCAAAGCCCAGTGTGATGAGTACTGTATCCAGGGAGACAACTGC
TTCCCCATCATGTTCCCACCCAATGACCCCAAGGCGGGGACTCAAGGGAAATGCA
TGCCTTTCTTCCGAGCTGGGTTCGTCTGCCCCACTCCACCCTACAAGTCCCTGGC
CCGAGAGCAGATCAACGCTCTGACCTCCTTCCTGGATGCCAGCTTTGTGTACAGC
TCCGAGCCAAGCCTGGCCAGCCGCCTCCGCAACCTCAGCAGCCCCCTGGGCCTC
ATGGCTGTCAACCAGGAGGTCTCAGACCATGGACTACCCTACCTGCCCTATGACA
GCAAGAAGCCAAGCCCCTGTGAGTTCATCAACACCACTGCCCGTGTGCCCTGCTT
CCTGGCAGGAGATTCTCGAGCCTCAGAGCATATTCTGCTGGCCACATCCCACACC
CTCTTTCTCCGCGAGCATAACCGGCTGGCCAGAGAACTAAAGAGACTCAACCCTC
AGTGGGATGGAGAGAAGCTCTACCAGGAAGCCCGGAAAATCCTGGGAGCCTTCG
TGCAGATTATCACCTTTAGGGACTACCTACCCATTTTGCTAGGTGACCACATGCAG
AAGTGGATACCCCCATATCAAGGCTACAGTGAATCTGTGGATCCCAGAATTTCCAA
TGTCTTCACCTTCGCCTTCCGCTTTGGCCACTTGGAGGTCCCCTCTAGTATGTTCC
GCCTGGATGAGAATTATCAGCCATGGGGGCCAGAACCAGAACTCCCCCTCCACA
CCCTCTTCTTCAACACTTGGAGGATGGTCAAAGATGGTGGAATTGATCCTCTGGT
GCGGGGCCTGCTGGCCAAGAAATCCAAGCTGATGAAACAGAATAAAATGATGACT
GGAGAGCTGCGCAACAAGCTTTTCCAGCCAACTCACAGGATCCATGGCTTTGACC
TGGCTGCCATCAACACACAGCGTTGCCGGGACCATGGGCAACCTGGGTACAATT
CCTGGAGAGCCTTCTGTGACCTCTCACAGCCGCAGACACTAGAGGAGTTGAACAC
AGTGCTGAAGAGCAAGATGCTGGCCAAGAAGTTACTGGGTCTCTACGGGACCCC
TGACAACATCGACATCTGGATAGGGGCCATTGCTGAGCCGCTGGTGGAAAGGGG
TCGGGTGGGGCCTCTCCTGGCCTGCCTCTTGGGCAAGCAGTTCCAGCAGATCCG
TGATGGAGACAGGTTCTGGTGGGAAAACCCTGGGGTCTTCACGAACGAGCAGAA
GGACTCTCTACAGAAAATGTCCTTCTCACGCCTTGTCTGTGACAACACCCGCATCA
CCAAGGTCCCACGGGACCCATTCTGGGCCAACAGCTACCCCTATGACTTCGTGG
ATTGCTCAGCCATCGACAAGCTGGACCTGTCACCCTGGGCCTCAGTGAAGAATTA
GGGGCCCGCGCTGCACAGGAAAGTTCCCTTTGGTCCACAGGGCCATTTCAAGCA
AGTTCAATGACCTGGTCCCTTAGAGCTCCATATCCCAGTCCCAGCCCTTCTTTGCA
GCTGGGCCTCTCTATACCCCTGGATGAACAGCTTGCTCAGGCCCCAGGGTGGCT
GCCTCGGCCCTCCCAGCTCTTACACTCAGCTCCAGTGGCTTCTCCTTTCTGTCAA
GACTTAGCCCCGCTGAGATGCCCTTCTGCTCCAGCTTGCTGGATGTTACCTGTCC
TCTTCCCTCCACAAGTCTTGGCCCTTAACCTTTATCTTTCTTCCTGTCCTCTCACCT
AGATTGTAAGCTCCCTGGGCCAGGACTTCAGCCTGCCTCCGAGGGTCCCCTGTG
GCACCTAGCATGGTGCACAGCACATTAGAAGTGCTCAAAAACATCTGATGACTGA
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CTAAAGATGCTAGGCGTGACACCGTTCCCTCCAAAAGCAGACCTCGGAATCACTG
CCAAATAAGTAACTAGACGTTTACAGGCCA

