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DESCRIPCION
Métodos de deteccion de la enfermedad de Alzheimer

La presente invencion se refiere a métodos de diagostico o de prondstico de la enfermedad de Alzheimer. Se refiere
igualmente a los equipos de diagnostico o de prondstico de la enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a una gran proporcion de la
poblaciéon de mayor edad. Esta enfermedad se caracteriza a nivel clinico por la pérdida de las funciones cognitivas, y
a nivel neuropatolégico por la presencia en el cerebro de depdsitos neurofibrilares intracelulares y de depdésitos
extracelulares del péptido B-amiloide (AB) que forma las placas amiloides. Las placas amiloides estan compuestas
mayoritariamente por péptidos AB de 40 6 42 aminoacidos que se generan por un proceso proteolitico de la proteina
precursora del péptido 3-amiloide (APP) Los depdsitos extracelulares de AB son especificos de la enfermedad de
Alzheimer. Representan la caracteristica precoz e invariable de todas las formas de la enfermedad de Alzheimer,
incluyendo las formas familiares.

Las formas familiares de la enfermedad aparecen de manera relativamente precoz (entre 40 y 60 afios). Parecen ser
debidas, al menos en parte, a mutaciones en el gen del APP y en los genes de la presenilina-1 (PS1) y de la
presenilina-2 (PS2). Las mutaciones en esos tres genes inducen cambios en la proteolisis del APP, que conduce a
una superproduccién de AB y a la aparicién precoz de la patologia y de los sintomas que son similares a los de las
formas esporadicas de la enfermedad de Alzheimer.

Una conexion entre el colesterol y la enfermedad de Alzheimer fue establecida igualmente a partir de estudios
epidemiologicos y de los resultados de estudios bioguimicos y de biologia celular recientes (véase revista Hartmann,
T. (2001) TINS 24 : S45-48). Una tasa elevada de colesterol en edad adulta, asi como una tension arterial elevada
incrementan significativamente el riesgo de enfermedad de Alzheimer (Kivipelto et al., 2001 Br Med J. 322 : 1447).

Por el contrario, un riesgo muy disminuido se registré en la poblacion bajo tratamiento con los agentes
hipocolesterolemiantes de tipo estatinas (Wolozin et al. (2000) Arch Neurol. 57 : 1439; Jick et al. (2000) Lancet 356 :
1627).

La conexion molecular parece haber sido establecida recientemente. En vitro y en vivo, una tasa elevada de
colesterol aumenta la produccion del péptido A-B y acelera la aparicion de placas amiloides (Sparks et al. (1994)
Exp. Neurol. 126 : 88-94; Refolo et al. (2000) Neurobiol. Dis. 7 : 321-331; Puglielli et al.(2001) Nat. Cell Biol. 3 : 905;
(Shie et al., 2002) Neuroreport 13 : 455), mientras que los inhibidores de la via de sintesis del colesterol las
disminuyen (Simons et al. (1998) PNAS USA 95 : 6460-6464; Fassbender et al. (2001) PNAS USA 98 : 5856 Refolo
et al. (2001) Neurobiol. Dis. 8 : 890-899).

A pesar de los avances significativos, el cuerpo médico esta siempre confrontado a la falta de moléculas realmente
eficaces contra la enfermedad de Alzheimer. Paleacu et al, Clin. Neuropharm. Vol 25, pags.313-317 (2002) describe
especialmente la utilizacién de un cierto tipo de tratamiento para los sintomas del comportamiento de la enfermedad
de Alzheimer. Una de las razones de esta falta reside en la dificultad de encontrar dianas que permitan una
seleccion de alta calidad de moléculas susceptibles de ejercer una accion terapéutica contra esta enfermedad.

Por otra parte, la deteccién precoz de esta enfermedad resulta determinante con el fin de aportar un tratamiento
antes de que se manifiesten los primeros sintomas, altamente invalidantes para los enfermos.

Ademas, por el hecho de las variadas formas de esta enfermedad resulta necesario seleccionar el tratamiento en
funcién, por una parte de los individuos a tratar y, por otra parte de la molécula susceptible de ser utilizada para el
tratamiento. Esta raz6n farmacogendmica o farmacogenética resulta cada vez mas importante.

La proteina ABCA2 es una proteina perteneciente a la numerosa familia de los transportadores de colesterol de tipo
ABC (ATP binding cassette). Este transportador se expresa especificamente en el cerebro.

La clonacion del gen ABCA2 fue descrita en 2000 por Zhao et al (Biochem. J., 350, 865-872). La secuencia es
ademas objeto de la solicitud PCT WO 01/14414, depositada por la sociedad ACTIVEPASS PHRMACEUTICALS.
Diversas hipotesis se formulan en esta solicitud en cuanto al papel del ABCA2, pero sin que ningun resultado las
llegue a apoyar.

La solicitud de PCT WO 02/064781 cita en cuanto a ella a una conexion entre un transportador ABC y la expresion
de la proteina precursora del amiloide.

Ya han sido identificados diversos polimorfismos del gen ABCA2. Sus secuencias son accesibles particularmente en
la base de datos dbSNP del NCBI. El polimorfismo rs908832 esta descrito entre los diferentes polimorfismos
inscritos en esta base.

Este polimorfismo se caracteriza por un alelo mayoritario en la poblacién caucasiana, que es una guanina localizada
en posicion 348 en la secuencia SEQ ID N°2 y un alelo minoritario en la poblaciéon caucasiana que es una adenina
localizada en posicién 348 en la secuencia SEQ ID N°1.
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Alternativamente, este polimorfismo mononucleotidico esta representado por las secuencias SEQ ID N°3 y SEQ ID
N°4 en parte complementarias respectivamente de las secuencias SEQ ID N°1 y SEQ ID N°2. Este polimorfismo se
caracteriza ahora por un alelo mayoritario en la poblacion caucasiana, que es una citosina localizada en posicion
201 en la secuencia SEQ ID N°4 y un alelo minoritario en la poblacién caucasiana que es una timidina localizada en
posicion 201 en la secuencia SEQ ID N°3.

Este polimorfismo es sindnimo, es decir que no modifica la secuencia de la proteina traducida. Los dos alelos del
polimorfismo forman parte de los codones que codifican para un acido aspartico. Este polimorfismo codificante esta
localizado en el ex6n 14 del transcrito que presenta la secuencia EQ ID N°5 en posicion 2185.

De manera sorprendente, la solicitante ha puesto de manifiesto que los individuos que presentan el alelo minoritario
del polimorfismo rs908832 del gen ABCAZ2 tienen un riesgo acrecentado de desarrollar precozmente la enfermedad
de Alzheimer.

Este descubrimiento es particularmente importante puesto que aporta por primera vez, con conocimiento de la
solicitante, la prueba de una conexién entre la proteina ABCA2 y, en particular, un polimorfismo del gen codificante
para esta proteina, y un estado patoldgico tal como la enfermedad de Alzheimer.

Permite confirmar y/o pronosticar la gravedad de la afeccién en los pacientes para los cuales ya fue diagnosticada
la enfermedad de Alzheimer, asi como la eficacia probable de los tratamientos previstos, o también pronosticar los
riesgos de aparicion de la enfermedad en caso de individuos que no presentan sintomas de la enfermedad de
Alzheimer incluyendo los individuos emparentados con los pacientes cuyo diagndstico ha sido confirmado.

Permite, ademas, confirmar un mayor papel funcional de ABCA2 en la fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer,
justificando la realizacion de ensayos de seleccién de moléculas susceptibles de ejercer una accion estimulante o
inhibidora sobre la actividad de ABCA2 con vistas a la aplicacién terapéutica contra la enfermedad de Alzheimer.

La presente invencién tiene asi como primer objeto un método de diagnéstico o de prondstico de la enfermedad de
Alzheimer en un individuo. Este método comprende al menos una etapa de detecciobn de la presencia del
polimorfismo rs908832.

Individuos apropiados pueden ser, por ejemplo:

e las personas que no presentan sintomas de la enfermedad de Alzheimer,

e las personas en las cuales el riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer ya ha sido detectado, pero
gue no presentan todavia los sintomas de la enfermedad, y

e las personas que previamente han sido diagnosticadas como estar afectadas por la enfermedad de
Alzheimer, para las cuales es deseable una confirmacion del diagnéstico.