SEQ ID NO: 2
MRVLLHLPALLASLILLQAAASTTRAQTTRTSAISDTVSQAKVQVNKAFLDSRTRLKTA
MSSETPTSRQLSEYLKHAKGRTRTAIRNGQVWEESLKRLRQKASLTNVTDPSLDLTSL
SLEVGCGAPAPVVRCDPCSPYRTITGDCNNRRKPALGAANRALARWLPAEYEDGLSL
PFGWTPGKTRNGFPLPLAREVSNKIVGYLNEEGVLDQNRSLLFMQWGQIVDHDLDFA
PDTELGSSEYSKAQCDEYCIQGDNCFPIMFPPNDPKAGTQGKCMPFFRAGFVCPTPP
YKSLAREQINALTSFLDASFVYSSEPSLASRLRNLSSPLGLMAVNQEVSDHGLPYLPY
DSKKPSPCEFINTTARVPCFLAGDSRASEHILLATSHTLFLREHNRLARELKRLNPQW
DGEKLYQEARKILGAFVQIITFRDYLPILLGDHMQKWIPPYQGYSESVDPRISNVFTFAF
RFGHLEVPSSMFRLDENYQPWGPEPELPLHTLFFNTWRMVKDGGIDPLVRGLLAKKS
KLMKQNKMMTGELRNKLFQPTHRIHGFDLAAINTQRCRDHGQPGYNSWRAFCDLSQ
PQTLEELNTVLKSKMLAKKLLGLYGTPDNIDIWIGAIAEPLVERGRVGPLLACLLGKQF
QQIRDGDRFWWENPGVFTNEQKDSLQKMSFSRLVCDNTRITKVPRDPFWANSYPYD
FVDCSAIDKLDLSPWASVKN

En una realizacién mas preferida, el parkinsonismo es la EP idiopatica.

METODOS DE DIAGNOSTICO DE LA INVENCION

Otro aspecto de la invencién se refiere a un método de obtencién de datos utiles para
el diagnaostico del parkinsonismo, de ahora en adelante primer método de la invencion,
que comprende:

a) obtener una muestra biolégica aislada que comprende células de un individuo, y

b) detectar los niveles de lactoperoxidasa en la muestra biologica aislada de (a),

c) Comparar la expresion del paso (b) con una cantidad de referencia.

Los pasos (b) y/o (c) de los métodos descritos anteriormente pueden ser total o
parcialmente automatizados, por ejemplo, por medio de un equipo robético sensor
para la deteccion de la cantidad en el paso (b) o la comparacién computerizada en el

paso (c).

Una "muestra bioldgica aislada" incluye, pero sin limitarnos a, células, tejidos y/o
fluidos biolégicos de un organismo, obtenidos mediante cualquier método conocido por

un experto en la materia.
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En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion la muestra bioldgica

aislada de (a) es el liquido cefalorraquideo (LCF).

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para el diagnostico del
parkinsonismo en un individuo, de ahora en adelante segundo método de la invencién,
que comprende los pasos (a) — (c) segun el primer método de la invencion, y ademas
comprende:

(d) diagnosticar al individuo del paso (a) como un individuo con del parkinsonismo,
cuando presente una concentracion estadisticamente significativa mayor de LPO en la
muestra obtenida en (a), en relacion a la cantidad de expresion detectada para dicho

gen o dicha proteina en una poblacién de individuos de referencia.

Mas preferiblemente, la concentracion de LPO en LCR es mayor o igual al 1,35 veces
la concentracion en una muestra de individuos controles de referencia, mas
preferiblemente mayor o igual a 1,4 veces, a 1,5 veces, a 1, 8 veces la concentracion
en una muestra de individuos controles de referencia. AUn mucho mas preferiblemente
la concentracion es mayor o igual a 2 veces la concentracion en una muestra de
individuos controles de referencia. En una realizacion particular la concentracion de

LPO en LCR es mayor o igual a 19 ng/ml.

La deteccidén de la expresion de los genes, o la deteccién de la cantidad de proteina,

puede realizarse por cualquier medio conocido en el estado de la técnica.

La medida de la concentracion, preferiblemente de manera cuantitativa, puede ser
llevada a cabo de manera directa o indirecta. La medida directa se refiere a la medida
de la expresién de los genes, basada en una sefal que se obtiene directamente de los
transcritos de dichos genes, o de las proteinas a las que se traducen, y que esta
correlacionada directamente con el nimero de moléculas de RNA o de proteinas
producidas por los genes. Dicha sefial - a la que también podemos referirnos como
sefal de intensidad - puede obtenerse, por ejemplo, midiendo un valor de intensidad
de una propiedad quimica o fisica de dichos productos. La medida indirecta incluye la
medida obtenida de un componente secundario o un sistema de medida biol6gica (por
ejemplo la medida de respuestas celulares, ligandos, "etiquetas" o productos de

reaccion enzimatica).
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El término "comparacion”, tal y como se utiliza en la descripcién, se refiere pero no se
limita, a la comparacién de los niveles de expresion del gen de LPO (OMIM:150205),
en la muestra biologica a analizar, también llamada muestra biolégica problema, con
los niveles de expresion de los genes de LPO de una o varias muestras de referencia
deseable descrita en otra parte de la presente descripcion. La muestra de referencia
puede ser analizada, por ejemplo, simultanea o consecutivamente, junto con la
muestra biolégica problema. La comparacién descrita en el apartado (c) del método de

la presente invencidon puede ser asistida por ordenador.