La o las etapas de deteccion, simultaneas o no, de la presencia o de la ausencia del alelo minoritario del
polimorfismo rs908832 se efectian directa o indirectamente por cualquier medio adecuado a partir de muestras
bioldgicas.

Por tanto, la presente invencién se refiere igualmente a un método de seleccion de muestras biolégicas tomadas de
los individuos que especialmente no presentan sintomas de la enfermedad de Alzheimer, para detectar a los
individuos muy susceptibles de desarrollar la enfermedad de Alzheimer. Una seleccién de este tipo comprende la
busqueda, de manera simultanea o no, en dichas muestras bioldgicas, de la presencia del alelo minoritario del
polimorfismo rs908832.

Estas muestras que contienen los ADN o las proteinas a identificar pueden ser de diversos origenes. Se puede
tratar, por ejemplo, de muestras de sangre, de esperma, de cabellos (con sus raices) o de cualquier otra muestra
gue contenga células nucleadas. De preferencia, las muestras biol6égicas analizadas son muestras de sangre. En
este caso, el ADN a identificar se toma en los leucocitos.

En el sentido de la presente invencidn, se entiende por «muestra biolégica» las muestras directamente procedentes
del individuo que desea un diagndstico o un prondstico sin otra transformacion, o muestras que hayan sufrido una o
varias etapas de preparacion de manera a no conservar de ellas mas que una fraccion (til para las etapas de
deteccion, por ejemplo un extracto celular bruto.

Las técnicas que permiten detectar o identificar la presencia o ausencia de los ADN que portan el alelo minoritario
del polimorfismo rs908832 pueden ser combinaciones de las técnicas de Reaccién de Polimerizacion en Cadena («
PCR »), de hibridacion, de transferencia de Southem, de digestién por nucleasas, de Polimorfismo de Longitud de
los Fragmentos de Restriccién (« RFLP »), y/o de secuenciacion directa de los productos de la PCR. Todas estas
técnicas son conocidas por el experto en la materia.
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De manera general, todas las técnicas de identificacion de los ADN que portan el alelo minoritario del polimorfismo
rs908832 que pueden ser empleadas en el marco de la presente invencidon comprenden una etapa previa de
recogida de la o las muestras biolégicas que contienen los ADN a identificar y una etapa de extraccion del ADN
gendmico segun las técnicas estandar bien conocidas por el experto en la materia, por ejemplo segin el método de
Smith et al. (The Lancet, 1992, 339, pp. 1375-7).

Un método de identificacion de este tipo puede comprender:
a) la extraccion del ADN de dicho individuo,

b) la amplificacion de dicho ADN aislado con ayuda de cebadores capaces de amplificar las secuencias
correspondientes a cada uno de los alelos del polimorfismo re908832 del gen ABCA2, y

c) la determinacién de al menos uno de los alelos del polimorfismo rs908832 del gen ABCA2 en el ADN
amplificado.

Segun un modo de ejecucién ventajoso, se utiliza la técnica del PCR. Asi, la etapa b) comprende ventajosamente
una etapa de reaccion de polimerizacidbn en cadena. Esta técnica consiste primeramente en sintetizar los
oligonucledtidos complementarios de la secuencia de las regiones que delimitan el segmento de ADN a amplificar
(cebadores). Estos oligonucledtidos sirven de cebadores a la DNA polimerasa. Después se emprenden las etapas
de desnaturalizacion por calor (92-95°C) para separar las dos hebras de ADN, de hibridacién con los dos cebadores
especificos gracias a una disminucion de la temperatura (50-55°C) y de extension de los cebadores con una DNA
polimerasa a 70-72°C.

Estos cebadores, que permiten la amplificacion de cada uno de los alelos del polimorfismo rs908832 del gen ABCA2
y, en particular, del alelo minoritario, asi como sus secuencias complementarias, constituyen otros objetos de la
presente solicitud. Ventajosamente, éstos presentan secuencias respectivas tales como el nimero de bases entre
sus respectivos puntos de hibridacion sobre la molécula de ADN, el cual esta comprendido entre 25 y 2500 pares de
bases y, preferentemente, entre 100 y 500 pares de bases.

Ventajosamente, estos cebadores presentan entre aproximadamente 15 y 30 nucledtidos contiguos de la secuencia
SEQ ID N°3 o de la secuencia SEQ ID N°4. De manera preferente, se trata de un par de cebadores que presentan
las secuencias SEQ ID N°6y SEQ ID N° 7.

Segun un modo de ejecucion ventajoso, la presente solicitud tiene por objeto un método caracterizado porque el
ADN amplificado que porta el alelo minoritario del polimorfismo rs908832 se distingue del ADN amplificado que no
porta este alelo por hibridacion especifica de dos sondas, cada una de las cuales es especifica de una de las dos
formas del polimorfismo. Estas sondas, asi como sus secuencias complementarias constituyen otros objetos de la
presente solicitud.

Ventajosamente, estas sondas estan constituidas respectivamente por aproximadamente 12 a 17 nucleétidos
contiguos de la secuencia SEQ ID N°3 6 SEQ ID N°4. De manera preferente, éstas presentan respectivamente las
secuencias SEQ ID N°8 y SEQ ID N°9.

El ADN amplificado que porta el alelo minoritario del polimorfismo rs908832 se puede distinguir también del ADN
amplifcado que no porta este alelo por la técnica que utiliza la actividad 5-nucleasa de la ADN polimerasa |
(TagMan).

Segun un modo de ejecucidén ventajoso, la presente solicitud tiene por objeto un método caracterizado porque el
ADN amplificado que porta el polimorfismo rs908832 se distingue del ADN amplificado que no porta este
polimorfismo por andlisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP). Ventajosamente, los fragmentos
de restriccion fueron obtenidos por digestion del ADN amplificado con ayuda de una enzima de restriccion antes de
la migracion en gel de agarosa, transferido sobre membrana por la técnica de Southern e hibridacion.

Para obtener a la vez una mayor sensibilidad y una mejor especificidad, es igualmente posible efectuar dos PCR
sucesivos utilizando dos pares de cebadores diferentes (« nested PCR ») : un primer par de cebadores externos que
permite obtener un fragmento de ADN amplificado como en PCR clasico y un segundo par de cebadores internos
para amplificar el fragmento de ADN obtenido del primer PCR.

Con el fin de determinar la huella genética de la region deseada, los fragmentos de ADN obtenidos por PCR se
pueden separar igualmente por electroforesis segln su tamafio y visualizar gracias al BET (bromuro de etidio) y a
los rayos ultravioleta.

Una posibilidad particularmente interesante en el presente caso consiste en efectuar una PCR con un primer
cebador que tenga en su extremo 3' la secuencia de nucledtidos mutada, y un segundo cebador que tenga en su
extremo 3’ la secuencia de nuclettidos salvaje. La diferencia de temperatura de desnaturalizacion en estos dos
casos y, por consiguiente, de eficacia de la amplificacion, permite distinguir el ADN mutante del ADN salvaje.
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Segun otra alternativa, los fragmentos de ADN amplificados se identifican directamente por transferencia en punto
(técnica de Dot Blot) que consiste en depositar una muestra de los fragmentos de ADN producidos por la PCR sobre
un filtro de nilén, en efectuar la desnaturalizacion de los fragmentos de ADN, su hibridacién con una sonda
especifica radiactiva y un lavado para eliminar el exceso de producto radiactivo no fijado, seguido de un
autoradiograma. El relevado se puede hacer igualmente por otros medios gracias al empleo de sondas especificas
que portan un marcador distinto al radiactivo, por ejemplo un colorante o también un marcador fluorescente.

Segun otra alternativa, es igualmente posible detectar la presencia o ausencia de mutaciones de los ADN que
comprenden el polimorfismo rs908832 por secuenciacion directa de todo o parte de los fragmentos de ADN
amplificados. Un procedimiento de este tipo consiste en determinar la secuencia nucleotidica a nivel del
polimorfismo rs908832. La secuenciacion se puede efectuar por cualquier método conocido por el experto en la
materia, por ejemplo por el método de Sanger o bien por el método de Maxam y Gilbert.