Los niveles de expresion de los genes o de las proteinas van a dar un determinado
perfil de expresion génica o proteica. El término "nivel de expresion", se refiere al
material bioquimico, ya sea ARN o proteina, resultado de la expresion de un gen.
Algunas veces se usa una medida de la cantidad de producto génico para inferir qué
tan activo es un gen. Se entiende por "perfil de expresion génica" el perfil génico
obtenido tras la cuantificacion del ARNm producido por los genes de interés o
biomarcadores. EI perfil de expresion del gen se realiza, preferiblemente,
determinando el nivel de ARNm derivado de su transcripcion, previa extraccion del
ARN total presente en la muestra bioldgica aislada, lo cual puede realizarse mediante
protocolos conocidos en el estado de la técnica. La determinaciéon del nivel de ARNm
derivado de la transcripcidbn del gen, puede realizarse, por ejemplo, aunque sin
limitarnos, mediante amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
retrotranscripcion en combinacion con la reaccion en cadena de la polimerasa con
retrotranscripcion (RT-PCR), secuenciacion directa de ARNm , analisis en serie de la
expresion génica (SAGE, SuperSAGE); chips de ARN elaborados con oligonucleétidos
depositados por cualquier mecanismo; microarrays de ARN elaborados con
oligonucledtidos sintetizados in situ mediante fotolitografia o por cualquier otro
mecanismo; hibridacion in situ utilizando sondas especificas para el gen marcadas con
cualquier método de mareaje; mediante geles de electroforesis; mediante transferencia
a membrana e hibridacion con una sonda especifica; mediante resonancia magnética
nuclear o cualquier otra técnica de diagnostico por imagen utilizando nanoparticulas
paramagnéticas o cualquier otro tipo de nanoparticulas detectables funcionalizadas

con anticuerpos o por cualquier otro medio.

En la presente invencién, preferiblemente, como producto de expresion génica nos

9
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referimos a la proteina LPO. Se entiende por perfil de expresion proteica al que se
obtiene mediante la deteccidn y/o cuantificacion de la proteina o las proteinas producto
de la traduccion del ARNm derivado de la transcripcion del los genes, mediante por
ejemplo, pero sin limitarnos, inmunodeteccion por western blot. La deteccidon
cuantitativa de la expresion del gen LPO puede realizarse mas preferiblemente
mediante PCR en tiempo real (RT-PCR 6 RTgPCR). La deteccion en tiempo real de
los productos amplificados puede llevarse a cabo mediante la utilizacion de moléculas
fluorescentes que se intercalan en el ADN de cadena doble o mediante hibridaciéon con

diferentes tipos de sondas.

A su vez, atendiendo al método de la presente invencion, se podrian establecer otras
subclasificaciones dentro de esta principal, facilitando, por tanto, la eleccion y el
establecimiento de regimenes terapéuticos o tratamiento adecuados. Esta
discriminacioén tal y como es entendida por un experto en la materia no pretende ser
correcta en un 100% de las muestras analizadas. Sin embargo, requiere que una
cantidad estadisticamente significativa de las muestras analizadas sean clasificadas
correctamente. La cantidad que es estadisticamente significativa puede ser
establecida por un experto en la materia mediante el uso de diferentes herramientas
estadisticas, por ejemplo, pero sin limitarse, mediante la determinacion de intervalos
de confianza, determinacion del valor significacion P, test de Student o funciones
discriminantes de Fisher, medidas no paramétricas de Mann Whitney, correlacién de
Spearman, regresion logistica, regresion lineal, area bajo la curva de ROC (AUC).
Preferiblemente, los intervalos de confianza son al menos del 90%, al menos del 95%,
al menos del 97%, al menos del 98% o al menos del 99%. Preferiblemente, el valor de
p es menor de 0,1, de 0,05, de 0,01, de 0,005 o de 0,0001. Preferiblemente, la
presente invencién permite detectar correctamente la enfermedad de forma diferencial
en al menos el 60%, mas preferiblemente en al menos el 70%, mucho mas
preferiblemente en al menos el 80%, o aun mucho mas preferiblemente en al menos el
90% de los sujetos de un determinado grupo o poblacién analizada. En una realizacion
preferida de este aspecto de la invencion, el individuo del paso (a) no recibe un

tratamiento con levodopa.

El término "individuo", tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere a animales,
preferiblemente mamiferos, y mas preferiblemente, humanos. El término "individuo" no

pretende ser limitativo en ningun aspecto, pudiendo ser éste de cualquier edad, sexo y

10
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condicion fisica.

La cantidad de referencia se obtiene a partir de los valores de expresion constitutiva
de los genes, o de los valores medios de las proteinas, en un grupo de individuos
sanos, o de la expresion de los genes o los valores medios de las proteinas en el

grupo de individuos antes de ser sometidos al tratamiento.

La cantidad de referencia sera, por ejemplo, en el caso de la diferenciaciéon entre los
pacientes afectados por parkinsonismo, y preferiblemente EP idiopatica, de los
individuos sanos, la expresion constitutiva del gen o la cantidad de proteina detectada
en un grupo control de individuos sanos. Sin embargo, en el caso de la
subclasificacion de los pacientes afectados por parkinsonismo, y preferiblemente EP
idiopatica, en distintos estadios, el grupo control estara formado por un grupo de
enfermos parkinsonismo, y preferiblemente EP idiopatica, en una determinada fase de
desarrollo. En otra realizacion preferida de este aspecto de la presente invencion, la
cantidad de referencia se obtiene a partir de una muestra de referencia. La cantidad de
referencia puede obtenerse también, por ejemplo, de los limites de distribucion normal
de una cantidad encontrada en muestras obtenidas de una poblacion de individuos
con parkinsonismo, y preferiblemente EP idiopatica, en distintas fases, mediante
técnicas estadisticas bien conocidas. En otra realizacion preferida, la muestra de

referencia se obtiene de los pacientes antes y después del tratamiento.

La cuantificacion de la cantidad de LPO puede hacerse por cualquiera de las técnicas
conocidas por el experto en la materia, preferiblemente mediante técnicas

inmmunoldgicas.

En una realizacion mas preferida, las técnicas inmunolégicas estan basadas en
reacciones de precipitacion, basadas en reacciones de aglutinacién,
inmunomarcaciéon, radioinmunoanalisis y técnicas radioinmunométricas, ELISA
(Enzyme Linked ImmunoadSorbent Assay), o en cualquiera de sus combinaciones. En
otra realizacion mas preferida, las técnicas inmunolégicas comprenden el
inmunomarcaje. En otra realizacion aun mas preferida, el inmunomarcaje se
selecciona de entre inmunomarcaje con anticuerpos conjugados a enzimas,
inmunomarcaje con anticuerpos conjugados a fluorocromos, o citometria. Aun mas

preferiblemente, la citometria es citometria de flujo.
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KIT O DISPOSITIVO DE DIAGNOSTICO, MICROARRAY o MICROARRAY DE
PROTEINAS Y USOS

Otro aspecto de la presente invenciéon se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en
adelante kit o dispositivo de la invencion, que comprende los elementos y/o reactivos
necesarios para analizar el producto de expresion de LPO en una muestra biolégica.
En una realizacion preferida, el kit o dispositivo de la invencion comprende cebadores,
sondas y/o anticuerpos capaces de cuantificar el producto de expresion de LPO, y
donde:

- los cebadores o primers son secuencias de polinucleétidos de entre 10 y 30 pares de
bases, mas preferiblemente de entre 15 y 25 pares de bases, aun mas preferiblemente
de entre 18 y 22 pares de bases, y aun mucho mas preferiblemente de alrededor de
20 pares de bases, que presentan una identidad de al menos un 80%, mas
preferiblemente de al menos un 90%, aun mas preferiblemente de al menos un 95%,
aun mucho mas preferiblemente de al menos un 98%, y particularmente de un 100%,
con un fragmento de la secuencia complementaria a la SEQ ID NO: 1,

- las sondas son secuencias de polinucleétidos de entre 30 y 1100 pares de bases,
mas preferiblemente de entre 100 y 1000 pares de bases, y aun mas preferiblemente
de entre 150 y 500 pares de bases, que presentan una identidad de al menos un 80%,
mas 25 preferiblemente de al menos un 90%, ain mas preferiblemente de al menos un
95%, aun mucho mas preferiblemente de al menos un 98%, y particularmente de un
100%, con un fragmento de las secuencias complementarias a la SEQ ID NO: 1,

- los anticuerpos son capaces de unirse especificamente a una regiéon formada por la

secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 2.

El kit de la invencién puede incluir controles positivos y/o negativos. El kit ademas
puede contener, sin ningun tipo de limitacion, tampones, soluciones de extraccién de
ADN/ARN o proteinas, agentes para prevenir la contaminacion, inhibidores de la

degradacion del ADN/ARN y/o las proteinas, etc.

Por otro lado el kit puede incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su
puesta en marcha y optimizacion. Preferiblemente, el kit comprende ademas las

instrucciones para llevar a cabo los métodos de la invencion.

El kit o dispositivo de la invenciébn puede usarse y el uso no esta particularmente
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limitado, aunque se prefiere el uso en el método de la invencién en cualquiera de sus

realizaciones.

Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere al uso de un kit o dispositivo de la
invencion para diagnosticar el parkinsonismo en un individuo. En una realizacién

preferida de este aspecto de la invencién el parkinsonismo es la EP idiopatica.

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion, los oligonucleétidos,
cebadores, sondas o anticuerpos estan modificados o marcados, por ejemplo, pero sin
limitarnos, mediante un marcaje radiactivo o inmunoldgico. Asi, preferiblemente, los
oligonucledtidos presentan modificaciones en alguno de sus nucleotidos, como por
ejemplo, pero sin limitarnos a, nucleétidos que tengan alguno de sus atomos con un
isotopo radiactivo, normalmente *?P o tritio, nucleétidos marcados inmunolégicamente,
como por ejemplo con una molécula de digoxigenina, y/o inmovilizadas en una

membrana. Varias posibilidades son conocidas en el estado de la técnica.