Segun otra alternativa, la deteccién de la presencia o ausencia de los ADN que portan el polimorfismo rs908832 se
puede efectuar utilizando la técnica de transferencia de Southem (Southem Blotting) que consiste en efectuar una
electroforesis de los fragmentos de ADN obtenidos después de un ataque por una o varias enzimas de restriccion. El
gel se desnaturaliza a continuacion y se realiza una transferencia sobre una membrana de nilén. Esta membrana
esta destinada a ser hibridada con una sonda especifica. Después del lavado para eliminar el exceso de producto
radiactivo no fijado, la pelicula se aplica sobre la membrana. Asi, es posible descubrir una o varias bandas que
correspondan a los fragmentos de ADN reconocidos por la sonda.

Es igualmente posible utilizar la técnica de la RFLP asociada a la técnica de Southem Blotting y/o de PCR para
detectar la presencia o ausencia del polimorfismo rs908832. La RFLP permite comparar los ADN de diferentes
individuos e investigar si se han producido mutaciones puntuales que hacen aparecer o desaparecer los sitios de
restriccion. Dos ADN de secuencia idéntica tratados con enzimas de restriccion daran fragmentos idénticos, y los
Southern Blot obtenidos con estos fragmentos seran por tanto idénticos. Por el contrario, si un sitio de restriccion ha
desaparecido o bien ha aparecido a continuacién de una mutacion, los fragmentos no tendran ya tamafios idénticos,
lo que sera visible en los autoradiogramas. Ocurre lo mismo si un nuevo sitio de restriccion aparece a continuacion
de una mutacion.

También es posible detectar el polimorfismo rs908832 del gen ABCA2 determinando el nucle6tido en posicién 2185
del transcrito que codifica para la proteina ABCA2.

Todas las técnicas descritas anteriormente son bien conocidas por el experto en la materia. Se puede emplear
cualquier otra técnica conocida e igualmente apropiada para la deteccion de la presencia o ausencia del
polimorfismo rs908832. A este efecto, se pueden citar por ejemplo las técnicas de «Ligase Chain Reaction», «Strand
Displacement Amplification», « Transcription-based Amplification » etc... De manera ventajosa, dichas etapas de
deteccién se efectian por PCR, RFLP, Southem Blotting y/o una combinacién de estas técnicas, conforme a los
métodos descritos en la bibliografia (véanse por ejemplo : Gough et al., Nature, 1990, 347, p.773 ; Kagimoto et al., J.
Biol. Chem., 1990, 265, p. 17209; Wolf et al., The Lancet, 1990, 336, p. 1452; Hayashi et al., Nucleic Acids Res.,
1991, 19, p4797; Daly et al., Pharmacogenetics, 1991, 1, p. 33; Spurr et al., Methods Enzymol., 1991, 206, p. 149;
Armstrong et al., The Lancet, 1992, 339, p. 1017; Kurth et al., Am. J. of Med. Genet., 1993, 48, p. 166; McCann et
al., J. Neurol. Sci., 1997, 153, p. 50; Stroombergen et al., Hum. & Exper. 1999, 18, p. 141).

Todos estos métodos de deteccidn son particularmente Gtiles puesto que constituyen la base que permite determinar
si un individuo puede ser afectado por la enfermedad de Alzheimer o bien presenta un riesgo acrecentado de
desarrollar la enfermedad de Alzheimer.

Asi, otro objeto de la invencion se refiere a un método de analisis de muestras biol6gicas tomadas de un individuo, el
cual consiste en:

a) determinar el genotipo para el gen ABCA2 de dicho individuo, y

b) convertir los datos obtenidos en a) con el fin de pronosticar el riesgo de dicho individuo de desarrollar la
enfermedad de Alzheimer y la eficacia de los tratamientos terapéuticos previstos para esta enfermedad.

También se describen equipos o estuches de diagndstico o pronéstico de la enfermedad de Alzheimer para un
individuo.

Tales estuches se pueden presentar en formas de un embalaje con compartimentos, de manera a recibir
diferentes recipientes tales como, por ejemplo, ampollas o tubos. Cada uno de estos recipientes comprende los
diferentes elementos necesarios para efectuar la deteccién de la presencia o ausencia del ADN que porta el
polimorfismo rs908832.

Dichos elementos que permiten realizar la o las detecciones se eligen entre los descritos anteriormente. Se puede
tratar, por ejemplo :
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e de un par de cebadores que hibridan una regién definida del gen ABCA2 y eventualmente los medios
necesarios para la realizacion de una reaccion de amplificacion, o

e de sondas oligonucleotidicas, eventualmente inmovilizadas sobre un soporte y que comprenden un
marcador detectable y, eventualmente, los reactivos necesarios para la realizacion de una reaccién de
hibridacion.

La presente invencion se refiere, ademas, a un animal transgénico no humano, en el genoma del cual se ha
insertado al menos una secuencia de ADN exdégeno que porta el alelo minoritario del polimorfismo rs908832, de tal
manera que la funciéon del gen ABCA2 se ha modificado.

Por animal transgénico se entiende cualquier animal no humano que presenta una modificacion artificial de su
genoma. La modificacion del genoma puede resultar de una alteracion o de una modificacion de uno o varios genes
por « knock-in » o por « knock-out » (inactivacién/modificacion de genes por recombinacion homologa) o la
superexpresion del gen humano bajo el control de promotores especificos de los tipos celulares neuronales (tal
como Thyl, PDGF o prion) o glial (tal como GFAP) en el ratén. Esta modificacion puede ser debida a la accion de
agentes alterantes o de mutagénesis clasicas o bien efectuada por insercion estable de un casete de expresion que
permita la expresién de un gen hibrido. En particular, se puede operar por ejemplo segin métodos idénticos o
andlogos a los descritos en las solicitudes WO 01/02552 o también WO 01/13176.

La modificacion del genoma puede resultar igualmente de una insercion de un gen o de genes o del
reemplazamiento de un gen o de genes en su forma salvaje o mutada.

Las modificaciones se efectlan ventajosamente en células madre reproductoras.

Actualmente, la modificaciéon del genoma utilizando la tecnologia « knock-in » y « knock-out » esta limitada al ratén
como modelo por el hecho de que s6lo son disponibles las células madre (denominadas células « ES »), las cuales
tienen la capacidad de colonizar la linea germinal procedente del embrién de raton. Cuando las lineas celulares ES
estén establecidas para otras especies, estas tecnologias podran ser aplicadas facilmente por el experto en la
materia a esas otras especies para generar modelos KO y/o KI. Ademas, los enfoques basados en la utilizacion de
oligonucledtidos (ADN, ARN o hibridos) solos o ligados a enzimas que modifican el ADN/ARN se pueden utilizar
para introducir una modificacién/mutacion definida en un lugar predeterminado en el genoma. Se pueden utilizar
incluso irradiaciones o mutagénesis quimicas, que inducen modificaciones aleatorias en el genoma, si se combinan
con un juego eficaz de marcadores hioldgicos (fenotipo) y con un procedimiento de clonacién posicional de elevado
rendimiento.

El enfoque mas directo para la modificacion del genoma de animales de laboratorio (ratones, ratas, vacas, cerdos,
ovejas...) es sin embargo la integracion aleatoria de transgenes por microinyeccion de ADN linealizado en uno o dos
pronucleos de ovocitos fertilizados en la etapa de célula Gnica (preferentemente para evitar la generacion de
animales quiméricos, aunque también se puede emplear la inyeccién en el estadio de dos o mas células). Por regla
general, un transgen estd compuesto por dos partes: los elementos de regulacion que imponen el control espacio-
temporal de la expresion del ARN codificado por el ADN, y dicho ADN yuxtapuesto (ADNc o fragmento gendmico)
Estos dos elementos (el elemento de regulacion y el ADN que codifica para la proteina deseada) pueden ser
homadlogos o bien heterélogos del genoma diana. Los animales transgénicos referidos se eligen, de manera general,
entre los mamiferos no humanos. Se puede tratar, por ejemplo, de murinos, a saber ratones, ratas y cobayas,
conejos, gatos, perros, ovinos o también bovinos. Preferentemente, se trata de murinos, de ratas o de conejos
obtenidos segun las técnicas clasicas de transgénesis. Otros objetos de la presente invencion son las lineas de
células madre y las lineas de células diferenciadas a partir de estas lineas de células madre, en el genoma de las
cuales se ha insertado al menos una secuencia de ADN exdgeno genomico que porta el alelo minoritario del
polimorfismo rs908832.