AUTOMATIZACION DE LOS METODOS DE LA INVENCION

La invencién se extiende también a programas de ordenador adaptados para que
cualquier medio de procesamiento pueda llevar a la practica los métodos de la
invenciéon. Tales programas pueden tener la forma de cédigo fuente, codigo objeto,
una fuente intermedia de coédigo y codigo objeto, por ejemplo, como en forma
parcialmente compilada, o en cualquier otra forma adecuada para uso en la puesta en
practica de los procesos segun la invencion. Los programas de ordenador también

abarcan aplicaciones en la nube basadas en dicho procedimiento.

En particular, la invencién abarca programas de ordenador dispuestos sobre o dentro
de una portadora. La portadora puede ser cualquier entidad o dispositivo capaz de
soportar el programa. Cuando el programa va incorporado en una sefial que puede ser
transportada directamente por un cable u otro dispositivo o medio, la portadora puede
estar constituida por dicho cable u otro dispositivo o medio. Como variante, la
portadora podria ser un circuito integrado en el que va incluido el programa, estando el
circuito integrado adaptado para ejecutar, o para ser utilizado en la ejecucion de, los

procesos correspondientes.

Por ejemplo, los programas podrian estar incorporados en un medio de
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almacenamiento, como una memoria ROM, una memoria CD ROM o una memoria
ROM de semiconductor, una memoria USB, o un soporte de grabacion magnética, por
ejemplo, un disco flexible o un disco duro. Alternativamente, los programas podrian
estar soportados en una sefal portadora transmisible. Por ejemplo, podria tratarse de
una sefal eléctrica u o6ptica que podria transportarse a través de cable eléctrico u

optico, por radio o por cualesquiera otros medios.

La invencién se extiende también a programas de ordenador adaptados para que
cualquier medio de procesamiento pueda llevar a la practica los métodos de la
invenciéon. Tales programas pueden tener la forma de cédigo fuente, codigo objeto,
una fuente intermedia de coédigo y codigo objeto, por ejemplo, como en forma
parcialmente compilada, o en cualquier otra forma adecuada para uso en la puesta en
practica de los procesos segun la invencion. Los programas de ordenador también

abarcan aplicaciones en la nube basadas en dicho procedimiento.

Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere a un medio de almacenamiento
legible por un ordenador que comprende instrucciones de programa capaces de hacer

qgue un ordenador lleve a cabo los pasos de cualquiera de los métodos de la invencion.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una sefial transmisible que comprende
instrucciones de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos

de cualquiera de los métodos de la invencion.

Los términos "polinucleétido" y "acido nucleico" se usan aqui de manera
intercambiable, refiriéendose a formas poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud,
tanto ribonucleé6tidos (ARN 6 RNA) como desoxirribonucleétidos (ADN 6 DNA). Los
términos "secuencia aminoacidica", "péptido”, "oligopéptido", "polipéptido" y "proteina”
se usan aqui de manera intercambiable, y se refieren a una forma polimérica de
aminoacidos de cualquier longitud, que pueden ser codificantes o no codificantes,

quimica o bioquimicamente modificados.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la

invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la
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invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracién, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

EJEMPLOS DE LA INVENCION

1. Procedimiento experimental

1.1. Participantes, informacion clinica y ética.

Los pacientes y controles se inscribieron en el Hospital Macarena, Sevilla, Espaia.
Todos los pacientes tenian una duracion de la enfermedad> 2 afios y fueron
diagnosticados de EP por neurdlogos expertos en base a la presencia de los tres
signos motores clasicos del parkinsonismo (bradicinesia, rigidez y temblor en reposo),
junto con una reduccién confiable de la sefial Dat-SPECT. en los ganglios basales. Se
seleccion6 una reduccion de mas del 35% de la sefial Dat-Scan de putamen o
caudado en relacién con controles de la misma edad y sexo, segun otros autores
(Iranzo et al., 2017. Ann. Neurol. 82(3), 419-428). Para excluir formas hereditarias de
parkinsonismo, se descartaron aquellos pacientes con familiares con EP, menores de
45 afos o con déficits atipicos. Los sujetos control estaban libres de trastorno
neurolégico, y fueron reclutados entre voluntarios sometidos a anestesia intradural
antes de la cirugia en la Unidad de Anestesia del hospital Macarena. La anestesia y la
cirugia en si no tuvieron impacto en los parametros del LCR y del suero a analizar,
porque todos los fluidos corporales se obtuvieron antes de la anestesia. Los controles
se emparejaron por grupos por edad y sexo con los sujetos con EP. Se excluyeron los

controles si tenian un familiar de primer grado con EP.

Se realizé un estudio estandarizado, que incluy6 informacion clinica como edad, sexo,
indice de masa corporal, educacién (afos), tratamiento farmacolégico y escalas de
calificacion. Se excluyeron las personas que presentaban alguna disfuncién cardiaca,
hepatica, renal o hematologica, cancer, trastornos autoinmunitarios, SIDA y afecciones
infecciosas (el LCR y los marcadores séricos pueden estar alterados en tales
afecciones) (Martin de Pablos et al, 2015. Antioxid. Redox Signal. 23(11), 893-898;
Martin de Pablos et al., 2018. Exp. Gerontol. 110, 54-60). Ademas, todos los
participantes deben ser no fumadores, no bebedores de café o alcohol. El tabaquismo
se defini6 como el fumador actual que consumia cigarrillos a diario o los fumadores
ocasionales que consumian cigarrillos menos que a diario. El abuso de alcohol se

defini6 como beber> 210 g por semana. Beber café se defini6 como la ingesta diaria
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de mas de 300 mg de cafeina (mas de tres tazas de 50-60 ml de café expreso).

Treinta y cuatro pacientes con EP esporadica y 25 sujetos de control se inscribieron
para este estudio. Se obtuvieron formularios de consentimiento informado de todos los
sujetos. Todos los protocolos fueron aprobados por los consejos internos de ética y
ciencia de la Universidad de Sevilla (CElI 27/05/2010), Comité de Etica de
Investigaciéon de la Junta de Andalucia (PEIBA; # 2017121418738), y Hospital
Universitario Macarena (CEI Macarena, 19/05/2010 y 29/10/2013). El consentimiento
de los sujetos se obtuvo de acuerdo con la Declaracién de Helsinki (BMJ 1991; 302:
1194).

1.2. Datos clinicos

Los datos clinicos incluyeron la revisién patrocinada por la International Parkinson and
Movement Disorder Society de la Unified Parkinson Disease Rating Scale (MDS-
UPDRS), la estadificacion de Hoehn-Yahr modificada y la escala de actividades de la
vida diaria de Schwab-England modificada (Hoehn y Yahr, 1967. Neurology 17, 427—-
442; Fahn y Elton, 1987. Recent developments in Parkinson’s disease, Vol. 2,
Macmillan Health Care Information, Florham Park NJ; Fahn, 2003. Ann. N. Y. Acad.
Sci. 991, 1-14). También se evalué la duracion de la enfermedad en afios y la edad al
inicio de la EP. En cuanto a la medicacion, los pacientes fueron tratados con diferentes
regimenes de farmacos antiparkinsonianos y la intensidad de la dosis de medicacién
dopaminérgica se expres6 como dosis equivalente de levodopa (LED, mg por dia). El
calculo de la dosis equivalente de levodopa se basé en los datos reportados por varios
autores (Tomlinson et al., 2010. Mov. Disord. 25(15), 2649-53; Ferreira et al., 2016.
Lancet Neurol. 15(2), 154-165; Verber et al., 2020. Comput. Methods Programs
Biomed. 196, 105633), de acuerdo con la siguiente férmula: LED = levodopa de
liberacion inmediata x 1 + levodopa de liberacién controlada x 0,75 + levodopa con
entacapona x 1,33 + pramipexol x 100 + ropinirol x 20 + rotigotina x 30 + apomorfina x

10 + amantadina x 1 + rasagilina x 100.

1.3. Recoleccion de LCR y suero.

El LCR se recogié mediante puncion lumbar, por médicos expertos. Se recogieron dos
ml de LCR y se dividieron rapidamente en alicuotas y se congelaron a -80°C. Se
empled una coleccion fresca de 0,5 ml para observar la ausencia de puncién

traumatica y para cuantificar los glébulos rojos antes de almacenarlos. Se descarto el
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LCR con exceso de glébulos rojos (> 500 glébulos rojos / microL). Se recogieron cinco
ml de sangre mediante puncién en la vena cefalica para obtener suero (BD
Vacuotainer). El suero se centrifugd a 2500 rpm durante 10 min, luego se alicuot6

inmediatamente y se congelé a -80°C en alicuotas de 0,5 ml.

1.4. Andlisis de muestras biolégicas.

El contenido de lactoperoxidasa se evalu6é con un kit de ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas disponible comercialmente (kit ELISA para lactoperoxidasa humana,
ref. SEA296Hu, Cloud-Clone Corp., EE. UU.), Siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se analizaron alicuotas frescas de 0,5 ml para cada sujeto en placas de 96
pocillos en la misma sala analitica para este estudio a fin de minimizar las fuentes de
variacion entre analisis y lotes del kit de reactivos. Cada muestra se analizd por

duplicado (LCR, sin dilucion; suero, dilucién 1/200).

1.5. Estadisticas.

Las comparaciones de variables dicotomicas se realizaron con la prueba de la x2 y las
variables cuantitativas se compararon con la prueba t de Student o la prueba U de
Mann-Whitney si la distribucion era no paramétrica. La normalizacion de los datos se
verificd con la prueba de Shapiro-Wilk. Las correlaciones se realizaron con la prueba
de Pearson o la prueba de Spearman en distribucién no paramétrica. Si uno de los
factores era independiente del investigador, se realizaban analisis de regresion lineal

simple para discernir las correlaciones.