Sucintamente, la obtencibn de los animales transgénicos, de lineas celulares madre y lineas de células
diferenciadas segun la invencion consiste en un procedimiento que emplea la generacion de animales transgénicos
por insercién por recombinacion homoéloga de un ADN exdgeno gendémico que codifica para la proteina ABCA2 en el
gen correspondiente del animal (la insercion del transgen es dirigida inmediatamente después del promotor del gen
del animal, de manera a imponer el perfil de expresion correcto al transgen e impedir la expresion del gen endégeno
del animal: knocked out) o bien por insercion de la mutaciéon especifica descrita en la presente invencion
correspondiente a una isoforma del gen ABCA2 humano en el gen endégeno del animal (la modificacién se hace por
recombinacion homdloga en las células madre: knocked in), o bien por superexpresion del gen ABCA2 que porta el
alelo minoritario del polimorfismo rs908832.

En el caso de los ratones, estos animales se podran cruzar ventajosamente con ratones transgénicos portadores del
gen APP humano enarbolando mutaciones de tipo Alzheimer y que desarrollan las placas amiloides. Los animales
transgénicos dobles, asi obtenidos, reproducen el genotipo observado en los pacientes afectados por la enfermedad
de Alzheimer o de riesgo. El control del genotipo del polimorfismo rs908832 del animal recién nacido, asi obtenido,
se puede efectuar utilizando las técnicas ya descritas anteriormente, utilizando especialmente una reaccion de
amplificacion (PCR) y/o de Southern.
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Tales animales transgénicos son particularmente interesantes puesto que proporcionan un modelo ventajoso para la
comprension de la enfermedad de Alzheimer, el cual reproduce muy fielmente las caracteristicas de la enfermedad
de Alzheimer. En comparacion con los modelos conocidos, este modelo permite especialmente la identificacion de
compuestos particularmente adaptados al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, especialmente tal como se
describe en el ser humano. Estos compuestos pueden ser moléculas quimicas, moléculas peptidicas o proteicas,
anticuerpos, moléculas quiméricas, asi como los ADN antisentido o las ribozimas.

Los compuestos asi identificados se pueden utilizar como medicamentos, como tales o en asociacién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable con el fin de obtener una composicién farmacéutica. Se puede tratar en
particular de soluciones salinas (fosfato monosaédico, disddico, cloruro de sodio, potasio, calcio 0 magnesio, etc, o
mezclas de dichas sales), estériles, isotdnicas o de composiciones secas, principalmente liofilizadas que, por
adicioén, segun el caso, de agua esterilizada o de suero fisiolégico, permiten la constitucion de solutos inyectables.
Las inyecciones se pueden realizar por via estereotaxica, tépica, oral, parenteral, intranasal, intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intraocular, transdérmica, etc.

La identificacion de los compuestos descritos anteriormente responde a la puesta en contacto, especialmente por
administracion de por ejemplo una inyeccién, del modelo animal de la invencion con un compuesto o una mezcla de
compuestos que supuestamente ejercen una accién, y medir a continuacion el o los efectos de los compuestos
especialmente a nivel cerebral del modelo sobre diferentes cambios bioquimicos y/o histolégicos.

Ademas del hecho de poder ensayar in vivo los compuestos terapéuticos que permiten prevenir, atenuar o curar la
enfermedad de Alzheimer, estos animales transgénicos permiten igualmente disponer de un modelo animal de la
enfermedad de Alzheimer util para seleccionar los factores medioambientales que inducen o aceleran la
patogénesis, o0 también para estudiar el comportamiento durante el desarrollo de la enfermedad y estudiar los
diversos mecanismos biolégicos que estan implicados, por ejemplo con el fin del estudio de nuevos medicamentos o
la determinacion de las cantidades eficaces de los medicamentos y de la toxicidad. Asi, otro objeto de la presente
invencién se refiere a la utilizacién de un animal transgénico, de lineas de células madre o de lineas de células
diferenciadas tales como las definidas anteriormente para ensayar la actividad de compuestos o de métodos
destinados a prevenir y/o tratar la enfermedad de Alzheimer. Otro objeto de la invencion se refiere a una célula
extraida de animales transgénicos tales como los descritos anteriormente, asi como a su utilizacion para identificar
compuestos destinados al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

La identificacion de los compuestos descritos anteriormente responde a la puesta en contacto de células extraidas
del modelo animal de la invenciéon con un compuesto 0 una mezcla de compuestos que supuestamente ejercen una
accion, y medir a continuacion el o los efectos de los compuestos a nivel de las células enteras, en homogeneizados
de células o sobre una fraccién subcelular, en cuanto a diferentes parametros tales como, por ejemplo, la muerte
celular.

Ademas de las disposiciones precedentes, la presente invencion comprende igualmente otras caracteristicas y
ventajas que surgiran de los ejemplos y figuras siguientes, y que se deben considerar como ilustrativas de la
invencion sin limitar su alcance.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Estudio del genotipo del polimorfismo rs908832 del gen ABCA2 en una muestra de pacientes

Después de su consentimiento expreso, se utilizd una coleccion de ADNs procedentes de pacientes de origen
caucasiano afectados por la enfermedad de Alzheimer y de individuos testigo.

La frecuencia de los polimorfismos fue determinada por genotipado de una muestra de 47 individuos de un panel
comercializado por el Institut Coriell (EE.UU).

Diez polimorfismos (entre los cuales el polimorfismo rs908832) fueron seleccionados sobre la base de su
localizacién en el gen y de su frecuencia con el fin de ser genotipados en los pacientes afectados por la enfermedad
de Alzheimer y en los testigos.

Los genotipos se realizaron por el método del ensayo de la 5" nucleasa (técnica de discriminacion alélica de Applied
Biosystems, Foster City, EE.UU), después se realiz6 un ensayo estadistico de tipo Chi2 ensayando la asociacion de
cada uno de estos marcadores con la enfermedad de Alzheimer (ensayo de heterogeneidad). Para el analisis, se
distinguieron grupos segun la edad de aparicion de la enfermedad ((precoz (antes de o a los 65 afios) o tardia
(después de los 65 afios)) y su origen (esporadico (primer caso conocido) o familiar (otros casos ya conocidos en la
misma familia)).

Los resultados obtenidos para el polimorfismo s908832 son los siguientes :

e frecuencia del alelo minoritario (T) en los pacientes (440 genotipos): 7,4
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e frecuencia del alelo minoritario (T) en los testigos (519 genotipos): 3,4

Las proporciones de Hardy Weinberg fueron verificadas en los pacientes y en los testigos: no se observa diferencia
significactiva, lo que confirma que no hay error de genotipado.

Resultados de los ensayos efectuados en los pacientes que presentan una forma precoz de la enfermedad (antes de
0 alos 65 afios):

e 136 casos esporadicos frente a 272 testigos:

e ensayo de heterogeneidad: chi2 (1ddl) = 22.69 p = 2.10°

e ensayo alélico (freq(T) frente a freq(C)): chi2 (1ddl) = 21,27 p = 4,10°
e 104 casos familiares frente a 272 testigos:

e ensayo de heterogeneidad: chi2 (2ddl) = 7,80 p = 0,02

e ensayo alélico (freq(T) frente a frec (C)): chi2 (1dd1) =7,27 p = 7.10°

El odd ratio fue estimado por regresion logistica en los 240 pacientes que presentan la forma precoz (ajuste sobre el
sexo y el estatuto APOE-€4). El resultado es igualmente significactivo: OR = 3,97 IC =[2,23 - 7,09]

Los valores obtenidos siguen siendo significativos (umbral fijado en 0,05) incluso después de la correccion para
ensayos multiples por el método de Bonferroni.

Estos resultados indican que el gen ABCA2 es un gen importante en la etiologia de la enfermedad de Alzheimer.

En término de riesgo, este resultado es del mismo orden de magnitud que el riesgo que confiere la poliproteina
E4, el factor de riesgo mas fuerte conocido hasta hoy dia para la enfermedad de Alzheimer.

Ejemplo 2: Obtencidn de ratones transgénicos

1. Generaciéon de un ratén transgénico gue expresa la proteina humana ABC A2

La mutagénesis del ABCA2 humano se hace por via de la utilizacién de un sistema de mutagénesis in vitro tal como
el Sculptor™ (Amersham, France). La region codificante del ABCA2 se subclona en un vector de clonacion de tipo
Bluescript (Stratagéne) y las mutaciones se introducen segun el protocolo suministrado por el fabricante por via de la
utilizacién de oligonucledétidos que contienen la mutacion deseada. Las secuencias mutadas se han de verificar por
andlisis de secuencia.

2. Generacion e identificacién de los ratones transgénicos ABCA2

Para la construccion del transgen, el ADN gendmico que codifica para el ABCA2 y que presenta el alelo minoritario
del polimorfismo rs908832 humano es subclonado en el polienlazador de un vector de expresién transgénico
especifico de ciertos tejidos/tipos celulares como el THYI (Luthi et al., J. Neuroscience, 17, pp. 4688-99), PDGF o
prién para los tipos neuronales, o0 GFAP para los tipos astrocitarios. Para preparar ADN superenrrollado se utiliza un
estuche de preparacion de plasmido (Qiagen). Para la microinyeccion, las secuencias del vector se han de eliminar
por digestion con una enzima de restriccion definida, dejando intacta la totalidad del transgen y separandolo de las
secuencias inudtiles del vector de clonacién. A continuacion, el fragmento que contiene el casete de expresion se
purifica por electroforesis sobre un gel de agarosa.

Las partes alicuotas destinadas a la microinyeccién se dializan contra un tampén TE (10 mM Tris pH 7,4 ; 0,1 mM
EDTA) sobre un filtro flotante (Millipore ; tipo de membrana : VS ; 0,025 um), después se filtran (Spin-X ; Costar ;
membrana de poliacetato ; 0,22 um). El ADN se diluye a la concentracion final de 1-2 ng/pl para la microinyeccion. El
fragmento purificado se inyecta en uno de los dos pronucleos de los ovocitos fertilizados de raton. Los embriones
supervivientes se trasplantan inmediatamente en el oviducto de madres adoptivas (« pseudoprefiado »). La
presencia del transgen en los recién nacidos se determina o bien por PCR o bien por un andlisis en Southem,
utilizando sondas / secuencias especificas. Para el conjunto de estos analisis, cualquier reagrupacién mayor o
deleciones del transgen en los fundadores y su descendencia pueden ser excluidos.

3. Generacién de animales transgénicos que portan la proteina humana ABCA2 en su genoma

Se utiliza la tecnologia de recombinacion homologa en las células madre para introducir el gen ABCA2 que presenta
el alelo minoritario del polimorfismo rs908832 humano en la posicion predefinida deseada en el gen del raton. Los
cebadores y las muestras descritas en la presente invencion se pueden utilizar facilmente para seleccionar las
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librerias gendmicas isogénicas de raton (librerias lambda, BAC, YAC ...) con el fin de aislar y clonar el gen
correspondiente del raton. Dicho gen del ratdon se caracteriza por su organizacién gendémica y su secuencia
utilizando las técnicas estandar conocidos por el experto en la materia (cartografia de los lugares de restriccion,
secuenciacion, herramientas bioanaliticas) con el fin de definir el lugar exacto en donde se debe insertar el ADN
humano para obtener el perfil de expresién del ADN humano deseado interrumpiendo definitivamente la expresion
del gen murino. Una vez identificada la posicién exacta, se construye un vector de orientacion estandar para las
células madre (es decir un vector que tenga marcadores para la seleccion de los eventos deseados, siendo todos
estos marcadores bien conocidos por el experto en la materia, especialista del dominio). Rapidamente, una casete
de seleccion (gen de resistencia a un antibiético) se dispone en el limite de los extremos 3'y 5' de los fragmentos del
ADN gendémico del raton (2-6 kb) idénticos a las extensiones 3' 'y 5' de la secuencia del gen murino ABCA2 situado
inmediatamente después del sitio de insercion seleccionado.

En base del conocimiento del gen del ratén, se genera un vector de control positivo para la seleccion de las células
madre recombinantes (el vector reproduce el lugar del gen murino una vez lograda la integracion) con el fin de
optimizar y validar el proceso de seleccion de alto rendimiento.

Conforme a los procedimientos estandar, el ADN es purificado para los ensayos de orientacion. El vector de
orientacion se introduce en la células madre utilizando técnicas de electroporacién estandarizadas, después de lo
cual los clones de las células madre se someten a un procedimiento de seleccion secuencial (antibidticos), de
manera a favorecer los clones de las células madre que portan la recombinacién deseada. En general, la seleccion
dura aproximadamente 2 semanas. Los clones resistentes de las células madre se seleccionan por PCR y/o
Southern.

Los clones de las células madre que tengan la recombinacion deseada sin otra modificacion detectable
en su genoma se desarrollan de manera a obtener suficientes células. Después, dichas células se inyectan en
embriones de 3 dias y medio, obtenidos de una hembra que haya ovulado normalmente. Los blastocitos
supervivientes (que portan las células madre) se implantan en una hembra receptiva que permitira el desarrollo a
término de los blastocitos y dara lugar al nacimiento de ratoncitos recién nacidos compuestos de células
procedentes de los blastocitos huésped y de clones de células madre. Este tipo de animal se denomina « animal
quimeérico ».

Estos quimeros (de preferencia machos puesto que la mayor parte de las lineas de células madre se obtienen de
ratones macho) son «desposados » con ratones de tipo salvaje de manera a obtener animales heterocigéticos por
modificacién. La cria entre si de animales heterocig6ticos permite generar animales homocigoticos.

4. Generacion de animales transgénicos que portan el alelo minoritario del polimorfismo rs908832 del gen
ABCA2 humano en su gen correspondiente

De la misma manera que se ha descrito anteriormente, el gen murino se aisla y se caracteriza. Para este tipo de
modificacion, es esencial comparar el gen humano y el gen murino de manera a identificar la posicion exacta en el
cual el punto de mutacion encontrado en el hombre debe ser introducido en el gen murino. En esta etapa es esencial
un bioandlisis. Por ultimo, el vector de orientacién se elabora y se ajusta de la misma forma que se ha descrito
anteriormente. Después de conseguir la recombinacion homdéloga, en la secuencia codificante del gen murino no ha
cambiado nada mas que el punto de mutacion deseado. Ciertos marcadores de seleccion pueden permanecer en un
intron, pero en general no tienen influencia alguna sobre la expresion del gen. Si fuera necesario, se pueden eliminar
utilizando una segunda generacion de vectores de orientacion incluyendo los elementos de reconocimiento de una
recombinasa. Una vez ajustada la construccion, las etapas son idénticas a las del procedimiento descrito
anteriormente.

De manera general, estos ratones transgénicos ABCA2 seran cruzados favorablemente con ratones transgénicos
que expresan el gen APP que porta las mutaciones de las formas familiares de la enfermedad de Alzheimer con el
fin de favorecer la deposicion de las placas amiloides.

5. Neurohistopatologia

Preparacién del tejido cerebral

Los ratones deben ser anestesiados profundamente (Pentobarbital: 60 mg/ml/kg i.p., Kétamine: 40 mg/ml/kg i.p.)
después deben ser perfundidos por via transcardiaca con suero fisioldgico, después formaldehido (4% en PBS). Los
cerebros se extraen a continuacion, después se fijan posteriormente en la misma solucion de fijacion durante 24
horas a 4°C. Después de la fijacion, los cerebros se separan en hemicerebros derecho e izquierdo, después se
someten al protocolo clasico de recubrimiento con parafina.

Los hemicerebros izquierdos recubiertos con parafina de los ratones transgénicos y no transgénicos, e igualmente
los bloques de tejido cerebral humano postmortem (cortex frontal) de individuos afectados por la enfermedad de
Alzheimer y de un individuo de control se cortan a 6 um de espesor (cortes en serie), mediante la utilizacion de un
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microtomo (LEICA RM 2155, France). Los bloques de tejido correspondientes a los hemicerebros derechos de los
ratones transgénicos y no transgénicos se cortan a un espesor de 25 um.

La inmunoreactividad contra el péptido amiloide AR se detectara como se describe normalmente por el experto en la
materia.

<110> AVENTIS PHARMA S.A.