2. Resultados

2.1. Parametros demograficos y clinicos

Primero, verificamos que las caracteristicas demograficas basicas no fueran diferentes
entre los participantes de control y los pacientes con EP, como se muestra en la Tabla

1. Los parametros clinicos de los pacientes con EP también se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Parametros clinicos y demograficos, y concentracion de LPO en LCR y Suero

en pacientes con EP y controles

Parametros EP (n=34) Control (n=25) P
Edad, afios 61.2+18.2 59.2+12.1 NS
Género, vardon n (%) 20(60) 10(40) NS
Indice de masa corporal 22.1+3 24.6+3 NS
Educacion, afios 17.1£3.1 17.3£3.5 NS
Dosis equivalente de levodopa, mg al 633.61648
dia
Duracion de la EP, afios 1117
Edad de comienzo de la EP, afos 57.7x11.2
Estadio de Hoehn-Yahr 2.1+0.8
Escala de Schwab-England 85123
MDS-UPDRS parte lll (fase en ON) 19.2+12.2
MDS-UPDRS total (I-1ll) (fase en ON) 32.3121.2
MDS-UPDRS parte IV 21417

Valores en los biofluidos
LPO en LCR (ng/ml) 12.746.4 8.815.9 =.0202
LPO en suero (ng/ml) 9934413 9924456 NS
LPO en LCR/LPO en suero 0.015+0.01 0.013+0.01 NS
Correlacion de Pearson entre LPO en 0.047 -0.068 NS
LCRy LPO en suero

Media + error estandar. Abrev.: EP, enfermedad de Parkinson; LPO, lactoperoxidasa;
NS, no significativo; MDS-UPDRS, International Parkinson and Movement Disorder
Society-Sponsored revision of the Unified Parkinson’s Disease Rating Scale; LCR,

Iciquido cefalorraquideo; P, probabilidad.

2.2. LCRy lactoperoxidasa sérica

La concentracion de LPO en el LCR se elevo significativamente en los pacientes en
relacion con los controles, como se muestra en la Tabla 1 (t = 2.38, p = .0202). Los
valores individuales de la concentracién de LPO en el LCR en pacientes con EP y los
participantes de control se muestran en la Figura 1. El nivel de LPO en suero de esta
enzima no fue significativamente diferente en los pacientes en relacion con los

controles, y no se encontré correlacion entre el nivel de LPO en suero y el nivel de
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LPO en el LCR (Tabla 1). La proporciéon de LPO en LCR / LPO en suero fue similar
tanto en pacientes con EP como en participantes de control, como se muestra en la
Tabla 1. El analisis de la curva ROC, utilizando la concentraciéon de LPO en LCR como
un predictor de la enfermedad, reveld 19 ng / ml como el mejor punto de corte para
discriminar pacientes en EP y controles sanos, con una fuerte sensibilidad de 0,91 y

una baja especificidad de 0,27. El area bajo la curva fue 0,66.

En cuanto a las correlaciones clinicas, se encontrd una correlacion inversa significativa
entre la concentracion de LPO en LCR vy la dosis diaria equivalente de levodopa (r = -
0,668, p <0,0001), como se muestra en la Figura 2. Al utilizar el punto de corte ROC
de la concentracion de LPO en el LCR, se encontré6 que el valor del LED era
significativamente mas bajo en pacientes con una concentracién de LPO en el LCR =
19 ng / ml (LED = 275 £ 256 mg / dia, n = 9) que en el resto pacientes (LED = 867 +
710 mg / dia, n = 25, t = 2,4248, p = .0211.

Se encontr6 una correlacion inversa significativa entre la concentraciéon de LPO en
LCRy la puntuacién MDS-UPDRS parte IV (r =-0.531, p <.0001), como se muestra en
la Figura 2. Esta escala de calificacién permite evaluar las complicaciones motoras de
la terapia (discinesias y fluctuaciones motoras). Se observé una correlaciéon positiva
significativa entre el valor de LED y la puntuacién de la parte IV de MDS-UPDRS (r =
0,593, p <0,0001; Fig. 2), lo que indica que existe una interaccion entre la intensidad
del régimen de medicacibn dopaminérgica y las complicaciones motoras. Los
pacientes con complicaciones motoras, en otras palabras con puntuaciones MDS-
UPDRS parte IV> 0, estaban bajo dosis diarias equivalentes de levodopa
significativamente mas altas que el resto de pacientes (pacientes con complicaciones
motoras, 1073 + 456 mg / dia LED, n = 12; pacientes sin complicaciones motoras,
256,8 £ 389 mg / dia LED, n = 22; t = 4,52, p <0,0001), como se ve en la Figura 3
Ademas, los pacientes con complicaciones motoras presentan menores niveles de
LPO en LCR que los pacientes sin complicaciones motoras (pacientes con
complicaciones motoras, 7,3t4,4 ng/ml; pacientes sin complicaciones motoras,
14,9+5,5 ng/ml; t=4,1134, p=0,0003; Figure 3).
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REIVINDICACIONES