<120> METODOS DE DETECCION DE LA ENFERMEDAD DE 'ALZHEIMER
<130> PRJ03027

<160> 9

<170> Patente en version 3.1
<210>1

<211> 562

<212> ADN

<213> Homo sapiens

15

<400> 1
ttcatcacct gcgggtggge caggggcttg gggcaggccc cggggaggac gccgccccte 60
cctgeccagee cgegecteca gggagagtec cggcccgege acctecttga geecggtgete 120
cttctecgee acgatgtget ggatggtcat ggccacggag tagacccagg agatcaccat 180
gcacagcggce atcatgtgct caatgacaaa caggaagctg cggggaggcc gcgctcaggce 240
gccactcage cccagcccca gccccagccce cgggcgecca gcactcactce atcgegtgtg 300
tagcaggggt aggggaacat ctgcacgtag ctgcctggct ccaccacatc gtgccccaca 360
aaagtgtcga tgatggcgceg ctccatcatg tctgtgggtg ggggcageca tcaggtgecg 420
ggcaggccct ctcgtcectca cacctgtect cccccatgaa tcectceccagee ggtcttecegg 480
gcctgctect caccctggat ccagacgaag ccgtagagga agtagaagcg gccgccagta 540
ttgggcccag gececgecagta gg 562

<210> 2

<211> 562

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

10



10

ttcatcacct
cctgcecagee
cttctecgee
gcacagcggce
gccactcagc
tagcaggggt
aaagtgtcga

ggcaggecct

gcctgctect caccctggat ccagacgaag ccegtagagga agtagaagcg gccgccagta

gcgggtggge
cgcgecteca
acgatgtgct
atcatgtgct
cccagcccca
aggggaacat
tgatggcgeg

ctcgtcecctea
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caggggcttg
gggagagtcc
ggatggtcat
caatgacaaa
gcccecagece
ctgcacgtag

ctccatcatg

gggcaggcece
cggceegege
ggccacggag
caggaagctg
cgggcgccca
ctgcctgget

tectgtgggtg

cacctgtcct cccccatgaa

cggggaggac gccgcececte
acctcecttga geceggtgcete
tagacccagg agatcaccat
cggggaggcc gcgctcaggce
gcactcactc atcgcgtgtg
ccaccacgtc gtgccccaca
ggggcagcca tcaggtgecg

tcctecagec ggtettcecegg

ttgggcccag gccgccagta gg

<210> 3
<211> 400
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

gggcccaata
gagcaggccc
ggcctgececyg
gacacttttg
ccctgctaca
tgagtggcgce

cgctgtgcat
<210> 4

<211> 400

<212> ADN

ctggcggecyg
ggaagaccgg
gcacctgatg
tggggcacga
cacgcgatga
ctgagcgcgg

ggtgatctcce

<213> Homo sapiens

<400> 4

gggcccaata
gagcaggccc
ggcctgececg
gacacttttg
ccetgctaca
tgagtggcgc

cgctgtgcat

ctggcggeeg
ggaagaccgg
gcacctgatg
tggggcacga
cacgcgatga
ctgagcgcgg

ggtgatctcc

cttctacttc

ctggaggatt

‘getgecceca

tgtggtggag
gtgagtgcetg
cctcececgea

tgggtctact

cttctacttc
ctggaggatt
gctgccecca
cgtggtggag
gtgagtgctg
cctceccegea

tgggtctact

ctctacggcet
catgggggag
cccacagaca
ccaggeagcet
ggcgeccggyg
gcttectgtt

cecgtggecat

ctctacggct
catgggggag
cccacagaca
ccaggcagct
ggcgeccggg
gcttectgtt

ccgtggceat

11

tcgtetggat
gacaggtgtg
tgatggageg
acgtgcagat
gctggggctyg

tgtcattgag

tcgtctggat
gacaggtgtg
tgatggagcg
acgtgcagat
gctggggctg

tgtcattgag

ccagggtgag
aggacgagag
cgccatcate
gttcccctac

gggctggggce

cacatgatgc

ccagggtgag
aggacgagag
cgccatcatc
gttccectac

gggctgggge

cacatgatgc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

562

60

120

180

240

300

360

400

60

120

180

240

300

360

400
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<210> 5
<211> 8154
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 5

ggggcggage cagcgceggat cgggtcecegg acgcccgage geccoccgeccce
atgcccagcg gcgeggeggg ctgeggggee cggeggggeg cgcagaggag
cgctgaggcg gcggagcgtg gcccecgecat gggcttcctg caccagcetge

ctggaagaac gtgacgctca aacgccggag ccegtgggtc ctggeetteg

12

cgegegggeg
€gggcegegg
agctgctget

agatctteat

60

120

180

240



cceectggtyg
gaaggaagtc
gcaatecgctg
cacggtcacg
cccagegegg
cagtgcgggce
tetggactceg
gctgcccaat
ccacctgctc
ggagccectgg
tectgeecte
cactgtgcct
gcaggctgcect
ggacgtggce
gccacaggcg
gaaggttctg
ctgcactggc
tggggcaggg
agcactggcec
cggcctgecag
gggcaacatg
gcacctcatg
cgtcatccte
ggtctggetc
acacctgegce
cctgtcactg
catggcccte
catgtccaag
ctacaccctce
gacccggaag

cttcaccgag

ctgttcttta
cccttctaca
tgecccggacg
cagctgcettg
cccagcctgg
ccgggcacct
gtggccagaa
agcacggcce
tttggtcect
agccgcectag
ctggagcagc
gagagtcaga
gcgecgtgeca
aaggtctcce
ccaccccecac
caggatgtgg
cggacccccg
gcagtcatgg
accccggaca
cccatcttgt
agctccctgg
accagcaacc
aaggccaacg
aacatctcgg
tggctgcagce
gatgagctgc
ctgcagcagc
gtgagcgtgg
aaccaggcct
gacggctege

aaaaccaacg
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tcetgetggg
cagcggcgece
gccagcgaga
agcgectgga
gctcagaget
cggggagcca
acccgcagga
aagcactctt
catctgccect
ggggcaatcc
tcacctgcac
agggagccct
ggcgcttctce
agcagctggg
ggaggctgca
atgtcctgtce
gacccccagce
gccccaacgc
céctgcaggg
gtggcaacaa
gcttcacgag
ccaaaatcct
agacttttgc
cggagatccg
agtatgtagc
cgececggecct
tggataccat
acatcttcaa
accaggacaa
tcecegectea

agatccgecg

gctgcgacag
cctgacgtcet
cgagttcggce
ccgegtggtg

cgaggcccta

aagaagccca
gccggeatce
ttcetgeagt
gaggaaggca

cgccagcatce

cctggacaga ftccacagtgt

gctctggegt
ggeccgcecegt
ggattcacag
cctgttccgg
gccgggeteg
gcagggctac
tgggctgtcet
cctggatgec
ggcgcttetg
ggecectggec
cagtggtgeg
caccgctgag
ccagtgctca
ccgcaccatt
caaggagcag
gtacgcgect
ttttgtggge
cagcttcctg
agagctgcgg
gagacaggac
tgacaacgceg
gggcttcecce
cgtcactgtt
cgtgcactac

cgectactgg

13

ttcetgacge
gtggaccecgce
tctggectcee
atggaggagc
ggggagctgg
cgggatgctg
gctgagctcc
cccaacggct
999935Ct90
ctgctactgc
ggtggggcgg
gagggcgceac
gecttegtac
gaacccgagg
cggaacctgg
gcgggctetg
aacgtgactc
gagcagggca
ctgcacceccg
aacttctcge
gcctgeggcet
gacgaggaga
tttgccagtyg
aagatccgee

cggectggge

ccatctecgt
tgcctgtcecat
acgccaactce
acctgtttga
tggaggccct
cttecettecte
aaaacttgte
ccgaggtcta
acaagggtca
tgctgetgge
gccggatccet
tctgcagtgg
ggaaccagct
cggactccte
tggatgccca
cccagggtge
ccaatggcac
cctectgetge
agctctgggce
cgctgeggeg
gectectcegt

aggtcgaccg

actatgecca

ggctgcagca
aggcactgaa
tgcccagtgg
ggatccagtt
gecattgtcaa
tgatettcecca
agaactccag

ccaatactgg

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1}40
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100



cggeccgcette
catcgacact
ctaccccectge
catggtgatc
ggagcaccgg
ggcctggttce
cctgaagtac
agtctacgcecg
caagctggcec
cgtggcegatc
gtccctecatg
ggccggegtg
caacttgctc
gtggtacatt
actgcagaag
gtgggcacge
ccggegettt
ctgcgtggac
gagcctgaac
gaccaccacc
ctacgggcac
gcagcacaat
gctcaagagce
ggagctctce
getgtcecgtg
ggcgggcegtg
aggcegceace
cattgccatce
cacctatggce

ccaagagcca

tacttcctcet
tttgtgggge
tacacacgcg
tecetgggtcet
ctcaaggagg
atcaccggct
ggccaggtge
gtggccacca
tcggectgeg
cgagaggagg
tccacgacgg
ggcatccagt
ctggctgtcea
gaggctgtge
tcectactgge
accccecgece
gaggagaccc
aaactcacca
ctctacgaga
atgtccatcc
gacatccegca
gtgctctttg
atggctcagg
aacaaacggc
gccatcgect
gacccctacg
atccttctgt
atctcccatg
gacgggtacce

gggctggcat
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acggcttegt
acgacgtggt
atgacttect
actccgtgge
tgatgaagac
ttgtgcagct
ttatgcacag
tcatgttctg
gtggcatcat
tggcgecatga
cctttggtcet
ggcacacctt
ccatgctgat
acccaggcat
tgggcagtgg
tcagtgtcat
gtggcatgga
aggtctacaa
accaggtggt
tgaccggcect
cggagatgga
accggctcac
aggagatccg
actcactggt
tcgtgggegg
cgecgeecgege
ccacccacca
ggaagctcaa
gcctcacget

ccagccccee

ctggatcecag
ggagccaggce
gtttgtcatt
catgaccatc
catgggcctg
gtccatctce
ccacgtggtc
cttcctggtg
ctacttcctg
taagatcacg
gggctctaag
cagccagtcc
ggtggacgcce
gtacgggctg
gcggacagaa
ggaggaggac
ggaggagccc
ggacgacaag
ctcettettg
gttecectceca
tgagatcegce
ggtggaggaa
cagagagatg
gcagacattg
ctctegegee
catctgggac
catggatgag
gtgctgcgge
ggtcaagcgg

aggtecgggcc

14

gacatgatgg
agctacgtgc
gagcacatga
cagcacatcg
aacaacgcgg
gtgacagcac
atcatctggce
tetgtgetgt
agctacgtge
gccttcgaga
tacttcgcge
ccggtggagg
gtggtctatg
ccceggecct
gectgggagt
caggcctgtg
acccacctge
aagctggecce
ggccacaacg
acgtcgggtt
aagaacctgg
cacctectggt
gacaagatga
tegggtggea
atcatcctgg
ctcatcetga
gctgacctgce
tccececgetet
ccecgecgage

ccgctgagea

agcgcgcecat
agatgttcec
tgccgetgtg
tggcggagaa
tgcactgggt
tcaccgecat
tcttectgge
actccaaggce
cctacatgta
agtgcatcgce
tgtatgaggt
gggacgactt
gcatcctcac
ggtacttcece
ggagctggec
ccatggagag
ctctggttat
tgaacaagct
gggcgggeaa
ccgecaccat
gcatgtgcce
tctactcacg
tcgaggacct
tgaagcgcaa
acgagcccac
agtacaagcc
ttggggaccg
tcctcaaggg
cggggggccc

gctgctccga

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900



gctccaggtg
aagcacggag
cctcttececag
ggacacgacc
cagtgaggcc
gtctggggag
atcgctgcag
cgacgtctat
cctgcaagag
cggcgggtgg
ccgeegeaac
ggccatgacc
accttcccag
ggagegeegce
cacgttccgg
ctegetgggg
cttegacage
acccccacce
ctggaacgtc
gcegegectg
ctgccecage
gaccgacatc
actgcaccgg
tggcaccagg
ctacaacaac
cctgegtgece
caaccaccce
ggatgtegtc
tgtcttecte
caaccccatce

cgctacctge

tceccagttca
ctctectaca
cacctggage
ctggaggaag
gatgtgaagg
ggtcacgcetg
tcggegtceat
ggcgactacce
gtggaggcag
ctgaaggtge
tccaaggcac
gtggccctgt
taccacaact
gagtaccggc
ctgcecgtegg
cccacgttga
atgtgtctgg
tegececgecce
tcectgeege
gtacgggagc
agtgtgggceg
accggccaca
tatggggcca
gccccaceca
aagggctatc
aacctgccca
atgaataaga
atcgccatct
gtggccgaga
atctactggc

tgtgtcatca
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tccgecaagcea
tcctgecccag
gcagcctgga
tgttcctcaa
agtccaggaa
gcaatctggce
ctgtgggcetce
gccecetett
aggeccctgtc
gccagtteca
tcttcteeca
ccgtcecgga
acacccagcce
tgcggctatce
gggtgggtgce
acctgagcag
agtccttcac
catctgactc
ccaccgetgg
ccgteegetg
ggcacccgece
atgtctctga
tecacctttgg
tggtgcggaa
acagcatgcce
agagcaaggg
ccagcgceag
tcatcatcgt
agtccaccaa
tggcgaacta

tecectgtttgt

tgtggcctce
cgaggccgec
tgcactgcac
ggtgtcggag
ggatgtgcte
ccggtgeteg
tgececegtgge
tgataaccca
gagggtcggce
€gggctgetg
gatcttgetg
gattggtgat
ccgtggeaat
gcccgacgec
cacctgegtg
cggggagteg
acaggggctg
gccagcgtcece
gccagaaatg
cacctgctcet
ccagatgcgg
gtacctgctce
aaacgtcctg
gatcgcggtg
cacctaccte
caacccggeg
cctctceetg
ggccatgtcec
ggccaagcat
cgtgtgggac

gttcgacctg

15

tgcctgetgg
aagaaggggg
ctcagcagct
gaggatcagt
cctggggegg
gagctgaccc
gacgagggag
caggacccag
cagggcagcc
gtcaaacgct
ccagccttet
ctgcceccege
ttcatececcect
agcccccagce
ctcaagtctc
cgecctgcetgg
ccactgtcca
ccggatgagg
tggacgtcgg
gcgeagggea
gtggtcacag
ttcacctceg
aagtccatcc
cgcagggctg
aacagcctca
gcttacggca
gattacctge
ttegtgeegg
ctgcagtttg
atgctcaact

ccggcctaca

tctcagacac
ctttecgageg
tcgggectgat
cgctggagaa
agggcccggce
agtcgcaggce
ctggctacac
acaatgtcag
gcaagctgga
tccactgege
tcgtctgegt
tggtcctgte
acgccaacga
agctcgtgag
cecgccaacgg
cggcteggatt
atttegtgee
acctgcagge
cacccteect
ccggettete
gcgacatcct
accgctteeg
cagcctcatt
cccaggtttt
acaacgccat
tcaccgtcac
tgcagggcac
ccagcttcegt
tcagcggetg
acctggtcec

cgtcgeccac

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700

5760



caacttccct
gtacccggcec
caatctctte
cgacaaggac
ctacaacctg
cgccaagatt
cggactggtg
gtacaacttc
tgtggacgtg
caagattgag
tgaccgcectg
tgcgggcaag
ggccttegte
ctactgeccg
gtacacgegg
ggagaagcetg
caagcggaag
cgagcccacce
cctcatcaag
gctgtgcacg
gcacctgaag
gagtgtgaag
gcggcaccac
gttcagcaag
gaccacactg
gcaggagacg
ccggeccegy
ggacacggag
cacggacacg

cccagagctg

gcegtectet
tcettetggt
atcggcatca
ctgaaggttg
ggccacggge
ggccagtttg
gccatggegg
ctgecggeggce
gccagtgage
aacctgacca
tgcctgggtg
accagcacct
aatggacaca
cagtgtgacg
ctgegtggga
gagctgacca
ctctecacgg
acaggcatgg
acagggcgtt
cggctggeca
aaccggtttg
gacgtggtge
acaaaggtgce
atggagcagg
gacaatgtgt
gagcegecat
tctgecccca
gacgagggcc
ctctgcetgac