1.- Uso de la Ilactoperoxidasa como biomarcador para el diagnostico del
parkinsonismo.
2.- El uso de la lactoperoxidasa segun la reivindicacidbn anterior, donde el
parkinsonismo es la EP idiopatica.
3.- Un método para la obtencién de datos utiles para el diagnéstico del parkinsonismo
que comprende:
a) obtener una muestra biolégica aislada que comprende células de un individuo, y
b) detectar los niveles de lactoperoxidasa en la muestra biolégica aislada de (a),
4.- El método para la obtencién de datos utiles segun la reivindicacién anterior, que
comprende los pasos (a)-(b) segun la reivindicacion 3, y ademas comprende:
c) comparar la expresion del paso (b) con una cantidad de referencia.
5.- Un método para el diagnostico del parkinsonismo que comprende los pasos (a)-(c),
y ademas comprende:
(d) diagnosticar al individuo del paso (a) como un individuo con parkinsonismo,
cuando presenta una concentracion estadisticamente significativa mayor de LPO
en la muestra obtenida en (a), en relacion a la cantidad del producto de expresiéon
detectada de LPO en una poblacién de individuos de referencia.
6.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3-5, donde la muestra bioldgica
del paso (a) es liquido cefalorraquideo.
7.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3-6, donde el individuo del paso
(a) se diagnostica como un individuo con parkinsonismo la concentracion de LPO en
LCR es mayor o igual a
a. 1,35 veces la concentracion en una muestra de individuos controles de

referencia,
b. 1,4 veces,
c. 1,5 veces,
d. 1,8 veces, o
e. 2veces

la cantidad del producto de expresion detectada de LPO en una muestra de

una poblacion de individuos de referencia.
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8.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3-7, donde el parkinsonismo se
selecciona de la lista que consiste en: la enfermedad de Parkinson (EP idiopatico), el
parkinsonismo secundario, el parkinsonismo hereditario y los sindromes de
parkinsonismo plus.

9.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3-8, donde el parkinsonismo
plus se selecciona de la lista que consiste en: degeneraciones multisistémicas,
paralisis supranuclear progresiva o PSP, y demencia con cuerpos de Lewy.

10.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3-9, donde el parkinsonismo
es la EP idiopatica.

11.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3-10, donde los pasos (b) y/o
(c) pueden ser total o parcialmente automatizados, por ejemplo, por medio de un
equipo robdtico sensor para la deteccion de la cantidad en el paso (b) o la
comparacion computerizada en el paso (c).

12.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3-11, donde la determinacion
del producto de expresiéon de LPO se realiza mediante:

a) un procedimiento de analisis de la expresidn génica, como por ejemplo, pero
sin limitarnos, gRT-PCR, microarrays de ADN, nCounter, RNA-Seq, FISH vy
microarrays de tejidos; y/o

b) transferencia Northern,

C) un inmunoensayo o inmunohistoquimica.

13.- Un kit o dispositivo, comprende los elementos y/o reactivos necesarios para
analizar el producto de expresion de LPO en una muestra biolégica.

14.- El kit o dispositivo segun la reivindicacion anterior el kit o dispositivo de la
invenciéon comprende cebadores, sondas y/o anticuerpos capaces de cuantificar el
producto de expresion de LPO, y donde:

- los cebadores o primers son secuencias de polinucleétidos de entre 10 y 30

pares de bases, mas preferiblemente de entre 15 y 25 pares de bases, aun

mas preferiblemente de entre 18 y 22 pares de bases, y aun mucho mas
preferiblemente de alrededor de 20 pares de bases, que presentan una
identidad de al menos un 80%, mas preferiblemente de al menos un 90%, adn
mas preferiblemente de al menos un 95%, aun mucho mas preferiblemente de
al menos un 98%, y particularmente de un 100%, con un fragmento de la
secuencia complementaria a la SEQ ID NO: 1,
- las sondas son secuencias de polinucleétidos de entre 30 y 1100 pares de

bases, mas preferiblemente de entre 100 y 1000 pares de bases, y aun mas
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preferiblemente de entre 150 y 500 pares de bases, que presentan una
identidad de al menos un 80%, mas 25 preferiblemente de al menos un 90%,
aun mas preferiblemente de al menos un 95%, aun mucho mas preferiblemente
de al menos un 98%, y particularmente de un 100%, con un fragmento de las
secuencias complementarias a la SEQ ID NO: 1,
- los anticuerpos son capaces de unirse especificamente a una region formada
por la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 2.

15.- Uso de un kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 13-14 para

diagnosticar el parkinsonismo en un individuo.

16.- El uso segun la reivindicacion anterior, donde el parkinsonismo es la EP

idiopatica.

22



ES2923 049 Al

FIGURA 1
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FIGURA Z
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FIGURA 3
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