ggccagggac
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cecctettect
tcgaggtcecc
cecgecacegt
tcaacagtta
tcatggagat
acaagatgaa
ttgagggegt
cacagcgcat
ggcagcgagt
aggtctacaa
tgecgtcctgg
tcaagatgcet
gcgtgectgaa
cgctgttcega
tctectggaa
agtacgcaga
ccatcgcect
accccaaggc
cagtggtgct
tcatggtgaa
gagatggcta
ggttcttecaa
agtaccagct
tgtctggegt
tcgtgaactt
ccgcactgca
cggagctccg
tcatcagctt
cacccagagce

tcaacaatgg

gctctatggg
cagctcegec
ggccaccttce
cctgaaaagc
ggcctacaac
gtececeegtte
cgtgggcettce
gecctgtgtet
gctccgggga
gtcccggaag
cgagtgcttc
gaccggcgac
ggagctgcetc
cgagctcacg
ggacgaggcec
caagccggct
cattgggtac
ccggegcette
gaéatcacac
cggtcgectg
catgatcacg
cegecaactte
caagtcggag
gctgggcatc
tgccaagaag
gtcececctcte
ggcacttgtg
cgaggaggag
tgggccaggg

ggacagaagt

16

tggtccatca
tacgtgttcc
ctgctacage
tgcttectca
gagtacatca
gagtgggaca
ctcctgacca
accaagcctg
gacgccgaca
attggeccgta
gggctcctgg
gagagcacga
caggtgcagce
geccgggage
cgggtggtga
ggcacctaca
ccagccttca
ctctggaacc
agcatggagg
cggtgcctgg
gtgcggacca
ccggaagcca
cacatctcge
gaggactact
cagagtgaca
ggctgcttgce
gcagacgagc
cgggcccagce
aggacacgct

ccececcagtge

cgcccatcat
tcattgtcat
tcttecgagea
ttttceccaa
acgagtacta
ttgtcacccg
tcatgtgcca
tggaggatga
atgacatggt
tcetggecegt
gcgtcaacgg
¢cggggggcga
agagcctcgg
acctgcagcet
agtgggcetct
gcggcggceaa
tettectgga
tcatcctega
agtgcgaggce
gcagéatcca
agagcagcca
tgctcaagga
tggceccaggt
cggtcagcca
acctggagca
tcagcctgcet
ccgaggacct
tgteccttcaa
ccactgacca

ctgccaggge

5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500

7560
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15

20

25

ctggagtgga
ccetgeggte
cgtacaccct
cctggcactg
ctgceceggcec
tgtgggcgga
ctgctctect
ggtggcagga
ccecagetge

ccgggectgt

ggttcaggac
actgcggttg
tgccctgett
ctcaccgecec
tcggaaccag
gctgggtceag
gcagggaggt
atggagaagc
catcgctctce

acatagcgcea

<210> 6

<211> 16

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 6

agcgcgccat catcga
<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 7

cactcatcgc gtgtgtagca
<210> 8

<211> 15

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 8

cacgatgtgg tggag
<210>9

<211> 14

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 9

cacgacgtgg tgga
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caaggggctt
ccgecectaa
tgccttaaag
aaggcgacgc
cttttectcte
tceccgtattt
ggctgtcceg
tgaccctget
ccaccecagcet

cagatgtttg

ctggtectee
ttgtgccaaa
ccteggggte
cggctggace
ttacgatgaa
attttgettt
cgggaagcca
ggccaggcaa
tggccecectg

ttttaaataa

17

agcccctgta
ggctgacceg
tgcccggece
aggcactgct
ggctgatgcce
gagaagaggc
tcagcttggg
ggggccagac
ccecgcccace

ataaacaaaa

cteggccatg
geccgggetg
ctcgecectg
ggcctttcte
gagagcgggc
tcctetggece
ccagctggca
ccecccccaac
tccctgggag

tgtc

7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100

8154

16

20

15

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2370491 T3

REIVINDICACIONES

1. Método de diagndstico o de prondstico de la enfermedad de Azheimer en un individuo, caracterizado porque
comprende al menos una etapa de deteccion de la presencia del polimorfismo rs908832 del gen ABACA2.

2. Método segin la reivindicacion 1, caracterizado porque dichas etapas de detecciéon se efectian a partir de
muestras biolégicas.

3. Método de diagnostico o de prondstico de la enfermedad de Alzheimer en un individuo segun la reivindicacion 2,
caracterizado porque dichas muestras bioldégicas son muestras que contienen células nucleadas.

4. Método de diagndstico o de pronéstico de la enfermedad de Alzheimer en un individuo segun las reivindicaciones
2 0 3, caracterizado porque dichas muestras biolégicas son muestras de sangre, de esperma o de cabello.

5. Método de diagnostico o de prondstico de la enfermedad de Alzheimer en un individuo segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque dichas etapas de deteccién de la presencia o ausencia de los ADN que portan el polimorfismo
se efectian por técnicas de reaccion del polimerizacion en cadena (PCR), de hibridacion, de transferencia de
membrana por la técnica de Southern, de digestion por nucleasas, de polimorfismo de longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP), o de secuenciacion directa, o su combinacion.

6. Método segun la reivindicacion 5 caracterizado porque comprende:
a. la extraccion del ADN de dicho individuo a partir de una muestra biologica,

b. la amplificacibn de dicho ADN aislado con ayuda de cebadores capaces de amplificar la secuencia
correspondiente al polimorfismo rs908832 del gen ABCA2,

c. la determinacion de la presencia de al menos uno de los alelos del polimorfismo rs908832 del gen ABCA2 en
el ADN amplificado.

7. Método segun la reivindicacién 6, caracterizado porque la etapa de amplificacion b) comprende una reaccion de
polimerizacion en cadena (PCR).

8. Método segun la reivindicacion 6, caracterizado porque el ADN amplificado que porta el alelo minoritario T del
polimorfismo rs908832 se distingue del ADN amplificado que no porta este alelo por la técnica que utiliza la actividad
5 nucleasa del ADN polimerasa | (TagMan)

9. Método segun la reivindicacion 6, caracterizado porque el ADN amplificado que porta el alelo minoritario T del
polimorfismo rs908832 se distingue del ADN amplificado que no porta este polimorfismo por andlisis del
polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP).

10. Método segun la reivindicacion 9, caracterizado porque los fragnmentos de restrccion se obtuvieron por digestion
del ADN amplificado con ayuda de una enzima de restriccion antes de la migracion en gel de agarosa, transferencia
sobre membrana por la técnica de Southern e hibridacion.

11. Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la deteccién de la presencia del polimorfismo rs908832
del gen ABCA2 comprende la determinacién del nucleétido en posicion 2185 del transcrito codificante para la
proteina ABCA2, presentando dicho transcrito la secuencia SEQ ID N° 5.

12. Animales transgénicos no humanos, de lineas de células madre no humanas y lineas de células diferenciadas a
partir de estas lineas de células madre, en el genoma de los cuales se ha insertado al menos una secuencia de ADN
exogeno gendmico que porta el alelo minoritario "T del polimorfismo rs908832 del gen ABCA2..

13. Animales transgénicos segun la reivindicacién 12, caracterizados porque se seleccionan entre los mamiferos no
humanos.

14. Procedimiento de obtencion de animales transgénicos, de lineas de células madre y lineas de células
diferenciadas a partir de estas lineas de células madre, segin una de las reivindicaciones 12 y 13, caracterizado
porque comprende la generacion de animales transgénicos, a excepcion de los procedimientos que consisten o
comprenden el crecimiento sexuado del conjunto del genoma de los anmimales, de lineas de células madre y de
lineas de células diferenciadas a partir de estas lineas de células madre que comprenden el alelo minoritario del
polimorfismo rs908832 del gen ABCA2 humano.

15. Utilzacion de animales transgénicos, de lineas de células madre y lineas de células diferenciadas a partir de
estas lineas de células madre, segun una de las reivindicaciones 12 y 13 para ensayar la actividad de agentes o de
métodos destinados a prevenir y/o tratar la enfermedad de Alzheimer.

16. Célula extraida de animales transgénicos tal como se describe en una de las reivindicaciones 12 y 13.

17. Utilizacion de una célula segun la reivindicacion 16, para la identificacion de compuestos destinados al
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
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